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Almquist etal. Bestamning av forekomst av patogena svampar i vete med PCR-teknik

Forord

Denna rapport ér slutredovisningen av ett 2-arigt SLF-projekt ’Bestamning av férekomst av
patogena svampar i vete med PCR-teknik™ 2006-2007. Avsikten var att utveckla och anvinda
en for svenska forhdllanden helt ny metodik for bestimning av angrepp av bladflacksvampar 1
vete samt att undersdka mojligheterna att komplettera och i vissa situationer ersitta de gamla
okuldra metoderna for bedomning av angrepp. Tanken wvar att ge radgivare och
forsoksverksamheten och de praktiserande vaxtpatologerna vid Statens Jordbruksverk (SJV)
ett nytt verktyg for att béttre kunna reda ut vad som hédnder i svenska vetefdlt nér
bladflicksvampar angriper och ldra oss hantera dem med odlingsteknik, sortval och
fungicider.

Projektet var mdjligt att wutfora tack vare hjilp med filtarbetet fran SJVs
vaxtskyddsspecialister och deras sommarassistenter runt om i landet. Vi vill dérfor tacka alla
kollegorna pa Jordbruksverkets véixtskyddscentraler for deras engagemang.

Projektet kunde genomfGras tack vare att Lantminnen AnalyCen AB (numera Eurofins
Food/Agro Sweden AB) latit oss arbeta med var PCR-utveckling i deras molekylarbiologiska
laboratorium 1 Lidkoping. Det stora antalet prover kunde vi hantera effektivt tack vare ett
mycket behjilpligt bistdnd av ScanBi Diagnostics AB i Alnarp. Lennart Johnsson vill vi ocksé
tacka for hjdlpen med den statistiska bearbetningen. Ett stort tack riktar vi ocksa till Eva Blixt
pa SLU i Uppsala for isolat av S. nodorum.

Ett sista tack gér till VL-Stiftelsen vars initiala stod till en forstudie 2005 av mojligheterna
med PCR-teknik, gav oss en mojlighet att inleda den utveckling som lett till att metoder for
bestdmning av bladfldackar nu ar tillgdngliga for det svenska lantbruket.

Skara, maj 2008

Forfattarna
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Sammanfattning

Idag bestims forekomsten av véxtpatogener i vetet genom okuldr gradering. Metoden é&r
osiker, tidskravande och kriaver véxtpatologisk kompetens. Risken &r dven stor for forvaxling
mellan olika svampsjukdomar och med andra symtom, t.ex. naringsbrister. En sédker metod
behovs for att kunna optimera anvindningen av bade fungicider och sorter, men for detta
krivs sikra detektions- och kvantifieringsmetoder for att kunna utvirdera i filtforsok. Aven
vid riskvérdering i samband med beslut om fungicidbehandling i filt behdvs specifika och
sdkra metoder for att bestimma forekomsten (eller franvaron) av olika svamparter 1 falt.

I SLF—projektet V0648026 “Bestimning av forekomst av patogena svampar i vete med PCR-
teknik” har kvantitativa PCR-metoder utvecklats for att bestdimma de tre svampsjukdomarna i
hostvete; svartpricksjuka (Septoria tritici), vetets bladflacksjuka (DTR, Drechslera tritici-
repentis) och brunflacksjuka (Stagonospora nodorum). PCR, polymerase chain reaction,
utnyttjar termostabila enzymer for att selektivt detektera och mangfaldiga (amplifiera) en
specifik DNA-sekvens under ett antal processteg, s.k. temperaturcykler. Niar mdngden DNA
nar en viss kvantitet kan den detekteras av PCR-instrumentet och innehéllet i ett prov kan
berdknas.

De nu tillgingliga metoderna har hog specificitet, hog reproducerbarhet och lag
detektionsgrans. De har utvecklats med tanke pd att bli kostnadseffektiva och mojliga att
anvinda praktiskt omgaende. Analysmetoderna mojliggdr en objektiv kvantifiering av de tre
bladpatogenerna 1 vete och har i denna studie visat sig vara mycket lampliga att anvédndas 1
samband med utvirdering av t.ex. fungicider och sorter. Robustheten i metoderna
demonstreras av en mycket god korrelation mellan de tvd laboratoriernas resultat av
bestimningar av samma prov.

Resultaten visar pd en mycket god korrelation mellan okuldr gradering och PCR nér angrepp
foljs 1 enskilda forsok. Korrelationsstudier nir resultaten fran alla forsok de bada aren slés
samman, ger ocksa en god korrelation for DTR och S. tritici . Den forbéttras ytterligare nér
data fran provpunkter med stora angrepp av fler @n en patogen tas bort ur
korrelationsberdkningen (R*=0.75 for S. tritici). Detta resultat pekar pa en svaghet hos den
okuldra graderingen som har svért att uppticka blandinfektioner. I okuldra graderingar
rapporteras ingen forekomst av S. nodorum, trots att PCR-analyserna visar pa en forvanande
frekvent forekomst av S. nodorum i hela Sverige.

De nya PCR-analyserna gor det mdjligt att uppticka svampinfektion tidigare under sdsongen
jamfort med den okuldra graderingen. Den ldga detektionsgriansen verkar gora det mojligt att
tidigt notera dven forekomst av sporer pa bladen, formodligen innan de grott och bdrjat
infektera. Utifran resultaten foreslas ett praktiskt grinsvirde for tillvixt pa 0.05 (274,
Under detta griinsvirde sker troligtvis ingen tillviixt av svampen. Over grinsvirdet och upp
till 0.5 for S. tritici och 0.1 for DTR sker tillvaxt av svampen utan tydliga synliga symptom pé
bladen. For S. nodorum ar det svart att sitta samma typ av gransvarde eftersom den endast vid
ett fatal fall identifierats och registrerats vid den okuldra graderingen. Preliminért sétts samma
grinsvirden for S. nodorum som for S. tritici. Over grinsen pa 0.5 respektive 0.1 anses
angreppen av svampen som tydliga och védrden 6ver 1000 anses vara mycket stora angrepp av
svampen, troligen mer dn 10-20% infekterad bladyta.
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Under 2006 aterfanns bade S. tritici och DTR i stor utstrackning pa alla bladnivaer 6ver hela
landet, men under 2007 var S. tritici den klart dominerande och S. nodorum detekterades i
over 89% av proverna.

Resultaten visar pa signifikanta skillnader i fungicidernas effekt mot svamparna och i
sorternas mottaglighet. De fungicider som studerats dr Comet, Proline och Tilt och de sorter
som anvénts dr Olivin, Harnesk, Florett och Skalmeje. Resultaten av undersokningar i
fungicidforsok visar att effekterna pd svampfloran varierar mellan fungiciderna och att det gar
att upptéicka signifikanta skillnader dven vid laga okuldra angreppsnivder. Detta tack vare
PCR-analysens stora mdtomrade (0,01->10000).

De nya DNA-baserade metoderna for detektion och diagnos av bladflackssvampar 6ppnar for
fordjupande forskning och undersékningar inom ekologiska och biologiska fragestéllningar
savil som agronomiska. Det kan gilla effekter av odlingssystem eller rena kvantifieringar av
effekter av fungicidblandningar. Forhoppningsvis kommer den nya metodiken att bli praktiskt
tillgdnglig och anvéndas for att bygga upp kunskap for att optimera anvindning av fungicider
och rétt val av sorter.
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Summary

Today, the quantification of leaf pathogens on wheat mainly relies on a visual inspection and
estimation of the percentage of infected leaf area. However, this is both time consuming,
requires skilled personnel with experience in plant pathology and may also be misleading if
several pathogens are present on the same leaf or if the symptoms are concealed by abiotic
factors. More reliable methods suitable for routine diagnosis are necessary to be able to better
evaluate and optimise the use of fungicides and different cultivars.

In the SLF-project V0648026 “PCR based detection of plant pathogens in wheat”,
quantitative real-time PCR assays were developed for detection of the three leaf pathogens in
winter wheat; Septoria tritici, Drechslera tritici-repentis (DTR) and Stagonospora nodorum.
The amount of plant pathogen DNA was determined using relative quantification and a
wheat-specific gene was used as reference.

With high specificity, high reproducibility and low detection limit, the PCR methods
developed enable an objective measurement of fungal infection levels in wheat. The results
show a good correlation between visual grading and relative qPCR measurements. Although
the visual grading did not report the presence of S. nodorum, this fungi was frequently
detected using the qPCR assay. The results also show that qPCR can be used to study the
effect of fungicides on the fungal flora with very small variation between replications. In
addition, it was shown that qPCR is a useful tool for quantifying the amount of the three
wheat pathogens in field trials where different cultivars are evaluated. Pre-symptomatic
detection of the pathogens was possible and results show that the PCR-techniques even could
be used to evaluate the presence of a few single spores.

For the future the results indicates a possibility to improve the evaluation of plant pathogens
and plant production systems.
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Inledning

Idag bestims forekomsten av véxtpatogener i vete genom okuldr gradering. Metoden éar
osiker, tidskravande och kriaver véxtpatologisk kompetens. Risken &r dven stor for forvaxling
mellan olika svampsjukdomar och andra symptom, t.ex. niringsbrister. En séker metod
behovs for att kunna optimera anvindningen av bade fungicider och sorter, men for detta
krdvs sdkrare bestimningsmetoder for att kunna gora dessa utvédrderingar 1 t.ex.
faltforsoksverksamheten. Aven vid riskvirdering i samband med beslut om
fungicidbehandling behovs béttre mojligheter att bestimma svampforekomsten 1 filtet.

Syftet med projektet var att utveckla och anpassa kvantitativa PCR-metoder for att bestimma
de tre svampsjukdomarna i hostvete; svartpricksjuka (Septoria tritici), vetets bladflacksjuka
(DTR, Drechslera tritici-repentis) samt brunflicksjuka (Stagonospora nodorum), péa ett
snabbt och sikert sétt direkt pd vixtmaterialet.

Malsattningen med projektet var:

e att utveckla rutiner for en sdker bestimning av forekomsten av S. tritici, DTR och
S. nodorum i svenska vetefélt for bedomning av fungicideffekter och lampligt val
av fungicider samt for utvdrdering av andra forsok, t.ex. sortforsok.

e att anpassa och utveckla DNA-baserade metoder for effektiv kvalitativ (vilka arter
som finns provet) och kvantitativ (méngd av de olika arterna) PCR.

e att studera det epidemiska forloppet av bladfldcksjukdomar under faltférhallanden.

e att i befintliga faltforsok karakterisera forekommande bladfldckar bade fore och
efter behandling med fungicider.

e att 1 befintliga sortforsok karakterisera forekommande bladfldckar 1 nagra olika
sorter.

