Slutrapport HO760014

Gradering av patogenangrepp i vete med kvantitativ PCR-metodik

Projektet var en ettarig fortsittning pa ”"Bestimning av forekomst av patogena svampar i
vete med PCR-teknik (V0648026). Resultaten fran detta projekt, innefattande tva ar av
utveckling och anvindning i forsok, har sammanstillts i en rapport fran avdelning for
precisionsodling “Bestdmning av forekomst av patogena svampar i vete med PCR-
teknik”, Avdelningen for precisionsodling, Rapport 18, Skara 2008. Tillginglig via
lanken: http://pub-epsilon.slu.se:8080/292/

I det tidigare projektet V0648026 utvecklades metoder for att bestimma férekomsten av
tre viktiga bladpatogener i vete och de borjade anvidndas for att skatta effekter av
fungicider m.m. Patogenerna dr Septoria tritici som orsakar svartpricksjuka, Drechslera
tritici-repentis (DTR) som ger vetet bladflicksjuka och Stagonospora nodorum,
brunflicksjuka. I HO760014beviljades, med reduktion pa 20 % av sokta belopp, medel
for att under ytterligare ett ar anvinda den nya méttekniken i studier av olika fungiciders
effekter mot dessa bladpatogener. Vidare avsags att folja utvecklingen av dessa patogener
pa nagra gardar med intensiv veteodling under 2008. Under varen 2008 erbjods ocksa
faltforsoksutforare att ldmna in veteprover for analys av svampfloran fran sina forsok,
och fa svar direkt under pagaende sisong. Forhoppning var att fa igdng en praktisk
anvidndning av den nya metodiken och 6ka medvetenhet om dess mojligheter, exempelvis
infor utliggning av forsok eller val av fungicider vid praktisk bekdmpningar. Resultaten
av aktiviteterna i projektet under 2008 redovisas nedan.

I ett annat pagaende SLF-projekt, V0960033 Effektforiandring hos fungicider i hostvete
och korn under svenska foérhallanden”, har PCR-tekniken som tagits fram i de
ovanstaende projekten anvints parallellt med okulédra graderingar i hostvete bade 2009
och 2010. Preliminira resultat visar pa en god korrelation. Detta projekt drivs av Per-
Goran Andersson pa Hushallningssillskapet tillsammans med Viéxtskyddscentralerna vid
Jordbruksverket.

Material och Metoder

Diagnosservice

Ett provtagningsprotokoll for “egen”-provtagning 1 vetefilt utarbetades och
distribuerades till faltforsoksutforare och forsoksbestillare, bilaga 1. Eurofins Food and
Agro AB fungerade som mottagare av proverna och analyserna gjordes i deras
laboratorium. Rapporteringen av resultaten till testanvidndarna skedde ocksa enligt
riktlinjer utarbetade i projektet, bilaga 1.

Jamforelser av fungiciders effekt

Prover insamlades fran forsok i forsoksserien L. 15-1040 ”Olika fungiciders effekt mot
DTR och Septoria i hostvete” pa forsoksplatserna Linkoping (Vreta kloster), Uppsala
(Grilllby), Skara (Haberg) och Orebro. Proven togs i leden behandlade med Comet (0,5



1/ha), Proline ( 0,4 1/ha) och Tilt Top ( 0,5 1/ha) samt i den obehandlade kontrollen. Prov
togs pa bladniva 1-3 och i tre block, dvs n=3.

Utveckling av angrepp av bladpatogener

For att studera utveckling av patogenerna i ett bestand togs bladprover (n=40) pa 4
bladnivaer i hostvetefilt pa tre gardar i Skaraborg; Kilagarden, Histhalla och Skofteby,
under veckorna 22-30 2008. Sorten var Olivin i samtliga filt. Pa Kilagarden och
Histhalla var forfrukten hostvete och pa Skofteby havre och aret innan hostvete (for-
forfrukt). Bladproverna hanterades enligt rutinerna i Almqvist et al 2008, fran
provtagning till analys och resultatberikning

Resultat och diskussion

Diagnosservice

Totalt 1amnades 12 prover in for analys under perioden med Diagnosservicen under maj
och juni 2008, dvs innan beslut om eventuell fungicidbehandling. Analysresultatet
redovisas sammanstillda i den form som det svarades ut, men information om
provtagningsplats dr borttaget (bilaga 1).

