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Inledning och bakgrund

Rotrota orsakad av algsvampen Aphanomyces euteiches (Drechsl.) dr bade globalt och i
Sverige en viktig sjukdom som drabbar irt. Vid Findus AB i Bjuv har man sedan 1960-talet
strivat efter att minimera skadeverkningarna av drtrotréta, framforallt genom att testodla alla
kontraktodlares jordar i vixthus for att undvika smittade filt. Det hir forskningsprojektet
initierades efter att man under senare ar i dessa biotester och i filt noterat forekomsten av
rotrota orsakad av en annan algsvamp som tillhor sliktet Phytophthora. Ett isolat fran Findus
odlingsomrade bestimdes med traditionella metoder av experter i Holland (Centralbureau
Voor Schimmelculture) till Phytophthora erythroseptica var pisi, en daligt kind varietet
endast omnamnd i en publikation fran 1950-talet. Inledande studier pa Institutionen for
Skoglig Mykologi och Vixtpatologi pa SLU i Uppsala genomforda med molekylar metodik
indikerade dock att det inte var den art som CBS kom fram till, utan antingen var en variant
av Phytophthora sojae, som idr en globalt mycket viktig jordburen patogen pa sojabonor, eller
en for vetenskapen dnnu obeskriven art som star néra P. sojae.

I projektet ville vi ha en bred ansats for att orientera oss om olika grundldggande aspekter.
Malsittningen med projektet var att kartldgga vilka av vara viktiga kulturvixter som var
virdar for patogenen och kunde uppforoka smittan, for att forbattra radgivningen om lamplig
vixtfoljd. Vi ville ocksa fa en uppfattning om storleksordningen pa mojliga skordeforluster i
filt. Vidare ville vi genomfora en orienterande undersdkning om resistens mot Phytophthora-
rotrota fanns i genpoolen for nagra viktiga kulturvixter. Viktigt i detta sammanhang var
ocksa att med hjilp av molekylidra verktyg mer exakt klargora vilken art det var fragan om.

Material och metoder; genomfort arbete
Patogenitetstester, virdvixtkrets

Sammanlagt testades 48 virdvixtarter for mottaglighet mot isolat 97603, som var det enda
som da fanns tillgéingligt. Da inledande resultat visade att endast vissa drtvéxter var
mottagliga, fortsatte arbetet med att testa ett sa brett urval av drtvaxtarter som mojligt, detta
mojliggjordes bl.a genom samarbete med de botaniska tradgardarna i Uppsala och Stockholm
som tillhandaholl fréer av vilda arter. Under 2011 testades dven ett urval av arter med tre
olika isolat.

Faltforsok med olika forfrukter

Tre filt med konstaterad Phytophthora-smitta valdes ut for faltforsok som forlingdes under
projektets gang till att omfatta fyra ar. Under ar ett odlades akerbona pa hela ytan for att
uppforoka smittan. Under ar tva och tre odlades olika forfrukter i randomiserade blockforsok
for att undersoka en eventuell differentierad effekt pa den vidare uppforokningen av smittan,
och for att klargéra om mottaglighet i vixthusforsok ocksa aterspeglades under
faltforhallanden. Varje parcell med respektive forfrukt var 60 m2 och upprepades fyra ganger



per plats. De olika forfrukterna som odlades under ar tva och tre utgjordes av tre mottagliga
(ért, akerbona, fodervicker) och tva resistenta (rodklver och bla lupin) baljvixtgrodor.
Gronmassan vigdes vid samma tidpunkt i alla parceller for varje forfrukt. Infor ar fyra
delades parcellerna och det odlades dkerbonor respektive konservirter det fjarde aret tvirs
over alla parceller och upprepningar vilket gav data for bade drt och akerbona.
Sjukdomsangrepp pa rotterna av dessa bada grodor lédstes av och skorden mittes.

Isolatinsamling och inventering

En metod for isolering av arten var under utarbetning da projektet startade. Proceduren kriaver
relativt nyinfekterade rotter, och var ddrmed arbetskrdvande. For att ha ett representativt urval
for fortsatta analyser upprittades en samling av totalt 13 isolat, dir varje isolat hdarstammade
fran ett unikt filt. Isoleringarna utgick fran rotter fran jordtesterna som utfors vintertid pa
Findus AB.

