Prognos av vaxtsjukdomar baserad pa molekylara metoder
och sporfallor

Projektnummer: H1233053

Projektansvarig: Jonathan Yuen
Medsokande: Anna Berlin

Bakgrund

Flera olika vaxtskadegorare sprids med hjdlp av vindburna sporer (West, 2008),
och vaxtsjukdom kan utvecklas om sporerna landar pa en mottaglig vardvaxt vid
gynnsamma forhdllanden. Nar under sdsongen som sporerna frigérs ar
avgorande for om de skall orsaka sjukdom eller inte. Prevention, det vill sdga
minskning av forekomsten av vaxtpatogener, dr det bdsta sattet att undvika
spridning, uppférokning av inokulum och ekonomiska forluster till foljd av
vaxtsjukdomar. Det ar darfor viktigt att detektions- och diagnostikmetoden ar
robust, precis och kanslig (Jackson, 2011).

Ofta kan sjukdomar forutsiagas med hjalp av olika klimatmodeller, men for att
dessa modeller skall stimma kravs det att det finns livskraftigt inokulum
tillgangligt. Vi vet att klimatet kommer att forandras, vilket kommer att innebara
att aven forekomsten och frekvensen av olika vaxtpatogener férandras (Garrett,
2011), men det ar i princip omdjligt att forklara hur den férdandringen blir. Att
kunna underséka nar och var en patogen finns i luften ar viktigt for att pa ett
tidigt stadium kunna bedéma risker for angrepp i grodor och mdjligheter att
snabbt vidta motatgarder.

Syftet med studien var att undersoka vilken metod som ar lampligast for
detektion av vaxtpatogener fran olika typer av sporfallor samt under vilka
perioder olika arter finns i luften och relatera information fran sporfallorna till
utvecklingen av respektive sjukdom i falt. Flera vaxtpatogener sprids via luft och
vind. Genom att samla in material fran luften med hjilp av olika typer av
sporfillor, studeras den generella svampfloran i luften. Detta for att ge svar pa
nar olika patogener ar luftburna och kan spridas till vardvaxter. En jamférelse
mellan olika sporfallor ar viktig da fallan maste samla in ett representativt prov
for analys, vilket ar n6dvandigt om metoden ska kunna anvandas i prognossyfte.
Informationen anvandas ar en viktig del utveckling av prognosmodeller for olika
vaxtsjukdomar. Prognoser ar en viktig komponent i implementeringen av
direktivet om hdllbar anvidndning av bekdmpningsmedel och integrerat
vaxtskydd.

Material och metoder

Insamling av material

De sporfallor som anvandes i denna studie var tva passiva fallor: tratt-falla (JB-
falla), filterpapper félla och tva aktiva: joniserande filla och Hirst-falla med
eppendorfror (Figur 1). ]B- och filterpapper-fallorna ar passiva fallor dar ingen



energi behovs for att samla in proverna, medan bdde joniserande och Hirst-fillan
ar aktiva fallor som behaover el for att sug in luft och samla in material.

Figur Alla typer av sporfallor som anvandes i projektet pa Bio Centrums tak,
Ulutna, Uppsla. 1: jonerande falla, 2: Hirst-fdlla, 3: filterpapper-falla och 4: tratt-
falla eller ]B-falla

Sporféllor placerades i fyra viktigaste odlingsomradena i sédra Sverige (Figur 2):
Ultuna, Uppland, K6lback, Ostergétland, Lanna, Vistergotland och Alnarp, Skéne.
Provtagningen pdgick mellan slutet av april - borjan av maj till och med
november bada aren. Prover skickades med Frisvar till SLU, Ultuna under
provtagningsperioden.

Sporfallorna pa Bio centrums tak pa Ultuna, var igang hela aret for att fa en
referens pa hur svampfloran varierar éver alla sdsonger. Alla olika typer av féllor
som anvandes i studien var representerade pa BioCentrums tak, se fotot i Figur
1.



Figur 2. Placering av sporfallor 2013 och 2014.

Molekylar identifiering av svampar

Metagenomik ar "studien av mikrobiella samhallen i milj6-prover”. Fér svamp-
studier ar detta speciellt intressant i relation till vaxtpatogeners utbredning,
invasiva arter och biodiversitet. Vaxtpatogener kan spridas med jord, utsade,
vektorer som till exempel insekter eller nematoder och med hjilp av vindar.

I denna studie har vi anvant oss av en allmdn DNA baserad metod for att
detektera svampar som grupp. Vi anvande oss av nya sekvenseringstekniker
med hog kapacitet (pa engelska bendmns detta ofta som "high throughput
sequencing”) dar hela svampsamhallet analyseras. Metoden kan anvandas pa
olika typer av prover och ger data om bakgrundsniva av svampforekomst,
temporar och spatial variation av svampar, mojliggér detektion av nya arter.
Resultatet ar semi-kvantitativt.