En omfattande information till forsoksutforare/kopare gjorde att vi hoppades pa fler
prover dn de 12 st som kom in, men dnda virt att notera dr att 3 olika organisationer
skickade in prover. Det dr heller inget nytt att det tar lang tid att etablera nya rutiner.
Grunden for svaren dr den unika utvidrderingsmall som utvecklas i det tidigare projektet.
Den indelar angreppet i 5 klasser utifrin den relativa DNA-mingd 2**“* (2DCT-viirdet)
av svamp 1 bladen. 2DCT-vérdet dr ett relativt vdarde som talar om hur mycket
svampviavnad som hunnit vixa till i vetebladet. Klass 4 talar om att det dr relativt stora
angrepp pa bladen; 10-20% av bladytan &dr dodad av svamp. Pa blad i klass 3 syns tydliga
svampfldckar pa bladen och miangden svampvivnad ér bara brakdelar av den i klass 4. 1
klass 2 finns svampen i 1dg niva, men baserat pa undersokningar av svampens utveckling
over tid kan vi anta att tillvixt sker. Klass 1 dr strax Over detektionsgriansen och
formodligen bara de forsta sporerna pa bladet. Det intressanta dr att tekniken Gppnar
iakttagande av tidig tillvaxt.

Jamforelse av fungiciders effekt

Fa prover uppvisade symptom vid den okuldra graderingen i borjan av juli i
forsoksmaterial fran 2008. Symptom av S. nodorum noterades inte i nagot prov. Mycket
laga nivaer av S. tritici-angrepp noterades i ett fatal prover fran Vreta och Haberg
(<0,3%). Enligt den okuldra graderingen fanns det endast en svag infektion av DTR i ett
prov fran Uppsala, Led A (2-3%). Data fran den okuldra graderingen gick darfor generellt
inte heller att anvinda for att jamfora olika fungiciders effekt pa bladsvamparna eftersom
nivaerna av angrepp var sa laga detta ar.

I figur 1-3 visas resultatet fran PCR-analyserna. Samtliga patogener detekterades i prov
fran samtliga platser. Detta visar aterigen att med PCR-analysen kan sjukdomarna
upptickas tidigt - innan symptomen blir synliga pa bladen. Légst var nivaerna i prover
fran Haberg och hogst i prover fran Vreta (giller samtliga patogener). Till skillnad fran



resultaten med den okulédra graderingen gick det att géra en jimforelse av effekten av de
olika behandlingarna. S. fritici har inte paverkats sa mycket av fungiciderna pa nagon av
forsokplatserna, men nivan dr mycket lag och det kan ha paverkat resultatet. Comet har
reducerat S. nodorum pa Haberg, men ej pa de andra platserna med kraftigare angrepp.
Tilt Top har hindrat utveckling pa Vreta och i Uppsala och Proline har reducerat
angreppet i Uppsala. DTR hdammades av alla tre i Uppsala, men inte pa Vreta.
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Figur 1. Resultat fran jimforelse av fungicideffekt enligt PCR-analys. Figuren visar
resultatet fran analys av DTR. Resultat fran obehandlat samt tre behandlingar visas
for tre olika forsoksplatser, tre upprepningar per behandling och plats

o Vreta
S. nodorum )
| Haberg
@ Uppsala
100000,00
10000,00
8 1000,00
51, g 100,00 4
3 10,00 4
©8 1,00 1
[])
;-] 0,10 1
0,01 4
0,00
Obehandlat Comet Proline Tilt Top
Preparat

Figur 2. Resultat fran jamforelse av fungicideffekt med PCR-analys. Figuren visar
resultatet fran analys av S. nodorum. Resultat fran obehandlat samt tre behandlingar
for tre forsoksplatser tre upprepningar per behandling och plats .
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Figur 3. Resultat fran jimforelse av fungicideffekt enligt PCR-analys. Figuren visar
resultatet fran analys av S. fritici. Resultat fran obehandlat samt tre behandlingar pa
tre olika forsoksplatser tre upprepningar per behandling och plats.

