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Sammanfattning

Potatisbladmdgel ar en allvarlig vaxtsjukdom som orsakas av oomyceten
Phytophthora infestans. Denna véxtpatogen har bade asexuell och  sexuell
forokning. For att sexuell forokning ska uppsta kravs att de bada parningstyperna,
Al och A2, &r narvarande. Sexuell férokning ger upphov till tjockvéggiga och
persistenta oosporer. Oosporbildningen har i tidigare studier visats bli paverkad av
fungicider pa olika sétt, men det finns ingen vetenskaplig konsensus for huruvida
fungicider okar eller minskar bildningen av oosporer. | detta forsok samlades
potatisblad av sorten Kuras som var infekterade av P. infestans in fran ett
faltforsok, dar ett led behandlades enligt ett rekommenderat sprutprogram (K2) och
ett led var obehandlat (KO0). De insamlade proverna isolerades,
parningstypsbestdmdes och korsades enligt en korsningsmatris. Alla korsningar
gjordes bade pa agar med inblandad fungicid (Ranman Top, aktiv substans
cyazofamid) och pa agar utan fungicid.

Resultatet visade att det inte fanns nagon skillnad i oosporbildning mellan
korsningar gjorda pa agarplattor med respektive utan fungicid. Ddremot gav
korsningar som inneholl minst ett isolat fran K2 fler oosporer &n korsningar med
tvd isolat fran KO, men bara vid odling pa agar utan fungicid. Detta indikerar alltsa
att isolat av P. infestans som 6verlevt fungicidbehandling i falt bildar mer oosporer
nar de odlas pa artificiellt medium utan inblandning av fungicid. Att K2 inte bildade
fler oosporer pa agarplattorna med fungicid kan antas bero pa en trade-off-effekt
mellan hogre myceltillvaxt och oosporbildning. For framtida studier hade det varit
av intresse att &ven undersoka kopplingen mellan aggressivitet och oosporbildning
hos olika isolat av P. infestans.

Nyckelord: Phytophthora infestans, oospor, potatisbladmdgel, fungicid, cyazofamid



Abstract

Potato late blight is a devastating plant disease caused by the oomycete Phytophtho-
ra infestans. This pathogen can reproduce both asexually and sexually. For sexual
reproduction to take place, both mating types (Al and A2) must be present. Sexual
reproduction results in thick-walled and persistent oospores. In earlier studies, the
formation of oospores has been shown to be affected by fungicides in different
ways but there is no scientific consensus on how it is affected. In this experiment,
potato leaves of the variety Kuras infected by P. infestans were collected from field
trial plots treated with fungicides according to a spraying program (K2) and from
untreated plots (K0). The samples were isolated, the mating type of the isolates
were determined and then crossed according to a matrix. All crossings were done
on both agar containing fungicide (Ranman Top, active ingredient cyazofamide)
and agar without the fungicide.

The results showed no difference in oospore formation between crossings done
on agar with fungicide compared to crossings on agar without fungicide. However,
crossings containing at least one isolate from K2 resulted in more oospores than
crossings containing two isolates from KO, but only when grown on fungicide free
agar. This indicates that isolates of P. infestans that have survived treatment with
fungicides in the field, produce more oospores when they are grown on artificial
medium free of fungicides. The fact that K2 did not form more oospores on agar
treated with fungicide was assumed to be due to a trade-off effect between a higher
growth rate of the mycelia and formation of oospores. Future studies could investi-
gate the connection between the aggressiveness and ability to form oospores in
different isolates of P. infestans.

Keywords: Phytophthora infestans, oospore, potato late blight, fungicide,
cyazofamid
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1 Inledning

1.1 Potatisbladmoégel

Potatisbladmdgel, som orsakas av oomyceten Phytophthora infestans, anses vara
en av de allvarligaste sjukdomarna pa potatis. Bladmdgel drabbar potatisodlingar
runtom i varlden (Sjéholm et al., 2013). Phytophthora infestans anses ha sitt
ursprung i Mexico, och spreds till Europa under 1800-talet via importerade knélar
som bar smittan (Andersson & Sandstrom, 2000).

Angrepp av P. infestans visar sig oftast forst i form av sma flackar pa de nedre
bladen pa potatisplantan. Under fuktiga forhallanden kan dessa flackar snabbt vaxa
och bilda stora svart-bruna flackar pa bladen som breder ut sig ojamnt. Langs
kanterna av flackarna vaxer ett vitt mogel pa undersidan av bladen. Om
forhallandena fortsatter vara gynnsamma for patogenen, kan alla Gverjordiska
delar av plantan totalforstéras inom nagra dagar (Fry, 2008). Att sjukdomen ar
allvarlig belyses dven genom den stora kostnaden for bekdmpning och férlorad
inkomst pa grund av minskad skord som globalt beréknas vara 6ver tre miljarder
USD per ar (Fry, 2008).

