Afpravning af to metoder til detektion af
potato mop-top virus

| foraadlingsmaterialet ved brug af pottefor sag
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I ntroduktion

Projektet tager udgangspunkt i et af de store problemer i dansk kartoffelavl, rust. Rust
frembringes af to viruser, potato mop-top virus (PMTV) og tobacco rattle virus, der har
henholdsvis en svamp, Spongospora subterranea f.sp. subterranea (pulverskurv), og en nematod
som vektor. Det er dog kun problematikken omkring PMTV og pulverskurv, der arbejdes med i
dette projekt.

PMTYV er et stort problem for dansk kartoffelavl, da der ikke er nogen mulighed for bekaampel se
af infektion med PMTV. Avlerne har derfor stor risiko for at kabe inficeret lasggemateriale og
tillige ssdge inficeret avl. At knoldene ikke viser rustsympomer, er ikke ensbetydende med, at
knoldene ikke er inficerede. DaPMTYV ikke kan bekaampes af PMTV, er den eneste mulighed for
at undgd PMTV, at anvende resistente sorter. Men en stor del af de sorter, der dyrkesi dag, er
ikke resistente overfor PM TV, hvilket giver et stort behov for nye sorter med resistens overfor
PMTV. | foraedlingsarbejdet er det derfor vigtigt, at have en metode, der giver rimelig sikre og
sammenlignelige resultater arene imellem, for at fremme foraadlingen mod sorter med resistens
overfor PMTV.

| dag er den ailmindelige opfattelse, at sorter enten er modtagelige eller resistente overfor PMTV.
Men sorter kan ogsa veae latent inficeret, sdledes at sorter i stedets kan inddelesi falgende tre
kategorier: modtagelige (PMTV er i knolden og der er visuelle symptomer), tolerante (PMTV er
i knolden, men der er ingen visuelle symptomer) og resistente (PMTV virus er ikke i knolden og
der er ingen visuelle symptomer). For at skelne mellem resistente og tolerante sorter, er det
nadvendigt at bruge laboratorieanalyser. Det er dog ikke kendt, hvad det er, der fremprovokerer
de visuelle symptomer i knoldene, om det er viruset selv, eller det er knoldens
forsvarsmekanisme overfor viruset.

| foraadlingsarbejdet bruges i dag markforsgg til test af nye sorters modtagelighed overfor
PMTV. Resultaterne fra markforsggene giver arene imellem svingende resultater, da
smittetrykket af PMTV varierer i marken og mellem marker. | en pottetest er det muligt at
tilnarme smittetrykket af PMTV samme niveau arene imellem, og resultaterne vil derfor vaare
mere sikre. Pottetesten kan bruges til identifikation af nye foraddre il brug i krydsningen og til
test af foraadlingsmaterialets modtagelighed overfor PMTV. Tillige vil resultaterne fra projektet
kunne brugesi forbindelse med et EU-projekt, med planlagt start foréret 2002, der omhandler
pulverskurv og tildels PMTV.



Formalet med projektet er at finde en pottemetode, hvor det er muligt at inficere knolde med
PMTV. Samt at undersage, om resultaterne af pottetesten er i overensstemmelse med allerede
kendte sorters modtagelighed overfor PMTV. Projektet straskker sig over en vaekstsasson, med
start forar 2001 og slut efterdr 2001.

Materiale & metode
PMTV-smitte, skrad

Knolde indsamlet med visuelle symptomer for infektion med PM TV og pulverskurv skredles.
Skradlen |uftterres og knuses derefter til et pulver.

PMTV-smitte, jord
Spagnum fraforsgg, hvor det efter hast viste sig, at knolde var inficeret med PMTV og
pulverskurv.

Sorter
Der blev anvendt 60 meristemknolde af starrelsen 15-25 mm., af falgende sorter til forsgget,
inddelt efter modtagelighed efter Nielsen & Malgaard (1996):

M odtagelighed Sorter

Meget modtagelig Hansa, Primula, Saturna

Moderat modtagelig |Berber, Folva*, Jutlandia, Sieglinde

Svagt modtagelig Fakse, Kennebec, Spunta*, Ukama

Ikke modtagelig Bintje, Oleva, Hamlet

* Af sorterne Folva og Spunta, var det kun muligt af fa 30 meristemknolde.

Der blev lavet to sidel gbende forsag:

- smittemed PMTV og pulverskurv fraskrad.

