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Sammanfattning

Studien undersoker om ultraljud och temperaturbehandling (frys -80°C + varmvatten 90°C) kan
bryta frovilan hos tre vilda kultursléktingar, Lathyrus japonicus, Medicago sativa subsp. falcata
och Myrrhis odorata. Syftet &r att optimera bevarandet av dessa arter hos Nordiskt
Genresurscenter (NordGen) dar arterna har haft 1ag groningsframgang. Om ultraljud- eller
temperaturbehandlingen visar pa hogre groning an nuvarande protokoll kan metoderna
implementeras i NordGens verksamhet. Temperaturbehandlingen av bade Lathyrus japonicus och
Medicago sativa visade signifikanta resultat jamfért med kontrollbehandlingen, 89,4% (7,7%
kontroll) respektive 41,4% (14,4% kontroll). Ultraljudsbehandlingen visade inga signifikanta
resultat jamfort med kontrollbehandlingar hos alla arter. Myrrhis odorata hade 0 % groning i alla
behandlingar. Resultatet fran temperaturbehandlingen pa arten Lathyrus japonicus uppnar
NordGens interna mal for groning och blir dirmed den rekommenderade metoden for denna art.

Nyckelord: Frévila, ultraljudsbehandling, temperaturbehandling, Lathyrus japonicus, Medicago
sativa, Myrrhis odorata

Abstract

This study aims to examine if ultrasonic and temperature treatment (freeze -80°C + hot water
90°C) can break the seed dormancy of three wild crop relatives, Lathyrus japonicus, Medicago
sativa subsp. falcata and Myrrhis odorata. The purpose is to optimize gene bank conservation in
the Nordic Genetic Resource Center (NordGen) where these species have had a low germination
success. If the treatments accomplish better germination results than the current protocol at
NordGen, these methods can be implemented. The temperature treatment accomplished significant
germination results compared to control treatment, Lathyrus japonicus from 7,7% to 89.6% and
Medicago sativa from 14.4% to 41.4%. The ultrasonic treatment didn’t have any significant
germination results compared to control treatments in all species. Myrrhis odorata had 0%
germination in all treatments. The results of Lathyrus japonicus accomplish NordGens goal of
germination and is therefore the recommended treatment for this species.

Keywords: Seed dormancy, ultrasonic treatment, temperature treatment, Lathyrus japonicus,
Medicago sativa, Myrrhis odorata
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1. Introduktion

Nordiskt genresurscenter (NordGen) har ett uppdrag under Nordiska ministerradet
att bevara och framja ett hallbart nyttjande av genetiska resurser inom Norden
(NordGen, 2024). En stor del av arbetet gar ut pa att forvalta genetiskt material
fran skog, husdjur och véxter. Véxtsektionen &ar den del som kraver mest resurser
och innehaller allt fran gamla sorter av lantbruksgrodor till tradgardsvaxter,
medicinalvéxter, prydnadsvéxter samt en del vilda kulturslaktingar. For att uppna
sa god hallbarhet som mojligt torkas fréna och placeras i frys och behover

Overvakas med groningstester och uppforokas med jamna mellanrum.

I NordGens uppdrag att bevara vilda kulturslaktingar finns utmaningar i sjalva
uppforokningen av dessa. De ar i hogre grad anpassade till naturliga forhallanden
jamfort med vara odlade grodor och kan vara mer utmanande att fa att gro under
kontrollerade forhallanden. Det ar inte alltid kant vilken frévila en viss art har,
vilket forsvarar valet av behandling. Olika typer av frévila kraver olika
behandlingar, exempelvis hormonell stimulans, mekanisk skada eller
temperaturvaxlingar (Baskin & Baskin 2014). Frovila ar en evolutiondr strategi
som utvecklats under miljoner ar for att sakerstélla artens 6verlevnad, och for att
bryta denna vila kravs ofta nagon typ av yttre stimulans som efterliknar naturliga

signaler.

For att optimera arbetet i frolaboratoriet hos NordGen avser de att uppdatera
groningsprotokollen med rekommendationer om den mest effektiva behandlingen

for arter med &g groning pa grund av frovila.
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2. Syfte

Syftet med studien &r att underséka om ultraljudbehandling och
temperaturbehandling kan bryta frévilan och forbéattra groningen hos arterna
Lathyrus japonicus, Medicago sativa och Myrrhis odorata jamfort med en

obehandlad kontrollgrupp.
Fragestallningar:

1. Har ultraljud- och temperaturbehandling nagon effekt pa groningen hos de
studerade arterna jamfort med en obehandlad kontrollgrupp?

2. Har behandlingstidens langd i ultraljudsbadet nagon effekt pa groningen?

3. Kan nagon av behandlingarna ha en negativ inverkan pa frogroningen?

4. Finns det artberoende skillnader i hur frogroningen paverkas av

behandlingarna?

13



3. Litteraturgenomgang

3.1 Varfor bevarar genbanker vilda kulturslaktingar?

Vilda kulturslaktingar (Crop wild relatives) definieras som foregangare eller slakt
till dagens odlade grédor. Det kan vara samma art fast vild, eller en art i samma
slakte (Aronsson et al., 2012). Tva av arterna i denna studie betraktas som vilda
kulturslaktingar. Lathyrus japonicus ar néra slakt med olika foderarter,
exempelvis Lathyrus sativus. Medicago sativa subsp. falcata &r en underart till
den odlade fodervaxten blalusern (Medicago sativa). Myrrhis odorata &r daremot

en medicinalvaxt och bevaras pa grund av sin kulturella betydelse.

Domesticeringen av vara grodor ar en process som har mojliggjort att vi idag kan
foda en sa stor befolkning som jorden har (Dempewolf et al., 2017). Den innebéar
att manniskan har valt ut egenskaper gynnsamma for odling exempelvis tkad
avkastning, forbattrad smak eller snabbare mognad och i den processen har
grodorna forlorat egenskaper som &r viktiga for éverlevnad i naturliga miljoer.
Moderna sorter inom lantbruket besitter idag en liten genetisk variation jamfort
med lantsorter och vilda véxter (Dempewolf et al., 2017). Genotyper med
resistens mot olika véxtsjukdomar, formaga att hantera biotisk eller abiotisk stress
har foradlats bort men kan finnas kvar hos deras vilda féregangare eller vilda

sléktingar (Dempewolf et al., 2017).

Typexempel pa nér en vild slakting har varit betydande inom véxtforadlingen av
en odlad gréda, &r bland annat den vilda potatisen Solanum demissum Lindl som
besitter gener med resistens mot potatisbladmdogel (Phytophthora infestans)
(Diaz-Garcia et al. 2024). Vaxtsjukdomen potatisbladmdgel triggade bland annat i
gang den stora svalten pa Irland under 1840-talet och ar idag fortfarande besvarlig
inom lantbruket pa grund av patogenens formaga att anpassa sig (Yoshida et al.,

2013).

| takt med att klimatet forandras forvantas lantbruksgrédorna bli mer utsatta for

extremvader och andra klimatrelaterade pafrestningar (Jarvis et al., 2008; FAO,
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2016) samtidigt som flera av de vilda kulturslaktingarna sjalva riskerar att utrotas
med ett fordndrande klimat (Fitzgerald et al., 2019). De vilda kultursl&ktingarna
anses vara underrepresenterade i bevarandeprogram och i vissa fall &r deras
betydelse varken kénd eller varderad (Ford-Lloyd et al., 2011). Om vilda arter
utrotas &r det i sig en forlust men innebar ocksa att egenskaper som kan vara
vardefulla inom vaxtféradling for att anpassa matproduktion i stundande
klimatforandringar gar forlorade (Jarvis et al., 2008). Prioritet ar givetvis att
bevara dem i dess naturliga habitat, men lagring i genbanker kan ocksa vara

nodvandigt.

