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Sammendrag:

Fusarium graminearum er et gkende problem i kornproduksjon i Norge og store deler av
verden. Dette er problematisk bade pa grunn av avlingsreduksjoner og szerlig
produksjon av mykotoksiner. Grunnene til dette er trolig flere; klimaendringer har gitt
bedre forhold for soppen, det er mer bruk av redusert jordarbeiding, og det er muligens

endring av soppisolatenes egenskaper.

[ denne oppgaven ble det sett pa om en av arsakene til en gkt forekomst av F.
graminearum er at soppens egenskaper har endret seg. Egenskapene aggressivitet,
veksthastighet og produksjon av perithecier ble studerti 22 enkeltsporeisolater samlet
fra kornprgver i Norge. Disse var valgt ut pa grunnlag av tidspunkt for funn og hvordan
de var beslektet ut fra AFLP undersgkelser. Kategoriene var gamle isolater, nye isolater
som var neaert beslektet med gamle og nye isolater som ikke var nar beslektet med

gamle. Disse ble delt opp i gruppene "ny” og "gammel” genotype.

Aggressivitetsforsgket ble giennomfgrt pa hveteplanter av sorten Zebra i veksthus.
Smaaks ble inokulert med sporesuspensjon bestdende av om lag 1000 konidier. Antall

angrepne smadaks ble registrert 18 dager etter inokulering.

Vekstrateforsgket ble gjort i mgrke ved temperaturene 10°C, 15°C, 20°C og 25°C.
Forsgket ble gjennomfgrt pd PDA (Potato dextrose agar), og radial vekst i mm per dggn

ble regnet ut for de forskjellige isolatene.

[ forsgket med produksjon av perithecier var formalet d se evnen til de forskjellige
isolatene til & danne perithecer. Forsgket ble gjennomfgrt pa 15°C, 20°C og 25°C under
hvitt og NUV lys. Soppen ble dyrket pa gulrotagar, og for a framprovosere dannelsen av
perithecier ble mycelet skrapet bort nar det hadde vokst ut til kanten av skala.

Forekomst av perithecier ble registrert etter en skjgnnsmessig vurdering.

Det ble funnet at isolater av "ny” genotype var signifikant mer aggressive og signifikant

mer saktevoksende enn isolatene av "gammel” genotype. Det ble ikke funnet noen



signifikante forskjeller i perithecieforsgket. Alle isolater dannet perithecier ved alle

temperaturer, og alle, med unntak av ett, produserte ascosporer.

Ut fra disse funnene er det derfor trolig at soppens egenskaper har endret seg og derfor

kan veere en av drsakene til gkt forekomst av F. graminearum.

Abstract:

Fusarium graminearum is an increasing problem in cerealproduction in Norway and
large parts of the world. It is problematic due to loss in yields and particulary the
production of mycotoxins caused by the fungus. There is probably a lot of reasons for
this; climate changes has given the fungus better conditions, more use of conservation

tillage and possible changes in the properites of the fungus population.

In this thesis it was looked upon if one of the reasons for the increased occurence of F.
graminearum is changes in the properites of the fungus. Aggressivness, growth rate and
production of perithecia was studied in 22 singlespore isolates gathered from grain
samples in Norway. These where chosen based on time of sampling and how they were
related based on an AFLP-survey. The categories were old isolates, new closely related
with old and new isolates not related to old isolates. These were parted into two groups,

"old” and "new” genotype.

The growth rate experiments were conducted in darkness at the temperatures 10°C,
15°C, 20°C and 25°C. The fungus was grown on PDA (Potato dextrose agar), and radial

growth in mm per day was calculated.

In the experiment with production of perithecia the goal was to look at the ability of
producing perithecia for the different isolates. The experiment was conducted at 15°C,
20°C and 25°C under white and near ultraviolet light. The fungus was grown on carrot

agar and the mycelium was scraped off the surface of the agar when it reached the edge



of the dish to promote the development of perithecia. The occurence of perithecia was

registered by a visual inspection.

[solates of the "new” genotype was significant more aggressive and growing significantly
slower than the isolates of "old” genotype. In the experiment with production of

perithecia it was not found any significant differences.

Out of this survey it's reason to believe that the properities of the fungus has changed

and thus be the reason of increased occurence of F. graminearum.



Forkortelser:

AFLP - Amplified Fragment Length Polymorphism.
DAI - Days After Inoculation (dager etter inokulering).
DON - Deoxynivalenol.

SKP - Senter for Klimaregulert Planteforskning.
MBA - Mung bean agar.

NIV - Nivalenol.

NUV - Neer Ultrafiolett lys.

PDA - Potato dextrose agar.

SNA - Spezieller Nahrstoffarmer Agar.

ZEA - Zearalenon.

3-ADON - 3-acetyldeoxynivalenol.

15-ADON - 15-acetyldeoxynivalenol.



Kapittel 1 - Innledning

Bakgrunn:

Aksfusariose er en soppsykdom som rammer kornartene, mais og gras. Sykdommen kan
forarsakes av en rekke arter innen soppslekten Fusarium. Angrep kan fgre til redusert
avling, lavere spireprosent, og soppen kan produsere en rekke forskjellige mykotoksiner
som gjgr kornet skadelig for mennesker og dyr. Sykdommen kan angripe rgtter,
nederste del av straet, fotsjuke ved spiring eller i akset (aksfusariose). Det mest alvorlige
problemet er aksfusariose, fordi dette kan gjgre kornet uegnet til fgde for dyr eller

mennesker ved produksjon av mykotoksiner.

Skadevirkningene kan vaere mange og kan variere for de forskjellige mykotoksinene.
Kartlegging av dette har kommet mye lengre for dyr enn for mennesker, men mange av
dem kan antas a vaere like. Noen skadevirkninger kan vaere forgiftning, oppkast, diaré,
forvegring, problemer med reproduksjon, veksttap, skader pa lever og hjerne,
hormonforstyrrelser og kreft. En-magede dyr er mer fglsomme enn drgvtyggere mot

disse (Eriksen and Alexander 1998).

EU kom i 2006 ut med egne anbefalinger om hvordan man kan redusere eller unnga
fusariumtoksiner i korn og kornprodukter (COMMUNITIES 2006). I Norge har vi
grenseverdier for innhold av enkelte mykotoksiner. Disse er utarbeidet av Mattilsynet
med grunnlag i EUs anbefalinger. Korn med for hgyt innhold av mykotoksiner ma enten

kasseres eller blandes med friskt korn for a fa toksininnholdet ned pa akseptabelt niva.

[ USA kan avlingstapet som fglge av aksfusariose komme opp mot 50%(Agrios 2005) og
kan derfor ha stor gkonomisk betydning. Pa verdensbasis legges det ned stor innsats pa
a finne mikroorgansimer som kan brukes i biologisk kontroll mot Fusarium. Innen

planteforedling jobbes det for a fa fram resistente sorter (Agrios 2005; Xu, Nicholson et

al. 2008).



Inokulum kan overvintre saprofyttisk pa planterester pa jordoverflaten eller pa safrg.
Inokulum vil ogsa kunne overleve selv om dette er begravd ved for eksempel
jordarbeiding, men har ikke evnen til & produsere sporer (Khonga and Sutton 1988).
Smittestoff som overvintrer pd plantemateriale kan spres som konidier, ascosporer
(perithecier) eller som deler av mycel. Ascosporer og konidier anses som de stgrste
kildene av inokulum. Spredning skjer ved spruting nar det regner eller med vind (Paul,
El-Allaf et al. 2004). Nar peritheciene blir vate ved regn, vil ascosporene komme ut
sammen med et geleaktig stoff. Nar det igjen tgrker opp, vil disse da kunne spres med

vinden (Parry, Jenkinson et al. 1995).

Aksfusariose vil ha best vilkar for a utvikle seg hvis det er fuktig veer og regn ved og
omkring blomstring, og det er pa dette tidspunktet plantene er mest mottagelige(Paul,
Lipps et al. 2007). Sporer som lander pa aksene vil spire og angripe de forskjellige
delene. Denne fgrste infeksjonen vi komme fra overvintrende inokulum. Sekundzere
infeksjoner kan komme fra luftbarne konidier. Sekundaeer produksjon av ascosporer

kommer vanligvis for sent til 4 utgjgre noen sarlige problemer (Wiese 1987).

Angrepne aks kan fa forskjellige symptomer. Infeksjonen kan ofte fgrst sees som sma
vanntrukne brune flekker pa forskjellige deler av akset. Denne infeksjonen vil spre seg i
alle retninger fra infeksjonspunktet. Noen ganger kan en ogsa se lakserosa eller rgd
soppvekst langs kanten av ytteragnene eller ved basis av smaaksene. Infiserte korn
skrumper inn og blir grabrune, og aksene kan ogsa tvangsmodnes og blekes. Ved lengre
perioder med fuktig veer, vil tidlig smittede aks kunne fa sporehoper med perithecier
(Wiese 1987; Parry, Jenkinson et al. 1995; Agrios 2005). Korn som er infisert med F.
graminearum vil fa en redusert kvalitet fordi soppen gdelegger stivelseskornene,
lagringsproteiner og cellevegger. Dette fgrer til darligere spiringsevne og viggr (Parry,

Jenkinson et al. 1995).
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Figur 1: Livssyklus for aksfusariose (Fusarium Head Blight). (Schilder & Bergstrom
1993)

Forekomsten av de forskjellige Fusarium-artene er etter alt 3 dgmme klimaavhengig.
kjglig og fuktig klima er F. culmorum og F. avenaceum mest utbredt, mens i varmt og tgrt
klima vil en finne mest F. poae. F. graminearum er mest utbredt i omrader med varmt og
fuktig klima (Xu, Nicholson et al. 2008). I Norge har F. avenaceum, F. poae, F. tricinctum
og F. culmorum tidligere vaert de mest fremtredende (Kosiak, Torp et al. 2003;
Henriksen and Elen 2005). I de seneste drene har derimot forekomsten av Fusarium
graminearum gket i hele Nord-Europa, seerlig pa bekostning av F. culmorum (Parry,

Jenkinson et al. 1995; Waalwijk, Kastelein et al. 2003; Xu, Nicholson et al. 2008).

Det er registrert stor variasjon mellom mottageligheten for aksfusariose hos forskjellige
sorter av hvete. Den kinesiske sorten Sumai 3 og dens etterkommere har den sterkeste
resistensen som er kjent mot aksfusariose. Kartlegging har blitt gjennomfgrt for a finne
gener som pavirker dette (Bai and Shaner 2004). Flere typer av resistens er beskrevet
(Xu and Nicholson 2009). Type 1 er resistens som hindrer infeksjon, type 2 hindrer
spredningen av soppen i akset (Schroeder HW 1963), type 3 er evne til a bryte ned
mykotoksinet DON (Deoxynivalenol) (Miller and Arnison 1986) og type 4 er toleranse
mot DON (Wang and Miller 1988). I tillegg til dette er ogsa en del morfologiske
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egenskaper avgjgrende for resistens av en mer passiv karakter. Dette kan vaere ting som
hvor tett smaaksene sitter, utstgting av pollenknappene , hgyde pa bestand og tid for

blomstring.

Vekstsesongen for planter regnes a begynne nar jordtemperaturen om varen er over
5°C. For lufttemperaturen er dette nar gjennomsnittstemperaturen i lgpet av fem dager
er over 5°C. Trond Rafoss ved Bioforsk har samlet data fra Bioforsks veerstasjoner for a
se pa trender i Igpet av de siste 16 drene. Han brukte verdiene for temperatur i lufti 2
meters hgyde og i jord ved 10 og 20 centimeters dybde. Resultatet han kom fram til var
at vekstsesongstart var blitt henholdsvis 30, 20 og 16 dager tidligere i lgpet av denne
perioden i henhold til de tre temperaturparameterene (Rafoss 2009). Med gkt
vekstsesong for planter ma det ogsa antas at vekstvilkdrene for sopper slik som

Fusarium ogsa ma ha blitt bedret.

