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Bakgrund

Enligt flertalet scenarier kommer nederbdrden liksom risken for dversvdmningar att dka i
norra hemisfaren genom framtida klimatforandringar. Det staller storre krav pa grodornas
tolerans mot for mycket vatten. Redan idag ar efter torka, kansligheten fér vattenmattade
jordar det som ger storst skordebortfall internationellt sett och formodligen sa éven i Sverige.
Av vara strasadesgrodor ar det korn som ar speciellt kanslig. | korn beraknas vattenméttade
jordar reducera avkastningen med 20 procent och mer beroende pa utvecklingsstadium nar
stressen intraffar och hur lange den varar. Inom genuset Hordeum ar diversiteten dock stor,
dar till exempel den vilda slaktingen H. marimum ar mycket tolerant. Bade odlat korn och H.
marinum kan bilda aerenchymceller, men det odlade kornet saknar en barriar for ROL
(radidra O, forluster), som &r en viktig egenskap hos manga toleranta arter. Andra egenskaper
som forknippas med tolerans &r en metabolisk adaption sa att energiproduktionen kan
bibehallas, samt en upplagring av kolhydrater for fermentering vid lag syretillgang.
Mekanismer som betingar tolerans mot dvervattning kan vara betingade av fenologi,
morfologi och anatomi, naring, metabolism inkl. anaerobic kolhydratmetabolism och anoxia
tolerans, samt aterhamtning och undvikande av post-anoxiska skador. Studier i korn visar att
nedarvning ar komplex, men att heritabilitet anda &r hog och kontrolleras av additiva gener.
Selektionen kan antingen goras med hjélp av DNA markorer eller ndgon icke-destruktiv
selektionsmetod. I en understkning med kornsorter fann man att klorofyllhalten kunde vara
en fenotypisk markdr for dvervattning och SSR (simple sequence repeat) primers anvandes
for att screena polymorfism mellan foraldrar och mellan toleranta och kansliga genotyper. En
PCR markor kunde identifieras som forklarade ca 30 % av den fenotypiska variationen i
klorofyllhalt. I en annan undersokning var procent gulnade blad (klorosis) en fenotypisk
markor. Bildandet av kloros &r dock ett langt framskridet tecken pa stress som tar tid att
utbilda och det kan darfor vara svart att anvanda for selektion och screening. Ett alternativ ar
att mata fluorescens fran stressade plantor. Redan innan det finns nagra synliga tecken pa att
plantan inte mar bra ar det magjligt att méta denna och forutséaga en framtida celldod. Det
galler inte enbart vid dvervattning utan alla typer av stress som paverkar elektronflodet mellan
PSI och PSII. Ett 6verskott av elektroner avges da som fluorescens, vilket leder till lagre
fotosyntes, men aven nedbrytning av klorofyll och cellddd. Klorofyllfluorescens ar ett
kraftfullt verktyg vid screening av abiotisk stress och det finns ett stort antal publikationer i
amnet, men endast ett fatal dar man gjort screening for dvervattning. Exempel pa dar
fluorescens anvands &r lucerne, citrus, ris och vete . Sjalva matningarna skadar inte plantan
och gors pa nagon sekund. Det ar darfor mojligt att gora urval pa ett stort antal plantor pa kort
tid, vilket ar nodvéndigt for en bra selektionsmetod .

| tidigare projekt har en hydrokulturmetod utarbetats som tillater att man pa en liten yta odlar
upp smaplantor. Genom att sluta lufta naringslosningen uppnas effekter som liknar dem i
vattenmattad jord. Malsattningen har darfor varit att undersdka om hydrokulturmetoden ar
anvandbar for att screening av tolerans mot 6vervattning, samt att undersoka befintlig
variation i férddlingsmaterial, fenotypning av en lamplig markdrpopulation och om méjligt
hitta genetiska markdrer anvandbara vid foradling av nya toleranta sorter. Tva tankbara
indirekta selektionkriterier studerades- rottillvaxt och fluorescens. | en forberedande studie
om 12 sorter konstaterades en stor variation i planttillvéxt med och utan vattenmattad jord.
Detta material plus tva nyare sorter anvandes nu som ett referensmaterial under



metodutvecklingsfasen for att faststalla viktiga parametrar och for att avgéra om rottillvaxt
eller fluorescens var mest lampad som indirekt selektionskriterie

Madlséttningen med projektet har ddrfér varit:

e Enny eller anpassad metod for screening av tolerans mot dvervattning i korn.

