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Handledare for examensarbetet var under den forsta delen, d.v.s. litteraturstudien och starten av
vaxthustestet Lars Andersson och under andra delen av véxthustestet samt odlingskammareférsoket
Liv Akerblom Espeby, bada vid Institutionen for véxtproduktionsekologi.
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Sammanfattning

En minskad herbicidanvandning ar onskvart ur flera aspekter. Bast effekt pa plantan ska fas fran
appliceringen om denna &r i aktiv tillvaxt. For att herbicider ska kunna anvandas framgangsrikt sa ar
en avstannad tillvaxt en forutsattning for en lyckad bekampning. I arbetet har en fragestallning varit
om det gar att avgdra om véxter avstannat i tillvaxt, genom att utvardera en vaxtfysiologisk metod. |
experimentet har matning av véxtens fotosynteskapacitet, som kan méatas med klorofyllfluorescens
valts som metod. For att méata skillnader i tillvéxtstatus, sa &mnade vi skapa en méatbar forandring
genom att ge plantorna olika tillvaxtforhallanden. For att begransa tillvéxten och skapa en stress i
plantorna valdes vattenstress som miljofaktor. Plantorna skulle da fa optimal-, reducerad- och helt
avstannad tillvaxt, genom olika tillgang pa vatten, matt fran vattenmattnad. En metod har provats for
att undersoka om det gar att finna ett samband mellan stress och en minskad fotosynteskapacitet. Till
hjélp har en fluorescensmatare av modellen MINI-PAM anvants. For att kunna méta denna kapacitet
var véxterna forst tvungna att utséttas for stress.

I arbetet har en litteraturstudie gjorts for att se vilka metoder, som anvants for att i forsok framkalla
torkstress hos vaxter. Till experimenten valdes sedan att undanhélla plantorna olika mycket vatten for
att framkalla stress. Det visade sig dock svart att fa en sakert avstannad tillvaxt hos plantorna, da dessa
aldrig helt slutade att véaxa. Méatningarna med fluorescensmataren kunde endast i ett fall pavisa ett
samband mellan god vattentillgang och en hogre fotosynteskapacitet och da utan med statistisk
signifikans.

Samband gick att finna genom att torkstressade plantor visade pa lagre biomassa vid slutskord jamfort
med dem som haft full tillgang till naring.

Abstract

A reduced use of herbicides is desirable from several aspects. The best effect on the plant should be
obtained from the application if the plant is actively growing. If herbicides are to be used successfully,
it is a stunted growth is a prerequisite for successful control. In this work, an issue has been whether it
is possible to determine whether plants stalled in growth, by evaluating a plant physiological method.
In the experiment, the measurement of the plant's photosynthetic capacity, which can be measured
with chlorophyll fluorescence selected as the method. To measure differences in growth status, we
wanted to create a measurable change by giving the plants of different growth conditions. To limit
growth and create stress in the plants were water-stressed by environmental factors. The plants would
then be optimal, reduced or completely stunted growth, through different water availability, as
measured by water saturation. A method has been tested to determine if it is possible to find a link
between stress and a reduced photosynthetic capacity. To help with a fluorescence meter, MINI-PAM
is used. In order to measure this capacity, the plants were first forced to be exposed to stress.

A literature study has been done to see which methods used in attempts to induce drought stress in
plants. For further experiments were then chosen to withhold the plants different amounts of water to
induce stress.

It proved difficult to get a safe stunted growth of the plants. The plants never stopped completely to
grow. The measurements of fluorescence meter, only in one case showing a correlation between high
water and a higher photosynthetic capacity. Without having statistical significance. Correlation could
be found by drought stressed plants showed lower biomass at final harvest compared to those who had
full access to nutrition.
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1 Introduktion

1.1 Bakgrund

Da en reducerad mangd herbicider ar 6nskvart samtidigt som storsta mojliga effekt fortfarande ska
kunna fas av herbicidapplicering, ar det viktigt att veta nar olika ogras &r som mest mottagliga for
besprutning av herbicider. Vid besprutning med manga av de herbicider som idag anvands anges det
att ograset ska vara i aktiv tillvaxt for basta effekt. Tillvéxt innebér en irreversibel férandring i massa
och storlek. | detta projekt menas med “aktiv tillvéxt” en klart métbar forandring i storlek éver en
tidsperiod.

Olika arter paverkas och stressas olika mycket av omgivningsfaktorer, som t ex varierande temperatur,
vind, fukt, markstruktur och mangden solljus. Vilken stressfaktor det & som paverkar varierar
beroende pa fysiologiska forhallanden i plantan samt yttre omstandigheter. Olika arter reagerar olika
pa olika herbicider da det varierar hur mottagliga de &r beroende pa utvecklingsstadium, tillvaxtstatus
och om de paverkas av kontakt-, och systemiskt verkande preparat, jordupptag eller bladupptag.
Samtidigt 4r det ménga andra yttre faktorer som kan paverka resultatet av besprutningen. Ar plantorna
utsatta for torka eller & andra sidan for mycket vatten, som hindrar vaxten fran att ta upp mer sa kan
onskat resultat fran besprutningen utebli. Bristande transport i vaxten kan leda till att preparatets
verksamma substanser inte transporteras till det tankta verkningsstallet i plantan och att da effekten
helt uteblir. Det finns idag inget bra alternativ for att mata och bedéma om en planta &r i aktiv tillvéaxt
vid en viss tidpunkt. Ofta anvander man sig av omgivningsfaktorer som véaderlek och markfukt for att
beddma om det &r troligt att plantorna &r i aktiv tillvéxt nar man tankt sig att bespruta. Genom att
direkt kunna kontrollera en plantas status och darmed sékrare vélja den spruttidpunkt da ograsplantan
ar som mest ar mottaglig for aktuell herbicid, kommer herbiciden till s& stor nytta som majligt. Féljden
av detta blir att de miljomassigt negativa konsekvenserna kan minska. Samtidigt belastas ekonomin
mindre och risken for resistens minskar.

I EUs direktiv 2009/128 star att "Medlemsstaterna ska vidta alla nodvandiga atgarder for att framja ett
vaxtskydd med Iag insats av bekdmpningsmedel och sa langt som mdjlig ge foretrade till icke kemiska
metoder, sa att yrkesmassiga anvandare byter till metoder eller produkter som ar minst skadliga for
manniskors hélsa och miljon bland de produkter som &r tillgéngliga for samma vaxtskyddsproblem”.
Fran den forste januari 2014 ska alla som anvénder véaxtskyddsmedel yrkesmassigt inom EU tillampa
integrerat vaxtskydd.

1.2 Beskrivning av examensarbetet

Avsikten med detta arbete var att det skulle ligga till grund for ytterligare studier av nagra ogrésarters
tillvaxtstatus relaterat till olika herbiciders dos-responskurva. De forsék som redovisas i detta arbete
var en del av ett storre projekt med namn ’Uppskattning av ogrésplantans tillvaxtstatus som metod att
forutsdga herbicideffekten — underlag for beslutsnyckel i IPM”. Projektet, som finansierades av SLF,
hade som mal att finna en metod for att mata ogréasplantornas tillvaxtstatus i ett givet dgonblick. Efter
de grundldggande studierna av hur métningen kan goras, planerades faltforsok och experiment for att
relatera statusuppskattningarna till effekten av vissa herbicider. Resultatet var tankt att ge ett underlag
for radgivare och lantbrukare i deras val av bekampningsmangder och tidpunkt for
herbicidbehandlingar. Projektet har hittills bara genomférts i sin forsta del.

Det har examensarbetet bestar av tva delar. Den forsta delen utgors av litteraturstudier for att finna de
metoder, som &r bast [ampade for att framkalla torkstress hos plantor. Den andra delen, som tagit upp



mest tid, ar det praktiska arbetet med att testa olika matmetoder for att faststalla tillvaxtstatus hos
plantor med olika nivaer av torkstress.

1.2.1 Litteraturstudie

| ett inledande skede gjordes en litteraturstudie som i huvudsak behandlar olika torkstressmetoder som
provats i olika studier. Litteraturstudien berdr andra matmetoder, vilka inte grundligare redovisas i
detta arbete. Ingen mer djupgaende introduktion till i forsok anvanda matinstrument kommer redovisas
da detta inte rymdes i arbetets tidsram, utan det hanvisas i huvudsak till respektive instruments
instruktionsbeskrivning.

