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Bakgrund

Iden till det har projektet baserades pa resultat vi fick i ett tidigare SLF-finansierat
projekt, "Phytophthora i art —en ny allvarlig rotrétesjukdom i Sverige” (projektnummer
H083353). Det var fokuserat pa en ny rotrétepatogen pa art som observerats i faltforsok
och jordtester i Skane och som vi beskrev som Phytophthora pisi. | projektet visades i
vaxthusforsok vad som redan misstéankts fran faltobservationer: P. pisi angriper férutom
art aven akerbona. Vi observerade i vaxthusexperiment ocksa mottaglighet for grédorna
fodervicker, kikart och lins. Resistensforadling forblir i de fall den ar majlig den viktigaste
atgarden for att skydda grodor fran sjukdomsangrepp, ocksa nar det galler jordburna
sjukdomar. Vi screenade darfor genbanksmaterial av art, akerbona, kikart och lins, och
sag att de tydligaste skillnaderna i mottaglighet mellan sorter kunde ses i akerbona.
Intressant nog fanns tydliga skillnader ocksa bland sorter pa den svenska
utsddesmarknaden.

Det har projektet syftade till att ge mer tillampbar kunskap kring rotréta i akerbonor. Vi
utvecklade metoder for att detektera och kvantifiera P. pisii DNA fran jord eller
vaxtprover. Dessa anvandes for att utvardera faltforsok med resistenta sorter, for att
genomfdra en inventering av P. pisi-angrepp i akerbéna, samt fér att undersoka
vaxtfoljdseffekter och vardspecificitet i falt. Vi initierade ocksa inledande arbete med att
kartlagga och karaktérisera resistensanlag. Kvantifieringarna av P. pisi. i rotter var ett
centralt inslag i projektet. Metodutvecklingen for detta kravde en hel del tid, varfor vi fick
omfordela resurser och andra nagot i den ursprungliga planen.

Material och metoder

Selektiva PCR primrar for P. pisi

For att fa en stark analyssignal valdes artspecifika DNA-sekvenser som finns i hogt antal
i varje cell. Vanligen anvands ribosomgenens ITS region for detta syfte. | vart fall var
sekvensskillnaderna gentemot besléaktade Phytophthoraarter for sma for att utveckla ett
tekniskt valfungerade primerpar. Vi utgick istallet fran Cox2, en mitokondriell gen
(mitokondrier finns ocksa i manga exemplar i varje cell) fér vilken data fanns om
beslaktade arter, och dar forutsattningarna var béttre. | praktiken hamnar man ofta i
situationen att man far néja sig med primerpar som inte ar tekniskt perfekta i alla
avseenden.

Ett primerpar utvecklades som amplifierar ett 251 bp fragment. Minst ett baspar i varje
primer ar unikt for P. pisi. Vi utvecklade ocksa en tagmanprob for att mojliggtra
ytterligare specificitet i kombination med hdg kanslighet. Primerparet utvarderades i olika
reagenssystem, "vanlig” PCR (férekomsten av band pa en gel) samt tva kvantitativa
(qPCR) system, ett fargbaserat (EvaGreen) och ett med den fluoroscerande proben



(Perfecta). Som negativ kontroll anvandes genomiskt DNA av P. vignae. Det ar en art
som visserligen inte forvantas finnas i Sverige, men vars sekvens i Cox2 genen &r mest
lik P. pisi, och for 6vrigt identisk med flera andra arter.

Vaxtgen for normalisering av gpcr fran vaxtprover

For att normalisera mangden P. pisi i DNA extrakt fran rétter anvandes en vaxtgen. Vi
ville kunna analysera vaxthalten i rotprover fran olika vardvaxter utan att behéva
utveckla nya primerpar for varje vaxt. Ett antal primerpar fran litteraturen testades, och
efa (referens) uppfyllde vara krav da det gav en PCR produkt fran rédklover, fodervicker,
lupin, art och akerbona.

For bada primerpar genomfordes BLAST sokningar och tester pa rotprover fran falt for
att minimera risken for amplifiering av icke énskvarda DNA sekvenser fran andra
organismer.

