Slutrapport av projekt HO760001

Studier av infektionsprocessen av Sclerotinia sclerotiorum i
varraps 2008

Bakgrund

Oljevixtodlingen har okat kraftigt, efter den tillbakagang som foljde efter EU-intrddet, och
har de senaste aren uppgatt till nirmare 100 000 ha. En storre odlad areal leder till 6kad risk
for angrepp av flera svarbekdmpade sjukdomar. Bomullsmogel, som orsakas av Sclerotinia
sclerotiorum (figur 1), orsakar stora skador i framforallt varraps vissa ar niar nederborden varit
gynnsam for svampens utveckling. Resistens saknas och en fungicidbehandling maste goras
forebyggande, innan symptomen #r synliga. En forebyggande behandling kriver att odlaren
gor en aktiv bedomning av risken for angrepp. Det verktyg som finns att tillga dr den
“riskvdrdering” som utarbetats vid SLU (Anonym, 2010), didr nederbord och lokala
observationer fran sklerotiedepder ger en regional vigledning. Det finns #ven
prognosmodeller som utvecklats utomlands tex SkleroPro (Koch et al., 2007). Det har dock
ofta varit svart att fa samstammighet mellan resultatet av riskvirderingen och det slutliga
angreppet. For att kunna identifiera filt med bekdmpningsbehov, maste man ta hiansyn till om
svampen finns i filtet och i vilken omfattning, vilket inte gors i SLU s riskvérdering eller i
Skleropro.

Féltsmitta kan bestimmas genom analys av
kronblad, och ett agartest utvecklades i Kanada
av Morall ef al. (1991). Denna metod anvindes i
en studie i Mellansverige (Wallenhammar och
Sjoberg, 2001) ddr samstimmigheten mellan 1ag
sporforekomst och lag infektionsgrad var god.
Agartestet tar 5-6 dagar innan en avldsning kan
goras varfor metoden inte kommersialiserats.
Vixtpatogener kan idag snabbt identifieras med
metoder baserade pa DNA teknik och PCR-
amplifiering av nukleinsyrasekvenser (Ward et
al., 2004).

Figur 1. Askosporer bildas i apothecier som gror
frén jordbundna sklerotier.

En vidareutveckling av PCR-tekniken dr sk real-time quantitative PCR, som ger mdjlighet att
kvantifiera specifikt DNA i ett prov (Schena et al., 2004). En metod baserad pa realtids-PCR,
som snabbt och effektivt detekterar infekterade kronblad i filt utvecklades under 2006-2007 i
SLF projektVO655009 (Wallenhammar et al., 2008). Under 2007 visade analyserna stor
forekomst av infekterade kronblad i flera filt, medan féltangreppen blev laga i nagra av dessa
falt, trots att forhallandena for svampens utveckling bedomdes som gynnsamma.

Syftet med detta projekt &r att 6ka kunskaperna om infektionsprocessens forlopp genom att
detektera forekomsten av svampens DNA under hela blomningsperioden pa rapsplantans
olika delar; pa kronblad och pa blad pa olika nivéer av stjdlken. Vi vill fora in nya parametrar
som Okar precisionen i en forbéttrad riskvirdering med ambitionen att bedoma vilka félt som
behover behandlas.



Material och metoder

Studier av infektionsfoérloppet i falt

Val av sorttyper

Tva olika sorttyper undersoktes i tva féltforsok under 2008. SW Joplin (sort A) representerar
den vanligast férekommande sorttypen - hogvixande med snabb uppkomst. Ssd Nex 180 (sort
B) dr mer lagvuxen och langsamvixande under uppkomst- och etableringsfasen. Sorttyp A ger
vanligen ett kraftigt bestand, medan sorttyp B ger ett glesare bestand. Ssd Nex 180, har varit
populir bland lantbrukarna da de erbjudits ett attraktivt pris.

Faltforsok

Forsoksdesignen ir en randomiserad block design med 2 led x 4 block. Rutstorleken ir 45 m*
Tva filtforsok anlades med olika sorttyper (enligt ovan) i Orebro ldn (tabell 1).
Forsoksplatserna lokaliserades till falt med dokumenterad férekomst av bomullsmogel senast
oljevixter odlades pa forsoksfilten och intilliggande filt (tabell 1). I projektuppligget ingick
inte skord av forsoken.

