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Bakgrund

Rodklover (Trifolium pratense L.) dr en av de viktigaste proteingrodorna i svensk mjolkpro-
duktion och utgor motorn i ekologiska véixtodlingssystem (Wallenhammar & Anderson,
2002). Den svaga uthélligheten hos rodklover ér ett stort problem i produktionen och
minskningen i kl6verhalt ver tiden i rodkl6ver -grésvallar dr pataglig (Frankow-Lindberg,
1989; Nykénen et al., 2000, Wallenhammar et al., 2008). Forsvagningen av
rodkloverplantorna orsakas av rotréta, dir patogena svampar bl.a. ur sliktet Fusarium,
Cylindrocarpon destructans, Phoma medigaginis var pinodella ingar (Rufelt, 1986).
Rotrotans stora utbredning i landets vallar visades av Rufelt (1986), och omfattande angrepp
kartlades 1 ekologiska vallar 1 Syd- och Mellansverige (Wallenhammar et al., 2005).
Problembilden och behovet av att karaktérisera av jordens mykoflora forstiarks av att de mest
patogena Fusarium-svamparna F. avenaceum och F. culmorum dessutom kan angripa och
uppforokas i flera olika baljvixter, ,vallgrids och vete. (Lager och Gerhardson, 2002, Chang et
al, 2004). Forutom problem med uthalligheten har odlare under senare ar ocksa haft svart att
etablera bade slatter- och grongodslingsvallar, vilket kan orskakas dels av jordbundna
svampar, dels av utsddesburna svampar, dir P. medicaginis dominerade i en tidigare
pilotstudie (Lager och Johnson, 2002). Resistensforddling av sorter med egenskaper som
motstandskraft mot dessa jordbundna patogener dr huvudsparet for att forbittra uthalligheten
(Gaue och Ingversen, 2003), men en undersokning av nordiska marknadssorter av rodklover
visade inga skillnader i mottaglighet (Wallenhammar, 2010). Vallfroutsiddet kan vara en kélla
till infektion, och eftersom sundhetsundersokningar inte gors vid certifiering dr kunskapen
begriansad. Problem med laga grobarheter orsakade av stor andel abnorma groddar &r inte
ovanliga. Abnormiteterna orsakas ofta av svampar som finns pa utsiddet. Lager och Johnsson
(2002) isolerade Fusarium spp,, Alternaria spp. och Phoma spp. fran tva veckor gamla
groddplantor, och efter virmebehandling med Thermoseedmetoden (Forsberg, 2004) 6kade
faltuppkomsten med 38 %. Upphettningen kan ocksa medfora att antalet harda fron reduceras,
och att partiet far en snabbare och jimnare groning.

Arbetshypoteser och malsittning

Syftet dr att forbéttra odlingssidkerheten och behalla en langsiktigt hog produktionsniva i
rodklovervallar genom att utveckla metoder for kvantitativ specifik bestamning av de
patogener som orsakar rotrota i rodklover. For att sdkerstélla etableringen och
froproduktionen undersoks betydelsen av sanering av utsddesburna patogener med
Thermoseedbehandling. Vara hypoteser var att i) med utvecklad qPCR—teknik kan vi
diagnosticera kloverpatogener i rotter och jord och folja etablering av och det
epidemiologiska forloppet hos olika patogener ii) mottaglighet hos olika sorter kan effektivt
utvirderas med qPCR iii) kvaliteten av rodkloverfro kan forbattras genom viarmebehandling,
iv) med utvecklade metoder enligt ovan kan patogenforekomsten i olika delar av landet
bestdimmas.



2. Metodik
2.1

Uppsittning och utvirdering av analysmetoder med PCR-teknik

Utgangspunkten for uppsittningen av de molekyldrbiologiska analyserna har varit i
litteraturen beskrivna metoder som sedan har anpassats till tillginglig PCR-teknologi och den
senaste kunskapsutvecklingen.