Symtomen pa kndlar som angrips bestar av lila- eller brunaktiga flackar pa
skalet som beror pad mork och missfargad vavnad som stracker sig 5-15mm in i
knolen. Senare blir dessa flackar fasta, torra och lite nedsjunkna, och kan tacka en
del av eller hela knélen, oftast utan att ga djupare in i vavnaden (Agrios, 2005).
Rotan kan fortsatta utvecklas dven efter skord, och fungerar ofta som inkorsport
for andra patogener som kan infektera knélen och ge upphov till olika typer av
blota rétor (Cooke & Little, 2002). Konsekvenserna av angrepp ar alltsa bade en
minskad skord och att kndlarna drabbas av brunrota, vilket leder till kraftigt
forsamrad knolkvalitet (Andersson & Sandstrém, 2000).



1.2 Biologi

Phytophthora infestans har bade asexuell och sexuell forékning. Den asexuella
forokningen sker genom bildning av sporangier som mojliggor en snabb spridning
under odlingssasongen sa lange mottaglig véxt-vavnad finns att tillga.
Sporangierna sprids med vatten, vind (Fry, 2008), eller med hjalp av leddjur som
kan agera vektorer (Tyler, 2002). Hamnar ett sporangium pa frisk vavnad (blad
eller stjalk) kan det infektera potatisplantan genom att gro direkt (Fry, 2008). Den
bildade groddslangen fran sporangiet kan penetrera bladet direkt genom att spetsen
svaller och bildar ett appressorium. Efter infektion vaxer mycelet mellan cellerna
och haustorier bildas som véxer in i cellerna (Avrova et al., 2008). Sporangierna
kan ocksa differentieras till zoosporer, 5 till 10 stycken per sporangium (Mizubuti
& Fry, 1998) som i sin tur kan gro och bilda hyfer som tréanger in och infekterar
vaxten. Zoosporer har tva flageller och kan forflytta sig i vatten. Bildningen av
zoosporer induceras av vatten och hdg fuktighet (Tyler, 2002), samt vid relativt
Idga temperaturer (10 till 15 °C). Ar temperaturen daremot hogre (20 till 25 °C) ar
det vanligare att sporangiet gror utan att bilda zoosporer. Symptom kan bli synliga
for ogat redan efter tva dygn efter infektion. I de bildade lesionerna bildas nya
sporangier och darmed &r cykeln for klonal forokning komplett (Fry, 2008). Utan
sexuell forokning ar dvervintringen av P. infestans begransad till att dverleva som
mycel i infekterade kndlar. Den kan sedan fordka sig och spridas i falt om man
anvander smittat utsadde eller ndr smittade knélar ger upphov till infekterade
Overliggare (Drenth et al., 1995).

Phytophthora infestans &r en heterotallisk oomycet och den sexuella
forokningen kraver darfor att de tva olika parningtyperna, Al och A2, finns
narvarande (Fry, 2008). Under lang tid fanns bada parningstyperna bara i Mexico,
medan man i resten av varlden endast fann Al. | mitten pa 1970-talet
introducerades A2 i Europa och detta méjliggjorde sexuell forokning &ven i denna
del av varlden (Andrivon, 1995). Nar hyfer fran tva individer av olika parningstyp
mots frigdrs ett hormon som stimulerar produktion av antheridier och oogonier.
Dessa véxer ihop och ger upphov till oosporer (Fry, 2008). Oosporer har
egenskaper som skiljer sig fran sporangier och zoosporer. Den kanske viktigaste ar
att de ar tjockvaggiga och kan Gverleva upp till fyra ar i marken (Turkensteen et
al., 2000). Oosporer bildas i storre utstrackning pa stjalkar an i blad hos plantor
angripna av bada typerna. Detta antas bero pa att denna véxtdel Gverlever langre
an bladen vid ett angrepp. Oosporer som Overlever i marken kan genom
direktkontakt infektera skotten hos de nya plantorna (Andrivon, 1995). Hanson &
Shattock (1998) fann i ett av sina experiment att fler oosporer bildades nér isolaten
vaxte pa mer mottagliga potatissorter. Det var dock beroende pa efter hur lang tid



oosporerna raknades, och ju langre tid det gick mellan inokulering och rakning av
oosporer, desto mindre blev skillnaderna i antal oosporer mellan de mottagliga och
de resistenta sorterna. Efter 30 dagar fanns inga signifikanta skillnader i
oosporbildning for de olika sorterna. Turkensteen et al. (2000) havdar daremot att
infektion hos potatissorter som har viss resistens mot patogenen ger upphov till en
storre bildning av oosporer dn hos sorter som ar mycket mottagliga pa grund av att
de kan sta med angrepp ldngre utan att helt vissna ner.

