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Forord

Apple ir gott och nyttigt! Men det ir inte alltid s4 litt att f4 tag i frisk och fin frukt, och ska
den dessutom vara lokalt odlad med miljovénliga metoder sé blir det dnnu svérare.
Lonsamheten for de svenska odlarna dr problematisk, med ett tuffare klimat 4n i ménga andra
dppelproducerande lander och stark konkurrens fran utlandsk frukt.

Lagersjukdomar orsakade av olika svampar dr en av de viktigaste anledningarna till att
ekologiska dppelodlingar har ett signifikant storre bortfall av forséljningsbar frukt jaimfort
med annan typ av odling. Aven IP-odlingar kan drabbas av besvirande skador beroende bland
annat pa vilka dpplesorter man odlar.

Merparten av hittills utprovade icke-kemiska skyddsétgirder har haft otillrdcklig effekt eller
varit dyrbara att anvdnda. Applicering av olika typer av beldggning pd dpplen innan skord har
dock visat sig ha en viss potential att kunna motverka lagersjukdomar.

Régkli, som bestar av det yttre hdljet kring ragkdrnan, &r en hittills underutnyttjad biprodukt
av svensk ragsodling. Ur ragkli kan man utvinna olika icke-toxiska fenol-lipider som
exempelvis alkylresorcinoler (AR).

En tvirvetenskaplig forskargrupp med kompetens inom éppelforddling och genetik (Professor
Hilde Nybom, Balsgard, SLU), dppelodling och lagringssjukdomar (Dr Ibrahim Tahir,
Alnarp/Balsgérd, SLU) samt tillimpad biokemi och industriell utveckling (Docent Estera Dey,
Lunds universitet) bildades 2011, och erh6ll medel fran SLU EkoForsk for ett tvaarigt

projekt: *Protection against storage diseases in organically grown apples’. Sedan anslot sig
dven doktoranden Masoud Ahmadi-Afzadi, som doktorerar pa lagringssjukdomar hos édpple

pa SLU.

Malséttningen har varit att undersdka om man kan utveckla ett biologiskt preparat med
alkylresorcinoler (AR) som aktiv bestandsdel. Detta preparat ska sedan kunna anvindas for

att bespruta frukttrad sa att man erhaller ett skydd mot svampangrepp under fruktlagringen.

Har redogor vi for erhéllna resultat samt diskuterar hur man kan g vidare med detta projekt.

Balsgard, Alnarp och Lund, oktober 2013
Projektgruppen
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Bakgrund

Skador uppkomna vid kyllagring av épple dr en av de viktigaste orsakerna till att svensk
dppelproduktion brottas med stora ekonomiska problem. Dessa skador kan uppga till 10%
eller mer av den inlagrade frukten och &r speciellt forddande eftersom odlaren redan dsamkats
betydande kostnader for viaxtskyddsbehandling, gallring, skord, sortering och lagring innan
man sedan tvingas kasta den forstorda frukten. Skadorna orsakas frimst av svampsjukdomar
som gronmogel Penicillium expansum, bitterrota Colletotrichum gloeosporioides (Glomerella
cingulata), olika arter av Neofabraea (N. alba och N. perennans; bull’s eye rot’, pa svenska
ibland kallad gloeosporiumroéta eller Pezicula-rota) och gramogel Botrytis cinerea (Berve och
Stensvand 2007, Weber och Palm 2010). I Europa har dessa sjukdomar 6kat signifikant under
senare dr, sannolikt beroende pa klimatforédndringen (Amiri et al. 2008, Weber och Roland
2009). Vi kan alltsé forvinta oss att dessa angrepp kommer att bli &nnu allvarligare efterhand
som klimatet 1 Sverige blir allt varmare och troligen dven fuktigare under vegetationsperioden.

Négra helt resistenta dpplesorter finns inte dokumenterade men man har noterat stor variation
mellan sorter i1 deras tolerans for lagersjukdomarna (Tahir och Nybom 2008, Tahir et al. 2008,
Ahmadi-Afzadi et al. 2013). De olika vixtforadlingsprogrammen for dpple runt om i vérlden
har hittills dock inte uppméarksammat lagersjukdomar i ndgon hogre grad. I flertalet stora
dppelproducerande ldnder ’16ser” man ndmligen problemet genom att helt enkelt doppa
frukten i en fungicid efter skorden eller mdjligen i ett biologiskt medel som BioSave vilket
innehéller Pseudomonas syringae. Aven olika viixtbaserade oljor har visat sig ha skyddande
effekt (Amiri et al. 2008). Att doppa frukten i kemiska eller andra medel 4r inte tillatet i
Sverige, vare sig for ekologiskt eller konventionellt odlad frukt. Darigenom blir det 4n mer
angelédget att 16sa problemet med lagersjukdomar, sé att inte svenskodlad frukt konkurreras ut
av den utlandsproducerade.