Detektion av P. exigua med realtids-PCR

Analysmetoder med realtids-PCR for tre olika patogener pa potatis, diribland P. exigua och
varianterna P. foveata och P. exigua har tagits fram av Cullen et al. (2007). Metoden éar
visserligen kvantitativ, men endast da patogenen detekteras i potatis eftersom man utnyttjat
relativ kvantifiering med en gen fran potatis som referensgen. For att kunna kvantifiera P.
exigua i rotter fran klover och i jord har detektionsmetoden utvecklats och anpassats
ytterligare for att kunna tillimpa absolut kvantifiering. Sekvensen som amplifieras av
primerparet (ribosomalt DNA) har tillverkats syntetiskt och dérefter satts in i en plasmid
(cirkuldrt bakteriellt DNA). Spidningsserier av plasmidextraktet kan da analyseras och
anvindas som standard vid studier av prover med oként innehall.

Realtids-PCR metoden har utvirderats genom att analysera tiofaldiga spadningsserier av ett P.
exigua isolat fran Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS 119,94) samt P. exigua
plasmidstandard. DNA fran isolatet gav detektion med metoden och en spddningsserie av
extraktet visade att metoden var linjir (R?=0,9998)och hade bra amplifieringseffektivitet. For
kvantitativa PCR-analyser bor effektiviteten ligga mellan 90 och 110 %, déir 100 % innebdr att
det sker en fullstandig fordubbling av PCR-produkten i varje temperaturcykel. Det forsta
testet av primrarna resulterade i en amplifieringseffektivitet pd 93 %. Aven standarden hade
hog amplifieringseffektivitet och R*>0.99.

Metoden lampar sig mycket vil for kvantitativa analyser. Exempel pa en standardkurva visas i
Figur 1.

Figur 1. Exempel pa en
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Detektion av F. culmorum med realtids-PCR

Tva olika primerpar for detektion av F. culmorum har utvirderats (Cullen et al. 2005,
Waalwijk et al. 2004). Primers och prob framtagna av Waalwijk et al. (2004) har fungerat
bast och en standard har tagits fram pa samma sitt som for P. exigua. Primrarna baseras pa ett
RAPD (random amplified polymorphic DNA) fragment. Motsvarande 3 DNA-kopior av
standarden kunde detekteras.



Detektion av F. avenaceum med realtids-PCR

Tre olika primerpar (Waalwijk et al 2004, Cullen et al. 2005, Nicolaisen et al. 2009) for
detektion av F. avenaceum har utviarderats med SYBR Green pa DNA fran isolat CBS 408.86.
SYBR Green ir en fluorescerande farg som binder in till dubbelstrangat DNA och mojliggor
analys med realtids-PCR utan prob. Detta system kan vara sérskilt anvindbart i ett forsta
skede for att utvardera och jimfora olika primerpar. Primerparet framtaget av Waalwijk et al.
(2004) valdes och en standard har tagits fram pa samma sétt som tidigare.

Detektion av C. destructans med realtids-PCR

Ett primerpar framtaget av Tewoldemedhin et al. (2011) har utvéirderats med SYBR Green pa
DNA fran infekterade rotter. En prob och en standard har utvecklats och metoden har dven
utvirderas pa ett CBS isolat (940.97).

Detektion av universal vixtgen med realtids-PCR
En metod for en universal vixtgen (COX) har satts upp och denna referensgen kommer att
analyseras i vixtprover for att kunna normalisera de kvantitativa vidrdena.

DNA extraktion fran rotter och jord

Vi har anvint ett kommersiellt kit anpassat for vixtmaterial vid extraktion av DNA fran rotter
(FastDNA SPIN Kit, MP Biomedicals) samt ett kit anpassat for jord vid analys av jordprover
(FastDNA SPIN Kit for Soil, MP Biomedicals). FastDNA SPIN Kit for Soil har tillsammans
med tva olika reningskit anvints framgangsrikt vid analys av bl.a. P. brassicae som orsakar
klumprotsjuka 1 oljevixter (Wallenhammar et al., 2012). Kloverrotter som ska analyseras
tvittas forst 1 kranvatten och mixas sedan i en knivmixer innan delprov tas ut for DNA-
extraktion.

2.2 Studier av infektionsforloppet i obehandlat och virmebehandlat utside

Fem utvalda fropartier med lag grobarhet, dvs. mellan 67 % och 76 %, med sorterna SW Ares
(2n), SW Bjursele (2n), SW Nancy (4n), SW Torun (4n) och SW Yngve (2n)
virmebehandlades med Thermoseed™ av Incotech AB, Uppsala och jimférdes med icke
viarmebehandlade fron fran samma partier i vaxthusforsok samt i faltforsok. Partiet med SW
Bjursele var ett privat prov och de dvriga erhdlls fran Lantmannen SW Seed genom Tore
Dahlquist.

