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Sammanfattning

Termisk utsdadesbehandling anses vara ett miljovanligt alternativ till traditionell
fungicidbehandling. Rambetingelserna for termisk behandling (t.ex. temperatur, fuktighet,
varaktighet, luftflode) &r vasentliga for att bibehalla froets skjutkraft. Val av
behandlingsparametrar paverkas av produktionsplats, mognadsgrad och frokvalitet och maste
justeras for varje enskilt utsddesparti. Detta projekt syftade till att ta fram ett underlag for
snabbtester for att ge en prognos om behandlingsparametrar. Studien genomférdes som ett
tvafaktoriellt experiment, med faktor 1: behandlingsintensitet (exponering for ingen eller fyra
okande intensitetssteg) och faktor 2: forbehandling (med eller utan bloétlaggning). Studien
genomfordes i tva steg, ndmligen screening foljt av validering. Skjutkraft och sjukdomsférekomst
analyserades med hjilp av biotester. Behandlingens inverkan pa fréets fysiologiska egenskaper
karakteriserades med hjalp av metabolom-, proteom- samt lipidomanalys, medan lllumina MiSeq
anvandes for att beskriva sammanséattningen av mikrobiella samhallen i spermosfaren. Férekomst
av Fusarium spp. och Microdochium spp. foljdes upp med droplet digital PCR. Mattlig
behandlingsintensitet minskade antalet infekterade fron och 6kade uppkomsten. Férbehandling
genom bl6tlaggning var en forutsattning for identifiering av nyckelsubstanser. Koncentration av
myo-inositol och férhallandet mellan myo-inositol/glukos var positivt medan koncentration av
glukos och citronsyra var negativt korrelerade med behandlingsintensiteten i blotlagda prover.
Skarningspunkten mellan myo-inositol och glukos férefoll stamma 6verens med optimal skjutkraft.
Varken analys av lipidom eller proteom korrelerade med skjutkraften. Blotlaggning forédndrade
sammansdattningen av bakterie- och svampsamhallen av hostvetefrd, men inga organismer eller
grupper av organismer avgorande for skjutkraft kunde identifieras utifran DNA-baserade metoder.
Foreliggande resultat behoéver valideras. Vid validering bor metagenomanalysen bygga pa RNA-
snharare an DNA-extraktion. Som valideringsintervall foreslas behandlingsintensiteter 4.5-6.

Nyckelord: Fusarium spp., glukos, hostvete, metabolom, metagenom, myo-inositol,
sjukdomsférekomst, skjutkraft, Thermoseed®, varmebehandling

Abstract

Thermal seed treatment is considered an environmentally friendly alternative to traditional
fungicide treatment. The framework conditions for thermal treatment (e.g. temperature,
humidity, duration, air flow) are essential to maintain seed vigor. The choice of treatment
parameters is influenced by production site, maturity level and seed quality and must be adjusted
for each individual seed lot. This project aimed to provide a basis for rapid tests to predict
treatment parameters. The study was conducted in two-factor experiments, with factor 1:
treatment intensity (exposure to no or four increasing intensity steps) and factor 2: pretreatment
(with or without soaking). The study was conducted in two stages, namely screening followed by
validation. Vigor and disease incidence were analyzed using bioassays. The impact of the treatment
on the physiological properties of the seeds was characterized using metabolome, proteome and
lipidome analysis, while Illumina MiSeq was used to describe the composition of microbial
communities in the spermosphere. The presence of Fusarium spp. and Microdochium spp. was
monitored by droplet digital PCR. Moderate treatment intensity reduced the number of infected
seeds and increased vigor. Pretreatment by soaking was a prerequisite for the identification of key



compounds. Myo-inositol concentration and myo-inositol/glucose ratio correlated positively while
glucose and citric acid concentration were negatively to treatment intensity in soaked samples.
The intersection of myo-inositol and glucose appeared to be consistent with optimal vigor. No
compound identified in lipidome nor proteome analysis correlated vigor. Soaking altered the
composition of bacterial and fungal communities of winter wheat seeds, but no key organisms or
groups of organisms critical to vigor could be identified by DNA-based methods. The present results
need to be validated. For validation, metagenomic analysis should be based on RNA rather than
DNA extraction. Treatment intensities of 4.5-6 are suggested as validation intervals.

Keywords: disease incidence, Fusarium spp., glucose, metabolome, metagenome, myo-inositol,
thermal treatment, Thermoseed®, vigor
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1. Bakgrund

Termisk  utsddesbehandling ar ett miljovanligt alternativ till traditionell
fungicidbehandling. Rambetingelserna for termisk behandling (t.ex. temperatur,
fuktighet, varaktighet, luftflode) ar vasentliga for att bibehalla froets skjutkraft. Nivan pa
behandlingsparametrarna maste justeras for varje enskilt utsddesparti och paverkas
bland annat av produktionsplats, mognadsgrad och frokvalitet. Med okande
behandlingsintensitet minskas sjukdomsangreppet (Gilbert et al., 2005). Samtidigt
paverkas froets skjutkraft negativt nar behandlingsintensiteten blir for hog (Figur 1).
Biotester som indikerar skjutkraft tar vanligen 2 veckor. Det behovs alltsa tillforlitliga
snabbmetoder som indikerar de optimala behandlingsparametrarna.

