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Sammanfattning

Genetiska resurser i form av vilda sléktingar till odlade grodor och vilda medicinal- och kryddvéxter
bevaras i form av fréer i genbanker, till exempel Nordiskt genresurscenter (NordGen). Bevarandet
av dessa arter ar viktigt for den genetiska méangfalden, for vaxtforadling samt for framtida utveckling
av mediciner och livsmedel. For att bibehalla god kvalitet i de lagrade frona kravs regelbundna
grobarhetstester. Detta kraver kunskap om de artspecifika groningsforhallanden som kravs och
arternas frovila och officiella groningsprotokoll saknas ofta, speciellt fér vilda arter. | detta arbete
utfordes groningsforsok pa fyra vilda véxtarter med syfte att bryta deras frovila. Atriplex hortensis,
Crambe maritima, Ligusticum scoticum och Myrrhis odorata behandlades med en kéldstratifiering
pa ca 50 dagar efterfoljt av behandling med GAs, H,O, och KNOs och kontrollbehandling av
kranvatten. Atriplex hortensis och Ligusticum scoticum grodde efter ca 50 dagars stratifiering, och
ytterligare behandlingar gynnade inte groningen signifikant fran kontrollbehandlingen. Crambe
maritima gynnades av behandling med GAs. Myrrhis odorata hade mycket 1ag grobarhet och kraver
ytterligare undersokning for att hitta metoder att bryta frévilan, troligtvis genom langre stratifiering
och inkubation. H,O, hade generellt negativ paverkan pa groningen, men bor undersokas vidare i
olika koncentration och behandlingstid. Tetrazoliumtest utfordes vilket visade att metabolisk
aktivitet forekom i en majoritet av de testade frona.

Nyckelord: Groning, Frovila, Stratifiering, Vateperoxid, Kaliumnitrat, Tetrazoliumtest,
Gibberellinsyra, Atriplex hortensis, Crambe maritima, Ligusticum scoticum, Myrrhis odorata

Abstract

Genetic resources in the form of crop wild relatives, as well as wild medicinal and aromatic plant
species are stored as seeds in gene banks, for example the Nordic genetic resource center (NordGen).
Preservation of these species is important for genetic diversity, plant breeding and future
developments of food and medicines. To maintain good quality in the stored seeds regular
germination tests need to be performed. These tests require knowledge about the species-specific
germination requirements and seed dormancy, and oftentimes no official germination protocols for
wild species exist. In this thesis germination tests were performed on four wild or naturalized
species, with the goal of breaking their dormancy. Atriplex hortensis, Crambe maritima, Ligusticum
scoticum and Myrrhis odorata were treated with a cold stratification of ~50 days, and then treated
with GAs, H20,, KNOs, and a control treatment of tap water. Atriplex hortensis and L. scoticum
germinated after the cold stratification, and the additional treatments did not improve germination
more than the control treatment. Germination improved in Crambe maritima after treatment with
GAs. Myrrhis odorata had very low germination rates and further studies are required to find
methods of breaking the dormancy, possibly through longer stratification and incubation. H,O, had
an overall negative effect on germination, especially of seeds of smaller size, but could be studied
further to find better suited concentrations and treatment times. A tetrazolium test was performed
which showed metabolic activity in a majority of the tested seeds.

Keywords: Germination, Dormancy, Stratification, Hydrogen peroxide, Potassium nitrate,
Gibberellic acid, Tetrazolium test, Atriplex hortensis, Crambe maritima, Ligusticum scoticum,
Myrrhis odorata
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1. Introduktion

I en del av arbetet for att uppna FN:s globala hallbarhetsmal ar det nddvandigt att
bevara och arbeta for ett hallbart nyttjande av genetiska resurser. Genetiska resurser
definieras som ” genetiskt material av faktiskt eller potentiellt varde” och “varje
material av véxt-, djur-, mikroorganism- eller annat ursprung, som innehaller
funktionella enheter av arvsmassa” (Food and Agriculture Organization of the
United Nations 2009). | Sverige leds en del av detta arbete av det Nordiska
Genresurscentret (NordGen), genom bevarande av djur och véxter som &r viktiga
for mat och lantbruk (NordGen 2024a). Dessa genetiska resurser bevaras in situ,
inom artens naturliga véxtplats, samt ex situ, utanfor artens naturliga livsmiljo,
genom insamling av fréer och véxtmaterial till genbanken i Alnarp.

En del av det véxtmaterial som samlas in och bevaras &r vilda kulturvaxtslaktingar
till odlade grédor, och arter som historiskt anvants som medicinal- eller kryddvéxter
(Palmé et al. 2019; Carlson-Nilsson & Aloisi 2022). Dessa vilda slaktingar kan bara
pa viktiga egenskaper och genetisk mangfald som over tid gatt forlorade i
domesticerings- och véxtforadlingsprocesser. De ar darmed viktiga for
foradlingsprogram, speciellt for att mota de utmaningar som klimatférandringarna
for med sig. Arterna kan aven ha potential som odlade grodor i sig.

Frosamlingen som bevaras i genbanken behdver hallas vid liv och halla god
kvalitet, darfor kravs det regelbundna grobarhetstester (NordGen 2024b). Ar
grobarheten for 1ag efter lang lagringstid i frys eller antalet fron i lagring har
minskat genom anvandning behover frona férokas och fornyas genom odling i falt
eller vaxthus. For att kunna genomféra dessa grobarhetsanalyser eller odlingar
kravs det kunskap om de specifika arternas optimala forutsattningar for att gro samt
de atgarder som kravs for att bryta frovilan. For manga vilda eller sallan
kommersiellt odlade arter saknas officiella groningsprotokoll fran organisationer
som ISTA (International Seed Testing Association). Kunskapen om vilda arters
specifika groningsforutsattningar ar ofta lagre, och arterna kan naturligt ha mer
oregelbunden groning och stark frévila &n domesticerade arter dar dessa egenskaper
foradlats bort.
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1.1 Syfte och fragestallning

Syftet med detta arbete &r att genomfora groningsforsok for att bryta frévilan hos
fyra utvalda véxtarter; tradgardsmalla (Atriplex hortensis), strandkal (Crambe
maritima), strandloka (Ligusticum scoticum), och spansk korvel (Myrrhis odorata).
Dessa arter har valts ut da groningsprotokoll i dagslaget saknas, eller tidigare forsok
inte lyckats uppna tillracklig grad av groning. Malséttningen for groningsférsoken
utgar fran NordGens interna standard att uppna 85% grodda fron.

Arbetet kommer utga ifran fragestallningen:

Hur paverkar de utvalda behandlingarna dem fyra véxtarternas potential att bryta
frovilan?

12



2. Bakgrund

2.1 Bevarande

Bevarandet av vilda slaktingar i genbanker uppfyller ett viktigt syfte for att
bibehalla en variation av genetiskt material. Domesticerade arter har en reducerad
genetisk diversitet genom selektionsféradling som isolerat gener av agrikulturellt
vérde (Dempewolf et al. 2017). De vilda populationerna kan stérka foradlingen av
domesticerade arter, genom att bara pa relevanta gener som exempelvis kan
anvandas inom resistensforadling, samt andra anpassningar for att klara
klimatforandringarna vi star infor (Landqvist 2018). Ett exempel pa detta &r
resistensforadling mot potatisbladmdgel (Phytophtora infestans) genom att
overfora resistensgener fran den vilda potatisslaktingen Solanum demissum
(Dempewolf et al. 2017). Manga vilda slaktingar fyller dven ett kulturhistoriskt
varde, ofta utifran ett medicinalt eller livsmedelsbruk. Genom insamling av dessa
for bevarande i genbank, sakras de fran att ga forlorade. Vaxter i naturen hotas av
den 6kade skovlingen av naturliga habitat for att bereda plats for monokulturer och
infrastruktur (Naturvardsverket 2024).