- smittemed PMTV og pulverskurv frajord.

| deto forsag var der 15 gentagelser af hver sort, dette gjaldt dog ikke for Folva og Spunta.
Forsggene blev lagt to gange med 14 dage mellemrum. Denne forskydning gjorde sig tillige
gaddende for hast og opgerelse af infektion med pulverskurv og PMTV. Forsggene var placeret
udenders pa plan jord, hvor hver forsgg stillesi en ramme pa plastik og filtmétte, se billede pa
forsiden.



Potterne, med en diameter pa 13 cm., fyldtes halvt med steril spagnum, smitstoffet blev fordelt
jeavnt over spagnumet og potterne fyldes derefter op med steril spagnum, til sidst blev knoldene
lagt 2/3 ned i potterne. Der blev brugt 0,35g. knust skrad med PM TV -smitte, og 3,50g. jord med
PMTV-smittetil at inficere potterne med. Beregning af meangden af skrad, der skulle bruges
blev gjort ud fraforsgg lavet af Wastie (1991) med smitte af kartofler med inficeret skrad i bede.
Det var ikke muligt at bestemme sporemaengden i den inficerede jord, der blev brugt til at
smitning. Men ud fra antagel sen om, at koncentrationen i jord var vaesentlig mindre end i skrad,
blev der brugt 10x sa meget jord som skrad. Forsaget blev gadet med en langsomtvirkende
gedning (Osmocote, Scotts Europe B. W., NL), ca. 0,140g/m® pr gentagelse for hver af deto
smittemetoder. Det var muligt at vande forsggenei tarre perioder af vagkstsaesonen.

Ved varsling om skimmel blev der sprgjtet med Shirlan iblandet Sumi Alfa mod tasgeangreb.
Denne sprgjtning blev foretaget to gange, med tre ugers mellemrum. Desuden blev foretaget en
sprejtning med Tattoo mod skimmel, en uge efter farste sprgjtning med Shirlan og Sumi Alfa

Forsggene blev lagt henholdsvis 1. maj og 14. maj 2001. Planlagt vakstperiode var 3¥2 maned,
men da kartoflerne visnede ned efter tre maneder blev de hastet henholdsvis 2. august og 16.
august. Knoldene stod efter hast fem dage og haardede inden angreb af pulverskurv blev opgjort,
hvorefter de blev stillet pakal ved 4°C. Efter tre uger ved 4°C, blev knoldene sat et degn ved
ca. 20°C, og derefter en uge ved 8°C. Efter i alt fire uger palager blev knoldene undersggt for
visuelle symptomer padinfektion med PMTV, ekstern og intern i knoldene. De knolde der
indeholdt visuelle symptomer blev derefter testet ved ELISA, hvor der blev lavet
dobbeltbestemmel ser, for med sikkerhed at fastdl, at de visuelle symptomer var fremkommet
som falge af infektion med PMTV. Desuden blev udvalgte knolde, uden visuelle symptomer for
infektion med PM TV, testet ved ELISA.

Der blev anvendt DAS-ELISA til analyserne, baseret pa en standard procedure efter Clark &
Adams (1977).

Resultater

Der spirede knoldei ale potter, pa nag én, i anden gentagel se smitte med jord. Selvom der var
knoldei de resterende potter, var der i nogle potter ikke sa store knolde, at de blev talt med ved
hest. Desuden var alle knolde i nogle potter radne. | dette afsnit laegges farst vaggt pa de samlede
resultater for de to smittemetoder, derefter ses pa resultaterne for sorterne.



Resultater for de to smittemetoder

Ved optagning blev angreb af pulverskurv opgjort, med karakteren 9 for knolde uden angreb og
karakteren 1 for knolde meget kraftig angrebet. Angrebsgraden |ai ale fire forsgg med et
gennemsnit mellem 8 og 8,5, setabel 1. Der var i begge gentagel ser af forsagene tendenstil, at
de to forsag smittet med skrad var kraftigere angrebet. Det var dog kun en karakterforskel pa 0,3
I forholdet mellem smitte med skrad og smitte med jord. For de enkelte knolde var der sterre
variation i infektionsgraden, siledes |4 karaktererne mellem 5 og 9, dog med fleste pa 8 eller 9.

Tabel 1. Infektion af pulverskurv opgjort som gennemsnit i hver af de fire forsag.

