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Abstract

The genetic diversity and population structure of Puccinia coronata, the pathogen causing
crown rust on oats, was investigated in Sweden. The aim of the study was to to evaluate the
importance of sexual reproduction. The purpose of the study is to contribute in developing
methods for integrated pest management in oats.

Six oat fields were sampled in the late summer of 2009 and 2014. A population study was
carried out on Swedish samples with the help of microsatellites developed for American
isolates. Out of 37 different markers tested 12 were selected for this study and 108 samples
were successfully analyzed. All sampled individuals were genetically different, no clones
were found, which indicates a large genetic variation. The largest variation was discovered
within the different fields but an indication of some population structure was found.

The hypothesis that the presence of common buckthorn, Rhamnus cathartica, the alternative
host of crown rust, contributes to the large genetic diversity in P. coronata was confirmed.
The eradication of buckthorn as an alternative host would prevent the sexual reproduction of
P. coronata by preventing the completion of its life cycle. This will, however, not prevent
spores from southern locations in Europe to travel by wind and infect Swedish oat fields.

There is very little research done on alder buckthorn, Rhamnus frangula, and its role as an
intermediate host for the type of crown rust that attack oats. Before a possible eradication of
common buckthorn is implemented, future studies should be performed to test the ability of
crown rust on oats using alder buckthorn as its intermediate host. If that is the case then crown
rust would still be able to reproduce sexually even though common buckthorn is not present.



Sammanfattning

Den genetiska diversiteten och populationsstrukturen hos svenska individer av Puccinia
coronata, vilken orsakar kronrost i havre, undersoktes for att utreda hur viktig den sexuella
reproduktionen &r hos arten. Syftet med studien var att bidra till utvecklandet av integrerade
vaxtskyddsmetoder for havre.

Provtagning skedde i sex havrefalt i mellansverige under sensommaren 2009 och 2014. En
populationsstudie utférdes pa svenska prover med hjalp av mikrosatelliter utvecklade for
amerikanska isolat. Utav 37 genetiska markdrer anvandes 12 i denna studie for att analysera
genotyper fran 108 olika prov. Samtliga insamlade prover var genetiskt unika vilket tyder pa
stor genetisk variation. Den storsta variationen fanns inom de olika falten men en viss tendens
till lokala populationer hittades.

Hypotesen att getapel, Rhamnus cathartica, kronrostens alternativa vard, bidrar till en stor
genetisk diversitet hos P. coronata bekraftades. Avldgsnandet av getapel som mellanvéard
skulle forhindra sexuell reproduktion av P. coronata och darmed mojligheten for svampen att
genomga sin livscykel. Detta kan dock inte forhindra att sporer blaser in fran varmare delar av
Europa och infekterar havrefalten i Sverige.

| dagsléaget finns véldigt lite forskning om betydelsen av brakveds, Rhamnus frangula, roll
som alternativ vérd for den typ av kronrost som angriper havre. Innan ett eventuellt
avlagsnande av getapel utfors bor det undersokas om brakved kan vara alternativ vard for den
typ av kronrost som angriper havre. Detta skulle innebdra att kronrosten kan reproducera sig
sexuellt trots att nagon getapel inte finns tillganglig.



Ordlista och férkortningar

HWE - Hardy Weinberg ekvilibrium, alternativt Hardy Weinberg jamvikt. En population som
befinner sig i HWE behaller bade allel- och genotypfrekvenser fran generation till generation
utan paverkan av evolutionara processer, sasom t.ex. mutationer eller naturligt urval. Det
antas rada slumpmassig sexuell reproduktion inom populationen (Freeland et al., 2011).

Formae specialis, plural speciales, forkortat f.sp. — Grupp av raser hos en patogen som
endast kan infektera en viss typ av véardvaxt (Agrios, 2004).

Genflode ”gene flow” — Process dar gener dverfors mellan tva geografiskt skilda
populationer (Agrios, 2004).

Fitness — Formagan hos en organism att dverleva och reproducera sig.

Mikrosatellit — Aven kallade SSR, simple sequence repeat. Upprepande DNA-segment
mellan 1-5 baspar dar antal upprepningar skiljer sig mellan individer. Detta gor det mojligt att
kartlagga en populations genotyper (Jarne & Lagoda, 1996).

PCR — Polymerase Chain Reaction.

DNA — Deoxiribonukleinsyra, bar genetisk information.

Meios — Celldelning dar konsceller bildas och antalet kromosomer halveras.

F\s - inbreeding coefficient, inavelsindex.

Fst — fixation index, fixeringsindex.

IPM — Integrated Pest Management, Integrerat vaxtskydd. Bestammelser om en mer hallbar
anvandning av kemiska bekdmpningsmedel inom jordbruket (Jordbruksverket, 2014a).



Innehallsforteckning

INTFOAUKTION. ...t ettt nas 1
LitteraturgenOmMOANG .......cccceoviveveieiiitetetee ettt sttt ettt s ettt s e st bebere s 2
L0 1] (01 SRR T PP RTPRR PSRRI 2
Y10 ] USSP 2
SPIIANING ..ttt bbbttt bbbt 3
KemisK DEKAMPNING .......uiiiiiiccece et re e aeaneenreas 4
Ras 0Ch fOrmae SPECIAIES .........cveiiiee e 4
HAVIE (AVENEA SALIVA) ....c.eeeieeiieiieieieete stttk nb bbbt 4
Getapel (Rhamnus CathartiCa) ...........cccccveveiiiiicie e 4
oo F Lo 1] o] ] [o] o OSSR SPORRRSI 5
Definition av POPUIALIONET ..o 5
Material OCh MELOTET .......cc.iiiiieicee e 6
PIOVEAGNING c.vveivieie ettt s et e et et e e e s ae et e eseesbeeteenaesreesreeneeareenteaneenreas 6
MIEKFOSALEIIITEN ...ttt e et e neesreenteeneenreas 6
AANAIYS...cc ettt et e ae e te e e reereereenreans 8
RESUITAL ...ttt ettt et et e b e n e n e s 11
MiIKrOSAtellItMArKOIEr ... ..cvi et enes 11
PIOVIESUITAL. ......eeveiee ettt bbb n e e e neas 12
POPUIALIONSANAIYSEN .......eveeee et r e re e 13
D1 057 o o SR 15
SIUTSALSEE ...ttt ettt sttt e s e s e e s e et benbesbeebeereeneeneeneas 18
L= T3 0 o ISP URPRPRRRRPIN 19



Introduktion

Kronrost, orsakad av svampen Puccinia coronata, ar i vissa delar av landet ett stort problem
for havreodlingen. Rosten kan vissa ar minska skordar avsevart bade vad galler kvalitet och
kvantitet medan andra ar ar nast intill fria fran infektion i falt (Lerenius, 2000). Kronrost ses
globalt som en av de stérsta och viktigaste sjukdomarna pa havre, Avena sativa, och vallgras
daribland olika svinglar och rajgréas (Wallenhammar, 1998; Agrios, 2004; Liu & Hambleton,
2013). Man raknar med att Puccinia-rostsvampar star for 10 % av den totala forlusten
spannmal i varlden varje ar (Agrios, 2004). Nér P. coronata infekterar havre far grodan farre
fron per planta, samre kvalitet genom en lagre tusenkornsvikt och lagre proteininnehall
(Qaderi et al., 2009).

