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Bakgrund

Svartpricksjuka, orsakad av Zymoseptoria tritici (f.d. Mycosphaerella graminicola med
asexuellt stadium: Septoria tritici), ar en av de stora sjukdomarna i vete och den bek&mpas
med hjalp av fungicider i stora delar av varlden (Eyal, 1999). | Sverige &ar det numera den
bladflacksjukdom i vete som har storst utbredning och mot vilken huvuddelen av
fungicidbehandlingar i samband med axgang riktas (Wiik, 2009). For att begransa angreppen
ar odlaren hanvisad till fungicidbehandling, anpassning av satid pa hésten och mattlig
kvavetillforsel under var och sommar. Det finns inga kénda resistenta sorter pA marknaden,
men skillnader i angreppsgrad mellan odlade sorter kan observeras. Parallellt med
svartpricksjuka forekommer tva andra bladflacksjukdomar; vetets bladflacksjuka, orsakad av
Pyrenophora tritici-repentis (asexuellt stadium: Drechslera tritici-repentis) och
Parastagonospora nodorum (f.d. Phaeosphaeria nodorum / Stagonospora nodorum) men de
har i allmanhet haft mindre betydelse an svartpricksjuka under senare ar.

Malet med projektet var att beskriva vetesorters resistens mot svartpricksjuka och hur
odlingsomrade, vilka vetesorter som odlas i omradet och lokala isolats eller populationers
virulens och aggressivitet paverkar angrepp.

Material och metoder

For att undersoka samband mellan sort, isolat och odlingslokal valdes sex av de ordinarie
sortforsoken ut. De fordelades mellan Skane, Vastergotland och Ostergétland och
forsoksplatserna valdes i samrad med referensgruppen och efter kontakt med lokala radgivare
betraffande forsdkens status efter Gvervintring och angreppsrisk for svartpricksjuka.
Tillsammans med referensgruppens medlemmar och ytterligare en véxtforadlare prioriterades
nio sorter: Harnesk, Olivin, Ellvis, Kranich, Loyal, Audi, Nimbus, Cumulus och Stigg.
Avsikten var att koncentrera arbetet till fem sorter men att samla in material fran, och
angreppsgradera, alla nio. I man av tid skulle da fler &n de forsta fem sorterna kunna tas med i
projektet. Fran 2013 fanns inte Stigg med i forsoken och fran 2014 utgick sorten Harnesk. |
sortforsoken fungicidbehandlas tva av blocken och tva lamnas obehandlade. All provtagning
och alla graderingar utfordes i de obehandlade blocken.

Blad med angrepp av svartpricksjuka samlades in fran vetesorterna i forséken pa respektive
forsoksplats vid upp till tre tillfallen under sasongen och Z. tritici isolerades pa laboratoriet.
Malet var att samla in minst 15 blad per vetesort, men vid svaga eller mycket starka angrepp
var det inte mojligt att hitta sa manga blad med tydligt definierade flackar. Orsaken till
upprepad insamling var dels en forsakringsatgard och dels kunde det visa sig att svampen
under ett par generationer selekterats beroende pa var den vuxit. Insamlingarna gjordes under
2011, 2012 och 2014.

Angrepp av svartpricksjuka graderades som andelen angripen yta pa de tre dversta bladen vid
varje provtagningstidpunkt. Syftet var att underséka om den inb6rdes rangordningen mellan
angrepp i sorterna varierade mellan olika odlingsplatser. Forekomst av andra sjukdomar
noterades ocksa.



Den statistiska analysen gjordes i SAS (Statistical Analysis System) med procedurer som
rangordnade sorter och identifierade samband mellan angrepp och sort och interaktioner
mellan sort och odlingsplats.

Fran blad med flackar som hade synliga pyknider isolerades och renodlades Z. tritici pa agar.
Isolaten skulle dels anvandas for DNA-extraktion vid utprovning av markdrer och dels for
inokulering av blad. Parallellt med isolering, renodling och beredning av pyknider for analys
utprovades och anpassades en extraktionsmetod for DNA och ett stort antal markdorer
provades for att finna ut vilka som fungerade bést med det insamlade materialet.

