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Sammanfattning

| dagens jordbruk baseras diagnoser och rekommendationer kring kemisk be-
kampning till stor del pa okular diagnostisering gjord i falt. Den okulara diagnostise-
ringen ar ett bra verktyg, men i vissa fall ar det svart att se skillnad pa liknande
symtom orsakade av olika patogener. Ett sadant fall ar strabassjukdomarna:
straknackare orsakad av Oculimacula spp., skarp 6gonflack orsakad av Rhizoctonia
cerealis och strdbasréta orsakad av Fusarium spp. Strdbassjukdomar &r idag inte
ett stort problem i Sverige, men kan i framtiden bli ett stérre problem. P& grund av
detta behdvs det ett effektivt satt att diagnostisera dessa sjukdomar. Syftet med
rapporten ar att jamfoéra okular och molekylar diagnostisering av dessa sjukdomar.

Prover som diagnostiserats okulart har i det har arbetet genomgatt en molekylar
diagnostisering i form av en PCR-analys. Resultaten jamférdes med varandra for
att se hur bra metoderna stdmde Gverens.

Till undersdkningarna anvandes prover fran ett falt i Skane och etti Uppland, fran
vilka individuellt graderade stran undersokts. Resultatet visar att det finns skillnad
mellan falten gallande hur god samstammigheten var mellan den okulara diagnosen
och den molekylara diagnosen. | faltet i Skane stdmde inte diagnoserna med
varandra i 63% av fallen da det var en 6verdiagnostisering, dvs fler stran graderades
som sjuka an vad PCR-analysen visade positivt resultat for svampen, vid den oku-
lara diagnostiseringen. Den okulara- och molekylara diagnostiseringen fran faltet i
Uppland stamde inte dverens i 28% av fallen, aven dar pa grund av en 6verdiagnos-
tisering i den okulara diagnosen.

Beroende pa sjukdom varierade det om det dver- eller underdiagnostiserats.
Strabasréta orsakad av Fusarium spp. hade flest felgraderingar, sjukdomen verkar
darmed vara svarast att okulart diagnostisera och var 6verdiagnostiserad i bada
falten. Symtom orsakade av Fusarium spp. kan dock forvaxlas med symtom av
Microdochium spp. som det inte testades for i PCR-analysen i detta arbete. | Skane
Overdiagnostiserades 39% av de undersokta strana for strabasréta orsakad av
Fusarium spp. och i Uppland 18% av strana.

Tva arter som orsakar straknackare, Oculimacula yallundae och Oculimacula ac-
uformis, testades med hjalp av PCR-analys. Andelen ej 6verensstdmmande diagno-
ser var 20% i Uppland och 26% i Skane. Av resultaten fran PCR-analysen framgar
det att O. acuformis hade hogre forekomst i faltet i Skane an faltet i Uppland.

Skarp 6gonflack orsakad av Rhizoctonia cerealis visade inga synliga symtom i
Uppland. | den molekylara diagnostiseringen detekterades ett smittat stra, vilket gav
en underdiagnostisering pa 3%. | proverna fran Skane var det en viss dverdiagnos-
tisering och 18% av diagnoserna stadmde inte éverens med det molekylara under-
sOkningarna.



Skillnaden mellan de okulara- och de molekylara diagnoserna beror till stor del pa
en oOverdiagnostisering. Det kan delvis bero pa att de olika sjukdomarna har lik-
nande symtom, men aven av att vissa av symtomen kan vara orsakade av fysiolo-
giska skador. En annan orsak kan vara primrarna som anvandes vid den molekylara
diagnosen. Beroende pa hur artspecifika och kansliga primrarna &r kan de ge en
felaktig uppfattning. Aven tolkningen av det molekyléra resultatet kan leda till felbe-
domningar. For att fa en god diagnostisering bér man anvéanda sig av bada meto-
derna. Den okulara diagnostiseringsmetoden &r viktig da den ar Iattillganglig och
tidseffektiv och oftast &r det den enda méjliga diagnostiseringsmetoden. En kombi-
nation av bada, speciellt nar man skapar eller omvarderar bekdmpningstrosklar och
lar sig att géra en okular analys, rekommenderas.

Nyckelord: Oculimacula yallundae, Oculimacula acuformis, Fusarium spp.,
Rhizoctonia cerealis, PCR, strabassjukdomar



Abstract

In today's agricultural system, diagnoses and recommendations for pesticide
treatments are often based on ocular diagnosis made in the field. The ocular diag-
nosis is a good tool, but in some cases, is it difficult to distinguish similar looking
symptoms caused by different pathogens.

An example of this are the stem-base diseases: eyespot (Oculimacula spp.),
sharp eyespot (Rhizoctonia cerealis) and foot rot caused by Fusarium spp. Stem-
based diseases are not a major problem in Sweden but can become problematic in
the future. Because of this, an efficient method to diagnose the diseases is needed.

The purpose of this study is to compare ocular diagnosis with the molecular diag-
nosis of these diseases. Samples that were previously ocular diagnosed were in
this project molecular diagnosed based on a PCR-analysis. The results were com-
pared to determine how good the methods agreed with each other.

Samples from one field in Skane and one in Uppland were used. Each straw was
examined, and diseases assessed. The result shows that there was a difference
between the fields regarding the consensus between the ocular diagnosis and the
molecular diagnosis. The ocular and molecular diagnosis in the field in Skane did
not correspond with each other in 63% of the straws due to overdiagnosis of dis-
eases in the ocular diagnosis. A higher number of straws were assessed as sick in
the ocular diagnosis compared with the molecular method. The ocular and molecu-
lar diagnosis from the field in Uppland did not agree in 28% of the cases, also in this
case due to overdiagnosis in the ocular diagnosis. Depending on the plant disease,
it varied whether it was over- or underdiagnosed, and how much.

Foot rot caused by Fusarium spp. is difficult to diagnose and was overdiagnosed
in both fields. However, symptoms of Fusarium spp. are easy to confuse with those
of Microdochium spp., which was not tested for in the PCR-assay. In Skane, 39%
of the studied straws were overdiagnosed for foot rot caused by Fusarium spp., and
in Uppland 18% of the straws were overdiagnosed.

