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BAKGRUND

Den ekonomiska utvecklingen inom svensk spannmalsodling har medfort hostvetedominerade
vaxtfoljder dar olika typer av reducerad jordbearbetning utnyttjas. Flera patogena svampar
overvintrar pa skorderester, och risken for svampangrepp blir storre vid ensidig
strasadesodling med mycket halmrester i markytan. En faktor i detta ar naturligtvis hur
mycket smitta som vastresterna bar pa. Syftet med detta projekt var ta fram underlag for en
béttre beddmning av risken for angrepp av patogena svampar for en battre behovsanpassning
av broddbehandling i hostvete genom att studier av forekomst av patogena svampar pa
skorderester och deras spridning till grodan.

De viktigaste utvintringssvamparna tillhor slaktet Microdochium, vilka orsakar sndmaogel.
Microdochium sprids med smittat utsade eller fran skorderester fran tidigare strasad. Ett annat
problem &r straknackare (Oculimacula sp.), som ger 6kad risk for liggsad med skordeproblem
och kvalitétsforsamring som foljd. Oculimacula sp. 6vervintrar pa véxtrester i upp till 3 ar.

METODER

Under forsta aret (vintern 2008) samlades stubb- och plantprover in i tva broddbehandlings-
forsok i hostvete i Uppsalatrakten. 25 prover av stubben togs forsoken i december. Pa varen
kasserades det ena av forsoken, och darfor togs plantprover i maj endast i ett forsok. Under
projekttiden slopades denna forsoksserie och vi valde att darfor att ta prover i konventionellt
odlade hostvetefélt.

Falt dar hostvete odlats efter hostvete och dar plojningfri odling tillampats valdes ut med hjélp
av Jordbruksverkets véxtskyddscentraler. Prover pa stubbrester och smaplantor togs in vid tva
tillfallen 1 ej fungicidbehandlade delar av falten. Vid varje provtagningstillfalle samlades pro-
ver av stubb och smaplantor in pa fyra GPS-bestamda provtagningsplatser per faltet. Ytan av
varje provtagningspunkt var cirka 10 m?.

Under vaxtsasongerna 2009-2010 och 2011-2012 samlades prover av halm och smaplantor i
fyra hostvetefalt (tva falt per sdsong) i Uppland. 2009-2010 provtogs dven ett falt i norra
Véstergotland, men grédan pa detta falt utvintrade dock. Plantproverna fran insamlingen pa
hosten 2009 gick forlorade pa grund av mogeltlllvaxt efter ett fryshaveri. Aven sasongen
2012-2013 togs prover i tva falt i Uppland, men pa grund av att dessa falt utvintrade kunde
inte provtagningen fullféljas pa varen.

25 stubbprover (halmstran) och 25 smaplantor valdes slumpvis ut fran de 4 insamlingspunk-
terna i varje falt. Rotter och eventuella kvarvarande blad pa stubbproverna togs bort, och pro-
verna tvattades under rinnande vatten och grupperades sedan i klasser baserat pa morkfarg-
ning av strabasen. Smaplantorna tvattades och rotter och blad och bladslidor togs bort. Plan-
torna delades sedan in i tva grupper, symtomlosa eller med synliga symtom. Stubb- och
plantproverna fick sedan torka dver natten innan de placerades i -20 °C.
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10 halmstran och 10 plantor fran varje insamlingspunkt valdes slumpvis ut for DNA analys
inom de olika "symtomklasserna” for att representera olika grader av morkfargning (halmstra)
respektive symptom — icke-symtom (plantor).

Proverna insamlade hosten 2008 och varen 2009 analyserades med art-specifika primers for
att detektera forekomst av Oculimacula yallundae, O. acuformis, Microdochium nivale och
Rhizoctonia cerealis (férekomst av R. cerealis bestdmdes endast i plantor). Proverna
insamlade 2009-10 och 2011-12 analyserades med real time PCR som mgjliggor bade
identifiering och kvantifiering av méngden DNA i provet. Férekomst av O. yallundae och O.
acuformis bestamdes med hjalp av artspecifik real-time TagMan PCR (Walsh et al. 2005). Ett
prov med kanda mangder av véxt- och svamp-DNA anvandes for att berdkna innehallet av
DNA i de analyserade proverna. DNA fran M. nivale och M. majus kvantifierades med real-
time PCR baserad pa SYBR Green (Nielsen et al. 2013). For att sékerstalla att DNA i
proverna inte var nedbrutet analyserades innehall av vaxt-DNA i alla prover. Mangd svamp
DNA dividerades med méngd véxt DNA for varje prov. Denna normalisering gjordes for att
kompensera for skillnader i provtagning, extraktionseffektivitet och mangd tillsatt DNA pa
analysplattorna.