Tabell 1. Beskrivning av forsoksplatserna 2008.

Forsoksplats Satidpunkt Jordart Senaste
oljeviixtgroda ar
Hidingsta, Kumla 29 april mh Imo 1998
Grive, Orebro 5 maj mh Imo 2000

I samband med sadden blandades 2,25 g sklerotier tillsammans med utsiddet, vilket motsvarar
120-150 st sklerotier eller 3-4 sklerotier per m?. Sklerotierna samlades in ifran infekterade
rapsstjialkar 2007, och forvarades under vinterhalvaret nergrivda i jord pa 5 cm djup i en
nylonforpackning. Dessutom grivdes fyra depaer med sklerotier fran Vixtskyddscentralen
ned i kanterna av forsoket. Regnméngder fran bada forsoksplatserna dokumenterades (tabell 2
och figur 2).

Tabell 2. Antal regndagar, total nederbord och medeltemperatur fére och under blomningsperioden pa
forsoksplatserna Hidingsta och Grive 2008.

Antal Nederbord Medeltemperatur

regndagar mm dygn, C°
Hidingsta
Tva veckor fore 3 15 14,5
blomning
Under blomning 5 99 16,3
Grive
Tva veckor fore 9 25 14,5
blomning
Under blomning 6 81 16,3
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Figur 2. Nederbordsméngder vid férsoksplatserna ar 2008 fran sadd till avslutad blomning.

Insamling av vixtprover

Forsoken besoktes under blomningsperioden var femte dag for provtagning. Provtagningar
gjordes forsta gangen den 24 juni och avslutades den 18 juli. Totalt togs prover vid sex
tidpunkter. Vid varje provtagningstillfille klipptes tre plantor i varje parcell for detektion av
sporer pa blad. Plantorna placerande i plastsickar och transporterades till laboratoriet. For att
kategoriseras som ett blad, bestimdes att bladets ldngd inte fick understiga 5 centimeter.
Bladen plockades av och placerades individuellt i plastpasar mirkta med bladnivanummer.
Dessutom klipptes slumpméssigt tio blomstéllningar per parcell i félt som placerades i
enskilda plastpasar. Pa laboratoriet placerades sedan ett kronblad fran varje blomstéllning
individuellt i 0,2 ml ror for senare PCR-analys, totalt tio prover per parcell. Samliga
vixtprover forvarades i frys och transporterades i1 kylviska till det molekyldrbiologiska
laboratoriet pa Eurofins Food and Agro AB i Lidkoping. Vid varje provtagningstillfille
gjordes en rikning av antalet uppkomna apothecier i sklerotiedepaerna.

Bestidmning av sjukdomsangrepp

Gradering av filtforsoken gjordes i mitten av augusti nidr oljevidxterna var i begynnande
mognad. Da undersoktes 50 plantor pa fyra platser i parcellen en meter in parcellen fran
kortsidan och rad nummer 6 fran hoger och vinster sida. Totalt undersoktes 200 plantor per
parcell. Plantorna bestimdes som friska eller infekterade och redovisas som procent
infekterade plantor.

Statistisk bearbetning
Resultaten bearbetades statistiskt med SAS Enterprise Guide.

DNA-analys

For analys och kvantifiering av S. sclerotiorum DNA har analysmetoden som utvecklades i
SLF-projektet VO655009 anvints (Wallenhammar er al., 2008). DNA extraheras fran
separata kronblad och blad och direfter detekteras S. sclerotiorum pa dessa med realtids-PCR.



Analysen av blad fungerar pa ett liknande sitt som for kronblad, men hir har en annan typ av
DNA-extraktion som &dr anpassad for en storre provvolym anviénts (E.Z.N.A. SP Plant DNA
Miniprep Kit, Omega Bio-Tek, USA). Forsta delen i protokollet har modifierats. Blad klippt i
sma bitar inkuberades tillsammans med 10 ml CTAB-buffert samt 30 ul Proteinase K under 2
timmar i 60° C. Efter centrifugering (5 min 1750xg) tillsattes Sul RNase till 1 ml supernatant
som sedan inkuberades ytterligare 15 min i 60° C. Efter centrifugering (1 min >10 000xg)
blandades 600ul supernatant med 210 ul SP2. Dérefter foljdes tillverkarens protokoll.
Bladextrakten spdddes 2x innan analys.