2.2.1 Isolering av patogena svampar fran rodkloverutside och rotprover

Svamparna isolerades fran 10 behandlade och 10 icke-behandlade rodkloverfro i 1 % vatten
agar (Difco) fran varje sort enligt Lager & Johnsson (2002). En liten del av svampmycel
inokulerades sedan i Potato Dextrose agar (Difco) och plattorna inkuberades i 20° C en vecka.
Samtliga svampkulturer initierades fran “single” sporer, undersokts med mikroskopi och
identifierades med morfologiska karaktérer.

2.2.2 Vixthusforsok

Thermoseed (TS)-behandlade och obehandlade kloverfron av samtliga fem fropartier saddes i
plastkrukor (0,8 1) fyllda med en blandning av sand och vermeculite (50/50 volymprocent)
den 20 februari 2012. Sandblandningen var godslad med 1,5 g/L av det langtidsverkande
medlet Plantacote Mix 4M (15- 4,5-12) (AgroEvo Hoechst Schering AG, Tyskland). I varje
kruka saddes tio fron pa ca 1 cm djup, totalt tio behandlingar med fyra upprepningar.
Krukorna placerades som ett randomiserat blockforsok i vixthus med temperaturen 14° C
utan extra belysning. Antal uppkomna plantor riknades tva ganger; 28 februari och 21 mars,
och vid forsokets avslut den 16 april. Da tomdes krukorna och rétterna skoljdes i kranvatten.



Skott och rotter vigdes. Yttre och inre angrepp av rotrota bestdimdes enligt Rufelt (1986).
Rotterna delades och graden morkfargning av rotens inre delar bestimdes dérefter i fem
klasser (0-4), och ett sjukdomsindex (SI) berdknades enligt formeln:

SI =X ((0xX0)+(25 x X1) + (50 x X3) + (75 x X3) + (100 x X4) ) / N

Dir x dr antalet rotter 1 varje klass och N ér det totala antal rotter. Nir rotterna graderats och
prover uttagits for isolering av patogener torkades bade skott och rotter for viktsbestimning.

2.2.3 Fdltforsok

Thermoseedbehandlade och obehandlade kloverfron saddes i ett faltforsok sdder om Kumla
den 28 maj 2012, totalt tio behandlingar med fyra upprepningar. Utsddesméngden var 8 kg/ha
for diploide sorter (2n) och 10 kg/ha for tetraploida sorter (4n). Forsoksrutorna var 9 m” stora
och arrangerade i ett randomiserat blockforsok. Antal plantor rdknades i 2 x 1 fastlagda
radmeter per ruta vid tva tillfdllen, den 27 juni och 3 augusti.

2.3 Filttest av sortmaterial i naturligt infekterad jord

Ett testsortiment utvaldes i samrad med forddlare vid Lantminnen SW Seed och sort
foretrddare vid Scandinavian Seed. Ett filtforsok anlades 1 Gotene 29 april 2011 med foljande
sorter; A. SW Ares (2n) B. SW Nancy (4n) C. SW Torun (4n) D. SW Vivi (4n) E. SW Yngve
(2n) F. SW Vicky (4n) G. SSD Global (2n) H. SSD Titus (4n) I. SSD Taifun (4n) J. SSD
Rozeta (2n). Samman utsddesmingder anvindes som under 2.2.3. Prover i tre utvalda led togs
vid sju tidpunkter 2011 med borjan 30 juni och i samliga led i juni och november. Prover for
DNA-analys forvarades i frys (-18°).

3. Resultat

3.1 Diagnos av kloverrotter med utvecklad realtids PCR

Realtids PCR-metodernas specificitet har utvirderats pa DNA-extrakt fran ett antal olika
vixtpatogener. Resultatet presenteras i tabell 1.

