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Sammanfattning

Appelodling upptar huvuddelen av Sveriges fruktodlingsareal, men den svenska
produktionen &r fortfarande liten i jdmf{orelse med andra ldnder i Europa. Om
Sveriges produktion ska ha mojlighet att konkurrera med andra linder méste
odlingen bli mer effektiv och ett viktigt steg pa védgen &r att 6ka kunskapen om
skador pa dpple under lagring. Svampar kan orsaka sjukdomar vilket kan leda till
stora skador i lagring och detta arbete tar upp tre av dessa: Neonectria ditissima,
Neofabraea spp. och Colletotrichum spp.. Dessa svampar orsakar idag stora
ekonomiska forluster for svenska odlare. Arbetet kombinerar en litteraturstudie
med laborationer med mal att fa storre dversikt Over svamparnas sjukdomsbild
samt utbredning i Sverige. Litteraturstudien beror hur tidigare diagnostisering har
sett ut samt vilken utbredning svamparna har i odling och lagring. Dirtill
fokuserar laborationerna pa identifiering och diagnostisering av svamparna genom
olika metoder. Ytterligare kunskap om svamparnas utbredning och symptombild
ar nodvindig for att vidareutveckla forebyggande atgérder och minska forluster.
Till viss del ar det mgjligt att anvinda sig av kolonimorfologi for att artbestimma
svampangrepp. Vidare, mer precis, diagnostisering dr mojlig med hjilp av qPCR
for Neofabraea spp. medan metoden maste utvecklas for att anvindas till
diagnostisering av Colletotrichum spp..

Nyckelord: PCR, postharvest, bitterrta, Malus domestica, frukttradskrifta,
kolonimorfologi, lagringsrota, dpple



Abstract

Apple orchards are the main part of the fruit-growing orchards in Sweden, but
Swedish production is still small compared to other European countries. If
Swedish production is supposed to be able to compete with other countries, the
cultivation must be more efficient and a step towards that is a bigger knowledge
about storage injuries on apples. Fungal diseases can cause big losses during
storage and this report mentions three fungi: Neonectria ditissima, Neofabraea
spp., and Colletotrichum spp.. These fungi cause big economical losses for
Swedish growers. This report combines a literature study and laborations with the
goal of getting a bigger overview of the disease and distribution of fungi in
Sweden. The literature study refers to how previous diagnosis has been made and
the spread of fungi in cultivation and storage. In addition, the laboratories focus
on the identification and diagnosis of fungi through different methods. Additional
knowledge of the fungi distribution and symptoms is necessary to further develop
preventive measures and reduce losses. It is possible to use colonial morphology
to identify fungi to some extent. Further, more precise, diagnosis is possible by
qPCR for Neofabraea spp. while the method needs further development to
function for the diagnosis of Colletotrichum spp..

Keywords: PCR, postharvest, bitterrot, Malus domestica, cankers, colonial
morphology, storage rot, apple
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Inledning

Apple utgdr ett av de stdrsta segmenten inom produktion av frukt och grént i
Sverige. Enligt insamlad data utgjorde dppelodlingen mellan 2002 och 2022 den
tredje storsta odlingsarealen for frilandsgrodor i Sverige, med cirka 85% av den
totala arealen for fruktodling i Sverige (Jordbruksverket 2022). Utifran perioden i
samma rapport har skorden av dpple okat fran 18 500 ton till 31 500 ton. Denna
Okning &r inte enbart en f6ljd av en 6kad satsning pa dppelodling utan dven ett
resultat av mer kunskap bland odlare som leder till battre skordar. Trots den
relativt stora omfattningen av dppelodling i landet utgjorde den svenska
dppelproduktionen endast 0,2% av EUs (inkl. Storbritannien) totala produktion av
dpple 2022 (European Commission, Agriculture, and rural development 2023).
For att svensk dppelodling ska vara produktiv och effektiv, dr det viktigt med
fortsatt vaxande kunskap om sjukdomar och problem som kan pdverka
dppelodling samt efterskordshanteringen av dpple negativt, detta pa grund av
bristande kunskap som kan leda till stora skordeforluster och som f6ljd
ekonomiska forluster for odlare.