Two different species causing eyespot, Oculimacula yallundae, and Oculimacula
acuformis, were tested by PCR-analysis. In Uppland, 20% of the diagnoses did not
match between the ocular and molecular diagnosis and for Skane the number was
26%. The PCR-results showed that O. acuformis was present in a higher proportion
of the samples from the field in Skane than in the field in Uppland. Eyespot caused
by Rhizoctonia cerealis showed no visible symptoms in Uppland. In the molecular
diagnosis, one infected straw was detected, resulting in a 3% underdiagnosis. In the
samples from Skane, there was a tendency of overdiagnosis and 18% of the diag-
noses did not match.

The difference in ocular and molecular diagnosis was often due to overdiagnosis.
This may partly be because the different diseases have similar symptoms, but also



because some of the symptoms may be due to physiological damage. Another rea-
son may be the primers used in the molecular diagnosis assay. Depending on how
species-specific and sensitive the primers are, they may give an incorrect result.
The interpretation of the molecular result can also lead to a misjudgment of the re-
sult. To get an accurate diagnosis, both methods should be used. The ocular diag-
nostic method is important as it is available at all times and is time efficient. A com-
bination of both, especially when updating the thresholds for pesticide application
and learning how to make an ocular analysis, is recommended.

Keywords: Oculimacula yallundae, Oculimacula acuformis, Fusarium spp., Rhi-
zoctonia cerealis, PCR, stem-base diseases
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Inledning

Stabassjukdomar i vete ar idag inte ett stort problem i det svenska
jordbruket, men det finns tecken pa att forekomst av angrepp okar.
Okular diagnosticering av olika strabassjukdomar ar svar eftersom de-
ras symtom ar mycket lika varandra och det ar svart att skilja dem at
i falt. Da hotet 6kar kravs det en bra diagnostiseringsteknik som fun-
gerar effektivt och ger sakra resultat.

1.1 Syfte och fragestallning

En korrekt diagnostisering behovs for att utveckla en anpassad be-
kampning och fér ha bra dversikt av sjukdomsbilden av strabassjuk-
domar i Sverige. Syftet med den har studien ar att jamfora okular och
molekylar diagnostisering av strabassjukdomar.

De strabassjukdomar som har jamfoérts ar straknackare (orsakad
av Oculimacula yallundae och Oculimacula acuformis), skarp 6gon-
flack (orsakad av Rhizoctonia cerealis) och strabasrota orsakad av
Fusarium spp. De fyra patogenerna ger upphov till liknande symtom
och kan vara svara att skilja at. Detta ar grunden till arbetet vars fra-
gestallning ar att jamfora okular med molekylar diagnostisering och
se hur bra de stammer Gverens.



2 Bakgrund

2.1 Patogenerna och deras sjukdomsbilder

2.1.1 Straknackare orsakad av Oculimacula acuformis och Oculimacula
yallundae

Straknackare orsakas av tva arter, Oculimacula acuformis och O.
yallundae. | falt skiljer man inte pa straknackare orsakad av O. acu-
formis och O. yallundae da symtomen ar for lika. Bade O. acuformis
och O. yallundae angriper hostvete och annan hdstsad. Oculimacula
yallundae kallas typ W da den forst och framst gar pa vete. Oculi-
macula acuformis kallas typ R, da den frdmst infekterar rag och korn,
men bada svamparna angriper aven andra sorters gras inom
Poaceae (Ramanauskiené et al. 2016). | falt forekommer de ofta sam-
tidigt och man hittar sallan endast ena arten.

Bade O. acuformis och O. yallundae har liknande livscykler. De ar
ascomycota svampar. De ar heterotalliska och behover olika par-
ningstyper for att kunna foroka sig sexuellt. Ascosporer kan spridas
lang vag med vinden. Nar ascospoerena kommer i kontakt med unga
plantor infekteras de, oftast pa hdsten. Det tar 6—8 veckor innan sym-
tomen syns och pa hdstvete syns symtom oftast inte férran pa varen.
Symtomen bestar av runda flackar vid strabasen, flackarna vaxer inat
i plantan och stryper naringsupptaget. Konidier bildas sedan i halm-
rester och sprids under milda vintrar eller tidig var. Bade O. acuformis
och O. yallundae gynnas av hog luftfuktighet och en temperatur under
20° vid tillvaxt i vaxten (Ramanauskiené et al., 2016, Olvang & Tweng-
strom 2002).



Oculimacula spp. orsakar utvintringsskador och i varsta fall liggsad
via straknackning. Pa angripna plantor kan man se att de yttre bladen
bérjar vissna vid bladbasen och bladslidan. Ju langre angreppet pa-
gar, desto langre sprider sig Oculimacula spp. in i plantan och stryper
vatten- och naringstillférseln. Det bildas runda ringar pa strabasen
som liknar ogon. Dessa symtom kan latt forvaxlas med angrepp av
Fusarium spp. och R. cerealis (Olvang & Twengstrom 2002).

For att undvika angrepp av Oculimacula spp. galler det att implemen-
tera integrerat vaxtskydd (IPM). Den kemiska bekampningen har visat
sig svar da O. acuformis och O. yallundae reagerar olika pa olika be-
kampningsmedel. Att bekampa med metyl benzimidazol karbamater
(MBC) ger bast effekt pa O. yallundae medan O. acuformis visat sig
mindre paverkad, vilket betyder att val av preparat ger olika effekt i
olika falt (Parnell et al. 2008). Dessutom har Oculimacula spp. bildat
resistens mot bekampningsmedlet demethylation inhibitorer (DMIs)
(Ramanauskiené et al. 2016).

Effektiva odlingsatgarder mot sjukdomen ar sen sadd, att undvika allt-
for tata bestand, lagt ograstryck, laga kvavegivor, undvika att lamna
skorderester kvar i falt och en vaxtfoljd pa minst 3 ar mellan vete. Vid
kemisk bekampning bér man bekampa tidigt pa sasongen. Kemisk
bekampning av Oculimacula spp. har visats ge en viss skordedkning.
Det finns en provisorisk bekdmpningstroskel, som ar att bekampning
bor ske om det finns tydliga flackar och om svampen har vaxt igenom
bladslida nr 2 pa minst 20% av grédan i vaxtstadium DC 31. An-
greppshivaerna minskar under sommaren om det blir torrt vader (Za-
doks et al. 1974, Olvang & Twengstrom 2002).