Tidigare utforda odlings- och sortforsék inom dpple i Sverige (frimst Balsgard och Kivik) har
visat att just lagersjukdomar dr en av de viktigaste anledningarna till att ekologiska odlingar
har ett signifikant storre bortfall av forsdljningsbar frukt jaimfoért med annan typ av odling
(Tahir och Nybom 2008, Tahir et al. 2008). For den populéra sorten Aroma erholl man ett 20
génger storre bortfall i ekologiskt odlade trad jamfort med IP-odlade trad pd samma filt
(Jonsson et al. 2010). Det finns for ndrvarande inga kemiska medel som &r godkénda inom
ekologisk odling for kontroll av lagersjukdomar hos dpple. Mikrobiologiska organismer som
jastsvampar och bakterier har visserligen visat sig ha effekt mot vissa lagersjukdomar som
gronmogel (Nunes et al. 2007, Janisiewicz et al. 2008) men anvéndningen av sddana preparat
har oftast simre effekt pa Neofabraea som ir den vanligaste sjukdomen i Sverige, och kan ha
bieffekter som att exempelvis orsaka korkrost pa skalet.

Den tillatna anvindningen av kemiska fungicider innan skord blir alltmer begrénsad dven for
IP-odlare, speciellt for odlingar beldgna pa vattenskyddsomraden. Det senare géller stora
delar av Osterlen dit merparten av den svenska dppelproduktionen #r lokaliserad. Ett annat
problem ér att flitig anvidndning av de kemiska preparaten har resulterat i resistenta stammar
av de vanligaste svampsjukdomarna. Av de icke-kemiska metoderna &r behandling med hett
vatten mest vilként (Spadaro et al. 2004, Neri et al. 2009) och ger god effekt dven pa
Neofabraea, men denna metod dr kostnadskrdvande och resultaten &r ibland motsagelsefulla
eftersom man kan fa oonskade effekter som skalbrdanna. Olika dppelsorter skiljer sig dessutom
at 1 sin kénslighet for vairmebehandlingen som darfér méste utformas individuellt for varje
sort.



Olika typer av beldggning pd dpplen innan skord har en viss potential att kunna motverka
lagersjukdomar. Régkli, som bestér av det yttersta skiktet av ragkornet, &r en hittills
underutnyttjad biprodukt av svensk ragsodling. Ur rdgkli (det yttre holjet runt ragkdrnan) kan
man utvinna olika icke-toxiska fenol-lipider som exempelvis alkylresorcinoler (AR; Landberg
et al. 2008, Fig. 1). Dessa @mnen ingar i en grupp av mycket intressanta antioxidanter som har
en pavisad positiv effekt mot cancer, fetma, hjirt- och kérlsjukdomar samt diabetes typ 2
(Hajer et al., 2008, Andersson et al. 2011). AR fran rdgkli har visat sig kunna inhibera tillvixt
av olika brodsvampar in vitro (Reiss 1989) samt minska skadorna av olika vixtpatogena
svampar hos mango (Droby et al. 1987, Hassan et al. 2007).

Malséttningen for vart arbete har varit att undersoka om man kan minska angreppen av
lagringssjukdomar hos dpple genom att applicera ett biologiskt preparat med alkylresorcinoler
som aktiv bestandsdel. I framtiden skulle i sa fall detta preparat kunna anvéndas for att
bespruta frukttrad sa att man erhaller ett skydd mot svampangrepp under fruktlagringen.

S-n-pentadecylresorcinol (R=C,sHj,),
5-n-heptadecylresorcinol (R=C,;H;),
S-n-nonadecylresorcinol (R=C,4H;;),
S-n-heneicosylresorcinol (R=C,,H;,),
S-n-tricosylresorcinol (R=C,3H;g),

S-n-pentacosylresorcinol (R=C,sH,,),

HO OH

Fig. 1. Kemisk struktur for 5-(n)-alkylresorcinoler med olika acylkedjor

Material och metoder

AR utvinns ur rdgkli och kvaliteten kontrolleras

Vi inledde det experimentella arbetet varvintern 2011 med att utvinna alkylresorcinoler.
Utgdngsmaterialet var rdgkli som inskaffades frdn Nord Mills i Malmo, och som hade en
partikelstorlek pd 0,5-1 mm. For att framstélla en sa ren produkt som mojligt, anvéndes
superkritisk koldioxidextraktion i tva steg (Dey och Mikhailopulo 2009). Denna metod
bygger pa att man applicerar ett mycket hogt tryck sa att fasgransen mellan vétska och gas
luckras upp. Den resulterande superkritiska vitskan kan bade diffundera genom fasta &mnen
som en gas, och 16sa upp dmnen som en vétska, och &r dérfor ett synnerligen effektivt
extraktionsmedel.

Koncentrationen av AR i den erhéllna produkten kvantifierades forst med spektrofotometri.
Direfter anvindes preparativ hogtrycksvitskekromatografi (HPLC), fastfas extraktion (SPE)
och tunnskiktskromatografi (HPTLC) for att kontrollera kvaliteten och faststélla den exakta
méngden ren AR.