3.2 De valda arterna

| samrad med NordGen valdes arterna Lathyrus japonicus, Medicago sativa och
Myrrhis odorata ut till forsoket eftersom de uppvisat lag grobarhet under optimala
groningsférhallanden, vilket indikerar frévila. Arterna behdvde ocksa finnas
tillgangliga i storre méangd for att kunna utfora forsoken.

3.2.1 Lathyrus japonicus — Strandvial

Lathyrus japonicus vaxer i princip runt hela
Sveriges kust vid stranderna och &r vanlig till
sallsynt pa sand-, grus- och
klapperstenstrander vid havet (Mossberg,
2003). Den klassificeras som inhemsk da den
kom spontant till Sverige innan 1800-talet
(SLU Artdatabanken, 2025). Blommornaari =

klasar pa 5-12 violetta blommor, som sedan  Figur 1. Bild pa Strandvial. Foto: Agnieszka

overgar till blaviolett senare pa sasongen. Kwieciefi, Nova, Wikipedia commons
Stjéalken &r oftast liggande med klédnge och

breda stipler och vaxtsattet syns i figur 1. Blommorna ar 15-20 mm langa, baljan
3-5 c¢cm och de runda &rtorna flyter i vatten (Mossberg, 2003).
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3.2.2 Medicago sativa subsp. falcata — gullusern

Medicago sativa subsp. falcata eller gullusern, ar en
underart till bldlusern (Medicago sativa) vilka tidigare
betraktades som skilda arter. Blalucern &r en fodergroda
som blivit forvildad och ar idag ganska vanligt

. férekommande i landskapet, bland annat vid véag- och
akerkanter (Mossberg, 2003; Tyler & Lundquist, 2007).
Medicago sativa blev aktivt inford i Sverige innan 1800

och klassas darfor som en inhemsk véxt (SLU

Figur 2. Bild pa Artdatabanken, 2025) men kommer ursprungligen fran
Medicago sativa subsp.
falcata. Foto:

Stefan.lefnaer. Wikipedia  yjndre vanlig men &terfinns vild i Sverige framst pa

sydvastra Asien (Mossberg, 2003). Gullusern ar nagot

soloppna, torra och relativt naringsrika marker sasom betesmarker, bryn,
véagkanter, gamla avstjalpningsplatser. Den har anvéants som fodervéaxt och kan
vara kvarstaende eller forvildad (Tyler & Lundquist, 2007). Gullucern blir cirka
20-50 cm med liggande till uppstigande stjélk (figur 2), blommorna gula i en 1-
2,5 cm lang klase (Mossberg, 2003). Det ar en artvéaxt och har formagan att bilda

symbios med kvavefixerande bakterier.

I denna studie anvands fron fran accession Medicago sativa subsp. falcata. Men
eftersom blalusern och gullusern gar under samma art, kommer jag i resterande

rapport bendmna den Medicago sativa dar underarterna ar inkluderade.
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3.2.3 Myrrhis odorata — Spansk korvel

Myrrhis odorata, eller spansk korvel som
den kallas, ar en forvildad tradgardsvéxt
och ganska vanligt forekommande i
Sverige. Den var aktivt inford innan ar
1800 (SLU Artdatabanken, 2025), och
kommer ursprungligen fran bergen i

~ Central- Sydeuropa (Carlson-Nilsson &

2N Aloisi, 2022). Den aterfinns bland annat vid
torpruiner, gammal bebyggelse, végkanter,
w parker och betesmarker dér jorden ar
mullrik och frisk (Mossberg, 2003).
Myrrhis odorata ar en perenn vaxt dar
bladverket vaxer till sig forsta aret, for att
sedan blomma andra aret. Hela plantan har

anvants som krydda da den har en stark

igur 3. Bild p& rrhis odorata. Foto: aromatisk anisdoft (Mossberg, 2003), och

Egen bild. som lakevaxt eftersom den ar karminativ
(framjar matspjalkningen) och expektorant (slemldsande) (Carlson-Nilsson &
Aloisi, 2022). Myrrhis odorata ar till utseendet lik hundkax (figur 3), men har
ljusare grona blad och mjuka, trekantiga finhariga blad (Mossberg, 2003).
Blomstallningen bestar av 4-20 stralar och far fa frukter i varje smaflock. Fréna
ar ganska stora, mellan 15-25 millimeter med relativt kort hallbarhet. De skordas
nar de blivit bruna och harda och kan dréja nagot innan de bérjar gro (Carlson-

Nilsson & Aloisi, 2022).

3.3 Frovila

Frovila innebar att froet, efter mognad och trots optimala forhallanden, inte gror
(Baskin & Baskin, 2004). Anpassningarna bestar av inneboende mekanismer,

eller en kombination av mekanismer som fordréjer groningen. Det finns olika
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typer och nivaer av frovila och ar ett resultat av evolutionara anpassningar for
Overlevnad (Baskin et al., 2000).

Frovila ar avgorande for vaxter i naturen eftersom den bland annat férhindrar att
froet borjar gro innan vintern &r slut i tempererade klimat, eller att fréet borjar gro
pa moderplantan dér rétterna inte har kontakt med jorden och féljaktligen ingen
chans att hdmta naring (Baskin & Baskin, 2014). Inom lantbruksproduktion kan
bade avsaknad av frovila, eller ojamn och for djup frovila vara problematisk
(Tuan et al., 2018). Det kan resultera i axgroning eller ojamn uppkomst av

grodorna i falt och foljaktligen leda till ekonomiska forluster.

Genbanker har liknande problematik, men av fler skal. Deras uppgift &r att bevara
den genetiska variationen hos friskt utsade, da ar det av vikt att hela den
livskraftiga variationen forokas upp, inte bara de som gror snabbast pa grund av
avsaknad av frovila. En ytterligare aspekt ar att fa tillforlitliga resultat i de
groningstester som utfors regelbundet. Om flertalet fron inte gror pa grund av
frovila, kan det misstolkas som livsoduglighet och leda till onddig uppforékning.
Det kraver mer resurser, ndr det som egentligen behovs &r en mer effektiv metod

att bryta frévilan pa.

Mekanismerna som ligger bakom frévilan har visat skilja sig mycket mellan olika
vaxttyper, medan néra slaktingar innebér liknande frovila. Baskin & Baskin
(2004) har sammanstallt en klassificering av de olika typerna av frovila. Har

nedan finns informationen i tabellform for att ge en éverblick 6ver fenomenet.
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Tabell 1. Olika typer av frévila, bakomliggande mekanism och metod for att bryta
frovilan. Kalla: (Baskin & Baskin, 2004)

Frovila Fysisk Fysiologisk Morfologisk Morfofysiologisk  Fysiologisk +
fysisk
Typ Ytire frovila Inre frovila Inre frovila Inre frévila Inre frévila
Mekanism Innebdr att ett Tillvéxtregulatorer Embryot &r Har ett Utdver fysisk
eller fleralager  &r inblandade. underutvecklat,  underutvecklat frovila ar
av Forhallandet mellan  inte frévilaper ~ embryo tillsammans  embryot i
pallisadceller, tillvéxthormoner se. med fysiologisk fysiologisk vila.
som &r och frovila- frovila.
ogenomtrénglig  inducerande
a for vatten, hormoner.
omgérdar froet.
Metod for Kemisk eller Rispning, Behdover inte Behdver oftast en Kan behéva
att bryta mekanisk temperaturbehandling  nddvéndigtvis  behandling for att behandling for
frovila rispning kan [stratifiering eller en behandling  bryta frovila, samt att bryta den

bryta frévilan.

tillvaxthormon kan
hjélpa.

for att bryta
frovila, men
tillracklig tid
for embryot
att utvecklas.

langre period for att
borja gro.

fysiska frovilan
eller
stratifiering for
att bryta
fysiologiska
frovilan.