2.1.2 Skarpogonflack orsakad av Rhizoctonia cerealis

Rhizoctonia cerealis ar en patogen som blir vanligare i varlden. Just
i Sverige ar klimatet inte optimalt och det har darfor inte blivit ett storre
problem (Hamada et al. 2011). Trots det har angreppen Okat i Sverige
under de senaste aren (Jordbruksverket u.a.b.).



Svampen trivs bra under hésten da det ar fuktiga och kyliga férhal-
landen och angriper framst hdstsad. Rhizoctonia cerealis ar en basi-
diesvamp som ar jordburen och 6vervintrar som antingen mycel eller
sklerotier. Rhizoctonia cerealis kan infektera grodan under hela sa-
songen. Svampen producerar sallan sexuella sporer utan sprider sig
asexuellt via sklerotier eller mycel. Den kan ligga latent lange, sa om
man fatt in smitta i sina falt &r den svar att bli av med. Rhizoctonia
cerealis kan ha flera olika vardar bade ogras som andra grédor, detta
paverkar ocksa hur lange smittan ar kvar i falten och férsvara en god
vaxtfoljd. Spridningen av svampen sker via vatten eller jord som for-
flyttas med exempelvis maskiner. Rhizoctonia cerealis trivs i blota jor-
dar med lagt pH och har ett temperaturoptimum mellan 15 och 22°C
(Agrios 2005, Hamada et al. 2011).

Symtomen bestar av ljusa flackar med mérk kant runt flacken. Vid
kraftigare angrepp blir strana insjunkna och i varsta fall bryts de av
och orsakar liggsad. Flackarna sitter hégre upp pa strabasen an for
straknackare.

Rhizoctonia cerealis orsakar skordeminskningar och férsamrar
kvalitén eftersom svampen hindrar naringstransporten fran rétterna till
resten av plantan. Ofta ar angreppen inte varre an att plantor runt de
infekterade plantorna kan kompensera for skérdeforlusten. Pa grund
av detta bekdmpas sjukdomen sallan i Sverige och nagon tydlig be-
kadmpningstroskel finns inte (Jordbruksverket u.a.b).

| Kina forekommer kraftiga angrepp med stora skordeforluster. De
anvander sig av fungiciderna Validamycin och Fludioxonil. Tidigare
har det aven anvants MBC, men det ger ingen effekt utan gynnar R.
cerealis da konkursen fran andra svampar minskar. For att minska
spridningen och angreppen av R. cerealis finns det nagra férebyg-
gande atgarder, sasom vaxtfoljd, sen sadd och att anvanda sig av
direktsadd. Da svampen ar jordburen och kanslig for torka har direkt-
sadd visat sig vara effektivt da sklerotierna inte klarat sig i det 6vre
jordlagret dar det blir torrt och varmt (Hamada et al. 2011).



2.1.3 Strabasréta orsakad av Fusarium spp.

Fusarium spp. ar ett stort slakte av svampar som kan infektera
manga grddor och olika delar av vaxter. Fusarium pseudograminea-
rum, Fusarium culmorum och Fusarium graminearum infekterar olika
sadesslag och orsakar strabasrota, men kan ocksa infektera axet och
bilda axfusarios.

Manga arter i slaktet Fusarium kan reproducera sig sexuellt. Inuti
perithecier bildas asci med ascosporer. Sporerna sprider sig med vin-
den och infekterar plantor genom naturliga 6ppningar. Nar plantan ar
infekterad sprider sig svampen genom xylemet i plantan till mitten av
straet (Trail 2009).

For att sprida sig asexuellt produceras konidier. Konidierna ser
olika ut beroende pa Fusarium-art. De bildas pa redan infekterade
vaxtdelar och sprids sedan med vattenstank. Patogenen Overvintrar
framforallt som mycel i gamla skorderester. Det ar framst skorderester
och infekterat utsdde som orsakar strabasréta (Horberg 2001).

Symtomen av strabasréta bestar av bruna flackar av nekros och
aven bleka flackar (Kazan & Gardiner 2018). Flackarna sitter nara
strdbasen pa straet eller bladslidan. Vid kraftiga angrepp blir straet
insjunket och kan fa en rosa-orange nyans (Horberg 2001).

Fusarium spp. orsakar skada bade i form av skordeforluster, men
framst pa grund av att svampen producerar olika mykotoxiner i vax-
ten. Ett exempel ar toxinet deoxynivalenol (DON) och zearalenon
(ZEN) som blir ett allt stdrre problem fér bade human konsumtion och
foder. FOr hdga halter av olika mytoxiner gor att skdrden inte gar att
ata. Vid angrepp pa strabaser som sedan blir halm kan hog toxinni-
vaer av framst ZEN leda till missfall hos grisar (Fogelfors 2015).

For kemisk bekampning av Fusarium spp. finns det fa alternativ i
Sverige. Proline och Prosaro har viss effekt men endast under en kor-
tare period och ar framst effektivt mot axfusarios och inte pa strabas-
rota. Ingen bekampningstroskel finns for strabasrota.

Basta bekampningsmetoden ar att anvanda sig av IPM, dvs friskt
utsade, ta bort skorderester i jorden och anvanda en vaxtfoljd med
varierade grodor, inte sadesslag eller majs for regelbundet. Man kan
ocksa anpassa gddslingen sa att det inte blir for tata bestand och ha
valdranerade jordar sa att plantorna inte utsatts for vattenstress (Jord-
bruksverket u.a.a, Hérberg 2001).
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2.1.4 Jamférelse mellan strabassjukdomar

Om man jamfor de fyra olika patogenerna ser man att de har
manga olikheter och att det ar symtomen som gor dem lika. Svam-
parna har olika typer av spridningsmekanismer och gynnas av olika
typer av klimat. De paverkas ocksa av olika former av bekampning.
For att fa en battre dversikt och gora en battre jamforelse har inform-

ation om varje sjukdom sammanstallts i tabell 1.

