Slutrapport for SLF-projekt:

Utveckling av stamspecifika genetiska markorer for ekologiska studier av
mikroorganismer med miljobiotekniska anvindningsomrdaden

1. Bakgrund

Mikroorganismer har stor potential att ersiitta kemiska bekdmpningsmedel i kampen
mot vixtsjukdomar (Montesinos 2003; Punja & Utkehede 2003), och for att férhindra
angrepp av mogelsvampar vid lagring av frukt, gronsaker och spannmal (Wilson &
Wisniewski 1989; Druvefors et al. 2002; Melin et al. 2007). Vid sadan biologisk
bekdmpning av svamptillvéxt dr ofta flera verkningsmekanismer inblandade.
Konkurrens om néring och/eller utrymme, produktion av antagonistiska metaboliter
eller enzymer, samt inducering av naturliga forsvarsmekanismer i viixten, anses spela
avgorande roller (Whipps 2001).

Inom EU skall den aktiva substansen i ett nytt bekdmpningsmedel — i vart fall
mikroorganismen — provas och godkénnas centralt pa EU-niva (reglerat framst i
direktiven 91/414 och 2001/36). Processen har varit mycket langdragen (upp till 9 ar).
En viktig orsak #r att kunskapsbrist inom nagra nyckelomraden har forsvarat
riskbedomningarna. De langa och mycket kostsamma provningsforfarandena dr en
orsak till att det uppstatt brist pa denna typ av miljovénliga produkter pa den
europeiska marknaden (Montesinos 2003). I miljoriskbeddmningarna har bl.a. saknats
anvindbar information for att beddma hur de introducerade organismerna dverlever
och om de kan spridas till omgivande omraden. For bedomningen av risken for
negativa hilsoeffekter pa manniskor har en stor svarighet varit att fa fram realistiska
mitningar och scenarier for i vilken utstrickning organismerna kan spridas via
partiklar i luften. Sddan information krivs for att bedoma om anvéndningen av
mikroorganismen som biologiskt bekdmpningsmedel kan medféra en 6kad total
luftexponering av manniskor for mikroorganismer, eller om det biologiska
bekdmpningsmedlet dr forsumbart jaimfort med normal bakgrundsexponering for
andra mikroorganismer. En anledning till svarigheterna &r att det tills nyligen saknats
praktiska médtmetoder for detektion och kvantifiering som ér tillrdckligt specifika for
enskilda bakterie- eller svampstammar.

En mojlighet att folja populationer av introducerade organismer é&r att utnyttja DNA-
baserade “’fingerprinting”’-metoder, som i forsta hand utvecklats for typning av nya
okénda stammar. I en av dessa metoder, RAPD (Random Amplified Polymorphic
DNA) anvinds korta, slumpmaéssigt valda, ospecifika PCR-primrar for detektion av
stamspecifika avsnitt av DNA. Genom sekvensering av sadana unika DNA-avsnitt ges
mdjlighet att utveckla PCR-primrar som é&r specifika for just dessa regioner. Denna
typ av stamspecifika markorer kallas SCAR-markorer (Sequence-Characterised
Amplified Region). En stor styrka med SCAR-metoden &r att den ir tillimplig for
savil eukaryoter (inklusive svampar) som for bakterier. SCAR-markdorer har
utvecklats for vitt skilda organismtyper, inklusive sadana med potential for biologisk
bekdmpning (Hermosa et al. 2001; Isenegger et al. 2001; Dauch et al. 2003). Daremot
har denna typ av markor hittills anvénts ganska lite i riktiga féltstudier. Férutom att
SCAR-markorer ger mojlighet att f6lja utvecklingen hos de introducerade
organismerna har de ocksa stor potential att ge information om organismers naturliga



utbredning. I sitt ursprungliga utférande indikerar metoden enbart om en organism
forekommer eller inte, varfor det dr naturligt i vart projekt att gora metoden
kvantitativ, genom anvindning av realtids-PCR (Levin 2004).