Oosporer av P. infestans kan dverleva i marken vid temperaturer ner till -20 °C
(Stromberg et al., 2001), men tal hdga temperaturer samre. Exempelvis dor de
efter tva timmar vid 46 °C och efter tolv timmar vid 40 °C (Fry, 2008). Nar
oosporer gror ger de upphov till sporangier (Andersson & Sandstrém, 2000), som i
sin tur sedan infekterar vardvaxten. | ett forsok déar grobarheten hos oosporer
undersoktes efter 12 dagar lag andelen grodda oosporer mellan 0-16 %. Samma
studie visade ocksa att en storre andel oosporer grodde nar de utsattes for 18
timmar ljus per dygn jamfort med konstant morker, och att groningen paverkades
av olika koncentrationer av naringsémnen i marken. Den optimala temperaturen
for bildning av oosporer 1ag mellan 10-15 °C. Studien visade ocksa att det
bildades rikligt med oosporer i populationer med P. infestans dar kvoten mellan
Al och A2 var 1:9. Detta kan forklaras med att populationerna i Sverige har stor
genetisk diversitet och antagligen har varianter med hég benégenhet till sexuell
reproduktion selekterats fram (Stromberg et al., 2001).

1.3 Fungicider och oosporer

Oosporbildning hos P. infestans paverkas av ett flertal faktorer inklusive hur lange
ett isolat hallits pa agar, &mnen som producerats av antagonister, rotexudat samt
behandling med olika fungicider, exempelvis metalaxyl (Groves & Ristaino,
2000). De tva parningstyperna hos P. infestans kan jamforas med olika kon. Ett
enskilt isolat fungerar dock som bade “hona” och “hane”, och har férmagan att
bilda bade oogonier och anteridier (Fry, 2008). Det har dock visats att P. infestans
i vissa fall kan upptrdda homotalliskt, det vill s&ga att ett isolat kan bilda oosporer
utan att véxa ihop med en individ av motsatt parningstyp. Pa detta satt kan alltsa
oosporer bildas aven asexuellt. (Groves & Ristaino, 2000).

En studie av Mitani et al. (2001) visade att behandling av agarplattor med olika
koncentrationer av cyazofamid reducerade bildningen av oosporer fran P.
infestans. | deras studie minskade bildningen av oosporer vid 0,005ug aktiv
substans/ml, och upphorde helt vid 0,01ug aktiv substans/ml. | en annan studie
visades det daremot att manga olika fungicider, efter en kort exponeringstid,
inducerade bildning av oosporer hos P. infestans (Groves & Ristaino, 2000). |



studien testades bade isolat som var resistenta och ett som inte var resistent mot
metalaxyl (aktiv substans i vissa bladmdgelfungicider). De resistenta isolaten
uppvisade hogre bendgenhet att bilda oosporer ndr de utsattes for stress genom
fungicidbehandling. Samma studie visade &ven att vissa fungicider kunde ge
upphov till en férandring av fenotypiskt uttryck vad galler parningstyp. Kessel et
al, (2001) visade att flera olika fungicider minskar bade bildningen av och
grobarheten hos oosporer. Sammanfattningsvis kan man saga att det inte finns
nagon vetenskaplig konsensus for hur fungicider egentligen paverkar
oosporbildningen hos P. infestans.



2 Material och metoder

2.1 Insamling av infekterade blad

Potatisblad, infekterade med P. infestans, samlades in fran ett faltforsok belaget pa
Mosslunda gard i narheten av Kristianstad. Forsokets syfte var att jamfora
effekterna av olika doser av fungicider vid behandling mot potatisbladmdgel.
Sorten som odlades i forsoket var Kuras, en starkelsesort med hdg till mycket hog
resistens mot potatisbladmdgel (Europotato.org, 2016). | forsoket ingick bland
annat ett led behandlat med full rekommenderad dos (K2). Forsoket behandlades
med ett sprutprogram med upprepad, alternerande sprutning med tre olika
fungicider (Ranman Top, Infinito och Revus Top). Den aktiva substanseni:

e Ranman Top ar cyazofamid 160g/I

e Infinito &r propamocarb (hydroklorid) 625 g/l samt fluopicolide 62,5 g/,

e Revus Top ar 250 g/l mandipropamid.
Infekterade blad som var obehandlade (K0) samlades in fran ett sortforsok belaget
10 m fran doseringsforsoket. De blad som valdes ut hade en avgransad lesion
orsakad av P. infestans men var inte helt uttorkade som en foljd av infektion, utan
var i relativt god kondition. De insamlade bladen placerades i enskilda plastpasar.