Tabell 1. Oversikt av strdbassjukdomar i héstvete

Sjukdom Patogen Division Smittovdg Gynnsamt klimat Bek@mpning- Patraffad resistens
stroskel mot fungicid
Straknéckare Oculimacula ~ Ascomycota  Luftburen Fuktigt och ky-  Tydliga flickar ~ MBC och DMIs’
acuformis ligt déar svampen har
vaxt igenom
bladslida nr 2 pa
minst 20% av
grédan i vaxtsta-
dium DC 313
Straknackare  Oculimacula ~ Ascomycota  Luftburen Fuktigt och kyligt MBC och DMIs'
yallundae Samma som
O. acuformis
Skarp 6gon-  Rhizoctonia Jordbu-  Fuktigt och kyligt Saknas Saknas
flack cerealis Basmi- ren
diomycota Alterna-
tiva var-
dar
Fusarium Fusarium spp. Ascomycota  Jordbu-  Fuktigt Saknas Reducerad effekt
ren pa 50% med Pro-
Utsades- line och Prosaro 2
buren
Skorde-
rester

"(Parnell et al. 2008, Ramanauskiené et al.
Twengstrém 2002).

2016), ?(Jordbruksverket u.d.a),® (Olvang &

2.2 Okular diagnostisering jamfort med molekylar detektion

Okular diagnostisering bestar av identifiering med hjalp av de syn-
liga symtom som finns pa strdbaserna. En sadan diagnos blir bero-
ende av att personen som utfor diagnostiseringen har ett tranat 6ga.

1"



Den molekylara diagnosen bestar av en DNA extraktion foljd av till
exempel PCR-reaktion eller annan molekylar detektionsmetod (Vin-
celli & Tisserat 2008). Resultatet fran den molekylara diagnosen ar
positivt om patogenen kan detekteras. Da den molekylara diagnosen
ofta anvands som facit bor man ha i atanke att det kan blir fel aven
dar. Primrarna kan paverka beroende pa hur artspecifika primrar man
anvander, bade mellan och inom arter. En molekylar diagnostisering
kan anvandas for att upptacka latent smitta. En latent smitta syns inte
nar man gor en okular diagnostisering vilket kan leda till ett ej over-
ensstammande resultat.

En okular diagnos bygger pa de synliga symtomen, detta kan visa
sig vara ett problem om man har falt som har mycket latent smitta. Ett
falt kan ha angrepp som inte har hunnit utveckla sig och ge symtom.
En molekylar diagnos ger utslag pa latent smitta. Detta kan gora att
man kan bekampa ett falt innan sjukdomen har hunnit sprida sig for
mycket eller gora for stor skada (Turner et al. 1999). | en rapport av
Turner et al. (1999) gjorde de en liknade studie dar de anvande sig av
PCR for att detektera Microdochium nivale, F. avenaceum, F. culmo-
rum, R. cerealis och O. acuformis och O. yallundaei falt av hostvete.
De jamfoérde smittonivan med 4 veckors intervall och noterade hur
symtomen utvecklades for att undersdka hur olika vaxtstadium paver-
kar okulara diagnostisering. Deras slutsats var att det ar svart att géra
en bra okular diagnos innan stadie DC 30 (Zadoks et al. 1974).
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3 Material och metoder

3.1 Diagnostisering av strabassjukdomar

3.1.1 Provmaterial

Det har arbetet ar baserat pa 78 hostveteprover fran jordbruksver-
kets vaxtskyddscentraler i Alnarp (Skane) och Uppsala (Uppland).
Faltet fran Skane betecknas som 150 och faltet fran Uppland beteck-
nas som B177. Fran falt 150 kommer 38 prover av hdstvete. Fran fal-
tet i Uppland kommer 40 prover (tabell 2). Proverna fran de tva falten
har diagnostiserats okulart av olika personer.

Tabell 2. Grundinformation om félten varifran prover samlats in

Falt Region Lokal Sort Forfrukt ~ Forfrukt  Jordbear- Jordart  Datum for
betning okular di-
agnos
Falt B177 Uppsala Torslunda Julius Hostvete Hostraps Ej plojt pa Latt-lera  17-07-17
flera ar
Falt 150  Alnarp Garsnads  Praktik Hostvete Hostvete Plojt mmh I1&tt- 17-07-10

lera

3.1.2 Vaderférhallanden under odlingssasongen

Vintern mellan 2016/2017 var mild och torr (SMHI 2018b). Varen 2017
vaxlade mycket mellan varmt och kallt. Det kom sparsamt med neder-
bord i storre delarna av Sverige. Garsnas (falt 150) fick mer nederbord

13



an Torslunda (falt B177) (SMHI 2017). Sommaren var torr, speciellt i
Uppland. Temperaturmassigt var det en vanlig svensk sommar (SMHI
2018a).

3.2 Okular identifiering av sjukdomssymtom

Proverna blev okulart diagnostiserade med olika typer av skalor
beroende pa sjukdom. Strana graderades i juli (tabell 2) och var kring
DC stadie 70 (Zadoks et al. 1974). Varje stra diagnostiserades indivi-
duellt for i undersokningen inkluderade sjukdomar. Graderingen for
Oculimacula spp. bedomdes enligt foljande: 0: inget symtom, 1: sym-
tom utgdr mindre an halva straets omkrets, 2: symtom pa mer an
halva omkretsen och 3: insjunket stra. Starkt angrepp raknades som
insjunket stra for Fusarium spp. och insjunket stra eller manga flackar
for R. cerealis.

