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Projektsammanfattning

For att uppna malet med Sveriges livsmedelsstrategi, att skapa tillvixt av
bioravaror pa ett hallbart sétt, dr det viktigt att trygga alla delar av
livsmedelskedjan. Det Gvergripande syftet med projektet &r att bidra till att
effektivisera vaxtforadlingen for avkastning av fro hos rodklover, en viktig
proteingrdda i Sverige. En utmaning inom rodkloverfroodlingen ér att avkastningen
varierar extremt mycket. Hos rodklover styrs fréavkastningen av manga faktorer,
bla tillgdng pa pollinatdrer, odlingstekniska faktorer och sortskillnader (tex
ploidigrad). Projektets mal &r att hitta stabila kopplingar mellan fréavkastning och
genomikdata som kan anvéndas i framtida forddlingsprogram baserat pa genomisk
selektion. Projektet dr en del av ett storre SLU Grogrund projekt (2021-2026).
Genom storskaliga filtforsok utforda pa tre platser (Skane, Ostergdtland, Uppland)
under tva &r har vi samlat in data pé froavkastning och blomningsgrad frén 222
diploida och 134 tetraploida sorter. Vi har ocksa samlat in sortdata frin mindre
faltforsok, bla doftdata fran blomhuvuden. Sort har en paverkan pa
froavkastningen, vilket &r lovande for pagaende genetiska associationsstudier med
malet att hitta genetiska markorer. Data pd blomningsgrad, vilka har samlats in
med hjilp av dronarflygningar och bildanalys, verkar korrelera med manuella
maitningar, men vi behdver kvalitetssikra analysmetoden innan dessa data kan
anvindas. Doftdata visar att specifika dofter ar kopplade till blomhuvudena och att
dessa dofter stings ner efter pollinering. Vi kan endast hitta sma skillnader i
doftméngd och sammansittning mellan de fem undersokta sorterna, vilket kan tyda
pa att doft 4r en stabil egenskap innan nedstangning. Under det vergripande
projektets slutskede (2026) kommer arbetet att koncentreras kring att lanka de
insamlade fenotypiska data med genetiska faktorer. Kunskap om genetiska
markorer som &r ldnkade med froavkastning kommer att vara viktig for att
vaxtforadlingen ska kunna ta fram sorter med stabil och hog froproduktion, vilket i
forlangningen gynnar bade froproducenter och vallodlingen.

Abstract

To achieve the goal of Sweden's food strategy, to create growth of bio-raw
materials in a sustainable way, it is important to secure all parts of the food chain.
The overall aim of the project is to contribute to making plant breeding more
efficient for seed yield in red clover, an important protein crop in Sweden. A
challenge in red clover seed cultivation is that the yield varies extremely. In red
clover, seed yield is controlled by many factors, including the availability of
pollinators, cultivation technical factors and cultivar differences (e.g. ploidy
degree). The goal of the project is to find stable connections between seed yield
and genomic data that can be used in future breeding programs based on genomic
selection. The project is part of a larger SLU Grogrund project (2021-2026).
Through large-scale field trials conducted at three locations (Skane, Ostergétland,
Uppland) over two years, we have collected data on seed yield and flowering
frequency from 220 diploid and 132 tetraploid varieties. We have also collected
varietal data from smaller field trials, including floral scent data from flower heads.
Variety has an impact on seed yield, which is promising for ongoing genetic
association studies with the goal of finding genetic markers. Data on flowering
frequency, which have been collected using drone flights and image analysis,
appear to correlate with manual measurements, but we need to quality-assure the
analysis method before these data can be used. Floral scent data show that specific
scents are linked to the flower heads and that these scents are shut down after
pollination. We can only find small differences in scent amount and composition
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between the five varieties investigated, which may indicate that scent is a stable
trait before shutdown. During the final phase of the overall project (2026), work
will focus on linking the collected phenotypic data with genetic factors. Knowledge
of genetic markers linked to seed yield will be important for plant breeding to be
able to produce varieties with stable and high seed production, which will
ultimately benefit both seed producers and cultivation of forage.

Bakgrund

Vall- och gronfodervéxter dr Sveriges storsta groda och odlas pé 1,1 miljoner
hektar akermark. En vil fungerande grovfoderproduktion i Sverige, med tillgang
till lampliga sorter for bade sddra och norra Sverige, ér av storsta vikt for svenska
géardars 16nsamhet. En viktig bestdndsdel i vallens proteinproduktion &r de
kvévefixerande vallbaljvéxterna (Boller m fl. 2010), dar rodklover (Fig. 1) ar mest
anvénd i Sverige. I Lantménnens forddling av rodklover ingér fem hogt prioriterade
egenskaper: avkastning av gronmassa, uthallighet, resistensegenskaper,
foderkvalitet samt froavkastning.