DNA extraherades dels fran renisolat av svampen och dels fran enskilda pyknider som skurits
ut ur bladvavnaden. DNA-extraktionen var det forsta steget for att kunna undersoka Z. tritici-
populationens variation mellan sorter och odlingsplatser.

Ett stort antal markdrer for mikrosatelliter har utvecklats for Z. tritici och flera av dem
anvands frekvent i populationsstudier (Owen m.fl., 1998; Goodwin m.fl., 2007). For detta
projekt valdes i forsta hand 11 st. mikrosatelliter fran Goodwin m.fl. (2007). De har anvants
och fungerat val i flera andra publicerade studier.

Markorerna testades med renisolat av Z. tritici fran olika lokaler och sorter. Majoriteten av
dessa harrérde fran insamling i Ostergétland och Viastergétland 2011. De sex markérer som
fungerade bast valdes ut for det fortsatta arbetet. DNA-extraktionerna gjordes darefter direkt
fran pyknider tagna ur bladflackar. Provtagningen begransades till enskilda pyknider eftersom
flera individer av svampen kan patraffas i samma flack. Om flera individer forekommer i ett
prov kan resultaten fran olika markorer bli mycket svara att jamfora.

FOr att undersoka den genetiska variationen hos Z. tritici gjordes PCR med de olika
markorerna. Efter elektrofores skickades sedan de erhallna produkterna till
Rudbecklaboratoriet vid Uppsala Universitet for storleksbestamning. Dérefter analyserades
resultaten med hjalp av programmen GeneMarker och GenAlEX.

Ett urval av prover undersoktes betraffande parningstyp (MAT-1 resp. MAT-2) med specifika
primrar utvecklade for detta andamal (Waalwijk m.fl., 2002; Zhan m.fl., 2002).

Resultat

Utover angrepp av svartpricksjuka forekom vetets bladflacksjuka, brunflacksjuka,
grasmjoldagg, brunrost och gulrost i forsoken. Gulrostangreppen var tidvis sa starka att de i
flera sorter bromsade utbredningen av svartpricksjuka pa bladen. Det forsvarade
angreppsgraderingen och medférde mycket snabb nedvissning av bladen.

Tabell 1 och 2 visar medelvarden av angrepp i respektive sort pa olika lokaler och rankning
av sorterna inom lokal for 2011 respektive 2012. Sorten med svagast angrepp rankades som nr
1.



Tabell 1. Angrepp av svartpricksjuka 2011 pa bladniva 3 omkring DC 73. Procent angripen
bladyta, signifikansniva inom lokal och rankning av angrepp inom lokal. Medelvarde av 2x10
blad per sort.

Lokal Medel-
Sort Glyttinge Marstad Jarpds Grastorp Sandby  véarde Varians
% Harnesk 0.6 27.1 25.8 6.9 3.3 125
Olivin 0.3 9.5 23.7 6.0 4.1 8.4
Ellvis 0.6 1.9 5.1 1.1 4.6 2.6
Kranich 0.4 25 6.1 1.8 6.7 3.1
Loyal 1.5 24.5 22.7 9.3 9.6 13.3
Audi 0.2 0.2 0.2
Cumulus 0.3 6.6 3.4
Nimbus 0.2 21.9 9.9 4.1 3.6 7.9
Stigg - 4.3 2.5 3.4
S|gn n.s. *k*k *k*k * **

Rank Harnesk 5 6 6 5 1 4.6 4.3
Olivin 2 3 5 4 3 3.4 1.3
Ellvis 4 1 1 1 4 2.2 2.7
Kranich 3 3 2 2 5 2.8 1.7
Loyal 6 5 4 6 6 5.4 0.8
Nimbus 1 4 3 3 2 2.6 1.3

Skillnaderna i angreppsniva mellan forséken 2011 var stor aven fér férsok inom samma
odlingsomrade. De starkaste angreppen forekom i sorterna Harnesk, Olivin, Loyal och
Nimbus. Rankningen mellan sorter begrénsades till dem som hade véarden Gverallt. Den
varierade mellan olika lokaler och variansen for sorterna Ellvis och Harnesk var stor, sett éver
fem forsok. Samstammigheten i rankningen mellan sorter i tva forsok i samma odlingsomrade
var nagot battre for dem i Vistergotland (Jarpas och Gréstorp) dn for dem i Osterg6tland
(Glyttinge och Marstad).

