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SUMMARY

Broad beans are becoming a larger crop in Sweden. This is probably due to the current
discussion about the cultivation of soya beans that are imported to be used as protein fodder.
Broad beans are a good break crop in a small grain intensive crop rotation and works as a
protein source for animals together with for example ley. At present little research has been
done on broad beans and more knowledge is needed.

This study is about fungal communities and diseases on broad beans and the impact of these
fungi on seed germination. Broad beans from 14 fields were collected and used during the
study, ten from the county of Ostergétland and four from the county of Véastergétland.

Fungi on harvested broad beans were identified by using terminal restriction fragment length
polymorphism, (T-RFLP), where the internal transcribed spacer (ITS) region in the fungal
DNA, which is unique for each species, is used. For identification of fungal species a
reference library was prepared from the ITS sequences of pure isolations of fungi on the beans
and the inserted fungal ITS sequences in cloned Escherichia coli bacteria. The ITS regions
were sequenced and identified to species or genus level using BLASTN at GeneBank in order
to use them as a reference library. The results from the T-RFLP were then compared with the
reference library. The fungi that were identified on the broad beans with this method were
Ascochyta fabae, Alternaria infectoria, Botrytis cinerea, Hypocrea viridescens, Arthrinum
arundinis, Phoma exigua var. exigua, Penicillum aurantiogriseum, Mucor circinelloides,
Lichtheimia corymbifera, Cladosporium sp, Fusarium sp., Alternaria sp., Ascochyta sp., and
Chaetomium sp. Four of these fungi are plant pathogens, one is a yeast fungus and the rest are
saprophytes. By cloning Ascochyta sp. and Cladosporium sp. were identified. Of the 14 fungi
in the reference library, ten could be found on the bean samples. The species that were only
found among the pure isolates and not on the bean samples were Mucor circinelloides,
Lichtheimia corymbifera, Alternaria sp. and Fusarium sp.

A germination test showed that the germination rate was between 89-99 % for each field
sample. The sample with the lowest percentage also had the highest number of identified
fungi on the beans. This shows that the fungi may have an impact on the germination on
broad beans.

Keywords: Broad bean, fungi, T-RFLP, germination test



SAMMANFATTNING

Antalet odlade hektar med akerbona har tkat de senaste aren Detta beror antagligen pa den
radande diskussionen om importen av sojabonor vilka anvands som proteinfoder har i
Sverige. Akerbona fungerar bra som avbrottsgroda i spannmalsintensiva vaxtfoljder och &r
lamplig att anvdnda som proteinfoder tillsammans med exempelvis vall. Hittills har
forskningen som gjorts pa akerbona varit begransad och mer kunskap behévs.

Detta examensarbete handlar om svampsamhallen och svampar pa dkerbonor, samt om
svamparna har nagon inverkan pa akerbonans grobarhet. Akerbonor fran 14 olika falt, tio fran
Ostergotland och fyra fran Vastergétland anvandes under studien.

Svampar pa skordade akerbonor identifierades med hjalp av terminal restriction fragment
length polymorphism, (T-RFLP), vilket innebédr att svamparnas ITS-region (internal
transcribed spacer) amplifieras och klipps med enzymer for att sedan jamféras med
identifierade sekvenser. ITS-regionen ar unik i sekvens och fragmentlangd for varje svampart
vilket gor det mojligt att identifiera svamparna. For att kunna identifiera svamparna pa
bonorna gjordes ett referensbibliotek av ITS-regionen hos de renodlade svamparna som fanns
pa bonorna, samt randomiserade ITS-regioner som klonats in i bakterier. Svamparna fran
renodlingen och kloningen sekvenserades och artbestamdes med hjalp av publicerade
sekvenser pa GeneBank. De artbestdmda svamparna anvandes sedan i ett referenshibliotek, da
de specifika sekvenserna och fragmentlangderna kopplats till en specifik svampart.

Resultatet fran analys med T-RFLP jamfordes sedan med referensbiblioteket. De svampar
som identifierades pd bonorna var Ascochyta fabae, Alternaria infectoria, Botrytis cinerea,
Hypocrea viridescens, Arthrinum arundinis, Phoma exigua var. exigua, Penicillum
aurantiogriseum, Mucor circinelloides, Lichtheimia corymbifera, Cladosporium sp, Fusarium
sp., Alternaria sp., Ascochyta sp., och Chaetomium sp. Av dessa ar fyra véxtpatogena
svampar, en ar en jastsvamp och resten saprofyter. Kloningen resulterade enbart i identifiering
av svampslékterna Ascochyta sp. och Cladosporium sp. Tio utav de fjorton svamparna i
referensbiblioteket kunde hittas bland bonproverna. De arter som inte kunde hittas pa
bonproverna utan endast vid renodlingen var Mucor circinelloides, Lichtheimia corymbifera,
Alternaria sp. och Fusarium sp.

Ett grobarhetstest visade att grobarheten varierade mellan 88-99 % for varje faltprov. Den
lagsta grobarheten hade det falt som ocksa hade det storsta antalet identifierade svamparter.
Detta kan betyda att en storre svampforekomst ger akerbénorna samre grobarhet.
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INLEDNING

Akerbona r en gréda vars odling ater &r p& uppgang i Sverige, vilket sannolikt &r p& grund av
den pagaende diskussionen om import av soja, dar miljoaspekterna &r viktiga.
Sjalvforsorjning av en proteinfodergroda ar onskvard, eftersom det i nuldget anvénds
importerad soja i foderstaten till svin, fjaderfa och nétdjur. Detta kan ge stora utmaningar da
inte alla proteingrédor gar att odla i Sverige, men akerbona ar ett alternativ som stélls mot
sojan. Odlingen av soja innebar en stor miljobelastning dd mycket bekdmpningsmedel
anvands i de lander dér sojabdnor odlas (Sp Sveriges Tekniska forskningsinstitut, 2010).
Akerbona fungerar ocksé bra som en avbrottsgréda i spannmalsintensiva lantbruk i stallet for
arter, bland annat pa grund av att artrotrota inte ar ett problem vid akerb6nodling. Odling av
akerbona i stéllet for arter ar ocksa ett bra alternativ om befintlig mark bestar av styv lera
eftersom akerbonan trivs pa sédana jordar. Akerbdnans kraftiga rétter har en bra luckrande
effekt och tillfor, liksom é&rter, kvave till marken med hjélp av kvéavebindande bakterier i
rotsystemet.

Forskningen rorande akerbona ar begransad och mer forskning behdvs, och speciellt om
odlingen fortsatter att 6ka som den gor nu. En 6kad odling kommer antagligen leda till 6kad
forekomst av sjukdomar. Syftet med detta projekt var att fa mer kunskap om vilka svampar
som kan hittas pa akerbonor genom att identifiera svampsamhallen och beskriva dessa samt
att undersbka om det finns nagon inverkan pa &kerbGnans grobarhet pa grund av
svampforekomst.

LITTERATURSAMMANSTALLNING

Akerbona

Pa vara breddgrader ar akerbonan en ettarig vargroende ort. Ursprungligen kommer den fran
den vastra delen av den "bérdiga halvménen”, d.v.s. Mellanéstern. Akerbonor odlas
fortfarande mycket i till exempel Egypten och Etiopen, men den stérsta odlingen finns i Kina.
Sammanlagt odlas det cirka 2 miljoner hektar akerbonor i vérlden (Fogelfors, 2001). | Sverige
odlades det ar 2009 nastan 8000 hektar akerbénor, men arealen varierar valdigt mycket fran ar
till &r. Ar 2009 blev det rekordskdrdar pa 3280 kg per hektar i genomsnitt i Sverige. Detta var
den hogsta noteringen sedan akerbonan togs med i skordestatisktiken, ar 2003 (Statistiska
centralbyran, 2010). Dagens sorter av akerbéna som anvands i lantbruket har foradlats fram
fran den storre hastbonan (Johansson, 1999). | Sverige anvands akerbdnan som proteinfoder.
Nackdelen ar att proteinet inte ar lika lattillgangligt som i sojabonan men metoder for
proteinomvandling &r under utveckling (Ulrik Lovang, Lovanggruppen, personlig
kommunikation).

Akerbdnor har en l&ng véxtsasong och bor darfor sés tidigt under véren for att hinna mogna
under sasongen. Sadjupet ska vara 6-8 cm. Plantantalet vid sadd bor vara omkring 60-80
plantor/ m? vid normalt radavstand vilket gor att en normal utsadesmangd &r cirka 225-300
kg/ha. Det & mycket stora skillnader i frovikt, vilket gor att det ar vikigt att ta reda pa vilken
utsadesmangd som galler for sorten som valts. Dessutom paverkas utsidesmangden av
grobarheten (Johansson, 1999).



Utsddesmangden raknas ut med hjalp av féljande formel:
Utsadesmangden i kg/ha = tusenkornvikten i gram x dnskat antal plantor per kvadratmeter x
froets grobarhet i procent (Holstmark, 2007)

Skorden av akerbona sker med hansyn till den optimala proteinkvaliteten och nar alla fron i
baljorna &r vélutvecklade, samt nér 50-58 % av bladen under de nedersta baljorna har fallit av
(Johansson, 1999). En stor fordel med akerbona &r att det sallan ar brattom med tréskning da
grodan varken lagger sig ner eller drésar. Bonorna ar tréskmogna nér halmen &r svart och det
inte gar att rispa bonorna med nageln. Det gar ocksa att skérda bonorna som helsad vid
samodling med till exempel vete. Detta ensileras och anvands sedan som foder. Skdrden sker
da cirka tva veckor efter att spannmalen gatt i ax och baljvaxten har borjat satta baljor
(Swensson, 2006).

