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Bakgrund

Tillgangen pé kloverfro ar grundliggande inom jordbruket, d& klover anvénds for produktion
av djurfoder och vid grongodsling. Ekologisk produktion av rdd- och vitkloverfrd har sedan
90-talet 6kat markant i Sverige, som idag dr en vérldsledande producent av ekologiskt
kloverfro. Skordarna for bade konventionell och ekologisk froodling varierar dock kraftigt
mellan gardar och mellan ar och en bidragande orsak ar skadeinsekter, framst frodtande
kloverspetsvivlar av sliktet Apion (numera Protapion), vilka kan orsaka stora skordeforluster
(>50% av skorden). Vivlarna bekédmpas sedan 2010 effektivt med en neonikotinoid inom den
konventionella odlingen, medan den ekologiska sektorn saknar etablerade kontrollmetoder.

Syftet med projektet var att studera olika aspekter av insektsskador i kloverfroodlingar, for att
béttre kunna dvervaka, forebygga och eventuellt kontrollera sddana skador. Projektet har
utgétt fran resultat och erfarenheter uppnadda inom projekt H1033099, som pagick 2011-2013.
Fokus har legat pd studier av kloverspetsvivlarna. Projektet omfattar perioden 2014-2016 och
arbetet har 1 huvudsak foljt de planer som finns med i ansdkan fran 2013. En lagesrapport
skickades in i september 2015. Projektgruppen bestdende av de sokande och
anstéllda/stipendiater har triffats vid 22 tillfdllen for rapportering, planering och diskussion.

Forutom projektgruppen har tre postdoktorer och flera tillfélliga félt- och
laboratorieassistenter varit inblandade i projektets genomforande. Postdoktorer knutna till
projektet var Franklin Nyabuga januari 2014 — februari 2015, David Carrasco sammanlagt
fem manader 2014-2015 och Nicoletta Faraone juni 2015 — juni 2017. En av assistenterna
2014, Veronica Hederstrom, antogs 2015 som doktorand vid SLU (Alnarp) i ett relaterat
Formas-finansierat projekt som fokuserar pa pollination och froséttning hos kldver. Ola
Lundin, som disputerade pa en avhandling om rédkloverfroodling 2013 (Lundin 2013), har
varit medarbetare i ett ndgra av studierna och ibland deltagit i projektmdtena.

Material och metoder

Faltforsok har under projektet koncentrerats till vitklover och har omfattat 12, 14 respektive
13 falt i Skane aren 2014-2016. Bade konventionellt och ekologiskt brukade falt har
inkluderats. I de konventionella félten gjordes forsok bade inom en yta som behandlades som
resten av féltet och i en yta dir ingen besprutning mot insektsskadegorare gjordes. I alla ytor
fdngades skadeinsekter med hjélp av passiva fallféllor under forsta delen av véxtsdsongen,
dvs under skadeinsekternas immigration, etablering och dggldggning. Vidare samlades data in
for att bestimma andra faktorer som kan forvintas paverka froskdrden, sdsom antal



blomhuvuden och blommor per blomhuvud, antal och art av pollinatorer, vivelangrepp pa
blomhuvudena, parasiter pé vivlarna, samt froséttning hos klover.

Baserat pa pilotforsok under 2013 paborjades ett systematiskt forsok 2015 (pagar fortfarande)
for att f4 en uppfattning om hur avstandet mellan kloverfalt skordat ett r paverkar
forekomsten av kloverspetsvivlar i ett niarliggande félt skordat aret efter. Forutom fangst med
passiva fallféllor har utkrypningstilt satts ut vid och mellan de bada félten for att ocksé fa
information om var vivlarna évervintrar. Aren 2015-2017 har tiltforsok gjorts vid 4, 7 och 7
félt per ar.

De elektrofysiologiska métningarna av vilka doftimnen allmén kloverspetsvivel, Apion trifolii,
(som foredrar rodklover, Nyabuga m.fl. 2015a,b) kan uppfatta med sina antenner har slutforts.
Déarmed kan vi jamfora bredd och kénslighet i doftsinnet med gulbent kloverspetsvivel Apion
fulvipes (som foredrar vitklover, Andersson m.fl. 2012, Nyabuga m.fl. 2015a,b).

