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Metodutveckling for okad precision vid riskbedomning av
bomullsmogel i oljevaxter

Bakgrund

Oljevixtodlingen har 6kat kraftigt de senaste aren och var 2006 strax under 100 000 ha (SCB,
2007). Odlingen har efter en svacka under slutet av 1990-talet aterhdmtat sig och dr nu den
storsta sedan tiden fore EU-intriddet. Det finns férhoppningar om en areal nirmare 200 000 ha,
vilket dr mer @n vad som anses vara maximalt for landets odlingsareal. En storre odlad areal
medfor risk for Okande angrepp av svampsjukdomar som bomullsmoégel (Sclerotinia
sclerotiorum), klumprotsjuka (Plasmodiophora brassicae) och kransmogel (Verticillium
longisporum), vilka Overlever 1 marken med vilkroppar respektive vilsporer.

Bomullsmogel orsakar stora skador framforallt i varraps vissa ar nidr nederborden varit
gynnsam for svampens utveckling. Resistens saknas och en fungicidbehandling méste goras
forebyggande. I dag finns ett 6kat utbud av fungicider som 1 kombination med en mer intensiv
odling kan leda till en okad frekvens av svampbehandling. En forebyggande behandling
kréver att odlaren gor en bedomning av risken for angrepp. Det verktyg som finns att tillga ar
den riskvirdering” som utarbetats vid SLU (Anonym, 2008), didr nederbord och lokala
observationer fran sklerotiedepaer ger en regional vigledning. Det har dock ofta varit svart att
fa samstimmighet mellan resultatet av riskviarderingen och det slutliga angreppet. For att
kunna identifiera falt med bekdmpningsbehov, maste man ta hinsyn till om svampen finns i
filtet och i vilken omfattning. Detta smittotryck pa filtniva kan bestimmas genom analys av
kronbladen, och ett agartest utvecklades 1 Kanada av Morall ef al. (1991). Agartestet anvindes
i en studie i Mellansverige (Wallenhammar och Sjoberg, 2000) dir samstimmigheten mellan
lag sporforekomst och lag infektionsgrad var god. Agartestet tar 5-6 dagar innan en avldsning
kan goras varfor kronbladen maste samlas in i tidig blomning. Under de senaste tio aren har
insatser gjorts for att utveckla metoder for att detektera och identifiera vixtpatogener baserade
pa DNA/RNA teknik och PCR-amplifiering av nukleinsyrasekvenser (Ward et al., 2004). En
vidareutveckling av PCR-tekniken dr sk real-time quantitative PCR, som ger mojlighet att
kvantifiera specifikt DNA i ett prov (Schena et al., 2004).

Syftet med projekt dr oka precisionen i riskbedomningen genom att utveckla och anpassa
DNA-baserade metoder for en effektiv kvantitativ bestimning av ascosporer av .
sclerotiorum. Bestimningar baserade pa DNA-teknik valideras mot agartestet. Angreppsnivan
av bomullsmogel 1 varje provtaget filt bestdms. Centralt 1 utvirderingen blir, forutom att
validera DNA-analyserna, att bedoma virdet av kunskapen om odlingsdata fran det aktuella
filtet samt fran omgivande filt.

Material och metoder

Agartest och faltgradering

Prover samlades in frdn 40 vérrapsfilt under 2006 och 2007 i Orebro lin samt frin 20
hostrapsfilt 2006 och 20 vérrapsfilt 2007 i Ostergotland. Fran varje filt togs 20 toppskott
strax fore full blom. Toppskotten skars av jimt fordelat 20, 40, 60, 80 och 100 m fran