En av anledningarna till kronrostens framfart &r dess mojlighet att slutféra den sexuella delen
av livscykeln pa getapel. Detta gor att livscykeln kan fullféljas, vilket 6kar den genetiska
diversiteten hos patogenen (Simons, 1979; Qaderi et al., 2009; Dracatos et al., 2010). Detta
gor att kronrosten hela tiden har chans att utvecklas i forhallande till de havresorter som tas
fram.

Studien anvander mikrosatelliter som utvecklats av Dambroski och Carson (2008) pa
amerikanska isolat av P. coronata. Dessa testas sedan pa svenska prover i hopp om att nagra
ska vara anvandbara. Med hjélp av denna metod kan det faststallas om kronrosten &ar sexuell
eller klonalt reproducerande, dvs. hur lika eller olika individerna &r varandra. Dessutom ger
det en bild av hur stor genetisk diversitet som finns inom populationerna och en indikation till
hur de ar spridda i landet.

For att kunna bekampa en patogen maste man forst forsta dess biologi. Syftet med arbetet ar
darfor att granska populationsbiologin hos svampen som orsakar kronrost pa havre, P.
coronata, for att oka forstaelsen for biologin hos patogenen. Detta kan bidra till utveckling av
integrerade bekdmpningsmetoder (IPM).

Fragestallningar som ska besvaras i arbetet ar:
1. Ar getapel viktig for den genetiska variationen av P. coronata, svampen som orsakar
kronrost pa havre, i Sverige?
2. Skiljer sig populationer av P. coronata at i olika delar av mellansverige?
3. Hur skiljer sig populationen at pa ett falt efter en femarsperiod?

Hypotesen som arbetet utgar ifran ar att getapel ar viktig for att kronrosten ska kunna
genomga sin livscykel.

Avlagsnandet av getapel som mellanvard skulle forhindra bade sexuell reproduktion av P.
coronata men &ven mojligheten fér svampen att genomfora sin livscykel.

En avgransning som gjorts for studien &r att olika raser av havrekronrost (P. coronata f.sp.
avenae) inte kommer att behandlas.



Litteraturgenomgang

Kronrost

Kronrost orsakas av svamppatogenen Puccinia coronata Corda som &r en basidiomycet
(Agrios, 2004) av ordningen Pucciniales, tidigare Uredinales (Szabo & Aime, 2008). Namnet
kronrost kommer fran svampens karaktaristiska teliosporer som har en slags utskjutande del
pa den Gversta cellen i sporen (se Figur 1) vilket skulle kunna jamforas med en krona (Liu &
Hambleton, 2013). P. coronata ar en vardskiftande patogen vilket innebér att den maste véxla
mellan tva vardar for att kunna genomfora sin livscykel. Detta har lange varit kant och
kronrosten véxlar mellan olika grasarter och bade getapel, Rhamnus. cathartica, och brakved,
Rhamnus frangula (Melhus & Durrel, 1919). Dock finns det inga tydliga bevis for att brakved
ar mellanvérd for de formae speciales av kronrost som angriper havre.

Generellt for rostsvampar, och som galler dven for P. coronata, ar att de bade tar naring fran
plantan och forstor bladytan vilket leder till en minskad méjlighet till fotosyntes. Aven
minskad rottillvéxt, okad respiration och forflyttning av naringsamnen fran véxten till
svampen ar faktorer som alla paverkar skordemangd och kvalitet (Agrios, 2004).

Alla rostsvampar &r obligata parasiter, vilket for rosten innebar att den behover levande
vavnad for att kunna véxa och reproducera sig (Agrios, 2004). | kronrostens fall ar det dess
teliosporer, vintersporer, som kan 6verleva pa vallgras eller skorderester. Liu & Hambleton
(2013) fann att P. coronata som angriper havre aven angriper vissa vallgras sasom t.ex.
rorsvingel (Festuca arundinacea) och engelskt rajgrés, (Lolium perenne). Detta forklarar hur
kronrosten kan dverleva vintern i Sverige antingen pa vildvuxna gras eller i en flerarig vall.
Angrepp av kronrost &r oftast varst mot slutet av sommaren och darfor kan en sen gréda vara
extra utsatt (Jordbruksverket, 2012a).

Livscykel

Det &r rostens urediniosporer, sommarsporer, som bildar de orangegula pustlarna och ocksa
sjalva sjukdomen. Det ar &ven dessa som bildas i den klonala delen av livscykeln
(Wallenhammar, 1998) och bidrar till de stora angreppen under véaxtsdsongen. Den
infekterade plantan ser orangeprickig ut av pustlarna som bildas framst pa plantans blad.
Genom att reproducera sig klonalt bidrar urediniosporerna till att infektion kan ske om och
om igen utan en sexuell forokning (Nagarajan & Singh, 1990). Da teliosporer, vintersporer,
utvecklas uppstar en svart kant runt de orangea pustlarna vilket ger kronrosten dess
karaktéristiska utseende (Wallenhammar, 1998). Det ar ltt hant att kronrosten forvaxlas med
svartrost under sommarsporstadiet da bada angrepp ar orangegula i fargen (Jordbruksverket,
2012a). Dock sker svartrostangrepp framst pa plantans stra och da teliosporer utvecklats &r det
lattare att sarskilja de tva rostsvamparna (Wallenhammar, 1998). I teliosporerna sker meiosen,
dvs. rekombination, och de sporer som 6éverlevt vintern, antingen pa skorderester eller andra
grasarter, gror och bildar sa kallade basidier. Dessa sprider i sin tur basidiesporer som ska
infektera getapel men sporerna har svart att transportera sig over langre strackor sa det maste
finnas en vard inom en relativ narhet (Elander & Pettersson, 2000). De sporer som lyckas
infektera getapel bildar sa smaningom ett pyknium pa bladets ovansida och det ar dar den
sexuella reproduktionen sker via sa kallad plasmogami. Déarefter tranger hyfer igenom bladet
och pa undersidan bildas sedan det som kallas skalrost, aecium. Harifran sprids sedan
aeciosporerna som kan infektera havre och andra gréasarter (Wallenhammar, 1998; Elander &
Pettersson, 2000).