Forsok for att ta reda pa vilka dofter som avges av rod- och vitklover i olika stadier har gjorts
i falt (pagar) och véxthus. Dofter frén kloverplantor av olika sorter och som utsatta for
vivelangrepp eller ej har samlats upp och identifierats med hjilp av gaskromatografi och
masspektroskopi. Vivlar, sd vél som parasitsteklar, har samlats in med hjilp av hdvning i
kloverfalt for beteendestudier och kemisk analys. Vidare har extraktion och doftuppsamling
gjorts med olika arter och stadier av kloverspetsvivlar for att studera om och hur kemiska
signaler paverkar deras reproduktionsbeteende och formagan hos deras parasiter att hitta dem.

Som resultat av ett mote med danska forskare gjordes forsok att anvdnda feromonfillor for att
fdnga klovervivlar av sléktet Hypera. For detta anvindes kommersiella beten for bomullsvivel,
som innehaller samma dmnen som tidigare identifierats dven fran Hypera.

Resultat

Har foljer forst rapporteringen av de sex punkter som listades i borjan av den inskickade
ansokan 2013 och dérefter resultat fran studier som initierats under férsoksperioden (#7).

1. Kan de huvudsakliga froskadegorarna i vit- respektive rodklover, Apion fulvipes och
A. trifolii, uppfatta och sirskilja dofter fran de tva kloverarterna? Vi kommer att
komplettera och slutfora de elektrofysiologiska analyserna och beteendestudierna.

De elektrofysiologiska métningarna visar att vivelarterna ofta detekterar samma
véxtsubstanser med likartade typer av neuron, men att det ocksé tycks finnas tydliga
skillnader mellan vissa av arternas doftsinnesneuron (Tabell 1). Dessa studier antyder att det
kan finnas skillnader i doftsinnessystemen som arterna anvénder for att identifiera och
lokalisera ’sin” kloverart. Forsok pagar for att studera om skillnaderna kan knytas till
skillnader mellan kloverarternas doftspektrum (se nedan).

Uppsamling av flyktiga dmnen fran intakta (fore och under blomning) och vivelétna vit- och
rodkloverplantor har genomforts i vixthusmiljé och pagar for narvarande pa friland.
Sammanlagt har 6ver 100 olika &mnen identifierats och arbetet med att hitta skillnader mellan
sorter eller 6ver tiden pagar for att om mojligt ringa in substanser eller dndrade forhéllanden
mellan &mnen, som kan relateras till perioden da vivlarna koloniserar falten. De dnnu ej
fardigbearbetade resultaten fran forsoken i vixthus framgér av Figur 1.



Tabell 1. Exempel pé olika neurontyper hittade pd antennerna av Apion trifolii (At,
rodmarkerade kolumner) respektive Apion fulvipes (Af, gulmarkerade kolumner). Enskilda
neurontyper detekterar olika syntetiska testsubstanser identifierade fran klover med olika
kénslighet (markerade med +). Manga neurontyper har mer eller mindre identiska
responsspektra i de bada arterna, medan vissa uppvisar tydliga skillnader (se typ 3, inramad
box). Vissa neurontyper tycks unika for endast den ena arten (exempelvis typ X och Y).

