Slutrapport for projekt nr 984406

BNYVV pa sockerbetor i Sverige — biologi och spridningsvéagar
Anslagstagare Paula Persson, inst for vaxtproduktionsekologi, SLU, Uppsala

Ett delprojekt ur en storre projektbidragsansokan med ovanstaende titel blev beviljat med
130.000 kr per ar i tre ar. Den beviljade delstudien, det genomforda projektet, rubriceras:

Studier av Polymyxa betae for riskbeddmning av Rhizomania i Sverige

Polymyxa beate ar den jordburna svamp som 6verfor det allvarliga betviruset beet nectotic
yellow vein virus BNYVV som orsakar Rhizomania pa sockerbetor.

Projektet genomfordes i tva delar
e Analys av jordprover fran falt avsedda for sockerbetsodling
 Temeraturstudie med bedamning av Polymyxainfektion samt hur tidigt BNYVV kan
pavisas i rotter

Analys av jordprover

Material och metoder

Projektet startade med att utarbeta metodik for att studera P. betae och dess sporsamlingar s.k.
cystosori i rotter samt en studie hur snabbt dessa utvecklas i rotterna dvs nar man i ett
experiment kan borja skorda plantor. En metod, som innebar att odla tva veckor gamla
betplantor i den jord man vill undersoka, en jord som ocksa skall ga latt att avlagsna fran
rotterna, har nu tagits fram. Metoden innebéar att man i mikroskop studerar svampens
kolonisering i enskilda betrétter samt ytterligare en metod som mojliggor kvantifiering av
svampen i ett prov.
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Polymyxa beate i sockerbetsrotter: sporsamlingar s.k. cyctosori

Studier har utforts pa insamlade jordprover fran 52 falt som anvands for sockerbetsodling
samt ytterligare fyra prover fran ett omrade med pavisad BNYVV smitta pa Oland. Som
positiv kontroll anvéandes ett jordprov fran Tyskland med mycket kraftig BNYVV-smitta. Tva
veckor gamla betplantor planterades i provjorden 1:1 blandad med sma leca-kulor. Leca-kulor
ar ett mycket billigt och anvandbart vaxtsubstrat just for rotstudier. Fem betblantor fran varje
prov skordades och avlastes i mikroskop avseende P. betae férekomst.

Resultat och diskussion

Resultaten visade att 47 av de 56 undersdkta prover innehdll P. betae och bevisar att svampen
ar mycket vanlig i jord &mnad for sockerbetor. Kvantifieringen visade att i 60 % av de
undersokta prover forekom svampen rikligt. Nagra av prover var angripna av de patogena
svamparna Aphanomyces sp. och Pythium sp.. | dessa dessa prover saknades P. betae. Dessa
noterinear synes mycket sannolika da Aphanomyces ar en betydligt agressivare patogen an P.
betae som under vara forhallanden raknas som en svag parasit.

Inom projektet har ocksa genomforts ett 20-poangs examnstarbete.

Utvecklingen av fem P. betae isolat fran skilda klimatomraden studerades i
klimatkammarforsok vid tre olika temeraturer, 8°C, 15°C och 20°C. Fem plantor fran varije
isolat och temperatur skérdades under en sexveckorsperiod varje vecka, med start tva veckor
efter utplantering. En viss isolatvariation kunde noteras. Samtliga isolat visade redan efter tva
veckor vid de tre temperaturerna tydligt infektion i betrétterna. Ett av isolaten visade redan
efter tva veckor vid alla tre temperaturerna fult utvecklade cystosori.

Agr.stud Mattias Hansson genomforde inom projektets ram ett examensarbete med titeln
"Rhizomania - risker och forutsattningar i Sverige”. | denna undersokning studerades P. betae
infektioner vid olika temperaturer samt genom ELISA analys ocksa hur tidigt Rhizomania
viruset kunde detekteras i infekterade plantor. Resultaten visade ocksa i denna undersokning
att tidiga P. betae infektioner kunde konstateras, dven vid lag marktemperatur. Viruset
BNYVV kunde dock inte detekteras vid den lagsta forsokstemperaturen 8°C, vilket skulle
kunna indikera att risken for starka angrepp, under varar med lag temperatur, ar lag.