Eftersom samtliga biotester for drtrotrota pa Findus AB diagnostiseras med mikroskopi,
kunde statistik uppréttas for frekvens och geografisk forekomst av Phytophthorarotrétan,
eftersom patogenen kan skiljas fran A. euteiches baserat pa morfologi.

Molekyldr analys och artbeskrivning

For att faststélla att vi hade att géra med en ny art kridvdes sekvensdata (en nukleédr och en
mitokondriell gen) fran flera isolat, och ytterligare sekvensdata (flera nukleéra gener) for ett
isolat. PCR amplikoner fran de 13 isolaten togs fram i Uppsala, och skickades pa
sekvensering i Korea. Den fylogenetiska analysen av sekvensdatat upprittades i samarbete
med Dr Jaime Blair (Franklin & Marshall College, PA, USA) som utférde de formella
analyserna med hjélp av tidigare publicerade data fran andra arter.

Den formella beskrivningen av en ny art ir en viktig process for att underlitta publiceringen
av den fortsatta forskningen. Till det krdvs forutom patogenitetstester, typkulturer och
molekyldra data ocksa morfologiska och fysiologiska analyser och statistisk bearbetning av
dessa. Dessa experiment utférdes i Uppsala och den taxonomiska artbeskrivningen dar
patogenen fick namnet Phytophthora pisi inkluderades i en uppsats om patogenen och
sjukdomen som publicerades i Plant Disease.

Baserat pa ITS sekvensdata designades ocksa artspecifika PCR primers som kan utvirderas
och forhoppningsvis anvindas for detektion och kvantifiering av patogenen i jord och
vixtmaterial. Vi har inte gatt vidare med den delen dnnu, men under projektets gang har en
samling med jordprover fran Findus biotester sparats, varav en del har bekréftad naturlig
smitta av Phytophthora pisi. Dessa blir virdefulla for att utvirdera molekylédra
detektionsmetoder i jord i framtiden.

Resistensscreening

Screening av genetiskt material av drt for resistens mot Phytophthora pisi utfordes pa Findus
AB. Denna del av projektet delfinansierades av KSLA. Efter inledande forsok stod det klart
att stark resistens i drt inte var latt att hitta, vi utokade darfor ansatsen till att titta pa
genbanksmaterial ocksa fran tre av de andra kulturvixterna som befunnits mottagliga,
namligen akerbona, lins och kikirt. Totalt screenades ett hundratal linjer av dessa arter, och



176 éartlinjer.
Artificiell jordinokulering och analys av sjukdomshdmning

Pa ett tidigt stadium i projektet visade det sig att det &r svart att producera stora mangder
vilsporer av P. pisi i flytkultur pa det sitt som fungerat vil for att producera ett doserbart
pulverformat inokulum av A. euteiches. Efter vissa optimeringsanstringningar fick vi fram en
liten mingd sadant inokulum som testades under 2012 och som i klimatkammarforsok kunde
orsaka tydliga symptom i naturlig jord. Det har ddremot inte under projektets gang varit
mojligt att enligt projektplanen testa artificiellt inokulerade jordar for sjukdomshdmning och
effekter av kalciumtillsatser.

Resultat
Patogenitetstester, virdvdxtkrets

Huvuddelen av arbetet med patogenitetstester for att kartligga virdvéxtkretsen utfordes
under 2009. Alla arter som klassades som mottagliga star fylogenetiskt néra drt i drtvixternas
familjetrdd. De inkluderar forutom ért, kulturvixterna akerbona, lins, kikért och fodervicker,
och ett antal vildvdxande arter i sldktena Lathyrus och Vicia. Andra agronomiskt viktiga
baljvixter som lusern, lupin, kiringtand, kloverarter, vanlig bona m.fl var resistenta mot
angrepp. Den senare omgangen patogenitetstester som utférdes med tre olika isolat
bekriftade resultaten fran den forsta. Resultaten finns publicerade i Plant Disease.

