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Inom svensk foderproduktion &r en av de stora utmaningarna att hdja produktionen av inhemskt
protein. | detta inbegrips aven vallfoder. Bland baljvaxterna har lusern pa senare ar blivit
vanligare i vallfroblandningar. Ett problem som rapporterats bade fran radgivare och lantbrukare
ar att kan vara svart att framgangsrikt etablera lusern.

Malsattning med detta projekt var att i vaxthus underséka nagra olika faktorer som kan vara
avgorande for en lyckad etablering av lusern. Utgangspunkten var falt dar etablering och tillvaxt
inte motsvarat lantbrukare och radgivares forvantningar. Genom att odla i jord fran dessa falt
med kant svag resultat och behandla med olika kvavefixerande Rhizobium-ymp och tillsatts av
mikrondring, har vi undersokt om vi kan forbéttra etablering och tillvéxt.

Sammanfattningsvis kan noterats:

- att det med enkla metoder i véxthus gick att upprepa problem med etablering av lusern
i jord fran falt med etableringsproblem

- att det gick att bedoma effektiviteten pa rhizobier pa grodutveckling

- att det skiljde i effektivitet mellan olika rhizobiumpreparat

- att en sort lusern reagerade annorlunda (signifikant) for olika stammar av Rhizobium

- tillférsel av mikronaring i form av molybden och bor gav en positiv effekt pa
tillvéxten

- att NIR spektrum innehaller information som gér det méjligt att objektiv gradera
fargen pa rhizobienoduler.

Bakgrund
En forutsattning for en lyckad etablering av baljvaxter ar att Rhizobium bakterie som bildar

symbios med lusernen &r effektiv i sin kvavefixering. Naturligt finns ett stort antal
Rhizobiestammar och effektiviteten att fixera kvéve varierar mellan dem (Gibson et al., 1975).
Vid sadd av lusern ympas i princip alltid utsadet med en Rhizobiumbakterie (Rhizobium spp. )
och vid en lyckad inokulering uppnas stora skordedkningar.

Avgdrande for utgangen ar dessa Rhizobiestammars formaga att etablera sig pa rétterna.
Detta beror pa hur konkurrenskraftiga bakterierna ar och ocksa vilken sort av lusern som skall
etableras (Martensson och Ljungren, 1987; Bergersen, 1970; Singleton och Tavares, 1986).

Formagan att ge en effektiv kvavefixering varierar mellan olika bakteriestammar, saval
naturligt forekommande och ympade (Gibson et al, 1975; Gao and Yang, 1995, Binde etal.,
2009, Bergersen, 1970, Reeve et al, 1993) Foérutom konkurrens mellan Rhizobiumstammar
kan det ocksa uppsta konkurrens mellan Rhizobium (Martensson och Ljungren, 1987;
Ljungren, 1993) och andra frilevande typer av bakterier, tex Pseudomonas ( Berggren,
1998). For klover hdvdas att en ympning endast kan gora sig gallande om férekomsten av
lokala Rhizobiumstammar i jorden &r l1ag (Ljungren, 1993) eller att de lokala stammarna har
en lag konkurrenskraft (Singleton och Tavares, 1986)).



Yiterligare faktorer som kan paverka tillvaxten av Rhizobium ér tillganglighet till vissa
naringsamnen. Det géller t ex. molybden (Mo), kalcium (Ca), bor (B) och fosfor (P) ( Bonilla
och Bolanos, 2009). Molybden ingar i i enzymet nitrogenas som styr N-fixeringen (Kaiser,
2005). Aven om det kan finnas tillfredstallande halter i marken, s& kan anaeroba och sura
forhallande inne i bakterie-nodulerna begransa upptaget (Bonilla and Bolanos, 2009). Forsok
med positiv effekt av molybdenet har gjorts bla i Sydafrika, med att tillsammans med
ympningen tillsatta Mo direkt pa utsadet (Bambara and Ndakdemi, 2009; Gupta et al., 2001).
Dartill kommer att &ven laga halter av jarn (Fe), kobolt (Co) och kalium (K) har rapporterats
stora fixeringen och darmed grédans utveckling. Dessutom paverkar effekterna av pH-varde
bade véxten och de kvavefixerande mikroorganismerna (Geijerstam, 2001).

Avsikten med denna forsta studie var att undersoka om problembilden i falt kan upprepas i
véxthus och om hamning i tillvaxt kan mildras/havas genom tillforsel av nagra olika sk
baljvaxt ympar. Det kan ocksa vara olika ymp som passar till olika sorter. For att minska
risken att en eventuell naringsbrist skall stora forsoket tillfordes ocksa mikronaring i form
av B och Mo, i en av behandlingarna.

