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Projektbeskrivning och projektmal

Projektet avser att bestamma forekomst av latent utsddesburen smitta av P. infestans. Utsdde
med skilda smittograder av P. infestans togs fram genom artificiell inokulering av
utsddeskndlar. Utveckling av symtom féljdes genom visuell gradering och andelen latent
smitta bestamdes med ELISA och PCR-teknik. | projektet bestamdes ocksa andelen latent
smitta i partier av naturligt smittade kndlar.

Bakgrund

Phytophthora infestans (PI) som orsakar bladmdégel pa blasten och brunréta i kndlarna ar en
allvarlig skadegorare inom all potatisodling. Bladmogel ger en kvantitativt mindre skord
genom att inlagringen till knélarna minskar da assimilationen stors. Infektion av knolarna ar
dock minst lika allvarlig av flera skal. Ett litet angrepp pa blasten kan ge upphov till stora
knélangrepp, nagot som kan medfora totalkassation av skérden. Aven mindre angrepp av Pl
pa knolarna kan utgora inkorsport for andra skadegGrare som kan ge stora forluster under
lagring. En annan viktig aspekt av knolinfektion &r att brunrétade knolar &r skadegorarens
huvudsakliga satt att Gverleva fran ett ar till nasta. Smittade plantor orsakade av infekterat
utsdde utgor en viktig kélla till initialsmitta for en bladmdégelepidemi. Trots att det &r troligt
att oosporer (som medfor att bladmdgel kan vara en jordburen sjukdom) bildas i manga falt
kan man med gott fog anta att det under vara forhallanden fortfarande ar 6verlevnad i knolar
som ar det vanligaste sattet for Pl att overvintra. Det finns tva teorier om hur smittan tar sig
fran knolen upp till plantan. Antingen vaxer mycel systemiskt med skottet upp och etablerar
sig i den nya plantan, eller s sporulerar patogenen pa den angripna kndlen och de bildade
sporangierna infekterar plantan (Andrivon, 1995 och Boyd, 1980).

Det finns stora kunskapsluckor avseende hur olika grader av smitta i utsadeskndlar paverkar
risken for bladmogel i en potatisgroda. Man kan anta att flera faktorer kan paverka detta.
Generellt ar smitta fran knolar till plantorna ett ovanligt fenomen dér fuktighet i jorden,
temperatur, sortkanslighet mm har betydelse for infektion av de ovanjordiska delarna. De
flesta undersokningar gjorda under faltforhallanden dar sambandet mellan kndlsmitta och
primarsmittade plantor har studerats &r gamla. Hollandska undersokningar visade att endast 1
% av de infekterade kndlarna gav infekterade plantor, (Van Der Zaag, 1956). Liknande
undersokningar i England gav 21 infekterade plantor fran 3260 brunroteknélar, det vill séga
0,6 % (Hirst och Stedman, 1960). Dessa undersokningar ar naturligtvis baserat pa synlig
smitta. Antalet primarsmittade plantor fran infekterade utsadesknolar beror pa hur stor andel
av utsadet som bar pd smitta, men ocksa hur kraftigt de individuella kndlarna ar angripna.
Troligtvis finns &ven ett samband mellan hur stor andel av kndlarna som &r smittade och hur
angripna de ar; flera smittade knolar — kraftigare angrepp i varje knol. For att en kndl skall
kunna ge upphov till en primarinfekterad planta maste den Gverleva lagringen och tiden
mellan sattning och uppkomst. Om knélen ar alltfor kraftigt infekterad kan den ruttna bort
under lagring eller da den satts som utsade. Ar den & andra sidan endast lite angripen ger den
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troligen upphov till en frisk planta. Dessutom finns skillnader i férmaga att infektera och
overleva i knélar mellan olika isolat av Pl. Undersokningar visar att andelen smittade kndlar
kan ha storre effekt pa antalet uppkomna plantor dn antalet primarangripna plantor (pers.
komm. Didier Andrivon, INRA, Frankrike).

Né&r smittan ar latent i kndlarna, det vill sdga att infektionerna inte visar symtom, ar det
sjalvklart inte mojligt att detektera smitta vid normal okuldr utsddesbesiktning. Tyska
undersokningar har med hjalp av PCR-teknik visat att smittade partier kan bara pa stor andel
latenta infektioner (Adler et al., 1998). Sma angrepp som inte utvecklas under lagringen &r de
som har storst chans att fungera som primarinokulum pa varen.

| vart projekt jamforde vi tekniker for detektering av Pl (Elisa och PCR). Vi tittade pa
kanslighet och specificitet, och aven pa hur lattarbetade metoderna var.