Tabell 1. Specificitestest av F.avenaceum;-F.Culmorum-. P.exigua och C.destructans specifika test
metoder pa olika patogena svampar

Art Ursprung Detekion Detekion Detektion Detektion
F. avenaceum F.culmorum P.exigua C. destructans
analys analys analys analys
Aphanomyces cochlioides Sverige - - - -
Botrytis cinerea CBS 676.89 - - - -
Botrytis fabae CBS 108.57 UK - - - -
Cylindrocarpon destructans var. destructans - +
CBS 940.97 i i
Drechslera tritici-repentis CBS 265.80 Tyskland - - - -
Fusarium avenaceum CBS 408.86 + - - -
Fusarium culmorum Sverige - + - -
Fusarium graminearum Sverige - - - -
Gaeumannomyces graminis var. tritici Frankrike - - - -
Phoma exigua var. exigua CBS 119.94 - - + -
Phoma medicaginis var. medicaginis CBS ) ) + -
316.90
Sclerotinia sclerotiorum (apothecia) Sverige - - ) -
Septoria tritici CBS 292.69 Tyskland - - - -
Stagonospora nodorum Sverige - - +) -
Verticillium dahliae Sverige - - - -

+: Detektion -: ingen detektion(+): sen detektion. Ct-virden cirka 37-38 jamfort med 19-20 for detektion av Phoma.
Kloverprover uttagna fran sortférsoket i Gotene har analyserats med qPCR. Prover uttagna i
slutet av juni, juli, augusti, september samt november 2011 analyserats. F. culmorum kunde



endast pavisas i mycket liten mingd i ett av de 60 analyserade proven (5 tidpunkter, 4 block,
3 sorter). Nivaerna av F. avenaceum, Phoma sp och C. destructans redovisas i figurerna
nedan for sorterna C, D och E. Vid provtagning i juni och juli kunde endast mycket sma
méngder F. avenaceum pavisas i vissa block/sorter (figur 2). Fran och med augusti var
detektionen mer frekvent och det enskilt hogsta virdet patraffades i november (Block 3, sort
D). Resultatet ger en liten indikation pa att denna art kan vara patogen pa rodklover i detta

sortforsok.
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Figur 2. Antal DNA-kopior av
F. avenaceum malsekvens per
1 000 000 kopior av
referensgenen i vixten. Resultat
visas for provtagning under
insaningsaret 2011. Tre sorter
provtogs (SW Torun (C) SW
Vivi, (D) och SW Yngve (E)) i
fyra block (1-4).

Phoma sp. kunde pavisas i samtliga analyserade prover vid forsta provtagningstillfillet.
Nivaerna av patogenen steg kraftigt vid sista provtagningstillfillet 2011 i samtliga sorter
(Figur 3). Detta visar tydligt att Phoma sp. &r patogen pa rodklover och att infektion troligtvis

sker redan i borjan av forsta aret da patogenen finns i jorden.
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Figur 3. Antal DNA-kopior av
Phoma sp. malsekvens per
1 000 000 kopior av
referensgenen i vixten. Resultat
visas for provtagning under
sasongen 2011. Tre sorter
provtogs( SW Torun (C), SW
Vivi (D) och SW Yngve (E)) i
fyra block (1-4).

Aven DNA fran C. destructans kunde pavisas i samtliga analyserade prover. Det gir didremot
inte se nagon tydlig trend i férdndring av nivan over tid. Detta visar att patogenen troligtvis

infekterat roten, men sedan inte tillvixer.
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3.2. Isolering av svampar fran rédkloverutsdde

Isolering av svampar fran utsdde av de fem olika rodkloversorterna visade att Bjursele var det
parti som hade storst smitta med 57 % infekterade fron i kontroll respektive 7 % i
Thermoseedbehandlat fré. Morfologisk identifiering visade att Fusarium spp. och Phoma spp.
endast isolerades fran Bjursele. I de andra rodkl6verpartierna isolerades olika svampar, som
inte tillhor rotrotekomplexet.

3.3. Krukforsok

3.3.1. Uppkomst

Uppkomsten av totalt 10 sadda fron visas i tabell 2. Uppkomsten var signifikant hogre for
samtliga sorter jamfort med SW Bjursele vid bada plantrikningarna, forutom SW Nancy som
inte skiljde sig fran ndgon annan sort. Det fanns ingen statstiskt signifikant skillnad i
uppkomst mellan de tva frobehandlingarna eller i interaktionen mellan sort och frobehandling.

