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Del 1: Utforlig sammanfattning

Plants are increasingly recognized as holobionts, a term used to describe an individual
host with its associated microbial community. Plant associated microorganisms play an
important role for plant fitness through regulation of several biological processes such
as nutrient acquisition and resistance to biotic stresses. Microbial strains or communities
may have direct influence on plant pathogenic fungi and disease development.
Knowledge about these interactions is useful to increased our understanding of plant
disease epidemics.

The purpose of the project was to create a basis for improved disease forecasting
methods of plant diseases based on molecular identification of fungi in wheat and in
spore traps, as well as to understand the relationship between weather, occurrence of
pathogen and disease severity. The project was divided in 3 sub-projects: In the first
part, the fungal community was studied both in spore traps and in wheat leaves in
relation to disease development and weather. In part 2 we investigated how presence of
pathogen in the field in the autumn influenced the development of disease in the
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following season. In part three, the aim was to investigate the development of Fusarium
fungi during a season.

The fungal communities between the spore traps and the plants overlapped to a large
extent, overall results shows that the sporetrap catches a hinger number of species than
the wheat leaves. The differences in weather between the years influenced the presence
and abundance of spices. The number of species correlated with temperature; i.e., the
number of speices increased with temperature. When a species can be detected depends
on its biology; as an example, fungi favoured by warm temperatures will be more
common during summer. Several important disease-causing fungi were identified within
the samples, such as Blumeria graminis causing mildew, Zymoseptoria tritici causing
Septoria tritici blotch, Pyrenophora tritici-repentis causing tan spot, Puccinia triticina
and Puccinia striifromis causing the cereal brown and yellow rust. Several fusarium
species were also identified, but these can not be identified to species level in the
barcoding method. For this reason, we used genus specific method to analyze the
Fusarium complex during two years.

The project has also collaborated with related projects, which has both put our results in
a broader perspective and strengthen the support for the method. In one project, the
fungal communities in three different type of landscapes, agricultural fields, pine forests
and deciduous forests were investigated. The main finding was that the spore
communities across location with the same vegetation type were more similar than the
spore communities within an area. In another project, the possibility to quantify species
within fungal communities. Based on artificially assembled community with different
properties three different sequencing methods were evaluated (Illumnia MiSeq, PacBio
RS II and PacBio Sequel). In conclusion, the PacBio technologies produce results that
better reflect the community composition and the method could be used to semiquantify
the presence of species of interests.

Our studies showed that monitoring with molecular methods is possible and confirm
that this method can be used for early detection of leaf spot diseases, rust and fusarium
in wheat. When a fungus can be detected is dependent on its biology, as an example,
fungi favoured by warm temperatures will be more common during summer. The
differences in weather between years influence the presence and abundance of a species.
The project have provided us important information about the presence of a fungi in the
air affects the actual exposure of the wheat to pathogenic fungi. By being able to
connect this to the plant protection centres’ disease scoring, we can draw unique
conclusions about the presence of pathogens in the air and disease development for
several diseases.

Sammanfattning (SV)

Vaxter anses allt oftare vara holobionter, en term som anvénds for att beskriva en vard och dess
tillhrande mikrobiella samhéllen. Vixtassocierade mikroorganismer spelar en viktig roll for
véxternas hdlsa genom reglering av flera biologiska processer sdsom néringsiupptag och resistens
mot biotisk stress. Mikrobiella arter eller samhillen kan ha direkt inverkan pa vixtpatogena
svampar och sjukdomsutveckling. Kunskap om dessa interaktioner 4r anvdndbar for att 6ka var
forstaelse av vixtsjukdomars epidemier.
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Vixter erkidnns alltmer som holobionter, ett ord som anvéinds for att beskriva en enskild vard
och dess tillhorande mikrob samhélle. Vi vet idag att mikroorganismer som lever pa vixter
spelar en viktig roll for véixternas hélsa genom reglering av flera biologiska processer sésom
niringsupptag och resistens. Mikrober och mikrobiella samhillen kan ha direkt inverkan pa
vaxtpatogena svampar och om eller hur en sjukdom utvecklas. Kunskap om dessa interaktioner
ar darfor anvandbar for att 6ka var forstaelse av utbrott av viaxtsjukdomar.