Utgangspunkten for projektet var att bra metoder behovs for att forbéttra bestimningen av
forekomsten av bladflacksvamparna i1 nigra olika situationer:
e Fungicider har ofta olika verkningsspektra och med kunskap om vilken svampart
som forekommer kan en optimal fungicid véljas vid bekdmpningen i enskilda filt.
e Ett bittre beslutsverktyg behdvs som hjélp vid bedémningen av behovet av
svampbehandling av vete. En analysteknik som tidigt kan bestimma angrepp i
faltet kan bli ett viktigt komplement till 6vriga faktorer som nederbdrd, sort,
vaxtfoljd mm.
e Fungicidforsoken kan utvérderas battre. For nirvarande har vi ofta liten mdjlighet
att bedoma hur olika fungicider har fungerat mot de olika svamparterna.
e Sortforsoken kan graderas och de olika sorternas motstdndskraft utnyttjas i olika
odlingssystem och bekdmpningsstrategier anpassas efter sorten.
e Graderingar av sjukdomsangrepp i alla typer av forsok (vaxtfoljd, jordbearbetning
m.m) kan forfinas och sikerstillas.
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Material och metoder

PCR, polymerase chain reaction, gar ut pa att mangfaldiga (amplifiera) en specifik DNA-
sekvens under ett antal processteg, s.k. temperaturcykler, sd att miangden blir tillrickligt stor
for att kunna detekteras. For att amplifiera denna malsekvens behdvs s.k. primrar (P1 och P2,
Figur 1) som binder in till dndarna pd den specifika DNA-regionen. Ett enzym, Taq
polymerase, bygger dérefter upp den nya strangen. Principen for PCR och forloppet i de tre
temperaturstegen visas i Figur 1.

TTGCA a
ancer LTI T fage  Dubbetstringat bia
N/
TTGCA TTTTIIT T I T TIT I T T TITTATCE
Denaturering
AACGT 1L L e et TAGE
Figur 1. Principen for PCR, NP

polymerase chain reaction. Under

det forsta temperatursteget
denatureras det dubbelstringade
DNA’t genom att stringarna delar
pa sig. Darefter sinks temperaturen
och de s.k. primrarna (P1 och P2)
kan binda in (annealing). Med
hjalp av fria nukleotider (A, T, C

TTTTTTTTTTTTTITTTI p2
P1 NN

N2
T G T

Annealing

Extension

och G) bygger enzymet sedan upp f

de nya komplementdra strangarna. L R

Sedan upprepas temperaturstegen i Ny

ett antal cykler och méingden av

den specifika DNA-sekvensen blir NN NERERTNEER AN
LT T T T T L

s sméningom tillrackligt stor for
att detektera.

Fordelen med realtids-PCR jamfort med traditionell gelbaserad PCR é&r att malsekvensen kan
detekteras 1 realtid med en fluorescerande prob (Figur 2). Denna prob gor det &ven majligt att
kvantifiera méngden DNA i provet. Under varje cykel fordubblas mingden av den specifika
sekvensen och didrmed okar ocksa fluorescensen fran proben. Vid en viss punkt har
fluorescensen stigit 6ver bakgrundsbruset och dverstiger ett bestimt gransvdrde. Denna punkt
kallas for “cycle of threshold”, Ct, och ar alltsa ett métt pa den ursprungliga méngden av
mélsekvensen. Ett hogt Ct-vdrde innebdr att det tagit minga fordubblingscykler for att fa
detektion och motsvarar alltsa en liten startmingd av mal-DNA och tvértom.

R 0
y Figur 2. TagqMan-prob. Under annealing-
-ﬂ-ﬂ-ﬂ-ﬂ-ﬂ- ¥ :\I—‘W Annealing  steget binder badde primrar och prob in till de
separerade DNA-strangarna. TagMan-proben
ar markt med tva fluorescerande molekyler
R . (R och Q) och sa ldnge de finns i nirheten av
—:ﬁi - o varandra avges ingen fluorescens. Under

nista temperatursteg bygger enzymet upp de
nya strdngarna samtidigt som proben bryts
ned. Den s.k. reportermolekylen (R) kan da
fluorescera.

! o
|||||||||||||||Im|||||| Extension
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Baserat pa tidigare metoder och senaste litteratur har metoder utvecklats och anpassats for
kvantifiering av de tre vaxtpatogenerna (Almquist et al 2008).

DNA-extraktion

Tva olika kommersiella extraktionskit (DNeasy Plant Mini Kit, Qiagen, samt E.Z.N.A. SP
Plant DNA Miniprep Kit, Omega Bio-Tek) har anvénts for att extrahera den totala mdangden
DNA frdn homogeniserade veteprover med modifierade protokoll anpassade till en storre
provméngd. Samtliga veteprover extraheras i tva delprov for att fa sdkrare resultat.

Realtids-PCR

Ett 1ampligt primer/prob-set specifikt for S. tritici fanns publicerat i litteraturen (Fraaije et al.
2002) och amplifierar en sekvens pd 105 baspar i genen for cytochrome b. Primrar och prober
specifika for DTR och S. nodorum har designats baserat pa sekvensinformation i tva patent
(US patent 5585238 och 6358680). Dessa primerpar amplifierar sekvenser pd 62 respektive
65 baspar i1 det ribosomala DNA’t (de s.k. ITS-regionerna) for respektive patogen. For att
kunna gora en kvantifiering av méngden patogen maste resultatet frin PCR-analysen relateras
till en kdnd méngd med hjilp av standardkurva eller normaliseras mot en referensgen och
relateras till ett kontrollprov (relativ kvantifiering). Eftersom relativ kvantifiering i ménga fall
ar betydligt enklare valdes detta alternativ. Méngden patogen-DNA normaliseras dérfor till
méngden av en gen specifik for vete (T. aestivum). Metoden for detektion av vete finns
presenterad 1 litteraturen (Iida et al. 2005) och detta primer/prob-set amplifierar en sekvens pé
102 baspar 1 vetets waxy-D1 gen. Samtliga primer- och probsekvenser visas i Tabell 1.
Specificiteten for samtliga primrar och prober har undersokts teoretiskt i sekvensdatabaser
och experimentellt genom specificitetsanalys av ett antal andra vixtpatogener, se Tabell 2.

Tabell 1. Primer- och probsekvenser anvénda for att detektera de tre svamparterna samt vete. Proberna
for patogenerna marktes med FAM och TAMRA. Proben for vete mirktes med TET och TAMRA.

Primer/ Sekvens Amplikon- Genomiskt ursprung
prob lingd

STF? 5’-ACA TTA ACA TGA ACA ATC GGT ACT ATAATACTAG-3" 105 bp Cytochrome b gen
STR? 5’-TGT TGC TCC TCA TAA AGA CAT TTG A-3°

STP? 5’-ACA TAC CCT AAG AAT GCG GTT GCC ATC A -3’

SNFb 5’-TGG CAG CCA GTG TTT TGG TA -3° 65 bp Ribosomal RNA gen
SNRb 5’-GGA CGC AAG TGT TTG TTA CGA A -3’

SNP® 5’-TGA AGC GCA GCA CAA GTC GCG -3’

DTRF¢ 5’-TTG GCA GCC GGC CTA CT -3° 62 bp Ribosomal RNA gen
DTRR® 5°-CCG CGG CTG GAC AAG A -3°

DTRP® 5°-TTT CGG AGC GCA GCA CAT TAT TTG C-3°

WF¢ 5’-GTC GCA GGA ACA GAG GTG T-3 102 bp Waxy D1 gen

WRd 5’-GGT GTT CCT CCA TTG CGA AA-3’

wpd 5’-CAA GGC GGC CGA AAT AGG TTG CC-3°

* Septoria tritici. *: Stagonospora nodorum. ©: Drechslera tritici-repentis. *: Vete (Triticum aestivum).
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Tabell 2. Svampisolat anvinda i studien samt specificitet hos de anvidnda primer/prob-paren

Art och ursprung S. tritici S.nodorum  DTR
primers/prob primers/prob primers/prob

Drechslera tritici-repentis CBS 265.80 Quack grass Germany - - +
Septoria tritici CBS 292.69 Wheat Germany + - -
Stagonospora nodorum Vadstena Sweden - +

Stagonospora nodorum Uppsala Sweden + -
Stagonospora nodorum SE 12 Skofteby Sweden - + -
Stagonospora nodorum SE 50 Skofteby Sweden - + -
Stagonospora nodorum SE 49 Skofteby Sweden - + -
Stagonospora nodorum SE 44 Sweden - + -
Stagonospora avenae CBS 516.74 Wheat Brazil - -

Stagonospora avenae CBS 288.69 Oat Germany - -

Gaeumannomyces graminis var. tritici CBS 186.65 Wheat Germany - -

Gaeumannomyces graminis var. avenae CBS 187.65  Oat Netherlands - -

Gaeumannomyces graminis var. graminis CBS 387.81 Tufted hairgrass UK - - -
Aphanomyces euteiches SE 5 Pea Sweden - - -
Sclerotinia sclerotiorum (apothecia) Soil Sweden - - -

For att bestimma méangden patogen i proven anvindes relativ kvantifiering och den sk.
”Comparative cycle of threshold method”. Enligt denna metod normaliserar man méingden
patogen mot mingden av en referensgen [1], i detta fallet en vetegen, och relaterar sedan
mingden till ett kontrollprov [2] enligt:

[1] ACtprov = Ctprov,patogen - Ctprov,vete
ACtkontroll = Ctkontroll,patogen - Ctkontroll,vete

[2] AACt = ACt1r>r0v — ACltionroll
Maingden i det okénda provet i forhdllande till mdngden i kontrollprovet ges sedan av:
[3] 2—AACt

Kontrollproven for de tre patogenerna och for vetet utgors i detta fall av DNA-extrakt fran
renkulturer respektive friskt vete. Denna typ av kvantifiering ger resultatet for ett oként prov
som N antal ginger s& mycket patogen jimfort med kontrollprovet. Ar virdet pa 27" till
exempel 100 (N=100) for DTR betyder det att det finns 100 génger s mycket DTR 1 provet
jamfort med kontrollprovet. Eftersom méngden av de olika patogenerna i kontrollproven
skiljer sig nagot &t och eftersom sekvenserna som detekteras av respektive patogen finns i
olika antal kopior per cell kan resultatet for samtliga tre patogener inte direkt jamforas med
varandra.

For att pa ett bra sitt kunna jimfora de relativa 2*“-viirdena for de tre olika patogenerna
med varandra krévs att innehallet i kontrollproven ar kint samt att kunskap om patogenernas
genomstorlek finns tillgdngligt. BROAD Institute of Harvard and MIT har i projekten
”Stagonospora nodorum sequencing project” och ”Pyrenophora tritici-repentis sequencing
project” kommit fram till att S. nodorums genomstorlek kan uppskattas till 37.1 Mb och att
DTRs genomstorlek kan uppskattas till 37.8Mb (www.borad.mit.edu). Enligt Kema et al.
(2007) &r S. triticis genomstorlek 39.6 Mb. Med hjélp av denna information kan man berikna
hur ménga genom kontrollproven innehéller och sedan justera 2““virdena med denna
faktor for att f viarden som dven dr mojliga att jimfora mellan svamparna. Antal genom i den
méngd kontrollprov som analyseras vid varje kdrning kan berdknas med foljande formel:

[4] Antal genom = (X - Avogadros konstant)/(k - Y)
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dér X dr méngden genomiskt DNA 1 kontrollprovet i gram, k dr medelvikten for ett baspar 1
gram/mol och Y &r genomstorleken 1 antal baser. Midngden DNA 1 de olika kontrollproven
kan maétas spektrofotometriskt.