Korrelation mellan okulédr gradering och PCR

Under 2008 var svartpricksjuka den dominerande bladflicksvampen i landet, men
angreppen var pa en ldgre niva dn pa manga ar. Detta berodde pa att forsommaren var
torr och missgynnade patogenernas spridning och utveckling i hostvetebestanden.

I Figur 4 visas korrelationen mellan resultatet fran den okulédra graderingen av S. tritici
och resultatet frin PCR-analysen (R?=0.58). I figuren finns samtliga prover med <5%
infektion av DTR och S. nodorum med (endast ett prov borttaget da nivaerna av DTR var
laga detta ar). I Figur 5 visas motsvarande samband for samtliga prover som analyserats
under 2006-2008 (R2:0.73). Korrelation dr nagot simre om man bara ser till 2008 ars
prover. En forklaring till detta kan vara att angreppsnivaerna 2008 var pa en relativt lag
niva jamfort med tidigare ar och att det anses svarare att okuldrt skatta laga
angreppsnivaer.
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Figur 4. Korrelationen mellan okuldra graderingen av S. tritici (infekterad bladyta i %) och
realtids-PCR for prov med S. tritici-infektion och samtidigt max. 5% infekterad bladyta av
S. nodorum och DTR. Prover fran 2008.
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Figur 5. Korrelationen mellan okuldra graderingen av S. tritici (infekterad bladyta i %) och
realtids-PCR f6r prov med S. tritici-infektion och samtidigt max. 5% infekterad bladyta
av S. nodorum och DTR. Prover 2006-2008.

I Figur 6 visas sambanden mellan resultatet fran den okuldra graderingen av DTR och
resultatet frin PCR-analysen for prover fran Kilagarden 2006-2008 (R*=0.81). Figuren
visar hur 2008 ars resultat, se nedan, ansluter till sambandet fran de tva foregaende aren
pa Kilagarden.
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Figur 6. Korrelationen mellan den okuléra graderingen av DTR (infekterad bladyta i %) och
realtids-PCR. Prover 2006-2008 pa Kilagarden. Bla: prov 2006-2007. Rosa: prov 2008.



Kilagarden - angrepp av patogener under sisongen 2008

Forekomsten av de tre patogenerna foljdes under en nioveckors period under sdsongen
2008. Enligt den okuldra graderingen forekom S. tritici i relativt laga, men synliga nivaer
(Figur 7). Endast ett fatal prover visade infektion av DTR (<2%) och S. nodorum
noterades inte alls i den visuella graderingen.
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Figur 7. Okulédra graderingen av S. tritici pa Kilagarden
2008. Foriandringen under sdsongen pa olika bladnivaer.

Med PCR kunde samtliga patogener detekteras pa Kilagarden och fordndringen kunde
foljas over tid (Figur 8). Detta ar var nivaerna av DTR laga och DNA detekterade forsti v
24 pa bladniva 4. I v 27 kunde denna patogen detekteras pa samtliga bladnivaer. S.
nodorum och S. tritici kunde detekteras tidigare 4n DTR. I v 22 kunde S. tritici detekteras
pa bladniva 2, men symptomen var endast synliga pa bladniva 4 samma vecka. De forsta
nivaerna av S. nodorum detekterades med PCR pa bladniva 4 i v 23.

Figur 8 a. Resultatet for PCR-analys a DTR pa Kilagarden 2008.
Diagrammet visar hur fordndringen ser ut over sidsongen pa olika

bladnivaer.
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Figur 8 bc. Resultatet for PCR-analys av S. tritici (St), S, nodorum (Sn) pa Kilagarden 2008. Diagrammet
visar hur fordndringen ser ut 6ver sdsongen pa fyra olika bladnivaer.

Slutsatser
Resultaten fran 2008 stirker tidigare ars iakttagelser av att:
e PCR ir ett utmirkt verktyg for att uppticka tidiga angrepp av de tre patogenerna
och folja utvecklingen av enskilda patogener under en sdsong
e sambandet med okuldrbesiktning #r stabilt mellan ar och det &r nagot bittre vid
hogre angreppsgrader
e PCR-baserade bestimningar fungerar béttre @n okulir besiktning nér det giller att
sakert bestimma effekter av fungicider dven vid laga infektionsnivaer

Helt nytt &r att det gick att etablera en vixtdiagnostisk service som pa mindre #n tre dagar
efter provtagning kan ge ett relevant matt pa nivan av forekomst av tre viktiga
vixtpatogener i ett vetebestand. Det oppnar for en anvindning av analystekniken for val
av forsoksplatser med en ldmplig svampflora och ett lampligt patogentryck.

