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Abstract
The importance of micropropagation has increased to provide the increasing fields with true to

type and healthy plants. Traditional plants are growing on solid agar-based medium but lately
liquid medium has become a new opportunity.

This study has focused on a new bioreactor, developed on large scale micropropagation.
Potato (Solanum tuberosum L. ’Semlo’), raspberry (Rubus idaeus L. "Mormorshallon”) and
apple (Malus domestica Borkh. 'Rubinola’) were used in the experiments in which shoot
production and biomass production were studied at different concentrations of cytokinin, auxin
and gibberelin. The results were compared with results from the same plant types grown on
solid agar-based medium.

The results showed that the explants grown in liquid medium in bioreactors had higher
multiplication rate of shoot production and in some cases also higher fresh weight and dry

weight than explants growing on solid agar-based medium.

Sammanfattning
For att forse den allt 6kande odlingsarealen med sortékta, homogent, sjukdomsfritt

vaxtmaterial har mikroforokningens betydelse 6kat de senaste aren. Traditionellt har vaxter
forokats pa fast agarbaserat medium men pa senare tid har odling pa flytande medium blivit en
ny mojlighet.

Denna studie har fokuserat pa att undersoka en ny bioreaktor utvecklad for storskalig
mikroforokning. Potatis (Solanum tuberosum L. ’Semlo’), hallon (Rubus idaeus L.
"Mormorshallon’) och &pple (Malus domestica Borkh. 'Rubinola’) har anvints under forsoken
dar skottproduktion och biomassproduktion undersokts vid olika koncentrationer av cytokinin,
auxin och gibberelin. Resultaten jamfordes sedan med resultat fran samma vaxtslag forékade
pa fast agarbaserade medier.

Resultaten visade att vaxtmaterial odlade pa flytande medium i bioreaktorer hade en hogre
skottproduktion och i flera fall hdgre friskvikts- och torrviktsokning jamfort med vaxtmaterial

odlade pa fast agarbaserade medium.



Introduktion
Genom att anvanda mikroforokning kan sjukdomsfritt och sortékta vaxtmaterial effektivt

produceras (Welander 2011) men storskalig mikroférokning av ett homogent vaxtmaterial kan
vara bade svart och kostsamt (Etienne & Berthouly 2002). Dagens teknik kraver ett stort antal
sma behallare med fast agarbaserat medium. Ett sadant begransat system kraver ocksa en
kontinuerlig dverforing av vaxtmaterial till nytt medium efter cirka 4-6 veckor pa grund av
bristande tillvaxt pa grund av den begransade volymen (Maene & Debergh, 1985).

Enligt Etienne & Berthouly (2002) motsvarar arbetskostnaden cirka 40-60 % av totala
produktionskostnaden. Beskérning och dverforing av vaxtmaterialet utgér den kostsammaste
delen i mikroférokning (Chu, 1995) men dven tvéttning, applicering samt handhavande av ett
stort antal behallare kraver mycket arbete (Maene & Debergh, 1985). For att minska kostnaden
for mikroforokning har en ny teknik utvecklats baserat pa flytande naringslsning.

Bioreaktorer utvecklades forst for etablering av bakteriekulturer och lampades inte for
mikroforékning pa grund av vitrifiering (Debergh et al., 1981). For att undvika vitrifiering har
en ny teknik utvecklats som baseras pa flytande medium och bygger pa TIS (Temporary
Immersion System), (Etienne & Berthouly, 2002). Den forsta T1S-baserade bioreaktorn
(RITA) utvecklades framst for somatisk embryogenes (Etienne et al., 1997) men kan aven
tillampas vid mikroférokning av olika véxtslag (Zhu et al., 2005).

Enligt Zhu et al., (2005) &r fordelarna med bioreaktorer med flytande medium jamfort med
agarbaserat medium: 1.) enklare att producera manga identiska plantor; 2.)
naringsupptagningen underlattas; 3.) battre tillvaxt och biomassproduktion pa grund av
luftning med hjalp av pumpsystem; 4.) minskande apikal dominans och stimulering av lateral
skottillvéxt; 5.) tids- och arbetshesparande.

Problemet med systemet &r dock enligt Welander (2011) att in/utgangarna for luftningen
sitter i locket vilket leder till att odlingskérlen inte ar stapelbara. Separat ventilering ar inte
heller tillampbar da enbart 2 in/utgangar for att trycksatta karlet finns vilket i sin tur leder till
att néaringslésningen flyttas samtidigt med luftning.

