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Sammanfattning

Fytodstrogener (FO) dr hormonliknande #mnen som kan finnas i viixter. Rodkléver r den svenska
vallviaxt som innehéller hdgst koncentration av dstrogena substanser. Vaxtostrogener kan bland annat
stora olika funktioner i reproduktionen hos far. Formononetin och coumestrol ér bland de mer potenta
dmnena. Syftet med var studie var att se om det finns ndgon skillnad mellan olika rodkldversorter i
deras innehéll av vixtostrogen. Tva forsok gjordes; Exp 1 med atta rodkloversorter skérdade vid
knoppning samt blomning och Exp 2 med tolv sorter skordade i tidig blomning. Tva sorter, Ilte och
SW Torun, ingick i bada forsoken. All provtagning gjordes i aterviaxten. Vid skérden bestimdes andel
plantor i olika utvecklingsstadier och andelen blad och andra véxtdelar. Fytodstrogenkoncentrationen
bestimdes genom HPLC. Det fanns betydande skillnader mellan sorter for de flesta FO. Vid samtidig
skord i Exp 1 hade Peggy, Ilte och SW Torun hégre genomsnittlig koncentration av formononetin,
jamfort med SWA RK95097. Nir man beaktar skillnader i utvecklingsstadium verkade Peggy, Ilte
och LO RK9735 ha en hogre halt in t ex SW Ares. I Exp 2 hade Fregata hog koncentration av totala
FO men det ligsta innehéllet av formononetin. SW Betty och Ilte hade hdga halter av bade formono-
netin och coumestrol. Senare skord (Exp 1) gav minskad koncentration av de flesta av de observerade
FO. De halter av coumestrol som registrerats i dennas studie har inte tidigare rapporterats.

Abstract

Phytoestrogens (PE) are hormone-like plant substances that, when fed, may cause fertility problems,
especially noticed in sheep. The aim of the study was to evaluate differences in PE concentration in
red clover varieties. Two experiments were performed; Exp 1 with regrowth of 8 red clover varieties
harvested at budding and at flowering and Exp 2 with regrowth of 12 varieties harvested at early
flowering. There were significant differences between varieties for most PE. In Exp 1, when harvested
on the same dates, Peggy, lite and SW Torun had higher mean concentration of formononetin, a
potent PE, compared to SWA RK95097. When considering differences in maturity, Peggy, Ilte and
LO RK9735 seemed to have a higher concentration than e.g. SW Ares. In Exp 2, Fregata had high
concentration of total PE but the lowest concentration of formononetin. SW Betty and Ilte had high
concentrations of both formononetin and coumestrol. Later harvest (Exp 1) gave decreased
concentrations of most of the observed PE. The significant content of coumestrol that was found

has not been previously reported for red clover.

Bakgrund

Vad dr fytoostrogen?

Fytodstrogener (FO) ir ett samlingsnamn p& dmnen som finns i viixter och som kan fungera som
hormoner eftersom de har en liknande kemisk struktur som kénshormoner hos daggdjur. De kan
dirigenom binda till samma receptorer och blockera eller inducera en reaktion. Intresset for FO
startade i Australien dir problem med fruktsamheten hos tackor kunde relateras till bete av subklover
med hog halt FO (Batterham et al., 1965). De FO som #r vanliga i rodklover tillhér till storsta delen
gruppen isoflavoner, dir formononetin dr vanligast men dven daidzein, biochanin A, prunetin och
genistein forekommer. Coumestrol &r inte en isoflavon, men dr ocksa en aktiv dstrogen substans.

Nir vixter som innehéller FO utfodras 4r det bara en liten andel av dem som tas upp med en eventuell
ostrogen effekt som foljd. Det ér i huvudsak de som har ombildats frén formononetin och daidzein

till equol. Equol r dnnu mer lik kroppshormonerna och kan dérmed ha stérre effekt (Pfitscher et al.,
2008). Biochanin A bryts ned till genistein som har lika stor bindningsférmaga till 6strogen-
receptorerna som equol, men som till stor del bryts ned till icke 6strogena substanser. Prunetin har

lag dstrogen aktivitet. Coumestrol finns 1 lusern, men har inte ansetts vanlig i rodklover.



Effekter pa idisslare

Hos tackor kan brunsten bli oregelbunden eller utebli nir FO binder till 8strogenreceptorerna (Kelly
et al., 1980). Nedsatt dgglossning mérktes hos tackor som fatt lusern innehéllande coumestrol, jAmfort
med tackor som ftt italienskt rajgrds (Ramon et al., 1993). Andra symptom éar cystor pa dggstockarna
och juverforandringar (Adams, 1995). Efter 4 till 5 ménaders kontinuerlig utfodring med rodklover
kan foljden bli permanent infertilitet. Livmoderhalsen fordndras morfologiskt och en 6kad slem-
sekretion hdmmar spermietransport vilket gor att befruktning inte kan ske. Tackan kan ocksa riskera
att drabbas av livmoderframfall (Marshall, 1973; Mustonen et al., 2014). Svenska Djurhilsovarden
har brukat rekommendera att man till tackor kring betdckning och lamning bér ha maximalt 20 %
rodklover 1 bete och ensilage och 30 % 1 ho.

I och med att klover kan ge fruktsamhetsstorningar vore det en fordel att pa gardar med lamm-
produktion periodvis kunna vilja rddkloversorter med 14ga halter FO. Att ha kldver i vallarna dven pa
dessa gérdar ér viktigt. Forutom att den utgor en kvévefixerande komponent i vaxtfoljden &dr klover
ocksé en smaklig proteinkélla i foderstaten. Det dr framforallt vixande lamm och hogdréktiga och
digivande tackor som har ett hdgt proteinbehov. Marley et al. (2007) fann i en studie att lamm hade
signifikant hogre foderkonsumtion, proteinintag och tillvixt med rodkldverensilage 4n med ensilage
av hybridrajgrds. Motsvarande iakttagelser kunde vi gora i en studie dar lamm utfodrades med
ensilage med olika kloverhalt (Bernes et al., 2006). Moorby et al. (2004) sag en hogre tillvéixt hos
lamm som betade rodkléver med “hogt” innehall av formononetin (4,4 g formononetin/kg ts; HF),
jamfort med lamm som betade rodklover med ldgre innehall (3,3 g/kg ts) eller som betade engelskt
rajgrds. Man sdg ocksa att HF-lammen hade hogst koncentration av tillvixthormon i blodet.

Hos notkreatur ér effekterna pé fruktsamheten tvetydiga; vissa studier visar pa avsaknad av effekt
(Lundh et al., 1990) medan andra rapporterar fruktsamhetsstorningar (Kallela et al., 1984; Adams
1995; Woctawek-Potocka et al., 2013). Rodkloverns innehall av FO kan dock vara av intresse dven i
mjolkproduktionen. En studie av Hojer et al. (2012) visade att med en foderstat med ett grovfoder
innehallande 40 % rodklover av ts blev innehéllet av FO, framforallt equol, i mjdlken férhéllandevis
hogt, betydligt hdgre &n i flertalet tidigare publicerade studier. Svensk ekologisk konsumtionsmjolk
innehaller hogre halter av equol, daidzein, formononetin, genistein och biochanin A &n konventionell
mjolk (Hojer, 2014), troligen beroende pa en stdrre anvéndning av rodklover pa ekologiska gardar.
Equol kan hos ménniska ha flera positiva egenskaper, bland annat kan tillvixten av cancerceller
reduceras (Nielsen et al., 2012; Lund et al., 2011).

