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Sammanfattning

For att bidra till en hallbar livsmedelsproduktion, behover den variabla frosattningen hos rodkléver
stabiliseras. Vad variationen beror pa ar daremot inte helt klarlagt. For att satta fré behdver
smablommorna i kloverhuvudet korspollineras av pollinatérer. Darfor ar det av intresse att
undersoka majliga faktorer till 1ag pollinationsgrad och darmed &g grad av frosattning. Eftersom
blomdoft lockar pollinatérer och kan indikera blommans mottaglighet for pollination, har jag i denna
studie undersokt hur kloverhuvudets doft forandras i och med pollination, och om det finns nagot
samband mellan blomdoft och frésattningsgrad.

Studien har baserats pa tidigare insamlat material bestdende av kloverhuvuden och doftprover
fran dessa. Analys av doftprover har fokuserat pa specifika doftamnen. Doften fran utslagna, tickta
blomsterhuvuden har jamforts med doftdmnen fran utslagna huvuden som Gppet pollinerats under
48 timmar och kontrollerats mot doftprover fran icke utslagna kléverhuvuden i knoppstadiet.
Kontrollen har syftat till att testa om vissa blomdoftsémnen 6kar nar blommorna &r utslagna och
mottagliga for pollination. | studien har dven frosattningsgraden undersékts, menat hur manga
procent av smablommorna per kléverhuvud som satt fro. Detta for att slutligen underséka huruvida
det forekommer ett samband mellan grad av frésattning och doftavgivning.

Resultatet indikerar att halten utvalda blomdoftsamnen generellt &r lagst i knoppstadiet, for att
sedan ¢ka nar blommorna slagit ut, men dérefter sjunka da kléverhuvudena pollinerats och satt fro.
Samtidigt tyder resultatet pa att vissa blomdoftsamnen avges i mer konstant halt over
kloverhuvudets olika utvecklingsstadier. Géllande graden av frésattning visar resultatet enligt
forvantan en vésentligt hogre frosattning hos kldverhuvuden som éppet pollinerats, jamfort med
kléverhuvuden som varit tdckta. Daremot kan ingen korrelation ses mellan graden av frosattning
och mangden doft i pollinerade blommor. Arbetet avslutas med forslag pa hur forbattringar kan ge
mer tillforlitliga resultat.

Nyckelord: Trifolium pratense L., frosattning, kléverfroproduktion...



Abstract

To contribute to sustainable food production, the variable seeding rate in red clover needs to be
stabilized. However, what the variation is due to is not fully understood. To set seed, the florets in
the clover head need to be cross-pollinated by pollinators. Therefore, it is of interest to investigate
possible factors for a low pollination rate and thus a low seed setting rate. Since floral scent attracts
pollinators and can indicate the flower’s susceptibility to pollination, in this study | have investigated
how the scent of the clover head changes with pollination, and whether there is any relationship
between floral scent and seed set rate.

The study has been based on previously collected material consisting of clover heads and scent
samples from them. Analysis of scent samples has focused on specific scent compounds. The scent
of open, covered flower heads has been compared with odorants from open heads that had been open
pollinated for 48 hours and checked against scent samples from unpollinated bud-stage clover heads.
The control was aimed at testing whether certain floral scent compounds increase when the flowers
are opened and susceptible to pollination. In the study, the seeding rate was also investigated,
meaning how many percent of the florets per clover head set seed. This is to finally investigate
whether there is a relationship between degree of seeding and scent emission.

The result indicates that the content of selected floral scent compounds is generally lowest in the
bud stage, then increases when the flowers have bloomed, but then drops when the clover heads
have been pollinated and set seed. At the same time, the results indicate that certain flower scent
compounds are emitted in more constant levels across the different development stages of the clover
head. Regarding the rate of seeding, the result shows, as expected, a significantly higher seeding in
clover heads that were open pollinated, compared to clover heads that were covered. However, no
correlation can be seen between the degree of seed setting and the amount of fragrance in pollinated
flowers. The work concludes with suggestions on how improvements can produce more reliable
results.

Keywords: Trifolium pratense L., seed set, clover seed production...
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1. Inledning

1.1. Bakgrund

Jordbrukets produktion ligger till grund for livsmedelsférsorjningen. Samtidigt har
global befolkningsdkning och intensifierad livsmedelsproduktion lett till negativa
konsekvenser for klimat, miljo och biologisk mangfald REF (Hederstrom 2019).
Den biologiska mangfalden har minskat pa grund av det senaste arhundradets
okning av monokulturer och anvandning av kemiska medel inom jordbruket. For
en mer hallbar produktion behover jordbruket dessutom minska sina utslapp av
bland annat koldioxid (Naturvardsverket 2023). Vidare medfoér produktionen
kvavelackage till luft och vatten vilket orsakar luftféroreningar samt forsurning och
dvergddning.