¢ Nya genkéllor for tolerans mot 6vervattning och troligen &ven andra typer av abiotisk
stress.

En karaktariserad markorpopulation avseende Overvattningsstress

Genotypning av markorpopulationen (tillagg efter forsta arets delrapport)

QTL analys (tillagg efter forsta arets delrapport)

Okad forstéelse bland radgivare, agronomer, foradlare och lantbrukare for egenskapen
Overvattningsstress

Projektet var ursprungligen tankt som ett doktorandprojekt men pga avslag pa andra anslag
som skulle tacka delar av projektledarens 16n var det inte mojligt att fullfolja planen att
genomfora projektet som ett doktorandférsok. En ansékan om dndring gjordes och beviljades.

Material

| de forberedande studier anvandes 12 da aktuella kornsorter som visade sig ha en stor
variation i tolerans for dvervattning. Tio av dessa (tva av sorterna var det inte maojligt att finna
utsade) plus tva nu aktuella sorter anvantes genomgaende som material under
metodutvecklingen, hér efter kallat referensmaterial. Bland sorterna fanns Henni ( tolerant)
och Cecilia (kanslig). Eftersom Henni var mycket tolerant gjordes i ett tidigt skede korsningar
mellan Henni och den relativt nya sorten Gustav, for att kunna gora selektioner i ett tidigt
skede i projektet. Eftersom projekttiden var for kort for att ta fram en markérpopulation
mellan Henni och Cecilia, vilket varit det optimala, testades forst foraldrarna till 14 befintliga
DH-populationer och dé féraldrarna till MP12 (Psaknon x SLUdt1398xMona®) segregerade i
vattenmaéttndstolerans (WLT) valdes denna population fér markdrstudierna. For studier av
foradlingsmaterial erholls linjer LSWs Norrlandfilial totalt ca 30 linjer.

Resultat
Metodutveckling

Bestamning av vattenmattnadstolerans (WLT): I inledande forsok odlades
referensmaterialet i lador med jord och med sex plantor fran varje sort i en och samma lada
och i fyra lador per behandling. Behandlingar var normal vattning och dvervattning 1-2
veckor efter sadd. Pa stressade och ostressade plantor gjordes flera serier med
fluorescensmétningar, samt bestdmningar av tillvaxtnedsattning pga 6vervattning. Odling och
matningar gjordes i vaxthus. Da resultaten mellan fors6ksomgangar varierade for mycket
overgick vi till att odla i biotronen. Till en borjan i lador, men da en risk forelag att
konkurrens mellan sorterna skulle kunna paverka resultatet 6vergick vi till odling i 20 cm
hdga cylinderkrukor med 10 cm diameter. Ett index (WLT) beréknat som kvoten mellan
skottvikten for stressade och ostressade plantor for referensmaterialet anvéndes dérefter som
ett matt for sorternas kanslighet for évervattning (Bertholdsson. 2013).

Studier av rottillvaxt i syrestressade hydrokulturer: Redan i férstudien kunde ett samband
mellan rottillvéxt i oluftad ndringslosning och vattenstress konstateras. Referensmaterialet har
darfor utnyttjas i en serie hydrokulturforsok for att optimera olika faktorer for att ge en sa hog
korrelation som majligt till referensmaterialets WLT. Bade den relativa rottillvaxten dvs den
langsta frorotens langd utan och med luftning av néaringslésningen och frérotens langd i
oluftad naringslésning korrelerade till WLT, dvs r=0.57 och r=0.63 (p>0.05) for relativa
rotlangden och r=0.79 och r=0.82 (p>0.001) for absoluta rotlangden for tva jamforbara
testomgangar. Det nagot starkare sambandet for rotlangd och vattenstresstolerans visar att det
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inte ar nddvandigt att ha med kontrolledet, ndgot som &r viktigt om metoden skall anvandas
for selektion av klyvande populationer.