100 H
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70 / ;
60 / \
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20
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10

Behandlingsintensitet

Figur 1. Samspel mellan behandlingsintensitet vid termisk utsédesbehandling och fréets skjutkraft
samt sjukdomsangrepp av fré (lllustration: © G. Forsberg).

Groningsprocessen for froer illustreras i figur 2. Froskalet och froets inre
(spermosfiren) ar koloniserade av mikroorganismer (t.ex. svampar och bakterier). Fréet
och de koloniserande organismerna ingar i ett perfekt samspel under groningsfasen. Bade
fré och mikroorganismer lamnar sin vilofas sa snart froet kommer i kontakt med vatten;
sa kallad imbibering. Imbibering ar startskottet for en tre-stegsprocess. Under imbibering
tas vatten upp forst passivt, sedan aktivt. Processen &r beroende av markens
vattenpotential, diffusivitet, kapillaritet, froets egenskaper (vattenpotential samt
diffusionsformaga) samt vattenbetingelserna vid granssnittet mark-fr6. Under den
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foljande overgangsfasen sker inga storre fordndringar i froets vattenupptagning. Den
tredje fasen karakteriseras av en mycket snabb 6kning i vattenupptagning och varar tills
primarroten bryter fram. Det dr da groningsprocessen ar avslutad (Bewley et al., 2013).
Groningen atféljs av groddplantsutvecklingen. | denna fas mobiliseras organiska @mnen
som funnits lagrade i froet. Dessa konsumeras, till viss del, av mikrobiotan som forokar sig
och koloniserar groddens yta samt i dess inre (Bergna et al., 2019). Samspelet mellan
mikroorganismer och fré kan vara symbiotiskt, men mikroorganismerna kan ocksa vara
tillvaxtbeframjande eller —hdmmande. Exempel pa tillvaxtbeframjning &ar mikrobiell
produktion av vaxthormoner, eller motverkan av sjukdomsalstrare genom antagonism,
konkurrens om plats och naring, eller genom hyperparasitism. Tillvaxthamning kan yttra
sig genom sjukdomsangrepp eller produktion av vaxtskadliga toxiner (fytotoxisk). Det
finns indikationer pa att mikrobiomet i spermosfaren ar beroende av véxtslag och sort
samt habitatets egenskaper (Adam et al., 2018; Fuernkranz et al., 2012; Matsumoto et al.,
2021; Wassermann et al., 2022).
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Figur 2. Samspel mellan fré (6vre rad) och spermosférmikrobiotan (nedre rad) under groningen och
groddplantsutvecklingen. Réda symboler markerar epifyter, d.v.s. organismer som koloniserar
fréskalet, medan blda symboler stdr fér endofyter, d.v.s. organismer som koloniserar fréets inre.
Figuren dr éversatt och reproducerad med ndgra modifikationer fran Alsanius och Wohanka (2019),
med tillstdnd av Elsevier (request ID: 600138040).

Det traditionellt viktigaste mattet pa utsadets kvalitet 4r dess grobarhet, som ar dess
formaga att gro och darmed ge upphov till en priméarrot. Ett mer krdvande matt pa
utsddets kvalitet som inte varit sa vanligt att anvanda, men som ar pa frammarsch, ar
utsadets skjutkraft. Skjutkraften ar utsddets avgérande egenskap att kunna skapa starka
och livskraftiga groddplantor som klarar att snabbt ta sig upp genom jorden under
stressade forhallanden. Da skjutkraften inte ar direkt korrelerad till grobarheten har
bestdmning av skjutkraft av stort varde, eftersom den battre visar utsddets potential att
bli en bra groda i falt.

Vi undersokte darfor i foreliggande projekt, om sammansattningen av froets
metaboliter eller mikrobiom férandras i relation till virmebehandlingens intensitet och
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om det finns kandidatsubstanser eller —organismer/grupper av organismer som kan
indikera froets skjutkraft.

Detta projekt har genomfoérts i samarbete mellan SLU, BioAgri AB och ThermoSeed AB.
Det har finansierats genom Lantméannens Forskningsstiftelse och Partnerskap Alnarp.

1.1 Syfte

Syftet ar att fran molekyldra (genetiska resp. metabolomiska/proteomiska)
analysmetoder kunna utveckla en metod for snabba skjutkraftstester for utsade. Detta
gors med avseende att kunna garantera lantbrukarna ett hogproduktivt utsade, samt att
det mojliggor

e Enhojd kvalitet pa utsade till lantbrukarna jamforbar med kemisk behandling, och

e En okad andel utsade som behandlas med andra metoder an med kemiska
bekdmpningsmedel, s& som virmebehandling (ThermoSeed®) och andra
tekniker.

1.2 Fragestallningar

e Vilka organismer resp. grupper av organismer ar kopplade till stark/svag
skjutkraft?

e Vilka molekyler i fron, samt vilka utsddesburna svampar, ar kopplade till
stark/svag skjutkraft hos friskt eller infekterat utsade?

e Vilka organismer/grupper av organismer eller molekyler av ovanstdende kan
utgora en lamplig bas for ett reguljart snabbtest?