1.2.2 Praktiska arbetet

Syftet med den praktiska delen ar att se om avstannad/reducerad tillvaxt pa grund av torkstress kan
uppskattas genom att méta klorofyllflourescens med en "MINI-PAM”. MINI-PAM 4&r ett instrument
som anvander PAM-teknik (Pulse- Amplitude Modulation), vilket &r en vélbeprévad teknik (Burling
et al, 2013).

Forst gjordes en pilotstudie i vaxthus av metodiken for att framkalla torkstress. De tva arter som
anvandes i pilotstudien forekommer som ogras i Sverige, allmént eller lokalt: ndmligen renkavle,
Alopecurus myosuroides Huds. och raps, Brassica napus L. Dessa skiljer sig at da raps ar
tvahjartbladig och (nar det upptrader som ogras) vargroende och medan renkavle ar ett hostgroende
grasogras.

I en efterfoljande studie i odlingskammare anvandes samma arter samt det vargroende grasograset
flyghavre (Avena fatua L.).

Hypoteserna for arbetet var:

e Hypotes 1: Mangden biomassa (g TS) vid slutskord paverkas av fukthalten, det vill siga
torkstress avgor tillvéxten.

e Hypotes 2a: En planta med god vattentillgang har en hogre fotosynteskapacitet &n en planta
vars tillvéxt helt avstannat pa grund av torkstress.

e Hypotes 2b: En planta med god vattentillgang har en hogre fotosynteskapacitet an en planta
som dr torkstressad, men som annu ar i tillvaxt.

e Hypotes 3: Det finns ett matbart samband mellan tillvéxten (matt som méngden biomassa i
slutskdrden) och den fotosynteskapacitet som uppskattats da plantan har varit torkstressad.

Metoder som t ex att genom olika osmotiska &mnen som PEG framkalla stress i plantor har gett osdkra
resultat, vilka redovisas narmare under avsnitt tva. Det kravs dessutom ofta tidskravande orienterande
forsok pa den studerade arten, innan dessa metoder kan anvandas. Darfor valdes metoden att utsétta
plantorna for torkstress, genom att justera bevattningen utifran krukans aktuella vikt. I pilotforsoket i
vaxthus var malet att ge 80, 50 respektive 15 procent vattenhalt jamfort med vattenmattad vikt. Med
80 procent skulle plantorna fa optimala tillvaxtforhallanden med avseende till vatten. Plantorna med
50 procents vattenmattnad skulle fa en reducerad tillvaxt, med de med endast 15 procent helt skulle
avstanna i tillvaxten. | det efterfoljande forsoket i odlingskammare justerades mittennivan fran 50 ned
till 35 procent av vattenmattad vikt, for att fa plantorna tydligare stressade.



2 Litteraturstudie dver metoder att framkalla vattenstress

En omfattande litteraturstudie gjordes 6ver metoder for att framkalla vattenstress. Flera olika metoder
for att inducera torkstress hos véxter har beskrivits i litteraturen. Dessa inkluderar metoder att direkt
undanhalla vaxten vatten, reglering av genomtrangligheten for vatten, den sa kallade hydrauliska
konduktiviteten, samt anvdndning av olika osmotiska agenter var for sig eller i form av en blandning.
Olika metoder har for- och nackdelar beroende pa de forsok som ska utféras och beroende pa vilken
art som ska studeras.

2.1 Osmotiskt aktiva @mnen

Manga olika foreningar sasom polyetylenglykol, NaCl, sukros, mannos, Dextran och sorbitol har
genom tiderna blivit anvanda som osmotiska agenter for att studera vattenstress hos vaxter (Krizek,
1985).

2.1.1 Mannitol

Mannitol har till forsok ofta anvénts som ett osmotiskt aktivt &mne for att framkalla vattenstress hos
vaxter (Manohar, 1966; Resnik, 1970; Thill med fler, 1979). Mannitol har bieffekten att det kan tas
upp av vaxter (Lipavska och Vreugdenhil, 1996; Manohar, 1966, personlig kommentar Blum, 2010).
Mannitol kan h&mma upptaget och forflyttningen av fosfor i plantan (Resnik, 1970).

2.1.2 Natriumklorid

Natriumklorid (NaCl) har likt mannitol anvants vid ett flertal forsok som ett osmotiskt &mne (Krizek,
1985). Ett av de storsta problemen vid anvéndandet av NaCl som ett osmotiskt &mne 4r att natriumet
kan ha en toxisk effekt och darmed ge ett felaktigt resultat (Manohar, 1966). Effekten ar beroende av
vilken art som ska behandlas (Krizek, 1985).

2.1.3 Polyetylenglykol (PEG)

Polyetylenglykol (PEG) &r det osmotiska amne som mest frekvent anvants for att inducera vattenstress
hos véxter. PEG ar en inert, icke-jonisk, 1ang polymer som ar lattloslig i vatten (Lawlor, 1970; Krizek,
1985). Polyetylenglykol finns tillgangligt i en rad olika molekylvikter, vilka kan variera
franmolekylvikt fran 200 till 20000 (Lawlor, 1970; Jackson, 1962). Krizek (1985) varnar for att varje
varuprov av PEG representerar en serie av tmolekylvikter och inte en enda ensam vikt, som ibland kan
antydas. PEG anvands inom botaniken for att inducera vattenstress och osmotisk stress hos vaxter
genom att minska vattenpotentialen (Lawlor, 1970; Kaufmann and Eckard, 1971; Anwer et al., 2004).
Den tid det tar for PEG att inducera stress i vaxten &r omkring 1-4 dagar (Krizek, 1985).

Anwer et al. (2004) visade att PEG (6000) orsakade en signifikant minskning av skott och rottillvaxten
hos varbrodd, Anthxanthum odoratum. Forsoket visade dven att ju hogre koncentration av PEG som
anvéndes, desto mer hammades rottillvéxten. Kaufmann & Eckard (1971) visade att PEG med hogre
molekylvikt fungerar béattre for att framkalla vattenstress hos véxter &n de med lagre molekylvikt, som
PEG 400.

Verslues et al. (1998) rapporterade att hog viskositet hos PEG-I6sningen begrénsar rérelsen av syrgas
vilket kan leda till syrebrist hos rétterna. Aven vid relativt hdga vattenpotentialer kan syretransporten
till rétterna vara otillrackliga nar PEG med en molekylvikt av 4000 eller mer anvands (Mexal et al.,
1975).



PEG har visat sig kunna medféra problem i form av skadliga eller giftiga sidoeffekter (Lagerwerff et
al., 1961; Emmert, 1973; Leshem, 1966; Resnik, 1970). Problemet med upptag av PEG i vaxten har
studerats av bl.a. Lawlor (1970) som visade att PEG med hdgre molekylvikt &n 1000 inte absorberades
av vaxten forutom i de fall da rotterna var skadade. PEG med molekylvikt sa lag som PEG-200 kunde
daremot absorberas av véxten &ven genom oskadade rotter. Slutsatsen bekréaftades av Janes (1974)
som visade att mindre molekyler gav en hégre koncentration av PEG i bladen. Nar PEG med en
molvikt av 4000 eller hdgre anvéands kan dven dessa innehalla giftiga fororeningar vilka troligtvis
harstammar fran tillverkningsprocessen. Dessa giftiga effekter kan enligt artikelforfattaren tas bort
genom att lata 16sningen passera genom en dejonisering eller en Sephadex kolonn (Janes, 1974).

Enligt Resnik (1970) hammade PEG forflyttningen av fosfor i vaxten men inget tydde pa att
fosforupptaget minskade. Minskningen av fosforns forflyttning var inte permanent utan 24 timmar
efter senaste behandling med PEG aterhamtade sig plantan och vardena var samma som for
kontrollplantan. Emmert (1974) visade dock att fosforupptaget hdmmades nar PEG togs upp av
vaxten.

De fysiologiska effekterna av vattenstress pa grund av PEG jamfort med de effekter som blir da
vattenstress ar inducerat genom att vatten undanhalls véxten kan vara ganska annorlunda (Krizek,
1985).

Krizek (1985) rekommenderar, vid anvéndning av PEG som ett aktivt osmotiskt &mne, att anvénda sig
av vaxter som endast ar stressade genom att vatten direkt undanhalls som kontroll. Darigenom blir det
mojligt att utesluta att véxtens stress ar en effekt av giftiga &mnen utsondrade av PEG.