Studier av fluorescens: De inledande forsoken under de forsta manaderna av projektet (se
lagesrapport 1) visade att det borde ga att anvanda klorofyllfluorescens fran stressade blad
som ett matt pA WLT. Forsoken visade aven att det var viktigt att matningarna gjordes under
sarskilda och kontrollerade betingelser. I flera forsok var korrelationen mellan fluorescens
(quantum yield, QY) hos stressade plantor och relativa tillvaxten med och utan vattenstress
(WLT) svag och i visa fall tom starkt negativ. Efter en rad forsok i en klimatkammare, forst i
jord och sedan i hydrokultur, dar flera parametrar varierades kunde ett slutgiltigt protokoll
fastlaggas som resulterade in en fluorescens som korrelerar val med referensmaterialets WLT.
Faktorer som visade sig vara speciellt viktiga ar att matningarna gors redan efter 4-7 dagars
stress och att matningarna gors vid en hogre ljusintensitet (tillaggsljus fran intern lampa) an
den plantan odlades vid. For att minska forsoksfelet &r det &ven viktigt att alla blad som méts
belysts pa samma satt innan matningen. Det astadkoms genom att klippa av bladet och lagga
det rattvant pa en vagn i samma hojd som resten av plantorna. Redan efter 3 minuter uppnas
ett stabilt varde som varar i minst 30 minuter. Enskilda méatningar av 12 plantor per sort
genomforda pa detta satt gav en korrelation till WLT pa mellan 0.76 till 0.82. Med fler plantor
(medelvarde av tre omgangar med nagot varierande stressperiod) var korrelationen mycket
hog (r= 0.93, p<0.001, Figur 1). Metoden ar mycket snabb och tillater att manga plantor mats
under kort tid och liten odlingsyta.
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Figur 1. Fluorescens (quantum yield, QY) fran oluftad hydrokultur och planttillvaxten med och utan
vattenstress. Medelvarde fran 3 bestamningar (3 x 12 plantor) avQY och 2 bestamningar av
vattenstresstolerans (WLT) (2 x 4 x 5 plantor).



Screening av nordiska kornsorter

Vattentolerans hos ett genbanksmaterial med 2- och 6-radskorn. Med
fluorescensmetoden har screening gjorts av ett nordiskt kornmaterial bestaende av 178
kornsorter, allt fran lantsorter fram till sorter som godkandes fram till 2008. Materialet
omfattar saval 2-rads korn som 6-rads korn. Resultaten finns publicerade i Bertholdsson
(2013) och hér ges en kort sammanfattning. Det finns en entydig trend med 6kad fluorescens,
dvs vattentolerans, i och med introduktionen av nya kornsorter i alla nordiska lander under de
senaste 50 aren (Figur 2). Anledningen till detta &r troligtvis att det inte finns nagot
motsatsforhallande mellan vattentolerans och avkastning. Da nederborden redan 6kat p.g.a.
klimatforandringar, i exempelvis sodra Norge har nederbodrden 6kat med 50%, har en
anpassning till detta skett i och med en foradling pa hdgre avkastning.
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Figur 2. Fluorescens (QYrel, Henni=100) for kornsorter foradlade i Norge och Finland
(vanster) och Sverige och Danmark (hoger).

Screening av foradlingsmaterial

| norra Sverige &r det redan idag ofta mycket blott pa varen efter sndsméltning och tolerans
mot vattenmattade jordar ar viktig och med klimatférandringar férvantas problemen 6ka. For
att utrona vilken tolerans foradlingsmaterialet for norra Sverige har testades 29 sorter/linjer
fran LSWs Norrlandsfilial. Alla sorter och méanga av foradlingslinjerna visade pa en lag grad
av tolerans (Figur 3). Intressant var dock att flera nya linjer uppvisade en tolerans som var
hdgre &n den toleranta sorten Henni.
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Figur 3. Skillnader i fluorescens (quantum yield, QY) for foradlingslinjer och sorter for
den norrlandska marknaden fran LSW.

Studie av frammande toleranta kornsorter

De enligt litteraturen toleranta sorterna Deter 2, Byng och Himbli var dven toleranta med de
metoder som anvands i detta projekt. Sorterna var nagot mer toleranta &n Henni bade i
tillvaxtstudierna i cylinderkruka och avseende fluorescens (Figur 3). Saesa 1 skall vara
kanslig, men dock inte sa kansliga som de svenska sorterna Cecilia och Pongo. Anledning till
denna avvikelse kan mdjligen bero pa att studierna av tolerans gjordes pa smaplantor medan
Saesa’s kénslighet mojligtvis géller froskord. Fler studier behovs for att klargdra vari
skillnaderna bestar.
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Figur 3. Samband mellan tillvaxten

med och utan dvervattning (water
logging tolerans) och relativa
elektron transport hastighet
(ETRrel) hos syrestressade plantor
hos oliks sorter av korn. Deter 2,
Byng och Himbli har hog “water
logging tolerans” och Saesa 1 lag
enligt litteraturuppgifter. Henni
och Cecilia ar tva extremer i det
svenska sortimentet.
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Framtagning av pre-breeding material

Korsningar har gjorts med den i forstudien mest toleranta sorten Henni och den aktuella
marknadssorter Gustav. Upprepade urval baserat pa fluorescens har gjorts i F2 och F3. Sextio
linjer (F3) med hog fluorescens dven under vattenmattndsstress finns nu tillgangliga for
vidareforadling.