Analyser med realtids-PCR

PCR-analyser har korts pa en stor del av det insamlade materialet. Prioriteringar har gjorts for
att fanga in avgorande hiandelser inom budgetramen. Undersdkningarna inleddes med analys
av kronbladen, dérefter valdes provtagningstillfillena 4, 9 och 14 juli f6r bladanalys. Proverna
fran Hidingsta analyserades i forsta hand da smittotrycket bedomdes som hogst pa denna
forsoksplats. Bladproverna fran tidpunkt 1 och 2, samt proverna fran Grive har inte kunnat
analyseras inom ramen for projektets budget.

Totalt har 720 kronblad och 140 blad analyserats. Fran varje parcell analyserades 10 kronblad
fran tio olika blomstillningar vid respektive provtagningstillfille.

Resultat

Resultaten av PCR-analyserna av kronbladen sammanfattas i tabell 3 och 4 och visar att
sporer forekommer redan vid forsta provtagningstillfillet. En kraftig forhojning i antalet
infekterade kronblad sker efter 50 mm nederbord den 7 juli (fig 2). Statistisk bearbetning visar
signifikanta skillnader i procent infekterade kronblad de tva sista provtagningstidpunkterna
jamfort med de tre forsta tidpunkterna i sort B pa Hidingsta (tabell 3). For sort A forekom
inga signifikanta skillnader beroende pa stora variationer mellan blocken. Ett medeltal for
bada sorterna visar statistisk skillnad mellan tidpunkterna (tabell 3).

Tabell 3. Procent infekterade kronblad Hidingsta enligt PCR-analys 2008. Kronblad frén tva olika sorter
(A= SW Joplin och B= Ssd Nex 180) analyserades i fyra block (I-IV) samt medelvirde av bada
sorterna.

Andel infekterade kronblad (%)

Sort A Sort B Sort A och B
Datum I I 1O IV Medel- 1 II III IV Medel- Medelvirde
virde virde
24 juni 20 40 10 0 18 a 20 0 10 10 10b° 14 be
30 juni 10 O 10 0 S5a 0 0 10 0 3b 4c
4 juli 10 30 30 10 20 a 10 10 10 O 8b 14 be
9 juli 10 10 10 20 13a 40 10 40 30 30a 21 ab
14 juli 0 30 40 70 35a 20 20 30 20 23a 28 a

' Vid varje provtagningstillfille har 10 kronblad fran respektive block analyserats.
% Olika bokstiver indikerar statistiskt signifikanta skillnader (p<0,05) mellan provtagningstidpunkterna
enligt Duncan’s multiple range test >

Pa forsoksplatsen i Grive var andelen infekterade kronblad statistiskt hogre, i medeltal 29 %,
for bada sorterna den 14 juli jamfort med de andra tidpunkterna (tabell 4). Inga sortskillnader
hittades i Grive. Medeltal for samtliga kronbladsanalyser presenteras i tabell 5. En jimforelse
mellan forsoksplatserna visar att infektionsnivan var liagre i Griave jamfort med Hidingsta
(p<0,05). Infektionsnivan tkade snabbare i Hidingsta, men den 14 juli fanns det inga
skillnader i infektionsniva mellan platserna (tabell 5).



Tabell 4. Procent infekterade kronblad Grive enligt PCR-analys. Kronblad fran tva olika sorter (A= SW
Joplin och B= Ssd Nex 180) analyserades i fyra block (I-IV).

Andel infekterade kronblad (%)

Sort A Sort B Sort A och B

Datum I I II IV Medel 1 II' I IV Medel Medelvirde
30 juni 0 10 0 0 3b° 0 0 10 O 3b 3b
4 juli 0 0 0 10 3b 0 11 0 0 3b 3b
9 juli 0 0 0 10 3b 0 0 0 0 0b 1b
14 juli 20 20 30 30 25a 60 20 40 10 33a 29 a

' Vid varje provtagningstillfille har 10 kronblad fran respektive block analyserats.
% Olika bokstiver indikerar statistiskt signifikanta skillnader (p<0,05) mellan provtagningstidpunkterna
enligt Duncan’s multiple range test.