2.2 Frovila

Frovila &r mekanismer hos véxter for att groningen ska ske vid de mest gynnsamma
forhallandena for vaxten och for att undvika att groningen sker direkt efter
fromognaden nar de sitter kvar pa moderplantan. Den kan definieras som ett fro
som inte gror trots att grundldggande miljéfaktorer som vatten, syre och temperatur
ar uppfyllda, aven ljus, beroende pa art (Baskin & Baskin 2014). Frovilan mojliggor
for vaxten att vénta in nésta vaxtsadsong, gynna béttre spridning av frona innan de
gror eller uppbyggnad av en frobank i jorden (Leadem 1997; Bewley et al. 2013).
Baskin & Baskin (2004; 2014) klassificerar frovilan i fem huvudsakliga kategorier,
dessa redovisas Oversiktligt i Tabell 1 nedan, dessa kan &ven vidare klassificeras
utefter hur djup frovilan &r. Abskisinsyra (ABA) har en stor roll fér inducering och
bibehallande av frévilan, &ven om dess direkta roll ar oklar och nivaer av ABA kan
variera inom olika arter (Baskin & Baskin 2014).
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Tabell 1. Olika typer av frovila (Baskin & Baskin 2004)

Typ av Yttre frovila Inre frovila
frovila: Fysisk (PY) Fysiologisk (PD)  Morfologisk Morfofysiologisk ~ Kombinerad
(MD) (MPD) (PY+PD)
Orsak: Vatten kan gj Fysiologiska Underutvecklat ~ Kombination av Kombination
tranga in i froet mekanismer som  embryo, litet underutvecklat av fysisk vila
pa grund av motverkar embryo i embryo och och
ogenomtrangliga  groning, ex. forhallande till  fysiologiska fysiologisk
strukturer, ex. hormonbalansen  endosperm mekanismer. vila
froskal, frokapsel i froet.
eller lager av
pallisadceller
Metod  Oppna eller ta Varm eller kall Tid att Varm eller kall Kombination
for att  bort strukturen, stratifiering, som utvecklas under  stratifiering. av
bryta: eller sdra den simulerar en fordelaktiga stratifiering
genom att till sommar eller  forhallanden och rispning
exempel slipa vinterperiod.
skalet med Behandling med
sandpapper hormoner  som
(rispning, GAs, KNO3
scarification) eller etylen.

2.2.1 Behandlingar for att bryta frovila

I denna sektion beskrivs det urval av behandlingar for att bryta frovila som anvénts
under detta arbete, samt éversiktligt hur de fungerar. Behandlingarna har baserats
pa material som ar lattillgangligt i NordGens frélaboratorium, samt utifran
rekommendationer fran ISTA:s International Rules for Seed Testing (1993).

Koldstratifiering - For att bryta fysiologisk frovila anvands en period av kyla och
fukt, s.k. stratifiering, mellan ca 0 till 10°C (Baskin & Baskin 2014). Detta simulerar
vintern och nar koldperioden sen avslutas uppfattas det av froet som att det ar var
och darfor ett gynnsamt tillfalle att gro (Bewley et al. 2013). Koldstratifiering
behdvs ofta for vaxter anpassade till ett tempererat klimat dar frona mognar under
hosten och sedan gror pa varen (Baskin & Baskin 2014). | manga arter orsakar
koldstratifieringen att nivaerna av ABA minskar, eller att embryots kanslighet for
ABA minskar (Kucera et al. 2005).
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Gibberellinsyra — Gibberellinsyra (GA3) &r ett vanligt forekommande vaxthormon
som reglerar flera processer i véxtens livscykel, bland annat for att bryta frovila och
under frogroningen (Evert & Eichhorn 2013).

Gibberellinsyra verkar antagonistiskt med ABA och i manga arter kan tillsats av
gibberellinsyra 6ka groningshastigheten eller fungera som substitut for andra
frovilebrytande behandlingar (Kucera et al. 2005; Evert & Eichhorn 2013).

Kaliumnitrat (KNOs) - | manga arter kan frogroningen gynnas genom exogen
tillsats av nitrater (Nautiyal et al. 2023). Kaliumnitrat (KNOz) &r den mest anvénda
kemikalien for att bryta frovila pa detta satt. Det kan aven forbattra hastigheten och
ge jamnare groning. KNOz &r &dven effektivt for att motverka inhiberande
groningseffekt orsakat av salter (Nautiyal et al. 2023).

Vateperoxid (H202) - H2O> och andra reaktiva syreradikaler (ROS) genereras i
froet i samband med imbibitionen och groningen da froet tar upp vatten (Wojtyla
et al. 2016). Dessa kan verka skadliga for fréet genom oxidativ stress och darmed
negativt paverka groningen. Dock kan H20- dven verka som en signalsubstans som
reglerar frovilan och groningsprocesser, balansen mellan de skadliga effekterna och
de gynnsamma signaleringseffekterna kan vara svar att uppna (Wojtyla et al. 2016).
Exogen tillsats av H,O under olika ljusforhallanden har visats kunna bade framja
och hamma groning beroende pa de olika ljuskvaliteterna (Lariguet et al., 2013 se
Wojtyla et al. 2016). H20O> kan dven anvéndas for att sterilisera frona och darmed
undvika att angrepp av patogener skadar froet (Gilbert et al. 2023). Det var framst
pa grund av denna steriliserande effekt, behandlingen valdes. Utover detta kan
H.O fungera som en rispningsmetod (scarification) genom att lésa upp harda
froskal (Rosner et al. 2003).

2.3 Utvalda vaxtarter

Arterna groningsforsoken innefattar har valts ut eftersom det i dagsldget saknas
information om grobarhet och groningsprotokoll av dessa hos NordGen (Tabell 2).
Samt att de vid upprepade tillfallen haft en lag grobarhet vid tidigare tester. Urvalet
baserades aven pa tillganglighet av tillracklig méangd froer for att genomfora
forsoken. For att forsta arternas typer av frovila och hur man kan bryta frovilan, ar
det viktigt att veta deras groningsekologi.
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Tabell 2. Oversikt av sammanstélld bakgrundsfakta for arterna i groningsforsoket.

Latin Trivialnamn  Engelskt Familj Livscykel  Frovila
namn
| . | . . | | | | |

Atriplex Tradgardsmalla  Garden  Amaranthaceae  Annuell PD

hortensis orache

Crambe Strandkal Sea kale Brassicaceae Perenn PD

maritima

Ligusticum Strandloka Scots Apiaceae Perenn  MD/MPD

scoticum lovage

Myrrhis Spansk korvel Sweet Apiaceae Perenn MPD

odorata cicely

2.3.1 Atriplex hortensis — Tradgardsmalla

Atriplex hortensis med svenskt namn tradgardsmalla eller
mallspenat ar en ettdrig Ortartad vaxt i familjen
Amaranthaceae (tidigare Chenopodiaceae) och &r en
gammal kulturvaxt. Den &ar besléktad med odlade véxter
som quinoa, amarant, spenat och mangold, samt ogréset
svinmalla (Brittanica 2024).

Den véaxer i stora delar av Sverige men framst i sddra och
mellersta delarna, ofta pa stérd mark eller i tradgardar, vid
huskanter och tippar (Mossberg & Stenberg 2018;
Artdatabanken 2024a). Den har en upprétt stjalk som &r latt
forgrenad, och kan bli upp till ca 40-100 cm hég (Figur 1).
Bladen &r hjartlika eller triangulara och ca 4-9 cm langa.
De bildar tata blomsamlingar i toppen av plantan av Figur 1. lllustration av
oansenliga blommor. Frona ar sma, ca 1-2 mm i diameter, fAtfiF,"eX hortensis. Bild

. ) ran: Johann Georg Sturm
oftast bruna eller svartfargade och sitter i platta (painter: Jacob Sturm),

pappersaktiga frokapslar. Wikimedia commons

| handeln forekommer flera sorter av tradgardsmalla med varierande farger, manga
starkt roda eller rosafargade men dven grona och gula sorter (Cornell Garden Based
Learning 2024). Den odlas som bladgronsak men har &ven pa grund av dess farger
och frostallningar prydnadsvérde i rabatter eller som snittblomma (Cornell
University 2024). Som gronsak ats den framst likt dess slékting spenat, men &ven
frona &r atbara. Frona anvands da torkade och malda som mjol eller som gryn och
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grot likt quinoa (Kallman 1997; Sundgren 2017). Enligt Kubiak-Martens (1999) har
arter inom Atriplex troligtvis anvants som mat i sodra Skandinavien &nda sedan
stenaldern, i det som kallas Ertebéllekulturen. Atriplex hortensis har dven noterats
i arkeobotaniska uppgifter fran norra Europa fran jarnaldern till medeltiden
(Hjelmqvist 1991; Karg 2014).

