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Abstract

Somatic embryogenesis (SE) is a vegetative propagation method with the
potential to be a fast and efficient tool for mass production of superior plant
material. A substantial loss of genotypes is a typical effect during propagation by
SE. Does this selection affect important traits? To investigate this question, a
project has been launched where SE-propagated plants and seedlings of the
same families are compared.

Embryos from 50 half-sib families of Norway spruce were put on an initiation
medium in 2011, followed by proliferation and maturation of somatic embryos
during 2012. Embryos germinated and plantlets were acclimatised in 2013, and
cultivated until autumn 2014. Seedlings from the same families were grown in
parallel.

Cuttings from both SE-plants and seedlings were excised and put in rooting
environment in late summer 2014. After growth cessation and hardening, the
plants were stored at =3° C until planting in the field in spring 2015.

When SE reached the acclimatisation step, only 26% of the original embryos had
successfully propagated, and one family had been lost. The number of clones per
family varied considerably, as did the number of plants per clone. These results
are in line with earlier reports of SE propagation. The SE plants averaged 52.1

cm in height compared with 66.5 cm for seedlings at the end of plant cultivation.
Stem base diameter was measured on two families, and SE plants had larger stem
diameter relative to plant height in both cases. The cutting propagation resulted
in low rooting percentages, lowest when SE plants were donors.

The field trials established in 2015 will show whether the differences observed
between SE plants and seedlings after plant cultivation are caused by genetic
selection, whether the differences prevail over time, or whether environmental
factors are predominant.



Forord

Denna arbetsrapport behandlar ett pagiaende projekt med malet att etablera
faltforsok som ska belysa fragan om vilka effekter som blir f6ljden av den
starka selektionen vid f6rokning av gran med somatisk embryogenes. Projektet
har hittills finansierats genom medel frin tva killor dels forskningsprogrammet
TCAF (Trees and Crops for the Future, ett samarbete mellan Skogforsk, SLU
och Umed Universitet), dels Féreningen Skogstridstéradling.

Svalov 1 november 2015

Karl-Anders Hégberg
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Sammanfattning

Somatisk embryogenes (SE) har potential att mycket effektivt massproducera
ett vardefullt plantmaterial. Vid f6rokning med somatisk embryogenes sker ett
successivt bortfall av genotyper. Fragan dr om denna selektion paverkar viktiga
skogliga egenskaper. For att utreda denna fraga har ett projekt inletts dar fro-
plantor och SE-plantor frin samma familjer jimfors.

Embryon fran 50 halvsyskonfamiljer av gran utgor utgangsmaterial. Dessa
lades for initiering 2011 och med en fortsatt f6r6kning med somatisk embryo-
genes. Groning och acklimatisering av smaplantor 2013 f6ljdes av plantodling
fram till hosten 2014. Froplantor frin samma familjer odlades parallellt.
Hosten 2014 avslutades plantodlingen och plantorna fryslagrades fram till
planteringen av tre filtf6rsok varen 2015.

Nir SE-forékningen nadde acklimatiseringsstadiet dterstod 26 procent av
utgangsmaterialet, men endast en familj 61l bort vid initieringen. Antalet
kloner per familj varierade kraftigt, liksom antalet plantor per klon. Detta
resultat liknar det som tidigare rapporterats for SE. Vid odlingens slut var
SE-plantorna i genomsnitt 52,4 cm hoga att jimfora med froplantornas
06,5 cm. Rothalsdiameter mittes pa plantorna fran tva familjer och f6r bada
familjerna var SE-plantorna grévre 1 forhallande till héjden dn fréplantorna.

Faltforsoken som anlades varen 2015 far utvisa om detta ar en selektionseffekt
eller om andra orsaker ligger bakom skillnader som konstaterats.

Bakgrund

Somatisk embryogenes (SE) dr en vegetativ forokningsmetod med potential att
mycket effektivt massproducera ett virdefullt plantmaterial. Annu har inte
nagot hégmekaniserat system f6r plantproduktion utvecklats, men stora resur-
ser satsas pa detta. I vintan pa en kostnadseffektiv produktionsmetod genom-
fors experiment som soker svar pa principiella fragor.