En nyckelfaktor inom mikroforokning ar férekomsten av tillvaxthormon, sarskilt auxin
och cytokinin (Zimmermann, 1981). Okad skottillvixt uppnas bland annat genom minskad
auxin-koncentration kombinerat med en 6kad cytokinin-koncentration (Stasolla et al. 2002,

Zimmermann, 1981). Hormoner produceras i en cell och styr cellprocesser i andra celler



genom att interagera med specifika proteiner som fungerar som receptorer (Taiz & Zeiger,
2010). Det forsta vaxthormonet som identifierades var enligt Taiz & Zeiger (2010) auxin.
Auxin bildas ur en tryptofan-beroende biosyntes och en tryptofan-oberoende biosyntes
(Normanly et al. 1995). Auxin bidrar bland annat till véxttropism, cellelongering samt
uppratthallande av apikal dominans (Taiz & Zeiger, 2010).

Cytokinin upptéacktes i samband med undersokning kring faktorer som stimulerar vaxters
celldelning, senare visade det sig att cytokinin dven forekommer i en méngd andra viktiga
processer i vaxter som till exempel skottproduktion, rotinhibering, naringstransport samt
vaskular utveckling (Taiz & Zeiger, 2010). Cytokinin fungerar bade vid langdistans-
signalering samt kortdistans-signalering i vaxterna (Taiz & Zeiger, 2010).

Under forsoken anvéandes dven Giberellinsyra. Enligt Hedden & Phillips (2000) &r
giberellinsyra mycket viktigt vid vaxters tillvéxt, utveckling och framst strackningstillvaxt.

Huvudsyftet med examensarbetet har varit att arbeta med en nyutvecklad bioreaktor samt att
optimera mikroférokningsforhallandet for potatis (Solanum tuberosum L. *Semlo’), hallon
(Rubus idaeus L.’Mormorshallon’) och dppel (Malus domestica Borkh. 'Rubinola’), genom att
studera skillnader i forokningshastigheten och biomassproduktion vid olika
hormonkoncentrationer samt att undersodka skillnader mellan flytande medium och fast
medium.

Potatis, Solanum tuberosum L. tillnér véxtfamiljen Solandceae (Lagerberg, 1958.). Familjen
bestar av Orter och vedartade véxter med strodda blad utan stipler. Blomstallningen bestar
vanligen av ett ensidigt knippe. Enligt Lagerberg (1958) karakteriseras solanacéerna av att
manga innehaller giftiga alkaloider som till exempel skopolamin, solanin, atropin och nikotin.

Matpotatis odlades under 2008 pa ungefar 19 600 hektar och potatis for starkelseframstéllning
odlades pa 7300 hektar (Bjorklund et al., 2010). Detta gav en skord pa 558 200 ton matpotatis, 295
000 ton starkelsepotatis.

Hallon, Rubus idaeus L. Tillhor vaxtfamiljen Rosaceae (Lagerberg, 1958) véxten klassas som en
halvbuske som varje var skickar upp bladforkladda, ogrenade och cirka 2 meter hdga arsskott.
Dessa skott 6verlever endast tva vegetationsperioder och ar enbart fertil under andra
vegetationsperioden. Enligt Lagerberg (1958) fordkas hallon dels med hjalp av faglar vid
fruktspridning men aven den rikliga knoppbildningen fran rétterna som leder till att hallonen ofta
vaxer i tata och utbredda bestand.

Under 2008 producerades 448 ton hallon i Sverige och utgor 4 % av den totala barproduktionen

(Johansson, 2010). Detta betyder att skdrden av hallon och svarta vinbar ar ungefar lika stora.



Enligt Johansson (2010) har hallon dock néstan 10 ganger hogre produktionsvérde an svarta
vinbar.

Apple, Malus domestica Borkh. tillhor vaxtfamiljen Rosaceae (Lagerberg, 1958). Under 2008
producerades 22150 ton applen i Sverige som odlas pa totalt 1432 hektar, vilket motsvarar fyra

femtedelar av den totala fruktproduktionen (Jordbruksverket 2010).

Material och metoder

Vaxtmaterial
Vid forséken anvandes Solanum tuberosum L ’Semlo’, Rubus ideaus L Mormorshallon’ och
Malus domestica Borkh. 'Rubinola’. Vaxtmaterialet férokades under tre veckor i bioreaktor

med standardl6sning fore forsokets start.