Akerbonplantan har ett rotsystem som bestér av en kraftig huvudrot med sidorotter. P&
valstrukturerad jord har ett rotdjup pa 1,7 meter uppmatts. De flesta rotterna finns dock i
matjorden. Pa grund av att rotsystemet inte ar tillrackligt finfordelat ar akerbonan torkkanslig
och kraver darfor odling pa jordar med god vattenhallande foérmaga sasom lerjordar
(Fogelfors, 2001). Akerbéna har en hég proteinhalt, 29-33 % beroende pa
odlingsférutsattningarna, och den varierar mellan olika sorter. Akerbonor &r kvavefixerare
och behover séllan ympas med baljvéxtbakterier. Bonornas tidiga tillvaxt ar langsam och
darfor kan ograskonkurrensen vara ett problem (Bostrom, 2004). Radhackning eller
ograsharvning bor goras for att halla ograsen borta, vilket bonorna tolererar mycket val.
Ograsharvning kan goras fram till dess att bonorna &r 10-12 cm héga (Swensson, 2006).
Ograsen har ocksd goda chanser att hinna sprida sina fréer pa sensommaren och hdsten
eftersom akerbonorna troskas sent. Det kan ge ograsproblem senare i véxtfoljden (Bostrom,
2004). Dessutom har akerbonan ett visst forfruktsvarde pa grund av sin kvaveverkan pa cirka
20 kg N/ha. Forfruktseffekten av akerbona &r att den kan ge en skordedkning hos strasad pa
omkring 10-12 % jamfort med ensidig strasadesodling (Lindén, 2008). Akerbdnan &r bade
sjalvpollinerare och korsbefruktare. Om det finns bisamhallen i narheten av ett akerbonsfalt
kan detta bidra till en béttre och jamnare baljsittning da bin hjalper till med pollineringen
(Johansson, 1999).

Odlingen av akerbona ar i dagslaget begransad, vilket har paverkat insatserna inom
vaxtforadlingen. Nar nya sorter utvecklas fokuseras det i forsta hand pd avkastning och
tidighet, darefter stjalkstyrka och frostorlek, och till sist vitblommighet (pa grund av
tanninhalten) samt kvalitets- och sjukdomsproblem (Johansson, 1999).

| Sverige odlas ett fatal sorter av akerbona. Aurora ar en brokblommig sort vilket betyder att
den har hogre tanninhalt an de vitblommiga sorterna. Pa grund av detta lampar sig denna sort
bést till nétkreatur, som &r mindre kansliga for en hog tanninhalt &n vad svin och fjaderfa ar.
Sorten &r odlingssaker, stabil och har relativt god ograskonkurrerande formaga och den
mognar medelsent. Tva vitblommiga sorter ar Gloria och Colombo. Dessa mognar nagra
dagar tidigare an Aurora men har kortare stjalklangd och nagot lagre avkastning. En annan
vitblommig sort ar Paloma som é&r storfroig, har god stjalkstyrka och &r medeltidig
(Holstmark, 2007).



Svampsjukdomar pa akerbona

De vanligaste svampsjukdomarna som forekommer pa akerbona ar chokladflacksjuka,
bonflacksjuka och bénbladmdgel (Hill, 2005). Dessutom férekommer det bonrost i Sverige.
Aven andra svampar sdsom Fusarium sp., Pythium sp. och Sclerotinia sclerotiorum kan hittas
(Djurle, 2006). Svamparna kan angripa eller finnas bland annat pa bladen, fréerna eller pa
rétterna (Tabell 1.). Den enda svamp som é&r strikt utsadesburen pa akerbona ar Ascochyta
fabae som orsakar bonflacksjuka.

Tabell 1. De vanligaste svampsjukdomarna pa akerbona, samt var pa plantan de
angriper/patraffas.

Sjukdom/Symptom Patogen Blad Fro! Rot

T (X) betyder att svampen kan ptraffas pa froet, men den anses inte ha négon betydelse fér utveckling av
angrepp.

Bladflackar Alternaria spp. X X
Chokladflacksjuka Botrytis fabae X (x)
Bonflacksjuka Ascochyta fabae X X
Bonbladmagel Peronospora viciae X x)
Bonrost Uromyces viciae-fabae X X
Bomullsmagel Sclerotinia sclerotiorum X X X
Gramogel Botrytis cinerea X x) X
Rotrota Pythium sp. x) X
Rotrota Fusarium sp. X x) X
Groddbranna Rhizoctonia solani (x) X

Det finns fa bekampningsmedel mot svampsjukdomar i akerbona. Idag finns det tva
registrerade preparat pa marknaden, Amistar och Signum. Endast ett fatal faltforsok for att
jamfora olika fungiciders effekt mot svampsjukdomar i akerbona har genomforts i Sverige.
och pa grund av detta ar kunskapen begréansad (Lerenius, 2006).

Nedan presenteras ett urval av sjukdomar som angriper akerbdna pa blad och baljor och som
kan Overforas via utsadet.

Bonflacksjuka

Bonflacksjuka pa akerbona orsakas av svampen Ascochyta fabae. Svampen har ett perfekt
stadium (Didymella fabae) som uppstar nar sexuell férokning intraffar mellan svampens tva
olika parningstyper. Det sexuella stadiet har patraffats i flera lander och har antagligen stor
inverkan pa bonflacksjukans epidemiologi (Jellis & Punithalingam, 1991; Kaiser, 1997). De
bada stadierna av svampen angriper blad, baljor och stjalkar. Fron som blivit angripna kan bli
sma och skrumpna (Hill, 2005). P4 stjalken ar flackarna langstrackta och gar djupt ner i
vavnaden. Angripna baljor far morka flackar som ocksa ar insjunkna. Flackarna som bildas pa
bladen &r bruna eller gra, runda och omgivna av en tydlig mérk rand (Fig. 1) (Stoddard et al.,
2010). Det gar att skilja ut bonflacksjukan fran chokladflacksjukan genom att A. fabae bildar
pyknidier, som syns som svarta sma upphéjningar i flackarnas mitt. Dessutom ger A. fabae
ofta storre och farre flackar an Botrytis fabae som i stillet ger sma och fler flackar
(Gunnarsson, 1987). A. fabae kan Gverleva pa utsade och pa véxtrester i falt. | det sexuella
stadiet bildas ascosporer som kan spridas med hjélp av vinden inom och mellan falt. I det
asexuella stadiet bildas pyknider innehallande konidier som sprids med skvattande



vattendroppar vid regn (Fig. 2). Svampen ar utsadesburen vilket gor att den kan spridas till
nya falt och omraden (Djurle, 2006). Denna svamp gynnas av fuktigt vader, men den trivs bra
i lite svalare temperaturer vilket gor att den kan angripa akerbonsplantorna tidigt pa varen.
Den framsta kontrollatgarden mot bonflacksjuka ar att alltid anvanda friskt utsade. Dessutom
kan den kontrolleras genom att alltid ha minst tva ars intervall mellan odling av akerbéna
samt noggrann nedpléjning av véxtrester (Gunnarsson, 1987). Det finns ett betningsmedel,
Apron XL, som é&r registrerat och godként till bonor men det anvénds séllan
(Kemikalieinspektionen, 2010).
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Fig. 1. Bonflacksjuka (Lerenius, 2007). Fig. 2. Konidier av Ascochyta fabae (Westman, 2010).

Chokladflacksjuka

Svampen som orsakar chokladflacksjuka pa akerbonor heter Botrytis fabae. Den har dven
patraffats pd Phaseoulus-bona, linser och arter. Chokladflacksjuka ar en av de mest
ekonomiskt betydelsefulla sjukdomarna pa akerbona, speciellt da varmt och fuktigt vader kan
gora angreppen mycket allvarliga. Angrepp av svampen visar sig som sma chokladbruna
runda flackar vilka sjukdomen ocksa fatt sitt namn fran (Fig. 3). De storre, aldre flackarna ser
lite annorlunda ut med sin morkare bruna eller rodaktiga kant runt den ljusare mitten. Grénsen
mot frisk vavnad ar alltid tydlig. Blommor, baljor och stjalkar kan ocksa angripas. Symtomen
pa stjalkarna ar morka langsgdende streck (Gunnarsson, 1987). B. fabae har tva
angreppsfaser, en aggressiv och en icke-aggressiv. Den icke-aggressiva fasen visar sig som
sma bladflackar, framst pa de &ldre bladen, medan den aggressiva fasen intraffar om
gynnsamma vaderleksforhallanden, fuktigt och varmt, uppstar (Fig. 4). Under det aggressiva
stadiet utvecklas bladflackarna till stora partier vilket gor att bladen vissnar och sedan faller
av (Stoddard et al., 2010).

