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Sammanfattning

Bakgrund

Utvecklingen inom lantbruket har inneburit allt stérre och tyngre maskiner med packning och
markstrukturproblem som f6ljd, vilket anses innebara en risk for den langsiktiga bordigheten
hos vara jordar. En for grodan optimal rotutveckling &r forutsattningen for en val utvecklad
groda och hog skord. Rotens utveckling ar kanske den basta mataren pa hur tillstandet ar for
vara jordar. Inget matinstrument kan efterlikna det faktiska arbetet som en rot utfor. Darfor ar
rotstudier oerhort viktiga for att avgora statusen pa odlingsjordarna, bade vad géller packning
men dven andra faktorer som naringstillgang, féroreningar, rotsparrar m.m. (Lux and Rost,
2012)

Vid studier av rotutveckling har det hittills anvands metoder som inneburit en tidskréavande
och omsorgsfull uttagning av ostdrda jordprofiler, noggrann rengéring/tvattning av rotter och
ofta foljt av bildanalys av rotlangd ( www.skyeinstruments.com ) Mojligheten att studera
rotter under faltméassiga forhallanden &r begransade framst pa grund av det kraver stora
resurser. Den vanligaste metoden dr att grava ur profiler och tvatta fram rotterna manuellt
(Metcalfe et al. 2007). Tekniken har flera nackdelar, forutom att det &r arbetsamt ar det latt att
finrotter tvattas bort och det ar ocksa svart att skilja pa rétter fran olika arter av vaxter. (Watt
et al. 2008) (Oliveira et al. 2000).

Lofkvist et.al (2005) beskriver en snabbmetod for att undersoka skillnader i rot penetration
mellan arter och aven mellan sorter. Clark et al. (2000) har vid odling i ror visat pa skillnader
pa upp till 20 ggr for mojlighet hos rétter fran olika rissorter att tranga igenom konstgjorda
rotsparrar i form av harda vaxlager.

DNA teknik har under ca 15 ars tid anvants for att identifiera tillhérighet hos rotter i artrika
vaxtbestdnd (Mommer et al., 2011). Under senare ar har SARDI i Australien utvecklat
metoder for bestdmning av rot biomassa i lantbruksgrédor med hjélp av jordprov och DNA
extraktion (McKay et al., 2008; Riley et al,. 2010). Metoderna bygger pa bestamning av
artspecifik rot-DNA med hjalp av gPCR teknik. Med denna teknik kan rotutveckling, rotlangd
och biomassa bestammas i ostdrda faltprov och rotter fran olika arter sorter kan sarskiljas
(Haling et al., 2011). Det borde alltsa kunna ga att pa ett relativt enkelt och reproducerbart
satt ga att skatta rotutveckling och rotdjup. Detta skulle ge en forbéattrad bild av hur rotter har
utvecklats och hur rotutvecklingen paverkats av olika belastningar samt hur olika grodors
rotter utvecklas i konkurrens med varandra.

McKay et al. (2008) beskriver mojligheten att med kvantitativ PCR-teknik studera
nedbrytning av rajgrasrotter, vertikal tillvaxt av veterotter, horisontell rotférdelning hos olika
torkresistenta kornsorter samt mojlighet att skilja olika arter i permanenta betesmarker.
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Mc Kay et al. (2008) sammanfattar undersokningens slutsatser med férdelarna med
kvantitativ DNA teknik jamfort mot traditionell tvattning av rotter med foljande:

e ingen forlust av finrétter som daremot uppstar vid tvattning

e provtagning ar enkel och mojlig i ostérd jord

e arter kan urskiljas i blandade bestand

e mycket sma mangder rot-DNA kan detekteras i ett prov

Haling et al. (2011) visar att det & mojligt att identifiera och sarskilja olika arters
rotutveckling i blandbestand med hjalp av kvantitativ PCR-teknik. I forsoket jamfordes
rotutvecklingen mellan arter vid kalkad och okalkad jord. Mommer et al. (2008) bestamde
med PCR-teknik proportionerna av individuella plantor av arter i blandade bestand i tvattad
sandjord och redogor for mojligheten att med kvantitativ PCR-teknik bestdmma och skilja pa
olika arters genotyp.