Tradgardsmallan ar naringsrik, och frona har dven en hog proteinhalt pa ca 25,7%
(Wright et al. 2002). Den &r mer varmetalig an spenat, och &r aven talig for torka
och salt (Cornell University 2024). Enligt Wright et al. (2002) &r A. hortensis ett
potentiellt alternativ till quinoa, Chenopodium quinoa, da fron fran A. hortensis inte
innehaller saponiner sa som quinoa gor.

Tradgardsmallan ar heterokarp, vilket innebér att dess frukter forekommer i tre
olika typer som &r morfologiskt distinkta och har varierande frovila. | en studie av
Mandéak (2003) kallas dessa frukttyper A, B och C, och groningsforsok visade att
frukttyp C sakande frovila. Frukttyp A och B hade olika nivaer av frovila. |
Mandaks forsok okade andelen grodda fron i alla tre frotyper efter en manads
koldstratifiering i 3-5°C. Stratifieringen ledde till ca 81,6-100% andel grodda fron.

2.3.2 Crambe maritima L. — Strandkal

Crambe maritima L. kallad strandkal med svenskt
trivialnamn. Crambe maritima &r en perenn
kalvaxt tillnorande familjen  Brassicaceae
(Artdatabanken 2024c). Sléktet Crambe &r litet
och de nérmaste slaktingarna till C. maritima ar
C. hispanica (oljekdl) och C. cordifolia *
(stappkal), men har dven en bredare tillhdrighet ##50 g
till Brassica slaktet dar ménga basgrodor ingér. Figur 2. Bild p& Crambe maritima.
Den har sitt ursprung kring norra och véstra E(;'gnfgiz: David Baird, Wikimedia
Europas kuster mot Atlanten (Aldén et al. 1998).

| dagslaget gar den att observera framst langs Sveriges vastkust men dven langs
ostkusten upp till mellersta Sverige, samt runt Oland och Gotland (Mossberg &
Stenberg 2018). Slaktnamnet Crambe kommer fran grekiskan och pekar pa dess
utseende av att vara lik kal, medan artnamnet maritima kommer fran latinet och
indikerar dess vaxtplats vid havet (Missouri Botanical Garden 2024a).

Crambe maritima producerar familjen Brassicaceaes karaktéristiska blommor med
fyra vita kronblad i tata kluster (Mossberg & Stenberg 2018).

Froforokade plantor kan ta 5-8 ar pa sig innan forsta blomningen och produktionen
av nya fron. Vegetativt forokade plantor fran aldre véxtdelar har formaga att
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blomma mycket tidigare, méjligtvis redan efter ett ar (Sanyal & Decocq 2015).
Crambe maritima véxer i klungor, och bildar klotformade plantor med en bredd
kring 60-75 centimeter, och en hojd pa 75-90 centimeter (Missouri Botanical
Garden 2024a). Den véxer i sandiga dyner och stenséttningar och vaxer sig fast med
en robust palrot som forgrenar sig i laterala rétter som kan sprida ut sig cirka 2
meter vertikalt fran plantan (Sanyal & Decocq 2015). Crambe maritima forgrenar
sig latt och producerar langa krusiga blad som skiftar fran lila till blagront under
sasongen, och kan jamforas utseendemassigt med gronkal (Figur 2). Blommor som
pollinerats av insekter, producerar en kapsel per blomma, med ett fr6 i varje kapsel.
Frokapseln ar gulgron och innehaller ett mycket mindre och mérkbrunt fro, varje
planta kan producera nagra tusen fron beroende pa storlek.

Crambe maritima har anvants som prydnadsvaxt till tradgardar, men dven odlats i
kulinariska syften for bladen, blommorna, stjalkarna och roten (Missouri Botanical
Garden 2024a). Blomknopparna liknar broccoli floretter och kan anvandas pa
liknande sétt i matlagning, de utslagna blommorna har en sét och intensiv
honungsdoft som kan utnyttjas till smakséttning av olika ratter (Irving 2009). Spada
stjalkar skordade pa varen kan hanteras pa likvérdigt vis som sparris och dem unga
bladen kan &tas farska eller tillagas pa samma satt som spenat (Missouri Botanical
Garden 2024a). Historiskt har man hallt pa sand pa nya skott for att tvinga dem att
véxa sig langre medans dem fortfarande &r mjélla och spada, for att skorda dem
elongerade skotten och sélja dem pa marknader (Irving 2009).

Enligt Baskin and Baskin (2014) har andra arter av Crambe en fysiologisk frovila.
Sanyal and Decocq (2015) beskriver att det storsta hindret for groning for C.
maritima ar den harda frokapseln som hindrar vattenintrangning till froet. Vidare
beskriver de att optimal temperatur fér inducering av groning fér C. maritima ar
runt 5-15 °C, som speglar det tempererade klimatet dem har sin spridning. Enligt
tidigare groningsforsok har man sett framgang av att blétlagga frona i
Gibberellinsyra av olika koncentrationer och tidsintervaller, samt genom att
avlagsna frokapseln (Lan et al. 1996). Lan et al. (1996) gjorde dven forsok med
olika ytsteriliseringsmedel, 20% Natriumhypoklorit och 0,2% Dithane 45M, som
bade hade en negativ effekt pa groningen av Crambe maritima.

2.3.3 Ligusticum scoticum L. — Strandloka

Ligusticum scoticum L., ibland &ven stavat scothicum, dr en perenn blommande
vaxt i familjen Apiaceae som véxer i kustmiljo pa klippiga och steniga strander.
Den har cirkumpolar utbredning pa norra halvklotet (USDA 2024). Dess sodra
utbredning ar begransad till omraden dar medeltemperaturen i juli inte Gverstiger
15°C (Palin 1988). Den blir ca 20-60 cm hog, med kal och strimmig stjalk som &r
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rosaktig nedtill (Figur 3). Bladen & morkgrona och dubbelt 3-delade (Mossberg &
Stenberg 2018). Blommorna sitter i flock och &r vita eller gronvita. Frukten ar 5-8
mm langa, ovalformade med vingade asar. Blomningstiden ar juli-augusti och fréna
mognar oktober-november. Den bildar en palrot pa ca 20-40 cm (Palin 1988). Den
har hog frosttolerans, och ar dven talig mot saltstank (Okusanya 1979b).

Hela vaxten &r atbar, och i Skottland har stjalken
anvants likt selleri, eller kanderats likt kvanne, fron
har anvants for att smaksétta olja till godis (Watts
2007). Medicinalt har den anvénts mot skdrbjugg,
mot halsont eller som medicin till boskap och far
(Allen & Hatfield 2004; Watts 2007).

| ett tidigare forsok av Palin (1979) undersoktes
temperatur och ljusbehandlingar pa groning hos L.
scoticum. Detta visade att hogst andel fron grodde i
temperatur pa 5°C eller 20° med snabbare groning vid
20°C. Aven i vixlande “dag”/’natt” temperatur
grodde hogre andel fron da dagstemperaturen var —
kring 18-26°C och nattemperaturen ca 10°C. | Palins Figur 3. Illustration av
forsok syntes ingen statistiskt signifikant skillnad pa Ligusticum scoticum. Bild frén

. - . . Carl Axel Magnus Lindman,
groning i ljus eller i morker. Ett annat forsok av \yikimedia commons
(Okusanya 1979a) visade daremot att fréna grodde
béattre i morker &n i ljus. Okusanya undersokte aven effekten av havsvatten i olika
koncentrationer pa frogroningen, groningen paverkas mycket lite i koncentrationer
upp till 15% havsvatten, men minskade i hdgre koncentrationer, inga fron grodde i
koncentration pa 50%. Groningen gynnades av en koldperiod pa ca tre manader
(Okusanya 1979a; Palin 1988). Enligt (Baskin & Baskin 2014) har L. scoticum en
Morfologisk frovila eller Morfofysiologisk frovila utifran de tva ovan namnda
studierna.