Skillnaderna i angreppsniva mellan forséken 2012 var ocksa stor dven for forsok inom samma
odlingsomrade. De starkaste angreppen férekom i sorterna Harnesk, Kranich, Loyal och
Nimbus. Rankningen mellan sorter begrénsades till dem som hade varden Gverallt. Den
varierade mattligt mellan olika lokaler. Sorten Ellvis hade den storsta variansen (1.7) sett dver
fem forsok. Samstammigheten i rankningen mellan sorter i tva férsok i samma odlingsomrade
var god med undantag for sorten Ellvis i Vastergotland (Jarpas och Gréstorp).

Statistisk analys av angrepp i olika sorter i 24 forsok over fyra ar, tre odlingsomraden och sju
sorter (Olivin, Ellvis, Kranich, Loyal, Audi, Cumulus och Nimbus, (Harnesk utgick 2014)),
kompletterade med forsoksutforarens graderingar i nagra fall, visade signifikanta skillnader i
angreppsnivaer mellan forsok i ett omrade, mellan odlingsomraden och mellan sorter under ett
eller flera ar. Daremot fanns det inga statistiskt signifikanta interaktioner mellan vetesort och
odlingsplats (p=0.99). Fig. 1 visar hur sorterna Olivin (2) Loyal (11) och Nimbus (18) utgér
en grupp som karakteriseras av starkare angrepp av svartpricksjuka over alla ar och omraden.
Kranich (8), Ellvis (7), Audi (11) och Cumulus (17) bildar tillsammans en grupp med svagare



Tabell 2. Angrepp av svartpricksjuka 2012 pa bladniva 2 omkring DC 77. Procent angripen
bladyta, signifikansniva inom lokal och rankning av angrepp inom lokal. Medelvarde av 2x10
blad per sort.

Lokal Vreta- Medel-
Sort kloster Lindevad Jarpas Gréastorp Sandby Klagstorp varde Varians
% Harnesk 16.7 5.7 25.0 3.7 2.9 1.6 6.6
Olivin 14.4 1.3 25.0 2.2 2.2 0.7 4.0
Ellvis 3.0 0 2.0 2.9 1.6 0.6 1.6
Kranich 1.7 0.4 9.6 1.8 1.9 - 4.0
Loyal 6.2 2.0 20.6 2.0 2.2 1.1 4.4
Audi - 0 0.6 0.4 1.0 - 0.4
Cumulus - 0.5 4.5 0.3 - - 25
Nimbus 11.8 2.5 - 3.3 10.1 - 7.1
Stigg 0 0 2.1 1.1 - - 1.0
S | g n. *kk *k*k *kk *k*k *k*k n.s.

Rank Harnesk 5 5 4.5 5 5 - 4.9 0.1
Olivin 4 3 45 3 4 - 3.7 0.4
Ellvis 2 1 1 4 1 - 1.8 1.7
Kranich 1 2 2 1 2 - 1.6 0.3
Loyal 3 4 3 2 3 - 3.0 0.5

angrepp sett ver ar och omrade. Harnesk skulle ha ingatt i den forsta gruppen. Alla
kombinationer av odlingsomrade och ar ligger val

samlade i figuren, med ett undantag (Skane 2013). Det gar darfor inte att utldsa ndgon
koppling mellan sort och omrade.

Undersdkningen av parningstyper visade att 26-44 % av proverna horde till parningstyp
MAT1-1 och 56-74 % till parningstyp MAT1-2. Bada parningstyperna kunde forekomma pa
samma blad och &ven i samma bladflack.

