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Saker diagnos och utbredning av rostringar i potatis

Paula Persson, Sveriges lantbruksuniversitet, institutionen for vaxtproduktionsekologi, Box
7043, 75007 Uppsala
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Fig. 1 Exempel pa rostringssymptom i potatis. Knélprover inskickade till projektet.

Inledning

Rostringar och rostflackar, nekrotiska eller fargforandrade bagar och flackar inuti
potatiskndlar, ar orsakade av tva virus: Potatis mopp-topp virus, PMTV och Tobak rattel
virus, TRV. Rostringar ar ett allvarligt kvalitetsproblem i matpotatis for direktkonsumtion
men ocksa for industripotatis da knolar med symptom inte kan anvandas till chips eller
pommes frites.

Bada virusen ar vitt spridda i potatisproducerande omraden i varlden. | USA och Kanada har
rostringar “’corky ring spot” varit associerade med TRV medan PMTYV har identifierats under
senare ar (Xu et al. 2004). | Europa detekterades PMTYV forst pd Irland, i England och i
Skottland och har ocksa pavisats i Nederlanderna men har aldrig officiellt rapporterats
darifran. | de nordiska landerna har PMTV forekommit under de senaste trettio aren men
konstaterades redan i slutet av 60-talet i Norge (Bjérnstad 1969). Maria Sandgren inventerade
forekomst av PMTYV i Sverige under slutet av 1980-talet och bdrjan av 90-talet och fann en
riklig férekomst framforallt i de véstra och s6dra delarna av landet (Sandgren, 1995).
Rostringar orsakade av TRV é&r sedan lange kanda i Sverige men nagon regelratt inventering
har inte utforts tidigare. Rostringar orsakade av TRV anses vara ovanliga i Finland men
forekommer bade i Norge och Danmark. De nematoder som Gverfor TRV viruset ar vanliga
och frekvent forekommande i hela Norden (Fig. 2).



Distribution
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H Fig 2. Utbredning av stubbrotsnematoder
(efter professor B. Eriksson, SLU).

Biologi PMTV. Virusets vektor ar den jordburna potatispatogenen Spongospora subterranea
som orsakar pulverskorv, vars tjockvaggiga vilsporer kan 6verleva mycket lange i marken
med PMTV virus i. Jordprov lagrat i +4 °C i mer &n 16 ar visade smittoverforing till
tobaksplantor (Ulrike Beuch muntl.). Fuktiga och svala forhallanden under vaxtsésongen
gynnar pulverskorvens mojlighet att angripa plantor och darmed ocksa dverféra PMTV virus.
PMTV har fa véardvéxter forutom potatis men ogras inom sléaktet Solanaceae ar mottagliga
sdsom nattskatta S. nigrum och bagarnattskatta S. phylsalipholium som bérjar spridas i
Sverige. PMTV smitta 6verfors ocksa via utsade, den allvarligaste spridningsformen.

Biologi TRV. Detta virus vektorer &r stubbrotsnematoder, s.k. migrerande nematoder inom
slaktena Trichodorus och Paratrichodorus. Nematoderna ar sma men kan i uppforstoring
kannas igen pa sin bojda muntagg (Fig. 3)

Fig. 3

Nematoderna migrerar med vattennivan i marken och tar sig till djupare lager nar det blir
torrt. TRV virus ar jordburet och lever i stubbrotsnematoderna. TRV 6verfors dock inte till
nematodernas avkomma. Man vet inte hur gammal en nematod kan bli men troligen kan TRV
overfors av en nematod i tva.

Till skillnad fran PMTV har TRV méangder av vardvaxter som det kan uppforokas i.
Nematoderna foder ocksa pa manga vardvaxter. Mycket mottagliga TRV véxter ar de vanliga
ograsen vatarv, lomme och kvickrot. Nematoderna trivs och uppforokas sarskilt val pa rajgras
och korn.