1.3 Definitioner

Tabell 1. Definitioner

Begrepp Definition Engelskt
begrepp

Abundans Forekomst Abundance

Alfadiversitet Artmangfald pa lokal nivd som beskriver Alpha diversity

artmangfalden (artrikedomen) inom ett
funktionellt samhille (tex. pa froytan)

Behandlings- Niva av temperatur, luftfuktighet, luftflode Treatment
intensitet och tid intensity
Betadiversitet Forhallandet mellan regional och lokal Beta diversity

artdiversitet
Endofyt Organism som lever pa insidan av véxten Endophyte

14



Epifyt

Grobarhet

Groning

Lipidom

Metabolom

Metagenom

Mikrobiom

Mikrobiota

Proteom

Relativ abundans

Sjukdomsforekomst

Skjutkraft

Uppkomst

Varmebehandling

Organism som lever pa vaxtytan (t.ex. pa
utsidan av fro, blad, stam, rot)

Procentuell andel av fr6 som kan bilda en
primarrot

Processen som startar med vattenupptag av
det torra froet och slutar med framtradande
av primadrroten

Den totala halten av lipider i en organism, cell
eller vavnad

Det totala antalet metaboliter i en organism,
cell eller vavnad.

Genetiskt material som extraherats, och
sekvenserats, fran en definierad miljo; till
exempel fran ett fro.

Genetiskt material fran alla mikroorganismer
i en definierad miljo; till exempel de
mikroorganismer som koloniserar ett fro.

De mikroorganismer som finns i en definierad
miljo.

Den totala halten av proteiner i en organism,
cell eller vavnad

Procentuell forekomst

Procentuellt antal infekterade fron

Utsadets formaga att kunna skapa starka och
livskraftiga groddplantor som klarar att
snabbt ta sig upp genom jorden till jordytan
under stressade forhallanden

Den tidpunkt da froplantan tagit sig upp
genom jordytan och bérjar anvanda sig av
fotosyntes som energikalla.

Anvdndning av varme for avdodning av
skadliga mikroorganismer.

Epiphyte
Germination
rate
Germination
Lipidome

Metabolome

Metagenome

Microbiome

Microbiota

Proteome

Relative
abundance
Disease
incidence,
Infection rate
Vigor

Emergence

Thermal
treatment
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2. Resultat

2.1 Skjutkraft och sjukdomsforekomst

2.1.1 Effekt av forbehandling genom blétlaggning

Som férvantat paverkades sjukdomsférekomsten av varmebehandlingen: den minskade
med 6kande viarmebehandlingsintensitet. Sjukdomsférekomsten i prover som blotlagts
och behandlats vid intensitet 5 avvek signifikant fran kontrollen. Varmebehandling hade
en signifikant positiv effekt pa froets skjutkraft da det behandlades med intensitet 5
(p<0,001). Hog varmebehandlingsintensitet paverkade skjutkraften signifikant negativt
(p=0,001). | biotestet inverkade blotlaggning inte pa fréets formaga att na jordytan
(skjutkraft).

2.1.2 Effekt av varmebehandling pa blétlagda fro

Som forvantat visade ocksa resultaten fran skjutkraftstestet (Figur 3) pa enbart
blétlagda prover en signifikant negativ effekt av hog viarmebehandling pa plantornas
skjutkraft (p=0,003). Varmebehandling med intensiteterna 3 och 5 visade en trend till
forbattrad skjutkraft, jamfort med kontrollen. Signifikanta skillnader observerades enbart
nar behandlingsintensiteten lag pa 7. Standardavvikelsen mellan replikaten och proverna
var stor, vilket delvis forklarar avsaknaden av statistiskt signifikanta skillnader. Nar det
giller sjukdomsférekomsten fanns det en negativ signifikant effekt av
viarmebehandlingsintensiteten (p<0,0001). Férekomsten av sjukdomsangrepp forklarade
22 % av variansen i skjutkraft (p=0,047).
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Figur 3. Effekt av vdarmebehandlingens intensitet pa skjutkraft (A) av och sjukdomsférekomst (B) pé
héstvete. Staplar markerade med asterisk avviker fran kontrolledet (intensitet 0) (p<0,05).

2.2 Metabolom

Analys av utsddets metabola profiler omfattade metabolom, proteom samt lipidom i
relation till férbehandling och intensitet av virmebehandling samt utsddets skjutkraft och
sjukdomsforekomst. Undersokningens mal var
e Att detektera molekyler (sasom kolhydrater, organiska syror, proteiner,
peptider, lipider) som &r korrelerade till skjutkraft
e Att analysera samvariationen
e Att skapa modeller som ar anvandbara for snabb bedomning av skjutkraft.

Tva analysmetoder testades i relation till metabolom, ndmligen LC-MS och GC-MS.

2.2.1 Val av analysmetod

Metabolomets monster skiljde sig tydligt at mellan blotlagda och icke-blétlagda prover.
Analysmetoden var vasentlig. Den hoga uppldsningsnivan i funktionella substanser som
astadkoms genom ospecificerade LC-MS-metabolomanalys ledde inte till en hogre
prediktion av varmebehandlingens intensitet, jamfort med den ospecificerade GC-MS-
metabolomanalysen.

2.2.2 Effekt av férbehandling pa samspel mellan metabolom
och behandlingsintensitet

GC-MS-analysen visade en tydlig skillnad med hansyn till forbehandling. Metabolomet av
blotlagda prover skilde sig tydligt mellan olika intensiteter avvarmebehandling.
Intensiteten i varmebehandlingen kunde forutsdgas av metaboliter som myo-inositol,
citronsyra, sorbitol och raffinos. Koncentrationerna av myo-inositol och raffinos 6kade,
medan citronsyra och sorbitol minskade, med 6kad behandlingsintensitet.