Svampen overlever som sklerotier eller mycel i jorden och pa vaxtrester (Smith et al., 1988).
Sklerotiernas 6verlevnad minskar om de ligger djupt begravda. Detta &r troligtvis pa grund av
jordsvampen Gliocladium roseum, som kan fungera som en parasit pa B. fabae (Gunnarsson,
1987). B. fabae kan &ven hittas pa utsade men spridningen med utsade har dock inte lika stor
betydelse. Smitta pa utsade kan dock gora att svampen sprids till nya falt. Forsok har visat att
utsddessmittan inte &r av betydelse eftersom ingen smitta kunde hittas i ett parti efter lagring,
trots att B. fabae kunde pavisas vid skord. Detta tyder pa att B. fabae inte kan overleva pa
torra fron under en langre tid. Forsoket visade ocksa att &ven om utsadet ar smittat behdver
smittograden vara mycket hdg for att plantan sedan ska skadas. Under forsoket isolerades
svampen bland annat fran bonornas yttre skal. Det gick inte att hitta nagon infektion djupare
in i froet, utan infektionen fanns endast i det yttre skalet (Harrison, 1978).
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Fig. 3. Chokladflacksjuka (Lerenius, 2007)

Fig. 4. Chokladflacksjuka pa dkerbonsblad (Lerenius, 2007) Fig. 5. Konidier av Botrytis fabae, 500 ggr forstoring,
(Gunnarsson, 1987)

Efter att svampen overvintrat kommer den under fuktiga forhallanden pa varen att bilda
konidier (Fig. 5), som sprids med hjalp av vind och vattensténk till vardvéxter och nya falt.
Konidierna behover fritt vatten pa vardvéaxten for att kunna gro och infektera, varvid
angreppen ofta utvecklas efter regnperioder (Gunnarsson, 1987). Optimal temperatur for
svampens utveckling ar 20 °C. Dessutom spelar luftfuktigheten en viktig roll i
sjukdomsutvecklingen dar den optimala luftfuktigheten &r 88-100 % (Stoddard et al., 2010).
Plantans alder paverkar mottagligheten for chokladflacksjuka pa det sattet att mottagligheten
okar nar plantan ar tva till sju veckor gammal. Baljornas mottaglighet minskar daremot med
aldern. Om plantan lider av kalciumbrist forsvagas den och kan lattare infekteras, vilket
troligtvis beror pa att cellvaggarna blir svagare och att det da blir lattare for svampen att ta sig
igenom cellvaggarna. Kalciumbrist hanger &ven ihop med att ett Iagt pH i marken férsamrar
akerbonans formaga att ta upp naringsamnen, vilket okar risken for chokladflacksjuka.
Skordeforlusterna pa grund av chokladflacksjuka varierar mycket och ar stérre pa
hostakerbonor, som till exempel odlas i England, an pa varakerbonor som odlas i Norden.
Detta hander pa grund av att sjukdomen ofta angriper sent pa véaxtsasongen har och gor da
mindre skada. Om det for svampen rader gynnsamma forhallanden kan tidigare angrepp gora
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stor skada (Gunnarsson, 1987). Ett sent angrepp kan dock vara positivt da det gor att
akerbonorna mognar snabbare &n normalt vilket &r énskvart (Johansson, 1999).

Det finns kontrollatgarder for att forhindra eller minska angrepp av chokladflacksjuka vid
ekologisk och konventionell odling och det ar bland annat att ha en vaxtfoljd med minst tva ar
mellan akerbonor pd samma falt, mattligt tata bestand, ha en bra ograskontroll och
valdranerade félt (Gunnarsson, 1987) . Dessutom bor skorderester pljas ner ordentligt for att
minska Gvervintringen av svampen. Odling av mer motstandskraftiga sorter, saésom Aurora
och Gloria, och till sist att odla pa lerjord med god tillgang pa viktiga naringsamnen sasom
kalcium, fosfor, kalium och magnesium &r ocksa atgarder som gar att genomfora. Detta
medfor att akerbonorna blir friskare och da motstandskraftigare mot svampar (Hill, 2005).

Bonbladmdgel

Bonbladmdogel orsakas av Peronospora viciae, som inte dr en &kta svamp utan en oomycet
och ar besldktad med arter som orsakar artrotrota (Aphanomyces euteiches) och
potatisbladmdgel (Phytophthora infestans) (Djurle, 2006). P. viciae bildar vilosporer,
(oosporer), som kan dverleva i marken och pa vaxtrester under flera ar. Det medfor att odling
av akerbona inte bor ske oftare an en gang i en vaxtfoljd som ar fem till sju ar (Hill, 2005).
Dessutom bor smittade vaxtrester tas bort fran faltet och djup pléjning ar nédvéandig. Sporerna
sprids med vind och vatten, men spridningen med utsade ar férsumbar (Smith et al., 1988).
Mycel och oosporer kan hittas pa och i froskalet, men det finns inga rapporter om att infektion
fran fro till grodd intraffar. Det ar i stallet oosporerna i marken som &r den vikigaste primara
smittkéllan. Konidierna som bildas &r 21-27 um langa (Fig. 6) (Stegmark, 1994).
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Fig. 6. Konidiofor med 21-27um langa konidier av Peronospora viciae (Westman, 2010).
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Fig. 7. Bonbladmdgel pa ékerbonsblad (Lerenius, 2007)

Fig. 8. Bonbladmdgel (Lerenius, 2007)
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Symptom pa bénbladmdogel borjar med ljusa flackar (kloroser) pa de yngsta bladens ovansidor
(Fig. 7). Flackarna kan dessutom ha en rédbrun kant mot den friska vavnaden. Pa undersidan
av de ljusa flackarna finns det karakteristiska vitgra-gravioletta filtbildande mycelet (Fig. 8).
Flackarna kan tdcka hela bladen och till slut morknar flackarna och bladen vissnar.
Sjukdomen drabbar mestadels de yngre delarna av plantan och ett tidigt angrepp kan stoppa
utvecklingen helt om tillvaxtpunkten angrips. Om vaderleksforhallandena &r bra, fuktigt och
relativt svalt och angreppet kommer tidigt, kan sjukdomen ge stora skordeforluster. Dock &r
inte detta vanligt da plantorna har formagan att ofta véxa ifran angrepp (Gunnarsson, 1987).

Bonrost

Bonrost pa akerbona orsakas av svampen Uromyces viciae-fabae. Symptomen ar tydliga
pustlar pa bladen (Fig. 9). Denna rostsvamp 6verlever som mycel pa vaxtrester i falt och pa
utsade i stallet for att vardvaxla som manga andra rostsvampar gor (Voegele, 2006; Agrios,
2005). Denna svamp kan vara utsadesburen, men froerna maste da varit i kontakt med
infekterat vaxtmaterial (CABI, 2010). Rostsvampen har fem olika sporformer vilka alla gar att
finna pa akerbona. Teliosporerna ar de sporer som évervintrar pa vaxtrester. Efter infektion av
teliosporer produceras sedan basidiosporer som infekterar blad. Efter bladinfektion utvecklas
pyknier och darefter aecier vars aeciosporer infekterar vaxten igen. Fran de nya infektionerna
produceras asexuella urediniosporer i enorma méngder i falt under sasongen i upprepade
infektionscykler (Fig. 10). Dessa kan sedan spridas inom och mellan falt med vinden. De kan
spridas over valdigt stora omraden. Urediniosporerna producerar sedan teliosporer i slutet av
sasongen, vilka sedan kan Overvintra pa véxtrester. Angrepp vid frosattning kan ge stora
skordeforluster (Voegele, 2006; Agrios, 2005). | Sverige férekommer det angrepp av bonrost
men de kommer ofta sent och leder sallan till stora skordeforluster. Kontrollatgarder mot
bonrost innebdr att vara noggrann med nedbrukningen av alla vaxtrester for att forhindra
spridning av sporer till nya akerbonsfalt foljande ar. Dessutom bor utsadet harrora fran falt dar
inte bonrost hittats under sésongen (Djurle, 2006).

SOﬂm

Fig. 9. Bonrost pé& &kerbéna (Lerenius, 2007) Fig. 10. Urediniosporer av Uromyces viciae-fabae (Westman, 2010).
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Alternaria spp.

Sjukdomar som orsakas av Alternaria spp. ar bland de vanligaste i varlden. Svamparna kan
angripa stjalken, blommorna, bladen och frukterna hos de flesta véxter. Sjukdomar som
orsakas av Alternaria spp. syns ofta som bladflackar men &ven som rotréta och réta i frukter.
Flackar pa blad som orsakas av Alternaria-arter ar ofta morkbruna eller svarta. Dessutom &r
de ofta manga och kan flyta ihop till stérre omraden. Angrepp av Alternaria pa akerbona kan
forvaxlas med angrepp av Ascochyta fabe. De upptrader sent pa sasongen och har liten
betydelse. Slaktet Alternaria har morkt mycelium och det bildar konidioforer med konidier
direkt fran ytan av aldre angripen vavnad. Konidierna kan vara stora, morka, langa och
paronformade. Storleken och formen varierar mycket (Fig. 11). De lossnar latt fran
konidioforerna och sprids med vinden. Manga Alternaria-arter ar saprofyter, vilket betyder att
de inte kan infektera frisk védvnad utan behdver dod vavnad for att foroka sig. Darfor ar det
ibland svart att sdga om det ar Alternaria sp. som orsakar sjukdomen eller om det ar en
sekundar kontaminering. Manga Alternaria-arter producerar toxiner. Arterna évervintrar som
mycel eller sporer i vaxtrester eller pa fron. De producerar fler sporer om det regnar mycket
och sporerna kan da spridas och infektera vavnad och bilda nya konidier (Agrios, 2005).

Fig.11. Konidiofor med konidier av Alternaria infectoria (Westman, 2010).