3.3 Molekylar detektion

Den laborativa delen bestod av tre delar; DNA extraktion, PCR och
elektrofores. DNAextraktionen gjordes med hjalp av E.Z.N.A.® Plant
DNA Extraction kit for vaxtmaterial (Omega Bio-Tek, Norcross, GA
USA). Till DNAextraktionerna klipptes strabaserna av 2 cm nedanfér
den forsta noden och 1 cm hogre upp om det fanns tydliga flackar.
Proverna klipptes i millimeterstora bitar ner i skruvlocksror med en
mutter i botten och en ovanpa provmaterialet. Réren skakades pa
5000 rpm i 30 sekunder for att finférdela proverna. Da proverna blivit
ett fint pulver blandades de med 800 ul SP1 buffer blandat med 2 pl
RNAse och skakades ytterligare en gang pa 5000 rpm i 30 sekunder.
Sedan fodljdes instruktionerna for extraktionskitet: E.Z.N.A.® Plant
DNA Extraction kit. Réren varmdes pa 65°C i 10 minuter. 200 uyl SP2
buffert tillsattes innan proverna fick vila pa is i 5 minuter och sedan
centrifugeras med 6,3 g i 10 minuter. Vatskan i proverna pipetterades
over till nya kolonner och resterna av proverna sparades i -20°C. Ko-
lonnerna centrifugerades i 2 minuter med 6,3 g och vatskan 6verfor-
des till nya 2 ml Eppendorf-ror. For att rena DNAt anvandes 900 pl
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SP3 buffert, 650 yl SPW buffert och nya kolonner med upprepad cent-
rifugering i 1 minut med 6,3 g. For att extrahera DNAt ur kolonnerna
tillsattes 35ul elusionsbuffert i tva omgangar som centrifugerades
med 6,3 g i 1 minut. DNAextraktionerna sparades i -20°C.

Koncentrationen pa proverna mattes med Nanodrop spektofotome-
ter (ND-1000 Spectrophotometer, Saveen Werner). Samtliga prover
spaddes darefter till 2 ng/ul med ultrarent vatten.

De spadda proverna anvandes till PCR. PCR-reaktionen bestod av
10 pl PCR-mix och 10pl DNA-prov. | PCR-mixen var koncentrationen
gl 0,2 uM primer bade forward och reverse primer, 2,75 mM MgCla,
0,025 U pl'1 DreamTag® DNA Polymerase (Fermentas International
Ink, Kanada) ,10X DreamTaqTM Green Buffer, 0,2 mM dNTP och
milliQ-vatten. PCR-programmet varierade beroende pa vilken art som
skulle identifieras och darmed vilka primrar som anvandes (tabell 3).
For att identifiera Oculimacula spp. anvandes ett PCR-program med
2 minuter pa 95°C, 35 cykler med 95°C i 30s, 60°C i 30s, 72°C i 30s,
foljt av 72°C i 2 minuter. FOr de Ovriga arterna anvandes ett PCR-
program med 2 minuter pa 95°C, 35 cykler med 95°C i 30s, 55°C i
30s, 72°C i 30s och darefter 72°C i 2 minuter.

Tabell 3. Primrarna anvénda till PCR

Artnamn

Namn Sekvens

Oculimacula yall-
undae
Oculimacula yall-
undae

Oculimacula acufor-
mis

Oculimacula acufor-
mis

Fusarium spp.
Fusarium spp.

Rhizoctonia cerealis
Rhizoctonia cerealis

O. yallundae Walsh 2005 F 5 — GGG GGC TAC CCT ACT TGG CAG -

3

O. yallundae Walsh 2005 R 5- ATT CAA GGG TGG AGG TCT GRA -3’

O. acuformis Walsh 2005 F 5-GCC ACCCTACTT CGG TAA-3

O. acuformis Walsh 2005 R 5-ATT CAA GGG TGGAGG TCTGRA -3

Fusarium sp. Strausbaugh 5- TGG CGA GGC TGA GCA AAG -3’
2005
Fusarium sp. Strausbaugh 5" — GCG CAT CGAGAATTT GCA -3
2005

R. cerealis Nicholson 1996 F  5'- AAA ACT GGC AACCCT TGG TG -3’
R. cerealis Nicholson 1996 R 5- TAACTC ACC ACT CCA GCC GTT -3

For att se vilka prover som amplifierats och darmed innehdll DNA fran
respektive patogen, anvandes elektrofores. Gelen bestod av 1%
agaros, 0,01 yl/ml Nancy-250 BDA och SB-buffert. 5 ul PCR-produkt
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pipetterades ner i varje brunn och 3ul GR-mix (stege) pipetterades i
de yttersta brunnarna. Gelen genomgick en elektrofores pa 187V i 55
minuter. Nar elektroforesen var klar togs bilder med hjalp av UV-ljus
och foton skrevs ut for att senare kunna analyseras. Varje PCR-reakt-
ion och elektrofores utfordes tva ganger for att bekrafta resultaten.

Primrarna (tabell 3) som anvandes ar utvecklade for qPCR, vilket
syns pa resultatet da alla amplikon ar relativt korta, ca 100 baspar,
utom R. cerealis, vars amplikon ar 800-900 baspar. De prover som
bedomdes som positiva hade tydliga band vid ratt Iangd.

3.4 Statistik analys

Proverna hade innan laborationen fatt en okular diagnos med olika
graderingar. Det laborativa resultatet bestod inte av nagon gradering,
utan av ett positivt eller negativt resultat. Positivt resultat betyder att
respektive svamps DNA detekterades med hjalp av DNAanalys. Som
icke dverensstdmmande raknas varje stra for sig och avviker ett enda
resultat rdknas hela strat som icke déverensstdmmande aven om en
av de andra sjukdomarna ar korrekt identifierat okulart.

Pa resultatet utfordes en korstabellsanalys och Pearson y? -test.
Korstabellsanalysen jamfor de olika resultaten for att se korrelationen
mellan variablerna. y? -test anvands sedan for att utvardera hur troligt
det ar att nagot av resultaten i korstabellsanalysen uppkom av en
slump (Olsson et al. 2005).