2.2 Isolering av insamlade prover

Bitar fran lesionerna pa bladen skars ut och lades pa potatisskivor i petriskalar.
Skivorna inkuberades sedan under tre dagar i rumstemperatur och darefter
overfordes mycel till en rag- artagar. Agarrecept for 1 liter agar: 30 g rag, 40 g
frusna grona arter, 15 g Bactoagar. Ragen blotlaggs 6ver natt, och kokas sen i 15
min. Arterna tillsatts och rdg och &rtblandningen kokas i ytterligare 45 min. Rag
och artor silas fran och kokvattnet blandas med agar och autoklaveras. Agarn
inneholl dven antibiotika (0,2 g ampicillin/liter agar och 0,4 ml Pimaricin (10
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mg/ml)/liter agar). Nar isolaten bekréaftats rena fran kontaminationer, sattes de om
pa agar utan antibiotika enligt metod beskriven av Jonsson och Olsson (2015).

2.3 Typbestdmning av insamlade isolat

Alla isolat odlades upp genom att med steriliserad skalpell skédra ut bitar (ca
0,5cm?) av agar med aktivt mycel och placera dessa pé tv& nya petriskélar med
rag-artagar. P4 samma satt odlades referensisolat med kand parningstyp (Al
respektive A2) upp. Nar isolaten vaxt ut pa plattan, skars lika stora bitar ut fran
agar med mycel fran referensisolaten. Agarbitarna fran referensisolat och
provisolat placerades sedan cirka 5 cm ifran varandra pa nya agarplattor. Alla
provisolat sattes pa tva skalar med referensisolat Al resp. A2. Nar mycel fran
prov- och referensisolat hade véxt ihop efter drygt en vecka kontrollerades
forekomsten av oosporer i stereolupp. Pa sa sétt kunde provisolaten typbestammas
eftersom oosporer bildas nar tva isolat av olika parningstyp vaxer samman.

2.4 Korsning av typbestamda isolat

Nar provisolaten hade typbestamts utformades en korsningsmatris baserad pa
isolat av olika parningstyp som samlats in i obehandlat led (KO) respektive led
behandlat med full dos (K2), se tabell 2. Alla provisolat valdes ut slumpmassigt,
utom K2-isolaten av parningstyp A2 eftersom att det endast fanns tre stycken av
dessa. Alla korsningar gjordes bade pa plattor innehallande agar med inblandad
fungicid och pa agar utan fungicid. Korsningen utfordes pa samma satt som vid
parningstypsbestamningen. Varje korsning upprepades fyra ganger, vilket

resulterade i totalt 288 petriskalar.

Tabell 1 Korsningsmatris for de typbestdmda proverna. De isolat som anvéndes i matrisen
slumpades fram, varfor bara tva isolat av K2 av parningstyp Al anvandes.

A2

Al K029 K021 K04 K241 K219 K236
K01

K012

K032

K015

K239

K234
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2.5 Fungicidbehandling av agarplattor

For att undersoka hur oosporbildning péaverkas direkt av en fungicid valdes
Ranman Top, ett preparat som anvands for bladmdégelsbekampning, till att
anvandas i lab for agarplattorna med fungicid. Den aktiva substansen i Ranman
Top ar cyazofamid, 160g/liter. | falt utsattes isolaten dven for andra aktiva
substanser (se s.10). Preparatet applicerades genom att pipettera 100ul av en
vattenlésning av fungicid spadd for att ge 0,01mg aktiv substans per liter agar.
Plattorna roterade under pipetteringen, och ldsningen spreds ut jamnt &ver
agarytan med hjalp av en glasrackla. Plattorna med fick sedan sta nagra dagar sa
att fungicidlésningen kunde fordela sig jamt i agarn.

0,01mg aktiv substans per liter agar valdes baserat pa en forstudie som Jonsson
& Olsson (2015) gjorde. | deras studie provades koncentrationer pa 0,1mg/I till
0,001mg/l, dér den hogre gjorde att mycelet néstan inte vaxte alls och den lagre
gav upphov till néstan obehindrad tillvéxt. | forsoket rapporterat har valdes en
koncentration mellan dessa sa att en paverkan av fungiciden skulle vara markbar,
men samtidigt tillata mycelet att vaxa sa att oosporbildning kunde ske.

2.6 Rékning av oosporer

Efter cirka en vecka, nar mycel fran de olika isolaten hade vuxit ihop kunde
rakningen av oosporer paborjas. Fyra runda bitar stansades ut (ca 2cm i diameter)
mellan agarbitarna med provisolat, se bild 2. Om agarn hade flutit ut ojamnt i
petriskalen gjordes stansningen for att fa sa lika volym agar som mdjligt mellan
proverna. De utstansade agarbitarna placerades i ett falconrér med 10 ml
avjoniserat vatten. Denna mangd vatten var avsedd att ge en lamplig koncentration
av oosporer att rakna, men som anda var tillrackligt for att kunna hitta eventuella
skillnader mellan de olika korsningarna. Innehallet i falconréret finfordelades med
hjalp av en omnimixer. En droppe lades pd en Birkerkammare (se figur 1) och
oosporerna réknades i mikroskop. Vid ett tillfalle anvéndes en annan
Biirkerkammare med samma volym, vilket resulterade i ett avsevart stérre antal
oosporer (se figur 4). Ingen rakning av oosporer utfordes pa kontaminerade plattor
eller pa plattor dar mycel fran de olika isolaten av olika anledningar inte hade vaxt
ihop. Réakningen av oosporer pagick under flera veckors tid.
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Figur 1. En Biirknerkammare som anvandes for att rakna oosporer.