Det visade sig vara mycket svart att finna markorer som fungerade pa allt insamlat
vaxtmaterial. FOr de prover som anvandes vid det forsta urvalet markorer och for majoriteten
av proverna insamlade vid Marstad 2011 fungerade de ursprungliga markorerna bra och det
ledde till analyserbara resultat. For prover som samlats in pa andra platser eller under andra ar
fungerade markdrerna samre och ibland inte alls. Detta ledde till ett omfattande arbete med
felsokning inom alla arbetsmoment; provberedning, extraktion, spédningar, val av enzymer
och deras koncentrationer, upprepning av tidigare provers analys, nya bestéllningar av
markorer, installningar av maskiner m.m. Prover skickades ocksa fér sekvensering for att fa
bekréftat att det var ratt svampart.

Nar nya markoérer for mikrosatelliter (Owen m.fl., 1998) provades fungerade de battre &n de
ursprungliga for en del prover fran andra ar och lokaler och inte alls for andra; bade bland
sadana som fungerat respektive inte fungerat tidigare. Utokad felsokning ledde till bekraftelse
att proverna fran Marstad 2011 och nagra prover fran Vastergotland 2011 var de enda som
fungerade i sadan utstrackning att de kunde storleksbhestammas och analyseras.
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Figur 1. Interaktion mellan sorter (réd) och odlingsomrade (bla) i sortforsok under 2011-
2014. Se text for ytterligare forklaring.

Prover fran Marstad i Osterg6tland 2011 far har utgora exempel fran de analyserbara
resultaten. Proverna uppvisade mycket stor genetisk variation. Bland totalt 93 prover fran fyra
vetesorter (Olivin, Kranich, Loyal, Nimbus) fanns det 90 unika individer, dvs. det var endast 3
identiska individer som férekom mer &n en gang. Motsvarande analys dar sex sorter ingick
(foregaende fyra samt Harnesk och Ellvis) visar samma monster med nastan lika manga olika
genotyper som det var prover totalt.

En AMOVA (Analysis of molecular variance) visade att variationen inom en sort var i samma
storleksordning (MS=1.9) som variationen mellan sorter (MS=2.1). Den genetiska
differentieringen matt som Ggr var endast 0.02 - 0.19 med de sex markdrer som anvandes.
Det betyder att det var inga skillnader mellan svamppopulationerna pa de olika vetesorterna.
Ett varde narmare 1.0 skulle ha tytt pa stor variation mellan populationerna, och i det har
fallet har skilda svamppopulationer pa olika sorter.

Det fanns inte heller nagon struktur i materialet som kunde relateras till olika sorter (Fig. 2).
Prover fran fyra sorter, hér representerade som P1 — P4 och med olika farger i figuren,
fordelar sig jamnt 6ver hela "tradet". Ju tjockare linjen mellan punkter ar desto starkare ar
slaktskapet mellan proverna. De tre prover som forekommer mer &n en gang finns i ett fall i
tva olika sorter (bla+gron stor prick) och i de andra fallen i samma sort (bla resp. gul stor
prick).



Populations

B 2011 _P1
= 2011 P2
@ 2011 P3
O 2011_P4

Figur 2. Genetisk diversitet hos Z. tritici i 93 prover fran fyra vetesorter (Olivin-P1, Kranich-
P2, Loyal-P3, Nimbus-P4). Marstad i Ostergotland 2011.

Varken i exemplet ovan eller i de andra delar av materialet vilka gav begrédnsade mdéjligheter
till analys, p.g.a. icke fungerande markorer, fanns det tecken pa att nagra genotyper skulle
forekomma mer frekvent i en sort &n i en annan.

Inga resultat fran inokulering av blad av olika vetesorter med isolat fran andra sorter kunde
analyseras.