Fusarium graminearum

Fusarium er det ukjgnnede stadiet av ulike arter innen rekken sekksporesopper
(Ascomycota) og familien Nectriaceae. Fusarium graminearum er det anamorfe stadiet av
soppen Gibberella zeae. G. zeae er homotallisk og vil i de fleste tilfeller kunne produsere
perithecier uten d krysses med andre isolater (Leslie and Summerell 2006). F.
graminearum ble tidligere kalt F. graminearum gruppe 2 for a skille den fra den
heterotalliske gruppe 1. Denne har na fatt navnet F. pseudograminearum, med
teleomorft stadium Gibberella coronicola etter at deti 1999 ble gjort molekyleaere og
morfologiske tester for a kunne skille disse fra hverandre (Aoki and O'Donnell 1999).
Makrokonidiene til F. graminearum er sigdformet og er 2,5-5 x 35-62 um store (figur 2).
De har fra 3-7 septa. Perithecier vokser pa overflaten av stra og agner, og ofte i klynger
(figur 3). Fargen er fra mgrk lilla til svart. De er eggeformet og vokser som en liten
utvekst. Stgrrelsen er 150-350 um i diameter. Nedre temperaturgrense for produksjon
av perithecier er 7-10°C (Wang 1997). Dufault fant at perithecier dannes og modnes
mellom 12 og 28°C (Dufault, De Wolf et al. 2006). Asciene er klubbeformet, 8-11 x 17-25
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um og inneholder 8 gjennomsiktige sporer. Ascosporene har 0-3 septa, vanligvis 3, og er

3-5x17-25 um. (Wiese 1987) (figur 4).

Figur 2: Konidier av Fusarium graminearum. (Foto: ]. Razzaghian 2010)

Figur 3: Perithecier av Fusarium graminearum/Gibberella zeae pa gulrotagar. (Foto: G.B.

Larsen 2010)

12
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Figur 4: Ascosporer og asci av Fusarium graminearum/Gibberella zeae. (Foto: G.B Larsen

2010)

Isolater av Fusarium graminearum kan produsere tre viktige typer mykotoksiner,
Zearalenone (ZEA), Nivalenol (NIV)og Deoxynivalenol (DON) (Leslie and Summerell
2006). Av disse er DON den vanligst forekommende og det stgrste problemet i norsk
produsert korn. Denne har ogsa to acetylerte derivater 3ADON (3-acetyldeoxynivalenol)
og 15ADON (15-acetyldeoxynivalenol). Disse forekommer oftest i sma mengder, men er
ganske giftige. Kjemotypen 15ADON er ansett & veere den dominerende i Sgr Europa,
Nord Amerika og Kina, mens det er observert en gkning i forekomstene av 3ADON flere
steder i Nord Amerika (Tamburic-Ilincic, Gaba et al. 2008). 3ADON er den mest utbredte
i Skandinavia, Finland og nordvestre Russland (Yli-Mattila 2010).

Mykotoksiner er sekundeere metabolitter som produseres av soppen, og produksjonene
av disse koster antagelig mye for soppen. Den primaere rollen for mykotoksinene anses a
vere relatert til konkurranse med andre sopper og bakterier (Xu and Nicholson 2009).
Mye tyder pa at mykotoksiner ikke spiller noen viktig rolle for soppens evne til & angripe
plantene. Bai et al. fant at DON spiller en signifikant rolle for spredningen av soppen i

akset, men er ikke ngdvendig for selve infeksjon (Bai, Desjardins et al. 2002). Jansen et

13



al. fikk de samme resultatene ved forsgk i hvete. For bygg var det derimot ingen
sammenheng mellom produksjon av DON og spredning i akset (Jansen, von Wettstein et
al. 2005). DON anses derfor a veere en virulensfaktor i hvete, men ikke i bygg. Wanyoike
et al. fant signifikant sammenheng mellom angrep av aksfusariose og DON innhold i

hgsthvete (Wanyoike, Walker et al. 2002).

[ 2004 ble det registrert problemer med lav spireprosent hos havre. Analyseresultater
fra KIMEN savarelaboratorium viste at dette skyldtes stor forekomst av F. graminearum.
[ 2007 ble det registrert funn av F. graminearum i nesten 80% av de prgvene med
varhvete som ble analysert pa KIMEN. Dette var en kraftig gkning i forhold til arene
2005 og 2006 hvor 40-50% av prgvene ga funn. Det er ogsa gkning av funnene av
mykotoksinet DON i kornprgvene, sarlig hos havre (Aamodt 2008).

Den registrerte gkningen har trolig flere forklaringer. Vi har hatt en klimaendring som
har fgrt til mer varmt og fuktig veer, noe som vil vaere fordelaktig for soppen. Det har
ogsa blitt mer dyrking av sorter som er mottagelige for angrep av F. graminearum (Xu,
Parry et al. 2005). Det er ogsa gkning av dyrking av mais i vekstskifte med hvete i store
deler av Europa (Srobarova, Moretti et al. 2002). Studier utfgrt i USA har vist at
Fusarium graminearum ogsa kan angripe og gi Fusarium-rate hos potet (Delgado,
Schwarz et al. 2010). Sprgyting mot andre soppsykdommer kan ogsa pavirke
forekomsten av Fusarium spp. (Henriksen and Elen 2005). I Norge finnes det kun et
godkjent middel som har god effekt mot Fusarium. Dette har handelsnavnet Proline og
protiokonazol som virksomt stoff. Forsgk gjennomfgrt i 2006 og 2007 ga om lag
halvering av innholdet DON hos hvete og havre ved sprgyting med Proline under
blomstring. Det er imidlertid viktig a treffe med dette tidspunktet for a oppna god effekt
(Elen 2009).

@kt bruk av redusert jordarbeiding i kombinasjonen med ensidig kornproduksjon vil gi
et gket smittepress av Fusarium (Schaafsma, Tamburic-Ilincic et al. 2005). Av hensyn til
miljg og gkonomi har bruken av redusert jordarbeiding gket kraftig i hele verden de
siste tidrene. Dette vil si at det ikke brukes en tradisjonell veltefjglsplog ved
jordarbeidingen. Planterester fra forrige avling blir derfor liggende pa jordoverflaten.

Dill-Macky og Jones fant at angrep av aksfusariose i hvete ble redusert nar det ble plgyd
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etter hvete og mais sammenlignet med ingen eller redusert jordarbeiding (Dill-Macky
and Jones 2000). Men ascosporer kan ogsa spres over lange avstander med vind, sa

inokulum kan derfor ogsa komme fra omkringliggende akre.

Bioforsk Plantehelse fikk i 2006 innvilget et prosjekt ("Fusariumprosjektet”) med
hovedmalsetning a kartlegge faktorer som kan ha betydning for utviklingen av
mykotoksiner i norskprodusert korn. Det skulle ogsa arbeides med a komme fram til
gode metoder for a identifisere kornpartier med hgyt innhold av mykotoksiner. Slike
analysemetoder ma vaere raske, enkle i bruk, sikre og billige slik at de enkelt kan tas i
bruk pa kornmottakene. I tillegg skulle man utvikle modeller for a vurdere risiko for
infeksjon. Ved bruk av modeller for estimering av risiko for infeksjon i forskjellige
omrader, vil en kunne fa en mer malrettet prgveuttagning. Ved at man tar prgver fra de
omradene hvor risiko for Fusarium-angrep er stgrst, vil sannsynligheten gke for at man

identifiserer de partiene som har et hgyt innhold av mykotoksiner.

De gkte Fusarium-problemene i senere dr kan ogsa tenkes a skyldes endringer i
egenskapene til de arter og stammer man finner i felt, sammenlignet med 10-20 ar
tilbake. I en studie utfgrt av Ma et al. fant de fram til at aseksuelle arter innenfor
Fusarium-slekten har evne til 4 utveksle relativt store mengder gener som kan gjgre
isolater som tidligere ikke har gjort skade til vertsspesifikke patogener. Det samme
gjelder med utveksling av gener som gjelder klimatilpasninger (Ma, van der Does et al.
2010). Dette vil derfor si at Fusarium kan endre egenskaper meget hurtig. Ved
kontrollert inokulering ble det funnet at F. graminearum var mest aggressiv
sammenlignet med F. avenaceum, F. culmorum og F. poae (Xu, Monger et al. 2007). Det er

derfor sannsynlig at denne oppnadr mer suksess hvis forholdene ligger til rette.
Behovet for kunnskap om eventuelle endringer i egenskapene som er viktige for vekst,

sykdomsangrep, overlevelse og formering i soppulasjonene gjennom tid, har derfor veert

bakgrunnen for denne oppgaven.
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Malsetting med oppgaven

Hypotesen som ligger til grunn for denne oppgaven er at forekomsten og utbredelsen av
Fusarium graminearum har gkt kraftig de siste ti drene, og at dette skyldes at sopp-

populasjonens egenskaper har endret seg.

Malsettingen var a kartlegge egenskapene aggressivitet, vekstrate og
perithecieproduksjon for 22 isolater av Fusarium graminearum, for deretter a bruke
resultatene fra disse forsgkene til 8 sammenligne isolater av "gammel” genotype med de

med "ny” genotype for a se om det har skjedd noen forandring i egenskapene deres.

Vekstrate

Siden forekomsten av F. graminearum har gkt de siste drene kan det antas at

veksthastigheten har gket slik at nye isolater vokser raskere enn gamle isolater.

Vekstrate angir soppens veksthastighet in vitro. For a finne ut om nye isolater vokser
raskere enn gamle, ble veksthastighet for 22 isolater malt ved temperaturene 10°C,

15°C, 20°C og 25°C ved dyrkning in vitro pa PDA (Potato dextrose agar).

Aggressivitet

En av arsakene til gkt problem med Fusarium og mykotoksiner i kornproduksjon kan
skyldes at soppen har fatt gkt evne til & angripe planter, en gkning i patogenitet eller
aggressivitet. Hypotesen som ligger til grunn for disse studiene er derfor at isolater av

"ny” genotype er mer aggressive enn isolater av “gammel” genotype.

Aggressiviteten til 22 isolater av F. graminearum ble derfor undersgkt ved at

soppisolatene ble inokulert pa hveteplanter av sorten Zebra.
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Perithecieproduksjon

F. graminearum har de siste arene blitt den dominerende arsaken til aksfusariose. Denne
arten har evne til 3 danne perithecier som er det teliomorfe stadiet til soppen, som da
har navn Gibberella zeae. Disse star for produksjonen av asci og ascosporer. Fusarium
graminearum er homotallisk og har derfor evne til 3 produsere dette uten a krysses med
andre isolat. Formalet med forsgket var d karakterisere de ulike isolatenes evne til
danne perithecier. Evnen til 3 danne perithecier hos norske isolat av F. graminearum har
aldri tidligere blitt undersgkt, og en mulig arsak til gkt forekomst av F. graminearum kan
skyldes nye isolat som har en bedre evne til a danne perithecier enn de isolatene som

forekom for over 10 ar siden.

For a teste denne hypotesen ble evne til peritheciedannelse og ascosporeproduksjon
undersgkt hos F. graminearum isolat av "gammel” og "ny” genotype ved 3 ulike

temperaturer (15°C, 20°C og 25°C).

Sammenheng mellom de ulike egenskapene hos de 22 isolatene av F.
graminearum

Et av formalene med forsgkene var ogsa d se om det var noen sammenheng mellom de
forskjellige egenskapene som var studert. Bdde aggressivitet og vekstrate ga signifikante
forskjeller mellom de to genotypene. Perithecieproduksjon ble ogsa sammenlignet opp

mot de andre egenskapene for a se om det var noen sammenhenger her.

17



Kapittel 2 - Materialer og Metode

Isolater av Fusarium graminearum

I[solater var samlet inn i sammenheng med et prosjekt pa Bioforsk Plantehelse.