Detektion med kommersiellt test-kit

Ett kommersiellt tillganglig snabbtest for att pavisa Phytophthora i vaxtmaterial baserat pa
ELISA-teknik (Alert LFTM Phytophthora spp. Adgen Phytodiagnostics, Neogen Europe Ltd)
har provats som en jamforelse med PCR.

Bild 2. Konstaterande. av forekomst av Pl med hjalp av ELISA — teknik (Alert LFTM
Phytophthora spp). A = symtomfri knolvavnad. B = kndlvavnad med symtom. Pilar visar
band indikerande positiv reaktion. Band till hoger ar kontroll.

Frysta skalbitar fran artificiellt inokulerad King Edward testades ocksa. Fran infekterad kndl
gav bade kndlvavnad visande symptom och vavnad utan symptom positivt utslag for
forekomst av PI.

Blad fran tydliga bladmdgellesioner fran ett faltforsok pa Ultuna togs in. Forsoket
inokulerades tre veckor tidigare. Bladvavnad fran lesionskanten testades, men Alert gav inget
utslag for forekomst av Phytophthora. Forklaringen till detta kan vara att det inte fanns nagot
aktivt mycel i bladen pa grund av for torrt vader. Aven sjélva lesionen testades fran ett av
bladen, men detta gav inget utslag ens for C (kontrollband) vilket kan bero pa for mycket
storande fenoliska &mnen i lesionen samt mycket torr vévnad.
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ALERT &r enkel att anvanda och kraver ingen kringutrustning. Metoden &r avsedd for blad
men fungerar aven pa knolprover. Kostnaden &ar dock hogt, ca 200 kr per prov. Om man ska
ga vidare med denna metod maste dock kénslighet och specificitet undersokas vidare.

Detektion med PCR-teknik

Vid latent smitta ar det av forklarliga skal svart att veta var smittan finns i knolen sa provet
maste vara relativt stort. Detta innebédr att man maste ha en detektionsmetod med hog
kénslighet som till exempel PCR eftersom den infekterade vévnaden blir utspadd med frisk
vavnad. Hog kanslighet innebér dock ocksa hogre kéanslighet for kontaminering fran ett prov
till ett annat.

Atskilliga rapporter visar att man med PCR teknik kan pavisa férekomst av Pl i symptomlésa
knélar (Niepold & Schéber-Butin, 1997, Adler et al., 1998; Hussain et al, 2005, Keil et al.,
2010) i utsédespartier. Man ska dock vara medveten om att metoden bara ger information om
DNA av PI finns i knolprovet eller ej. Ett problem med tekniken ar att det inte gar att skilja pa
levande och détt mycel. Det ar dessutom svart att koppla PCR-resultaten till risken for
primarsmitta. Alla initiala infektioner ger inte upphov till rétade knélar, och manga faktorer
forutom att patogenen forekommer i knolen paverkar om infektionen skall kunna sprida sig i
plantan.

For att kunna utvardera metoden gjordes jamforande tester pa friska knolar respektive pa
knolar som artificiellt inokulerats med PI. For att fa knolar med olika smittoniva anvéandes tva
olika inokulum-koncentrationer. Knoélar (King Edward) inokulerades med sporangie-
suspensioner av Pl i koncentrationerna 10% respektive 10* sporangier per ml. Som kontroll
sprayades knolar med vatten.

R—

Figur 1. Provtagning av knolar Figur 2. Pressning av skal i blad-
press

Varje kndl besprutades till avrinning. Efter inokulering inkuberades knélarna i morker vid
100 % luftfuktighet i ca 16°C. Efter ca ett dygn fick kndlarna torka i ca 3 h och placerades
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sedan i papperspasar vid ca 16°C. Efter en vecka visade 40 % av kndlarna inokulerade med
den hoga sporangie koncentrationen brunrétesymtom. Kndlarna inokulerade med den lagre
koncentrationen visade inga synliga symtom alls. Skalprover fran kndlar med symtom
respektive utan symtom togs med hjalp av potatisskalare, se figur 1. Skalbitarna frystes in vid
-20°C. Fore DNA-extrahering pressades skalbitarna i en bladvals (Polldhne) (Figur 2) och
knolsaften frystes.

Vi provade olika DNA-extraktionsmetoder:

1. WizardTM GenomicDNA purification Kit: protocol for plant tissue, Promega.
2. DNeasy Plant Mini Kit , Qiagen

3. NucleoSpinRPlant, Macherey-Nagel.

4. Ett DNA-reningsprotokoll baserat pa CTAB/CHCIz-extraktion.

Vi sag ingen storre skillnad i extraktionseffektivitet mellan de testade metoderna. Vi anvande
i fortsattningen Promegas DNA purification kit pa grund av kostnad och anvandarvanlighet.

