Sveriges lantbruksuniversitet

S L u Swedish University of Agricultural Sciences
Fakulteten fér landskapsplanering,
tradgéards- och jordbruksvetenskap

Undersokning av Brenneria salicis

forekomst i pilar i Skane
— Ar "Watermark Disease” nara?

Screening for the occurrence of Brenneria salicis in willows

in Skane, Sweden
— Is the Watermark Disease close?

Joakim Stefansson

Institutionen fér Biosystem och Teknologi
Sjalvstandigt arbete « 15 hp « Grundniva, G2E
Tradgéardsingenjor: Odling - Kandidatprogram « Sjalvstandigt arbete vid LTJ-fakulteten, SLU

Alnarp 2013


Joakims dator
Stämpel


Undersokning av Brenneria salicis forekomst i pilar i Skane
Screening for the occurrence of Brenneria salicis in willows in Skane, Sweden

Joakim Stefansson

Handledare: Sammar Khalil, SLU,

Institutionen for Biosystem och Teknologi
Btr handledare: Johanna Witzell, SLU,

Institutionen fér Sydsvensk Skogsvetenskap
Examinator: Malin Hultberg, SLU,

Institutionen fér Biosystem och Teknologi

Omfattning: 15 hp

Niva och fordjupning: Grundniva, G2E

Kurstitel: Kandidatarbete i Biologi

Kurskod: EX0493

Program/utbildning: Tradgardsingenjor: Odling — Kandidatprogram

Detta arbete har tillkommit genom Partnerskap Alnarps projekt: Férekomst av watermark
sjukdom hos pilar i Skane.

Utgivningsort: Alnarp

Utgivningsar: 2013

Omslagsbild: Joakim Stefansson

Serietitel, nr: Sjalvstandigt arbete vid LTJ-fakulteten
Elektronisk publicering: http://stud.epsilon.slu.se

Nyckelord: Brenneria salicis, Salix alba, Salix, Pil, Vitpil, Gronpil, Watermark Disease,
Watermerkziekte, Watermark, PCR, Bakterios, Vissnesjuka, Endofyt, Endofytism, Symbios,
Mutualism, Trad, Skane,

Sveriges lantbruksuniversitet
Swedish University of Agricultural Sciences

Fakulteten for landskapsplanering, tradgards- och jordbruksvetenskap
Institutionen for Biosystem och Teknologi



Sammanfattning

Bakterien Brenneria salicis lever i xylemet hos bland annat arter av Salix. Under vissa omsténdigheter ger den upphov
till en vissnesjuka, internationellt kind som Watermark Disease. Utbrott av denna har aldrig rapporterats fran Sverige,
men da forskning visat att bakterien ofta upptrider som endofyt och inte patogen uppstar fragan om sjilva bakterien
anda inte finns i Sverige utan att orsaka vissnesjuka. Samma forskning visar namligen att yttre faktorer kan forma
bakterien att 6verga fran en endofytisk till en patogen livsstil. Under antagandet att klimat och markanvindning dr
sadana faktorer och vetskapen att de dr i fordndring blir det angeldget att undersoka B. salicis utbredning. Detta arbete
ar forsta steget mot kunskap om B. salicis forekomst i Sverige.

Prov av Salix alba 'Saba' har samlats in fran tre platser i Skane. De har testats for forekomst av B. salicis med PCR.
Forekomst kunde inte detekteras i nagot fall. Jordprov fran platserna har ocksa tagits for nédringsanalys.

Studien hade begrinsad omfattning, men har lett till foljande slutsatser:

® Misstankarna om forekomst av B. salicis i Skane har forsvagats.
® Det ir troligt att B. salicis inte forekommer i pilarna lings Sallerupsvigen i Eslov.
®  Om B. salicis forekommer dir sa ar det i laga, endofytiska, koncentrationer.

®  Om B. salicis forekommer i pilarna lings Natur- och kulturstigen i Burlov sa ér det i 1aga, endofytiska,
koncentrationer.

®  Om B. salicis forekommer i pilarna i laplanteringen pa Linders Plantskola i Kéinge sa dr det i laga,
endofytiska, koncentrationer.

®  Universell 16s-PCR med ENV1 och ENV2 som primrar detekterar B. salicis.

e  Metoden som beskrivs kan rekommenderas for uppfoljning av B. salicis status.



Abstract

The bacterium Brenneria salicis resides in the xylem of Salix spp. and of some species of other genera. Under certain
circumstances, it causes the wilt disease known as Watermark Disease.

No occurrence of this disease is known from Sweden. Recent research has shown the bacterium often to lead an
endophytic lifestyle instead of a pathogenic one. This prompts the question whether the bacterium itself does occur but
as an endophyte. That same research indicates that external factors can trigger the shift from endophyte to pathogen.
Assuming climate and land use to be such factors and knowing them to be in change, investigating the spread of B.
salicis becomes important. This thesis begins the search for scientific knowledge on the possible occurrence of B.
salicis in Sweden.

Samples were taken from Salix alba 'Saba' on three locations in the county of Skane. They were trialed for B. salicis
through PCR-analysis. Presence of the bacterium could not be detected in any sample. Soil samples were also gathered
at the sites for nutrient analysis.

This study, although limited in its scope, led to the following conclusions:

®  Suspicions of B. salicis occurring in Skdne have weakened.
® [tis probable that B. salicis does not occur in the willows along Sallerupsvcigen in Eslov.
® [f B. salicis does occur there, it will be in low concentrations, as an endophyte.