Bakgrund

Detta arbete bygger pa och utdkar pdgaende studier vars syfte ér att uppskatta i
vilken utstrackning Neonectria ditissima orsakar lagringsrdta, samt om det kan
vara korrelerat med forekomst av frukttradskréfta i odlingarna. I det padgaende
projektet undersoks dppelfrukt med symtom som kan potentiellt vara orsakade av
frukttradskréfta (Skytte af Satra, personligt meddelande). Under inspektion av
kolonimorfologi, bekréftat med molekylér identifiering, tyder preliminéra resultat
pd att en relativt stor andel av lagringsrotan kring fruktflugan och skaftet orsakas
av andra svampar dn Neonectria ditissima, med Neofabraea spp. och
Colletotrichum spp. som troliga kandidater utifran tillgénglig litteratur. Samtliga
delar av laborationsmaterialet, savél frukt som dna-prover, i denna studie kommer
fran det ovan nimnda projektet.

Fokuset for detta arbete omfattar darfor tre olika svampar (Neonectria ditissima,
Neofabraea spp. och Colletotrichum spp.) vilka idag skapar stora skador pa
dpplen i odlingar och under lagring. N. ditissima 4r en av de svampar som orsakar
storst forluster 1 svensk fruktodling medan Neofabraea spp. och Colletotrichum

spp. anses vara de tva frimsta patogenerna som orsakar lagringsskador hos dpplen
(Tahir 2014a).



Neonectria ditissima

Neonectria ditissima ar en svamp som lever pa 16vtrad, dess vérdtrad &dr bland
annat bok (Fagus sylvatica), asp (Populus tremula) och dppeltrad (Malus
domestica). Sjukdomen som svampen orsakar kallas 1ovtradskréfta eller
frukttridskrifta beroende pa virdvixt (Akesson & Boysen 2005). N. ditissima
angriper oftast unga trdd dock kan symptom av sjukdomen uppkomma forst flera
ar senare 1 form av kréftsvulster som orsakar stora skador pd virdtradet. Det
vanligaste séttet att bekdmpa svampen i odling &r att skdra bort kraftangrepp och
ta hand om sar som uppstér (Tahir 2014a). Okontrollerad kréfta kan leda till att det
angripna tradet behover avldgsnas fran odlingen (Weber 2014). Frukt som vuxit
pa angripna dppeltrad kan smittas och &r olika mottagliga for smitta beroende pa
vilken mognadsgrad frukten befinner sig i (Xu & Robinson 2010). Stora
skordeforluster foljer som resultat av smittade frukter 1 odlingen. Svampen skapar
dven stora problem med rota efter skord, lagringsrdtan anses visa sig som
ogonrdta vid dpplets fruktfluga och skaft och symptom uppkommer forst efter en
langre tid 1 lagring.

Neofabraea spp.

Det finns fyra stycken arter av Neofabraea spp. som orsakar réta hos dpplen,
Neofabraea alba, Neofabraea kienholzii, Neofabraea malicorticis samt
Neofabraea perennans (de Jong et al. 2001; Spotts et al. 2009). Neofabraea spp.
kan orsaka nekros pa dppeltradens bark men huvudsakligen uppstéar problem vid
lagring av frukten (Aguilar et al. 2019). Frukten infekteras oftast genom porerna
pa skalet, som kallas lenticeller, under odlingen men symptom uppstér forst efter
skord. I lagring tar det nagra ménader for symptom att visa sig pa frukten
(Jordbruksverket 2014). Symptomen uppkommer som olika sorters rota beroende
pé vilken art av Neofabraea som angripit frukten. Vanligtvis orsakar Neofabraea
spp. rota pd dpplets sidor men det gar dven att se rota vid fruktflugan eller kring
skaftet.

Colletotrichum spp.

Colletotrichum spp. dr en kosmopolitisk svamp som skapar stora skador pé
dppelodlingar 6ver hela varlden. Symptomen vid angrepp kan uppsta fran
sensommar till och med efter skdrd. Svampen orsakar sjukdomen bitterrdta pa
mogen frukt med symptom som visar sig genom runda, brunfargade skador pé
skalet och en v-formad réta in mot kidrnhuset. Ofta uppstar symptom forst under
lagring (Oo et al. 2018). Colletotrichum spp. kan ocksa angripa bladen och
orsakar da sjukdomen Glomerella leaf spot (Gonzalez et al. 2006).