Faktorer som paverkar innehallet

Innehallet av olika substanser i vaxter kan paverkas av t ex jordmén, klimat eller dagslangd (Oloumi
& Hassibi, 2011; Zheng et al., 2011). Exempelvis fann Carrera et al. (2011) att det totala innehallet av
isoflavonoider i sojabdna var hogre i de kallare delarna av Argentina. Seguin och Zheng (2006) fann
skillnader i innehallet av FO i lusern mellan olika vixtplatser. Resultat frin Hojer et al. (manuskript)
visar hogre koncentration av daidzein och formononetin i rodklover odlad i Umead 4n 1 Skara. D& man
anvinde olika sorter pa de olika forsoksplatserna ar det dock inte helt klarlagt om det 4r en skillnad
relaterad till vixtplats eller sort eller en kombination av bada.

Koncentrationen av FO varierar mellan olika vixtdelar och utvecklingsstadier (Saviranta et al., 2008).
Halterna ar hogst under var/férsommar och avtar efter blomningen (Adams, 1995). Effekten av
skordetid har bekriftats i en studie genomford i Umea (Hojer et al., manuskript). Vid skord 5-6 veckor
efter forsta skord var koncentrationen av formononetin hdgre &n vid skord tva veckor senare.
Koncentrationen av formononetin i rédklover var i denna studie hogre &n vad som redovisats av t.ex.
Sarelli et al. (2003). Aven konserveringsmetoden inverkar (Sivesind & Seguin, 2005). Fortorkning
och hoberedning kan minska halten av FO (Sarelli et al., 2003), medan inverkan av ensilering ir mer
oklar, enligt en litteraturgenomgéng av Kalac¢ (2013). Sarelli et al. (2003) sag en 6kning i halten
formononetin pa ca 20 % fran farsk rodklover till fortorkad och ensilerad. Sivesind och Seguin (2005)
sag 1 stillet en minskning pa 20 % och i en studie med ensilering i laboratorieskala sdg man en
minskning i halten med mer dn 70 % (Daems et al., 2016).
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Sortskillnader

Halten FO kan skilja mellan olika rodkldversorter (Saviranta et al., 2008; Sivesind & Seguin, 2005).

I Tabell 1 anges halterna av nagra ostrogent aktiva &mnen enligt olika undersokningar, som jamforelse
till de resultat som redovisas i denna rapport. En brittisk firma anger i sin sortlista vilka rodklover-
sorter som har hog respektive 1ag halt av FO for att producenterna ska kunna vilja olika sorter till sina
djur vid olika tillfdllen i produktionen. Det vore en fordel om man dven pa svenska géardar skulle
kunna vilja rodkldversort utifran dess innehall av FO, men hir finns inga motsvarande uppgifter.

Tabell 1. Koncentration av fytodstrogen i rodklover enligt nagra olika studier, g/kg ts. Observera att analys-
metoderna kan skilja en del.

Concentration of phytoestrogens in red clover according to different studies, g/kg DM. Observe that it can be
different analyzing methods.

Sort Formononetin Daidzein  Coumestrol  Referens

AberRuby (lag FO) 1,7 0,05 id* Hoerger et al., 2011
Larus 8,5 0,84 id -7

Tedi 12,5 0,16 id -7-

Formica 3,3 ia® ia Moorby et al, 2004
Astra 4,7 ia ia -7

Ej angivet 6,8 0,63 0 Mustonen et al., 2006
SW Betty (skord 1) 8,6 0,13 ia Hojer et al.(manuskript)
SW Betty (tidig skord 2) 8,6 0,05 ia -7-

SW Betty (sen skord 2) 6,3 0,04 ia -7-

SW Betty (skord 3) 7,3 0,04 ia -7-

Ej angivet 13,2 0,53 id Lundh & Madej, 2003
Formica (skord 1) cas,2 ia ia Schubiger och Lehmann, 1994
Formica (skord 3) ca3,0 ia ia -7-

Titus (skord 1) ca 8,5 ia ia -7-

Titus (skord 3) cas,5 ia ia -7-

% id = inte detekterad, not detected, ® ia = inte analyserad, not analysed

Syftet med detta projekt har varit att undersoka skillnaderna i forekomst av FO i olika rodkloversorter
odlade under svenska forhdllanden. For att se om eventuella sortskillnader beror pa typen av rod-
klover valdes savil tidiga som sena typer frén olika ldnder, och dven av olika ploiditet (di- eller
tetraploid). Sorterna skulle skordas pad samma breddgrad for att gora resultaten jamforbara. Umea
(forskningsstationen Robédcksdalen, lat 63°N, long °63E) valdes som véxtort eftersom vi tidigare har
funnit hoga FO-virden hir. Resultaten kommer fran tvé olika forsok med ndgot skiftande uppligg,

se nedan.

Material och metoder

Sorter

Studierna av rodkldversorter gjordes under tvd sisonger. Ar 2012 togs prov av sorter som ingick i den
ordinarie sortprovningen pa SLU Robédcksdalen. Ambitionen var att ta alla prov fran samma vallalder,
men for att fA med s manga sorter som mdojligt inom budgetens ram togs prover fran bade Vall I och
Vall 1. For att ocksa fa en jimforelse ver vallaldrarna provtogs SW Torun i bade Vall I och Vall I1.
De sorter som slutligen ingick framgér av Tabell 2. Sortmaterialet har en spridning betridffande
ursprung och tidighet. SW Ares ar en sydsvensk medelsen typ, [lte hdrstammar fran Baltikum,

LO RK9735 ir en norsk sort och dvriga ir sena sorter frin vixtforadlingsstationen i Linnis,
Visternorrland. Klovern var sadd i renbestand.



Ar 2014 anvindes de rodkldversorter som ingick i ett projekt vars syfte var att studera rodkldverns
morfologi. Dessa sorter (Tabell 2) hade valts for att ha stora skillnader 1 blomningstid men de skulle
vara mdjliga att odla i ett nordligt klimat. De olika rodkloversorterna (utsidesmingd 5 kg/ha) odlades
i en blandvall med rorsvingelhybriden Hykor (20 kg/ha). Bland de provade sorterna 2014 fanns SW
Torun och Ilte som dven var med 2012 och SW Betty som anvénts i tidigare falt- och produktions-
forsok vid institutionen (Hojer et al., 2012, Hgjer et al., manuskript).

Tabell 2. Sorter i forsoken 2012 och 2014; typ, ursprung och datum for klippning.
Varieties in the studies, 2012 and 2014, type, ploidity, ley age, originating country, breeder and sampling date.

Sort Typ Ploiditet Vall- Ursprungs- Foréadlare Datum for
alder land provtagning
2012
Amanda Tetraploid  Vall I Sverige SW 23 juli + 14 aug.
Ilte Sen Tetraploid ~ Vall II Estland Jogeva 23 juli + 14 aug
LO RK9735 Tetraploid  Vall I Norge Graminor 23 juli + 14 aug
Peggy Sen Tetraploid  Vall I Sverige SW 23 juli + 14 aug
SW Ares Medelsen Diploid Vall 1 Sverige SW 23 juli + 14 aug
SW Torun Sen Tetraploid VallI+1I  Sverige SW 23 juli + 14 aug
SW Yngve Sen Diploid Vall I Sverige SW 23 juli + 14 aug
SWARK95097 Sen Diploid Vall I Sverige SW 23 juli + 14 aug
2014
Atlantis Tidig Tetraploid  Vall I Tyskland NPZ 15 juli
Callisto Tidig Diploid Vall I DLF-Trifolium 15 juli
Dafila Tidig Diploid Vall I Schweiz Agroscope 15 juli
Fregata Tidig Tetraploid Vall I Schweiz Agroscope 17 juli
Harmonie Tidig Diploid Vall Tyskland NPZ 15 juli
Ilte Sen Tetraploid Vall I Estland Jogeva 23 juli
Larus Tidig Tetraploid  Vall I Schweiz Agroscope 15 juli
Lasang Sen Tetraploid  Vall I Norge Graminor 23 juli
Lea Sen Diploid Vall | Norge Graminor 21 juli
SW Betty Sen Tetraploid Vall I Sverige SwW 21 juli
SW Torun Sen Tetraploid Vall I Sverige SwW 23 juli
Vesna Tidig Tetraploid Vall I DLF-Trifolium 15 juli

Provtagning och sortering
Béda aren gjordes all provtagning i atervéxten. Detta eftersom det oftast dr d& som rodkloverhalten i

praktiken dr som hogst och kloverns innehall alltsa har storst inverkan.