RHIZOMANIA - en temperaturstudie

Karin Hegart Helander

En temperaturstudie har genomf6rts for att bedoma hur stora riskerna &r for betsjukdomen
Rhizomania i Sveriges svala klimat. Viruset Beet Necrotic Yellow Vein Virus, BNYVV, och
vektorn svampen Polymyxa betae har studerats i betrotter i en successivt kande temperatur
for att se nir infektionen sker. Jordar med kiind BNYVV-smitta fran flera olika geografiska
ursprung har anvints i studien.

FORSOKSUPPLAGGNING

Forsoket utfordes i klimatkammare didr temperaturen startade vid 8°C och sedan stegvis
hojdes till 15°C for att efterlikna en “kall var” (Fig. 1).
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Figur 1. Temperaturkurva. x = provtagningstillfillen.
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Tio jordar med kind BNYVV-smitta (Led A-J) och tva kontrolljordar (Led K-L) anvéndes
(Tab. 1).

Tabell 1. Jordar.
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Ursprung
Kristianstad

Kristianstad
Kristianstad
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Loderup
Loderup
Loderup
Smedby, Oland
Smedby, Oland
Bologna, Italien
Uppsala
blomjord+sand
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Jorden blandades 1:1 med lecakulor (2-6 mm) och fylldes i 12 cm krukor med fiberduk i
botten. Tva veckor gamla betplantor av den mottagliga sorten Accord skolades ut i
forsokskrukorna, 10 betplantor/kruka. For varje led var det 7 krukor, 1 kruka for varje
provtagningstillfille. Ljusperioden var 16 tim/dygn.

Betplantor skordades for provtagning 2, 4, 6, 8, 10, 12 och 18 veckor efter utskolningen till
forsokskrukorna (se Fig. 1). Betrotterna tvittades fria frén jord och 5 plantor anvéndes till
BNYVV-analys med ELISA och 5 plantor till Polymyxa-analys genom mikroskopering.

Jordprovstest for kontroll av BNYVV

Innan temperaturstudien gjordes en test av jordarna for att undersoka att de verkligen innehdll
BNYVV. Aven efter temperaturstudien undersoktes de anvinda jordarna for att se om/hur
BNYVV-smittan foridndrats.

50 g jord och 50 ml vatten slammades upp i en plastmugg. Tio betplantor, 2 veckor gamla,
placerades i varje mugg. Dessa holls vid 25°C och hog fuktighet i 2 veckor och direfter
testades rotterna med ELISA.

BNYVV-analys med ELISA

Rotter fran 5 plantor utgjorde 1 prov som krossades i en Pohldnen-press och saften samlades
upp i ror. BNYVV-analys gjordes med TAS-ELISA (triple antibody sandwich) frin Adgen,
Scotland. Testen utfordes enligt tillverkarens protokoll.

Polymyxa-analys eenom mikroskopering

Rotter fran 5 plantor utgjorde 1 prov. Polymyxa-infektion faststilldes genom att i mikroskop
leta efter svampens vilsporer. Rotterna fargades enligt: 10% KOH-16sning 60-70°C 1 3 min,
skoljning H,O, 2% firg i vindger 60-70°C i 3 min, skoljning H>O. Sedan gjordes preparat pa
objektglas dir det var viktigt att krossa rétterna for att fa dessa tillridckligt tunna.



RESULTAT

Alla de tio jordarna med kiind BNYVV-smitta visade sig i jordprovstestet innehdlla BNYVV,
ELISA-virdena var hoga (Tab. 2).

Tabell 2. Jordprovstest fér kontroll av BNYVV. Jordar fore temperaturstudien.