Spridning

Rostsporer kan fardas stora avstand med hjélp av bade vind, faglar, bilar och flygplan.
Nagarajan & Singh (1990) sammanstallde information om majliga spridningsvagar for
rostsporer dver hela varlden. Har konstateras att strasadesrost kan fardas langvaga till
Skandinavien fran lander som Marocko i vastra delen av Europa och Rumanien eller Turkiet i
de 6stra delarna. Detta bor aven kunna gélla for kronrostens sporer. Dock ar det troligare att
det just i de fallen r6r sig om rost som angriper vete da havre inte odlas dar i samma
utstrackning. Andra exempel pa spridning av sporer 6ver extrema avstand dr ”Puccinia
pathway” i USA dér rostsporer, inklusive P. coronata, sprids fran de sodra delarna av landet
till de norra dér de infekterar havrefélt (Dambroski & Carson, 2008). Nér det nordliga
klimatet sedan blir for ogynnsamt i norr kan sporer istallet spridas soderut dar de kan
overvintra (Nagarajan & Singh, 1990). Denna slags vindspridning sker dock oftast successivt
genom att falt infekteras pa vagen och sedan producerar mer urediniosporer som kan spridas
vidare (Elander & Pettersson, 2000).

Aecium (skalrost) :

Aeciosporer

Sommar

Urediniosporer @

Basidier Teliosporer
Vinter

Figur 1. Livscykel for P. coronata. (1) Urediniosporer bildas pa havreplantor och producerar i sin tur fler
urediniosporer som kan infektera fler plantor. (2) Teliosporer bildas runt pustlarna pa havren. (3) Basidier bildas
da teliosporerna gror pa véren och basidiesporerna infekterar getapel. (4) Pyknium bildas p& ovansidan av bladet
och det &r dar den sexuella forokningen slutfors for att sedan dverga till Aecium, skélrost, pd undersidan av
bladet. (5). Aeciosporer bildas och infekterar havreplantor. Ritat av J. Térngren efter (Elander & Pettersson,
2000).




Kemisk bekampning

Den kemiska bekampningen av bade svartrost och kronrost sker i dagslaget med liknande
preparat (Jordbruksverket, 2012a; b). Daremot sker inte alltid en bekdampning da angreppen
ofta anses vara for sena pa sasongen for att 16na sig. Vissa preparat kan aven férsena
avmognaden hos grodan. Lonsamheten av en kemisk behandling &r svar att uppskatta och
heller inte alltid garanterad (Mellgvist, 2007) utan maste géras med hansyn till radande pris pa
bade havre och bekdmpningsmedel. Nagon egentlig bekampningstroskel finns inte utan
begynnande angrepp géller som riktvarde for en eventuell behandling och tidpunkten for
bekampning &r da vippan precis ar framme (Jordbruksverket, 2012a).

Ras och formae speciales

P. coronata delas upp i olika formae speciales. Denna term definieras som en grupp av raser
hos en patogen som endast kan infektera en viss typ av vardvéxt (Agrios, 2004). Enras &r i
sin tur en grupp inom arten som specialiserar sig pa en viss typ av vard. | detta fall en grupp
av patogener som angriper en viss typ av groda (Agrios, 2004). Elander & Petterson (2000)
sammanstallde information om 21 olika f.sp. och dess respektive rapporterade vardvéxter.
Den f.sp. som angriper havre benamns, P. coronata f.sp avenae. Just denna f.sp. har dven
rapporterats angripa andra grasarter vilket innebdar att havre inte &r det enda gréset som rosten
potentiellt kan 6verleva pa (Liu & Hambleton, 2013).

Havre (Avena sativa)

Under 2014 odlades runt 164 000 hektar havre i Sverige att jamféra med den totala
spannmalsproduktionen pa ca 1 miljon hektar. Den dvervagande andelen odlas i Véastra
Gotalands 1an dar hela 61 000 hektar odlades under 2014. Detta kan jamféras med
Vastmanlands 1&n som odlar nést mest havre i landet med 14 000 hektar havre under 2014
(Olsson, 2015).

| Sverige sas havre pa varen och skordas pa sensommaren. Detta innebér att kronrosten maste
infektera och reproducera sig under den héar perioden eftersom den endast kan éverleva och
reproducera sig pa levande vardplantor. (Jordbruksverket, 2015). I lander som t.ex.
Storbritannien odlas dven vinterhavre vilket sas pa hosten eller vintern och skordas
néstkommande host. Detta ger ett storre fonster for infektion under sommaren och &ven en
storre chans for rosten att dverleva vintern (Impey, 2014). Da kronrost utvecklas relativt sent
pa sasongen angrips sent mognande havre varst. En viktig atgard for att minska rostens
framgang ar darfor att forsoka fa en tidigt mognande gréda (Jordbruksverket, 2015). | svenska
sortforsok finns exempel pa sorter som visat pa hog motstandskraft mot kronrost. Dessa &r
framst Cilla, Symphony och Ivory. Av dessa tre &r det dock endast Symphony som i
sortforsoken gett en avkastning storre an referensnivan (Larsson, 2013).

Getapel (Rhamnus cathartica)

Getapel ar mellanvard for P. coronata f.sp. avenae, vilken orsakar kronrost pa havre.
Eftersom den sexuella reproduktionen hos P. coronata slutfors pa getapel ar den viktig for
den genetiska diversiteten hos kronrost (Simons, 1979; Qaderi et al., 2009; Dracatos et al.,
2010). Qaderi et. al (2009) redogjorde for en rapport dar infektion av P. coronata
inventerades i Ontario, Kanada. Dar fann man att nastan alla havrefalt som var kraftigt
infekterade av kronrost kunde spéras till narliggande populationer av getapel. Aven i de fall
dar endast en, stor buske fanns i narheten var infektionen i narliggande falt “mattligt-stor”.
Vidare sag man att férekomsten av getapel kunde paskynda infektionen av havrefélt med upp
emot 2-4 veckor, darefter var kallan for infektion vindburna urediniosporer séderifran (Qaderi
et al., 2009). Aven Wallenhammar (1998) rapporterade att narvaron av getapel bidrog till en
tidigare infektion av havrefalt. Angreppet dgde da rum innan vippgang, alltsa innan DC 51
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(Jordbruksverket, 2014b). Sena angrepp kan tankas ske runt DC 76, dvs. vid mjolkmognad
(Lerenius, 2000). Enligt Berlin (2012) kan, nar urediniosporer inte 6verlever vintern, narvaron
av en mellanvard gora lokala populationer av svartrost mer permanenta. Detta eftersom
livscykeln aldrig avbryts. Detta resonemang bor kunna appliceras dven pa kronrost.

| en rapport fran Jordbruksverket (2004) namns getapel som en av manga viktiga arter for
bibehallandet av vildbin (solitarbin och humlor) i jordbrukslandskapet. Busken bidrar dar
bade med nektar och pollen till vildbin och andra insekter men dven med bar till fagellivet.

Bild 1. Getapel, R.cathartica (Lindman, 1970). Bild 2. Brakved, R.frangula (Lindman, 1970).