Utvérdering av risk for kontaminering vid provhantering

Detta forsok syftade till att undersoka om torkningsprocessen av olika hostveteprover med
sjukdomssymptom har betydelse for den relativa kvantifieringen av vixtpatogener med
realtids-PCR. Fragestillningen var huruvida det ar risk for korskontamination da de olika
proven torkas i perforerade pasar som ej ligger vidl separerade ifrdn varandra. Dérfor
analyserades foljande fyra veteprover:

Hostvete fran Hésthalla med symptom av svartpricksjuka (S. tritici)
Hostvete fran Hasthalla, utan symptom

Hostvete fran Kilagarden med symptom av svartpricksjuka (S. tritici)
Hostvete fran Kilagarden med symptom av bladfldcksjuka (DTR)

Sl e

Av varje veteprov togs fyra delprov ut som torkades pa tva helt skilda platser 1 (1) ¢j
separerade pasar och (2) vél separerade pésar. Tvd DNA-extraktioner gjordes sedan fran varje
delprov.

Repeterbarhet och reproducerbarhet

Metodernas repeterbarhet undersoktes genom att 10 delprov av ett och samma prov
extraherades och analyserades vid ett tillfille. Reproducerbarheten studerades genom att 14
prov extraherades med de tva olika extraktionskiten och analyserades pa tva olika
laboratorier.

Provtagning och karakterisering av svampférekomst i faltfors6k 2006-2007

Prover har under sdsongen 2006 och 2007 tagits ut av SJVs personal under ledning av Cecilia
Lerenius. Prover har tagits i sdra och mellersta Sverige, dels 1 befintliga faltforsok (fungicid-
och sortforsok) och dels i observationsrutor i hostvetefdlt som ingér i prognosverksamheten
och som inte behandlas med fungicider eller insekticider. I varje parcell/observationsruta
plockades slumpvis 30-80 blad. Prover togs pa olika bladnivaer (bladniva 1 = flaggbladet).
Utvecklingsstadium pd grodan bestimdes enligt Zadok et al. (1974). Pa hilften av bladen
graderades svampangrepp okuldrt medan hilften av bladen sparades for PCR-analys. Dessa
prover stoppades omedelbart i perforerade plastpasar och torkades. Proverna forvarades sedan
svalt fram till provberedning och PCR-analys. Den okuldra graderingen gjordes av SJV:s
personal enligt den metod som anvinds i1 forsoksverksamheten (EPPO, 2004). Angripen
bladyta (%) bestimdes for varje svampsjukdom pa respektive blad. Bladen delades in i sju
klasser, 1: 0 % angripen bladyta; 2: 0,1-1 %; 3: 1-5 %; 4: 5-10 %; 5: 10-25 %; 6: 25-50 % och
7: 50-100 %. En genomsnittlig angripen bladyta rdknades fram enligt:

(0,5 x antal blad klass 2 + 3 x antal blad klass 3 + 7,5 x antal blad klass 4 + 17,5 x antal blad
klass 5 + 37.5 x antal blad klass 6 + 75 x antal blad klass 7)
Totala antalet graderade blad

Aven angrepp av andra svampsjukdomar (rost, mjdldagg) och fysiologiska fldckar noterades.

Tabell 3 och 4 visar var provtagningen gjorts 2006 och tabell 5, 6 och 7 visar provtagningen
2007. Av dessa prover valdes sedan ndrmare 400 prover ut for analys med realtids-PCR.
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I fungicidférsoken provtogs dels obehandlade led 1 samband med axgangsbehandling och dels
obehandlade och behandlade led cirka tre veckor senare. Ar 2006 anvindes L15-1011 i Skéne,
L15-1020 1 Kalmar samt L15-1040 och L15-1041 1 Mellansverige. Prover togs, forutom i
obehandlade led, i 2-4 olika fungicidbehandlade led i varje forsok. Ar 2007 togs proverna i
tva forsoksserier dir rena preparat jimfordes med varandra (L15-1011 sodra Sverige, L15-
1040 1 Mellansverige). Detta ar togs prover i obehandlat samt led behandlade med Comet,
Proline och Tilt.

I sortforsoken provtogs ar 2007 sorterna SW Harnesk, Mon Olivin, PBIS Florett och LP
Skalmeje. Forsoken var L7-105 i Skdne och L7-101 i Vistergotland och Ostergdtland.
Provtagningen gjordes vid ett tillfélle, ca 3 veckor efter axgang. I observationsrutor i 9 (2006)
respektive 6 (2007) félt 1 Vistergotland gjordes provtagningar varje vecka under totalt sju
veckor.

Tabell 3. Provtagning i fungicidforsok i Skara, Linkoping, Kalmar, Uppsala och Alnarp under v 25
samt v 28 2006. Sammanlagt togs 240 prover fran dessa platser. Prover tagna i Skara visas dven i
tabell 4.

Forsoksplats Provtagning v25 Provtagning v28 Forsoksplan

DC 57-65 DC 75-85
Blad 1-4 Blad 1-3
Obehandlade Behandlade och
led obehandlade led
Skara Helleberg 4 15 L15-1040
Histhalla 4 9 L15-1041
Gustafsgarden 4 9 L15-1041
Flo 4 15 L15-1040
Linkdéping Forsa 4 9 L15-1041
Glyttingen 4 9 L15-1041
Klostergarden 4 15 L15-1040
Kalmar Vallby 4 9 L15-1020
Morby langa 4 9 L15-1020
Uppsala  St. Barby 4 15 L15-1040
L.a Vallskog 4 15 L15-1041
Haga 4 15 L15-1040
Alnarp Valldkra 4 12 L15-1011
St. Herrestad 4 12 L15-1011
St. Uppékra 4 12 L15-1011
SUMMA 60 180

Tabell 4. Utveckling av bladflicksvampar varen 2006 samt fungicidférsok. Provtagning i obehandlade
observationsrutor pa gardar i Vistergétland v 23-29, de Oversta 2-4 bladen beroende pa
utvecklingsstadium. Sammanlagt togs 243 prover fran 9 platser.
Gard Sort v23 v 24 v 25 v 26 v 27 v28DC 77 v 29
DC37 DC DC DC DC Behandl. och  DC
45-51 59-65 63-75 75-77 obehandl.led  80-83

Kilagarden Olivin 4 4 4 3 3 3 2
Helleberg Olivin 4 4 4 3 3 15 2
Histhalla Olivin 4 4 4 3 3 9 2
Horshaga Olivin 4 4 4 3 3 3 2
Gustafsgarden = Harnesk 4 4 4 3 3 9 2
Storegarden Harnesk 4 4 4 3 3 3 2
Flo Harnesk 4 4 4 3 3 15 2
Nolebo Harnesk 4 4 4 3 3 3 2
Skofteby Harnesk 4 4 4 3 3 3 2
SUMMA 36 36 36 27 27 63 18
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Tabell 5. Fungicidférsok 2007. Provtagning pa gardar i Linkoping, Uppsala, Skara, Kalmar och
Alnarp. Sammanlagt togs 164 prover fran dessa platser.

Forsoksplats Provtagning Provtagning juli Forsoksplan
juni DC 77-83
DC 47-71 Blad 1-2, 3 block
Blad 1-4 Behandlade och
Obehandlade  obehandlade led
led
Linkdping Vreta 4 24 L15-1040
Uppsala Vattholma 4 24 L15-1040
Skara Rallatorp 4 24 L15-1040
Kalmar Vallby 4 24 L15-1011
Alnarp Hjérup 4 24 L15-1011
Bodarp 4 24 L15-1011
SUMMA 20 144

Tabell 6. Sortférsok. Provtagna sorter; Harnesk, Olivin, Skalmeje och Florett. Provtagning pa gérdar i
Linkoping, Alnarp och Skara 2007. Sammanlagt togs 96 prover fran dessa platser.
Forsoksplats Provtagning juli, DC 83- Forsoksplan
85
Blad 1-2, 2 block
Fyra olika sorter

Linkoping Kolbéck 16 L7-101
Glyttinge 16 L7-101
Alnarp Knistorp 16 L7-105
Valldkra 16 L7-105
Skara Russelbacka 16 L7-101
Kampetorp 16 L7-101
SUMMA 96

Tabell 7. Utveckling av bladflicksvampar véren 2007. Provtagning i obehandlade observationsrutor pa
gardar i Vistergotland v 21-27, de Gversta 2-4 bladen beroende pa utvecklingsstadium. Sammanlagt
togs 144 prover fran 6 platser.

Gard Sort v21 v22 v23 v 24 v 25 v 26 v 27
DC37 DC41 DC47 DC59-65 DC71-73 DC77 DC 75-83

Vinkél Harnesk 4 4 4 4 3 3 2

Haberg Olivin 4 4 4 4 3 3 2
Kilagarden Olivin 4 4 4 4 3 3 2
Rallatorp Harnesk 4 4 4 4 3 3 2

Ruta kvarn Olivin 4 4 4 4 3 3 2
Brinneberg Harnesk 4 4 4 4 3 3 2
SUMMA 24 24 24 24 18 18 12
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Resultat

Jamférelse av 2*°°* mellan patogenerna

Som tidigare nimnts gar det inte gora en direkt jamforelse av 2**“-virden mellan de tre olika
patogenerna eftersom méngden av de olika patogenerna i kontrollproven skiljer sig nagot at.
Genom att mita totala DNA-mingden i kontrollproven spektrofotometriskt och utnyttja
uppgifter om patogenernas genomstorlek gar det att berdkna faktorer baserade pd antal genom
i kontrollproven som kan anviindas for att justera 2*““-virdena och pi si sitt fi en
jamforelse mellan patogenerna. Genomstorlekarna for S. tritici, S. nodorum och DTR har
uppskattats till 39.6 Mb, 37.1 Mb respektive 37.8 Mb (Kema et al. 2007, Broad Institute of
Harvard and MIT). Mingden 1 kontrollproven har for ett flertal prov matts
spektrofotometriskt pd genomiska DNA-extrakt extraherade direkt fran mycel frdn agar vid
minst tvéd olika tillfillen och ddrefter har antal genom i kontrollerna berdknats med hjélp av
ekvation [4] utifrdn korrekt spddning av proven (spddning som gett samma Ct-virde for
samtliga prov). Eftersom méngden har varierat ndgot har ett medelvirde sedan berdknats
(Tabell 8). Genom att dividera 2**“-viirdet for en patogen med dess respektive virde for
kontrollen i tabellen nedan blir resultatet 4ven jamforbart mellan olika patogener. Vad man
maste tdnka pa ar att samma antal genom (och antal celler) av olika patogener inte behover
innebéra samma niva av angrepp. Sjilvklart kan man anvinda 2*““-virden for att jaimfora
nivaer 1 olika prov for en och samma patogen utan att gora denna omrakning.

Tabell 8. Antal genom i kontrollproverna.

Patogen Antal genoml Medel® Patogen Antal genom1 Medel®
S. tritici 23,2 25,0 DTR 106,2 97,6
20,3 92,5
18,4 110,3
29,0 84,2
31,2 94,7
28,2
S. nodorum 25,1 32,4
31,2
31,0
44,1
31,0

' Antal genom i den mingd av kontrollprovet som laddas vid varje PCR-kérning.
2: Medelvirde av antal genom i kontrollen, som kan anvindas for att justera 2**“-virdet for att kunna jaimfora
nivaer mellan patogener.