Botrytis cinerea/ Botryotinia fuckeliana

Botryotinia fuckeliana ar namnet pa det sexuella stadiet av Botrytis cinerea som orsakar den
vanliga sjukdomen gramogel, vilken kan hittas dver hela varlden i de flesta ekonomiskt
viktiga vaxter (Faretra et al., 1988). Svampen angriper akerb6na och har symptom som liknar
andra bladflacksjukdomar (Kwon et al., 2007). Svampen &r en véxtpatogen (Fukumari et al.,
2004). Den producerar gratt mycel och langa, grenade konidioforer direkt pa bladytan.
Konidioforerna bar pa graa, encelliga och ovala konidier som ar cirka 6 pum i diameter.
Konidioforerna och konidierna bildar ett vindruvsklaseliknande ménster (Fig. 12). Konidierna
slapps nar det ar fuktigt ute och de sprids med vinden. Svampen bildar ofta svarta, harda,
platta och oregelbundna sklerotier. P4 sklerotierna bildar B. fuckeliana apothecier dar det
utvecklas askosporer som sprids med vinden. Svampen 6vervintrar i jorden som mycel pa
vaxtrester eller som sklerotier. Den verkar inte infektera fron, men kan spridas med fron som
bar pa sklerotier eller infekterade vaxtrester. B. fuckeliana vaxer, férokas och sprids bast vid
en temperatur omkring 18-23 °C. Den kan orsaka stora forluster i grodor som lagras under en
lang tid, till och med om temperaturen ar 0-10 °C (Agrios, 2005). Forskningen som har gjorts
pa denna svamp avseende pa om den &r utsadesburen eller inte ar mycket begransad. Daremot
ar det kant att svampen ofta finns i det yttersta skalet pa fréerna, vilket gor det mojligt att beta
utsddet mot denna svamp (CABI, 2010).
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Fig. 12. Konidiofor med konidier av Botrytis cinerea, konidierna ar 6 um i diameter (Westman, 2010).

Metoder for att identifiera svampsamhallen

Ett satt att identifiera de arter som ingar i svampsambhéllen kan vara mikroskopering, for att se
de unika stukturerna hos enskilda arter. Dessutom kan en renodling goras for att sedan
identifiera svamparna med hjélp av molekylara metoder baserade pa svampens DNA, till
exempel terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP). T-RFLP &r en metod
som kan anvandas for att studera mikrobiella samhéllens dynamik och struktur, darfér valdes
denna metod for denna studie. Det kréavs flera steg for att komma fram till ett specifikt
monster i DNA-strukturen hos till exempel en svamp. Metoden identifierar svamparter genom
variation i fragmentstorlek efter klyvning av PCR-produkter med enzymer (Kitts 2001). Det
omrade i svampens DNA som oftast anvands for artidentifiering ar 1TS-regionen (Internal
transcribed spacer region) vilken i huvudsak ar unik for varje svampart. For att kunna anvanda
metoden behovs ett referensbibliotek med bestamda fragmentlangder fran olika ITS-regioner
for olika arter. For att fa fram ett referensbibliotek renodlades svampar fran bénorna och
dessutom gjordes en kloning av PCR-produkterna fran proverna med hjalp av en bakterie,
som sedan sekvenseras. Darefter jamfors klippmdonstret hos proverna med referensbiblioteket
for att da kunna artbestamma svamparna (Lindahl et al., 2007). Under kloningen anvéndes
bakterien Escherichia coli vilken odlades pa plattor med LB-agar och X-gallésning som &r
specialiserad for detta. X-gal visar om bakterierna kan bryta ner betagalaktosidas, vilket ar
kopplat till en fungerande kloning. Om bakterierna har lyckats ta upp plasmiden (vektorn)
med en ITS-region kan bakterierna bryta ner betagalaktosidas och blir vita medan de bla
bakteriekolonierna inte kan gdra det och dar har inte heller kloningen lyckats.

Vid amplifiering av ITS-regionen anvands tva primrar, ITS1-f och ITS4 , dar den férstnamnda
har utvecklats specifikt for identifiering av svamparter. De tva primrarna ger en
amplifieringsprodukt av svamp-DNA som &r 400-800 bp lang (Kitts, 2001). Vid T-RFLPn
inméarks primrarna med de fluorescerande fargerna HEX och FAM for att topparna ska synas
vid storleksanalys efter det att enzymer har klippt PCR-produkterna. Vid kloningen och
sekvensering anvdnds omarkta primrar eftersom inmarkta primrar stér analysen av
sekvenserna. Under DNA-extraktionen anvands CTAB, vars funktion &r att sonderdela
cellmembranen sa att DNA blir tillgangligt.
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EXPERIMENTELL DEL:

Material och metoder

Syftet med denna studie var att undersoka vilka svampar som kan finnas pa akerbonor efter
skord och om de har n&gon inverkan pa bonornas grobarhet. Akerbonor fran tio olika falt i
Ostergdtland, samt fyra falt i Vastergotland samlades in for att bestimma vilka svamparter
som fanns pa bonorna. Bonorna fran Ostergotland var skordade ar 2009, utom falt 12 som var
fran skord 2008. Bonorna fran Vastergdtland skdrdades ar 2006 och 2007. Prover som namns
i texten representerar slumpvis utvalda akerbonor fran de olika falten.

Metoden som valdes till att identifiera vilka svampar som fanns pa bonorna var T-RFLP.
Denna metod gar ut pa att alla svampar har en specifik sekvens och fragmentlangd efter att
PCR-produkter klippts med speciella enzymer. Forst gjordes en DNA-extraktion pa 336
bonor. Darefter genomfordes en PCR pa alla prover och PCR-produkterna fran svampens
ITS-region klipptes med enzymer. DNA-fragmenten skickades sedan for storleksanalys och
for att kunna identifiera topparna jamfordes de med ett referensbibliotek.

Ett referenshibliotek framstalldes dels fran renodlade isolat fran bonor och dels fran s.k.
kloning (se nedan). Till referensbiblioteket renodlades svampar fran akerbonorna och de
amplifierade ITS-regionerna skickades pa sekvensanalys till Macrogen Inc. i Sydkorea.
Svamparterna identifierades sedan genom att sekvenserna jamfordes med referenssekvenser
pd GeneBank, the National Centre for Biotechnology Information (NCBI,
www.ncbi.nlm.nih.gov). Varje svampart hade ett specifikt klippmonster, vilket gjorde det
mojligt att jamfora topparna for referensbiblioteket med de 336 akerbénprovernas toppar och
pa sa satt identifiera vilka svampar som fanns pa akerbonorna.

For att fa extra referensarter gjordes dven en kloning. Klonerna sekvenserades pa samma satt
som referensproverna och kunde sedan ocksa anvéandas i referenshiblioteket och da vid
identifieringen av svamparna pa akerbonorna.

Nedan féljer en mer detaljerad metodbeskrivning. Recept och specificering av metoder
aterfinns i Appendix 1.

Grobarhetstest

Ett grobarhetstest genomfordes for att se om svamparna som infesterat bonorna hade nagon
inverkan pa deras grobarhet. Tvahundra akerbonor valdes slumpvis ut ur proverna fran vart
och ett av de 14 falten. De lades darefter pa fuktat filterpapper (10x50 cm). Femton bonor
lades pa varje papper som sedan rullades ihop, stélldes i en plastpdse och holls fuktiga under
den tid testet pagick (Fig. 13).
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Fig. 13. Grobarhetstestet (Westman, 2010).

DNA-extraktion

Fran varje prov togs 24 bonor ut slumpmassigt, vilket gav totalt 336 bonor. Bonorna lades en
och en i sma plastpasar och krossades separat med en hammare, for att sedan stoppas i
skruvlocksror som innehdll en skruv och tva muttrar i rostfritt stal (M5). Ordningen i réren
var: i botten en skruv med huvudet nerat, en mutter, darefter bénprovet och till sist en mutter
igen. Proverna frystorkades ¢ver natt och krossades till ett fint mjol genom att skakas i 5000
rpm under 30 sekunder (Precellys, Bertin Technologies). Tjugo milligram av det finmalda
bonmjolet vagdes upp och lades i nya 1,5 ml ror tillsammans med fem glaskulor (2 3 mm).
Extraheringsbuffert (800 ul, 3 % CTAB) tillfordes och proverna skakades i 5500 rpm under
30 sekunder (Precellys, Bertin Technologies). Efter detta inkuberades proverna under en
timme i varmeblock som var 65 °C och centrifugerades darefter i 13000 rpm under 5 minuter.
Vatskan fordes over till nya 1,5 ml Eppendorfror och 500 ul kloroform tillsattes. Proverna
omskakades och centrifugerades i 13000 rpm under 7 minuter. Den oversta fasen Gverfordes
till nya ror dar 700 pl isopropanol tillsatts. Proverna vandes nagra ganger och inkuberades i
rumstemperatur under en timme for att sedan centrifugeras i 13000 rpm under 5 minuter.
Vatskan halldes av och 200 ul 70 % etanol tillsattes for att tvatta DNA-pelleten och proverna
centrifugerades i 13000 rpm under 2 minuter. Darefter lamnades proverna for att torka i cirka
en timme for att sedan 16sa upp DNAt i 70 pl ddH,O. Foér att undersdka koncentrationen av
DNA i proverna anvédndes en spektrofotometrisk metod eftersom DNA tar upp ljus av
vaglangderna 260-280 nm och méngden DNA motsvaras av mangden upptagen ljusstyrka
(NanoDrop, Spectrophotometer, Thermo Scientific). Proverna blandades med en vortex innan
provtagning. Proverna spaddes slutligen till 1 ng DNA pl™ prov och en slutvolym pd 50 pl.

Renodling av svampar till referensbibliotek

For att fa fram fler arter till referensbiblioteket renodlades svampar fran bonorna. Tva
akerbonor valdes slumpvis ut fran varje falt ut och lades pa en agarplatta (halvstyrka PDA).
Under renodlingen anvéandes bonor fran 14 falt. Efter synlig myceltillvaxt ympades
svamparna till nya plattor och detta fortsatte tills isolaten var renodlade. Mycel togs da fran
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varje isolat och lades i ror tillsammans med fem glaskulor (z 3 mm). Proverna frystorkades
for att sedan skakas i 5500 rpm under 30 sekunder (Precellys, Bertin Technologies). Sedan
utfordes DNA-extraktionen pa samma satt som tidigare namnts och proverna spaddes till
samma koncentration som tidigare. Efter PCR-amplifiering klipptes produkterna med
enzymer samtidigt som de andra proverna. Sekvenseringen utférdes sedan av Macrogen i
Seoul, Sydkorea. Har anvandes primrarna omarkta 1TS4 och ITS1f. Svamparna identifierades
pa samma satt som klonerna (se nedan).