Rodkloverfroavkastningen varierar extremt mycket mellan olika gardar och ér,
vilket kan leda till brister i tillgdng pa utséde generellt eller av enskilda sort av
rodklover. Orsaken till variationen &r inte helt sékerstilld, men kan vara kopplad
till flera faktorer, tex odlingstekniska, sortbundna/genetiska (tex ploidigrad),
fertilitet eller andra sdsom pollinatorstjanster (Boller m 1. 2010; Bommarco m fl.
2012; Vleugels m fl. 2019). Studier som har kartlagt olika egenskapers betydelse
for froskorden hos bade diploida och tetraploida sorter pekar mot att viktiga
egenskaper &r antalet blomhuvuden per planta och antal fron per blomhuvud
(Vleugels m fl. 2016, 2019; Hederstrom m fl. 2021). For att fa en béttre forstaelse
for kopplingen mellan olika egenskaper och froskord &r det viktigt att kartldgga
genetiska skillnader i froskord mellan olika sorter samt koppla dessa till
fenotypiska sortskillnader under realistiska faltférhallanden. Idag har relativt fa
studier undersokt hur genetiska faktorer ér ldnkade till froskord (se tex Kovi m fl
2017). Sddana data dr mycket viktiga for att kunna utveckla effektiva
selektionsmetoder som kan anvéndas i vaxtforadlingen och som ar baserade pa
genetisk bakgrund, tex med hjilp av genomisk selektion. Denna typ av studier bor
ocksé ta ett helhetsgrepp sé att genetiska faktorer inte bara kopplas till froskord
utan ocksa till de andra viktiga egenskaperna som rér gronmassa mm, eftersom det
ar mojligt att det kan finnas avvégningar mellan olika typer av egenskaper.

Genomisk selektion &r en viktig metod for att forbéttra egenskaper som styrs av
manga gener, tex froavkastning, vilka ar svarare att forbéttra med hjilp av
konventionell forddling. Till skillnad frén flera andra grédor, dir 6kad
fréavkastning &r primér, har forddlingen av vallvixter som maél att samtidigt 6ka
bade froavkastning och avkastning av gronmassa. Med genomisk selektion
forvéntas urvalet av de tva egenskaperna effektiviseras da det kan ske tidigare i
foradlingsprocessen och simultant.
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Fig. 1. Blommande rodklover.

Syfte

I detta projekt &r vart mal att effektivisera vaxtforadlingen for avkastning av fro
hos rodkldver, genom att hitta stabila kopplingar mellan froavkastning och
genomikdata som kan anvindas i framtida forddlingsprogram baserat pa genomisk
selektion. Projektet finansieras dven av SLU Grogrund (2021-2016). Vi har ocksa
ett ndra samarbete med SLU Grogrundprojektet, ”’Genomisk selektion i rodklover
(Trifolium pratense L.)”, ddr man har studerat fyra av fem viktiga egenskaper:
avkastning av gronmassa, resistensegenskaper, uthallighet samt foderkvalitet. Vart
projekt kompletterar det andra projektet genom fokus pé froavkastningen, den
femte viktiga egenskapen inom foérdadlingen. Detta kan dven mojliggora simultana
studier av alla fem forddlingsmal.

Metod

Projektet bestér av tre delprojekt (work packages, WPs). WP1: fenotypning av
froavkastning i faltforsok pa tre platser i olika delar av Sverige under tva ar. Bade
diploida och tetraploida sorter utvirderas. WP2: fenotypning pa detaljniva i
mindre skala (vixthus/mindre faltforsok). Har koncentreras studierna pa ett mindre
antal sorter och mer komplexa egenskaper, vilka kopplas till genotyp pa
individnivd. WP3: genetisk analys inklusive genetiska associationsstudier
(GWAS) for onskvirda egenskaper, identifiering av gener och genetiska markorer
som kan nyttjas i de prediktionsmodeller som utvecklas i det angrédnsande
projektet.