Toxiska effekter av PEG har dock inte kunnat pavisas i alla studier (Lawlor, 1970; Kahn et al., 1982;
Stockwell & Tingey, 1977). Carpita et al., 1979 visade att PEG med en storre molekylvikt &n 6000
inte kan tranga in genom véxternas cellvaggar. Enligt Verslues med fler (1998) sa &r det lattare att se
en effekt som liknar jord som torkar om man anvander PEG med hogre molekylvikter. Detta beror pa
att PEG inte kan tranga in i véaxtens cell utan istallet dras vatten tillbaka fran cellen och cellvaggen.

For att minimera de giftiga effekterna har olika metoder provats for att rena eller hindra PEG att tranga
in i véxten. Plaut & Federman (1985) beskrev en metod att rensa bort de giftiga substanserna i PEG
6000 genom att atervinna losningen efter att den fatt passera tva véaxtodlingar med flytande substrat.

Substansens renhet och ett eventuellt upptag av PEG i vaxten som ska utséttas for stress bor
undersokas ifall PEG &r &mnat att anvandas som ett osmotiskt aktivt &mne (personlig kommentar
Blum, 2010; Krizek, 1985).

Semipermeabla membran

Vid anvandandet av PEG som ett osmotiskt &mne vid inducering av vattenstress, finns det som tidigare
namnts risk att detta har en toxisk effekt. Ett satt att undvika den skadliga paverkan kan vara att
anvanda ett semipermeabelt membran som skyddar rotsystemet. Denna metod presenterades forsta
gangen 1966 av Zur (1966), och darefter foljde snabbt liknande forsok (Painter, 1966; Cox och
Boersma, 1967). Rétterna innesluts da av membranet medan de far vaxa i en naringslosning, som
innehaller en osmotisk agent, som till exempel PEG. Membranet utesluter PEG fran rétterna, men later
anda vatten och néring sprida sig genom membranet till rétterna (Tingey & Stockwell, 1977;
Sikurpajapathy et al., 1983). Flera forsok har gjorts att utveckla olika metoder och system for att
stdnga in rotsystemet i ett semipermeabelt membran, for att darefter Iata det véaxa i en naringslésning
som innehaller PEG som ett osmotiskt amne (Kidder och Behrens, 1991, Zur, 1966, Blum, 2010).
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Stockwell och Tingey (1977) pavisade en 6kning av fosforkoncentrationen i stam och blad hos bénor
efter att ha anvant ett semipermeabelt membran for att skilja PEG-l6sningen fran rétterna. | forsoket
anvandes Spectrapor 1 membran, som hade den minsta molviktsavstangningen (minimum mol wt
cutoff), vilket uteslot PEG 20M. En jamvikt mellan véxten och néringsldsningen instéllde sig inom
fyra dagar. Vid anvandandet av ett tjockare dialysmembran runt rotterna minskar innehallet av PEG i
vaxten. Tingey och Stockwell (1977) visade dessutom att for varje ytterligare 6kning av membranets
tjocklek sa minskade upptaget av PEG med ungefar 50 %. Mikrobiell nedbrytning av membranen ar
vanlig efter 14-20 dagar (Krizek, 1985; Snow och Tingey, 1985; Painter, 1966).

Inducering av vattenstress med PEG

Né&r PEG ska anvandas for att framkalla vattenstress bor man undersoka huruvida vaxten som ska
stressas, tar upp PEG eller inte (personlig kommentar Blum, 2010). Olika arter reagerar olika pa PEG
och vissa tar lattare upp amnet dn andra. Da PEG upptas av vaxten kan detta problem reduceras genom
att anvénda ett semipermeabelt membran. Vid all behandling och odling av plantorna ar det mycket
viktigt att de behandlas varsamt da skadade rétter betydligt lattare tar upp PEG an vad oskadade gor.

Ytterligare ett satt att framkalla vattenstress med PEG &r att anvdnda sig av plastrér. Metoden beskrivs
pa www.plantstress.com (2010-02-27). Metoden innebar att botten pa plastréren avlagsnas sa att
vatten och naring kan tas upp. | plastroret placeras ett semipermeabelt membran som fylls med sand,
vermikulit eller annat dnskat substrat som ska anvéndas som odlingsmedium. For att det inte ska bli
for svart for l6sningen att komma in till rétterna genom sanden bor inte provrérets diameter vara for
stor. Detta maste végas i relation till rétternas storlek da dessa latt kan hammas om utrymmet ar for
litet for att tillata tillvéxt.

Forst far fron gro i behallarna i nagra dagar i endast vatten, med eller utan vaxtnaring, tills plantan
kommit upp i lamplig storlek. Darefter induceras vattenstress genom att tillsatta PEG-10sningen i
behallaren med provroren, alternativt fora 6ver provroren till en 16sning med PEG och 6nskat
osmotisk tryck.

For att undvika att véxten utsatts for osmotisk chock kan det vara bra att inte tillsatta PEG i for stora
doser och inte for snabbt. For att undvika att det ackumuleras for mycket salt i I6sningen kan det vara
lampligt att varje dag (Federman & Plaut, 1985) tillsdtta destillerat vatten och att varje vecka helt byta
ut lésningen (Krizek, 1985; Federman & Plaut, 1985). Vid anvandandet av semipermeabelt membran
ar risken for att chocka plantan med PEG inte lika stor och enligt artikelforfattaren ar det da inte
nodvandigt att 6ka doserna av PEG stegvis (www.plantstress.com, 2010-02-27).

2.2 Hydrauliska aktiviteten

Vid forsok under en langre period (atta veckor eller langre) kan det vara fordelaktigt att framkalla
vattenstressen genom att reglera den hydrauliska konduktiviteten (Krizek, 1985). | en studie av Snow
och Tingey (1985) framkallades vattenstress genom att hjden av en vattenkolonn och/eller den
hydrauliska konduktiviteten i ett vaxtmedium i kolonnen andrades. Pa detta sétt kunde man kontrollera
hur hart bundet vattnet skulle vara till partiklarna i mediet vid rotytan. Den bakomliggande orsaken till
detta var att man ville undvika de nackdelar som kan uppsta vid anvandandet av osmotiska aktiva
amnen som till exempel PEG, samt nedbrytningen att de semipermeabla membranen genom den
mikrobiella aktiviteten (Tingey och Stockwell, 1977).
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2.3 Direkt undanhallande av vatten

For att framkalla vattenstress hos vaxter ar det enklaste séttet att i vaxthus eller odlingskammare
reducera véxtens tillgang pa vatten fran jorden eller substratet som det véxer i. En av fordelarna med
denna metod &r att den &r fri fran fororeningar som skulle kunna finnas i det osmotiska amnet (Krizek,
1985).

Substratet som véxten ska véxa i har stor betydelse for hur véxten och vattnet kommer att reagera.
Olika substrat haller eller tappar vatten olika fort, vilket gor att det ar viktigt att valja ett substrat efter
det man vill undersoka.

Att anvanda jord som substrat for rotterna att véaxa i har nackdelen att det kan vara komplicerat att fa
ett jamt vattenupptag och fordelning av vatten i jorden. Nar en mindre méangd vatten tillfors ovanifran
till en torr jord i en behallare sa fuktas endast den 6vre delen av jorden medan den nedre delen forblir
torr (Graham-Bryce, 1967; Krizek, 1985). Ar substratet for grovt, som grov sand med lite organiskt
material, finns det risk att jorden torkar ut alldeles for snabbt for att det ska kunna var méjligt att
utféra ndgra meningsfulla matningar. Ar jorden déremot rikare p& organiskt material eller pa annat satt
har en hogre vattenhallningskapacitet kan det istallet ta alldeles for lang tid innan vaxten visar nagra
symptom pa vattenstress. Om substratet inte ar porost nog kan véxten istallet komma att lida av
dvervattning da inte vattnet sjunker undan som det ska. Detta kan undvikas genom att blanda ut jorden
med sand vilket 0kar porositeten i substratet (Krizek, 1985).

