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Indledning / sammendrag

Projektet "Klimaprotein" undersagger muligheden for at reducere landbrugets klimaaftryk ved at dyrke
lokale proteinafgrgder, herunder radklgver, som er mere modstandsdygtig over for tgrke end andre
proteinafgrgder som hestebgnner og hvidklgver. Formalet er at opna en stabil og hej produktion af
protein med lav miljgpavirkning. | undersagelsen blev proteinindholdet og polyfenoloxidase (PPO)-ak-
tiviteten i 100 rgdklgvergenotyper analyseret for at identificere linjer med hgj proteinkvalitet og lav
PPO-aktivitet, hvilket er gnskvaerdigt for dyrefoder. Resultaterne viste stor variation i bade PPO-aktivi-
tet og proteinindhold, og det konkluderes, at det er muligt at foraedle redklaver med bade hgj protein-
kvalitet og lav PPO-aktivitet.



Introduktion

Denne rapport er en del af projektet » Dyrkning af proteinafgrader med lavt miljg- og klimaaftryk til
fremtidens klima (klimaprotein)«, som fokuserer pa landbrugets klimapavirkning, og hvordan den kan
reduceres ved at udvikle lokale proteinkilder. Dyrkning af proteinafgrgder i Danmark er begreenset af
terre perioder, og hestebanner og hvidklgver er seerligt felsomme over for tarke. Redklgver, som
denne unders@agelse fokuserer pa, er en anden vigtig proteinafgrade til foderbrug.

Formalet med dette projekt er at reducere landbrugets CO2-aftryk ved at opna en hgj og stabil produk-
tion af protein i Danmark med afgrader, der har en hgj proteinkvalitet, en lav miljgpavirkning og er vel-
egnede til et klima med tarkeperioder. | dette studie undersgges proteinindholdet og aktiviteten af po-
lyfenoloxidase (PPO) proteinkvaliteten i 100 forskellige radklgvergenotyper for at undersege, om der
er tilstreekkelig variation til at understotte foreedling af disse egenskaber.

Metoder

FORSQOGSOPSTILLING OG PLANTEVAKST

Som en del af det ovenfor beskrevne »Klimaprotein«-projekt fokuserede dette arbejde pa karakterise-
ring af 100 rgdklgverlinjer. Til dette formal blev 20 r@dklgverpopulationer, der blev dyrket pa DLF's
marker pa Sjeelland (Hgjerupvej 31, 4660 Store Heddinge), indsamlet i maj 2023. Pa pregvetagnings-
tidspunktet var planterne 12 uger gamle. Desuden modtog projektet 80 rgdklgver populationer fra Li-
bor Jaluvka (DLF Seeds, Hladké Zivotice, Tjekkiet), som blev dyrket i drivhusene pa Aarhus Universi-
tet i Skejby i perioden fra august til november 2023. Drivhuset var indstillet til en maltemperatur pa 18
°C £ 5 °Cidagtimerne og 12 °C £ 2 °C om natten med en luftfugtighed pa 60-80 % og en lysintensitet
pa 100 W/mZ2. For bedst muligt at matche vaekstbetingelserne fra DLF's marker blev jordprever taget
der pa hgstdagen brugt til at inokulere den jord, der blev brugt i drivhuset. Det viste sig, at det var til-
straekkeligt at drysse 60 g podningsjord pa 0,3 m? overfladeareal. Vandingen blev udelukkende udfert
med vand og gedning uden ekstra kvaelstof, som det var tilfeeldet pad DLF's forsggsarealer. Pa den
made blev veekstbetingelserne pa DLF's marker matchet sa godt som muligt.

Analysen af kveelstofindholdet, som det samlede proteinindhold skulle beregnes ud fra, blev udfgrt af
Agrolab. Pa grund af de store maengder tarret planteveev, som Agrolab skulle bruge til analysen, blev
fem tilfzeldigt udvalgte readklgverpopulationer dyrket i et forforsgg for at vurdere, hvor mange potter der
skulle bruges pr. population for at opfylde kravene til tgrvaegt. Efter 12 ugers vaekst blev disse planter
hgstet, og friskvaegten blev bestemt, far plantematerialet blev pakket i papirposer og tarret i tgrreska-
bet i drivhuset ved 30 °C i 10 dage. | denne periode blev vaegten af poserne malt gentagne gange, og
sa snart den stabiliserede sig og holdt op med at falde, blev plantevaevet anset for at veere helt tarret.
Derefter blev det gennemsnitlige vaegttab i procent beregnet for derefter at drage konklusioner om,
hvor mange potter pr. linje der var ngdvendige for at hgste nok vaev til en vellykket analyse.

Det farte til en forsggsopstilling til dyrkning af de 80 forskellige linjer med fem potter pr. linje. P& grund
af den store maengde planter blev det besluttet at dyrke populationerne i tre forskellige partier med 10
dages mellemrum. For at sikre ensartethed i resultaterne og opdage potentielle batch-effekter, inklu-
derede vi fem kontrol-populationer i alle partier. Planterne blev dyrket, indtil de var 12 uger gamle, hvil-
ket svarer til alderen pa de planter, der blev udtaget prever af pa DLF's marker.

INDSAMLING AF PRGVER

Efter at veekstfasen var afsluttet, blev der udtaget pragver, som blev nedfrosset i biologiske replikater til
analyse af PPO-aktiviteten. Til disse analyser var der kun brug for sma maengder veev, sa der blev
indsamlet ca. 1-2 g plantemateriale per prove.