WP1: fenotypning av fréavkastning i féltférsék

For att jamfora froavkastning mellan olika sorter har vi etablerat féltforsok med
220 diploida och 132 tetraploida rédkldversorter pa tre olika platser, 1) Svalov i
Skéne, ii) Kélbick i Ostergétland och iii) Lovsta i Uppland). Dessa tre platser
ticker in de delar av Sverige dér kloverfroodlingen ar vanligast. Féltforsoken har
genomforts under tva ar (etablering 2022-2023, skord 2023-2024). Vi har anvént
en standardmetod for faltforsok, en sa kallad modified augmented design, dir
sorterna utvérderas i en parcell vardera och upprepningen utgdrs av de olika
platserna/éren. Designen anvénder ocksa mitarsorter (tva diploida respektive tva
tetraploida marknadssorter med kidnda froodlingsegenskaper med flera
upprepningar i varje forsok), vilket mojliggor upptickt avvikelser i forsoken.
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De diploida och tetraploida sorterna har separerats helt frén varandra i separata
faltforsok, eftersom pollen fran en annan ploidiniva kan leda till minskad
froproduktion. Urvalet av sorter har baserats pa de redan genotypade sorterna i det
angransande projektet.

Fenotypning under utvirderingsaren (2023-2024) har fokuserat pa méitning av
blomegenskaper, dels manuellt och dels via dronare och bildanalys
(metodutveckling i detta projekt), samt froskordsdata. Forsoken har troskats och
froet rensats med standardmetoder. Analyser av grobarhet har ocksa utforts med
standardmetoder. Vi har ocksa inventerat pollinatorstillgdngen pé varje plats
genom att 1dgga ut transekter, vilket dr en beprévad metod (Lundin m fl. 2017),
minst tre gdnger per sommar.

WP2: fenotypning pa detaljniva

For att fa mer detaljerad kunskap om blom- och véxtegenskaper som kan vara
associerade med froavkastning, har vi utfort f6rsok i mindre skala (faltforsok i
Alnarp). Hér har studierna koncentrerats pa ett mindre antal sorter och mer
komplexa egenskaper eller egenskaper som ar mer resurskrivande att utvérdera,
bla pollenkvalitet, nektarproduktion (med vara etablerade metoder, Hederstrom m
fl. 2021), samt blomdoft. Blomdoften studeras med hjélp av etablerade metoder for
doftuppsamling och kemisk analys. De fenotypiska egenskaperna, inklusive
froproduktion, kommer vi koppla till genotyp pa individnivd med hjilp av RNA-
sekvensering.

WP3: genetisk analys

For att koppla de fenotypiska data fran WP1-2 till genetiska faktorer, anvénds
genetiska associationsstudier (GWAS) for 6nskviarda egenskaper, identifiering av
gener och genetiska markdrer (SNPs) som kan nyttjas i de prediktionsmodeller som
utvecklas i det angrénsande projektet. Var ambition &r ocksé att frdavkastningen
ska kunna studeras tillsammans med de tidigare inventerade fyra egenskaperna fran
det angransande projektet. RNA-sekvenseringsdata kommer dven att analyseras for
data insamlade fran de mindre faltforsoken (blad samt blomhuvuden i olika
utvecklingsstadier fran sex sorter).

Resultat och diskussion

WP1: fenotypning av fréavkastning i faltférsék

De storskaliga féltforsoken pé de tre platserna Svaldv (Skane), Kdlback
(Ostergétland) och Lovsta (Uppland) under 2023-2024 har genererat en stor méingd
froavkastningsdata (Fig. 2). Trots att vi kan se skillnader i avkastning mellan de
olika forsoksplatserna, sé visar en forsta analys att sort har en signifikant paverkan,
vilket tyder pa en genetisk effekt. Tidigare studier har visat att froskordar kan skilja
sig stort mellan olika delar av Sverige (Amdahl m fI. 2016), vilket kan vara kopplat
till pollinatorstillgdngen (Svensson m fl. 2025) eller andra miljoméssiga faktorer
(Jing m fl. 2021). Tex var 2023 ett utmanande ar viderméssigt med en torr
var/férsommar och en blot hogsommar/sensommar. Det har darfor varit viktigt att
vi har kunnat utfora forsoken pa flera platser under tva ar.
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Fig. 2. Froavkastning hos diploida (2n) och tetraploida (4n) sorter pa de tre forsdksplatserna
under 2023 och 2024. N = antal sorter.