En av de stdrsta utmaningarna med att anvanda sig av denna metod &r att finna en kvantifierbar
slutpunkt och bevara en likformig niva av vattenbrist (Krizek, 1985).
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3 Praktiska delen

Fragestallningarna i arbetet var huruvida det ar mojligt att framkalla en kontrollerad vattenstress i
vaxter och om detta i sadant fall gar att mata. De hypoteser vi arbetat utifran ar att plantor med full
tillgang pa vatten har en full fotosyntes medan den avtar med 6kande vattenstress. Med hjalp av ett
MINI-PAM instrument ska tre olika hypoteser prévas for att se om det pa sa vis gar att mata torkstress
i plantor, som utsatts for olika fukthalt. MINI-PAM méter forandringar i fotosyntesaktiviteten dér
friska plantor med bra rétt tillgang till naring och vatten ger en hog fotosyntes och darmed ett hogre
yieldvarde. De tre olika hypoteserna som den praktiska delen av arbetet utgar fran ar:

e Hypotes 1: Mangden biomassa (g TS) vid slutskdrd paverkas av fukthalten, det vill saga
torkstress avgor tillvaxten.

e Hypotes 2a: En planta med god vattentillgang har en hogre fotosynteskapacitet &n en planta
vars tillvaxt helt avstannat pa grund av torkstress.

e Hypotes 2b: En planta med god vattentillgang har en hogre fotosynteskapacitet &n en planta
som ar torkstressad, men som annu ar i tillvéxt.

Fotosynteskapaciteten uppskattas i bada fallen ovan fran matning av fluorescensen. Se vidare
under 2.4.2 Fluorescensmétning.

e Hypotes 3: Det finns ett matbart samband mellan tillvéxten (métt som mangden biomassa i
slutskorden) och den fotosynteskapacitet, som uppskattats da plantan varit torkstressad.

4 Material och metoder

Vaxter kommer att reagera olika beroende pa vald metod. Det ar vasentligt att vélja den metod som ar
mest lik de forhallandena, som véxterna kan komma bli utsatta for i falt eller annat habitat som kan
vara aktuellt. Det ar ocksa viktigt att bestimma huruvida vaxter, som utsétts for vattenstress under en
langre tid ska utsattas for stress stotvis eller i intervaller, da den lar reagera olika beroende pa art och
metod.

4.1 Vattenstressforsok

| detta projekt anvandes metoden att direkt undanhalla vatten som metod att framkalla en kontrollerad
vattenstress hos forsdksplantorna.

4.2 Fluorescensmatning

Finns det ett samband mellan fotosyntes och tillvéxt for arter under stressade situationer sa kan
fotosynteskapaciteten anvandas som en fysiologisk markor (Ashraf och Harris 2013). Det finns flera
matare som mater fotosynteskapacitet och som baseras pa klorofyllfluorescens. Burling med fler
(2013) skriver att fordelarna med fluorescensbaserade metoder ar val beskrivna som metod att
utvardera fysiologiska svar pa stress hos plantor. | vaxternas celler finns en mangd kloroplaster. Dessa
kloroplaster innehaller membran av lipider och proteiner och kallas tylakoider. | tylakoiderna finns
hundratals klorofylimolekyler, det sa kallade fotosystemet, och det ar dér fotosyntesen sker. Det finns
tva fotosystem som kallas fotosystem ett (PSI) och fotosystem tva (PSII). Fotosystemet bestar bade av
ljusabsorberande antenner samt ett reaktionscentrum. Antennerna fangar upp fotoner som avger energi
till en elektron, som da far ett hogre energivarde. Denna dverflyttning av energi kallas excitation och
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nu kallas elektronen for en exiton. | reaktionscentret binds sedan excitonen och samtidigt bildas en
elektrisk strom som driver pa den fotosystemiska reaktionen.

Klorofyllfluorescens &r nar klorofyllet i vaxten utstralar ett séarskilt ljus (fluorescens), da det
fangar upp solljus. Ett avtagande i fluorescensen kan betyda att vaxten ar skadad. Alla gréna
vaxter innehaller klorofyll av typerna a och b. 1 vitt ljus framstar véxterna som gréna eftersom
klorofyllmolekylerna i forsta hand absorberar ljuset av de bla och réda regionerna av spektrat och
sedan reflekterar ut gront ljus. Ljusenergi som absorberats i antennkomplexen kan sedan ga at tre olika
vagar; avges som varme, anvandas i fotosyntesen eller aterstralas som rétt ljus, sa kallad fluorescens.
Dessa tre sker i konkurrens med varandra och en effektokning av en process kommer att minska nivan
av de andra tva. Av den totala ljusenergin som absorberas avgar endast cirka 1-2 procent som
klorofyllfluorescens. Andé kan man anvinda fluorescenssignalen for att uppskatta nivan av fotosyntes
och varmeavgang. Med MINI-PAM (se nedan) fas ett yieldvarde pa den upplsning av
klorofyllfluorescens som avgar, vilket ar den ljusmangd som kan anvandas for fotosyntes.

I morker ar alla reaktionscenter 6ppna och mottagliga for ljusabsorption och det &r da den

fotosyntetiska kapaciteten ar som storst och nar sitt hogsta varde. Daremot nas aldrig riktigt 100
procent. Maxvarde i morker &r darfor ungefér 82 procent, vilket verkar vara fallet for de flesta véxter. |
maétningar i starkt ljus ar istallet reaktionscentren mattade och darfor stangda, och den fotosyntetiska
kapaciteten blir darfor noll.

I méatningar kan man fa fram en kvot mellan maximal uppnadd fluorescens (Fm) och en variabel
fluorescens (Fv) i PSII i ett blad, Fv/Fm. Kvoten mellan dessa ger inte ett matt pa vilken fotosyntes
som verkligen dgt rum utan ger ett matt pa kapaciteten i PSII och darmed vaxtens forutsattning for
fotosyntes. Gors upprepade matningar kan kvoten Fv/Fm ge information om forandringar i kapaciteten
hos PSII. Sénks kvoten mellan dessa indikerar detta varde att vixten &r utsatt for stress.

MINIPAM

I detta forsok har métningar gjorts med en fotosyntesmaétare. Instrumentet var av modellen MINI-
PAM, fran WALZ Mess- und Reglertechnik i Tyskland. F6r méatningarna pa bladen anvandes en clip-
holder 2030B, vilken kopplades med en fiberoptikkabel till instrumentet.

Instrumentet sander ut en kraftig men kortvarig ljusimpuls. Ljusimpulsen som sénds ut &r sa pass
kraftig att alla Oppna reaktionscentra i PSII méattas men inte for kraftig sa att fotosyntesen startas.
Direkt efterljusimpulsen registrerar instrumentet fluorescens som Fy,, vilket ar plantans maximala
fluorescens. .

4.3 Vaxthusforsok

Utifran litteraturstudien drog vi slutsatsen att de resultat man far efter att ha anvant sig av olika
osmotiska amnen ofta kritiseras och ifragasatts. Dessutom finns det risk for Supptag av damnen i
vaxten, vilket kan vara en alltfor stor felkalla. Darfor valde vi att inte anvénda osmotiska amnen.
Istéllet stressades plantorna genom att vatten undanhélls i olika utstrdckning. Detta alternativ &r dven
det som ar mest lik de forhallanden som vaxter utsétts for under naturliga betingelser.

4.3.1 Test infor val av kruktyp

For att till forsoket anvanda den bast I&mpade krukan testades sju krukor av olika storlek och form.
Dessa fylldes med industrisand som vattenmattades. Krukorna vattenméttades med 50 %
naringslosning och 50 % kranvatten for att inte ge en for hdg koncentration av naringsdmnen i
I6sningen. Aven om inte ndgra véxter skulle planteras s& anvandes naringslésning for att betingelserna
infor kommande besok skulle vara sa lika som mojligt. Samtliga krukor fylldes till sasmma héjd med
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torr industrisand och vikten, inklusive krukans fat (petriskal + en storre skal) justerades till 537,1
gram. Krukorna placerades, fullstandigt randomiserade, i nordliggande vaxthus med belysning 16
timmar per dygn och 8 timmar morker. Efter att sanden vattenmattats och végts pa nytt, fick krukorna
sta orérda under en period av sju dagar. Den kruktyp som visat att dess vattenhalt minskat ner till de
Onskade 15 procenten, valdes sedan for de fortsatta experimenten. Dessa krukor hade en hgjd av sju
centimeter och en diameter av nio centimeter.