Forluster i lagring

For att minska och forebygga forluster som orsakas av dessa sjukdomar under
lagring, behover man ha kunskap om dess utbredning i Sverige. For ndrvarande
finns det i princip ingen dokumenterad information om omfattningen av skador
orsakade av N. ditissima. De pagéende studierna har dock pébdrjat en
kartldggning av utbredningen av N. ditissima i svensk dppelodling (Lantbruksnytt
2023). Det finns tidigare information om lagringsforluster som f6ljd av
fysiologiska skador och lagringssjukdomar orsakade av andra svampar, inklusive
Neofabraea spp. och Colletotrichum spp. (Tahir 2014a). Forlusterna under lagring
var storre hos dpplen odlade i1 ekologisk odling &n pa frukt fran odlingar som
tillampar Integrerad produktion (IP). De storsta forlusterna utgjordes av skador
orsakade av svampangrepp, frdmst Neofabraea spp. och Colletotrichum spp..
Mojligheterna for behandling med fungicider mot Neofabraea spp. och
Colletotrichum spp. bade under pre- och postharvest har testats och forskats pa i
flertalet 1dnder for att kontrollera patogenernas utbredning i odlingar (Aguilar et
al. 2017; Abbott & Beckerman 2018). Oberoende av forskningens resultat gir det
inte att tillimpa direkt pa svensk odling da anvdndandet av fungicider efter skord
inte dr tillatet enligt svensk lag 1 dagslaget. Det krévs istillet 6kad kunskap om
svamppatogener och forebyggande metoder samt behandling av eventuella
angrepp for att minska forluster dessa orsakar. For att kunna anpassa och optimera
det forebyggande arbetet mot angrepp sa ér en korrekt sjukdomsdiagnos mycket
viktig.

Sjukdomsdiagnostistik

Forsta steget 1 diagnostisering &r att undersoka och identifiera symptom ute i
odlingen, bade pa frukten och pa tradet. Denna metod &r svar att utfora om
symptomen uppkommer under efterskordshanteringen, da det inte gar att séga
vilket trdd som det angripna dpplet kommer fran. Symptom av N. ditissima och
Neofabraea spp. uppkommer oftare i odlingen &n symptom av Colletotrichum
spp. som frimst visar sig som lagringsrota (Akesson & Boysen 2005; Aguilar et
al. 2019; Gonzalez et al. 2006). Det kan ddremot vara svart att forlita sig pa
diagnostiken i falt d4 symptomen som olika svampar orsakar bide pé frukt och
trdd kan vara vildigt lika varandra, siarskilt om symptomen orsakas av olika arter
av samma patogenslédkte. Det dr viktigt att gora en mer djupgéende undersokning
for identifiering av svamppatogenen for att kunna motverka ett mer omfattande
svampangrepp, darfor kan ofta vidare undersdkning av de angripna frukterna ge
vérdefull information for att planera vidare odlingstekniska atgarder.

For vidare identifiering dr kolonimorfologi en vanlig metod som anvinds for
undersdkning av svampen. Metoden bygger pa att fa en utviaxt av svampen pa ett
visst in vitro medium vilket leder till en uppfordkad koloni som adr mojlig att
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undersoka visuellt, da olika svampar kan ge uttryck for artkaraktiristiska former,
spridningar och férger av kolonin. Beroende pa agarmediet som anvénds kan
svamparna ge olika uttryck i tillvéxt och firg och manga egenskaper dverlappar
mellan arterna. Med optimal temperatur samt niringstillgang 1 mediet induceras
snabb sporulering av konidier och andra strukturer som till exempel appressoria,
ett organ som svampen bildar for att attackera vardvéxten, vilket mojliggor
undersdkning av spormorfologin i mikroskop for ndrmare identifiering (Cameldi
et al. 2017). Koloni- och spormorfologi kan ge en korrekt identifiering av
svamppatogener pé relevant taxonomisk nivd, men kompletterande tester som
baseras pé anvindning av polymerase chain reaction (PCR) (Vico et al. 2016; Oo
et al. 2018) kan anvéndas for korrekt, och i vissa fall snabbare, identifiering.