For att identifiera svampar molekylart, anvdnds en sk "streckkods”-region
organismens DNA, och for svampar har ITS-regionen (ribosomal Internal
Transcribed Spacer) valts som streckkods-region (Schoch, 2012). ITS sekvensen
finns i flera kopior i genomet och ar variabel mellan arter men inom en art ar
variationen lag. ITS regionen har anvants under lang tid och ar valrepresenterad
i olika databaser. Det gar att anvanda samma metod for andra organismer och
andra gener.

Metoden gar ut pa att med hjalp av svampspecifika primrar i en PCR klippa ut



och uppforoka alla ITS sekvenser i ett prov. Proven polas darefter och alla prover
sekvenseras darefter med hjalp av en av de tillgangliga mass-
sekvenseringsmetoderna. Varje prov har "taggats” med en specifik sekvens,
vilken i dataanalysen anvands for att identifiera vilka sekvenser som kommer
fran de olika proven. Varje art eller artgrupp bildar en unik "OTU” (operational
taxonomic unit), och den vanligaste sekvensen inom OTUn jamfors med ITS
sekvenser pa redan identifierade prover i en databas, till exempel Unite-
databasen (Abarenkov et al, 2010; Nilsson et al., 2014). Varje OTU far en art-
tillhorighet och en lista med arter funna i varje prov. Problemen i detta steg ar
att i vissa databaser ar manga sekvenser fel identifierade och det finns manga
sekvenser som dnnu inte har blivit sammankopplade med en specifik art. Ibland
kan skillnaderna mellan en art vara sma, for vaxtpatologi ar Fusarium-komplexet
ett sddant exempel dar endast identifiering till slaktesniva ar mojligt baserad pa
ITS regionen.

Avvikelser fran ursprungliga projektplanen

Test av olika sekvenseringsmetoder

Utvecklingen av sekvenseringsmetoder har under det senaste artiondet gatt
valdigt snabbt. Nar vi ans6kte om projektet var 454 eller pyrosekvensering det
senaste inom samhallsanalys. De instrument som sekvenserar med hjalp av 454
tillverkas inte langre, och den har numera ersatts av nya metoder; Illumina
tekniken, Ion Torrent och PacBio.

Eftersom vi i detta projekt var intresserade av att detektera sma mangde svamp-
DNA, gjordes aven en undersokning om de olika sekvenseringsmetodernas
mojlighet att detektera svampar. Generellt uppférokas och sekvenseras korta
sekvenser lattare an langre. Eftersom svampar vars "streckkod” kraftigt varierar
ilangd (Ihrmark, 2012), blir svampar med korta ITS-regioner vanligare dn
svampar med langa ITS-regioner. Risken ar da att svampar med langa
”streckkods”-sekvenser hamnar under detektionsnivan och antas inte kunna
bekraftas.

Eftersom Roche avlutat sin tillverkning av deras produkt for pyro- eller 454-
sekvensering, testade vi [llumina, Ion Torrent och PacBio plattformarna. Detta
gjordes for att vi ville undersoka i vilken grad sekvenseringsmetoden paverkar
detektionsformagan av vaxtpatogena svampar. Eftersom mogel- och jastsvampar
dominerar i luftens svampflora, ar det intressant att veta nar en sekvens ar
"riktig” jamfort med om den ar en falsk positiv. Darfor testades en pool med 4
kdnda sekvenser blandade med en pool av sporfalleprover. Vi valde att satsa pa
detta eftersom det da ocksa skulle 6ka mdjligheten att kvantifiera olika
svamparter i provet, och har hittills inte testat ndgon qPCR for detektion och
kvantifiering av enstaka arter som till exempel Puccinia graminis, vilken orsakar
svartrost pa spannmal.

Samarbete for bdttre

Projektet har haft ett ndra samarbete med ett liknande projekt inom
skogspatologi om invasiva arter och spridning av skogs-patogener (Jonas Oliva
och Johanna Bobergs projekt "Utveckling av en strategi for att detektera och
reagera mot invasiva skogspatogener i Sverige”, Formas diarienr 2012-1255).



Tillsammans har projekten varje vecka samlat in prover fran 45 olika sporfallor
placerade i atta olika omraden mellan maj - oktober 2013 och 2014. Projekten
samarbetar ocksa nér i testning och utveckling av analysmetoder for
sekvensdatan.