Figur 2. Utstansningsménster av agarn i en

petriskal Figur 3. Ménstret som agarn stansades ut i vid de
tillfallen da den hade flutit ut ojamnt

2.7 Statistik

Resultaten fran rakningen av oosporer analyserades i programmet JMP Pro 12
(JMP®, version 12, 1989-2007) Signifikansnivan sattes till 95 % och togs fram
med hjalp av ANOVA-test. Dir signifikanta skillnader fanns anvéndes Student’s t
for att jamfora olika medelvarden. DA ingen rakning av oosporer gjordes,
exempelvis pa grund av kontaminering, behandlades detta som ett saknat varde.
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3 Resultat

Tabell 2. Resultatet av kontrollen av oosporforekomst. De grénmarkerade raderna ar prover som
konstaterats vara typ Al och de rddmarkerade raderna &r prover som konstaterats vara typ A2.
Siffrorna under KO och K2 &r en beteckning for isolatet

Al

KO K2
34
39
42

12
iLE)
14
15
20
25
32

Efter typbestdmningen av isolaten framgick vilka isolat som var av typ A2 och typ
Al (tabell 2). Det var dven fem isolat (fyra stycken K2 och en KO) som bildade
oosporer vid korsning med bada referensisolaten (A1 och A2). De anvandes inte i
resten av forsoket.

14



10

Oosporer

Blrkerkammare 0 Blirkerkammare 1
n=988 n=44

Figur 4. Antalet bildade oosporer raknade i tva olika Biirkerkammare. Signifikant fler oosporer
réknades nér Burkerkammre 1 anvéndes. Staplarna visar medel +medelfel.

Skillnaden i antal bildade oosporer skiljde sig at signifikant, beroende pa
Burkerkammare (p<0,0001; fig. 4). For att fa konsekventa resultat har alla resultat
fran de korsningar som togs fram med Birkerkammare 1 (44 av 1032 rakningar)
uteslutits ur analyserna.
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Qosporer

Obehandlad Fungicidbehandlad
n=492 n=496

Figur 5. Oosporbildning frén korsningar av isolat av P. infestans som vuxit pa fungicid- respektive
obehandlade agarplattor. Staplar betecknade med samma bokstav &r inte signifikant atskilda vid 95
% signifikansnivad (Student’s t-test) Diagrammet tar inte hansyn till vilken typ av korsning deté&ar
(KO+KO0, KO+K2 eller K2+K2). Staplarna visar medel + medelfel. p=0,5155

Oosporbildningen pa agar, oberoende av vilken typ av korsning det var
(KO+KO0, KO+K2 eller K2 +K2) skiljde sig inte signifikant mellan agar med,
respektive utan fungicid (fig. 5).
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Oosporer
w

KO+KO KO+K2 K2+K2
n=300 n=500 n=188

Figur 6. Oosporbildning vid korsning av P. infestans-isolat som behandlats olika i falt (KO=gj
fungicidbehandlade isolat, K2=fungicidbehandlade isolat). Ingen h&nsyn &r tagen till om isolaten
korsades pa agarplatta med eller utan fungicid. Staplar betecknade med samma bokstav &r inte
signifikant atskilda vid 95 % signifikansniva (Student s t-test). Staplarna visar medel + medelfel.

Oosporbildningen skiljde sig signifikant at mellan mellan de olika
korsningarna. En korsning dar minst en K2 (fungicidbehandling i falt) var
inblandad ledde till signifikant fler oosporer &n en korsning mellan bara KO-isolat
(ingen fungicidbehandling i félt) (fig. 6).

17



Il Agar utan fungicid
B Agar med fungicid

Oosporer

KO0+KO0 KO+K2 K2+K2
n=140 n=160 n=256 n=254 n=9 n=92

Figur 7 Oosporbildning vid korsning av P. infestans-isolat som behandlats olika i falt (KO=¢j
fungicidbehandlade isolat, K2=fungicidbehandlade isolat) vid korsning pa fungicidbehandlade
respektive obehandlade agarplattor. Staplar betecknade med samma bokstav ar inte signifikant
atskilda vid 95 % signifikansniva inom korsningsgrupp (KO+K0, KO+K2 eller K2+K2). Staplarna
visar medel = medelfel.