Tekniken lampar sig ocksa for uppfoljning av effekter av atgérder i forsoksparceller. 1
dessa kan representativa prov létt tas ut via manga delprover i hela parcellen.



Detta innebir att det nu finns teknik att enkelt f6lja upp effekterna av olika fungicider pa
artniva och notera stabilitet i olika vetesorters resistens och tolerans mot angrepp.

Intressanta och viktiga framtida utvecklingsomraden é&r att forsoka reda ut:

¢ hur sambandet ser ut mellan 2DCT-virden och tillvdxt av de olika patogenerna

e om sambandet mellan tidiga angrepp och skordeforluster ar starkare for dessa
2DCT-vérden dn okulér besiktning

e studera sambandet mellan 2DCT-vidrden och mycket kraftiga angrepp da stor
andel av bladytan dr dod, for att definiera det intervall dir PCR-metoden ir
lamplig att anvdnda

e om det gar att utveckla en provtagningsteknik som gor det mojligt att stélla
diagnos pa storre filtdelar dn forsoksparceller, undersoka provtagningmetodens
kénslighet och eventuella risker for att DNA sprids mellan olika blad och prover

e hur langt det gar att forenkla DNA-metoderna och didrmed sidnka
analyskostnaderna

Presentation av resultaten

Resultaten fran de bada projekten har presenterats i Sverige pa:
- Vixtskydds- och vixtodlingsdagar i Linkoping den 11-12 december 2007
- Regional vixtodlings- och vixtskyddskonferens, Uddevalla 10-11 Jan 2008
- Regional vixtodlings - och vixtskyddskonferens, Uddevalla 15-16 jan 2009

Internationellt har PCR-resultaten presenterats med tva posters pa den 9th International
Congress of Plant Pathology, August 24-29, 2008, Turin, Italy.
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Bilaga 1. Instruktion for ”Diagnosservice 2008 samt analysresultat

SLF-projekt: Bestamning av bladfldckssvampar i vete

Diagnosservice 2008

— snabbt svar pa féorekomsten av bladflackssvampar i vete

Under v 21-24 2008 har vi mojlighet att erbjuda analys av de tre vanligaste bladpatogenerna pa vete till ett
kraftigt subventionerat pris. Analyserna utférs som en del inom SLF-projektet “Gradering av
patogenangrepp i vete med kvantitativ PCR-metodik” som pagar under 2008/2009. Projektet genomfors av
SLU i Skara i samarbete med Jordbruksverkets vixtskyddscentral i Skara och analyserna kommer att
utforas pa Eurofins Food/Agro Sweden AB (f.d. AnalyCen) i Lidkoping.

Analysmetoden

Inom SLF-projektet "Bestimning av forekomst av patogena svampar i vete med PCR-teknik” utvecklades
DNA-baserade analysmetoder som kan bestimma och kvantifiera midngden av Septoria tritici
(svartpricksjuka), Stagonospora nodorum (brunflicksjuka) och Drechslera tritici-repentis (vetets
bladflicksjuka). Analysen bygger pa bestimning av méngden av for varje svamp unika DNA-sekvenser.
Maingden av patogenerna jimfors sedan med mingden vete i provet och resultatet uttrycks relativt
innehéllet i ett referensprov. Pa http://po-mv.slu.se/ under rubriken “Publikationer” kommer inom kort
finnas mer information om metoderna, projektets resultat och hur analysresultatet kan kopplas till
angreppsnivaer.

Provtagning

Samla in minst 20 hela blad fran den eller de bladnivaer Du vill underséka. Limnar Du in Ditt prov direkt
till laboratoriet gar det bra att limna in firska prov. Skickar Du in Ditt prov per post eller om provet av
annan anledning inte kan ldmnas in i1 nédra anslutning till provtagningen skall bladen placeras i
hushallspapper och ldggas i ett vanligt papperskuvert.