Av varje sort klipptes tvd provytor a 0,25 m?i odlingsrutor som var 1,5 x 7,2 m. Proverna klipptes pa
formiddagen efter att daggen torkat upp. Klipphojden var 3-5 cm. Grédan lades i plastpasar som
forvarades i frigolitlador med kylklampar tills allt var fardigklippt.



Ar 2012 togs en forsta skord i forsdken den 21 juni. Provtagningen for vér studie gjordes i aterviixten
vid tva olika utvecklingsstadier. Vid varje tillfille klipptes alla sorter under en och samma dag, den 23
juli (ungeférlig tid for knoppning) respektive den 14 augusti (berdknad tid for blomning).

Ar 2014 togs forsta skord den 17 juni. En okulir gradering av rodkldverns utvecklingsstadium
gjordes knappt fyra veckor direfter och sedan tvd génger per vecka. Malet var att skorda alla sorter
vid begynnande blomning. I realiteten innebar detta att vi klippte i rutor dar man borjade se enstaka
roda blommor. Provtagningstidpunkten bestdmdes séledes individuellt for varje sort och framgar
av Tabell 2. Klippytorna valdes ut i en del av rutan dér gréiset inte var s dominerande och sé att
atminstone nagon blomma skulle finnas med i det klippta provet.

Efter att proverna kommit in pa laboratoriet férvarades de i kylrum (+4 °C) varifran ett prov i taget
togs fram for vidare behandling. Det klippta materialet vigdes farskt for att fa totalvikten. Dérefter
delades varje prov i tva delar. Den ena halvan sorterades i rodklover, sétt gris (bara 2014), ogris samt
dott vaxtmaterial och de olika fraktionerna vigdes. Rodklovern packades dérefter i plastpésar och
frystes (-20 °C) for senare analys av FO. Gris, ogriis och dott material torkades och vigdes.

Den resterande halvan av varje prov delades i ytterligare tva delar:

Den ena sorterades i1 rodklover/ gris/ ovrigt och vigdes. Sedan sorterades rodkloverplantorna efter
utvecklingsstadium. De olika fraktionerna torkades och vigdes pa nytt.

I den andra delen delades rodkloverplantorna upp 1 blad, petiol (bladskaft), stam och blomma/
blomknopp. Fraktionerna torkades och vigdes. All torkning gjordes i 60 °C under minst 48 timmar.
Rodkldvern fran de bada sorteringarna slogs sedan ihop for senare malning och néringsanalys.

Analyser

Proverna for néringsanalys maldes pa en knivkvarn (Retsch SM 300, Retsch GmbH, Haan, Tyskland)
med 1 mm séll och séndes till AgriLab, Uppsala (dr 2012) respektive DairyOne, USA (&r 2014), for
analys av bl.a. riprotein, rifett, NDF och smiltbarhet (in vitro true digestibility, IVTD 48 timmar). Ar
2012 analyserades raproteinet med Dumas-metoden (SS-ISO 13878). I 6vrigt analyserades allting
med NIRS.

De frysta proverna skickades for analys av FO till Arhus universitet, Foulum, Danmark. Dér
frystorkades proverna och analyserades med vétskekromatografi (HPLC) och detekterades med
tandemkopplad mass-spektrometri (MS/MS) (Steinshamn et al., 2008). De analyserades for innehéll



av formononetin, daidzein, biochanin A, genistein, prunetin, equol, enterolakton, enterodiol,
coumestrol, secoisolariciresinol och matairesinol.

Skordedata

Uppgifter om skordad méingd av respektive sort hdmtades 2012 fran den ordinarie sortprovningen i
intilliggande forsoksrutor. Dessa skdrdades den 31 juli, dvs mellan véra provtagningar.

Ar 2014 hiimtades uppgifter om skérdad méingd fran ordinarie skord av forsoket, vilken gjordes 24
juli, dagen efter att vi hade provtagit de senast utvecklade sorterna. Den méngd vi hade klippt bort
adderades till totalméngden for respektive ruta.

Klimatdata

Siffror pa temperatur och solstralning har hdmtats frain SMHI (Umea Flygplats). Nederbordssiffrorna
ar fran Robacksdalens forskningsstation, dér forsdken var placerade.

Statistik

Data analyserades med SAS mixed model och Microsoft Excel. Ar 2012 anviindes de fixa faktorerna
provtagningsdatum, sort och interaktionen mellan dessa. Block inom sort och tid togs med som
slumpfaktor men uteslots i den slutliga bearbetningen da det inte hade ndgon signifikant inverkan.
Ar 2014 var sort enda fixa faktor. De variabler som undersoktes var andel olika vixtfraktioner,
utvecklingsstadium (inte statistiskt 2012), niringsinnehall samt koncentrationen av FO. Dessutom
undersoktes ar 2012 korrelationen mellan olika variabler med Pearsons korrelation i statistik-
programmet NCSS 2000. Bida provtagningstidpunkterna togs dd med i samma analys for att 6ka
antalet data.

Resultat

Avkastning och rodkloverhalt

Ar 2012 var andelen rodkldver hog eftersom den var sidd i renbestdnd. Vid forsta provtagnings-
tillféllet var det ungefar 10 % som sorterades bort och vid nista provtagning var det ca 5 %. Det var

i huvudsak ogris men dven helt vissnade delar av kldverplantor. Resultaten fran den officiella
sortprovningen anger en rodkloverandel pa 97-100 % i de olika sorterna och en variation i rodklover-
skord 1 atervaxten fran knappt 2 400 kg ts (Peggy) till drygt 2 800 kg ts (Amanda). For 6vriga resultat
fran sortprovningen hénvisas till Dryler (2014).

Ar 2014 var andelen rodkldver i blandvallen med rorsvingelhybriden Hykor i medeltal 47 % i de
klippta provytorna (Tabell 3). Det bortsorterade materialet var i huvudsak grias, men dven en liten
andel ogrés samt helt vissnade rodkloverdelar.



Tabell 3. Andel rodklover i % och berdknad avkastning (grés + klover) i kg ts/ha utifrdn méngden i de klippta
ytorna &r 2014. Dessutom den totala rutskdrden (forsta, andra och tredje skord) omréknad till avkastning per
hektar.

Proportion of red clover (%) and calculated production (kg DM per hectare) in second cut in 2014. Also
included is the total amount of the three harvests of the year.