Utvardering av risk for kontaminering vid provhantering

Resultatet fran den kontamineringsstudie som utfoérdes for att se huruvida provhanteringen i
samband med provtagning och torkning av blad innebdr ndgon kontamineringsrisk, visade
tydligt att ingen sddan risk foreligger (Tabell 9). Det var ingen tydlig skillnad i resultat for
proverna som hanterats pa tva olika sétt och heller ingen trend att prover med 14g smitta som
forvarats ndra prover med hog smitta skulle resultera i ett hogre virde med PCR. Att ndgra av
proverna har en ganska hog relativ standardavvikelse beror dels pa att det &r en forhallandevis
lag nivd av svamparna i proverna samt att extraktion och analys utforts vid tva separata
tillfallen.

Avdelningen for precisionsodling, Skara 13 Rapport 18, 2008



Almquist etal. Bestamning av forekomst av patogena svampar i vete med PCR-teknik

Tabell 9. Kontamineringsstudie. 2*“-virden for samtliga tre patogener for fyra olika prover som

forvarats pa tva olika sitt. Resultatet visas i form av medelvirden for fyra olika delprov (n=4)
analyserade i ett replikat. Den relativa standardavvikelsen visas inom parentes.

pAact Ej separerade pasar 222Ct v separerade pasar
Prov DTR S. nodorum S. tritici DTR S. nodorum  S. tritici
1 0.08 (5%) 0.64 (31%) 87.48 (65%) 0.02 (33%) 0.84 (92%) 56.25 (8%)
2 0.00 0.01 (44%) 0.35 (24%) 0.00 0.01 (29%) 0.35 (12%)
3 0.33 (100%) 0.03 (81%) 37.46 (29%) 0.15 (43%) 0.00 159.64 (55%)
4 5.24 (17%) 0.57 (58%) 23.90 (45%) 13.26 (22%) 0.75 (10%) 22.85 (32%)

': Hostvete fran Histhalla med symptom av svartpricksjuka (S. tritici); *: Hostvete fran Hasthalla, friskt;
3: Hostvete fran Kilagarden med symptom av svartpricksjuka (S. tritici); *: Hostvete fran Kilagarden med
symptom av bladflacksjuka (DTR).

Repeterbarhet och reproducerbarhet

Resultatet frdn analysen av 10 delprov av ett och samma prov visar pa liten variation mellan
delproven (Tabell 10). Ser man dessutom till standardavvikelsen for medelvérdet d& n=2 blir
resultatet som forviantat dnnu bittre. Samtliga prov som analyserats 1 detta projekt har
redovisats som ett medelvirde for tvé invdgningar.

Tabell 10. Metodernas repeterbarhet. 10 st delprov av ett och samma prov extraherades och
analyserades vid ett tillfille. Resultatet visas i form av 2*“-virden. Bade provens standardavvikelse
(SD — standard deviation) och standardavvikelsen for medelvéardet d& n=2 (SEM — standard error of
the mean) visas i tabellen.

Prov S. tritici S.nodorum DTR

1 13,36 7,49 24,00
2 14,03 9,82 33,71
3 20,32 8,94 37,01
4 16,45 11,88 31,78
5 15,08 8,91 30,80
6 13,98 6,48 27,19
7 12,42 8,06 28,64
8 16,34 7,70 28,64
9 15,83 10,45 30,38
10 16,22 14,52 31,78
Medel 15,4 9.4 30,4
SD 2,2 2,4 3,6
Relativ SD 14,4% 25,3% 11,8%
SEM 1,6 1,7 2,5
Relativ SEM 10,2% 17,9% 8,4%

Aven metodernas reproducerbarhet undersdktes genom att jimfora tvd laboratoriers resultat
fran extraktion och analys av 14 prover. Resultatet visar pa mycket liten variation mellan
extraktionsmetoderna och laboratoriernas analyser, vilket visas 1 Figur 3.
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Figur 3. Metodernas reproducerbarhet. 14 olika prov extraherades och analyserades pa tva olika
laboratorier, Lab A och Lab B. Resultatet visas i tre olika diagram for de tre patogenerna. I

diagrammen visas dven en linje for y=x (heldragen linje).

Sambandet mellan okuldrbestdmning och kvantitativ realtids-PCR

I Figur 4 redovisas sambandet mellan resultatet frain PCR-analysen och graderingar av prov
som anségs ha graderbara angrepp av S. tritici. Graderingar har gjorts vid flera tillféllen av
olika personer under 2006 och 2007. Aven PCR-analyserna har utforts av olika personer pé

tva olika laboratorier. Virdet pd PCR-analysen ges i form av

-AACt
2 C

. Detta varde motsvarar hur

manga gangers skillnad det dr i det okdnda provet jamfort med ett kontrollprov med ként
innehall av patogenen.
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Figur 4. Diagrammet visar korrelationen mellan resultatet fran den okuldra graderingen av S. tritici
(infekterad bladyta i %) samt resultatet frdn analysen med realtids-PCR (2*“") for samtliga prover
med infektion av S. tritici under 2006 och 2007. Virdena for den okuldra graderingen visas
logaritmerade, t.ex. motsvarar virdet 1 en infektion pa 10 % och —2 motsvarar en infektion pé 0,01%.
Axeln for PCR-analys ar logaritmerad. Totalt visas resultatet for 260 prov i diagrammet (2006: 134;
2007: 126).
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Figur 5. Diagrammet visar korrelationen mellan resultatet frdn den okuldra graderingen (infekterad
bladyta i %) samt resultatet frin analysen med realtids-PCR (2**") fr prov med S. tritici-infektion
och samtidigt max. 5% infekterad bladyta av S. nodorum och DTR.

Korrelationen forbéttras ytterligare, fran 0.67 till 0.75, nir prover med infektion av S. tritici
och endast max. 5% infekterad bladyta av S. nodorum och DTR tas med, vilket visas i Figur 5.
Flera av punkterna med hogt 22*““-virde och lag okulir gradering ingar di inte i
korrelationen i Figur 5, vilket tydligt visar pa problemen att gora en korrekt okuldr gradering
da flera patogener finns niarvarande samtidigt.
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Figur 6. Diagrammet visar korrelationen mellan resultatet frdn den okuldra graderingen (infekterad
bladyta i %) samt resultatet frdn analysen med realtids-PCR (2*") for prover frdn 2006 med infektion
av DTR och samtidigt <5% infektion av S. tritici och S. nodorum. Virdena for den okuldra
graderingen visas logaritmerade, t.ex. motsvarar virdet 1 en infektion pd 10 % och —2 motsvarar en
infektion pa 0,01%. Axeln for PCR-analys ar logaritmerad.

Under 2006 var DTR nérvarande i mer @n hélften av proven. Av de prov dér gradering varit
mojlig hade 69% symtom enligt okuldr gradering och 95 % var positiva enligt PCR-analysen.
Precis som for S. tritici erholls en liknande korrelation dven for DTR med en
korrelationsfaktor (R”) pa 0.56 for samtliga prov och 0.59 for prover med <5% infekterad
bladyta av dvriga tva patogerner (Figur 6). Under 2007 var angreppen av DTR liagre och DTR
dominerade endast i ett fital prover och korrelationsfaktorn for samtliga prover under bade
2006 och 2007 var 0.51 (Figur 7A). Ser man endast till resultaten fran den gérd dér angreppen
av DTR var tydligast, Kilagarden, forbittras korrelationen avsevart (Figur 7B).

DTR 2006 och 2007 y = 0,18260n(x) - 0,28 B DTR Kilagarden 2006 och 2007 v = 0,2428Ln(x) - 0,5001
R = 0508 RZ=0,8336
25 28
2 T 2
15 AR Pl 15 . o

PCR (2~ -deladeltaCt)
Figur 7. A visar korrelationen mellan resultatet fran den okuldra graderingen av DTR (infekterad
bladyta i %) samt resultatet fran analysen med realtids-PCR (2*") for samtliga prover med infektion
av DTR 2006 och 2007. Totalt visas resultatet for 187 prov i diagrammet (2006: 130; 2007: 57). B
visar motsvarande resultat med data endast fran Kilagéarden.

PCR (2*-deltadelt aCt)
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S. nodorum noterades i fa prover vid den okulédra graderingen och darfor gar det inte att gora
ndgon korrelation mellan den okuldra graderingen och resultat frén realtids-PCR-analysen. S.
nodorum kunde pavisas i 89 % av proverna och de fordelades enligt Figur 8 nedan. Svampen
fanns i prover frin hela landet utan tydliga regionala skillnader.
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Figur 8. Diagram &ver fordelningen av PCR-analyserna av S. nodorum. Samtliga 2**“-virden fran

2006 och 2007 har delats in i ett antal intervall och staplarna visar antal prov med vérde inom
respektive intervall.

Effekt av fungicid pa patogenfloran

Viéra resultat fran tva forsoksplatser 2007 visar hur olika situationen var i olika delar av
Sverige. Forekomsten av S. tritici var ca 1000 génger storre i Rallatorp, Vistergotland, an i
Vattholma, Uppland, vilket visas 1 Figur 9.
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Obehandiat Comet Proline Tilt
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Figur 9. Resultat av PCR-analys (22°“") av S. tritici for tre block i tva forsok i Vattholma (L15-1040A)
och Rallatorp (L15-1040B), 2007. Doserna av preparaten dr Comet 0.5 1/ha, Proline 0.4 I/ha och Tilt
0.25 1/ha. Skalan for PCR-resultatet &r logaritmerad.

I Figur 9 ses tydligt den lga variationen mellan upprepningarna i forséken. Det hoga PCR-
vardet runt 1000 for Rallatorp ger oss forvantningar pa kraftiga okuldra angrepp vilket ocksa
bekréftas av den okuldra graderingen, se figur 10. Analyserna med PCR visar att effekten av
Proline &r signifikant enligt Duncan’s multiple range test. Skillnaden i niva av S. tritici mellan
Proline och obehandlat &r ca 10 ganger.
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Figur 10. Resultat av den okuléra graderingen av S. tritici for tre block i Rallatorp (L15-1040B), 2007.
Doserna av preparaten dr Comet 0.5 1/ha, Proline 0.4 1/ha och Tilt 0.25 /ha.

I Vattholma var angreppet av svamp relativt 14gt, <10% i den obehandlade kontrollen i
stadium DC 85, och den dominerande svampen enligt den okuldra graderingen var DTR,
(Figur 11). En viss skillnad i effekt av fungiciderna kan skonjas i den okuldra graderingen.
Med den kvantitativa PCR-metoden blir fungicideffekten dnda tydligare 4ven om variationen
tilltar vid de ldga angreppsnivaerna, vilket kanske inte &r s& forvanande med tanke pd hur
angreppen kan variera mellan plantor och blad vid laga angrepp (Figur 12).

Vattholma- DTR - okuldr gradering
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Figur 11. Resultat av den okuléra graderingen av DTR for tre block i Vattholma (L15-1040A), 2007.
Doserna av preparaten dr Comet 0.5 1/ha, Proline 0.4 1/ha och Tilt 0.25 /ha.

Att DTR formodligen var den dominerande svampen stdds ocksd av den kvantitativa

bestimningen med PCR (Figur 12). Angreppen av DTR var i samma storleksordning 1 Skara
(Rallatorp), men doldes dér av kraftiga angrepp av S. tritici.
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Figur 12. Resultat av PCR-analys (2*“") av DTR for tre block i tva forsok i Vattholma (L15-1040A)
och Rallatorp (L15-1040B), 2007. Doserna av preparaten dr Comet 0.5 1/ha, Proline 0.4 I/ha och Tilt
0.25 1/ha. Skalan for PCR-resultatet &r logaritmerad.