Det ble brukt 22 enkeltsporeisolater av F. graminearum som gar inn i denne oppgava
(Tabell 1). Disse ble valgt ut fra et totalt antall pa 110 isolater.

Isolat Ar Stedsnavn |Isolert AFLP

navn fra Isolert av | gruppe | Chemotype | Genotype
023/2007 | 2004 | Vestfold Havre Bioforsk1 3ADON Ny
025/2007 | 2006 | Hedmark Hvete Bioforsk1 15ADON Ny
028/2008 | 2004 | Akershus Hvete Bioforsk2 |a 3ADON Gammel
029/2007 | 2006 | Hedmark Hvete Bioforsk1 3ADON Ny
033/2008 | 1995 | Hedmark Havre Bioforsk4 |d 3ADON Gammel
034/2008 | 1995 | Akershus Havre Bioforsk5 | a 3ADON Gammel
038/2008 | 1998 | @stfold Havre Vetinst |c 3ADON Gammel
039/2008 | 1998 | @stlandet | Havre Vetinst |a 3ADON Gammel
047/2007 | 2006 | Hedmark Hvete Bioforskl | b 3ADON Gammel
058/2008 | 1995 | @stfold Havre Vet inst |d 3ADON Gammel
059/2007 | 2006 | Akershus Hvete Bioforskl |c 3ADON Gammel
061/2007 | 2006 | Hedmark Hvete Bioforskl |d 3ADON Gammel
063/2007 | 2006 | Vestfold Hvete Bioforsk1 15ADON Ny
066/2008 | 1995 | @stfold Havre Vet inst b 3ADON Gammel
067/2007 | 2006 | Hedmark Hvete Bioforskl |e 3ADON Gammel
077/2007 | 2006 | Hedmark Havre Bioforsk1 3ADON Ny
081/2007 | 2006 | @stfold Hvete Bioforsk1 15ADON Ny
087/2008 | 2007 | Hedmark Havre Bioforsk?2 3ADON Ny
123/2008 1982 |? Ukjent Bioforsk3 |e 3ADON Gammel
137/2008 | 2007 | Akershus Havre Bioforsk 3ADON Ny
139/2008 | 2007 | Aust Agder |Havre Bioforsk 15ADON Ny
140/2008 | 2007 | Vestfold Havre Bioforsk 3ADON Ny

Tabell 1: Isolater Fusarium graminearum som er brukt i forsgkene i denne oppgaven.

Bioforsk;: Aamodt H.U. & Hofgaard I.S.

Bioforsk,: Razzaghian J.
Bioforsks: Haave R.
Bioforsk,: Henriksen B.

Vet inst: Veterinaerinstituttet

Av de 110 isolatene ble ogsa noen isolater fra Finland, Russland, Tyskland og USA tatt
med for sammenligning (Aamodt 2008), men disse er ikke brukt her i denne oppgaven.
De norske isolatene i forsgket er isolert fra kornprgver samlet inn av Bioforsk og
Veterinaerinstituttet. De er kartlagt med AFLP(Amplified Fragment Length
Polymorphism PCR) for a finne genetisk variasjon (Aamodt, pers med) (Vedlegg 2).
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AFLP-gruppene i tabell 1 viser hvilke av isolatene som er beslektet med hverandre, og
disse har her samme bokstav. Etter AFLP kartlegging ble isolatene plassert i to ulike
kategorier, "ny” og "gammel” (Tabell 1) ut fra plassering i dendogrammet og tidspunkt

for funn av genotype.

Fem av de utvalgte isolatene ble isolert pa midten av 2000-tallet, og disse var plassert i
AFLP dendogrammet nzert 7 av de gamle isolatene fra 90-tallet, noe som viser at de har
lignende genotyper. Disse til sammen 12 isolatene har derfor fatt betegnelsen "gammel”
genotype siden disse isolatene har en genotype som er lik eller tilnzermet lik de som er
kjent fra tidligere. De 10 resterende isolatene var nye isolater fra 2000-tallet som ikke 13
i neerheten av noen av de gamle isolatene som ble utvalgt i AFLP dendogrammet og
derav ikke er i noen AFLP-gruppe. Disse isolatene blir derfor betegnet som “ny”
genotype som ikke er funnet i kornprgvene tidligere. Av disse 10 "nye” isolatene, var fire
antatte produsenter av kjemotypen 15ADON. Resten av isolatene i forsgket antas a
produsere kjemotypen 3ADON. Hva de faktisk produseres er ennd ikke kjent, men dette

skal undersgkes av Veterinaerinstituttet.

[solatene som er benyttet ble valgt ut for a inkludere hele spekteret i AFLP
dendogrammet og for a fa med isolater som ble isolert pa 1990-tallet og 2000-tallet. For
de sistnevnte er det tatt med bade isolater som har en genotype som ikke tidligere var
kjent og genotyper som ligger nzerme i de som er funnet pa 90-tallet i AFLP
dendogrammet. Det en kan se, er at mange av de nye isolatene funnet i Norge ligger

nerme de utenlandske i dendogrammet.

Vekstrate

Mycel av de ulike isolatene var lagret ved -80°C pa SNA-kjeks (Spezieller Nahrstoffarmer
Agar) (Vedlegg 1) i eppendorfrgr med 20% glyserol. Disse ble tatt opp og overfgrt til
SNA-skaler som hver inneholdt tre biter autoklavert papir. Det viste seg at hos isolat
23/07,29/07,61/07 og 77 /07 var agarpluggene lgst opp slik at blandingen matte
overfgres til SNA-skdlene med pipette. For de gvrige isolatene var kjeksene intakte, og
de ble lagt ut, en pa hver skal. Skalene ble dyrket pa 20°C under hvitt + NUV (neer
ultrafiolett) lys i skap med kjgleplater pakket inn i poser. I dette skapet blir nedkjglt
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vann sirkulert i plata skdlen star p3, slik at temperaturen holdes jamn. Grunnet darlig

vekst ble isolatene 23/07 og 77/07 overfgrt til nye SNA-skdler etter en uke.

Soppen ble dyrketi 17 dager pa 90mm SNA skaler. Kjeks med en diameter pa 5mm ble
stanset ut fra ytterkant av vekstsonen, og fem kjeks fra hvert isolat ble lagt i hvert sitt
eppendorfrgr som hver inneholdt 20 ul 20% glyserol. Det ble laget 8 rgr per isolat.

Rgrene ble frosset ned pa -80°C.

Figur 5: Vekst av Fusarium graminearum isolater pa Spezieller nahrstoffarmer agar

(SNA) for oppformering av mycel (isolat 77/07). (Foto: G.B. Larsen 2009)

Maling av vekstrate

[ hvert forsgk ble de 22 isolatene av F. graminearum tatt opp som frosset mycel pa SNA
kjeks i 20% glyserol pa -80°C. Et eppendorfrgr for hvert isolat ble tatt opp og en kjeks
ble overfgrt til senter av hver sin skial med PDA (Potato dextrose agar, 90mm i diameter)
for oppformering av isolater (Brennan, Fagan et al. 2003). Det ble benyttet 3 skaler pr
isolat, til sammen 66 skaler per forsgk. Skalene ble plassert ved 20°C i mgrke. Etter tre
dager ble kulturene overfgrt til nye skdler ved at kjeks ble stanset ut fra det ytterste
omradet av mycelveksten, og hvert isolat ble overfgrt til 12 nye PDA-skaler, og disse ble
forseglet med parafilm. De utstansede kjeksene hadde en diameter pa 5mm. Tre skaler

av hvert isolat ble plassert pa henholdsvis 10°C, 15°C, 20°C og 25°C i mgrke. For a
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utjevne eventuelle variasjoner i skapene ble de 3 skdlene for hvert isolat innen hver
temperatur tilfeldig plasserti hylla. Skdlene ved 15°C, 20°C og 25°C ble plassert i skap
med kjgleplater, og isolater som skulle std ved 10°C, ble plassert i et temperaturregulert
skap. Nar kjeksene hadde fatt litt tid til a feste seg pa den nye agaren, ble det tegnet opp
et kryss pa undersiden av skdlene hvor agarkjeksen var sentrum. For 10°C og 15°C ble
veksten merket av etter 1 og 7 dager etter poding (Brennan, Fagan et al. 2003). For 20°C

og 25°C etter 1 og 3 dager.

Ved registrering ble det satt av merker med tusj pa de kryssende strekene under skalene
for ytterkanten av veksten til soppen. Alle registreringene ble gjort pa samme tidspunkt
alle dagene. Etter at registreringen var ferdig, ble merkene pa skdlene malt opp med
linjal. Diameteren begge retninger for begge tidspunkter ble registrert. Hele forsgket ble

gjentatt tre ganger.

Merkene som var satt av pa skadlene ble malt og notert. Det ble sa regnet ut
gjennomsnittlig vekst per dag. Dette ble malt ut fra vekstraten mellom fgrste og andre
registrering. P4 denne maten vil ikke eventuelle feilkilder omkring poding ha noen
innvirkning. For temperaturene 10 og 15 °C ble det gjennomsnittsveksten for 6 dager og

for 20 og 25°C for 2 dager. Enheten for tallene ble derfor "Radial vekst i mm per dggn”.

Resultatene som ble lagt inn i Minitab var gjennomsnittlig radial vekst i mm per dggn for
hvert isolat ved hver temperatur. Det ble gjennomfgrt en variansanalyse av tallene

(Vedlegg 4b).

Pa gjentak 3 ble det problemer med temperaturfgleren i hylla med 25°C. Dette ble
oppdaget da forsgket skulle avsluttes, og det var da uvisst hvor lenge problemet hadde
vedvart. Reell temperatur i hylla 13 et sted mellom 20 og 25°C. Tallene for tredje gjentak

ved 25°C ble derfor fjernet fra datasettet.
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Aggressivitet

Tillaging av inokulum

Metoden som ble brukt var a ta opp som mycel pa SNA fra 80°C for sa a pode til skaler
med MBA (Mung bean agar). Disse skalene ble sa vasket med destillert vann, og gnsket
konsentrasjon med sporer ble overfgrt til nye skdler med MBA. Disse skalene ble tilslutt

ogsa vasket med destillert vann, og inokulum ble laget for veksthusforsgket.

For tillaging av inokulum til aggressivitetstesten ble isolatene oppformert som
beskrevet under materiale og metode for vekstrate. Alle isolatene ble overfgrt fra SNA til
MBA (Mung bean agar) skaler. Det ble benyttet tre skaler per isolat for oppformering av
konidier, og disse ble satt ved 20°C. For a sikre at vi fant betingelser som ville gi god
konidieproduksjon, ble to av skdlene satt under NUV og hvitt lys (Ca 50umol-2s'1), og en

av skalene ble satt under NUV og litt redusert hvitt lys.

Produksjonen av konidier var darligere enn forventet, og etter 10 dager ble det skdret
spor pa tvers av agaren i alle skdlene, i hap om at dette skulle gke sporeproduksjonen.
Temperaturen ble ogsa satt opp til 23°C i skapet. Etter 14 dager var sporeproduksjonen
hos isolatene 23/07,33/08, 34/08,87/08 og 137/08 fortsatt meget darlig. Disse, og de
isolatene i samme AFLP-gruppe (28/08,39/08, 58/08, 61/07 og 77/08), ble derfor satt
tilbake i skapet ved 23°C. Tolv av isolatene (25/07,29/07,47/07,59/07,63/07,67/07,
81/07,38/08, 66/08,123/08,139/08 og 140/08) ble samme dag overfgrt til nye MBA
skaler. Sporer ble vasket av fra skdlene med 2,5 ml destillert vann ved hjelp av en
pipette. Det ble ogsa overfgrt 2,5 ml vann til et rgr for bruk hvis det var behov for mer
vann. Behovet for mengde sporesuspensjonen var 2 ml. Sporesuspensjonen fra vasking
ble ristet; 8 pl ble pipettert opp og overfgrt til et Hycor Kova tellekammer. @nsket
konsentrasjon var 10> sporer pr ml (Bai, Plattner et al. 2001). Dette vil si ca 5,5 sporer
pr smarute i tellekammeret. Fra 3 til 6 sporer pr rute ble akseptert. For a unnga spiring
ble rgrene med ferdige sporesuspensjonen satt i kjgleskap nar de var klare. Da alle
skalene var vasket, ble sporesuspensjon fra hvert isolat overfgrt til to skaler MBA. Pa

hver skal ble 1 ml sporelgsning fordelt utover skdlen med en L-formet glasstav. Skdlene
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ble lagt i poser og plassert pa 23°C med NUV og hvitt lys. Disse sto i skapeti 11 dager for

produksjon av konidiesporer.