Kloning av svampar till referensbibliotek

Till kloning valdes forst 96 prover ut av de sammanlagt 336 proverna. Detta gjordes med
hjalp av tidigare elekroforesresultat som visade olika storlekar pa produkterna. For att
forbereda infor kloning kordes en PCR med omérkta ITS1-f- och ITS4-primrar och
produkterna kontrollerades med hjalp av elektrofores som ovan. Bland de 96 proverna valdes
14 prover ut som slogs ihop till tva eppendorfror, 4 ul av vardera 7 prover per ror.

Rening och fallning gjordes enligt protokoll (Blixt et al., 2010).

Efter kloningsstegen och odlingen péa agarplattorna valdes 96 vita kloner ut och de blaa
lamnades (se Appendix 1). Klonerna lades i en 96-brunnsplatta med 100 pl ddH,O och
protokollet foljdes vidare (Blixt et al., 2010). Efter elektrofores valdes 64 prover med tydliga
band ut for att renas enligt Agencourt® AMPure® protokollet 000601v024. Koncentrationen
av PCR-produkterna kontrollerades (NanoDrop, Thermo Scientific) och de stalldes sedan pa
tork i ett torkskap 37 °C. Sekvenseringen utfordes sedan av Macrogen i Seoul, Sydkorea.
Svamparterna identifierades sedan genom att jamfora sekvenserna med referenssekvenser pa
the National Centre for Biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov) och
anvanda BLASTN algorithm med minst 98 % identitet. Med hjélp av SeqMan Genome
Assembler (DNAStar Inc.) togs klippmonster ut for de tre anvdnda enzymerna FastDigest®
Alul (Fermentas), Cfol (Promega) och FastDigest® Taql (Fermentas) for varje specifik
svampart.

Identifiering av svamparter pa akerbonor

Identifieringen av svamparna som fanns pa akerbonorna gjordes med hjalp av T-RFLP dar
svamparna har specifika klippmonster for enzymerna FastDigest® Alul (Fermentas), Cfol
(Promega) och FastDigest® Taql (Fermentas). Dessa kunde sedan jamfdras med
referensbiblioteket fran renodling och kloning och kopplas till bonorna fran de fjorton olika
falten. Till PCR-analysen anvandes primrarna ITS1-f och ITS4, inmarkta med fluorescenserna
FAM respektive HEX vilket betyder att de absorberade ljus pa olika vaglangder och gav
topparna olika farger. For att ta hansyn till pipetteringsfel blandades en PCR-mix till 400
prover, som sedan anvéndes till 375 prover med tio pl av PCR-mixen och 10ul av DNA i
vardera prov. For slutkoncentrationer och PCR-forhallanden se Appendix 1 och Blixt et al.
(2010). PCR-produkterna separerades sedan pa 1 % agaosegel vid 200 V i 25 minuter och
undersoktes i UV-ljus. Fanns det produkter syntes dessa som band pa gelen (GelDoc, Bio-Rad
Laboratories).

PCR-produkterna klipptes sedan med hjalp av enzymerna FastDigest® Alul (Fermentas), Cfol
(Promega) och FastDigest® Taql (Fermentas) enligt protokoll (se Appendix 1 och Blixt et al.,
2010). For att fa bort salter ur de klippta proverna gjordes en sephadexrening (se Appendix 1
och Blixt et al., 2010). Innan reningen spaddes de klippta proverna; 2 pl prov och 18ul H,O.
Proverna skickades for storleksanalys till Uppsala Universitet, Institutionen for genetik och
patologi (Uppsala Genome Center, www.genpat.uu.se). Proverna analyserades sedan med
hjélp av GeneMarker (stege ROX 1000), dar fragmenten inmarkta med FAM respektive HEX
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avlastes som toppar. Topparna analyserades utifran storleken pa de klippta fragmenten och
jamfordes sedan med klippmonstret fran fragmenten fran de renodlade svamparna och
klonerna i referensbiblioteket.

Analys av resultat

For att undersoka hur svampsamhallena pa akerbonorna fran de olika falten forholl sig till
varandra anvandes en multivariat metod kallad 'detrended correspondence analysis' (DCA)
(Canoco version 4,5 for Windows (Microcomputer Power)). For att understka variationen i
svamparternas forekomst pa bonorna mellan olika falt anvandes ‘canonical correspondence
analysis', CCA.

Resultat

Grobarhetstest

Efter sju dagar var storre delen av bonorna grodda och de hade da groddar som var lika langa
som eller langre an bonan. Vissa bonor som inte hade grott hade tecken pa mycelvaxt.
Resultat erholls genom att rdkna antal grodda bonor per félt. Grobarheten varierade mellan
88-99 % (Fig. 14).

Grobarhet

Procent

Faltnummer

Fig. 14. Akerbonornas grobarhet i procent fran varje falt. N=200

Referensbibliotek

Sextiofem kloner sekvenserades och dessa grupperades i 53 olika grupper (kluster) med hjalp
av SegMan Genome Assembler med en noggrannhet pa 98 %. Tjugo av grupperna
identifierades som Ascochyta sp. och tva som Cladosporium sp. och bada dessa var till 98-100
% identiska med referenssekvenserna pa NCBI. Resterande kloner var oidentifierbara pa
grund av for lag identitetsgrad i forhallande till referenssekvenserna pa NCBI.

Renodlingen resulterade i manga olika svampar. Mycelen var gula, vita, réda, gréna, vissa var
luftiga och i andra hade det bildats sklerotier. Det blev slutligen fjorton olika arter nér de
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Tabell 2. Fordelning av identifierade svamparter efter renodling av svamp pa akerbona.

Saprofyt Patogen Jastsvamp
Alternaria sp. Ascochyta fabae Chaetomium sp.
Hypocrea viridescens Alternaria infectoria

Arthrinum arundinis Borytis cinerea

Penicillum aurantiogriseum  Phoma exigua var. exigua

Ascochyta sp.

Mucor circinelloides

Fusarium sp.

Lichtheimia corymbifiera
Cladosporium sp.

identifierades med hjalp av NCBI och de grupperades som saprofyter, patogener eller
jastsvampar (Tabell 2). Vissa arter hittades i flera av félten till exempel Penicillum
aurantiogriseum, medan nagra endast hittades i ett falt (Tabell 3).

Identifiering av svamparter pa akerbonor

N&r T-RFLP-fragmenten jamfordes med referensbiblioteket kunde flera svamparter
identifieras bland akerbonorna. Av de fjorton arterna som fanns med i referensbiblioteket
hittades tio stycken av dessa pa de malda bonorna. De svampar som endast fanns med vid
renodlingen och kloningen var Mucor circinelloides, Lichtheimia corymbifera, Alternaria sp.
och Fusarium sp. Klippmonstret fran dessa kunde inte hittas i proverna fran T-RFLP-
resultaten. Av de 24 bonorna per félt bar vissa pd en svampart medan andra bar pa flera arter
(Tabell 3). Bade antalet arter och artsammanséattningen varierade mellan de olika falten. Ett
fatal T-RFLP-fragment kunde inte kopplas till en specifik svampart.
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Tabell 3. Forteckning av identifierade svamparter pa akerbonor utifran hur arterna

identifierats efter renodling och/eller T-RFLP samt grobarheten i resp. féltprov.

Identifierad art Renodl.  T-RFLP  Grobarhet (%) Identifierad art Renodl.  T-RFLP  Grobarhet (%)
Falt1 Botrytis cinerea 1 0 94 Falt9  Cladosporium sp. 1 0 89
Alternaria sp. 1 0 Lichtheimia 1 0
Fusarium sp. 1 0 corymbifiera
Penicillum 0 3 Ascochyta sp. 0 2
aurantigriseum Ascochyta Fabae 0 2
Phoma exigua var. 0 2
Falt2  Ascochyta sp. 0 2 97 exigua
Phoma exigua var. 0 2 Penicillum 0 3
exigua aurantigriseum
Penicillum 0 4 Chaetomium sp. 0 1
aurantigriseum
Chaetomium sp. 0 1 Falt 10 Ascochyta sp. 0 4 92
Ascochyta Fabae 0 4
F&alt3  Phoma exigua var. 1 0 93 Botrytis cinerea 0 4
exigua Phoma exigua var. 0 4
Ascochyta Fabae 1 0 exigua
Botrytis cinerea 0 2 Penicillum 0 4
Penicillum 0 5 aurantigriseum
aurantigriseum Chaetomium sp. 0 2
Chaetomium sp. 0 1
Falt11 Ascochyta sp. 0 1 94,5
Féalt4  Hypocrea 1 0 97,5 Ascochyta Fabae 0 1
viridescens Phoma exigua var. 0 1
Ascochyta Fabae 0 3 exigua
Botrytis cinerea 0 1 Penicillum 0 2
Cladosporium sp. 0 1 aurantigriseum
Arthrinum 0 2
aurundinis Falt12 Ascochyta sp. 0 1 97,5
Penicillum 0 9 Ascochyta Fabae 0 1
aurantigriseum Cladosporium sp. 0 1
Chaetomium sp. 0 2 Phoma exigua var. 0 1
exigua
Falt5 Ascochyta sp. 1 0 94,5 Penicillum 0 2
Ascochyta Fabae 1 0 aurantigriseum
Fusarium sp. 1 0 Chaetomium sp. 0 3
Hypocrea 1 0
viridescens Falt 13 Phoma exigua var. 1 0 97,5
Botrytis cinerea 0 1 exigua
Penicillum 0 1 Ascochyta Fabae 1 2
aurantigriseum Arthrinum 1 0
aurundinis
Falt6  Penicillum 0 1 96,5 Botrytis cinerea 1 2
aurantigriseum Penicillum 0
Chaetomium sp. 0 1 aurantigriseum
Falt7  Phoma exigua var. 1 5 91,5 Falt 14 Mucor sp. 1 0 88
exigua Ascochyta Fabae 1 8
Ascochyta Fabae 1 6 Ascochyta sp. 0 7
Penicillum 1 8 Phoma exigua var. 0 7
aurantigriseum exigua
Hypocrea 1 0 Arthrinum 0 3
viridescens aurundinis
Alternaria sp. 1 0 Hypocrea 0 1
Alternaria 1 0 viridescens
infectoria Penicillum 0 1
Ascochyta sp. 0 9 aurantigriseum
Chaetomium sp. 0 2 Chaetomium sp. 0 3
Alternaria 0 1
F&alt8  Chaetomium sp. 1 3 99 infectoria
Penicillum 1 11
aurantigriseum
Ascochyta Fabae 0 3
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Fig. 15. Antalet svamparter identifierade pa varje enskild bona i skordeprover fran 14 falt, N

=123.