Amne/Neurontyp 1At 1Af 3At 3Af 5At 5Af 6At 6Af At X AfY
Phenylacetaldehyde 0 0 0 0 0 0 0 0 0 +++
(+-)-3-Octanol 0 0 0 0 ottt bt 0 0 + 0
6-Methyl-5-hepten-2-
one 0 0 0 0 0 0 0 0 ++ 0
Indole +++++ ++++ 0 0 0 0 0 0 0 0
Methyl.salicylate 0 0 0 0 0 0 0 0 ++++ 0
Benzylalcohol 0 0 A T+ 0 0 ++ ++ 0 0
E2-Hexenol 0 0 0 0 +++ ++ +++++ +++++ 0 +
Z3-Hexenol 0 0 0 0 ++ + +++++ +H+++ 0 0
Z3-Hexenyl.acetate 0 0 0 0 0 0 ++ T+ 0 0
Phenethyl.alcohol + 0 0 0 + 0 0 0 0 0
Benzaldehyde A T+ st ++++ 0 0 0 0 0 +++
2-Ethyl-1-hexanol 0 0 0 0 + 0 0 0 0 0
2-hexanone 0 0 0 0 0 0 0 0 +++ 0
2-heptanone 0 0 0 0 ++ 0 0 0 +++ 0
(+-)-Linalool 0 0 0 0 + 0 0 0 0 0
1-Hexanol 0 0 0 0 +++ ++ ++++ ++++ 0 0
Acetophenone + + ++++ 0 0 0 + 0 + 0
(E/Z)-B-Ocimene 0 0 0 0 0 0 0 0 + 0
(+-)-1-Octen-3-ol 0 0 0 0 +Httt | bt 0 0 + 0
Totala antalet neuron 3 5 19 8 19 13 9 11 13 8
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Figur 1. Doftuppsamling frin intakta och vivelskadade vitkloverplantor och diagram som
visar resultatet av en statistisk jimforelse (principalkomponentanalys, PCA) av
doftsammansattningen (relativa virden). Diagrammet visar skillnader mellan intakta plantor
(ofyllda cirklar) och vivelskadade dito (av Apion fulvipes, R indikerar att vivlarna togs bort

innan doftuppsamlingen, motsvarande mittbilderna i de tva raderna till vénster).



2. Anviinder de bida Apion-arterna sexualferomoner?

Det finns inte nigra beldgg eller indikationer pa att kloverspetsvivlarna anviander sexual- eller
aggregationsferomoner som &r aktiva over ldngre avstand. Mojligen anvénder de sig av
kontaktsignaler som gor att de kan identifiera rétt art och kdn vid parningen genom berdring.
Vi har extraherat och samlat upp dofter fran bade hanar och honor av A4. fulvipes och A.
trifolii, och gjort detta bade fore och efter parning. Kemisk analys visar att samma dmnen
finns hos alla typer av vivlar, men att proportionerna varierar, t.ex. gar méngden (Z2)-12-
pentacosene ner hos bada konen efter parning (Tabell 2). Beteendestudier (y-ror och 6ppen
arena) har genomforts, men vivlarna har tyvérr inte uppvisat ndgra tolkbara beteenden, sdésom
t.ex. attraktion.

Tabell 2. Mingden av de kvantitativt storsta &mnena i extrakt frdn parade och oparade hanar
och honor av Apion fulvipes. IS = internstandard for kvantifiering.

# Kemiskt dmne Retentions- ng/ulL
tid Hanar Honor  Hanar Honor
oparade oparade parade parade
1 Hexadecanal 20.359 0.96 0.52 0.62 0.63
2 okdnt 22.901 0.58 0.24 0.31 0.19
3 (£)-9-Tricosen 25.811 0.25 0.07 0.18 0.06
4  (Z)-12-Pentacosen 28.987 1.58 0.16 0.30 0.07
5 oként 33.705 0.43 0.38 0.26 0.23
- IS (tetradecanal) 14.282 10 10 10 10

3. Hur péverkar vivlarnas évervintring och spridning kloverskadorna foljande ar?

Resultat fran utkrypningstilten visar att vivlarna kan dvervintra bade i nérheten av faltet dar
de utvecklades och intill det falt dir de kan forvéntas reproducera sig, samt 1
odlingslandskapet mellan dessa falt. Forsok pdgar dven innevarande &r, men tittar man pa
monstret frdn 2015 och 2016 dr det tydligt att det finns fler 6vervintrande vivlar i ndrheten av
det nya faltet om avstandet till féregaende ars félt 4 mindre dn 1 km jAmf{ort med om
avstindet dr storre (Figur 2). Vi kommer dven att analysera fangst i de passiva fallfdllorna
och skorderesultat i relation till avstdndet fran foregaende ars filt.
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Figur 2. Antal kloverspetsvivlar insamlade i utkrypningstélt per félt i relation till avstdndet
till foregdende ars vitkloverfilt, data fran 2015 och 2016.