3.3.2 Frovila hos de valda arterna

En dversiktstabell med information om frovilan hos de valda arterna visas nedan i

tabell 2. Tva av de valda arterna i denna studie, Lathyrus japonicus och Medicago

sativa har precis som manga andra i familjen Fabaceae, en fysisk frovila
(Morrison, 1998; Baskin et al., 2000). Graden av den fysiska frovila beror

forutom pa genetiken ocksa pa geografisk plats, utvecklingstid, temperatur och

relativ fuktighet (Tiryaki & Topu, 2014). Ett fr6 med hart froskal kan éverleva

lange i jorden, sarskilt i ogynnsammare miljoforhallanden (Wang et al., 2023).

Vid fysisk frovila fungerar det vattenimpermeabla froskalet som en mekanisk

barriar som férhindrar vattenupptagning (imbibition). For att froet ska kunna gro
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behdvs nagon typ av nétning, i naturliga forhallanden kan detta vara
temperaturvaxlingar, eld eller nagon annan typ av naturlig nétning som ger
upphov till att vatten kan tranga igenom (Baskin et al., 2000). Vattnen behdver
tranga in i froets vavnader for att embryot ska borja svélla och froet kunna paborja
transporten av hormoner och naringsamnen som behdvs for att initiera
groningsprocessen. Imbibitionen bidrar ocksa till att mjuka upp froskalet, vilket
minskar motstandet for rotdelen att tranga igenom och borja gro. Néar froskalet hos
arter med fysisk frovila har blivit vattenpermeabelt, ar det en irreversibel process
(Hamley, 1932). Det skiljer sig nagot fran exempelvis fysiologisk frovila vilket
kan aterintrada i en andra frovila efter att den blivit bruten (Baskin & Baskin,
2014).

Fron av arten Medicago sativa ar kanda for att besta av en andel harda och
vattenimpermeabla froskal, det vill sdga en fysisk frovila. Samtidigt som en andel
fron inom samma population inte har nagon frovila alls och gror vid tillgang pa
vatten och varme. Wang et al. (2023) undersokte fysiologiska skillnader mellan
undergrupper av de harda frona. Resultatet visade att vissa fron trots rispning,
fortfarande inte grodde. Dessa fron uppvisade signifikant hogre nivaer av
flavonoider, lipider och hormoner och framfor allt frovila-inducerade
véaxthormonet abskisinsyra (ABA). ABA ér ett véaxthormon delaktig i frovilan, dar
ett det har ett antagonistiskt forhallande med tillvaxthormonet gibberellin (GA)
som i stallet stimulerar groning (Tuan et al., 2018). De méatningar av
hormonforhallandet i frona som Wang et al. (2023) utforde, indikerar att en andel
av de harda fréna har en fysiologisk frovila, utver den fysiska och darmed
kombinerad. 24,5% av de undersokta frona hade fysiologisk frovila utdver den
fysiska frovila, totalt 8 % enligt Wang et al. (2023).

Resultatet (Wang et al., 2023) visar ett exempel pa hur typ och niva av frovila
inom samma population kan skilja sig at. En mojlig tolkning att det &r en
anpassningsstrategi for vaxter i oberékneliga klimat, dér de producerar fron av

varierande storlek, morfologi och froviletyp (Loades et al., 2023).
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I Lhotska’s (1977) forsok att bryta frovila hos Myrrhis odorata med olika
temperaturbehandlingar, var de kallare temperaturerna mest framgangsrika. Det
hogsta groningsresultatet uppnaddes nar de utsattes for temperaturer pa -3°C
nattetid och +5°C dagtid. Forst efter 59 dagar borjade det forsta froet gro i studien
och de flesta av de som grodde gjorde det mellan dag 70-90.

Resultatet indikerar enligt Lhotska (1977) att Myrrhis odorata har ett
underutvecklat embryo som behover tid pa sig att utvecklas. Hypotesen starks av
att arten har ett litet embryo i forhallande till froets storlek 1:10 (Lhotska, 1977).
Underutvecklat embryo kan innebédra morfologisk frovila eller morfofysiologisk
frovila (Baskin & Baskin, 2014). Flera arter inom vaxtfamiljen Apiaceae besitter
nagon form av underutvecklat embryo och en del av dem har ocksa fysiologisk
frovila (Baskin & Baskin, 2014; Zhang et al., 2019). | NordGens nuvarande
protokoll ligger Myrrhis odorata 57 dagar i 4°C kyla och tar oftast uppat 50 dagar
I inkubator att borja gro.

Tabell 2. Oversiktstabell med information om de valda arterna.

Trivialnamn  Familj Livscykel Frovila
Latin
Lathyrus Strandvial Fabaceae Annuell Fysisk
japonicus
Medicago sativa ~ Gullusern Fabaceae Perenn Fysisk, fysiologisk,
subsp. falcata avsaknad av frovila
Myrrhis odorata Spansk korvel Apiaceae Perenn Underutvecklat

embryo

3.4 Valda behandlingar for att bryta frovila

3.4.1 Ultraljud

Ultraljud &r en typ av energi som skickar ut ljudvagor med en frekvens storre dn
20 kHz (Ensminger, 2008; Moosavi et al., 2018). Ljudvagorna kan 6verforas i luft
och vatten och ohérbart for det manskliga orat. Ultraljudsbehandling som metod

for att bryta frovila har visat sig lovande i flera studier (Nazari et al., 2014,
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Venancio & Martins, 2019; Huang et al., 2024). | NordGens fall har
ultraljudsbehandlingen potential att astadkomma en mer enhetlig behandling &n
exempelvis rispning med sandpapper eftersom de metoder medfor en risk att
skada fréna och ge upphov till abnormala froplantor. Ultraljudet skulle aven
kunna minska behovet av att anvanda syntetiska védxthormoner eller andra

kemikalier sasom kaliumnitrat for groning (Moosavi et al., 2018).

Hypoteserna bakom ultraljudets paverkan pa fron bygger pa att ljudvagorna
skapar snabba tryckvaxlingar i vattenmiljon (Kavak, 2024). Dessa vaxlingar
mellan hogt och Iagt tryck leder till att mikroskopiska gasbubblor bildas och
sedan kollapsar, en process kallad kavitation. Vid kavitationen frigdrs energi i
form av chockvagor samt lokalt hogt tryck och varme, vilket tros kunna paverka
froskalet mekaniskt (Moosavi et al., 2018). Framst genom mikrosprickor i
froskalet som ger upphov till permeabilitet, paskyndar vattenupptaget och darmed
bryter darmed den fysiska frovilan. Lépez-Ribera & Vicient (2017) rapporterar att
fron som genomgatt ultraljudsbehandling hade en storre andel av porer i froskalet
an kontrollgruppen. Det starker hypotesen att om att ultraljudets kavitation skapar
mikrosprickor pa froskalet, vilket paskyndar imbibitionen och resulterar i hogre

groning.

Yaldagard et al. (2008) menar vidare att kavitation, genom bubblorna som véxer
och kollapsar i hogtryckscykler aven kan orsaka en form av stress i froets celler

som leder till fysiologiska forandringar.

Aven om de bakomliggande mekanismerna &nnu inte ar fullt klarlagda, visar
resultaten fran flera studier (Moosavi et al., 2018; Venancio & Martins, 2019;
Nazari et al., 2014) att ultraljudsbehandling har en positiv effekt pa groningen hos

vissa arter.

3.4.2 Temperaturbehandling

Frysning-upptining som metod for att bryta frévila hos Fabaceae arter med harda
froskal har varit kand och nyttjad sedan 1930-talet. Men pa senare tid har Tiryaki

och Topu (2014) utvecklat metoden genom att lagga till varmvattnet efterat. De
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kallar behandlingen freeze-thaw scarification + hot water och &r en av de valda
metoderna denna studie. | deras forsok testas metoden pa Lupinus albus och
Trifolium pratense med olika temperaturer, tider och jamférs med endast frysning
och endast varmebehandling. Behandlingen pa 1 dag i frys (-80°C) och 5
sekunder varmvattnet (90°C) uppnadde hdgst groning. Groningstiden férkortades

och blev mer enhetlig ocksa.

