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12.5.2 @kologisk jordbrug

Nye diaghosemetoder til udsaads-

barne sygdomme

Nye diagnosemetoder giver mulighed for at skelne udsaedsbarne svampearter,
som hidtil har veeret meget vanskelige eller umulige at adskille med

konventionelle metoder.

Danmarks JordbrugsForskning

Metoderne, som man benytter til analyse
for udsadsbarne sygdomme er oftest baseret pa
traditionelle metoder, som kraver lange inkuba-
tionstider og tidskreevende morfologiske under-
sogelser. Inkubationsfaciliteterne er oftest meget
pladskraevende, og morfologiske undersegelser
ved hjelp af mikroskopi kraver stor ekspertise.
Dette forarsager flaskehalsproblemer iser for
vinterseeden, hvor der kun er en ganske kort peri-
ode til radighed for analyser, for udsaden skal
udsas. For gkologisk jordbrug er flaskehalspro-
blemet saerligt stort, da samtlige partier bliver un-
dersegt for udséning. Desuden er flere af de tra-
ditionelle metoder ikke specifikke for de enkelte
arter af patogener men giver kun en indikation
af omfanget af udsadsbarne sygdomme. Dette
forhindrer bl.a., at man kan anvende individuelle
tolerancetaerskler for de forskellige patogenarter.
Dette er f.eks. tilfaeldet for bygbladplet, Pyreno-
phora teres (ukennet form: Drechslera teres),
og bygstribesyge P. graminea (ukennet form:
Drechslera graminea). Ved anvendelse af den
traditionelle inkubationsmetode, hvor man efter
7 dages inkubation af bygkernerne mikrosko-
perer disse og undersgger for forekomsten af
Drechslera konidier, kan der ikke skelnes mel-
lem de to arter, da de morfologisk er ens. Kun en
ekstra og tidskreevende drivhustest, hvor andelen
af planter med stribesygesymptomer opgeres,
vil kunne sige, hvor mange procent stribesyge
kornpartiet indeholder. Tolerancetarsklen for P.
graminea er i gjeblikket 5% og for P. teres er den
15%. Nar man anvender den traditionelle inku-
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bationsmetode, ma man derfor benytte de 5% for
bade P. teres og P. graminea, da metoden ikke
skelner mellem de to arter. Nogle ar kasseres store
mangder af ekologisk udsaed pa grund af heje
niveauer af udsadsbarne sygdomme. Da P. teres
forekommer meget hyppigere end P. graminea
betyder det, at skologiske udsedspartier vil blive
unedigt kasseret.

DNA baserede analysemetoder

Der er efterhanden udviklet DNA-baserede me-
toder til identifikation af en lang rakke plante-
patogener. DNA-baserede metoder har ofte den
fordel, at de er meget specifikke og derfor kan
skelne taet beslaeegtede arter som f.eks. P. teres og
P. graminea. Desuden er de ofte hurtigere end de
traditionelle metoder, idet de ikke kraver lange
inkubationstider men kan anvendes direkte pa

Real-time PCR detektion of P. graminea
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Figur 1. Specificitet af real-time PCR test for
bygstribesyge (Pyrenophora graminea). Der ses
et signal i prgve med stribesyge DNA men ikke i
prgve med bladplet (P. teres) DNA.

P. graminea

P. teres



Plantekongres 2006

et DNA-ekstrakt fra det inficerede  p
planteveev. PCR (Polymerase Chain
Reaction) er en meget hyppigt anv-
endt DNA-baseret detektionsmetode.
PCR metoden designes til ved hjelp
af en enzymatisk reaktion at man-
gedoble et DNA-stykke, som er
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DNA med fluorescens, saledes at oo
man lebende kan folge foregelsen
i mengden af det specifikke DNA-
stykke. I figur 1 ses forlebet af en
real-time PCR metode udviklet
netop til specifikt at kunne detek-
tere tilstedeverelsen af DNA fra P.
graminea, hvorimod P. teres DNA ikke giver no-
get signal. PCR metoden er meget folsom, idet
den 1 princippet kun behover tilstedevarelsen af
en enkelt kopi af det specifikke DNA-stykke for
at kunne opformere det. Da metoden ligeledes
kan skelne svampe-DNA fra plante-DNA, kan
analysen udferes direkte pad et DNA-ekstrakt
af det inficerede vev f.eks. bygkerner. Real-
time PCR metoden muligger ligeledes, at man
kan kvantificere mengden af svampe-DNA i en
planteprove.