faltkanten, och placerades i enskilda plastpasar som lades i kylvidska. Proverna forvarades
svalt (+8°C) over natten innan kronbladen placerades pa agarplattor med steril pipett.
Kvarvarande blomstéllningar placerades sedan 1 frys, for vidare molekylédrbiologiska
undersokningar. Provhanteringsrutinerna forbittrades 2007 genom att40 kronblad placerades
individuellt direkt i 0.2 ml PCR-ror i syfte att kunna sékerstélla att kronblad fran ungefir
samma bladniva anvinds till bade agartest och PCR-analys. Infektionsnivan pa kronbladen
bestimdes med agartest enligt Morall et al. (1991). Fyra kronblad placerades pa varje
agarplatta och 20 plattor anvéndes for varje filt. Plattorna inkuberades i rumstemperatur och
avldstes efter 5-6 dagar. Ytterligare en avldsning gjordes en vecka senare. Antal kronblad som
utvecklade sklerotier av bomullsmogel bestimdes. Gradering av angripna plantor i de
provtagna filten gjordes innan skord i BBCH 80 da 100 plantor undersoktes ldngs
provtagningsstrickan ovan och bedomdes som friska eller angripna. Information om
odlingshistoria har samlats in och en riskvirdering har gjorts for 24 filt. En kartliggning av
nirheten till filt déar oljevéxter odlats nyligen har gjorts for att oka forklaringsgraden av
vindspridning av ascosporer.

Realtids-PCR for detektion av S. sclerotiorum i kronblad

DNA-extraktion och rening

Sklerotier

S. sclerotiorum DNA fran sklerotier extraherades med ett kommersiellt extraktionskit
(FastDNA SPIN Kit for Soil, Qbiogene) som lyserar cellerna genom ett mekaniskt
lyseringssteg. Extraktionen utfordes enligt tillverkarens instruktioner med undantaget att
proven skakades 3x45 s pa hastighet 5,5 med en Hybaid Ribolyser.

Apothecier

S. sclerotiorum DNA fran apothecier extraherades med en vanlig CTAB-extraktion med
kloroform enligt foljande. Nagra apothecier placerades i ett 2 ml ror innehallande 6 stalkulor
(2.3 mm 1 diameter). 1.5 ml CTAB-buffert (20 gCTAB, 12.11 g Tris, 81.8 g NaCl, 7.4 g Na,-
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) per liter vatten; pH = 8.0) tillsattes och proven
homogeniserades direfter genom att skakas pa en Ribolyser 45 s (speed 4.5). Efter tillsats av
20 ul Proteinas K (20 mg/ml, MERCK) inkuberades proven i 60°C under 2 h och
centrifugerades sedan 5 min vid 13 000 rpm. 1 ml supernatant overfordes dérefter till ett 1.5
ml eppendorfror, blandades med 5 ul Rnase och inkuberades i 60°C under 15 min. Proven
centrifugerades dérefter 1 min vid maxhastighet (>15 000 xg). 900 ul av supernatanten fordes
dérpa over till ett nytt eppendorfror och blandades med 600 pl kloroform. Efter 10 minuters
centrifugering vid maxhastighet overfordes 625 pl av den Ovre fasen till ett nytt ror
innehallande 1 ul glykogen. 500 pl isopropanol tillsattes och proven inkuberades i
rumstemperatur under ca 30 min. Dérefter centrifugerades proven aterigen 10 min vid
maxhastighet. Supernatanten hélldes forsiktigt av och DNA-pelleten tvittades med 500 pl
75% EtOH. Efter 5 minuters centrifugering vid >10 000 xg pipetterades etanolen bort. Da
resterande etanol evaporerat 10stes pelleten i 100 pl sterilt milli-Q H,O. DNA-extrakten
forvarades i frys vid -20°C.