Forseg Angrebskarakteren for pulverskurv,
angivet som gennemsnit af hvert forsag.

1. gentagel se skrad 8,2

1. gentagelsejord 8,5

2. gentagel se skrad 8,0

2. gentagelse jord 8,3

Forekomsten af eksterne visuelle symptomer for infektion med PMTV ved optagning, var
begramset til ganske fa knolde i anden gentagelse, bade i forsagene smitte med skrad og jord.
Efter lagring var der derimod en starre forekomst af eksterne visuelle symptomer. Efter
gennemskaging af knoldene blev der tillige fundet fa knolde kun med interne symptomer. Der
var for begge smittemetoder flere knolde med visuelle symptomer i anden gentagelse. |
forsggene smittet med skrad var der 52 og 106 knolde med visuelle symptomer i henholdsvis
farste og anden gentagelse. Ved smitte med jord var der derimod ikke den samme forskel pa
antallet af knolde med visuelle symptomer i de to gentagel ser, siledes var der 49 og 59 knolde
med symptomer i henholdsvis farste og anden gentagel se.

Resultaterne fra ELISA bekradtede at de visuelle symptomer skyldes infektion med PMTV, dog
var der i allefire forsag faare positive. Dertil kom knolde, hvor resultaterne fra ELISA ikke var
helt hgje nok, til at blive talt med som positive, men der var forhgjede vaardier, hvilket tyder pa
lav koncentration af PMTV i knoldene. Resultaterne fra ELISA sesi tabel 2, hvor forskellen
mellem antallet af knolde med visuelle symptomer og antal knolde positive ved ELISA kan ses.
Der blev ikke fundet PMTV i de knolde, uden visuelle symptomer, der blev testet ved ELISA.



Tabel 2. Antal knolde inficeret med PMTV, fordelt paforseg.

Forseg Antal knolde med visuelle | Antal knolde positiv ved
Symptomer ELISA

1. gentagel se skrad 52 46

1. gentagelsejord 49 45

2. gentagel se skrad 106 88

2. gentagelse jord 59 47

| figur 1 sesresultaterne over infektion med PMTV opstillet for de fire forsag, tillige samlede
resultater for hver af deto smittemetoder. Der ses stor forskel pa antallet af knolde, der blev
hastet, ved sammenligning af de to smittemetoder, hvor der er langt flere ved smitte med skrad
end ved smitte med jord. Men ndr der i stedet fokuseres pa antal inficeret med PMTV, er der
ikke naa den samme forskel, dog er der stadig flest ved smitte med skrad.

Samlede data over PMTV infektion
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Figur 1. Oversigt over antal knolde, visuelle symptomer og PMTV fundet ved ELISA fordelt pa
de fire forsgg, samt det samlede resultat af de to gentagel ser smittet med henholdsvis skrad og
jord samlet.

Der var stor forskel mellem udbytterne af forsggene, at efter, om de var smittet med skrad eller
jord. | forsggene smittet med skrad & det samlede udbytte for hver af de to gentagel ser pa
henholdsvis 1104 og 1022 knolde pr. gentagelse. For forsggene smittet med jord |& udbytterne
for de to gentagel ser derimod noget laver, pa henholdsvis 883 og 737 knolde pr. gentagel se.
Antallet af rédne knolde var ikke medregnet, men i forsggene smittet med jord var antallet af
radne knolde er langt stgrre end i forsagene smittet med skred. Saledes var antallet af radne



knolde henholdsvis 29 og 30 for de to gentagelser smittet med skrad i forhold til henholdsvis 78
0g 159 for de to gentagel ser smittet med jord.

Resultater for sorterne

Det var ikke muligt at finde nogen sammenhaang mellem antal inficerede knolde med PMTV og
karakteren for pulverskurvangreb i de enkelte sorter. Men generelt var der ikke kraftig angreb af
pulverskurv i nogen af sorterne. | tabel 3 ses, at Primulai forsgget smittet med skrad havde 53
knolde inficeret med PMTV og en pulverskurvkarakter pa 8,0. Til sammenligning havde Saturna
kun én knold inficeret med PMTV, men pulverskurvkarakteren var ogsa 8,0. | forsgget smittet
med jord, havde Jutlandia 58 knolde inficeret med PMTV, og en pulverskurvkarakter pa 8,6.
Berber derimod havde en pulverskurvkarakter pa 8,1, men ingen knolde inficeret med PMTV.