Tiryaki och Topu (2014) menar att det finns potential for att den skulle fungera
for fler arter med harda froskal inom familjen Fabaceae. | dagslaget nyttjar
NordGen temperaturbehandling som metod for att bryta frovila hos klover-arter
(Trifolium) och har ett intresse av att utforska vilka andra arter denna metod skulle
vara framgangsrik pa. Darav foll valet av metod pa temperaturskiftningen fran 24
timmar i -80°C till 90°C i fem sekunder.

Mekanismerna som tros ligga bakom effekten av behandlingen handlar om
sprickor i froskalet som uppstar vid expansion och kontraktion av froet vid storre
temperaturskiftningar (Baskin & Baskin, 2004; Zeng et al., 2005). Om froet har
ett tjockt skal, &r det enligt Tiryaki & Topu (2014) mojligt att hora ett sprickande

ljud nér de fors ned i det varma vattnet efter att ha varit i frysen.

23



4. Metod & material

Hela experimentets gang genomfordes i NordGens frélaboratorium.

4.1 Accessioner

NordGen bevarar sina fron i sa kallade accessioner, det innebar en fréinsamling
med ett unikt identifieringsnummer. Dessa fron ar av samma sort och fran samma
tid och plats. Det kan alltsa finnas manga accessioner av samma sort bevarade,
men insamlade vid olika tillfallen och platser. Nedan i tabell 3 foljer den

information som fanns tillganglig i NordGens databas om accessionerna.

Tabell 3. Information om accessionerna som anvandes i denna studie for att understka
olika satt att bryta frovila.

Art Accession  Generation Insamlingsdatum Insamlingsland  Fyndplats Typ Antal
individer

Medicago NGB132088 2 8/27/2014 Danmark Sandvig Vild 200

sativa subsp.

falcata

Myrrhis NGB20313 2 1/1/2008 Finland Kalvia Odlad Data saknas

odorata

Lathyrus NGB23643 2 10/18/2011 Sverige Mossbystrand Vild 1000

japonicus

4.2 Tetrazoliumtest

Ett tetrazoliumtestet utfordes enligt instruktioner fran ISTA:s working sheets
(2011) (bilaga 1) for att ge en indikation pa om fréna i accessionerna var
livskraftiga och vérda att ga vidare och gora behandlingarna pa. | tetrazoliumtestet
anvandes kemikalien 2,3,5-trifenyltetrazoliumklorid (TTC) for att utréna om
frona var livskraftiga, det vill sdga om de uppvisar metabolisk aktivitet kopplad
till respirationen (Elias, 2012). Tetrazoliumvatska blandades enligt NordGens

egna recept (bilaga 2). Da ett specifikt protokoll for Myrrhis odorata inte fanns

24



tillgangligt valdes en narliggande slakting, i det har fallet Anethum graveolens

(dill) som ocksa hor till familjen Apiaceae.

Metoden bygger pa férekomsten av enzymet dehydrogenase, som ar aktivt i froets
cellandning (Elias, 2012). TTC fungerar som en elektronacceptor och reduceras i
nérvaron av metaboliskt aktiva celler vilket leder till att den fargldsa véatskan TTC
omvandlas till den rodfargade foreningen formazan. Infargas embryot i rott
beddms det som livskraftigt (Elias, 2012).

| detta arbete gors en avgransning att bara bedéma om nagon véavnad i froet
metaboliserar snarare an exakt hur livskraftigt froet ar da bedémningen kraver
fordjupade kunskaper i &mnet. Testet gav anda en god indikation pa om det var
rimligt att ga vidare med valda accessioner utfordes pa ett stickprov bestaende av

20 fron fran varje art.

4.3 Behandlingar

Fron av arterna Lathyrus japonicus och Myrrhis odorata fordelades ned till
replikat med en randomiseringsmaskin. Behandlingarna av Medicago sativa
utfordes pa nytt pd grund av en felkalla. De véagdes i stéllet upp och darfor blev
replikaten i ett mer ungefarligt antal fron, med 50 fron som riktmarke. Totalt var
det 6 replikat per behandling och art och 50 fron i varje replikat, vilket visas i
tabell 4.

Tabell 4. Behandlingar, replikat och antal frén per art.

Behandling Replikat Antal frén per Fron per
replikat behandling
Ultraljud (tid 1) 6 50 300
Ultraljud (tid 2) 6 50 300
Ultraljud (tid 3) 6 50 300
Temperaturbehandling 6 50 300
Kontroll 6 50 300
Totalt 1500
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4.3.1 Temperaturbehandling

Sex replikat per art lades i provror, och placerades i frys vid -80°C i 24 timmar.
Omedelbart efter att provrdren plockats ut ur frysen (figur 4) sanktes de ned i ett

90°C varmt vattenbad i fem sekunder.

Figur 4. Sex replikat av
Medicago sativa i varsitt
provror, precis uttagna ur -
80°C frys.

4.3.2 Ultraljudsbehandling

Ultraljusbadet (Ultrasons 1L, J.P. SELECTA s.a.) som anvéndes visas i figur 5a.
Behandlingen utfordes med en vagfrekvens pa 40 kHz i ett vattenbad med 500 ml
kranvatten. Temperaturen innan och efter behandlingen noterades fér samtliga
replikat eftersom vattenbadets temperatur stiger nar ultraljudet ar i gang.

Figur 5. a) Ultraljudsbadet Ultrasons 1L, J.P. SELECTA. b) Medicago sativa fron med
en finmaskig sil ovanpa for att hallas pa plats i ultraljudsbadet.
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For samtliga arter anvandes en finmaskig sil for att centrera och halla dem pa
plats (figur 5b) i ultraljudsbadet dar bubblorna dyker upp. Troligtvis har
mikrobubblorna och kavitationen bést chans att traffa frona dar och ger en mer

jamférbar effekt mellan replikaten.

De olika behandlingstiderna redovisas i tabell 5. For arterna Medicago sativa och
Myrrhis odorata valdes tider pa 2, 7 och 12 minuter. Langre behandlingstider
valdes for Lathyrus Japonicus pa 30 minuter och 60 minuter for att undersdka hur
de skulle paverkas av langre tid i ultraljudsbadet. Valet grundade sig i att de enligt
NordGens erfarenhet har upplevts som harda och nar ultraljudet provkoérdes innan

sjalva studien var frona till synes oberdrda av langre behandlingstider.

Tabell 5. Behandlingstider ultraljudbadet for de olika arterna.

Tid 1 Tid 2 Tid 3
Art
Lathyrus japonicus 2 min 30 min 60 min
Medicago sativa 2 min 7 min 12 min
Myrrhis odorata 2 min 7 min 12 min

4.5 Groningstester

Efter behandlingarna placerades frona pa filterpapper i olika behallare for att
genomga groningstester. Myrrhis odorata (figur 6b) placerades i storre plastlock
med tva filterpapper, Medicago sativa placerades i petriskalar med tva
filterpapper (figur 6¢) och Lathyrus japonicus i plastburkar med ett veckat papper
(figur 6d). Tva filterpapper anvandes for att battre halla fukten vid
groningstesterna hos Myrrhis odorata och Medicago sativa. For Lathyrus
japonicus anvéandes endast ett papper eftersom det pa grund av sin veckade form
holl fukten tillrackligt bra. 1 inkubatorn hade Medicago sativa och Lathyrus
japonicus installningen pa 20°C dygnet runt medan Myrrhis odorata stod pa 20°C
mellan 05.00-17.00 och 10°C resterande tid, ocksa detta enligt NordGens standard
for arterna. | inkubatorn placerades de olika replikaten i en randomiserad

blockdesign, dar varje block (hylla) innehdll minst ett replikat fran varje
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behandling (figur 7-9). Varje hylla i inkubatorn utgjorde ett block (figur 6a), och

en separat randomisering utférdes for varje art.

