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Abstract

Fusarium graminearum is one of the most important pathogens on cereals and
causes major crop losses around the world. The most cultivated cereal in
Sweden is winter wheat. F. graminearum produces both sexual and asexual
spores for dispersal. Multiple factors affect the production of these spores.
Fusarium foot rot caused by Fusarium species is a disease of economical
importance which can give crop yield losses between 35 % up to 61 %. In this
trial a bioassay has been evaluated for the relation between dose and disease
development by fusarium foot rot caused by F. graminearum. Disease index
indicated a distinct trend with increasing symptom development with increasing
conidia concentration while the dry weight matter result did not indicate a
similar distinct trend. The bioassay gives a relatively quick result and is easy to
execute. For a clearer result, more plants per concentration group should be
used and a blind test should be used during the reading of symptoms.

Sammanfattning

Fusarium graminearum ar en av de viktigaste patogenerna pa strasad och
orsakar stora forluster i skord over hela varlden. Den mest odlade strasaden i
Sverige ar hostvete. F. graminearum producerar bade sexuella och asexuella
sporer for spridning. Flera faktorer paverkar produktionen av dessa sporer.
Strabasrota orsakad av Fusarium-slaktet ar en ekonomiskt viktig sjukdom som
kan ge avkastningsforluster pa mellan 35 % och 61 %. | detta forsok har ett
biotest utvarderats for forhallandet mellan  inokulummangd och
sjukdomsutveckling hos strabasr6ta orsakad av F. graminearum.
Sjukdomsindex visade pa en tydlig trend med ckande symptom med okad
konidiekoncentration medan torrviktsresultatet inte uppvisade en lika tydlig
trend. Biotestet ger ett relativt snabbt resultat och &r enkelt att utféra. For
sékrare resultat bor antalet plantor per koncentrationsgrupp utdkas.
Dessutombor symptomsavlasning ske med ett blindtest.



Inledning

Fusarium graminearum &r en av de viktigaste patogenerna pa strdsad och
orsakar stora forluster i skord Over hela vérlden. Fusarium-patogener orsakar
flera olika sjukdomar pa vete och andra strasadesgrédor bland annat
strabasrota/rotréta och axfusarios. Sjukdomarna kan orsakas av samma arter
inom Fusarium ofta flera arter tillsammans i sa kallade komplex (Bottalico,
1998; Tunali et al., 2012) .

Hostvete ar den mest odlade strasaden i Sverige (SCB, 2013) och vete en av de
mest odlade i varlden. Kunskap om patogener som paverkar veteodling &r
darfor av stor vikt.

Det finns ett behov av biotest for att undersoka faktorer som paverkar
utveckling av strabasrota hos vete orsakad av F. graminearum. Andra liknande
biotest finns som &r utformade med inokulum pa grasfré och andra organiska
material, t ex Hutzenlaub (2010), men dessa material kan i sig hdmma
utvecklingen av sjukdomen och det ar aven svart att kvantifiera mangden
patogen som tillfors. Initieringen av detta arbete grundar sig pa att skapa ett
biotest som undviker detta tillvagagangssatt.

For att utforma och utvardera ett biotest av detta slag behdvs bra
bakgrundsinformation om hur patogenen beter sig.

Litteraturgenomgang

Fusarium spp.

Fusarium-slaktet tillhor divisionen ascomycota och ar allmént férekommande i
jord, vaxtrester, levande dver- och underjordiska vaxtdelar och annat organiskt
material. De ar vanliga i brukade jordar men séllsynta i skogsmark (Nelson et
al., 1994).

Utover att de orsakar stora skordeforluster producerar flera Fusarium-arter ett
antal olika mykotoxiner, t. ex. deoxynivalenol (vomitoxin) och zearalenon.
Bada dessa mykotoxiner produceras bland annat av Fusarium graminearum
(Agrios, 2005). De vanligast forekommande mykotoxinerna analyserade fran
axfusarios hos vete i Europa ar deoxynivalenol och zearalenon (Bottalico,
1998).

F. culmorum, F. graminearum och F. pseudograminearum &r de patogener som
ar mest aggressiva pa strabas- och rotvavnad pa vete (Dyer et al., 2009). Detta
arbete fokuserar pa studier av F. graminearum.

Temperatur och fuktighet spelar en stor roll for patogener i Fusarium-slaktets
utveckling, infektion och kolonisering av strasad (Doohan et al., 2003).