Detektion av smitta med nested PCR

Kénsligheten hos tva olika PCR-protokoll framtagna for att detektera Pl i kndlar testades:
Hussein et al. (2001) samt Niepold & Schober-Butin (1999, 2001). Det forstndmnda
protokollet visade sig 100 ggr kénsligare, med en detektionsniva pa 0.5 fg DNA renat fran Pl
mycel. 0.5 fg DNA motsvarar mindre &n den méngd DNA som finns i en enda cellkérna av Pl
(5-10 pg). For att uppna denna kanslighet anvéande vi sa kallad nested PCR, vilket innebar att
man kor tva PCR reaktioner. Den forsta ger en mera ospecifik uppforokning av DNA, medan
den andra kan sedan specifikt bestimma DNA av Pl i provet (figur 3)

FIRST AMPLIFICATION SECOND AMPLIFICATION

L= ]

Figur 3. Kanslighetstest av nested PCR genom spadning av kédnda méangder Pl DNA.
pg=10"g,fg=10"g

PCR detektion av smitta - artificiellt inokulerad knolar

Vid test av artificiellt smittade knélar (King Edward) enligt ovan kunde férekomst av DNA
fran PI pavisas. Intressant nog visade aven till synes friska kontrollknélar (ej inokulerade)
forekomst av P1. Dessa kndlar bar alltsd pa latent smitta (Figur 4). For de symptomldsa
knoélarna inokulerade med hdg inokulumdos gav 27 % svagt utslag i PCR. Observeras bor att
av de symtomldsa kndélar inokulerade med den lagre inokulumdosen visade 25 % svag utslag i
PCR.



UTSADESSMITTA AV PHYTOPHTHORA INFESTANS
Slutrapport, projekt nummer S0649004

erpd M e
6 7 8 9 10

Figur 4. Resultat fran PCR med DNA fran infekterad saft fran 2 veckor infekterade knélar
(King Edward) med kraftig brunréta, samt saft fran obehandlade symptomldsa kontroller
(skalbitar) fran samma parti. 1-5: prov fran symptomlésa knolar. 6-10: prov fran knolar
med brunrotesymptom. M=storleksmarkdr

PCR detektion av smitta — naturligt smittade kndlar

Ett insant prov fran ett naturligt brunréte-infekterat parti av sorten Folva har ocksa testats.
Enligt odlaren visade ca 5 % av kndlarna i partiet symtom pa brunréta. Odlaren rensade bort
brunrétade knolar och lagrade in partiet. Ett antal symtomfria kndlar skickades in till oss och
dessa testades enligt PCR metoden ovan. 25 % av knélarna i detta parti bar pa latent smitta av
PI.

Detektion av latent smitta — visuell bedémning

Av det ovannamnda framgar att det &r vanligt att man kan detektera Pl i symtomldsa knolar
med PCR-teknik. Vi vet emellertid inte om det DNA som detekteras ar fran levande eller dott
mycel. Vi ville darfor prova ett annat system for att detektera latent smitta baserat pa visuell
beddmning. Genom att ské&ra knélarna i halvor, inkubera dem i fuktkammare vid 10°C vilket
anses vara optimal temperatur for PI att utvecklas i knélvavnad (Kadish & Cohen, 1992) kan
man provocera fram synlig rota fran latent smittade knolar (Kirk et al., 2001).

Var hypotes var att tidigt under lagringssasongen &r graden av synlig smitta korrelerad till
graden av latent smitta i knélarna, det vill sdga ju fler kndlar med synlig smitta desto flera
med latent smitta. Vi ville darfor studera hur den latenta smittan utvecklas under lagring.
Under normal kyllagring av potatis (4° C) utvecklas synlig brunréta mycket langsamt och
latent smitta kan folja med utsédet. En effekt av detta dr att bladmoglet inte borjade spridas
runt om i varlden forran potatis borjade fraktas med kylbatar. Nar potatis fraktades utan
kylning ruttnade infekterade kndélar bort under transporten.