8k &

Figur 6. a) De olika replikaten av Myrrhis odorata placerade i inkubator. b) Lathyrus
japonicus i veckat papper i plastbehallare c) Myrrhis odorata i plastlock med tva
filterpapper, d) Medicago sativa i petriskalar med tva filterpapper.

Fordelning av behandlingar per block
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Figur 7. Fordelning av behandlingar inom de olika blocken for Lathyrus japonicus.
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Fordelning av behandlingar per block
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Figur 8. Fordelning av behandlingar inom blocken fér Medicago sativa.

Fordelning av behandlingar per block
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Figur 9. Fordelning av behandlingar inom blocken fér Myrrhis odorata.

Under groningstesterna bedémdes fréerna som grodda eller icke grodda/ddda. En
avgransning gjordes att inte beddma om de var normala och friska enligt ISTA:s
(2009) bedémningskriterier pa grund av arbetets kortare omfattning. Vid
avlasningen bedémdes fron vars rot borjat komma ut som grodd.

Sista avlasningen utfordes dag 28 for Myrrhis odorata och Lathyrus japonicus.
Under groningstesterna var det efter tva veckors tid i inkubatorn, valdigt Iag
groning hos arten Medicago sativa i samtliga behandlingar, inklusive
kontrollgruppen. Frona lamnades i inkubatorn vid ett langre tillfalle utan
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bevattning under de helgdagar som infoll under forsoket och hann torka ut. De var
av misstag placerade i petriskalar utan att ha ett skyddande lager av plast omkring
sig for att halla fukten battre. Mojligtvis gav detta upphov till att en del fron dog
vilket innebar en betydande felkalla. Darfor togs beslutet att helt gdra om
behandlingarna for Medicago sativa, lagga dem i plastpasar och inte lamna dem
lika lange utan vatten. Den forsta omgangen 6vergavs och den nya gav resultat,
redan efter en vecka hade fler fron grott i de olika behandlingarna. For de tva
andra arterna upplevdes inte samma uttorkningsgrad, de lag i andra behallare som
holl fukten béttre.

Frona Gvervakades i 6vrigt varannan till var tredje dag och vattnades vid behov.
Vid storre tillvaxt av mogel byttes filterpapperen ut for att undvika att angreppet

skulle drabba fler fron i replikaten och ge missvisande resultat.

4.6 Statistisk analys

Den statistiska analysen genomfordes i R studios (4.4.2). Generalized linear
model (GLM) anvandes med binomialfordelningsfunktion, eftersom utfallet var
grodd/ ej grodd, med konfidensintervall pa 95%. Testet modellerade efter
behandling och blockeffekter. Sedan anvdndes ANOVA-funktionen i R for analys
av modellen, och avslutningsvis utfors en multipel jamforelse med funktionen
emmeans som korrigerar enligt Tukey’s metod. Koden som anvéndes finns i

redovisad i bilaga 3.
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5. Resultat

5.1 Tetrazoliumtest

Resultatet fran tetrazoliumtestet visade att 95% av frona av arterna Lathyrus
japonicus och Myrrhis odorata var inférgade (figur 10). Det innebér att de hade
metaboliserande vavnad (figur 11b-11d) och goda mdjligheter att gro. Dessa tva

accessioner var darfor varda att ga vidare och géra behandlingarna pa.

Medicago sativa hade endast 40% infargade fron. Aven om tillvigagangssattet
grundade sig pa ISTA:s (2011) instruktioner (bilaga 1), missades en anmarkning
om att punktera frona om de var harda och vid undersokning av de frén som inte
var infargade var dessa avsevart hardare an de andra. Troligtvis har
tetrazoliumvétskan inte kunnat tranga in i fron (figur 11a), snarare &n att de var

livsodugliga. Darfor togs dven denna accession vidare i behandlingarna.

Metabolisk aktivitet

100

75

Status
Ej infargad

. Infargad

50

Andel (%)

25

Lathyrus japonicus NMedicago safiva Myrrius odorata
Art

Figur 10. Andel infargade fron, tetrazoliumtest.
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Figur 11. Infargning tetrazoliumtest. a). Ej infargad, Medicago sativa b) R6d infargning
Medicago sativa. 4c. Rdd infargning Lathyrus japonicus. 4d. Réd infargning av Myrrhis
odorata.

5.2 Groningstester — Lathyrus japonicus

Behandlingarna hade en effekt pa utfallet av groningstesterna inom arten Lathyrus
japonicus, vilket blir synligt i figur 12. Temperaturbehandlingen visade en
signifikant skillnad (p= <0,0001) med groning pa 89,6% jamfort med endast 7,7%
av kontrollgruppen. I GLM-modellen fanns dven en signifikant skillnad (p =
0,0163) mellan behandling *ultraljud 60 min” och kontrollgrupp, men skillnaden
var inte signifikant vid den multipla jamforelsen i post-hoc testet (p = 0,1146).
Andelen grodda fron var i procentenheter nastan dubbelt s& manga hos gruppen
“ultraljud 60 min’ (14%) &n hos kontrollgruppen (7,7%). I 6vrigt visade ingen av
ultraljudsbehandlingarna nagon signifikant skillnad fran kontrollgruppen.
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Figur 12. Resultat fran groningstester av arten Lathyrus japonicus. Kontrollgrupp och de
olika behandlingarna; temperaturbehandling, ultraljud 2 minuter, ultraljud 30 minuter,
ultraljud 60 minuter. Staplar markerade med samma bokstav indikerar att det ej fanns
signifikant skillnad mellan behandlingarna.

Figur 13. a) Bild innan ultraljudsbehandling Lathyrus japonicus behandlingstid "60
minuter’. b) Bild efter ultraljud, samma fron. ¢) Forstorad bild pa de uppsvallda fréna,
Lathyrus japonicus efter ultraljudsbehandling '60 minuter’. d) Samma fron som i 13c.
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En forandring syns pa Lathyrus japonicus fron innan (figur 13a) och efter (figur
13b) ultraljudsbehandlingen dar 6 av frona har svallt upp och blivit storre. De
strukturer som &r synliga i de forstorande bilderna (figur 13c-13d) pa fréna skulle
kunna vara sma sprickor eller porer orsakade av ultraljudsbehandlingen, vilket
tidigare beskrivits av Lopez-Ribera & Vicient (2017). Nagon systematisk analys
av detta utfordes inte i studien.

Nar ultraljudet &r i gang alstrar det energi och varme i vattnet (Ensminger, 2008).
Det blir patagligt frdn matningarna av vattentemperaturen i ultraljudsbadet innan
och efter behandling. Temperaturen stiger mer vid 6kad behandlingstid och visas i
figur 14 fran matningar pa de olika behandlingstiderna av arten Lathyrus
japonicus. Starttiden ligger runt 20-25°C for i princip samtliga replikat, 2 minuter
behandlingstid resulterar endast i nagra graders stigning medan 60 minuter ger
temperaturer uppat 36-38°C.

Temperatur fore och efter ultraljudsbehandling

2 min 30 min 60 min

Behandlingstid
2 tmin
30 min

60 min

Temperatur (°C)

Start Shrt Start Shat Start Shit
Tidpunkt

Figur 14. Temperatur i ultraljudsbad, innan och efter behandling av Lathyrus japonicus.
De olika behandlingstiderna; 2 minuter, 30 minuter, 60 minuter.