2.3.4 Myrrhis odorata L. — Spansk korvel

Myrrhis odorata L, med svenskt trivialnamn spansk korvel. Det &r en ortartad
perenn véxt som tillhor familjen Apiaceae (Artdatabanken 2024b). Myrrhis odorata
ar den enda arten inom slaktet Myrrhis, men delar familj med den annuella vaxten
Anthriscus cerefolium (Dansk korvel) som har liknande utseende och
doftegenskaper som M. odorata (Almark 2024). Den har sitt ursprung i
bergsomraden kring sodra och centrala Europa (Aldén et al. 1998). Enligt
Artdatabanken var M. odorata redan inford och spridd innan 1800-talet, och har
fatt en spridning fran s6dra upp till mellersta Sverige. Namngivningen fér Myrrhis
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kommer fran grekiskan och syftar pa doften fran myrra, odorata efter det latinska
‘odorus’ som betyder véldoftande (Aldén et al. 1998).

Myrrhis odorata har flockblommiga blomstallningar
med 4-20 sma vita blommor i knippen med ca 20 mm
langa morkbruna/svarta fron satta parvis (Mossherg &
Stenberg 2018). Frona har en distinkt anisdoft, som
utnyttjas i kryddning (Missouri Botanical Garden
2024b). Den har ett uppréatt véaxtsatt mellan 60-160 cm
och vaxer oftast i klunga (Mossberg & Stenberg 2018).
M. odorata ar ljusgron till fargen, stjalken ar ihalig med
en yttre yta som ar rafflad och belagd med gles beharing
(Figur 4). Bladen & mdorkare &n stammen, sammansatta
och sitter motsatta i par, likt ormbunkars bladstallning
(Missouri Botanical Garden 2024b).

Woblrledender Mycehenherbel. Ao adbratsr Sgpd

Enligt Lhotska (1977) har Myrrhis odorata ett relativt Figur 4. |Illustration av
stort fro som framst bestér av endosperm och sedan far Myrrhis odorata. Bild fran:
. . . Wikimedia commons

ett proportionellt litet embryo (Martin 1946). Eftersom

M. odorata har ett underutvecklat embryo betyder den att den har en
Morfofysiologisk frovila (Baskin & Baskin 2014). For att bryta frévilan maste
embryot viaxa inuti froet tills det nar en kritisk storlek, samt sa maste den
fysiologiska inhiberande mekanismen som forhindrar frogroning, brytas. Fran
tidigare tester utférda av Lhotské (1977) har M. odorata borjat gro efter 59-65 dagar
av stratifiering i -1 till +5 °C, samt efter 63-82 dagars stratifiering i 3-5 °C . En
majoritet av frona grodde dock efter 70-90 dagar i behandlingen med lagre
temperatur. | behandlingen med hogre temperatur grodde en majoritet efter 80-110
dagars stratifiering.

Myrrhis odorata har sedan l&nge tillbaka anvénts till matlagning som smakséttare
pa grund av sina aromatiska egenskaper, dar bade rot, blad och fron gar att ta vara
pa. Bladen éts till fordel farska i sallader eller som garnering, medan roten kan
hanteras pa liknande sétt som rotfrukter tillhdrande Apiaceae, som palsternacka
(Pastinaca sativa) eller morot (Daucus carota) (Irving 2009). Frona gar att &ta bade
nér de &r gréna och har en starkare anisdoft, eller ndr de mognat och blivit mérkare.
Men ut6ver sin anvandning till kulinariska andamal, har den sedan lange tillbaka
utnyttjats i medicinska syften (Ullenius 2021). Enligt Sundgren (2017) hade
rétterna en uppiggande effekt pa kroppen, men anvandes aven till manga olika
sjukdomar och akommor. Roten kunde &ven tillredas som en salva fér hudakommor
som bolder (Ullenius 2021).
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3. Material och metod

Det praktiska arbetet kring groningsforsoken utfordes i NordGens frélaboratorium
i Alnarp.

3.1 Avgransningar

For att halla en avgransning for groningstestet anvandes bara behandlingar i form
av olika lésningar, och inte mekaniska behandlingar som att slipa eller rispa fréna,
da arbetet utférdes under begréansad tid samt for att fa mer enhetliga behandlingar
som potentiellt kunde fungera pa alla arterna. Denna tidshegransning gjorde aven
att det inte var mojligt att utféra behandlingar i form av stratifieringsperiodens
langd. Aven det tetrazoliumtest som namns nedan i stycke 3.3 behdvde utforas pa
ett stickprov av fron fran samma accession, och kunde inte genomforas efter
behandlingarna i groningstestet pa grund av tidsbrist.

3.2 Accessioner

For varje art anvéands en accession, det dr fréer av samma art, insamlade frdn samma
plats under samma tidpunkt. Fron av en accession far ett unikt nummer for lagring
I genbanken (accessionsnummer), som kan kopplas till information om den
specifika accessionen. De fyra accessionerna groningsforsoket utfordes pa, ar
insamlade fran vilt ursprung. Efter insamling av fréerna har tiden innan ankomst
till genbank varierat. Vid ankomst till genbanken torkas fréna i ca 3 manader till en
maximal vattenhalt pa 7%, da en lagre vattenhalt gor fréna mer hallbara for
langtidslagring. Efter torkningen packas de i forslutna forpackningar for
langtidsforvaring i frysar, med en temperatur pa -18 °C. Tiderna for lagring hos de
fyra accessionerna varierar utifran insamlingstidpunkt (Tabell 3).
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Tabell 3. Information om accessionerna och deras insamling. Information fér accessionerna hamtad
via GRIN-Global (USDA 2024).

Art Accession Inventory Insamlings Insamlings Fyndplats  Antal
nr. datum Land individer
| | | | | ! | 1
Atriplex NGB18672  22SD  2008-01-07 Sverige Vena, Data
hortensis Kalmar saknas

Crambe NGB8426 26SD  1990-01-29 Sverige Fagelviken, Data
maritima Molle saknas

Ligusticum NGB132084 22SD  2014-08-06 Danmark Hanstholm 50
scoticum

Myrrhis NGB23635 12SD  2011-09-01 Sverige Skrylle, 20
odorata Lund

3.3 Tetrazolium test

For att testa froerna fran accessionernas metaboliska aktivitet i vasentliga vavnader,
genomfordes tetrazoliumtest. Reaktionen i tetrazoliumtestet fargar vavnader med
metabolisk aktivitet, en mork nyans av rosa, via narvaron av enzymet dehydrogenas
fran respirationen (Elias et al. 2012). Dehydrogenas oxiderar substratet
(trifenyltetrazoliumklorid). Sedan katalyserar dehydrogenaser den oféargade
trifenyltetrazoliumklorid-16sningen till formazan, som fargar dem metaboliska
vavnaderna lila/rosa. Genomforandet av tetrazoliumtestet innan groningsforsoken
kan ge en indikation pd om resultaten av behandlingarna for groning
overensstammer med den forvantade grobarheten fran tetrazoliumtestet.

Tabell 4. Utvalda Tetrazolium protokoll for respektive art, utifran slaktskap (ISTA 2011)

Accessions arter i testet Tetrazolium protokoll av
slakting
Atriplex hortensis (Amaranthaceae) Chenopodium (malla)
Crambe maritima (Brassicaceae) Brassica (kal)
Ligusticum scoticum (Apiaceae) Foeniculum (fankal)
Myrrhis odorata (Apiaceae) Foeniculum (fankal)

Tetrazoliumtestet utfordes utifran instruktioner fran ISTA working sheets on
Tetrazolium testing (2011). Till testet anvéndes en tetrazoliumldsning
(trifenyltetrazoliumklorid) blandad utifran ett standardrecept hos NordGen (bilaga
1). Eftersom ISTA inte har protokoll Over tetrazoliumtest for de specifika arterna
det har groningsforsoket anvéander sig av, foljs protokoll for tester av slaktingar med
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liknande morfologi till arterna (Tabell 4). Fran varje accession testades 50 fron.
Stickproverna genomgick en forbehandling av blétlaggning, sedan fysisk
forbehandling dar ett litet snitt eller stick gjordes genom skalet och endospermen.
Déarefter infargades de med tetrazoliumvatskan i en ugn med en varmeinstéllning
pa 30 grader for att bibehalla en jamn temperatur. Efter infargning genomfordes
avlasning utifran protokollen for arterna. Las bilaga 2 for detaljerad information
fran protokollen.