PCR

Da vissa svamppatogener ger nést intill identiska symptom pé dpplen kan
identifiering av dessa patogener vara svart genom enbart analyser av svampens
morfologi. PCR anvinds for att med hjélp av primers designade for specifika
genomregioner, amplifiera dessa och dérefter detektera antingen via
gelelektrofores eller kvantitativ PCR (engelska ’quantitative PCR’, forkortning
gPCR). I detta arbete anvinds i1 forsta hand qPCR, som visar amplifieringen 1
realtid vilket 4r anvandbart for att kunna se vid vilken cykel som amplifieringen
passerar troskeln for signifikans, till skillnad fran konventionellt PCR-test da
endast slutresultatet visas. For att bekréfta en specifik amplifiering kan en
smiltkurva genereras frain qPCR, denna bor d& 6verensstimma med en kurva fran
ett referensprov. Alternativt kan gelelektrofores anviandas for att visualisera
resultat av qPCR och konventionell PCR. Man verifierar da korrekt amplifiering
genom att jamfora fragmentens fysiska storlek med en serie storleksmarkorer som
anvénds tillsammans med proverna. Beroende pa designen pa primer-paret kan de
amplifierade fragmentens langd vara specifika for olika arter, och saledes

anvindas for att faststélla vilken art som ligger bakom symptomen pa till exempel
frukt.
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Avgransningar

En del avgransningar har valts vid utférandet av detta arbete. Arbetet omfattar
endast tre svampar: N. ditissima, Colletotrichum spp. och Neofabraea spp., men
det finns dven andra patogener som kan orsaka rota pa dpplen.

Proverna som anvindes i projektet kommer fran Appelrikets odlingar i sodra
Sverige och resultaten kan dérfor inte spegla svamparnas utbredning i hela
Sverige.

Pé grund av begriansad tid har endast 35 dpplen kunnat ldggas ut f6r undersokning
av kolonimorfologi. Tidsbegriansningen ledde dven till att det inte gick att testa de
positiva Neofabraea spp.-svaren fran qPCR-analysen med gelelektrofores for
mojlig vidare artbestimning.
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Syfte & Fragestallning

Syftet med arbetet &r att gora en fordjupad undersokning om diagnostisering av tre
svamppatogener, N. ditissima, Neofabraea spp. och Colletotrichum spp.. Okad
kunskap om mdjligheter till snabb och effektiv sjukdomsdiagnostisering och
patogenernas utbredning kan anvéndas for att underlatta utveckling av framtida
bekdmpningsstrategier.

I detta arbete presenteras en litteraturstudie som kompletteras med
laboratorieundersokningar vars syfte dr att ge 6kad forstaelse for 1 vilken
omfattning de ovan nimnda svamppatogenerna orsakar rota pa dpplen i lagring
hos odlare 1 Skéne.

Arbetet har syftat till att besvara foljande frigestallningar:

Kan infektion av Neonectria ditissima identifieras i lenticellrdtor?

Ar publicerade PCR protokoll f6r Neofabraea spp. och Colletotrichum spp.
lampliga att anvéinda for effektiv identifiering utan vidare metodutveckling? Om
sé dr fallet, ar det mojligt att bekrifta att ndgra av de kulturer som 1 tidigare studie
(Skytte af Sétra, pers. meddelande) bekriftat inte ar N. ditissima istillet skulle
kunna vara Neofabraea spp. eller Colletotrichum spp.?
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Material & Metod

Insamling av prover

35 frukter av sorten ‘Frida’, med olika symptom av rota placerad pé sidan av
dpplena samt runt skaft och fruktfluga och som inte antogs tillhdra Neonectria
ditissima valdes ut for analyserna. Applena tillhdrde det tidigare nimnda projektet
och var levererade fran Appelrikets lagringslokaler. Frukten forvarades enligt
standard for Appelriket innan leverans till Alnarp dir de sedan forvarades 7 dagar
i kylrum (4°C) infor laborering.