Populationsbiologi

Populationsbiologi behandlar de processer som paverkar en viss population. Inom
vaxtpatologi ar detta intressant eftersom storre skador pa grodor ofta orsakas av hela
populationer av en viss typ av patogen, inte enskilda individer (Macdonald, 2004). Det ar
darfor viktigt att forst forsta en organisms populationsbiologi for att sedan kunna bekampa
den. Kopplat till populationsbiologin &r ocksa epidemiologin som inom véaxtpatologin
beskriver hur angrepp utvecklas. Fokus ligger pa fysiska faktorer sasom hur snabbt
populationer blir storre och hur de ror sig inom falt, i kronrostens fall via sporer, men dven pa
biologiska processer sasom t.ex. sporproduktion (Macdonald, 2004).

Definition av populationer

Hur en population definieras behdver inte vara helt sjalvklart. Ofta handlar det om individer
av samma art inom ett visst geografiskt avgransat omrade dar en sexuell férékning sker
(Freeland et al., 2011). Dock kan det finnas andra faktorer &n bara geografiskt avstand som
forsvarar faststallandet av olika populationer. Exempel pa sadana kan vara att individerna
reproducerar sig bade sexuellt och asexuellt, dvs. via klonal férokning. Det kan da bli svart att
uppskatta populationens storlek och antalet unika individer. En annan faktor som kan paverka
ar tiden, da olika individer i en population kan befinna sig i olika stadier i livscykeln kan
populationsstorleken feltolkas (Freeland et al., 2011).



Material och metoder

Provtagning

Havreblad infekterade med P. coronata insamlades fran tre havrefalt under augusti manad
2014. Provtagningsplatserna var Ingvasta utanfér Uppsala, Gransbo utanfoér Sala och Litslena
utanfor Enkdping. Ytterligare en provtagning fran faltet i Ingvasta dgde rum redan under
sommaren 2009 och samma plats valdes for provtagning dven 2014 for att fa en tidsaspekt pa
jamforandet av genotyper (Figur 2).

Figur 2. Sverigekarta 6ver provplatser. (1) Ingvasta 2014; (2) Sala 2014; (3) Enkdping 2014; (4) Ingvasta 2009;
(5) Klostergarden 2009; (6) Soderkoping 2009.

Féltet i Ingvasta var 2009 rikligt infekterat. Ar 2014 var faltet méttligt infekterat men relativt
jamnt fordelat dver faltet och prover gick att ta i nastan alla provrutor. Provplatsen utanfor
Sala var flackvis mattligt infekterad och vissa provrutor var fria fran infektion. I Litslena var
infektionen mer begransad och stora delar av faltet bestod av liggsad vilket forsvarade
provtagning avsevart. | Klostergarden 2009 var faltet flackvis infekterat medan Soderkdping
saknar data om infektionsgrad.

Provtagning skedde utifran ett forutbestamt rutmonster dar 3 x 10 punkter provtogs.
Avstandet mellan bade provrader och provpunkter var 10 m vilket resulterade i ett 300 m?
stort provtagningsomrade per falt. Vid varje provpunkt togs 1-5 infekterade blad beroende pa
forekomst. Bade uredinio- och teliosporer samlades in eftersom utvecklingen av sjukdomen i
de olika falten var olika langt gangen. Pa vissa provpunkter patraffades inga infekterade
plantor och darmed kunde inga prov tas pa de punkterna. Blad med pustlar férvarades enskilt i
vikta papper for att forhindra kontamination mellan prov.

Mikrosatelliter

DNA extraherades genom att provror fylldes med 8 stycken 2 mm glaskulor och en knivsudd
diatomaceous earth. Tillsammans med 6 cm torkade havreblad placerades en pustel fran P.
coronata sedan i provroret. Da endast en pustel skulle avlagsnas fran ett havreblad anvandes
stor forsiktighet for att se till att enbart en individ hamnade i provet. Vidare extraktion skedde
med hjalp av OmniPrep-kit (Genotech) enligt tillverkarens instruktioner for extraktion av



svamp-DNA. DNA-koncentration méttes med hjalp av spektrofotometri (ND-1000;
NanoDrop) och proven spaddes darefter utifran resultatet till en koncentration av 20 ng/pl.

For att kunna konstatera att proverna innehdll DNA fran just Puccinia spp. utfordes en PCR-
reaktion, Polymerase chain reaction, dar rostspecifika primrar anvandes, ITS1rustF10d och
StdLSUR2a (Barnes & Szabo, 2007). PCR-reaktionen utférdes med en master-mix dér 2 pl
DNA-prov blandades med 8 pl mix (Tabell 1). PCR-programmet som anvandes var
denaturering vid 94°C i 5 minuter, 30 cykler med 94°C i 30 sekunder, 55°C i 30 sek, och
72°C i 30 sek och slutligen 72°C i 7 minuter. Syftet med de specifika primrarna var att
sakerstalla att DNA:t i proverna kommer fran rostsvampar. Fyra olika kronrostprover
anvandes tillsammans med en positiv kontroll, i form av P. coronata, och en negativ kontroll i
form av svartrost, Puccinia graminis. Da svart- och kronrost tillhor samma slakte och bada
dessutom angriper havre blir detta en mycket lamplig negativ kontroll.

Tabell 1. Master-mix for PCR for att sakerstalla DNA fran rost. Slutlig koncentration och volym for
komponenterna.

Komponent Koncentration Volym
H,0 - 4,5 ul
Dream Taq Buffer - 1,0 ul
dNTP 0,02 mM 1,0 pl
TS1rustF10d (Primer) 0,2 uM 0,4 ul
StdLSUR2a (Primer) 0,2 uM 0,4 ul
MgCl, 2,75 mM 0,6 pl
Dream Tag DNA Polymeras 0,05 U/l 0,1 pul

En elektrofores utfordes pa agarosgel for att kunna konstatera att PCR-reaktionen fungerat
och att proverna innehdll DNA ifran P. coronata. Da DNA fran kronrost pavisades och den
negativa kontrollen inte gav resultat kunde det konstateras att proverna var anvandbara.
Dérefter testades flera olika mikrosatelliter utvecklade av Dambroski och Carson (2008).

Markéorerna delades upp i par for att storleksskillnaden i baspar skulle vara sa stor som mojligt
och pa sa vis underlatta en multiplex-reaktion. Detta innebar att tva markdrer som analyseras
samtidigt, i samma provror, gar att analysera utan att resultaten blir otydliga. Fordelen med
detta ar att det spar bade tid och pengar. Markaorerna bestalldes infargade med fluorescenserna
FAM respektive HEX. Amplifiering av DNA skedde i en PCR-reaktion dér 2 ul prov
blandades med 7,75 pl PCR-mix, en sa kallas master-mix (Tabell 2).

Tabell 2. Master-mix for PCR for mikrosatellitmarkérerna. Slutlig koncentration och volym fér komponenterna.