Grunnet den darlige sporeproduksjon hos isolatene 23/07,33/08, 34/08,87/08 og
137/08 fikk og de resterende isolatene derfor sta i skapet ytterligere seks dager til.
Disse fem og de resterende isolatene (28/08, 33/08, 34/08, 39/08, 58/08, 61/07,
77/08,87/08 og 137/08) ble sa vasket 20 dager etter poding og overfgrt til nye MBA
skaler. Grunnen til at disse ni isolatene ble stiende sammen med de med darlig
sporeproduksjon, var fordi disse er naert beslektet, og det var gnskelig at disse fikk sa lik
behandling som mulig. Noen av isolatene var det vanskelig a fa et tilstrekkelig antall
sporer fra. For isolat 137/08 matte sporene som var vasket av, sentrifugeres for a oppna
riktig konsentrasjon. Det ble sentrifugert pa 3000 rpm i 10 minutter pa 4°C. Fra isolat
23/07 lyktes det bare a fa 1,5 sporer pr rute, fra 137/08 kun 2 sporer per rute og 33/08
bare litt over 1 spore pr rute. Men dette ble akseptert, og vi valgte a ikke sentrifugere

disse.

Figur 6: Vekst av Fusarium graminearum pa mung bean agar (MBA) for produksjon av

inokulum til aggressivitetsforsgk (isolat 139/08). (Foto: G. B. Larsen 2009)

23



Hgsting av sporer

Etter 11 dager vekst pa MBA ved 23°C ble sporene vasket av skdlene med 5 ml destillert

vann og 200 ul av dette overfgrt til et nytt eppendorfrgr. Inokulumet skulle ha en
konsentrasjon pa 100.000 sporer per ml. Dette vil si ca 1,1 spore per smarute pa

tellekammeret (mellom 0.99 og 1.29 ble godtatt). Sporekonsentrasjonen ble malt og

fortynnet ved behov. For hvert isolat ble det laget 3ml inokulum som ble frosset ned til -

20°Cieppendorfrgr a 1 ml.

Et av rgrene for hvert isolat ble senere tatt opp fra fryseren og fordelt ut pa skdler med

vannagar, 0,5 ml pa hver. Etter 6 timer ble sporespiring kontrollert ved telling i

mikroskop (Leonard and Bushnell 2003). Spireprosenten 1a mellom 60 og 100%. Det sa

ogsa ut til at sentrifugeringen av isolat 137 /08 ikke hadde hatt noen innvirkning pa

spiringen.

Isolathavn | Spireprosent
023/07 90
025/08 74
028/08 80
029/07 77
033/08 65
034/08 85
038/08 92
039/08 80
047/07 98
058/08 60
059/07 90
061/08 90
063/07 100
066/08 85
067/07 95
077/07 85
081/07 90
087/08 95
123/08 70
137/08 85
139/08 85
140/08 61

Tabell 2: Spireprosent for konidier til inokulum etter 6 timer pa vannagar.
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Plantemateriale

Varhvete (Triticum aestivum) av sorten Zebra ble dyrket i veksthus. Zebra er valgt fordi
denne ikke skiller seg ut som verken meget mottagelig eller meget resistent mot
Fusarium graminearum. | tillegg er det en mye dyrket sort i Norge. Frgene kom fra
KIMEN savarelaboratorium og var valgt ut pa grunnlag av god spireprosent (>90%) og

liten kontaminering med frgbarne patogener.

Plantene ble dyrket i potter med diameter pd 19 cm i P-jord fra LOG. Denne bestar av 70
vol% sphagnumtorv H2-H4, 20 vol% sphagnumtorv H6-H8 og 10 vol% sand.
Gjgdselinnhold er: N=950mg/], P-cat= 40mg/I, K-cat= 180 mg/l. Det ble sadd 9 frg per
potte som ble tynnet ut til 7 etter to uker. Til sammen ble det sddd 125 potter.

Forsgket ble gjennomfgrt i et av SKPs vekstrom i Asbakken. Lyskilden som ble brukt var
av typen Osram Powerstar HQ i-BT 400W/D. Siden plantene ble dyrket pa hgsten, var
det behov for tilleggslys hele tiden, med unntak av fine dager. Malt lysmengde ved
toppen av bestandet ble malt til mellom 150 og 200 umol-2s-1. Lampene ble justert i
hgyden etter hvert som plantene vokste, for d holde en omtrentlig lik avstand mellom

lamper og planter gjennom forsgket.

Fra sding og fram til aksskyting var gnsket dagtemperatur 15°C og nattemperatur 10°C.
Grunnet lav utetemperatur gikk det bra a holde disse betingelsene. Det ble stilt inn til 16
timers dag, med lys pa fra kl 04.00 til 20.00 og relativ luftfuktighet pa 65%. Fra plantene
var to uker gamle, ble det gjgdselvannet en gang per uke. Gjgdselvannet som ble brukt
hadde ledetall pa ca 1,5, og det ble gitt 5 dl per potte. I tillegg til dette ble det vannet ved
behov, pa det meste hver dag. Gjgdselvannet bestod av en blanding 25 kg rgd Superba
(Yara) blandet i 2001 vann og 25 kg kalksalpeter (Yara) blandet i 2001 vann (Vedlegg 5).
Nar plantene begynte a strekke seg, ble de stgttet opp. Til dette ble det brukt fire
bambuspinner per potte som det ble bundet en trad rundt. Dette ble gjort om lag to uker
etter sding, samtidig med tynning. Traden ble flyttet oppover i takt med veksten pa

planene.
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Det ble oppdaget startende angrep av meldugg pa plantene 5,5 uke etter sding. Det ble
det derfor sprgytet med Forbel 750 i en dose pa 1ml pr liter vann (Vedlegg 3). Det totale

forbruk var ca 1,5 liter, noe som tilsvarer omkring full dose.

Etter aksskyting, om lag 7 uker etter sding, ble lysperioden gkt til 18 timer og
dagtemperatur til 20°C og nattemperatur til 15°C. Relativ luftfuktighet ble satt opp til
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Figur 7: Oppal av hveteplanter i veksthus for bruk til aggressivitetsforsgk. (Foto: G.B.
Larsen 2009)

Inokulering

Pottene i veksthuset ble delt opp i 4 fire grupper dagen fgr inokulering. Dette var ca en
uke etter skyting, ved begynnende blomstring. Malet var a fa mest mulig jamne planter
innad i hver gruppe. Plantene var ganske jamne fordi bordene var rullert rundt i
rommet. Det var ikke nevneverdig forskjell pa gruppene, bortsett fra at enkelte av
pottene ikke hadde mer enn 6 aks som blomstret, disse ble likevel tatt med for a fa nok
potter. Til sammen 92 potter ble tatt ut for smitting. Dette tilsvarte en potte i hver av de
fire gruppene for hvert av de 22 isolater, pluss kontroll. Pottene ble merket med

nummer fra 401-492. Pottene ble plassert pa rekke under vekstlyset hvor pottene i hver
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gruppe sto sammen i tilfeldig rekkefglge. Hver gruppe ble plassert pa 1,5 bord, til

sammen 6 bord.

2 maneder etter sding ble plantene i veksthuset inokulert. Ferdig inokulum ble tatt opp
fra fryser og plassert i isoporkasse med is. Rgrene ble tatt opp etter hvert, slik at de
smeltet i rett tid for bruk. Av hvert isolat var det to eppendorfrgr med sporesuspensjon.
Hvert rgr inneholdt 1 ml lgsning og ble brukt pa to potter. Fgr smitting ble rgrene ristet
kraftig pa en vortex. Fgr inokulering av potte nummer 2 ble resterende blanding i rgret
blandet ved a suge den ut og inn med pipetten. Pipetten som ble brukt var av merket
Finnpipette med 0,5 ml tip. Hver drape fra denne er 10 pl og tilsvarer ca 1000 sporer
(Bai, Plattner et al. 2001). Det ble byttet spiss mellom hvert eppendorfrgr. Fjerde
smaaks regnet fra toppen ble inokulert. En drape ble dryppet rett i blomsten ved at
ytteragnene ble brettet ut til siden. Smaakset rett over pa samme side av akset ble
merket med vannfast tusj. Hansker ble byttet mellom hvert isolat. Til kontroll ble det
benyttet destillert vann. Etter smitting ble hver potte dekket med en plastpose fuktet
med 6-7 sprut destillert vann fra spruteflaske (Muthomi, Oerke et al. 2002). Lyset var

slatt av i de 48 timene posene satt pa.

Figur 8: Hveteplanter med fuktkammer etter inokulering med Fusarium graminearum i

aggressivitetsforsgk. (Foto: G. B. Larsen 2009)
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Grunnet tilbakevendende problemer med meldugg ble det besluttet a sette pa
svoveldamper i denne perioden for a forebygge angrepet noe. Svoveldamperen ble satt
pa to timer hver natt (Svovelblomme, 99,8%). Denne ble sldtt av ndr posene ble tatt av
fordi vi var usikre pa hvilken effekt den kunne ha pa Fusarium. Nar posene ble fjernet,

ble ogsa lyset slatt pa igjen.

Registrering av F. graminearum angrep i hvete

Antall smittede smaaks ble registrert 11, 18 og 25 dager etter inokuleringen. Antall
blekede smaaks ble telt fra det inokulerte smaakset og nedover. Gjennomsnittet av alle

aksene i hver potte ble brukt for videre beregninger.

Grunnet gkende melduggproblemer og fare for at denne skulle utvikle seg i akset, ble det
pa nytt sprgytet med full dose Forbel 750, 12 dager etter inokulering. Sprgytingen ble

utfgrt 6 dager for andre registrering.

Resultatene fra andre registrering er de som er blitt brukt. Ved tredje registrering var
plantene og soppen kommet langt i utviklingen, og sammen med mjgldoggangrep ville
det veere kilder for feil i registreringene. Det ble utfgrt en variansanalyse pa tallene for a

sammenligne angrep av "ny” og "gammel” genotype (Vedlegg 4a).

Peritecieproduksjon

Dyrking av sopp for produksjon av perithecier

I[solatene ble oppformert som beskrevet under materiale og metode for vekstrate. |
forkant av forsgket ble det gjort noen innledende forsgk for a se hvordan potensialet var
og hvor lang tid ting tok. Forskjellige behandlinger og metoder for skraping av mycel ble

testet ut.
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Soppmyecel dyrket pa SNA ble overfgrt til skaler med gulrotagar (Vedlegg 1). Hvert isolat
ble podet pa 9 skdler. Disse ble satt i skap med kjgleplater pa temperaturene 15°C, 20°C
og 25°C (tre skaler ved hver temperatur). Skalene ble av praktiske arsaker lagt i poser
med ziplas slik at det skulle bli lettere a ta dem ut av skapet for a se pa dem opp mot
lyset. De ble sa dyrket under hvitt lys med lysperiode pa 16 timer (Gilbert, Woods et al.
2008). Nar mycelet for de fleste av isolatene innad for hver temperatur hadde vokst ut
til kanten av skala, ble de skrapet. Dette ble gjort med et objektglass, og alt mycel pa
overflaten ble fjernet. Deretter ble 0,5 ml Tween 20 strgket ut over skdla med glasstav.
Grunnet variasjon i veksthastighet var det noe ulikt hvor langt ut mot kanten av skdla
mycelet hadde kommet. For enkelte var mycelet nadd kanten et par dager fgr skraping,
men for andre var mycelet ennad ikke naddd helt ut. For de isolatene som enna ikke var
helt utvokst, ble det merket med tusj pa lokket for d vise hvor langt ut veksten var.
Skalene ble sa satt tilbake i skapet, men nd ogsa med NUV lys. Skdlene pa 25°C ble
skrapet etter 6 dager etter poding, pa 20°C etter 8 dager og pa 15°C etter 14 dager. Det
ble registrert at ziplds posene medfgrte mye kondens i skdlene, og de ble derfor tatt av
14 dager etter poding. I forhold til de innledende forsgkene som var gjennomfgrt pa

forhand, ble det mye mer mycelproduksjon. Szerlig gjaldt dette skalene pa 25°C.