4. Anvinder den vanligaste parasitstekeln i svenska kloverfroodlingar, Spintherus
dubius, doftsignaler for att hitta sin vird?

Spintherus dubius forekommer béde 1 vit- och rodkldver och dr den vanligaste parasitstekeln
som klécks fran kloverblommor angripna av kloverspetsvivlar. For att ta reda pa om dofter
spelar nagon roll for stekeln nir den ska hitta sin vérd, d.v.s. larver av kldverspetsvivlar,
testades parade stekelhonor i valforsok med kombinationer av tva olika dofter. Genomgéaende,
bade i vit- och rodklover, var att avforing fran respektive vivelart var det mest valda stimulus
(for vitklover, se Figur 3). Komponenterna i doften har identifierats, men vi vet dnnu inte
vilka &mnen som é&r viktiga for stekeln (Faraone m.fl. 2016, 2017b).
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5. Hur vanlig ir den fjillsprotade gronglanssackmalen, Coleophora deauratella, och kan
den utgora en potentiellt viktig skadegorare i svenska kloverfroodlingar i framtiden?

Coleophora deauratella ér vitt spridd, men forefaller sillan forekomma i stort antal inom dess
ursprungliga utbredningsomrade (framforallt Europa). Det dr ddrmed hdgst osannolikt att
arten skulle kunna utvecklas till en skadegdrare hér. Vi bestdmde darfor att inte prioritera
denna art. Ett antal infangades med hjilp av feromonféllor under 2013 i samarbete med
Centre for Agriculture and Biosciences International (CABI), Schweiz, och resulterade i tva
insamlingsresor frdn CABI for att dokumentera parasitoider som angriper arten i Sverige.
Syftet var att £ kunskap for att eventuellt anvéinda ndgon art for biologisk bekdmpning av C.
deauratella 1 Kanada, dar den &r introducerad och ibland har orsakat 99,5% skordeminskning.
Tyvérr lyckades inte dvervintring och kldckning tillrdckligt bra i Schweiz. Samtidigt
kollapsade C. deauratella-populationen i Kanada pga en av de europeiska parasitoiderna
(Haye 2015).

6. Kan de identifierade doftsignalerna anvindas for att gora prognosfillor mera
effektiva eller for direkt kontroll.

Vi kan konstatera att doftsignalerna som dr beteendeméssigt dokumenterade (val av kldverart)
dnnu inte kunnat karaktiriseras kemiskt. Aven om de aktiva imnena kan bestimmas i
kommande studier forefaller det svart att kunna utnyttja dem for att manipulera vivlarnas
beteenden med tanke pd den kraftiga naturliga kloverdoften som finns da félten koloniseras.
Det &r dérfor mest realistiskt att anvinda och mojligen forbéttra de passiva fallor som hittills



anvénts och utnyttja dem till att utvérdera olika atgédrder som minskar forekomsten av
kloverspetsvivlar.

7. Ovriga resultat

Vivlar inom sléktet Hypera, i synnerhet H. meles, ar liksom Apion-arter vanliga i kloverfalt
och i Danmark anses de gora storre skada dn Apion-arterna. H. meles har tidigare undersokts
med avseende pa potentiella feromonkomponenter och ett av de identifierade &mnena ar
detsamma som ingér i bomullsvivelns feromon. Detta finns kommersiellt tillgangligt och
testades 1 vitkloverfalt 1 Skéne (ett falt) och Danmark (tva filt). Dock fangades inte signifikant
fler Hypera i féllor betade med feromonet jaimfort med kontrollféllor. For att kunna ta reda pa
om de identifierade &mnena ar beteendeaktiva, behover de testas var och en och 1 olika
kombinationer.