I Vattholma fanns ytterligare en patogen pa plats i ganska hoga nivéer; nimligen S. nodorum
(Figur 13). Den noterades inte i de tidiga okuldra graderingarna. I slutet av sdsongens
noterades angrepp av S. nodorum (personlig kommunikation Peder Waern). Angreppet av S.
nodorum tycks inte ha paverkats sa mycket av de olika fungiciderna i Vattholma. Tittar man
pa medelvédrden frdn de tre blocken var behandlingen av Tilt signifikant skild fran den
obehandlade kontrollen. I Rallatorpsforsoket var angreppsnivén s lag att slumpvaritaion inte
kan uteslutas.

@ Yattholma
W Fallatorp

S.nodorum

100000
10000
1000
100

10 7

q -

PCR (27-deltadeltaCt)

0,01 4
0,001

F

Ohehandlat Comet Praline Tilt
Preparat

Figur 13. Resultat av PCR-analys (2**“") av S. nodorum for tre block i tva forsok i Vattholma (L15-
1040A) och Rallatorp (L15-1040B), 2007. Doserna av preparaten dr Comet 0.5 1/ha, Proline 0.4 I/ha
och Tilt 0.25 I/ha. Skalan for PCR-resultatet ar logaritmerad.

Effektiv sortvardering med PCR-kvantifiering av patogener

Ser man till angrepp av S. tritici upptradde de fyra sorterna i sortforsoken 2007 pa ett likartat
satt bade pa Russelbacka och pd Kampetorp (Vistergotland), vilket illustreras 1 Figur 14. Pa
bade Kampetorp och Russelbacka har Florett och Skalmeje signifikant ligre angrepp av
S. tritici jamfort med Olivin och Harnesk sett till medelvdrden fran den PCR-analys som
gjorts pa bada blocken. P4 Russelbacka &r dven skillnaden mellan Olivin och Harnesk
signifikant.
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Figur 14. Okuldr besiktning och PCR-bestdmning av S. tritici i tvd forsok (L7-101) i Véstergotland,
Russelbacka och Kampetorp, 2007. Diagrammen visar medelvérden frén tva separata block.

Aven om en svamp dominerar angreppet si finns de andra nirvarande om #n i relativt smé
mingder, vilket exempelvis visas for Russelbacka i Figur 15. Aven for DTR noteras skillnader
mellan sorterna. Florett och Harnesk har signifikant l4gre angrepp av DTR jamfort med
Olivin. Skillnaderna mellan sorterna for S. nodorum ar i just detta forsok inte signifikanta.
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Figur 15. Diagrammet visar resultaten fran PCR-analys av DTR, S. nodorum och S. tritici pa
Russelbacka (L7-101) 2007, for fyra olika sorter; Florett, Skalmeje, Olivin samt Harnesk. Vérdena
som visas dr medelvérden frén tva block (bladniva 2) och skalan for PCR-analysen dr logaritmisk.

Vilka svampar finns i ett falt?

Véra resultat fran upprepade provtagningar under sdsongen 2006 och 2007 visar att angrepp
av patogenerna ocksd i praktiken kan noteras tidigare med PCR 4n med enbart
okulédrbesiktning. Detta visas som exempel for S. tritici pa Flo (Vistergotland, 2006) i Figur
16, for DTR pa Gustafsgarden (Vistergétland, 2006) i Figur 17 och for S. tritici pa Haberg
(Vastergotland, 2007) 1 Figur 18.
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Figur 16. Diagrammet visar hur infektionen av S. tritici ser ut dver sdsongen pa bladniva 2 i Flo
(Vastergotland, 2006). Resultat visas for bade PCR-analys och okulédr gradering (med logaritmerade
skalor). 0% okulér gradering visas i diagrammet som 0.001%.

Som kan ses i figurerna sa uppticks patogenerna minst en till tvd veckor tidigare med PCR
jamfort med den okulédra graderingen. P4 Gustafsgarden visar ocksd PCR-analysen att trots att
infektionen av DTR uppticks vecka 23 sé drdjer det till vecka 24-25 innan en tydlig tillvixt
av patogenen sker. Pa Haberg visar det sig dessutom att trots att S. tritici har en tydlig tillvaxt
redan frén vecka 21-22 syns inga symptom pa bladen forrdn vecka 23.
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Vecka
Figur 17. Diagrammet visar hur infektionen av DTR ser ut Over sdsongen pé bladniva 2 pé
Gustafsgérden (Véstergotland, 2006). Resultat visas for bdde PCR-analys och okulédr gradering (med
logaritmerade skalor). 0% okulér gradering visas i diagrammet som 0.001%.
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Figur 18. Diagrammet visar hur infektionen av S. tritici ser ut 6ver sésongen pa bladniva 2 pa Haberg
(Vistergotland, 2007). Resultat visas for bdde PCR-analys och okuldr gradering (med logaritmerade
skalor). 0% okulér gradering visas i diagrammet som 0.001%.

Det dr ocksd mojligt att folja hur snabbt de olika patogenerna kldttrar 1 bestdndet, som
exempelvis pd Kilagarden (Vistergotland) (Figur 19). Forekomsten av de tre patogenerna
foljdes under en sjuveckors period bade 2006 och 2007.

Enligt den okuldra graderingen dominerades infektionen under 2006 helt av DTR och viss
forekomst av S.tritici (Figur 20). Men analys med realtids-PCR visade dven pa en relativt stor
infektion av S. nodorum. Under v23 kunde DTR detekteras pa bladniva 2-4, men det var forst
v25 som dven S. tritici och S. nodorum kunde detekteras pa den hoga bladnivan. Fran v25 och
framét tillvixte samtliga svampar i det ndrmaste exponentiellt, vilket tydligt framgar av figur
19.

2007 kunde alla tre patogenerna detekteras pa bladniva 4 i vecka 21. DTR och S. tritici fanns
dven pa bladniva 2 och 3, men ingen S. nodorum kunde pévisas pa dessa nivéer sa tidigt pa
sdasongen. Bade mangden DTR och S. tritici 6kade exponentiellt pa samtliga bladnivaer under
de efterfoljande 6 veckorna. S. tritici var den patogen som tillvéixte snabbast pa de hogre
bladnivéerna. I vecka 24 hade flaggbladet en relativ PCR-mingd 2™ p4 1.1 och en okulir
gradering som visade 0.03% av S. tritici. Vid samma tidpunkt kunde DTR visserligen
detekteras pa flaggbladet, men hade formodligen énnu inte bérjat tillvixa (2 < 0,05). S.
nodorum pavisades forst tva veckor senare pa flaggbladet. Trots att S. nodorum tillvéxte pa ett
liknande logaritmiskt sétt som de andra patogenerna under de senare veckorna si 6kade inte
infektionen till samma nivaer som S. tritici eller DTR. Nivan kom heller inte upp i 2006 ars
vérden.
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Figur 19. Resultat for PCR-analys (2*“) av de tre patogenerna pi Kilagdrden 2006 och 2007.
Diagrammen visar hur forindringen ser ut dver sisongen. Ar 2006 analyserades ej bladniva 1 v23,
bladnivé 3 v29 samt bladniva 4 v26-29. Ar 2007 analyserades ej bladnivé 1 v21, bladniva 3 v27 samt
bladniva 4 v25-27. Vecka 23-29 2006 motsvaras av DC 37, 45, 57, 75, 75, 77 respektive 83. Vecka
21-27 2007 motsvaras av DC 37, 41, 47, 59, 71, 77 respektive 75.
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Figur 20. Resultat for den okulédra graderingen péa Kilagarden 2006 och 2007. Diagrammen visar hur
fordndringen ser ut dver sdsongen. Ar 2006 graderades ej bladniva 1 v23, bladniva 3 v 28-29 samt
bladnivd 4 v25-29. Ar 2007 graderades ej bladniva 1 v21, bladniva 3 v27 samt bladniva 4 v25-27.
Vecka 23-29 2006 motsvaras av DC 37, 45, 57, 75, 75, 77 respektive 83. Vecka 21-27 2007 motsvaras
av DC 37, 41, 47, 59, 71, 77 respektive 75. Observera att skalan for den okuldra graderingen visas
logaritmerad.

Aven pé Kilagarden kunde patogenerna upptickas pre-symptomatiskt dvs innan svamparnas
karakteristiska bladflackar kunde iakttagas. 2006 detekterades narvaron av S. tritici upp till 5
veckor innan symptomen syntes pa bladen (bladniva 1) och &ret dirpa upp till 3 veckor
tidigare (bladniva 2). Detsamma géllde for DTR som med PCR kunde pavisas upp till 2
veckor tidigare jamfort med okuldr gradering.
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Diskussion

Bestamningen av bladpatogener pa vete gors idag med okuldra metoder som har flera
svagheter. Framforallt dr diagnosen av olika symptom osiker, sdrskilt nér flera sjukdomar
forekommer samtidigt. Det finns dven risk for forviaxling med symptom orsakade av annat én
parasiter, t.ex. viaxtndringsbrister eller s.k. fysiologiska fldckar. Detta gor att savél lantbrukare
som radgivare ofta undviker att faststilla sjukdomar 1 ett falt pd grund av att det upplevs som
alltfor osdkert. Vid gradering av faltforsok dr okuldra metoder dels tidskrdvande och dels
kraver de tillgang till kvalificerad personal. Detta innebédr dven att faltforsok som graderas av
flera olika personer blir otillforlitliga eftersom metoden ar subjektiv. Méinga faltforsok blir
tyviarr inte heller optimalt utnyttjade och utvirderade eftersom en tillforlitlig och
kostnadseffektiv graderingsmetod saknas. Detta géller bade fungicid- och sortférsok men
aven forsok med olika jordbearbetningssystem, vaxtfoljder m.m. Metoderna som utvecklats i
den hdr studien har hog reproducerbarhet, hdg specificitet och lag detektionsgrins.
Detektionsgrinsen &r i1 teorin en spor i provet och verkar i praktiken ligga ndra detta. Trots
denna kénslighet sd tycks hanteringen av proverna inte leda till nigra problem med
kontaminering mellan prover (Tabell 9). Studien av repeterbarheten visade pd en relativ
standardavvikelse pa ca 20% (Tabell 10) vilket far anses vara mycket bra och det goda
samband som noterades mellan samma prover bestimda péd tva helt skilda laboratorier,
ScanBi Diagnostics AB och Eurofins Food/Agro Sweden AB (Figur 3), visar pd en mycket
god reproducerbarhet och att metoden maste anses vara mycket robust.