Halten P. pisi i rotproverna fran inventeringen och vaxtfoljdsforsoken berdknades som
kvoten av antalet kopior Cox2 fran P. pisi och efa fran vaxten.

Provhantering och extraktionsprotokoll

Vid kvantifiering av patogener i vardvaxten galler i allmanhet att vaxtens eget DNA
dominerar i provet. Vidare ar i regel patogenen koncentrerad till nagra fa "hot spots” vid
ett begynnande angrepp. | kerbéna hade vi observerat att missfargningarna som
kannetecknar angrepp av P. pisi borjar i rotspetsarna och expanderar inat-uppat
vartefter angreppet fortskrider. Ett representativt prov ar A och O for all provanalys, och
kan vara en utmaning nar det galler heterogena ursprungsmaterial som akerbonrétter
fran ett falt.

Vi jobbade med faltprov om 20 plantor. For akerbona avskiljdes huvudroten, da
patogenen forvantades finnas framfoérallt i sidorétterna. Mangden sidorétter som varje
planta bidrog med per prov hélls konstant. Materialet frystorkades, och maldes med
kulkvarn. Den priméra DNA extraktionen gjordes med 0.75 ml malt pulver och 10 ml 3%
CETAB extraktionsbuffert, dar den i sammanhanget stora mangden ursprungsmaterial
valdes for att forbattra provrepresentativiteten. Den fortsatta uppreningen av DNA
skedde sen med ett kommersiellt kit (Macherey-Nagel NucleoSpin Plant II) dar en
delvolym pa 400 mikroliter fran CETAB extraktionen fick ersétta extraktionsbufferten i
kitet. Modifikationer av protokollet fick goras for att hantera akerbdna, dar fargamnen
fran rotterna som vi misstanker stor PCR reaktionen tenderade att félja med genom hela
reningsprocessen.

Kvantifiering av P.pisi och vaxtDNA gjordes sen med standardkurva i varje kdrning och
DNA templat i 0.5-1 ng/ul i slutkoncentration i PCR reaktionen.

Inventering av P. pisi i akerbona

Akerbéna &r en groda som 6kat i odling i Sverige. For att sétta vara vaxthustester och
enskilda observationer i perspektiv och fa ett grepp om relevansen for den praktiska
vaxtodlingen genomforde vi en inventering av P. pisi i vanliga akerbonfalt. Jordburna
sjukdomar ar svara att diagnosticera i falt, och provtagning av rétter ar tidsodande. Vi
stravade efter att fa en fordelning av vaxtprover som (grovt) motsvarade
akerbonodlingens

utbredning i Sverige. Med betydande hjalp av radgivare (Jordbruksverkets
Véaxtskyddscentral, Hushallningssallskapet, Lovanggruppen) fick vi tillgang till
geografiska koordinater till ett urval av falt i Skane, Halland, Vastergétland, Ostergotland
och Uppland.

Vid varje falt gjordes en transekt pa 100-150 meter dar 20 plantor samlades in pa 10
jamnt fordelade punkter. Stjalkarna avskildes och samlingsprovet med rétterna och en
del kvarvarande jord packades i plastpasar i kylvaskor, och forvarades kallt till



rentvattning inom 24h och vidare transport till Findus AB inom 72h. Proverna forvarades
i frys fram till frystorkning som skedde pa Findus AB, varefter det frystorkade materialet
skickades till Uppsala. Under 2012 och 2013 samlades 85+72=157 prover in. Proverna
fran 2013 kom till stor del fran falt som tillhérde samma odlare som besoktes under 2012
(detta for att underlatta det praktiska arbetet med odlarkontakt, vagbeskrivningar etc).
Alla prover kordes i tva replikat i qPCR, och sedan i ett replikat med konventionell PCR.
Prover med bara en observation bland dessa tre kordes ytterligare en gang med gPCR
(2 replikat). Prover med minst ett positivt resultat i minst tva kérningar enligt detta
schema betraktades som positiva

Mangden P. pisi i Inventeringsproverna normaliserades mot DNA-halten i provet.