Tabel 3. Resultater fra potteforsggene fordelt pa sorter og smittemetode.

Modtage- | Sort Smitte med skrad Smitte med jord
li ghed 1* o* 3 4* 1* P oy 4*
Meget Saturna 2 1 0,7 8,0 3 1 0,8 8,6
modtage- | Primula 62 53 32,5 8,0 12 10 10,0 8,2
lige Hansa 1 1 0,4 8,4 0 0 0,0 8,7
Moderat | Sieglinde 6 6 4,2 8,2 0 0 0,0 8,5
modtage- | Jutlandia 59 49 314 8,4 67 58 42,6 8,6
lige Berber 0 0 0,0 7,6 0 0 0,0 8,1
Folva 4 3 3,5 8,4 7 6 11,3 8,6
Svagt Ukama 0 0 0,0 7,6 1 0 0,0 8,2
modtage- | Kennebec 1 1 0,9 7,1 2 2 2,3 8,3
lige Fakse 11 8 52 8,5 3 3 2,6 8,8
Spunta 1 1 1,6 8,3 0 0 0,0 8,6
Ikke Bintje 0 0 0,0 7.9 0 0 0,0 8,3
r_nodtage Oleva 8 8 51 8,3 9 8 6,3 8,4
lige Hamlet 3 3 1,6 8,1 4 4 2,6 8,0

*: 1. antal knolde med visuelle symptomer for infektion med PMTV. 2: Antal knolde med
PMTV ved ELISA. 3: % knolde inficeret med PM TV, ud fraresultaterne fraELISA. 4.
Gennemsnitskarakter for pulverskurvangreb.

Infektionen af PMTV fordelt pa sorter og smittemetode sesi tabel 3, hvor det hovedsagelig er
sorterne Primula og Jutlandia, der blev inficeret med PM TV, ved begge smittemetoder. Det var
dog kun i sorterne Berber, Ukama og Bintje ved smitte med skrad, hvor ingen knolde blev fundet
inficeret med PMTV. Ved smitte med jord, var det ligeledes de farnaevnte sorter tillige med
Hansa, Sieglinde og Spunta, hvor der ikke blev fundet infektion med PMTV. Som det sesud fra
tabel 3, var det ikke ale de knolde, hvori der blev fundet visuelle symptomer for infektion med
PMTV, hvor det var muligt af pavist infektion med ELISA. Forskellen mellem antal knolde med




visuelle symptomer og antal positive ved ELISA er omkring 15%, bade for smitte med skrad og
jord.

Diskussion.

Formalet med at finde en pottemetode, hvor det er muligt at inficere knolde med PMTV er
lykkedes. Men det var ikke muligt pa et ar, at fa realistiske resultater i forhold til allerede kendte
sorter modtagelighed.

Diskussion for de to smittemetoder

Indholdet af pulverskurv og PMTV i deto smittemetoder er ikke kendt, dog blev en prove af det
knuste skrad sendt til Danmarks JordbrugsForskning, Flakkebjerg, hvor der blev fundet PMTV i
praven. Tillige blev der udtaget prever fra det knuste skrad og spagnumet, der blev undersagt
ved mikroskopi, for at sikre, at det indeholdt sporer af pulverskurv. Det er muligt at fa en vaardi
for indholdet af PMTV i smitstoffet, men det vil vaare svaat, at have ngjagtigt det samme indhold
af PMTV i smitstoffet hvert ar. Dette er antagelig heller ikke nagdvendigt, blot der er sikkerhed
for, at der er PMTV i smitstoffet.

Antallet af rédne knoldei forsgget, skyldestildels, at det kun var muligt at styre vandingen i
tarre perioder, daforsggene stod udendares, hvilket i perioder med megen nedbar gav kraftig
overvanding. En anden ting, der kan have spillet ind, er indholdet af andre sygdommei
smittematerialet. Dette kan sdledes vaae grund til den store forskel paforekomst af rad ved deto
smittemetoder, hvor smitte med jord ved begge gentagel ser gav langt flere knolde med rad.
Sdledes var der i anden gentagel se over fem gange sa mange knolde med réd ved smitte med
jord, end ved smitte med skrad.