Forfrukter och gronmassa i filtforsok

De forsta forsoksaren visade att det forutom Phytophthora dven fanns Aphanomyces
euteiches pa alla forsoksplatser. Under de tre forsta forsoksaren vigdes gronmassan och
resultaten tyder pa att bade A. euteiches och P. pisi angrep framforallt drt. Sjukdomsindex var
hogt och farskvikten var 1ag. Det gick att hitta oosporer av bade A. euteiches och P. pisi i
artrotterna. I akerbonorna fanns det oosporer av P. pisi och i fodervicker fanns det osporer av

bade A. euteiches och P. pisi. Ingen av patogenerna hittades i rodklover eller bla lupin.
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Fig. 1. Oosporer av Aphanomyces euteiches (t.v.) och Phytophthora pisi (t.h.) i r6tter av
fodervicker fran faltforsoket i Kéarrarp 2010. Foto: Anna-Kerstin Arvidsson.



Fig. 2. Phytophthora pisi i rotter av akerbonor i naturligt infekterad féltjord.
Foto: Anna-Kerstin Arvidsson.

Effekt pa sjukdomsindex och skord av dkerbona och dirt

Sjukdomsindex och skord for akerbona och ért under ar fyra analyserades statistiskt med
variansanalys och med forsoksplatsen som block. Medelvirdet for sjukdomsindex pa
akerbonor for de tre forsoksplatserna var signifikant hogre (P < 0,05) efter akerbonor &n efter
ovriga grodor (fig. 3). Skorden for akerbonor var pa motsvarande sitt signifikant lagre efter
kerbonor och irt jamfort med rodklover och bla lupin (fig. 4). Aven efter fodervicker fanns
det en tendens till ldgre skord i akerbonorna.
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Fig. 3. Sjukdomsindex pa rétter av dkerbonor odlade det fjérde forsoksaret efter drter, dkerbona, rédklover, bla
lupin eller fodervicker som forfrukt. Staplarna visar medelvirden av sjukdomsindex pa de tre forsoksplatserna.
Bokstidverna ovanfor staplarna visar Duncan-gruppering (P<0,05). Medelvirden med samma bokstav &r inte
signifikant atskilda.
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Fig. 4. Skord av akerbonor odlade det fjirde forsokséret efter drter, akerbona, rodklover, bla lupin eller
fodervicker som forfrukt. Staplarna visar medelvérden av skord pa de tre forsoksplatserna. Bokstiverna ovanfor
staplarna visar Duncan-gruppering (P<0,05). Medelvirden med samma bokstav ir inte signifikant atskilda.

For drter var sjukdomsindex signifikant hogre efter drter som forfrukt jamfoért med ovriga
forfrukter (fig. 5). Rodklover och bla lupin som forfrukter gav ldgst sjukdomsindex i art.
Skorden av konservirt var generellt hog men dnda signifikant lagre efter drt och fodervicker
som forfrukter (fig. 6).
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Fig. 5. Sjukdomsindex pa rotter av drter odlade det fjirde forsoksaret efter drter, dkerbona, rodklover, bla lupin
eller fodervicker som forfrukt. Staplarna visar medelvirden av sjukdomsindex pa de tre forsoksplatserna.
Bokstidverna ovanfor staplarna visar Duncan-gruppering (P<0,05). Medelvidrden med samma bokstav dr inte
signifikant atskilda.
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Fig. 6. Skord av idrter odlade det fjarde forsoksaret efter drter, akerbona, rodklover, bla lupin eller fodervicker
som forfrukt. Staplarna visar medelvarden av skord pa de tre forsoksplatserna. Bokstdverna ovanfor staplarna
visar Duncan-gruppering (P<0,05). Medelvirden med samma bokstav &r inte signifikant atskilda.

Forekomst i Findus odlingsomrdde

Utdrag fran Findus databas 6ver jordtester infor drtodlingssasongerna 2009-2011 visade att
Phytophthora fanns i mellan 2,0 till 4,5% av alla testade jordprov. Aven A. euteiches fanns i
hilften eller fler av dessa prov. Inget talar for att den geografiska utbredningen av
Phytophthora skulle skilja sig at fran den for A. euteiches. Patogenen observerades ocksa
under projektets gang i prover fran Vistergotland, och det finns ingen anledning att tro att
den 4r begrinsad till sydligaste Sverige.