En viktig aspekt vid forékning med SE idr den selektion om sker i de olika
momenten. Frin initiering fram till acklimatiserad planta aterstar ofta endast
10-20 procent av de ursprungliga genotyperna (Hogberg m.fl., 1998; Hogberg,
2013). I praktiken kan selektionen bli dnnu starkare i och med att en del geno-
typer producerar ett litet antal embryon per framstilld mangd vivnad och dar-
med faller bort av detta skil. Fragan dr om denna starka selektion har nigon
riktning 1 viktiga skogliga egenskaper. Detta ar viktig information nar SE ska
tillimpas praktiskt. Tva olika sitt att tillimpa vegetativ massforokning finns
forékning av utvalda kloner efter klontestning, forékning av ett froparti utan
individuell klonidentifiering. I det férstnimnda fallet framstills kloner som
testas 1 faltforsok samtidigt som de ocksa lagras i flytande kvive for att behalla
torokningsformagan. I det andra fallet forokas ett froparti utan lagring. En
selektionseffekt paverkar bada varianterna, mest for det sistnimnda dar inte
ndgon information finns om enskilda kloner. Men ocksa 1 fallet med klontest-
ning skulle en selektion kunna innebdra, att man fore klontestning 1 falt har ett
material som avviker frain genomsnittet 1 utgangspopulationen.
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I fallstudien av Hogberg m.fl. (1998) pavisades inget samband mellan foraldra-
tridens avelsviarden for tillvaxt och formagan hos avkommor att f6rokas med
SE, men materialet var litet och endast indirekta jaimforelser kunde goras.
Studier av material med bred genetisk representation dr ovanliga och direkta
jamforelser av SE-plantor och froplantor fran samma genetiska material ar sall-
synta. Passerieux m.fl. (1999) kunde visa att det inte forelag nagon skillnad i
genetisk diversitet mellan genotyper fran en granpopulation som svarade, res-
pektive inte svarade, pa initiering med barr fran groddplantor som utgangs-
material. Analysen gjordes med RAPD-teknik och DNA-segment som inte
kunde bindas till nagon sarskild egenskap. Ekberg m.fl. (2003) kunde inte pa-
visa nagra skillnader 1 fenologiska egenskaper f6r genotyper med olika embryo-
gen férmaga i tva granpopulationer. Direkta jimforelser av SE-plantor och fro-
plantor fran samma material saknas dock.

For att utreda fragan om eventuell selektion vid f6rokning med SE har ett
projekt inletts dér froplantor och SE-plantor fran samma familjer jamfors.
Dessutom drivs forokningen ytterligare ett steg genom att saval SE-plantor
som fréplantor far tjina som moderplantor i en sticklingférokning. Plantorna
fran foérokningarna planteras sedan ut i faltférsék som sedan kommer att ge
data fOr analyser av effekter av selektion, férokningsmetod och C-effekter.

Material och metoder

I ménadsskiftet juli/augusti 2011 samlades friavblommade kottar in frin

50 halvsyskonfamiljer av gran i Skogforsks arkivplanteringar vid Ekebo
forskningsstation. Familjernas moderkloner utgjordes av plustrid valda
1979-1983 eller kloner fran klonskogsbruksprojekten under 1980-talet. Fran
varje moderklon togs 50 frén fran vilka embryon togs ut, mellan 37 och

58 embryon per familj, i genomsnitt 40,5.

Embryona lades pa initieringsmedium och darefter f6ljde de olika stegen 1
somatisk embryogenes: proliferering, mognad, groning och acklimatisering.
Fram till och med groning foljde proceduren ett standardprotokoll