Rodklover ar kvavefixerande, vilket minskar behovet av godsling och &r sérskilt
vardefullt vid ekologisk produktion (Lankinen & Ohlund 2013). Férutom som
grongodslingsgroda odlas rodklover for att producera grovfoder med hdog
proteinkvalitet och ar Sveriges mest anvénda vallbaljvéxt (SLU Grogrund 2023a).
Vall ar Sveriges mest odlade gréda och bidrar till kolinlagring (SLU Grogrund
2023Db). Rodkléver utgor samtidigt en viktig fodokéalla for humlor och gynnar pa sa
vis biologisk mangfald (Sundahl 2015). Rodklover ar dessutom mer torktalig an
vitklover (Jing et al. 2021a). Efterfragan pa rodklover forvantas darfor 6ka i och
med klimatférandringarna (Luscher et al. 2014).

Odling av rodkléver kraver utsdde i form av fron (Lankinen & Ohlund 2013).
Variationen i avkastning vid kloverfroproduktion &r dock stor. Hog och stabil
avkastning ar avgorande for en hallbar livsmedelsproduktion, och ligger till grund
for det pagaende forskningsprojektet och Grogrundsamarbetet *Vixtforadling for
okad froavkastning hos rodklover’ (SLU Grogrund 2023b). Froavkastningen i
rodklover paverkas av manga olika faktorer, men vad variationen beror pa ar inte
helt klarlagt (Hederstrom 2019). Ett av de framsta foradlingsmalen i rédklover har
varit stor grénmassa — en egenskap som visat sig vara svarkombinerad med hég och
stabil froavkastning (Jing et al. 2021c). Den naturliga ploidinivan for rédkléver ar
diploid, medan tetraploida sorter med fordubblat antal kromosomuppsattningar
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foradlats fram. De tetraploida sorterna har storre grénmassa och lagre fréavkastning
jamfort med de diploida.

Minskande fréavkastning och o©kad variation kan orsakas av bristande
pollination (Bommarco et al. 2012). Ett kléverhuvud bestar av runt hundra
smablommor, och for att sétta fro behdver korspollination av insekter ske mellan
individer, da rodklover har hog sjalvinkompatibilitet (Jing et al. 2021c). En blomma
ar mottaglig for pollination i upp till 10 dagar. Ju fler blommor som pollineras,
desto fler har mojlighet att sétta fro.

Blomdoft &r ett satt for manga blommande vaxter att attrahera pollinatorer
(Raguso & Pellmyr 1998). Doften signalerar att det finns foda i form av pollen eller
nektar. Pollinatorers preferenser kan paverkas av doftens sammansattning och
intensitet (Raguso 2008). Nar blommor pollinerats slutar de ofta att avge doft
(Rodriguez-Saona et al. 2011). En nedstangning av blomdoft kan vara en tidig
indikation pa att ett blomhuvud inte langre ar mottagligt for pollination. Med
anledning av detta &r det intressant att studera relationen mellan pollinering och
nedstangning av blomdoft hos rodklover.

1.2. Syfte och hypotes

Malet &r att bidra till 6kad forstaelse om vad som paverkar froavkastningen hos
rodklover. Syftet ar att se om det finns ett samband mellan pollination och
nedstdngning av blomdoft, det vill s&ga om graden av pollination och halten
blomdoftsamnen ar korrelerade. Anledningen &r att detta skulle kunna ge en ledtrad
om forédling for langre blomdoftsperioder kan leda till 6kad frosattning. Hypotesen
ar att blomdoften dkar nar smablommorna i kloverhuvudet 6ppnas och avtar nar de
pollineras och befruktas. Minskningen i doft kan vara en tidig detekterbar signal pa
att blommornas mottaglighet for pollination minskar, och lag frosattning kan bero
pa att nedstangning av doft sker innan majoriteten av smablommorna har
pollinerats.

1.3. Fragestallningar

1. Skiljer sig frosattningsgraden mellan tdckta och Oppet pollinerade
kloverhuvuden?

2. Skiljer sig doftavgivningen av respektive malamne hos kléverhuvuden i
knoppstadiet gentemot hos téckta kléverhuvuden?

3. Skiljer sig doftavgivningen av respektive maldamne hos tackta gentemot hos
kloverhuvuden som Oppet pollinerats?

4. Finns det nagon korrelation mellan kléverhuvudens frosattningsgrad och
malamnens halt?

12



1.4. Genomférande och avgransningar

Undersokningen har genomforts som en empirisk studie dar insamlade prover
analyserats. Litterara kéllor har anvénts for att beskriva bakgrunden, samt i
metodavsnittet och diskussionen av resultatet. Froforekomst har detekterats och
smablommor med respektive utan froforekomst raknats for att bestimma
frosattningsgraden hos kléverhuvuden. Doftprover har kemiskt analyserats for att
tentativt identifiera doftdamnen. Resulterande data har med statistiska metoder
analyserats for att studera eventuella skillnader och samband.

Infor frorakningen har en demonstration 6ver proceduren erhallits. Kemisk
analys har foregatts av instruktioner, bekantskap med programmet och inlarning av
tillvagagangssattet. Forstaelse av metoderna for insamling av material har
fordjupats genom ndrvaro vid doftuppsamling och extraktion av doftdmnen, samt
genom en demonstration av proceduren for GC-MS. Litteratur och diskussioner har
givit ytterligare bekantskap med aktuella metoder och omraden for studien.