3.4 Stratifiering

Alla fron fran de fyra accessionerna stratifierades i kylrum, som har en jamn
temperatur pa 4°C. Accessionernas stratifiering pagick i ca 50 dagar (Tabell 5),
innan de genomgick behandlingar for att méta groning. Crambe maritima och
Myrrhis odorata stratifierades i 12 plastpasar per art innehallande fuktig sand, med
100 fron i varje pase. Atriplex hortensis och Ligusticum scoticum var placerade i
petriskalar som i sin tur var uppdelade i fyra plastpasar per art. | varje plastpase
placerades 6 petriskalar med ca 50 fron i varje petriskal. Genom att dela upp
petriskdlar och l6sa fron i olika pasar minskas mojligheten for ett delat
miljoforhallande, som kan bli en faktor for hur bra frona gror samt
sjukdomsspridning.

Tabell 5. Datum och tidsspann for stratifiering

Art Datum Dagar i kyl
| Atriplex hortensis | 07/03 — 25/4 | 47 |
Crambe maritima  06/03 — 25/4 48
Ligusticum scoticum  01/03 — 25/4 54
Myrrhis odorata  06/03 — 26/4 49

Innan stratifiering behandlades C. maritima genom att avlagsna frokapseln, med
hjalp av en mortel for att knacka skalet for att komma at froet. Efter det troskades
frona med en maskin (Hoffman HMC 67 Seed Blower) for att separera skalbitar
fran frona. For alla accessioner raknades mangden fron i en froraknare med hjélp
av datorprogrammet Marvin 7.0 Seed Analyzer, dar 12 omgangar av 100 fron per
art rdknades, samt 50 fron extra for tetrazolium.
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3.5 Behandlingar

Varje accessions froer delades upp till fyra behallare med lika antal fron fran varje
stratifieringspase. Darefter rullades en tarning for att valja vilken behallare som fick
vilken behandling. For att avlagsna sand infor uppdelning mellan behallarna
skdljdes M. odorata och C. maritima av med kranvatten. Efter uppdelningen av
froerna blev det cirka 300 fron i varje behallare (1200 fron totalt) av varje accession.
Ett fatal fron togs bort da de redan hade grott under stratifieringsperioden (ca 5 st
totalt), &ven fron som gatt sénder togs bort (ca 45 st i Crambe maritima).

Accessionerna av de olika arterna genomgick darefter samma behandlingar; KNOg,
GAs, H20, samt en kontrollbehandling som enbart bestar av kranvatten. Frona
tacktes av behandlingsvétskan i behallarna och fick sta i inkubator, med en konstant
temperatur pa 20°C, i ett dygn. Tiden och temperaturen ar likvardig for alla
behandlingar och accessioner, dock skildes volymen pa grund av storleksskillnaden
i frona hos de olika arterna (Tabell 6). Eftersom gibberellinsyra &ar ljuskansligt
tacktes dessa behallare med folie for att blockera ljuset. Frona som behandlats med
H20; skoljs av med vatten i ca 20 sekunder innan dem flyttades till behallare for
inkubation.

Tabell 6. Behandlingar och hantering for groningsforsok (*60 ml fér Myrrhis odorata).

Amne Koncentration Volym Tid
| | | | 1

Kaliumnitrat (KNO3) 0,2 % konc 20mL (60 mL)* 24 h

Gibberellinsyra (GA3) 0,05 % konc 20mL (60 mL)*  24h
Vateperoxid (H202) 3% konc 20mL (60 mL)* 24 h

Kontroll (H20) - 20mL (60 mL)*  24h

3.6 Inkubation

Efter behandlingarna placerades frona ut i petriskalar (10 cm
i diameter) med tva ark fuktat filterpapper (Figur 5). For varje
behandling genomfordes 3 replikat med ca 100 fron i varje
replikat. P4 grund av begransat utrymme i petriskalarna
delades Atriplex hortensis och Ligusticum scoticum in i tva
subreplikat med 50 fron i varje petriskdl. Aven Myrrhis
odorata delades in i 5 subreplikat med 20 frén i varje

Flgur 5. Placerlng av Myrrhls
petriskdl. Dessa staplades ovanpa varandra. Varje replikat odorata fron i petriskal
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placerades i en egen plastpase. Crambe maritima placerades i
stéllet ut med 2 fron per veck i veckat filterpapper med totalt 100
fron per lada i stapelbara plastlador (Figur 6). Se tabell 7 for
Overblick. Alla accessionerna gick igenom inkubationsperioden i
samma inkubator, med en temperatur pd 20 °C dagtid 1 12 timmar
och 10 °C nattetid i 12 timmar. Ligusticum scoticum tacktes aven
med aluminiumfolie, for att ge en morkare miljé for groning.
Replikaten for behandlingarna analyseras efter 7 dagar respektive
14 dagar av inkubationstiden.

Figur 6. Placering av Crambe
maritima infor inkubation i veckat
filterpapper

Tabell 7. Oversikt av frénas uppdelning infor inkubation.

Atriplex hortensis Crambe maritima Ligusticum scoticum Myrrhis odorata
| | | | 1
50 fron per petriskal 100 fron per lada 50 fron per petriskal 20 fron per
petriskal
2 petriskalar 1 lada per replikat 2 petriskalar 5 petriskalar
(subreplikat) per (inga subreplikat)  (subreplikat) per replikat ~ (subreplikat) per
replikat replikat

] ey (—
AN A
WA

3.7 Statistisk analys

For den statistiska analysen anvandes programmet R studio. FOr tetrazoilumtestets
resultat gjordes ett exakt binomialtest med funktionen binom.test, med 95%
konfidensintervall. For groningstesterna gjordes utrdkningarna genom funktionen
glm med binomialférdelning. FOljt av funktionen emmeans for att skilja
behandlingarna i ett ANOVA test. Signifikansnivan som anvandes var 0,05 och
konfidensnivan 0,95. For mer detaljer se bilaga 3.
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4. Resultat

4.1 Tetrazoliumtest

Resultaten av tetrazoliumtestet pavisade att en majoritet av fréna i accessionerna
hade metabolisk aktivitet och klassas darfér som levande fron (Figur 7).
Accessionerna hade ett varierande resultat i ett spann fran 56 till 81%. Crambe
maritima gav bast resultat med vitalitet i 81,63% hos froerna, efterfoljd av Atriplex
hortensis med ett resultat pd 74,5% och Ligusticum scoticum med ett snarlikt
resultat pa 72% vitalitet. Myrrhis odorata var accessionen med lagst resultat pa
56%. Utifran detta test kan vi teoretiskt forvanta oss att kunna uppna samma niva
av grobarhet i groningstestet om frévilan bryts.

Metabolisk aktivitet

100% -

81.6%
74.5%
75% - 72.0%
56.0%
50% -
25% -

0%

Andel infargade frén (%)

Atriplex hortensis Crambe maritima Ligusticum scoticum Myrrhis odorata

Art

Figur 7. Stapeldiagram som visar resultatet fran
tetrazoliumtestet. Felstaplar markerar det 95 procentiga
konfidensintervallet.
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Andel grodda frén (%)

4.2 Groningsforsok

En forsta avlasning av resultatet av behandlingarna gjordes efter 7 dagar, och en
andra slutavlasning efter 14 dagar (Tabell 8). Statistisk analys genomfordes endast
pa slutavlasningens resultat for alla accessioner. Ett fro raknades som grott om
rotanlaget var tydligt urskiljbart med blotta gat. Resultatet for alla slutavlasningar
kan ses i Figur 8. Jamforelse mellan det hdgsta procentuella resultatet och resultatet
fran tetrazoliumtestet kan ses i Figur 9. Frona undersoktes inte systematiskt efter
angrepp av sjukdomar eller mogel, men vissa tecken pa detta noterades under
avlasningen, dessa noteringar redovisas nedan i styckena for respektive art.
Omfattningen av dessa och andelen paverkade fron berdknades dock inte.

