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SAMMANFATTNING

For att kunna forutsdga vilken mangd utsade som kravs for att fa en 6nskad
planttadthet i faltet ar det viktigt att veta vilken faltuppkomst som kan férvéntas.
For att forutsdga detta anvands grobarhetstest. Detta arbete underséker hur
den uppmatta grobarheten korrelerar med den faktiska faltuppkomsten hos
Spinacia olereacea L. Fem olika frosorter testades med grobarhetstest och
tetrazoliumkloridtest och faltuppkomsten raknades. Resultatet visade att det
fanns en signifikant korrelation mellan grobarheten och faltuppkomsten och
tetrazoliumkloridtestet gav ett liknande resultat. Korrelationen var dock endast
medelstark med ett varde pa 0,583. Om den frosort vars resultat avvek kraftigt
bortsags ifran ficks istallet en korrelationskoefficient pa 0,734.



ABSTRACT

In order to be able to predict the required amount of seed needed to get the
required plant density in the field it is important to know what kind of field
emergence that can be expected. This work examines how the germination
measured in a germination test correlates with the field emergence of Spinacia
olereacea L. Five kinds of seed were tested with germination test and
tetrazolium chloride and their field emergence was counted. The result showed
a significant correlation between field emergence and germinability, and the
results from the tetrazolium chloride test showed similar results. However, the
correlation between germinability and field emergence was not overly strong, at
a value of 0,583. However, if the values of of the seed type whose results
differed greatly from all other types is disregarded a stronger correlation, with a
value of 0,734, can be found.
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INTRODUKTION
BAKGRUND

Spenat dr en ettarig groda som vaxer i rosettform och odlas for sina blad. Den ar
en langdagsvaxt som snabbt gar i blom under sommaren, dad dagarna ar langa
och temperaturen ar hog (Desai, Kotecha & Salunkhe 1997). Darfor odlas den
framst pa var och host. Spenat har ett av de hogsta innehdllen av vitamin A
jamfort med andra gronsaker (Ryder, 1979). Den har dven ett relativt hogt
innehall av kalcium, kalium vitamin C, vitamin K och folat (Livsmedelsverket,
2016). Darfor ar spenat en populér gronsak som odlas i stora delar av varlden.
Den odlas dels till fairskvarumarknaden i form av baby leaf och knippe men aven
i stor utstrackning som industrigroda till infrysning och konservering (Swiader,
Ware & McCollum 1992). Overligset mest produceras i Kina, som producerar
mer spenat dn alla andra linder sammanriknat. Aven linder som Japan, Turkiet
och USA har en relativt stor produktion (Food and Agriculture Organization of
the United Nations Statistics Division, 2015).

Spenatfroet ar ett medelstort fré med en 1000-kornvikt pa cirka 10 gram (Desai
et al., 1997). Liksom manga andra arter inom Amaranthaceae har spenatfroet
ingen utvecklad endosperm. Energiresurserna som kravs for groning kommer
istéllet fran en perisperm som byggs upp i nucellus under froets utveckling
(McDonald & Copeland, 1997). Embryot ar ringformigt och ligger runt den
rikliga och starkelserika perispermen (Gelin, Mosyakin & Clemants 2003).
Spenatfro kan gro mellan vid sa 1dga temperaturer som 2 °C och upp mot
maximalt 29 °C. Vid laga temperaturer uppnas maximal grobarhet men
groningen tar mycket lang tid. Groningen sker i betydligt hogre takt men med en
lagre grobarhet vid hogre temperaturer (Swiader et al., 1992). Vid temperaturer
over 25 °C minskar grobarheten kraftigt (Atherton & Farooque, 1983).

Spenat trivs bast vid relativt svala temperaturer, runt 15-18 °C, och vid hoga
temperaturer minskar avkastningen. Odling i tropiska lander sker darfor i
mycket begransad utstrackning (Swiader et al. 1992). Alltfor hoga temperaturer
under pollinering och froutveckling hos spenat leder dven till forsamrad
frokvalitet och mindre mangd producerat fro. Darfér produceras majoriteten av
varldens spenatutside i lander med relativt svala somrar, sa som Danmark och
vissa delar av USA (Navazio & Colley 2007). En viss produktion forekommer
aven i Sverige.