Nollhypotesen var att den okulara diagnosen inte hade nagot sam-
band med den molekylara diagnosen.
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4 Resultat

4.1 Straknackare orsakad av Oculimacula spp.

Oculimacula spp. bestar av tva arter, och en ej dverensstdammande
diagnostisering har raknats om det fanns en okular diagnostisering,
men inget positivt band pa varken O. yallundae eller O. acuformis.
Alternativt om det fanns positiva resultat fran den molekylara diagno-
sen, men inga okulara symtom noterats (tabell 4, bilaga 1 tabell 8 och
9). Ett positivt resultat for O. yallundae och O. acuformis hade tydliga
och starka band.
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Tabell 4. Jdmférelse av resultat, okuldr och molekylér diagnostisering av Oculimacula spp

U. Falt B177 S. Falt 150

Falt

Antal stran med symtom fér Oculimacula spp. 28 38
Antal positiva resultat med PCR fér O. yallundae 27 9
Antal positiva resultat med PCR for O. acuformis 26 28
Antal 6verensstdmmande resultat fér Oculimacula spp. 32 28
Antal 6verensstdmmande resultat for O. yallundae 29 9
Antal dverensstammande resultat for O. acuformis 28 28
Positiv okular + positiv molekylar fér Oculimacula spp. 26 28
Positiv okular + positiv molekylar for O. yallundae 22 9
Positiv okular + positiv molekylar for O. acuformis 21 28
Positiv okular + negativ molekylar Oculimacula spp. 2 10
Positiv okular + negativ molekylar O. yallundae 6 29
Positiv okular + negativ molekylar O. acuformis 7 10
Negativ okular + positiv molekylar Oculimacula spp 6 0
Negativ okular + positiv molekylar O. yallundae 5 0
Negativ okular + positiv molekylar O. acuformis 5 0
Negativ okular + negativ molekylar Oculimacula spp. 6 0
Negativ okular + negativ molekylar O. yallundae 7 0
Negativ okular + negativ molekylar O. acuformis 7 0
Icke 6verensstdmmande resultat i % for Oculimacula 20% 26%
spp.
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De icke Overensstammande resultaten mellan okular- och mole-
kylar diagnostisering presenteras i procent och baseras pa en korsta-
bellsanalys. | korstabellanalysen slogs O. acuformis och O. yallundae
ihop, da den okulara detektionen endast identifierar straknackare och
inte kan skilja mellan svamparterna. Utifran kortabellsanalysen utfor-
des ett %2 -test. For falt B177 stamde den okulara- och molekylara di-
agnosen overens (p=0,0019), vilket indikerar en relativt korrekt okular
diagnos. Faltet hade 32 korrekta diagnostiseringar (tabell 4).

4.2 Skarp 6gonflack orsakad av Rhizoctonia cerealis

Den okulara diagnosen stamde bra 6verens med den molekylara dia-
gnosen fran falten i Upplands lan, falt B177(tabell 5, bilaga 1 tabell 8
och 9). Faltet B177 fran Skane lan hade farre positiva prover an van-
tat, baserat pa den molekylara diagnostiseringen jamfort med den
okulara diagnosen. Generellt var R. cerealis den sjukdom for vilken
graderade symtom Overensstamde bast med den molekylara dia-
gnostiseringen.

Tabell 5. J&dmférelse av resultat fran okuldr och molekylar diagnostisering av Rhizoctonia
cerealis

Falt U. Falt B177 S. Falt 150
Antal strdn med symtom for R. cerealis 0 14
Antal positiva resultat med PCR for R. cerealis 1 9
Antal 6verensstammande resultat for R. cere- 39 31
alis

Positiv okular + positiv molekylar for R. cere- 0 8
alis

Positiv okular + negativ molekylar for R. cere- 0 6
alis

Negativ okular + positiv molekylar R. cerealis 1 1
Negativ okuldr + negativ molekylar R. cerealis 39 23
Icke dverensstdmmande resultat i % 3% 18%

19



Da falt B177 endast hade negativa prover pa den okulara diagnosti-
seringen gick ett y2 -testet ej att utfora. For falt 150 stamde den oku-
lara och molekylara detektionen éverens (p= 0,0005). Endast ett stra
hade positivt resultat efter den molekylara diagnosen och dar av en ej
overensstammande diagnostisering i endast 3%.

4.3 Strabasrdota orsakad av Fusarium spp.

Den okulara diagnosen av Fusarium spp. stamde inte dverens med
den molekylara detektionen, da inget av proverna visade positivt i den
molekylara analysen (tabell 6). Resultatet fran den molekylara diagno-
sen gav inga positiva resultat, detta gjorde att det inte var mgjligt att
gora en korstabellssanalys eller 32 -test.

Tabell 6. Jadmférelse av resultat frén okuldr och molekylér diagnostisering av Fusarium spp.

Falt U. Falt B177 S. Falt 150
Antal strdn med symtom for Fusarium spp. 7 15
Antal positiva resultat med PCR for Fusarium 0 0
spp.

Antal dverensstdmmande resultat 0 0
Positivt okular + positiv molekylar Fusarium spp. 0 0
Positiv okular + negativ molekylar Fusarium spp 7 15
Negativ okular + positiv molekylar Fusarium spp 0 0
Negativ okular + negativ molekylar Fusarium 33 23
Spp

Icke dverensstdmmande resultat i % 18% 39%
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4.4 Jamforelse mellan de olika sjukdomarna och
diagnosmetoderna

En 6verensstammande gradering for de olika sjukdomarna beror pa
hur manga okulara- och molekylara diagnoser som stamde Overens.
De undersdkta falten kommer fran tva olika lan. | tabell 7 och i bilaga
1, tabell 8 och 9 syns skillnaderna péa hur de olika diagnosmetoderna
stammer Overens i falten som helhet. De okulara graderingarna
stamde inte helt dverens med den molekylara diagnosen. En over-
stdmmande gradering for ett stra har alla sjukdomarna ratt diagnosti-
serade. Till en icke dverensstdmmande gradering réknas alla stran
som inte dverensstammer pa alla sjukdomarna. | tabell 8 och 9 i bilaga
1 ser man att R. cerealis inte har blandats ihop med de andra sjukdo-
marna i nagon storre grad. Daremot kan man se att vissa strdn som
har graderats som Fusarium spp. har diagnostiserats med Oculi-
macula spp. i den molekylara analysen, framst i falt B177.

| tabell 7 ser man i procent hur manga av diagnostiseringarna som
inte stamde Overens bade inom falten som helhet och for sjukdo-
marna for sig. Ju lagre procent desto battre stamde den okulara- och
molekylara diagnosen Overens.
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Tabell 7. J&mforelse fér bada falten mellan okuldr och molekylér diagnostisering fér alla sjuk-
domar.