Resultat av groningsférsoken

Atriplex hortensis Crambe maritima Ligusticum scoticum Myrrhis odorata

100% -
£ a ab

4% D 044% g36%
88.3%

a a
5% 5
a 78.3% 7719
73.3%
69.4%
b
F0% - 55.9% |
c
46.2% 13.8%
b
25% - 27 7%
a
a a a
0% - 4.0% 6.4% 37% 979
Behandling
GA3 H202 KNO3 KONTROLL

Figur 8. Resultat av slutavl&sningar i groningsforsoken. Staplar markerade med samma bokstav
indikerar att det ej fanns statistikt signifikant skillnad inom respektive art.

Tabell 8. Jamforelse i andel grodda fron vid forsta och andra avlasning
Behandling Efter 7 dagar Efter 14 dagar

Crambe maritima Kontroll 26,0% 43,8%
GA; 43,4% 69,4%
H20, 29,7% 55,9%
KNO; 17,9% 46,2%
Ligusticum scoticum Kontroll 1,7% 77,1%
GA; 0,0% 73,3%
H20, 0,0% 27,7%
KNO; 5,0% 78,3%
Myrrhis odorata Kontroll 1,7% 2,7%
GA; 1,7% 4,0%
H20; 2,3% 6,4%
KNOs 0,7% 3,7%
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Grodda frén och infargade frén (%)

Jémférelse TZ och groning

Atriplex hortensis Crambe maritima Ligusticum scoticum Myrrhis odorata
100% -
95.4%

- 81.6%

75%- 78.3%
74.5%
69.4% 72.0%

50% 56.0%
25%

0% - 6.4%

Kategori
GA3 H202 KMO3 TZ

Figur 9. Jamforelse mellan den basta behandlingen for varje art och resultatet fran tetrazoliumtestet

4.2.1 Atriplex hortensis

For Atriplex hortensis avslutades forsoket efter den forsta avlasningen efter 7 dagar
dd de redan uppnatt en mycket hog andel grodda fron i alla behandlingar.
Behandlingen med GAs hade hogst andel grodda fron, 95,4% men det var ingen
statistisk signifikant skillnad mellan den och behandlingen med KNOgs, 94,4% eller

Kontrollbehandlingen, 93,6%. k
Behandling med H202 hade lagst andel

grodda fron, 88,3%, denna behandling

var inte statistiskt signifikant skild fran 7
kontrollbehandlingen (Figur 8). Vissa . -

skador pa groddarna kunde aven

observeras i de fron som behandlades -y ' k. -~
med H>O», dar en del hjartblad lossnat *

fran resten av grodden som att de

“klamts fast” 1 froet (Figur 10). Figur 10. Skadade Atriplex hortensis groddar
efter behandling med H,0;

4.2.2 Crambe maritima

Mer variation i responsen pa behandlingarna syntes for Crambe maritima, dar tva
av behandlingarna var signifikant skilda fran kontrollbehandlingen; GAs och H2Ox.
Hogst andel grodda fron gav behandling med GA3 pa 69,4%. Behandling med H20-
gav 55,9% grodda fron. Behandling med KNOs, 46,2%, var inte signifikant skild
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fran H,0; eller kontrollbehandlingen med enbart vatten. Kontrollbehandlingen gav
43,8% grodda fron (Figur 8). Frona borjade gro redan den forsta veckan, mellan
18-43% i de olika behandlingarna, med hogst antal grodda fron i behandlingen med
GAa. Ingen av behandlingarna nadde malséttningen pa 85% grobarhet efter 14
dagar i inkubatorn. En del av de fron som ej grott visade tecken pa att ej vara
dugliga, d& de var mjuka och = - ‘ 5 el
slemmiga eller hade svampangrepp, = .0 s
antalet av dessa undersoktes dock inte

narmre. Vissa fron i alla behandlingar !
i C. maritima var &ven anormala men %
raknades anda som att de grott, dessa =~ ™ /

groddar var antingen mogliga, eller sa

hade grodden utvecklats utan rot

(Tabell 9). En exempelbild &ver

g_rOdd_arrTas utseende efter 14 dagar Figur 11. Exempelbild 6ver en grodd fran varje
finns i Figur 11. behandling i C.maritima

Tabell 9. Andel anormala groddar i Crambe maritima.

Behandling Andel anormala groddar
Kontroll 2,1%
GAz 7,6%
H-0; 4,1%
KNO3 7,9%
A=Yy AT
»w Vo ey ““- v
\"\“\‘\ P nt\hnn. , -
Y ' IV gy L S Y <0 i
: AN \ \ $% el - \a‘ ' ‘
> - y e ve | ~f
R ) (s’ by M - e A
S Y \\‘i\’ ) "I ! \‘ -t 4
\ N \ f\;‘ (L‘.“ ,. e -:L.‘- 7 {l:‘—/ﬁ/
i { P R Hehee s; s\ o ek

D
mr‘l 3

Figur 12. Exempelbild 6ver Ligusticum scoticum efter slutavlasning fran varje behandling

4.2.3 Ligusticum scoticum

Ingen signifikant skillnad kunde urskiljas i tre av behandlingarna pa Ligusticum
scoticum, GAz (73,3%), KNO3 (78,3%) och Kontrollbehandlingen (77,1%), men
grobarheten var i allméanhet hdg. De fron som ej &nnu hade grott sag normala ut och
kunde potentiellt gro efter mer tid. Behandlingen med H20- verkade ha en negativ
paverkan pa grobarheten, da endast 27,7% fron grott (Figur 8). Groddarna var i
allménhet mindre 4n i de andra behandlingarna. Overlag s&g frona friska ut i alla
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behandlingar med lag mangd synliga svamp eller mégelangrepp, nagot mer i H20;
(Figur 12).

4.2.4 Myrrhis odorata

Myrrhis odorata hade mycket 1ag grobarhet i alla behandlingar efter 14 dagar i
inkubatorn, och det fanns ingen signifikant skillnad mellan dem (Figur 8). Hogst
andel grodda fron hade behandlingen H20: pa 6,4%. Nagot lagre andel grodda fron
hade GAs med 4,0% groddar. KNOs hade 3,7% grodda fron, och
Kontrollbehandlingen 2,7%. Manga av frona hade mdgel pa skalen i alla
behandlingar (Figur 13).

| -
Ko lWavaoa e T

HZO’)_ LNO 3

Figur 13. Exempelbild av varje behandling for Myrrhis odorata efter slutavlasning
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5. Diskussion

5.1 Tetrazolium

Tetrazoliumtestet visade att det forekom
metabolisk aktivitet i alla accessioner som
testades till varierande grad. De utvalda
protokollen fran morfologiskt lika slaktingar
fungerade till viss grad. Atriplex hortensis (Figur
14), Crambe maritima (Figur 15) och
Ligusticum scoticum (Figur 16) liknar arterna i
sina respektive protokoll, och instruktionerna for
avlasning kunde darmed enkelt éverforas till
vara testade arter. Daremot var M. odorata
mycket storre och langsmalare an fréerna i det
utvalda protokollet Foeniculum. Detta skulle
vara en mojlig forklaring for det relativt laga
resultatet for denna accession. For att fa ett mer
rattvisande resultat skulle battre anpassade
protokoll kunna tas fram for de specifika arterna.

o oe
©® ®g
@ © 6

Figur 14. Tetrazoliuminfargade A.
hortensis fron

® 6% e

e 922 >
e @ ¢ =

Figur 15. Tetrazoliuminfargade C.
maritima fron

Efter forbehandlingen av C. maritima nar frohinnan togs bort gick nagra fron
sonder eller delade pa sig. Detta ledde till att avlasningen forsvarades av de l6sa

frohalvorna som var svara att para ihop igen.