Odlingsmedier
| alla medier anvandes MS (Murashige & Skoog, 1962) och sackaros medan typ och

koncentration av hormoner varierades. Vid potatisforsdken tillsattes 20 g sackaros/I i
forokningsmediet. Vid hallon- och appleférsoken tillsattes 30 g sackaros/I i forokningsmediet.
Efter tillredning av medier justerades pH till 5,8 vid potatismedierna, 5,2 vid hallonmedierna

samt 5,5 vid dpplemedierna.

Vaxthormoner
| forsoken anvéandes olika hormoner for att framja skottproduktionen och

biomassproduktionen. Cytokinin anvéndes i form av BA (benzyladenin). Auxin anvéandes vid
potatisforsoken i form av NAA (naftylattiksyra) och vid &ppel- och hallonférsoken anvéndes

IBA (indolsmérsyra). Vid potatisforsoken anvandes dven giberellinsyra i form av GAs;.

Matningar

Arbetet har mest fokuserat pa skottproduktion och saledes har antalet utvecklade skott
beréknats for varje véxtslag och behandling. Utover skottproduktionen har
biomassproduktionen bestamts dels genom métning av friskviktsférdndringen samt genom
matning av torrviktsforandringen. Vid avlasningen noteras aven ifall nagot explantat bildat
rétter (>3mm). Vid méatningen av skottproduktion raknades varje utvecklat skott for att pa sa
vis kunna berékna skottproduktiviteten och forékningshastigheten.



Vid potatisforsoket anvandes bade noder och toppskott. Saledes berdknades bade antalet
noder och toppskott.

For att mata biomassproduktionen mattes explantatet vid forsokets start och mattes sedan
ater vid forsoksavlutningen. Darmed erh6lls en skillnad i den totala biomassan, véardena kan
sedan anvéndas till att berédkna den totala biomassproduktionen.

Vid matning av torrsubstansen torkades explantaten i cirka 24 timmar vid 70°C och végdes
darefter.

Bioreaktor
Véxterna forokades i en ny utvecklad bioreaktor som baseras pa T1S-tekniken (Temporary

Immersion System)

Figur 1. Bioreaktorns olika bestandsdelar.

Bioreaktorerna placerades i en klimatkammare med 16 timmar dagsljus och temperatur pa
23/18 °C (dag/natt) samt stodbelysning med ljusintensiteten 33 pmol m s™. Vid
hallonforsoket placerades vissa bioreaktorer i en véxthusavdelning for att studera huruvida
detta skulle paverka forokningshastigheten och biomassproduktionen.

Befuktning och luftning kontrollerades av en styrenhet. Samtliga forsok och véxtslag

befuktades 2 ganger/ dag under 2 minuter. Forsoken luftades 1 gang/t under 3 minuter.



Sammansattning och autoklavering
Fore forsoksstarterna monterades bioreaktorerna som sedan torrautoklaverades under 20
minuter i 120 °C. Vid varje mediumtillverkning tillreddes enbart halva satser enligt vad
recepten angav da recepten utgar fran 1000 ml fardig I6sning medan bioreaktorerna enbart
rymmer 500 ml. Detta for att hushalla med dyra resurser och for att garantera att varje forsok
far lika mycket medium att utga fran.

Efter tillredning av medium autoklaverades lésningarna under 20 minuter i 120 °C och

forvarades sedan svalt och morkt i kylskap.

Forsoksbeskrivning

Potatisforsok
Vid potatisforsoken studerades skottproduktionen och tillvéxthastigheten hos potatis samt
eventuell rotbildning vid olika koncentrationer och kombinationer av GA; , BA och NAA

enligt tabell 1 samt ett jamférande forsok med fast agarbaserat medium.

Tabelll. Vaxthormonerna som anvandes i potatisforsoken.

Behandling GA; (mg/l) BA (mg/l) NAA (mg/l)
1 0,5 0,5 0,01
2 0,1 1 0,01
3 0 0,5 0,01
4 0 1 0,01

Potatisexplantaten tillreddes genom att in vitroodlade potatisskott skars i bitar pa 1
centimeter precis ovanfor en nod. Bladet vid noden sparades pa samtliga explantat. Bade
toppskott och noder anvéndes i forséken med en jamnfordelning dver samtliga forsék och
tillhdrande replikat. Detta for att undvika missvisande resultat ifall eventuella skillnader i
tillvaxt mellan toppskott och sidoskott forekommer. Darefter vagdes 40 explantat/behandling
och placerades i en bioreaktor under 4 veckor. For jamférande férsok med fast agarbaserat

medium anvandes 20 explantat. Samtliga behandlingar gjordes med tva replikat.