Spenat ar normalt dioik, men har fyra olika typer av kon, dels honor som enbart
har honblommor och hanar som enbart har hanblommor. Det finns dven
extrema hanar, som blommar tidigt producerar mycket litet blad. Extrema
hanar ar darfor inte 6nskvarda och sorteras bort vid foradling (Swiader et al.



1992). Den fjarde typen ar monoika plantor. Dessa ar sallsynta men
forekommer i hogre utstrackning inom vissa sorter. De har en bladproduktion
som dr likvardig med de vanliga honorna och hanarna (Desai et al., 1997).
Pollinering sker med hjalp av vinden och olika falt dar utsadesproduktion av
olika spenatsorter sker bor darfor placeras minst 500 m fran varandra (George,
1985). Proportioner mellan rader av hanlinje och honlinje i faltet varierar
beroende pa sort och anges i utsddesproducentens anvisningar.

Priming ar en ganska ny metod dar froet forbehandlas for att forkorta tiden det
tar for groning och fa en jamnare groningstakt (Hill, 2016). Priming sker genom
detaljstyrning av froers fuktighetshalt for att géra det redo att gro pa kortast
mojliga tid. Primade froer har dock en kortare hallbarhet an konventionellt
behandlade froer.

Innan forsaljning ska fropartier grobarhetstestas for att en grobarhet ska kunna
anges. Grobarheten testas normalt genom att fréerna placeras ovanpa eller
mellan fuktat papper i en petriskdl vid den temperatur och det ljus som anges av
den standard som f6ljs. Darefter raknas och avlagsnas de fron som grott
(Hartmann et al., 2011). Standarden ar ofta den som utfdrdas av International
Seed Testing Association, ISTA.

Grobarhetstester ger en bra bild av grobarheten hos fréer under optimala
forhallanden, men metoden tar lang tid. For att fa ett snabbare, men dnda
palitligt resultat togs den topografiska selenmetoden fram. Den utférs genom att
fréerna placeras i en 16sning av natriumvateselenit, NaHSeO3, med en
koncentration av 1-2%. Detta leder till att embryots levande delar fargas roda.
Da selen avger giftiga dngor ersattes metoden ganska snart med topografiska
tetrazoliumkloridtester. Dessa ger en liknande infargning men ar mindre
riskfyllda for den som utfor testerna (Lakon, 1942).

Alla vavnader som utovar respiration har formagan att reducera det farglosa
amnet 2,3,5-trifenyltetrazoliumklorid till det roda amnet formazan. Detta sker
genom Overforing av tva vatejoner och tva kolatomer med hjilp av enzymet
dehydrogenas (Desai et al. 1997). Tack vare denna fargandring kan reaktionen
anvandas for att avgora hur hog respiration olika vavnader i embyot har. 2,3,5-
trifenyltetrazoliumklorid spads i vatten med ett pH pa cirka 7, till 0,1-1 %
koncentration, beroende pa froets skaltjocklek, typ och eventuell sarning eller
delning av froet. Den fardiga l6sningen forvaras morkt. Fore fargning kan vissa
forberedande atgarder vara nodvandiga. Forst blotlaggs froet for att starta
groningsprocessen och darmed froets vattenupptag och underlatta for
tetrazolium att tranga in. Darefter kan olika atgarder beroende pa typ av fro
behdva vidtas for att ytterligare underlatta fargningen. Fargningen sker i
allmanhet genom att frona blotlaggs i tetrazoliumlésningen vid temperaturer
mellan 20 och 35°C. Tiden som krévs varierar beroende pa om froskal har



punkterats eller om fréet kluvits, temperaturen som fargningen sker vid samt
froets typ och storlek (Patil & Dadlani, 2009).

SYFTE

Syftet med arbetet ar att undersdka om grobarhetstest och
tetrazoliumkloridtest av spenatfréer har ndgon praktisk anvandning for att
forutsaga faltuppkomsten.

FRAGESTALLNING

Detta kandidatarbete ska undersdka hur laboratorietester av spenatfroers
grobarhet och livskraft korrelerar med den faktiska grobarheten i falt. Detta
utfors genom att tva vanliga metoder for frotestning, tetrazoliumkloridtest och
grobarhetstest, anvands och jamfors med faltuppkomsten for de testade
froerna. Den valda modellgrédan ar spenat, Spinacia oleracea L.