Med tekniken kunde Riley et al. (2010) detektera ned till 2 mg rot eller fro per kg jord. Det
har noterats att mangden rot DNA minskade med alder pa rotterna vilket antyder att finrotter
innehaller mer DNA per massa (Riley et al. 2010). Studien visar ocksa att det sker en snabb
nedbrytning av DNA i rétter hos plantor som avdddats med Glyfosat eller skdrdats. Studien
bekraftar att det enbart &r levande rétter som skattas i PCR-analyserna. | en studie av McKay
et al. (2008) visades redan efter 10 dagar en nedgang med 80% i halten rot DNA fran rajgras
I jord dér rajgraset avdddats med Glyfosat. Chun et al. (2013) uppger att 90 % av rot DNA
bryts ned inom 7-10 dagar efter plantans avdddning.

| en delstudie gjordes en jamforelse med uttagning av rotter i gravd profil och provtagning
med borrstick for senare analys av rot-DNA. Detta medfor att vi kunde jamféra bestamning
av rotmassan pa tva satt. | projektet har detta gjorts i grodorna varkorn, hostkorn, engelskt
rajgras och varvete

| den andra delstudien foljdes forandringen i rot-DNA efter klippning avdddning. | projektet
undersoktes varkorn.

Malsattningen ar att endast mata rotutvecklingen pa den vaxande grodan och inte tidigare ars
grodor eller andra vaxters rotter .

Syftet var att understoka om metoder baserade pa PCR-teknik kan anvéndas for bedéma
rotutveckling i jordar Det kan med metoden bli mojligt att selektera sorter med olika
anpassningar till varierad packning och struktur pa olika jordar. Det kan ocksa bli mojligt att
selektera pa rotdjup for att t.ex. ta fram torktaliga sorter. Metoden kan &ven anvéndas i andra
forsok, t.ex. véaxtnaringsforsok, och ge en 6kad forklaringsgrad till resultat. Allt detta skulle
kunna goras med ett enkelt jordprov!

Material och metoder

Kvantifiering av rotmassa i faltforsok

Proverna togs fran parceller ett faltforsok pa Agarden Vastergétland. (58°29'10.11"N, 13°
7'40.65"0). For att underlatta hantering och rengéring av rotter lag forsoket pa en mattligt
mullhaltig lerig sand (mmh ISa).

pH P-AL  P-HCI K-AL | K-HCI Mg-AL Ca-AL  Cu-HCl Mullhalt Lerhalt Sand
grovmo
6,4 8,3 40 6,6 43 1,3 95 3,9 3,7 6 79

Tabell 1. Markanalyser fran matjorden i forsoksfaltet



a. b.
Bild 1 a och b.

a. Markprofilen pa forsoksfaltet ned till 60 cm djup.

b. Bild pa cylindrarna som anvandes for provuttagning

| forsoket saddes hostkorn, varvete, varkorn och engelskt rajgras. Vargrodorna saddes med for
respektive groda normal utsadesmangd den 16 april. Hostkornet saddes i september 2013.
Spannmalsgrodorna godslades den 16 april med 360 kg NPK 25-3-6 och rajgraset med 150 kg
NPK 25-3-6.

For varje led slumpades 4 st upprepade provtagningsplatser . Ett jordprov for manuell
preparering och vagning av rétter togs ut med en cylinder med matten 135x250 mm.
Cylindern placerade ¢ver en rad och slogs ned med slégga till 200 mm djup. | direkt
anslutning till varje cylinder togs 8 st jordprov ut med jordborr for ett samlingsprov for
bestamning av rot-DNA (bild 2). Prover togs ut i tre nivaer, 0-20 cm djup, 20-40 cm djup och
40-60 cm djup.

Vid provtagning av en ny niva gravdes en plan yta fram till ratt djup och provcylinder
placerade direkt under foregaende cylinder. Proverna togs vid full axgang i spannmalen (
Zadok DC 59) och full axgang i rajgraset.
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Bild 2. Skiss ¢ver provtagning av cylinder och borrstick

Jordproverna for PCR-analys torkades i varmeskap i 35 grader C i 24 timmar. Proverna for
bestamning av rot-DNA skickades med Posten AB till Dr McKay's laboratorium vid SARDI
(http://www.sardi.sa.gov.au/) i Adelaide, Australien. De har en unik méjlighet att provbereda
och extrahera DNA ur provméangder upp till 500g jord. Detektionsgrénsen anges till 2 mg rot
DNA per kg jord (Riley et al. 2010).. Utvarderingen gjordes sedan i samverkan med McKays
grupp och avdelning for precisionsodling och pediometri , Institutionen for mark och miljo
SLU, Skara . Proverna for tvétt och vagning frystes ned. Tvattning, rengdéring och vagning av
rétterna gjordes sedan i HS laboratoriet pa Logarden, Grastorp,
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Proverna for manuell bestdmning av rotmassa tinades och torkades i rumstemperatur. Manuell
bestamning gjordes i hostkorn och varkorn. Eftersom arbetet var sa tidskravande fick vi
begransa oss till dessa tva grodor. Proverna siktades med hjalp av en sil med maskstorlek 1-
1,5 mm och rétterna plockades ur jordprovet med pincett. Varje jordprov véagdes i torkat
tillstdnd. Mangden rotter vagdes och relaterades till mangden jord i respektive provcylinder.