Hallonforsok
Vid hallonférsdken studerades skottproduktionen och tillvéxthastigheten hos hallon samt

eventuell rotbildning vid olika koncentrationer och kombinationer av BA och IBA

(indolsmorsyra) enligt tabell 2 samt ett jamférande fors6k med fast agarbaserat medium.
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Tabell2. Vaxthormonerna som anvandes i hallonférsoken.

Behandling BA (mg/l) IBA (mg/l)
1 0,5 0,01
2 1 0,01
3 2 0,01

Hallonexplantaten tillreddes pa sa vis att enbart toppskottet anvandes med fa blad. 40
hallonexplantat/férsok och behandling vagdes och placerades i en bioreaktor under 3 veckor.
Vid jamforelsen med agar anvéndes enbart 20 explantat/behandling. Samtliga behandlingar

gjordes med tva replikat.

Appleforsok
Vid appleforsdken studerades skottproduktionen och tillvaxthastigheten samt eventuell

rotbildning hos dpplesorten "Rubinola” vid olika koncentrationer och kombinationer av BAP
och IBA enligt tabell 3.

Tabell3. VVaxthormonerna som anvéndes i appleforsoken.

Behandling BA (mg/l) IBA (mg/l)
1 1 0,1
2 2 0,1
3 3 0,1

Appelexplantaten tillreddes genom att appleskott avbladades totalt med hjalp av en skalpell
varpa de sedan delades strax ovanfor varje nod och cirka 10 millimeter nedanfor. Pa grund av
brist pa vaxtmaterial anvandes bade toppskott och noder vid forsoken men fordelades jamt pa
varje behandling av samma anledning som vid potatisforsoken.

30 appelexplantat anvandes vid varje forsék och behandling. Pa grund av brist pa

véaxtmaterial kunde inga jamforande forsok med agarbaserat medium goras.

Statistiska berdkningar
Under de statistiska berakningarna anvandes Minitab 16. For att finna nagra signifikanta

skillnader mellan behandlingarna gjordes Tukey’s och Fisher’s test vid en envégs
variansanalys (ANOVA) av vardena fran bioreaktorerna. For att finna signifikanta skillnader
mellan agarbaserat fast medium och flytande medium i bioreaktor gjordes Fisher’s test vid en
variansanalys (ANOVA- general linear model). Vid samtliga statistiska berakningar anvandes

signifikansgrans 5 %.
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Resultat och diskussion

Problem
Under forsoken drabbades nagra forsok av kontaminering av systematisk karaktar. Forsoken

bedrevs standigt med strikt forsiktighet och noggrannhet kring explantaten i sterilbanken.
Problemet uppkom framst vid métning av biomassproduktionen. Detta genomfordes genom att
explantatens startvikt vagdes fore de placerades i bioreaktorn alternativt pa agarn. For att
undvika uttorkning och paverkan av slutresultaten lades explantaten i sterilt vatten mellan
beskarning av explantat och vagning vilket senare ledde till kontaminering da vattnet inte

visade sig vara sterilt.

Figur 2. Olika infektioner av hallonkulturer i bioreaktorer.

Potatisforsok

Resultaten av potatisforsoken varierade. Resultat fran vissa behandlingar uteblev helt pa grund
av kontaminering. Resultat fran behandling 2 i bioreaktorer uteblev helt samt behandling 4 pa
fast agarmedium men dverlag tillvaxte potatisexplantaten kraftigt i bioreaktorerna (Figur

3 och 4). Vid slutavlasningen iakttogs en lagre tillvéxt hos potatisexplantaten fran de fasta

agarbaserade medierna (Figur 5).
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Figur 3. Potatiskulturer fran bioreaktorer. Till vanster; Explantat vid forsoksstart. Mitten;
Behandling 1 (GA3:0,5 mg/l, BA: 0,5 mg/l NAA: 0,01 mg/l.) vid slutavlasning. Till hoger;
Behandling 4 (BA: 1 mg/l, NAA:0,01 mg/l) vid slutavl&sning.

Figur 4. Potatisexplantat fran bioreaktorer vid slutavlasningen. Fran vénster: Behandling 4: 1
mg/l BA, 0,01 mg/l NAA, Behandling 3: 0,5 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA, Behandling 1: 0,5 mg/I
GAg3, 0,5 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA, Behandling 4: 1 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA.

