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Redovisning av anslag H1133221 fran Stiftelsen lantbruksforskning

Sammanfattning

Vetedvargsjuka ar ett aterkommande problem, och for att halla sjukdomen under kontroll &r
det viktigt med forbattrade kunskaper om dess epidemiologi och tillforlitliga prognoser. |
projektet har vi kunnat bekréfta att rajgras utgoér en potentiell smittkélla for vetedvargvirus
(WDV) som orsakar sjukdomen. Viruset kunde detekteras i rajgras fran omraden som tidigare
ar haft problem med vetedvargsjuka. Kontrollerade infektionsforsok med virusbarande stritar
resulterade i symtomfria rajgrasplantor med en lag virusniva. Stritar kunde anda fora over
virus fran dessa rajgrasplantor till vete. Sekvensanalyser av virusgenomet visade att WDV-
isolat fran vete, rajgrés och stritar &r nara beslaktade och att det troligen & samma genotyp av
viruset som cirkulerar mellan olika véardar. WDV-infekterade veteplantor och WDV-bédrande
stritar identifierades ocksa under ar med annars begransad férekomst av sjukdomen, vilket
visar att viruset standigt finns kvar.

Wheat dwarf disease is a reoccurring problem, and to keep the disease under control it is
important with improved knowledge about its epidemiology and reliable forecasts. In the
project, we have been able to confirm that ryegrass is a potential source for wheat dwarf virus
(WDV), which causes the disease. The virus could be detected in ryegrass from areas, which
previously have had problems with wheat dwarf disease. Controlled infection trials with
viruliferous leafhoppers resulted in symptomless ryegrass plants with a low virus titre. Still,
leafhoppers were able to transmit virus from these ryegrass plants to wheat. Sequence
analyses of the virus genome showed that WDV isolates from wheat, ryegrass and
leafhoppers are closely related and that probably the same genotype of the virus is circulating
between different hosts. WDV-infected wheat plants and leafhoppers were also identified
during years when the disease otherwise was rare, which shows that the virus constantly is
present.

Bakgrund

Introduktion

Vaxtvirus ar mycket viktiga skadegorare pa grodor. En ingaende forstaelse for hur dessa virus
Overfors mellan véxter och hur virusen forékar sig och sprids i vaxten ar nédvandigt for att
kunna begrénsa deras skadeverkningar. En av de viktigare sjukdomarna som orsakas av
vaxtvirus i Sverige och Europa &r vetedvargsjuka (Kvarnheden et al., 2016). Under 1900-talet
har sjukdomen periodvis orsakat omfattande skador pa vete i Sverige. Det har sedan slutet av
1990-talet ater dykt upp i Mellansverige med i vissa fall omfattande skador (Lindsten och
Lindsten 1999; Lindblad och Waern, 2002). Den periodvisa aterkomsten av vetedvérgsjuka
har funnits vara associerad med forandrade jordbruksmetoder (Lindsten och Lindsten, 1999;
Lindblad och Waern, 2002). Vetedvérgsjuka har ocksa relativt nyligen borjat upptrada i stora
delar av Europa pa bade vete och korn, samt i Afrika och Asien (se t.ex. Najar et al., 2000;
Vacke et al., 2004; Koklu et al., 2007; Xie et al., 2007). Angripna plantor gulnar, stannar av i
véxten och axbildningen hdmmas. Vetedvargsjukan orsakas av vetedvargvirus (WDV), som
ar ett geminivirus (familjen Geminiviridae, slaktet Mastrevirus) och dverfors pa ett persistent
sétt med den randiga dvargstriten (Psammotettix alienus) (Lindsten, 1980). Arvsmassan i
viruspartikeln utgors av enkelstrdngat DNA och vid produktionen av nya viruskopior
genomgar viruset en dubbelstrangad form. Det har ett av de minsta virusgenomen med en



storlek som varierar mellan 2734 och 2750 nukleotider (Kvarnheden et al., 2002; Vacke et al.,
2004; Schubert et al., 2007; Ramsell et al., 2009).