Fusarium graminearum

Den véxtpatogen som dr huvudorsaken till axfusarios hos vete i varlden ar
Fusarium graminearum, (teleomorf Gibberella zeae). Den orsakar stora
ekonomiska forluster bland annat genom lag grobarhet hos fron, skadad
vaxtvdvnad och lagre produktion (Sella et al., 2013). Patogenen infekterar



vardvéxten via naturliga Oppningar eller genom penetration av
epidermiscellvaggar. Val inne i axet, i Vvardvaxtens vévnad, vaxer
svamphyferna intra- och intercelluldrt och sprids systemiskt (Sella et al., 2013).

F. graminearum producerar bade sexuella (ascosporer) och asexuella sporer
(makrokonidier) for spridning (Beyer et al., 2004). Makrokonidierna
produceras fran sporodochier och kan spridas med vattenstank fran
regndroppar. Ascosporer produceras fran peritechier och sprids med vind
(Beyer et al., 2004; Nelson et al., 1994). Studier visar att faktorer som pH och
kyla paverkar sporernas éverlevnad och groning. En studie gjord av Beyer &
Verreet (2005) visar pa att ascosporer forlorar sin livsduglighet efter cirka 21
dagar. Samma studie visar ocksa pa att pH paverkar groning av ascosporer.
Tiden for groning av 50 % av sporerna blev kortare nar pH 6kade mellan 2,5 till
3,5 och langre nar pH okades ytterligare fran 3,5 till 6,5. En annan studie in
vitro visade att en groning av makrokonidier ndstan var 100 % av ett pH mellan
3 till 7 oavsett morker eller ljus och mellan 4-20 °C (Beyer et al., 2004). Denna
studie visar ocksa pa en negativ korrelation mellan svampens tillvaxt och
antalet handelser med nedfrysning nar det géller makrokonidier som inte grott.
Detta ger en indikation pa att inokulum i falt inhiberas under vinterhalvaret i
Centraleuropiskt klimat men om makrokonidierna redan har grott och
groddslangarna har bildats noteras ingen effekt pa tillvéxten av frost.

En studie visar pa en optimal temperatur for hdgsta frigorning av ascosporer pa
16,6 °C och ett samband mellan temperatur och produktion av perithecier inom
intervallet 15,3-28,5 °C (Tschanz et al., 1976). Ett nyare forsok visade liknande
resultat pa temperaturintervallet for produktion av perithecier (Dufault et al.,
2006).

| de flesta forsok anvands makrokonidier som inokulum d& de lattare kan
produceras i laboratoriet an ascosporer (Beyer et al., 2004).

Forsok utforda av Fernandez & Chen (2005) visar tecken pa att vaxtdelar under
och vid markytan kan vara en inokulumkalla for framtida infektioner av
strasadesplantor och orsak till axfusarios.

Strdabasréta

En ekonomiskt viktig sjukdom orsakad av Fusarium-slaktet ar strabasrota
(Mitter et al., 2006). Strabasréta aterfinns i de flesta lander i varlden som
producerar strasad, till exempel i Australien, Nordamerika, Syd- och
Nordafrika, Europa och Vastra Asien (Smiley et al., 2005). Studier fran USA
visar att strabasrota kan orsaka stora avkastningsforluster, mellan 35% och 61%
(Smiley et al., 2005).

Symptom som visar pa strabasrota ar enligt Goulds & Polley (1990) antingen
bruna, elongerade flackar utan uttalad mittpunkt eller en brunvattnig till
morkbrun missfargning av vavnad langs strabasinternoderna.

Fusarium graminearum kan Kklassas som en hemibiotrofisk vaxtpatogen som
vid infektion av strabasen forst har en lang symptomfri period. Darefter okar
patogenen kraftigt i biomassa samt orsakar en stor vavnadsnekros vid infektion
(Stephens et al., 2008; Kazan et al., 2012). Stephens et al. (2008) talar om tre
faser av infektion till strabasréta av F. graminearum. Under forsta fasen, som
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varar tva dagar efter inokulering, 6kar biomassan av patogenen avsevart. Detta
beror pa att sporerna gror och en ytlig tillvaxt av hyferna sker pa bladslidan.
Under fas tva sker en minskning av biomassan under tva veckor. Minskningen
anses bero pa att endast ett fa groddslangar lyckas penetrera bladslidevavnaden
medan hyferna pa ytan forbrukade all naring och sedan férsvinna. Fas tre visar
en okning av biomassa ater igen.