Figur 5. Potatisexplantat fran fast agarmedium vid slutavlasningen. Fran vénster: Behandling
1: 0,5 mg/l GAs, 0,5 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA, Behandling 2: 0,1 mg/l GAz, 1 mg/l BA, 0,01
mg/l NAA, Behandling 3: 0,5 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA.



Skott/explantat

Behandling

Figur 6. Skottproduktion av potatis vid olika behandlingar. Behandling 1: 0,5 mg/l GAs, 0,5
mg/l BA, 0,01 mg/l NAA. Behandling 2: 0,1 mg/l GA3, 1 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA.
Behandling 3: 0,5 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA. Behandling 4: 1 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA.
Rod=bioreaktor, Bla =agarmedium.

Skillnader i skottproduktionen presenteras i Figur 6. Diagrammet ger vissa indikationer pa
skillnader mellan flytande och fast medium. Metoderna kunde dock inte jamféras med ett

statistiskt test pa grund av fa antal observationer. Daremot tenderade explantaten fran

bioreaktorerna ha bildat fler explantat/skott jamfort med explantaten fran de fasta agarbaserade

medierna.
For att jamfora behandlingarna genomfordes en envags variansanalys (ANOVA) av

behandlingarna fran bioreaktorer. Detta gav dock ingen signifikans mellan behandlingarna
(p=0,064).
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Figur 7. Friskviktsforandringen vid olika behandlingar. Behandling 1: 0,5 mg/l GA3, 0,5 mg/I
BA, 0,01 mg/l NAA. Behandling 2: 0,1 mg/l GAs, 1 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA. Behandling 3:
0,5 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA. Behandling 4: 1 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA.

Rod=bioreaktor,

Bla =agarmedium.

Friskvikten visade inga storre skillnader mellan metoderna da de flesta behandlingarna ledde
till en friskviktsokning pa cirka 5 ganger. Vad som 6verraskade mest var behandling 4. Enligt
Zhang et al. (2005) okar friskvikten avsevart mer vid tillsattning av GA3z samt leder till
kraftigare explantat. | detta forsok 0kade friskvikten med mer an det dubbla vid en hogre
koncentration av BA men i avsaknad av GAs;. Explantaten vid behandling 4 blev &ven
kraftigare och inte s& langstrackta som vid de andra behandlingarna (Figur 4).

Vid envdgs variansanalys visade Fisher’s test att det fanns signifikanta skillnader mellan
behandlingarna i bioreaktorerna (p=0,019) samt Tukey’s test visade att behandling 4
signifikant var skilt at fran de andra behandlingarna. Testerna ska dock ses med forsiktighet pa

grund av de fa observationerna.
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Figur 8. Torrviktsforandringen vid olika behandlingar. Behandling 1: 0,5 mg/l GAs, 0,5 mg/I
BA, 0,01 mg/l NAA. Behandling 2: 0,1 mg/l GA3, 1 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA. Behandling 3:
0,5 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA. Behandling 4: 1 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA.

Rod=bioreaktor, Bla =agarmedium.

Vid undersokning av skillnaden i torrsubstans visades en tamligen liten férandring av
torrsubstans hos explantaten fran agarmedierna medan explantaten fran bioreaktorerna har en
mycket hogre 6kning, dock med en hogre standardavvikelse (Figur 8). Behandling 3 och 4
hade klart den hogsta torrvikten. Detta kan forklaras vid att ingen GAgtillsattes vid dessa
behandlingar. GAjleder enbart till cellstrackning medan cytokinin stimulerar celldelningen
och den vaskul&ra utvecklingen samt attrahera mer ndring vilket i sin tur leder till 6kade

friskvikt och torrvikt.
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Figur 9. Rotbildningsfrekvens vid olika behandlingar. Behandling 1: 0,5 mg/l GA3, 0,5 mg/I
BA, 0,01 mg/l NAA. Behandling 2: 0,1 mg/l GA3, 1 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA. Behandling 3:
0,5 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA. Behandling 4: 1 mg/l BA, 0,01 mg/l NAA.

Rod=bioreaktor, Bla =agarmedium.
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Vid slutavlasningen noterades aven ifall nagot explantat bildat rétter. Figur 9 visar andelen
explantat/behandling som bildat rétter. Resultatet visar tydligt hur rotbildning star i nara med
forhallandet mellan cytokininhalten och auxinhalten (Zimmermann, 1981; Taiz & Zeiger,
2010).