(Hogberg m.fl., 1998). For att ge alla cellinjer (cellinje = beteckningen pa en
genotyp under laboratoriefasen, motsvarar begreppet klon nir plantor bildats)
samma chans avbrot prolifereringen och mognadsbehandlingen inleddes nir ca
4 g vivnad/cellinjer hade producerats. Mellan groning och acklimatisering av
smaplantor inkluderades ett steg dir plantorna sattes i ett lufttitt, sterilt kil
som tilldt rotterna att utvecklas i naringslésning men med ovanjordsdelen i luft.
Diirefter 6verfoérdes plantorna till odlingscontainers (BCC-V90 fyllda med
torv/petlit i relation 70/30), sattes ut i vixthus och acklimatiserades till normal
vixthusmilj6 genom en successiv nedtrappning av luftfuktigheten. Efter varje
steg noterades hur manga cellinjer som aterstod.
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Groning och tidig plantutveckling var olika mellan olika kloner men ocksa for
individer inom en klon. Detta betydde att acklimatiseringen strickte sig Gver en
ling period, fran borjan av februari till 1 borjan av april. Féljden blir att plantor-
na var olika stora nir samtliga var acklimatiserade. For att minska denna skill-
nad, beslots att toppbeskira de hogsta plantorna, ungefir en manad efter den
sista acklimatiseringen. Beslutet fattades inte med litthet eftersom man 1 storsta
mojliga grad vill undvika att manipulera materialet. Det bed6mdes dnda att det
var viktigare att forséka uppna jamnhet 1 plantstorlek for att gora fortsatta jam-
forelser enklare.

Froplantjamforelserna saddes 1 mars 2013 och odlades i vixthus bredvid
SE-plantorna fram till juli 2013, da SE-plantorna flyttades ut pa friland f6r
fortsatt odling. Froplantorna odlades ytterligare en dryg manad i vaxthus och
flyttades till friland i slutet av augusti. Plantorna fick invintra naturligt varefter
plantorna stilldes 1 kartonger som flyttades till fryslager. Samtliga 49 familjer
som fanns kvar efter acklimatisering finns kvar ocksa efter forsta arets odling
(Tabell 1). Totalt fanns 2 872 plantor fran 541 kloner, i genomsnitt 11 kloner
per familj och 5,3 plantor per klon. Férdelningen av kloner pa familjer ar
mycket ojamn och antalet plantor per klon varierar ocksa kraftigt dir en tredje-
del av klonerna har mindre 4an 3 plantor (Figur 1).

I och med att manga kloner har fa plantor kunde inte materialet delas upp pa
plantor till faltf6rsok och plantor som skulle bli moderplantor 1 sticklingsférok-
ning. Dirfor beslots att klippa sticklingar fore randomisering infor faltfor-
s6ken. Metoden anvindes 1 klonskogsbruksprojektet pa 1970- och 80-talet.
Faltforsoken utvecklades normalt trots den beskirning som klippningen av
sticklingar innebar. Plantorna omskolades i april 2014 stund till 0,8 1 odlings-
behillare for att ge maximal sticklingsproduktion. Sticklingarna klipptes och
sattes for rotning i minadsskiftet juli/augusti 2014. Ett jimforelsematerial frin
samma familjer siddes upp i juni 2014.

Vid randomiseringen mattes héjden pa alla SE-plantor och 12 fréplantor per
familj. Vidare mittes rothalsdiameter f6r tva familjer och ett robusthetsmatt

beriknades for dessa genom att dividera h6jden i cm med rothalsdiametern i
mm.

Tre faltférsok anlades varen 2015. Remningstorp, Vistergotland, Toresbo och
Asmundsryd, Smaland. Totalt planterades 3 867 plantor fordelade pa 2 872
SE-plantor och 995 froplantor.
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Resultat

Fram till och med insittning av plantor i fryslager hosten 2014 blev bortfallet
av cellinjer stort, 74 procent, och med stor variation mellan familjer (Tabell 1).
Av familjerna foll endast en bort och det skedde redan vid initiering.

Tabell 1.
Sammanstalining av utvecklingen av antalet kloner per familj for de 50 ingaende halvsyskonfamiljerna som
forokades genom somatisk embryogenes. Observera att kloner kallas cellinjer i laboratoriestegen.