® If B. salicis occurs in the willows along Natur- och kulturstigen in Burlov, it will be in low concentrations, as
an endophyte.

® [f B. salicis occurs in the willows in the hedge at Linder's Nursery in Kdinge, it will be in low concentrations,
as an endophyte.

® The universal 16s-PCR with ENV1 and ENV2 as primers detects B. salicis.

® The method described herein can be recommended for a follow-up on the status of B. salicis.
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1. Syfte och fragestallining

Syftet med arbetet &r att genomfora den forsta undersdkningen av Brenneria salicis forekomst i Sverige.
Bakteriens roll som patogen hos ett flertal taxa av Salix gor det ekonomiskt intressant att studera dess
utbredning och populationsdynamik.

Fragorna ir:

1- Forekommer Brenneria salicis i pilar i Skane?

2- Finns det i sa fall samband mellan koncentrationen av Brenneria salicis i pilarnas xylemvitska och
markens niringsstatus?

2. Bakgrund

I manga av virldens Salix-bevuxna omraden forekommer den sjukdom som pa engelska heter Watermark
Disease (WMD). I Salix-odlande omraden &r sjukdomen ibland ett allvarligt problem. Nagot etablerat
svenskt namn pa sjukdomen har inte gatt att finna. Den nederldndska termen, watermerkziekte, har bildats
med det engelska uttrycket som forebild (Jansen, 1969). En motsvarighet pa svenska hade varit
vattenstimpelsjuka, men hér tas inte stéllning i fragan utan i detta arbete kommer WMD fortséttningsvis
anvindas. Inga uppgifter som tyder pa att sjukdomsutbrott forekommit i Sverige har gatt att finna. Forsberg
et al. (1991) samt Ramstedt (1992) ger stod for uppfattningen att WMD inte forekommer.

WMD uppkommer di koncentrationen av Brenneria salicis i xylemvitskan dverstiger 4-107 cfu ml™
(colony forming units). Genom kvorumreglering (quorum sensing) far bakterierna da varandra att stélla om
sin metabolism, utsondra cellulas och 6verga till en parasitir livsstil. Koncentrationen 6kar vid hog
sockerhalt i xylemets sav (Huvenne et al., 2009). Grenar kan d6 (Jansen, 1969) eller hela trid (Maes et al.,
2009).

Utbrott av WMD kan drabba atminstone S. alba (De Vos et al., 2007), S. bakko, S. sachaliensis och S.
kinuyanagi (Sakamoto et al., 1999), S. amygdalina och S. purpurea (Gremmen et De Kam, 1981), S. fragilis
(Metcalfe, 1940), S. cinerea, och S. triandra (Turner et al., 1992 via CABI, 2012) och troligtvis fler trdd och
buskar som kan bli aktuella for plantskoleodling och biomassaproduktion i framtiden.

Med “Watermark” asyftas det vata omrade av splintveden som firgas morkbrunt vid kontakt med luft
(Sakamoto et al., 1999). Ett annat symptom &r att blad antar en rodaktig firg och vissnar (Metcalfe, 1940).
De faller inte omedelbart av (Sakamoto et al., 1999). Troligtvis skiljer sig symptombilden nagot mellan arter.

Sakamoto et Sano (2000) kallar WMD en vissnesjuka och konstaterar att splintved med symptom
innehéaller mer vatten, men leder vatten sdmre &n frisk splintved. Detta beror pa igensittning av bakterier
(Sakamoto et Sano, 2000) och de stora médngder polysackarider som B. salicis utséndrar och som sénker
vidvnadens vattenpotential (Sakamoto et Kato, 2002). Sistnimnda forfattare menar att nagot slags
semipermeabelt membran som uppritthaller sockergradienten 6ver veden sannolikt bildas. Enligt Sakamoto
et Sano (2000) bidrar tyllbildning ocksa till ’vattenstimpeln”. Bildandet av blot kiirnved (wet-heartwood),
som t.ex. S. sachalinensis naturligt har, ger en morkfiargning motsvarande den vid WMD (Sakamoto et Sano,
2000).

Brenneria salicis dr i normala fall en endofytisk mutualistisk symbiont till bland annat pil (Maes et al.,
2009). Bakterien har aterfunnits i friska individers xylem hos Salix spp, Populus spp, Crataegus sp. (Hauben
et al., 1998) och Alnus glutinosa i knappt métbara koncentrationer (Maes et al., 2009). De driver med
xylemstrommen, anrikas i skottspetsar och utsondras vid guttation (Maes et al., 2009). I forsok beskrivna av
sistndamnda forfattare har B. salicis visats 6ka klorofyllhalt och tillviaxt hos smaplantor av S. alba. En
gensekvens som kodar for nitrogenas-reduktas antyder en mojlig roll f6r B. salicis i vixtens kviveforsorjning
(Maes et al., 2009). Epifytism med okénd vidare livsstil har ocksa observerats (Gremmen et De Kam, 1981).

WMD kan inte intriffa utan B. salicis, men eftersom B. salicis ar sa vanligt forekommande i friska trad
(Maes et al., 2009) leder det tankarna fel att sdga att B. salicis orsakar WMD. WMD orsakas av en dnnu inte
helt klarlagd kombination av abiotiska faktorer (De Vos et al., 2007), vérdtriadets xylemkemi (Huvenne et al.,
2009) samt kolonisering av B. salicis.