Virusens sammanséttning. Bade TRV och PMTV bestar av RNA partiklar (Fig. 4). Tva
stycken for TRV och tre for PMTV. PMTYV partiklarna finns alltid tillsammans medan TRVs
bada partiklar ofta &r separerade dvs. att det ar vanligt att RNA 1 partikeln &r ensamt
forekommande, t.ex. i en knol. TRV-viruset kan med denna enda partikel forflytta sig och
aven ge upphov till symptombildning. Detektion av TRV virus maste darfor fokuseras pa
RNA 1 partikeln for att fa en korrekt bild av forekomsten av viruset. For att kunna vara
overforare av TRV virus maste nematoderna ha bada partiklarna i sig.
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Fig. 4 Virusens sammanséttning

Pga. att TRVs RNA partiklar ofta ar separerade ar risken for utsadessmitta lag och finns
endast RNA1 i utsddesknoélen kan inte viruset foras 6ver till nematoderna ( Fig. 5)

Utsddessmitta TRV - lag risk fér introduktion i féltet
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Internationellt samarbete

Projektet har varit knutit till det internationella projektet ”Enhanced controle of Potato Mop-
Top Virus in the Nordic and Baltic Sea Region” ett samarbetsprojekt mellan 10 ldnder som
pagick 2005-2009 koordinerat av professor Jari Valkonen, Helsingfors universitet. Férutom
arliga projekt work-skops har projektledare Paula Persson varit med pa tva arbetsmoten dar i
det ena fallet studerades PMTVs symptomutveckling i blast vilket gjordes i ett falt pa Jaeren i
vastra Norge dar man sedan manga ar satter utsadespartier for bedémning av smitta. | det
andra arbetsmdtet pa Bioforsk, As, Norge diskuterades och arbetades med diagnosmetoder
och provberedning av kndl och jordprover.

Material och metoder

Diagnos av rostringssymptom pa knélar eller detektion av virusforekomst i knolar utan
symptom har i projektet gjorts med molekylar analysmetodik s.k. realtids PCR, polymerase
chain reaction. Denna utveckling av PCR metoden gor det mojligt att kvantifiera det DNA
eller RNA som studeras. En stor fordel &r att man i en och samma reaktion kan detektera mer
an en typ av DNA/RNA och detta har vi utnyttjat i projektet. PCR kraver specifika DNA
primrar och for rostringsviroserna har i projektet anvants de som beskrivs i ett arbete fran
England (Mumford et al. 2000). Steg ett i analysen &r extraktion av virus-RNA fran knol och
plantmaterial. For att optimera utbytet av RNA jamfordes flera kommersiellt tillgédngliga
extraktionskits. Steg tva i analysen ar sjalva realtids PCR reaktionen med malet att kunna
detektera bada virusen samtidigt. Den maste da ske efter den s.k. TagMan principen.
Reaktionen kraver da forutom specifika primerpar for bada virusen ocksa specifika prober for
respektive virus (Fig. 6). Eftersom PMTV och TRV besar av RNA partiklar maste dessa med
enzymet transkriptas dverforas till komplementiar cDNA, pga. av att PCR reaktionen kraver
DNA for att kunna genomforas. | figur 7 listats de ingredienser som behdvs for en realtids
PCR och figur 8 anger de steg och temperaturer som kravs. Efter extraktionen av RNA ur
prover kan hela reaktionen ske i ett steg (Fig. 8). Realtids PCR analysen gar i 40 cykler och
nytt DNA byggs kontinuerligt upp och probens kopplade fluorescerande fargamne
registreras. Fluorescensen “emission” ldses av kontinuerligt och stiger exponentiellt, vilket
visualiseras i en s-kurva (Fig. 9 och 10).
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One step Real-time PCR analysis

Reverse Transcript step cDNA sythesis 50°C 10 min
minutes

2 step cycling: 40 cycles
95° C10 sek
60° €30 sek

Denaturation
+Annealing/extension

with reading of fluorescence

H Fig. 8 Ett-stegs realtids PCR.

Visualisering av realtids PCR. Figurerna 9 och 10 nedan visar exempel pa resultat av relaltids
PCR reaktioner.
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Fig. 8. Analysresultat fran vaxtmaterial
med TRV (heldragna linjer) och PMTV
(streckade linjer) i fyra koncentrationer.
R6d kurva utgor den hogsta koncentra-
tionen.

Lantbrukarprover

Fig 9. Tva okanda prover tillsammans

en koncentrationsstege av PMTV kont-
roller. Ljusgron kurva som sammanfaller
med nast hdgsta koncentrationen ar ett
PMTYV positivt prov medan den lila raka
linjen i botten av figuren &r ett negativt prov.

Efter kontakt med radgivare, lantbrukare, kontrolimyndigheter och organisationer har
knolprover med synliga symptom av rostringar skickats in till laboratoriet i Uppsala.
Knolarna lagrades i +4 - + 8 °C fram till analys. Provberedning for RNA extraktion kan
utgdra 150 till maximalt 200 mg prov och darfér skars knappt en cm® stora prover ut fran
kndlvavnad i anslutning till symptom. Proverna placerades i en pase (en dm?) av kraftig plast
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och mosades sonder med mortel tillsammans med extraktionsbuffert. Efter utvérdering av
flera kommersiellt tillgangliga extraktionskits valdes RNA Plant Mini kit fran Qiagen AB
som gav ett hogt RNA utbyte. Till ett-stegs realtids PCR anvandes reaktionsmix fran Biorad.