Syftet med projektet var att skapa en grund for forbattrade prognostiseringsmetoder for
véxtsjukdomar baserade pa molekylér identifiering av svampar i vete och i sporfillor, samt att
forsta sambandet mellan vader, forekomst av patogen och sjukdomens svarighetsgrad. Projektet
var uppdelat i tre delprojekt: I den forsta delen studerades svampsamhéllet bade i sporféllor och
i veteblad i relation till sjukdomsutveckling och viderlek. I del tva undersokte vi hur forekomst
av patogen i falt pa hosten paverkade sjukdomsutvecklingen under den f6ljande sdsongen. I del
tre var syftet att undersoka utvecklingen av Fusariumsvampar under en sésong.

Svampsamhéllena mellan sporféllorna och véxterna dverlappade i stor utstrackning,
overgripande resultat visar att sporfillorna fdngar ett storre antal arter dn vetebladen.
Skillnaderna i vdder mellan &ren paverkade nirvaron och antal arter. Antalet arter korrelerade
med temperatur; d.v.s. antalet arter 6kade med temperaturen. Nér en art kan upptéckas beror pa
dess biologi. Som exempel kommer svampar som gynnas av varma temperaturer att vara
vanligare under sommaren. Flera viktiga sjukdomsframkallande svampar identifierades i
proverna, sdsom Blumeria graminis som orsakar mjoldagg, Zymoseptoria tritici som orsakar
svartpricksjuka, Pyrenophora tritici-repentis som orsakar vetets bladflicksjuka, Puccinia
recondita och Puccinia striifromis som orsakar brunrost respektive gulrost. Aven flera
fusariumarter identifierades, med hjélp av artgrupps-specifik metod for att analysera Fusarium-
komplexet for proverna.

Projektet har dven samarbetat med liknande projekt, vilket bdde har satt vara resultat i ett
bredare perspektiv och stérkt metoden. I ett projekt undersoktes svampsamhéllena i tre olika
typer av landskap; jordbruksmark, barrskog och 16vskog. Huvudresultatet var att sporsamhillena
pa olika platser med samma vegetationstyp var mer lika dn sporsamhéllena inom ett omréde. I
ett annat projekt undersoktes mojligheten att kvantifiera forekomst av olika arter inom
svampsambhéllen. Baserat pé ett artificiellt sammansatt mikrobsamhiélle utvéirderades tre
sekvenseringsmetoder (Illumnia MiSeq, PacBio RS II och PacBio Sequel). Sammanfattningsvis
ger PacBio-teknologierna resultat som bittre speglar mikrobsamhéllens sammanséttning och
metoden kan éven anvindas for att semikvantifiera forekomst av olika arter.

Vara studier visar att 6vervakning med molekyldra metoder kan anvindas for tidig upptéckt av
bladflackssjukdomar, rost och fusarium i vete. Nir en svamp kan upptéckas dr beroende av dess
biologi, till exempel kommer svampar som gynnas av varma temperaturer att vara vanligare
under sommaren. Skillnaderna i vider mellan &ren péverkar forekomsten och forekomsten av en
art. Projektet har gett oss viktig information om forekomsten av en svamp i luften paverkar den
faktiska exponeringen av vetet for patogena svampar. Genom att kunna koppla detta till
véxtskyddscentralernas sjukdomsgraderingar kan vi dra unika slutsatser om forekomsten av
patogener i luften och sjukdomsutveckling for flera vetesjukdomar.
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Del 2: Rapporten