Den viktigaste inokulumkallan for strabasréta tros vara stubb som infekterats
foregaende ar som sedan kommer i kontakt med vete under nasta vaxtsasong
(Stephens et al., 2008).

Vaderfaktorerna ar mycket viktiga for hur svart ett angrepp av strabasrota blir.
En torr och varm milj6 gynnar utvecklingen av sjukdomen (Mitter et al., 2006).
Dock har det visat sig att strabasréta kan orsaka allvarliga skador aven under
valdigt blota sasonger (Smiley, 1996).

Enligt (Doohan et al., 2003) blir strasadesgrodor mer mottagliga for strabasréta
under perioder med torrt vader och temperaturer éver 16 °C.

Forsok fran USA och Australien visar att inokulering med patogenens
ascosporer overlag utvecklar en mindre allvarlig strabasrota an inokulering av
makrokonidier (Mitter et al., 2006).

Hdmmande effekter fran mark och markyta

Véxtrester som aterfinns pa markytan bryts ner langsammare an nedgravda
rester. Detta gynnar Overlevnaden hos G. zeae under en langre tid (Pereyra et
al., 2004).

F. graminearum vaxer snabbt nar farskt vaxtmaterial ar tillgangligt, men pa
langre sikt verkar den vara en dalig konkurrent med andra mikroorganismer
inklusive egna arter inom Fusarium-slaktet (Leplat et al., 2013).

Andra faktorer i jorden som pH kan spela in pd overlevnaden hos F.
graminearum. FOrsok har visat ett negativt samband mellan pH, mellan 4,4 och
6,4 och mangden strabasrota, men om detta beror pa F. graminearum &ar mer
aggressiv under dessa forhallanden eller om dess saprotrofiska formaga ar
béttre i surare jordar ar oklart (Leplat et al., 2013).

Vilken typ av sporer som produceras beror bland annat pa vilken
nedbrytningsfas vaxtresterna befinner sig i. Vid tidig nedbrytningsfas
produceras makrokonidier medan perithecieproduktion sker bade da och senare.
En hog C/N-kvot ger en kortare saprotrofisk utveckling innan
perithecieproduktion medan en lag C/N-kvot och naringsrika vaxtrester ger en
langre saprotrofisk utveckling och darmed mer tid for tillvaxt (Leplat et al.,
2013).

Nar det géller hdmning av sjukdomsutveckling finns ett antal studier. |
Knudsen et al., (1999) studie visades det att bearbetning av jorden och jordens
lerinnehall spelade storre roll ur sjukdomshamningssynvikel an vad jordens
mikrobiella aktivitet och biomassa gjorde. Det finns dock dven mikrobiella
antagonister mot arter inom Fusarium-slaktet som &r av betydelse. En studie
visar till exempel att vissa bakterier inom Pseudomonadaceae kan inhibera



Fusarium spp. tillvdxt genom att producera svampdddande antibiotikum i
véxtens rhizosfar (Pal et al., 2001).

Syfte

Syftet med forsoket i detta examensarbete var att forsta forhallandet mellan
inokulumméngd av Fusarium graminearum och sjukdomsutveckling av
strabasrota i vete. Detta gjordes genom att utveckla ett biotest. | detta arbete
provas biotestet och resultatet utvarderades for att se om det kan tillampas i
framtida studier.

Material och metoder

Makrokonidier fran tre olika isolat, VPE 105, Fg 23 och Fg 15, anvéndes i
forsoket. Fg 23 och Fg 15 ar isolerade fran hostvete medan VPE 105
harstammar fran antingen host- eller varvete. Konidierna producerades och
tillvaxte pa agarplattor. Dessa spaddes till samma koncentration sporer i varje
ror (Tabell 1). De tre proverna blandades till en volym av 1055 pl. En ny volym
beraknades for VPE 105 da koncentrationen fran borjan var lagre an i Fs 23 och
Fg 15.

Tabell 1. Konidiekoncentrationer innan och efter spadning samt volym.

Sporer fran Koncentration innan Koncentration efter Volym
stam spadning (antal/mL) spadning (antal/mL) ()
VPE 105 115 000 125 000 375
Fg 23 125 000 125 000 340
Fg 15 125 000 125 000 340
Summa 1055

Den slutgiltiga koncentrationen berédknades med hjélp av en Blrkerkammare.
Dér blev antalet cirka 2 * 10° sporer/mL. En spadningsserie utférdes enligt
tabell 2.