Stritarna 6vervintrar som &gg och vingldsa stritnymfer sprider sedan WDV i féltet under
varen (Lindblad och Sigvald, 2004). Hostfangsterna av vuxna P. alienus i vintervetefélt har
visats 6ka med stigande temperaturer (Lindblad och Arend, 2002). Nar hostvetet inte
infekteras pa hosten blir skadorna av WDV-infektion nastan alltid begransade. Vete uppvisar
resistens mot WDV efter vaxtstadium DC31 (Lindblad och Sigvald, 2004). Né&r den
bevingade adulta formen av P. alienus ar redo att overféra WDV mellan falt har vetet redan
natt den aldern dar resistens utvecklats. Ett forandrat klimat med okade temperaturer under
hosten Okar risken for primdra WDV-infektioner och allvarligare skador av vetedvérgsjuka
(Roos et al., 2011).

Det finns tva former av WDV: en stam anpassad till vete och en stam anpassad till korn
(Lindsten och Vacke, 1991; Ramsell et al., 2009). Dessa tva stammar har Gverlappande
vardkrets, men vetestammen har svart att infektera korn och tvartom. | stora delar av Europa
paverkas hostkorn av WDV-infektioner. Det finns nu en risk att &ven kornstammen av WDV
kommer dyka upp i Sverige.

Alla hittills testade vetesorter ar mottagliga for WDV. Forskning pagar for att hitta
resistens och nyligen har ett par ungerska sorter med viss resistens identifierats liksom i vilda
sléktingar till vete (Benkovics et al., 2010; Nygren et al., 2015). Kontrollen av WDV ér for
narvarande helt beroende av insekticider och odlingsmetoder som sen sadd och
jordbearbetning. Okad kunskap &r nodvandig for att helt forstd WDV:s epidemiologi och pa
sa satt kunna anvanda odlingsmetoder som minskar infektionsrisken. Med forbéttrade
prognosmetoder kan insekticidbekdampningen séttas in nar det verkligen behovs. Behovet av
nya metoder for att minska infektionsrisken ar ocksa stort.

Tidigare resultat

Anders Kvarnheden har i samarbete med Roland Sigvald, Inst. for ekologi, SLU tidigare
genomfort studier av den genetiska variationen hos WDV, férekomst och spridning av WDV
och P. alienus samt molekylara interaktioner mellan WDV och vardvaxten. Stod till
forskningen har da erhallits fran SLF, CF Lundstroms stiftelse, Nilsson-Ehle-fonden, IMOP
forskarskola (SLU) och Carl Tryggers Stiftelse.

De kompletta genomsekvensenserna har bestamts for veteisolat av WDV fran Sverige
samt for kornisolat av WDV fran Ungern och Turkiet (Kvarnheden et al., 2002; Kokl et al.,
2007; Ramsell et al., 2008; Ramsell et al., 2009). Dessutom har flera veteisolat fran Uppland,
Vastergotland, Ostergotland och Finland partiellt sekvensbestamts (Kvarnheden et al., 2002;
Ramsell et al., 2008). Jamforelse mellan dessa isolat och fran andra delar av vérlden visade att
alla WDV-isolat fran vete var mycket lika med mindre dn 3% skillnad i nukleotidsekvensen,
oberoende av geografiskt ursprung. Daremot skilde sig vete- och kornstammen med 16%
(Kvarnheden et al., 2002; K&kli et al., 2007; Ramsell et al., 2009). Det verkar alltsa finnas en
klar skillnad mellan korn- och veteinfekterande stammar av WDV. Prover av éngsgroe (Poa
pratensis), akerven (Apera spica-venti), flyghavre (Avenua fatua), ragvete och vektorn P.
alienus fanns vara positiva for WDV. Partiella sekvensanalyser visade att dessa WDV -isolat
ocksa tillhorde vetestammen och ingen specifik gruppering kunde harledas till artspecificitet
eller geografiskt ursprung (Ramsell et al., 2008). Ragvete och gréas kan alltsa férmodligen
utgora smittkallor for WDV-infektion av vete. Jdmfort med vetestammen har sekvensanalyser
av isolat fran kornstammen visat pa en storre genetisk variation (Kokli et al., 2007).