Registrering av perithecieproduksjon

Perithecieproduksjonen i hver skal ble registrert skjgnnsmessig etter en klassifisering i
4 kategorier. O=ingen funn av perithecier ved siste registrering, 1=enkelte perithecier,
2=middels antall perithecier, 3=mange perithecier. Dette er vist pa Figurene 20, 21 og
22. Tidspunktet for registrering ble valgt ut pa grunnlag av hvordan det sa ut med
utviklingen av peritheciene i skdlene. Registreringen av perithecieproduksjon for
skalene som stod ved 25°C ble gjort 16 dager etter skraping av skdlene, mens skalene

som hadde statt ved 20 og 15 °C ble registrert etter hhv. 19 og 22 dager.

Pa mange av skalene ble registreringen vanskeliggjort av til dels mye mycelvekst. Fra
undersiden av skalen kan en se mgrke omrader, men disse er ikke alltid perithecier.
Dette gjaldt szerlig skaler med kun liten produksjon av perithecier, oftest i kategori 0

eller 1. Det ble derfor ngdvendig a skrape bort mycelet og studere kulturen under en
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lupe for a finne forekomsten. Pa skadler med mer kraftig produksjon av perithecier kan
en enkelt se det fra oversiden av skala, siden mycelveksten oftest ikke er sa kraftig der

hvor peritheciene befinner seg.

Til slutt ble peritheciene lagt pa objektglass og studert i mikroskop for a se pa
produksjonen av ascosporer. Det ble gjennomfgrt variansanalyse i Minitab for a
sammenligne evne til 4 produsere perithecier for isolater kategorisert som hhv. "ny”

eller "gammel” genotype.
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Kapittel 3 - Resultater

Vekstrate

Figurene 9 og 10 viser veksten hos to av isolatene. Isolat 29/07 har en mer typisk vekst
og mycelproduksjon enn 137/08 som vokser mer som tynne trader.
Ved 10°C var gjennomsnittlig radial vekst for de tre gjentakene 3,12mm per dggn. For
15°C var snittet 4,42mm , 20°C 8mm og 25°C 13,09mm. Se figur 17.

Figur 9: Dyrking av Fusarium graminearum pa potato dextrose agar (PDA) for beregning

av in vitro vekstrate (isolat 29/07). (Foto: G. B. Larsen 2010)
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Figur 10: Vekst av Fusarium graminearum pa potato dextrose agar (PDA) for malinga av
radial vekst og in vitro vekstrate. Viser isolat 137/08 med atypisk tradmycelvekst. (Foto:
G.B. Larsen 2009)

Videre viste variansanalysen at isolatene med "ny” genotype hadde signifikant lavere
vekstrate enn de av "gammel” type (Vedlegg 4b).

Figurene 11, 12, 13 og 14 viser vekstrate for de 22 isolatene F. graminearum ved
temperaturene 10°C, 15°C, 20°C og 25°C. Isolater av "ny” genotype er farget bl3, og

isolater av "gammel” genotype er farget rgdt.
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Vekstrate ved 10 C
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Figur 11: Vekstrate in vitro for 22 isolater Fusarium graminearum dyrket pa potato

dextrose agar (PDA) ved 10°C. Hver sgyle er snitt av 3 gjentak (tre skaler av hvert isolat

o »

innen gjentak) (Rgd: "gammel” genotype, bla: “ny” genotype.)

Vekstrate ved 15 C
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Figur 12: Vekstrate in vitro for 22 isolater Fusarium graminearum dyrket pa potato
dextrose agar (PDA) ved 15°C. Hver sgyle er snitt av 3 gjentak (tre skaler av hvert isolat

innen gjentak). (Rgd: "gammel” genotype, bla: "ny” genotype.)
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Vekstrate ved 20 C

. 14,00
2 12,00
u )
g 10,00
a )
g
= 8,00
g 600
]
2 4,00
8
T 2,00
&
0,00
2 A D AN DD DA DDA AN DA DA DDA DD D
S PR PRSP LS
fl,\%bf‘\\%(o\,\%%q\q’ %\(\)%%@bb@ 03\%@\% /\\’1,6\\‘\, 63\% o,\q, o,\q’ q,\%(\(\\% {b\'\, b‘\q,%\,\q,éb\q, o,\q' /\\%
PTHFI I I P I R PEIFS I IH NS R LR R

Isolatnavn

Figur 13: Vekstrate in vitro for 22 isolater Fusarium graminearum dyrket pa potato
dextrose agar (PDA) ved 20°C. Hver sgyle er snitt av 3 gjentak (tre skaler av hvert isolat

innen gjentak). (Rgd: "gammel” genotype, bla: "ny” genotype.)
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Figur 14: Vekstrate in vitro for 22 isolater Fusarium graminearum dyrket pa potato
dextrose agar (PDA) ved 25°C. Hver sgyle er snitt av 3 gjentak (tre skdler av hvert isolat

innen gjentak). (Rgd: "gammel” genotype, bla: "ny” genotype.)
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Figur 16 viser at isolat 137 /08 skiller seg ut ved alle temperaturene som det mest

saktevoksende og at vekstraten ikke ser ut til & pavirkes av temperaturen. Veksten til

isolatet var kun som tynne trader av mycel og var ganske atypisk i forhold til

majoriteten av isolatene (Figur 10). Samme vekstmate hadde ogsa isolat 34/08 og

39/08, men disse var ikke like saktevoksende. Ut fra figur 15 kan vi se at seerlig isolat

34/08 har en mye flatere vekstkurve enn de andre, men de responderte likevel pa

temperaturgkning med gkt veksthastighet.
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Figur 15: Vekstrate in vitro for isolater av Fusarium graminearum med "gammel”

genotype dyrket pd potato dextrose agar (PDA) ved temperaturene 10°C, 15°C, 20°C og

25°C. For hvert isolat er verdien snitt av 3 gjentak med hver tre skaler.
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"Ny" genotype
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Figur 16: Vekstrate in vitro for isolater av Fusarium graminearum med "ny” genotype
dyrket pa potato dextrose agar (PDA) ved temperaturene 10°C, 15°C, 20°C og 25°C. For

hvert isolat er verdien snitt av 3 gjentak med hver tre skaler.

For a fa et klart bilde av forskjellen mellom "gammel” og "ny” genotype ble
gjiennomsnittlig vekstrate for hver av de to gruppene beregnet. Figur 17 viser
gjennomsnittlig veksthastighet ved de ulike temperaturene for isolater av henholdsvis
"gammel” og "ny” genotype. Fordi isolat 137/08 har en helt annen vekstkurve enn de
andre isolatene, ble denne tatt ut fgr det ble laget figurer som viste snittverdien for alle
isolater av "gammel” og "ny” genotype. Det ble i stedet laget en stiplet linje der 137/08
er med. Forholdet mellom gjennomsnittlig veksthastighet for de to genotypene er
ganske likt ved temperaturene 10°C og 15°C, men ved 20°C og 25°C ligger
veksthastigheten hos isolater av "gammel” genotype betydelig hgyere (Figur 17). Den
prosentvise forskjellen er veldig lik ved temperaturene 10°C, 15°C og 25°C. For disse er
forskjellen ca 10%, men for 20°C ligger den pa over 20%. Disse tallene er uten isolat

137/08. Dersom denne tas med, er tallene noe hgyere.
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Gjennomsnittlig vekstrate for "gammel”
og "ny" genotype
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Figur 17: Gjennomsnittverdier av tre gjentak for vekstrate in vitro for isolater av
Fusarium graminearum med "gammel”, "ny” genotype og "ny” genotype uten isolat

137/08, dyrket pa potato dextrose agar (PDA) ved temperaturene 10°C, 15°C, 20°C og
25°C

Aggressivitet

Figur 18 viser at aggressivitet hos isolatene varierer mellom 4,0 og 0,3 blekede smaaks
per aks. Flertallet av de nye isolatene hadde et gjennomsnitt pa mellom 4,0-2,6 bleika
smaaks per aks, mens alle de gamle, unntatt ett (61/07) ligger mellom 2,3 og 0,4 bleika
smaaks per aks. Variansanalyse viste signifikant forskjell i aggressivitet mellom isolater
av "gammel” og "ny” genotype, der "nye” var mer aggressive enn "gamle”. Dette kan en
ogsa se ut fra figur 18. Tallene vist i figuren her er gjennomsnittet av blekede smaaks i
hver potte og for de fire blokkene. Figur 19 viser et aks fra forsgket angrepet av F.

graminearum.
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Aggressivitet
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Figur 18: Variasjon i aggressivitet for 22 isolater av Fusarium graminearum fremstilt
som gjennomsnittlig antall blekede smaaks per inokulerte hveteaks 18 dager etter

inokulering. (Bla: ny genotype, rgd: gammel genotype.)

Figur 19: Hveteaks angrepet av Fusarium graminearum. (Foto: G. B. Larsen 2009)
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Perithecieproduksjon

Figur 23 viser perithecieproduksjon for alle isolatene ved 15, 20 og 25°C, vurdert etter
en klassifisering i 4 kategorier, O=ingen funn av perithecier ved siste registrering,
1=enkelte perithecier, 2=middels antall perithecier, 3=mange perithecier. Kategoriene 1,

2 og 3 er vist pa figurene 20, 21 og 22.

Figur 20: Perithecier av Fusarium graminearum pa mung bean agar (MBA). Bildet viser
Isolat 61/07 som ble vurdert til & ha en lav produksjon av perithecier (kategori 1).

(Foto: G.B. Larsen 2010)

Figur 21: Perithecier av Fusarium graminearum pa mung bean agar (MBA) kategori 2
(Isolat 59/07). Denne skadla har ogsa en del perithecier under mycelet som ikke kan sees

pa bildet. (Foto: G.B. Larsen 2010)
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Figur 22: Perithecier av Fusarium graminearum pa mung bean agar (MBA) kategori 3

(Isolat 33/08). (Foto: G.B. Larsen 2019)

Perithecieproduksjon for 22 isolater av F.
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Figur 23: Produksjon av perithecier hos 22 isolater av Fusarium graminearum pa
gulrotagar ved temperaturene 15, 20 og 25°C. Kategorier: O=ingen funn av perithecier
ved siste registrering, 1=enkelte perithecier , 2=middels antall perithecier , 3=mange

perithecier.
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Gjennomsnittlig perithecieproduksjon (0-3)
Temp Gamle Nye
15°C 1,50 1,70
20°C 1,58 1,30
25°C 1,33 1,20

Tabell 3: Gjennomsnittlige verdier for produksjon av perithecier hos Fusarium
graminearum for isolater av "gammel” og "ny” genotype ved temperaturene 15, 20 og

25°C.

Det ble utfgrt en variansanalyse pa tallene og denne viste at det ikke var signifikant
forskjell evne til 4 produsere perithecier hos "ny” og “gammel” genotype (Vedlegg 4c).
Man ser ogsa i figur 23 at det ikke er noen tydelige forskjeller i evnen til & produsere

perithecier mellom "gammel” og "ny” genotype.