Jordprover

Vid analys av rostringsvirus i inkomna jordprover planterades tre tobaksarter, kéanda for att
vara mycket mottagliga for TRV och PMTV, i de insédnda proverna. Plantor av Nicotiana
benthamiana, N. tabaci (sort Samsun) och N. debneyii, drogs initialt upp i véxthus vid + 25°
och skolades ut efter tre veckor. Efter ytterligare tre veckor planterades smaplantor av
samtliga tobaksarter i dubbelprover av insénd jord. Plantorna fick vaxa i sju veckor i véxthus
+ 22 °grader varefter plantornas rotter tvattades mycket noga och placerades i frys (-20°). Vid
analys togs rotbitar omkring en cm?® stora och placerades i tjockvaggiga plastpasar och
bankades sonder med en hammare. Extraktionen bereddes enligt samma princip som for
knélproverna beskrivna ovan.

Resultat

| projektet har analyserats knolprover fran 120 falt, fran olika platser i landet. Flera kndlar har

analyserats fran varje prov. Den helt 6vervagande delen av de analyserade kndlproverna

visade nagon typ av rostrings/rostflack symptom. Variationen i symptom avspeglas i bilderna

i Fig. 1 i inledningen.

* Fordelningen mellan TRV och PMTYV var likart med 55 % PMTV och 45% TRV positiva

prover.

* Ett fatal prover 5% har analyserna visat infektion av bade TRV och PMTV.

* Latent infektion (symptomfri) av PMTV har konstaterats i prover av sorten King Edward
och latent TRV har konstaterats i sorterna Pentland och Folva, utan symtom.

*Fo6ljande sorter har visat positiv reaktion av PMTV:

Sava

Fakse

Matilda

Berber

Jutlandia

Lady Rosetta

Saturna

van Gough

Triumph

Inova

Folva

King Edward (utan symptom)

Foljande sorter har visat positiv reaktion av TRV:

King Edward Nicola

Vitess Cherie

Ukama Amandine

Matilda Isle of Jura

Princess Terra Gould

Maritema Inova

Lady Balfour Mandel

Verity Pentland (utan symptom)

Bintje Folva (utan symptom) Challenger
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* Jordprover: 48 jordprover &r analyserade. Det ar framst misstanke om PMTYV som
foranlett provtagningen vilket visar 17 positiva PMTV prover och 5 TRV positiva prover.
20 jordprover uttagna fran utsadesdistrikt i Vaster- och Norrbotten visade samtliga negativa
PMTYV resultat.

Figur 10 visar PMTV och TRV utbredningen i Sverige. Den grona vagrata linjen visar
nordlig utbredningen av PMTYV enligt inventering utford av Sandgren (1995) i borjan av
1990-talet .

Potatisprover med
rostringssymptom

TRV o
PMTV e
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Fig. 11

Diskussion och erfarenheter

Diagnosmetoden

Projektet har for TRV och PMTV anvant en utveckling av PCR metoden kallad realtid PCR
eller gPCR kvantitativ PCR, i en multiplex variant vilket betyder att man detekterar flera
olika DNA/RNA i en och samma analys. Man skulle kunna tanka sig att anvénda
immunologisk analysmetodik sasom ELISA. Detta gar utmarkt for PMTV men som framgar i
inledningen ar TRV ett virus som inte alltid existerar med bada sina RNA partiklar samtidigt
utan saknar ofta den partikel som innehaller RNA som kodar for bildningen av coat-proteinet,
vilket &r nddvandig for detektion med ELISA. Utvecklingen av molekyl&rbiologiska analyser
har med aren gjort metodiken mer och mer anvandarvanlig. Idag finns dessutom pa
marknaden en mangd “kits” for forsteget till PCR analysen dvs. extraktion av DNA/RNA.
Dessa extraktionskits &r visserligen dyra men sparar mycket arbetstid. Mojligheten att
diagnostisera och detektera RNA virus genom att i en och samma analys, forst overféra RNA
till cDNA (nddvéndigt for PCR) och sedan ha mojlighet att detektera flera virus i ett och
samma prov, &r for rostringar mycket anvandbart. Analyserna ger ett klart svar och antyder
ocksa hur mycket virus ett prov innehaller.