For att fa en uppfattning om férekomsten av andra patogener pa rotterna,
ytsteriliserades farska finrotter och lades pa PD-agar. Utvaxande kulturer renodlades
och identifierades i ljusmikroskop. Inventeringen gjordes pa 52 av de 85 prover som togs
in 2012.

Resistensforsok i akerbona i falt

| det tidigare projektet hade ett urval av 12 sorter som finns eller kan vara aktuella pa
den svenska marknaden testats for resistens mot P. pisi i véxthus. Atta av dessa
tilsammans med tva andra testades i faltforsok pa tva platser, Angelholm och Logéarden,
under 2012 och 2013. Falten var smittade med P. pisi baserat pa resultat fran tidigare
jordtester i vaxthus. Sorterna testades i 24m> stora parceller med fyra upprepningar i
varje faltférsok. Innan blomning gravdes 10 plantor upp i varje parcell, och
transporterades till laboratoriet samma dag dar rotsymptom lastes av och rotprover for
PCR analys togs tillvara enligt ovan. Fér 2012 vagdes aven farskvikten for ovanjordiska
biomassan baserat pa 10-12 plantor per parcell. | Angelholm 2012 gjordes &ven sent pa
sasongen en okular bedémning. Baserat pa bestandets skick i hela parcellen
graderades varje parcell pa en skala mellan 1 och 5, variabeln benamns har “sen DSI”
Skord mattes for alla parceller bada ar. Endast prover fran 2012 da
symptomgraderingarna gav hogst varden, maldes, extraherades och analyserades med
gPCR for att kvantifiera P. pisi.

Forsoken skottes av Hushallningssallskapet Logarden, Grastorp och
Hushallningssallskapet i Kristianstad. Forsoket pa Logarden bekostades delvis av
Lantmannen SWseed och Scandinavian Seed.

Rotprover fran vaxtfoljdsfiltforsok

Faltforsok pa falt som var naturligt smittade med P. pisi anlades 2009 pa tre platser i
Skane, under det tidigare projektet. Dessa hade en baljvaxtintensiv vaxtfoljd som
inleddes med akerbona pa hela forsoksytan, foljd av upprepad odling av olika
baljvaxtgrédor under 2 ar och art och akerbdna péa delade parceller det fjarde aret. Syftet
var att dels testa huruvida vardvaxtresultaten fran vaxthus for P. pisi var relevanta i falt,
dels skatta hur stor skérdeminskning man kunde fa av P. pisi angrepp efter flera ars
uppforokning. Resultat for avlasning av sjukdomsindex och skord hade redan visat att
det fanns signifikanta vaxtfoljdseffekter av olika grodor som forfrukter till akerbéna
respektive art som odlades det sista aret (se slutrapport for projektet HO833534). Vi
visste ocksa att falten varit smittade inte bara med P. pisi utan ocksa A. euteiches (som
orsakar vanlig artrotrota). Fran dessa faltforsok hade vi frysta rotprover (ett fran varje
parcell) frAn art och akerbtna odlade ar 4, samt fran art, akerbona, fodervicker, bla lupin
och rodkléver odlade ar 2. Vi beslét att &ven analysera dessa prover eftersom resultaten
forvantades vara vardefulla for forstaelsen av sjukdomen. Dessa prover analyserades
inte bara for P. pisi, utan aven for A. euteiches, via en tidigare utarbetad tagman assay.

Jordprover



Varje ar testas ett stort antal prover rutinmassigt pa Findus AB for férekomst av
artrotrota, genom att provodla arter och avlasa sjukdomssymptom. Tanken att kunna
detektera jordburna patogener direkt fran jorden via DNA extraherat direkt fran jord har
varit en viktig grundpelare i BioSom programmet som I6pt parallellt med detta projekt.
Fran och med 2008 fors statistik dver forekomst av P. pisi i vaxthustesterna, baserat pa
symptom och den rutinmassiga mikroskopi av ett rotprov som alltid sker da
rotrotesymptom observeras. Oosporer fran P. pisi kan i mikroskop skiljas fran A.
euteiches, och de forekommer regelbundet i saminfektioner. | det forra projektet sattes
ett antal delprover av jordproverna at sidan innan véaxthustestet och forvarades i kylrum.
Nar vaxthustesterna var genomforda fanns saledes information om huruvida de
forvantas innehalla smitta av P. pisi respektive A. euteiches. Baserat pa resultaten fran
vaxthustestet testade vi nu tagmansystemet for att detektera P. pisi i ett antal naturligt
smittade och forvantat smittofria prover som extraherades med varierande intensitet (dvs
antal DNA extraktioner per jordprov), liksom i spikade prover dér vi tillsatt enstaka celler
av P. pisi direkt till det 0.5 g delprov varifrdn DNA extraheras.