Kvantifiering av rotmassa efter klippning

PVC ror med invandig diameter pa 11cm och langd av 60 cm fylldes med matjord Jorden var
inkopt tradgardsjord. | botten pa roret fastes en vattengenomslapplig duk. Jorden vattenmaéttades
och fem stycken kornkarnor saddes i varje ror. Roren placerades i en stallning med syfte att
skugga varandra sa lite som mojligt (Bild 3 a och b). Ogréas rensades bort for hand.

Plantorna i samtliga ror klipptes av vid axgang (Zadok DC 59). En viss atervéxt skedde och
plantorna Klipptes av kontinuerligt under inkubationsperioden.

Vid 0,1,5 och 13 dagar efter avklippning preparerades réren for uttagning av jordprover. For varje
tillfalle togs tre replikat. Roren sagades av i intervallen 0-20 cm, 20-40 cm och 40-60 cm.
Proverna for PCR analys torkades direkt i torkskap i 35° C i 24 timmar. PCR proverna skickades
efter torkning till Dr McKay's laboratorium vid SARDI (http://www.sardi.sa.gov.au/) i
Adelaide, Australien for bestdmning av forekomst av rot-DNA.
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Bild 3aochb. Bildef pa odlingsréren och stallning till réren

Resultat

Halterna av rot-DNA avtog med stigande djup for alla grodor i faltstudien_(tabell 2.).
Halterna pa 40-60 cm djup var bara nagra fa procent av vad som aterfanns i de évre skikten.
Sambandet mellan manuell framtagning av rotter och rot DNA var for héstkorn r>=0,87, for
varkorn r?=0,34 (figur 1 och 2).
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Figur 1. Sambandet mellan rot-DNA (pg/g jord) och méngden (g/kg jord) sallade rotter i
hostkorn.

Varkorn
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Figur 2. Sambandet mellan rot DNA (pg/g jord) och méngden (g/kg jord) sallade rotter i
varkorn.



Tabell 2. Mangd rot DNA (pg per g jord) for respektive groda och niva i faltforsoket

E. Rajgras | Niva, pg DNA per g jord Medel Std
cm error
0-20 42992 60182 78889 53656 58930 13055

20-40 13518 17267 23492 16782 17765 3607

40-60 303 1509 1735 1723 1318 593
Héstkorn

0-20 26862 21055 26269 24986 24793 2262

20-40 2860 10011 1791 7479 5535 3354

40-60 13 29 32 332 102 133
Varvete

0-20 21730 19735 5555 17416 16109 6282

20-40 8437 4297 1445 1676 3964 2815

40-60 262 995 2937 257 1113 1095
Varkorn

0-20 7650 10636 27440 11972 14425 7676
20-40 8594 8794 8747 5334 7867 1464
40-60 806 862 593 60 580 317

Kvantifiering av rotmassa efter klippning

Halten av rot DNA var hog i hela roret vid klippningen och hogst i de djupaste delarna, 40-60
cm (tabell 3 och figur 3). Halterna avtog sedan under de kommande 13 dagarna till nivaer
ned till ca 20% av halten vid klippning ( tabell 3). Vid klippning var halterna rot-DNA hdgst i
de djupare delarna. Vid den okuléra besiktningen noterade ocksa att rotmassan var tatare i de
djupare delarna.