Lésningar med AR tillverkas

Direfter var det dags att undersoka vilka olika medel som kan anvédndas i kombination med
AR for att fa en god effekt av applikation pa frukt med sprayning. Intorkade och noggrant
uppmatta mangder av AR-extrakt 10stes upp 1 tva olika 16sningsmedel (Synperonic 91/6
respektive polydimetylsiloxan). Direfter tillsattes olika emulgeringsmedel (PEG 400, NaCl,
CaCl, respektive Tween 20) och konsistensgivare (xanthan gum och gum arabic). Varje
16sning spaddes sedan upp med destillerat vatten till 30 ml, och kom dérmed att innehélla
0,025% respektive 0,05% AR. Losningarna homogeniserades med en Ultra Turrax (13,500
varv per minut i en minut), och fotograferades i mikroskop for att dokumentera
droppstorleken. De fardiga losningarna forvarades sedan i +8 °C tills att de skulle anvéndas.
Innan anvéndning virmdes AR-16sningen upp till 37 °C 1 30 min, skakades kraftigt och fordes
over till en sprayflaska med vars hjélp den sedan applicerades pa frukten.

Tabell 1. Innehallet i 19 olika AR-16sningar, som testades pd gronmogelinokulerad frukt.

AR

16sning Innehall

a b c d e f g h i j k
1 0.025 0.1 - 0.5 - 0.2 1 2 2 5 -
2 0.025 0.2 - 0.5 - 0.2 1 2 1 2.5 -
3 0.025 0.1 - 1 - 0.2 1 0.5 2 2.5 -
4 0.025 0.2 - 1 - 0.2 - 0.5 1 2.5 -
5 0.025 0.1 - 1 - 1 1 2 2 5 -
6 0.025 0.2 - 0.5 - 1 - 0.5 1 2.5 -
7 0.025 0.1 - 1 - 1 1 2 2 2.5 -
8 0.025 0.2 - 2 - 1 1 2 2 5 -
9 0.025 0.1 - 1.5 1.5 2 1 5
10 0.025 0.1 - 1.5 1.5 2 0.5 5
11 0.025 0.1 - - 0.5 0.2 1 2 2 - 5
12 0.025 0.2 - - 0.5 0.2 1 2 1 - 5
13 0.025 0.05 - - 1 0.2 1 - 2 - 5
14 0.025 0.1 - - 1 0.2 - 0.5 1 - 5
15 0.025 0.05 - - 0.5 1 1 - 1 - 5
16 0.025 0.1 - - 0.5 1 - 0.1 2 - 5
17 0.025 0.05 - - 1 1 - 0.1 1 - 5
18 0.05 0.2 - - 0.5 0.2 1 2 2 - 5
131 0.025 0.2 0.15 - 0.5 0.2 1 2 2 - 5

a Alkylresorcinoler, % (m/v); b xanthan gum, % (m/v); ¢ gum arabic, % (m/v);

d Synperonic 91/6, % (m/v); e polydimetylsiloxan, % (m/v); f Tween 20, % (m/v);
g trioleate, % (m/v); h oleylalkohol, % (m/v); i PEG 400, % (m/v); j CaCl,, % (m/v);
k NaCl, % (m/v).

Applen inokuleras med svampsporer

Eftersom det skulle bli tidsddande och besvirligt att méta effekten av AR pa spontant
forekommande svampangrepp, valde vi att istdllet anvénda oss av frukt som inokulerats med
svampsporer enligt metoder som tidigare tillimpats inom var forskargrupp (Tahir et al. 2009,
Nybom et al. 2012). Aktivt vixande gronmogel i frukt av dpplesorten Aroma flyttades dver
till en petriskdl med ett ldmpligt medium for svamptillvéxt (potatisdextros agar). Efter 10
dagars tillvixt samlades konidiesporer upp med en glasstav och fordes over till en
vattenldsning som filtrerades och spiddes till en koncentration av 100.000 sporer per ml.



Konidiesporer utvanns pa samma sétt fran aktivt vixande Neofabraea perennans men hér
odlades svampen istéllet pd petriskalar med maltextrakt agar.

Alla inokuleringarna utfordes pd Balsgard. Frukten tvéttades forst med vatten for att avlégsna
spontant forekommande ytliga svampinfektioner. Sedan injicerades 20 mikroliter av
sporlosningen med en pipett, som stacks in ca 4 mm i frukten. Varje frukt inokulerades pa tva
sidor, och forvarades sedan i rumstemperatur tills att sporlosningen torkat in.

Forsta AR-forsoket; juni 2011 — teknikutveckling

I'juni 2011 genomfordes den forsta serien experiment med applicering av AR pa frukt. Vi
anvinde importerade Granny Smith-&pplen, som inokulerades med sporer av gronmogel. Vi
inokulerade dels hela frukter och dels tunna skivor av frukten; tre frukter respektive tre
fruktskivor anvindes for varje forsoksled. Fem—sex timmar efter inokuleringen sprayades
frukterna och fruktskivorna med en serie av 18 olika AR-innehdllande 16sningar (AR 1 — AR
18, Tabell 1). Efter sju dagar i rumstemperatur, méttes ytan pa den uppkomna skadan, dvs de
synliga sjukdomssymptomen. Resultaten for de hela frukterna blev utmérkta men det visade
sig att dppleskivorna blev s kraftigt angripna att det inte gick att kvantifiera symptomen
ordentligt.