For enkelte isolater var det relativt stor variasjon mellom produksjonen innen hver
temperatur. Det er ogsa et lite datagrunnlag for a trekke noen konklusjoner. Isolat
33/08 er helt klart det som produserer mest perithecier. Skdlene ble omtrent dekket av
disse. Isolatet hadde en darlig evne til & produsere konidier. Ved produksjon av
inokulum var det derimot vanskelig a finne nok konidier til 3 oppna gnsket

konsentrasjon med sporer.

Skalene ble stdende i skapet etter siste registrering av perithecieproduksjon. Dette ble
gjort for a kunne fglge med pa videre utvikling av perithecier og registrering av hvorvidt
disse ble modne (dvs. produserer ascosporer). Det viste seg at alle isolater produserte
perithecier ved alle temperaturer bare de fikk tid nok pa seg. Det ble ogsa undersgkt om
peritheciene inneholdt ascosporer 8 uker etter poding. Det ble funnet ascosporer hos
alle isolater, med unntak av isolat 87/08. Etter sa lang tid vil det bli et problem at agaren
tgrker helt ut, og dette kan derfor bli en begrensende faktor for produksjonen av

ascosporer hos de mest saktevoksende isolatene.
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Figur 24: Modne perithecier med ascosporer av Gibberella zeae (Fusarium

graminearum) etter vekst pa gulrotagar. (Foto: G. B. Larsen 2010)

Sammenheng mellom de ulike egenskapene hos de 22 isolatene av
F. graminearum

Tallene fra aggressivitet- og vekstrateforsgkene ble sammenfattet i en sammenligning i
MiniTAB, og resultatene fra begge forsgkene ble kombinerti en figur (figur 25). I denne
figuren ble 20°C valgt ut som illustrasjon, fordi dette var dagtemperaturen som ble
holdt under aggressivitetsforsgket i veksthuset. Tallene brukt i figuren er
gjiennomsnittstall innad for hvert isolat. Resultatene fra forsgket med
perithecieproduksjon ble sammenlignet med tallene fra aggressivitet og

vekstrateforsgkene.

Sammenligninger i Minitab viste at det ikke var noen sammenheng mellom egenskapene

aggressivitet og vekstrate (Vedlegg 4d). Dette kan en ogsa enkelt se ut fra figur 25.
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Aggressivitet og vekstrate for Fusarium graminearum
isolat av "gammel" og "ny" genotype
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Figur 25: Aggressivitet og vekstrater hos 22 isolater av Fusarium graminearum, sortert
etter fallende aggressivitet. (Gul: Aggressivitet "ny” genotype, Grgnn: Aggressivitet
"gammel” genotype, Bla:Vekstrate "ny” genotype, Rgd: Vekstrate "gammel” genotype.)

Ved gjennomfgringen av sammenligninger av gjennomsnittlig perithecieproduksjon opp
mot aggressivitet og vekstrate, ble det besluttet a ta ut de avvikende isolatene 34/08 og
137/08 siden disse to pavirket resultatet mye. Sammenligningene viste at det ikke var
noen sammenheng mellom gjennomsnittlig perithecieproduksjon og vekstrate ved 10°C,
15°C, 20°C og 25°C (Vedlegg 4f). Det samme gjelder perithecieproduksjon ved de ulike
temperaturene opp mot tilsvarende temperaturer fra vekstrateforsgket (uten isolat

137/08) (Vedlegg 4e).
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Kapittel 4 - Diskusjon

Det ble registrert en signifikant forskjell i in vitro vekstrate mellom de 22 ulike isolatene
av F. graminearum som ble undersgkt. Tilsvarende studier viser ogsa at det er variasjon
i vekstrate mellom ulike isolater av F. graminearum. I forsgk gjort av Brennan et al. ble
det funnet forskjeller mellom isolater fra forskjellige europeiske land. Tallene i vare
forsgk ligger en del over gjennomsnittlig vekst funnet av Brennan et al., seerlig ved 25°C
(Brennan, Fagan et al. 2003). Det samme gjelder forsgk utfgrt av Walker et al. ved 25°C
(Walker, Leath et al. 2001). En av drsakene til dette kan veere at i motsetning til de
andre, ble vare forsgk gjennomfgrt i mgrke. Snyder fant i en studie av forskjellige
Fusarium-arter at disse produserte konsekvent mer mycel i mgrke enn i lys (Snyder
1941). Vi kan heller ikke utelukke feilkilder av teknisk karakter omkring temperaturen i
skapene som ble brukt. Ved 25°C der forskjellen var stgrst, var det ogsa ngdvendig a

bytte ut temperaturfgleren i skapet etter tredje gjentak.

Flesteparten av isolatene fra vare studier ser ut til 4 ha en optimumvekstrate som ligger
pa 25°C eller hgyere. Kurvene viser ingen tegn til a flate ut. Dette stemmer ogsa overens
med andre undersgkelser som viser at optimumstemperaturen for F. graminearum
ligger omkring 25°C (Campbell and Lipps 1998; Brennan, Fagan et al. 2003). En gkning i
vekstrate med gkende temperatur gjaldt for alle isolatene, med unntak av isolat 137/08
som hadde en noe atypisk vekst og en meget lav produksjon av mycel i forhold til de

andre isolatene. Dette isolatet er av "ny” genotype.

[ forsgket er temperaturene 10°C, 15°C, 20°C og 25°C benyttet. Sett ut fra et praktisk
synspunkt vil temperaturen i vekstsesongen i snitt aldri komme opp i de hgyeste
temperaturene her pa vare breddegrader. Men selv om 25°C ikke forekommer sa mye av
tiden, vil det likevel veere interessant a se pa dette da en pa den maten kan trekke ut
kunnskap om hvordan et varmere klima vil pavirke veksten av soppen. Ut fra forsgkene
her ser det ut til at F. graminearum trives godt under hgye temperaturer. Dette stemmer
godt overens med hva Xu et al. skriver om at F. graminearum forekommer mest under

varme forhold (Xu, Nicholson et al. 2008)
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Ut fra variansanalysen som ble gjennomfgrt, ble det funnet at isolater som her betegnes
som "nye "genotyper var signifikant mer saktevoksende enn de isolatene som tilhgrte
gruppen med betegnelsen "gammel” genotype. Dette gjaldt ved alle temperaturer.

En kan spgrre seg om hvilke andre egenskaper som vil veere annerledes for de mer
saktevoksende isolatene. Den lavere veksten kan kanskje skyldes gket produksjon av
mykotoksiner. Brennans stuide av F. graminearum fra Italia, Ungarn og Irland viser at
italienske isolat var mer patogene enn fra de to andre landene ved alle temperaturene
som ble studert (10, 15, 20, 25 og 30°C). Ved 10 og 15°C var italienske isolat mer
saktevoksende, men var likevel mye mer patogent enn isolat fra de to andre landene.
Ved 20 og 25°C har italienske isolat en mye hgyere veksthastighet, men her er det
nesten ingen forskjell i patogenitet (Brennan, Fagan et al. 2003). Xu et al. fant positiv

korrelasjon mellom grad av angrep og mykotoksiner (Xu, Monger et al. 2007).

| forsgkene som er beskrevet i denne oppgaven var det en signifikant forskjell i
aggressivitet mellom de forskjellige F. graminearum isolatene. Dette er ogsa funnet i
andre undersgkelser (Cumagun, Rabenstein et al. 2004). [solater med betegnelsen "ny”
genotype hadde en signifikant hgyere aggressivitet enn de av "gammel” genotype. I
hvete er det funnet sammenheng mellom F. graminearum isolaters produksjon av DON
og deres aggressivitet (Bai, Desjardins et al. 2002; Wanyoike, Walker et al. 2002; Jansen,
von Wettstein et al. 2005). Vi kan derfor spekulere i om de mest aggressive isolatene har
en hgyere produksjon av DON og videre om isolatene med "ny” genotype har en hgyere
produksjon av DON og om dette er en av faktorene som gjgr de signifikant mer
aggressive enn isolater av "gammel” genotype. Derimot har vi ikke malt

mykotoksinproduksjonen for isolatene som er brukt her i dette forsgket.

Mer aggressive isolater vil raskere kunne etablere seg og derfor gjgre en stgrre skade, og
da sarlig nar det kommer til produksjonen av mykotoksiner. I en kombinasjon med
mange andre faktorer kan en generell gkt aggressivitet i populasjoner av F.
graminearum veaere en av grunnene til den observerte gkningen i utbredelse av F.
graminearum i Norge de senere ar. Fusarium graminearum har dessuten vist seg a veere

mer aggressiv ved inokulering i hvete enn artene F. avenaceum, F. culmorum og F. poae

45



(Xu, Monger et al. 2007), arter som tidligere har vaert av de vanligst forekommende her i

landet (Kosiak, Torp et al. 2003).

Vi har kun benyttet enkeltsporeisolater i vare forsgk. Xu et al. fant i forsgk med
kontrollert inokulering med fire Fusariumarter i hvete, at bruk av blanding med flere
Fusarium-arter ga mindre soppbiomasse og en dramatisk gkning av produksjonen av
mykotoksiner (Xu, Monger et al. 2007). Ute i felt vil det alltid vaere et mangfold av
sopper som angriper kornet . Bruk av enkeltsporeisolater vil derfor bare gi et bilde av
hvordan isolatene virker hver for seg, men ikke hvordan samspill mellom disse vil

pavirke aggressivitet og produksjon av mykotoksiner.

Det ble registrert mjgldoggangrep pa plantene som ble brukt i aggressivitetsforsgket. I
omradet omkring Asbakken ligger det flere forskjellige veksthus. I tillegg til fare for
inokulum utenfra vil det stadig vere fare for a fa inn sykdommer som mjgldogg i
vekstrommet. Det kan spres enten med vind eller med personer som gar ut og inn av
vekstrommene. Vi fikk dessverre ikke vite om muligheten til & sette inn svoveldamping
for det allerede var registrert angrep av mjgldogg. Ideelt sett burde denne veert satt inn
fra planting og heller veert tatt ut ved inokulering. I dette tilfellet ble det dessverre
ngdvendig a sprgyte slik at mjgldoggen ikke gdela forsgket. Selv om ikke Forbel 750 har
noen kjent effekt mot Fusarium, kan man ikke garantere at dette gir noen innvirkning pa
forsgket. Et angrep av mjgldogg vil ogsa kunne initiere forsvarsresponsen i plantene, og

dette kan ha pavirket resultatet.

[ forsgket ble det funnet variasjon mellom de ulike isolatenes evne til 4 produsere
perithecier. Det lyktes derimot a dyrke frem perithecier for alle isolater ved alle
temperaturer, bare de fikk nok tid pa seg. Dette stemmer godt overens med beskrivelsen
om at F. graminearum er homotallisk og kan produsere perithecier uten a matte krysses
med andre isolater (Leslie and Summerell 2006). Den stgrste variasjonen 13 i hvor lang
tid isolatene brukte pa a danne perithecier og ved mengde perithecier som ble

produsert.

Det ble ikke funnet noen signifikant forskjell i isolatenes evne til & produsere perithecier

ved de forskjellige temperaturene. Dufault et al. rapporterer om at perithecier dannes og
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modnes itemperaturomraddet fra 12 og 28°C (Dufault, De Wolf et al. 2006), og det
passer godt med funnet av perithecier ved de forskjellige temperaturene i vare forsgk.
Det kunne veert interessant og sett pa norske isolaters nedre temperaturgrense for

dannelse av perithecier. Dette ble i vart tilfelle begrenset av tekniske arsaker.