Hallonforsok

Figur 10 visar hallonexplantaten fran bioreaktorerna vid slutavlasningen. Aven hallonférsoken
drabbades av kontaminering i samband med destillerat vatten, saledes erhélls enbart resultat
fran ett replikat fran varje behandling och metod. Tillvéxten var nagot lagre &n forvantat och
aven vissa intorkade, tendens till gulaktiga explantat uppvisades. Detta var formodligen ett
resultat av hur kansliga hallon &r for langre torka da plantorna lag i en delvis forsluten tom
plastskal mellan tillredning av explantaten och vagning innan de sedan placerades i

odlingsmediet.

Figur 10. Overst till vanster; explantat vid forsoksstart inuti bioreaktor. Overst till hoger;
Behandling 1: BA:0,5 mg/l, IBA: 0,01 mg/l vid slutavlasning. Nederst till vanster; Behandling
2: BA:1 mg/l, IBA: 0,01 mg/l vid slutavlasning. Nederst till hoger; Behandling 3: BA: 2 mg/I,
IBA: 0,01 mg/l vid slutavlasning.
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Figur 11. Hallonexplantat fran bioreaktorer vid slutavlasning. Till vanster; Behandling 1: 0,5
mg/l BA, 0,01 mg/l IBA. Mitten; Behandling 2: 1 mg/l BA, 0,01 mg/I IBA. Till héger;
Behandling 3: 2 mg/l BA, 0,01 mg/l.

Vid avlasningen iakttogs vissa skillnader mellan behandlingarna som tamligen vél stamde
dverens mellan de bada metoderna vilket figur 11 och 12 visar. Behandling 2 uppfattades ge
nagot stérre och kraftigare skott.

Figur 12. Hallonexplantat fran fast agarmedium vid slutavlasning. Till vanster; Behandling 1:
0,5 mg/l BA, 0,01 mg/l IBA. Mitten; Behandling 2: 1 mg/l BA, 0,01 mg/l IBA. Till hdger;
Behandling 3: 2 mg/l BA, 0,01 mg/I.
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Figur 13 Explantatens skottproduktion vid olika behandlingar. Behandling 1: 0,5 mg/l BA,
0,01 mg/l IBA. Behandling 2: 1 mg/l BA, 0,01 mg/l IBA. Behandling 3: 2 mg/l BA, 0,01 mg/I
IBA. Rod=Dbioreaktor, Bla =agarmedium.

Skillnader i skottproduktion mellan behandlingarna presenteras i Figur 13. Resultatet gav vissa
indikationer pa skillnad i effektivitet i skottproduktion. Skillnaderna var dock inte lika stora
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som vid potatisforsoken vilket kan tyda pa att ingen direkt skillnad finns mellan
skottproduktion av hallon pa flytande medium jamfort med fast agarbaserat medium.

Variansanalysen visade att det inte fanns nagon signifikant skillnad mellan metoderna
(p=0,109).

Enligt Zhu et al. (2005) 6kar skottproduktionen med 6kad hormonkoncentration vilket
resultatet gav vissa antydningar till.

| framfor allt behandling 2 gav bioreaktorerna fler skott jamfort med agarmedium detta
visades dock inte i friskviktsokningen. Detta kan bero pa att fler men mindre skott

producerades.
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Figur 14. Friskviktsforandringen vid olika behandlingar. Behandling 1: 0,5 mg/l BA, 0,01
mg/l IBA. Behandling 2: 1 mg/l BA, 0,01 mg/l IBA. Behandling 3: 2 mg/l BA, 0,01 mg/l IBA.
Rod=bioreaktor, Bla =agarmedium.

Undersokning av fordndringen av friskvikt uppvisade daremot storre skillnader mellan
metoderna. Friskvikten hade dkat mer vid explantaten odlade pa agar &n plantorna odlade i
bioreaktorer.

Variansanalysen visade heller ingen signifikant skillnad mellan hallonexplantat odlade pa
agarbaserade medier jamfort med hallonexplantat odlade pa flytande medier i bioreaktorer
(p=0,939). Resultatet bor dock tas med forsiktighet da inga replikat fanns att tillga. Vid
friskviktsandringen okade behandling 2 mest vid vaxtmaterialen odlade pa agarbaserade
medier medan behandlingarna i bioreaktorer 6kade med 6kad hormonkoncentration. Alvard et
al. (1993) visade dock att olika véxter har olika hormonsammanséttningsoptimum vilket inte
alltid leder till konstant 6kad skottproduktion och biomassproduktion vid 6kad
hormonkoncentration vilket explantaten fran de fasta agarbaserade medierna gav vissa
indikationer pa.