Andra AR-forsoket; juli 2011 — mer teknikutveckling

Nista serie experiment utfordes pa importerad frukt av Golden Delicious. Denna gang
inokulerades hela frukter, halverade frukter samt fruktskivor med gronmdgelsporer som ovan.
Samma 18 16sningar anvindes som tidigare. Midngden symptom avlistes efter 6 dagar i
rumstemperatur. Aterigen goda resultat for de hela frukterna medan skadorna pa fruktskivorna
var svérare att utvirdera. Darfor beslot vi att fortséttningsvis arbeta enbart med hela frukter.

Tredje AR-forsoket; augusti 2011 — tvd utliindska dpplesorter testas

I den tredje serien av experiment anvinde vi importerad frukt av Royal Gala (mycket
mottaglig for gronmogel) och Golden Delicious (relativt resistent mot gronmogel), vilka
behandlades med 18 AR-16sningar som tidigare. Sex hela frukter av varje sort anvindes for
varje forsoksled. Varje frukt sprayades med 10 ml rumstempererad AR-16sning.

Varje behandlad frukt lades sedan i en forsluten plastldda som placerades i en kylbox, 90%
relativ luftfuktighet och +2 °C for tre veckors lagring. Dérefter fick 14dan med frukten sta i
rumstemperatur under ytterligare fem dagar for att efterlikna hanteringen i handelsledet.
Diametern pé varje svampangrepp mattes med linjal i tva vinkelréta riktningar varefter
medelvérdet anvéindes som ett matt pa angreppets storlek.

Fjirde AR-forsoket; hosten 2011 — tre svenska dpplesorter testas

Under hosten 2011 fick vi dntligen tillgéng till svensk frukt, och da valde vi att arbeta med
sorterna Ingrid Marie (ganska mottaglig for gronmogel), Gloster (ganska resistent) och Frida
(ganska resistent). All frukt skordades i1 en yrkesodling 1 Kivik. Mognadsstadiet faststilldes
genom att méta torrsubstansinnehallet (sockerhalt), fastheten (med en penetrometer), utfora
ett jod-test (méter stirkelsens omvandling till socker) samt produktionen av etylen
(gaskromatografi). Ingrid Marie var ndgot mer mogen dn 6vriga tva men alla befann sig
fortfarande i ett preklimakteriskt stadium lampat for skord av frukt som ska lagras under en
langre period.

Hela frukter av de tre sorterna inokulerades med gronmogel. Eftersom samtliga har bade gult
(skuggsida) och rott (solsida) pé frukten, lade vi ett inokuleringsstélle pd skuggsidan och ett



pa solsidan av varje frukt. Fyra speciellt utvalda AR-16sningar sprayades pa den inokulerade
frukten, samt dven en kontrollosning (vatten). Dessutom ingick icke-sprayade kontrollfrukter
ocksa 1 forsoket. I varje forsoksled (sort x AR-16sning eller kontroll) ingick 15 frukter.
Frukten forvarades under 6 veckor i kyl respektive rumstemperatur som ovan, innan
symptomen avlistes.

Femte AR-forsoket, tvda svampar och fyra svenska dpplesorter testas

Baserat pa de tidigare resultaten for 2011, valdes de tva mest lovande AR-16sningarna ut for
fortsatta experiment. Bada dessa 10sningar innehaller 0.025% AR, 0.2% Tween 20, 1%
trioleate, 2% oleylalkohol och 2% PEG400. Dessutom innehdller den forsta 16sningen (AR 1)
dven losningsmedlet Synperonic 91/6 och 5% CaCl, medan den andra 16sningen (AR 11)
innehaller polydimetylsiloxan och 5% NaCl.

Frukt av fyra svenskodlade dpplesorter, Aroma, Ingrid Marie, Frida och Gloster, skordades 1
Kivik pa samma sétt som beskrivits ovan, med berdkning av mognadsstadium (stérkelseindex
och Streif index) (Tabell 2). Dessutom mitte dven fargen pa sol- och skuggsida med hjilp av
en kolorimeter.

Tabell 2. Fruktens mognadsstadium och farg vid skord. Streif index = fasthet/(torrsubstanshalt x
stirkelseindex). Fargindex rdknas ut enligt en formel baserad pa méatvéarden for rod farg, gul farg och
ljushet.

Sdsong Sort Skord Starkelseindex Streifindex  Firgindex
solsida  skuggsida
2011 Aroma Sept 10 4.1 0.17 4.4 -4.0
Ingrid Marie  Sept 22 3.9 0.16 11.6 8.2
Frida Sept 26 4.1 0.17 9.3 6.8
Gloster Nov 11 4.7 0.17 8.9 5.0
2012 Aroma Sept 18 4.4 0.16 17.8 -3.1
Ingrid Marie Okt 9 4.3 0.15 48.6 -5.0
Frida Okt 18 4.2 0.16 25.2 -1.1

Hosten 2011 inokulerades fyra x 15 frukter med gronmogel {or varje dpplesort. For alla sorter
utom Gloster upprepades dessa inokuleringar 2012, och dé inokulerade vi dven fyra x 15
frukter med Neofabraea. Ett forsoksled (15 frukter) for varje svamp forblev osprayat som
kontroll medan ett annat sprayades med vatten. Ovriga tva forsoksled sprayades med AR 1
respektive AR 11. Frukten lagrades sedan i +2 °C under 12 veckor. Skadorna pé
gronmogelinokulerad frukt mittes direkt efter uttag fran lagret medan Neofabraea-inokulerad
frukt holls i rumstemperatur (+18 °C och 80% relativ luftfuktighet). Skadorna méttes sedan
som ovan.