Analys av kndlpartier

Under hosten 2010 togs ett antal kndlpartier in fran olika falt. Den 1 september provtogs ett
sortforsok i ekologisk odling i Hedemora. Prover pa cirka 100 knolar togs i sorterna Melody,
Opera och Cicero. Vid provtillfallet var samtliga sorter kraftigt angripna av bladmogel.
Angreppen hade startat cirka 1 manad fore provtagningen. Prover togs ocksa fran en
ekologisk odling av Ovatio i Vara den 4:e september. 100 kndlar togs fran 10 olika platser i
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faltet med kraftiga angrepp av PI pa blasten. | ett falt i Mosslunda séder om Kristianstad med
fungicidforsok i sorten Bintje togs prover i parceller med olika grad av bladmdgelinfektion.
Proverna togs i obehandlat led och i tva fungicidbehandlade led (Shirlan & Revus). Det
obehandlade ledet var vid provtagningen total nedvissnat av bladmdgel, medan de behandlade
leden hade cirka 20 % angrepp.

Figur 5. Provtagning i forsoksfalt med ekologisk utsddesproduktion

Efter ndgon manads lagring vid 10 °C kontrollerades alla knélprover avseende forekomst av
brunrota. | proverna fran Hedemora hittades inga brunrétade knélar. | de sammanlagt 996
knolar fran Vara hittades 5 knélar med synlig brunréta, och i proverna fran Mosslunda
hittades en brunrétad kndl i obehandlat led. Den laga angreppsgraden i den insamlade
knolproverna gjorde att vi bedémde det som meningslost att ga vidare och analysera dem for
latent infektion.

Pa grund av den laga infektionsgraden i den insamlade kndlproverna lokaliserades under
senhdst och vinter partier med kraftiga angrepp av brunréta. | januari erholls tva partier av
sorten Annabelle fran tva gotlandska odlare. Partierna hade analyserats 30 dagar efter
upptagning. Parti A hade da i 0,5-6 viktsprocent brunrétade knélar. Parti B totalkasserades da
var tredje kndl som skars upp var rotad. | de insanda proverna aterfanns i parti A 3 knélar av
400 med synlig réta. | parti B var motsvarande siffror 221 av 300!

Fem dagar senare skars knolar utan synliga symptom upp i halvor och synlig réta
registrerades. Av parti A skars 185 kndlar upp. Ingen knélskiva visade synlig rota. Av parti B
skars 80 knolar upp och 3 st visade rota. Kndlhalvorna utan symptom placerades i
fuktkammare pa Jiffi-bratten for att undvika direkt kontakt med vatten. Ladorna med
knélhalvorna inkuberades darefter vid 10°C. (figur 6).

Avlasning av forsoket gjordes efter 14, 21, 28, 35 dagar. Ingen av de uppskurna kndlarna
visade brunrétesymptom under avl&sningsperioden. All smitta hade uppenbarligen redan
utvecklats till synlig réta redan innan avlasningsperioden.
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Figur 6. Testsystem for att provocera fram symtom i latent smittade i knélar vid 10°C

Diskussion

Det ar ytterst angelaget att klargora varifran primarsmittan kommer. Utan smittkallor — inget
bladmdgel! Bladmdgelpopulationen i Sverige skiljer sig fran de populationer som finns i
andra delar av varlden. Vi har en jamn fordelning av de tva parningstyperna av PI, och detta
medfor att sexuell reproduktion av patogenen férkommer. Vi vet att oosporbildning &r vanligt
forekommande i svenska potatisfalt, och resultat fran populationsstudier pa Pl tyder pa att
dessa ocksa fungerar som smittkalla under faltférhallanden (Andersson et al, 2009). Det ar
dock mycket svart att sdaga nagot om hur viktig denna nya smittkalla ar jamfért med den
utsddesburna smittan. Man kan dock anta att klonal dverlevnad i knolar &r ett viktigt satt for
aggressiva isolat att dvervintra. Kndlsmitta ar dessutom ett satt for bladmdglet att spridas
langa strackor genom utsadeshandel och aggressiva isolat kan pa detta sétt introduceras i
potatisodlingar varlden over.

Trots mer an 150 ars forskning pa bladmdgel ar inte ens mekanismen hur patogenen Gverfors
fran knol till planta helt klarlagd. Den vanligaste forklaringen ar att mycel av patogenen véxer
med skotten och utvecklar symtom pa stjalken ovan jord. En annan teori &r att den infekterade
knélen sporulerar under jord och pa sa stt infekterar narliggande plantor (Andrivon, 1995).
Egna féltobservationer stodjer den senare teorin. Det ar vél kant att hog markfukt ger mera
tidiga angrepp (Powelson et al., 2002. Detta skulle kunna forklaras av att fritt vatten kravs for
att sporangier skall kunna infektera. Daremot borde hdg markfuktighet inte paverka hur
patogen-mycel véxer inuti potatisstjalken. En annan observation &r att enstaka angripna knolar
kan ge upphov till angrepp pa narliggande plantor vid mycket hog markfuktighet. Detta skulle
kunna orsakas av att sporangier sprids i markvattnet.