Komponent Koncentration Volym
H20 - 3,5ul
Phusion HF Buffer - 2 ul
dNTP 2mM 0,08 mM 0,4 ul
Primer (forward) 10 pmol/ul 0,5 uM 0,25 pul
Primer (reverse) 10 pmol/ul 0,5 uM 0,25 ul
Bovine serum albumin 10 mg/ml 0,2 pg/puL 1l
Phusion Hot Start 1l Polymeras 2 U/ul 0,2 U 0,1 pl




PCR-programmet som anvéndes var denaturering vid 98°C i 5 min, 32 cykler med 98°C i 30
sekunder, 60°C i 30 sek, och 72°C i 30 sek och slutligen 72°C i 10 minuter.

Samtliga prover analyserades med hjalp av kapillar elektrofores pa SciLife Lab i Uppsala i en
ABI3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems) for att sedan tolkas med hjélp av
mjukvaran PeakScanner (Applied Biosystems). | de fall dar resultat fran fler an fyra
mikrosatelliter saknade resultat fran ett prov, har det provet tagits bort fran analysen.

Analys

For att forsoka fa klarhet i om det fanns nagon och i sa fall hur populationsstrukturen sag ut,
analyserades resultatet med flera olika analyser. Innan nagon analys genomfordes gjordes
dock en kontroll dar kloner togs bort fran datan for att undvika missvisande analyser. En klon
ar en genotyp med samma allelstorlekar som en annan genotyp, fér samtliga loci. For att
undvika att vissa alleler blir 6verrepresenterade tas en av dessa da bort. Denna kontroll
gjordes for fyra olika definitioner av populationer: falt, sort, ar och alla individer i samma
population.

FOr att utvardera hur bra de valda mikrosatelliterna var, analyserades om markorerna var i
Hardy-Weinberg ekvilibrium (HWE). Alla prov antogs tillhéra en och samma population och
darefter berdknades observerad och forvantad heterozygositet, H, respektive He, samt dess
standard error, S.E. Aven ett Chi-tva-test utfordes och detta i syfte att se om markérerna var i
Hardy-Weinberg ekvilibrium, HWE. Analyserna utfordes i Genalex 6.501 (Peakall &
Smouse, 2006) vilket ar en add-in i Excel.

Proven delades sedan upp efter respektive féalt och dessa antogs sedan vara enskilda
populationer for resterande analyser. Antalet prov (N) dividerat med antalet genotyper (G)
kalkylerades och visade hur stor den genotypiska diversiteten var (Tabell 4). Antalet alleler
samt allelfrekvens beriknades vilket ger en uppfattning om diversiteten hos proverna. Aven
har berédknades H,, och He samt deras standardavvikelser.

Den genetiska skillnaden mellan populationerna bedémdes med hjalp av fixation index, Fs
samt AMOVA, Analysis of molecular variance, vilket sdger hur den molekyl&ra variationen
ter sig mellan och inom populationerna.

Fis-analys anvandes for att undersoka om klonal, asexuell, forékning sker och indikerar om
antalet heterozygoter minskar i antal.

F\s berdknas:

He'Ho
He

Fis=

dar He ar den forvantade heterozygositeten och H, ar den observerade heterozygositeten for
underpopulationen, i det hér fallet féalt, under HWE.

Jamforelse av parvisa Fst-vérden ger en inblick i hur populationerna skiljer sig at genetiskt.
Fst beréknas:

HT'He
Hr

Fsr=



dar He ar densamma som i Fis-ekvationen och Hy ar den férvantade heterozygositeten hos den
totala populationen, dvs. alla prov i samma population.

Genetiska monster visualiserades med hjalp av en PCoA (Principal coordinate analysis)
vilken baserades pa det beraknade genetiska avstandet mellan populationerna

Ett Manteltest (Diniz-Filho et al., 2013) utfordes for att undersoka om den genetiska
skillnaden korrelerar med den geografiska skillnaden, det fysiska avstandet. Testet baseras pa
den beréknade genetiska skillnaden mellan varje prov och utférdes pa proven 2009 for sig,
respektive 2014 for sig. Samtliga av dessa analyser utfordes med hjalp av Genalex 6.501.

Slutligen undersoktes om det fanns nagon populationsstruktur med hjalp av programmet
Structure 2.3.4 (Pritchard et al., 2000). Populationerna antogs vara i Hardy-Weinberg
ekvilibrium och allelerna oberoende av varandra. En ”burn-in” pa 300 000 iterationer foljt av
500 000 iterationer anvéndes. Antalet kluster (K) som testades var 1 till 12 och varje K
upprepades tre ganger. Detta visar antalet genotypgrupper som de olika populationerna
harstammar ifran och pa sa vis vilka som har gemensamma forfader.



Tabell 3. Egenskaper hos markorer utvalda for studien (Dambroski & Carson, 2008), antalet funna alleler och dess storleksspann i studien.

Locus (Genbank #) Repeats Primersekvens (5" - 3") Antal alleler  Storlek (bp)  H, He P

PcaSSRA04 (EU056734) (GA)15 F: CGGATTGGAGAGTCGGTAGA 7 223-241 0971  0.734 0.0003
R: CCTTCAAAGAGGGCACTCAC

PcaSSRA59 (EU056540) (CA)ss F: TTCACAGTCACCCATCAACAA 5 143-151 0914  0.682 0.0034
R: TCGAATACTCGTCCGTTTACC

PcaSSRAG6 (EU056541) (CT)s F: TGCTGCTGTACATCCATCGT 6 167-191 0912  0.774 0.0014
R: GACCCAGACTGCAAGAGGAA

PcaSSRA67 (EU056542) (G F: CCACAAGGAGATGAAAGGCTA 5 188-196 0771  0.667 0.0002
R: CGAGGGAAGCCGAATACATA

PcaSSRA73 (EU056543) (TC)eTGA(TAA), F: CTTTCAACTCTGTCCGACCA 2 150-152 0.000  0.057 0.0155
R: TCGAATCGATCGAAAAGGAC

PcaSSRB02 (EU056546) (CT)TT(CT)s F: AGAATGCGAGCCAGGACTAA 3 160-164 0.457  0.430 0.3040
R: ATTGGAGATCGGGCATGATA

PcaSSRB09 (EU056547) (CT)s F: CCTCTCGTTGTTAGGTTACACTG 6 145-163 0.943  0.745 0.0000
R: CCCATCATGAACCACTTCCT

PcaSSRB25 (EU056553) (GT)ss F: CCCCTCCCGAGTCTCTATCT 5 196-214 0.600  0.523 0.0246
R: ACGGATCATGGAAAATCCAA

PcaSSRB33 (EU056555) (Go F: GTACACCTCGCCGTTGATCT 16 189-226 0.848  0.822 0.0000
R: GAGGGATGAGCCATCAGGTA

PcaSSRC26 (EU056563) (CMo F: CCGAAAACGCTCTCAAGAAG 5 164-196 0.400  0.367 0.6702
R: AAGGCGAGAGGGAAGAATGT

PcaSSRC52 (EU056565) (CT)s F: CACCGCTTTCTTGTTCCAG 5 197-207 0.394  0.386 0.0704
R: CCCTGGAGTACCGACAGAGA

PcaSSRC76 (EU056566) (CA)y; F: CGCAAGTCTCTGTGTCGTCT 9 153-193 0324  0.734 0.000
R: ACCATCGATGAGTCCAGAAA

H,, observerad heterozygositet; H, forvantad heterozygositiet; P, P-vardet fr&n Chi?-test.
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Resultat