Resistensanlag i dkerbona

Under projektets gang har reciproka korsningar genomforts i Spanien mellan sorterna
Laura (mottaglig) och Tattoo (resistent). F2 generationen kommer att skérdas under
2015 och finnas tillganglig for framtida projekt for att karaktérisera nedarvningen och
“‘mappa” resistensgener.

Resultat:

Detektions- och kvantifieringssystem

Specificitet: Allmant galler att en avvagning maste géras mellan specificitet och
kanslighet. Den faktor som enklast kan paverkas ar den temperatur som anvands i
PCR:en, dar hogre temperatur ger battre specificitet men samtidigt samre
amplifieringseffektivitet och darmed kanslighet. Vi valde en temperatur dar en svag
signal fortfarande kunde skdnjas fran ett DNAprov av rent patogenDNA fran P. vignae.
Eftersom mangden Phytophthora DNA kommer vara mycket lagre i verkliga prover
beddmde vi risken for falska positiva detektioner som i praktiken obefintlig.
Amplifieringseffektiviteten for analysen var i genomsnitt 89% fér EvaGreensystemet och
94% for tagmansystemet. Ner till 10 kopior per PCR reaktion kunde detekteras.

Inventering i akerbonsfilt

Totalt hittade vi P. pisi i 14% av vaxtproverna i falt med akerbona. Tva av de 5 positiva
proverna fran 2013 kom fran odlare som &ven hade ett positivt prov 2012.



Tabell 1.Provtagningsintensitet och resultat av inventering av P. pisi i svenska Akerbonefalt.

Omrade # antal prov # P. pisi # antal prov # P. pisi Summa
2012 detekterat 2013 detekterat
Skane/Halland 13 5 16 2 7129
Vastergotland 29 4 25 0 4/54
Ostergétland 36 8 25 3 11/61
Uppland 7 0 6 0 0/13
Summa 85 17 72 5 22/157

Den genomsnittliga méngden vi hittade var 6.9 genkopior /ng totaIDNA (median 10, min
1, max 610).

Isolering och identifiering pa agar av Ovriga patogener i akerbonor fran 52 av de 85
falten fran inventeringarna i Skane, Halland, Vastergotland, Ostergétland och Uppland
under 2012 tyder pa att det finns en hel del andra arter pa rotterna. Den vanligaste
rotpatogenen var av slaktet Cylindrocarpon och fanns i 63% av falten 2012. Ett annat
vanligt slakte var Fusarium med foljande férekomst pa artniva (frekvens falt) ; F.
avenaceum 23 %; F. acuminatum 42 %; F. culmorum 19 %; F. oxysporum 8 %; F.
redolens 13 %. Dessutom hittades Rhizoctonia spp. i 10 % av falten.

Resistensfaltforsoken

Som namnts analyserades endast proverna fran 2012 med qPCR. Med ett undantag
hittades P. pisi endast i proverna fran Angelholm. Detta forsok utmaérkte sig ocksd med
mycket lagre skordeniva. Tabell x redovisar signifikanta korrelationer mellan olika
responsvariabler, analyserade som medelvarden for varje sort, eller pa parcellniva (olika
responsvariabler i samma forsok).



Tabell 2. Signifikanta (p<0.05) korrelationsvarden mellan olika responsvariabler i resistensforséken
med &kerbona i Logarden och Angelholm 2012 och 2013. DSI=disease severity index. qPCR P. pisi
avser molekylart kvantifierad P. pisi normaliserat mot halten vardDNA bestadmd via kvantifiering av

vaxtgenen efa i samma prov.