Delas oosporbildningen upp pa agarplattor med respektive utan fungicid for de
tre olika typerna av korsning, syns att korsningar av isolat frdn K2 bildade
signifikant fler oosporer i agarplattor utan fungicid, jamfort med pa plattor med
fungicid (fig. 7).
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B KO+KO
B KO+K2
B K2+K2

Oosporer
w

Agar utan fungicid Agar med fungicid
n=140 n=246 n=160 n=244

Figur 8 Medelvardet for oosporbildning vid korsning av P. infestans-isolat som behandlats olika i
falt (KO=ej fungicidbehandlade isolat, K2=fungicidbehandlade isolat) samt vid korsning pa
fungicidbehandlade respektive obehandlade agarplattor. Olika farg kodar for olika typer av
korsning. Staplar betecknade med samma bokstav ar inte signifikant atskilda vid 95 %
signifikansniva inom agargrupp. (Student’s t-test). Staplarna visar medel + medelfel.

Delas oosporbildningen upp pa behandlingarna i falt och om de korsats pa agar
med eller utan fungicid, syns signifikanta skillnader mellan de olika korsningarna
nar de odlats pa plattor utan fungicid. Inga signifikanta skillnader finns mellan
korsningarna nar de odlats pa agar med fungicid. | det obehandlade ledet ger
K2+K2 upphov till fler oosporer an K2+KO0 som i sin tur ger upphov till fler
oosporer an K0+KaO (fig. 8).
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Isolat1 (Typ A1) Isolat2 (Typ A2)

Figur 9. Medelvérdet fér oosporbildning for varje isolat av P. infestans oavsett behandling p&
agarplattor eller i falt. (medeltmedelfel).

Skillnaderna i oosporbildning mellan alla korsningar ddr ett visst isolat varit
med ar inte alltid statistiskt signifikanta, men det ar &nda vért att notera att bland
isolaten av typ Al verkar KO1 bildat minst oosporer och K012 verkar ha bildat
mest oosporer. Motsvarande bland isolaten av typ A2 &r K04 och K219 (fig.9).
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QOosporer

Figur 10. Medelvardet fér oosporbildning for isolat av P. infestans av isolat 2 (parningstyp A2)
beroende pa vilket av isolat 1 (parningstyp A1) det har korsats med. (medel+medelfel)

De isolat som bildade minst (K04 och KO01) och flest (K012 och K219)
oosporer i figur 9 ger inte minst/flest antal oosporer i alla korsningar. Exempelvis
ar den blaa stapeln (KO01) inte alltid den kortaste i en grupp, och den réda stapeln
(K012) &r inte alltid den hogsta (fig 10). Olika isolat verkar ha varierande
paverkan pa oosporbildningen beroende pa vilket annat isolat i en population det
korsas med. Olika kombinationer av foraldrar paverkar alltsa oosporbildningen.

21



4 Diskussion och slutsats

4.1 Metoddiskussion

I metoddiskussionen kommer de olika momenten som beskrivs i metod-delen att
diskuteras. Eventuella svagheter och styrkor tas upp hér, likval som motiveringar
till varfor forsoket utfordes pa det satt som gjordes.

4.1.1 Typbestdmning av insamlade isolat

Agarbitarna som skars ut for typbestdmning av de insamlade isolaten var inte av
exakt samma storlek men det torde inte spela nagon roll sa lange mycel kunde
vaxa ifran biten ut pa den nya agar dar den placerades. Det skulle kunna diskuteras
om en dryg vecka var tillracklig tid for oosporer att hinna bildas, men resultatet
visade att alla prover uppvisade oosporer med minst ett referensisolat.

4.1.2 Korsning av typbestdmda isolat

For att fa en representativ bild av verkligheten hade betydligt fler isolat kravts &n
de sex av varje parningstyp som anvéandes i detta forsok, med tanke pa den stora
genetiska variation som finns hos P. infestans i Sverige. Det optimala hade
antagligen varit att ha en matris med lika manga upprepningar av varje korsning
fran KO och K2, men i det har forsoket slumpades provisolaten som skulle
anvandas fram och darmed blev matrisen utformad med en ojamn foérdelning av
KO och K2. Det & mdjligt att resultaten blivit mer representativa om man hade
lika manga upprepningar av varje korsning.
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4.1.3 Fungicidbehandling av agarplattor

Koncentrationen  (0,01pg  aktiv  substans/ml) av  cyazofamid i de
fungicidbehandlade agarplattorna valdes efter den forstudie som gjordes av
Jonsson och Olsson (2015). | studien av Mitani et al. (2001) som ndmns i
inledningen upphdrde oosporbildningen helt vid denna koncentration. | forsoket
rapporterat har bildades oosporer vid denna koncentration, och saledes var
koncentration inte for hdg under de forhallanden som denna studie gjordes under.
Resultaten visar ocksa att fungicidtillsats i odlingsmediet pa laboratoriet har haft
effekt pa oosporbildningen och darmed ar den valda koncentrationen berattigad. |
ett liknande forsok med flera olika fungicider anvéande sig Kessel et al. (2001) av
en fungicidkoncentration i agarn som minskade mycelets radiala tillvaxt med 75
%. Det innebar att de ocks& valde en koncentration som hammade, men inte
stoppade tillvaxten vilket ytterligare stoder valet av fungicidkoncentration.