RESULTAT

Odlingssasongen 2008-09

Hosten 2008 var vat i Uppsalatrakten. Snétacket varade fran mitten av januari till slutet av
mars, och foljdes av en torr var.
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Figur 1. Tva klasser av morkfargning av strabasen.

Figur 2. Symptomldsa hostveteplantor, respektive plantor med synliga symtom



Veteplantor utan symptom med Veteplantor med symptom med motsvarande
motsvarande PCR resultat. PCR resultat.
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O. yallundae - - - + - +
O. acuformis + + + - - + + + + +
M. nivale - - - - - - - - - -
R. cerealis - - - - - - - - - -

Figur 3. Forekomst av olika patogena svampar i plantor av hdstvete med respektive utan
sjukdomssymtom insamlade pa varen 2008. Plustecken indikerar att patogenen detekterats.

Stubbproverna insamlade i fungicidférsoken 2008 delades upp i grupper enligt hur mycket
missfargning som kunde observeras pa strabasen. Figur 1 visar gruppen med minst, respektive
mest missfargning. Total analyserades 48 prover enligt detta forfarande.

| stubbproverna var den vanligast forekommande svampen Oculimacula acuformis, som ofta
detekterades i bada klasserna av morkfargning. Aven Microdochium nivale hittades ofta pa
stubbproverna, men aterfanns endast sporadiskt pa de unga plantorna insamlade pa varen.
Korrelation mellan missfargning av halmstubben och PCR-resultaten kunde endast
konstateras i gruppen med stark missfargning. | denna grupp detekterades alla patogenerna. |
de andra grupperna detekterades de fyra patogenerna dven om de visuella symtomen inte var
lika synbara. De insamlade plantorna (DC 24-30) grupperades enligt hur mycket symptom
som kunde observeras pa strabaserna. PCR-detektion visade att en stor del av plantproverna
var infekterade av Oculimacula acuformis som detekterades dven i helt symptomfria plantor
(Figur 2).

Odlingssasongen 2009-10

Uppsalahosten 2009 var torr, och vintern bjod pa ett sasmmanhéangande snétacke fran mitten
av november till borjan av april. Varen 2010 var torrare dn normalt. Under 2009 samlade
prover av plantor och strabaser fran halmrester in tva ganger, i oktober resp november i tva
falt (Nyborg respektive Lillvreta). Halmproverna delades in tva klasser baserat pa
morkfargning av strabasen enligt figur 1. 1 maj 2010 samlades plantprover in pa samma stélle
som halmproverna tagits och klassificerades enligt figur 2. Tabell 1 visar antal insamlade
prover av halm och plantor uppdelade i de tva ”symtomklasserna”.

Tabell 1. Antal prover indelade i tva klasser baserade pa mérkfargning av strabasen

Falt Nyborg Lillvreta
Klass 1° 2° 1° 2
September 2009 (halm) 42 67 55 54
November 2009 (halm) 21 94 21 81
Maj 2010 (plantor) 98 1 97 0
® Halm: morkfargning p& >50 av strabasen ® Plantor: synliga symtom

¢ Halm: morkfargning pa <50 av strébasen ¢ Plantor: inga synliga symtom



Plantproverna fran hosten 2009 blev forstérda pa grund av ett fryshaveri pa institutionen. Ef-
tersom vi inte kunde analysera dessa prover med molekylarteknik finns inte de med i tabell 1.

Provtagningstillfélle och provtyp

Da inga plantprover fran hosten 2009 kunde analyseras motsvarar provtagningstillfalle prov-
typ for prover fran 2009-10. Vid jamforelse mellan provtyp anvandes bara halmproverna
tagna i november och plantproverna tagna i maj. Detta gjordes for att jamna ut skillnaden i
antalet prover mellan host och var.