Tabell 2. Konidiekoncentrationer i slutgiltiga I6sningen.

Koncentration (sporer/mL)

2*10°
2 *10*
2 *10°
2 *10°
2*10"
0 (kontroll)

Biotest

Tillvagagangssattet vid biotestet var modifierad efter Hutzenlaubs (2010)
forsok fast med konidielosning istallet for inokulum producerat pa sterila
grésfron och med en mottagligare sort av hostvete (Oakley) istéllet for den mer
toleranta sorten Olivin. Sorten Oakley har &ven mindre antocyanfargning vilket
underlattar avlasningen. Fromaterialet kom fran SW Seed (Lantméannen
Lantbruk). Ett pluggbrétte med 96 brunnar med volymen 75 cm® anvandes och
varje hal i botten av brunnarna tacktes med en bit papper. Brunnarna fylldes



med 30 mL Vermikulit® och 15 mL faltjord. Froet placerades pa ytan av jorden
i varje brunn och 200 pL konidieldsning droppades pa frona. Atta fron per
sporkoncentration, anvéndes i forsoket. Sedan tacktes frona med 7,5 mL
kalcinerad lera (lkasorb® 1030). Plantorna vattnades varannan dag med
vanligt, ogodslat kranvatten. Plantornas uppkomst kontrollerades vartefter
forsoket fortlopte.

Efter fem veckor togs plantorna upp for analys. Jorden tvattades av med vatten
och véaxterna sorterades efter koncentrationsgrupp. Sjukdomssymptomen
bedémdes med hjélp av en skala med 5 symptomkategorier lik den som
anvéndes i Hutzenlaubs (2010) forsok (Tabell 3).

Tabell 3. Symptomforklaring och motsvarande gradering.

Symptomsgradering Symptom

Frisk planta

Latt missfargning pa strabas och rotter

Medelsvar missfargning pa strabas och rotter

Svar missfargning pa strabas och rotter

Plantan vaxte med klart retarderad tillvaxt och dog
under 5-veckorsperioden

5 Plantan dog innan uppkomst, troligen orsakat av F.
graminearum

H WNE=O

De ovanjordiska véxtdelarna Kklipptes loss fran rotterna och lades i
aluminiumlador for torkning i torkskdp i 55 °C. Vixterna vagdes inte
individuellt utan sorterades efter koncentrationsnivaer. Efter 3 dagar vagdes
vaxtdelarna. Varje lada vagdes med de torkade véaxtdelarna i och sedan vagdes
ladan tom.

Medelvarden och standardavvikelser beraknades med Microsoft Excel fran
sjukdomsklassningen for utveckling av strabasréta hos vaxter inom respektive
koncentrationsgrupp.

Resultat

Symptomen avlastes fran strabasen och rotterna narmast froet och graderades
utifran symptomsgraderingen (Tabell 4).

Tabell 4. Symptomsgraderingar fran samtliga koncentrationsgrupper.

Vaxt 0 (kontroll) 2 * 2 * 2 * 2 * 2 *
nr. /mL 10'/mL  10*/mL  10*)/mL  10*/mL  10°/mL
1. 0 - 1 1 1 1

2. 1 0 0 0 0 3

3. 0 0 0 1 0 1

4, 0 0 0 1 1 -

5. 0 0 0 1 2 3

6. 0 0 0 1 2 2

7. 0 0 0 1 1 2

8. 0 0 1 1 1 1




Ett medelvarde av symptomsgraderingarna inom varje koncentrationsgrupp
berdknades samt standardavvikelser.

Medelvarden av symptomsindex
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Figur 1. Medelvarden av symptomsindex for de olika koncentrationsnivaerna
(medeltstandardavvikelse, n=8).

Figur 1 visar hur symptomen o6kar med 6kad konidiekoncentration. Gruppen
med hdgsta konidiekoncentraion fick hdgsta medelvérde och symptomen 6kade
med konidiekoncentrationen.

Tabell 5. Koncentrationsgrupper och deras motsvarande torrvikt pa
ovanjordiska vaxtrester.

Koncentrationsgrupp Torrvikt vaxtrester Torrvikt medelvirde per

(gram) planta (gram)
0 2,17 0,27
2 *10! 1,56 0,22
2 * 10? 1,57 0,20
2 *10° 1,51 0,19
2 * 10° 1,80 0,22
2*10° 1,55 0,22




Vikt medelvarde torrvikt/vaxt

0,3

0,25 -

0,15
0,05
O .