17



For att validera resultaten fran den foérsta analysomgangen for metabolomik utférdes
en andra med endast blotlagda prover. Resultaten bekraftade att citronsyra (p=<0,0001 )
och glukos (p=<0,0001) var negativt korrelerade med varmebehandling. Myo-inositol var
positivt korrelerat med intensitet av varmebehandling (p=<0,0001), och likasa kvoten

mellan myo-inositol/glukos (p=<0,0001) (

Figur 4).
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Figur 4. Koncentrationer av citronsyra (A), glukos (B), myo-inositol samt kvoten mellan myo-
inositol/glukos i héstvetefré som vidrmebehandlats med stigande intensitet.

2.2.3 Effekt av forbehandling pa samspel mellan
behandlingsintensitet samt proteom och lipidom

Inga skillnader konstaterades i lipidom eller proteom med hansyn till férbehandling eller

varmebehandlingens intensitet.

2.2.4 Interaktion mellan metabolom och skjutkraft samt
sjukdomsforekomst

Laga koncentrationer av myo-inositol (R*=-31,0 %; p=0,004) var relaterade till hég
skjutkraft av hostvete. Likasa var laga koncentrationer av myo-inositol korrelerade med
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hég sjukdomsférekomst (R*=-55,5 %; p<0,001). Sjukdomsférekomsten var positivt
korrelerad med glukoskoncentrationen i utsddet (R?=42,2 %; p<0,001). Det fanns dven en
trend mot en direkt interaktion mellan uppkomst och glukoskoncentration. Pearson-
korrelationen var dock inte statistiskt signifikant. Kvoten mellan myo-inositol och glukos
bér ha den starkaste interaktionen fér bade skjutkraft (R?=-30,4 %; p=0,005) och
sjukdomsforekomst (R?=-57,8 %; p<0,001) (Tabell 2, Figur 5). Skdrningspunkten mellan
glukos och myo-inositol foll samman med skjutkraftens optimum, vid
behandlingsintensitet 5. Kurvforloppet for skjutkraft kunde beskrivas genom en
polynomial ekvation (R?=99,95%) (

Figur 6).

100 1

80

60

Skjutkraft (%)

40

201

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Sjukdomsférekomst (%)

Figur 5. Interaktioner mellan sjukdomsférekomst och skjutkraft av samt koncentration av myo-
inositol i vérmebehandlade héstvetefré. Utsddet hade virmebehandlats vid fyra intensiteter (réd =
intensitet 3, grén = intensitet 5, violet = 6, gra = 7) eller inte vdrmebehandlats alls (bld). Cirklarnas
diameter indikerar koncentration av myo-inositol.
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Figur 6. Samspel mellan koncentrationen av myo-inositol och glukos i hdstvetefré samt utsddets

skjutkraft i relation till virmebehandlingens intensitet. Ekvationen beskriver det polynomiala
foérloppet av trendlinjen for skjutkraft samt dess sannolikhet.
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Tabell 2: Pearson korrelation mellan skjutkraft respektive sjukdomsférekomst av virmebehandlat utsdde av histvete med hénsyn till valda kolhydrater och organiska
syror. P<0,05. Enbart korrelationer med p<0,05 visas.

Sjukdoms- Kvot myo- Kvot myo- Normal. Kvot myo-
forekomst Appelsyra Citronsyra Myo-inositol Fruktos Glukos Sorbitol Maltos inositol/citronsyra inositol/glukos inositol/glukos
Skjutkraft R? 0,220 -0,294 - -0,310 - - - 0,299 -0,213 -0,304 -0,372
P 0,043 0,006 - 0,004 - - - 0,005 0,05 0,005 <0,001
?é‘;:‘;g:::t 2 - 0,5 0,555 0235 0422 0339 0,318 0,365 -0,578 -0,496
P - <0,001 <0,001 0,030 <0,001 0,002 0,003 0,001 <0,001 <0,001
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Metagenom

Analys av metagenomet omfattade sammansattning av bakterie- och svampsamhallen i
relation till forbehandling och intensitet av varmebehandling samt utsadets skjutkraft och
sjukdomsférekomst. Malet var
e Att utveckla en DNA baserad metod for att detektera livskraftiga,
sjukdomsframkallande organismer av betydelse for froets skjutkraft
e Att identifiera "keystone” species (d.v.s. arter med avgérande roll att skapa
funktionella mikrobiella ndtverk) med betydelse for froets skjutkraft.

2.2.5 Effekt av for- och varmebehandling pa mikrobiella
samhallen pa froskalet och i froet (malda prover)

Relativ abundans

Analysen utgick ifran malda prover. Vart dataset omfattade alltsa mikroorganismer
som koloniserar bade froskalet (epifytisk) och froets inre (endofytisk). Analys av
metagenomet genomfordes fran phylum till slakte (bakterier) resp. art (svampar).
Grupper > 2% beaktades vid analys av den relativa abundansen. Ingen effekt av
varmebehandling kunde konstateras pa den relativa forekomsten av varken bakterier
eller svampar. Blotlaggning av fron fore behandling paverkade den relativa forekomsten
av bakterier jamfért med frén som inte blotlagts. Med hansyn till relativ abundans
dominerade Proteobacteria i bade blotlagda och icke-blotlagda prover pa phylum-niva,
men den relativa férekomsten inom phylumet Actinomyceta visade en reducerad
forekomst av Actinobacteria i blotlagda prover. Effekten av férbehandling kvarstod pa
bade familj- och —sléktniva géllande bakterier. P4 familjenivd dominerades den relativa
forekomsten av Oxalobacteraceae i blotlagda prover men i ej blotlagda prover var den
dominerande taxan Enterobacteriaceae. Pa slaktniva skedde en férandring i den relativa
forekomsten av Pantoea, Pseudomonas och Curtobacterium. Deras relativa forekomst
minskade i blotlagda prover (Figur 7).