Screening av markorforaldrar

Efter att ha testat foraldrarna till 14 potentiella markorpopulationer kvarstod MP12 som mest
intressant dar fadern SLUdt1398xMona* hammas i tillvaxt med 30 % och modern Psaknon
och mycket lite (1.9 %). Skillnaderna avseende fluorescens var 15 % (Figur 4).
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Figur 4. Skillnader i relativ tillvéaxt (stress/kontroll x 100, WLT) for foraldrapar till 14
markérpopulationer efter 21 dagar med vattenstress. Par nummer 99 ar Cecilia och Henni, men det
finns ingen DH-population for detta par.

Fenotypning av markdrpopulation

Ett fatal fro fran 140 linjer av DH-populationen Psaknon x SLUdt1398xMona* erhélls fran
LSW och efter en uppforokning i tva omgangar (fick géras om p.g.a. av sterilitet hos en del
linjer) gjordes en fenotypning av linjerna enligt den utarbetade metodiken. Storre delen av
linjerna testades i tva omgangar, i vissa fall aven en tredje. Fluorescensen for de testade
linjerna var i stort normalfordelade med ett min-varde pa 0.281och max-vérde pa 0.506
Foraldrarnas varden var 0.4317 och 0.378. Henni som dr tolerant har vérdet 0.44.

Genotypning av markorpopulation

Ett dubbelprov for DNA extraktion togs for varje linje plus fordldar. DNA extrakten sandes
sedan till James Hotton Institut Skottland fér genotypning med 384 SNP markorer speciellt
utvalda for att tdcka korngenomet.

QTL analys

Genotypningen gjordes varen 2013 och nagon slutlig analys och publicering av QTL analysen
har annu inte gjorts. Detta kommer att ske med medel fran Einar och Inga Nilssons Stiftelse..
Preliminéra resultat visar dock att det finns flera intressanta QTLs. Av de ursprungliga 384
SNP-markdrerna var det 194 som segregerade mellan foraldrarna. Fem QTL identifierades
med LOD scores mellan 3.08 och 11.94. Dessa forklarade mellan 6 och 29 % av variansen i
QY och totalt 73 %.



Diskussion

Tolerans mot vattenmattade jordar blir allt viktigare i svensk kornodling. Anledningen é&r att
korn &r mycket kanslig for denna stress och att problemen forvéantas 6ka pga mer nederbdrd
och minskade investeringar i tackdikningen. | Asien och flera andra delar av jorden &r sedan
tidigare problemen med vattenstress stora och urval har gjorts framst i falt pa tillvéxt och
avkastning under stress, samt studier av nekrosférekomst pa bladen. Avsikten med
innevarande projekt har varit att under kontrollerade odlingsbetingelser i vattenkultur hitta en
lamplig karaktar for att indirekt selektera for WLT. Tva intressanta karaktarer var rottillvéaxt
och klorofyllfluorescens (QY). Rottillvaxten paverkas direkt om plantan tvingas véxa i
vattenméttad jord, liksom fotosyntesen och dar med klorofyllfluorescensen. | undersékningen
korrelerade bagge karaktirerna med WLT i jord, men da forandringar i fluorescens &r
betydligt enklare att registrera valdes denna karaktar efter ingaende studier ut som mest
lampad att bygga en selektionsmetod pa. Metoden anvandes darefter for att (1) undersoka ett
stort sortmaterial, (2) studier av foradlingsmaterial for Norrland, (3) selektioner i klyvande
population och (4) studier av lamplig markdérpopulation och (5) fenotypning av en
markdrpopulation. Resultaten fran sortstudierna visar pa en stor variation men dven att
foradlingen av nya sorter gradvis lett till en 6kad tolerans. Anledningen till detta &r att det
redan idag ar viktigt med bra tolerans for hdg avkastning, vilket framgar av att WLT och QY
korrelerar med avkastningen i de officiella forséken (r=0.73 respektive r=0.84, N=10).