19



18
16
14
12
10

Torrviktsokning

o N OB O 00
|

1 2 3

Behandling

Figur 15. Torrviktsférandringen vid olika behandlingar. Behandling 1: 0,5 mg/l BA, 0,01 mg/I
IBA. Behandling 2: 1 mg/l BA, 0,01 mg/l IBA. Behandling 3: 2 mg/l BA, 0,01 mg/l IBA.
Rod=bioreaktor, Bla =agarmedium.

Vid beddmning av torrsubstansforandringen visades att vikten 6kade med tkad
hormonkoncentration vid bada metoderna. Detta ger vissa indikationer till att inte bara
skottproduktionen 6kar vid 6kad hormonkoncentration utan aven friskvikten och
torrsubstansen nagot som explantat odlade pa agarmedier gav tydligare indikationer pa én
explantat fran flytande medier. Det borde dock finnas en korrelation mellan friskvikt och
torrvikt det vill saga storre friskvikt borde leda till en storre torrvikt. Detta visas i behandling 3
men inte de Ovriga. Friskvikterna dr osékrare eftersom vatten kan folja med vid méatningarna i
form av kondens pa skotten. Likasa var det svart att inte fa med ndgon agar fran de explantat

som odlats pa agarmedium vilket ger ett osékrare resultatvid friskviktsmatningarna.

Alvard et al. (1993) visade dock att olika vaxter har olika hormonsammansattningsoptimum
vilket inte alltid leder till konstant 6kad skottproduktion biomassproduktion vid tkad

hormonkoncentration.

Appleforsok

Appelexplantaten hade en god tillvaxt vid samtliga behandlingar vilket illustreras i figurerna
16 och 17. Gemensamt for samtliga tre behandlingar var bland annat att inga explantat
utvecklade nagra rotter. Orsaken till utebliven rotbildning beror pa flera anledningar. Vid
motsvarande forsok har &ppelexplantat forokats i minst 7 veckor med olika medium samt ett
rotningsmedium med mycket hégre IBA-koncentration an vid dessa forsok (Zhu et al. 2005).

Vissa skillnader kunde dock askadliggoras framst ur skottproduktionssynvinkel (Figur 18).
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Figur 16. Overst till vanster; explantat vid forsoksstart inuti bioreaktor. Overst till higer;
Behandling 1: BA: 1 mg/l, IBA:0,1) vid slutavl&sning. Nederst till vanster; Behandling 2: BA:
2 mg/l, IBA:0,1 mg/l vid slutavl&sning. Nederst till hger; Behandling 3: BA: 3 mg/l, IBA: 0,1

mg/l vid slutavldsning.

Figur 17. Appelexplantat fran bioreaktorer vid slutavldsning. Vénster; Behandling 1: BA: 1
mg/l, IBA:0,1 vid slutavl&sning. Mitten; Behandling 2: BA: 2 mg/l, IBA:0,1 mg/I vid
slutavlasning. Hoger; Behandling 3: BA: 3 mg/l, IBA: 0,1 mg/l vid slutavl&sning.
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Figur 18. Explantatens skottproduktion vid olika behandlingar. Behandling 1: 1 mg/l BA, 0,1
mg/l IBA. Behandling 2: 2 mg/l BA, 0,1 mg/l IBA. Behandling 3: 3 mg/l BA, 0,1 mg/l IBA.
Resultatet fran bestamningen av skottproduktionen gav tydliga indikationer pa att
skottproduktionen 6kar med 6kad hormonkoncentration, dock uppvisades valdigt stora
standardavvikelser mellan replikaten.

Vid envégs variansanalys visade Fisher’s test ingen signifikant skillnad (p=0,332) mellan
behandlingarna ur skottproduktionsaspekt.
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Figur 19. Friskviktsforandringen vid olika behandlingar. Behandling 1: 1 mg/l BA, 0,1 mg/I
IBA. Behandling 2: 2 mg/l BA, 0,1 mg/l IBA. Behandling 3: 3 mg/l BA, 0,1 mg/l IBA.

Vid studien av friskviktsférandringen upptécktes en kraftig 6kning (figur 19). Okningen var
dock inte proportionell till hormonkoncentrationerna utan behandling 2 uppvisade den
genomsnittligt hogsta 6kningen av friskviktforandringen vilket kan bero pa manga mindre
skott vid behandling 2.
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Vid statistiska berékningar av vardena upptécktes inga signifikanta skillnader mellan
behandlingarna (p=0,759).