Vad galler svampar dominerades svampsamhallet i samtliga behandlingar av phylum
Ascomycota, familjen Xylariales och sldaktet Monographella. Blotlaggning ledde till en
relativ minskning av Pleosporales, medan Xenobotryosphaeria och Ascochyta férekom
mer frekvent i icke-blotlagda prover. Pa artnivd var den dominerande taxan
Monographella nivales i alla behandlingar; Xenobotryosphaeria calmagrostidis och
Ascomycota spp. forekom i mindre utstrackning i blotlagda prover (Figur 8).
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Figur 7. Relativ abundans av bakterieslikten i malda héstvetefré. i=imbiberad (bl6tlagd).
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Figur 8. Relativ abundans av svamparter i malda héstvetefré. i=imbiberad (bl6tlagd).
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Diversitet

Taxonomisk diversitet kan uttryckas i form av alfa- och betadiversitet. Alfadiversitet
beskriver samhallets artrikedom och diversitet pa provniva. Tva indikatorer ar vanligt
anvanda for beskrivning av alfadiversitet, namligen Shannon H-index (artrikedom samt
hur jamnt arterna ar fordelade) och Chaol-index (artrikedom). Betadiversitet
karakteriserar diversitet pa en 6verordnad niva, i foreliggande fall mellan behandlingarna.
Foreliggande dataset grupperades med hansyn till behandlingsintensitet och
forbehandling (bl6tldggning). Prover som inte hade utsatts for varmebehandling och inte
var blétlagda anvandes som kontroll.

For bakterier visade Shannon index en signifikant skillnad mellan kontrollen och de
blétlagda fron som utsatts for mattliga eller hdga behandlingsintensiteter (p=<0,01, tabell
2). Artrikedomen (Chaol) visade att antalet arter i bl6tlagda fron i alla varmebehandlingar
okade signifikant (p=<0,01) jamfort med icke blotlagda. For svampar visade Shannon-
index en signifikant skillnad mellan kontrollen och de blétlagda proverna med samtliga
varmebehandlingarna (p=<0,01, tabell 2), men det fanns ingen signifikant inverkan pa
svampsamhallenas artrikedom (Chaol). Betadiversitetsmatten for bakterie- och
svampsamhallen visade ingen tydlig skillnad mellan varmebehandlingarna, men
bakteriesamhéllet grupperades med avseende pa forbehandling, vilket inte sags i
svampsamhaillet.

2.2.6 Effekt av for- och varmebehandling pa mikrobiella
samhallen pa froskalet

Relativ abundans

Mikrobiella samhéllen extraherade fran hela fron aterspeglar de samhillen som
koloniserar froskalet. Prover fran enbart froskalet (epifytisk) visade samma monster som
i data fran malda prover; namligen att vairmebehandling inte signifikant paverkade det
mikrobiella samhaéllets struktur, dad taxa som var vanligare dn 2% beaktades. P3
phylumniva observerades tre phyla, dar dominerande phylum var Proteobacteria, oavsett
forbehandling, f6ljt av Firmicutes och Actinobacteria. De sistndmnda minskade signifikant
i forekomst i de blétlagda proverna. Ocksa pa familjeniva fanns det skillnader utifran
forbehandlingen. Den relativa forekomsten av bade Oxalobacteraceae och Moraxellaceae
minskade i de icke-blotlagda proverna. Enterobacteriaceae hade hogre relativabundans i
de icke-blétlagda an i de blétlagda proverna. Blotlaggning ledde till en 6kad relativ
abundans av slaktena Pseudomonas, Microbacterium och Actinebacter, till skillnad fran
sldktena Pantoea och Curtobacterium som dominerade icke-blétlagda prover.
Forekomsten av familjen Enterobacteriaceae minskade relativt sett till foljd av
bl6tlaggning (Figur 9).
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Figur 9. Relativ abundans av bakterier pG sldktnivd extraherade frdn hela hdéstvetefro.
Bakterierarter som var vanligare ¢n 2 % beaktades. i=imbiberad (blétlagd).

Den relativa svampforekomsten pa phylumniva visade ingen skillnad mellan intensitet

av varmebehandling eller blétlaggning. Det dominerande phylum i alla behandlingar var

Ascomycota. P& familjeniva paverkade intensiteten av varmebehandlingen den relativa

forekomsten av Davidiellaceae som ©kade med stigande intensitet. Familjer inom

ordningen Pleosporales dominerade. De dominerande sldktena var i alla behandlingar

Xenobotryosphaeria spp., Monographella spp. och Davidella spp..