De Vos et al. (2007) visade att studerade pilar med WMD vixte pa platser med signifikant hogre
ammoniumhalt i grundvattnet dn studerade symptomfria pilar. Detta i flamldndska jordbruksbygder dir B.
salicis anses finnas overallt. Brenneria salicis visades ocksa forekomma i samtliga studerade trid. Huvenne
et al. (2009) visar att det dr koncentrationen av B. salicis i saven som avgor sjukdomsutbrott. Da dessa tva
studier vdgs samman blir en rimlig tolkning att NH,"i marken paverkar dels NH4* i grundvatten och dels



koncentrationen av B. salicis i saven som i sin tur paverkar patogenes. En schematisk bild av sambandet ges i
Bild 1. Bakterien har mgjlighet att na patogena koncentrationer i stillastaende sav under vinterhalvaret hos de
taxa som invintrar med savsammansittning som gynnar sadan tillvixt (Huvenne et al., 2009).

Bakteriekoncentrationen kan variera inom ett stort spann, men den anvinda PCR-analysen kan bara
detektera eller inte detektera forekomst. Problemet gar att komma runt om man antar att de studerade pilarna
kommer ha bakteriekoncentrationer kring grinsen for vad som detekteras vid PCR. Da kommer fler trid pa
platser med niringsstatus som gynnar hogre bakteriekoncentration hamna over grinsen och fler av 6vriga
trdd hamna under grinsen. Eftersom inga rapporterade sjukdomsutbrott fran Sverige gatt att finna &r det
ocksa rimligt att anta att svenska pilars koncentration av B. salicis finns i den nedre delen av skalan. Dérfor
forvantades en korrelation mellan detektion av B. salicis och hog ammoniumhalt.

salicis koncentration 1 =sav

E.

Ammonium

Bild 1. Princip for det samband som tros foreligga mellan méngden for viixten tillgingligt NH," och koncentrationen av B. salicis i
saven. 1: Gréins for WMD / synliga symptom (ca 10" cfu ml" (Huvenne et al., 2009)), 2: Undre gréiins for kvorumreglering (ca 4-107
cfu ml”' (Huvenne et al., 2009)), 3: Griins for vad som kan upptiickas med PCR (ca 2-10° cfu ml” (Huvenne et al., 2009)), A: Omrdde
som de i detta arbete studerade triiden forvintades ligga i, B: Omrade som tréiden i De Vos et al. (2007) kan tinkas ha legat i.

3. Metod och Material

I detta projekt har grenprover tagits fran pilar pa tre platser i Skane. De har testats for forekomst av B.
salicis med PCR. Jordprover fran platserna har ocksa tagits for att om mojligt kunna konstatera eller antyda
samband mellan denna forekomst och skillnader i platsernas nédringsstatus. Jordanalyserna omfattade
forutom vanliga niaringsdmnen ocksa vissa andra @mnen samt pH och ledningstal.

3.1. Platser
En lista pa ca 30 planteringar sammanstilldes efter att bl.a. sju plantskolor, Trafikverket samt alla
Skanes kommuner kontaktats. Fran denna listan valdes tre ut eftersom de var med samma sort (S.
alba 'Saba’), eftersom uppgifterna om sort var sidkra och eftersom vixtplatserna var tillfredsstdllande
olika med avseende pa markanvindning och geografiskt ldge. Utover dessa tre togs prover ocksa i
Ho6r trots avvikande och okind sort.

Under sokandet efter platser informerades alla kontaktade om symptomen i grova drag, men bara
fran Ho6r horde man av sig med besked om vissnande trdd (Svensson, 2012). Detta stirkte bilden
av att B. salicis, i fall den #r forekommande i Skane, &r det i laga koncentrationer (jfr. Bild 1).
Nedan foljer en kort beskrivning av platserna. Deras koordinater enligt SWEREF 99 har bestimts
med hjélp av http://kartor.eniro.se.

Burlov (6166435, 379568): En plantering pa 59 triad i rad mellan tva stora akrar ldngs Natur- och
kulturstigen besoktes 29 november 2012 for grenprov och 6 december samma ar for jordprov. Ett
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sammanhéngande avsnitt pa 17 trid valdes ut, de tva yttersta hoppades 6ver och bland de andra 15
togs prover pa fem jamnt spridda trid. Traden dr uppstammade och knuthamlade. Planteringen
utfordes 2004 (Aquarin, 2013).

Koinge (6189021, 419365): En ldplantering till Linders Plantskola bestaende av ett 30-tal
individer besoktes 28 november 2012. Ett sammanhingande avsnitt pa 15 trid valdes ut, de tva
yttersta hoppades 6ver och bland de andra togs prover pa fem jamnt spridda trid. Planteringen &r
fran 2009 och pilarna skirs tillbaka ndra marken vartannat ar (Linder, 2013). Platsen for plantskolan
var fram till for sex ar sedan betesmark. Laplanteringen ligger i utkanten av denna och angrinsande
fastigheter betas fortfarande.

Eslov (6188384, 392583): Prover togs18 januari 2013. Mitt emot Sallerups Lagpris valdes ett
avsnitt pa 15 trdd ut ur den mycket langa tradraden ldngs Sallerupsvigen. Bland dessa togs prover
pa fem jamnt spridda trad. Triaden dr uppstammade krontréd, planterade ar 2004 (Lickander, 2013).
De star mellan den ganska livligt trafikerade vigen och en cykelbana som i sin tur grinsar till ett
mindre gronomrade.