Andelen prover dér forekomst av M. nivale - DNA kunde konstateras var signifikant hogre i
halmproverna tagna pa hosten jamfort med plantproverna tagna pa varen (p=0,0235), men for
M. majus kunde ingen signifikant skillnad pavisas. Andelen halmprover dar DNA fran O.
yallundae eller O. acuformis detekterades var signifikant hogre (p>0,0001) &n plantproverna.

Plant Straw
Strecken indikerar medelfelet for varje stapel
B M. majus [ M. nivale [l O. acuformis [ O. yalludae

Figur 3. Andel prover insamlade 2009-2010 fran hostvete dar DNA av fyra patogena svampar
kunde detekteras i halm resp. plantprover.

Kvantifiering av mangd DNA visade att det fanns signifikant mer DNA av alla de studerade
svamparterna i halmresterna insamlade pa hésten jamfort med plantproverna insamlade pa
varen (Tabell 2).

Tabell 2. Detekterad mangd DNA i halm- respektive plantprover fran hostvete tagna sasongen
2009-10.

Provtyp Intervall, pg Medelvérde, pg p-varde
M. nivale IL-:Z::; 0 i 55160'4 1>3i?)'5 0,0048
M. majus IL-:Z::; 0 ’ éxi%"‘ 32%‘5 0,0009
0. acuformis ;::::; 2X100f 2:1%))(5104 52)(113057 0,0065
0. yallundae ;::::g 3X100f 131%))3103 8?3’00.6 0,0195
Félt

Alla halmprover fran bada falten inneholl DNA av O. yallundae och O. acuformis, se figur
4.Andelen av alla prover (halm + plantor) dar DNA fran patogenerna patraffades var storst for
M. majus i faltet i Nyborg (p=<0,0001). Ingen skillnad mellan falten i andel prover med DNA
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av M. nivale, O. acuformis eller O. yallundae kunde konstateras. Dessa skillnader kvarstod
vid uppdelning i halm- respektive plantprover (Figur 4).

Halmprover Plantprover

20
s iR i

Lillvreta Nyborg Lillvreta Nyborg

Strecken indikerar medelfelet for varje stapel
B M. majus [l M. nivale [l O. acuformis [l O. yalludae

Figur 4. Andel prover insamlade 2009-2010 fran tva hostvetefalt dar DNA av fyra patogena
svampar kunde detekteras.

Storre mangd DNA fran M. majus, O. acuformis och O. yallundae konstaterades i alla prover
oavsett provtyp fran féltet i Nyborg jamfort med i faltet i Lillvreta (p=0,0022). Fér M. nivale
var forhallandet det motsatta med storst mangd detekterat DNA i Lillvreta-faltet, se tabell 3.

Tabell 3. Detekterad mangd DNA i tva falt provtagna sasongen 2009-10.

Falt Intervall, pg Medelvérde, pg p-varde
M. nivale Sﬁ?/z?a 8_22 (1)2 0,0345
M. majus Citre 016 xio* 00014
O. acuformis Ii\ill);?/(r)gtga 8 igﬁg; 2272 0,0043
O, yallundae Cire 0 3odr s 00355

Klasser (mérkfdrgning av halmstubb resp. symtom pa plantor)

Da proverna medvetet valdes ut for att representera bada klasserna av morkfargning gjordes
enbart en jamforelse av forekomst av DNA och klass. Pa plantorna intagna pa varen kunde
inga symtom (morkfargade strabaser) observeras. Inga signifikanta skillnader i detekterad
mangd DNA fran vare sig M. nivale, M. majus, O. acuformis eller O. yallundae kunde obser-
veras mellan de tva klasserna av morkfargning.

Odlingssdasongen 2011-2012

En vat och varm host 2011 i Uppsala féljdes av en vinter med snétacke mellan mitten av
januari till slutet av februari. Varen 2012 var vat. | oktober 2011 samlades prover av plantor
och strabaser fran halmrester in fran falt i Hansta respektive Hagby by utanfor Uppsala. Vid
provtagning var plantorna i utvecklingsstadie DC 13 till 15. Halmproverna delades in tva
klasser baserat pa morkfargning av strabasen (figur 1) och plantproverna klassades efter
forekomst av symtom pa infektion (figur 2). I maj 2010 samlades plant- och halmprover in pa
samma stélle som hostproverna tagits. Grodan var i bada falten i stadie DC 32. Tabell 4 visar
insamlade prover indelande i de tva klasserna.
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Tabell 4. Antal prover indelade i tva klasser baserade pa maérkfargning av halmstubb eller
syntom pa strabasen pa unga plantor