Falt U. Falt B177 S. Falt 150

Icke Overens- 28% 63%
stammande re-

sultat i % alla

sjukdomar

Icke Overens- 20% 26%
stammande re-
sultat i %

Oculimacula
spp.

Icke Overens- 3% 18%
stammande re-

sultati % R. ce-

realis

Icke 6verens- 18% 39%
stammande re-

sultat i %.

Fusarium spp.

22



5 Diskussion

Syftet med arbetet var att jamfora okular gradering med molekylar
detektion av strabassjukdomar. Den okulara diagnosen var olika mel-
lan patogen och falt. Falten ligger i olika regioner med olika sjukdoms-
tryck och klimat.

5.1 Pearsons y?- test och jamforelse mellan okular och
molekylar detektion

Ett 2 -test och en korstabellsanalys utfordes pa resultaten. Nollhy-
potesen, att det inte fanns nagot samband mellan den okulara diagno-
sen och den molekylara diagnosen, kunde férkastas for bade Oculi-
macula spp. och R. cerealis. For Oculimacula spp. i falt B177 stamde
den okulara- och molekylara detektionen overens (p=0,0019). For R.
cerealis stamde detektionerna Overens (p=0,0005) i falt 150. For
Fusariums spp. var det samre dverensstammelse. Dar fanns det inga
positiva diagnostiseringar i den molekylara delen, varken i fat 150 eller
B177. Foér Fusariums spp. kunde nollhypotesen alltsa inte férkastas,
aven om y? -test inte kunde beréknas.

Trots att den okulara- och molekylara detektionen stamde Overens
for bade R. cerealis och Oculimacula spp. fanns det manga diagnos-
tiseringar som inte stamde Overens. Det ar det resultatet som kommer
diskuteras i diskussionen.

De olika patogenerna har symtom som liknar varandra, speciellt
Oculimacula spp. och R. cerealis. Bada ger upphov till runda flackar
som liknar 6gon och insjunket stra (Jordbruksverket u.a.b, Olvang &
Twengstrom 2002). Trots det verkar de inte ha blandats ihop i den
okulara diagnosen. | falt B177 noterades ingen skarp ogonflack och i
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den molekylara diagnosen visade endast ett prov positivt resultat for
R. cerealis. | falt 150 var det 18% icke Overensstammande for R. ce-
realis, och jamfort med Fusarium spp. och Oculimacula spp. stamde
R. cerealis okulara diagnos bast.

Oculimacula spp. identifierandes har med hjalp av tva artspecifika
analyser, en for vardera O. yallundae och O. acuformis. | falt ar sym-
tomen for de bada svamparna samma, sa en okular diagnostisering
har ar inte mojlig for de tva arterna separat, utan endast for Oculi-
macula spp. som slakte. Oculimacula yallundae hade ett hogre sjuk-
domstryck i faltet i Uppsalaregionen (falt B177) an i Skane (falt 150;
tabell 4, bilaga 1 tabell 8 och 9). Detta beror troligtvis pa faltvariation.
Den okulara diagnosen jamfort med den molekylara diagnosen har
tydligast samband for O. acuformis i falt 150. Det beror troligen pa att
den hade storst forekomst ute i falt. Samma samband syns inte i falt
B177.

Fusarium spp. detekterades inte i den molekylara diagnosen, men
graderades som symtom i den okulara (tabell 6, bilaga 1 tabell 8 och
9). Det ledde till en dverdiagnostisering pa 39% i falt 150 och 18% i
falt B177, vilket kan bero pa att symtomen av Fusarium spp. forvaxlats
med Microdochium spp. som bada ger liknande symtom (Hoérberg
2001). Nar laborationen utférdes testades inte Microdochium spp. da
det i tidigare liknande forsok inte gett nagra positiva resultat (Edin’
pers. comm). | detta fall hade det eventuellt gett utslag for en del av
proverna som visade symtom for Fusarium spp. Primrarna for
Fusarium spp. var inte artanpassade utan utvecklade for ett artkom-
plex av Fusarium spp. Det betyder att analysen inte kunde pavisa
Fusarium spp. fran proverna fran falten da primrarna tacker in flera
Fusarium arter.

5.2 Over- och underdiagnostisering

Om klimatet blir varmare och vintrarna mildare kommer strabass-
sjukdomarna gynnas och da potentiellt utgéra ett stérre problem. | de
norra delarna av Europa kan kemisk bekampning darfor komma att bli
viktigare for att minska skador fran angrepp av strabassjukdomar da
de antas komma fa storre betydelse.

' Eva Edin, Hushallningssallskapet, 2019-03-27
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Over- eller underdiagnostisering av symtom i falt kan ha olika orsa-
ker. | falten som undersokts visade resultaten pa en éverdiagnostise-
ring, framst i falt 150. Detta kan bero pa att ett symtom orsakat av en
patogen kan se ut som flera olika sjukdomar, och om insjunket stra
eller nekros ar nagra av symtomen kan de bero pa andra sjukdomar
som inte undersokts i detta arbete, till exempel Microdochium spp.
Skador som nekros eller insjunket stra kan ocksa orsakas av fysiolo-
giska skador.

En konsekvens av 6verdiagnostisering ar att det kan leda till onodig
kemisk bekampning, men aven att bekampningstrosklar bestams fel-
aktigt. En underdiagnostisering daremot leder till minskad skord i de
fall kemisk bekampning inte anvands eller utfors i tid. Flera av patoge-
nerna har borjat utveckla resistens mot fungicider, bl.a. MBC och dar-
for bor fungicider anvandas strategiskt (Parnell et al. 2008). D4 MBC
har en viss paverkan pa Oculimacula spp. men ingen pa R. cerealis
bdér den anvandas sparsamt da resistens redan uppkommit i vissa fall
hos Oculimacula spp. (Hamada et al. 2011, Parnell et al. 2008).