Tabell 5. Procent infekterade kronblad enligt PCR-analys. Medeltal for sort A (SW Joplin) och sort B (Ssd Nex
180)

Andel infekterade kronblad (%) medeltal for sort A och B

Datum Hidingsta Grive
24 juni 13,8
30 juni 3.8a' 2,5a
4 juli 13,8 a 2,6 b
9 juli 21,3a 1,3b
14 juli 28,8 a 28,8 a

" Olika bokstiver indikerar statistiskt signifikanta skillnader (p<0,05) enligt Duncan’s multiple range test.

I tabell 6-7 presenteras resultaten av realtids PCR-analyserna av blad for provtagningstidpunkt
4 juli pa Hidingsta. Ct-virdet dr ett matt pa méangden DNA i provet. Ett hogt Ct-virde innebér
en liten midngd specifikt DNA och ett lagt Ct-virde innebir en stor méngd specifikt DNA. En
skillnad i Ct-virde pa 1 motsvarar tva gangers skillnad i mangd DNA och 3,32 motsvarar tio
gangers skillnad i midngd DNA. Strikt kan Ct-virden egentligen endast jimféras mellan
prover analyserade vi ett och samma tillfille, sivida en standard inte har analyserats
samtidigt. Stora skillnader gar dock att jamfora dnda.

Tabell 6. PCR-analys av blad pa Hidingsta 4 juli 2008. Tre olika blad pa bladniva 1 (uppifran riknat)
analyserades blockvis (I-IV). Blad fran tva olika sorter undersoktes (A= SW Joplin och B= Ssd Nex 180). Ca 10
% ldgre vikt pé blad fran sort B jamfort med sort A Gramarkerade prover ir ej analyserade.

Analysresultat bladniva 1 den 4 juli 2008 (Ct-virden) !

Sort A (4 av 12 positiva) Sort B (4 av 12 positiva)
Blad nr I I 111 v 1 11 111 IV
1 negativ negativ 34,22* negativ 34,08° 33,98°
2 37,33 negativ negati 37,51° 34,247 negativ  negativ  negativ
3 34,71 negativ  negativ  negativ  negativ  negativ  negativ 33,417

" Resultatet visas som Ct-virden (medelvirde for tvé replikat). : Endast ett replikat positivt.

Tabell 7. PCR-analys av blad pa Hidingsta 4 juli 2008. Tre olika blad pa bladniva 3 (uppifran riknat)
analyserades blockvis I-IV). Blad fran tva olika sorter undersoktes (A= SW Joplin och B= Ssd Nex 180). Ca
40% storre vikt pa blad fran sort B jamfort med sort A.

Analysresultat bladniva 3 den 4 juli 2008 (Ct-virden) !

Sort A (7 av 12 positiva) Sort B (6 av 12 positiva)
Blad nr I I 111 1A% I I 111 v
1 38,08° negativ negativ 33,95 34,35 32,29 negativ negativ
2 33,99 3539 33,90°  negativ  32,99° 33,02  negativ  negativ
3 36,18 35,232 negativ negativ negativ 32,612 negativ 32,792

' Resultatet visas som Ct-viirden (medelvirde for tvé replikat). *: Endast ett replikat positivt.



I tabell 8-10 presenteras resultaten fran provtagningen den 9 juli. Resultaten visar variation i
méingd och enstaka blad innehaller stor mingd foretridesvis pa de ligre bladnivaerna tabell 9
- 10). DNA detekterades pa samtliga undersokta blad pa niva 5, pa 88 % av bladen pa
bladniva 3 och pa 33 % av bladen pa bladniva 1. I block 4 detekteras inte DNA pa bladniva 1
(tabell 8).

Tabell 8. PCR-analys av blad pa Hidingsta 9 juli 2008. Tre olika blad pa bladniva 1 (uppifran riknat)
analyserades blockvis (I-IV). Blad fran tva olika sorter undersoktes (A= SW Joplin och B= Ssd Nex 180) . Ca 10
% hogre vikt pa blad fran sort B jamfort med sort A.

Analysresultat bladniva 1 den 9 juli 2008 (Ct-virden) !