Kronblad fran raps

Extraktion fran poolade kronblad; DNA extraherades fran totalt 8 eller 16 kronblad med
FastDNA SPIN Kit for Soil (Qbiogene) enligt ett modifierat protokoll. Kronbladen plockades
forsiktigt med en steril pincett och placerades i Lysing Matrix E Tubes (Qbiogene). Dérefter
tillsattes 978 pl Sodium Phosphate Buffer (Qbiogene) och 122 pul MT Buffer (Qbiogene).
Proven vortexades och skakades sedan 2x40 s pa en Ribolyser (speed 6). Mellan skakningarna



samt efter sista skakningen kyldes proven pa is. Efter 5 minuters centrifugering vid 14 000 xg
overfordes supernatanten till ett eppendorfror och 250 ul PPS reagent (Qbiogene) tillsattes.
Proven inverterades 10 ganger for hand och centrifugerades sedan ytterligare 5 min vid 14
000 xg. Supernatanten 6verfordes ddrefter till ett 15 ml ror innehallande 1 ml Binding Matrix
Suspension (Qbiogene). Proven inverterades for hand 2 min och inkuberades sedan 3 min i
rumstemperatur. 600 pul av den 6vre klara fasen pipetterades forsiktigt bort. Direfter foljdes
protokollet enligt tillverkarens instruktioner.

Extraktion fran ett kronblad; DNA fran endast ett kronblad extraherades med en kommersiell
buffert (MicroLYSIS-PLUS, Microzone) enligt ett modifierat protokoll (personlig
kommunikation Jonathan West, Rothamsted Research, UK). Totalt togs 20 kronblad ut fran
varje filt som skulle analyseras med real-tids PCR. For samtliga falt utom félt 22 fran 2006
gjordes tva separata extraktioner (2x20 kronblad). Varje kronblad placerades i ett 0.2 ml PCR-
ror och forbehandlades vid 95°C under 5 min. Dérefter tillsattes 40 ul MicroLY SIS-PLUS
(Microzone) och proven behandlades sedan tva ganger med foljande temperaturprogram:

Steg 1: 65°C under 15 min
Steg 2: 95°C under 2 min
Steg 3: 65°C under 4 min
Steg 4: 95°C under 1 min
Steg 5: 65°C under 1 min
Steg 6: 95°C under 30 s
Steg 7: 20°C

Proven vortexades mellan de tva behandlingarna. Direfter tillsattes ca 2 mg PVP
(polyvinylpyrrolidon) samt 40 pul TE-buffert (10 mM Tris, 0.1 mM EDTA) och proven
vortexades. Efter 15 min centrifugering vid 13 000 rpm 6verfordes 50 pl av supernatanten till
ett nytt PCR-ror. 125 pl etanol samt 10 ul 7.5 M ammoniumacetat tillsattes och proven
vortexades och centrifugerades sedan ytterligare 15 min vid 13 000 rpm. Supernatanten
pippetterades bort och proven lufttorkades och resuspenderades sedan 1 10 ul sterilt MQ-H,O.
DNA-extrakten forvarades i frys vid -20°C. Protokollet optimerades ytterligare for proverna
uttagna 2007. Inkuberingen med etanol och ammoniumacetat forldngdes till minst 30 min vid
-20°C och DNA resuspenderades i 50 ul sterilt MQ-H,O.

PCR

Primrar och prob

Tva olika primerpar har studerats och pa grund av en hogre grad av specificitet valdes det
primerpar som &r framtaget av Freeman et al. (2002). Primerparet amplifierar en sekvens pa
278 baspar i S. sclerotiorums ribosomala DNA. En TagManMGB-prob mérkt med 6-FAM (6-
carboxy-fluorescein) designades med hjidlp av Primer Express och sekvenserna for
primerparet samt proben visas 1 tabell 1 nedan.

Tabell 1. Sekvenser for primrar och prob.