Vid analys av GLM-modellen med ANOVA-funktionen framkom att blockens
effekt for Lathyrus japonicus var begréansad. Behandlingarna forklarade en stor
del av variationen i resultatet (p= <0,0001) medan block inte visade nagon
signifikant effekt (0,4537).
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5.3 Groningstester - Medicago sativa

Temperaturbehandlingen hade ocksa en signifikant (p= <0,0001) effekt pa
groningen hos Medicago sativa dar 41,4% av fréna grodde jamfort med 14,4 %
fran kontrollgruppen (figur 15). Det fanns ingen signifikant skillnad mellan
ultraljudsbehandlingarna och kontrollen i forsoken pa Medicago sativa. Den
langre behandlingstiden ’ultraljud 12 min’ hade lagst resultat i groningstesterna pa

11,6% och alltsd mindre an kontrollgruppen pa 14,4%.
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Figur 15. Resultat fran groningstester av arten Medicago sativa. Kontrollgrupp och de
olika behandlingarna; temperaturbehandling, ultraljud 2 minuter, ultraljud 7 minuter,
ultraljud 12 minuter. Staplar markerade med samma bokstaver indikerar att det ej fanns
signifikant skillnad mellan behandlingarna.

Nar ANOVA-funktionen applicerades pa GLM-modellen av Medicago sativa,
visade den en signifikant effekt av bade block (p= 0,00056) och behandling (p=

<0.0001) som forklarande faktor.

35



54 Groningstester - Myrrhis odorata

Myrrhis odorata hade 0% groning i samtliga behandlingar. Ingen effekt av
behandlingarna kan konstateras i studien pa denna art. Dérfor redovisas inget

resultat, men mojliga anledningar till detta tas upp i diskussionen.
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6. Diskussion

Syftet med studien var att undersdka om ultraljud och temperaturbehandlingen
kan bryta frovila hos tre arter och ge upphov till hogre groning an respektive

kontrollgrupp.

6.1 Forsoket i backspegeln

Vid utforandet av tetrazoliumtestet i syfte att underséka om frona hade aktiv
vavnad och dédrmed goda chanser att gro, blev utfallet att 60 % av Medicago
sativas stickprov inte var infargade alls. Dessa fréer var véldigt harda att skéra i
med kniv och éppna upp for att undersoka infargningen. Troligtvis hade frona
behovt punkteras for att sdkerstélla att tetrazoliumldsningen kunde tréanga in och
farga in froet, forutsatt att aktiv vdvnad fanns nérvarande. Om forsoket hade
upprepats, skulle denna atgéard ha genomforts for att ge ett mer tillforlitligt resultat

av hur manga fron som faktiskt var livsdugliga.

Bevattningen utgjorde en mojlig felkalla da de vattnades efter behov néar
filterpapper borjade torka ut och inte fick exakt samma mangd vatten. Det ansags
inte genomforbart att vattna med bestdmda méangder eftersom det innebér en risk

att vissa petriskalar blir vattendrankta.

Huruvida forsoket var i behov av en blockuppdelning ar inte helt entydigt. For
arten Lathyrus japonicus fanns ingen blockeffekt medan de statistiska testerna
visade en viss blockeffekt for Medicago sativa. Fragan ar vad blockeffekten
berodde pa. Baserat pa fordelningen av behandlingar inom blocken (Figur 7-9)
menar jag att den mest troliga forklaringen &r att den ar obalanserad snarare an en
faktisk blockeffekt. Férdelningen inom Medicago sativa var nagot mer
obalanserad an Lathyrus japonicus. | framtiden kan det finnas en poang med att
anvénda fullstandigt balanserade blockforsok for att inte dra felaktigt slutsatser

om en eventuell blockeffekt.

Eftersom avgransningen gjordes att endast beddéma fréna som grodd/ icke-grodd

gar det inte att uttala sig om eventuell negativ effekt pa kvalitéten av groddarna.
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Vissa Medicago sativa fron kom ut med hjartbladen forst, vilket enligt ISTA:s
evaluerings protokoll (2009) klassas som icke-normal. Det tyder det pa att alla
som i studien klassas som grodda méjligen inte hade klarat den standarden som

ISTA (2009) har. Inte heller har gjordes ndgon systematisk genomgang.

6.2 Temperaturbehandlingen

For att besvara fragestallningen om temperaturbehandlingen har haft en effekt pa
arterna, visar resultatet hos bade Lathyrus japonicus och Medicago sativa
forbattrad groning jamfort med respektive kontrollgrupp. Groningsresultatet for
Lathyrus japonicus blev hogt (89,6%) och det finns dérfor anledning for NordGen
att uppdatera groningsprotokollet med behandlingen. For Medicago sativa var
resultatet signifikant battre an kontrollgrupp, men 41,4% ar fortfarande langt ifran
ett hogt resultat. Det ar en lovande metod men behéver jamféras med resultatet
fran NordGens nuvarande metod. Eventuellt hade resultatet blivit hogre om arten
hade fatt gro lika lange i inkubator som de 6vriga arterna, 28 dagar i stéllet for 14.
Behandlingarna pa Medicago sativa utfordes pa nytt eftersom frona torkade ut och

troligtvis dog den forsta omgangen.

Det kan ocksa finnas ett samband mellan resultatet i tetrazoliumtestet (figur 10)
och resultatet fran groningstestet (figur 15). De 60% av frona som inte infargades
i tetrazoliumtestet kan ha varit déda och darmed en mdojlig forklaring till att
groningstesterna inte resulterade i hdgre groning an 41,4% for

temperaturbehandlingen.

Det &r ocksa mojligt att accessionen Medicago sativa hade en liknande frovila
som Wang et al. (2023) rapporterat om. Det vill sdga en variation av typ av frovila
inom samma population, dar en del saknar frovila, en andel uppvisar fysisk frovila
och vissa har en kombinerad form av frévila. Utifran denna studie gar det inte att
saga vilken frovila behandlingen paverkade och kanske hade den en paverkan pa
groningen hos fron utan frovila. Intressant hade saklart varit att rispa frona efterat
for att undersoka hur manga som var doda och hur manga dar behandlingen inte

lyckats bryta frovilan. Det finns anledning att experimentera med fler metoder for
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denna art och troligtvis behdver Medicago sativa nagot ytterligare i
behandlingsvég for att bryta frovilan.

Temperaturbehandlingens resultat hos de olika arterna, besvarar fragestéllningen
om eventuella artberoende skillnader i respons pa behandling. Medan de har haft
en positiv effekt pa groningen hos Medicago sativa och Lathyrus japonicus, gav
de ingen effekt hos Myrrhis odorata. Resultatet &r i linje med rekommendationen
fran Tiryaki & Topu (2014) som menar att det finns goda chanser att
behandlingen fungerar pa fler arter inom just familjen Fabaceae med fysisk
frovila, vilket bade Lathyrus japonicus och Medicago sativa har medan Myrrhis
odorata i stéllet har ett underutvecklat embryo.

6.3 Ultraljud

Ingen tydlig skillnad gick att utréna mellan kontrollgruppen och de som fatt
behandling i ultraljudsbad hos nagon art. Flera undersokningar (Nazari et al.,
2014; Chiu, 2015; Sharififar et al., 2015; Venancio & Martins, 2019) har visat att
ultraljud kan forbattra groningen hos arter tillhérande samma familj som de som
undersoks i denna studie. Exempelvis forsoket pa den narliggande slaktingen till
Medicago sativa, Medicago scutellata som uppnadde god effekt pa groningen
med 96,66% och signifikant skild fran kontroll med en behandlingstid pa 7
minuter (Nazari et al., 2014). Fragan ar om ultraljudsmetoden inte har nagon
paverkan pa arterna i studien eller om det finns brister i tillvagagangsséttet.
Mojligtvis ar metodologin i forsoket inte ar forfinad exempelvis vad galler typ av
ultraljud, frekvens och hur man kan sékerstélla att frona ’tréffas’ av

kavitationsbubblorna.

Enligt Nogueira et al. (2024) kravs en intensitet pa éver 10 W/cm? for att
inducera kollapsen av mikrobubblorna som ska ha en mekanisk paverkan pa
froskalet. | foreliggande studie uppgick endast ultraljudintensiteten till 0,41
W/cm? (50 W fordelat dver en yta pd 11 cm x 11 cm). Det ar darfor mojligt att

mikrobubblorna inte nadde den kollapsfas som kravs for att utéva de mekaniska
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skador som tidigare studier har dokumenterat (Lopez-Ribera & Vicient, 2017;
Nogueira et al., 2024).