Tabell 2. Antal uppkomna plantor per kruka
vid tva tidpunkter i rodkloversorter med och
utan Thermoseedbehandling

Huvudeffekt Plantor/kruka
28 feb 21 mars

Sort

SW Ares 88 ' 89 *
SW Torun 86 * 88 1
SW Yngve 89 * 89 *°
SW Nancy 80 ® 83 ®
SWBjursele 68 ° 69 °
p (sort) 0,002 0,003
Frobehandling

Kontroll 8,1 8,3
Thermoseed 8.3 8,4
p es es
(frobehandling)

cv 12,6 12,7

'Olika bokstiver indikerar signifikanta skillnader
mellan behandlingarna inom varje huvudeffekt



3. 3.2 Sjukdomsindex

Graderingen av rotrota i rotterna visar att Bjursele hade hogst sjukdomsindex i kontrolledet
jamfort med de andra fyra sorterna. Resultatet dr samstimmigt med resultatet fran
undersokningen av frosmitta pa agarplattor. Daremot visar Ares och Nancy lagst
sjukdomsindex i kontrollbehandlingen. TS-behandling har minskat infektionen med 25 % 1
Bjursele, men infektionen har 6kat med 166, 133 och 28 % i Ares, Nancy och Yngve.
Infektionen var pa samma niva i kontroll- och TS-behandling i Torun (tabell 3).

Tabell 3. Medeltal av sjukdomsindex i krukforsok efter tva manader

Huvudeffekt SI
Sort
SW Ares 32
SW Torun 4,3
SW Yngve 5,3
SW Nancy 2,9
Bjursele 6,2
p (sort) es
Frobehandling
Kontroll 4,1
Thermoseed 4.4
p (frobehandling) es
p (sort x frobeh.) es
Ccv 65

3.4. Filtforsok

Signifikanta skillnader i uppkomst bade mellan bade sorter och frobehandlingar (tabell 4)
fanns vid avldsningen 27 juni. TS-behandlade fron hade lagre faltuppkomst jaimfort med
kontrollerna. Dessa skillnader forsvann senare och i augusti fanns inga signifikanta skillnader
vare sig mellan sorter eller mellan behandlingar, aven om det fortfarande fanns en stark
tendens (p = 0,01) att uppkomsten var ldagre for TS-behandlade fron (tabell 4).

Tabell 4. Antal uppkomna plantor per m” i filtforsok

Huvudeffekt Plantor/radmeter
27juni 3 augusti

Sort
SW Ares g9 * 78
SW Torun 58 ° 57
SW Yngve 57 6l
SW Nancy 64 * 66
SW Bjursele 86 * 73
p (sort) 0,024 es
Frobehandling
Kontroll 78 71
Thermoseed 62 ° 62
p 0,05 es (0,01)
(frobehandling)
cv 15,6 12,3

'Olika bokstiver indikerar signifikanta skillnader
mellan behandlingarna inom varje huvudeffekt



3.4 Fdilttest av sortmaterial i naturligt infekterad jord

Bestamningen av rotréta visar svaga och signifikant skilda angrepp mellan sorter redan vid
forsta provtagningstillfallet (Figur 5). Angreppen 1 SW Vivi 6kar snabbast men vid sista
avldsningen finns inga signifikanta skillnader mellan sorterna.
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Figur 5. Inre sjukdomsindex i tre utvalda sorter, SW Torun, SW Vivi och SW Yngve. Signifikanta
skillander mellan sorterna vid varje tidpunkt markerade med olika bokstéver.
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Diskussion