4.3.2 Véaxthusforsok med renkvale och raps

For forsoket anvandes fron av renkavle, Alopecurus myosuroides insamlade i sodra Skane och av
varraps, Brassica napus av sorten Joplin fran Svalov Weibull.) Fron placerades i petriskalar pa dubbla
filtrerpapper, som fuktades med en kaliumnitratlosning (1 g I™) for att 6ka grobarheten. For renkavle,
inkuberades 11 petriskalar med 50 fron i varje skal. Rapsfron, vilka har en hogre grobarhet,
inkuberades i fem petriskalar. Petriskalarna forseglades med parafilm och placerades i en
groningsinkubator med en temperatur pa 23°C, tills frona borjat gro och fatt en grodd pa tva till fem
centimeter. Rapsfrona grodde redan efter fyra dygn medan det for renkavlefron tog ytterligare nagra
dygn att gro.

Nyligen grodda fron planterades tva och tva per kruka. De krukor som anvandes var de som tidigare
(se 2.5.1) visat sig fungera bast for andamalet. Krukorna vattenmattades med 50 % naringslsning och
50 % kranvatten for att inte ge en for hog koncentration av naringsamnen i Idsningen.. Samtliga
omplanterade groddar 6verlevde och efter cirka en vecka rensades det mest avvikande exemplaret ut
ur varje kruka (inklusive rotmassan), for att fa plantor av likvardig storlek. | resterande vattningar
anvandes outspadd naringslésning.

Varje kruka vattnades upp till full vattenmattnad for att de planterade véaxterna skulle fa en sa stor
chans som mojligt att gro. Efter tva veckors tid nar plantorna etablerat sig i krukorna, framkallades
stress genom att gradvis undanhalla krukorna och véaxten vatten (med vatten menas detsamma som
naringslésning). Som néring i hela férsoket anvandes Blomstra (Cederrothl ml I'* vatten;). Tre olika
behandlingar anvandes: i) kontrollbehandling dér vaxterna fick tillracklig tillgang pa vatten och néring
(vattenhalt 80 % av vattenmaéttnad), ii) intermedidr stress (vattenhalt 50 % av vattenmattnad ), och iii)
stor stress (vattenhalt 15 % av vattenmattnad). For att registrera vattenpotentialen i krukorna, efterhand
som vatten reducerades, anvandes en nykalibrerad vattenaktivitetsmatare av modell HygroPalm AW1
(Rotronic; Basserdorf, Schweiz). VVattenpotentialen registrerades i speciellt for &ndamalet preparerade
krukor, delade for att kunna kontrollera vattenpotentialen i tre olika lager i krukorna.

Krukornas vattenhalt nedjusterades med 10 procent per dag tills dess att 6nskad vattenhalt uppnatts.
Kontrollplantorna forsags med en konstant vattenhalt av 80 procent av vattenmattnad.

Vikten justerades minst tva ganger varje dag och vid varmt vader med tatare intervall. Tidpunkterna
for detta noterades inte utan skedde regelbundet under dygnets ljusa timmar beroende pa
temperaturvariationen i vaxthuset, som paverkade avdunstningstakten . Darfor vagdes varje enskild
kruka flera ganger varje dag, for att halla en nskad vikt och darmed 6nskad vattenmattnad. Vikt
noterades inte efter varje vagning utan fokus lag istéllet pa att varje kruka skulle ha den ratta vikten
och darmed 6nskad vattenmattnad. Efter att krukorna natt och stabiliserats pa 6nskad vattenhalt sa
startades matningarna med fluoroscensmataren. De krukor som skulle fa en sa lag vattenméattnad som
15 % hade i nagot fall svart att sjunka exakt i 6nskad takt.

Véagning och vattning av krukorna skedde precis innan de skulle placeras i ett mérkt rum for
morkeradaptering. | det mdrka rummet var den enda ljuskéllan en lampa med gront ljus, vilken
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anvandes under sjalva mattillfallet. Plantorna fick anpassa sig till morkret i mellan en och tva timmar
innan matningarna pabdrjades. Matningarna utfordes pa samtliga plantor varje eftermiddag mellan
klockan 14.00-16.30. De blad som anvéndes var for varje planta det nést senaste och méatningarna
utfordes pa bladet en tredjedel in fran bladspets. Matning gjordes forst i instrumentlaget "SET” och
sedan i l&get "START”. Endast SET-véardena kommer att redovisas och anvéndas har. De métningarna
gjordes namligen forst pa varje planta, som darmed inte tidigare utsatts for nagon ljuspuls efter att de
morkeradapterats. Vardena fran fluorescensmataren fordes over till dator. Méatningarna utfordes under
sju dygn, (19 — 25 maj) for renkavleplantorna och fyra dygn (19 — 22 maj) for rapsplantorna.

Renkavleplantorna skdrdades 4 juni, medan rapsplantorna férvuxit sig och inte skdrdades.
Ovanjordisk biomassa skildes fran underjordisk och skoljdes ren fran sand. Bada fraktionerna torkades
i en varmeugn i 105 C° i ett dygn innan vagning.

4.4 FOrsok i odlingskammaren

I steg tva forlades forsoket till mer kontrollerad miljo i odlingskammare. Miljon inne i
odlingskamrarna reglerades i den svala kammaren till 18 grader C for dygnets ljusa (klockan 04.00-
22.00) och 12 grader C for dygnets moérka timmar (22.00 - 04.00). I den varma kammaren reglerades
temperaturen till 22 grader C respektive 16 grader C for de ljusa och morka timmarna pa dygnet.

Till skillnad mot i vaxthusforsoket ersattes industrisand med en fin fraktion av pimpsten (Pumex SpA,
Lipari, Italy). Detta for att pa ett sakrare satt kunna kontrollera vattenhalten i krukorna eftersom
sanden har mycket liten buffringskapacitet nar det géller vatten.

Runda plastkrukor anvandes med en hojd av sju centimeter och en diameter pa nio centimeter. For att
undvika att pimpsten lackte ut ur de sma halen som i krukans botten sa nalades en tunn vav fast i varje
kruka. P sa satt kunde vatten sugas upp genom vaven medan pimpsten hindrades fran att rinna ut.
Krukorna fylldes med pimpsten och placerades pa en petriskal. Varje kruka med underliggande lock
fran en petriskal tillsammans med pimpsten vagdes in till en exakt vikt pa 155,0 gram. Darefter
vattenmattades pimpstenen med 50 procent néringslésning och 50 procent kranvatten for att inte ge en
for hdg koncentration av naringsdmnen i l6sningen. Som néring i hela forsoket anvandes Blomstra
(Cederroth; 1 ml I vatten). Den vattenmattade krukan végdes och vikten registrerades for varje
enskild kruka.

Till forsoket i odlingskammaren anvandes fron av arterna flyghavre, Avena fatua, renkavle,
Alopecurus myosuroides och varraps, Brassica napus av sorten Joplin. Fron fran namnda arter
placerades i petriskalar pa dubbla filtrerpapper vilka fuktats med en kaliumnitratldsning (1 g I'") for att
oka grobarheten. Petriskalarna forseglades med parafilm och placerades i de odlingskammare, vilka de
fortsatt skulle vara placerade i under forsokets gang. | de fall dar det uppstod mogel pa filtrerpappren i
petriskalarna med fron, lades fréna om i nya petriskalar med nya dubbla filtrerpapper och nygjord
kaliumnitratlésning. Nar fron bérjat gro och fatt en grodd pa tva till fem millimeter sa planterades tva
groddar i varje kruka. Efter nagra dagar rensades det mest avvikande exemplaret ut ur varje kruka med
bade 6ver- och underjordisk biomassa bort. Darefter aterstod endast en groddplanta per kruka. Efter
atta dagar hade samtliga planteringar gjorts i de vattenmattade krukorna.

Samtliga krukor som planterats vagdes och vattnades varje eftermiddag underifran. Vikten
kontrollerades sa att vikten av vattnet samt den véxande plantan inte understeg 80 procent av den
ursprungliga vattenvikten (d v s den initiala totalvikten minus vikten for kruka, nalar, vav, pimpsten
och petriskalslock). Plantorna nadde ratt stadium efter sex till 14 dagar beroende pa art och vilken
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kammare de stod i, se tabell 1. Rétt stadium var nar rapsens tredje 6rtblad syntes och nar det fjarde
bladet syntes i gréset.

I varje kammare fanns 15 vagnar med krukor. Varje art hade tre vagnar med totalt 24 krukor. Dessa 24
krukor skulle matas fluorescens pa och utdver dessa fanns tre extrakrukor for matning av
vattenaktivitet. Av de 24 krukorna delades dessa upp i tre olika led. Led A hade 80 % vattenmangd
jamfort med vattenméttnad, led B 35 % av vattenméttnad och led C med 15 % av vattenmattnad.