Infektiosa kloner konstruerades for ett vete- och ett kornisolat av WDV (Ramsell et al.,
2009). Anvandandet av infektiosa kloner for WDV eliminerar behovet av stritar och tillater
mer kontrollerade férhallanden vid infektion. Infektiviteten av dessa tva kloner med
Agrobacterium tumefaciens pavisades med ELISA, PCR och Southern blot-analyser av




infekterade vaxter. Kornisolatet visades dessutom kunna dverforas med P. alienus (Ramsell et
al., 2009). Forutom korn kunde kornisolatet dven infektera havre och rag samt med lag
frekvens vete. De infekterade veteplantorna visade da kraftiga symtom och dog vid tidig
alder.

Malsattning

Vetedvargvirus (WDV) orsakar periodvis omfattande skador pa hostvete i Sverige, samtidigt
som virusets utbredning runt om i Europa, Asien och Afrika 6kar. Det finns med varmare
klimat, férandrade odlingsmetoder och nya grédor en stor risk i Sverige for att infektioner av
hostvete med WDV far storre omfattning an tidigare. WDV har t.ex. nyligen for forsta gangen
drabbat hostvete i Skane, och &ven utbredningen norrut till norra Uppland har noterats.
Kornstammen av WDV finns dessutom pa nara hall i Tyskland dar den orsakar betydande
skador pa korn, och man kan anta att den sprids aven till Sverige om forhallandena &r de ratta.
Projektets mal har varit att 6ka forstaelsen for WDV:s epidemiologi samt utveckla forbattrade
metoder for diagnostik och kontrollatgarder.

Genomfdrande och ekonomisk redovisning

Projektet har drivits som ett doktorandprojekt och medel har anvénts for att anstédlla en
doktorand, Elham Yazdkhasti, fran juli 2012 efter att tjansten utlysts och den mest lampliga
kandidaten valts ut. Dessutom har |6nemedel anvénts for en forskningsassistent, Ingrid
Eriksson, pa 20% under 2012 och fram till och med maj 2013 da hon gick i pension, samt for
forskaren Richard Hopkins (Inst. for ekologi; medsékande) pa 10% fran juli 2012 till mars
2014. Elham har genomfort sina doktorandstudier med Anders Kvarnheden som
huvudhandledare samt Richard Hopkins och Eugene Savenkov (Inst. for vaxtbiologi, SLU)
som bitradande handledare. En ansokan till SLF om forlangd dispositionstid av anslaget
bifolls sa att det tacker doktorandtiden battre. Medel har ocksa anvants for driftskostnader
(ELISA, PCR, RCA, kloning, sekvens-bestamning), vaxthuskostnader, del av kostnader for
att delta i internationella konferenser, resor for att samla in material och for att bjuda in en av
de sokande till doktorandtjansten for intervju. Elham har periodvis varit sjukskriven och en
annan doktorand, Jim Nygren, har da tidvis engagerats for att utfora virustester och ta hand
om var odling av dvargstritar for 6verforingsforsok. Elham &r just nu foraldraledig fram till
hosten 2017 och disputationen &r planerad till hosten 2018. Under det sista aret kommer hon
bl.a att sammanstalla resultat fran SLF-projektet for publikation. Lonen tacks da av bidrag
fran institutionen.