Primer/prob Sekvenser

Primer forward (SSFWD) 5’- GCT GCT CTT CGG GGC CTT GTA TGC -3’
Primer reverse (SSREV) 5’-TGA CAT GGA CTC AAT ACC AAG CTG -3’
Prob (SsMGB) 5’-CGC CAG AGA ATATCA A -3’

Realtids-PCR med TagManMGB-prob

Samtliga analyser med realtids-PCR utfordes pa en 7300 Real Time PCR System fran Applied
Biosystems i en totalvolym pd 25 pl. Reaktionen bestod av 1 x TagMan Universal PCR
Mastermix (Applied Biosystems), 0.2 uM av varje primer, 0.2 uM av proben samt 1-5 pl



DNA extrakt. Forhallandena for realtids-PCR-reaktionen visas i tabell 2. Vid analys av
kronblad extraherade med MicroLYSIS anvindes 1 pl DNA extrakt for prover uttagna 2006
samt 5 pl for prover uttagna 2007. Prover fran 2006 analyserades i tva replikat, men for att fa
en sikrare analys forbittrades metoden och samtliga prover fran 2007 analyserades dérfor i tre
replikat. Da tva eller tre replikat var positiva ansags provet som positivt.

Tabell 2. Temperaturprotokoll for realtids-PCR-analys med SsSFWD, SsREV och SsMGB

Process Tid (min:s) Temperatur (°C)
Denaturering 10:00 95
Touchdown-PCR* 00:15 95
01:00 72-66
Amplifiering 40 cykler 00:15 95
01:00 65

*: Temperaturen sidnks 1 grad varannan cykel.

Resultat

Agartest och faltgradering 2006

Forsommaren och blomningsperioden var nederbordsfattiga (tabell 3), och férekomsten av
sporer forhallandevis 13g. Agartesterna frin hostraps i Ostergotland visade pa 1aga nivder;
medelvirdet var 7,6 % angripna kronblad med en variation mellan 0 och 32,5 % (resultat
visas ej hir). Agartesterna frin Orebro lin visade ett medelvirde pa 7,2 % med en variation
mellan 0 och 32 %. Medelvirdet for angreppen i filt i Orebro lidn var 2,4 %, med en variation
mellan 0 och 13 % (figur 1). Drygt hilften av filten var helt utan angrepp. I Ostergotland
fanns inga angrepp i nagot av de graderade filten. Den torra och varma viderleken under och
efter blomning (Tabell 3) medforde att angreppen blev mycket laga.

Tabell 3. Nederbord och temperatur i Orebro och Vikingstad (Ostergétland) 2006 och 2007.

Antal Nederbord Medeltemperatur

regndagar mm dygn,°C
Orebro
2006 tva veckor fore blomning 6 37
2006 under blomning 3 11 19,1
2007 tva veckor fore blomning 4 26
2007 under blomning 10 67 15,3
Ostergotland
2006 tva veckor fore blomning 0 0
2006 under blomning 1 6 20,0
2007 tva veckor fore blomning 2 14
2007 under blomning 8 100 15,8

Agartest och faltgradering 2007

2007 visade agartesten hoga infektionsnivaer till skillnad fran 2006. De hogsta nivaerna
forekom i Orebro lin. Agartesterna frin Ostergotland visade ett medelvirde pa 10,9 procent
infekterade kronblad med en variation mellan 1,4 och 30 procent (resultat visas ej hir). I
Orebro var medelvirdet 29,6 procent med en variation mellan 4 och 81 procent. Medelvirdet
for filtinfektion i Orebro lin var 7 procent med en variation mellan 0 och 32 procent, vilket
inte motsvarades av infektionsivan pa agarplattorna (figur 2). I Ostergétland var medelvirdet
0,5 procent, da endast tva filt av femton visade forekomst av bomullsmogel. Stor forekomst
av graimogel (Botrytis spp) avlistes pa agarplattorna for Orebro lin, vilket kan ha konkurrerat
med S. sclerotiorum 1 filt. Endast svaga eller inga angrepp alls har konstaterats 1 filt dér
agarinfektionen var <20 procent (tabell 4).
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Figur 1. Samband mellan agartest och filtangrepp i varraps 2006, Orebro lin.
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Figur 2. Samband mellan agartest och filtangrepp i varraps 2007, Orebro lin.