En framtida utveckling av detta projekt &r att utveckla ett vaxthustest for att bestdamma hur
effektiv kvavefixeringen &r hos ett falts N-fixerare och se om det a&r mojligt att ersétta en
vaxttest med analys av férekomsten av specifikt rhizobie-DNA.

Material och metoder
Jord fran fyra falt samlades in pa hésten 2012. Pa tre av jordarna hade det varit problem med
etablering av lusern (K, R0, Ra) och pa den fjarde jorden (1) har etablering varit mycket god.
| anvands som kontroll.

Falt | pH P-Al K-Al Mg-Al | P-HCI K-HCI | Cu-HCI | Mo
mg/100 | mg/100 | mg/100 | mg/100 | mg/100 | mg/100 | mg/kg
g g g g g g

K 59 |59 4,8 4,5 81 83 14 1,7

I 77 199 12 11 130 290 49 23

Ra 65 |68 11,0 4,8 96 65 11,0 0,93

RO 6,5 |65 4,2 8,5 64 75 8,0 1,2

Tabell 1. Jordanalyser fran provjordarna.( provdjup 0-20 cm)
K= Kallegarden, I= Ingefredsgéarden, Ra=Réadde, R6=R0ossberga

Utséadet saddes i enliters plastkrukor fyllda med samma volym med jord. I varje kruka saddes
10 fron. Sadden gjordes den 18 september. Den 24 och 25 oktober gallrades krukorna med
malsattning att ha 5 stycken plantor i varje kruka. Ogrés plockades bort manuellt.

Mikronaringen i form av molybden., Molytrac 250, ( http://www.yara.se/crop-
nutrition/products/yaravita/1007-yaravita-molytrac ) och bor, Bor Super (
http://www.gullviks.se/produkter/produkter _bor_super.pdf ) tillsattes efter uppkomst i
utspadd form den 30 oktober. Dosen motsvarade den som anvénds i praktiskt jordbruk. For
bor rekommenderas 300 g per ha och for molybden 62 g per ha. Spadning av mikrondringen
gjordes sa att dosen motsvarade hektardosen pa den yta som krukan representerade.

Krukorna placerades i vaxthus dar temperaturen fram till bérjan av december holls pa 14
grader. Belysning tillsattes for dagslangd mellan kl. 06.00 och kl. 22.00. Mellan december och
februari holls temperaturen pa ca 5 grader. | slutet av februari hojdes temperaturen succesivt.



http://www.yara.se/crop-nutrition/products/yaravita/1007-yaravita-molytrac
http://www.yara.se/crop-nutrition/products/yaravita/1007-yaravita-molytrac
http://www.yara.se/crop-nutrition/products/yaravita/1007-yaravita-molytrac
http://www.gullviks.se/produkter/produkter_bor_super.pdf

Tre jordar Tvd sorter Fyra ymp Mikro 4 upor
- + oympad Mo, B HHRRL

=1 =1
2%2 2

3
4
2 1 3 240
2 krukor
3 1
2
8
Kontrolm™=—==——1 oympad krukor
jord 2

Figur 1. Forsoksplan

| tre av jordarna (K,R0,Ra) saddes tva stycken lusernsorter med fyra olika ymp plus en
oympad kontroll. De sorter som anvandes och ympades med rhizobier var Lucelle och
Daphne . | ett forsoksled tillsattes mikronéring.

| den fjarde jorden, kontrolljorden, saddes oympad lusernfro av sorten Lucelle.

Ymparna som anvandes var tre stycken ympar fran en svensk

leverantor,” Inocula.scandinavica” www.inocula.se och en ymp frdn Novozyme ,
www.bioag.novozymes.com/en/products/canada/Pages/default.aspx

Ympningen utfordes pa laboratorium déar rekommenderad méangd ymp tillfordes till respektive
utsdde. Ymp 1 och 3 var ymp utblandad i jordsubstrat och slammades upp for att sedan
tillforas utsadet. Ymp2 var i 1osning och ymp 4 i form av torr vara baserad pa kvartssand.

Ymp Nr Jord Nr Sort Nr
Kanadensisk | 1 Kallegarden 1 Daphne |1
Koncentrerad | 2 Radde 2 Lucelle |2
Lucern 3 RoOssberga 3
Arto A-béna |4 Ingefredsgérden

a b C.