Sjitte AR-forsoket; svampmyceltillvixt och virulens

Petriskédlar med potatisdextros agar autoklaverades och sedan tillsattes AR 1 eller AR 11
respektive inget alls (kontroll). Efter tre timmar vid 4 °C tillsattes mycel av gronmogel till
varje petriskal. I nésta forsoksled tillsattes istillet forst svampmycelet och tre timmar senare
sprayades AR-l0sningarna direkt pd petriskalarna. P4 samma sitt tillsattes mycel av
Neofabraea och de tvda AR-16sningarna till petriskalar med maltextrakt agar. Av varje
forsoksled tillverkades minst tre petriskdlar. Efterat forseglades petriskalarna med parafilm
och inkuberades i 21 dagar vid +20 °C. Efter de 21 dagarna gjordes en subjektiv uppskattning



av mangden svampmycel i varje petriskdl, och effekten av AR-16sningarna berdknades som
procent myceltillviaxt i behandlade petriskalar jamfort med myeceltillvéxten i1 kontrollskalarna.

Niér vi hade utvdrderat myceltillvédxten, skrapade vi av konidiesporerna frén varje petriskal
och forde 6ver dem i en vattenlosning. Denna filtrerades och sedan berdknades
sporkoncentrationen under mikroskop med hemacytometer. Losningar med standardiserad
sporkoncentration frin varje petriskal anvdndes sedan till att inokulera frukt av Aroma pa
samma sétt som ovan. Till varje sporlosning anvénde vi fem dpplen. Dessa frukter
inkuberades under en vecka vid +20 °C. Dérefter méttes skadornas storlek som ovan.
Slutligen berdknade vi AR-16sningarnas effekt pa skadeutvecklingen som procent av skadan
pa osprayad frukt.

Statistiska analyser

Skillnader mellan forsoksleden i méngden sjukdomssymptom undersdktes med olika typer av
variansanalyser (oneway anova, multiway anova, mixed model anova) av arcsin- och
kvadratrotstransformerade data. Signifikanta skillnader mellan medelvdrdena for de olika
forsoksleden faststéilldes med Fisher’s LSD respektive Tukey’s HSD.

Resultat och diskussion

AR-losningarna — teknisk kvalitet

Utbyte och kvalitet av AR bedomdes vara mycket tillfredsstdllande. Men for att verkligen ha
en hammande effekt pa svampens tillvixt, maste det fardiga preparatet ocksa fastna ordentligt
pa frukten, och stanna kvar tillrackligt 1dnge. For att uppna detta, maste man sétta till en del
amnen. Dessa tillsatser far dock inte hdmma den aktiva substansens verkan, inte vara toxiska,
och heller inte for dyra. For att det firdiga preparatet ska kunna bli godként som ett
vixtstirkande medel inom ekologisk odling, maste alla ingdende substanser dessutom vara
acceptabla enligt regelverket.

Fig. 2. Foto a tva olika AR-lésningar i mikroskop, (
konsistensgivare (xanthan gum och gum arabic).




De olika l6sningarna i vara experiment skiljde sig mérkbart at i droppstorlek och fysikalisk
stabilitet (Fig. 2; dvs. om de olika komponenterna borjar separera eller om 16sningen forblir
homogen) men detta tycktes inte paverka losningarnas effektivitet i nagon hogre utstrackning.

Experimentell teknik

Vi testade olika metoder att utfora inokuleringarna och de paféljande AR-sprayningarna, och
anvinde darfor hela frukter, halverade frukter respektive skivor av frukt. Dessvérre visade det
svar att tolka resultaten frdn halverade frukter och skivor av frukt svértolkade pa grund av
alltfor ojimn svamptillvéxt. Vi beslot darfor att bara anvinda den vanliga standardmetoden,
dvs. inokulering av hela frukter (Fig. 3 och Fig 4).

Fig. 4. Gronmogelinokulerade frukter av Ingrid Marie: (1) frukt som sprayats med AR 1,
(water) frukt som sprayats med vatten, (control) frukt som inte sprayats alls.
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Effekt av 18 AR-losningar pd gronmégel hos tvd utlindska dpplesorter

Importerad frukt av Royal Gala och Golden Delicious inokulerades med gronmdogel och
behandlades dérefter med 18 AR-I6sningar (se Tabell 1 for sammanséttning av varje 16sning).
Den genomsnittliga skadan blev 82 mm pa obehandlad kontrollfrukt av den mycket
mottagliga sorten Royal Gala och 59 mm pé den nagot mer motstdndskraftiga Golden
Delicious (Tabell 3). Den behandlade frukten fick signifikant mindre skadesymptom men
med mycket stora skillnader mellan de olika AR-16sningarna. Bést resultat, dvs kraftigast
inhibition, erh6lls med AR 1, AR 2, AR 11 och AR 12, vilka producerade 92—-100% inhibition
hos Royal Gala och 63—-87% inhibition hos Golden Delicious. Aven AR 6 och AR 13 hade
god effekt pd gronmdgelskadorna hos bada dpplesorterna.