Mikrosatellitmarkdrer

Av totalt 37 markérer gav 26 mer eller minde tydliga produkter och 12 valdes ut for studien
(Tabell 3). Bild 1 och 2 visar resultaten fran tester av sex olika markorer. Pa Bild 1 syns tre
markorer testade pa 6 prov vardera dar primer PcaSSRA35 misslyckats medan PcaSSRA36
och PcaSSRA52 lyckats for fyra av sex prov. Primer PcaSSRAS2 anvandes i studien. Pa Bild
2 ses positiva resultat for samtliga primrar i fyra av sex prov och dessa tre anvandes alla i
studien.

.
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Figur 3. Del av resultat fran agarosgel vid test av olika markorer. Den vanstra bilden visar tva av tre potentiella
markorer for arbetet medan den hogra bilden visar tre av tre. Samtliga primrar testades med sex olika prov, fran
vanster till hdger: negativ kontroll, positiv kontroll och dérefter fyra insamlade prover till studien.

Den positiva kontrollen fungerade for de tidigare testade, rostspecifika primrarna (Barnes &
Szabo, 2007). Dock fungerade den inte for ndgon av de utvalda primrarna i huvudstudien
(Dambroski & Carson, 2008). Detta kan bero pa att provet med den positiva kontrollen
kontaminerats eller forstorts pa nagot vis under processens gang. Alternativt att primrarna
utvecklade for amerikanska isolat inte fungerar pa just detta prov.

For att kunna utvérdera den metod som anvénts for analys undersdktes om markérerna var i
Hardy-Weinberg ekvilibrium (Figur 3). FOr 10 av de 12 markdrerna var den forvantade
heterozygositeten, He, storre an den observerade, Ho. De 6vriga tva, PcaSSRAG6 och
PcaSSRC52 samt PcaSSRC76 hade ett P-varde 6ver 0.05 och var darfor icke-signifikanta, ns.
Primrar PcaSSRA73, PcaSSRB02, PcaSSRAS9, PcaSSRC26, PcaSSRA67, PcaSSRBO09,
PcaSSRB33, PcaSSRB25 och PcaSSRA04 var alla i HWE.
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Figur 3. Observerad (bld) och forvantad (rod) heterozygositet for utvalda markorer.

Provresultat

Totalt underséktes DNA ifran 137 pustlar med 12 olika primerpar, dvs. 12 loci. Vid
klonkorrigering hittades inga kloner (dvs. upprepningar av samma multilocus genotyper).
Multilocus genotyper skapades genom att lagga samma resultat for varje individ. Da
genotyper med fler &n fyra saknade allelpar tagits bort fran studien aterstod 108 prover som
anvandes for alla analyser.

Antalet genotyper dividerat med antalet prov visar att den genotypiska diversiteten ar hég da
samtliga populationer har ett varde av 1 (Tabell 4) och antalet genotyper var séledes 108
stycken.

Det totala antalet alleler uppgick till 186 stycken. Antalet alleler per loci varierade mellan 2
och 16 och samtliga loci var polymorfa, vilket ocksa ar en forutsattning for att kunna anvéanda
mikrosatelliter (Freeland et al., 2011). Ett fatal alleler dominerar, samtidigt som manga unika
alleler patraffades i lag frekvens. Den alleliska diversiteten, alltsa antalet alleler dividerat med
antalet loci, var 15.

Tabell 4 visar olika egenskaper for populationerna, som har delats in efter respektive félt.
Antalet prov (N) skiljer sig eftersom det inte patraffades infekterade plantor i samtliga
provrutor. Den genomsnittliga observerade heterozygositeten (H,) var lagre an den forvéntade
(He) for samtliga falt. Standardavvikelsen visade dven att vardena var signifikant skilda ifran
varandra.
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Tabell 4. Egenskaper for populationer.

Plats Insamlingsdatum N G/N H, SE He S.E
Ingvasta, Alunda 2009-08-05 21 1 0,581 0,062 0,691 0,046
Klostergarden- 2009-08-07 28 1 0,511 0,063 0,680 0,057
Prastgarden Dala

Soéderkoping 2009-08-17 7 1 0,430 0,080 0,638 0,050
Ingvasta, Alunda 2014-08-18 13 1 0,549 0,065 0,631 0,059
Sala, Gréansho 2014-08-20 20 1 0,601 0,037 0,678 0,036
Enkoping, Litslena  2014-08-21 19 1 0,583 0,062 0,653 0,044

N, antal prov; G/N, antal prov genom antalet genotyper; H,, observerad heterozygositet; S.E, standardavvikelse;
H., forvantad heterozygositet.

Populationsanalyser

Det finns en liten, men signifikant genetisk skillnad mellan populationerna (Tabell 5). Fst-
varden mellan 0-0,05 indikerar 1ag genetisk variation medan varden mellan 0,05 — 0,25 pekar
pa mattlig genetisk variation (Freeland et al., 2011). Medelvarden for Fis varierade mellan

0,178 och 0,194.

Tabell 5. Fsr-véarden under diagonalen och deras signifikans.

Ingvasta Sala Enkoping Ingvasta Klostergarden Sdderkoping
2014 2014 2014 2009 2009 2009
I ngvasta 2014 *kx *kx *k*k *k*x **
Sala 2014 0,053 falaied falaied faleie faled
Enkoping 2014 0,048 0,035 *x faleie Fkx
Ingvasta 2009 0,060 0,033 0,019 faleie *x
Klostergarden 2009 0,064 0,049 0,042 0,038 *x
Soéderkoping 2009 0,072 0,039 0,043 0,033 0,020

(P < 0,001 *** P < 0,01: **, P < 0,05)

En AMOVA-analys visade att 96 % av variationen i falt fanns inom populationerna medan
endast 4 % variation fanns mellan dem (Figur 4). For bade ar och sort var endast 2 % av
variationen mellan populationer medan 98 % var inom populationerna. P-vérde for samtliga
AMOVA-analyser var 0,001.
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Figur 4. Resultat frain AMOVA-test. Variation inom och mellan populationer baserade pa falt.

Resultat fran PCoA visar att endast 8,65 % av variationen mellan populationerna kunde
forklaras av forsta axeln och 6,11 % av andra axeln (Figur 5). En tendens till differentiering
gick att uttyda 2014 for falten. 2009 ars prover visade dock inte pa nagon tendens till monster
i figuren.