| Sverige bekdmpas sallan strabassjukdomar med fungicider. De
svenska skordetrosklarna bygger pa gamla férsok och utforda med
sorter kansliga mot strabassjukdomar, och de behdéver uppdateras el-
ler skapas i de fallen det inte finns (tabell 1). Det behdver aven utredas
om férekomsten av strabassjukdomar har ett samband med skoérde-
minskning eller forsamrad kvalité av skorden. Vilka sorter som ar
kansliga for strabassjukdomar och om symtomen ar lattare att dia-
gnostisera pa olika sorter ar ocksa intressant. En skordetroskel bor
baseras pa samma detektionsmetod som lantbrukaren kommer att
anvanda sig av i falt. Dock finns det enligt denna rapports resultat risk
for dverdiagnostisering vid anvandandet av en molekylar diagnos. Att
basera en bekdmpningstroskel pa endast en okular diagnostiserings-
metod kommer att leda till en underdiagnostisering i falt da vissa sym-
tom inte ar fardigutvecklade och det kan férekommer latent smitta
som gor det svart att bedéma hela angreppet. For att gdra en tillforlitlig
skordetroskel bor bada metoderna kombineras for att fa ett anvand-
bart redskap for lantbrukare och radgivare.

Okular identifiering av symtom ar snabbt och Iatt tillhands ute i falt
medan den molekylara oftast tar langre tid och kostar mer pengar. Det
finns utvecklade molekylara metoder for en snabbare detektion, men
de ar dyrare an den okulara diagnostiseringen. Nar fonstret for kemisk
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bekampning ar litet och det tar tid for symtomen att visa sig, som for
Oculimacula spp., kan det finnas for lite tid for den typ av molekylar
diagnos som anvants har, eftersom prover da maste skickas till ett
laboratorium.

Andra problem med en molekylar diagnostisering ar att den maste
vara tillrackligt kanslig och fungera val. | denna studie anvandes prim-
rar hamtade fran Strausbaugh et al. 2005, Walsh et al. 2005 och
Nicholson & Parry 1996. De ar anpassade efter liknande klimat och
populationer. Primrar utvecklade for Oculimacula spp. i andra varlds-
delar kanske inte kan detektera den svenska populationen av Oculi-
macula spp. om det finns en inomartsvariation hos arterna. Andra fak-
torer som kan paverka den molekylara diagnosen ar kvalitén och kon-
centrationen av DNA i proverna. Ar det for lag eller hdg DNA koncent-
ration i proverna eller om extraktionen av nagon anledning misslyck-
ats, kan det vara svart att fa ett tydligt resultat. Samtidigt, for att ut-
veckla en okular diagnostiseringsmetod behdver man vara séker pa
vilka symtom patogenerna ger upphov till. Att forst gora en okular och
sedan en molekylar diagnos ar ett bra satt att lara sig se skillnad pa
de olika symtomen.

Metoden som anvandes for molekylar diagnos i detta arbete kan
detektera att smitta finns i ett stra, men inte hur allvarlig infektionen
ar. Den okulara diagnosen ger en osakrare diagnos, men man kan se
hur ett falt mar som helhet. Ingen av diagnosmetoderna kan i sig for-
utsdga om angreppets paverkan pa skorden.

5.3 Svagheter med undersdkningen

Arbetet har har utférts pa samma satt som tva tidigare forsok (Ber-
lin? pers.comm, Edin® pers. comm). Prover med okular diagnos har
kommit fran vaxtskyddscentraler och de har fatt en molekylar diagnos
och molekylar detektion av patogenerna har utforts for att jamfora
med den okulara diagnosen. | de tidigare forsoken har prover aven

2 Anna Berlin, Inst. Skoglig mykologi och vaxtpatologi, Sveriges Lantbruksuniversitet, 2019-
03-25

3 Eva Edin, Hushallningsséllskapet, 2019-03-27
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undersokts for forekomst av Microdochium spp. (Berlin* pers.comm).
Nar Fusarium spp. inte gav nagot positivt resultat pa den molekylara
diagnosen bor en ny PCR med Microdochium spp. goras for att kon-
trollera om den okulara Fusarium spp. diagnosen egentligen orsakats
av Microdochium spp. Om Fusarium spp. hade detekterats hade det
aven varit intressant med artspecifika primrar. Proverna som anvan-
des hade varit torkade i ett ar vilket kan paverka DNA-kvaliteten i pro-
verna.

Att falten ar diagnostiserade av tva olika personer ar bade bra och
daligt. Det ger en bild av hur olika den okulara diagnosen kan vara
trots att bada falten har blivit undersokt av personer med liknande er-
farenhet. Hade det varit samma person som genomfért bada de oku-
lara diagnoserna hade jamférelsen mellan sjukdomssymtomen pa
olika sorter blivit mer relevant. Om sa varit fallet hade man kunnat
jdmfdra hur vadret och sorten paverkade de synliga symtomen.

| de tidigare analyserna har den molekylara diagnostiseringen ge-
nomférts av erfaren personal som har mer erfarenhet av att bade an-
vanda sig av DNA extraktion och PCR-analyser. Bade den okulara
analysen och den molekylara analysen behover tolkas och ju mer er-
farenhet man har desto battre tolkning ar troligt.

5.4 Slutsats

Syftet med rapporten var att jamfora okular diagnostisering med
molekylar diagnostisering. Slutsatsen ar att de tvd metoderna inte all-
tid stammer 6verens. Den molekylara diagnosen kan ge en mer spe-
cifik diagnos, medan en okular ger en bra oversiktlig diagnos. Att kom-
binera de tva diagnoserna ger det mest tillforlitliga resultatet.

4 Anna Berlin, Inst. Skoglig mykologi och vaxtpatologi, Sveriges Lantbruksuniversitet, 2019-
03-25
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Bilaga 1 — Tabeller over jamforelsen av de okular
och molekylara resultaten

Tabeller 6ver resultaten for falt 150 Skane och B177 Uppsala

Tabell 8. Oversikt av jémférelsen av den okulédra och molekyléra diagnostiseringen fér félt 150
Skane. 1 stré for positivt resultat

150 Straknickare Oy Oa Fusarium R.cerealis  R. cerealis
Strd Okulisr Molekylér Molekylar Molekylasr Okular Molekylar
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Tabell 9. Oversikt av jamférelsen av den okuldra och molekyléra diagnostiseringen fér félt
B177 Uppsala. 1 star for positivt resultat
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