MATERIAL OCH METODER

Fréerna som anvandes var honlinjefron och hanlinjefrén av spenat avsett for
utsddesproduktion av hybridsorter. Froer hamtades fran tva olika
spenatutsddesodlare strax efter att sddd hade skett. Samtliga froer var betade
med 43 gram Gaucho WS 70 per kilogram fré. Gaucho WS 70 ar ett systemiskt
verkande betningsmedel mot skadeinsekter med den aktiva substansen
imidakloprid och anvands normalt till sockerbetsutsdde (Bayer AB, 2016). En
1000-kornvikt av varje frosort berdknades genom att 50 slumpvis utvalda froer
vagdes med en noggrannhet pa 0,001 gram. Vikten av betningsmedlet
subtraherades. Information om eventuella tidigare grobarhetstester fanns inte
att tillgd. Inte heller sortnamnen fanns, darfor fick varje frosort en kod enligt
foljande:

NJA1: Honlinjefro fran odlare 1, primat, 1000-kornvikt: 9,819 gram
NJBO: Hanlinjefro fran odlare 1, ej primat, 1000-kornvikt: 9,742 gram
NJB1: Hanlinjefro fran odlare 1, primat, 1000-kornvikt: 9,991 gram
MRA: Honlinjefro fran odlare 2, ej primat, 1000-kornvikt: 13,455 gram

MRB: Hanlinjefro fran odlare 2, ej primat, 1000-kornvikt: 12,920 gram



GROBARHETSTEST I PETRISKAL

Munktell filterpapper med 9 cm i diameter placerades i petriskdlar med samma
diameter, ett filterpapper i varje skal. Varje filterpapper fuktades med cirka 5
milliliter kranvatten. Darefter placerades 25 froer med jamna mellanrum i varje
petriskal. 4 replikat och 2 upprepningar gjordes av varje sort. Petriskalarna
placerades pa ett bord i en odlingskammare instdlld pa en temperatur pa 15°C
och en relativ luftfuktighet pa 80 %, utan ljus. En Tinytag datalogger placerades
pa samma bord for att 6vervaka den faktiska temperaturen och luftfuktigheten i
kammaren. En andra datalogger av samma sort hdngdes fran en kedja i taket pa
cirka 140 cm hojd. Froerna undersoktes visuellt en gang per dygn, och de froer
som grott raknades och avldgsnades. Som grott raknades det fr6é dir en primrot
med normalt utseende synligt trangt ut utanfor froskalet (Atherton & Farooque,
1983). Upprepning A startade 2016-04-19 for froerna fran odlare 1. 2016-04-26
startade upprepning B for fréerna fran odlare 1 och upprepning A och B for
froerna fran odlare 2. Detta datum placerades dven de tva dataloggrarna i
odlingskammaren. Efter att forsoket avslutats berdaknas grobarhetsprocenten.

TETRAZOLIUMKLORIDTEST AV FROVITALITET

Da det inte finns ndgon internationell standard att tillga for
tetrazoliumkloridtest av spenatfro utfordes forst en provomgang dar
standarden for betfro, Beta vulgaris, foljdes. (International Seed Testing
Association, 2003) Provomgangen utfordes med frona NJA1. 20 froer blotlades i
kranvatten i rumstemperatur i 18 timmar. Tetrazoliumklorid vagdes upp och
spaddes i kranvatten till en koncentration pa 1 %. Den fardiga l6sningen
forvarades morkt. De blotlagda fréerna plockades upp ur vattnet och perikarpen
punkterades med en skalpell. Darefter placerades froerna i
tetrazoliumkloridlésningen och fick sta for att fargas in i 24 timmar vid 30°C.
Efter infargningen plockades froerna upp och skoljdes av med kranvatten.
Avlasning skedde genom att perikarp och froskal avlagsnades och embryot
blottades. Embryona undersoktes under ljusmikroskop. Provomgangen gav
embryon som blivit for kraftigt infirgade och nagot resultat gick darfor inte att
avlasa. Att helt frigora embryot fran froet utan att skada det visade sig ocksa
vara mycket svart. Till det faktiska testet anvandes en tetrazoliumkloridlosning
med en koncentration pa 0,7 %. Froerna blotlades i kranvatten i
rumstemperatur i 18 timmar. Darefter tacktes de med
tetrazoliumkloridlésningen utan att perikarp och fréskal punkterades.
Fargningen pagick i 25 timmar i 30°C, varefter ett av de fyra replikaten av varje
frosort plockades upp och undersoktes, och det kunde konstateras att
infargningen var otillracklig. Darfor fick resterande froer ligga kvar i