Fordelning av arternas forekomst pa bonorna
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Fig. 16. Fordelning av svamparter som identifierades pa akerbonorna. Flera arter kunde

forekomma pa en enskild bona, N = 123,

Antalet identifierade arter pad dkerbonorna varierade fran noll till sex arter pa den bona som
bar pa flest arter (Fig. 15). Pa en bona fanns fem arter. Sammanlagt 123 bonor bar pa nagon
svamp och pa resterande 213 bonor kunde ingen svamp identifieras. Penicillum
aurantiogriseum var den svamp som fanns i alla falt och i hégst frekvens. Det fanns mycket
Ascochyta pa bonorna som kunde identifieras till A. fabae eller bara till genusniva. Ett annat
sldkte det fanns mycket av var jastsvampen Chaetomium sp. Dessutom kunde Phoma exigua

var. exigua identifieras i flera prov (Fig. 16).




Analys av svampsambhallen i akerbona
For att analysera resultaten i denna studie anvandes olika statistiska metoder. Analyserna

skulle visa om artfordelningen pa bonorna varierade mellan falt, samt om arternas forekomst
pa bonorna varierade.

Analysen gjord med hjélp av metoden detrended correspondence analysis (DCA) (Canoco
version 4,5 for Windows (Microcomputer Power) visade att artférdelningen pa bonorna
varierade inom och mellan félt vilket illustreras med olika farger och symboler i Fig. 17.
Vissa symboler Gverlappar varandra da svampsamhallena var lika varandra pa flera falt.
Overlappningarna finns i filt: 12 och 14, 9 och 10, 12 och 13, 12 och 14, 10 och 14 samt 3, 5
och 13. Symboler (féalt) som ligger nédra varandra har liknade artsammansattning. Ett prov togs

bort da detta prov var det enda som bar pa Hypocrea viridescens och da storde de andra
resultaten.

Faltnr.

a1
- *

a® * F B % F

-1 5

Fig. 17. Spatiell sammanséattning och variation av svampsamhéllen hos akerbonor fran 14
olika falt baserat pa en 'detrended correspondence analysis' (DCA).
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Fig. 18. Spatiell fordelning av svampsamhallet i varje enskilt falt utifran artsammanséattningen
i de olika falten analyserad med ‘canonical correspondence analysis', CCA.

For att undersoka variationen i svamparternas forekomst pa bonorna mellan olika falt
anvandes ‘canonical correspondence analysis', CCA (Fig. 18). Denna visade att artvariationen
till 20,3 % kan forklaras av variationen mellan falten, vilket ocksa verifierades med ett Monte
Carlo-test med 1000 permuteringar (P = 0,0020**). Pilarna i figuren illustrerar vilka
svamparter som akerbonorna fran de olika falten hade mest av; langre pilar indikerar fler
bonor med samma svampart. Siffrorna anger faltnumren. Ju ndrmare origo de olika arterna
ligger, desto vanligare var det att de fanns pd bonorna. Till exempel fanns det fa falt med
Cladosporium sp. men mest av den fanns i félt 4 och 12.
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Diskussion

Med hjélp av T-RFLP kunde flera olika svamparter identifieras pa akerbonorna, bland annat
en av de vanligaste utsadesburna patogenerna pa akerbona, Ascochyta fabae (teleomorf
Didymella fabae) som orsakar bénflacksjuka. De partier fran falt som hade mycket A. fabae
bor darfor inte anvandas som utsdde. Klonerna som identifierades till slaktet Aschochyta
kunde inte identifieras narmare an till Ascochyta sp. med hjalp av T-RFLP da Ascochyta pisi
var. pisi, A. viciae-villoseae och A. viciae-pannonicae inte kunde sarskiljas i BLASTN samt
att restriktionsenzymerna klippte pa samma stéllen i ITS-sekvensen. Klippmonstret for A.
fabae skiljde sig fran de Gvriga Ascochyta-arterna som hittades, vilket gjorde att det var
mojligt att artbestdmma denna. | Sverige anses dock inte A. fabae vara ett stort problem idag;
manga far normala skordar trots angrepp av denna svamp. Botrytis fabae som orsakar
chokladflacksjuka kan i ett tidigt stadium var svar att skilja fran angrepp av A. fabae da
symptomen ar mycket lika i falt. Det ar endast vid extremfall vid konventionell odling som
svampsjukdomar bekampas med fungicider och det fungerar fortfarande bra att odla
akerbonor ekologiskt. Flera av svamparterna som ar vanliga pa akerbona kunde identifieras
(Tabell 1).

Den enda utsadesburna svampen som hittades i denna studie som orsakar sjukdom pa
akerbona var A. fabae som orsakar bonflacksjuka. Denna svamp hittas mest i froskalet, men
kan finnas langre in i froerna. Detta gor att det kan vara mojligt att beta utsadet (CABI, 2010).
B. fabae som orsakar chokladflacksjuka pa akerbona, hittades inte. Detta kan bero pa att
svampen inte ar utsadesburen. Dock kan den hittas pa froerna, men oftast utan att sjukdom
utvecklas fran dessa (CABI, 2010). | stallet sprids B. fabae med smittade véxtrester och fran
intilliggande falt. Det gar heller inte att sdga om det fanns nagon Peronospora viciae som
orsakar bonbladmadgel pa bonorna, da detta ar en oomycet vilken inte amplifieras med I1TS1-f.
P. viciae kan spridas med utsade, men inga undersokningar har visat att smittan gar vidare till
grodden. Detta betyder att det ar jordsmitta som ar den vikigaste inokulumkallan fér den
patogenen. Andra patogener som hittades i denna studie var Botrytis cinera och Alternaria
infectoria.

En av svamparna som hittades var Hypocrea viridescens vilket & namnet pa det sexuella
stadiet av Trichoderma viridescens. Det ar en vanlig jordlevande svamp som gar att hitta i
storre delen av vérlden, men den storsta genetiska variationen finns i Europa och
Nordamerika. Trichoderma-arter kan till exempel fungera som nedbrytare i jorden, de kan
anvandas for biologisk kontroll av andra sjukdomsintroducerande svampar och nematoder da
de kan tillverka sekundéra metaboliter och enzymer och de kan hjélpa véxter att lattare ta upp
fosfor (Jaklitsch et al., 2006). Svampen foljer sin vérdvaxt tills den ruttnar och kan leva pa
den som en sekundar kolonisator (Kubicek et al., 2008).

En annan art som hittades var Arthrinium arundinis som bland annat kan orsaka sjukdom pa
korn och infektera manga andra vaxter. Svampen &r en jordlevande saprofyt och finns
overallt, men speciellt dar det odlas korn (Nyvall, 1999). Akerbona &r ingen vardvéxt for
denna svamp. Phoma sp. hittades ocksa under denna studie. Aven denna kontaminerar ytan pa
fréerna. En del Phoma-arter orsakar stora problem inom gronsaksodling och hos andra
ettdriga vaxter (Agrios, 2005). | Afrika och i véstra Europa orsakar Phoma sp. symptom pa
bonor som liknar dem for bonflacksjuka (CIAT, 1998).

Som tidigare ndmnts hittades Penicillum aurantiogriseum som &r den vanligaste av alla
Penicillum-arter och som kan patraffas pa spannmal varlden over (Lund et al., 1994).
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Penicillum-arter orsakar gramogel och gronmogel, vilka hér till de allra vanligaste
sjukdomarna som uppkommer efter skord. Den kan uppkomma pa de flesta vaxter och
gronsaker. Penicillum sp. gar in i vdvnad genom skador eller sprider sig fran infekterad frukt
som ligger intill frisk frukt. Svampen producerar olika mykotoxiner, sasom patulin (Agrios,
2005). Denna saprofyt gar att hitta pa de flesta grodorna varlden over.

Detsamma géaller for Fusarium sp. som ocksd ar en av de vanligaste svamparna pa
spannmalsgrédor. Inom slaktet Fusarium finns manga jordlevande nekrotrofa vaxtpatogener,
vilket betyder att de lever av dott vaxtmaterial samtidigt som de &r kapabla till att infektera
friskt vaxtmaterial. Manga Fusarium-arter orsakar svara sjukdomar pa véxter globalt, till
exempel rotor och vissnesjukdomar. Flera Fusarium-arter ar forknippade med att de
producerar mykotoxiner som kan vara farliga for djur och manniskor. Dessa arter dverlever
som mycel eller sporer om det inte finns nagon vardvéaxt narvarande. Fusarium sp.
kontaminerar ofta grodan innan eller under skérd och utvecklas sedan i féltet eller under
lagring. Storst skada kan de gora i grodor som lagras lange sasom potatis (Agrios, 2005).
Anledningen till att Fusarium sp. placerades som en saprofyt i denna studie ar att den inte
antas vara en patogen pa akerbdna.