Sort A (4 av 12 positiva) Sort B (5 av 12 positiva)
Blad nr I I 111 v 1 11 111 IV
1 negativ 35,34 negativ.  negativ 35,26° negativ  negativ  negativ
2 negativ  negativ 35,40 negativ 34,19 34,23% negativ  negativ
3 37,03 35,24 negativ  negativ 34,59 35,21 negativ.  negativ

' Resultatet visas som Ct-viirden (medelvirde for tvé replikat). *: Endast ett replikat positivt

Tabell 9. PCR-analys av blad pa Hidingsta 9 juli 2008. Tre olika blad pa bladniva 3 (uppifran riknat)
analyserades blockvis. Blad fran tva olika sorter undersoktes (A= SW Joplin och B= Ssd Nex 180) . Ca 90 %
hogre vikt pa blad fran sort B jimfort med sort A.

Analysresultat bladniva 3 den 9 juli 2008 (Ct-virden) !

Sort A (9 av 12 positiva) Sort B (12 av 12 positiva)
Blad nr | 11 111 v | 11 111 v
1 34,03 35,76 37,547  negativ 31,48 31,48 34,35 35,25
2 negativ 36,44 33,94 38,592 32,06 31,62 34,45 37,05
3 35,16 39,05°  negativ. 34,317 37,56 32,26 28,91 36,64

' Resultatet visas som Ct-viirden (medelvirde for tva replikat). “Endast ett replikat positivt.

Tabell 10. PCR-analys av blad pa Hidingsta 9 juli 2008.Tre olika blad pa bladniva 5 (uppifran ridknat)
analyserades blockvis (I-1V). Blad fran tva olika sorter undersoktes(A= SW Joplin och B= Ssd Nex 180). Ca 60
% hogre vikt pa blad fran sort B jamfort med sort A. Gramarkerade rutor innebir att blad saknas pa denna niva.

Analysresultat bladniva 5 den juli 2008 (Ct-virden) !

Sort A (10 av 10 positiva) Sort B (10 av 10 positiva)
Blad nr | I 111 v I 1I 111 v
1 26,45 36,27 35,73 36,88 35,95 30,18 35,73 36,07
2 37,76 32,47 37,46 32,51 26,30 34,09 36,08°
3 36,80 35,87° 35,16 34,12 32,80

" Resultatet visas som Ct-virden (medelvirde for tva replikat). : Endast ett replikat positivt.

En sammanstillning av alla analyser visas i tabell 11. Mellan 50 och 58 % av bladen pa
bladniva 3 visade forekomst av DNA den 4 juli. Den 9 juli pavisades DNA pa 75 % av bladen
i sort A och pa samtliga blad i sort B. Bladniva 1 uppvisade ldgre andel infekterade blad, 36
% 1 bada sorterna den 4 juli, och 33 % den 9 juli.

Tabell 11. PCR-analys av blad pa Hidingsta. Blad fran tva olika sorter undersoktes (A= SW
Joplin och B= Ssd Nex 180). Sammanstillning av samtliga blad.

Procent (%) infekterade blad, 4 block med 2-3 upprepningar

Sort A Sort B
Bladniva 4 juli 9 juli 4 juli 9 juli
1 36 (18) 33 (25) 36 (0) 33(17)
3 58 (25) 75 (50) 50 (17) 100
5 Ej analyserad 100 (90) Ej analyserad 100 (80)

Inom parentes visas resultatet da prov endast anses som positivt da 2 av 2 replikat &r positiva.



I tabell 12 presenteras en sammanstillning av analysresultaten fran bladanalyser fran samtliga
bladnivaer som endast undersokts i block 1 vid tre tidpunkter. Det framgar att frekvensen
positiva analyser dr storre i sort B jamfort med sort A. Det framgar ocksa att smittan dr vil
etablerad pa lagt sittande blad i sort A den 4 juli, och att sporerna sprids uppat i bestandet.

I sort B &r smittan redan vil etablerad pa samtliga bladnivaer den 4 juli.

Tabell 12. PCR-analys av blad pa Hidingsta. Blad fréan tva olika sorter undersoktes (A=
SW Joplin och B= Ssd Nex). Resultatet visas for blad pa olika bladnivéer.
Gramarkerade rutor innebir att blad saknas pa denna niva.