Variabel

Korrelerar med

DSl vaxthus med P. pisi 2008 (8

sorter)

DSI Angelholm 2012
Sen DSI Angelholm 2012

DSI Angelholm 2013

DSI Logéarden 2012

DSI Logarden 2013
Biomassa Angelholm 2012
Biomassa Logarden 2012

Skord Angelholm 2012

Skord Angelholm 2013
Skord Logéarden 2012
Skord Logéarden 2013

gPCR P.pisi Angelholm
2012

DSI Angelholm 2012 0.74
sen DSI Angelholm 2012 0.79, DSI véxthus 0.74, gPCR P. pisi 0.72, skérd
Angelholm 2012 -0.63.

Skord Angelholm 2012 -0.94, gPCR P.pisi 0.84, DSI Angelholm 2012 0.79,
skérd Angelholm 2013 -0.79.

gPCR P.pisi 0.65, skord Angelholm 2013 -0.3.

biomassa Logarden 2012 -0.62, biomassa Angelholm 2012 -0.17.
biomassa Logarden 2012 -0.67

DSI Logarden 2012 -0.17

DSI Logarden 2013 -0.67, DSI Logarden 2012 -0.62.

sen DSI Angelholm 2012 -0.94, gPCR P. pisi -0.76, skord Angelholm 2013
0.75, DSI Angelholm 2012 -0.63.

sen DSI Ang 2012 -0.79, skérd Angelholm 2012 0.75, DSI Ang 2013 -0.3*.
Skord Logarden 2013 0.63
Skord Logarden 2012 0.63

Sen DSI Angelholm 2012 0.84, skord Angelholm 2012 -0.76, DSI Angelholm
2012 0.72, DSI Angelholm 2013 0.65

* Avser korrelation pa parcellniva.

En sammanstallning av alla sortskillnader presenteras i tabell 3, analyserade separat
med varje forsoksplats/ar for sig.

Tabell 3. Skillnader mellan sorter for olika responsvariabler, analyserade separat for varje faltférsok.
Inom varje kolumn &r sorter som delar en bokstav ej signifikant skilda.

Féltbiomassa Sjukdomsindex Sjukdomsindex Sent faltindex P. pisi qPCR Skord Skord Féltbiomassa Sjukdomsindex Skérd Sjukdomsindex Skord

sort 2012 Ang. 2012 Ang. 2013 Ang. 2012 Ang. 2012 Ang. 2012 Ang. 2013 Ang. 2012 Log. 2012 Log. 2012 Log. 2013 Log. 2013 Log.
Tattoo 44 A 35 DE 43 DE 4 DE 1.24  ABC | 1030 C 3440 AB 38 AB 34 E 2950 D 42 AB 3660 AB
Taifun 40 AB 56 ABC 54 AB 6.75 AB 3.85 A 370 D 3200 B 35 BC 45 CDE | 3240 D 51 AB 5060 A
Isabell 44 A 41 CDE 40 EF 6 BC 231 ABC 550 D 3160 B 37 AB 40 DE 3890 BCD 44 AB 5080 A
Laura 24 C 70 A 60 A 8 A 3.43 AB 360 D 3036 B 23 E 68 A 3030 D 62 A 3380 AB
Fuego 35 B 54 ABC 59 A 5.25 c 3.51 AB 1180 C 3330 AB 36 AB 61 AB 3410 c 38 B 3820 AB
Oena 36 AB 50 BCD 46 BCDE 2.5 F 0.52 BC 1670 B 4190 AB 32 BC 54 BC 5890 A 35 B 5160 A
Bioro 38 AB 37 DE 32 F 2.25 F 0.51 BC 2190 A 3890 AB 31 BCD 50 BCD | 4780 46 AB 4910 A
Gloria 34 B 32 E 44 CDE 3.25 EF 0.26 BC 1270 C 3670 AB 33 BC 39 DE 2940 D 33 B 4300 AB
Julia 35 B 28 E 37 EF 2 F 0.48 BC 2000 A 4430 A 25 DE 62 AB 4290 BC 45 AB 4670 AB
Alexia 43 AB 42 CDE 52 ABCD | 2.25 F 0.09 C 2280 A 3590 AB 28 CDE 54 BC 3310 c 43 AB 2990 B
Marcel 37 AB 60 AB 53 ABC 7.25 AB 17 ABC 290 D 1660 C 42 A 52 BCD | 3390 cD 28 B 3880 AB