Hoor (6200366, 408589): Prover togs ocksa fran fem av de sex pilarna (Salix sp.) kring
konstverket "Mittelen” vid Brinnaremdllan 22 november 2012 efter uppgift (Svensson, 2012) om
att de uppvisat vagt WMD-liknande symptom.

Provtagning

Tre grenbitar per triad togs som prov. De togs spritt i kronan. Grenarna var 0,75-2,5 cm @ ldngs de
17 cm langa segment som togs. Eventuella blad och bladrester avldgsnades. Sekatoren rengjordes
med etanol mellan varje trad.

Jordprover togs med jordborr med 21cm arbetsdjup. Tre prov per trdd togs, spridda inom 2m radie
fran tridet. Provtagen jord fran samma plantering blandades i balja, varur ca 200-300g skickades till
LMI i Helsingborg for analys enligt modifierad Spurway.

Gren- och jordprov foérvarades i kylrum mellan hanteringarna.

Bakterieextraktion

Sedan tre grenar insamlats fran ett trid foljdes metoden nedan, modifierad fran Maes et al. (2009):
Grensegmenten steriliserades utvindigt med etanol och eld. De skars i bitar pa ca 0,5 cm. 300 ml
bufferblandning férbereddes, bestaende av 19.9 g Na,HPO,, 1.27 g KH,PO,, 1 g Na,P,O,, 1 ml
Tween20 (polysorbat 20) och 25 g polyvinylpolypyrrolidon per liter avjoniserat vatten. Losningen
sterilfiltrerades (0,2 pm). Grenbitarna lades i blandningen och det hela skakades vid rumstemperatur
och 200-240 rpm i 90 min tillsammans med 20g glaskulor med diametern 1 mm pa skakbord (HS
501 digital fran IKA®~-WERKE). Blandningen filtrerades med VWR folded qualitative filter paper,
313 (5-8um). 200 ml av vitskan centrifugerades i ett antal steg sa att en pellet till sist var samlad i
ett 1,5 ml-ror. Centrifugering skedde tre ganger 30 min vid 5 000 x g och 4 °C och till sist 10 min
vid 10 000 rpm.

DNA-extraktion

Pelleten anvindes av ScanBi Diagnostics 1 Alnarp for DNA-extraktion med CTAB och dérefter
kitet NucleoSpin 96 Plant II frain Macherey-Nagel. Proverna inkuberades i CTAB (60-65°C),
kloroform tillsattes, proven centrifugerades och sedan anvindes kitet fran och med punkt 4 i
manualen (Genomic DNA from plant, 2012) Den utfillda DNA-pelleten 16stes upp i 100 ul vatten, 5
ul av detta anvéndes till PCR.

PCR-analys
PCR utfordes enligt Maes et al. (2009):

Tre primrar anvédndes: 5’AACGTCAATCAACAAACTTATTAAGTTTATCG3' (BrenS-R), 5'-
GCGGCGGACGGGTGAGTAAA-3" (Es1A) och 5'-CTAGCCTGTCAGTTTTGAATGCT-3'
(Es4B). Till de 5 pl enligt ovan tillsattes 2.5 pul 25 mM MgCl,, 2.5 ul 10x PCR buffer, 0,2 ul dNTP-
mix (25 mM var), 0.5 ul av var och en av de tre primrarna (150 ug pl™" ), 1 U Tag DNA Polymerase
Recombinant (Invitrogen) och 13,1 ul vatten. Totalt 25 pl.
Analys i PCR-maskin (Applied Biosystems 7300). Program:
5 min vid 95°C
30 cykler med:

1 min vid 95°C,

1 min vid 66°C,
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2 min vid 72°C
och sist 10 min vid 72°C. Proven genomgick elektrofores pa fardigtillverkad agarosgel (Invitrogen
E-gel 0,8 %). Ocksa PCR-analys och elektrofores genomfordes av ScanBi Diagnostics.

Odling och hantering av kontroller

Kultur av B. salicis erholls fran Marine Maes (Plant Sciences Unit, ILVO, Burgemeester Van
Gansberghelaan 96, 9820 Merelbeke, Belgien). Denna anvindes till positiva kontroller enligt nedan.

Till positiv kontroll for PCR anvindes kultur av B. salicis som fatt tillvixa i 6 ml Tryptic Soy
Broth (TSB) i tva dygn vid 28 °C och sedan centrifugerats och pelleten resuspenderats i 6 ml 0,85
% NaCl-16sning. Losningen kokades i ca 10 min for att lysera cellerna.

For att verifiera bakterie- och DNA-extraktionen anvindes kultur av B. salicis som fatt tillvixa i 6
ml TSB i tva dygn vid 28 °C och sedan centrifugerats och pelleten resuspenderats i 6 ml 0,85 %
NaCl-16sning som TSB hillts ifran. En ml av denna 16sning anvéndes i 300 ml fosfatbuffert med 20
g glaskulor och genomgick motsvarande behandling som for ett prov fran ett trad.
Bakteriekoncentrationen i den tillsatta lIosningen bestimdes genom att den spiaddes 1:10 sex ganger
i serie och den sista utspidningen odlades pa Tryptic Soy Agar i tva dygn vid 28 °C varefter
kolonierna ridknades och antalet multiplicerades med 1 000 000 for att erhélla ursprungslosningens
koncentration, 2-10° cfu ml™.

Vatten anvindes som negativ kontroll.