Tabelll 2. Anvanda ympar (a), jordar (b) oéh sorter ()

Krukorna graderades vid tva tillfallen, 10 december 2012 och 9 april 2013. Bestandet
graderades utifran en attagradig skala dar 1 var samst bestand och 8 bést bestand. Fargen
graderades utifran en femgradig skala dar 1 var minst gron farg och 5 var gronast farg.
Utifran bestands- och farg-gradering berdknades sedan ett tillvaxtindex. Indexet ar beraknat
som en faktor mellan bestandstillvaxt och farg, (bestand*farg/2). Ett bestand pa 4 och farg 3
fick ett tillvaxtindex pa 6.

Plantorna skordades den 10 december och 14 april. Det skoérdade materielet torkades i
varmeskap i 55 C.

| sambandet med att forsoket avslutades raknades och graderas bakterieknélarna pa rotterna
efter storlek, utseende (réda/vita) samt placering pa roten. Samtidigt togs ett spektra pa
knolarna upp med ett NIR-instrument (Nara Infrardd Reflektans). Detta instrument fran ASDI
mater ocksa reflektans i det synliga vaglangdsomradet (ASDI Fieldspec Pro FT).
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www.ASDI.com ). Avsikten var att testa om det gar att bedoma knolarnas farg och darmed
indirekt deras kondition. NIR-tekniken kan bli ett enkelt moment for att titta pa effektivitet
hos knolar i biotester.

Materialet ar bearbetat statistiskt med SAS.

Resultat

Resultaten visar att det finns en skillnad mellan ymparna nér man ser till tillvéxtindex oavsett
sort eller jord (tabell 3).

Resultaten for ymparna visar samma resultat dven vid en uppdelning pa respektive sort (tabell
4 och 5).

Ymp 1 ger hogst varde foljt av ymp 4, ymp 3 och lagst tillvéaxtindex far lusernen som ympats
med ymp 2. Aven delskérdarna och totalskorden visar samma resultat med ymp 1 som ger
hogst skord (tabell 6).

Ymp Tillvaxtindex Rel tal
oympad 3,1(a) 100
1 10,8(b) 348
2 4,7(c) 151
3 5,6(d) 180
4 6,8(d) 219
P varde <0.0001

Tabell 3. Tillvaxtindex for ymparna for bada sorterna och i alla jordarna. Avlasning april
2013. Tillvaxtindex= bestandsutveckling*farg/2

Varden med olika bokstéaver skiljer sig at (p<0,05). Varden beraknade enligt SAS.

Ymp Tillvaxtindex Tillvaxtindex
Sort 1 Rel tal Sort 2 Rel tal

oympad 4,0 (a) 100 2,1 (a) 100
1 11,9 (b) 298 9,7 (b) 461
2 5,4 (a,e) 135 4,1 (a,c) 195
3 7,1 (c,d,e) 177 4,1 (a,c) 195
4 8,2 (d) 205 5,4 (c) 257
p <0,0001 <0,0001

Tabell 4. Tillvaxtindex for respektive sort 1 och 2 med ymp i alla jordar med och utan mikro.
Avlasning april 2013. Varden med olika bokstéaver skiljer sig at (p<0,05). Tillvaxtindex=
bestandsutveckling*farg/2. Varden beraknade enligt SAS.

Ymp Tillvaxtindex Tillvaxtindex
Jord 1 Rel tal Jord 2 Rel tal Jord 3 Rel tal

oympad 3,1 100 3,6 100 3,9 100

1 49 158 16,4 456 11 282

2 1,7 55 7,7 214 4,8 123

3 4,4 142 7,9 219 4,8 123

4 4,4 142 9,3 258 6,3 162

p <0,0001 <0,0001

Tabell 5. Tillvaxtindex for respektive jord 1, 2 och 3 med ymp i alla jordar oavsett sort samt
med och utan mikro. Avlasning april 2013. Tillvaxindexet=bestandsutveckling*farg/2.
Varden berdknade enligt SAS.
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Ymp dec 2012 Rel tal april 2013 Rel tal totalskoérd ts | Rel tal
tsg tsg g

oympad 0,5 (a) 100 1,1 (a) 100 1,5 (a) 100

1 0,9 (b) 180 2,7 (b) 245 3,6 (b) 240

2 0,6 (c) 120 1,5 (c) 136 2,2 (c) 147

3 0,8 (d) 160 1,9 (c,d) 172 2,7 (d) 180

4 0,5 (a) 100 2,0 (d) 181 2,5 (c,e) 167

p <0,0001 <0,0001 <0,0001

Tabell 6. Torrsubstansskérd. Delskdrdar samt totalskord for bagge sorterna vid avlasning i
december, april samt totalskdrd. Varden med olika bokstaver skiljer sig at (p<0,05). Varden
berdknade enligt SAS.