For passande omfattning har amnet avgrénsats genom att enbart studera
doftavgivning och froséttningsgrad, med vetskapen att olika faktorer kan avgoéra
froavkastningen hos rodklover, exempelvis Iag fertilitet, ofullstandig froutveckling
och forluster under skordemomentet (Jing et al. 2021a). Identifieringen av
doftamnen har varit preliminar, baserat pa jamforelser mellan masspektra fran
referensbaser, och inte pa jamforelser med retentionstider och masspektra fran
syntetiska standarder. Studien har pa grund av dess syfte samt tidsramen for
genomfdrandet avgransats till att understka 20 forutbestamda doftdmnen, och inte
studera samtliga forekommande doftdmnen. Vidare utesluter studien jamforelser
mellan olika kloversorter och olika tidsintervall for pollination for lamplig
omfattning. Slutligen anvénds enbart enklare statistiska analyser i form av parvisa
jamforelser av medelvarden, samt korrelationer mellan variabler.
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2. Material och metod

2.1. Material

Undersokningen utgick fran material insamlat sensommaren 2023 av Marina
Emelianova, vid Alnarps tradgardslaboratorium, utanfor denna studie. Materialet
bestod dels av utslagna kléverhuvuden som Oppet pollinerats under 48 timmar, dels
utslagna tackta kléverhuvuden, samt doftprover fran bada dessa grupper. Aven
doftprover fran kloverhuvuden i knoppstadiet ingick i materialet som kontroll.
Sorterna var de tetraploida Betty, Holly, Peggy och Vicky samt den diploida sorten
Yngve. Totalt innefattade materialet till denna studie prover bestaende av 87
kléverhuvuden (Bilaga 1 och 2) med tillhérande 45 doftprover (Bilaga 3).

2.2. Metod

2.2.1. Insamling av material

Insamlingen av doftprover och kloverhuvuden har skett utanfor ramen for
examensarbetet. Detta dr en kort forklaring av proceduren och radande férhallanden
for att ge en kontext. Uppsamling av dofter fran blommor skedde fran grupper av
tre kléverhuvuden samtidigt. Dels fran kléverhuvuden i knoppstadiet, det vill sdga
dar smablommorna dnnu inte Oppnat sig. Resterande kloverhuvuden hade tidigare
forts ihop tre och tre och tacktes med pasar av nylonnat innan smablommorna slagit
ut. Nar blommorna 6ppnats avlagsnades en del av pasarna for 6ppen pollinering
under 48 timmar, varefter kléverhuvudena tacktes av en stekpase och dofter
samlades upp fran dessa under fem timmar (fran ca 10.00 till 15.00) innan de
ursprungliga nylonpasarna aterfordes. Doftuppsamlingen fran tackta blomhuvuden
gjordes parallellt fran blomhuvuden déar nylonpasarna avlagsnades omedelbart
innan stekpasen placerades Over blomhuvudena, for att undvika pollination.
Doftuppsamlingen skedde genom att luft pumpades ut ur pasen och genom ett filter
bestdende av en teflontub innehallande 25 mg absorbent (Poarpak G, Supelco)
(Larsson et al. 2021). Under perioden for doftuppsamling radde ostadigt vader,
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vilket kan ha paverkat dmnenas halter. Kloverhuvudena forblev tackta av
nylonpasarna efter doftuppsamlingen och plockades efter ytterligare ca 2 veckor
nar de mognat och vissnat och sparades i frys vid -20°C.

Ur filtret extraherades doftamnena med I6sningsmedel (2 x 150 pL hexan) ned i
en 1,5 ml glasvial, varefter en intern standard tillfordes (trans-anetol, 1 pg tillforts
som 10 pL hexan med koncentrationen 100 ng trans-anetol/uL). Proverna sparades
darefter i frys vid -20°C. Den interna standarden syftade till att gbra en
approximativ bestdimning av méngderna av dmnen i provet genom att jamféra med
en kénd méngd av den interna standarden.

Proverna koncentrerades under kvévgas till ca 50 pL och injicerades sedan pa
en gaskromatograf kopplat till masspektrometer (GC-MS) for analys. Metoderna
for GC-MS foljde i stort sett procedurerna i Molander et al. (2022) for analyser vid
SLU Alnarp, med vissa variationer. | korthet gjordes injektionerna (2 puL) med
autoinjektor pa en DB-WAX-kolonn (60 m x 0,25) med temperaturprogrammet
40°C i tre minuter, foljt av 8°C/minut till 225°C med 10 minuters sluttemperatur.

2.2.2. Frorakning

For att fa fram graden av frosattning anvandes en tidigare framtagen metod
(Hederstrom et al. 2021). Antalet smablommor per kléverhuvud raknades samtidigt
som det med fingertoppen kéandes efter froforekomst. En sméablomma
representerades av ett sammansatt foderblad. Vid osakerhet om froférekomst
oppnades foderbladet. For varje kléverhuvud sorterades smablommorna i grupper
om tio i kolumner enligt fyra kategorier (Figur 1).

Figur 1. Foto 6ver pagaende frérakning. a=oskadad med fro, b=oskadad utan fr6, c=skadad med
fro, d= skadad utan fré. Blommor mellan kolumnerna ¢ och d har inte sorterats vid tidpunkten for
fotografering.
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Till oskadade smablommor raknades hela foderblad och till skadade raknades
foderblad med hal i sig eller som pa annat sétt inte var hela (Figur 2). Vid slutford
sortering av ett prov réknades materialet i vardera kolumn.