2. Syfte

Syftet med detta projekt &r att utveckla och anvinda stamspecifika, genetiska SCAR-
markorer for mikroorganismer anvénda for biologisk bekdmpning inom jordbruket.
Markorerna utnyttjas for undersdkningar av organismernas populationsutveckling
efter utsittning, inklusive deras spridning via partiklar i luften. Den nya kunskapen
okar forutséttningarna for ett rationellt och effektivt registreringsforfarande for
mikrobiologiska bekdmpningsmedel, och bidrar dirfor till att svenska odlare far
tillgang till fler sddana miljovinliga produkter.

3. Material och metoder
Organismer

I projektet har vi valt att fokusera pa tre organismer verksamma for biologisk
bekd@mpning av vixtsjukdomar i jordbruket: (a) En gram-negativ bakterie,
Pseudomonas brassicacearum MA250 ("DOMS&”), med stark suppressiv effekt mot
snomogel pa vete (orsakat av Fusarium spp. och Microdochium nivale), vid
behandling av utside med bakterien. (b) Tva svampstammar horande till Trichoderma
atroviride resp. T. parapiluliferum, vilka anvénds tillsammans i biologiska
bekdmpningsmedel mot svampangrepp, saluférda av det svenska foretaget Binab
Biolnnovation AB (http://www.algonet.se/~binab/).

Vid sidan av dessa stammar odlas flera bade nir- och obeslidktade organismer som
referensorganismer for testning av SCAR-markdrernas specificitet, séarskilt
organismer som kan misstinkas forekomma i malmiljoerna.

Experimentellt arbete

Med hjilp av RAPD-PCR identifierades flera DNA-sekvenser i DOMS8-bakterien som
forefoll vara specifika for denna. Dérefter konstruerades PCR-primrar for specifik
detektion av dessa DNA-avsnitt i olika typer av prover. En av primrarna (OPA2-73)
har ocksa anvints for framtagning av en realtids-PCR-metod (ABI7000-system fran
Applied Biosystems), sa att vi nu dven kan kvantifiera bakteriens forekomst i
miljoprover. Specificiteten hos markorerna verifierades ytterligare med Southern Blot.

Markorerna for DOMS anvindes forst i en undersdkning av bakteriens 6verlevnad
och kolonisering av vixten (hostvete) i krukforsok i vixthus. Bakterien applicerades
genom betning av utsiddet. Jord- och vixtprover samlades in och populationsstorleken
pa vixtens olika delar betimdes genom analys av proverna med den utvecklade
markortekniken. I forsoken anvéndes ett par olika smittade utséden, och forsoksleden
var obehandlat, kemiskt bekdampningsmedel, samt betning med olika médngder av vatt
fermentat respektive torkade celler av DOM8-bakterien.



For en fullstidndig belysning av hur utsatta populationer av DOMS utvecklas 6ver
tiden krivs dven riktiga faltforsok. Vi har darfér samlat in prover fran faltférsok med
liknande uppstéllning med hostvete som i vixthusforsoken. Faltforsoken utfordes pa
Hushallningsséllskapets forsoksytor i Hedemora samt Tierp (tva provtillfillen).
Proverna analyseras med SCAR-markérerna vinter och var 2008.

I projektets forlangning kommer prover av luftpartiklar att samlas in i anslutning till
odling av DOMS8-bakterien, samt vid applicering och foljande hantering av det betade
utsiddet. Eventuellt kan det dven bli aktuellt att ga in i kompletterande vixthus- eller
faltforsok.

Aven for de tva Trichoderma-stammarna har vi anvint RAPD-PCR for identifiering
av unika DNA-sekvenser. Tva nya primerpar syntetiserades, vars specificitet for
Binabs stammar konfirmerades genom jimforande tester med DNA fran
referensorganismer. Under varen 2008 utvecklar vi realtids-PCR-metodik, som
kommer att mojliggora kvantifiering dven av dessa tva svampar i prover fran miljon.
Samarbetet med Binab har gett oss utmirkta mojligheter att utse relevanta forsok for
undersokningar av svamparnas populationsdynamik under realistiska féltforhallanden.
Den ena lokalen #r golfgreener pa Orestads golfklubbs banor. Vi tar ocksi prover fran
vixthusodlingar av jordgubbar i Belgien, vilket mojliggjorts genom Binabs samarbete
med det Belgiska foretaget Biobest Biological Systems.