Inledning

Alla levande arter sprider DNA till sin miljo, vilket ger en moéjlighet att Gvervaka
biologisk mangfald med hjilp av molekylira metoder. Overvakning av biologisk
méngfald med hjdlp av DNA-baserade tekniker har blivit ett komplement till andra
typer av inventeringar och ett viktigt verktyg for att forstd olika ekosystem (Tedersoo et
al 2022). Véra grodor, ofta odlade i monokultur och dérfor sarbara for sjukdomsutbrott,
hotas av sjukdomar men som bade paverkar miangd och kvalitet pa skorden. Ett sétt att
mota detta hot dr Overvakning patogener i jordbruksekosystem for att effektivt och tidigt
kunna forebygga och hantera av sjukdomar.

Vaxter erkédnns alltmer som holobionter, en term som anvands for att beskriva en
individuell vird med dess tillhérande mikrobiella gemenskap (Theis et al. 2016).
Vixtassocierade mikroorganismer spelar en viktig roll for vdxternas hilsa genom
reglering av flera biologiska processer sdsom néringsinsamling och resistens mot biotisk
och abiotisk stress. Enskilda mikrobarter eller samhéllen kan ha direkt negativ inverkan
pa vixtpatogena svampar och sjukdomsutveckling genom konkurrens, parasitism eller
produktion av sekundira metaboliter, eller indirekt paverkan genom effekter pa vixters
forsvars (Schlatter et al 2017). Kunskap om dessa interaktioner har 6kat var forstaelse
for vixtsjukdomars epidemiologi. Det finns ocksa situationer nir vixtassocierade
mikrober kan underldtta infektion av véaxtpatogener och gynnar sjukdomsutveckling
(Dewey et al 1999). Detta dr ofta fallet nér véixter samtidigt koloniseras av mer én en
patogen art.

En sjukdom som orsakas av ett komplex av svamparter dr axfusarios i spannmal, dir 17
arter inom sldktet Fusarium spp. och 2 arter inom det nérbesliktade slaktet
Microdocchium spp. har beskrivits infektera spannmal i Europa (Karlsson et al 2021).
Axfusarios dr en av de viktigaste spannmaélssjukdomarna i véirlden. Férutom att det
orsakar skordeminskningar, paverkar det spannmélskvaliteten pa grund av
mykotoxinproduktionen hos arten som orsakar sjukdomen. Trots dess ekonomiska
betydelse ar epidemiologin av axfusarios inte vél forstddd. Det faktum att sjukdomen
orsakas av ett artkomplex snarare én en enda art bidrar sannolikt till vara svarigheter att
forsta den. For nagra av arterna i komplexet, sirskilt F. graminearum, identifieras flera
riskfaktorer (Manstretta & Rossi 2015, Hjelkrem et al. 2022) medan i andra fall, som F.
langsethiae, forskare fortfarande kdimpar med att beskriva de grundliggande
egenskaperna av dess livscykel (Hjelkrem et al 2018).

Syftet med projektet dr att skapa underlag for forbéttrade prognostiseringsmetoder av
véxtsjukdomar i falt baserat pa molekylar identifiering av svampar i vete och sporfillor,
samt sambandet mellan svampforekomst och sjukdomsgraderingar. Projektet bygger
vidare pé ett tidigare projekt finansierat av Stiftelsen Lantbruksforskning (H1233031).
Projektet bestod av 3 delar, i del 1 studerades svampsambhdllet i sporfdllor och fran
veteblad i relation till sjukdomsutveckling och vider, 1 del 2 undersokte vi hur
sjukdomsangrepp pa hosten paverkar utvecklingen av angrepp under nistkommande
sdsong och i del 3 var malet att undersoka fusariumsvampars utvecklas under en sédsong.
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Projektet har 4ven samarbetat med liknande projekt, vilket bade har satt vara resultat i
ett bredare perspektiv och stirka stodet for metoden. I ett samarbetsprojekt undersoktes
svampsambhillena i tre olika typer av landskap, jordbruksmarker, tallskogar och
16vskogar (Redondo et al 2020). I ett annat projekt undersoktes mojligheten att
kvantifiera arter inom svampsamhéllen Castafio et al 2020).