Den relativa

forekomsten av ett antal vaxtpatogener Oversteg 2 %, bland dessa Parastagnospora
pseudovitensis, Monographella nivalis och Fusarium poae (Figur 10).
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Figur 10. Relativ abundans av svamparter extraherade fran hela héstvetefrén. Arter som var
vanligare dn 2 % beaktades. i=imbiberad (bl6tlagd).

Diversitet

Ingen inverkan av varmebehandlingsintensitet eller blotlaggning konstaterades med
hansyn till alfadiversitet (Shannon och Chao 1 index) av hostvetefron i varken bakterie-
och svampsamhaéllen. Betadiversitet for bakteriesamhallen skiljde sig inte at mellan
varmebehandlingsintensiteterna men grupperades med avseende pa bl6tlaggning.
Betadiversitet for svampsambhallet skiljde varken mellan varmebehandlingsintensiteter
eller forbehandling.

ddPCR

ddPCR anvandes for att uppskatta forekomsten av Fusarium spp. och Microdochium
spp. pa hostvetefron efter vairmebehandling. Denna analys utgick ifran komplementar
DNA (cDNA), d.v.s. syntetiserat fran enkelstrangad RNA (t.ex. mRNA). Resultaten ar pa sa
satt ett matt pa levande organismer. Trots vdrmebehandling var dessa patogener
fortfarande narvarande pa frona. Det fanns ingen skillnad mellan blotlagda och icke-
blétlagda prover.
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3. Diskussion och slutsatser

Termisk behandling av utsade har visat sig minska sjukdomsforekomst (Gilbert et al.,
2005). Enligt Gilbert et al. (2005) var virmebehandling av vetefré vid 30 °C och 50 °C
verkningslos for att motverka férekomst av Fusarium graminearum, medan behandling
vid 90 °C avdddade bade patogenen och froet. Varmebehandling vid 70 °C ledde daremot
till en mycket lag forekomst av Fusarium, samtidigt som vetets uppkomst gynnades. |
foreliggande rapport redovisar vi behandlingen i form av behandlingsintensitet.
Foreliggande arbete stodjer den av Gilbert et al. (2005) beskrivna trend.

Behandlingsintensiteten modifierade koncentrationen av vissa sockerarter (myo-
inositol, raffinos, sorbitol, glukos) och organiska syror (citronsyra). Myo-inositol ar en
metabolit som ar viktig for vaxters utveckling och tillvaxt (Loewus and Murthy, 2000). Det
ar ocksa viktigt for lagring av auxin, bildning av cellvaggar, syntes av fytinsyra och
oligosackarider sasom raffinos (Sharma et al., 2020). Oligosackarider tillh6rande
raffinosfamiljen anses spela en viktig roll for utsades vaxtkraft och reglerar frégroningen
(Bewley et al., 2013; Panikulangara et al., 2004; Salvi et al., 2022). Raffinos ar kant for sin
skyddsfunktion mot abiotisk stress, sdsom uttorkning av fron (Sengupta et al., 2015), men
denna oligosackarid har ocksa identifierats i blad av varmestressade plantor (Arabidopsis)
(Panikulangara et al. 2004). Detta skulle kunna forklara den stigande
raffinoskoncentrationen i fro med 6kande behandlingsintensitet. Glukos stimulerar tidig
froutveckling och férbrukas under tiden i olika metaboliska processer (Wang et al., 2018).

Det kan tyckas forvanande att samma forhallande endast forklarar 37 % av variansen i
skjutkraft. Men lag skjutkraft forekommer da fro inte varmebehandlats och nar
behandlingsintensiteten varit for kraftig. Daremot sammanfoll skarningspunkten for
koncentrationen av myo-inositol och glukos vid olika behandlingsintensiteter av
hostvetefro med skjutkraftsoptimum. Detta ar ett unikt resultat. Det tyder pa att dessa
tva amnen kan vara intressanta i uppfoljningsstudier som predikatorer for skjutkraft.
Denna studie visar att forhallandet mellan myo-inositol och glukos kan vara en kandidat
for bestamning av sjukdomsforekomst och uppkomst efter varmebehandling och darmed
vara en indikator for att stalla in ratt virmebehandlingsintensitet i enskilda partier av
hostveteutsade. Korrelationskoefficienterna ar dock inte alltid 6vertygande, vilket delvis
forklaras med foérhallandevis stora avvikelser inom behandlingarna. For att validera och
vidare utse en predikator maste darfor fonstret for behandlingsintensiteter minskas och
intensiteter mellan 4,0-6,5 med hjalp av ThermoSeed®-skalan dévervagas.
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Den normaliserade kvoten mellan myo-inositol och glukos forklarade variansen i
sjukdomsangrepp efter varmebehandling till ca 50 %. Forekomsten av endofytiska
patogener skulle kunna vara en forklarande faktor for den aterstaende variansen.
Varmebehandling med Thermoseed® paverkar de epifytiska organismerna medan
endofytiska organismer forblev livskraftiga (Banzinger et al., 2022). Detta skulle ocksa
forklara 6verensstammelsen mellan metagenomanalyser utférda pa malda prover resp.
hela fron. Utifran cDNA-analys i den har studien dominerade Fusarium spp. och
Microdochium spp. efter behandlingen, och forekomsten av Microdochium nivale var
mycket hogt jamfort med de andra svamparna.