Vaxtfoljdsforsoken och jordprover

Data for skord och sjukdomsindex redovisades i slutrapport for projektet HO833534. Dar
sags ett antal signifikanta forfruktseffekter pa sjukdomsindex och skord i den statistiska
analysen av de tre forsoken. De molekylara kvantifieringarna av A. euteiches och P. pisi
i detta senare projekt visade ocksa signifikanta forfruktseffekter. Ar 2 (2010) var
mangderna P. pisi Idga, men signifikant hogre i art och fodervicker jamfort med icke
mottagliga grodorna rodkléver och lupin, dar spar av patogenen hittades. A. euteiches
hade signifikant hogre mangder i de mottagliga grédorna art och fodervicker jamfért med
de andra, men aven dar hittade vi spar i de 6vriga grédorna (rodkléver, lupin och
akerbona) som inte anses mottagliga.

Ar 4 (2012) fanns det en signifikant forstarkande forfruktseffekt av bade &rt och
fodervicker pa P. pisi i art. Mangden P. pisi i akerbona var lag, och det gick inte att se
forfruktseffekter, men en tendens till lagre incidens med icke mottaglig forfrukt. Art som
forfrukt gav en signifikant forfruktseffekt pA mangden A. euteiches i art &r 4. Ar 4 hade
enstaka prov av akerbona halter av A. euteiches som var hogre an i rodkléver och lupin,
men anda ungefar 2 tiopotenser under vad som sags i art. Halterna P. pisi var i dessa
forsok lagre i &kerbona jamfort med samma sort (Gloria) i sortférsoket i Angelholm
samma ar.

PCR primrar med tagmanprobe anvandes for detektion i jord. Vi lyckades detektera P.
pisi i naturligt smittade jordar som lagrats en langre tid torrt i kylrum. Vi lyckades i 2 fall
av 3 detektera en cell/500 mg jord via spikning med enstaka zoosporer. Tabell 4 visar en
Oversikt av resultaten.

Tabell 4. Antal detektioner av P. pisi med tagmanbaserat gPCR system vid extraktioner
av totalDNA fran karaktariserade jordprover

2 extraktioner 10 extraktioner
(en jord per smittoniva)
Jordklassificering Antal jordar Antal jordar Antal extraktioner
baserat pa biotest med P. pisi detektion med P. pisi detektion
Ingen smitta 3 0 -
Lag DSI=0-20 2 1 1
Medel DSI=20-40 2 0 0
Hog DSI=40-60 2 1 9
Smittofria prover spikade med celler av P. pisi
1 tillférd cell 1 jord, 3 uppr. 2/3.
10 tillforda celler 3 3

Diskussion

Den molekylara detektions och kvantifieringsmetoden visade sig vara svarare an
beréknat att utveckla, och dras med en viss teknisk variation i analysen, men den
visade sig tillsammans med den foregaende provbearbetningskedjan tillrackligt exakt for
att kunna pavisa signifikanta skillnader mellan behandlingar i rotprov fran faltforsok.
Resultaten fran inventeringen bekraftar att P. pisi ar spridd i svenska odlingsomraden, i
och med att vi hittade den i 14% av de besOkta falten trots provtagning av endast 20
plantor per falt. Man kan spekulera i att problem med rotréta pa akerbéna kommer att
Oka i framtiden om odlingen intensifieras.

Nagon direkt koppling mellan fynden av andra rotpatogener och angreppsgrad hittades
inte vilket antagligen beror pa att de inte har nagon allvarlig betydelse, mer &n att de kan
uppforokas och overleva via akerbona i vaxtfoljden. Arterna F. culmorum och F.
avenaceum ar viktiga for sddesslagen i vaxtféljden och kan orsaka sndmdagel, ax- och



strafusarioser, rot- och strabassjukdomar. F. avenaceum har aven hittats pa fré och
baljor av akerbona och kan troligtvis orsaka samre uppkomst. Cylindocarpon spp. ar en
vanlig rotsjukdom och kan angripa en rad olika grédor bl a morotter, sockerbetor, potatis
och réd-och vitklover.