Latent smitta i utsadet komplicerar situationen ytterligare. Latent smitta kan inte bestdmmas
visuellt vid bedémning av utséddeskvalité. Man kan dessutom anta att det &r kndlar med svaga
infektioner, kanske framst latenta infektioner, som kan 6verleva lagring och som kommer ut i
falt vid séattning. En enkel och billig metod att faststalla latent smitta finns inte pa grund av
hoga kostnader per prov och svarigheten att ta representativa prov i stora partier. Vara resultat
pekar pa att de flesta latent smittade kndlar dvergar i synlig smitta pa relativt kort tid om de
lagras vid 10°C. | en amerikansk rapport (Powelson et al., 2002) rekommenderas att lagra
utsadesknoélarna vid 20-22°C under 2-3 veckor innan sattning for att provocera fram synliga
symptom fran latent smittade knolar. Problemet med representativa prover kvarstar dock.

Med hjalp av PCR teknik kan forekomst av DNA detekteras. Metoden ar mycket kénslig och
specifik, och skulle alltsd kunna anvéandas for att uppticka latenta infektioner. | tyska
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undersokningar gjorda 2007-2009 undersoktes 17 partier av certifierat utsdde, och det
konstaterades att bara tre av partierna var helt fria fran Phytophthora DNA. | de 6vriga
partierna kunde i genomsnitt ca 10 % smittade kndlar pavisas (Keil et al., 2010).

Som tidigare namnts sa ar sambandet mellan brunrota och risken for primarsmittade plantor
daligt kant. Det ar svart att fa en bra korrelation mellan andel latent smittade knolar och risken
for tidiga bladmdgelangrepp. | detta sammanhang &r det viktigt att komma ihag att PCR-
metoden inte kan skilja pa levande och dott mycel.

Slutsatser

Vara undersokningar av detektion av latent smitta av Pl i knolar visar att kommersiellt
tillgangliga “diagnos-kit” kan anvandas for detektion av latent kndlinfektion av P. infestans.
Kostnaden per prov ar dock hég. Det kommersiella kit som vi provade baserades pa ELISA-
teknik.

Ytterligare undersokningar med PCR-baserade metoder for detektion av DNA fran P.
infestans visade att bade synlig och latent infektion av P. infestans i potatisknélar kan
detekteras med PCR. Undersdkningarna visade att metoden ar mycket kanslig och att P.
infestans ofta detekteras i symtomldsa kndlar. Sammantaget kan ségas att resultaten med PCR
detektering ger indikationer pa att potatis-partier kan innehalla stor andel latent smittade
knolar. Vi har inte tittat pd utsddespartier, bara kraftigt smittade partier, men andra
undersokningar visar pa att det dven i certifierat utsade kan finna stora mangder knélar med
latent smitta av PlI.

Vi vet nu att det kan finnas betydligt mera smitta i ett parti &n vad som kan ses med blotta
6gat, men vi har varit forsiktiga med att ga ut med att latent smitta ar vanlig i potatisskorden
och till och med i potatisutsadet. Andelen smittade kndlar ar naturligtvis en viktig faktor i hur
stor risken for en tidig start av bladmogelepidemin ar i ett falt. Det &r dock viktigt att komma
ihag att manga andra faktorer, som till exempel vader och odlingsteknik, paverkar detta.

Pagaende projekt med anknytning till det slutredovisade

Vi har initierat ett nytt forskningsprojekt for att studera hur knélsmitta paverkar epidemier av
bladmdgel i potatis. Projektet “Genetisk diversitet och aggressivitet hos Phytophthora
infestans i potatisblast och potatisknélar” finansieras av Stiftelsen Lantbruksforskning.
Projektet avser att studera hur smitta av Pl dverfors fran infekterad blast till knolar och hur
stor del av populationen som smittar knélar. Aven studier av hur aggressivitet kan Gverforas
via smittat utsade ingar. | projektet har utséade infekterats med olika Pl isolat. | faltforsok
bestams  plantuppkomst och  forekomst av  primdrsmitta.  Utvecklingen av
bladmdgelpopulationen foljs under sdsongen med hjalp av DNA-genotypning. Skérdeprover
tas och inlagras for att anvandas som utsade varen 2012 for att studera 6vervintring.

Preliminara resultat visar pa stora skillnader i hur olika isolat paverkar uppkomst av potatis.

Var vi presenterat projekten.

Vi har informerat om projektet pa faltvandringar och méten, som till exempel Boslidsdagen i
Halmstad och FK-dagen i Kristianstad. Vi har ocksa deltagit i Borgeby faltdagar 2009.
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