Tabell 1. Forekomst av Aphanomyces och Phytophthora rotréta i jordprov i biotest i vixthus aren 2009-2011.

Odlingssidsong | Totalt antal Prov med Prov med Phytophthora och
prov Phytophthora rotrota Aphanomyces rotréta | Aphanomyces:
2009 1079 36 (3.3%) 286 (27%) 25
2010 1017 20 (2.0%) 249 (25%) 9
2011 1007 45 (4.5%) 257 (23%) 37

a: vardet representerar prov inkluderade i kolumnerna med vérden for Phytophthora respektive Aphanomyces.
Molekyldra analyser och artbeskrivning

De fylogenetiska analyserna bekriftade att isolaten vi samlat in hor till en tidigare obeskriven
art. Eftersom vi bara hade 13 isolat gick vi inte vidare med populationsgenetiska analyser,
men vi konstaterade att det fanns en viss inomartsvariation bade i den nukleédra och den
mitokondriella genen som analyserades for alla 13 isolat. Denna genetiska variation skulle
kunna antyda att patogenen vi har att gora med dr naturligt forekommande i Skanes jordar.
och dirmed uppvisar en genetisk variation i populationen, alternativt &r en nykomling men
dir flera individer etablerats. For vidare detaljer hinvisar vi till artikeln i Plant Disease.

Resistensscreening
Inledande screening av genbanksmaterial foljdes upp med experiment dir de preliminért

bista och de sé@msta linjerna av varje vixtslag jimfordes i replikerade forsok. Resultaten &r
inte slutgiltigt analyserade for alla grodor, men det star klart att den starkaste skillnaden i




symptom mellan olika linjer aterfanns i akerbona, dér spannvidden ir helt symptomfria
plantor till mycket starkt angripna. Ocksa i ért, kikért och lins kan man se reproducerbara och
statistiskt signifikanta skillnader i symptom mellan sorter, men den dvergripande bilden ér att
samtliga testade linjer dr mottagliga. For akerbona inkluderades nagra aktuella sorter pa den
svenska marknaden i férsoken (forutom genbanksmaterialet), och intressant nog aterfanns
bade starkt resistenta och starkt mottagliga sorter bland dessa. Eftersom akerbona dr en groda
som Okar i odling i Sverige gick vi vidare med resultaten och testade dven ett par sorter
(Tattoo som var resistent och Laura som var mottaglig) mot hela isolatsamlingen. Starka
resistensgener i vixter kinnetecknas ju ofta av att de bara fungerar mot vissa genotyper av
den angripande patogenen. Resistensen visade sig ha effekt mot samtliga isolat, dock var inte
alla plantor av den resistenta sorten helt symptomfria.

Diskussion och slutsatser

I vixtfoljdssammanhang pekas ofta akerbona ut som en ersittare till ért vid forekomst av
artrotrota, men resultaten fran undersokningen visar med all 6nskvird tydlighet att det inte
alltid 4r lampligt. Den sedan tidigare okdnda arten P. pisi angrep kulturvixterna art, akerbona
och fodervicker i patogenitetstester och vixtfoljdsforsok. Patogenen som orsakar drtrotréta,
Aphanomyces euteiches, infekterar inte akerbona, men om P. pisi finns nédrvarande i jorden
finns det stor risk for skordeforluster. P. pisi 6verlever i jorden som oosporer och eftersom
dessa kan overleva linge i jord ér det viktig att undvika uppférokning pa liknande sétt som
for A. euteiches. Den nirbesldktade patogenen Phytophthora sojae fororsakar globalt stora
skordeforluster i intensiv odling av sojabonor och stora resurser laggs pa att undvika och
bekdmpa angrepp. Den for niringen mest uppenbara slutsatsen ir att anpassa vixtfoljden och
ta hansyn till smittoldge av P. pisi i jorden innan sadd av akerbona. Val av resistenta sorter
kan ocksa i framtiden bli en strategi i praktisk odling.