2*¥10M  2*1072 2%*10°3  2*10M  2*1075
Konidiekoncentration (antal/mL)

o
N
!

Vikt (gram)

o
=
I

Figur 2. Torrvikt  (medelvarde per planta) fran de olika
koncentrationsgrupperna.

Kontrollen hade stérst torrvikt (medelvarde per planta) och 2 * 10° hade lagst
uppmatt vikt. Alla skott fran en koncentration vagdes tillsammans och det ar
darfor det inte finns nagon variation.

Diskussion

Denna studie utvarderar ett biotest for forhallandet mellan inokulumdos och
respons i form av sjukdomsutveckling av strabasrota orsakad av F.
graminearum. Manga tidigare beskrivna biotest har gjorts med inokulum fran
grasfron istéllet for konidiesuspension.

Fran medelvardena av symptomindex syntes en trend att ju hogre koncentration
desto fler plantor med symptom och med véarre symptom. Inga plantor nadde de
tvda hogsta symptomnivaerna. Om testet utokades med annu hogre
koncentrationsnivaer skulle symptomen troligen forvarras ytterligare och ge en
tydligare trend.

Kontrollplantorna hade stérst torrvikt men ingen tydlig trend for minskning av
torrvikt ju hogre koncentration syntes i forsoket. Aven hér skulle en 6kning av
koncentrationsnivaer kunna ge en tydligare trend.

En mojlig felkdlla var att under vecka 3 av forsoksperioden drabbades
plantorna av ett bladlusangrepp. Huruvida angreppen paverkat resultaten eller
inte ar inte undersokt. Bladldssen behdvde inte i sig paverkar resultatet direkt,
men plantorna kan bli forsvagade och da mer mottagliga for patogenen. Detta
kan da ge missvisande resultat.

En véxt ur kontrollgruppen visade symptom som liknade strabasrota trots att
inga konidier tillsatts i denna behandling. Detta kan ha flera orsaker.
Utséadesburna sjukdomar kan ha funnits i de planterade kéarnorna eller sa kan
andra jordburna patogener f6ljt med jorden fran faltet.

Tva fron grodde inte alls. Detta berodde troligen pa bristande grobarhet hos
frona och inte av patogenen da frona inte visade antydan till att ha grott.
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| Knudsen et al. (1999) forsok anvande de en metod dar de drankte frona i
konidiesuspension i 30 minuter innan de saddes. Detta gor det svart att uttala
sig om konidiekoncentrationen och att alla fron blir lika mycket smittade. |
detta biotest droppades I6sningen pa frona och sannolikheten att varje fro far
lika stor koncentration vid behandlingen blir storre.

Rekommendationer

Detta biotest ger ett relativt snabbt resultat och ar enkelt att utféra. Férutom
vattningen kravs inget annat underhall under tillvaxtperioden och det &r billigt
att genomfora.

En nackdel &r att i detta test finns en naturlig variation mellan plantorna. Det
gar inte att forvanta sig att samma material ska ge samma resultat vid upprepad
matning som vid till exempel pH-matning. For att fa ett sakrare medelvarde
skulle antalet plantor per koncentrationsniva kunna dkas om ekonomin tillater.

En annan nackdel med detta biotest ar symptomsavlasningen. Da symptomen
avléses och graderas okulart av endast en person kan resultatet bli missvisande.
Bedomningen blir subjektiv d& plantorna 1dg uppdelade i respektive
koncentrationsgrupp vid avlédsningen. Detta skulle kunna forbattras med ett
blindtest. Okular avlasning med blindtest tar inte s& mycket langre tid och
behaller de andra fordelarna med detta biotest. For ett sakrare resultat skulle
flera personer beddma plantornas symptom och pa sa satt fa fram ett
medelvérde av graderingarna.

Ytterligare en nackdel ar att plantorna kan paverkas av andra faktorer under
tillvaxten pa 5 veckor.

En fordel med konidiesuspension ar att det gar att bestdmma det exakta antalet
konidier som finns. Dock gar det inte att se hur manga av dessa som é&r
livskraftiga. Om konidierna sprids ut pa en agarplatta gar det att kontrollera hur
manga som lever och pa sa vis minska detta problem.

De storsta nackdelarna beror pa sjalva analysen av resultaten. Om detta
forbéttras ar biotestet en bra, billig och relativt snabb metod.
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