De krukor som skulle ha en vattenhalt pa 35 respektive 15 procent nedjusterades fran de initiala 80
procenten med 10 procent per dag tills dess att 6nskad vattenhalt uppnatts. Kontrollplantorna forsags
med en konstant vattenhalt av 80 procent av vattenméttnad. Vikten justerades dagligen. Tre olika
behandlingar anvéndes:

e Kontrollbehandling dar vaxterna fick tillracklig tillgang pa vatten och naring. Det vill séga att

vattenhalten justerades till 80 % av vattenmattnad.
e Intermediar stress med vattenhalt pa 35 % av vattenméttnad.
e Stor stress med en vattenhalt pa 15 % av vattenmattnad).

Antalet dagar fran det att samtliga krukor vattenmattats till 80 procent till att de uppnatt ratt stadium
och att de olika leden har uppnatt den status i vattenmattnad de ska redovisas i tabell 1.

Tabell 1.De tre olika arterna placerades i tva olika kammare. En kammare med varmare (V)
temperatur (22°/16° C) och en med nagot kyligare (K) (18°/12° C), Siffran efter V/K anger respektive
vagns id-nummer, tillsammans med namnd bokstav. ”’Natt ratt stadium™ anger antal dagar efter
vattenmattnad de atta krukorna nadde avsett stadium. DA nar det fjarde bladet syntes i grasen och for
rapsen att det tredje ortbladet rapsens syntes.

Flyghavre Raps Renkavle
Antalet dagar till olika intraffanden [vi v2 v3|K1 K2 K3|V4 V5 V6 |K4 K5 K6 |v7 V8 V9 |K7 K8 K9|
Natt ratt stadium 8 8 9[12 12 12| 6 6 6] 8 8 8 9 12 12[12 13 14
B-ledet har nat 50 % fran vattenmattnad | 11 11 11|17 16 16| 9 10 9|11 11 11|13 17 16| 17 20
C-ledet har nat 15 % fran vattenmattnad | 13 11 16 11 11 11) 14 14 15|18 19 19

Fluorescensmatningarna pabdrjades nar plantorna uppnatt ratt stadium vilket var nar fjarde bladet
syntes i grasen och rapsens femte blad, da tredje ortbladet syntes. Beroende pa hur langt ograset hunnit
komma i de olika kamrarna, sa utfordes olika manga fluorescensmatningar. Avsikten var att gora nya
matningar var tredje till var fjarde dag. Till skillnad mot i vaxthusforsoket sa gjordes méatningarna i
ljus. Eftersom det omgivande ljuset i kammaren darmed hade betydelse, s& stod personen som utforde
métningen alltid pa samma stalle, for att eventuell skuggning skulle bli densamma.

Samtliga matningar utfordes pa formiddagarna medan vattningen alltid gjordes pa eftermiddagar. De
blad som anvéndes var for varje planta det nast senaste och riktvardet var att matningarna skulle
utforas pa bladet en tredjedel in fran bladspets. Vardena fran fluorescensmataren fordes ver till dator
och lades sedan dver i Excel.

Precis innan skordetillfallet vattnades krukorna upp till 100 procent i fem minuter. Detta med syfte att

fukta upp rotterna sa att det skulle blir lattare att skolja bort pimpstenen. Plantorna delades sedan upp i
ovan- och underjordisk del och torkas i en varmeugn i 105 grader C i 24 timmar innan végning for TS-
vikt.
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5 Resultat

5.1 Val av krukor

Till testet att ta fram den bast lampade krukan for forsoket sa valdes sju olika krukor ut. Dessa krukor
hade olika form och storlek, se bilaga 1. Av varje kruksort togs tva krukor. Avdunstningens hastighet
for de krukor som senare anvandes i forsoket redovisas i figur 1. Fran att krukorna av denna kruktyp,
var helt vattenmattade tog det sex dygn innan de avdunstat sa att endast 15 procent av den
vattenméttade vattenmangden aterstod. Ovriga krukor kandes ojamnare i sin avdunstning eller kindes
onddigt stora. Samtliga krukor illustreras med bild och avdunstningsdiagram i bilaga 1.

KRUKA 2a & 2b
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Figur 1. Avdunstningsdiagram fér kommande forsokskruka

5.2 Vattenaktivitetsmatningar

Da det regnade in i vaxthuset kunde inga méatningar goras pa vattenaktiviteten i de specialgjorda
krukorna som delats i tre olika nivaer. Matningarna fick avbrytas innan matningarna kunde utforas.
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5.3 Torkad biomassa hos forsoksplantorna i vaxthus

Plantorna var svara att stressa i onskad takt och vid daglig visuell observation kunde tydligt ses att
plantorna i samtliga led tillvaxte. Rapsplantorna forvaxte sig snabbt efter att fluorescensmatningar

utforts kunde darfér inte langre anvandas i forsoket, utan istéllet skérdades endast renkavleplantorna.

Biomassan i slutskorden av renkavle minskade med minskad vattenhalt i krukorna. | figur 2 visas
fordelningen mellan vikterna i de olika behandlingarna.

Medelbiomassa péa torkade renkavleplantor

0,8
0,7
0,6

0,5
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0.3 - ® Underjordisk del
0,2 -
0,1
0,0 T T

80% 50% 15%

Torkad vikt (g)

Tillgang till naring fran vattenmattad vikt

Figur 2. Torkad ovan- och underjordisk biomassa pa renkavleplantor utsatta for olika behandling.

I vaxthusforsoket undersoktes sambandet mellan tillvaxt och vattenstress (figur 3). Visuellt sags att
plantorna aldrig helt avstannade i tillvaxt. For renkavle (som var den enda arten som skordades), sa
minskade biomassan med fukthaltsklassen. Skillnaderna var statistiskt signifikanta mellan led A och
de bada stressade leden, B och C, (Tukey 95 %).
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Figur 3. Renkavle i vaxthuset. Biomassa vid slutskérd per fukthaltsklass. Fukthalt i procent av
vattenmattnad: A 80 %, B 50 %, C 15 % . P=0,000, RSq =66 %. Led A &r signifikant skild fran B och
C (Tukey 95 %).

Biomassan mattes endast som slutskérd. Det var dock tydligt av visuella observationer under forsdkets
gang att aven om tillvaxten var mycket langsam och starkt begransad i led C, s& avstannade den inte
helt. Den lilla vattentillsats som dagligen gjordes for att kompensera krukans viktsférlust tycktes
komma plantan tillgodo.

5.4 Fluoroscensmatning, Vaxthus

Nagra statistiskt sakersstallda skillnader mellan fukthalt och fluorescens var svart att finna. For att fa
en dverblick 6ver resultaten har ett antal punktdiagram gjorts, se figur 4 och 5, samt i bilaga 2 for
renkavle och i bilaga 3 visas 21-22 majs matningar for raps. | graferna visas yieldvérdet for varje
kruka i respektive vattenhaltsklass. Punkten som ar férskjuten nagot till hdger om de Gvriga visar pa
medianvardet for varje led av vattenméttnad.

20



Renkavle 24 maj SET-varden
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Figur 4. Yieldvarde for fluorescensmétningar i atta krukor per vattenhaltsklass den 24 maj. Punkt till

hdger om varje grupp anger gruppens medelvéarde. For C-ledet ar det forsta dagen (stressdag ett),
som plantan natt ner till 15 % vattenhalt fran vattenméttnad. For B-ledet ar det stressdag fyra.

Renkavle 25 maj SET-varden
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Figur 5. Yieldvarde for fluorescensmdtningar i atta krukor per vattenhaltsklass den 25 maj. Punkt till

hoger om varje grupp anger gruppens medelvarde. Fér C-ledet ar det andra dagen (stressdag tva),
som plantan natt ner till 15 % vattenhalt fran vattenmattnad. For B-ledet &r det stressdag fem.
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For att kunna se om varje enskild plantas yieldvarde forandrades som en funktion av vattenméttnad
over tid sa askadliggjordes detta i olika grafer, se figur 6, 7 och 8. Varje kruka hade ett specifikt
identitetsnummer. Detta identitetsnummer motsvarar i grafen en linje som visar en enskild krukas
forandring av yield och vattenmattnadshalt dver tid.