PCR-optimering

PCR:en med tre primers enligt Maes et al. (2009) provkordes av mig 1 december. Reaktionen hade
modifierats av Crister Olsson (SLU) for att anpassas till det fabrikat av Taq-polymeras som
anvindes (Thermo Scientific). Till 1 ul DNAprov tillsattes 2,0 ul 10X Taq Buffer med Kcl, 2,0 pl
25 mM MgCl, 0,4 ul ANTP-mix (10 mM var), 0,9 ul av varje primer, 0,1 ul Taq DNA Polymerase
och 11.8 pl autoklaverat filtrerat (0,2um) vatten. Totalt 20 pl. Virmebehandling i PCR-maskin
(VWR UnoCycler):

2 min vid 95 °C,
30 cykler med:
1 min vid 95 °C,
1 min vid 66 °C,
2 Min vid 72 °C
och sist 10 min vid 72 °C. Positiv kontroll enligt ovan utgjorde prov i koncentrerad form respektive
utspidd 1:10.

Jag provkorde ocksa B. salicis-specifik PCR med tva primers (Es1A och Es4B) efter Hauben et al.
(1998) for att se vilken metod som skulle fungera bast under vara forutséttningar. PCR:en med tre
primers ovan, enligt Maes et al. (2009), dr en vidareutveckling av denna. Ocksa denna reaktion hade
modifierats for att passa Thermo Scientifics rekommendationer som ovan. Till 1 pl prov tillsattes
2,0 pl 10X Taq Buffer med Kcl, 1,2 pl 25 mM MgCl,, 0,4 ul ANTP-mix (10 mM var), 0,9 ul av
varje primer, 0,1 ul Taq DNA Polymerase och 13,5 pl autoklaverat filtrerat (0,2um) vatten. Totalt
20 pl. Viarmebehandling i PCR-maskin (VWR UnoCycler):

2 min vid 95 °C,
35 cykler med:
25 sek vid 95 °C,
25 sek vid 68 °C,
40 sek vid 72 °C
och sist 10 min vid 72 °C. Positiv kontroll enligt ovan utgjorde prov i koncentrerad form respektive
utspadd 1:10, 1:100 och 1:1000.

Proverna fran Ho6r analyserades med universella 16s-primrar. De var 5'-
AGAGTTTGATXXTGGCTCCAG-3' (ENV1) och 5'-CGGXTACCTTGTTACGACTT-3' (ENV2).
Till 1 pl prov tillsattes 2,0 ul 10X Taq Buffer med Kcl, 1,2 pul 25 mM MgCl,, 0,4 ul dNTP-mix (10
mM var), 0,4 ul av varje primer, 0,1 ul Tag DNA Polymerase och 14,5 pl autoklaverat filtrerat
(0,2um) vatten. Totalt 20 pl. Varmebehandling i PCR-maskin (VWR UnoCycler):

5 min vid 95 °C,

30 cykler med:
15 sek vid 95 °C,
30 sek vid 50 °C,
90 sek vid 72 °C



och sist 7 min vid 72 °C.
Produkterna fran dessa tre PCR:er genomgick elektrofores pa 1,5% agarosgel.

4. Resultat

4.1. Naringsanalyser

Provsvaren fran jordanalyserna redovisas i vénster halva av tabell 1. H66r och Koinge hade laga kvivehalter,
Eslov hade hogst. Det omviénda gillde for kalcium. T hoger halva av tabellen finns motsvarande siffror fran
De Vos et al. (2007) for jamforelse. For just dessa siffror kunde De Vos et al. (2007) inte finna nagot
signifikant samband med WMD. Proven i denna studie hade genomgaende hogre ledningstal och jérnhalt én
virdena fran De Vos et al. (2007).

Tabell 1. Resultat fran néringsanalyser av ytjord. Till viinster provsvaren fran var studie, till higer jimforbara siffror fran De Vos et
al. (2007). Al och A2 dr platser med symptom pa WMD, Ul och U2 dr platser utan symptom, men med B. salicis (De Vos et al.,
2007).

Hoor  Koinge  Burlov  Eslov U1 uz2 Al A2
pH 7.4 7.4 6,3 6,1 6,6 6,2 6,6 59 PH.,
ledningstal EC mS cm! 0,5 0,6 0,5 0,5 0,2 0,07 0,1 0,1 ECmScm’
Nitratkvave mg/l 0 2 4 14
Ammoniumkvave mg/l 3 1 4 9 12 3 14 6 wvattenlosl. N mg/l
Fosfor mg/l 1 15 21 17 40 4 11 12 vattenldsl. P mg/l
Kalium mg/l 47 56 41 145 200 34 270 304  vattenldsl. K mg/l
Magnesium mg/l 3N 35 37 48 116 48 125 82  vattenldsl. Mg mg/l
Svavel mg/l 2 3 8 16 36 <10 26 <10 vattenldsl. SO, mg/l
Kalcium mg/l 1645 1904 545 434 2117 601 1368 695 vattenldsl. Ca mg/|
Mangan mg/l 1,6 0,9 1,9 1,4 6,9 1,6 25 1,8 vattenldsl. Mn mg/l
Jarn mg/l 174 227 193 230 34 40 3 21  vattenldsl. Fe mg/l
Matrium mg/l 15 13 37 154
Klorid mg/l 3] 7 15 52
Koppar mg/l 2,7 2,8 48 4.2
Bor mg/l 0,6 0,7 1,5 0,5
Zink mg/l 3 7 3 10
Molybden mg/l 0,18 0,2 0,14 0,13
Aluminium mg/l 1,8 1,2 3.8 23

4.2. PCR

Brenneria salicis detekterades inte i nagot av de 15 proven, se bild 2. Proverna fran Hoor blev av praktiska
orsaker inte analyserade med B. salicis-specifik PCR.
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Bild 2. Agarosgel med PCR-produkter. Banden vid positiva kontroller dr vid ca 500 bp, som forvintat. (M)=markor (DNA Ladder),
(+)=positiv kontroll for PCR, (++)=positiv kontroll for extraktion Foto: ScanBi Diagnostics, min etikettering.