Sammanstillningarna av data fran projektet visar pa ett gott samband mellan okulédr gradering
och kvantitativ bestdmning av fOrekomsten av vetepatogenerna (Figur 4-7).
Korrelationskoefficienten forbéttras ytterligare da data frdn provpunkter med stora angrepp av
fler &n en patogen inte tas med i jaimforelsen (Figur 5,6). Detta understryker problemen med
den okuléra graderingen vid blandinfektioner. Sambandet dr ocksa starkare for bade S. tritici
och DTR vid hogre an vid laga forekomster. Det forklaras formodligen av som ovan antytts
svarigheten att okuldrt gradera blandinfektioner, speciellt om nivierna varierar starkt mellan
svamparna. Smé forekomster detekteras tillforlitligt med PCR-tekniken, men &r svéra att
uppticka dven for erfarna vixtpatologer. I detta projekt maste ocksé beaktas att den okuléra
graderingen och PCR-bestdmningen inte dr gjorda pa exakt samma blad. Vid provtagningen
anvéndes hélften av bladen for okuldr besiktning och andra héilften sparades for DNA-analys.
Slumpen kan darfor ha medverkat till lite extra variation speciellt vid de laga
angreppsnivaerna. Internationellt saknas helt lika omfattande undersdkningar som denna, men
de som rapporterat samband mellan PCR och okuldra symptom fran félt och modellstudier har
ocksa funnit ett relativt gott samband for S. tritici (Fraaije et al 2001, Fraaije et al 2002, Guo
et al. 2006, Guo et al. 2007, Rohel et al 2002).

Det dr av intresse att s tidigt som mojligt konstatera forekomst av patogener i filt. En
tidigare undersokning har visat pa mojligheterna att anvinda PCR for att bestimma
angreppsnivan av S. tritici, S. nodorum och rostsvampar i olika vetesorter (Fraaije et al.
2001). Tidigare studier har ocksa visat pa mojligheten att upptdacka angrepp av S. tritici innan
tydliga visuella symptom upptréder (Fraaije et al. 1999, Fraaije et al. 2001, Fraaije et al. 2002,
Guo et al. 2006, Rohel et al. 2002). P4 de falt dir vi {6ljt upp fordandringen vecka for vecka,
t.ex. pa Kilagarden (Figur 19,20), har vi ocksa noterat forekomst avsevért tidigare én vi sett
symptom pa bladen. PCR-metoderna kan ocksa vara ett hjilpmedel vid osdkerhet om
svampen har spridit sig uppdt i bestandet, speciellt vid sval véderlek och for svampar med
lang latensperiod som exempelvis S. tritici. Generellt var den pre-symptomatiska detektionen
tidigare av S. tritici jamfort med DTR, vilket stimmer 6verens med det faktum att S. tritici har
en langre latensperiod (Riaz et al. 1991, Lovell et al. 2004).
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Den laga detektionsgransen hos vara metoder gor det mojligt att tidigt notera dven forekomst
av sporer pa bladen, formodligen innan de grott och borjat infektera. Utifran vara resultat
foreslar vi darfor ett praktiskt gréansvirde for tillviixt av dessa svampar pa 0.05 (2**“"). Under
detta griinsvirde sker troligtvis ingen tillviixt av svampen. Over grinsvirdet och upp till 0.5
for S. tritici och 0.1 for DTR sker tillvixt av svampen utan tydliga, synliga symptom.
Symptom kan visserligen forekomma pa enskilda blad i bestandet och sma forekomster av en
svampart kan doljas av en annan. Detta tycks ofta gilla S. nodorum och for denna svamp &r
det svart att sitta samma typ av griansvarde eftersom den endast vid ett fatal fall varit synlig
vid den okuldra graderingen. Preliminért sdtts samma gréansvérden for S. nodorum som for S.
tritici. Over grinsen pd 0.5 respektive 0.1 anses angreppen av svampen som tydliga och
viarden over 1000 anses vara mycket stora angrepp av svampen, troligen mer dn 10-20%
infekterad bladyta. Denna typ av klassning har tidigare inte foreslagits.

Tabell 11. Forslag till gransvarden for bedomning av tillvixt av bladflicksvampar baserat pa virden
fran relativ kvantitativ PCR (2.

Klass  S.tritici DTR
0 0 0 Svampen kan inte pavisas i provet.
1 <0,05 <0,05 Svampen finns i provet i l&g méngd, men véxer troligtvis inte.

Formodligen inga synliga symptom*,

2 0,05 -0,5 0,05-0,1  Svampen finns i provet i 14g méngd och tillvéxt sker troligtvis.
Formodligen inga tydliga, synliga symptom*.

3 0,5- 1000  0,1-1000 Tydliga angrepp av svampen.

4 > 1000 >1000  Mycket stora angrepp av svampen. Férmodligen mer dn 10-20%
angripen bladyta.
*: synliga symptom kan forekomma pa enstaka blad i bestandet. Smé férekomster av en svampart
kan doljas av/i kraftiga symptom av en annan. Detta tycks ofta gélla S. nodorum.

Under véren/sommaren 2008 kommer analyserna att erbjudas personer som jobbar med
vaxtskydd, radgivare m.fl. 1 SLF-projektet “Gradering av patogenangrepp i1 vete med
kvantitativ PCR-metodik” som pagar 2008-2009. Ett informationsblad om denna
diagnosservice tillsammans med ett exempel pa ett analysresultat visas i bilaga 4 och 5.

Det 4r i princip inte méjligt att gora en direkt jamforelse av 2**““-virden mellan de tre olika
patogenerna eftersom mingden av de olika patogenerna i kontrollproven skiljer sig ndgot at
och 2% anger en differens i antalet kopieringar mellan enskilda sk kontrollprov for en
svamp och forekomsten av svampen i provet och dess relation till mingden veteceller i
samma prov. Genom att méta totala DNA-mingden i kontrollproven spektrofotometriskt och
utnyttja uppgifter om patogenernas genomstorlek gar det att berdkna faktorer baserade pé
antal genom i kontrollproven som kan anvindas for att justera 2™**“-viirdena och p4 sa sitt fa
en jimforelse mellan patogenerna. Vad man ddremot maste tinka pad &ar att samma antal
genom (och ddrmed antal celler) av olika patogener inte behdver innebdra samma niva av
angrepp. Den praktiska betydelsen av skillnaderna vid en absolut jamforelse mellan
svamparna minskar ocksi pé grund av det faktum att mitomradet for 2*“" & mycket stort,
frdn 0,01 till >10000, vilket innebér att en korrektion péd 2-3 ganger av virdet for respektive
svamp vid jamforelse mellan olikas svampars angrepp har mest “akademiskt virde” (se t.ex.
figurerna 4-7). Detta speciellt innan kunskapen har byggts upp kring betydelsen av angreppets
storlek mitt i 24" och effekt pa skord. Mojligheten att utnyttja 27" for direkta jimforelser
utan omrikning mellan svampar forstirks ocksd av att ett 2**“-virde pad 100 ger ungefir
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samma okuldra virde, ca 10%, pa angreppen for DTR och S.tritici (Figur 4-7).
Sammanfattningsvis kan man anvinda 2““-virden for att jamfSra nivéer i olika prov for en
och samma patogen frdn olika forsoksplatser utan att behova fundera pa att gora denna
omréikning och formodligen begar man inget storre ként fel genom att i stora drag jamfora
direkt mellan svamparterna.

Metoden som anvénts for den relativa kvantifieringen av patogenerna innebér att méngden
patogen-DNA normaliseras till mdngden vete-DNA. Darfor ar det viktigt att mdngden vete ar
stabil 1 proverna for att fi en korrekt kvantifiering. En eventuell begrinsning med denna
metod kan vara om en stor del av bladen som analyseras dr vissna eftersom mingden vete-
DNA da kan ha minskat. For att se om detta paverkat resultatet i studien undersoktes data fran
en stor mdngd prover (data visas ej). Ndr samtliga blad i ett prov ansetts vissna syntes ofta en
klar minskning i mdngden DNA frdn vete, men eftersom dessa prover ej kunnat graderas
ingick de inte 1 korrelationen som gjorts mellan PCR-analys och okuldr gradering. Prov dér
mer dn hélften av bladen var vissna visade sig inte paverka korrelationen trots att mangden
DNA fran vete i vissa fall var lagre d4n normalt. Enskilda vissna blad innebér alltsa inget stort
problem, och i det fall det 4r mojligt bor vissna blad inte utgora allt for stor del av provet. |
praktiken kommer formodligen den hér billiga, relativa bestimningsmetoden att fungera vl
for att svara pé de viktigaste fragorna kring angrepp av bladflicksvampar i vetet. I den méan att
den absoluta kvantifieringen anses nodviandig for vissa fragestdllningar &r det enkelt att
komplettera rent analystekniskt, men priset for analysen kommer dé stiga.

Utvecklingen av fungicidresistens har Okat intresset for spannmalssorternas motstandskraft
mot olika sjukdomar. Mer kunskap om mottagligheten for de olika svamparterna behdvs for
att kunna utnyttja sorterna optimalt i olika odlingssystem. T.ex. bor man undvika sorter som
ar kénsliga for DTR vid odling med reducerad jordbearbetning och mycket halmrester, som
ofta ger stora problem med DTR-angrepp. Graderingarna i sortforsoken &r idag
otillfredsstdllande och svédra att utnyttja, bl.a. eftersom fOrvéxlingsrisker mellan olika
svampsjukdomar och dven fysiologiska flackar gor resultaten osdkra. Fysiologiska fldckar
upptrader 1 vissa sorter och kan vara mycket svéra att skilja fran svampsjukdomar. Tillgangen
till en specifik bestimningsmetod for de viktigaste svampsjukdomarna gor det nu mojligt att
sdkrare utesluta fysiologiska orsaker och 0Oka kvaliteten pa svampgraderingarna i
sortforsoken. Resultaten fran bestdmningarna i sortforsdken visar pa signifikanta skillnader
mellan sorterna och deras angreppsgrad av olika svampar (Figur 14-15) och alla tre var
narvarande. PCR-analysen i sortforsok med kraftiga okulédra angrepp av S. tritici, visade pa en
bra dverensstimmelse med de okuldra graderingarna av samma svampsjukdomar. Observa att
denna gradering var noggrannare dn den gradering som normalt utfors i1 sortforsdken.
Dessutom kunde PCR-analysen ge information om angrepp av DTR och S. nodorum som
maskerades av de kraftiga S.tritici-angreppen i den okuldra graderingen. PCR-tekniken ger
mojlighet att studera relationen mellan angrepp av de olika sjukdomarna.

Resultaten av undersokningar i fungicidforsok visar att effekterna pa svampfloran varierar
mellan fungiciderna och att det gar att upptdcka signifikanta skillnader dven vid laga okuléra
angreppsnivéer (Figur 9-13). Detta tack vare PCR-analysens stora mitomrade (0,01-> 10000).
Hur angrepp av en svamp kamoufleras av en annan, ges ocksd som ett gott exempel pa
Rallatorp 2007 dér ett kraftigt S.tritici angrepp (100 ggr hogre PCR-virde) dolde ett angrepp
av DTR med en motsvarande okuldr gradering pad 10% (Figur 9-13). Eftersom valet av
lamplig fungicid paverkas av att verkningsspektrat skiljer mellan de tillgingliga preparaten
blir det viktigt att framgent studera variationer i svampflorans sammanséittning pa enskilda
falt eller regioner i Sverige. Det faktum att ocksé priset skiljer sig 4t mellan behandlingarna
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medfor att en kunskap om vilka svampar som dominerar pé ett enskilt falt har betydelse for
bade val av preparat for optimal biologisk bekdmpningseffekt och ekonomi i behandlingen.
Svamparnas resistens eller minskade mottaglighet for olika bekdmpningsmedel utvecklas
kontinuerligt och dérfoér méste ocksd bekdmpningsstrategierna fordndras. Strobilurinerna
(Amistar, Comet m.fl.) blev snabbt mer eller mindre verkningslésa mot S. tritici och DTR for
ndgra ar sedan. Eftersom bekdmpningen nu néstan helt dr beroende av olika triazoler (Proline,
Tilt m.fl.) ar risken stor att effekten av dessa preparat minskar med tiden. Det &r darfor
vardefullt om den nya specifika bestimningstekniken anvénds i forsdksverksamheten.