Ymp bestand Rel tal Rel tal | farg Rel tal Rel tal
dec april dec april

oympad 3,5(a) 100 2,3 (a) 100 3,1(a) 100 2,7 (a) 100

1 5,4 (b) 154 5,3 (b) 230 3,6 (b) 116 3,8 (b) 140

2 4,0 (c) 114 3,3 (c) 143 2,9 (c) 94 2,7 (a) 100

3 4,9 (d) 140 3,8 (c) 165 3,3 (c) 106 2,8 (a) 103

4 4,9 (d) 140 3,8 (c) 165 3,2 (c) 103 3,4 (c) 126

p varde <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Tabell 7. Tillvaxtindex for ymparna for bada sorterna och i alla jordarna med avseende pa farg
och bestandsgradering. Véarden med olika bokstaver skiljer sig at (p<0,05). Varden beréknade
enligt SAS.

Mikrondringstillforsel

Tillsatsen av mikronaring i form av Mo och B har i decembergraderingen inte gett nagra
skillnader. Daremot har det vid graderingen i april gett skillnader som visar pa hogre tillvaxtindex
efter mikrotillforsel (tabell 8). Ju hogre tillvaxtindex desto storre 6kning av vid tillforsel av mikro
vid gradering i april.

Tillvéxtindex
Jord
1 rel tal 2 rel tal 3 rel tal

Utan mikro,dec 5,3 100 9,8 100 8,5 100
Med mikro,dec 51 96 8,9 90 8,0 85

p=0,63 p=0,08 p=0,20
Utan mikro,april 3,2 100 7,2 100 5,1 100
Med mikro,april 4,3 134 10,8 150 7,2 141

p=0,08 p<0,001 p=0,0002

Tabell 8. Tillvaxtindex med och utan mikro for badgge sorterna (vérden beréknade enligt SAS).



Kontrolljord

Vid graderingar av kontrolljorden, Ingefredsgarden, har tillvaxtindex vid bada tillfallena varit
hogre i &n oympad i 6vriga jordar. Tabell 9 visar graderingen i oympad for respektive sort och
jord vid graderingen i april. Endast vid ett tillfalle, sorten Luselle i jord fran Radde vid avlasning
i april, har ympning gett ett hogre tillvaxtindex an det uppmaétta vardet for oympad Luselle i
kontrolljorden.

Tillvdxtindex sort 1 Tillvaxtindex sort 2
jord 1 Jord |Jord3 | kontrolljord |Jord1 |Jord2 | Jord3 | kontrolljord
2
oympad 4,3 3,0 3,3 17,5 0,5 2,6 3,3 12,5
bastaymp | 8,6 14,9 | 8,3 5,3 16,3 10,1

Tabell 9. Tillvaxtindex for oympat i kontrolljorden och for bada sorterna i respektive jord vid
avlasning i april samt hogsta tillvéxtindex for basta ympen i jord 1-3 (Rakt medelvérde).

Resultaten visar pa att det finns en skillnad i effektivitet hos de olika ymparna. Vid en jamforelse
mellan ymparna har ymp 1 gett hogst tillvaxtindex samt ocksa hogst torrsubstanstillvaxt. Det
kan ocksa konstateras att i jord 1, dar det var storst problem att etablera lusernen och ocksa lagst
pH, &r effekten av ymparna mindre.

NIR-spektrumfranrhizobie-knolar

En principalkomponent i en sk principal komponent analys ( en sk PCA plot) ar en linjér
beskrivning av mesta mojliga variation i en flerdimensionell rymd. Varje vaglangd utgor en
dimension i analysen. Eftersom samvariationen mellan vaglangderna ar stark kan man pa
detta satt reducera antalet dimensioner och beskriva variationen med ett fatal latenta variabler,
s.k. principalkomponenter och anda forklara det mesta av variationen. Brus hamnar i den del
som inte forklaras. | PCA-plotten ligger prover som ar lika varandra néra varandra. Genom
deriveringen korrigeras for baslinjeférskjutningar och spektrala egenskaper forstarks.
Principalkomponent 1 forklarar i denna undersokning mest av den totala variationen (62 %),
men denna variation skiljer inte mellan de klasser som definierats vid den okuldra
beddmningen av knélarna.