Forutom att samla in data pa froskord fran vara faltforsok sé har vi ocksé inventerat
pollinatorsforekomst och samlat in data pa antal blomhuvuden per ytenhet, bade
genom manuell rékning och genom bildanalys fran dronarfoton tagna med en RGB
kamera pa 14g hojd. Bildanalysmetoden ar under utveckling och mojliggdr en
snabb inventering av blomningsgraden hos manga sorter. Det &dr dock viktigt att vi
kan sikerstélla metodens tillforlitlighet innan den tas i bruk i storre skala. I ett
forsta steg kan vi se att blomningsgraden korrelerar positivt mellan bildanalyser
och manuella méitningar, men att sambandet &r starkare for diploida sorter. Vi har
ocksa identifierat en del avvikande vérden i analyserna. Detta kan tex bero pa att
inte hela parcellen kom med pé bilden eller att blomhuvuden hénger 6ver kanten pa
parcellen. Vi arbetar darfor just nu med en djupare analys av bilderna for att kunna
sdkerstélla vilka bilder som &r palitliga och vilka som bor uteslutas fran fortsatta
analyser. Ett nésta steg kommer vara att testa om blomningsgraden ocksé &r direkt
kopplad med fréavkastningen. Om sa ar fallet skulle denna metod kunna anvéndas
for snabb filtfenotypning som en indikation pa fréavkastning.

Tabell 1. Medelvirden for fenotypiska egenskaper med en koppling till froskord hos tva
diploida (2n) och fyra tetraploida (4n) sorter (data insamlade fran sma faltférsok i Alnarp
2022 och fran tidigare studier Hederstrom m fl. 2021, ”Sverigeforsok”, Svensson m fl.
2025). Olika bokstéver indikerar signifikanta skillnader (p < 0.05).

| Estimat marginella medelvirden
|Beroende variabel df p-value |SW Ares (2n) | SW Yngve (2n) | Betty (4n) Holly (4n) Pegey (4n) | Vicky (4n)
R . 7 <0.001 0.75 0.76 0.62 0.58 0.56 0.66
Frésattning (proportion av alla smablommor) b B B :
7 <0.001 319 318 421 418 442 537
Frovikt 200 frd
révi Tén (mg) ab ab be be be
7 <0.001 123.2 115.6 129.8 115.6 128.0 118.5
Smablommor per blomhuvud
o be be be
Fraskord Sverigeférstk 2020-2021 3 =0.001 13.8 10.2 2.1 136
[ b [ o | [ = [
Medel £+ SD
Grobarhet pollen (proportion 100 pollenkorn) El <0.001 0'(:34 0'3314 0'126
= 5 <0.001 |32.54+16.74 56.39+31.30(49.60 + 28.12
Pollenslangslingd (um) b b
a
Grobarhet pollen {proportion 100 pollenkorn) (Hederstrém m fl. 2021) 0.55 0.59 0.43 0.36
dngd (mm)(Hederstrom m fl. 2021) 0.36 0.33 0.35 0.41

WP2: fenotypning pa detaljniva

De smaskaliga faltférsdken i Alnarp utférdes under 2022-2023. Data insamlade
fran tva diploida och fyra tetraploida sorter fran 2022 pavisade sortskillnader for
frosittning, frovikt och pollenegenskaper, men inte for smablommor per
blomhuvud (Tabell 1). Vi valde ut sorter dir véra tidigare data indikerade att de var
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antingen lag- eller hdg-avkastande for att gora det lattare att koppla froskérd med
andra egenskaper.

Betty Holly Peggy

Compound

. 1_Phenyl_sethancl
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2_Heptancne

. 5_Hepten_2_One
Acetophenone
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- Hexahydrofarnesyl_acetone
B o
. SesquiterpenaW
. wans_Famesyi_acetate
. trans_Methyl_cinnamate
. trans_trans_alpha_Famesene

Fig. 3. Doftprofiler fran blomhuvuden hos fem rodkloversorter (Yngve ar diploid, Betty,
Holly, Peggy, Vicky ér tetraploida). ”Compound” = identifierade kemiska &mnen som kan
knytas till blomhuvuden.