Kunskap om dessa bladflicksvampars utbredning 1 olika delar av Sverige dr idag bristféllig.
S. nodorum var tidigare den dominerande bladflaicksvampen, bl.a. under 1980-talet, och kénd
for att orsaka allvarliga axangrepp under regniga somrar. Under senare ar har Septoria tritici
dominerat i sddra Sverige och DTR i mellersta Sverige. De senaste aren har S. tritici blivit
vanligare dven i Mellansverige och 2007 var den t.o.m. den dominerande svampen i hela
landet. Symptom av DTR forekom detta ar nistan enbart norr om Mailaren (Véxtskyddsaret
2007, www.sjv.se/vsc). S. nodorum har observerats vissa ar men sent pa sdsongen. Resultaten
fran PCR-analyserna visar att forekomsten av S. nodorum forekommer i flertalet av proverna
(89%) och 1 nivaer som indikerar tillvixt (Figur 8), men de okuldra graderingarna har inte
visat pa nagon S. nodorum. Detta géller dven pa Kilagarden dér utvecklingen foljdes extra
noggrant under 7 veckor under tva ar och trots att forekomsten av S. nodorum var hogre,
upptill 10 génger sa stor pa vissa blad, jamfort med S.tritici (Figur 19-20) sé rapporterades
inga okuldra symptom av S.nodorum. Att den okuldra graderingen “missat” S. nodorum é&r
formodligen en effekt av forvintningar och av att det dr svart att uppticka S .nodorum
eftersom denna svamp upptrider senare pa sdsongen an t.ex S. tritici (Wainshilbaum et al,
1991). Symptomen maskeras helt enkelt av symptom av andra sjukdomar. Denna forklaring
forstarks av att vaxtskyddsspecialisten Peder Waern, Uppsala, mot slutet av sdsongen 2007
noterade forekomst av pyknider av den perfekta formen av S. nodorum, dvs Phaeosphaeria
nodorum, i forsoket i Uppland. Den ekonomiska betydelsen av denna svamps angrepp ar
ocksd numera svéart att bedoma eftersom den inte ”finns”. Fordndringen i svampfloran i vete,
dvs nedgang i angrepp av S. nodorum och uppgéang av S. tritici, har dokumenterats i ett
vetematerial frdn Rothamsted fran &r 1844-2003 och visat sig kunna korreleras med
forandringar i nedfallet av svavel. S. nodorum tycks ha gynnats av hoga nedfall av svavel.
(Bearchell et al. 2005)

De nya DNA-baserade metoderna for detektion och diagnos av bladflicksvampar dppnar for
fordjupande forskning och undersdkningar inom ekologiska och biologiska fragestéllningar
savil som agronomiska. Det kan gilla effekter av odlingssystem eller rena kvantifieringar av
effekter av fungicidblandningar. Férhoppningsvis kommer den nya metodiken att bli praktiskt
tillginglig och anvéndas for att bygga upp kunskap for att optimera anvidndning av fungicider
och ritt val av sorter.
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Bilaga 1

Fungicidforsok, forsoksplatser 2007.

Resultat for obehandlat, Comet 0.5 1/ha, Proline 0.4 1/ha och Tilt 0.25 1/ha visas som QAACL
viarden for respektive patogen. Forsoken upprepades i tre olika block. Medelvarden for de tre
blocken visas dven tillsammans med resultat frin Duncans Multiple Range Test. Data frén
Bodarp, Block 1, Proline saknas (gramarkerad).

Septoria tritici

Block Obehandlat Comet Proline Tilt
Vattholma 1 5,21 0,96 2,88 1,31
2 2,75 0,48 1,00 0,44
3 3,77 1,06 1,41 0,20
Rallatorp 1 257436 3492,73 423,64 1498,79
2 2268,94 2002,53 222,88 2303,04
3 2528,59 204122 273,62 1155,68
Vreta 1 1680,50 1146,59 108,42 533,97
2 2223,09 453,73 417,42 809,82
3 2539,15 1128,96 73,26 1207,84
Vallby 1 2,00 0,53 0,03 0,61
2 5,39 0,35 0,02 1,37
3 1,34 2,07 0,02 4,80
Bodarp 1 13847,29 4788.,26 9580,98
2 40627,13 6162,92 3685,89 16911,37
3 28979,94 5220,80 1496,26 5032,21
Obehandlat Comet Proline Tilt

Medel for Duncan Medel for Duncan Medel for Duncan Medel for Duncan
tre block  gruppering tre block gruppering tre block gruppering tre block gruppering

Vattholma 391 A 0,83 BC 1,76 B 0,65 C
Rallatorp 2457,30 A 2512,16 A 306,71 B 1652,50 A
Vreta 2147,58 A 909,76 B 199,70 C 850,54 BC
Vallby 2,91 A 0,98 A 0,02 A 2,26 A
Bodarp 27818,12 A 5390,66 B 2591,08 B 10508,19 B
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Stagonospora nodorum

Bestamning av forekomst av patogena svampar i vete med PCR-teknik

Block Obehandlat Comet Proline Tilt
Vattholma 1 230,85 87,05 55,01 45,89
2 198,66 122,75 300,77 48,51
3 341,33 328,65 114,02 39,58
Rallatorp 1 2,37 33,30 0,04 1,35
2 11,91 0,00 0,00 0,04
3 0,59 0,19 0,00 0,00
Vreta 1 74,87 42,72 1,59 6,08
2 212,93 10,30 11,25 9,63
3 158,22 122,51 1,83 11,25
Vallby 1 15,37 4,64 1,08 1,23
2 73,26 0,77 0,13 0,76
3 28,06 29,55 0,64 52,01
Bodarp 1 5036,97 755,55 1405,43
2 16148,15 563,04 88,40 987,45
3 4047,69 186,70 174,27 1205,21
Obehandlat Comet Proline Tilt
Medel for Duncan Medel for Duncan Medel for Duncan Medel for Duncan
tre block  gruppering tre block  gruppering tre block gruppering tre block  gruppering
Vattholma 256,95 A 179,48 AB 156,60 AB 44,66 B
Rallatorp 4,96 A 11,16 A 0,01 A 0,46 A
Vreta 148,67 A 58,51 AB 4,89 B 8,99 B
Vallby 38,90 A 11,65 A 0,62 A 18,00 A
Bodarp 8410,94 A 501,76 A 131,34 A 1199,36 A
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Drechslera tritici-repentis

Block Obehandlat Comet Proline Tilt
Vattholma 1 24,99 0,26 0,52 0,09
2 20,77 0,02 0,90 0,09
3 25,39 9,59 0,51 2,16
Rallatorp 1 15,03 0,58 0,25 0,65
2 3,49 0,26 0,17 0,59
3 5,21 0,55 0,24 1,19
Vreta 1 1,74 1,33 0,10 0,65
2 41,97 0,33 8,02 2,46
3 3,63 0,84 0,68 1,91
Vallby 1 3,23 0,00 0,02 0,03
2 2,71 0,00 0,02 0,91
3 0,29 0,07 0,01 0,10
Bodarp 1 75,17 36,99 38,25
2 79,99 0,61 72,18 6,43
3 984,17 17,64 19,74 8,59
Obehandlat Comet Proline Tilt
Medel for Duncan Medel for Duncan Medel for Duncan Medel for Duncan
tre block  gruppering tre block  gruppering tre block gruppering tre block  gruppering
Vattholma 23,72 A 3,29 B 0,64 B 0,78 B
Rallatorp 7,91 A 0,46 B 0,22 B 0,81 B
Vreta 15,78 A 0,83 A 2,93 A 1,67 A
Vallby 2,08 A 0,02 B 0,02 B 0,35 B
Bodarp 379,78 A 18,41 A 45,96 A 17,76 A
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Bilaga 2
Sortforsok, forsoksplatser 2007

Resultat for de fyra sorterna visas som

2-AACt

-virden for respektive patogen. Forsoken

upprepades 1 tva olika block. Medelvérden for de tva blocken visas tillsammans med resultat

frdn Duncans Multiple Range Test.

Septoria tritici

Block Florett Skalmeje Olivin Harnesk
Vallakra 1 140,29 101,16 204,77 878,14
2 163,58 1345,50 60,60 202,14
Russelbacka 1 55,40 189,13 915,15 1763,24
2 202,14 173,59 576,42 1725,89
Koélbick 1 56,30 2,12 221,80 18,51
2 27,51 62,26 199,52 252,66
Kampetorp 1 144,81 317,98 1350,07 1507,66
2 49,63 2038,26 2038,26 192425
Florett Skalmeje Olivin Harnesk
Medel for Duncan Medel for Duncan Medel for Duncan Medel for Duncan
tva block  gruppering tva block gruppering tva block gruppering tva block gruppering
Vallikra 79,65 A 132,37 A 775,14 A 469,37 A
Russelbacka 128,77 C 181,36 C 745,79 B 1744,57 A
Koélbick 41,91 A 32,19 A 210,66 A 135,59 A
Kampetorp 97,22 B 263,56 B 1694,17 A 1715,96 A
Stagonospora nodorum
Block Florett Skalmeje Olivin Harnesk
Vallakra 1 215,30 0,06 158,58 3,13
2 0,07 9,21 0,36 0,46
Russelbacka 1 7,96 2,06 19,49 3,89
2 73,86 22,29 4,73 1,73
Kolbick 1 20,90 0,04 5,32 0,02
2 49,36 7,39 14,23 0,12
Kampetorp 1 242,95 6,95 176,06 29,72
2 74,19 23,65 252,18 34,08
Florett Skalmeje Olivin Harnesk
Medel for Duncan Medel for Duncan Medel for  Duncan Medel for Duncan
tva block  gruppering tva block  gruppering tva block  gruppering tva block  gruppering
Vallakra 107,69 A 4,64 A 79,47 A 1,80 A
Russelbacka 40,91 A 12,18 A 12,11 A 2,81 A
Koélbick 35,13 A 3,72 B 9,78 AB 0,07 B
Kampetorp 158,57 A 15,30 A 214,13 A 31,90 A
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Drechslera tritici-repentis
Block Florett Skalmeje  Olivin Harnesk

Vallikra 1 1,88 0,06 0,44 0,32
2 1,05 0,08 0,03 1,84
Russelbacka 1 0,26 5,17 8,06 0,25
2 1,52 1,46 5,54 0,14
Kaélback 1 0,27 0,01 0,23 0,02
2 0,03 1,31 4,03 0,03
Kampetorp 1 21,59 0,88 13,18 3,32
2 21,31 13,77 22,87 4,08
Florett Skalmeje Olivin Harnesk
Medel for Duncan Medel for Duncan Medel for Duncan Medel for Duncan
tvda block  gruppering tva block gruppering tva block gruppering tva block gruppering
Vallikra 1,47 A 0,07 A 0,24 A 1,08 A
Russelbacka 0,89 B 3,32 AB 6,80 A 0,20 B
Kolback 0,15 A 0,66 A 2,13 A 0,03 A
Kampetorp 21,45 A 7,33 AB 18,03 AB 3,70 B
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Bilaga 3
Utveckling av patogenerna dver sisongen
Resultat for de platser som undersokts visas som 224 yarden for respektive patogen vecka

for vecka. I samtliga fall analyserades blad fran bladniva 2. DTR star for Drechslera tritici-
repentis, Sn star for Stagonospora nodorum och St star for Septoria tritici.