Falt Hansta Hagby
Klass*” 1 2 1 2
Oktober 2011 (halm) 61 40 75 36
Maj 2012 (halm) 16 75 47 54
Oktober 2011 (plantor) 131 3 134 1
Maj 2012 (plantor) 86 10 89 15
 Halm: morkfargning pa >50 av strabasen ® Plantor: synliga symtom

® Halm: mérkfargning pa <50 av stribasen ® Plantor: inga synliga symtom

Provtagningstillfélle och provtyp

Enbart M. majus visade skillnader i andel prover med DNA mellan provtagningstillfallena
oavsett provtyp (p=0,0486). Vid uppdelning i provtyp fanns dock signifikant stérre mangd
DNA fran M. nivale i plantproverna insamlade varen an hosten (p=0,0050). Halmproverna
visade ett signifikant hogre DNA innehall av M. majus i oktober an i maj (p=0.0169), medan
O. acuformis visade storre andel halmprover med DNA vid varinsamlingen (p=0,0301), se
figur 5.

Halmprover Plantprover

| aan

0 2011 okt 2012 maj 20110kt 2012 maj

Strecken indikerar medelfelet for varje stapel
B M. majus [l M. nivale [l O. acuformis [ O. yalludae

Figur 5. Andel prover insamlade oktober 2011 resp. maj 2012 dar DNA av fyra patogena
svampar kunde detekteras.

Innehallet av DNA fran M. majus oavsett provtyp var signifikant hogre i oktober &n maj
(p=0,0256), medan nagon skillnad mellan provtagningstidpunkterna inte kunde observeras i
méngden M. nivale, O. acuformis eller O. yallundae. Vid uppdelning i provtyp fanns storre i
mangd DNA i plantproverna tagna i maj jamfért med oktober for M. nivale, medan innehallet
av DNA fran M. majus, O. acuformis eller O. yallundae inte skilde sig at mellan
provtagningarna (Tabell 5). I halmproverna hittades mer DNA fran M. majus i provtagningen
i oktober an i maj (p=0,0215). Ingen andra signifikanta skillnader konstaterades mellan
provtagningarna.



Tabell 5. Mangd DNA i hostveteprover tagna pa hosten 2011 respektive varen 2012, uppdelat
i halm- respektive plantprover.

Provtyp Provtagning Intervall, pg Medelvérde, pg p-véarde
Host 0-75 0,3
. Halm Vir 0-86 03 08288
M. nivale Host 0 0
Planta Vir 0 - 2x10° 1x10° 00192
Host 0-83 3,0
. majs Halm Vir 0-0.7 4x10° 00215
' Host 0-3x10" 1x10°
Planta Vir 0 - 1x10° 3x10° 00734
Host 0-1,7x10* 632,8
0. scuformis Halm Vir 2x102- 3,7x10° 216.3 0,1402
' Planta Host 0-8x10"° 1x10™* 0.3120
Var 0-1x10? 3x10* :
Host 0-5,5x10° 17,9
o valludae Halm Var 2x107% - 6,3x10? 14.9 0,8194
Y olanta Host 0-8x107 3x10° 01551
Var 0-01 2x10° :
Falt

Skillnader fanns mellan falten i andel prover med DNA av M. nivale (p=0,0008) med en
hogre mangd i Hansta jamfort med Hagby. Inga skillnader mellan falten kunde konstateras for
de dvriga svamparterna. Uppdelning i provtillfallen visade inga signifikanta skillnader mellan
falten for nagon av patogenerna vid provtagningen i oktober. Proverna fran maj visade en
storre andel av prover med DNA fran M.nivale i Hansta-faltet jamfort med Hagby, se figur 6.

Provtagning oktober 2011 Provtagning maj 2012

8 8l

Hagby Hansta Hagby

Strecken indikerar medelfelet for varje stapel
B M. majus [l M. nivale [l O. acuformis [l O. yalludae

Figur 6. Andel prover fran tva falt provtagna i oktober 2011 resp. maj 2012 dar DNA av fyra
patogena svampar kunde detekteras.