Diskussion

Resultaten fran projektet visar att det forekommer genetiskt olika populationer av Z. tritici i
olika delar av landet och kanske pa en @&nu mindre skala. Svampen har ocksa en omfattande
sexuell forokning vilket kan bidra till utvecklingen av lokala populationer. Hypotesen att olika
isolat av Z. tritici har specialiserat sig pa olika vetesorter har inte kunnat bekréaftas pa grund av
svarigheter att finna mikrosatellit markorer som fungerade for tillrackligt stora delar av det
material som samlats in.

Analys av graderingar i sortforsék kunde inte visa nagot samband mellan sort och
odlingsplats. De skillnader som identifierades kan i forsta hand forknippas med naturlig
variation, lokalt vader och odlingsfaktorer. Angrepp av en svamp kan ocksa hamma angrepp
av en annan. Eftersom flera sjukdomar fanns i forsoken kan detta inte uteslutas men
undersokningen var & andra sidan inte upplagd sa att detta kunde belysas fullstandigt. For att
komma till ett definitivt svar pa fragan om samband mellan angrepp i sorter och odlingsplats
behover féltdata kompletteras med information om den genetiska strukturen i Z. tritici-



populationen i falt. Detta kan inte goras utan att man forst utvecklar nya markaorer ur en storre
samling svenska isolat av Z. tritici.

Z. tritici ar en heterotallisk svamp. Det innebér att sexuell forokning bara kan ske om tva
individer av svampen med olika parningstyp MAT1-1 respektive MAT1-2 mots. Annars sker
bara asexuell forokning. Férekomsten av bada parningstyperna MAT1-1 och MAT1-2 och
proportionerna dem emellan visar att det finns goda forutsattningar for sexuell férokning av Z.
tritici. Att sa ocksa sker visas av den mycket stora genetiska diversiteten i de undersokta
proverna. De populationer som fanns i falten ar resultat av sexuell férokning som kan ha skett
aret innan och sedan har ascosporer spridits med vind och infekterat veteplantor under hosten
eller 6vervintrat och infekterat foljande var. Det &r inte ovanligt att upptacka angrepp under
senhdsten och vintern sa hostinfektionerna har stor betydelse for svampens etablering i falt.
Den sexuella forokningen innebdr stora mojligheter for att lokalt anpassade virulenta och
aggressiva genotyper selekteras fram pa kort tid. Det dkar risken for utveckling av resistens
mot fungicider och eroderande resistens hos resistenta eller mindre mottagliga sorter.

Sléktskap mellan olika isolat och isolatpopulationers storlek undersoks med markdorer (s.k.
mikrosatelliter). De anvanda markérerna, som var utvecklade i England och USA (Owen
m.fl., 1998; Goodwin m.fl., 2007), har anvénts och fungerat upprepade ganger i utlandska
studier. | litteraturen finns det flera exempel pa forekomst av lokala populationer som har
identifierats med hjélp av dessa markdrer (EI Chartouni m.fl., 2011; Gurung m.fl., 2011). |
den svenska studien har de daremot fungerat mycket olika fran fall till fall. Just detta; att de
inte fungerade dverallt, visar att Z. tritici har utvecklat lokala populationer i Sverige.
Sannolikt forandras de ocksa fran ar till ar pa grund av omfattande sexuell reproduktion. Hur
stora skillnaderna &r och hur stora férandringarna ar mellan ar kan inte utlasas av har pa grund
av stora luckor i resultaten fran arbetet med markadrerna. Ju storre skillnaderna mellan
populationerna ar och ju storre forandringarna ar fran ar till ar desto viktigare skulle det vara
att bevaka effekterna av fungicidbehandlingar och hur olika sorter angrips. Om olika
genotyper av patogenen infekterar olika vetesorter pa en plats, sa skulle det kunna detekteras
med de genetiska markorerna. Det skulle vara bevis for en stark interaktion mellan isolat och
sort och att svampen kan anpassa sig till olika sorter. I sin tur skulle det ge ledtradar om hur
hallbara olika typer av resistens kunde vara i praktiken. For att kunna besvara ovanstaende
fragor behdver man utveckla markorer som baseras pa isolat fran olika platser i landet.

