Stinksot — molekylar detektionsmetod
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Stinksot

Svampsjukdom som angriper ax
och karnor, karnorna ersatts av
sotsporer

Karakteristisk lukt, angripna karnor
avger en stark lukt av rutten fisk-lukt

Smittar framst via utsade, kan orsaka
stora kvalitets- och skordeforluster om
inte betning anvands
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Stinksot

- Okad forekomst i ekologisk
odling

« Ibland osaker detektion

« Flera arter?
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% analyserade utsadesprover genomforda av
Utsadesenenheten vid Jordbruksverket i vilka stinksot hittats

mellan 2006 och 2020 (Alf Djurberg, Jordbruksverket)
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Varfor stinksot har okat?

1. Undersoka sjukdomens utbredning och
biologi i Sverige

2. Undersoka vetesorter for resistens mot
stinksot for att ta reda pa vilka
resistensgener som ar effektiva mot de
raser som ar vanliga i Sverige

3. Uppdaterad metod for detektion av
stinksot i utsade

Stiftelsen oo
e Lantbruksforskning @ Lantmannen

Foto: T. Bengtsson
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Flera tillgangliga metoder — otydliga resultat

Plant >) Journal of
| Phytopathology

Journal of Phytopathology homepage

3 Free Access

Real-time PCR assay for quantification of Tilletia caries e
contamination of UK wheat seed Detection of Tilletia caries, Causal Agent of Common Bunt of
M. McNeil, AM.I, Roberts, V. Cockerell, V. Mulholland Wheat, by ELISA and PCR
First published: 14 December 2004 | https://doi.org/10.1111/j.1365-3059.2004.01094.x | P. Eibel, 1 G.A. Wolf, 2 E. Koch 1
A~ VIEW METRICS First published: 13 May 2005 | https://doi.org/10.1111/j.1439-0434.2005.00973.X |  ~ VIEW METRICS

Applied Microbiology and Biotechnology (2022) 106:1257-1278
https://doi.org/10.1007/s00253-021-11757-2

Development of real-time PCR and droplet digital PCR based

: e S GENOMICS, TRANSCRIPTOMICS, PROTEOMICS )
marker for the detection of Tilletia caries inciting common =y
bunt of wheat —
Discrimination of Tilletia controversa from the T. caries/T. laevis
complex by MALDI-TOF MS analysis of teliospores
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Att utveckla och testa
en snabbare och mer
tillforlitlig detektion av
stinksot | utsade

e ‘
N
Syfte: ; *"‘?’ |

\

N
&

| SN
B




S

SLU

Morfologiska skillnader inom artkomplexet

Tilletia controversa

Tilletia leavis
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Tilleita caies
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dvargstinksot

Genetiskt ar T. leavis och T. caries ar sammch%gy

stinksot

Karlo, SLU
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Utveckling av PCR-baserad detektionsmetod

1. DNA
extraktion
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DNA extraktion Olika filter

/\ Filtrera och
/‘\ centrifugera

Prov d "—“p TN Olika kit
M — =  DNA extraktion
=
- = Overfor pellet
Skaka for att -
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Utveckling av PCR-baserad detektionsmetod

1. DNA
extraktion

2. dPCR

Primrar
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Utveckling av primrar for PCR

Temperature (°C)

100 T
901
80T
70T
60T
50
40t
30T
20T
101

Denature DNA

s,

Unika sekvenser som
mojliggor uppforokning
av DNA-framgent

lllustrationer:; Biorender
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SLU Cellvagg
Mitokondrier
Utveckling av primrar

- Karn-DNA
specifikt och kant antal kopior per cell

- Mitokondrie DNA (mtDNA)
hog kanslighet, variabelt antal mellan
celler

Karna

Ribosomer Cytoplasma
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Digital PCR (dPCR)

1. Provet delas i manga sma volymer i

mikrokammare
a

2. PCR kors i varje mikrokammare positiva

Varje kammare Dblir:

- positiv (fluorescens) — mal-DNA finns

- negativ — inget mal-DNA

3. Andelen positiva PCR-reaktioner anvands for att
rakna ut absolut antal kopior i ursprungsprovet.

negativa
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Utveckling av PCR-baserad detektionsmetod

1. DNA 3.
extraktion Kvantifiering

a b
Primrar positiva
B
HER
B
=

Digital PCR ovumat: JURISAR
(dPCR) negativa
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Hur forhaller sig dPCR resultatet till
mikroskopmetoden?

- Blind-prover fran Jordbruksverkets
utsadesenhet och Mellansvenska
Frokontrollen AB

« Antal sporer raknades med
mikroskopmetoden

- dPCR analys for bade karn-DNA och
mtDNA
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Utveckling av PCR-baserad detektionsmetod

1. DNA 3

extraktion Kvantifiering o T

a b
Primrar positiva

|
_

Digital PCR
(dPCR) negativa
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Sammanfattningsvis

« T. caries och T. leavis ar samma art trots olika
utseende pa sporerna

- Molekylar detektion fungerar, men beroende pa
val av primrar ar den mindre kanslig an
mikroskopmetoden

- Molekylar detektion nagot snabbare

« Molekylar detektion — samma instrument kan
anvandas for olika analyser
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