Resultat

Identifiering av smittkallor fér WDV

1. Forekomst av WDV i vete och stritar

Under 2009 och 2010 drabbades en del vetefalt i Malardalen hart av vetedvargsjuka och 2010
konstaterades ocksa forekomst av sjukdomen pa sex platser i Skane. Daremot har
forekomsten av vetedvargsjuka varit ytterst begransad under hela projektperioden fran 2012
till 2016. Enstaka angripna veteplantor har noterats i de omraden dar sjukdomen tidigare
forekommit, dvs i lanen Skane, Vastra Gotaland, Ostergotland, Sédermanland, Stockholm och
Uppsala, och angreppen har varit pa en lag niva (se arsrapporter for Vaxtskyddscentralerna i
Alnarp, Skara, Linkdping och Uppsala for perioden 2012-2015). Orsakerna till den minskade
omfattningen av vetedvérgsjuka sedan 2010 &r antagligen flera: farre trador efter hostvete,
mindre andel tidigt sadd hostvete, farre falt med reducerad jordbearbetning efter vete och
ogynnsamt vader under host och/eller var for stritarna (se rapport fran Vaxtskyddscentralen
Uppsala Nr. 29, 2015-09-01). Aven om férhallandena har varit ogynnsamma for
smittspridning i Sverige s& hade sodra Tyskland och Osterrike stora problem med




vetedvargsjuka i hostvete under 2012. Detta ar forknippat med att de under 2011 hade en lang
och mild host foljt av en varm och torr var. Under projektets gang har veteplantor med
misstankta symtom av vetedvargsjuka skickats in fran Véxtskyddscentraler, radgivare eller
lantbrukare och vi har ocksa samlat in eget material fran Uppsalatrakten. I vissa fall kunde
infektion med WDV detekteras, medan plantorna i andra fall var infekterade med rddsotvirus
(BYDV-PAV, BYDV-MAYV eller CYDV-RPV). Symtomen orsakade av rodsotvirus och
WDV i unga veteplantor &r liknande och tester ar ofta nddvandiga for att sarskilja vilket virus
det ar. | vissa andra fall har plantorna inte varit positiva for varken WDV eller rédsotvirus och
andra majliga orsaker till symtomen &r da t.ex. svampangrepp, insektsangrepp eller torkstress.
Veteprover fran bl.a. Halland och Sjalland (Danmark) med dvargvaxt och gulfargade blad
testades, men fanns vara negativa for WDV. Sammantaget visar resultaten att det i de
omraden som tidigare drabbats av mer omfattande férekomst av vetedvargsjuka aven finns
enstaka WDV-infekterade veteplantor, vilka utgdr mojliga smittkallor. Eftersom det endast ar
yngre plantor som paverkas av infektion, sa finns det antagligen manga dldre WDV-
infekterade veteplantor utan symtom i félten. FOrutom vete har dven symtomatiska
kornplantor och slumpvisa grasprover i omraden med vetedvargsjuka testats. Inga WDV-
infekterade plantor har da patraffats forutom rajgras, for vilken en storre undersokning
gjordes (se separat redovisning nedan).