Ingen signifikant skillnad noterades mellan ultraljudets olika behandlingstider hos
nagon av de undersokta arterna. Fragestallningen om behandlingstidens effekt
besvaras darfor negativt, i denna studie hade behandlingstid ingen métbar
inverkan pa groningen. Hos arten Lathyrus japonicus var det visserligen
inledningsvis en signifikant skillnad (p= 0,0163) i groningen hos "ultraljud 60
min’ jamfoért med kontrollgruppen i den generaliserade linjara modellen, men
uteblev vid den multipla jamforelsen. Det hade varit intressant att testa &nnu
langre behandlingstider for att se om skillnaden blivit tydligare.

Négon uppenbar negativ effekt pa groningen kan inte konstateras i nagon av
behandlingarna, forutom den langsta tiden hos Medicago sativa (12 minuter).
Behandlingen resulterade i nagot lagre groning (11,6%) an respektive
kontrollgrupp (14,4%), dock inte signifikant lagre. Nazari et al. (2014) visade att
langre behandlingstider pa 9 minuter drastiskt forsamrade groningsresultat jamfort
med 7 minuter hos den narliggande slaktingen Medicago scutellata. Mojligtvis
har langre behandlingstider i ultraljudet for Medicago sativa en negativ effekt pa

frona.

En inneboende aspekt av att nyttja ultraljudsbadet som metod (Ultrasons 1L, J.P.
SELECTA s.a.) ar att temperaturen stiger eftersom det alstrar energi och varme
(Ensminger, 2008). Lathyrus japonicus hade en vildigt lang behandlingstid och
darmed inte sarskilt forvanande att ocksa temperaturen stiger nar ultraljudet har
langre tid pa sig att alstra denna energi och varme. Likval ar det ndgot som
potentiellt paverkar frona eftersom temperatur kan fungera som en yttre signal for
froet (Baskin & Baskin, 2004). Aven om det inte var en felkélla som kunde ha
undvikas inom ramen for forsoksupplagget, kan det anda ha paverkat resultatet
och mgjligen bidragit till att behandlingen ’ultraljud 60 min’ resulterande 1 hogre

groning &n de andra ultraljudsbehandlingar hos Lathyrus japonicus.
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6.4 Myrrhis odorata

Av denna art var det ingen groning hos nagon av behandlingarna eller
kontrollgruppen. Baserat pa tidigare studier (Lhotska, 1977) och NordGens egen
erfarenhet ar det inte sarskilt férvanande da groningen vanligen kommer i gang
forst i gang efter cirka 50-80 dagar. NordGens frélaboratorium vittnar om
liknande tidsatgang. | detta experiment pa grund av snav tidsram hann de endast
vara inne i 28 dagar. Det ar darfor en relativt kort tid att dra slutsatser om att
behandlingarna, da inget fro fran kontrollen grodde heller. Men uppenbart &r att

behandlingarna inte lyckades bryta frévilan och hinna gro pa 28 dagar.

Ultraljudsbehandlingen och temperaturbehandlingen pa Myrrhis odorata var lite
av en chansning, en av de fa studier som hittades pa just den arten handlar om
kalla och alternerande temperaturer, med lang inkubationstid for groningstesterna.
Sharififar et al. (2015) utforde ultraljudsbehandling pa en art i samma vaxtfamilj,
Cuminum cyminum och fann en signifikant effekt av ultraljudsbehandlingen pa 7
minuter med 80% groning jamfor med kontroll pa 40%. Samtidigt visade Fateh et
al. (2012) pa hur ultraljudshehandling pa en annan sléakting Foeniculum vulgare
resulterade i sémre groning &n kontrollgrupp och ju langre tid de var i
ultraljudsbadet desto l&gre groning. Ultraljudsbehandlingen &r kanske inte lamplig
for alla arter. Om testen utfordes pa nytt, kan det vara en idé att lagga till
koldperioden enligt NordGens standardprotokoll pd 57 dagar, och placera
ultraljudsbehandlingen efter. | syfte att undersoka om groningen kunde paskyndas
jamfort med de cirka 50 dagar de tar innan frona borjar gro (Lhotska, 1977),
vilket ofta innebar mogeltillvaxt. Eftersom Myrrhis odorata har ett underutvecklat
embryo verkar det fortfarande behdva langre tid och temperaturbehandling som

tillater det att utvecklas.
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7. Slutsats

Temperaturbehandling genom djupfrysning vid -80°C i 24 timmar med
efterféljande varmvattenbehandling 90°C gav ett signifikant och hogt
groningsresultat hos Lathyrus japonicus pa 89,5% jamfort med kontrollgruppens
7%. Aven hos Medicago sativa hade temperaturbehandlingen en signifikant effekt
pa groningen, 41,4% jamfort med 14,4% hos kontrollgruppen.
Ultraljudsbehandlingen visade ingen signifikant effekt i groningstesterna hos
nagon av arterna. Inget fro i nagon behandlingsgrupp av arten Myrrhis odorata
grodde, och ingen effekt av behandlingarna kunde pavisas.
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Bilaga 2

tRecept Tetrazoliumlésning:
Lésning 1:
9,078 gram Kaliumdivitefosfat (KH,PO,) l6ses i 1 liter avjoniserat vatten.

Lésning 2:

11,876 gram Dinatriumvitefosfat (Na;HPO, 2H,0) l6ses 1 1 liter avjoniserat vatten.
Buffrad 16sning:

200 ml av 16sning 1 och 300 ml av l6sning 2 blandas

Tillsdtt 5 gram tetrazoliumsalt (2.3.5 Trifenyltetrazoliumklorid)
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Bilaga 3

Lathyrus japonicus:

> data$tr <- relevel (factor (dat$tr), ref = "E")
data = dat,

> mod2 <- glm(cbind(x, n - x) ~ tr + bl,
"binomial")

Call:

glm(formula = cbind(x, n - x) ~ tr + bl,
data = data)

Coefficients:

Estimate Std. Error z wvalue

(Intercept) -2.47638 0.27153 -9.120
trA 0.06810 0.30703 0.222
trB 0.28330 0.29042 0.975
trC 0.66819 0.27813 2.402
trD 4.63541 0.29076 15.943
blb 0.20956 0.24083 0.870
blc -0.19952 0.25097 -0.795
bld -0.02331 0.24949 -0.093

Signif. codes: 0 ‘***x’ (0.001 ‘**" 0.01

family =

Pr(>lzl)

<2e-16 **x*

0.8245
0.3293
0.0163 *

<2e-16 **x*

0.3842
0.4266
0.9256

VA7 0.05 M.