Diskussion for sorterne

Det er ikke muligt at finde nogen sammenhaang mellem antal knolde inficeret med PMTV og
pulverskurvkarakteren. Dette passer meget godt sammen med det kendskab der er er i dag, hvor
der i Danmark kun er f& problemer med pulverskurv, men store problemer med PMTV. Derimod
er der problemer med pulverskurv, langere nedad i Europa, men kun f& problemer med PMTV.

At der ikke blev fundet flere knolde med infektion af PMTV kan have flere &rsager. | forsaget
var det hovedsagelig kun de knolde der viste symptomer for infektion, der blev testet. Knolde
kan imidlertid vaare latent inficeret, uden at vise symptomer for infektion, derfor kan der have
vaget flere inficerede knolde, end de registrede. Dog blev der medtaget knolde uden visuelle



symptomer i ELISA’en, hvor det ikke lykkedes at pavise PMTV. Knoldene 14 pa lager én maned,
hvor de blev udsat for temperatursvingninger, inden de blev undersggt. Havde
temperatursvingningerne vaaet anderledes, er det muligt, at der ville vaae flere knolde med
visuelle symptomer for infektion med PMTV. | tabel 3, hvor infektionen af PMTV er opgjort
efter sorter, var det forventet, at der ville have vaaet flest positive i de gverste palisten, dadisse
er mest modtagelige. | stedet var det Jutlandia, der sammenlagt havde flest inficerede knolde,
selvom den kun er grupperet under moderat modtagelig. Denne forskel fra det forventede
resultat, kan bl.a. skyldes en eventuel forskel paisolater af PMTV, hvor sortsresistensen kan
vaae forskellig over for de forskellige isolater. At der blev fundet infektion med PMTV i
sorterne Hamlet og Oleva, som var medtaget som resistente sorter, kan ligeledes have noget at
gere med forskelle paisolater af PMTV. Sdledes kan der ligge andre isolater til grund for den
klassificering Nielsen & Mglgaard (1996) lavede, end der er brugt i dette projekt. At det ikke var
muligt at pavise infektion med PMTV ved ELISA, i alle de knolde hvori der blev fundet visuelle
symptomer, kan skyldes, at indholdet af PMTV i knoldene har vaaet meget lavt. | tilfadde af
meget lavt indhold af PMTV i knoldene, er det ikke altid muligt af eftervise infektionen ved
ELISA, i satilfadde, skal der bruges en mere fglsom analysemetode, som PCR.

Opsummering
Nér der i figur 1 ses pa det samlede resultat for de to gentagel ser for henholdsvis skrad og jord,

er antallet af knolde med visuelle symptomer i forhold til det totale antal knolde meget lig
hinanden for de to smittemetoder. Den samme sammenhaang gadder for resultaterne fra ELISA
og det totale knoldantal. Ud fra disse tal alene, vil opsummeringen af projektet vaae, at begge
metoder til smitte er velegnede. Men ved at medtage en parameter mere, nemlig antallet af radne
knolde i forsagene ses det, at smitte med skrad kun gav en fjerdedel af de radne knolde som
smitte med jord gav. Desuden var der tendensttil kraftigere angreb af pulverskurv ved smitte med
skrad end smitte med jord. Ved at medtage disse to parametre ogsd, er opsummeringen pa
projektet, at metoden med brug af skrad som smittemateriale er mest velegnet, det er dog ikke
muligt at komme med nogen egentlig konklusion, da projektet kun var over en vakstsaeson.

Eftersom det var farste ar, metoderne blev afprevet, er der flereting, der kunne aandres, for at fa
bedre resultater. Det vil saledes vaae bedre at have forsaget et sted, hvor det kan veae
overdakket, da der var store problemer med for meget regn i perioder. Dette samt tilfarsel af
mere gadning, vil kunne afhjadpe den tidlige nedvisning. Derudover vil sterre potter ogsa veae
at foretraekke, da dette vil kunne afhjad pe de ofte sma knoldei potterne og tillige vil vandingen
vage lettere at styre. Ved at optimere de temperatursvingninger, som knoldene bliver udsat for
under lagring, vil det maske vaare muligt, at fa flere knolde med visuelle symptomer for infektion
med PMTV. Indsamling af knolde fraflere forskellige lokaliteter i forbindelse med indsamling



af smitte til pottemetoden med brug af skrad, og sarge for at blande det knuste skrad godt. Gare
det muligt, at udsadte kartoflerne i forsaget for flere isolater pa en gang, og dermed give en
starre sikkerhed for, at resultatet holder i praksis.
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