Tabell 3. Applikation av 18 AR-l6sningar samt storlek pd de resulterande gronmdgelskadorna i mm
respektive i % av skadans storlek jamfort med skadan pa osprayad kontrollfrukt.

AR- Royal Gala Golden Delicious
16sning Skadans storlek Inhibition Skadans storlek Inhibition (%)
(mm) (%) (mm)

Kontroll 82 a’ 0 59 a 0
1 4 hi 95 8 k 87
2 7 hi 92 11 jk 81
3 71 b 13 20 efgh 67
4 51 de 38 23 cde 61
5 57 cd 31 20 efgh 67
6 14 gh 83 15 1 74
7 58 cd 30 24 bed 59
8 63 bc 23 16 ghi 73
9 50 de 39 28 b 53
10 48 de 41 25 be 58
11 0 1 100 22 cde 63
12 0 1 100 17 fghi 71
13 23 g 72 11 jk 81
14 58 cd 30 16 hi 74
15 55 cd 33 10 k 84
16 50 de 39 21 cdef 65
17 44 ef 46 20 defg 66
18 34 cdef 58 15 ij 75

“ Medelvirden som foljs av olika bokstéver, inom samma kolumn, skiljer sig 4t signifikant, p<0.035.

Effekt av fyra AR-losningar pd gronmaogel hos tre svenska dpplesorter

Hosten 2011 hade édntligen den svenska frukten mognat, sa att vi kunde testa tre viktiga
handelssorter 1 Sverige, namligen Ingrid Marie, Gloster och Frida. Denna géngen testades
bara fyra AR-16sningar (Tabell 4). AR 1 och AR 11 hade redan producerat mycket goda
resultat 1 foregdende forsok, och skiljer sig bara i valet av 16sningsmedel samt tillsats av
CaCl, respektive NaCl. Dessutom ansdg vi att AR 18, som innehaller dubbelt s& hog
koncentration av AR som 6vriga, ockséd kunde vara intressant liksom den tidigare ej provade
AR 131 som har hogre mingd konsistensgivare (bdde xanthan gum och gum arabicum) dn
ovriga l0sningar och som hade visat béttre fysikalisk-kemisk stabilitet. Av dessa fyra AR-
16sningar var det dock bara AR 1 som skiljde sig signifikant frdn 6vriga (Fig. 5), med 33%
inhibition for Ingrid Marie, 59% for Frida och 62% f6r Gloster. Nagra genomgéiende
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skillnader pa storleken hos skador pé fruktens solsida respektive fruktens skuggsida kunde vi

inte se (Tabell 4).

Tabell 4. Applikation av 4 AR-16sningar samt storlek pa de resulterande gronmogelskadorna i mm
respektive i % av skadans storlek jimfort med skadan pa osprayad kontrollfrukt.

AR- Ingrid Frida Gloster Ingrid Frida Gloster
16sning Marie Marie
Skada  Inhibition Skada Inhibition Skada Inhibition 1 2¥ 17 2V 17 27
mm) (%) (mm) (k) (mm) (%)
Obehandlad 31.5 ab 0 310 a 0 31.0 a 0 34 29 34 28 33 29
Vatten 39.0 a -3 330 a -7 24.5 ab 20 39 39 35 31 27 22
1 21.0 ¢ 33 125 b 59 115 ¢ 62 20 22 13 12 11 12
11 22.5 be 17 145 b 54 16.5 be 46 19 26 17 12 16 17
131 20.5 ¢ 33 19.0 b 40 16.0 ¢ 49 21 20 22 16 14 18
18 20.5 ¢ 35 - - 17.5 be 43 23 18 17 18

1’Skadans storlek i mm pa fruktens skuggsida; 2”Skadans storlek i mm pa fruktens solsida

“Medelvirden som foljs av olika bokstiver, inom samma kolumn, skiljer sig &t signifikant, p<0.05.
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Fig. 5. Jimforelse av AR-16sningarnas forméga att inhibera gronmdogelskador hos tre olika dpplesorter.
Staplarna anger medelvérdet for skadans storlek pa frukt som sprayats med AR 1, AR 11, AR 131
respektive AR 18. Staplar med olika bokstaver skiljer sig dt signifikant (p<0.05). Hér har vi slagit
samman virdena for alla tre dpplesorterna och de tva inokuleringsstillena pé varje frukt (solsidan och
skuggsidan). Vi fann emellertid en signifikant interaktion mellan AR-16sningar och inokuleringsstille
p=0.001, och mellan AR-16sningar och olika dpplesorter p<0.007, och mellan AR-I6sningar,
inokuleringsstille och sorter p<0.024.
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Effekt av tva AR-losningar pd tva svampar hos fyra svenska dpplesorter