Principal Coordinates (PCoA)

@ Ingvasta, Alunda 2014

M Sala, Grénsbo 2014

A Enkoping, Litslena 2014

6,11 %

X Ingvasta, Alunda 2009

X Klostergarden-
Prastgarden Dala 2009

® Soderkoping 2009

8,65 %
Figur 5. PCoA som visar genetiska monster mellan populationerna.

Manteltesterna visade att korrelationen mellan det genetiska och geografiska avstandet mellan
populationerna ar 2009 inte var signifikant (P = 0,080), medan det var signifikant for 2014
(P=0,010). Detta tyder pa att det inte finns nagot signifikant samband mellan genetiskt och
geografiskt avstand for falten 2009, men for 2014.

I Structureanalysen var antal kluster (K) med hogst sannolikhet 3. Analysen visade
gemensamma forfader for samtliga falt som provtogs 2014. Faltet i Ingvasta hade mellan
2009 och 2014 gatt miste om en viss genotypgrupp (bla farg Figur 6). Faltet i Klostergarden
delade delvis harkomst med resterande falt fran 2009 men skiljde sig avsevart fran falten
2014. En genotypgrupp dominerade tydligt fem av de sex studerade populationerna (grén farg
Figur 6).
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Figur 6. Structure-analys med prov indelade efter populationer pa endast en linje.
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Diskussion

Overlag tyder resultaten pa att populationerna av P. coronata har en mycket stor genetisk
diversitet. Det stora antalet unika alleler och genotyper visar pa en stor genpool som maste ha
skapats via en sexuell reproduktion. Eftersom denna reproduktion slutfors pa getapel for
kronrost (Simons, 1979; Dracatos et al., 2010) indikerar detta att getapeln finns narvarande i
dessa omraden och omgivningar. Den hdga genotypiska diversiteten (Tabell 4) tyder pa att
infektionen i falt sker fran manga, unika individer. Hade istéllet den genotypiska diversiteten
varit 1ag skulle detta indikerat att ett farre antal individer infekterat faltet for att sedan kunna
reproducera sig klonalt.

Det stora antalet alleler samt den relativt jamna fordelningen 6ver alla loci tyder pa, inte bara
stor genetisk diversitet, utan aven att diversiteten &r stor i de olika omradena dar
provtagningen skett. Dock bor det noteras att allelisk diversitet &r kénsligt for antalet prov
som analyseras och inte ett lika sakert matt som H. (Freeland et al., 2011).

Den genomsnittliga observerade heterozygositeten (H,) var lagre dn den forvantade (He)
vilket kan tyda pa inavel (Tabell 4). Medelvardena for Fis varierar mellan 0,178 och 0,194
(falt, sort och ar) kan dessutom indikera att antalet heterozygoter minskar i antal. Detta kan
ske dels via inavel eller genom andra effekter sasom naturligt urval eller till foljd av viss
struktur hos subpopulationer i en storre population, s.k. Wahlund-effekt (Freeland et al.,
2011). Trots den stora genetiska diversiteten tyder alltsa analyserna pa att viss inavel, dvs.
forlust av den genetiska variationen, sker. Detta indikerar att lokala populationer férekommer
och lokala alleler rekombineras samtidigt som mindre genetiskt material kommer utifran.

Variationen inom populationerna var betydligt storre &n mellan populationerna. Detta pekar
pa att populationerna inte skiljer sig markvardigt mellan varken falt, sort eller ar. Dock finns
en stor variation inom samtliga populationer. PCoA bekraftade att det finns en tendens till
populationsstruktur mellan de olika falten fran 2014 (Figur 5) men inte fran 2009. Detta kan
bero pa flera olika faktorer sdsom t.ex. provtagningstid eller havresort. Parvisa Fst-vérden
visade pa en liten men signifikant genetiskt skillnad mellan populationerna (Tabell 5). Detta
starks av AMOVA-analysen (Figur 4) dér endast 4 % av variationen finns mellan olika félts
populationer. Aven Structure-analysen (Figur 6) visade att populationerna har ett stort
genetiskt samband da man ser till hur genotypgrupperna ser ut. Analysen visade dven att det
genetiska materialet inom faltet i Ingvasta har forandrats 6ver en femarsperiod. Dar det 2009
fanns spar av atminstone tva genotypgrupper fanns 2014 endast en dominerande
genotypgrupp kvar. Detta indikerar att en genotypgrupp med storre fitness, evolutionar
framgang, konkurrerat ut andra grupper fran faltet. Dock kravs studier over flera ar for att helt
sakert kunna dra en sadan slutsats och for att kunna konstatera att det inte bara ar nagon
tillfallighet som orsakat detta under de studerade aren.

Da populationer kan definieras pa manga olika sétt: falt, sort, ar eller alla individer i en och
samma population (Freeland et al., 2011), finns alltid risken for feltolkningar i resultaten.
Studien har genomforts med antagandet att alla féalt ar enskilda populationer &ven om analys
pa sorter och olika ar dven har gjorts. Det resultaten pekar pa ar dock att varje enskilt falt inte
nodvéandigtvis ar en enskild population. Det finns stor genetisk variation inom varje falt men
desto mindre mellan dem. Félten ser ut att ha liknande genotypgrupper som deras forfader
med undantag for Klostergarden som skiljde sig fran de andra i Structure-analysen. Eftersom
faltet ligger i vastra delen av landet jamfort med 6vriga félt som finns i den 6stra delen (Figur
2) kan detta helt enkelt bero pa att populationerna skiljer sig at mellan vastra och dstra
Sverige. Samtidigt visade manteltestet inget signifikant samband mellan genetisk och
geografiskt avstand for falten fran 2009. Ett litet men betydande samband fanns dock for de
provtagna falten 2014. Detta ar tecken pa lokala populationer.
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For att under analysarbetet kunna konstatera att de insamlade proverna inneholl DNA fran
rost anvandes rostspecifika primrar. Dessa gav ett positivt resultat bade for den negativa, P.
graminis, och positiva kontrollen, P. coronata. Nar markérerna sedan skulle testas gav ingen
av dessa utslag pa varken den negativa eller positiva kontrollen. Att svartrostsporer inte gav
nagot resultat minskar risken for att fel rost analyseras i studien av misstag. Dock hade ett
positivt resultat for den positiva kontrollen varit fordelaktigt for att kunna konstatera att det
till 100 % ror sig om kronrostsporer. Det negativa resultatet kan bero pa att provet
kontaminerats eller att fel rost extraherats som positiv kontroll.