Tabell 4. Fordelning av infektionsniva i filt dir bekdmpningsbehov bedomdes enligt agartest.

Lin (Totalt antal Ant filt med Ant fdlt med Antal fdlt med Antal filt utan
undersokta filt)  bek behov enl. angr >20 % angr infektion
agartest' <20 %
Orebro 22) 13 4 6
Ostergotland (15) 1 0 0 1

! Bekimpningsbehov foreligger enligt tidigare undersokningar vid 20 procent infekterade kronblad
(Wallenhammar et al., 2007)

Utvirdering av riskvirderingen (www.ffe.slu.se/sve)
Av de provtagna félten var foregaende ars oljevixtodling kidnd i 24 fall, och resultaten av
filtanpassade riskvérderingar presenteras i tabell 5.




Tabell 5.Utvirdering av riskbedomningen for varrapsfilt dér senaste oljevixtodlingen &r kind.

Ar Angrepp i falt % Riskbedéomning Riskniva Angrepp agartest
poing % infekterade kronblad
2006 0 25 Liten 0
0 25 Liten 3
0 25 Liten 0
0 30 Liten 5
0 25 Liten 8
1 40 Liten 19
5 50 Mattlig 32
9 50 Mattlig 9
13 30 mattlig 30
2007 0 40 Liten 34
0 35 Liten 9
0 35 Liten 16
2 45 Mattlig 4
7 45 Mattlig 13
8 50 Mattlig 69
12 45 Mattlig 34
30 60 Stor 31
32 60 Stor 36
2007 E-lan 0 40 Liten 10
0 45 Mattlig 30
0 55 Mattlig 16
0 55 Mattlig 21
0 65 Stor 6
0 60 Stor 14

I falt ddr oljevixter inte odlats de senaste 10 aren &r risken oavsett viderlek lag. Poidngen blir
hogre i frodiga filt med mycket regn och vixlande viderlek. Om information om tidigare
oljevixtodling finns (tabell 5), dr 6verensstimmelsen godtagbar, men for félt ddr denna
information saknas blir viderleksparametrarna dominerande och riskvérderingen ger dalig
Overensstimmelse med angreppet (tabell 4). Hir 6kar kronbladstester precisionen. Vi
konstaterar att i filt med infekterade kronblad och liten riskniva har angreppen uteblivit nir
marksmittan varit 1ag (tabell 5).

Analys av féltprover

Tva olika upplédgg for kvantifiering av S. sclerotiorum i faltprover har undersokts. Den forsta
strategin gick ut pa att analysera DNA extraherat fran 8 respektive 16 kronblad och sedan
studera sambandet med resultatet fran agartestet. Detta resulterade dock inte i nagon
korrelation mellan agartest och PCR (data visas €j).

Den andra strategin for analys av filtprover gick ut pa att ta reda pa hur stor procentandel av
kronbladen som var infekterade (men inte hur infekterade de var). For att fa en hanterbar
provmingd analyserades totalt 20 blad istdllet for 80 blad som anvénds vid agartestet. DNA
extraherades fran dessa 20 blad och dérefter utfordes en kvalitativ analys med realtids-PCR. I
Tabell 6 visas resultatet fran dessa analyser.
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Tabell 6. Jimforelse av resultat fran agartest samt realtids-PCR. Resultaten finns angivna i % infekterade
kronblad och for PCR-analysen har prov riknats som positiva endast da tva av tva alternativt minst tva av tre
replikat blivit positiva. Medelvirdet anger medelvirdet for tva separata extraktioner och analyser.