Under renodlingen hittades dven saprofyten Mucor sp. Svampen paverkar frukt och gronsaker
vilket gor att de moglar efter skérd. Dessutom kan den kontaminera baljvaxter och annan
spannmal nar de lagras, men endast pa froernas yta, speciellt om det &r fuktigt (Agrios, 2005).
Akerbdnornas lagring ar antagligen orsaken till kontamination av denna svamp.

Manga svara och viktiga sjukdomar orsakas av svampar inom sléktet Cladosporium, som till
exempel orsakar bladmdgel pa tomat. | detta fall anses denna svamp vara en saprofyt da den
inte orsakar sjukdom pa akerbona. Cladosporium &r en mitosporsvamp, vilket betyder att den
inte har nagot sexuellt stadium. Svampen bildar morka, langa och uppratta konidioforer som
kan forgrena sig i toppen. Konidierna ar ovala, morka och kan besta av en till tre celler. Dessa
gor att svampen ser svart ut. Konidierna sprids med vatten och med vind och svampen
overvintrar som mycel eller konidier i vaxtrester (Agrios, 2005).

Den sista svampen som hittades var Lichtheimia corymbifera (syn. Absidia corymbifera). Den
ar en saprofyt, spridd 6ver hela vérlden, som lever i doda véxtrester eller i jorden (Alastruey-
Izquierdo, 2010). Den ar ocksa ar kand for att orsaka sjukdom hos méanniskor och djur. Hos
kor kan den orsaka mastit och spontan abort vilket kan bli ett problem om odlare ger sina kor
foder som innehaller mycket av denna svamp (Piancastelli et.al., 2009).

Det enda genus av jastsvamp som hittades under studien var Chaetomium. Det dr ett slakte av
jordlevande jéstsvampar och mer &n 180 arter har upptackts hittills. De flesta arterna bryter
ner cellulosa i till exempel froer, tra och komponenter i jorden. Svampen behdver
cellulosarika substrat for att kunna sporulera. Den orsakar allergi hos ménniskan (Aru et. al.,
1996). Avsaknaden av fler jastsvampar kan bero pa att under renodlingen togs i storsta
mojliga man endast mycel och resten lamnades.

Av de 336 bonorna som ingick i studien, 24 stycken fran varje falt, kunde minst en svampart
identifieras pa 123 bonor, vilket motsvarar en kontaminationsgrad pa ca 30 %. Falt nummer
1-10 14g i Ostergotland och falt nummer 11-14 i Vasterg6tland. Det gick inte att se ndgon
geografisk skillnad mellan Ostergétland och Vastergétland eftersom alla patraffade arter
fanns i bada landskapen vid renodling och pa de malda bénorna. De multivariata analyserna
visade dock att svampsamhéllena i proverna fran de olika falten skiljer sig at. En
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forklaringsgrad pa 20,3 % é&r en relativt hog siffra i detta sammanhang, vilket betyder att det
fanns en skillnad i svampartforekomst mellan falten. Detta kan bero pa vilken forfrukt som
odlats och att de olika sorterna har varierande mottaglighet for svampkontamination. Om
akerbonor odlats i narheten tidigare ar ar risken storre att det finns svamp kvar som kan
infektera igen. Andra faktorer som kan paverka svampsamhaéllet kan vara jordbearbetning da
manga svampsjukdomar kan minskas med plojning. Manga svamparter &r beroende av vatten
vilket gor att vattentillgangen &r viktig, dessutom betyder naringstillstandet mycket for
akerbona. Friska plantor klarar infektioner béattre. Lantbrukarna kan ocksa ha anvant sig av
olika bekdmpningsmedel under sdsongen vilket bidragit till skillnaderna i féalten.

Grobarheten varierade mellan 88-99%, vilket ar relativt liten variation. Vid jamforelse av
svampforekomsten pa bonorna och deras grobarhet visade det sig att bonorna fran faltet med
flest identifierade arter ocksa hade lagst grobarhet, 88 %. Detta betyder sannolikt att
svampforekomsten inverkar pa grobarheten, dock gar det inte att sdga om det &r en specifik
art som bidrar mest eller om det ar ett samspel mellan flera arter. Faltet med lagst grobarhet
hade mest Ascochyta fabae och Ascochyta sp. av alla félt, vilket kan vara en bidragande
faktor. En annan mojlig orsak ar att det &r antalet olika svamparter som inverkar pa
grobarheten.

Alla svamparter som identifierades efter renodlingen kunde inte hittas med T-RFLP. Det kan
bero pa att endast 20 mg slumpmaéssigt vagdes upp av varje mald bona. Detta har troligen
medfort att inte alla svampar pa bonorna féljt med i studien. Hela bonan kunde heller inte
anvandas eftersom DNA-extraktionen inte gick att fullfélja pa grund av for mycket orenheter
och vaxtpartiklar. Detta visar att det &r viktigt att isolera och identifiera svampar med en
annan metod parallellt med T-RFLP for att fa med sa manga svamparter som mojligt. De tva
falten som togs bort under metodutvecklingen, men som anvandes vid renodlingen, kan ocksa
haft svampar som sedan inte kom med i T-RFLP.

Vissa kloner gick inte att identifiera under studien da det inte fanns nagra matchande
referenskloner pa NCBI. Detta kan bero pa att det hittills inte har gjorts mycket forskning
kring svampsamhallen i akerbéna och detta leder till att manga svampar inte ar identifierade
och finns darmed inte med i referensregistret. Detta forklarar varfor nagra toppar fran T-RFLP
inte kunde kopplas ihop med en identifierad art. Detta betyder att fler studier sasom denna
behdver goras pa just akerbona for att fa fram fler svamparter till referensbiblioteket.

Kunskapen om froburna patogener pa akerbona ar begransad, vilket leder till att det &r svart
for lantbrukare och radgivare att veta vilka sjukdomar som kan uppkomma i falt. Pa grund av
detta behovs mer forskning eftersom odlingen av akerbonor 6kar bade i Sverige och i Gvriga
delar av varlden.
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SLUTSATSER

D4 det har gjorts valdigt lite forskning rérande akerbona, var detta projekt ett steg i ratt
riktning. Detta kan vara den forsta studien som visar vilka svampar som kan finnas pa
skordade akerbonor i Sverige. Mer forskning kring akerbonor behovs, speciellt om odlingen
av akerbona okar. Da kommer sakerligen angrepp av svampar och andra skadegdrare att 6ka
vilket kan gora odlingen mer problematisk. Da ar det viktigt att veta vilka svampar som kan
forekomma och sedan kunna gora nagot at dem.

| denna studie identifierades 14 olika svamparter, varav fyra var patogener, nio stycken
raknades som saprofyter och en jastsvamp. Det gick inte att pavisa nagon regional skillnad
mellan Ostergétland och Vastergotland, men det fanns en stark faltvariation vad galler
svampfdrekomst och artsammanséttning.

Grobarheten tycks bli sémre vid riklig svampforekomst, vilket inte & bra om bonorna ska
anvandas som utsade. Vissa svampar ar inte onskvarda da de kan ge upphov till sjukdomar
hos djur. | vissa falt forekom mycket Ascochyta fabae och Botrytis cinerea, vilka &r
vaxtpatogener och inte 6nskade pa ett utsade da dessa tva kan orsaka allvarliga sjukdomar pa
akerbona och sjukdomarna kan spridas till nya falt. Botrytis fabae som orsakar
chokladflacksjuka hittades inte i denna studie, vilket kan forklaras av att den svampen inte
réknas som utsédesburen.

T-RFLP &r en bra metod att anvanda for identifiering av svampsamhéllen vid denna typ av
forskning. En nackdel &r dock att primern ITS1-f inte amplifierar oomyceter. En oomycet som
orsakar en av de vanligaste och mest problemgivande sjukdomarna pa akerbona é&r
Peronospora viciae, som orsakar bonbladmogel. Ett annat problem kan vara att svamparter
har likartade sekvenser och klippmdnster vilket kan gora att svampar forbises. Detta visar att
det ar vikigt att kombinera flera metoder for att fa bésta resultat, eftersom den storsta
svarigheten ar att skapa ett referensbibliotek till T-RFLP.
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AKERBONODLINGENS FRAMTID

Diskussionen om sojabdnans anvandande &ar viktig i samband med diskussionen om
akerbonans framtid. Soja ar ett utmarkt proteinfoder, men odlingarna i Sydamerika och
Nordamerika innebar en stor miljobelastning da bekampningsmedel som lange varit forbjudna
i Europa anvands samt att regnskogar skovlas (Sp Sveriges Tekniska forskningsinstitut,
2010). Bekampningsmedlen ger skador pa bade manniskor och djur. Priset pa soja och annat
proteinfoder har ocksa stor betydelse. Om den stora sojaimporten till ett lagt pris gor att
svenska lantbrukare inte &r lika betalningsvilliga for de svenska proteingrdodorna, bor
sojaimporten minska for att fa igang den svenska produktionen. Vaxtforadlingen av akerbonor
kommer forhoppningsvis att tas upp igen och komma till Norden nér dkerbonan aterigen
borjar bli popular att odla. Forbattrade sorter som é&r tidiga och innehaller mycket
lattillgangligt protein av hog kvalitet ar onskvart. Det ska paborjas tester dar ékerbonor
varmebehandlas for att omvandla proteinet till att bli mer lattillgdngligt for djuren. Detta
skulle kunna ge ett mindre behov av soja, da en varmebehandling skulle géra proteinet i
akerbona lika lattl6sligt som i soja.