Udvikling af real-time PCR metode
for P. graminea

I ORGSEED projektet
(http://www.foejo.dk/forskning/foejoii/vil.html)
har et af malene bl.a. vaeret at udvikle en hurtig
metode til pavisning af P. graminea, og vi har
desuden undersogt, hvorledes mangden af P
graminea DNA 1 bygprever a 200 kerner korrel-
erer med antallet af inficerede kerner og antallet
af inficerede planter i vaksthustesten. Formalet
var at undersege, om man ved hjelp af PCR-
metoden kan forudsige, hvor mange procent in-
ficerede planter man kan forvente at f4. Mengden
af P graminea DNA er signifikant korreleret
med antallet af inficerede fre (R>=0.68, P<0.001)
(figur 2A) og med antallet af inficerede planter
(R?=0.55, P<0.001) (figur 2B). Men det ses dog
ogsa, at der er store variationer, hvilket skyldes,
at maengden af P. graminea DNA 1 hver enkelt
fro kan variere meget, og det vil skabe store
variationer, nadr man undersegger sammenhangen
mellem den totale mangde P. graminea DNA og
antallet af inficerede fro. Det er dog en svaghed,
som alle metoder, der méler den totale mangde P.
graminea, vil have. Det optimale ville naturligvis

T y=-065+1377x

1 1
0,15 0,20

ng stribesyge DNA/ng byg DNA (2. rod)

12.5.2 @kologisk jordbrug

35- °
o ° y=0,83+8,68x
R?=0,68 &
o
= o
3,0-
o B ° oo . o
o o -
o 0Opo0 O I @0 ° %OO
o - ) o
O o000 =
o ° g 25- o
o o o © o © o o
8 0,° 00
o ® £ o
£ o o o
o
® 2,0- 8
00
oo
o® o oo & °
000
o
15=

' 1 ' '
025 0,10 0,15 0,20 025
ng stribesyge DNA/ng byg DNA (2. rod)

Figur 2. Sammenhang mellem mangden af bygstribesyge
DNA (normaliseret med masngden af plante DNA) og A %
inficerede kerner, B % inficerede planter. PCR data er gen-
nemsnit af to PCR analyser. Data er transformeret.

vere, hvis man ved hjelp af PCR kunne under-
soge hver enkelt fro for tilstedeverelsen af P,
graminea DNA, men det vil dog vere for kostbart
pa nuvarende tidspunkt. I stedet bruges metoden
nu til en kvalitativ analyse af kornprever, hvor
det undersoges, om der er P. graminea til stede
i preven. Denne test alene har formindsket kas-
sationsprocenten betydeligt, idet prover med 5-
15% Pyrenophora inficerede kerner ikke lengere
behgver at blive kasseret, hvis der ikke findes P.
graminea DNA 1 preverne (Nielsen, 2005).

Udvikling af real-time PCR metoder
for spiringsskadende svampe i
hvede

Analysen for spiringsskadende svampe i hvede-
kerner er langvarig, da kernerne skal inkuberes i
2 uger, for antallet af uspirede kerner og kerner
med brune redder kan opgeres. En PCR me-
tode til pavisning og kvantificering af DNA fra
spiringsskadende svampe ville derfor lette ar-
bejdet betydeligt. Vi har udviklet PCR metoder
for Microdochium nivale, Fusarium culmorum,
FE graminearum og F. avenaceum, alle arter,
som bidrager vasentligt til spireskader 1 hvede
i Danmark, og som er vanskelige at skelne mor-
fologisk. Ved hjelp af PCR metoderne er det
muligt at undersagge de enkelte arters forekomst i
hvedekerner og eventuelt fastlegge individuelle
skadeteerskler.
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