En signifikant hogre mangd DNA i proverna tagna pa hosten konstaterades fér M. nivale och
O. yallundae i Hansta-faltet jamfort med faltet i Hagby. | varproverna detekterades mer DNA
av M. nivale och M. majus i Hansta-faltet (Tabell 6).



Tabell 6. Mangd DNA i hostveteprover tagna pa hosten 2011 respektive varen 2012 i tva falt,
uppdelat i provtagningstidpunkt.

Provtagning Félt Intervall, pg Medelvérde, pg p-vérde
5 Hagby 0-0,2 5x10°
M. nivale ot Hénsta 0-75 03 0,0167
| VAr Hagby 0-06 9x10” 0,0289
Hansta 0-86 03 ,
5 Hagby 0-82 11
M. majus rost Hansta 0-50 1.8 0,5912
B Var Hagby 0-02 5x107 00265
Hansta 0-07 4x1072 :
5 Hagby 0-2,4x10° 67
O. acuformis ot Hansta 0-1,7x10" 511 0,1003
' VAr Hagby 0-2,9x10° 77 17
Hénsta 0-3,7x10° 138 :
5 Hagby 0-5,8 9x107
0. yalludae rost Hansta 0 - 5,5x10? 20 0,0439
? Vir Hagby 0-05 4x10° 0,1408
Hénsta 0 - 6,3x10° 14 ,

Klasser (mérkférgning av halmstubb resp. symtom pd plantor)

Inte heller vid denna insamling kunde nagra signifikanta skillnader i detekterad mangd DNA
fran nagon av svamparterna observeras mellan de tva klasserna av morkfargning i en
sammantagen analys av alla prover. Vid uppdelning i provtyp kunde skillnader mellan
klasserna i plantproverna observeras for M. majus och M. nivale med mera DNA i klass 2
(symtom). | halmproverna fanns inga skillnader i mangd DNA mellan de tva klasserna (Tabell
7).

Tabell 7. Mangd DNA i hostveteprover fran tva klasser av morkfargning (halm) och symtom-
forekomst (plantor) tagna pa hosten 2011 respektive varen 2012, uppdelat i halm- respektive
plantprover.

Provtyp Klass* Intervall, pg Medelvarde, pg p-varde
1 0-86 0,4
M. nivale relm 2 0-29 0.1 0,1628
' 1 0-2x107 2x10”
Planta 5 0= 2102 240 <0,0001
1 0-24 0.9
M. majus rlm 2 0-83 2.0 0,4263
B Planta 1 0-3x10° 6x107 0.0082
2 0 - 1x10% 7x10™ :
1 0-1,7x10° 491
0. acuformis relm 2 0-6,0x10° 340 0,5922
| Planta 1 0-9x10° 2x10™ 02580
2 0 - 1x10% 6x10™ :
1 0 - 6,3x10° 93
0. yalludae relm 2 0 -5,5x10° 23,3 0,2963
| Planta 1 0-01 1x10” 05385
2 0-3x10° 2x10™ :

*Klass 1: morkfargning pa <50 av strabasen pa halm prover, inga symtom pa plantprover
Klass 2: mérkfargning pa >50 av strabasen pa halm prover, symtom pé plantprover



Odlingssasongen 2012-13

Pa grund av en regnig host 2012 med besvarliga skordeforhallanden var det mycket svart att
hitta hostvetefalt med reducerad jordbearbetning. De tva falt som lokaliserades hade ett
mycket glest bestand vid provtagning den 29 oktober. Pa grund av mycket dalig dvervintring i
provplatserna i bada dessa falt kunde inte provtagningen fullfljas och proverna har darfor
inte analyserats. Arbetstiden har istallet lagts pa de utokade analyserna av prover fran de
ovriga aren.

DISKUSSION

Tanken med projektet var att underséka om graden av missfargning av halmstubben efter en
hostvetegroda ar korrelerad till hur mycket smitta skorderesterna bar pa. Om ett sadant
samband finns skulle missfargningen av halmen kunna utgdra en del av behovsanpassning av
svampbekampning pa hosten.