Andra skord ® Forsta + andra + tredje
skord
Sort Datum Rodklover- Berédknad avkastning
(4n)=tetraploid for halt
(2n)=diploid klippning % kg ts/ha kg ts/ha
Atlantis (4n) 15 juli 53 2300 8800
Callisto (2n) 15 juli 47 2600 10300
Dafila (2n) 15 juli 44 2600 8000
Fregata (4n) 17 juli 44 3000 8100
Harmonie (2n) 15 juli 51 2600 8600
Ilte (4n) 23 juli 46 2400 9500
Larus (4n) 15 juli 53 2100 8000
Lasang (4n) 23 juli 50 3300 9000
Lea (2n) 21 juli 53 2500 8300
SW Betty (4n) 21 juli 42 2800 8800
SW Torun (4n) 23 juli 45 3000 8200
Vesna (4n) 15 juli 38 2700 9500

* Medeltal av klippning av tva ytor 4 0,25 m” den 15-23 juli. Average yield from two cutting plots 15-23 July
® Enligt skord av hela rutan, 10,8 m* den 17 juni + 24 juli + 2 september. Yield from three cuts from the whole
plot, 10.8 m* (17 June+24 July+2 September.)

Utvecklingsstadier

Ar 2012 visade sorteringen i olika utvecklingsstadier att vid det forsta provtagningstillfillet, den
23 juli, var 37 % av torrvikten av skotten i den mest utvecklade sorten (LO RK9735) i blomning
och 58 % 1 knoppstrackning (Figur 1). I den minst utvecklade sorten (SW Torun Vall II) var 20 %
av skotten (torrvikt) i knoppstrickning. Resten var i knoppansvallning, stjdlkstrickning eller
bladstadium.

Vid det senare provtagningstillfillet 2012, den 14 augusti, hade den mest utvecklade sorten (SW
Yngve) borjat fa skott i frobildningsstadium. De minst utvecklade (SW Torun Vall I + Vall II samt
SW Ares) hade fortfarande en stor andel av skotten i knoppstrackning eller mindre utveckling och en
mindre andel skott i blomning.

Ar 2014 skulle sorterna enligt planen klippas i samma utvecklingsstadium. For att jimfora sorterna
berdknades dock dven ett viktat medelutvecklingsstadium. Stadium 1+3 viktades med faktor 2,
stadium 4 med faktor 4, stadium 5 med faktor 5 och stadium 6 med faktor 6. Torrviktsandelen
multiplicerades med respektive faktor. Det viktade medelvardet varierade mellan 3,7 for Dafila till
4,8 for SW Torun (Figur 2). Skillnaden var inte statistiskt signifikant.
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Figur 1. Utvecklingsstadium (i torrviktsandel) av olika sorter av rddklover provtagna vid tva tidpunkter

i atervéxten ar 2012. Stadium 1+3 &r bladstadium + stjélkstrackning, 4 knoppansvéllning, 5 knoppstrackning,

6a blomning, 6b sen blomning, 7 mycket sen blomning och 8 frobildning. Developmental stage (in % of DM) of
different red clover varieties sampled at two time points in the regrowth in 2012. 1+3 is leaf stage+node stage,
4 bud swelling, 5 bud stretching, 6a flowering, 6b late flowering, 7 very late blooming and 8 seed formation.
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Figur 2. Utvecklingsstadium (torrviktsandel, hela skott) av olika sorter av rodklover provtagna i andra skord ar
2014. Stadium 143 dr bladstadium + stjilkstrackning, 4 knoppansvéllning, 5 knoppstrickning, 6 blomning (6a +
6b). Skalan pa den hdgra y-axeln relaterar till ett viktat medelvarde for utvecklingsstadiet for varje sort,
markerat med x.

Developmental stage (in % of DM, whole shoots of different red clover varieties sampled in the summer growth
in 2014. 1+3 is leaf stage+node stage, 4 bud swelling, 5 bud stretching, 6 flowering (6a+6b). The scale on the
right y-axis relates to a weighted average of development stage for each variety (X).
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Viixtfraktioner

Forsoksaret 2012 hade alla sorter betydligt hdgre andel blad vid det tidigare, jamfort med det senare
provtagningstillfillet, men det fanns inga signifikanta skillnader mellan sorterna vid ndgon av
tidpunkterna (Figur 3). Déremot var det en tendens till skillnader i andel stam, bladskaft samt andel
blad + bladskaft vid den forsta provtagningen (P = 0,052; P = 0,058 och P = 0,059 for respektive),
med stérre andel stam men ligre andel bladskaft samt blad + bladskaft i SWA RK95097 in i SW
Yngve. Vid den andra provtagningen var det inga skillnader. Franvaron av signifikanta skillnader
mellan sorterna kan delvis bero pa det begriansade antalet prover per sort och provtillfille.

Torrviktsandel
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Figur 3. Torrviktsandel av olika véxtfraktioner hos rodkloversorter provtagna vid tva tidpunkter i andra skord ar
2012. Varje virde 4r ett medeltal av tva prover per sort och tillfdlle (utom for LO RK9735 och SW Yngve dir
vérdena vid forsta skordetillfdllet baseras pa bara ett prov). Felstaplar anger standardavvikelsen i bladandel
mellan de tva proven av varje sort.

Proportion of DM of different plant fractions (flower / stem / petiol / leaf) in red clover varieties sampled at two
time points in summer growth 2012. All results are mean values of two samples per variety and time. Error bars

show the standard deviation between two samples for leaf proportion
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Ar 2014 var skillnaden mellan sorterna i fordelningen av olika vixtfraktioner (Figur 4) synbarligen
mindre 4n vad den var i utvecklingsstadier. And4 var skillnaderna statistiskt signifikanta for alla
fraktioner. Andelen blad varierade frén 44 % 1 Vesna till 58 % i SW Betty. Andelen blomma varierade

fran 0,5 % (Callisto) till 7,0 % (Vesna).

Torrviktsandel
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Figur 4. Torrviktsandel av vixtfraktioner hos olika sorter av rodkldver provtagna i andra skord ar 2014.
Virdena dr medeltal av tva prover av varje sort. Felstaplar anger standardavvikelsen mellan de tva proverna

rérande bladandel.
Proportion of dry matter in different red clover varieties sampled in summer growth 2014. All results are mean

values of two samples. Error bars show the standard deviation between two samples for leaf proportion.

Niiringsinnehdll
Det fanns inga signifikanta skillnader i niaringsinnehall mellan sorterna 2012, men for samtliga

variabler skilde det mellan provtagningstillfillena, se Tabell 4. I samma tabell ses ocksé analys-
resultaten fran 2014. Detta ar fanns signifikanta skillnader mellan sorterna betrdffande NDF, rafett

och sméltbarhet (IVTD).
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Tabell 4. Innehall av omsittbar energi (OE), in vitro-sméltbarhet (IVTD), raprotein (RP), NDF samt réafett i
prover av de olika rodklversorterna 2012 och 2014. Vardena dr medeltal av tva prover av varje sort och
tillfalle.