-
.

Figur 2. Foto pa hur en skadad blomma kunde se ut.

2.2.3. Identifiering av doftamnen

Analysen utgick fran 20 forutbestamda amnen dels fran tidigare publicerade studier
(Buttery et al. 1984; Valentin 2022), och dels fran preliminara analyser av
doftuppsamlingar fran kléverknoppar, opollinerade och pollinerade kléverblommor
enligt Larsson'. Av de 45 doftproverna i denna studie analyserades 42 prover av
skribenten sjélv. Doftamnen identifierades via kemisk identifiering i programmet
HP/Agilent GC-MS Postrun Data Analysis genom att kromatogram med toppar for
de olika doftamnena analyserades. Masspektra for olika toppar jamférdes med
referensspektra fran databaser for att tentativt identifiera doftamnen, och de relativa
mangderna av varje dmne mattes genom toppens area. | analysprogrammet
undersoktes om de utvalda malamnena fanns genom att fokusera pa toppar néra
kiand ungefarlig retentionstid. Malamnen identifierades preliminart genom att
jamfora deras masspektra med referensspektra fran referensdatabaserna NIST 20
och Wiley 12. Spektra for varje malamne jamfordes ocksa mellan alla proverna for
att bekréfta att retentionstid och spektra motsvarade samma amne genom alla
prover.

1 Mattias Larsson, universitetslektor vid Institutionen for véxtskyddsbiologi, SLU Alnarp. Personlig
kommunikation, 2024.
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2.2.4. Statistisk analys

Frosattningsgrad

Antal smablommor med fré dividerades med det totala antalet smablommor for
thckta respektive ©ppet pollinerade prov. Detta gav medelvarden av
frosattningsgraden i procent. Genom ett tvasidigt fordelat t-test med lika varians,
togs ett p-varde fram for att visa om skillnaden var statistiskt signifikant, med en
signifikansniva pa 95%.

Doftamnen

Ett &mnes méngd i nanogram per prov uppskattades genom att dividera dmnets area
med provets area av anetol, samt multiplicera med 1000 ng (motsvarande méngden
anetol i provet). Den uppskattade genomsnittliga uppsamlade mangden av ett amne
per blomhuvud i ett prov rdaknades ut genom att dividera d&mnets mangd med det
antal blomhuvuden som ingatt i uppsamlingen. | undantagsfall kunde endast 2
blomhuvuden anvéndas i en uppsamling, och darfér behévde proverna justeras for
dessa skillnader. Ett amnes medelméangd i nanogram per kléverhuvud for vardera
behandling rdknades ut genom att summera amnets mangd per kloverhuvud for
behandligens samtliga prov och dividera summan med antalet prover i
behandlingen. For varje d&mne utfordes t-test for att se om halten skiljde sig
signifikant at, dels mellan blomknoppar och tackta kléverhuvuden, dels mellan
tackta och 6ppet pollinerade blomhuvuden.

Doftamnen i relation till frésattningsgrad

Data fran frorakningen av kloverhuvuden som Oppet pollinerats sammanstélldes
med data fran kemisk analys av tillhérande doftprover, for att se om det fanns ndgon
korrelation mellan frésattningsgrad och halten av ett doftamne. For vardera &mne
gjordes en regressionsanalys mellan frosattningsgraden och mangden av ett dmne.
Analysen gav dels korrelationskoefficienten med ett varde mellan 0 och 1 dar ett
lagt véarde antyder att variablerna inte ar korrelerade. Forklaringsmattet R-kvadrat
anger hur manga procent av variansen i den ena variabeln som beror pa variansen i
den andra. Fran analysen anvandes aven p-varden for att bestimma signifikansen
med en signifikansniva pa 95%.

17



3. Resultat

3.1. Frosattningsgrad

Tackta kloverhuvuden visar i snitt en frosattningsgrad pa 1% medan hos Gppet
pollinerade blomhuvuden ar frosattningsgraden ungeféar 28% i snitt (Figur 3). T-
testet visar ett p-varde pa 0,0000000000002, vilket indikerar en mycket hog grad
av signifikant skillnad 1 frgsattningsgrad mellan tackta kléverhuvuden och
kléverhuvuden som 6ppet pollinerats under 48 timmar.

80% -

70% -

60% -

w

S

S~
1

40% -

30% -

Frosattningsgrad

20% -

10% -

0% -

B Tackta B Oppet pollinerade

Figur 3. Laddiagram 6ver procentuell frésattningsgrad i medeltal for tackta respektive Gppet
pollinerade prov, inklusive standardavvikelser. Tackta: n = 42. Oppet pollinerade: n=45.
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3.2. Blomdoftsamnen

I den kemiska analysen har 13 blomdoftsdmnen tentativt identifierats; acetofenon,
metylcinnamat 2, 5-hepten-2-on, EE-a-farnesen, metylcinnamat 1, indol, 2-
heptanon, 2-aminobensaldehyd, a-metyl-bensylalkohol, hexahydrofarnesylaceton,
Z-B-ocimen, E-B-ocimen och karyofyllen (Figur 4, 5 och 6). Generellt ses laga
halter jamfort med tidigare ar2, mest troligt pd grund av vaderpaverkan. Amnen
bendmnda metylcinnamat 1 och metylcinnamat 2 antas vara olika isomerer av
metylcinnamat. Halten acetofenon Overstiger Gvriga i sadan grad att amnet
illustreras i ett eget stapeldiagram i figur 4.