Agartest
. (% infekterade  Filtgradering (% Realtids-PCR (% Medelvirde
Ar Filt nr kronblad) angripna plantor) infekterade kronblad) realtids-PCR (%)
2006 24 40 5 35,45 40
40 33 13 28,6 17
37 17 0 0,5 3
22 6 0 0,0 0
2007 42 81 25 40, 75 58
30 76 0 60, 30 45
38 53 4 30, 25 28
46 36 32 10, 10 10
44 40 4 15, 30 23
25 69 8 10, 35 23
29 9 0 0,0 0
33 50 0 15,40 28
26 34 0 0, 10 5
20 32 2 5,15 10
28! 20 iu. 0,5 3
31 34 12 0,15 8
32 28 3 80, 55 68
23! 30 iu. 10, 10 10
43 19 2 5,0 3
P 1 0 0, 10 5

'Filtet fungicidbehandlat, uppgift saknas

Resultatet fran analyserna visas dven i Figur 4 nedan dédr man tydligt ser en korrelation mellan
agartestet och PCR-analysen.
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Figur 4. Korrelation mellan
agartest och medelviarden for
PCR-analysen. Punkt (68;28)
ar ¢j med i kurvanpassningen.

Primrarnas och probens specificitet undersoktes genom att jdmfora sekvenserna med
sekvensdata fran databaser med hjilp av programmet BLAST (NCBI, National Center for



Biotechnology Information). Denna sokning visade att S. sclerotiorum , S. trifoliorum, S.
minor och Sclerotinia sp. forvintas pavisas med metoden. Specificiteten har ocksa undersokts
av Freeman et al. (2002) som da kom fram till ett liknande resultat. I och med detta samt att
primrarna och proben amplifierar ett fragment i en variabel region av rDNA’t dr det hogst
osannolikt att andra svampar, som t.ex. Botrytis cinerea som orsakar gramogel, ger upphov
till en korsreaktion. Experimentella forsok visar att S. sclerotiorum DNA fran sklerotier,
apothecier samt ascosporer pa kronblad kan pavisas med denna realtids-PCR-metod.

Amplifieringseffektivitet

Metodens amplifieringseffektivitet undersoktes genom att analysera en 10-faldig
spadningsserie av DNA extraherat fran S. sclerotiorum sklerotier. Resultatet visas i figur 5
och formeln for kurvan som anpassats visar att lutningen dr —3.5405 vilket innebédr en PCR-
effektivitet pa ca 92 % (100% motsvarar en fullstindig fordubbling av malsekvensen i varje
cykel). Aven anpassningen av linjen ér utmirkt (R*>0.99).
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o 20 sklerotie-DNA.  Varje  spiddning  har
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o 10 gav en mycket hog korrelationsfaktor och
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Inledningsvis utvirderades tva strategier for detektion och analys av S. sclerotiorum DNA pa
kronblad. Den forsta strategin baserades pa DNA extraktion fran samlingsprover (8-16
kronblad). Ingen korrelation mellan méngden S. sclerotiorum DNA och antal infekterade
kronblad i agartestet kunde pavisas vilket kan bero pa att om endast ett eller ett par av dessa 8
(eller 16) blad dr mycket kraftigt infekterade resulterar det troligtvis i ett storre utslag i
analysen jamfort med om samtliga 8 (eller 16) blad endast har ett fatal sporer vardera.
Detsamma géller ddremot inte for agartestet, varfor det blev problem da metoderna skulle
jamforas. Angreppen i filt antas bli storre om ett storre antal blad har fa sporer jamfort med
om ett fatal blad dr vil koloniserade av svampen. Dérfor var det mer informativt att bestimma
frekvensen genom att undersoka forekomsten av S.scleriotiorum pa individuella kronblad.