Svampar frimst ur sliktet Fusarium dir F. avenaceum och stammar av F. culmorum anses
vara den framsta orsaken till rotréta i rodklover tillsammans med Cylindrocarpon destructans,
Phoma exigua (Rufelt, 1986). Svaga angreppen idr synliga och utbredda i odlingarna redan
insaningsaret (Wallenhammar et al., 2005). Vi har utvecklat real-tids PCR-metoder och
faststillt ndr i tid de olika patogenerna i rotrotekomplexet infekterar roten. Vara avldsningar
av sjukdomsindex visade forekomst av angrepp vid forsta provtagningstidpunkten (fig 5) och
inga sigifikanta skillander kunde visas mellan sorter i september. DNA-analyserna visade att
C. destruktans forekommer redan vid forsta provtagningen (fig 4). Phoma spp. (primrarna
detekterar bade P. medicaginis och P. exigua) forekommer i laga nivaer fran forsta
provtagningen (fig 3) och okade till betydligt hogre nivéer under hosten. F. avenaceum
ddremot detekterades sporadiskt under sommaren och okar nagot under hosten. F. culmorum
detekterades endast mycket sporadiskt. Resultaten &r i linje med den forsta analysen med
kvalitativa molekylidra metoder av mykofloran som associeras med morkfargning i roten.nér
Wessén (2006)visade att C. destructans, P. exigua, F. avenaceum och Ascomycota sp.
forekom i hogst frekvens. Vi pavisade Phoma spp. i samtliga analyserade prover vid forsta
provtagningstillfallet den 30 juni. Nivaerna av patogenen steg kraftigt i slutet av sdsongen i
samtliga sorter (fig 3) vilket tydligt visar att Phoma sp. dr viktig patogen pa rodklover och att
infektion troligtvis sker redan i borjan av forsta aret da svampen finns i jorden. Patogener har
olika infektionsmekanismer, och angriper olika delar av roten. Mekanismerna kan skilja
mellan hur olika patogener invaderar rotterna och orsakar skada (Tewoldermedhin et al.
2011b). Nagra isolat kan ha en storre potential att orsaka celldod genom t ex produktion av
enzymer som bryter ner cellvidggarna och ddrigenom underlittar for andra patogener att ta sig
in. Utvecklingen av samtliga patogener foljs med analyser 1 vall I och vall 1.

Thermoseedbehandling kan effektivt sanera utsddessmitta da antalet infekterade fron
minskade fran 57 % till 7 %, vilket 6verensstimmer med Lager och Johnsson (2002). Vara
resultat visar dock inte nagon skillnad i uppkomsten i Thermoseedbehandlade led i



vixthusforsoket. Ddremot hade Thermoseedbehandlade fron en statistiskt ldgre uppkomst 1
faltforsoket. Rodklover ér kinslig for 1aga jordtemperaturer och kan vara en bidragande orsak.
Vid andra avldsningen hade skillnaden utjamnats men det fanns en stark tendens till ligre
uppkomst for Thermoseedbehandlade fron.

De molekyldra metoder som utvecklats ger oss mojlighet att karaktérisera jordens mykoflora
och behovet forstirks av att de mest patogena Fusariumsvamparna, F. culmorum och F.
avenaceum, har en stor krets av virdvixter och kan angripa och uppforokas i flera olika
baljvixtarter, vallgrds och vete (Lager och Gerhardson, 2002, Chang et al, 2004.)

Presentation av innehallet i redovisningen

Projektet beviljades som ettarigt projekt 2009 benamnt H0960323.Projeket startade senhdsten
2010, och vakanser har medfort att flera delar av projektet utforts under 2011-2013. Arbetet
med viarmebehandling av rodkloverutsidde inleddes i september 2011. Déarefter isolerades
patogener fran utsidde i agarplattor. Samma utsddespartier odlades i vixthus (2012) samt i falt
(2012). Utveckling av DNA-analyser gjordes i huvudsak 2011, och fullféljdes 2013 da ocksa
rotterna fran faltférsoket analyserades.

Slutsatser

Rodkloverns korta varaktighet &r ett stort problem i vallodlingen och ger snabbt forandrad
sammansittning sa att de insadda grasen dominerar. De molekylédrbiologiska metoder som vi
utvecklat ger oss mojlighet att utreda effekter av odlingsatgérder och att identifiera
tillvagagangssitt for att stiarka uthalligheten i rodklover. Thermoseedbehandling kan vara en
mojlig metod for att sanera infekterat utsidde.

Tack

Tack riktas till Tore Dahlguist Lantminnen SW Seed for leverans av sarskilt utvalda
utsddespartier, till Linda Ohlund, Lantménnen SW Seed och Johan Klingspor, Scandinavian
Seed for tillgang till fréer av testsortiment.

Resultatformedling

Farmers University, Kulturcentret, Jirna. 30 deltagare, lantbrukare och radgivare, 6 augusti
2013.

Planerad formedling; Uddevalla mote januari 2014, Vallkonferens februari 2014.
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