Material och metoder

Projektet bygger pa insamlingar genomforda av Jordbruksverkets vaxtskyddscentraler i
Skéne, Ostergotland, Vistergotland, Kalmar och Uppsala. Totalt har 13 filt provtagits
varje vecka under tva sdsonger, 2017 och 2018. Samtidigt har prover fran sporféllor
placerade intill rutorna samlats in vid samma tillfallen. For att undvika variation pa
grund av olika sorter, valdes endast filt av hostvetesorten Julius ut for provtagning (Fig
1). Proverna frystes ned och skickades efter sdsong till labbet for vidare analys.

Trattfallor

o °* &

100 Km
50 graderade blad

Figur 1. Provtagningen genomfordes under tvd ar i 13 filt av Jordbruksverkets véxtskyddentralers
prognosfilt (A). Varje vecka under odlingssidsongen samlades prover frarn trattsporfallor (B) och de av
jordbruksverket 50 graderade bladen (C).

For delprojekt 1 har prover de veckovis insamlade proverna fran sporféllor och
veteblad under tva odlingssdsonger (2017 och 2018) frystorkats, DNA har extraherats
och svampsamhdéllena i varje prov sekvenserats med PacBio (Ihrmark et al 2012).
Ibland kallas denna metod for “environmenal DNA” eller eDNA (Giolai et al 2022). For
delprojekt 2 har prover frén sddd, strax innan invintring och bdrjan av tillvaxt samlats
in under hosten och vintern 2017/2018 och sekvenserats med samma metod som i
delprojekt 1.
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Dataanalyser
Sekvenser filtrerades for kvalitet, klustrades och de-multiplexades med hjilp av
SCATA-pipeline (https://scata.mykopat.slu.se). Sekvenserna klustrades i olika
taxonomiska enheter, sk OTUs (operational taxonomical units). Sekvenser som férekom
fa génger eller ansags for korrta filtrerades bort. Med hjilp av en taxonomisk
klassificeringsdatabas (Index fungorum) och en referenssekvensdatabas (Unite), och
genom att anvinde PROTAX en statistiskt kalibrerad sannolikhet for den taxonomiska
placeringen av ITS-sekvensen dver sex taxonomiska nivaer frén fyla till art samt
referenssekvensen med den bédsta matcha med fragesekvensen. For att utesluta OTU:er
som tillhor véxter, anvinde vi minst vanliga forfader-analys i MEGAN (Huson et al.,
2007). Var och en av OTU:erna tilldelades en taxonomisk identitet med hjélp av
programvaran Protax (Somervuo et al 2016) i PlutoF (https://plutof.ut.ee) med ett
troskelvirde pé 0,5 (tdnkbar klassificering) (Abarenkov et al 2018). De OTU:er som inte
kunde tilldelas fylum av Protax och klassificerade som "svamp" i MEGAN beholls som
och fordes samman med OTU:erna som tidigare klassificerats som svampar av Protax.
Den trofiska nivén for varje OTU erhoélls sedan genom att anvinda FUNguild (Nguyen
et al 2016).

Fran delprojekt 1 och 2 varje dven information om mikroklimatdata (temperatur och
relativ luftfuktighet), Viaxtskyddscentralernas sjukdomsgraderingar samt
véderinformation frain SMHI samlats in och analyseras tillsammans med informationen
frdn mikrobsamhallet i luften och i vetebladen. Sammanséttningen for varje for det
ackumulerade svampsamhillet pé varje sporfilla, d.v.s. sammanslagning av alla
sekvenseringsdata fran varje vecka for varje sporfilla av svampsamhéllet i luften
jamfordes med svampsamhéllet i vetebladen.