2. Rajgrés som smittkélla

Rajgras ar vard for WDV och odlas allmént, bade som vallgroda och fangstgroda. Det &r
dessutom vanligt i grdsmarker och som ogrds i vetefélt. Jordbruksverket har i sina
rekommendationer till lantbrukare angett narvaro av rajgras som en riskfaktor for spridning av
WDV till vete. For att undersoka detta i mer detalj och dessutom anvéanda rajgras som modell
for WDV i gras har vi gjort flera undersokningar och forsok. Rajgrasprover erholls under
sommaren 2012 fran tva falt i Vastra Gotalands lan dar vetedvargsjuka tidigare forekommit. |
det ena faltet bekréaftade vi WDV-infektion av hdstvete under 2011. Dessa prover testades
med ELISA for att se om rajgras ar infekterat av WDV och kan utgora en smittkéalla &ven
under ett ar da forekomsten av vetedvargsjuka ar 1ag. Rajgraset hade i dessa falt satts in som
fangstgroda flera ar tidigare och har sedan dess funnits kvar i delar av falten. ELISA-
analyserna visade att en planta av 425 var positiv for WDV (0,2%) samt att det dven fanns en
lag frekvens av infektion med rédsotvirus (BYDV-PAV, BYDV-MAV och CYDV-RPV).
Sekvensanalys av en PCR-produkt frn det positiva provet visade att det var ett isolat av
vetestammen av WDV, dvs av samma typ som i vete. Under 2013 samlades prover av rajgras
och vete in fran ett falt i Stockholms lan och av rajgras fran ett falt i Uppsala lan dar vete i
bada fall tidigare drabbats av vetedvéargsjuka. | det forstnamnda fallet &r det en kvarvarande
rest av en vallodling medan det i andra fallet &r en sortprovning av rajgras. ELISA-testerna
bekréftade WDV-infektion av symtomatiska veteplantor i faltet i Stockholms l&n medan alla
20 testade rajgrasprover var negativa. For proverna fran Uppsala lan var 4 av 400
rajgrasprover i sortprovningen positiva for WDV (1%). Overforingsforsok med stritar i
vaxthus bekréftade att olika rajgrassorter kan infekteras av WDV. Rajgrasplantorna uppvisade
inga symtom och virushalten var betydligt lagre &n i veteplantorna fran samma forsok. | de
flesta fallen var virusnivan for Iag for att detekteras med ELISA och WDV kunde pavisas
endast med PCR eller kvantitativ PCR. Virusnivan var anda tillrackligt hog i rajgras for att
dvargstritar sedan i uppfoljande forsok kunde ta upp virus fran dem och Gverféra det till vete
som utvecklade symtom. Veteplantorna var positiva for WDV enligt bade ELISA och PCR,
och &ven stritar som anvéandes var positiva for WDV i PCR-tester. Den hér studien visar att
det finns WDV-infekterade rajgrasplantor i falt dven under ar da vetedvargsjuka annars ar
ovanligt samt att rajgras ar infekterat med rodsotvirus. Infektionsférséken visade att WDV-
halten ar lag i infekterade rajgrasplantor och eftersom vi anvande ELISA for att testa



faltprover ar vara resultat pa 0,2-1% infekterade plantor troligen en underskattning. Trots den
laga WDV-halten i infekterade rajgrasplantor ar det dock tillrackligt for att stritar ska kunna ta
upp virus och sprida det till vete. Rajgrés i anslutning till vetefélt ar darfor en klar smittrisk,
sarskilt om det ar i samma falt.

Diversitet av WDV

Under 2010 drabbades en del falt i Méalardalen hart av vetedvargsjuka, och vi startade da en
kultur av dvérgstritar for overforingsforsok i samband med ett Formas-projekt om WDV-
resistens. For att se hur denna WDV-genotyp ar beslaktad med tidigare karaktariserade WDV-
isolat, bestamde vi under 2012 den fullstandiga genomsekvensen for WDV-isolat fran tva
veteplantor som infekterats i véxthus med virusbérande stritar. WDV-genomen amplifierades
med hjalp av rolling circle amplification (RCA) foljt av kloning och sekvensbestdmning av tre
Kloner per isolat. Alla 6 genomsekvenser visade hdg DNA-identitet (99%) med de WDV-
sekvenser som vi tidigare karaktériserat (Kvarnheden et al., 2002; Ramsell et al., 2008), och
det nara slaktskapet bekraftades genom fylogenetiska analyser. Det ar alltsd samma typ av
WDV som forekommit i Méalardalen sedan 1998, da de forsta proverna togs. Den fullstandiga
genomsekvensen har ocksa bestamts for tva isolat fran skanska stritprover. Sekvensanalyser
visade att dessa tva WDV-isolat var néra slakt med europeiska WDV-isolat fran vete, och att
WDV-utbrottet i Skane inte ar forknippat med en ny WDV-genotyp. | undersokningen av
rajgras som smittkalla bestamdes partiella genomsekvenser for WDV och rodsotvirus fran
rajgras. WDV-isolatet var nara beslédktat med de som studerats frn vete och stritar, medan
isolatet av rodsotvirus visade nara slaktskap med BYDV-PAV fran strasad och gras. Alla de
WDV-sekvenser som analyserats ar alltsa nara slakt oavsett geografiskt ursprung och om de
kommer fran stritar, gras eller vete.