tetrazoliumkloridlésningen i ytterligare 6 timmar varefter en avlasning kunde
ske. Froerna delades med skalpell sa att ett genomsnitt pa langden av embryona
blev synligt. Embryona fotades med ett kameramikroskop och graden av
infargning uppskattades visuellt och jamfordes.

RAKNING AV FALTUPPKOMST

Sadd skedde hos odlare 1 i narheten av Flyinge den 13 april och hos odlare 2 i
ndrheten av Asmundtorp den 24 april. Rikningen av faltuppkomst gjordes i
bada falten den 9 maj. Faltuppkomst raknades for varje frosort pa fyra strackor
om fyra meter vardera som mattes upp i slumpmassigt valda rader. Sadd hade i
bada falten skett med sdband med atta centimeters avstdnd mellan fréerna.
Darfor forvantades 50 plantor pa en fyrametersstracka om hundraprocentig
groning hade skett. Fréerna var sddda sa att honrader med jadmna mellanrum
varvades med fyra hanrader omgivna av en blindrad pa vardera sidan. Hos
odlare 1, dar det fanns bade primade och oprimade fron av hanlinjen hade de
oprimade satts i de yttre av de fyra hanraderna. For de frosorter det var mojligt
undveks rakning i raderna narmast blindrad eller hjulspar. Uppkomna levande
spenatplantor rdknades. De plantor som stod mycket titt intill varandra antogs
bero pa dubbelsadd och rdknades endast som en uppkomst.

RESULTAT

TETRAZOLIUMKLORIDTEST

Det var mojligt att se vissa skillnader mellan graden av infargning hos de olika
frosorterna. Daremot var infargningen inte tillrackligt kraftig eller jamn for att
eventuella skador pad embryona skulle bli synliga.
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Figur 1 a), b) och c), resultat av Tetrazoliumfargning, NJA1, replikat 2-4

Figur 1 visar resultaten av tetrazoliuminfargningen av NJA1. Majoriteten av
embryona har blivit svagt infargade. For ett par av embryona har enbart
rotspetsen blivit synligt fargad.
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(b)

(c)
Figur 2 a), b) och c), resultat av Tetrazoliumfargning, NJBO, replikat 2-4

[ figur 2 syns resultatet avinfarningen av NJBO. Infirgningen ar pa ungefar
samma niva som NJA1, med en svag infargning av majoriteten av embryona och
enstaka embryon dar enbart rotspetsen tagit farg.

12



(c)
Figur 3 a), b) och c), resultat av Tetrazoliumfargning, NJB1, replikat 2-4

Resultatet av tetrazoliuminfargningen av NJB1 visas i figur 3. NJB1 dr den
frosort som i detta test tagit mest farg och dirmed haft den hogsta
13



respirationen. Mdanga av embryona har fatt en morkt rod farg medan 6vriga har
en svagare men anda heltdckande infargning.

Figur 4 a), b) och c), resultat av Tetrazoliumfargning, MRA, replikat 2-4
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[ figur 4 ses resultatet av infargningen av MRA. Denna frésort uppvisar ingen
synlig infargning hos nagot av embyona. Det dr dven synligt att denna sort tycks
ha en tjockare perikarp an 6vriga sorter som testats.

Figur 5 a), b) och c), resultat av Tetrazoliumfargning, MRB, replikat 2-4
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Figur 5 visar infargningen av MRB. Har syns en ganska svag infargning, dar

enbart enstaka embryon helt forblivit ofargade.

Baserat pa detta test kan en ungefarlig rangordning av respirationstakten hos

de olika frosorterna efter ett dygns blotlaggning goras fran lagst till hogst enligt

f6ljande: MRA, MRB, NJBO, NJA1, NJB1

GROBARHETSTEST

25

20
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10

Antal grodda froer

Upprepning A - NJA1, NJBO & NJB1
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Figur 6, Total groning over tid for NJA1, NJBO och N]JB1, medelvarde av replikaten,
upprepning A.
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Upprepning B - NJA1, NJBO & NJB1
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Figur 7, Total groning over tid for NJA1, NJBO och N]JB1, medelvarde av replikaten,

upprepning B.