Dessa analyser dr pagdende och vi undersoker nu hur samhéllet férdndas inom varje falt,
och dven hur de skiljer sig 4t mellan varje vecka och ménad. Vi kommer att testa hur
sambandet mellan skillnaderna i svampsamhillet samverkar med véder, daggtemperatur
for bade luft- och blad mikrobiomet for alla OTU:er med linjér regression (se liknande
analyser i tex Redondo et al 2022). Detta visar om 6kande/minskande relativ forekomst
av en OTU i1 svampsamhéllet i luften dr associerad med dess 6kning/minska relativa
forekomst i vete bladen i de olika félten.

I projektdel 3 vile vi undersoka forekomst av Fusarium 1 axen med forekomst av
toxinhalterna i kdrnskorden. Eftersom halterna av fusariumtoxiner i spannmal under
2017 rapporterades vara ovanligt 1aga, valde vi att samla in provmaterial &ven 2018.
Resultaten fran 2018 ars fusariumtoxininventering visade dock att toxinhalterna var
annu lagre under 2018. Vi justerade dérfor forsoksuppligget och valde istéllet ut axen
for sista provtagningstidpunkten for bada aren. For dessa 26 prover (13 frén varje r)
frystorkades axen och DNA extraherades fran bade kdrnor och agnar. Proverna
analyserades med samma metod som bladen och sporfillorna, samt for vilka
Fusariumarter som anvénts (Karlsson et al 2016). Sekvenseringsresultatet i del 3 har
och kommer att analyseras med liknande metoder som delprojekt 1 och 2.

Resultat och diskussion

Svampsamhillena mellan sporféllorna och vetet 6verlappade i stor utstrackning (Fig. 2),
och det dvergripande resultat visar att sporféllan fangar ett nagot hogre antal arter dn
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vetebladen. Skillnaderna i vider mellan aren paverkade vilka och antalet arter som
detekterades. Vara resultat visar ocksd att antalet arter korrelerade med temperatur; och
antalet arter 6kade med temperaturen. Nér en art kan upptéckas beror pa dess biologi;
exempelvis kommer svampar som gynnas av varma temperaturer att vara vanligare
under sommaren.

Flera viktiga sjukdomsframkallande svampar identifierades i1 proverna, sdsom Blumeria
graminis som orsakar mjoldagg, Zymoseptoria tritici som orsakar svartpricksjuka,
Pyrenophora tritici-repentis som orsakar vetets bladflicksjua, Puccinia recondita och
Puccinia striifromis som orsakar brunrost respektive gulrost. Flera fusariumarter
identifierades ocksa, men dessa kan inte identifieras till artniva i den valda metoden. Av
denna anledning anvénde vi genusspecifik metod for att analysera Fusarium-komplexet
under tv4 ar.

- 2017 —2018

sporféllor veteblad sporféllor veteblad

Figur 2. Analyserna visar att det fler arter detekterades i sporféllorna &n i vetebladen. Under 2017
identifierades totalt 845 OTU: er eller taxomiska enheter, jamfort med det torra &ret 2018 d& 815 OTU:er
identifierades.

Projektet har 4ven samarbetat med liknande projekt, vilket bade har satt vara resultat i
ett bredare perspektiv och stirkt stodet for metoden. I ett samarbetsprojekt undersoktes
svampsamhéllena i tre olika typer av landskap, jordbruksmarker, tallskogar och
16vskogar (Redondo et al 2020). De viktigaste fynden var att sporsamhéllena pé olika
platser med samma vegetationstyp var mer lika dn sporsamhéllena inom ett omrade. I ett
annat projekt, mojligheten att kvantifiera arter inom svampsamhaéllen (Castafio et al
2020). Baserat pa artificiellt sammansatt mikrobsamhille med olika egenskaper
utvdrderades tre olika sekvenseringsmetoder (Illumnia MiSeq, PacBio RS II och PacBio
Sequel I). Langden pa fragmenten var den huvudsakliga kéllan till paverkan och de
langa fragmenten var generellt underrepresenterade. Denna bias var tre ganger hogre for
[llumina MiSeq jimf{ort med PacBio-teknologierna. Sammanfattningsvis, trots det liagre
antal sekvenserna som ges i PacBio teknologierna, ger de teknikerna ett resultat som
mer aterspeglar samhéllets sammanséttning och om protokollet &r optimerat kan
metoden anvindas for att delvis kvantifiera arter av intressen.