For att studera diversiteten hos WDV med hdgre upplésning och for att hitta eventuella
nya WDV-varianter eller andra virus med genom av cirkulart DNA har vi initierat forsok med
storskalig sekvensbestamning av RCA-produkter fran stritar. Metoden har tidigare utnyttjats
for att hitta nya geminivirus fran mjolléss (Ng et al., 2011) och identifiera varianter av
papillomavirus hos manniskor (Ameur et al., 2014). Jamfort med att leta efter virus i
vaxtprover kan det vara mer effektivt att analyserna vektorerna. Analyserna utfors vid SciLife
Lab i Uppsala med extra ekonomiskt bidrag fran Kungliga Fysiografiska Sallskapet i Lund.
De forsta analyserna visar att meoden fungerar for att studera WDV -diversitet i proverna och
vi arbetar nu med att optimera identifiering av andra eventuella virus som bars av stritarna.

Prognos baserat pa antal stritar och andel stritar med WDV

Dvaérgstritar har samlats in av Vaxtskyddscentraler under projektperioden och dessa har
analyserats med PCR for att studera forekomst av WDV. Testresultaten har anvants av
Vixtskyddscentraler som underlag for riskprognoser till lantbrukare. Materialet har ocksa
anvants for att prova ut metoder for virustester av stritar och for analyser av WDV-diversitet.
Med testerna gar det att analysera flera stritar i samma prov, vilket kan vara nodvandigt
eftersom ofta endast en mindre andel av dem béar pd WDV. Aven om andelen virusbarande
stritar ar lag kan det dock vara en risk nar det finns manga stritar. Vi har nu testat stritar for
WDV sedan 2002 och resultaten fran detta utgor tillsammans med annan data, sdsom
forekomst av vetedvargsjuka och vaderforhallanden, en stark grund for att folja forloppen
éver en period av manga ar och se hur val prognoser stamt samt for att forbattra dem. Denna
sammanstallning kommer att utféras under sluttiden av Elham Yazdkhastis doktorandstudier.




Eventuella avvikelser fran projektplanen

Vissa delar av projektet har varit svara att genomfora eftersom férekomsten av vetedvargsjuka
varit 1g. Det har t.ex. paverkat mojligheten att utfora faltforsok. Vi har trots det i stort sett
foljt planen.

Resultatférmedling

Resultat fran projektet har presenterats genom foredrag i olika sammanhang: lokala
workshops med deltagande av forskare, radgivare och naringsliv; lokala och internationella
vetenskapliga moten; externa besok pa SLU. Projektet har diskuterats med
Véxtskyddscentralerna runt om i Sverige och med radgivare i Sverige och Danmark. Resultat
av analyser har lamnats till Véxtskyddscentraler som informerat de berdrda lantbrukarna samt
generellt i form av véxtskyddsbrev och presentationer pa méten. Analysresultaten av stritar
finns sammanfattade i arsrapporterna for Vaxtskyddscentralen i Skara (2015),
Véxtskyddscentralen Linkoping (2012-2015), och Véxtskyddscentralen i Uppsala (2012-
2015). | samband med provtagningar och testanalyser har vi ocksa diskuterat med
lantbrukarna.

Vetedvargvirus och dess epidemiologi har tagits upp vid undervisning for studenter pa
SLU i Ultuna (framst mark/vaxt-agronomer, studenter pa masterprogrammet Plant Biology
och kandidatstudenter i biologi) och Alnarp (hortonomer och tradgardsingenjorer) samt
Uppsala universitet (masterprogrammet Infection Biology) och Estonian University of Life
Sciences (mark/vaxt-agronomer och hortonomer). Tva studenter fran Université de Picardie
Jules Verne, Amiens, Frankrike har utfort praktikarbeten i projektet under somrarna 2012 och
2013. En SLU-student gjorde sitt kandidatarbete pa isolering och sekvensbestamning av
WDV-isolat fran stritar insamlade i Skane.

Ett manuskript géallande WDV och rodsotvirus i rajgras haller pa att fardigstallas och
planeras skickas till tidskriften Plant Pathology. Tva ytterligare manuskript kommer att
sammanstallas for EIham Yazdkhastis avhandling och publiceras i vetenskapliga tidskrifter.
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