Concentration of metabolisable energy (OE)(MJ/kg DM), in vitro digestibility (IVTD), crude protein (RP), NDF
and crude fat (Rdfett) (g/kg DM) in red clover varieties in 2012 and in 2014. All results are mean values of two

samples.
Dam - Sort OF, MJ/kg ts RP, g/kgts NDF, gk ts
23juli  Amanda 11,0 204 287
Iite 10,9 224 301
LO RK9735 10,8 202 302
Peggy 11,1 216 272
SW Ares 11,1 229 286
SW Torun 11,3 223 260
SW Torun 11,1 223 271
SW Yngve 11,2 218 275
SWA RK95097 11,1 207 309
14 augusti Amanda 10,6 164 370
It 10,6 171 378
LO RK9735 10,6 164 389
Peggy 10,7 196 322
SW Ares 10,7 177 369
SW Torun 10,8 194 335
SW Torun 10,5 185 348
SW Yngve 10,2 177 384
SWA RK95097 10,4 162 395
Datum Sort IVTD, RP, NDF, Réfett,
2014 g/kg ts g/kg ts g/kg ts g/kg ts
15juli  Atlantis 845%™ 232 356 40,0
15juli  Callisto 855%¢ 247 362" 39,5%
15juli  Dafila 840%™ 224 360" 37,5°
17juli Fregata 845%® 237 363" 38,0°
15juli  Harmonie 850 245 371° 42,0
23juli  Tite 865™ 257 346" 40,0
15juli  Larus 840 234 365" 38,5%
23juli  Lasang 850 241 325%¢ 42,5
2ljuli  Yea 855%¢ 246 307 41,5®
21 juli  SW Betty 875¢ 253 348 42,5%
23juli  SW Torun 850 255 322% 45,0°
15juli  Vesna 835° 234 3447 42,0°
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Innehadll av fytoostrogener

De FO som hittades i detekterbar mingd var daidzein, genistein, formononetin, biochanin A,
coumestrol och prunetin. Koncentrationen av secoisolariciresinol, matairesinol, enterodiol,
enterolakton och equol var bada dren under detektionsgrinsen. De FO som forekom i hogst
koncentration var formononetin och biochanin A. Resultaten redovisas hér arsvis. En
sammanstillning ses i Tabell 5.

Ar 2012:

Det var inga signifikanta skillnader mellan Vall I och Vall II for SW Torun, dvs valldldern paverkade
inte innehallet av ndgon av de undersdkta FO. Diremot paverkade provtagningstidpunkten koncentra-
tionerna av genistein, formononetin, biochanin A, prunetin och coumestrol. Det var hogre virden vid
det tidigare skordetillfillet &n vid det senare. Det gillde framfor allt formononetin (se Figur 5) dér
medelvardet for alla sorter vid den forsta tidpunkten var 11,0 g/kg ts och vid den andra 4,7 g/ kg ts,
samt biochanin A dir motsvarande vérden var 9,7 respektive 3,5 g/kg ts. Koncentrationen av daidzein
paverkades inte av skordetidpunkten.

Koncentrationen av formononetin var hogre i Peggy, SW Torun Vall I och Ilte 4n vad den var i
SWA RK95097. Koncentrationen av biochanin A var hégre i LO RK9735 4n i Peggy, SW Torun,
SWA RK95097 och SW Yngve. Aven SW Ares hade hogre innehéll in SW Yngve. Koncentrationen
av prunetin var hogst i LO RK9735. Ligst var virdena i SW Ares. Koncentrationerna av daidzein
och genistein skilde inte mellan sorterna.

Halten av coumestrol paverkades av interaktioner mellan tid och sort. Darfor analyserades den
inom varje provtagningstidpunkt for sig. Resultaten visade att vid det forsta tillféllet var det hogre
koncentration i Peggy och Ilte 4n vad det var i Amanda och SW Yngve men inga skillnader i dvrigt.
Vid det senare tillfillet var det hogre koncentration i SW Torun Vall I &n i SWA RK95097 men
inga andra skillnader.

Den totala FO-koncentrationen i genomsnitt dver de bada provtagningstillfillena var hogre i
LO RK9735 dn i SW Yngve och SWA RK95097. Koncentrationen i Ilte var dven den hdgre in i
SWA RK95097 men skilde sig inte frin de andra sorterna.

Ar 2014:

Det var statistiskt signifikanta skillnader mellan de provade sorterna for alla substanser. Skillnaderna
i halterna av formononetin, coumestrol, prunetin och biochanin A var relativt stora, vilket paverkade
mingden totala FO. Skillnaden i totalméingden jimnades dock ut en del di sorter som hade hog andel
formononetin ofta hade lagre halt av biochanin A och tvidrtom. Betrdffande formononetin var halten
hogst i SW Betty och Ilte och ligst i Fregata. Fregata hade dock hdgst halt totala FO. Innehallet
skilde en del mellan de tva prov som tagits av varje sort, sirskilt for Fregata men dven for Atlantis,
SW Betty och Ilte.

Badda ar:
De analyserade halterna av formononetin och biochanin A var betydligt hogre 2014 jamf6rt med
medeltalet for de tva provtagningarna 2012. Darmed blev ocksé den totala méngden FO hogre.

Innehéllet av FO i de tva sorter som fanns med i forsoken bade 2012 och 2014 finns redovisat i
Tabell 6.
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Tabell 5. Koncentration av fytodstrogener', (g/kg ts) i olika sorter av rodkléver provtagna 2012 (medeltal av tvé
provtagningstidpunkter) samt 2014. Koncentrationen av coumestrol dr angiven for bada tidpunkterna 2012.
Phytoestrogen’ concentration, (g/kg DM) in red clover varieties in 2012 (average of the two sampling times)
and in 2014. The concentration of coumesterol is given for both sampling times 2012.

Sort Daidzein  Genistein Formg— Prunetin Biochanin Coumestrol Summ a
nonetin A FO
2012 23juli 14 augusti
Amanda 0,10 0,36 7,3%® 0,80 7,180 0,08* 0,04% 15,62
Iite 0,14 0,38 8,9° 0,374 7,5%¢ 0,16° 0,04 17,4%
LO RK9735 0,10 0,45 8,1%® 0,96° 10,1° 0,14%® 0,04 19,7°
Peggy 0,10 0,26 9,4° 0,750t 6,3 0,16° 0,05 16,9
SW Ares 0,07 0,36 6,9% 0,30 8,5 0,12% 0,05 16,3%°
SW Torun Vall [ 0,13 0,37 9,2° 0,36%° 5,8% 0,13% 0,06° 15,9%°
SWTorun Vall Il 0,12 0,32 8,5% 0,36%° 5,3% 0,13% 0,04% 14,6™¢
SW Yngve 0,11 0,29 7,3% 0,5970cdel 3,9° 0,08" 0,04 12,3%®
SWA RK95097 0,09 0,33 5,3° (,47°bede 5,0 0,10%® 0,03* 11,3
Sort Daidzein  Genistein Formg- Prunetin Biochanin Coumestrol Sum-m a
nonetin A FO
2014
Atlantis 0,06™ 0,487 14,8% 0,48° 19,2 0,19%f 35,34
Callisto 0,06% 0,40% 11,9° 0,30 15,2%® 0,15° 28,0%
Dafila 0,07 0,52% 12,6° 0,54% 23,8° 0,164 37,7
Fregata 0,05% 0,59° 8,7 0,76™* 32,74 0,11° 42,9
Harmonie 0,05% 0,40%° 12,54 0,33* 15,8% 0,16 29,32
Iite 0,04 0,32% 16,1¢ 0,56%° 16,6™° 0,20f 33,80
Larus 0,08° 0,39 14,7% 0,45° 18,6 0,18¢dct 34,3
Lasang 0,05® 0,33% 14,20 1,11% 12,1% 0,18°e%f 28,0°
Lea 0,03° 0,27° 11,9% 0,33° 13,2 0,15b° 25,8°
SW Betty 0,03° 0,32 15,7¢ 1,26 9,9° 0,20 274%™
SW Torun 0,04% 0,25% 14,5 0,38 12,1% 0,19° 27,5%
Vesna 0,07% 0,34% 12,4% 0,40* 14,4® 0,16>% 27,8%

! Aven secoisolariciresinol, matairesinol, enterodiol, enterolakton och equol analyserades, men
koncentrationerna var under detektionsgrinsen for respektive fytodstrogen.