4.3. Optimering

Brenneria salicis detekteras vid universell 16s-PCR med primrarna ENV1 och ENV2. Brenneria salicis-
specifik PCR med tva primrar enligt Hauben et al. (1998) med de modifikationer som beskrivits detekterar
B. salicis. Samma sak giller for B. salicis-specifik PCR med tre primrar enligt Maes et al. (2009) med
modifikationer som ovan. Specifik PCR med tre primrar gav tydligare band 4n specifik PCR med tva primrar
nir utspadd kontroll (1:10) anvéndes.

5. Diskussion

5.1. Néringsstatus

Eslovsprovet hade hogre natriumhalt 4n de andra proverna. Det kan antas bero pa nirheten till
Sallerupsvigen och den halkbekdmpning som troligen utfors dér. Natrium hammar upptaget av kalcium
(Rengel, 1992 via Hawighorst, 2007) och stor cellviaggens inlagring av kalcium (Cramer, 2002). De Vos et al.
(2007) kunde visa att bladens kvive-kalcium-kvot hos trid koloniserade av B. salicis signifikant skiljer sig
mellan trid med och utan symptom pa WMD. Samma forfattare naimner NH,* som en annan himmare av
kalciumupptag. Det ligger dérfor néra till hands att spekulera att platsens hoga natrium- och kvévehalt, med
mycket ammonium, i kombination med mycket lag halt kalcium borde innebira 6kad risk for utbrott av
WMD om B. salicis vore nirvarande. Resonemanget talar for att B. salicis inte forekommer i koncentrationer
under detektionsgriansen for PCR pa platsen utan dr helt franvarande. Det finns dock flera skl att vara
forsiktig med att dra for tvdrsdkra slutsatser. Den aktuella sortens mottaglighet &r inte kidind. Eventuellt har
platsens klimat en reglerande inverkan pa bakteriens vinterpopulation (Huvenne et al., 2009). Vidare bygger
resonemanget pa métdata fran ett enda tillfille. Upprepade métningar eller hellre bladanalyser hade varit
nodvindiga for att bilda sig en uppfattning om mingden for véxten tillgdnglig ndring over tid. Marken var
dessutom tjélad vid provtagningen, vilket kan tidnkas snedvrida resultaten eftersom ovanifran deponerade
amnen torde ackumuleras i hogre grad da.

Provet fran Eslov visar ocksa betydligt hogre aluminiumhalt #n andra platser, men i en kommentar till
analyssvaret menar man fran LMI att det troligtvis beror pa fint ler som passerat filtret. Den anvinda
analysmetoden registrerar ocksa aluminium i eventuella suspenderade partiklar och man haller det for
otroligt att 16st aluminium forekommer vid det pH som uppmiitts.

Provtagningsplatsen i Ho6r uppvisar laga virden for kviave och relativt hoga virden for kalcium vid
provtagningstillfillet. Detta ir i bésta fall svaga indicier, men om det kan visas gilla for aret som helhet
antyder det att misstankarna inte i forsta hand bor falla pa WMD nir tridens symptom ska forklaras.

Nir analyssvaren jamfors med de siffror som finns fran De Vos et al. (2007) framtriader inga sldende
skillnader. Det tal dock att papekas att det kan foreligga stora eller sma skillnader i exakt vad som mitts och
hur. De siffror fran De Vos et al. (2007) som ndrmast verkar motsvara vara virden har tillfogats tabell 1.



Eftersom inga skillnader i forekomst av B. salicis kunde visas har resultaten av nédringsanalyserna och deras
inbordes forhallanden inte behandlats statistiskt.

5.2. Konsekvenser

De direkta konsekvenserna av denna studie for plantskolebranschen &r begriansade. Innan fanns det inga
bevis for forekomst av B. salicis i Sverige och det finns inte nu heller. Da som nu finns det skl att halla ett
Oga pa utvecklingen. Erfarenheten fran Nederldanderna dr att WMD snabbt kan utvecklas fran sporadiska
utbrott till landsomfattande problem (Jansen, 1969). Man kan tinka sig tva scenarion da WMD utgor ett hot
mot fortsatt anvindning av vissa taxa av Salix. Det forsta dr om bakterien &r spridd i landet men nagon faktor
héller nere koncentrationerna. Det finns indicier pa att string vinterkyla kan decimera populationen
(Huvenne et al., 2009). Det finns goda skil att vinta sig att att Skanes klimat inom 100 ar kommer likna
dagens centraleuropeiska (Skov et al., 2009) och didrmed ocksa att vinterns reglerande effekt pa eventuella
populationer av B. salicis kommer avta. I detta fall &r det alltsa symptom som sprids, snarare dn en smitta,
och den enda effektiva atgérden blir att vilja resistent material. Det andra scenariot dr om B. salicis inte dr
spridd men varken klimat eller nagon annan faktor dr begrinsande. I sa fall krdvs bara att bakterien kommer i
kontakt med kénsligt vixtmaterial for att spridningen ska kunna borja. I det scenariot blir fytosanitet i odling
och handel med plantor en viktig atgérd.