Det ble ikke funnet noe forskjell mellom isolater kategorisert som "gammel” eller "ny”
genotype i evne til 4 produsere perithecier. Det er derfor grunn til 4 anta at en gkning i
evne til & produsere perithecier ikke er av en av grunnene til gkt forekomst av F.
graminearum. Derimot kan den gkte vekstsesongen vi har, fgrt til at forholdene har blitt
lagt mer til rette for produksjonen og modningen av perithecier. En lenger vekstsesong
som Rafoss beskriver (Rafoss 2009), kan vaere nettopp det som skal til for modningen av
perithecier. Det ville veert interessant i vare forsgk og ogsa hatt med isolater med
genotyper som ikke er funnet igjen pa 2000-tallet. Evne til & produsere perithecier kan
nettopp veere en av arsakene til at enkelte genotyper som ble isolert i felt pa 1990 tallet
(ogsa) ble funnet igjen pa 2000-tallet. Det ville likedan veert interessant d gjgre
undersgkelser som sammenlignet hvor lang tid de forskjellige isolatene trenger for a

danne ascosporer.

Selv om registreringsmetoden i forsgket med perithecieproduksjon bare er en
skjgnnsmessig vurdering, vil det likevel gi et lite innblikk i isolatenes evne til a
produsere perithecier. Av praktiske arsaker ble skdlene innen hver temperatur skrapet
pa samme tidspunkt. Grunnet forskjeller i vekstrate vil noen skaler ha vokst ut til kanten
av skdla med god margin, mens andre ikke er fullt utvokst. Dette vil trolig kunne pavirke

dannelsen av perithecier.

Posene som ble benyttet pa skalene i begynnelsen var ingen stor suksess. Seerlig ved
25°C ble det mye kondens og mer mycelvekst enn det som ble observert i for-forsgket.
Dette kan ha en sammenheng med liten lufttilgang i de nesten tette posene og kanskje
darligere mulighet for NUV-lyset til & trenge igjennom. Klimaet som blir inne i skalene,
vil veere av avgjgrende betydning for hvordan produksjonen av perithecier vil arte seg.

Kondensen i skalene kan ha pavirket utfallet av forsgkene.
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Mellom egenskapene vekstrate og aggressivitet ble det ikke funnet noen korrelasjon.
Men det er store variasjoner innad i isolatene for de forskjellige egenskapene. Noen
eksempler er: Isolat 77 /08 som er det mest aggressive isolatet fra veksthusforsgket,
ligger blant den laveste tredjedelen nar det gjelder vekstrate. For isolat 61/07 som var
det nest mest aggressive er bildet motsatt, og dette isolatet er blant de mest
rasktvoksende in vitro. Isolat 28/08 ligger lavest pa aggressivitet, men har hgy vekstrate

ved 25°C.

Hos egenskapen perithecieproduksjon ble det heller ikke funnet noen korrelasjon mot

aggressivitet og vekstrate.

En ville kanskje forvente at hgy vekstrate har positiv sammenheng med aggressivitet. I
likhet med forsgk gjort av Brennan et al. ble det ikke funnet sammenheng her (Brennan,
Fagan et al. 2003). Det tyder derfor pa at det er andre mekanismer som pavirker
forskjellen i aggressivitet. En av disse kan tenkes a vaere produksjon av mykotoksiner

(Bai, Desjardins et al. 2002; Jansen, von Wettstein et al. 2005).

48



Sammenfattende diskusjon

Ut fra forsgkene viser det seg at isolater av "ny” genotype er signifikant mer aggressive
og signifikant mer saktevoksende enn isolater med "gammel” genotype. Nar det gjelder
perithecieproduksjon, ble det ikke funnet noen forskjeller mellom "gammel” og "ny”
genotype. En ville kanskje forvente at hgy vekstrate har positivt sammenheng med
aggressivitet. Dette ble ikke funnet her, og det tyder derfor pa at det er andre
mekanismer som pavirker forskjellen i aggressivitet. En av disse kan tenkes a vaere
produksjon av mykotoksiner (Bai, Desjardins et al. 2002; Jansen, von Wettstein et al.

2005).

Isolatene ble valgt ut fra AFLP dendogrammet for a fa med isolater som er sa ulike
hverandre som mulig. Hvor utbredt forekomsten av de forskjellige isolatene er ute i
naturen er dessverre ikke kjent, ei heller produksjonen av mykotoksiner. Hadde en kjent
til dette, kunne en trukket sikrere konklusjoner om hvilke egenskaper som er
suksesskriterium for soppen ute i naturen. Det er heller ikke kartlagt om den gkte
forekomsten av DON (Aamodt 2008) skyldes stgrre forekomst av sopp eller om soppen
produserer mer av mykotoksinet. Enkelte ar finnes det korrelasjon mellom innhold av
sopp DNA og DON for F. graminearum og F. culmorum, men dette ser ut til & variere en

god del (Hofgaard pers med).

Det er ingen garanti for at isolatene innen kategorien "ny’” genotype ikke var tilstede pa
et tidligere tidspunkt. Ideelt sett burde kanskje noen gamle isolater som ikke er funnet
senere, vaert med for a kartlegge hva som kjennetegner disse. Dette ville veert
interessant for a kunne skaffe seg et bilde over hva som skiller disse fra nyere isolater og
pa den maten kunne se hvorfor disse ikke lenger er forekommende. Av praktiske
arsaker var det ngdvendig a begrense utvalget isolater i forsgket. De 22 isolatene som er
valgt ut er allerede mange nok nar det gjelder tilgang pa plass i veksthus og hyller og

tiden arbeidet med de forskjellige arbeidsoperasjonene tar.

Det er funnet at mange av isolatene isolert pa 2000-tallet er nzert beslektet med isolater
som finnes i utlandet (Aamodt pers. med.). Isolater med antatt kjemotype 15ADON var

ikke a finne blant de gamle isolatene, men finnes blant de nye. I andre land (som bla USA
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og Tyskland) har derimot 15ADON veert den vanlige (Tamburic-Ilincic, Gaba et al. 2008).
Det er derfor sannsynlig at enkelte av de isolatene vi har isolert fra norskdyrket korn i
de senere dra, har blitt innfgrt fra andre land. Hvordan disse har funnet veien til Norge
er ikke lett & si, men mulighetene er mange. En kan derfor anta at populasjonen av F.
graminearum i Norge har endret seg de senere ar, trolig som fglge av innfgring av nye
isolater og ved mutasjoner. En generell trend i nordvest Europa er ogsa gkt forekomst
av F. graminearum pa bekostning av den nzrt beslektede F. culmorum (Kosiak, Torp et

al. 2003).

Ma et al. fant at Fusarium har stor evne til a utveksle store deler av genomet mellom
isolater, og det kan derfor hurtig oppsta nye isolater (Ma, van der Does et al. 2010).
Denne egenskapen kan ogsa veere avgjgrende nar det gjelder muligheten for a kunne ha
et bredt spekter av vertsplanter. Studiene som er gjort pa potet i USA (Delgado, Schwarz
et al. 2010) viser at Fusarium graminearum har et stort spekter med vertsplanter. Hvis
dette skyldes soppens evne til a tilpasse seg nye verter, vil det kunne skape problemer
for valg av vekster for & redusere smittepress av Fusarium i et vekstskifte, og seerligi et
system med redusert jordarbeiding. I Norge og hele den vestlige verden er det en stadig
gkning av bruk av redusert jordarbeiding i landbruket bade av forskjellige gkonomiske
grunner og av miljghensyn. Dette skaper mange konflikter hvor en ma veie fordeler og

ulemper opp mot hverandre.
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Konklusjon

Resultatene i denne oppgaven tyder pa at det i norske populasjoner av Fusarium
graminearum kan ha skjedd en endring av enkelte egenskaper. Dette kan vare en av
arsakene til den gkte forekomsten av F. graminearum som er registrert i norsk

kornproduksjon.

Det ble vist at isolater med "ny” genotype, som hadde en genotype som var ulik
genotyper som tidligere har vert isolert i Norge, var signifikant mer aggressive i hvete
enn isolater av "gammel” genotype. Mer aggressive isolater vil ha stgrre evne til a
angripe og a spre seg i kornplantene. Dette kan fgre til gkte problemer med sykdommen

og kan derfor veere en arsak til gkt forekomst av F. graminearum.

I[solatene av "ny” genotype vokste derimot signifikant saktere in vitro pa PDA enn
isolatene av "gammel” genotype. Dette tyder pa at en hgy veksthastighet in vitro ikke

ngdvendigvis er noen fordel, men innen dette ser vi variasjoner.

Nar det gjelder evnen til & danne perithecier, ble det ikke funnet noen signifikante
forskjeller mellom de to gruppene, og det er trolig ikke noen endring i denne
egenskapen. Hastigheten for dannelse og modning av disse ble ikke undersgkt, men
disse egenskapene kan veare en medvirkende arsak til gkt forekomst av soppen hvis

disse egenskapene har endret seg.

Det ble heller ikke funnet noen signifikante sammenhenger mellom de forskjellige
egenskapene som ble undersgkt. Dette tyder pa at det er andre egenskaper som pavirker

variasjonen i aggressivitet, vekstrate og produksjon av perithecier.

Det er ogsa andre arsaker en kan trekke fram for a forklare den gkte forekomsten av
DON og F. graminearum. Det er en klar sammenheng mellom jordbearbeidingsmetode
og forekomst av Fusarium, og den gkte bruken av redusert jordarbeiding har trolig mye

av skylden for dette. Klima spiller ogsa en viktig rolle for bade spredning, produksjon av
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inokulum og inokulering av planter. En lenger vekstsesong kan veaere med pa a gi soppen
ytterligere bedrede forhold fremfor kulturplantene, bade nar det gjelder produksjon av
konidier og ascosporer. Ogsa fordelingen av veer i lgpet av vekstsesongen er viktig.
Seerlig perioden omkring blomstring hos kornet er kritisk. Varme og fuktige forhold i
denne perioden gker faren for angrep av F. graminearum. Endringer av soppens
egenskaper bade gjennom naturlige mutasjoner og giennom mulig spredning fra andre
steder kan ogsa vere en av arsakene. En eventuell gket produksjon av DON hos nyere

isolater er en egenskap som bgr studeres.

Fusarium culmorum var tidligere den dominerende produsenten av DON i Norge, men
denne rollen er na blitt tatt over av F. graminearum. Dette gjelder ogsa ellers i nord
Europa. Det er ikke registrert produksjon av perithecier hos F. culmorum og en kan anta
at F. graminearum har et fortrinn nar det gjelder spredning over lengre avstander med

sin produksjon av ascosporer.
Andre faktorer som kan veere arsak til gkt forekomst av F. graminearum er ensidig

vekstskifte og bruk av lite resistente sorter. Sprgyting mot andre soppsykdommer kan

ogsa gi F. graminearum en fordel i form av mindre konkurranse.
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Vedlegg

Vedlegg 1: Oppskrifter

SNA (Spezieller Niahrstoffarmer Agar)

Ingredienser:

- 11 destillert vann
- 1.0g KH2PO4

- 1.0g KNO3

- 0.5g MgS04*7H:0
- 0.5g KCl

- 0.2g Glukose

- 0.2g Sukrose

- 20g Agar

Fremgangsmate:

Bland stoffene med destillert vann og autoklaver.

Vannagar
Ingredienser:

-11 destillert vann

-20g agar

Fremgangsmate:

Bland vann og agar. Autoklaver i 20 min.

PDA (Potato Dextrose Agar)

Ingredienser:

- 250g poteter (vasket og skjeert i terninger)
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- 500 ml destillert vann
- 20g dextrose
- 15g agar

Fremgangsmate:
Kok potetene til de er myke. Fyll dextrose og vann i en flaske og rist dette. Bland deretter

inn potetene og fyll pa agar og vann til volumet blir 11. Autoklaver i 20min.

Gulrotagar/Carrot Agar (CA)

Ingredienser:
-400 g gulrgtter (vasket og skaret terninger)
-1 liter destillert vann

-20 g agar

Fremgangsmate:
Autoklaver gulrgttene med 400 ml destillert vann i 25 minutter. Gulrgtter og vaeske
lages sa til en puré og tilsettes vann til et totalt volum pa 1 1. 20g agar rgres sa inn og det

hele autoklaveres.