Familj Till initiering Till mognad Till groning Till vaxthus | fryslager
44

1 22 17 12 9
2 40 17 13 10 10
3 40 22 16 11 9
4 40 27 24 23 23
5 40 35 25 23 22
6 40 23 18 11 10
7 40 28 20 19 17
8 40 33 28 23 23
9 37 16 6 4 4
10 40 25 18 14 13
11 40 28 22 17 17
12 40 7 3 3 3
13 40 27 12 11 9
14 37 13 5 4 4
15 40 21 15 7 6
16 40 20 13 10 9
17 4 10 8 6 4
18 40 13 5 5 5
19 40 24 7 5 3
20 40 14 12 4 3
21 40 0 0 0 0
22 48 11 7 6 5
23 41 19 13 11 11
24 40 13 9 5 5
25 40 18 12 10 8
2 40 23 18 16 16
27 40 27 24 18 17
28 4 24 16 11 10
29 57 32 24 13 11
30 40 25 17 13 13
31 38 28 19 14 13
32 40 17 14 8 8
33 40 25 22 18 15
34 40 17 15 13 13
35 40 7 5 5 5
36 40 30 19 15 15
37 80 20 18 11 11
38 40 22 19 17 16
39 40 22 17 13 13
40 40 11 10 8 8
41 40 26 23 18 18
42 40 16 8 7 7
43 40 13 22 11 11
44 40 19 15 10 10
45 40 24 19 11 11
46 40 25 20 13 13
47 40 30 20 14 13
48 40 12 19 11 11
49 40 2 22 15 15
50 40 26 18 17 17

Summa | 2067 | 1033 m 574 542
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Antalet plantor per klon blev mycket ojamnt férdelat med en tydlig 6vervikt av
kloner med fa plantor och ett fital kloner med manga plantor (Figur 1).

Antal kloner
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123 456 7 8 910111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27

Antal plantor

Figur 1.
Fordelning av klonerna pa plantantalsklasser.

Froplantorna var vid andra odlingsarets slut hogre an SE-plantor. Medelvirdet
tor fréplantorna blev 66,5 cm och f6r SE-plantorna 52,1 cm med respektive
standardavvikelser 7,41 cm och 7,50 cm. Om endast de 38 familjer som hade
mer dan 5 SE-kloner studerades blev medelh6jden f6r froplantorna 67,3 cm och
for SE-plantorna 53,1 cm. I 36 av dessa 38 familjer var fréplantorna igenom-
snitt hogre dn SE-plantorna (Figur 2). For detta sampel var den genomsnittliga
standardavvikelsen i h6éjd per familj var 7,40 cm f6r froplantor och 7,35 cm f6r
SE-plantor.
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Figur 2.
Medelhdjd i cm fér SE-plantor (rosa staplar) och froplantor (rdda staplar) for de familjer som representerades av
mer &n 5 SE-kloner.

For de tva familjerna dir ocksa rothalsdiameter mittes var SE-plantorna
robustare dn fréplantorna, d.v.s. grovre 1 forhallande till héjden (Tabell 2).
Skillnaden var signifikant pa 95-procentnivan fér den ena familjen men inte
den andra.

-ngzzlét%et hos SE-plantor och froplantor for tva familjer. Robusthet = héjd/rothalsdiameter uttryckt i cm/mm.
Planttyp ‘ Familj $21X1120308 Familj $21X1120341
SE-plantor 749 7,36
Froplantor 8,08 8,16

Sticklingférékningen gick betydligt simre dn forvintat, genomsnittsrotning per
familj blev 24 procent f6r SE-moderplantor och 49 procent f6r fromoder-
plantor. En typisk sticklingférokning av gran med motsvarande plantalder
ligger kring 75-80 procent. Orsaken till den svaga rotningen dr svar att fast-
stilla. Sticklingarna upplevdes som klenare f6r SE-plantorna vid stickningen
men inga data finns som kan bekrifta det. Totalt blev antalet rotade sticklingar
fran SE-moderplantor knappt 1 500 stycken och det dubbla for fromoder-
plantor. Ytterligare ett ars odling vintar innan dessa plantor gar ut i faltférsok.
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Figur 3.
Rotningsprocent for 50 halvsyskonfamiljer uppdelat pa4 SE-moderplantor (rosa staplar) och frémoderplantor
(réda staplar).For familj S21X1120321 fanns endast froplantor.