Konsekvenserna for energiskogsniringen blir &nnu mindre. Liksom de flesta tidigare studier har denna
studie gjorts pa Salix-sorter for prydnad. Unga skott far sdllan symptom (Jansen, 1969; De Kam, 1983).
Tradformiga pilar som utsitts for hamling klarar sig generellt sett bittre (Gremmen et De Kam, 1981, Maes
et al., 2009). Sa dven om en energiskogssort skulle raka vara kinslig och B. salicis skulle finnas, &r riskerna
for skador sma eftersom de skott som skordas séllan dr dldre én tre-fyra ar (Hollsten et al., 2012).

Om omfattande gren- och traddod skulle drabba S. alba och den besliktade S. x rubens i Skane skulle det
fa etnologiska konsekvenser for framforallt sydvistra Skane, som redan mist en stor del av sina tidigare sa
dominerande pilevallar (Olsson, 2012).

5.3. Framtida forskning

Efter att den forsta studien om B. salicis férekomst i Sverige genomforts kvarstar ett stort behov av vidare
studier. Mer omfattande screening av samma typ som den hér beskrivna behévs om man vill kunna uttala sig
om bakteriens regionala forekomst med nagot matt av sékerhet.

Vidrets inverkan pa bakteriernas 6verlevnad i viaxten, som diskuteras i Huvenne et al. (2009), ir inte
kartlagd. Kunskap om detta kan vara avgorande for att finna griansen for B. salicis utbredningsomrade
respektive grinsen for det omrade dir de koncentrationer som ger WMD kan uppkomma.

Vixtplatsens ndringsstatus inverkan pa B. salicis koncentration i vixten behover utredas nidrmre. De
vixtfysiologiska mekanismerna for denna inverkan likasa.

Under utprovningen av nya sorter bor sarbarhet for WMD undersokas. Med nuvarande kunskapsldge kan
den metod rekommenderas som beskrivs i Huvenne et al. (2009) déir man in vitro ympar steriliserad sav med
B. salicis och studerar tillviixten. Saven bor samlas pa hosten. Pa sa vis kontrollerar man trédets teoretiska
mojlighet att forsorja en skadligt hog vinterpopulation utan att behdva vénta i manga ar pa att symptom ska
visa sig. Forsok med inokulering av trdd med B. salicis brukar misslyckas eller ge otydliga resultat
(Gremmen et De Kam, 1981) utom i Japan (Sakamoto el al., 1999).

5.4. Val av metod

I Hauben et al. (1998) och i De Vos et al. (2007) pressades proverna (grenbitar) i skruvstdd och vitskan
fangades upp i e-kolv eller provror infor PCR. I Huvenne et al. (2009) och i Maes et al. (2009) gjorde man pa
samma sétt for att fa fram vétska for odling pa agar, men for PCR lade man bitar pa 0,5 cm i en
buffertblandning, som efter 90 minuters omroéring gick vidare till DNA-extrahering. De Vos et al.(2007)
tillsétter de urkramade grenarna skurna i bitar till buffertblandningen och #r séledes en variant pa den
metoden. Skillnaderna verkade inte alltfor stora. Hir har metoden fran 2009 (den utan skruvstid) anvints
eftersom den &r nyast och man kan anta att det ligger nagot praktiskt vervigande bakom att man #ndrat sig
(artiklarna har i princip samma forfattare).

De Vos et al (2007) fann samband mellan utveckling av WMD-symptom och kvévehalten 1 grundvattnet,
tydligast for NH4*. Samband mellan markens kvivehalt och symptomutveckling kunde de inte fastsla. For
kvive i blad fanns ett samband, men det var inte signifikant. Grundvattenstandet pa de studerade platserna
var Overlag hogt (De Vos et al., 2007). Jag har i detta arbete tagit markprover och inte grundvattenprover.
Dels for att sjdlva provtagningen blir mycket enklare, dels for att kvivet i grundvatten kommer fran
markvattnet. De Vos et al (2007) jamfor dels Kjeldahl-kvive och dels vattenlosligt kvive. Kjeldahl-kvive dr
delvis inte vixttillgingligt, platser med hog mullhalt far hogre virde én andra. Vad giller vattenlosligt kvive
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sa varierar midngden Gver aret och det framgar inte i De Vos (2007) nir man tagit proverna. Vintern dr
hogsidsong for kviveldckage (White et al., 1983; Brundin et al., 1990; Wennberg et Gustafsson, 1992;
Nilsson, 1994; Faure, 1998; St. Luce et al., 2011) och skillnader mellan platser i mineraliserat kvive i
marken vid denna arstid borde spegla skillnader i kvive i grundvattnet under resten av aret relativt val.
Samma resonemang kan vintas gélla for andra lakkinsliga naringsdmnen.

Syftet med universell 16s-PCR var att bekrifta om DNA-extraktionen lyckats. Metoden anses detektera de
flesta bakterier och har tidigare bl.a. anvints till studier av Escherichia spp., Erwinia spp., Enterobacter spp.,
Moellerella spp., Serratia spp., Rahnella spp. (Olsson et al., 2004) och Lactobacillus spp., (Axling et al.,
2012). Om ett prov som gett utslag vid universell PCR inte gett det vid specifik PCR hade det mast bero pa
att B. salicis inte fanns [i tillrdcklig médngd] i provet. Om provet ddaremot inte gett utslag vid universell PCR
sa hade uteblivet utslag vid specifik PCR berott pa misslyckad DNA-extraktion. Detta syfte uppnaddes med
godtagbar tillforlitlighet genom att lata odlade bakterier genomga extraktion och PCR som beskrivits ovan.
Pa grund av detta och att problem med att fa universell 16s-PCR att fungera tillfredsstillande 6vergavs den
som verifikationsmetod.