Déremot i kombinationen med PCA komponent 3 kan kndlar som beddmdes vara rosa
separeras fran de som var vita knélar samt de stora kan skiljas fran de sma (figur 2). D.v.s.
resultaten indikerar att det gar att anvanda NIR-tekniken for att pa objektivt sétt ersatta en
human okular besiktning av rhizobiekndlar!

| komponent PC 3 har den synliga delen av spektrumet storst inflytande (figur 3) och det ar
helt enkelt fargen som beskrivs i komponent PC3. | PC 1 har vaglangdsband runt 1400, 1900
och 1100 nm storst inflytande och de forklaras framst med skillnader i vattenhalt mellan
proven (absorbtionsbanden vid 1400 och 1900 nm korrelerar till vattenmolekyler).
Vilken/vilka kemiska foreningar som speglas av informationen i 1100 nm aterstar att reda ut.
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Figur 2. PCA-plot av de deriverade NIR-spektrum fran rhizobieknélarna.

Figur 3. Figuren visar adsorptionen i de olika vaglangdsbanden.

Diskussion
Problem med svag etablering i félt gick att upprepa i véxthus och kunde matas som férsdmrad

tillvaxt och blekhet hos de bada lusernsorterna. Det gick ocksa att forbattra tillvaxten genom
ympning. Detta visar att det kan vara en mojlighet att anvanda véxthustest for att undersoka
orsaker till svag etablering. Men det aterstar att visa att det som ger effekt i vaxthus ocksa ger

positiv effekt under faltforhallanden.

En ympbehandling visade signifikant battre tillvaxt an 6vriga pa de tre problemjordarna och
for de bada sorterna (tabell 4). Detta indikera att valet av ymp &r viktigt for optimal



anpassning och utveckling av luserngrodan. Detta med olika effekter av rhizobieympar har
noterats tidigare for lusern vad géller olika stammars talighet pa jordar med laga pH-varde i
jorden.(Rice, 1982; Reeve et al., 1993), och for Vigna unguiculata (6gonbdna) i en
undersokning kring olika rhizobie isolats effekt pa nodultillvaxt och gronmassetillvaxt
(Ferreiraetal., 2011)

Effekten av mikronéringen var signifikant vid den senare avlasningen, tabell 8. Detta
stdimmer med tidigare noterade effekter av mikronédring som Molybden (Mo) och Bor (B)
(Bonilla and Bolanos, 2009; Gupta et al., 2001). | ett vaxthustest och i faltférsok med
Phaseoulus vulgaris (tradgardshdna) i Sydafrika pavisades klara skillnader i bl.a
klorofyllinnehall i bonan vid tillsats av Mo (Bambara and Ndakidemi, 2009).

Risken &r att den noterade effekten av tillforseln av mikronéring orsakas av att en liten
jordvolym star till forfogande for rotsystemet. For att klargora att kravs faltforsok.

Matningarna med NIR visar pa att det gar att anvanda ett objektivt” NIR-instrument for att
gradera rhizobieknolars farg. Det kan ocksa finnas direkt information om N-halt i knélarna
vid vaglangdsbandet kring 1100 nm. Det senare aterstar att utreda

Ett mojligt nésta steg &r ocksa att utnyttja kvantitativa DNA-metoder ,s.k. PCR-metoder for att
bestdamma forekomsten av olika rhizobiestammer i marken. Inom denna forsta studie kommer
DNA att extraheras ur jordproven for att ev. kunna analyseras vid senare tillfalle. (Jia

et al, 2008; Binde et al, 2009).

Sammanfattningvis kan féljande konstateras fran detta projekt:

- att det med enkla metoder i véxthus gick att upprepa problem med etablering av lusern
i jord fran falt med etableringsproblem

- att det gick att bedoma effektiviteten pa rhizobier pa grodutveckling

- att det skiljde i effektivitet mellan olika rhizobiumpreparat

- att en sort lusern reagerade annorlunda (signifikant) for olika stammar av Rhizobium

- tillférsel av mikronaring i form av molybden och bor gav en positiv effekt pa
tillvaxten

- att NIR spektrum innehaller information som goér det majligt att objektiv gradera
fargen pa rhizobienoduler.

Resultatféormedling till naringen

Projektet har redovisats vid Véxjé mote den 4 december 2012 och vid Uddevallakonferensen
den 9 januari 2014. Skriftlig presentation finns i respektive konferensrapport. En artikel &r
publicerad i tidningen Arvensis nummer 5, 2013.
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