Diskussion

Forokningen med somatisk embryogenes (SE) f6ljde samma monster som
tidigare rapporterats for gran, savil vad giller successiv forlust av cellinjer som
fordelning av cellinjer pa familjer (Hogberg, 1998; Mauleova & Vitamas, 2007;
Hégberg, 2013). Park m.fl. (1994) har rapporterat liknande resultat for vitgran
(Picea glanca). Man kan notera att f6rokningen i utgangsliget var relativt vil
balanserad med avseende pa antal embryon per familj som inkluderades i
experimentet. Trots detta blev alltsa fordelningen av cellinjer pa familj efter
genomgangen forokning mycket ojamn. Det dr i praktiken omaijligt att arbeta
med mer dn ett standardprotokoll vid f6r6kning av en storlek som i det hir
projektet. Att arbeta med flera protokoll skulle ge ett bittre utfall men det dr
osidkert hur mycket bittre och om det skulle motivera den 6kade arbetsinsat-
sen. Forokningen som genomfors i1 det hir projektet far anses vil motsvara en
praktisk f6rokning av ett stort utgangsmaterial.

Vid acklimatisering och plantodling forlorades endast en liten mangd kloner
och det dr tydligt att det dr under f6rokningen som forluster och ojimnheter.
Precis som antalet kloner per familj dr ocksa antalet plantor per klon kraftigt
varierande. Ocksé 1 denna aspekt dr utfallet i projektet representativt for en
praktisk férokning dven om det teoretiskt dr mojligt att producera olika mangd
embryogen vivnad fére mognad.

Att odla SE-plantor och froplantor till samma storlek vid samma tidpunkt ar
mycket svart. Bara att enbart odla SE-plantor med det malet dr svart eftersom
groningsmomentet tar olika ling tid for olika cellinjer och acklimatiseringen
dirmed spinner 6ver nagra manader. Det drastiska beslutet att toppbeskira de
torst acklimatiserade plantorna har bidragit till att SE-plantorna i slutinden
blev jamnstora men ocksa till att medelhdjden for SE-plantor drogs ner nagot.
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Froplantorna blev 14 cm hogre 1 genomsnitt och det gar inte att avgdra om
detta enbart beror pa férokningsmetoden, hur mycket toppbeskirningen har
paverkat eller om nagon annan faktor 1 odlingsmiljon har spelat in. Skillnaden
ar hursomhelst tydlig. Skillnaden i héjd var ocksa den viktigaste orsaken till att
SE-plantorna var mer robusta dn froplantorna. Hojdspridningen inom familj
paverkades inte av forokningsmetoden, froplantor och SE-plantor varierade pa
samma sitt. Att standardavvikelsen sjonk nagot nir endast familjer med mer dn
5 SE-plantor inkluderades kan vara ett tecken pa att svarférokade familjer ten-
derar att ge storre variation, aven om effekten av denna begrinsning inte blev
stof.

Det ar for tidigt att redan nu dra slutsatsen att selektionen vid SE-f6rékning
medfor att genotyper med ldgre tillvixt 4n genomsnittet for en familj forokas.
Som diskuterats ovan finns det en mojlighet att hojdskillnaderna beror pa
nagon miljofaktor 1 plantskolan men de tva planttyperna har fran och med ut-
flyttningen fran vaxthus statt sida vid sida, om én inte blandade med varandra.
Toppbeskirningen av SE-plantor har medverkat men kan knappast férklara
hela skillnaden. Det kan ocksa vara friga om en forokningseffekt dir SE i sig
har paverkat tillvaxten under plantodling negativt oavsett genetik. For bada
planttyperna giller att plantorna ér tillrickligt stora for att etableringen 1 falt ska
bli likvardig och att fortsatt tillvixt ska kunna jimforas pa ett rittvisande sitt.

Under varen 2015 anlades tre faltférsék. Remningstorp, Vistergotland,
Toresbo och Asmundsryd, Smiland. Totalt planterades 3 867 plantor fordelade
pa 2 872 SE-plantor och 995 fréplantor. Vid de besék som gjorts under hésten
har konstaterats god 6verlevnad och god vitalitet efter forsta vixtsdsongen.
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