Forsta drets studier (2008-09) indikerade att det fanns ett svagt samband mellan missfargning
av halmstubben och férekomst av vissa véxtpatogener, framst Oculimacula acuformis. De
foljande aren utokades darfor analysen fran att bara detektera forekomst av DNA fran de olika
patogenerna till att dven innefatta kvantifiering av méngden DNA. Detta innebar betydligt
mera arbete pa laboratoriet, men vi bedomde att detta var nddvandigt for att kunna besvara
fragan om missfargning och patogenférekomst.

Infektion av Oculimacula sp. var vanligt forekommande &ven i proverna fran sasongen 2009-
10. DNA fran denna patogen kunde detekteras i alla halmprover fran bada de provtagna
falten. Spridningen fran halm till planta kunde denna sésong endast studeras genom resultaten
fran halmprover tagna pa hosten och plantprover tagna pa varen. Den stora andelen smitta i
halmproverna avspeglade sig till viss del i forekomsten av smitta i plantproverna. Den
patogen som hittades oftast i plantorna var Microdochium majus, och den férekom ocksa ofta
i halmproverna. Daremot kunde den hdga andelen halmprover dar O. acuformis och O.
yallundea detekterades inte observeras i plantproverna. Kvantifieringen av DNA visade pa en
signifikant mindre mangd DNA av alla patogenerna i plantorna jamfort med halmproverna,
men inga skillnader i forekomst av nagon patogen mellan de tva klasserna av missfargning
respektive symtom.

Analysen av proverna fran sasongen 2011-12 visade liknande monster som séasongen 2009-10.
Oculimacula sp var mycket vanligt forekommande i halmproverna fran bade host och var. |
plantproverna var férekomsten av denna patogen ca 10 % vid bada provtagningstillfallena.
Andelen smittade prover av Microdochium sp. var ca 50 % av halmproverna pa hosten,
jamfort med ca 30 % pa varen. Mangden DNA av speciellt Microdochium sp. var storre pa
hosten an pa varen i halmproverna, medan forhallandet var det motsatta i plantproverna. Detta
kan troligen forklaras av nedbrytning DNA i det doda véxtmaterialet och tillvaxt av patogenen
i de levande plantorna. Skillnaderna var sma mellan de tva "symtomklasserna” &ven denna
sésong. Inga skillnader mellan grad av missfargning av halmproverna och méngd DNA kunde
observeras. | plantproverna med symtom fanns signifikant mera DNA av M. nivale och M.
majus jamfort med plantor utan symtom.

Sammantaget visar resultaten att Oculimacula sp. var mycket vanligt forekommande med
hoga DNA mangder i halmproverna vid alla provtagningstillfallen och platser. Aven andelen
plantprover dar Oculimacula sp. kunde detekteras var betydande. Detta & ovéntat med tanke
pa att strdknackare upplevs som ett mindre problem i veteodlingen. Aven av Microdochium sp
detekterades ofta i proverna. | faltet i Nyborg under 2009-10 forekom M. majus i néstan alla
prover pa hosten (halmprover), och den aterfanns ocksa i ca 60 % av plantorna pa varen. Trots
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att vadret vissa sasonger (2010-11) var gynnsamt och att DNA av flera patogener hittades i
stor andel av proverna och dessutom i hoga méngder visade inget av de provtagna félten
angrepp av snomaogel eller straknéckare.

SLUTSATSER

Resultaten visade att andelen smittade véxtrestprover och méngden detekterad DNA i
proverna pa hosten hade viss inverkan pa hur mycket smitta som dverfors till den nya grodan.
Abiotiska faktorer som till exempel bestandstathet, temperatur under host och tidig var,
snotackets langd har stor betydelse for smittspridning och dverskuggar dock troligen effekten
av hur stor forekomsten av smittade vaxtrester ar.

Studien visar ocksa att morkfargning av stubben pa hosten inte var korrelerat till mangden

DNA som kunde hittas i proverna, och att darmed graden av missfargning av stubben inte &r
ett bra matt pa hur mycket smitta vaxtresterna bar pa.

PUBLIKATIONER
Da resultaten inte kommit forran i projektets slutskede har dessa inte publicerats annu.

RESULTATFORMEDLING TILL NARINGEN

Uppslaget till detta projekt kom fran Jordbruksverkets véxtskyddscentral i Uppsala och
utformades och utfordes i samrad med personalen dér. Da resultaten inte kommit forran i
projektets slutskede har dessa inte annu formedlats till naringen.
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