Torrviktsgkning
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Figur 20. Torrviktsforandringen vid olika behandlingar. Behandling 1: 1 mg/l BA, 0,1 mg/I
IBA. Behandling 2: 2 mg/l BA, 0,1 mg/l IBA. Behandling 3: 3 mg/l BA, 0,1 mg/l IBA.
Torrsubstansforandringen mellan behandlingarna visade ocksa pa en kraftig 6kning men likval
ingen proportionalitet till hormonkoncentrationerna. Det borde dock &ven har finnas en
korrelation mellan friskvikt och torrvikt det vill sdga storre friskvikt borde leda till en storre
torrvikt. Detta indikerar bade behandling 2 och behandling 3. Friskvikterna &r osékrare
eftersom vatten kan félja med vid méatningarna i form av kondens pa skotten samt

naringslosning fran bioreaktorn.

De statistiska berdkningarna av vérdena visade heller inga signifikanta skillnader mellan
behandlingarna (p=0,961).
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Slutsats
Resultaten visade tydligt hur vaxtmaterial kan styras till minsta detalj framst av

hormonforhallanden. Detta visades framst vid potatisforsoken dar behandling 4 klart visade sig
vara den mest effektiva behandlingen ur skottproduktion och biomassproduktion.
Potatisforsoken visade ocksa GAgs effektivitet pa strackningstillvaxt. Detta leder till att
potatisexplantat effektivt kan styras fran att hallas tillbaka som kompakta plantor till att 6ka
stackningstillvaxten markant genom tillsattning av en relativt Iag koncentration av GAg,

Resultaten visade ocksa tendenser pa bioreaktorns effektivitet jamfort med agarbaserat
medium framst ur skottproduktionsaspekter, vilket kunde iakttagas dver samtliga forsok och
vaxtmaterial. Torrviktsokning bor visserligen tas med viss forsiktighet da enbart torrvikten
fran start kunde uppskattas och inte var ett exakt varde for samtliga behandlingar vilket kan
orsaka vissa felmarginaler.

Odling av vaxtmaterial pa flytande medium i bioreaktor har visat sig vara valdigt effektivt
for storskalig produktion. Dessa ar enkla att montera och handha. Vissa forsok drabbades
visserligen av kontaminering men detta ar forsumbart ur produktionssynvinkel da ingen
kontaminering skett vid forékning av vaxtmaterialet utan enbart vid vissa forsoksmoment som
véagning och matning av explantaten, vilket inte forekommer i produktion av vaxtmaterial.
Vissa indikationer visade att forokning i bioreaktorer kan kréva hogre hormonkoncentrationer
for att uppna det mest optimala forhallandet vilket potatisforsoken visade. Dock gav
mikroforokning pa flytande medium hdgre skottproduktion, friskviktsékning och
torrviktsokning jamfort med fast agarbaserat medium.

Sammanfattningsvis visar detta arbete att odling pa flytande medium i bioreaktor fortfarande
ar ett stort outforskat omrade, dar detta arbete enbart berort ett mycket litet omrade. Forsok
behdvs fortfarande inom olika befuktningstillfallen, sackaroskoncentrationer, sockersorter och

flera olika hormonkoncentrationer samt naringsédmnen..
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Appendix

Montering av bioreaktor

Bioreaktorn bestar av 1 st odlingskarl, 1 st lock, 1 st silikonring for locket, totalt 4 st
gummislangar varav 1 st l&ngre for att kunna pumpa upp vatskan till explantaten, 3 st ventiler
med tillhérande mutter samt 6 st gummipackningar for vardera sida, 1 st inre behallare med
urgropningar pa sidorna, 1 st korg for vaxtmaterial, 1 st ram med fyra ben samt 3 st filter.

Packningen monterades lampligast med ett kort eller mynt for att bioreaktorn skulle bli sa tat

mojligt.
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Den langsta gummislangen sattes sedan pa underredet. Underredet placerades sedan i

bioreaktorn varpa den andra slanganden fastes i den mittersta av ventilerna.

Varje ventil blev forsedd med vars tva stycken packningar och en mutter.
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Ventilerna skruvades fast med handkraft i varje fardigborrat hal varpa de kortare slangarna

monterades pa ventilerna.

Dérefter placerades explantatbehallaren och stallningen ovanpa underredet inuti bioreaktorn,

varpa locket sedan kunde appliceras.
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Slutligen sattes filterna pa bioreaktorn, darefter var bioreaktorn redo for autoklavering och

forokning av véxtmaterial.
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