Aven om den utvecklade metoden uppfyller kraven for en selektionsmetod och skulle kunna
anvandas for att hitta lampliga korsningsforéldrar eller for selektion i klyvande populationer,
passar denna typ av metoder inte riktigt in i ett foradlingsprogram. Urvalen bor helst goras pa
faltet eller med DNA markoérer i laboratoriet. Det senare ar sarskilt viktigt eftersom
vattenstress liksom andra abiotiska stress har stor miljopaverkan och ar darfor svara att
selektera i falt. Av den anledningen var ett av delmalen att anvanda metoden till att
karaktarisera en DH-population avseende antingen rottillvéxt eller QY och med hjélp av SNP
markorer hitta QTL som skulle kunna anvéndas i foradlingen. Under senaste aren har flera
QTL-studier publicerats dér en feonotypning gjorts avseende WLT eller nekrosutbildning. |
den kommande analysen av funna QTL kommer dessa undersokningar anvandas for
verifikation och andra jamfdrande studier. Det finns dven tre undersokningar dér fluorescens
anvands i QTL studier avseende tork, salt och koldstress. Aven dessa bor kunna ge svar pa
fragan hur olika stress hanger ihop. Prelimindra studier av referensmaterialet i visar att
sorterna reagerar i stort lika pa vatten- och torkstress, dvs sorter som ar vattentoleranta dven ar
torktoleranta och vice versa.

Publikationer

Resultaten fran metodutvecklingen ar publicerad i Bertholdsson (2013). Resultaten fran
markdrstudierna kommer att publiceras nér den slutliga analysen av markdrdata gjorts och
resultaten jamforts med liknande undersékningar dar fenotypning gjorts av andra egenskaper
som paverkas av vattenmatnadsstress. Det finns dven tre studier dar fluorescens anvands men
for fenotypning av tork-salt och koldstressade plantor. N&r detta gjorts kommer en
popularvetenskaplig publikation ske i Sveriges Utsadesforenings Tidskrift. De tva sistnamnda
publikationerna har tyvérr fordréjds av att uppforékning och genotypning av
markdrpopulationen tog langre tid an beraknat. Genotypningen och efterféljande analyser
bekostas dessutom delvis av Einar och Inga Nilsson Stiftelse eftersom detta arbete inte ingick
i den ursprungliga ansokan.
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Slutsatser (gdllande nytta med rdd till néringen)

Den utvecklade metoden att anvénda hydrokulturer och klorofylifluorescens (Mini-PAM,
stressmeter) for studier av vattenstress under kontrollerade och standardiserade forhallanden
ar unik och bor kunna anvéndas av néringen for urval av foréldrar, linjer och enskilda plantor.
Resultaten fran undersokningen visar att det ar mycket viktigt att allt standardiseras innan och
under matningen. Om detta gors kan god repeterbarhet uppnas. Manga tillampningar av
klorofyllfluorescensmétningar gors idag i falt under mycket varierande forhallanden och
varierande resultat och ar darmed svartolkade.

Undersokningen visar pa stor variation bade i befintligt sortmaterial och i foradlingsmaterial.
Resultaten visar att det ar bland nya sorter och linjer dar det finns hogst tolerans. Det ar
darmed ingen anledning att leta bland aldre genbanksmaterial.

| undersékningen har flera intressanta QTL hittas som kan kopplas till vattenstress men ocksa
troligen till andra typer av stress som paverkar fotosyntesen och i forlangningen dven da till
avkastningen.

Genotypdata med SNP markdrer &r av stort intresse i foradlingen nar val nya
selektionsmetoder som GWS (genome wide selection) borjar tillampas, liksom nya metoder
som ar under utveckling dar &ven information om QTL é&r viktig.

Resultatférmedling till nédringen
Kornforadlare pa Lantmannen SW Seed (LSW) har fortloppande informerats om projektet.

Foradlingslinjer fran Norrlandsavdelningen (Lannas) har erhallits och screenats for
vattenmattnadstolerans.

Morten Lillemo har erhallit resultat fran norska kornsorter infor start av faltforsok i Norge
Foradlare pa Boreal i Finland har fatt resultat fran finska sorter

Kornforadlaren pa LSW, Sval6v har erbjudits 60 linjer (F3) ur en korsning mellan Henni
(tolerant) x Gustav (kanslig) for vidareforadling av andra agronomiska egenskaper. Linjerna
valts efter att ha genomgatt selektion for vattenmattnadstolerns bade i F2 och F3. LSW har
aven fatt en av sina markorpopulationer genotypad med 384 SNP markdrer och forutom
identifierade QTL for fluorescens under vattenstress kan genotypningen anvéandas for
liknande QTL studier av andra egenskaper.