Analysresultat
Sort A Block I Sort B Block I
Bladniva | 4 juli 9 juli 14 juli 4 juli 9 juli 14 juli
1 -- -- -+ +- - +-
2 -- +- ++ -+ ++ ++
3 -- -- ++ ++ ++ ++
4 ++ -- ++ ++ ++ ++
5 ++ ++ ++ ++ ++ --
6 ++ -+ +- ++
7 ++
8 ++
Faltforsok

Angreppsnivaerna i filt var hogre i den tdtvixande sorttypen A och resultaten dr statistiskt
signifikanta (tabell 13-14). Variation i angrepp mellan blocken forekommer men #r inte
statistiskt sakerstilld (tabell 13), men indikerar skillnader i forekomst av markburen smitta
(sklerotier).

Tabell 13. Angreppsniva av bomullsmdgel I faltférsok pa Hidingsta och i Grive
2008 uttryckt som procent angripna plantor i medeltal for varje block.

Block Sort A (SW Joplin) Sort B (Ssd Nex 180)
Hidingsta

I 10,0 a' 6,5a
1II 7,0a 50a
111 7,0a 3,0a
v 45 a 2,0a
Grdve

1 50a 0,0a
1II 6,5a 1,5a
111 1,0a 1,5a
IV 70a 0,5a

'Olika bokstiver indikerar statistiskt signifikanta skillnader (p<0,05) enligt Duncan’s
multiple range test.

Tabell 14. Medeltal av sortvis angreppsniva av bomullsmogel i filtforsok pa Hidingsta och i Grave 2008 uttryckt
som procent angripna plantor.

Forsoksled Procent angripna plantor
A. SW Joplin 3,0a'
B. Ssd Nex 1,25b

'Olika bokstiver indikerar statistiskt signifikanta skillnader (p<0,05) enligt Duncan’s multipla range test.



Angreppsnivan var statistiskt signifikant hogre pa forsoksplatsen i Hidingsta jamfort med
Grive (tabell 15).

Tabell 15. Angreppsniva av bomullsmdgel i faltforsok uttryckt som procent angripna plantor i medeltal f6r
respektive forsoksplats

Forsoksplats Procent angripna plantor
Hidingsta 2,81 al
Grive 1,44 b

'Olika bokstiver indikerar statistiskt signifikanta skillnader (p<0,05) enligt Duncan’s multiple range test.

Diskussion

Resultaten visar att DNA av S. sclerotiorum fanns pa kronbladen redan vid forsta
provtagningstillfillet i begynnande blomning, vilket dverrensstimmer med resultat fran
tidigare undersokningar da provtagningen utfordes vid samma utvecklingsstadium
(Wallenhammar et al., 2007, Wallenhammar e al., 2008). Nivéerna vid forsta
provtagningstillfillet visade forekomst av DNA pa i medeltal 13,7% av kronbladen i
Hidingsta och i medeltal 2,5 % av kronbladen i Gréve, och indikerar enligt tidigare
undersokningar att endast laga angrepp kommer att utvecklas. Detta 6verrensstimmer med
resultaten av filtgraderingarna som visade laga angrepp, i medeltal 2,8 % pa Hidingsta och
1,4 % 1 Grive.

Trots att sporforekomsten 6kade snabbare i Hidingsta jaimfort med Grive, var nivan likartad
den 14 juli, vilket tyder pa att sporférekomsten inte foljer nagot utvecklingsmonster utan kan
plotsligt 6ka da forhallanden blir gynnsamma. Den snabbare 6kningen av sporférekomst pa
Hidingsta paverkade heller inte angreppen i filt. Visserligen var angreppen signifikant hogre
pa Hidingsta, dock var nivaerna pa bada platserna relativt lika och laga (tabell 4).

Forekomsten av DNA varierade mellan blocken bade pa kronblad och pa blad (tabell 3 och 6-
8). Detta visar att en sjukdom med jordbunden smitta forekommer flackvis, liknande
Rhizoctonia solani i potatis (Gilligan et al., 1996) och klumprotsjuka i olje- och kalvixter som
orsakas av Plasmodiophora brassicae (Wallenhammar, 1998). Samtidigt verkar inte de
sklerotier som saddes ut med utsiddet ha bidragit till sporspridningen.