[ figur 6 och 7 ses att det for bada upprepningarna ar tydligt att de primade

hanlinjefréerna, NJB1, har grott i en hogre takt 4n de oprimade hanlinjefréerna,
NJBO och de primade honlinjefréerna, NJA1l. Samtliga frosorters
groningshastighet hade vid forsokets avslutande troligen avstannat da kurvorna

planat ut.
Upprepning A - MRA & MRB
25
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5 //_

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
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Figur 8, Total groning over tid for MRA och MRB, medelvarde av replikaten, upprepning

A.
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Upprepning B - MRA & MRB
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Figur 9, Total groning over tid for MRA och MRB, medelvarde av replikaten, upprepning
B.

Figur 8 och 9 visar att groning for MRA och MRB skedde i en langsam takt
jamfort med NJA1, NJBO och NJB1. Groningen for framférallt MRB tycks inte ha
kommit till avstannande innan forsoket avslutades da kurvan dnnu inte planat
ut.

Grobarhetstest

T T T
B Upprepning A
T _[ B Upprepning B

NJA1 NJBO NJB1 MRA MRB

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Figur 10, grobarhetstest spenatfro resultat, groning i procent med standardavvikelse.

Figur 10 visar det sammantagna resultatet av grobarhetstestet. Det ar tydligt att
MRA har haft en betydligt simre grobarhet an 6vriga froer.
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Data fran temperatur- och luftfuktighetsmatarna visar att temperaturen har
hallit sig stabil runt 15 °C under forsokets gang. Den relativa luftfuktigheten har
varierat nagot men har genomgaende hallit sig hogre an 80 %. Luftfuktigheten
ar mindre viktig da luftfuktigheten i petriskdlarna troligen hallits ndra 100 %

Ett ANOVA-test med nollhypotesen 'Ingen skillnad mellan upprepningarna’ och
mothypotesen ’Skillnad mellan upprepningarna’ utférdes och gav P-vardet
P=0,610 vilket innebar att nollhypotesen inte kan férkastas och upprepningarna
har gett liknande resultat. Darmed skulle det kunna anses vara atta replikat
istéllet for tva ganger fyra, men de olika langa testperioderna gor att
upprepningarna inte har haft identiska forutsattningar.

FALTUPPKOMST
Uppkomst (%)

100%
90%
80% [
70% I
60% [
50%
40%
30%
20%
10%

0% T T T T )
NJA1 NJBO NJB1 MRA MRB

Figur 11, Faltuppkomst av spenat, medelvirde i procent med standardavvikelser. For
NJA1, NJBO och NJB1 hade 26 dagar passerat fran sadd till rakning, for MRA och MRB
var motsvarande tid 15 dagar.

KORRELATION

Korrelationstest av grobarhet i grobarhetstestet och faltuppkomsten ger en
Pearson-korrelationskoefficient pa 0,583 med ett P-varde pa 0,007. Om
resultaten for MRA bortses ifran och korrelationen mellan grobarhet och
faltuppkomst enbart berdknas for NJA1, NJBO, NJB1 och MRB fas istallet en
korrelationskoefficient pa 0,734 med ett P-varde pa 0,001.
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DISKUSSION

En korrelation mellan grobarheten i grobarhetstestet och faltuppkomsten
kunde hittas. Denna korrelation var medelstark och signifikant pa en
konfidensniva av 95 %. Nar resultaten for MRA bortsags ifran pa grund av den
starka avvikelsen fran 6vriga resultat ficks dn betydligt starkare korrelation.
Aven tetrazoliumtestet tycks visa pA samma trend som kan ses i resultatet for
grobarhetstestet. Detta test ar dock inte tillforlitligt dd ingen optimal metod for
att utfora testet kunde hittas och underlaget var litet. Med tetrazoliumkloridtest
kan de sa kallade harda froerna, vars froskal inte slapper genom vatten, uppvisa
vitalitet eftersom froskalet punkteras. Ett ogenomtrangligt fréskal kan orsakas
av torkning vid for hog temperatur men kan dven hos vissa uppsta naturligt som
en dverlevnadsmekanism da harda fron har en betydligt langre dverlevnad.
(Hartmann et al., 2011) De kraver dock nedbrytning av froskalet innan de gror.
Det innebar att de uppvisar livskraft, aven om de troligen inte skulle ha grott
inom rimlig tid for att plantorna ska hinna bli mogna till skérden vid normal
sadd.