Tabell 3. Mé&ngd rot DNA (pg per g jord) for respektive dag och delprov efter klippning av
grodan

Niva, pg DNA per g jord Medel Std
cm error
Dag0 0-20 48307 22751 42051 37703 10877

20-40 62088 67613 46732 58811 8834
40-60 92295 72935 75189 80140 8644

Dag1 0-20 54933 17522 31289 34581 15449
20-40 19859 18298 18040 18732 804
40-60 34654 17991 39594 30746 9242

Dag 5 0-20 21861 12802 9030 14564 5384
20-40 19899 8963 9258 12707 5087
40-60 16951 12621 10846 13473 2564

Dag13 | 0-20 12932 9487 14007 12142 1928
20-40 5754 9140 9780 8225 1766
40-60 8186 15556 14528 12757 3259




Medelvarde av rot DNA, pg/g jord, per niva och dag efter
avdodning
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Figur 3. Forandring av rot DNA pa olika nivaer och dagar efter avklippning av groda

Diskussion

Resultaten visar att tekniken med analys av rot-DNA for bestamning av forekomst av rotter
fran en groda tycks fungera relativt val. Sambandet mellan framdissekerade rétter och DNA-
bestamningen varierade mellan grédorna med hogt r? for hostkorn men betydligt lagre for
varkorn. Variation belyser formodligen problemet med utvinning/utplockning av rotter ur
jord snarare &n problem med PCR-analysen. Manuell framtagning innebar en risk for
forluster av finrotter och att det mycket svart att skilja pa rotter mellan olika arter (Riley et
al. 201; Haling et al. 2011; Watt et al. 2008; Oliveira et al. 2000).

Forsoksplatsen valdes utifran att det skulle vara relativt enkelt att rensa fram rotterna. Men
det var dnda svart och tidsédande. Det kan antas att det blir &n storre problem i en lerjord.

En svaghet med denna jamférelse ar naturligtvis att inte samma jord kunde anvandas for fram
plockning av rétter och som for extraktion av DNA. Men utgangspunkten ér att placeringen
av provsticken minimerat risken for systematiska fel.

Metoder som utnyttjar qPCR ar ofta av kostnads skal utvecklade for att extrahera relativt sma
prover av véxt och jord, exempelvis 0,3-0,5 g jord. Men i denna undersdkning har det
extraherade jordprovet varit ca 400 g! Dvs i praktiken hela mangden jord som tagits ut med
jordborren.

Jordvolymen i roren var begransad och det var matjord i hela rdret ned till 60 cm och rot
méangden 6kade med djupet, vilket dven noterades okulért vid preparering av proverna (tabell
2). Resultaten fran bestamningen av rot-DNA efter avklippning i axgang bekraftar vidare
tidigare erfarenheter att det sker en snabb avdodning av rétterna fran skordade plantor. | niva
0-20 cm har rotméangden minskat med 68 %, fran 37703 pg till 12142 pg pa tretton dagar.
Motsvarande minskning i niva 20-40 ar 86 %, fran 58811 pg till 8225 pg, och i niva 40-60 cm
84 %, fran 80140 pg till 12757 pg (tabell 2). McKay et.al. (2008) visade pa en 80 % nedgang
av rot DNA fran rajgras efter 10 dagar efter avdodning vilket stammer vél med denna
undersokning.



Slutsatser

Pa grund av reducerade resurser kunde inta alla fragor belysas som planerats i
undersokningen. Den ursprungliga ansokan inneholl ett tvaarigt projekt med totalbudget pa
881 800 kr. Det beviljade beloppet var 409 000 kr utan specifikation pa vilka delar projektet
skulle innehalla.

Var slutsats ar att metoden ar ett mycket intressant verktyg for att bestiamma utbredningen av

rotter. Provtagningen kan goéras med befintlig provtagningsutrustning utan omfattande

gravning, och analysen kan gdras utan omfattande manuell frampreparering av rotter.

Ratternas DNA forstors relativt snabbt nér den ovanjordiska gronmassan avlagsnas vilket

medfor att risken for att gamla rotter skall komma med i analysen &r liten. Specificitet i

bestamning med PCR medfor att inga andras véxter rétter ingdr i bestamningen av rot-DNA.
e Metoden & mycket arbetsbesparande jamfort med manuell

Metoden fungerar vél for att sarskilja arter

Eftersom metoden visat att det bara &r ”levande” rotter som detekteras dr det ingen

risk att fa med gamla rotter

Mojlighet att jamfora sorter och inverkan av packning och markstruktur

Resultatférmedling

Resultaten presenterades vid OSF i konferensen den 26 nov 2015 pa Vreta kluster som en del
av foredraget ” Anvindning av PCR i vixtodlingen ” av Anders Jonsson. En uppsats
kommer ocksa att lamnas in till publicering i Plant and Soil.

Resultaten kommer att visas pa Hushallningsséllskapens konferens 3-4 oktober 2016. Vi
planerar att redogéra for projektet pa Uddevallakonferensen januari 2017.
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