Resultaten fran faltforsoken med olika sorter pa falt med rotréta gav en mer komplex bild
efter att 2012 ars prover analyserats molekylart och de samlade resultaten analyserats.
Det star klart att resistens mot P. pisi manifesteras i falt, eftersom det fanns en tydlig
korrelation mellan symptom i vaxthus vid inokulering med P. pisi i vermikulit, och
symptomen i Angelholm 2012. Symptomen i falt var i sin tur negativt korrelerade med
skdrden, men vi sdg inget statistiskt signifikant samband mellan skord och
vaxthussymptom. Proverna i Logarden, dér vi inte detekterade P. pisi, hade ocksa
betydande symptom, vars monster liknade de i Angelholm dven om korrelationen inte
var statistiskt signifikant. Den svarta missfargningen vid Phytophthora-infektion har stor
betydelse for den okulara bedémningen av sjukdomsindex. Pigmentet produceras av
vaxten som en stressreaktion, och det ar rimligt att anta att olika sorter ar olika benagna
till detta oberoende av om stressen utléses av P. pisi. Man kan darmed dra slutsatsen
att sjukdomsindex i proverna fran Logarden orsakades av andra faktorer, t.ex andra
patogener.

Mangden P. pisi i proverna frdn Angelholm 2012 uppvisade signifikanta skillnader
mellan sorter, och intressant nog en signifikant korrelation med skérden och det
bedomda sena sjukdomslaget som baserades pa en okular skattning av bestandet i
varje parcell. Vi tolkar resultaten som att angreppen av P. pisi blev starkast i Angelholm
2012, och att de orsakade den betydande skérdeminskning vi sag i det forsoket jamfort
med de tre andra.

Aven sorter som var helt symptomfria i patogenicitetstester visade sig kunna bli angripna
i falt. Resistensen har alltsa betydelse, men ar inte fullstandig.

Resultaten fran vaxtfoljdsfaltforsoken ger ytterligare ledtradar till sjukdomens dynamik.
Trots odling av akerbona pa somliga parceller i smittade falt i upp till 4 ar i rad sag vi i de
forsoken endast sma mangder P. pisi i rotterna av akerbona det fiarde aret, och
skordarna var hdga, dock hogst efter rodkléver och lupin. Vi vet inte varfér angreppen
blev lagre i dessa tre forsok jamfort med samma sort i det narbelagna Angelholm under
samma ar. Ytterligare ett ndgot ovantat resultat i samma riktning var att forekomsten av
P. pisi i art stimulerades av fodervicker, men inte av akerbona.

Vara resultat fran detektion i jordprover tyder pa en bild som motsvarar den vi sett for
andra oomyceter, dvs att halter av inokulum som &r under eller néra detektionsgransen
kan racka for att orsaka sjukdomssymptom. Dock fick vi positiv detektion i 9 av 10
extraktioner fran ett jordprov som gav hoga symptom, sd molekylar detektion kan
mojligen vara anvandbar for att hitta de mest smittade félten. Vi visade att det &r
mojligt att detektera enstaka celler i extraktionsmangden om 0.5 g jord, vilket visar att
den tekniska detektionsformagan ar god.

Slutsatser gillande rad till niringen

Fungerar resistens mot P. pisi i falt? Ja, vid starka angrepp finns samband mellan
mangden P. pisi i rétterna och skorden, liksom betydande sortskillnader.

Ar P. pisi vanlig i svenska akerbonfalt? Ja, vi upptackte patogenen i 14% av alla prover
spridda i sodra Sveriges odlingsomraden, trots att endast 20 plantor per falt gravdes
upp.

Gar det att se ett tydliga samband mellan mottagliga grodor i vaxtfoljden, patogenhalt i
rotterna och skord? For A. euteiches i art fanns sadana samband. For P. pisi i akerbona



ar det inte sjalvklart att "dalig” vaxtféljd ger starka angrepp, aven om vi kan se
uppforokningseffekter. Men nar ett angrepp kommer kan skorden paverkas starkt.
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