I figur 6 visas de olika plantorna i C-ledet, som blivit mest stressade, dar intentionen varit att krukorna
successivt skulle minska till 15 % fran 50 % vattenmattnad under de sex dagarna. Pa grund av den
svarkontrollerade miljon i véxthuset s kom inte alla krukor att sjunka till exakt énskad procenthalt per
méatdag. Nagra tydliga ménster som skulle kunna pavisa ett samband mellan vattenméttnadshalt i en
specifik planta och dess yieldvarde gar inte att se.

Renkavle
C-led
Krukornas variation i Yield dag 1- 6

0,825
0,82
0,815 | ——3
0,81 —=5
% 0,805 - 7
< 08- 8
0,795 —%—9
0,79 - —e—12
0,785 ——20
0,78 23
Dag 1 Dag 2 Dag 3 Dag 4 Dag 5 Dag 6

50% 40% 30% 20% 15% 15%

Avsedd vattenmattnadshalt

Figur 6. Yieldvarde for fluorescensmdtningar métt i morker efter adaptering, 1-2 timmar. Yieldvarde
som en funktion av tid och avsedd vattenmattnadshalt. Varje linje symboliserar en enskild kruka och
hur dess yieldvarde, varierat dver tiden da vattenmattnadshalten minskat fran 50 procent ner till 15
procent.
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I figur 7 nedan visas de olika ograsplantorna i B-ledet dar krukorna fatt en vattenmattnadshalt pa 50 %
som de sedan fatt behalla under samtliga matningar (stressdag 1 = 6). Trots att samtliga krukor som
visas i figuren haft samma vattenmattnadshalt sa har yieldvardet varierat kraftigt och jamfort med de
uppmatta vardena i foregaende figur (se figur 6). Inga skillnader kan ses da vattentillgangen sankts
kraftigt.

Renkavle
B-led
Krukornas variation i Yield dag 1- 6
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I figur 7 visas yieldvarde for matningar métt i morker efter adaptering, 1-2 timmar. Yieldvarde som en
funktion av tid och avsedd vattenmattnadshalt. Varje linje symboliserar en enskild kruka och hur dess
yieldvarde, varierat 6ver tiden da vattenméattnadshalten legat konstant pa 50 procents vattenhalt.
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I figur 8 nedan visas de olika ogréasplantorna i A-ledet dér krukorna fatt rikligt med tillgang pa vatten,
med en vattenmattnadshalt pa 80 %. Trots att samtliga krukor som visas i figuren haft samma rikliga

vattenmattnadshalt, sa har yieldvardet varierat kraftigt.

Renkavle
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Krukornas variation i Yield dag 1- 6
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Figur 8. Yieldvarde for méatningar matt i morker efter adaptering, 1-2 timmar. Yieldvarde som en
funktion av tid och avsedd vattenmattnadshalt. Varje linje symboliserar en enskild kruka och hur dess
yieldvarde, varierat 6ver tiden medan vattenméattnadshalten legat konstant pa 80 procent.
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5.5 Torkad biomassa hos forsoksplantorna i odlingskammaren

I odlingskammareférsoket undersoktes likt i vaxthuset sambandet mellan fluorescens, tillvéxt och
vattenstress. Aven om resultatet var tydligare i vaxthuset s& kunde man visuellt dven i
odlingskammaren se att plantorna aldrig helt avstannade i tillvéxt. For alla de tre arterna (renkavle,
flyghavre och raps) minskade biomassan med fukthaltsklassen, bade i varm och sval kammare.
Skillnaderna var statistiskt signifikanta mellan led A och C i samtliga fall (Tukey 95 %) men inte alltid
mellan A och B och bara i ett fall (raps sval kammare) mellan led B och C (resultat visade enbart for
renkavle i sval kammare, figur 9.

Biomassa (g TS total) per led, renkavle sval kammare (18C/12C)
3.0

2.5+

2.0+

gram TS

1.5+ N \ |

0.5 ‘

0.0+

Led

Figur 9. Renkavle i sval kammare. Biomassa vid slutskdrd per fukthaltsklass. Fukthalt i procent av
vattenmattnad: A 80 %, B 50 %, C 35 % . P=0,000, RSq =73 %. Led A &r signifikant skild fran B och
C (Tukey 95 %).

Biomassan mattes endast som slutskord. Det var dock tydligt av observationer under forsokets gang att
aven om tillvaxten var mycket langsam och starkt begransad i led C, s avstannade den inte helt. Den
lilla vattentillsats som dagligen gjordes for att kompensera krukans viktsforlust tycktes komma plantan
tillgodo.
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5.6 Fluoroscensmatning, Odlingskammaren

Renkavle var den art som vaxte mest jamt och dessa plantor hann aldrig omallokera sina resurser och
skjuta stra. Rapsplantorna var mycket svara att fa jamna och forvéxte sig snabbt. En del av
flyhavreplantorna vaxte relativt fort och somliga hann skjuta stra och darmed borjat att allokera om
sina resurser, och blev darfor av mindre intresse. Sérskilt i den svala kammaren visade flyghavren
bristsymptom, trots naringsvattningen. | det foljande koncentreras darfor presentationen till renkavle,
dar méatvarden ocksa fanns for flest dagar.

Figur 10 visar fluorescensmatningarna fér renkavleplantorna i den svala odlingskammaren under
stressdag ett (S1), alltsa den forsta dag da krukorna natt ned till 6nskad fukthalt, kunde. Boxarnas
storlek i figur 10 symboliserar spridningen av fluorescensens i de olika leden, d&r spridningen ar mest
variabel i det stressade C-ledet. Aven om trenden &r den férvéntade, med sjunkande yieldvarden vid
sjunkande vattentillgang, ar resultaten inte statistiskt signifikanta (ANOVA).

Fluorescens per vattenstressniva. P=0.07, Rsq (adj)=14.94%

0.754

' |
0.65 ©
0.60
0.55 . . .

A B C

Led

Figur 10. Fluorescensmatningar i renkavle i sval kammare (18°C/12°C) under forsta stressdagen, n=8
krukor for varije led. Led A motsvarar god vattentillgang (80% av initial vattenmattnad), led B 35 %
och led C 15 %. Pa y-axeln visar yieldvardet uppmétt med MINI-PAM. Ingen signifikant skillnad i
fluorescens mellan leden kunde pavisas.

I figur 10b-d visas yieldvardena per dag under testperioden, dér dag 13 motsvarar den forsta
stressdagen, S1. Skillnaden i yieldniva mellan led A & ena sidan och led B och C & andra sidan &r
likarartad under hela stressperioden. (Notera att y-axlens skala tyvarr skiljer sig nagot mellan
graferna).
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Figur 10b. Yieldvardena per dag under testperioden, dar dag 13 motsvarar den forsta stressdagen, S1.
N=8. Led A motsvara 80 % av vattenméttnad.
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Figur 10c. Yieldvardena per dag under testperioden, dar dag 13 motsvarar den forsta stressdagen, S1.
N=8. Led B motsvara 50 % av vattenmattnad..
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Figur 10d. Yieldvardena per dag under testperioden, dar dag 13 motsvarar den forsta stressdagen, S1.
N=8. Led A motsvara 35 % av vattenméttnad
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6 Diskussion

| den omfattande litteraturstudien framgar det att manga olika metoder har prévats for att framkalla
stress hos vaxter, de senaste decennierna. Manga forsok har visat ge tvetydiga resultat och det ar svart
att se en sarskild metod som lampat sig battre &n andra. En del forskare foresprakar osmotiska amnen
och menar att det ar den ratta vagen att ga. Samtidigt sa visar resultaten vid andra forsok att olika typer
av problem uppstatt. Det upplevdes osakert huruvida olika vaxter tar upp de osmotiska amnena eller
inte (Krizek, 1985).

Ska denna metod anvéndas sa bor man forst gora en forstudie om de arter som skulle undersokas.
Detta for att innan se ifall véxten tog upp det aktuella osmotiska &mnet eller inte (personlig kommentar
Blum, 2010). Resultat vid forsok med osmotiska &mnen har dven ofta kritiserats och da en forstudie
inte rymdes inom given tidsram sa valdes metoden bort.