Den realtids-PCR-metod som vi har utvecklat erbjuder en snabb och tillforlitlig detektion av
ascosporer pa kronbladen, och dr en viktig parameter i en forbittrad riskvirderingsmodell.
Undersokningar visar att infektionseffektiviteten hos kronblad dr ungefir sex ganger storre én
for standare, och att 10 % av infekterade kronblad leder till en stjidlkinfektion (Young et al,
2007). Tidigare undersokningar (Wallenhammar et al., 2007) visar att en fungicidbehandling
iar ekonomiskt 1onsam vid 20 % infekterade kronblad. Den rikliga nederborden under
blomningen kan ha orsakat alltfor vata infektionsforhallanden. Brun et al. (1983) visade att
kronblad som torkats i 100° i 1 timma eller torkats i rumstemperatur innan de placerades pa
rapsblad med en sporsuspension, ledde till 80-90 % infektion, medan endast ett fatal lyckade



infektioner blev resultatet med fdrska kronblad. Den laga sjukdomsférekomsten i filt under
2007 antyder att forhallandena under infektionsprocessen behdver undersokas ytterligare.
Rogers et al. (2008) visar att bestimning av luftburen smitta som samlats in i sporfidllor med
realtids-PCR erbjuder ytterligare mojligheter att forbéttra prognosen for ett sjukdomsutbrott.

Samtidigt visade utvirderingen av riskbedomningen att vid mycket torr véiderlek (som 2006)
ar risken lag dven i fdlt med angrepp tidigare i vixtfoljden, medan det bada aren forekom
storst angrepp i filt med hog risk baserad pa kunskap om tidigare angrepp. Vid storre andel
oljevixter 1 viaxtfoljden 0kar behovet av kunskap om angrepp som forekommit tidigare, samt
om vilken smitta som finns i filtet under det aktuella aret, for att ritt kunna anvinda
riskvirderingen. I en studie 1 Mellansverige var risken for angrepp 13 ggr storre 1 falt som
tidigare haft hoga angrepp av bomullsmogel jimfort med félt som tidigare inte haft angrepp
(Twengstom, 1999). I studien framkommer ocksa att storleken pa tidigare angrepp ar en av de
viktigaste faktorerna for angrepp i1 den aktuella grodan, vilket har bekriftats 1 denna
undersokning (tabell 5).

Vi har funnit att i parametern “regional risk”, som baseras pa sklerotiedepiernas
groningsformaga, virderas fuktigheten ytterligare en gang och foreslar att denna utesluts. Vi
anser att parametrarna bestandstithet och nederbord innan blomning ger tillrdcklig
information. Angreppet 2006 var ett av de ligsta som forekommit under de 23 ar som
gradering av bomullsmogel utforts i Orebro lin (Wallenhammar och Redner opubl), och i
jamforelse med med agartesten som utfordes i ett tidigare projekt 1998-1999 dr nivaerna som
bestamts 2006-2007 ldagre (Wallenhammar et al., 2007). Under perioden fore 1998 var
oljevixtodlingen mer omfattande och véxtfoljderna relativt anstringda av oljevéxter medan
forhallandena under de senaste aren varit omvinda. Kunskapen om odlingshistoria och
tidigare angrepp minskar dock nér lantbruksforetagen blir storre och nya marker tillkommer.

En hallbar produktion kan uppnas forst nér vi kostnadseffektivt kan detektera och forutsiga
risken for angrepp i varje enskilt oljevixtfilt. Okad precision betriffande behovet av
forebyggande kemisk bekdmpning 6kar lantbrukarens ekonomi dé ett antal bekdmpningar
som inte dr nodvindiga kan undvikas. Tillgangen till nya testmetoder innebér ocksa att risken
for ovintade angrepp minskar, och att tillfoérda insatsmedel och vixtnédring utnyttjas béttre,
jamfort med nér skorden reduceras p g a ojamn bradmognad.

Med den real-tids PCR-metod metod som vi utvecklat kan smitta snabbt pavisas och
precisionen i riskbedomningen 6kas. Metoden har givit en bra vigledning i de filt dir
angrepp utvecklades. Undersokningen bekriftar ocksa tidigare resultat (Wallenhammar och
Sjoberg, 2000) att lag filtinfektion motsvarats av en lag infektion pa kronbladen.
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