Om lantbrukarna odlar en proteingroda vart tredje ar i vaxtfoljden skulle en potentiell areal pa
175 000 ha arter och akerbonor ga att uppna. Den maximala arealen som odlats de senaste 20
&ren ar 60 000 ha. Vid en ungefarlig avkastning pa 3,5 ton ha™ skulle skérden ge 612 000 ton
vilket mycket vél skulle kunna racka till sjalvforsorjning av proteinfoder tillsammans med
andra tillagg, exempelvis vall (Ulrik Lovang, Lovanggruppen, personlig kommunikation).
Dock ska det tas i beaktning att om odlingen skulle 6ka sa mycket, skulle antagligen
forekomsten och angreppen av patogener och skadedjur ocksa oka.

Manga lantbrukare odlar sina akerbénor ekologiskt. Ograsharvning och radhackning fungerar
bra da plantorna &r taliga och svampsjukdomarna ar ofta inte ett sa stort problem. Vissa
konventionella odlare anvander sig ocksa av ograsharvning, men kan till exempel behandla
med herbicider innan uppkomst samt behandla med fungicider vid begynnande blomning eller
10-14 dagar senare. En sen behandling med fungicid mot svampsjukdomar kan forsena
mognaden vilket inte dr 6nskvart i en groda som akerbdna som vanligtvis mognar sent pa
sasongen. Det finns fa registrerade bekampningsmedel mot svampsjukdomar i akerbna och
mer kunskap behdvs inom omradet. Utvecklingen av biologiska bekampningsmetoder &r
ocksa nagot som behover forstarkas for att fa ett mer hallbart odlingssystem, framst i de
ekologiska odlingarna men ocksa i de konventionella.

Vissa ar kan det vara svart att sa en hostgroda efter akerbona, da skorden kan bli sa sen att det

ar svart att hinna med sadd. Da &r en efterféljande vargroda alternativet. Tillskottet av kvave
som akerbonorna bidragit med via kvavefixeringen tillgodoses dock bast av en hostgroda.
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APPENDIX 1

Recept 3 % CTAB (Cetyl Trimetyl Ammonium Bromid)
129 CTAB

130, 4 ml MQ

60 ml Tris-HCI pH8

208 ml 5M NacCl

1,6 ml EDTA

800 ml per prov anvéndes vid DNA-extraktion

Recept PCR-mix till 400 prover

800 pl Buffer (10X)

160 pl ANTP-mix (10 mM pl™)

160 pl Forward primer (ITS1f, 10 nM pl™)
160 pl Reverse primer (ITS4, 10 nM pl™)
100 pl DreamTaq (5U pl™)

500 pl MgCl (25 mM pl™)

2220 pl MQ (milliQvatten)

Detta gav en slutkoncentration i varje prov av 2.75 mM MgCl,, 0.2 mM dNTP, 0.2 uM av
varje primer, 0.03 U I DreamTag™ DNA Polymeras (Frementas AB) samt tillhorande
buffert (10X). PCR-forutsattningarna var 94 °C i 2 minuter, 35 cykler med 30 sekunder i 94
°C, 30 sekunder i 55 °C och 30 sekunder i 72 °C, f6ljt av 5 minuters extension vid 72 °C.

Recept enzym-mix till 400 prover

120 pl enzym (FastDigest® Alul (Fermentas), Cfol (Promega) eller FastDigest® Taql
(Fermentas)

400 pl tillnérande buffert

2280 ul ddH,0

Till varje prov behdvdes 0,3 pl enzym, 1 ul tillhérande buffert och 5,7 pl ddH,O; 7ul av
enzym-mixen och 3 pl av PCR-produkterna fordes till uppmarkta 8-brunnarsremsor med
tillhdrande lock. Dessa centifugerades sedan i mindre dn en minut vid 13000 rpm och
stoppades i vattenbad. Remsorna med enzymet FastDigest® Alul (Fermentas) inkuberades i
37 °C under 15 minuter, enzymet Cfol (Promega) i 37 °C under tva timmar och enzymet
FastDigest® Taql (Fermentas) var 15 minuter i 65 °C.

Recept LB-agar med Ampicillin och X-gal
10g NaCl

10g Trypton

5¢g Jastextrakt

20g agar

1 liter vatten

Iml Ampicillin

1,6ml X-gal

X-gal visar om bakterierna kan bryta ner betagalaktosidas, vilket ar kopplat till en fungerande
kloning. Om bakterierna har lyckats ta upp plasmiden (vektorn) med en ITS-region kan
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bakterierna bryta ner betagalaktosidas och blir vita medan de bla bakteriekolonierna inte
gjorde det och dar har inte heller kloningen lyckats.

Spadning av DNA

Proverna spaddes 20 ggr och darefter till 1 ng DNA pl™ prov dér andelen vatten och prov fran
forsta spadningen berdknades utifran koncentrationsbestamningarna. Slutvolymen var 50 pl
prov. Proverna blandades vél mellan spadningarna.

Rening av PCR-produkter

400 pl autoklaverad Sephadex G-50 mediumldsning (GE Healthcare Bio-science) tillsattes till
de 96 brunnarna i en sarskilt avsedd platta som tillhandahallits av det namnda féretaget. For
att fa bort Gverskottsvatten centrifugerades plattan i 1500 x g under tvd minuter. Darefter
tillsattes de spadda PCR-produkterna till sephadexen och centrifugerades aterigen i 1500 x g
under tva minuter ner i en ny 96-halsplatta.

Kloning av ITS-regionen

Rening och fallning av de tva poolade proverna med PCR-produkter fran ITS-regionen i 336
prover gjordes med 70 pl 96 % EtOH och 2,8 pl natriumacetat vardera. Efter inkubation pa is
under 30 minuter centrifugerades provréren i 13000 rpm under 10 minuter. Vétskan
pipetterades bort innan 100 pl 70 % EtOH tillsattes for att tvétta proverna. Darefter
centrifugerades de tva roren i 2 minuter i 13000 rpm. Vétskan pipetterades aterigen bort och
efter lufttorkning tillférdes 14 ul ddH,Of6r upplésning av PCR-produkterna.

Vid legering togs 2 pl fran de tva poolade proverna och tillsattes i tva nya eppendorfror. | de
tva roren tillsattes aven 1 pl saltlésning (NacCl), 2.5 pl ddH,0 och 0,5 pul TOPO®-vektor som
fick sta i rumstemperatur (22-23 °C) under 30 minuter. Efter detta gjordes en transformering.
Vid transformeringen anvandes TOP10-bakterier (Escherichia coli), och eftersom det var 50
ul bakterielosning i ett ror delades det upp pa tva ror. | roren tillsattes sedan 2 pl av l6sningen
med TOPO®-vektorn och detta stalldes pa is i 30 min. Efter detta varmechockades proverna i
exakt 30 sekunder i ett 42°C vattenbad och stalldes sedan direkt pa is i tva minuter. Darefter
tillsattes 250 ul rumstempererat S.0.C-medium (Super Optimal broth Catabolite repression,
med extra glykos,) och proverna skakades i 120 rpm i 37 °C under en timme. For att odla
bakterierna anvandes LB-agar (Lysogeny broth-agar) med Ampicillin och X-gal enligt recept
ovan. Mediet autoklaverades och fick svalna innan 1 ml Ampicillin och 1,6 ml X-gal
tillfordes. Blandningen halldes sedan upp i petriskalar.

Under transformeringens slutskede forvarmdes samtidigt LB-agarplattorna i 37 °C under 30
minuter och pa dessa spreds sedan 50 pl respektive 150 pl av bakteriesuspensionen ut och
inkuberades i 37 °C Over natten for att sedan forvaras i kyl. Nittiosex vita klonkolonier (se
avsnitt om kloning i Material och metoder) valdes ut och blandades ut i vardera 100 pl ddH,O
i varje brunn varav 25 pl anvandes till en PCR-reaktion. PCR-I6sningen som da blev 50 pl
hade samma koncentration som tidigare fast med primrarna M13 Forward och M13 Reverse.
Aven PCR-programmet var detsamma som tidigare.

Sekvensering av ITS-regionen

For att rena PCR-produkterna gjordes en AMPure-rening. Alla prover, som efter
elektroforesen bestod av 45 pl, mixades med 81 pl AMPure-mix med magnetkulor som
binder PCR-produkterna. Detta fick sta pa en magnetplatta tills vatskan blivit klargron, cirka
20 minuter. Da halldes vatskan ut och 200 pl 70 % EtOH tillsattes i tva omgangar for att rena
proverna. Sedan fick proverna sta pa tork i 15 minuter. For att I6sa upp produkterna tillsattes
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60 ul TE-Buffert och proverna blandades forsiktigt med en vortex, darefter dverfordes 50 pl
per prov till en ny platta och torkades in. Klonerna sekvenserades av Macrogen Inc. i
Sydkorea. Klonernas sekvenser mellan primrarna M13 Forward och M13 Reverse samlades i
grupper med 98 % noggrannhet med hjalp av SeqMan Genome Assembler (DNAStar Inc.).
Sekvenserna kortades av sa att enbart sekvensen mellan primerpositionen ITS1f och 1TS4
visades.

Klippningen med restriktionsenzymer och sekvenseringen utférdes samtidigt och pa samma

satt som for de klonade sekvenserna. Skillnaden var att proverna spaddes 10 ganger (4 pl
DNA-prov och 36 pl vatten) eftersom den ursprungliga koncentrationen var lagre.
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