500 -

400 -

300 A

200 4

Acetofenon (ng/kloverhuvud)

100 4

0 -

Knopp Tackt Oppet pollinerat

Figur 4. Stapeldiagram &ver halten acetofenon i nanogram per kléverhuvud for respektive
behandling. Diagrammet visar medelvarden och standardavvikelser. n=14.

Halterna av resterande identifierade blomdoftsémnen illustreras i figur 5 och 6. For

vardera &mnet visas tre staplar dar varje stapel representerar &mnets halt i respektive
behandling.

2 Mattias Larsson, universitetslektor vid Institutionen for véxtskyddsbiologi, SLU Alnarp. Personlig
kommunikation, 2024.
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Knopp mTackt mOppetpollinerat

Figur 6. Stapeldiagram éver blomdoftdmnens halt i medel (ng/kléverhuvud) inklusive
standardavvikelser. n=14.

Resultatet indikerar att de flesta blomdoftsamnen forekommer i lagre halt hos
kléverhuvuden i knoppstadiet jamfoért med hos tackta blomhuvuden, &ven om stor
variation i doftavgivning mellan proverna begransade mojligheterna att hitta
signifikanta skillnader. Skillnaden i doftavgivning mellan knopp och tackt &r
signifikant for fyra amnen (Tabell 1). Tva av dessa doftamnen, férekommer
samtidigt i signifikant lagre halt hos 6ppet pollinerade, jamfért med téckta
kléverhuvuden. Resultatet tyder pa att de flesta utvalda blomdoftsamnen avges i
lagre halt fran kloverhuvuden som ppet pollinerats, jamfort med tackta.
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Tabell 1. Jamforelse av blomdoftdmnens halt mellan kldverhuvuden i knopp och téckta
kloverhuvuden, samt mellan tackta och dppet pollinerade, genom tvasidigt fordelade tvasampeltest
med lika varians. Ett p-varde<0,05 indikerar signifikant skillnad och markeras med fetstil.

Amne p-varde p-varde
knopp;tackta tackta;0ppet pollinerade
acetofenon 0,22 0,17
metylcinnamat 2 0,03 0,03
5-hepten-2-on 0,17 0,28
EE-oa-farnesen 0,12 0,12
metylcinnamat 1 0,01 0,01
indol 0,12 0,13
2-heptanon 0,03 0,17
2-aminobensaldehyd 0,33 0,37
o-metyl-bensylalkohol 0,01 0,13
hexahydrofarnesylaceton 0,33 0,10
Z-B-ocimen 0,59 0,34
E-B-ocimen 0,39 0,18
karyofyllen 0,64 0,31
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3.3. Doft i relation till frosattningsgrad

Ingen signifikant korrelation kunde pavisas mellan ett Oppet pollinerat
kloverhuvuds froséttningsgrad och mangden av ett &mne. Trenden ar for alla R-
varden att de antyder en positiv korrelation (Tabell 2).

Tabell 2. Resultat av regressionsanalys av vardera doftamnes halt och frosattningsgraden hos 6ppet
pollinerade kléverhuvuden. Multipel-R och R-kvadrat nara 1 samt ett p-varde<0,05 tyder pa
korrelation.

Amne Multipel-R  R-kvadrat p-vérde
acetofenon 0,40 0,16 0,15
metylcinnamat 2 0,18 0,03 0,53
5-hepten-2-on 0,33 0,11 0,25
EE-a-farnesen 0,12 0,02 0,67
metylcinnamat 1 0,10 0,01 0,73
indol 0,25 0,06 0,39
2-heptanon 0,15 0,02 0,61
2-aminobensaldehyd 0,25 0,06 0,40
o-metyl-bensylalkohol 0,25 0,06 0,40
hexahydrofarnesylaceton 0,04 0,00 0,89
Z-B-Ocimen 0,03 0,00 0,92
E-B-Ocimen 0,08 0,00 0,78
karyofyllen 0,08 0,01 0,77

Amnena vars halt &r narmast att korrelera med frosattningsgraden ar acetofenon och
5-hepten-2-on. | punktdiagrammen nedan ses antydan till positiv korrelation (Figur
7 och 8).
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Figur 7. Punktdiagram &ver halten acetofenon i relation till frésattningsgraden hos &Gppet
pollinerade kloverhuvuden. En punkt motsvarar ett kloverhuvud och vérdena ar baserade pa
medelvarden for tre kléverhuvuden.
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Figur 8. Punktdiagram &ver halten 5-hepten-2-on i relation till frésattningsgraden hos Oppet
pollinerade kléverhuvuden. En punkt motsvarar ett kléverhuvud och vardena ar baserade pa
medelvarden for tre kléverhuvuden.
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4. Diskussion och slutsats