Nar en metod anvands pa ett laboratorium, dar man sedan dven ska kunna ga att tillampa samma
metod i falt, sa stalls extra hoga krav. Man maste kunna jamfora de metoder som gors pa laboratoriet
med de forhallanden, som sedan kommer att rada i falt. Det ar darfor viktigt att de forsok som
genomfdrs dven kan fungera i den andra miljon. Sa for att undvika allt for konstgjorda regleringar for
att stressa vaxten, ansags att det basta sattet att undanhalla den vatten (naringslésning). Genom att
undanhdlla en planta vatten och naring, sa kan man likna den stressituation som kan uppsta vid en
torrperiod i falt.

| detta arbeta utfordes forsok i ett nordliggande vaxthus. Da forsoken utfordes under arets absolut
varmaste dagar var det en omojlig uppgift att reglera temperaturen inne i vaxthuset. Krukornas
vattenhalt sjonk kraftigt och det var ett mycket tidskravande arbete att forsoka halla avsedd vattenhalt i
krukorna. Avdunstningen gick valdigt snabbt under de varmaste timmarna och néringsldsningen fick
fyllas pa valdigt ofta.

Stressen har anda haft en markbar effekt, vilket framgar av resultaten pa biomassan. De krukor som
stressades med 15 % respektive 50 % tillgang pa naringslésning i vaxthuset och 15 % respektive 30 %
i odlingskammaren skilde sig signifikant fran ledet med optimal (80 %) tillgang pa vatten. De
stressade leden fick darmed en betydligt lagre vikt pa biomassan jamfért med de plantor som hade
tillgang till 80 % av naringsldsningen.

Naringslosningen fylldes pa underifran med hjélp av en pipett dar vattenhalten reglerades genom en
bestamd vikt. Pa sandens 6versta lager bildades ett skorpliknande lager som i manga fall blev segt och
med ett gronfargat algtacke med en minskad porositet. Om detta paverkade resultatet eller inte ar inte
klart, men bor namnas som en eventuell felkalla.

Vid matningar med fluorescensmatare pa blad av olika grader av tillvaxt ar det viktigt att man méter
pé sa lika blad som méjligt. Ar matningarna inte konsekvent utférda som kommer det med all
sannolikhet ha inverkan pa matvardena. | vaxthusforsoket gjordes fluorescensmatningarna pa
eftermiddagarna i ett mérkt rum med endast en gron lampa som enda ljuskélla. Att kunna urskilja det
nast nyutvecklade bladet var tidskravande. Det krévdes stor forsiktighet i morkret for att inte skada
bladet under clipen. Efter att forsoket flyttats fran den svarkontrollerade miljon i vaxthuset sa blev det
nagot battre i odlingskamrarna. Antalet upprepningar (n=8) for varje led &r dock fortfarande i minsta
laget for att man ska kunna vara séker pa sina resultat Cummin (2007). | renkavle kunde ett samband
mellan flourescens (yield) och vattenstress anas, men resultaten var inte statistiskt signifikanta. De
hostgroende frona fran renkavle hade inte borjat flytta om sina resurser i véxten, vilket kan sa ha skett
i fallet med flyghavreplantorna. Dessa hann véxa till sig och vissa borjade skjuta stra. Rapsen véxte
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dock pa samma satt som i véaxthuset alldeles for fort och det gick darfor inte att géra nagon bra
matning pa dessa plantor.

Hade tid funnits och det hade varit praktiskt majligt sa hade sjalvklart ett storre antal upprepningar
varit att foredra. Hade fler matningar gjorts sa kunde mer data samlats in och darmed skulle boxarna i
graferna kunnat visa pa ett tydligare samband. Det hade med tanke pa att till exempel rapsen var sa
snabb i tillvaxten ocksa varit en idé att vara snabbare med méatningarna i den arten.

Vid mer tid hade fler faktorer kunnat tas med och tagits hansyn till vid utvarderingen av resultaten.
Till exempel kunde bladlangder/bredd métts pa de olika plantorna samt att en utforligare visuell studie
kunde ha gjorts mer frekvent genom projektets gang. Hade vi vid samtliga matningar av
fotosyntekapacitet métt plantornas vikter kunde vi ha haft ett storre statistiskt underlag. Med vikter vid
métningarna kunde en regressionsanalys ha gjorts, vilken kréver fler variabler &n de vi nu hade
tillgang till, men da vi kunnat fa fram en funktion som béttre forklarat de data vi fatt fram.

Det &r inte heller alltid sékert att det &r just torka som stressar en planta. Andra omgivningsfaktorer
som varme, kyla, salthalt, ljus och naring kan ocksa spela en stor roll i utvecklingen av en planta och
dess formaga till att fotosyntetisera (Ashraf och Harris, 2013). | detta arbete fanns inte tid att prova
ytterligare stressfaktorer, utan torkstress som ansags vara den vanligaste orsaken valdes som alternativ.
Saltstress och hoga temperaturer dr dessutom faktorer som mer séllan paverkar vaxter i vart klimat.
Burling med fler (2013) beskriver aven om flera rapporter som varnar for den kommande bristen pa
vatten for jordbruket pa grund av klimatférandringarna.

Syftet med det mest torkstressade ledet, C, var att fa tillvaxten i arterna att avstanna helt. Enligt den
visuella bedémning som gjordes under forsokets gang lyckades inte detta, utan plantorna fortsatte en
langsam, svag tillvaxt trots den svara torkstressen. Kanske hade man vid helt avstannad tillvéxt kunna
fa en signifikant skillnad i fluorescens yield. Vissningspunkten (eng. wilting point) som forst
introducerades av Briggs och Schantz (1912), &r ett koncept som beskriver den minska fuktméngd som
maste finnas i jorden for att inte véxter ska vissna. Det gar inte att séga fran denna studie om det &r
praktiskt mgjligt att helt avstanna tillvéxten i en liten rtartad planta genom att undanhélla vatten, utan
att doda den. En plantas vissningspunkt kommer dven bero pa hur jordtexturen ser ut samt hur den
vattenhallande formagan &r hos substratet.

En minskad fotosyntesaktivitet hos en planta kan vara ett tecken pa att vaxten ar utsatt for stark stress,
med minskad eller obefintlig tillvaxtférmaga (Schreiber 2004). Inga tydliga skillnader gick dock att se
i resultaten med fluorescensmataren. Det &r heller inte helt sdkert att vaxter i svenskt klimat ens sénker
sin fotosynteskapacitet vid torka, vilket kan vara fallet i torrare lander.
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7 Slutsats

Att enbart anvanda fluorescensmatningar for att bestamma tillvéxtstatus hos en planta kdnns med de
resultat som arbetet visat pa mycket osékert.

Det ar ocksa svart att avgora huruvida en stressad planta verkligen kommer fa ett lagre yieldvarde an
en planta som inte upplevt stress. En planta som fatt full tillgang till naring kan ha hunnit véxa sa pass
mycket att den borjat omallokera sina resurser och darmed fatt ett lagre matvarde an en mindre planta
vars fluorescensmangd ryms i en mindre plantvolym och da ger ett hogre matvarde.

Beddmning av de ursprungliga hypoteserna:

Hypotes 1, att médngden biomassa blev signifikant l1agre i de torkstressade plantorna &n for dem med
god vattentillgang for renkvavle i sval kammare, kunde pavisas.

Hypotes 2a, att fluorescenskapaciteten skulle bli lagre for plantor med avstannad tillvaxt, kunde inte
testas da plantorna i experimentet aldrig helt slutade véxa. .

Hypotes 2b: Vi kunde inte med statistisk signifikans visa att en planta med god vattentillgang har en
hogre fotosynteskapacitet &n en planta som &r torkstressad, men som &nnu ar i tillvéxt. FOr renkavle i
sval kammare fanns dock en sadan tendens.

Hypotes 3: Det gick inte att pavisa ett statistiskt matbart samband mellan tillvaxten (matt som
méngden biomassa i slutskdrden) och den fotosynteskapacitet, som uppskattats under férsdket vid
tidpunkter da plantan varit torkstressad.
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Bilaga 1. Test av kruktyper for vaxthusexperimentet

Kruka 1a ndrmast > Kruka 7b langst upp till vanster
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KRUKA 4a & 4b
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Bilaga 2. Renkavle i vaxthustest. Fluorescensmatningar i renkvale 20-25 maj.
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Bilaga 3. Raps i vaxthustest. Fluorescensmatningar i raps 21-22 maj.

Raps 21maj SET-véarden
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Raps 22 maj SET-vdrden
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