"binomial",

14

family

0.1

(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)

Null deviance: 785.970 on 29 degrees of freedom
Residual deviance: 35.963 on 22 degrees of freedom

AIC: 148.3
Number of Fisher Scoring iterations: 4

> anova (mod2)
Analysis of Deviance Table

Model: binomial, link: logit
Response: cbind(x, n - x)
Terms added sequentially (first to last)

Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr (>Chi)

NULL 29 785.97

tr 4 747.39 25 38.58 <2e-16 **x*
bl 3 2.62 22 35.96 0.4537
Signif. codes: 0 Yx**’ (.001 “**’ (0.01 *" 0.05 ‘.
> emmeans (mod2, pairwise ~ tr, type = "response")
Semmeans

tr prob SE df asymp.LCL asymp.UCL

E 0.0773 0.0154 Inf 0.0520 0.113

A 0.0823 0.0162 Inf 0.0556 0.120

B 0.1001 0.0176 Inf 0.0705 0.140

C 0.1405 0.0205 Inf 0.1048 0.186

D 0.8962 0.0186 Inf 0.8537 0.927
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Results are averaged over the levels of: bl
Confidence level used: 0.95
Intervals are back-transformed from the logit scale

Scontrasts

contrast odds.ratio SE df null z.ratio p.value
E /A 0.9342 0.28700 Inf 1 -0.222 0.9995
E / B 0.7533 0.21900 Inf 1 -0.975 0.8664
E/ C 0.5126 0.14300 Inf 1 -2.402 0.1146
E /D 0.0097 0.00282 Inf 1 -15.943 <.0001
A/ B 0.8064 0.23400 Inf 1 -0.742 0.9466
A/ C 0.5488 0.14900 Inf 1 -2.210 0.1759
A/ D 0.0104 0.00306 Inf 1 -15.521 <.0001
B/ C 0.6805 0.17600 Inf 1 -1.485 0.5720
B/ D 0.0129 0.00362 Inf 1 -15.504 <.0001
cC/ D 0.0189 0.00500 Inf 1 -15.028 <.0001

Results are averaged over the levels of: bl

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5
estimates

Tests are performed on the log odds ratio scale

> cld (emmeans (mod2, ~ tr, type = "response"), Letters = letters)
tr prob SE df asymp.LCL asymp.UCL .group

E 0.0773 0.0154 Inf 0.0520 0.113 a

A 0.0823 0.0162 Inf 0.0556 0.120 a

B 0.1001 0.0176 Inf 0.0705 0.140 a

C 0.1405 0.0205 Inf 0.1048 0.186 a

D 0.8962 0.0186 Inf 0.8537 0.927 b
Medicago sativa:
> datl$tr <- relevel (factor(datlS$tr), ref = "E")

> mod3 <- glm(cbind(x, n - x) ~ tr + bl, datl, family =
"binomial")

Call:
glm(formula = cbind(x, n - x) ~ tr + bl, family = "binomial",
data = datl)

Coefficients:
Estimate Std. Error z value Pr(>|z])

(Intercept) -2.14144 0.20767 -10.312 < 2e-16 **x*
trA 0.05951 0.22565 0.264 0.791990

trB 0.02833 0.21919 0.129 0.897160

trC -0.25240 0.23477 -1.075 0.282336

trD 1.43087 0.18879 7.579 3.48e-14 ***
blb 0.20534 0.20301 1.011 0.311800

blc 0.49701 0.19493 2.550 0.010784 ~*
bld 0.74317 0.19159 3.879 0.000105 **x*

Signif. codes: 0 ‘***’ (0.001 ‘**’ 0.01 *’ 0.05 .7 0.1 " 1
(Dispersion parameter for binomial family taken to be 1)

Null deviance: 168.331 on 29 degrees of freedom
Residual deviance: 27.829 on 22 degrees of freedom
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AIC: 158.68
Number of Fisher Scoring iterations: 4

> anova (mod3)
Analysis of Deviance Table

Model: binomial, link: logit
Response: cbind(x, n - x)
Terms added sequentially (first to last)

Df Deviance Resid. Df Resid. Dev Pr (>Chi)

NULL 29 168.331
tr 4 123.014 25 45.317 < 2.2e-16 **x*

bl 3 17.488 22 27.829 0.0005609 **x*

Signif. codes: 0 ‘x**’ (.001 ‘**’ (0.01 *" 0.05 ‘.7 0.1 ' 1

> emmeans (mod3, pairwise ~ tr, type = "response")
Semmeans

tr prob SE df asymp.LCL asymp.UCL

E 0.144 0.0188 Inf 0.1112 0.185

A 0.152 0.0212 Inf 0.1148 0.198

B 0.148 0.0196 Inf 0.1134 0.190

C 0.116 0.0181 Inf 0.0848 0.156

D 0.414 0.0285 Inf 0.3591 0.470

Results are averaged over the levels of: bl
Confidence level used: 0.95
Intervals are back-transformed from the logit scale

Scontrasts

contrast odds.ratio SE df null z.ratio p.value
E /A 0.942 0.2130 Inf 1 -0.264 0.9989
E /B 0.972 0.2130 Inf 1 -0.129 0.9999
E/ C 1.287 0.3020 Inf 1 1.075 0.8194
E /D 0.239 0.0451 Inf 1 -7.579 <.0001
A/ B 1.032 0.2330 Inf 1 0.138 0.9999
A/ C 1.366 0.3340 Inf 1 1.275 0.7068
A/ D 0.254 0.0515 Inf 1 -6.755 <.0001
B/ C 1.324 0.3100 Inf 1 1.200 0.7514
B/ D 0.246 0.0482 Inf 1 -7.154 <.0001
cC/ D 0.186 0.0397 Inf 1 -7.881 <.0001

Results are averaged over the levels of: Dbl

P value adjustment: tukey method for comparing a family of 5
estimates

Tests are performed on the log odds ratio scale

> cld (emmeans (mod3, ~ tr, type = "response"), Letters = letters)
tr prob SE df asymp.LCL asymp.UCL .group

C 0.116 0.0181 Inf 0.0848 0.156 a

E 0.144 0.0188 Inf 0.1112 0.185 a

B 0.148 0.0196 Inf 0.1134 0.190 a

A 0.152 0.0212 Inf 0.1148 0.198 a

D 0.414 0.0285 Inf 0.3591 0.470 b
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Bilaga 4

Radata. Slutavlasning groningstester efter 28 dagar, Lathyrus japonicus

X n tr bl
1 49 Ultraljud 2 min | a
6 50 Ultraljud 2 min | d
5 50 Ultraljud 2 min | c
6 50 Ultraljud 2 min | b
4 49 Ultraljud 2 min | c
2 50 Ultraljud 2 min | a
3 50 Ultraljud 30 min | a
3 50 Ultraljud 30 min | ¢
6 50 Ultraljud 30 min | b
6 50 Ultraljud 30 min | d
6 50 Ultraljud 30 min | d
6 49 Ultraljud 30 min | a
5 50 Ultraljud 60 min | d
3 48 Ultraljud 60 min | ¢
12 50 Ultraljud 60 min | b
11 50 Ultraljud 60 min | a
8 50 Ultraljud 60 min | ¢
2 50 Ultraljud 60 min | a
46 50 Temp. Beh. b
40 47 Temp. Beh. c
46 50 Temp. Beh. b
43 50 Temp. Beh. d
44 50 Temp. Beh. b
48 49 Temp. Beh. a
7 50 Kontroll a
1 51 Kontroll b
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4 50 Kontroll c
3 49 Kontroll d
5 49 Kontroll b
4 50 Kontroll d

Radata. Slutavlasning groningstester efter 16 dagar, Medicago sativa

X n tr bl
10 53 Ultraljud 2 min | c
5 54 Ultraljud 2 min | a
6 56 Ultraljud 2 min | a
7 53 Ultraljud 2 min | a
9 53 Ultraljud 2 min | d
8 52 Ultraljud2 min | b
13 57 Ultraljud 7 min | d
7 59 Ultraljud 7 min | ¢
9 62 Ultraljud 7 min | a
4 52 Ultraljud 7 min | a
9 61 Ultraljud 7 min | b
7 58 Ultraljud 7 min | b
5 53 Ultraljud 12 min | b
10 60 Ultraljud 12 min | d
5 52 Ultraljud 12 min | a
4 64 Ultraljud 12 min | b
6 55 Ultraljud 12 min | b
8 51 Ultraljud 12 min | ¢
32 48 Temp. Beh. c
22 42 Temp. Beh. d
16 53 Temp. Beh.

30 54 Temp. Beh. d
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17 60 Temp. Beh. a
17 54 Temp. Beh. b
6 62 Kontroll C
8 62 Kontroll a
11 58 Kontroll C
11 56 Kontroll b
8 54 Kontroll d
10 52 Kontroll d
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Publicering och arkivering

JA, jag, Elin Sebyhed har l&st och godkénner avtalet for publicering samt den
personuppgiftsbehandling som sker i samband med detta
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