Frosattningsgraden var som forvéntat signifikant hogre hos kléverhuvuden som
Oppet pollinerats under 48 timmar, jamfort med kloverhuvuden som varit tackta.
Déremot forvéantades inga froer hittas hos de tackta, men trots detta visade de en
frosattningsgrad pa 1%. Den ovantade frosattningen kan indikera att det inte rader
total sjalvinkompatibilitet hos rodkldversorterna i studien, och att de darmed
mojligen kan sjalvbefruktats i viss man. Hog grad av sjalvpollination har tidigare
hittats hos tetraploid rédklover (Jing et al. 2021a). Det forekommer samtidigt en
risk att frordkningen inte stdmmer Gverens med den faktiska frosattningsgraden,
eftersom berakningen snarare kan ségas vara en uppskattning. Sma fron kan ha
missats och resultatet vore darfor palitligare ifall tid funnits till att Gppna upp
samtliga smablommor for att kontrollera froférekomsten. Frosattning kan dessutom
ha skett men att fron blivit uppatna, da blommor varit angripna av till exempel
kloverspetsvivlar vars larver livnar sig pa fron (Stephansson 1998). Frosattningen
behover inte heller spegla graden av pollination da det & majligt att inte samtliga
pollinerade blommor satt fro pa grund av 13g fertilitet (Jing et al. 2021b).

Gallande blomdoftsdmnen tycks avgivningen av de flesta undersokta &mnen i
denna studie vara hogre hos utslagna tackta kloverhuvuden, jamfért med hos
kléverhuvuden i knoppstadiet. Resultatet indikerar &ven att blomdoftsavgivningen
ar lagre hos kléverhuvuden som 6ppet pollinerats under 48 timmar, jamfért med
tackta huvuden. Detta tyder pa att dessa blomdoftsamnen minskar i samband med
pollination. Med tanke pa att samtliga kloverhuvuden tacktes innan blommorna
slagit ut och doftuppsamling fran Gppet pollinerade och tackta gjordes parallelit,
utesluts att variationen vore tidsberoende. Daremot dr skillnaderna enbart
signifikanta gallande ett fatal amnen. Vidare indikerar resultatet att vissa doftamnen
avges i mer konstant halt genom rodkléverhuvudets utvecklingsstadier, vilket tyder
pa att dessa amnen avges fran olika vaxtdelar, medan andra @mnen framst tycks
avges fran blommorna. Detta styrker resultatet av tidigare preliminara analyser?.
Amnen bendamnda metylcinnamat 1 och metylcinnamat 2 har nastan identiska
masspektra men hittats pa olika retentionstider, varfor amnena bor vara olika
isomerer av metylcinnamat. Utan publicerade retentionsindex eller anvandning av
syntetiska standarder &r det daremot oklart vilket &mne som utgor vilken isomer.

3 Mattias Larsson, universitetslektor vid Institutionen for véxtskyddsbiologi, SLU Alnarp. Personlig
kommunikation, 2024.
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Metylcinnamat 1 och 2 &r de enda doftamnen vars halt 6kat signifikant fran knopp
till utslaget kléverhuvud, och dessutom minskat signifikant i samband med
pollination. Att metylcinnamat avges i signifikant lagre halt hos dppet pollinerade
rodkléverhuvuden jamfort med tackta, stammer 6verens med en tidigare studie
(Valentin 2022). Valentins resultat visar dven signifikant lagre halt acetofenon hos
Oppet pollinerade blomhuvuden.

Mojligheterna att hitta signifikanta skillnader i doftdmnens halt mellan
behandlingarna har begrénsats av att det forekom stor variation i doftavgivning
mellan prover. En forklaring kan vara att det inom varje behandling ingick
kléverhuvuden av olika sorter. Detta stérks av att signifikanta skillnader i halten av
metylcinnamat och acetofenon har hittats mellan olika kl6versorter (Valentin
2022). Sorterna galler Vicky, Yngve och Betty, vilka dven ingar i denna studie.
Samtidigt var vadret under perioden for insamling mycket molnigt och regnigt,
vilket tycks ha gett dver lag lagre mangder producerade doftdmnen jamfért med
tidigare ar. Vaderforhallandena kan darfor aven vara en del i forklaringen till stor
variation och bristen pa signifikanta skillnader. Tidigare studier indikerar dessutom
att variation i doftavgivning kan férekomma mellan blommor pa samma planta
(Eisern et al. 2022). Vidare kan statistikdelarna utvecklas ytterligare, da framfor allt
kontroll av normalférdelning hade 6kat chansen att hitta signifikans.