Ligusticum  scoticum  var  valdigt  lik
modellvéxtens testprotokoll férutom ett hdlje som
var storre an det faktiska froet. Ett steg i
forbehandlingen var att gora ett snitt genom halva
frovitan men eftersom man inte sag dnden av fréet
ar det mojligt att en del fron inte blev snittade

e

Figur 16. Exempelbild dver

tillrackligt for att tetrazoliumvétskan kunde tranga tetrazoliuminfargning i L. scoticum.

igenom hela végen till embryot (Figur 16).
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Myrrhis odorata ar som tidigare namnt den art som skiljer sig mest fran sin
motsvarande protokollart. De testade froerna av M. odorata hade ett enhetligt
resultat dar endast den snittade halvan av froet blivit infargat medan halvan med
embryot var nadstan helt vitt eller endast svagt rosa (Figur 17). Denna skarpa gréans
av infargning anser vi indikera att tetrazoliumvétskan inte lyckats tranga hela vagen
igenom froet pa grund av dess storlek. For att battre anpassa testet till M. odoratas
morfologi bor froet skaras langre upp mot embryots placering, eller skalas for att
mojliggora battre genomtrangning av tetrazoliumvatskan. Alternativt bor ett annat
protokoll fran samma vaxtfamilj valjas ut som &r anpassat till ett storre fro.

- |
A A

>

Figur 17. Mikroskopbild av Myrrhis odorata efter tetrazoliuminfargning. Fron till vanster anségs
ej vara metaboliskt aktiva i embryot. Fron till hoger ansgs vara metaboliskt aktiva i embryot.

Testet utfordes endast pa ett mindre stickprov pa 50 fron och resultatet kan darfor
bara ge en indikation 6ver vad vi kan forvanta oss fran groningsforsoken. For att ge
ett sakrare resultat skulle man utOver att anpassa protokollen for arterna, dven
behodva testa en stdrre kvantitet an vad vi gjorde i det har forsoket.

En potentiell felkélla ar den méanskliga faktorn, det vill séga var obefintliga
erfarenhet av utférande av tetrazoliumtest samt att vi aldrig har analyserat
infargningen av detta tidigare. Var brist pa erfarenhet kan darfor paverka det
slutgiltiga resultatet utifran hur bra vi lyckats analysera frona.

5.2 Groningsforsok

Generellt for alla testade arter paverkas resultatet av lagringsforhallandena innan
forsoket borjade. En lang lagringsperiod i frys kan ha sankt grobarheten i frona.
Vildinsamlade fron har ocksa ofta samre eller mer varierande kvalitet an de som
odlats for froproduktion, pa grund av mer utsatthet for patogener och bakterier.
Aven moderplantans kvalitet kan vara forsamrad av de naturliga forhallanden som
finns pa vaxtplatsen, som vader, naringsforhallanden eller konkurrens fran andra
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arter. D3 accessionerna dven ar insamlade fran en specifik vaxtplats ar vara testade
froer begransade till den genetiska variation som fanns pa just den platsen, och
resultatet vi har fatt fram speglar framst den enskilda populationen och inte hela
arten.

| tre av accessionerna, Atriplex hortensis, Crambe maritima och Ligusticum
scoticum verkar koldstratifieringen pa 47-54 dagar vara tillrackligt for att bryta
frovilan. Daremot verkar denna tidsperiod inte racka for Myrrhis odorata. En till
studie pa M. odorata skulle darfor vara nodvandig, for att testa langre
stratifieringsperiod eller ndgon annan behandling.

Behandlingen med H2O> verkade inte ha den steriliserande effekt som forvantades,
utan fréna visade fortfarande tecken pa mogelangrepp, i vissa fall uppfattades det
som mer angrepp an i de andra behandlingarna. De fron som skadats eller potentiellt
dott av behandlingen kan darfor ha blivit mer mottagliga for mogelangrepp &n de
fron som ej behandlats med H2O,. Vi har dock inte gjort nagon objektiv matning
pa omfattningen av dessa angrepp, utan detta resonemang baseras endast pa visuell
bedémning under resultatavlasningen. For alla arter skulle ett till tetrazoliumtest pa
de fron som ej grott inom tiden for detta arbete kunna genomforas. Detta skulle
kunna ge tydligare indikation pa varfor dessa fron inte grott. Vidare studier skulle
aven kunna testa andra alternativa desificeringsmetoder.

5.2.1 Atriplex hortensis

Groningsresultaten for Atriplex hortensis var mycket goda, med mycket hog eller
hog grobarhet i alla behandlingar, langt 6ver det forvantade resultatet fran
tetrazoliumtestet (se Figur 9). DA de behandlingar som nadde hogst andel grodda
fron ej skilde sig signifikant fran kontrollbehandlingen med endast vatten, och
kontrollbehandlingen nadde Over det utsatta malet pa 85% grobarhet, (93,6%)
skulle det i praktiken vara onddigt att anvanda sig av nagon ytterligare behandling
an den koldstratifiering alla fron genomgick. Detta stdamde dven 6verens med den
tidigare studien av Mandak (2003) dar fron efter stratifiering i 3-5°C i fyra veckor
nadde hog grobarhet pa ca 81-100%. Da grobarheten var lagre efter behandlingen
med H20: &n i de andra behandlingarna, och fréna dven uppvisade andra skador var
behandlingen troligtvis skadlig. Detta beror mojligtvis pa att frona var mycket sma
och darfor borde ha behandlats mycket kortare tid. Att en stor andel fron anda
grodde beror troligtvis pa att frovilan brots av koéldstratifieringen och inte pa
behandlingen i sig, daremot hade behandlingen negativ effekt pa utvecklingen av
grodden och skulle potentiellt resultera i forsvagade plantor.
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5.2.2 Crambe maritima

Crambe maritima hade ett varierat resultat av de olika behandlingarna, dér fréna
behandlade med GAs hade narmast procentuell groning att matcha resultatet fran
tetrazoliumtestet. C. maritima nadde inte grobarhetsmalet pa 85%, men resultatet
fran tetrazoliumtestet indikerade att detta kanske inte ar mojligt for denna accession
pa grund av for lag frokvalitet. GAs verkar utifran det har testet som en metod bra
anpassad for C. maritimas behov for frogroning. Detta stammer Overens med
tidigare forsok utfort av Lan. F, et al. (1996) pa C. maritima dar likvardig
gibberellinsyrabehandling gav ett resultat som matchar resultatet av vart
tetrazoliumtest, dock efter ndrmare 20 dagar i inkubation. Ett forlangt forsok med
mer mojlighet till ytterligare avlasningar hade varit intressant, och kunde potentiellt
uppna grobarhetsmalet pa 85% i fler behandlingar. GAs gav aven etiolerade groddar
jamfort med kontrollen, vilket inte &r en ovéantad effekt av hormonet, men 6ppnar
upp for en intressant uppféljning 6ver hur plantorna skulle utvecklas, och vilken
paverkan GA; har i ett senare skede.

5.2.3 Ligusticum scoticum

Awven Ligusticum scoticum hade hég andel grodda frén i alla behandlingar forutom
H.02 (27,7%). Detta beror troligtvis likt i A. hortensis pa att frona var sma och
darfor tog skada av den langa behandlingstiden i H2O,. De andra behandlingarna
var dock lyckade och Overtraffade nagot den forvantade grobarheten som
tetrazoliumtestet visade (se Figur 9). Aven for L. scoticum likt A. hortensis verkade
koldstratifieringen racka for att bryta frovilan da kontrollbehandlingen hade hdg
grobarhet, och ytterligare behandlingar bér i praktiken inte vara nédvéndiga. De
fron som &nnu inte hade grott sag i allmanhet normala ut och potentiellt skulle fler
kunna gro med nagot langre tid i inkubatorn &n vad som undersoktes i detta forsok.
Det dr6jde lite langre tid innan frona grodde &n for Crambe maritima och Atriplex
hortensis, i forsta avlasningen efter en vecka var néra 0% fron grodda. Detta skulle
kunna bero pa att de behover langre tid for embryot att utvecklas vilket stammer
overens med den morfofysiologiska frovilan med underutvecklat embryo som
beskrevs av Baskin & Baskin (2014) utefter forsoket av Okusanya (1979a).
Ligusticum scoticum hélls aven sa langt det gick i morker under inkubationen da
tidigare forsok visat att detta forbattrat groningen (Okusanya 1979a). Dock var vi
tvungna att éppna upp folien under nagra tillfallen for att vattna och under
avlasningarna.
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5.2.4 Myrrhis odorata

Myrrhis odorata hade enhetligt laga resultat, utan nagon statistisk signifikant
skillnad mellan de olika behandlingarna efter 14 dagar. En viss skillnad pa 3,7
procentenheter mellan kontrollen med l&gst resultat (2,7%) och H>.O> med hdgst
resultat (6,4%) skulle kunna indikera en gynnsam effekt av H.O. (Figur 8).
Mojligtvis agerade behandlingen lite fratande och skalet tunnades ut, detta kan ha
underlattat vattengenomtréngning till froets endosperm och embryo. Det skulle
darfor vara intressant med en uppféljning av ett liknande forsok med H2O; i starkare
koncentration och annan behandlingstid.