Resten af planterne blev hgstet helt. Derfor blev alt plantevaev ca. 1-2 cm over jorden klippet med en
saks, lagt i individuelle papirposer, vejet og derefter tgrret i tgrreskabe ved 30 °C til analyse af kveel-
stofindholdet i 10 dage.



PPO Activity (U/mg protein)

ANALYSE - PPO-AKTIVITET

PPO-aktiviteten blev malt ved hjeelp af et kommercielt tilgaengeligt kit fra Elabscience, med biologiske
duplikater analyseret for hver linje. Til analysen blev instruktionerne fra kittet fulgt. PPO-aktiviteten
blev malt i enheder pr. mg totalprotein. Der blev taget et gennemsnit af resultaterne, og standardfejlen
blev beregnet for hver linje.

ANALYSE - PROTEININDHOLD

Analysen af proteinindholdet blev udfert af Agrolab pa tgrret plantevaev. Derfor blev kvaelstofindholdet
i preverne malt, og ud fra disse resultater blev proteinindholdet beregnet ved hjzaelp af omregningsfak-
toren 5,6. For proteinindholdet blev der ogsa taget et gennemsnit af resultaterne, og standardfejlen
blev beregnet for hver linje.

Pa baggrund af disse resultater blev der udfgrt statistiske analyser og korrelationsanalyser.

Resultater

PPO-AKTIVITET PA TVAERS AF RGDKLGVERLINJER

PPO-aktiviteten blandt de forskellige linjer viste betydelig variation. Den laveste malte aktivitet var taet
pa 0 U/mg protein, helt preecist 0,121 U/mg protein i linje 23007, mens den hgjeste ndede op pa nee-
sten 37 U/mg protein, helt preecist 36,959 U/mg protein i linje 3245. Dette indikerer stor variation af en-
zymatisk aktivitet pa tvaers af readklaverpopulationerne.

Den store variation i PPO-aktivitet tyder pa potentielle genetiske eller miljgmaessige faktorer, der pa-
virker enzymets aktivitet. Der blev ikke blev fundet nogen signifikante forskelle i PPO-aktivitet for de
fem populationer, der blev dyrket i alle tre partier. Derfor kan det antages, at vaekstbetingelserne for
de tre forskellige partier var ensartede. Pa grund af de kontrollerede vaekstbetingelser i forsaget kan
det konkluderes, at en betydelig del af variationerne skyldes rgdklgverpopulationernes forskellige ge-
netiske baggrunde.
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Figur 1: PPO-aktivitet pa tvaers af redkleverlinjer i U/mg.



Protein content (g/kq)

PROTEININDHOLD PA TVAERS AF RODKLGVERLINJER

Proteinindholdet blev ogsa mailt pa tveers af de 100 linjer som beskrevet tidligere. Omregningsfaktoren
5,6 til at beregne det samlede proteinindhold ud fra kveelstofindholdet, som blev malt af Agrolab, blev
valgt ud fra litteraturen (Mariotti, F. et al., 2008). For proteinindholdet kunne der pavises betydelige for-
skelle mellem de undersggte linjer. Den observerede variation ligger mellem 165,76 g/kg i linje 23014
0g 233,23 g/kg i Astur.

For de fem populationer, der blev dyrket i alle tre partier, kunne der ikke pavises nogen signifikante
forskelle i det malte proteinindhold. Det viser, at vaekstbetingelserne har veeret ensartede nok til ikke
at pavirke proteinindholdet i planterne. Som allerede naevnt for variationen i PPO-aktiviteten i redklg-
ver er det derfor sandsynligt, at den observerede variation i proteinindholdet hovedsageligt skyldes po-
pulationernes forskellige genetiske baggrunde.

Protein content in red clover lines
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Figur 2: Proteinindhold pa tvaers af radkleverlinjer i g/kg.



Konklusion

Resultaterne af analyserne understreger vigtigheden af omhyggeligt at vaelge de rgdklgverlinjer, der
anvendes i landbruget. Da en hgjere PPO-aktivitet er forbundet med en lavere optagelse af protein
hos dyr og mennesker (Sullivan, M.L. og Hatfield, R.D., 2006), vil det veere en fordel at vaelge radklz-
verlinjer, der har en sa lav PPO-aktivitet som muligt. De udfgrte analyser afslgrer, at der er store for-
skelle mellem PPO-aktiviteten i forskellige radklgverpopulationer. Det kunne vises, at der er flere linjer
med en meget lav PPO-aktivitet, der kunne bruges i foder savel som til fremtidig foraedling af nye rad-
klgverlinjer.Variationen i proteinindhold viser, at der ogsa er potentiale for at forbedre dette gennem
foraedling. Generelt giver et hgjere proteinindhold en hgjere foderveerdi, og protein er som regel det
dyreste element i dyrenes kost.

Baseret pa den analyse, der er udfgrt indtil videre, ser der ikke ud til at veere nogen signifikant sam-
menhaeng mellem PPO-aktiviteten og proteinindholdet i radklgver. Da der samtidig er tilstraekkelig va-
riation for begge treek, burde der veere potentiale for at foraedle redklaver med bade hgijt proteinind-
hold og lav PPO-aktivitet.
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