Kontrollmdjligheterna for temperatur i odlingskammaren medgav inte att stilla
in olika temperatur for natt och dag. Darfor stilldes temperaturen pa 15°C
dygnet runt. Det 4r mojligt att MRA som hade en mycket dalig grobarhet i
grobarhetstestet hade behovt en svalare natt dd den hade en battre grobarhet i
falt. Vid tetrazoliumtestet da fréerna studerades i genomsnitt blev det tydligt att
MRA hade en markbart tjockare perikarp an 6vriga sorter. Detta paverkar
troligen vattenupptagningsférmagan och darmed tiden det tar till groning.
Darfor hade det mojligen ocksa gett en hogre grobarhet om grobarhetstestet fatt
paga under en langre tid. MRB hade ddaremot en relativt dalig grobarhet bade i
grobarhetstestet och i falt, vilket formodligen tyder pa en samre frokvalitet.
Primade froer har en kort hallbarhet, men detta tycks inte ha paverkat
grobarheten i forsoket, da forsoket paborjades inom enstaka veckor efter att
utsddet hade anvants for sadd i falt.

Temperaturen och luftfuktigheten i odlingskammaren mattes inte fran forsokets
borjan utan startade samtidigt som start av upprepning B for NJ och A och B for
MR. Men eftersom temperaturen har varit sa pass stabil under den uppmatta
perioden, med undantag for Korta, regelbundna toppar som troligen uppstatt da
dorren till kammaren 6ppnats, kan det antas att temperaturen troligen var
stabil dven under upprepning A for NJ. Temperaturen noterades en gang per
dygn under den perioden och varierade inte namnvart. Den relativa
luftfuktighetens variationer bor inte ha paverkat froerna da dessa varit
placerade i stangda petriskalar dar RH sannolikt har varit nairmare 100%.

Vid tillfallet for rakningen av faltuppkomsten hade plantorna hos odlare 1
kommit langre pa grund av tidigare sadd och hunnit fa 1-2 karaktarsblad.
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Plantorna hos odlare 2 var nyligen uppkomna. Det gick darmed inte att vara
saker pa att samtliga fron som potentiellt kunde gro annu hade kommit upp.
Sadden var dven markbart ojamn, med varierande avstand mellan froplantorna.
Resultatet av rakningen av faltuppkomsten blev darfor relativt osakert och det
ar mojligt att MRA och MRB egentligen har en hogre faltuppkomst an den som
kunde raknas.

Ett satt att fa en battre uppfattning om fréernas kvalitet och embryonas livskraft
vid grobarhetstestet hade kunnat vara att l1ata groningen ga langre an till den
forsta uttrangningen av primroten. Pa sd vis hade det varit mojligt att studera de
framkomna smaplantorna i mer detalj och identifiera eventuella angrepp av
skadegorare, fysiologiska skador eller missbildningar.

SLUTSATS

Det finns en korrelation mellan resultat av grobarhetstest och faltuppkomst, och
den ar stark om man bortser fran den frosort som tycktes krava annorlunda
forhallanden vid grobarhetstest dn de 6vriga. I falt ar det betydligt fler faktorer
som spelar in dn under kontrollerade former i laboratorium. Darfor gar det inte
med fullkomlig sdkerhet att forutsaga hur mycket utsiade som kravs for att fa
onskad planttdthet. Det ar dessutom svart att sa med exakt precision dven om
ratt mangd utsade anvéands. Grobarhetstest ger dock en god indikation pa vilken
faltuppkomst som kan forvantas. Topografiskt tetrazoliumkloridtest ar
arbetskravande och kraver mycket erfarenhet men kan vara anvandbart for att
undersoka embryon for att hitta forklaring till en dalig grobarhet. Det gar dven
snabbare an ett vanligt grobarhetstest. For att forutsidga utsadesbehovet ar det
daremot lattare att anvianda grobarhetstest, dven om det tar betydligt langre tid.
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