Under alla tre projektaren har inte bara vivelforekomst dokumenterats 1 vitkloverfalten utan
ocksa forekomst av olika pollinatdrer i relation till blomning och hur manga parasitsteklar
som finns. Dessutom har olika matt pa froséttning och skord tagits. Data fran 2014
kombinerades med dem frén ett tidigare projekt 2011 och analyserades for att fa fram de
viktigaste faktorerna som bestdmmer frosdttning och potentiell skord i ekologisk och
konventionell vitklover. I jamforelse ekologisk mot konventionell odling fann vi att skorden
var 1 medeltal 42 % lagre i1 de ekologiska odlingarna, och detta kunde ndstan helt forklaras av
lagre antal fron per balja. De ekologiska odlingarna hade ungefér lika ménga blommor som de
konventionella odlingarna, och frona var ungefar lika tunga, men det var klart mindre antal
fron per balja. Lite forvdnande fanns det fler vilda bin och humlor i filt som brukades
konventionellt jamfort med i ekologiska, troligtvis pga skador pa blommorna orsakade av
vivlar och andra skadegorare. Antalet pollinatorer var inte relaterat till froséttningen. Vivlar,
framforallt A. fulvipes, var vanligare i ekologiska odlingar jamfort med konventionella och de
var avgorande for frosattning och ddrmed skord (Figur 4, Lundin m. fl. 2017).

Det finns ett tydligt samband mellan froséttning och skdrderesultat (Figur 5), liksom mellan
antalet fingade vivlar i fallfillorna och froséttning (Figur 6). Med en medelfingst hogre dn
30 vivlar per fallfilla kommer frosittningen aldrig dver 3 fron per balja i de av oss studerade
félten.

Diskussion

Arbetet inom projektet har resulterat 1 béttre kunskap om skador i kloverfroodlingar som
orsakas av insekter och om andra faktorer som péaverkar froskorden. I vitklover 1 Skéne finns
det tillrdckligt med pollinatorer om de nuvarande rekommendationerna vad géller
komplettering med bikupor och atgérder for att gynna vilda bin och humlor f6ljs (Lundin m.fl.
2017). Det &r ocksa tydligt att skdrdens storlek till stor del bestims av angrepp av
kloverspetsvivlar och i ekologisk odling dr sddana angrepp helt avgérande (Lundin m.fl.
2017).

De tva vanligaste arterna av kloverspetvivlar dr specialister pa var sin kloverart och mycket av
deras virdvéxtval sker med hjélp av luktsinnet (Nyabuga m.fl. 2015a,b). Bada vivelarternas
formagor att uppfatta olika &mnen har dokumenterats i detalj med hjdlp av elektrofysiologi
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(Andersson m.fl. 2012) och konstaterats vara mycket lika, &ven om kénsligheten for enskilda
dmnen kan skilja sig mycket at mellan arterna. Vi har dnnu inte kunnat precisera hur
kloverarterna kan urskiljas av vivlarna. Kommunikation mellan vivlar, t.ex. infor parning,
tycks inte ske med hjdlp av kemiska signaler verksamma 6ver storre avstand och ddrmed ar
det i dagsliget inte mojligt att anvénda feromonfillor for effektivare dvervakning.
Konventionella odlare rekommenderas att bevaka kloverspetsvivlar med fangstskalar och
bekdampa vid behov. Mer forskning om hur den kemiska bekdmpningen i praktiken kan ske
behovsanpassat och effektivt men samtidigt skonsamt mot nyttoinsekter behovs, viss
vigledning ges dock i Jordbruksverkets senaste rekommendationer och riktlinjer (Gustafsson
2017). For ekologisk odling krivs andra atgéarder for att minimera skadorna frén vivlarna. De
pagéende forsoken, som bl. a. omfattar dokumentering av dvervintringsplatser, kan mojligen



ge svar pa hur olika landskapsfaktorer paverkar angrepp och skord. Preliminéra resultat visar
att det dr viktigt att maximera avstdnden mellan félten frén ett ar till nésta.

Nér genomforda och pagéende forsok dr utvarderade hoppas vi kunna forfina rdden bade nér
det géller hur vivelfangsten i passiva fallfillor ska bedomas och anvéndas och vilka
landskapsrelaterade faktorer som har betydelse for kloverspetsvivlarnas populationstithet.
Framtida forskning bor inrikta sig pa att utvédrdera olika atgdrder som kan minska
forekomsten av kloverspetsvivlar.