Also secoisolariciresinol, matairesinol, enterodiol, enterolactone and equol were analysed, but the
concentrations were below the detection limit for each of these phytoestrogens.
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Figur 5. Koncentration av formononetin i rodkldversorter provtagna i knoppning samt blomning (5 respektive 8
veckor efter forsta skord) i forsoket 2012. Varje stapel &r ett medeltal av tva prov.

Concentration of formononetin (g/kg DM) in red clover varieties sampled at budding and flowering (5 and 8
weeks after first cut) in the study in 2012. All results are mean values of two samples.

Tabell 6. Jimforelse av innehall av fytodstrogen (FO) mellan dren for de tva sorter som var gemensamma for
forsoken 2012 och 2014.
Phytoestrogen concentration (g/kg DM) of varieties that were sampled both in 2012 and in 2014.

SW Torun Ilte
FO (g/kg ts) 2012' 2014 2012' 2014
Formononetin 8,8 14,5 8,9 16,2
Daidzein 0,1 0,04 0,1 0,04
Coumestrol 0,1 0,2 0,1 0,2
Biochanin A 5,5 12,1 7,5 16,6
Genistein 0,4 0,3 0,4 0,3
Prunetin 0,4 0,4 0,4 0,6
Summa FO 15,3 27,5 17,4 33,8

"Medelvirde av de tvd provtidpunkterna 2012.
Average of the two sampling times in 2012.

Arsmdnens inverkan

Som framgar av Figur 6 var det relativt stor skillnad i sdvél nederbord som temperaturutveckling
mellan dren. Ar 2012 var en sommar med jimn temperatur och nederbérd medan 2014 var mer extrem
med stigande temperatur, sarskilt i samband med skérden.
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Figur 6. Nederbord och temperatur (medel, 1dgsta och hogsta) mellan forsta och andra skord éren 2012 och
2014.
Precipitation and temperature (average, lowest and highest) between first and second cut 2012 and 2014.
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Samband mellan olika parametrar

Ar 2012 beriiknades korrelationer mellan innehéllet av FO och ett antal andra parametrar. I Tabell 7
redovisas de korrelationer som var signifikanta (P<0,001) och hade ett virde pa minst 0,6.

Det fanns en positiv korrelation mellan andelen blad och flera av fytodstrogenerna, framforallt formo-
nonetin. Troligen dr det kopplingen till andel blad som ligger bakom manga av de dvriga starka
samband som finns. Fytoostrogeninnehéllet var dven korrelerat till innehéllet av NDF och raprotein;
ju mer NDF och mindre raprotein desto mindre formononetin, biochanin A och coumestrol.

Halterna av biochanin A, formononetin och coumestrol var starkt positivt korrelerade till den totala
fytoodstrogenhalten, vilket dr naturligt for de bada forstndmnda da de utgdr en stor del av totalen.

Tabell 7. Korrelationer mellan halter av olika fytodstrogener och néringsvérde, utvecklingsstadium samt andel
véxtdelar i motsvarande provrutor i studien 2012. Alla fytodstrogener testades mot varandra samt mot alla
véxtdelar och alla utvecklingsstadier men bara signifikanta samband med en korrelation pa minst +0,6
redovisas. For utvecklingsstadierna &r stadium 6b sen blomning och stadium 7 mycket sen blomning.
Correlations between phytoestrogen concentrations and nutrient content, development stage (6b=late flowering,
7=very late flowering) and percentage of plant parts in the sampled plots in 2012. Only correlations of more
than £0.6 are presented.

Formononetin  Biochanin A Coumestrol

Formononetin 0,79 0,91
Biochanin A 0,79 0,82
Coumestrol 0,91 0,82
FytoGstrogener, totalt 0,94 0,95 0,91
Energi (MJ/kg ts) 0,63 0,61
Raprotein(g/kg ts) 0,80 0,61 0,78
NDF (g/kg ts) -0,84 -0,67 -0,77
Utvecklingsstadium 6b -0,60

Utvecklingsstadium 7 -0,61

Andel blad 0,89 0,77 0,81
Andel stam -0,74 -0,64
Andel blommor -0,74 -0,68 -0,67

Skillnaden i fytodstrogenhalt mellan provtagningstidpunkterna 2012 var betydande. Det kan forklaras
av fordndringar bade i graden av utveckling och i andelen blad. Denna skillnad var ofta storre dn
skillnaden mellan sorter, men det fanns viktiga signifikanta sortskillnader, bl a i den totala koncent-
rationen av FO. Att LO RK9735 hade hdgst total koncentration beror till stor del pa dess hoga
innehall av biochanin A (Tabell 5). Bland sorterna med légre total fytodstrogenkoncentration fanns
fraimst SWA RK95097 men dven SW Yngve, bada diploida sorter.

En av de mer betydelsefulla FO dr formononetin pga dess hdga halt och strogena aktivitet vid om-
vandling till equol. I studien 2012 utmirkte sig SWA RK95097 med 1agt innehall, medan SW Torun,
Ilte och Peggy hade de hogsta halterna. Vid dessa jaimforelser har dock ingen hénsyn tagits till
skillnader i sorternas utveckling. Darfor berdknades ett viktat medelvérde for varje sorts utvecklings-
stadium, dér stadium 1+3 (bladstadium + stjdlkstrdckning) gavs vérdet 2, knoppansvéllning fick
vérdet 4, knoppstriackning fick vérdet 5, blomning vérdet 6, sen blomning vérdet 6,5, mycket sen
blomning vérdet 7 och slutligen frobildning fick virdet 8. Sedan multiplicerades andelen av ts i varje
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stadium med vérdet for stadiet. Detta nya medelvérde for varje sorts utveckling vid varje provtillfille
kunde sedan relateras till formononetinhalten vid samma tillfalle (Figur 7). De hogre viardena
motsvarar det forsta provtagningstillféllet och de ldgre det andra. En interpolering mellan de tva
virdena representeras av en linje for varje sort. Detta gjordes for att grovt skildra utvecklingen mellan
provtagningstillfillena och underlétta sortjamforelser vid en tdnkt gemensam utvecklingstidpunkt.

Figur 7 visar att de hoga halterna i SW Torun 2012 (sérskilt vid det forsta provtagningstillfallet)
troligen &r orsakade av att SW Torun 4r en sen sort. Om vallen skordas baserat pa grésets (timotejens)
utvecklingsstadium kommer SW Torun att vara mindre utvecklad dn vissa av de andra sorterna i
studien och pa grund av detta innehélla mer FO (sérskilt formononetin). Sorterna Peggy och

LO RK9735 utmirker sig dock fortfarande som sorter med lite hdgre koncentration av formono-
netin, tillsammans med Ilte. SWA RK95097 framstér dven hir som en sort med l1agt innehall av
formononetin, tillsammans med SW Ares.
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Viktat medelvirde utveckling

Figur 7. Formononetinkoncentration stdlld mot ett viktat medelvirde for plantornas utvecklingsstadium vid de
bada provtagningstillfdllena 2012. Vid berdkningen av det viktade medelvardet fick stadium 1+3 (bladstadium +
stjélkstrackning) vérdet 2, stadium 4 knoppansvéllning fick vardet 4, stadium 5 knoppstrackning fick vérdet 5,
stadium 6a blomning fick védrdet 6, stadium 6b sen blomning fick vérdet 6,5, stadium 7 mycket sen blomning
fick vérdet 7 och stadium 8 frobildning fick vérdet 8.