De fyra dpplesorterna var skordade i samma mognadsstadium men skiljde sig 4t markant i
mottaglighet for de bdda svampsjukdomarna, och det var dessutom inte nagon
samstdmmighet mellan sorternas mottaglighet for de tva olika svamparna (Fig. 6). Aroma var
salunda den sorten som var mest mottaglig for gronmogel men den var dnda betydligt mindre
mottaglig for Neofabraea jamfort med Ingrid Marie och Frida.
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<
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»n 20 -
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Penicillium expansum Neofabraea perennans

Fig. 6. Mottaglighet for gronmogel, berdknat som genomsnittlig storlek pa den resulterande skadan
hos frukt som inokulerats med gronmogel respektive Neofabraea. Staplar med olika bokstaver skiljer
sig at signifikant (p<0.05).

De olika sorterna skiljde sig ocksa at nir det géller graden av det skydd som AR-I6sningarna
kunde ge (Tabell 5, Fig. 9). Jamfort med osprayad frukt, inhiberades skadorna av gronmdogel
med 17, 28, 39 respektive 52% for Aroma, Ingrid Marie, Frida och Gloster (Fig. 7). For
Neofabraea, blev inhibitionen 77, 74 respektive 31% for Aroma, Ingrid Marie och Frida
(Gloster var inte med i denna delen av forsoket) (Fig. 8).
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Fi. 7. Gémoelindkler;(fé frukter av Ingrid Marie: (1) (controli)ifruktEm inte Sprayéts élis,
(11) frukt som sprayats med AR 11, (1) frukt som sprayats med AR 1.

Fig. 8. Neofabraea-inokulerade frukter av Aroma: (1) (control) frukt som inte spra
(11) frukt som sprayats med AR 11, (1) frukt som sprayats med AR 1.
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Fig. 9. Genomsnittlig procentuell inhibition av svampskador efter behandling med de tvd AR-
losningarna. Staplar for samma svamp men med olika bokstéver, skiljer sig at signifikant (p<0.05).

Generellt kan man konstatera att sorter med relativt liten mottaglighet for en viss
svampsjukdom pé kontrollfrukten ocksa drog mest nytta av skyddet frdn AR-16sningarna
(Tabell 5). Omvint kan man ocksé utrycka det som att sorter med storst behov av skydd
tyvérr var svérast att skydda.

Skadorna var genomgéende ndgot mindre pa solsidan av frukterna, men skillnaden var
signifikant endast for skadorna av Neofabraea hos Aroma (Tabell 5). Tidigare studier har
visat att solsidan pa dpplen vanligen innehéller mer antocyaner och vax, och dr mer
motstandskraftig mot svampsjukdomar (Tahir et al. 2009). I andra studier har olika
dpplesorter dock skiljt sig at i relativ kénslighet for solsida och skuggsida, och det verkar
svart att dra nagra generella slutsatser (Ahmadi-Afzadi et al. 2013).
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Tabell 5. Applikation av 2 AR-16sningar samt storlek pa skadorna i mm for fyra dpplesorter och tva
svampar (P.e Penicillium expansum, N.p Neofabraea perennans). Genomsnittliga skadan péa solsida
respektive skuggsidan uppges ocksa. En interaktion mellan olika parametrar var signifikant:
behandling x sida for Aroma inokulerad med Neofabraea.

Behandling ‘Ingrid Marie’ ‘Frida’ ‘Aroma’ ‘Gloster’
P.e Np Pe Np Pe Np Pe
10 ml ARs 1 20.0 ¢* 96 b 200b 303b 375b 1.0 ¢ 11.6 b
10 ml ARs 11 28.1 b 136 b 221 b 327 ab 452 a 14.0 b 16.6 b
10 ml warm water  35.0 a  46.7 a 351 a 500a 465 a 32.1 a 29.6 a
Kontroll 330a 452 a 342 a 490a 503 a 31.0 a 30.8 a
Solsida 290 a 390a 265a 390a 442 a 175 b 214 a
Skuggsida 290 a 420 a 295 a 420a 457 a 215 a 229 a
Behandling x sida N5 Ns Ns Ns Ns * NS
Behandling x sdsong Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns

“Medelvirden som foljs av olika bokstiver, inom samma kolumn, skiljer sig 4t signifikant, p<0.05
Ns = inte signifikant

Effekt av tva AR-losningar pda myceltillviixt och virulens

Tillsats av AR-16sningarna till petriskalar tre timmar innan mycelet férdes dver, resulterade i
en sdmre myceltillvixt under de pafdljande tre veckornas inkubation, men effekten var
signifikant endast for AR 1-behandlade petriskalar med Neofabraea (Tabell 6). Betydligt
kraftigare inhibition erhdlls nér vi sprayade AR-l0sningarna pé petriskdlarna tre timmar efter
att svampmycelet tillsatts (Fig. 10). Sarskilt AR 1 utmérkte sig, med 71 och 77% inhibition av
myceltillvaxten hos gronmogel respektive Neofabraea (Tabell 6).