Né&rvaron av kronrostens mellanvérd getapel kan enligt Berlin (2012) gora lokala populationer
mer permanenta da livscykeln alltid kan fullfoljas. Detta forutsatt att urediniosporer inte kan
Overleva vintern. Studien behandlar egentligen svartrost och dess mellanvard berberis men
samma antagande bor kunna appliceras for kronrost och getapel. Dock kan vindburna
urediniosporer fran varmare platser direkt infektera de svenska falten och detta kan ske i
princip nar som helst under véxtsasongen om sadana vindar forekommer. Detta skulle i sa fall
innebdra mindre tendenser till lokala populationer.

Sexuellt reproducerande patogener kan enligt (McDonald & Linde, 2002) i storre grad
konkurrera med nya varieteter av vardvaxten. Da den sexuella rekombinationen av genotyper
sker bildas nya kombinationer med bade hogre, och lagre fitness. De genotyper med hogst
fitness ar sedan de som Gverlever bast, genom att vara mest aggressiva, och kan pa sa vis
spridas vidare klonalt. For gulrost, P. striiformis, antas den klonala forokningen dominera i
Sverige och de genotyper som finns &r mycket aggressiva. Gulrosten kan éverleva i de sodra
delarna av landet och pa sa vis infektera falten redan innan nagra sexuellt reproducerade
sporer spridits. Da sporer fran mellanvarden sprids kan dessa fa svart att konkurrera med de
redan etablerade, och mer aggressiva sporer som spridits klonalt (Hovmaller et al., 2002;
Berlin, 2012).

Avlagsnandet av getapel bér kunna minska anvandningen av bekdmpningsmedel i havre.
Eftersom basidiosporerna maste infektera getapel for att kunna fullfélja livscykeln blir detta
ett stopp i cykeln. Kronrosten kan darfor inte langre angripa havren lika tidigt pa sasongen da
mangden inokulum minskar kraftigt. Ofta blir kronrostangrepp heller inte sa allvarliga
eftersom angreppen sker sent pa sasongen (Jordbruksverket, 2015), timing ar darfor viktigt for
skadegorarens framgang. Trots det finns alltid risken for vindburen infektion via sporer som
blaser in fran varmare platser redan tidigt pa sasongen. Ett liknande fall ar svartrosten vars
mellanvéard ar berberis, Berberis vulgaris. Den sexuella reproduktionen slutfors pa busken och
detta innebér aven att mangden inokulum hos svartrosten ékar da berberisbuskar finns
narvarande (Jin, 2011). | Sverige har man déarfor gjort rekommendationen att avlagsna
berberisbuskar i nérheten av falt (Djurle & Teikari, 2004). Detta forhindrar dock inte att
infektion sker fran vindburna sporer som spridits pa langre avstand (Berlin, 2012).

Samtidigt finns problematiken med getapel som nyttovéxt i jordbrukslandskapet dar den
fungerar som en kalla till bade nektar och bér. Skulle arten forsvinna finns risken att manga
vildbin och faglar gar miste om en viktig fodokalla. Daremot finns det ett stort urval av andra
vaxter som mojligtvis kan fylla samma funktion som getapeln (Pettersson et al., 2004).
Dessutom bor ett totalt undanréjande av getapel bli omajligt med tanke pa de manga
naturreservat som finns i Sverige dér avverkande av getapel inte lar tillatas (Naturvardsverket,
2014).
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| slutdandan handlar det om den ekonomiska fortjansten med att avlagsna getapel i omraden
dar havre odlas mycket. Avlagsnas getapel sa minskar kronrostens mojlighet att dverleva
lokalt, svampens genetiska diversitet och pa sa vis dess chanser att stadigt utvecklas som
patogen. Visserligen kan havrefalt fortfarande infekteras av vindburna sporer fran andra
platser (Nagarajan & Singh, 1990) men det kravs att urediniosporerna hittar havrefalt pa
vagen dar de kan infektera och producera nya sporer (Elander & Pettersson, 2000). En god
forutsattning for en friskare gréda bor alltsa vara att sadden inte &r alltfor sen da
rostangreppen tenderar att komma mot slutet av véxtsasongen (Jordbruksverket, 2012a).

| dagsléaget finns inga tydliga studier kring de formae speciales som angriper brakved och om
de dven infekterar havre. Om en diskussion kring getapeln och dess eventuella avlagsnande
ska kunna foras bor ytterligare forskning goras kring betydelsen av brakved och dess relevans
for havreodlingen i Sverige. Risken finns annars att kronrost fortsétter vara lika effektiv som
patogen pa havre om det visar sig att nagon formae specialis pa brakved aven infekterar
havre. Den genetiska poolen hos P. coronata skulle da kunna fortsatta att diversifieras via en
sexuell reproduktion pa brakved.

Det vore intressant att utfora samma studie igen efter ytterligare ett femarsintervall for att se
hur populationsstrukturen eventuellt forandrats. Det skulle dessutom ge mer underlag for att
kunna dra slutsatser angaende vad som sker éver tid med populationerna.

17



Slutsatser

Fragestallningar som skulle besvaras i arbetet var:
1. Ar getapel viktig for den genetiska variationen av Puccinia coronata, svampen
som orsakar kronrost pa havre, i Sverige?
2. Skiljer sig populationer av P. coronata at i olika delar av mellansverige?
3. Hur skiljer sig populationen at pa ett falt efter en femarsperiod?

Getapel ar mycket viktig for att bibehalla och utoka den genetiska variationen av P. coronata
genom att mojliggora sexuell reproduktion och fullbordande av livscykeln. Avlagsnandet av
getapel kring havrefalt skulle minska andelen lokalt inokulum och pa sa vis motverka dess
framgang som vaxtpatogen. Dock endast till en viss grad da vindburna sporer fortfarande kan
na falten utifran.

Baserat pa data om de olika individernas gemensamma forfader kan slutsatsen dras att det
finns vissa skillnader i olika delar av mellansverige. Samtidigt finns manga likheter da det
kommer till vilka olika genotyper som finns i féalten i dagslaget. Slutsatsen blir darfor ja och
nej. Populationerna skiljer sig delvis at i olika falt vilket indikerar lokala populationer men de
ar ocksa lika. Migration mellan falt sker antagligen samtidigt som genotyper fran lokala
getapelindivider infekterar félt i narheten.

| den har studien skilde sig populationen pa samma falt at efter en femarsperiod. Analyser
tyder pa att en viss genotypgrupp med hog fitness konkurrerat ut andra typer.

For att vara helt séker pa att den typ av formae specialis som angriper havre inte vardvaxlar
med brakved bor detta studeras ytterligare innan detta kan uteslutas helt. Detta for att ett
eventuellt avlagsnande av getapel inte skall vara forgaves.

Betydelsen av getapel for faglar och pollinerare bor ocksa utredas vidare for att kunna utesluta
att det finns insekter, faglar eller andra arter som getapeln ar livsnodvandig for.
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Stort tack till alla pa Institutionen for skoglig mykologi och véxtpatologi som hjalpt mig med
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Vaxtskyddscentralen och Erik Bertholtz, mark/véxtagronom for hjalp med att hitta
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