Slutsatser och rad

Slutsatser fran detta projekt ar att

1) bada parningstyperna av Z. tritici forekommer i sadan frekvens att sexuell reproduktion av
svampen ar mojlig

2) det ar en mycket stor genetisk variation i Z. tritici inom ett falt och det tyder pa omfattande
sexuell reproduktion i svampens livscykel

3) den genetiska variationen kan inte dverséttas till specialisering av olika isolat pa olika
sorter.

4) det tycks finnas lokala populationer av Z. tritici i landet. Detta baseras pa att flera primarar
har fungerat val for prover fran ett omrade och ar men inte for de 6vriga.

5) for vidare studier av populationer av Z. tritici och hur de sammanhé&nger med utvecklingen
av svartpricksjuka &r det nédvandigt att utveckla markdrer som harrér ur svenska isolat av
svampen. Markorer som utvecklats i andra lander, och som visat sig fungera med prover fran
andra geografiska omraden an dar de utvecklats fungerar inte tillrackligt bra for
populationsstudier med "svensk™ Z. tritici.



6) om variationen i angrepp mellan lokaler beror pa annat 4n miljo- och odlingsfaktorer sa har
det inte kunnat faststéllas genom denna studie.

For en veteodlare pekar resultaten fran detta projekt pa vikten av att valja en vetesort som inte
ar starkt mottaglig for angrepp av svartpricksjuka. Det finns dessvérre inga resistenta sorter
som kan rekommenderas idag. Sortvalet paverkas ocksa av andra parametrar som ar relaterade
till odlingen (vinterh&rdighet, avkastning etc.) och till resistens eller kanslighet for andra
skadegOrare som &r viktiga att ta hansyn till i enskilda situationer.

Da hostvetegrodor kan infekteras av Z. tritici redan under hosten kan man 6vervéga atgérder
som forsvarar att de sker. Pa halmrester i falt finns det sannolikt sporhus med sexuellt bildade
sporer (ascosporer) om svartpricksjuka har forekommit i odlingen under sommaren.
Ascosporerna kan, till skillnad fran de asexuella sporerna, spridas med vinden och infektera
nyss uppkommen hostvete pa bade korta och langa avstand fran faltet. Noggrann nedbrukning
av halm eller pléjning efter skérd skulle férsvara denna spridning. Om tidig hostvetesadd
dessutom kunde undvikas skulle det ytterligare forsvara for ascosporer av Z. tritici att
infektera. L&ngre tidsintervall mellan hostvetegrddor skulle minska mojligheterna for
infektion fran svamp som Gverlevt pa véxtrester.

Det ar dessutom mycket viktigt att bevaka resultatet av fungicidbehandlingar som utférs mot
svartpricksjuka och folja upp orsaken om man ser en svag effekt. En svamp som har stor
formaga till forandring kan utveckla resistens mot fungicider. Sadan finns redan idag och det
ar darfor viktigt att man foljer de rad om strategier for att bromsa utveckling och spridning av
fungicidresistens som ges av landets véaxtskydds- och véaxtodlingsradgivare.

De ovan namnda atgarderna ingar i principerna for tillampning av integrerat véxtskydd.

Publikationer
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Resultatformedling till néringen

Projektet presenteras vid en IPM workshop pa SLU i februari 2011 dar ett stort antal
radgivare medverkade.

Delresultat har presenterats vid ett mote med Amneskommittén for véaxtskydd i augusti 2012
och Kkorta lagesrapporter har lamnats vid motsvarande moten dérefter.

Till ett mo6te i april 2015 var en ny presentation planerad, men fick stéllas in p.g.a. sjukdom.
En sammanfattning av foredraget lades in i motesprotokollet och det kommer att publiceras
pa FaltForsks hemsida.

Pa institutionens hemsida har det tidigare funnits en presentation av projektet.
http://www.slu.se/sv/institutioner/skoglig-mykologi-vaxtpatologi
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