Isolering av svampar

I korthet lades prover av fruktkdtt fran granssnittet mellan sjuk och frisk vavnad
aseptiskt pa vattenagar. Applena ytdesinficerades med 70% etanol (EtOH) och
skalet vid det angripna omradet togs bort med en skalpell. En liten bit av
fruktkattet (ca 10x10x6 mm) avlagsnades sedan fran rotans ytterkant, dar
spridningen av svampangreppet antogs vara framst av den priméra svampen som
skulle undersokas. Den avldgsnade biten av dpplet desinfekterades 1 70% EtOH
ytterligare ett par sekunder innan den lades pa vattenagar i en Petriskél. Redskap
och instrument desinfekterades med 70% EtOH mellan insamling av varje prov
for att undvika kontaminering. Odlingen av svamparna gjordes forst pd 1.5 %
vattenagar, ett niringsfattigt medium for att minska risken for mer snabbvéxande
sekundéra svampar (sasom Botrytis spp. och Penicillium spp.) att foroka sig forst.
Petriskalarna forslots med parafilm och forvarades i rumstemperatur pa
laboratoriebink i 7 dagar.

Kolonimorfologi

En bit vattenagar med mycel forflyttades frdn de 7 dagar gamla kulturerna och
fordes over pa petriskdlar forberedda med potatis dextros agar (PDA) media, for
att inducera karakteristisk tillviixt av svampkolonin. Overforingen utfordes i
sterilbidnk och redskapen steriliserades 1 en kulsterilisator (250°C) mellan
proverna for att undvika kontaminering. Petriskalarna forslots med parafilm och
kolonierna fick vixa 9 dagar i rumstemperatur pa en laboratoriebdnk innan
avldsning.

Kolonierna grupperades efter liknande morfologi, baserat pa tillvixt, farg och
textur. Ett urval av prover vars morfologi pa PDA liknade Neonectria ditissima,
Neofabraea spp. och Colletotrichum spp. valdes ut och det motsvarande 16 dagar
gamla provet pa vattenagar undersoktes med inverterat mikroskop for formation
av appressoria och/eller konidier.
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qPCR analys

DNA:t som anvinds i denna analys hade extraherats fran kulturer som isolerats
och odlats under tidigare nimnda projekt. qPCR analysen utférdes med tidigare
publicerade primers som utvecklats for att specifikt detektera arterna Neofabraea
alba (Neo_alba3) och Neofabraea perennans (Neo per-loTub-382) samt den
kompletterande universala primern, Neofab_uni (Michalecka et al. 2016b). For
detektion av Colletotrichum spp. anvéndes primerparet GDF1/C-GAPDH-R fran
Hu et al. (2015) (Tabell 1). qPCR reaktionerna utférdes i en volym pa 20 pl per
prov, dér 10 pl var SsoFast EvaGreen Supermix (1725200, Bio-Rad Laboratories
AB), 0,8 ul universal primer for Neofabraea, 0.2 ul av respektive artspecifik
primer och 8,8 ul DNA (~3ng/ul), alternativt 1,2 pl av respektive primer for
Colletotrichum och 7,6 pl DNA (~3ng/ul). Plattan var sammansatt av totalt 50
prov, dér 21 prov testades for Neofabraea spp. och samma 21 prov testades for
Colletotrichum spp., tva referensprov for Neofabraea spp. (FUS, positiv kontroll)
och tva referensprov for Colletotrichum spp. (FU1, positiv kontroll) samt tva prov
av standardisolat av Neonectria ditissima (SLU-E1, negativ kontroll) och tva prov
av TE-buffert (negativ kontroll). Amplifikationen inleddes med 94°C denaturation
1 3 minuter f6ljt av 35 cykler bestdende av 40 sekunders denaturation 1 94°C,
annealing 1 40 sekunder 1 57°C samt elongering i 60 sekunder i 72°C och ett
avslutande steg med elongering i 5 minuter i 72 °C. Programmet avslutades med
en smaéltkurva.