Det hade varit intressant att anvénda sig av flera olika koncentrationer av
cyazofamid, och &ven andra aktiva substanser, men tid och resurser tillat inte det.
En mojlig felkalla ar hur val fungiciden diffunderat i agarn, och om den har spridit
sig jamnt. Att sprida ut den utspadda fungiciden pa en roterande platta med en
glasrackla torde dock ge basta mdjliga forutsattningar fér en jamn fordelning.
Metoden att sprida ut fungiciden for att sedan lata den diffundera valdes framfor
att blanda in fungiciden nar man tillverkar agarn darfor att varmen i den processen
skulle ha kunnat paverka fungiciden och dess effektivitet.

4.1.4 Rakning av oosporer

Den storsta felkéllan i detta moment &r troligen den varierande volym agar som
mixades med omnimixern for varje korsning. | och med att agarn hade flutit ut
ojamnt i petriskalen i en viss andel av proverna ledde det till att utstansningarna
hade olika tjocklek. Det ar méjligt att detta paverkade resultatet. En annan felkalla
var att den andra av tva Blrkerkammare som anvandes resulterade i betydligt fler
oosporer. Det var svart att forklara varfor det blev sa, men det antogs inte bero pa
slumpen. Det beslutades att exkludera de resultat som togs fram med den andra
Blrkerkammaren for att resultaten skulle bli jamforbara. Det gar ocksa att
diskutera om den mangden vatten som anvéandes for finfordelningen av agarbitarna
med oosporer var optimal. En viss andel rakningar genererade 0 oosporer vilket
kan tyda pa att utspadningen var for hog och att hela spannet med oosporer kanske
inte fangades upp. Kontaminerade agarplattor anvandes inte pa grund av risken att
det hade paverkat oosporbildningen. Totalt utesléts 30 agarplattor fran rakning pa
grund av kontaminering eller uttorkning.
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4.2 Resultatdiskussion

En annan studie med samma metod har inte hittats, men delar av resultaten gar
anda att jamfora med andras arbete. Kuras ar en potatissort med hog
bladmogelresistens (Hansen et al., 2005) och hur det paverkar selektionen av P.
infestans med hénseende till oosporbildning ar oklart. For att kunna jamféra med
andra studier kan det dock vara av stor vikt fran vilken sort isolaten ar hamtade
ifran, och det ar inte ofta det ar presenterat. Det &r oklart om resistenta eller
mottagliga sorter leder till storst bildning av oosporer. | en studie av Stromberg et
al. (2001) visades att oosporbildningen paverkades av sort, temperatur och om
isolaten vaxte under faltforhallanden eller i labb. De fann dock inget linjart
samband mellan resistens hos en sort och oosporbildning, darfor ar det oklart pa
vilket satt mangden oosporer som har bildats i detta forsok kan ha péaverkats av
den sort av potatis isolaten ar hamtade ifran.

Vid parningstypsbestdamningen var det fem isolat (varav fyra K2 och en KO0)
som gav upphov till oosporer vid korsning med bade A2 och Al (tabell 2.). Detta
kan orsakas av att en lesion med bada parningstyper samlades vilket gav upphov
till ett blandisolat. En annan forklaring &r det som Groves & Ristaino (2000)
beskriver som selfing: att en individ har bildat bade oogonier och anteridier och
bildat oosporer asexuellt. De skriver ocksa att fungicider verkar ha en effekt som
Okar graden av selfing, vilket underbyggs av de resultat som framkommit i denna
studie. Det ar dven tankbart att stress, oavsett karaktar, paverkar oosporbildningen.
Detta motsags dock till viss del av resultatet i denna rapport eftersom odling pa
agarplattor innehallande fungicid gav upphov till en lagre oosporbildning hos
K2+K2.

Totalt sett fanns det ingen skillnad i oosporbildning vid korsningar gjorda pa
agar med, respektive utan fungicidinblandning. De skillnader som fanns syntes
bara nér man delade upp resultaten mellan agar med eller utan fungicid respektive
typ av korsning, sasom i figur 7 och 8.