4. Resultat och diskussion
Projektfakta och personal

Projektet planerades fran forsta borjan att drivas av en doktorand. Anna-Ida Johnsson
Holmberg rekryterades vintern 2005 och anstilldes fran och med maj 2005, med
Ingvar Sundh som huvudhandledare och Petter Melin som bitridande handledare.
Projektet dr saledes i dagsldget (mars 2008) inte avslutat och Johnsson Holmberg
planerar att disputera i november 2009. Vi har alltsd nodgats finna annan finansiering
for projektets tva avslutande ar. Verksamheten drivs associerad till det MISTRA-
finansierade programmet DOM (Domesticering av mikroorganismer:
http://www.mistra.org/dom) vid Inst. f. mikrobiologi, SLU, i vilket Sundh leder arbetet
med sikerhetsfragor. Melin gjorde en post-doc vid Nottinghams universitet, England,
juli 2006 — juni 2007, men holl under denna period regelbunden kontakt med
Johnsson och Sundh. Melin tilltrddde 1 januari 2008 en forskarassistenttjénst vid var
institution, men fortsitter inom ramen fér den samarbetet med Johnsson Holmberg
och Sundh. Hostterminen 2005 gjorde Hamid Sharifi ett 20p examensarbete inom
projektet. Sharifi identifierade markorsekvenser hos en aktinobakterie.

Kort sammanfattning av projektets framatskridande

I stort sett sa framskrider projektet efter planerna. Johnsson har hittills lagt mesta
energin pa DOMS8-bakterien. Arbetet har varit krivande men framgangsrikt. Johnsson
har utvecklat en realtids-PCR-metod for kvantitativ bestimning av bakteriens
forekomst i vixt- och jordprover. Med denna metod har vi genomfért en studie av
bakteriens Overlevnad och kolonisering av vixten i krukforsok med hostvete (se
nedan for mer detaljer). Prover har ocksa samlats in fran de riktiga faltforsok dar
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DOMS8-bakterien har anvints. Dessa prover analyseras nu med markortekniken.

Under projektets gang har vi fatt anledning att delvis omvirdera valet av organismer.
Vi paborjade under 2007 inom DOM-programmet ett samarbetsprojekt med Binab
Biolnnovation AB. Detta gav oss mdjlighet att jobba med deras produkter for
biologisk bekdmpning, vilka &r baserade pa tva olika arter filamentosa svampar av
sliktet Trichoderma. 1 samarbetsprojektet utvecklar Melin SCAR-markdrer for
Trichoderma-svamparna (se nedan for mer detaljer). Johnsson Holmberg tar nu en
aktiv del i Trichoderma-studierna, medan de planerade forsoken med jastsvampen
Pichia anomala J121, som kan anvindas for “biokonservering” av spannmal, har lagts
at sidan.

Johnsson Holmberg har ocksa hunnit vara mycket aktiv pa kurssidan och klarat av
totalt 27 poing i doktorandutbildningen (se nedan). Vidare har hon presenterat resultat
fran projektet vid flera internationella konferenser. Hon bidrog ocksa till
handledningen av examensarbetaren i projektet.

Experimentellt arbete: DOMS-bakterien

Tva olika SCAR-markérer for DOMS8-bakterien identifierades med RAPD-PCR,
OPA2-73 och OPX12-535. Analysen med Southern Blot visade att bakterien
innehaller en kopia av OPA2-73, vilken anvindes for realtids-PCR. Detta gor att vi
direkt kan Gversitta analysresultaten fran realtids-PCR till antal bakterieceller i
proverna.