Forseningar i sekvensering och dataanalys

Sjalva poolerna for sekvenseringen blev forsenade pa grund av Annas
foraldraledighet. Darefter tog det langre tid 4n normalt innan resultaten var
klara pa SciLife Lab. Den data som producerats av projektet bestar av flera,
mycket stora datafiler som skall jamféras med varandra och sammanfogas till en
stor tabell. Vid institutionen for skoglig mykologi och vaxtpatologi har en,
speciellt anpassat efter svamp-samhallen, pipe-line for dataanalysen utarbetats
vilken baseras pa programmet SCATA (www.myKkopat.se/scata) (Brandstrom
Durling, 2011). Eftersom vart projekt ar ett av de forsta dar sa manga filer och
olika typer av sekvenseringsdata skall sammanfogas i en analys, har analysen
hittills kraschat och programmet har spontant avslutats varje gang vi startat en
analys. Detta trots flertalet forsok att anpassa analysutrymme och parametrar.
Vart nasta steg ar att anvanda andra sk Klustrings-program, vilka inte gor lika
noggranna jamforelser, for att titta pa hela samhallsstrukturen 6ver alla ar och
sporfiallor tillsammans med data fran skogssjukdoms-projektet.

Resultat

[ projektet har vi testat olika sporfallor och sekvenserings metoder for att forsta
hur vaxtpatogena svampar pa det mest konstandseffektiva sattet kan samlas och
analyseras for 6vervakning.

Vi har visast att det ar mojligt att identifiera svampar med den valda metoden.
Mogel- och jastsvampar ar de allra vanligast forekommande svamparna. Det
finns skillnader i svampsamhallet mellan olika sporfallor fran samma plats, till
exempel patraffades insekts-associerade svampar i sugfillorna. Timing av
detektion beror pa svampens biologi.

Material samlades in under tva vaxtodlings ar, 2013 och 2014, fran slutet av
april/borjan av maj till och med boérjan av november. Dessutom pagick
insamlingen aret runt pa en av insamlingsplatserna for att undersoka
svampforekomsten i luften vintertid.

Utvardering av sekvenseringsmetoder

Genom att anvanda sporfdlle-prover fran en sasong och inkludera fyra
sekvensfragment av olika langd, sekvenserades dessa pooler pa de fram till nu
fyra tillgdngliga sekvenseringsplattformarna. Resultatet visar tydligt att de olika
metoderna ge olika svar pa hur svampsambhallet 4r sammansatt. [ figur 3 visas
resultat fran en NMDS (Non-metric mulitdimentional dimentional scaling), de
roda prickarna representerar OTUs sekvenserade med 454 /pyrosekvensering,
de grona OTUs sekvenserade med Ion Torrent PGM, de turkosa Illuminia MiSeq
och de bla prickarna dar OTUs sekvenserade med PacBio RS II. I stora drag ger
454 /pyrosekvensering och PacBio RS II likande resultat, medan lon Torrent
tydligt misslyckas med att detektera de langa sekvenserna. Illumina MiSeq lyckas
detektera de langa sekvenserna, men de ar kraftigt underrepresenterade i antal
jamfort med korta sekvenser.
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Figur 3. NMDS (Non-metric mulitdimentional dimentional scaling) dar alla
prover inkluderats, 454 /pyrosekvensering (rod), lon Torrent PGM (gron),
[llumina MiSeq (turkos) and PacBio RS II (bld). Klustrings-avstandet var 1,5%

Baserat pa dessa resultat valde vi att sekvensera alla prover med bade Illumina
MiSeq och Pac Bio RS II. [llumina MiSeq data ger oss djup i antalet arter som kan
detekteras och Pac Bio RS II ger en mdjlighet att fa ett robust data set med farre
totalt antal sekvenser, men mindre snedvridning i antal pa grund av langd.
Slutligen rekommenderar vi att undvika anvandning av [on Torrent PGM for
svampsambhalles-analys, eftersom den plattformen gav missvisande resultat och
inte kunde detektera svampar med langa ITS-regioner.

Utvardering av olika typer av sporfallor

Hogt placerade fallor samlar in generell sporflora och lagt placerade sporfallor
samlar in den lokala sporfloran. Fyra olika sporféllor testades, och vi valde att
anvanda hogt placerade fallor och en lagt placerad falla vid varje lokal. De lagt
placerade fallorna var i storsta moéjliga man placerade vid
vaxtskyddscentralernas progons- och varningsfalt. Detta gor att vi kan jamfora
vad som hittas i sporfallorna med vad som verkligen fanns i falt.

De olika sporfillorna fangar olika typer av svampar, och eftersom tomningen
skedde 1 gang per vecka, finns mojligheten att DNA i déda sporer degraderats
och darfor inte kunde detekteras.