Utifran de resultat som framkommit har verkar oosporbildningen paverkas av
om de korsade P. infestans-isolaten utsatts for fungicidbehandling i falt eller inte.
Isolat som Overlevt fungicidbehandling i falt visar storre formaga att bilda
oosporer, men bara nér de korsas pa agar utan fungicid. Jonsson och Olsson (2015)
kom i sitt magisterarbete fram till att fungicidanvandning selekterar fram
aggressivitet gallande myceltillvaxt, latenstid (fran infektion till sporulering pa
blad) samt sporangiebildning. Resultaten fran deras arbete kan kopplas till
resultatet i detta arbete eftersom det verkar som att fungicidanvandning i falt
resulterar i aggressivare isolat av P. infestans. Varfor uppstar da effekten som
visas i figur 7, dar K2+K2 ger betydligt farre oosporer pa den fungicidbehandlade
agarplattan &n pa den obehandlade? Det kan kanske handla om resultatet av en
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trade-off mellan mycelbildning och oosporbildning. Jonsson och Olsson (2015)
visade att isolat av P. infestans som hade utsatts for fungicider i falt visade en
hogre myceltillvaxt pa fungicidbehandlade agarplattor an pa obehandlade
agarplattor. Det ar darfor mojligt att isolatet 1agger mycket energi pa myceltillvaxt
nar det odlas pad fungicidoehandlade agarplattor, vilket orsakar att
oosporbildningen minskar till foljd av en trade-off-effekt. En studie fran Frankrike
visade att det inte existerade en trade-off-effekt mellan aggressivitet hos ett isolat
av P. infestans och dess dverlevnadsformaga mellan vaxtsasonger (Montarry etal.,
2007). | den studien togs dock ingen hansyn till oosporer eller sexuell férokning
eftersom de endast studerade patogenens Gverlevnadsformaga i levande vavnad
som mycel. Resultatet som visas i figur 9 och 10 &r intressanta for de visar pa
skillnader i formaga att bilda oosporer hos olika isolat av P. infestans, oberoende
av andra forutséttningar. Det hade varit intressant att jamfora oosporbildning med
aggressivitet i vidare studier for att se om det finns nagot samband.

Om man jamfér medelvérdet for oosporbildningen hos varje isolat (fig 9.) med
oosporbildningen i varje individuell korsning (fig 10) ser man ingen Kklar
korrelation. Detta kan tolkas som att det finns en “korsningseffekt” som &r
oberoende av hur manga oosporer ett isolat tidigare gett i en annan korsning. Olika
kombinationer av foraldrar paverkar i sa fall oosporbildningen pa ett satt som inte
gar att forutse.

Figur 8 visar att vid korsning pa agar utan fungicid har det bildats mest
oosporer i K2+K2 och minst i KO+KO0. Detta indikerar att isolat som har utsatts for
fungicider i falt bildar fler oosporer an isolat som inte har utsatts for fungicider i
falt, men endast om de odlas pa agarplattor utan fungicid. Det intressanta med
resultaten i detta forsok ar att skillnaderna forsvinner nar isolaten odlas pa en
agarplatta med fungicid. Detta liknar de resultat som Kessel et al. (2001) kom
fram till. De testade flera olika fungicider (dock ingen med cyazofamid som aktiv
ingrediens) och pavisade att samtliga reducerade oosporbildning in vitro kraftigt. |
det forsok som ligger till grund for denna rapport gick det dock endast att se en
skillnad mellan behandling av agarplatta i K2+K2.

Resultaten skulle i forlangningen kunna betyda att vid bekdmpning av
potatisbladmdgel med fungicider, skapas en selektion for individer som har
formaga att bilda fler oosporer. Eftersom oosporer har formagan att dverleva i
marken i flera ar, utan en vardvaxt, skapas en risk for hdgre infektionstryck tidigt
pa vaxtsasongen nar man odlar potatis pa samma falt igen. Det torde dessutom
finnas storst andel oosporer som har bildats fran de aggressivare genotyperna. Det
hela kan leda till en ond cirkel dar behovet av att bekdmpa patogenen hela tiden
Okar samtidigt som intensifierad kemisk bekampning driver pa aggressivare
populationer av P. infestans.
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4.3 Slutsats

Resultatet visar att:

e Om isolaten har korsats pa agarplattor med cyazofamid paverkas inte
oosporbildningen av om  foréldraisolaten har  utsatts for
fungicidbehandling i félt eller ej.

e Om isolaten korsats pa agarplattor utan cyazofamid, bildar foréldraisolat
som utsatts for fungicidbehandling i félt fler oosporer.

Man kan alltsa konstatera att fungicider paverkar P. infestans formaga att bilda

oosporer, bade nar patogenen utsatts for fungicider i falt och in vitro.

For framtida studier hade det framforallt varit av intresse att studera om det

finns ndgot samband mellan aggressivitet hos ett isolat och dess forméga att bilda
oosporer, samt hur olika isolat paverkas av varandra nar de korsas.
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Tack

Jag vill forst och framst rikta ett varmt tack till mina handledare, Lina och Bjorn,
som alltid varit mycket behjélpliga nar jag har behdvt det. Tack ocksa till
Gabriella Olsson och Magnus Jonsson som gjorde insamlingen av infekterade blad
och isoleringen av insamlade prover som en del av deras magisterarbete.
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