Eftersom det har groningsforsoket var tvunget att begransas tidsmassigt, finns det
mojlighet att fler fron skulle gro om de fick langre tid i stratifiering och inkubation.
| ett liknande forsok utfort av Lhotska (1977) kravdes stratifiering i minst 63 dagar,
stratifikationen pa 49 dagar i det har forsoket var darfor troligtvis inte tillracklig.
Aven en langre tid i inkubator skulle behévas for att ge det underutvecklade
embryot beskrivet i 2.3.4. tid att véxa. Det laga groningsresultatet borde, med ratt
behandling, vara mojligt att hojas till atminstone 56% som tetrazoliumtestet visade
(Figur 9).

Den laga andelen grodda fron i M. odorata kan dven ha gjort att mindre vatten gick
at under inkubationsperioden. Dessa fron vattnades lika mycket som de andra
arterna och kan darfor ha fatt en for fuktig miljo vilket gynnat mogeltillvaxt.

5.3 Slutsats

Battre anpassade tetrazoliumtest for vilda arter kréavs, &ven om metoden att vélja
protokoll utifran morfologiskt lika slaktingar fungerar for att ge en generell
indikation pa vitaliteten i fréprovet. For Atriplex hortensis och Ligusticum scoticum
racker en koldperiod pa ca 50 dagar for att bryta frévilan, och inga ytterligare
behandlingar kravs. Crambe maritima gynnades av behandling med GAs, men
langre inkubationstid skulle kravas for att uppna 6nskad grobarhet pa 85%. Myrrhis
odorata kréver ytterligare undersokning for att hitta metoder att bryta frovilan,
troligtvis genom langre stratifiering och inkubation. Aven ny undersokning av H20;
i olika koncentration och tid pa M. odorata bor genomforas for béttre forstaelse av
dess effekt.
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Bilaga 1

Recept for Tetrazoliumvatska

Tetrazoliumlésning

Registrerad kopia

Allmint
Buffrad tetrazoliumlésning anviinds for analysering av vitalitet 1 strasddesarter.

Syfte

Instruktionen syftar till att beskriva arbetsgangen for att blanda de olika 18sningarna for
tetrazolinmanalys.

Utrustning

Glaskolv
Miétglas

Vg

Sked
Nitrilhandskar

Sikerhetsforeskrifter
Vid blandning av tetrazoliumldsning anvind nitrilhandskar och skyddsrock

Arbetsgang
Lgsning 1:
1. 9.078 gr Kalinmdivitefosfat (KH POy) 16ses 1 1 | avjoniserat vatten.
Lasning 2:
1. 11.876 gr Dmatriumvitefosfat (NaxHPOy4 2H>0) léses 1 1 | avjoniserat vatten.
Buffrad 1§sning:
1. 200 ml av 16sning 1 och 300 ml av 1sning 2 blandas
2. Tillsétt 5 gr tetrazoliumsalt (2.3.5 Trifenyltetrazolinmklorid). Detta resulterar i en 1%
tetrazoliumlésning
3. pH-virdet skall vara mellan 6.5 — 7.5
Funktionskontroll:
1. Innan den gamla tetrazolinm lésningen tar slut eller blir fér gammal skall test av ny 16sning
gbras.
2. Fér ett av proven som skall analyseras skirs ytterligare 100 frén som ticks med den nya
l6sningen och stills 1 virmeskap enligt 3L.GR.02.5
3. Infirgningen av dessa hundra frén jimfors med det ordinarie provet (behandlat med éldre
Tgéllande™ 16sning). Om infirgningen &r densamma kan den nya ldsningen anvindas annars
far ny ldsning blandas och ny jimforelse giras. Anteckning av test av ny losning gors 1 listan
foér blandning av tetrazoliumlésning.
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Bilaga 2

Testprotokoll Tetrazolium
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orking Sheets on Tetrazolium Testing, vol, 1

Pecies / Genys

Brassica, Brassicaceae;

Seed tissue (lateral view)

2. Instruments

3. Pretreatment

4. Preparation before staining
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18 hours ir

dinally

None
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Bilaga 3

Statistiska utrdkningar i R studio

behandling prob SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
GA3 0.954 0.0121 Inf 0.924 0.972 a
KNO3 0.944 0.0133 Inf 0.911 0.965 a
kontroll 0.936 0.0141 Inf 0.903 0.959 ab
H202 0.883 0.0185 Inf 0.842 0.915 b

Confidence level used: 0.95

Intervals are back-transformed from the logit scale

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 4

estimates

Tests are performed on the log odds ratio scale

significance level used: alpha = 0.05

NOTE: If two or more means share the same grouping symbol,
then we cannot show them to be different.
But we also did not show them to be the same.

behandling prob SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
GA3 0.694 0.0271 Inf 0.639 0.745 a
H202 0.559 0.0292 Inf 0.501 0.615 b
KNO3 0.462 0.0293 Inf 0.405 0.520 bc
kontroll 0.438 0.0292 Inf 0.381 0.495 c

Confidence level used: 0.95

Intervals are back-transformed from the logit scale

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 4

estimates

Tests are performed on the log odds ratio scale

significance level used: alpha = 0.05

NOTE: If two or more means share the same grouping symbol,
then we cannot show them to be different.
But we also did not show them to be the same.

behandling prob SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
KNO3 0.783 0.0238 Inf 0.733 0.826 a
kontroll 0.771 0.0244 Inf 0.720 0.815 a

GA3 0.733 0.0254 Inf 0.680 0.779 a
H202 0.277 0.0258 Inf 0.229 0.330 b



Confidence level used: 0.95

Intervals are back-transformed from the logit scale

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 4

estimates

Tests are performed on the log odds ratio scale

significance level used: alpha = 0.05

NOTE: If two or more means share the same grouping symbol,
then we cannot show them to be different.
But we also did not show them to be the same.

behandling prob SE df asymp.LCL asymp.UCL .group
H202 0.0635 0.0141 Inf 0.0409 0.0975 a
GA3 0.0400 0.0113 Inf 0.0229 0.0691 a
KNO3 0.0367 0.0109 Inf 0.0204 0.0650 a
kontroll 0.0267 0.0093 Inf 0.0134 0.0524 a

Confidence level used: 0.95

Intervals are back-transformed from the logit scale

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 4

estimates

Tests are performed on the log odds ratio scale

significance level used: alpha = 0.05

NOTE: If two or more means share the same grouping symbol,
then we cannot show them to be different.
But we also did not show them to be the same.
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Publicering och arkivering

Godkéanda sjalvstandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras elektroniskt.
Som student dger du upphovsratten till ditt arbete och behdver godkanna
publiceringen. Om du kryssar i JA, sa 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. Aven om du inte publicerar fulltexten
kommer den arkiveras digitalt. Om fler &n en person har skrivit arbetet galler
krysset for samtliga forfattare. Du hittar en lank till SLU:s publiceringsavtal pa den
har sidan:

e https://libanswers.slu.se/sv/faq/228316.

JA, jag/vi ger harmed min/var tillatelse till att foreliggande arbete publiceras
enligt SLU:s avtal om 6verlatelse av rtt att publicera verk.

[0 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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