Erfarenhet av symptom/latent infektion

Studier av symptomen pa insanda knoélar visar att det inte gar att avgora okulart om
symtomen ar orsakade av TRV eller PMTV. Nagra iakttagelser har dock gjorts.

* Mycket kraftig nekros (se mittbilden av Fig. 1) har i PCR analysen visat positiv reaktion for
TRV i samtliga fall. Denna typ av symptom noterades i tre sorter Bintje, Amandine och
Inova.

* Sorten King Edward VI (KE) synes inte utveckla symtom av PMTV men daremot av TRV.
Inkomna KE prover med rostringssymtom var i alla fall TRV. Det motsatta gallde sorterna
Faxe och Sava. Av bada dessa sorter kom flera prov med symtom som samtliga fall var
PMTYV smitta.

* | de analyser av rostringssymptom som gjorts i projektet har nast intill samtliga visat positiv
reaktion av antingen PMTV eller TRV. I nagra fall har bada virusen varit narvarande
samtidigt. Rostflackar var ocksa ett symptom som forekom i flera insénda prover. Man har
tidigare spekulerat om orsaken till dessa symptom. | detta projekts analyser fanns alltid virus
med vid analys av rostflacksymptom.

* Knolar fran odling med importerat utsade av KE, som utvecklade kraftig pulverskorv men
inga rostringssymptom analyserades for eventuell virussmitta. Resultaten visade PMTV
infektion i samtliga kndlar som analyserades. Inga problem hade tidigare funnits med
pulverskorv vid odling i samma félt. Ny smitta av tva allvarliga potatispatogener med lang
dverlevnadstid i jorden hade darmed via utsadet introducerats till falt dar dessa prover hade
Vuxit.

TRV smitta i knolar utan symtom har ocksa konstaterats i sorterna Pentland och Folva.

Icke synlig smitta av PMTV och TRV i utsddeskndlar bidrar till spridning av virusen till nya
omraden. Finska undersokningar har pavisat hog latent PMTV smitta i flera potatissorter
(Santala et al. 2010).

Det har lange i potatiskretsar diskuterats om TRV sprids med utsade. Sa ar fallet (se Fig. 3).
Eftersom viruset oftast forekommer med endast en av sina tvd RNA partiklar kan denna
smitta inte foras vidare med vektorn — stubbrotsnematoden - och ddrmed stanna kvar i jorden.
Men, TRV viruset med endast en partikel (RNAL) kan dock transporteras till dotterkndlarna
och dar orsaka symptom.

Tre insénda prov av KE kndlar med rostringar orsakade av TRV hade vuxit i tre falt dar
potatis inte odlats tidigare, sedan mycket lange eller inte alls. Den troliga orsaken till
symptomen i dessa fall &r att TRV smittan &r nérvarande i félten, stubbrotsnematoden finns i
faltet och TRV uppforokas i nagra av sina manga vardvaxter.

Att doma av den langa listan av insanda potatissorter odlas det manga sorter i Sverige som
utvecklar rostsymptom. Négra synes inte utveckla symptom av det ena eller det andra viruset
men ett stort problem ar att virusen kan finnas latent utan att visa symtom vilket innebér stor
risk for spridning. Detta ar sarskilt fallet for spridningen av PMTV dér smittan kan finnas i
knolarna eller utanpa i pulverskorvens vilsporer (Santala et al. 2010). Vi ser for PMTV med
detta projekts inventering att smittan ror sig norrut. Tidigare inventering (Sandgren 1995)
fran borjan av 90-talet visade inga smittade partier norr om linjen som kartan visar (se Fig.
11). Nu har vi funnit PMTV i Halsingland, Medelpad och norra Jdmtland. Det &r dock
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tillfredsstallande att ingen PMTV smitta kunnat pavisas i de 20-tal jordprover fran
utsédesdistrikt i Vaster- och Norrbotten.

| det internationella projektet om PMTYV dér detta SLF finansierade projekt har ingatt framgar
den stora spridning PMTV har i Norden men inte i de Baltiska landerna, Polen, Nordvéstra
Ryssland eller Tyskland (Santala et al. 2010). Den framsta orsaken till detta ar franvaro av
handel med utsade med lander som har smitta. Till projektet inbjudna forskare fran Skottland
redovisade mycket stor spridning av PMTV i Skottland da man analyserat jordprover fran
potatisodlade distrikt. Man ansag daremot att man sag mycket lite rostringssymptom.
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