Concentration of formononetin as correlated to a weighted average of development stage at the two samplings
in2012.
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Figur 8 visar det totala innehéllet av fytodstrogen hos sorterna fran bada aren, plottat mot utvecklings-
stadium. Man kan se att den totala koncentrationen ar exponentiellt avtagande. Det ser ut att vara
storst skillnad mellan sorterna runt stadium 4,5 men det kan bero pa att det var flest prover att jimfora
vid den tidpunkten. SW Torun som férekom bada forsokséren ligger i den nedre delen av kurvan hela
tiden (forutom tva avvikande prover) vilket visar att den kan anses vara en 1ag sort sett till total halt
fytodstrogen.
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Figur 8. Total fytodstrogenkoncentration i alla prover fran aren 2012 och 2014 plottade mot medelutvecklingen.
(Vérdet 2 har anvénts for utvecklingsstadierna 1+3).

Total concentration of phytoestrogens in all samples from 2012 and 2014 plotted against mean development
stage.

Ett annat sitt att jimfOra sorterna &r att relatera koncentrationen av formononetin till andelen blad

hos de olika sorterna. I Figur 9 ses en sddan jimforelse fran studien 2012. Resultaten fran det forsta
provtagningstillfillet ses till vinster och sedan sjunker andelen blad ju dldre plantorna blir. Hir ses att
vid en storre andel blad #r det en grupp av sorter (Ilte, Peggy, LO RK9735 och SW Torun) som har
nagot hogre koncentration av formononetin én gruppen med SW Yngve, Amanda och SW Ares.
SWA RK95097 avviker fran dvriga sorter pa grund av betydligt ligre bladandel men foljer samma
trend som SW Yngve, Amanda och SW Ares.

Sambandet mellan halterna av coumestrol och formononetin tycks vara starkt (Figur 10). Det verkar
inte vara sortberoende eller paverkas av utvecklingsstadium utan 6kar den ena sa 6kar den andra.
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Formononetin as correlated to coumestrol for each variety and sampling time (g/kg DM).
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Diskussion

For praktisk anviindning av resultaten kan nimnas att sorten SWA RK95097 som provades 2012 ir
tillbakadragen av vaxtforddlaren och inte kommer att marknadsforas. Den nya sorten Peggy har visat
goda odlingsegenskaper och &r tinkt som marknadssort for norra Sverige. Dess relativt hoga innehall
av formononetin kan dock gora att den &r mindre intressant for lammproducenter. For dessa kan t ex
SW Ares vara ett béttre val, dock med beaktande att det 4r en medelsen sort forddlad 1 forsta hand for
Svealand och Gdtaland. Av de sorter som provades 2014 finns idag endast SW Betty och Ilte som
rena sorter pa den svenska marknaden. SW Torun finns bara i specialblandningar. Lea gér att bestélla
via norska Graminor. De dvriga sorterna har inte visat sig vara uthalliga for odling i norra Sverige.

Utvecklingsstadier och viixtfraktioner

De bada forsokséaren gav lite olika utslag betrdffande skillnaden mellan sorter géllande utveckling och
andel av olika vaxtfraktioner. De resultat rorande utvecklingsstadium som framkom i véra studier ar
inte generella for respektive sorts tidighet, dar hidnvisas i stéllet till den officiella sortprovningen.
Déremot kan vara resultat kopplas till de 6vriga analyser som gjorts i samma provruta och i denna
studie #r det framforallt egenskapernas koppling till koncentrationen av FO som ir i fokus.

Enligt bland annat Tsao et al. (2006), Seguin et al. (2004) och Saviranta et al. (2008) varierar savél
innehall som sammansittning av FO mellan olika vixtfraktioner. De korrelationer som beriiknades
2012 (Tabell 7) visar exempelvis att innehéllet av formononetin ar positivt kopplat till andelen blad i
rodkldverbestidndet. I samma tabell ses ocksi att innehéllet av FO minskar vid hogre utvecklings-
stadium, vilket ocksa ir kopplat till minskad bladandel. Aven den korrelation som ses mellan
exempelvis NDF och formononetin hinger samman med detta. Detta gor att en vanlig foderanalys kan
anvindas som en vigledning till fytoostrogeninnehallet i ett rodkloverdominerat ensilage. Lagre halt
NDF tyder pa tidigt utvecklingsstadium och ddrmed hogre bladandel vilket kan innebdra hogre halter
av FO.

De analyserade proverna hade en variation i utvecklingsstadium men var alla inom det spektrum da
man kan tinka sig att skord sker i praktiken. Ar 2012 medforde de fasta skordedatumen att det blev en
viss spridning i utvecklingsstadium mellan sorterna. Ar 2014 var malet att provtagningen skulle ske
vid samma utvecklingsstadium for alla sorter. Det blev heller inte nagra signifikanta skillnader mellan
sorternas “medel-utvecklingsstadium” dven om andelen enskilda stadier varierade mellan sorterna.

Fytoostrogener

I jamforelse med andra studier (Tabell 1) var fytodstrogenhalten i denna studie i nivd med vad som
tidigare setts vid forsok pa Robéacksdalen och andra platser, &ven om resultaten 2014 helt klart ligger i
det 6vre spannet. I andra studier med rodklover rapporteras ett innehéll av formononetin pa 3,3-9,0
g/kg ts (Kallela et al., 1987; Moorby et al., 2004; Sarelli et al. 2003). Véra resultat 2014 var i medeltal
drygt 13,0 g/kg ts. Data fran olika studier kan dock variera beroende pa t.ex. arsman, vaxtplats och vid
vilket utvecklingsstadium man skordat.

Det totala fytodstrogeninnehallet var bada aren ca 70 % hogre hos den sort som hade hogst jaimfort
med den som hade ldgst virde, vilket méste anses som en betydande variation. Dock kan vara resultat
vara paverkade av att proverna togs fran relativt smé provytor. Detta kan gora att inte hela popula-
tionen av varje sort speglats, sérskilt ar 2014 da kdverandelen i1 grodan var ldgre. Det kan till viss del
ocksa forklara den variation som sdgs mellan en del dubbelprover.

Det var med forsoksuppldgget 2012 svart att sirskilja de skillnader i fytodstrogeninnehéllet som
orsakas av olika tidighet fran “riktiga” sortskillnader som &r helt oberoende av mognad. Man kan
dock dra slutsatsen att selektion pa tidighet i rodkloverforddlingen dven kan ténkas paverka innehéllet
av FO i det slutliga vallfodret.
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Ar 2014 var uppligget dndrat s3 att alla sorter skulle skordas vid samma utvecklingsstadium. Bland
de sorter som ingick i undersdkningen detta ar var det frimst Fregata som avvek, med hog total
koncentration av FO men l4gst formononetinhalt av alla. Den totala koncentrationen orsakades frimst
av mycket hogt innehall av biochanin A. Lag formononetinkoncentration ar en fordel med tanke pa
risken for paverkan av equol och detta i kombination med l14g halt av coumestrol gor att Fregata
kanske dndé kan ses som en sort med 1ag FO-effekt. Bland &vriga sorter kan nimnas att bade

SW Betty och Ilte hade hog koncentration av coumestrol och formononetin.

De diploida sorterna verkar ofta ligga négot ldgre i sitt innehall av coumestrol och &ven formononetin.
Fregata avviker dock, som tidigare ndmnts, da det &r en tetraploid sort med 14g halt coumestrol och
formononetin. Nagon skillnad beroende pa ploiditet sags inte av Tsao et al. (2006).