ELISA-virden (A4os nm. 60 min)
2,8
3,3
3.3
33
3.3
2,0
2,4
1,8
2,8
3.3
0

0
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Vid de forsta provtagningarna syntes ingen BNYVV. Forst vid provtagningen efter 10
veckor, nir temperaturen kommit upp till 14°C, blev det svaga positiva utslag for BNYVV.
ELISA-virdena var runt 0,2 i ndgra led. Efter 18 veckor, nidr temperaturen varit 15°C en
lingre tid, var det fler led som hade 1aga ELISA-viirden runt 0,2. D4 hade ocksa ett led natt
upp till 0,7 och ett annat till 2,3. (Tab. 3).



Tabell 3. BNYVV. ELISA-virden (A40s um, 60 min).

Led Tid
2v 4v 6v 8v 10v 12v 18v
A 0 0 0 0 0 0,14 0
B 0 0 0 0 0 0 0,22
C 0 0 0 0,13 0,19 0,13 0,72
D 0 0 0,14 0,14 0,2 0,19 2,36
E 0 0 0 0,12 0,16 0 0,21
F 0 0 0 0 0 0 0,19
G 0 0 0 0 0 0 0,24
H 0 0 0 0 0 0 0,12
| 0 0 0 0 0 0 0
J 0 0 0 0 0 0 0
K 0 0 0 0 0 0 0
L 0 0 0 0 0 0 0

Vid de forsta provtagningarna syntes inga vilsporer av Polymyxa. Forst vid provtagningen
efter 6 veckor, nir temperaturen kommit upp till 11°C, hittades vilsporer i nigra led dir fa
rotbitar var angripna. Efter 18 veckor, nir temperaturen varit 15°C en léngre tid, hittades
vilsporer i flera led dir flera rotbitar var angripna. Samtidigt var minga rotter helt friska 1
dessa led(Tab. 4).

Tabell 4. Polymyxa vilsporer vid mikroskopering.

Led Tid

2v Y 6v 8v 10v 12v 18v
A - - - - - - -
B 2 - + + - > +
C - - + - - +
D - - + - + - +++
E = - : - - - +
F 5 - - s + - ++
G - - - - + - -
H B 2 5 - s 5 z
| = : 5 - 5 < -
J - ) - - - - ++
K B 2 3 = 5 - B
L ) E 2 : E 2 .

+ = fd rotbitar angripna
++ = flera rotbitar angripna
+++ = manga rotbitar angripna



I jordprovstestet efter temperaturstudien hade BNYVV-smittan sjunkit eller forsvunnit, fyra
av jordarna gav ELISA-virden pa 0,3-0,7 medan sex av jordarna gav 0 (Tab. 5).

Tabell 5. Jordprovstest for kontroll av BNYVV. Anviinda jordar efter temperaturstudien.

Led ELISA-virden (A4gs nm. 60 min)
A 0

B 0,7

& 0,6

D 0,3

E 0,7

F 0

G 0

H 0

I 0

J 0

K 0

i 0
SAMMANFATTNING

Nir infekteras betrotterna av Polymyxa och BNYVV? Nir temperaturen i denna studie nétt
11°C hittades vilsporer av Polymyxa och vid 14°C blev det svaga positiva utslag for BNYVV.
Forst nir temperaturen varit 15°C en lingre tid var fler led infekterade av Polymyxa och
angreppen var dven kraftigare. BNYVV hade da ocksa hittats i fler led och ELISA-viérdena
var hogre. Endast ett led hade dock hoga halter av bade Polymyxa och BNYVV. I nagra led
hittades varken Polymyxa eller BNYVV. Det skulle kunna forklaras med att nér temperaturen
hade blivit hbgre var plantorna #ldre och mer motstandskraftiga mot angrepp.

Kraftiga angrepp av Rhizomania kan ske under gynnsamma forhéllanden, dvs hog temperatur
och hog fuktighet. Resultaten fran denna undersokning tyder dock pa att det inte dr négra
stora risker for Rhizomania i Sverige under en “kall var”.

I jordprovstestet efter temperaturstudien hade BNY VV-smittan sjunkit eller forsvunnit. Det
skulle kunna tyda pa att de flesta vilsporer av Polymyxa kldckt under temperaturstudien.
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