Helleberg 2006
Vecka DTR Sn St
23 0 0 0,2
24 0 0 0,42
25 0,04 0 3,45
26 0,04 1,23 12,88
27 0,75 21,42 8,25
28 3,24 348,55 4,02
29 76,28 2332,73 1173,46
Hasthalla 2006
Vecka DTR Sn St
23 0 0 0,04
24 0 0 0
25 0,02 0,07 0,21
26 1,63 1,27 0,61
27 0,48 5,65 0,21
28 48,79 641,5 12,84
29 256,19 853,14 198,45
Gustafsgarden 2006
Vecka DTR Sn St
23 0,05 0 0,11
24 0,05 0,01 4,81
25 0,29 0,22 8,82
26 11,51 1,11 46,89
27 148,58 7,53 114,39
28 124,46 230,32 58,27
29 312227 466,73  1704,68
Flo 2006
Vecka DTR Sn St
23 0 0 0,02
24 0 0 0,16
25 0,02 0 2,63
26 0,02 0,41 5,07
27 0,11 2,51 26,13
28 2,02 24,54 184,72
29 4,77 221,71 3094,62
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Nolebo 2006
Vecka DTR Sn St
23 0 0 1,67
24 0 0 9,03
25 0,04 0 18,58
26 0,03 0,05 32,65
27 0,28 1,02 123,91
28 11,48 234,64 627,91
29 62,9 4283,52  30804,41
Vinkol 2007
Vecka DTR Sn St
21 0,04 0,01 0,02
22 0 0 0,11
23 0,01 0,01 0,81
24 0,04 0,01 28,59
25 0,01 0,01 75,92
26 1,06 7,57 332,37
27 1,54 8,07 1397,84
Haberg 2007
Vecka DTR Sn St
21 0 0 0,01
22 0 0 0,11
23 0 0 0,33
24 0,04 0,06 2,68
25 0 0,25 20,35
26 0,39 5,97 117,89
27 2,87 18,76 315,97
Rallatorp 2007
Vecka DTR Sn St
21 0 0 0
22 0 0 0,07
23 0,01 0,01 0,31
24 0 0 8,72
25 0,02 0,01 52,69
26 5,84 0,82 532,88
27 40,41 19 7753,08
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Ruta Kvarn 2007

Vecka DTR Sn St
21 0 0 0,03
22 0,01 0 0,03
23 0,01 0 0,97
24 0,03 0,01 3,92
25 0,05 0,02 15
26 6,14 1,35 89,01
27 4,46 66,13 206,6

Avdelningen for precisionsodling, Skara

39

Rapport 18, 2008



Almquist etal. Bestamning av forekomst av patogena svampar i vete med PCR-teknik

Bilaga 4
SLF-projekt: Bestamning av bladflackssvampar i vete

Diagnosservice 2008

—snabbt svar pa forekomsten av bladflackssvampar i vete

Under v 21-24 2008 har vi mojlighet att erbjuda analys av de tre vanligaste bladpatogenerna pa vete till ett
kraftigt subventionerat pris. Analyserna utfors som en del inom SLF-projektet ”Gradering av patogenangrepp i
vete med kvantitativ PCR-metodik” som pagar under 2008/2009. Projektet genomférs av SLU i Skara i
samarbete med Jordbruksverkets vaxtskyddscentral i Skara och analyserna kommer att utféras p&4 Eurofins
Food/Agro Sweden AB (f.d. Analycen) i Lidkdping.

Analysmetoden

Inom SLF-projektet "Bestdmning av forekomst av patogena svampar i vete med PCR-teknik” utvecklades DNA-
baserade analysmetoder som kan bestimma och kvantifiera midngden av Septoria tritici (svartpricksjuka),
Stagonospora nodorum (brunflicksjuka) och Drechslera tritici-repentis (vetets bladflicksjuka). Analysen
bygger pa att DNA-sekvenser som &r helt unika for varje patogen kopieras till méngder som ar detekterbara.
Maingden av patogenerna jamfors sedan med méingden vete i provet och resultatet uttrycks relativt innehéllet i ett
referensprov. Pa http://po-mv.slu.se/ under rubriken “Publikationer” kommer inom kort finnas mer information
om metoderna, projektets resultat och hur analysresultatet kan kopplas till angreppsnivéer.

Provtagning

Samla in minst 20 hela blad fran den eller de bladnivaer Du vill undersdka. Laimnar Du in Ditt prov direkt till
laboratoriet gar det bra att 1dmna in farska prov. Skickar Du in Ditt prov per post eller om provet av annan
anledning inte kan ldmnas in i nira anslutning till provtagningen skall bladen placeras i hushéallspapper och
laggas i ett vanligt papperskuvert.

Provinlimning

Inom projektet har vi mojlighet att analysera ca 100 prover under denna sdsong. For vér planering ar det bra om
Du kan héra av Dig till oss innan eller i samband med att Du skickar in ditt prov. Det &r forst till kvarn som
géller och anmélan ger fortur! Kostnaden for analysen &r kraftigt subventionerad till 200 kr/prov. Limnar Du in
Ditt prov direkt till laboratoriet i Lidkoping senast tisdag morgon kl 9 ar var malsittning att Du skall f& svar
inom tre arbetsdagar. Det gér sjédlvklart dven att skicka in prov per post. Kontakta oss for information om
Eurofins andra inlamningsstéllen.

Kontakt
Kontakta Charlotta Almquist pd Eurofins (charlotta.almquist@lantmannen.com, 0510-88725) om Du har fragor
om metoden eller vill ldmna in prover. Du &r ocksa vilkommen att hora av Dig om Du é&r intresserad av
analyserna dven utanfor detta projekt.

Har Du 6vriga fragor om metoden och projektet & Du ocksé vilkommen att hora av Dig till Cecilia
Lerenius pa Jordbruksverkets véxtskyddscentral i Skara (cecilia.lerenius@sjv.se, 0501-605862) eller Anders
Jonsson pa SLU i Skara (anders.jonsson@mv.slu.se, 0511-67129).

Adresser

Eurofins Food/Agro Sweden AB

Charlotta Almquist Besoksadress/paket:
Box 905 Sjohagsgatan 3

531 19 Lidkoping 531 40 Lidkoping
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Almquist etal.

Foljesedel

Bladflickssvampar pa vete

Uppdragsgivare:

Bestamning av forekomst av patogena svampar i vete med PCR-teknik

Kontaktperson:

Fakturaadress:

Postadress:

Telefon:

E-post:

Provuppgifter

Provmiirkning

Provtagningsplats/ort

Bladniva

Egen gradering eller andra upplysningar:

Avdelningen for precisionsodling, Skara

41

Rapport 18, 2008



Almquist etal. Bestamning av férekomst av patogena svampar i vete med PCR-teknik

Bilaga 5

Analysresultat

- bladflickssvampar i vete

Provinformation

Proviiummer  Markning Plats/ornt Bladniva
05-28-1 3
07-24-1 B 4
07-27-1 & 2
O7-27-2 ] 2
07-28-1 E 2

Resultat med preliminér klassning av infektionen

Provnummer Swvamp Analysresultat {Q'Mm} Klass 0 Klass1 Klass2 Klass3 Klass4
[5-28-1 5. tnitici 22069 02 X
5. nodorm 905,78 X
org a0,20 X
07-24-1 5 tehci 213,56 X
5. nodoram 339,19 X
TR 002 X
07-27-1 5. thtici 108 42 X
5. nodoram 1659 X
OTR 0,10 X
07-27-2 5. thtici o2 X
5. nodoram 054 X
OTR 0,01 X
07-28-1 5. thtici 2002 53 X
5. nodorum =0,01 X
OTR 0,26 X

Ohservera att vardena for anlaysresultatet ej kan jamforas direkt melian svamparna.

Férklaringar

Svampar

S.otntici Septoria tritici som orsakar svartpricksjuka

5. nodorum Stagonospora nodonam som arsakar brunflacksjuka

OTR Drachslera titici-rapantis som orsakar vetets bladflacksjuka

Klassningar

Klass 0 Svarnpen kan inte plvisas i provet.

Klass 1 Svampen finns i provet i [3g mangd, men vaxer troligivis inte. Farmodligen inga synliga symptom™,

Klags 2 Svarnpen finns i provet i 13y mangd och tillvaxt sker troligtvis. Farmodligen inga tydliga, synliga symptom®.
Klags 3 Tydliga angrepp av svampen.

Klass 4 hycket stora angrepp av svarmpen. Farmodligen mer dn 10-20% angripen bladyta.

* synliga symptom kan farekomma pa enstaka blad i bestandet. Sma farekomster av en svampart kan diljas awi
kraftiga symptarn av en annan. Detta tycks ofta galla 5 nodorm.

Fragor?

Kontakta:

Charlotta Almguist

charlotta. almquist@lantmannen.com
0510-88725

her information om metoden finns i rapporten "Bestamning av forekomst av patogena svampar i vete med
PCR-teknik" pd http:#po-rv.slu.sef under rubriken "Publikationet”.
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Avdelningen for precisionsodling, Institutionen for markvetenskap, SLU, Skara,
(tidigare Institutionen for jordbruksvetenskap Skara) bedriver forskning med precision 1 odling-
en som mal. Detta forskningsarbete tar sikte pa att utveckla metoder for bittre utnyttjande av
markens resurser samt styrning av processer som inverkar pa grodornas tillvaxt, framfor allt
genom bittre vixtniringshushdllning, bl.a. platsspecifikt for tillimpning inom preci-
sionsjordbruket. Forskning bedrivs framst 1 filtstudier och filttorsok. Huvudsyftet med

denna forskning dr att forstarka den ekonomiska uthilligheten 1 svenskt lantbruk ge-

nom att forbittra grodornas avkastning och jordbruksprodukternas kvalitet och samti-

digt utnyttja vara naturliga tillgingar pa ett miljovinligt och resursbevarande sitt.
Forskning, utbildning och information priglas av helhetssyn och sker 1 nira
samarbete med naringsliv, myndigheter och radgivning. Lanna forsdksstation
ar en viktig resurs for avdelningen, 6vriga institutioner vid SLU samt andra

samarbetspartners.

[ serien Rapporter redovisas forsknings- och forsoksresultat fran

Avdelningen for precisionsodling, SLU, Skara.

Rapporterna finns tillgingliga pa nedanstiende Internetadress.

Reports with research results from the Division of precision agriculture
(Department of Soil sciences, Swedish University of Agricultural Sciences).
The reports are available at the internet address given below.

Distribution:
Avdelningen for precisionsodling
Institutionen for markvetenskap
Sveriges lantbruksuniversitet
Box 234

532 23 Skara

Tel. 0511-670 00, fax 0511-67134
Internet: http://po-mv.slu.se