Slutsatser

Metoden metabarcoding (IThrmark et al 2012) har anvénts for att studera
svampsamhéllen i princip alla livsmiljéer. Den anvénder sig av en sk barcode, som i de
flesta fall kan identifiera arter men i vissa fall endast kan identifiera till familj eller
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grupp-niva. Det gora att metoden i denna studien dr bra for att se helheten, men att vissa
arter behover kompletteras med andra metoder for molekylér detektion eller
diagnostisering, alternativt den nyligen utvecklade metoden ”Shotgun sequenicing” dér
hela prov sekvenseras (Giolai et al 2022).

Vira studier visar att det 0vervakning med molekyldra metoder &r en metod att tidigt
uppticka angrepp av bade bladflacksjukdomar, rost och fusarios. Néar en svamp kan
upptickas dr beroende av dess biologi, till exempel kommer svampar som gynnas av
varma temperaturer att vara vanligare under sommaren. Skillnaderna i vider mellan
aren paverkar forekomsten och méngd av en art. Studierna har gett oss viktig
information om hur forekomst av en patogen i luften paverkar vetets faktiska
exponering for patogena svampar. Genom att kunna koppla detta till
vixtskyddscentralernas gradering, kan vi dra unika slutsatser om patogeners forekomst i
luften och vetets exponering till sjukdomsutvecklingen for flera sjukdomar.

Ar 2018 var ett annorlunda odlings ar p4 grund av torkan. Detta kan till viss del ha
paverkat resultaten da skillnaderna gjort att resultaten inte helt kan Gverséttas till
normala dr. Samtidigt vet vi att klimatférandringarna kommer att innebéra att
variationen 1 vider mellan ar kommer att 6ka, och det finns vissa tendenser att dessa
onormala ar leder till kraftig selektion pa nigra arter. Ett exempel pa det &r att vetets
bladflacksjuka (orsakad av svampen Pyrenophora tritici-repentis) har okat i forekomst
efter 2018.

Nytta for niaringen och rekommendationer

Att fitt mojligheten att undersdka svampsamhéllen bade frén sporfallor och veteblad har
avsevirt bidragit till forbéttrat forstaelsen for epidemiologin hos flera svampsjukdomar i
vete. Resultaten frén projektet visar, i likhet med flera andra studier, att 6vervakning av

mikroorganismer i luften och pa vixter kan vara en del i att forstd och forutse utbrott av

sjukdomar.

Metoden anvéndas idag for att dvervaka och forstd fordndringar i biodiversitet over tid,
och det borde dven gilla i jordbruksmark. Exempelvis skulle det d& kunna forklara vilka
faktorer som ligger bakom ett utbrott, beror det pa ankomsten av en ny virulent patogen
eller en fordndring i odlingen av grodor? Det skulle dven i ett langre perspektiv vara
vérdefullt att skapa en tidsserie med prover frén blad ar viktigt for att kunna upptécka
hur klimpatfordndringar paverkar utvecklingen av olika patogener i ett dndrat klimat.

Andra, mer specifika molekyldra metoder kan anvédndas for att undersoka forekomst och
utbredning av specifika arter. For mycket betydelsefulla patogener kan ibland en
specifik molekyldr metod vara motiverad, for att tidigt upptécka nya varianter av
etablerade sjukdomar. For detta finns flera artspecifika eller till och med metoder som
detekterar inom-artvariation (exempel molekylér identifiering av gulrostraser, se
Radhakrishnan et al. 2019).
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