I vixthusforsoken med P. brassicacearum MA250 gav analyserna med markoren
OPA2-73 flera viktiga insikter. Bland annat kunde bakterien detekteras pa vixtens
alla delar, dven de 6verjordiska. Vidare visade analyserna tydligt att den inympade
bakteriepopulationen fortlevde pa vixten i atminstone tre veckor efter sadd.
Celltitheten av MA250 pa plantor som behandlats med bakterien var genomgaende
hogst pa froet och rotterna. Titheten pa rotterna varierade fran ungefir 10° till 10®
celler per gram rotvdvnad, vilket var flera tiopotenser hogre dn pa obehandlade
plantor. Det fanns ocksa en tydlig tendens att mellan dag 11 och 27 efter sadd, sa
minskade totala cellantalet pa det gamla froet, medan det 6kade pa rétterna. Ett
manuskript som sammanfattar resultaten av detta forsok ér i stort sett klart (se
Resultatformedling och publicering nedan), och skickas in for publicering under april
2008.
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Grafen visar totala cellantalet av DOMS pa olika vixtdelar i prover fran vixthusfoérsoket med hostvete,
insamlade 11 och 27 dagar efter sddd. Frobehandlingarna var en obehandlad kontroll, konventionell
kemisk behandling, samt betning med bakterien. Fro, blad och rétter analyserades separat. Resultaten
visar att viixtdelar fran de bakteriebehandlade veteplantorna har hogre kopieantal #n dvriga
behandlingar, samt att MA250 éterfinns pa vixtens alla delar. Férekomsten i obehandlad och kemisk
kontroll representerar sannolikt naturlig bakgrund. Tidsjamforelsen visar att MA250 sannolikt tillvixer
i anslutning till rétterna. Observera att y-axeln dr logaritmisk.

Sammanfattningsvis gav alltsa markorerna mycket anvéindbar information om
bakteriens populationsutveckling i krukforsoken. Det blir darfér mycket intressant att
senare under 2008 ta del av resultaten fran undersokningarna i faltférsoken.

Experimentellt arbete: Trichoderma-svamparna

Vid starten av detta projekt ansags de tva stammarna i Binabs biologiska
bekdmpningsmedel hora till arterna Trichoderma harzianum och Trichoderma
polysporum. Vi och andra forskargrupper har dock parallellt med hjilp av 18S rDNA-
sekvensering visat att den forstnimnda varit felidentifierad och skall heta T.
atroviride. Utifran sekvenseringarna har vi kunnat visa att dven polysporum-stammen
egentligen dr en annan art, nimligen 7. parapiluliferum. Hir dr det dock inte fragan
om nagon felidentifiering utan att arten nyligen delats upp i flera olika arter. Det
unika med detta projekt r att vi jobbar med en produkt som innehaller tva olika
antagonistiska svampar for biologisk bekdmpning.

Arbetet med att framstélla markorer for Trichoderma-stammarna initierades i augusti
2007. Vi har nu konstruerat SCAR-primrar for bada Trichoderma-isolaten. I praktiken
ar bada primerparen stamspecifika och i dagsliaget utvecklas en metod for
kvantifiering. Markorerna kommer att testas i nu pagaende forsok med applicering av
svamparna pa golfgreener samt i jordgubbsodlingar.

Sammanfattning av det experimentella arbetet

* Tva specifika SCAR-markorer for DOMS (Pseudomonas brassicacearum) har
identifierats och sekvenserats.

* Specificiteten hos den ena markoren har verifierats dven med Southern Blot, vilket
ocksa har visat att markoren forekommer i en kopia.

* En realtids-PCR-metod for kvantitativ bestimning av bakterien DOMS i prover fran



miljon har tagits fram.

* Med anvindning av markortekniken har en undersdkning av utvecklingen hos
inympade populationer av DOMS8 genomforts i krukforsok i véaxthus.

* Prover fran faltforsok i Hedemora och Tierp (tva provtillfillen) analyseras med
markorerna under vinter/var 2008.

« Utifran sekvensering av ITS-regioner, RAPD-analyser samt tillvixtbetingelser och
morfologi har vi kunnat korrigera Trichoderma-stammarnas taxonomi.

* Flera potentiella SCAR-markorer for Trichoderma-svamparna har identifierats med
RAPD-metoden.

* Ett specifikt primerpar for vardera Trichoderma-stammen har konstruerats.

Kurser och ovriga aktiviteter

Johnsson Holmberg har redan klarat av 27 poédng av de 30 som kravs i
forskarutbildningen.