Forekomsten av coumestrol 1 proverna var ovintad da man i de flesta tidigare studier inte analyserat
eller kunnat detektera coumestrol i rodklover (Tabell 1). Det kan dock bero pa att manga studier
fokuserat pa isoflavoner och ddrmed har innehéllet av coumestrol i rodklover inte analyserats.
Koncentrationen av coumestrol vid det tidigare provtagningstillfdllet 2012 (123 mg/kg ts i medeltal
for alla sorter) var i samma niva eller ndgot ldgre dn det som rapporterats for lusern av Seguin et al.
(2004), men halterna 2014 var hogre dn dessa och i samma niva som angetts for lusern av Seguin &
Zheng (2006). Coumestrol har en stark bindning till dstrogenreceptorn och det dr darfor viktigt att
vara medveten om dess forekomst dven i rodkldver. Enligt vara studier finns ocksa ett starkt samband
mellan halterna av formononetin och coumestrol.

Tabell 6 visar en betydande skillnad i halter mellan éren for samma sort. Man kan dock se att Ilte
ligger hogre &n SW Torun i innehéllet av biochanin A och i total miangd FO bade 2012 och 2014,
vilket indikerar att rangeringen mellan sorter 4r densamma olika ar, &ven om nivéerna skiljer.

De skillnader som framkom i niva av fytodstrogenkoncentration mellan de bada forsokséaren kan
delvis forklaras av drsménsvariation. Medeltemperaturen var ungefér densamma mellan forsta och
andra skord 2012 och 2014 (15,2 respektive 15,7 °C), men sommaren 2014 var till en borjan kall,
dock med en temperatur som 6kade stadigt for att vara som hogst i mitten av juli (Figur 6).
Medeltemperaturen dé sorterna provtogs var hogre 2014 &n 2012. Temperaturens inverkan pa FO
verkar inte vara mycket studerad. McMurray et al. (1986) visade dock pa nagot hogre formononetin-
koncentration i blad av rodkléver vid 14gre temperatur.

En ytterligare skillnad mellan de bada forsoksaren var att 2012 studerades rodklover i renbestand
medan 2014 ars vallar var blandvallar. Hogre koncentrationer har rapporterats fran blandvallar dn fran
renbestdnd (Kallela et al., 1987). En teori &r att arterna i blandvallen kan utvecklas langsammare dn
nér de &r i renbestdnd. En annan teori ar att fytodstrogen skulle kunna inga i vixtens forsvar och att
halten 6kar vid 6kad konkurrens och da grodan stressas. Det finns dven studier som visar 6kad halt
FO med hogre utsddesmingd (Yu et al., 2009).

Hur mycket fytoostrogen kan man utfodra?

Olika vetenskapliga killor anger olika nivder av FO som kan ge fruktsamhetsproblem hos tackor.
Det dr manga faktorer som inverkar, sdsom fodrets form (ensilage / bete / hd) och djurens reproduk-
tionsstadium och ras. Nagra exempel utifran foreslagna griansvérden kan ges, men osékerheten &r stor
och det skulle behovas forskning under svenska forhallanden.

Mustonen (2014) citerar dldre kéllor som anger att nivéer under 3 g formononetin/kg ts ar sdkra for
tackor, medan problem kan uppstéd om innehéllet dverstiger 8 g/kg ts. Detta bygger dock till stor del
pa studier gjorda pa bete. Hur innehallet i ensilerat material dr jamfort med farskt material dr oklart
dé olika studier har gett mycket skiftande resultat (Kala¢, 2013). En viktig faktor tycks, férutom
utvecklingsstadiet, vara hur ldnge skorden har fortorkats (Sarelli et al., 2003). Eftersom man inte kan
vara helt siker pa att ensilage har ligre FO-innehdll in gronmassa tar man en viss risk om man
utfodrar tackor med rent rodkldverensilage med de koncentrationer vi funnit. Om man har ett
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gras/kloverensilage dir klovern innehéller 15 g formononetin/kg ts, vilket var fallet i flera sorter i
studien 2014, och vill hélla koncentrationen i grovfodret under 3 g/kg ts innebér det att halten
rodklover bor vara hogst 20 % (25 % om man rdknar med 20 % ldgre halt av formononetin i ensilage
jamfort med féarsk klover).

En annan kélla (Adams, 1996) har kommit fram till att ett intag av 0,040 g formononetin eller 0,001 g
coumestrol per kg levande vikt och dag skulle riskera att paverka fruktsamheten. En tacka pa 70 kg
kan dta minst 2 kg ts ensilage (3 % ts av levande vikt). Det skulle da ricka med en rodkldverhalt pa

9 % med en sort som innehéller 15 g formononetin per kg ts for att riskera en negativ paverkan.
Motsvarande utrdkning for coumestrol vid ett innehall pa 0,2 g per kg ts i rodklévern ger en maximal
rodkloverandel pa 17 %. I en foderstat som dven innehaller kraftfoder kan man ha hogre rodkloverhalt
i ensilaget eftersom fytodstrogenerna da blir mer utspddda. Likasd om ensilaget dr vil fortorkat vilket
torde innebdra sénkta halter. Om & andra sidan ensilagekonsumtionen &r hdgre 4n ovan antagna 2 kg
ts, skulle rodkloverandelen behdva vara ligre for att minska riskerna for negativ paverkan av FO.

Det finns betydligt firre studier som ror paverkan av FO pa mjélkkor én vad det finns pa fir, men viss
effekt pa fruktsamheten dven hos kor rapporteras av Kallela et al. (1984), Adams (1995) samt
Woctawek-Potocka et al. (2013). Fér humant bruk #r det av intresse att veta om FO gar dver i
komjolken, vilket har studerats av Hojer et al. (2012). Om man pa liknande sétt som ovan jamfor
sorter med hogt eller 14gt innehall av FO skulle utfodring av ensilage med 50 % rédkldver av en sort
med hogt innehéll av formononetin ge 4,3 mg equol per kg mjolk, medan utfodring av en sort med
lagre innehéll skulle ge 2,3 mg equol per kg mjolk om samma utbyte som i studierna av Hojer et al.
(2012) antas. Konsekvensen av denna skillnad ar svér att utviardera da kunskapen om effekterna pé
minniskan av equol frdn mjolkprodukter 4r mycket begransad.

Slutsatser

Resultaten visar att utvecklingsstadiet har stor betydelse for koncentrationen av fytodstrogen hos
rodklover och att det dven finns en arsménsvariation.

Rodkloverhalterna dr ofta storre i andra och tredje skord dn i forsta skorden. Klovern ar visserligen
ofta mer utvecklad vid skorden av atervéxten én i forsta skorden och har dirmed troligen lagre
fytodstrogenhalt, men man bor 4ndé undvika att anvénda rodkloverrikt ensilage eller sldppa tackor pa
rodkloverrikt bete vid tiden for betdckning och lamning. For att vara séker pa att slippa problem
beroende pa fytodstrogen bor andelen rodkldver till tackor under dessa perioder vara hogst 20 % i
ensilage och hogst 15 % 1 bete.

Det fanns signifikanta sortskillnader i innehéll av fytodstrogen och flertalet av de studerade rodklover-
sorterna hade hoga halter av flera av fytodstrogenerna. Skillnaderna dr sapass stora att vi anser att det
vore bra om man kunde inf6ra analys av fytodstrogen vid sortforsok av rédkldver samt vid utveckling
/inférande /marknadsforing av olika sorter.

Innehéllet av coumestrol var anmérkningsvirt dé det tidigare inte ansetts finnas i rédkléver 1 ndgon
storre omfattning.

Tack

Tack till Regional Jordbruksforskning f6r Norra Sverige som finansierade studien &r 2012 och
Stiftelsen Lantbruksforskning som finansierade studien 2014. Tack ocksa till Lis Sidelmann och Stig
Purup p4 laboratoriet vid Arhus universitet i Foulum, Danmark, som gjorde analyserna av
fytodstrogen.
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