Studien har inte kunnat pavisa nagon signifikant korrelation mellan halten av ett
doftamne och graden av frosattning hos 6ppet pollinerade blomhuvuden. Det ar
mojligt att en korrelation finns, men att det krdvs mer detaljerade observationer for
att kunna pavisa den. Viss forklaring kan finnas i tidigare namnda
paverkansfaktorer pa frosattningsgrad och blomdoftsamnens halt. | denna studie
anvandes dessutom grupper av tre huvuden for doftuppsamling, och variation inom
varje grupp kan ha dolt ett samband. Da studien aven berort flera olika kléversorter
med diverse genetiska och morfologiska skillnader kan det vara antagbart att
sorterna aven skiljer sig at i doftavgivning i relation frosattning, inte minst mellan
den diploida sorten och de tetraploida. Resultatet antydde en viss tendens till positiv
korrelation mellan doftdmnenas halt och graden av froséttning hos Oppet
pollinerade prov, det vill sga att en hog doftproduktion tycktes sammanfalla med
hdg frosattningsgrad. Eftersom signifikans saknas och forandringen hos enskilda
individer &r okénd, ar det mojligt att individer med hdgst froséttning och
doftavgivning aven haft hogst doftavgivning innan pollination, och darmed hogre

mottaglighet.
Tanken var fran borjan att i denna studie undersoka sorterna individuellt och att

gora jamforelser mellan dem. Detta genomfordes inte pa grund av att det uppstod
avsaknad av material och sett till lamplig omfattning av arbetet. Vid tidpunkten da
materialbristen uppstod, hade redan veckors tid gatt till att analysera majoriteten av
materialet. Det ar mojligt att det vore mer lampligt om arbetet i ett tidigt skede
avgransats till att studera en sort eller ett fatal sorter individuellt, trots lagt antal
replikat. Med hansyn till detta har data fran sorten Betty i efterhand sammanstallts
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i diagram (Bilaga 4, 5 och 6). | bilagorna ses att resultatet hade blivit nagot
annorlunda om sorten Betty undersokts enskilt. Samtidigt indikerar diagrammen att
stor variation kan forekomma aven inom en sort. Lagt antal prov per behandling
har troligen bidragit till stor standardavvikelse. Att innefatta 10-15 replikat i
vardera behandlingen anses lampligt.

Amnen har identifierats tentativt. For att slutgiltigt havda identiteten hos ett
amne bor fler steg vidtas (JCE 2024). Primart har samma &mnen jamforts, men
identifieringen vore mer exakt om retentionsindex anvants. Genom att analysera
alkaner pa samma typ av kolonn som doftamnena, kunde doftamnens retentionstid
studerats relativt alkanernas. Ett annat satt att utfora kemisk analys ar att undersoka
samtliga forekommande d@mnen, men har inte ansetts nédvéandigt och lampligt sett
till studiens syfte och lamplig omfattning. Studien har baserats pa metodanalysen
av Eisen et al. (2022). Syftet med att utga fran ett antal forutbestamda doftamnen
har varit att undersoka skillnader utifran kanda amnen som studerats tidigare, det
vill séga att undersoka dmnens halt fére och efter pollination i ett kdnt system.
Blomdoftsdmnens méngd har normaliserats till nanogram, vilket gjort resultatet
jamforbart med Valentins (2022). Déaremot tas hansyn till att &mnen har olika
molmassa om doftamnens mangd i stéllet anges i Sl-enheten mol. Vidare &r det
mojligt att analysen blivit mer noggrann om tva standarder tillsats och dessa varit
battre anpassade till amnena for analys. Har tillsattes en enstaka intern standard av
anetol, da amnet ar en aromatisk forening och dess retentionsintervall ar ungefarligt
med aromatiska &mnen i blomdoft, samt i forenlighet med tidigare publikationer
(Friberg et al. 2014; Friberg et al. 2013; Moré et al. 2021; Svensson et al. 2005).

Syftet med undersokningen var att ta reda pa om det finns ett samband mellan
doftavgivning och lag froavkastning hos rodklover, genom att studera
frosattningsgraden och utvalda doftamnens halt under Kkléverhuvudets olika
utvecklingsstadier. Sammanfattningsvis antyder studiens resultat att avgivningen
av vissa doftamnen hos rodkléver minskar i samband med pollination, dven vid lag
grad av froséattning. Daremot kan ingen slutsats dras kring huruvida méngden doft
efter pollination har ett direkt samband med graden av froséttning, da ingen
signifikant korrelation har pavisats. Studien kan daremot ge underlag for hur
framtida studier kan utforas for att hitta eventuella samband. For tydligare resultat
foresprakas mer detaljerade studier, dar doftuppsamling gors fran enstaka
kloverhuvuden. Det kan dven vara intressant att samla doft fran samma
kléverhuvud i dess olika utvecklingsstadier. Av intresse kan dessutom vara att ta
hansyn till ration mellan doftamnen. Vidare foreslas fler och kortare tidsintervall
for pollination. Sannolikheten att hitta samband okar troligen ocksa om en
rodkléversort studeras individuellt givet tillrackligt antal replikat, samt genom
sortjamforelser.
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Bilaga 1. Tackta kléverhuvuden

Collection date |Site

2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgérdslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgérdslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgérdslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgérdslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgérdslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgérdslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet
2023-09-04 Alnarp, tradgérdslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgérdslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgérdslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgérdslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgérdslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet
2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet

Betty
Betty
Betty
Yngve
Yngve
Holly
Holly
Holly
Vicky
Vicky
Vicky
Peggy
Peggy
Peggy
Betty
Betty
Betty
Yngve
Yngve
Yngve
Holly
Holly
Holly
Vicky
Vicky
Vicky
Peggy
Peggy
Peggy
Betty
Yngve
Yngve
Yngve
Holly
Holly
Holly
Vicky
Vicky
Vicky
Peggy
Peggy
Peggy
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B1B_A
B1B_B
B1B_C
Y1B_A
Y1B_B
H1B_A
H1B_B
H1B_C
V1B_A
V1B_B
V1B_C
P1B_A
P1B_B
P1B_C
B2B_A
B2B_B
B2B_C
Y2B_A
Y2B_B
Y2B_C
H2B_A
H2B_B
H2B_C
V2B_A
V2B_B
V2B_C
P2B_A
P2B_B
P2B_C
B3B_A
Y3B_1_A
Y3B_1_B
Y3B_1_C
H3B_A
H3B_B
H3B_C
V3B_A
V3B_B
V3B_C
P3B_A
P3B_B
P3B_C

|Cu|tlvar |Sample name |Treatment

Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated
Unpollinated



Bilaga 2. Oppet pollinerade kléverhuvuden

1 Collection date |SIte |Cu|tivar |Sarnple name |Treatment I
2 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Betty B1P_A Pollinated 48 h
3 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Betty B1P_B Pollinated 48 h
4 2023-09-04 Alnarp, tradgérdslabbet Betty B1P_C Pollinated 48 h
) 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Yngve Y1P_A Pollinated 48 h
6 2023-09-04 Alnarp, tradgérdslabbet Yngve Y1P_B Pollinated 48 h
7 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Yngve Y1P_C Pollinated 48 h
8 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet  Holly H1P_A Pollinated 48 h
9 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Holly H1P_B Pollinated 48 h
10 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Holly H1P_C Pollinated 48 h
11 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Vicky VIP_A Pollinated 48 h
12 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Vicky V1P_B Pollinated 48 h
13 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Vicky ViP_C Pollinated 48 h
14 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Peggy P1P_A Pollinated 48 h
15 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Peggy P1P_B Pollinated 48 h
16 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Peggy P1P_C Pollinated 48 h
17 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Betty B2P_A Pollinated 48 h
18 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Betty  B2P_B Pollinated 48 h
19 2023-09-04 Alnarp, tradgdrdslabbet Betty B2P_C Pollinated 48 h
20 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Yngve Y2P_A Pollinated 48 h
21 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Yngve Y2P_B Pollinated 48 h
22 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Yngve Y2P_C Pollinated 48 h
23 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet  Holly H2P_A Pollinated 48 h
24 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Holly H2P_B Pollinated 48 h
25 2023-09-04 Alnarp, tradgérdslabbet  Holly H2P_C Pollinated 48 h
26 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Vicky  V2P_A Pollinated 48 h
27 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Vicky  V2P_B Pollinated 48 h
28 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Vicky V2P_C Pollinated 48 h
29 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Peggy P2P_A Pollinated 48 h
30 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Peggy P2P_B Pollinated 48 h
31 2023-09-04 Alnarp, tradgardslabbet Peggy P2P_C Pollinated 48 h
32 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet Betty B3P_A Pollinated 48 h
33 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet Betty  B3P_B Pollinated 48 h
34 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet Betty B3P_C Pollinated 48 h

35 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet Yngve Y3P_1_A Pollinated 48 h
36 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet Yngve Y3P_1_B Pollinated 48 h
37 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet Yngve Y3P_1_C Pollinated 48 h

38 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet  Holly H3P_A Pollinated 48 h
39 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet  Holly H3P_B Pollinated 48 h
40 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet  Holly H3P_C Pollinated 48 h
41 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet Vicky V3P_A Pollinated 48 h
42 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet Vicky  V3P_B Pollinated 48 h
43 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet Vicky  V3P_C Pollinated 48 h
44 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet Peggy P3P_A Pollinated 48 h
45 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet Peggy P3P_B Pollinated 48 h
46 2023-08-14 Alnarp, tradgardslabbet Peggy P3P_C Pollinated 48 h
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Bilaga 3. Doftprover

Cultivar

©®NOG A BN =

RA
= o

Date of sample collection Stage Number of flowersin 1 sample Sample name File name
3 B1K

ML2_2023_196_KajsaMClover25_B2K.D
ML2_2023_190_KajsaMClover19_Y2K.D
ML2_2023_193_KajsaMClover22_H2K.D
ML2_2023_187. MClover16_V2K.D
ML2_2023_199_KajsaMClover28_P2K.D

ML2_2024_023 KajsaMClover34B3K.D

3Y3K 1smth ML2 2024 034 _KajsaMClover43Y3K_1_smth.D
3 1 - ML2_2024_ ] 2r44Y38_1.0

ML2_2024_020_KajsaMClover31H3K.D
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Bilaga 4. Frosattningsgrad Betty. n=9.

For kloverhuvuden av sorten Betty &r frosattningsgraden 0% for tackta och 10% for

Oppet pollinerade. Ett t-test ger p-vardet 0,0005, vilket &r en signifikant skillnad.
n=9.
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Bilaga 5. Blomdoftsamnen Betty. n=3

Acetofenon/kléverhuvud (ng)

Nanogram per kléverhuvud
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Bilaga 6. Blomdoftsamnen Betty. n=3.
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