Slutsatser (géllande nytta med réd till niringen)

* Kloverspetsvivlarna forefaller inte anvdnda feromoner, d&tminstone inte ndgra som ar
verksamma Over storre avstdnd. Mojligheten att utveckla feromonbaserade dvervaknings-
och kontrollmetoder for kloverspetsvivlar bedoms som liten. Istédllet kan passiva fallféllor
anvéndas for 6vervakning av skadegoérarniva och som beslutsunderlag for
vivelbekdmpning i konventionell odling.

* Frosittning 1 vitklover forefaller inte begrénsas av tillgdngen pa pollinatdrer. Odlare
rekommenderas att fortsatt sdkerstdlla tillgdngen till honungsbin (1-2 kolonier per hektar)
och vilda humlor 1 vitkloverfréodling i nuvarande omfattning, men vi finner inget stod for
att en 6kad mingd pollinatorer skulle 6ka skdrden ytterligare.

* Den viktigaste faktorn for frosattning i1 vitklover dr angrepp av gulbent kloverspetsvivel
(Apion fulvipes) och en bekdmpningstroskel pa 30 vivlar per fallfilla kvarstir (Gustafsson
2017). Detta poédngterar vikten av att fortsétta forsoka finna effektiva motatgarder, 1
synnerhet i ekologisk odling, dir kemisk bekdmpning inte far utféras, men dven av att
utveckla och tillimpa integrerat vixtskydd i konventionell odling.

* Angreppen forefaller ligre om avstidndet dr over en kilometer till foregdende ars falt.
Odlare rekommenderas att maximera avstdndet mellan innevarande och forevarande érs
vitkloverfroodling for att minska forekomsten av kldverspetsvivlar.
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G., Lankinen, A. and Larsson, M.C. Olfactory sensory neurons in the red clover seed
weevil, Apion trifolii (Coleoptera: Apionidae).
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Faraone, N., Larsson, M.C., Anderbrant, O., Lankinen, A., Rundl6f, M., Svensson, G.P.,
Birgersson, G. Volatiles emitted from clover — species, stage and insect induction.

*Hederstrom, V., Nyabuga, F.N., Anderbrant, O., Svensson, G.P., Lankinen, A., Rundlsf, M.,
Larsson, M.C. Overwintering and dispersal of clover seed weevils — distances and habitats.

* Planeras att ingd 1 Hederstroms doktorsavhandlingen som forvintas forsvaras 2019.

Resultatformedling till niringen

* 2014-01-20: Presentationer pa kloverfrodag i Alnarp arrangerad av Sveriges Fro- och
Oljevixtodlare 1 samarbete med froforetagen. (Olle Anderbrant, Ola Lundin, Maj
Rundl6f).

* 2014-01-20: Mote med projektets referensgrupp, Alnarp (projektgruppen).

* 2014-03-25: Presentation pa kloverfrodag i Véinersborg arrangerad av Sveriges
* Fr6- och Oljevixtodlare i samarbete med froforetagen. (Ola Lundin).

* 2014-03-26: Presentation pa kloverfrodag i Norrkdping arrangerad av Sveriges
* Fr6- och Oljevixtodlare i samarbete med froforetagen. (Ola Lundin).

* 2014-06-24: Faltvandring i Norregardens kloverfroodling, sydvéstra Skéne, organiserad av
Odling i balans (Maj Rundlof).

2015-10-26 Kloverdag i Alnarp, med presentationer och diskussioner tillsammans med
referensgruppen

2015-11-13 Moéte i Alnarp tillsammans med kloverforskare i Danmark om framtida
samarbete (projektgruppen).

2016-06-16 Filtvandring, Kastberga Gérd, Eslov, med fokus pa pollinering och vivlar i



rodklover. Fran projektet: Veronica Hederstrom och Glenn Svensson.
* 2016-08-17 Diskussionsméte med Lantminnen Lantbruk om mojlig forskning ang.
problem med frosittning i rodklover (projektgruppen).

Odlare har fétt kontinuerlig information om hur projektet fortskrider, t ex avseende fallfangst
av vivlar.
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