Resultaten fran filtgraderingar visade att Ssd Nex 180 hade ldagre angreppgrad, 1,25 %
jamfort med SW Joplin, 3,0 % (tabell 4). Detta visar att bestandsutvecklingen i Ssd Nex 180
paverkar mikroklimatet i bestandet och hammar sjukdomsutvecklingen eftersom inga
skillnader mellan sorterna hittades i sporférekomst (tabell 3-4, 6-10 och 12). Temperatur,
luftfuktighet och bestandsstruktur &r tva faktorer som har kénd paverkan pa
sjukdomsutvecklingen (Blad et al., 1978; Harikrisnan och Rio, 2006). Den laga
sporforekomsten har medfort 1aga angreppsnivaer i pa forsoksplatserna, vilket bekriftar
resultaten som uppnatts i tidigare undersokningar (Wallenhammar et al., 2007,
Wallenhammar et al., 2008).

For bladdetektionen valdes en senare tidpunkt, 4 juli som start och av tabell 10 framgar att
DNA av S.sclerotiorum var etablerat pa bladniva 4-8 i SW Joplin och pa samtliga undersokta
nivaer i Ssd Nex 180 i block 1. Vid sista provtagningstillfillet den 14 juli detekterades DNA
pa samtliga bladnivaer pa forsoksplatsen i Hidingsta.

Nederbordsméngderna vid tiden fore blomning och under blomningen var sma (tabell 1). I
lansinventeringen av 20 fdlt var i medeltal 4,5 % av plantorna infekterade (Redner,



muntligen). Graderingarna som gjordes i omgivande forsoksfilt visade angreppsnivaer pa 14
respektive 17 % (tabell 1) vilket visar att vi valt forsoksplatser som dr lampliga for denna typ
av undersokning. En orsak till att nivaerna i forsoken var ldgre dr sannolikt att dessa saddes
nagon eller nagra dagar senare #n filtet. Det var sdrskilt patagligt pa forsoksplatsen i Grive
dér bestandet i forsoket lag efter i utvecklingen jamfort med féltet i Gvrigt. Ssd Nex 180
visade ocksa en sen etablering, vilket medférde en sen slutning av bestandet. En
riskbedomning med befintlig virdering (anonym, 2010) visar 60 % risk for att angreppet ska
bli > 20 procent. Den mest avgorande faktorn for infektion dr angreppsnivan senast oljevéxter
odlades pa filtet, vilket ocksa stimmer med erfarenheter av Twengstrom (1998) och Koch et
al., (2007). Detta visar att om inokulum finns i filtet, ricker den markfukt som finns i
kombination med ett kraftigt bestand pa en mojord for att apothecier skall bildas. For optimal
infektion skall kronbladen vara omvixlande fuktiga och torra (Brun, 1983), vilket tyder pa att
nattdaggen och nagon regnskur utgér gynnsamma infektionsforhallanden. Att forlita sig pa
nergrivda sklerotiedepaer dr ocksa missvisande da endast en apothecie patriaffades i en av
depaerna i Hidingsta den 18 juli.

En hallbar produktion kan uppnas forst nir vi kostnadseffektivt kan detektera och forutsidga
risken for angrepp i varje enskilt oljevixtfilt, dir bekdmpning med de preparat som finns att
tillga maste utforas forebyggande. Vara resultat visar att forekomst av smitta gar att bestimma
genom att detektera DNA pa blad, vilket till var kinnedom inte har visats tidigare. Vi har
visat att inokulum som orsakar infektion finns pa savil kronblad som blad, och att
forekomsten inledningsvis dr hogre pa lagt sittande blad jamfort med de dversta bladen pa de
undersokta rapsplantorna. Vid graderingarna har ocksa angreppen konstaterats pa den nedre
hilften av stjdlken, ofta niara markytan, vilket tyder pa att infektionen utvecklas via lagt
sittande blad. Blad av sorten Ssd Nex 180 visade hogre vikt, men sortens vixtsitt har haft
avgorande betydelse for sjukdomsutvecklingen. Dessa undersokningar har fortsatt i SLF-
projekt HO86030 under 2009 och i H0960195 under 2010. Projektet kommer att avslutas
under 2011, da verktyg for 6kad precision i riskbedomningen kommer att presenteras.
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