Mung Bean Agar (MBA)

Ingredienser:
- 40g Mungbgnner (Vigna radiata)
- 1 liter destillert vann

- 15g Difco agar

Fremgangsmate:

MBA lages av Mungbgnner. Vann kokes opp og 40g bgnner legges i. Plata skrues sa ned
sa det sa vidt bobler. Bgnnene kokes sd under lokk i ca 18 minutter. Bénnene ma taes av
plata fgr de sprekker. Dette filtreres gjennom fire lag osteklede, og det tilsettes vann til

totalt volum er 1 liter. Deretter tilsettes 15 g agar, og hele blandingen autoklaveres.
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Vedlegg 3: Etikett Forbel 750

Forbel® 750

ta Cheerey

Fenpropimorf - emulsjonkonsentrat

Brokareiodnisgen mi leiges, sik st man snnghe rtiko

foe mennesker og mile,
Dot or forbud! & Forbel 752 | sirid med godigent
bruksoreide, behandingsdrisl oy 4 owershrde den

reaka i [ate dosering.

Katn mi (ke behunches serere enn 4 ubet for hending.

VIKNING

Forbel 750 et of ypterak midcd som las ekl opp 0f
Ywnapoteras cppover | plartene. Ny thwiad ether imying
bkt derfor | an vis gead. Forted 740 stopper steblng ax

Vst harrder 0f aradet nde arbwhe! o fardg sler mteyten

Vod shul eber muslarks om bgining koslak! bege eler
Ginbemasprassniden

Arbelal warmeusstyr mi e datseen en gl bin | beandket
corrhde, eler bhechura: ehuredide plartudehr | on periode ph
A brrer sther spaeying.

BRUKSOMRADE NENGIORNG

Forbiel 750 e Malt beut mal soppaybeommer | kom. Tomamizadsagen skybes miral fre garger med vam op Imboldet
BASF forrenas | sprepdetashan. Mesler | sproytatarken bornres omlag

BEMANDLINGSPIST 5 ganger med winn 0p spaeyles Ut IN bruceelisdringen. Sl

aprayhestabyret med varn el bk ph ol sed som e g lare
bt foruraraing e v brehoeraler,

Veod skt w prepand for sprefing | embribge kelue mi
apreyhestadyret rergrores med soda, sakmiakh whet el intelnl
viahumicdel
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Vedlegg 4a: Statistikk Aggressivitet fra MiniTAB:

General Linear Model: R2blsm versus Genotype; Blokk

Factor Type Levels Values
Genotype fixed 2 G; N
Blokk random 4 A; B; C; D

Analysis of Variance for R2blsm, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Genotype 1 10,551 10,551 10,551 9,42 0,003
Blokk 3 1,702 1,702 0,567 0,51 0,679
Error 83 92,924 92,924 1,120

Total 87 105,177

S =1,05809 R-Sg = 11,65% R-Sg(adj) = 7,39%

Unusual Observations for R2blsm

Obs R2blsm Fit SE Fit Residual St Resid
47 5,00000 1,58390 0,24797 3,41610 3,32 R
48 5,00000 1,74299 0,24797 3,25701 3,17 R
61 4,80000 2,15205 0,25721 2,64795 2,58 R
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R denotes an observation

Tukey 95,0% Simultaneous
Response Variable R2blsm
All Pairwise Comparisons

with a large standardized residual.

Confidence Intervals

among Levels of Genotype

Genotype = G subtracted from:
Genotype Lower Center Upper t--———- t--——— t-——————— t-————-
N 0,2449 0,6954 1,146 (=== Hmmmm oo )
R Fomm = Fomm = Fo————-
0,25 0,50 0,75 1,00

Tukey Simultaneous Tests
Response Variable R2blsm

All Pairwise Comparisons among Levels of Genotype

Genotype = G subtracted from:

Difference SE of Adjusted
Genotype of Means Difference T-Value P-Value
N 0,6954 0,2265 3,070 0,0029

Residual Plots for R2blsm

Residual Plots for R2blsm

Normal Prob ability Plot Versus Fts
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Vedlegg 4b: Statistikk Vekstrate fra MiniTAB:

General Linear Model: Snitt radial vekst versus Gjentak; Genotype

Factor Type Levels Values
Gjentak fixed 3 1; 2; 3
Genotype fixed 2 G; N

Analysis of Variance for Snitt radial vekst pr degn i m,

Tests
Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F
Temp 1 2920,12 1914,08 1914,08 378,87 0,0
Gjentak 2 68,35 64,97 32,49 6,43 0,0

using Adjusted SS for

P
00
02
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Genotype 1 110,31 110,31 110,31 21,83 0,000

Gjentak*Temp 2 119,33 119,33 59,67 11,81 0,000
Error 235 1187,24 1187,24 5,05
Total 241 4405, 36
S = 2,24769 R-Sg = 73,05% R-Sg(adj) = 72,36%
Term Coef SE Coef T P
Constant -3,5374 0,5112 -6,92 0,000
Temp 0,58993 0,03031 19,46 0,000
Temp*Gjentak
1 0,18759 0,03913 4,79 0,000
2 -0,00698 0,03913 -0,18 0,859

Unusual Observations for Snitt radial vekst pr deggn i m

Snitt

radial

vekst pr

Obs dggn i m Fit ©SE Fit Residual St Resid

10 17,8800 12,8510 0,4310 5,0290 2,28 R
68 2,7100 8,9794 0,2938 -6,2694 -2,81 R
71 3,4600 11,8941 0,4221 -8,4341 -3,82 R
235 4,2100 8,9634 0,3065 -4,7534 -2,13 R
236 2,3300 7,6235 00,3065 -5,2935 -2,38 R
238 3,6000 12,8510 0,4310 -9,2510 -4,19 R
239 1,7100 10,5382 0,4310 -8,8282 -4,00 R
262 17,5200 12,8510 0,4310 4,6690 2,12 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Dunnett 95,0% Simultaneous Confidence Intervals
Response Variable Snitt radial vekst pr degn i m
Comparisons with Control Level

Genotype = G subtracted from:

Genotype Lower Center Upper -t t-———— tom—————— +-——=
N -1,928 -1,356 -0,7842 (=== Homm o )
——t———————— fommm fomm -
-1,80 -1,20 -0,60 0,00

Dunnett Simultaneous Tests

Response Variable Snitt radial vekst pr deggn i m
Comparisons with Control Level

Genotype = G subtracted from:

Difference SE of Adjusted
Genotype of Means Difference T-Value P-Value
N -1,356 0,2902 -4,673 0,0000

Residual Plots for Snitt radial vekst pr degn i m
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Residual Plots for Snittradiell vekst pr degnim
Normal Prob ability Plot Versus Fts
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Vedlegg 4c: Statistikk Perithecieproduksjon fra MiniTAB:

General Linear Model: Score versus Genotype

Factor Type Levels Values
Genotype fixed 2 G; N

Analysis of Variance for Score, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P
Temperatur 1 1,11306 1,1136 11,1136 2,12 0,150
Genotype 1 0,0854 0,0854 10,0854 0,16 0,688
Error 63 33,0586 33,0586 0,5247

Total 65 34,2576

S = 0,724389 R-Sqg = 3,50% R-Sg(adj) = 0,44%

Term Coef SE Coef T P

Constant 2,0725 0,4459 4,65 0,000

Temperatur -0,03182 0,02184 -1,46 0,150

Unusual Observations for Score

Obs Score Fit SE Fit Residual St Resid
1 0,00000 1,63131 0,16279 -1,63131 -2,31 R
5 3,00000 1,47222 0,12073 1,52778 2,14 R
6 3,00000 1,31313 0,16279 1,68687 2,39 R
8 0,00000 1,47222 0,12073 =1,47222 -2,06 R
58 0,00000 1,55909 0,17151 -1,55909 -2,22 R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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Tukey 95,0% Simultaneous Confidence Intervals
Response Variable Score

All Pairwise Comparisons among Levels of Genotype
Genotype = G subtracted from:

Genotype Lower Center Upper -t t-——— tomm————— +-——=

N -0,4301 -0,07222 10,2856 (=== Fmmmm e )
e fomm fomm -
-0,40 -0,20 -0,00 0,20

Tukey Simultaneous Tests

Response Variable Score

All Pairwise Comparisons among Levels of Genotype
Genotype = G subtracted from:

Difference SE of Adjusted
Genotype of Means Difference T-Value P-Value
N -0,07222 0,1791 -0,4033 0,6881

Residual Plots for Score
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Vedlegg 4d: Statistikk korrelasjon mellom Aggressivitet og
Vekstrate fra MiniTAB:

Correlations: R2blsm; 10 C

Pearson correlation of R2blsm and 10 C = 0,139
P-Value = 0,538

Correlations: R2blsm; 15 C

Pearson correlation of R2blsm and 15 C = 0,124
P-Value = 0,583
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Correlations: R2blsm; 20 C

Pearson correlation of R2blsm and 20 C = 0,141
P-Value = 0,533

Correlations: R2blsm; 25 C

Pearson correlation of R2blsm and 25 C = 0,243
P-Value = 0,277

Scatterplot of R2blsm vs 10 C

Scatterplot of R2blsm vs 15 C

Scatterplot of R2blsm vs 20 C

Scatterplot of R2blsm vs 25 C

Scatterplot of R2blsmvs 10 C
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Scatterplot of R2blsmvs 15 C
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Vedlegg 4e: Sammenligning perithecieproduksjon mot vekstrate

ved korresponderende temperaturer (uten isolat 137/08).

Correlations: 15 C; 15C PER

Pearson correlation of 15 C and 15C PER = 0,227
P-Value = 0,323

Correlations: 20 C; 20C PER
Pearson correlation of 20 C and 20C PER = 0,420

P-Value = 0,058

Correlations: 25 C; 25C PER

Pearson correlation of 25 C and 25C PER = 0,270
P-Value = 0,236

Scatterplot of 15 C vs 15C PER

Scatterplot of 20 C vs 20C PER

Scatterplot of 25 C vs 25C PER

Scatterplotof 15 C vs 15C PER
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Scatterplotof 20 C vs 20C PER
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Vedlegg 4f: Sammenligninger gjennomsnittlig perithecieproduksjon

mot vekstrate og aggressivitet (uten isolat 137/08 og 34/08).

Correlations: Perithecier; 25 C; 20 C; 15C; 10 C

Perithecier

25 C 0,117
0,623

20 C 0,296
0,205

25 C 20 C

0,882
0,000

15
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15 C 0,215 0,658 0,780
0,362 0,002 0,000
10 C 0,262 0,781 0,870 0,847
0,265 0,000 0,000 0,000
Cell Contents: Pearson correlation
P-Value
Scatterplot of Perithecier vs R2blsm
Scatterplot of Perithecier vs 25 C
Scatterplot of Perithecier vs 20 C
Scatterplot of Perithecier vs 15 C
Scatterplot of Perithecier vs 10 C
Correlations: Perithecier; R2blsm
Pearson correlation of Perithecier and R2blsm = 0,195
P-Value = 0,409
Scatterplot of Perithecier vs 25 C
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Vedlegg 5: Analysetall gjgdselvann

Parameter Enhet

Surhetsgrad pH 6,2
KonduktivitetmS/cm 1,49
Nitrat mg NO3-N/L 141
Fosfor mg/L 23,5
Kalium mg/L 144
Svovel mg/L 38,1
Kalsium mg/L 135
Magnesium mg/L 24,2
Natrium mg/L 30,9
Jern mg/L 0,68
Kobber mg/L 0,13
Mangan mg/L 0,33
Zink mg/L 0,15
Bor mg/L 0,15
Molybden mg/L 0,018
Aluminium mg/L <0,005

Silisium mg/L 2,9
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