Provinlamning

Inom projektet har vi mojlighet att analysera ca 100 prover under denna sdsong. For var planering &r det bra
om Du kan hora av Dig till oss innan eller i samband med att Du skickar in ditt prov. Det &r forst till kvarn
som giller och anmilan ger fortur! Kostnaden for analysen &r kraftigt subventionerad till 200 kr/prov.
Lamnar Du in Ditt prov direkt till laboratoriet i Lidkoping senast tisdag morgon kl 9 &r var malsittning att
Du skall fa svar inom tre arbetsdagar. Det gar sjélvklart dven att skicka in prov per post. Kontakta oss for
information om Eurofins andra inlimningsstillen.

Kontakt

Kontakta Charlotta Almquist pa Eurofins (charlotta.almquist@lantmannen.com, 0510-88725) om Du har
fragor om metoden eller vill limna in prover. Du &r ocksa vilkommen att hora av Dig om Du ér intresserad
av analyserna dven utanfor detta projekt.

Har Du 6vriga fragor om metoden och projektet d4r Du ocksa vilkommen att hora av Dig till Cecilia
Lerenius pa Jordbruksverkets vixtskyddscentral i Skara (cecilia.lerenius@sjv.se, 0501-605862) eller
Anders Jonsson pa SLU i Skara (anders.jonsson@mv.slu.se, 0511-67129).

Adresser

Eurofins Food/Agro Sweden AB

Charlotta Almquist Besoksadress/paket:
Box 905 Sjohagsgatan 3

531 19 Lidkoping 531 40 Lidkoping




Analysresultat

= bladfiackssvampar i vete

FProvinformation

Provserie:

Frovnummear _ Markning Plats/'ort Bladniva
1 3
z 3
¥ 3
4 &)
5 g]
3 3
i 3
& 3
@ 3
10 3
11 2
1z 3

Resultat med prelimindr klagssning av infektionen

Provnummer_ Swvam Amalysresaltat @55 Rlass o Klass 1 HKlass2  Klass3  Klassd
1|5, trduct 0 0g x
5. madar =0.01 ¥
OTA =001
2|5 brdaci o0z X
5. madarurr =0 01 x
OTR =0.01 X
F|S5 bedici 003 X
5. maodorume =0.01 x
OTR =001 X
4|5 redici 18 45 X
T <001 :lt
OTR <0,01 S
F15 brfacy 0.8 X
£ mackaruey =001 x
OTR =001 x
GIS prdici 003 X
5_nodaruny 0.13 X
OTR oot X
TIS. reduci 0 38 x
|5, mockorum 021 Ed
16TR 0.ai X
BIE brfacr 004 o
5 madauert ons X
OTH =001 *
SIS brdici 062 kS
S modarumy =001 X
OTR =001 x
1] 5 rrduci 025 X
Z modomm 004 kS
IOTR =001 x
11JE brduct 4 LB X
5. nadarunn =001 X
OTH =001 *
1Z|5 rrtici 18 X
[=3 oot X
OTR =001 X
O it b 1ar ] ke i direid mefian svemparma.
Férklaringar
Sreampar
5. tnitici Eephons taticl som orsakar svampricksjuka
5. nodonam Stagonospors nodorum som orsakar brunflack sjuls
ore Orachalara intice-reperidis som arsakar weiets bladdacksuka
Hlassningm
Hlass 0 Svampen kan mle pavisas | provebiniedn 1 provet ar <001
Hlarsa 1 Svampan Sans @ provel | lig mangd, men waxes Troligives ime. Feemodligon inga synlga symptorm”.
Hlassg 2 Swarmpen fnns i proset | g mangd ach tilkast sker trobghes. Forodligen inga tydliga, synliga syrmatom®.
KHlass 3 Tydliga angrepp av svampen.
KHlzas 4 Iychet stors angrepp s svampen. Fornodigen mear an 10-20% angnpen bladyta.

* synliga symptam kan forekomma pd enstaka hiad i bestindet, Smid lorekomster av en svampan kan dofas awi
krafliga sympiom av @n annan. Dedta iycks ofa galla 5. nodormy,

Fragor?
Kontakia:
Charlotia Almouist
| st eusrafi

OFE0-980733