Daremot kunde ingen avgbérande grupp av mikroorganismer kopplas till
varmebehandlingsintensiteten. | var studie extraherades DNA som anvandes for
metagenomik fran froskal och fran malda fron av hostvete. Sadana data omfattar DNA
fran bade déda och levande organismer. For att visa en signifikant férandring i samhallets
sammansattning maste behandlingseffekten Overstiga bakgrundsbruset av DNA fran
doda organismer. Varmebehandling ger inte sddana direkta bieffekter. For att identifiera
en specifik organism eller grupp av organismer som forutsager skjutkraft maste man
darfor anvanda RNA-baserade metoder snarare an DNA-metoder.

Blotlaggning paverkar groningen och uppkomsten. Den har studien visar ocksa att
forbehandlingen (blotlaggning) av fréet fore analys ar avgoérande for bade metabolom och
metagenom. Detta ar forvantat eftersom bl6tlaggning initierar groningsprocesser
(respiration, tillvaxt, mobilisering av inlagrade organiska féreningar) och samtidigt ger de
vatten- och néaringsmassiga forutsattningarna for uppférékning av mikroorganismer
(Figur 2) (Nelson, 2004; Windstam and Nelson, 2008). Detta forklarar avsaknaden av
skillnader i metaboliskt avgorande foreningar i icke-bl6tlagda prover, men ocksa
fordandringar i diversitet och rikedom av bakterie- och svamparter efter blétlaggning.
Mikroorganismer som koloniserar fron skiljer sig at i sin formaga och hastighet att nyttja
organiska foreningar som frigérs under groning, vilket leder till forandringar i det
mikrobiella samhallets sammansattning. Det faktum att férekomsten av infektioner var
jamforbar i blotlagda och icke-blotlagda fron innebar att de sjukdomsalstrarna som
orsakar symptom pa groddarna inte konkurrerades ut av en o6kad diversitet och
artrikedom.

Sammanfattningsvis konkluderar vi att

e Att sambandet mellan glukos och myo-inositol kan vara kandidater foér
prognos av skjutkraft i hostvete

e Att metagenomanalys baserad pa DNA extraktion inte resulterade i att
identifiera nagra "keystone”-organismer eller grupper av organismer som kan
forutsdaga hostvetes skjutkraft efter varmebehandling, och

e Attvissa sjukdomsalstrare som forvdantades avdodas genom varmebehandling
detekterades efter varmebehandlingssteget med hjidlp av cDNA baserad
analys. Ytterligare undersdkningar behovs for att kunna dra slutsatser om
resultatets betydelse for svamparnas virulens i falt.
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Utifran de framtagna resultaten och erfarenheter rekommenderar vi

Att finjustera intensitetsstegen infor validering av nyckelsubstanser som kan
ge en prognos pa skjutkraften samt att finjustera langd av imbibering och
tidsintervall till analys

Att anvanda ett snavare behandlingsintensitetsfonster (4-6,5) for modellering
av nyckelsubstanser i relation till skjutkraft

Att for en framtida modellering anvanda myo-inositol och glukos som
potentiella predikatorer samt raffinos som troskelvarde

Att DNA-baserade metoder for identifiering av nyckelorganismer
/nyckelgrupper av organismer inte dr andamalsenliga utan att anvandning av
RNA-baserade metoder bor 6vervagas

Olika lagringsbetingelser och —langd ar ett bekymmer for analyser.
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4. Material och metoder

4.1 Utsade och utsadesbehandling

Utsadespartier av hostvete (Triticum aestivum) med hog forekomst av blandade
sjukdomar orsakade av svampangrepp valdes fran olika kommersiella platser i Sverige for
detta tva-faktoriella forsok, med faktor 1: behandlingsintensitet och faktor 2:
forbehandling (med eller utan blétlaggning). Tre till fem varmebehandlingsintensiteter
valdes for undersokningen (0, 3, 5, 6, och 7). Undersdkningen genomfordes i tva steg,
namligen screening med 36 prover och validering med 170 prover. Bortsett ifran
biotesterna genomférdes samtliga analyser under screening pa malda prover. Vid
validering utgick vi ocksa fran hela fron for analys av mikrobiella samhéllen, medan malda
prover anvandes for metabolomanalys (Figur 11).

Screening Validering

>
’

Skjutkraft

af

Behandling Analys

Figur 11. Fl6desschema éver férbehandlingar och analyser
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4.2 Biotester

Skjutkraftstestet utfordes pa foljande satt: 1 kg fron rengjordes i en provrengdrare (MLN-
modell fran Perten) for att avlagsna skrdp och damm och for att fa ett prov med enhetlig
frostorlek. Provet delades sedan upp och behandlades enligt samma villkor som namns
ovan. Efter virmebehandling saddes proverna i jord pa ett djup av 3 cm, med 50 fro per
replikat och tre replikat per behandling, i genomskinliga plastkrukor (185 x 125 x 75 mm)
med 2 hal i botten fér enkel och jamn bevattning. Krukorna randomiserades pa en bricka
och tacktes med ett lock for att férhindra avdunstning. Brickan placeras vid 6 °C i morkret
i 10 dagars kall inkubation och flyttades sedan till en 20 °C kammare under 3
uppsattningar polykromatiska LED-lampor i 24 h. Locket avldagsnades och krukorna
vattnades fran botten med 5 L kranvatten. Efter fem dagar utvarderades planthojd och
antal uppkomna vaxter. Sju dagar senare avlagsnades det Oversta jordlagret och
infektionsstatus bedomdes for varje planta utifran koleoptilens utseende: koleoptiler som
visade bruna skador ansags vara sjuka medan vita/grona koleoptiler ansags vara friska.