Exempel pa detekterade vaxtpatogena svampar:

Puccinia coronata (orsakar kronrost pa havre), Alternaria sp., Puccinia graminis
(svartrost), Fusarium sp. Claviceps purpurea (mjoldryga), Cochliobolus sativus
(Bipolaris bladflack)

Exempel pa detekterade skogspatogena svampar:

Thekopsora areolata (haggrost), Melampsora pinitorqua (tallrost),
Heterobasidium annosum (rotréta), Melampsoridium betulinum (bjorrost)
Cronartium flaccidum (térskatesvamp), Melampsora larici-populina (rost pa
salix).

Tidpunkten for detektion av specifika arter i hogt placerade fallor respektive lagt
placerade fallor skiljer sig mellan olika vaxpatogena svampar. I tabell 1 visas



nagra exempel pa nar respektive patogen detekterades i sporféllorna placerade
pa Alnarp. Detektionstidpunkten foljer den forvantade livscykeln av de
exemplifierade svamparna. Till exempel férvantas P. graminis vara vindspridd
och detekteras ocksa forst i de hogt placerade fallorna, darefter i de lagt
placerade fallorna.

Tabell 1. Resultat fran sporféllorna i Alnarp 2010. Varje provtagningstillfalle
representerar en vecka, dar "X” visar nar sekvenser av respektive art hittades i
den passiva tratt-fallan och de farglagda falten nar samma art hittades i
sugfallan.

maj juni juli augusti
Fusarium sp. X
Claviceps purpurea X X XX X X X X
Puccinia graminis XXX X XX
Alternaria sp. X X X XX X

Diskussion

Det dr mojligt att detektera svampar, inklusive vaxtpatogena svampar i prover
insamlade med hjalp av sporfallor. Val av sporfalle-typ samt pa vilken hojd
sporfallan placeras paverkar vilka svampar som fangas. Nya
sekvenseringsmetoder (High throuput sequeinicng) ar ett kraftfullt verktyg for
denna typ av 6vervakning, dven om det dr viktigt att vara medveten om
begransningarna for tekniken, och beroende pa vilken fraga som skall besvaras
eller patogen 6vervakas, kravs ytterligare utveckling och anpassning av
metoderna.

Art identifiering ar beroende av befintliga databaser och kan aldrig detektera
arter som inte ar inkluderade i referensdatabasen. Generellt domineras
svamppopulationen i luften av mégel och jast svampar. I denna studie samlades
prover in veckovis, vilket betyder att vissa sporer inte kan 6verleva i till exempel
solljus eller fukt under sa lang tid, utan dor och potentiellt kan deras DNA
degraderas. For att forfina metoden bor det undersékas om blad kan anvandas
som sporfallor, vilka vindburna vaxtpatogener som fastnar och orsakar sjukdom.

Fortsatta aktiviteter

Arbetet med att slutféra dataanalyserna och publikationerna kommer att utféras
under varen, och vi forvantar oss att publikationerna ar accepterade under 2017.
Anna har deltagit i en publikation dar svampars "streckkod”-sekvenser
granskade av taxonomiskt kunniga forskare samlas i en databas (Nilsson et al.
2014). Detta har skapat en mycket bra grund for fortsatt analys och utvardering
av luftens svampflora, med specifik inriktning pa vaxtpatogena svampar.

Publikationer

Berlin, A., Ihrmark, K., Vinnere-Pettersson, O., Tellgren-Roth, C., Lindahl, B,
Klemmensen, K., Stenlid, J., Brandstrom-Durling, M. Length dependent biases in
high throughput sequencing technologies can introduce false shifts in fungal
community compositions. in prep.



Oliva, ]., Boberg, J., and Berlin, A. Comparison between fungal air commuinities in
agricultural and forests ecosystems. in prep.

Berlin, A. et al. Correlation between fungal field infections and fungi found in
spore trap catches. in prep.

Slutsatser

Det ar mojligt att detektera och identifiera vaxtpatogena svampar fran sporfallor.
Resultat fran denna studie ger en bred bad for anpassning av metoder for
specifika fragestallningar. De tre viktigaste fragorna att beakta i utvecklingen av
en metod ar:

e Val av sporfalletyp paverkar vilka svampar som fangas
-valj sporfalla baserat pa vilken eller vilka patogener som dr av intresse

e Sporfillans placering ar viktig att beakta
- Ar det viktigt att 6vervaka vad som hiander pa en specifik plats? -Placera
fallan 1agt. Sker 6vervakningen for ett storre omrdade? -Placera féllan hogt.

e Sekvenseringsmetoden kan paverka vilka arter som detekteras
-Utvecklingen inom molekylarbiologin sker otroligt snabbt. Vid val av
detekteringsmetod, var medveten om metodens for och nackdelar. Vilka
arter som kan eller inte kan detekteras och vilken sakerhet
detektionsmetoden har.

Resultatformedling till ndringen
Under projekttiden har flera olika aktiviteter utforts for att kommunicera
resultaten med naringen och 6vriga intressenter.
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