I faltforsoken var det tydliga skillnader i angrepp av P. pisi och slutlig skord i bade akerbona
och irt efter de olika forfrukterna. Skorden av akerbona var lagre efter forfrukterna rt,
akerbona och fodervicker, som alla &r viardvixter for P. pisi. Vid odling av ért efter
forfruktaren komplicerades forhallandena av att bade A. euteiches och P. pisi hade
uppforokats av virdvixtena drt och fodervicker. Det ér dven tinkbart att den djuprotade
forfrukten akerbona inverkade positivt pa jordstrukturen och medforde ldgre vattenmaittnad
och mindre infektion pa den efterfojande drtgrodan trots en hog smittoniva.

Skordarna av bade ért och akerbona det fjarde aret blev hogre dn forvintade, speciellt i de led
ddr mottagliga forfrukter hade odlats. Dessa resultat kan jimforas med liknande forsok som
utfordes for tio ar sedan i samma filt som ett av faltforsoken i detta projekt. Syftet med
forsoken i davarande projekt (Levenfors, J. 2003) var att utrona effekten av olika
baljvixtforfrukters inverkan pa A. euteiches. Da resulterade odling av forfrukterna akerbona,
fodervicker och irt i en da oforklarlig skordeminskning pa 25-30% i efterfoljande akerbonor.
Motsvarande skordeminskning i akerbonor i samma filt i detta projekt var ca 20% och
forklaras av ett angrepp av P. pisi, som med stor sannolikhet fanns i féltet ocksa for tio ar
sedan.

Sammantaget tyder dessa resultat pa att storleken pa skordeforlusterna orsakade av P. pisi
varierar ganska starkt med arsmanen. Man kan ténka sig att det har det varit relativt torrt i
marken under den tidiga tillvixtperioden och dirmed har inte effekten av patogenerna blivit
sa stor som forvéntat. Under april och maj regnade det endast 36 resp. 30 mm, vilket &r ldgre



an medelnederborden for omradet. Bade Aphanomyces och Phytophthora gynnas av vatten
och orsakar kraftiga skordeforluster om det regnar mycket under grodans kinsliga
utvecklingsstadier fére blomning. Rikligt med regn under senare delen av sdsongen kan
ddremot dven ha en mildrande effekt pa skordeforluster, eftersom vixten forsorjs med vatten
trots skadat rotsystem.

Stora variationer i resistens kunde miitas i olika sorter av akerbona och det &r uppmuntrande
med tanke pa svarigheterna att bekdmpa angreppen. Detta r i likhet med P. sojae och
sojabona dir resistensforddling dr den enskilt viktigaste atgirden mot angrepp. Inga eller
endast sma skillnader i resistens mot P. pisi kunde métas i ett urval av artlinjer, vilket
forefaller vara samma som for A. euteiches och ért. Ett antal sorter av akerbona har testats i
sortforsok i filt i ar som verifierar skillnaderna.

Slutligen fortjanar det ocksa att namnas att resultat fran projektet gett uppslag till
grundldggande forskningsprojekt och internationella samarbeten kring virdspecificitet i
Phytophthora och resistensgenetik i akerbona.

e En ny rotpatogen pa ért och dkerbona har beskrivits: Phytophthora pisi sp.nov.

e Virdvixter forutom idrt och dkerbona dr fodervicker, lins och kikirt.

¢ Lusern, lupin, kdringtand, kloverarter, vanlig grén bona var resistenta mot angrepp.

¢ Resistensscreening tyder pa stor variation i marknadssorter av akerbona, men sma
eller inga skillnader hos irt.

¢ Resultat i faltforsok verifierade patogenitetstesterna och drt, akerbona, fodervicker
angreps i filt av P. pisi.

e Skorden av akerbona paverkades negativt av forfrukterna drt, akerbona och
fodervicker trots att det torra vidret gav en sen infektion av P. pisi.

o [ vixtfoljder pa jord smittad med den oosporbildande P. pisi bor dessa tre kulturvixter
behandlas som samma och inte odlas oftare dn vart attonde ar eller lingre vilket &r
rekommendationen for A. euteiches.
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