Hon har sedan juni 2006 varit doktorandrepresentant for SLU i NOVA

University Network, som samlar nordiska skogs-, veterinér- och jordbruksuniversitet.
Hon har ocksa hjilpt till i undervisningen vid heminstitutionen. Johnsson Holmberg
var dven fran november 2005 till juli 2007 doktorandrepresentant i styrgruppen for
forskarskolan Focus on Soils vid SLU. Styrgruppen sammantrider tre till fyra ganger
per ar.

Resultatformedling och publicering

Det &r en styrka for projektet att vi forutom direkt formedling till vetenskapssamhdillet
via publicering i tidskrifter och presentationer pa konferenser (se lista nedan), kan
utnyttja den regelbundna resultatformedlingen i MISTRA-programmet DOM. Pa detta
sitt sprids framsteg och resultat i projektet dven till myndigheter och néringen. De
viktigaste kanalerna dr: a) DOM:s arsvisa, skriftliga rapporter. Dessa skrivs fr.o.m.
2006 pa engelska och sprids till en internationell malgrupp. b) Rapportering till
programmets referensgrupp (representanter fran myndigheter, industri,
forskningsinstitut och organisationer) vid arliga moten. ¢) DOM:s hemsida riktad mot
allménheten, vetenskapssamhillet och industrin (http://www.mistra.org/dom).

Manuskript

Johnsson Holmberg, A.-1., P. Melin, J.P. Levenfors, and I. Sundh. 2007. Development and evaluation
of SCAR markers for a Pseudomonas brassicacearum strain used in biological control of snow
mould. Manuskript skickas in till tidskrift i april 2008.

Presentationer vid konferenser

Johnsson, A.-I., P. Melin, and I. Sundh. 2005. Development of strain-specific genetic markers for
ecological studies of microorganisms used in environmental applications. Poster-presentation vid:
Focus on Soils Symposium — ”Managing Soils for the Future”, Uppsala 14-16 september 2005.

Johnsson, A.-I., P. Melin, and I. Sundh. 2006. Development of SCAR markers for detection and
quantification of a Pseudomonas brassicacearum strain used in biocontrol of snow mould. Poster-
presentation vid: MASE Conference, Microbial Activity for a Sound Environment, Uppsala, 28-
30 juni 2006.

Johnsson, A.-I., P. Melin, and I. Sundh. 2006. Development of SCAR markers for detection and
quantification of a Pseudomonas brassicacearum strain used in biocontrol of snow mould. Poster-
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presentation vid: ISME-11 (International Society for Microbial Ecology), Wien, 20-25 augusti
2006 (ej samma poster som vid MASE-konferensen).

Johnsson, A.-I., P. Melin, J.P. Levenfors, and I. Sundh. 2007. Strain-specific quantification in soil and
plant parts of a Pseudomonas brassicacearum used in biocontrol of snow mould.
Posterpresentation vid: BAGECO-9, Wernigerode, 23-27 juni 2007.

Examensarbete

Hamid R. Sharifi (2006) Development of strain-specific genetic markers for studies of natural
populations of an Actinobacterium, Rhodococcus wratislawiensis (DSM 44126).

5. Kommentarer om projektets ekonomi

SLF beviljade endast ca tva tredjedelar av sokta medel for tre ar, med hénvisning till
att bara tva av de tre mikrobiologiska tillimpningar som ursprungligen avsags att
studeras i projektet faller under SLF:s ansvarsomraden. Tack vare att doktoranden
borjade forst i maj 2005 och avlonades med utbildningsbidrag de tva forsta aren, sa
klarade vi dnda precis budgeten t.0o.m. december 2007 pa enbart SLF-anslaget. Vi
riknar med att Johnsson Holmberg disputerar i slutet av 2009. Medel for projektets
andra hilft maste alltsa tas fran annan kélla.

Johnsson Holmberg har sokt och erhallit tva resebidrag: (1) 2214 SEK fran Radet for
forskarutbildning vid SLU (FUR), for NOV A-kursen ” Bioremediation of Boreal
Soils”; och (2) 9000 SEK ur “Jubileumsdonationen” fran Knut och Alice Wallenbergs
stiftelse avseende konferensresa till ISME-11, Wien.
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