4.3 Mikrobiell analys

4.3.1 DNA extraction

DNA-extraktion utférdes med Zymobiomics DNA miniprep Kit (Zymo research) enligt
tillverkarens protokoll. | screeningssteget anvandes foér varje prov 100 mg malda
hostvetefron (totalt 36 prover). | valideringssteget utgick vi ifran 10 g hela hostvetefron
(170 prover, 10 prover fran 17 olika partier). Materialet placerades i 50 ml falconrér och
kompletterades med 10 ml PBS. Roren skakades i 4 h innan de centrifugerades vid 5000
rom i 10 min. Supernatanten kasserades och pelleten suspenderades i 750 ul RNA/DNA-
skéld (zymo). DNA och RNA extraherades med Zymobiomics DNA/RNA miniprep Kit (Zymo
research) i enlighet med tillverkarens protokoll.

4.3.2 droplet digital PCR (ddPCR)

F. avenaceum, F. culmorum, F. graminaceum, M. nivale och M. nivale majus
kvantifierades med hjalp av det automatiserade QX200TM Droplet DigitalTM PCR-
systemet (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). En reaktionsblandning bereddes bestdende av 10
ul QX200 EvaGreen Digital PCR Supermix, 0,5 pl framatriktade och omvanda artspecifika
primrar, 7 pl DNase/RNase-fritt MilliQ-vatten och slutligen 2 pul DNA-prov till en slutlig
volym pa 20 pl. Proverna gick genom ddPCR analyspipeline bestdende av
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droppgenerering, forsegling, PCR och slutligen dropplasning!. Programvaran
QuantaSoftTM anvandes for att kora instrumentet och analysera data.

4.3.3 lllumina sequencing Metagenomics

Illumina MiSeq gjordes via LGC Genomics GmbH (Berlin, Tyskland). Bakteriella samhallen
togs fram med hjalp av 16S forward primer 799F (5'-AACMGGATTAGATACCCKG-3’)
(Chelius and Triplett, 2001) och reverse primer 1115R (5-AGGGTTGCGCTCGTTRC-3’)
(Reysenbach and Pace, 1995). Svampsamhallen detekterades med ITS forward primer
ITS1F_Kyo2 (5’-TAGAGGAAGTAAAAGTCGTAA-3’) (Bokulich and Mills, 2013) och reverse
primer (5’- TTCAAAGATTCGATGATTCAG-3’) (Vancov and Keen, 2009). Den overgripande
bioinformatiska bearbetningen (inkl. kvalitetskontroll) utférdes av LGC Genomics GmbH
(Berlin Germany). Enbart sekvenser med en lingd >100 baser beaktades.?

4.4 Metabolomanalys

Metabolomanalysen utférdes vid Svenskt Metabolomiskt Centrum (SMC) i Umea.
Proverna behandlades enligt vad som namnts ovan. Frona maldes tva ganger och
skickades till SMC déar proverna frystorkades for att kompensera fér eventuella skillnader
i vattenhalt fore metabolitextraktion. Metabolitextraktion utférdes enligt Gullberg et al.
(2004)3.

4.5 Statistisk analys

All statistisk analys utférdes i R studio (www.rstudio.com) resp. Minitab vers 20. For

att uppskatta forandringar i det mikrobiella samhallet vid olika varmebehandlingar
anvandes Shannon och Chaol for att uppskatta alfadiversitet med hjadlp av paketet
phyloseq (McMurdie and Holmes, 2013). Betadiversiteten berdknades med hjalp av viktad
UniFrac i distans- och ordinatfunktionen i Phyloseq-paketet.

For GC-MS-data exporterades alla icke-processade MS-filer fran den metaboliska
analysen fran ChromaTOF-programvaran i NetCDF-format till MATLAB R2020a
(Mathworks, Natick, MA, USA), dar alla férbehandlingar av data, sasom
baslinjekorrigering, kromatogramjustering, datakomprimering och Multivariate Curve
Resolution, utfordes. De extraherade masspektren identifierades genom jamforelser av
deras retentionsindex och masspektra med bibliotek av retentionstidsindex och

! Detaljerad information om behandlingsparametrarna kan rekvireras fran medférfattarna till denna rapport
som &r anstallda vid SLU.

2 Detaljerad information om tillvigagangssattet vid metabiomanalysen, kan rekvireras av medférfattarna till
denna rapport som ar anstallda vid SLU.

3 Detaljerad information om tillvigag&ngssittet vid metabolomanalysen, inkl analysparametrar fér LC-MS och
GC-MS kan rekvireras av medforfattarna till denna rapport som ar anstallda vid SLU.
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masspektra (Schauer et al.,, 2005). Jamforelse av masspektra och retentionsindex
utférdes med programvaran NIST MS 2.2. Annoteringen av masspektra baserades pa
omvanda och framatriktade sdkningar i biblioteket. Masspektrat med hogst sannolikhet
som indikerar en metabolit och retentionsindex mellan provet och biblioteket fér den
foreslagna metaboliten var + 5 (vanligtvis mindre dn 3) den dekonvoluterade "toppen"
annoterades som en identifiering av en metabolit.

For LC-MS-data utfordes all databehandling med Agilent Masshunter Profinder version
B.10.00 (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA).
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