5.5. Felkallor

Alla sitt som var hantering av proverna systematiskt skiljt sig fran den i Maes et al. (2009), det verk vars
arbetsgang vi haft som mal att folja, maste analyseras som mojliga felkillor. Nedan foljer en genomgang av
dem. Det bedoms som osannolikt att nagon av dem inverkat menligt pa studien.

Det framgar inte av Maes et al. (2009) om och hur fosfatbufferten steriliserats. Utan denna information
ville jag ogéirna autoklavera bufferten eftersom det fanns uppgifter som talade emot (TWEEN® 20 (P5927) -
Product Information Sheet, u.a.). Nir proverna fran Hoor forbereddes hade tillvixt observerats i en flaska
osteriliserad buffert som statt i kylrum mellan extraktionsomgéngarna. Darfor behévde buffertarna
steriliseras och da aterstod filtrering. Om nagon komponent blivit otillrackligt 16st under omroringen kan den
filtrerats bort med foljd att buffertens sammansittning dndrats. Buffertflaskorna fick sta pa omroring en
stund efter att inga partiklar lingre kunde ses med blotta dgat. Darfor bedoms risken for att ha filtrerat bort
nagot salt som mycket liten.

Maes et al. (2009) skakade sina prov vid 100 rpm i 90 minuter vid 25°C. Vi hade ingen mgjlighet att
reglera temperaturen i det rum skakbordet stod i. Rumstemperaturen kan bedémas ha varit 20°C. Vid 100
rpm gjordes bedomningen att proven skakade for lite. Instdllningen dndrades till en dér vétskan skakades om
ordentligt och glaskulorna rorde pa sig. Den exakta instdllningen varierade mellan 200 och 240 rpm.
Rimligtvis paverkar fler faktorer &dn varvtalet hur omskakad bufferten blir. Kérlets storlek och form ger olika
vagor. Utformandet av den excenter eller kammekanism som omvandlar motorns rotation till fram-och-
tillbaka-rorelse ger olika ryckighet i vindningarna och skak med storre eller mindre regelbundenhet. Darfor
ar RPM en for grov indikator pa omskakningsgrad for att ensam avgora graden av extraktion ur xylem till
buffert.

Av beskrivningen i Maes et al. (2009) att doma kunde de samla en pellet genom en centrifugering pa 30
min vid 4250 g och 4°C. Med de resurser som stod mig till buds kunde pelleten forst samlas efter en serie
centrifugeringar. For att kompensera for eventuella forluster langs vigen har proven centrifugerats vid hogre
hastighet, men varje gang 30 min och vid 4°C.

DNA-extraktion skedde i Maes et al. (2009) med extraktionskitet ”Puregene Kit” fran Gentra foljt av
extraktion med isoamylalkohol och fenol i lika midngd och en extra etanolprecipitation. Pa ScanBi
Diagnostics anvindes en annan metod som enligt deras erfarenhet ger bdittre resultat in med fenol-extraktion
(Sandager, 2013).

Ovanstaende fyra skillnader dr mojliga felkéllor om de, var och en for sig eller i kombination, kan ha sinkt
extraktionens effektivitet. Maes et al. (2009) uppmiitte en detektionsgriins pa 2-10° cfu ml™” for prover fran
sav och Line Sandager (2013) pa ScanBi Diagnostics bedomer att grinsen kan forvéntas vara ungefar samma
med de fordndringar som gjorts i DNA-extraktionsmetod. Extraktionskontrollen inneholl 2-10° cfu ml™, alltsa
finns det teoretiskt utrymme for att bakterieextraktionens utbyte minskar med en faktor pa 10° innan
kontrollen inte léngre detekteras. For att kunna bevisa extraktionens effektivitet bor man i framtida studier
anvinda flera extraktionskontroller med stegvist sjunkande koncentration, gérna injicerade i grensegment.
Alla forandringar verkar dock marginella och harml6sa. Det dr svart att se att nagon av dem skulle férsamrat
extraktionen.

Prov till denna studie togs pa pilar av sorten S. alba 'Saba'. Denna sorts mottaglighet och kinslighet for B.
salicis dr sa vitt jag kan bedoma inte studerad. Om vi oavsiktligt undersokt en helt eller delvis resistent sort
paverkas givetvis resultatens giltighet. Detta far inda anses som osannolikt. Erfarenheten fran Belgien r att
sorter av S. alba dr kénsligare dn de av S. fragilis (Steenackers et Van Peteghem, u.d.).
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6. Slutsatser

Universell 16s-PCR med ENV1 och ENV2 detekterar B. salicis.
Det ar troligt att B. salicis inte forekommer i pilarna lings Sallerupsvigen i Eslov.
Om B. salicis forekommer dér sa ir det i laga, endofytiska, koncentrationer.

Om B. salicis forekommer i pilarna lings Natur- och kulturstigen i Burlov sa ir det i laga,
endofytiska, koncentrationer.

® Om B. salicis forekommer i pilarna i liplanteringen pa Linders Plantskola sa ir det i laga,
endofytiska, koncentrationer.

® Misstankarna om forekomst av B. salicis i Skane har forsvagats.
¢ Den beskrivna metoden kan rekommenderas for uppfoljning av B. salicis status.
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