Fig. 10.
(1) petriskdlar som sprayats med AR 1 tre timmar efter att mycelet tillsatts,
(11) petriskalar som sprayats med AR 11 tre timmar efter att mycelet tillsatts.
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Tabell 6. AR-16sningarnas effekt pd myceltillvéixt in vitro av P. expansum respektive N. perennans pé
petriskalar med potatisdextros agar (PDA) respektive maltextrakt agar (MEA).

Svamp Behandling AR tillsatt 3 tim innan inokul. AR spray 3 tim efter inokul.
Symptom Inhibition Symptom Inhibition
(mm) (%) (mm) (%)
P. expansum ARs 1 69.0 b* 24.0 a 243 ¢ 71.0 a
ARs 11 720 b 21.0 a 417 b 500 b
Kontroll 90.7 a 833 a
N. perennans ARs 1 313 b 46.0 a 10.3 ¢ 77.0 a
ARs 11 42.0 ab 275 b 253 b 43.0 b
Kontroll 58.0 a 443 a

“Medelvirden som foljs av olika bokstiver, inom samma kolumn och svamp, skiljer sig &t signifikant,
p=0.05

Nér vi dérefter inokulerade Aroma dpplen med inokulum som vi fatt genom att skrapa av
sporer fran de AR-sprayade petriskalarna, fick vi signifikant mindre skador &n nir vi anvinde
sporer fran obehandlade kontroll-petriskalar (Fig. 11). AR-behandlingarna hade alltsa
forméga att begrénsa svamparnas virulens. For gronmdgel, visade AR 1 bést forméga att
begrinsa virulensen medan de tvd AR-16sningarnan inte skiljde sig at i sin formaga att
begrinsa virulensen hos Neofabraea. Nir vi inokulerade Aroma épplen med sporer som vi
istdllet fatt fran petriskalar ddr AR-16sningarna tillsatts innan mycelet, fick vi inga
signifikanta begrésningar av virulensen for ndgon av svamparna (Fig. 12).
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Fig. 11. Effekt av AR 1 och AR 11 pa virulensen hos gronmdgel och Neofabraea, berdknad som
storleken av skador pa frukter av Aroma. Dessa frukter hade inokulerats med sporer frén petriskélar
som sprayats med AR-16sningar tre timmar efter att de forst forsetts med svampmycel. Staplar for
samma svamp men med olika bokstéver, skiljer sig at signifikant (p<0.05).
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Fig. 12. Effekt av AR 1 och AR 11 pa virulensen hos gronmdgel och Neofabraea, berdknad som
storleken av skador pa frukter av Aroma. Dessa frukter hade inokulerats med sporer frén petriskélar
som hade behandlats med AR-16sningar tre timmar innan de forsetts med svampmycel. Staplar for
samma svamp men med olika bokstéver, skiljer sig at signifikant (p<0.05).

Slutsatser och framtidsutsikter

Vi har nu utfort ett antal fors6k med sammanlagt 19 olika AR-16sningar, som vi sprayat pa
frukter som strax dessforinnan inokulerats med gronmogel eller Neofabraea. Merparten av
dessa losningar har resulterat i signifikant minskade skador pé frukten jamfort med
kontrollfrukt som inte behandlats alls eller bara sprayats med vatten.

Den effektivaste 16sningen hittills &r AR 1, men det finns ytterligare ngra andra som visat
genomgéende signifikant minskade sjukdomssymptom. AR 1 har ocksa visat god formaga att
begrinsa savil myceltillvdxt in vitro som virulens hos konidiesporer bildade pa mycel i
behandlade petriskalar.

Innan vi kan initiera ett mera storskaligt utvecklingsarbete av AR som véxtstirkande medel
for kontroll av lagringssjukdomar, maste vi dven ha data fran faltforsok. Det dr ju viktigt att ta
reda pa i vad mén AR-losningarna kan skydda dven frukter med naturliga svampinfektioner,
och om en applicering i filt kan ge skydd flera veckor/manader senare under lagringsperioden.

Ett litet pilotprojekt har darfor utforts 2013, med nio trad av Aroma. Tre av dessa sprutades
md AR 1 (500 ml/trdd) i full blom (andra veckan i maj) och tre veckor innan skord (15:e
augusti). Tre trdd sprutades endast vid det andra tillféllet och de 6vriga tre trdden sprutades
inte alls (kontroll). Frukten skordades i september enligt mognadsindex. Frukt fran vart och
ett av forsoksleden delades upp i tre grupper. Den forsta gruppen sprayades med AR 1.
Frukten i 6vriga tva grupper inokulerades med gronmdgel. Den ena av dessa grupper
sprayades dessutom med AR 1 strax efter inokuleringen. Utvdrderingen &r inte klar &nnu, men
en preliminir utvirdering tyder pd att méngden fruktmogel (Monilia spp) dr mindre i trdd som
behandlats med AR 1. Denna typ av faltforsok bor upprepas i storre skala, med fler
dpplesorter och med inokulering av den skordade frukten med fler svampsjukdomar.
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