Vi var intresserade av att studera sortskillnader i egenskaper som &r viktiga for att
attrahera pollinatdrer, som blomdoft dér det idag finns begrinsad kunskap for
rodklover. Vi samlade in doft fran knoppar, 6ppna blomhuvuden samt
blomhuvuden som hade blivit besokta av pollinatdrer hos fem sorter i de sma
faltforsoken 1 Alnarp under 2022-2023 och i det storskaliga forsoket i Svalov 2024.
Vi kunde med hjilp av dessa data identifiera vilka kemiska &mnen som utgor
blomdoft. Blomdoftprofilerna verkar dock inte skilja sig nimnvért mellan de
undersokta sorterna, varken med avseende pa méngd eller sammansittning (Fig. 3).
Detta skulle kunna tyda pa att blomdoften dr en stabil egenskap som inte paverkas
namnvért av forddling. Resultaten visar ocksa att pollinerade blomhuvuden
reducerar blomdoften nér de har blivit besokta av pollinatorer, trots att
sméblommorna i huvudet fortfarande &r 6ppna. Det &r vanligt hos vilda véxter att
blomdoften dndras efter pollinering (Schiestl m fl. 1997), men har inte tidigare
visats hos rodklover. Om blomdoften stdngs ner innan alla smablommor har blivit
pollinerade, vilket vi inte vet i dagslédget, skulle detta kunna leda till
pollinationsbegransning av froséttningen.

WP3: genetisk analys

Eftersom projektet dr en del av det stérre SLU Grogrund projektet som fortfarande
pagar (tom 2026) sa har detta delprojekt inte slutforts an. I skrivande stund har vi
paborjat de planerade GWAS studierna med fréavkastningsdata. Eftersom vér
analys av froavkastningsdata frén de storskaliga féltforsoken indikerar att det finns
en genetisk komponent som styr denna egenskap, sé dr det lovande for véra
mojligheter att hitta genetiska markdrer. Vi har ocksé samlat in, extraherat RNA
samt fatt tillbaka RNA-sekvenseringsdata fran sekvenseringsforetag i var RNA-
sekvenseringsstudie, dir vi vill studera genuttryck kopplade till olika stadier av
blomhuvudets utveckling, sortskillnader (Tabell 1) samt eventuell koppling till
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nedstdngning av blomdoft hos pollinerade blomhuvuden. Dessa data md&jliggor att
hitta ytterligare markdrer som styr froavkastningen.

Slutsatser, nytta fér malgrupper i nédringsliv/’samhélle och akademi, fortsatta
utvecklingsbehov och mdojligheter.

Detta projekt har mdjliggjort insamling av en stor méngd fenotypiska sortdata fran
bade storskaliga och smaskaliga faltférsok hos diploid och tetraploid rodklover. Vi
kan se att froavkastning verkas styras &tminstone delvis av genetiska faktorer. Vér
metod med dronare och bildanalys verkar lovande for snabbare inventering av
blomningsfrekvens, men vi behdver utveckla en metod for kvalitetskontroll av
dessa bilder. Aven om metoden inte #r helt firdigutvecklad in, sa ser vi att denna
metod kan ha potential att effektivisera urvalsmetoder i filt, speciellt hos diploida
sorter. Resultaten fran doftanalyserna som tyder pa en nedstdngning av blomdoften
efter pollinering ar intressant. Vi vet dock inte vilken betydelse detta kan ha for
pollinationsframgéngen och froséttningen, vilket &r studier som kan vara viktiga att
fortsdtta med.

Eftersom projektet ér en del av ett storre projekt sé har vi inte slutfort de viktiga
genetiska analyserna &n. Dessa analyser — bdde GWAS och RNAseq — kan
forhoppningsvis hjélpa oss att hitta genetiska markdrer som styr froavkastningen.
Kunskap om genetisk koppling med froavkastning kommer kunna bidra till att
effektivisera véaxtforddlingen, tex genom ett nytt modernt genomisk selektion-
baserat foradlingsprogram pa Lantméannen Lantbruk. I ett nésta steg finns ocksa
mojligheten att med dessa data undersdka hur froavkastning dr sammanlénkat
genetiskt med de andra viktiga egenskaperna - avkastning av gronmassa,
resistensegenskaper, uthéllighet samt foderkvalitet, vilket kan ge en béttre
helhetsbeddmning av olika sorter.

Tillgdng pa rodkloversorter med stabil och hog fréavkastning, som dven &r
hégavkastande i vallodlingen, ar en viktig grundbult for bade froproducenter och
odlare. Det dr av vikt att sdkerstélla kloverfrotillgangen for odlare 1 bade sodra och
norra Sverige, och en 6kad produktion av vallfrd kan leda till affirsmojligheter for
svenska froodlare genom en 6kad export. Sverige har idag en framgéngsrik
produktion av vallfré och efterfragan pa bade konventionellt och ekologiskt vallfro
Okar bade pd den inhemska och internationella marknaden. Sverige har darfor stor
potential att 6ka froexporten d& svenskt fr6 i allménhet har jamn kvalitet och hog
renhet och farre besvirliga ogrés.
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