Tabell 1: Lista 6ver primers anvénda i studien samt deras nukleotidsekvenser

Primernamn Primersekvens (5'- 3") Orientation | Referens

Neo per-loTub-382 | GGGTCGAACATCTGTTGT Reverse Gariépy et al. (2003)

Neo_alba3 AATATTAGCAGGATATCTCTTCAAG | Reverse Michalecka et al.
(2016b)

Neofab_uni AACTTTCTCCGTTGTCCCATC Forward Michalecka et al.
(2016b)

GDF1 ATGGCTCCCATCAAGGTCG Forward Hu et al. (2015)

C-GAPDH-R TACTTGAGCATGTAGGCCTG Reverse Hu et al. (2015)

Elektrofores pa agarosgel av qPCR-testade Colletotrichum spp.

Colletotrichum spp. amplifieringsprodukt av qPCR visualiserades dven pa
gelelektrofores. Sammanlagt 25 prover (21 testprover plus 4 kontroller)
forbereddes genom att 4 ul av vardera PCR-produkt blandades med 4 pl Milli-Q
vatten (MQ) och 2 ul 6X Orange DNA Loading Dye (ThermoFisher Scientific).
10 pl av blandningen och 3 pl av storleksmarkorer, O’RangeRuler 50bp DNA
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ladder, ready-to-use (ThermoFisher Scientific) kordes pa en 2% agarosgel
innehallande SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad Laboratories AB).
Elektrofores utférdes vid 100 V under 45 min. Efter elektroforesen fotograferades
gelen 1 en ultraviolett (UV) kammare for att mojliggdra avlasning av resultaten.
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Resultat & Diskussion

Kolonimorfologi

Proverna pa PDA undersoktes enligt foljande egenskaper: tillvaxt, farg, textur och
andra utmirkande drag. Kolonierna delades sedan in i grupper baserat pad vilken
svamp morfologin matchade enligt tidigare forskning. Kolonier av Neonectria
ditissima odlade pa PDA beskrivs som vita till beiga med gula inslag (Gelain et al.
2021). En grupp med Neofabraea spp. delades in efter kramfargade till rosa
kolonier med ull-lik textur efter beskrivning av Vico et al. (2016). Det finns
manga olika uttryck av Colletotrichum spp. beroende pa art. For att identifiera
kolonin utgick vi frdn Khodadadi et al. (2020) dér kolonier av olika arter
Colletotrichum spp. beskrivs med varierande fargsittning och storlek. En del av
proverna kunde uteslutas da de inte passade in pa beskrivningen (elva stycken) pa
nagon av svamparnas kolonier, dartill ansags étta stycken av proverna ha blivit
kontaminerade. Tva stycken prover kunde dven uteslutas fran att tillhora nagon av
N. ditissima, Neofabraea spp. och Colletotrichum spp. da dessa ansags tillhora
Penicillium spp..

Skytte af Sétra har i1 sin pagaende studie endast utgétt frén att N. ditissima
angriper dpplen via fruktfluga och stjdlk. Till vért arbete togs en viss batch ut med
dpplen med lenticellrota for bedomning dd Weber (2014) skrev att svampen dven
kunde ge uttryck for rota pa andra delar av dpplet efter skord. Enligt bedomning
av kolonimorfologin gick det inte att identifiera ndgon N. ditissima bland proverna
av denna batchen, sdledes kan inte vart resultat stotta Webers (2014) pastdende om
att V. ditissima @ven kan orsaka lenticellrdta pa dpplen i lagring.

I var batch antogs 14 av 35 prov tillhdéra Neofabraea spp. baserat pa dess
kolonimorfologi. Proven visade vita till krdmférgade, ull-lika kolonier med
relativt langsam tillvéxt (se Fig. 1). Det gick inte att faststélla vilken art av
Neofabraea spp. som kolonierna tillhérde da arternas morfologiska uttryck skiljer
sig for lite fran varandra for att mojliggora artidentifiering. Olika arter av
Neofabraea spp. kan ge olika uttryck i kolonifarg- och form beroende pa agar som
anvéinds samt hur ldnge kolonin legat pd mediet. Kolonimorfologi ér effektivt for
provisorisk identifiering av Neofabraea spp. i symptomatisk frukt, men for séker
bestimning och vidare identifiering av art krdvs undersékning av
konidiemorfologi, PCR-baserat test med gelseparation for att faststélla lingd pa
amplifierad produkt, eller sekvensering.
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e
Figur 1: Kolonier med morfologi typisk for Neofabraea spp. pa PDA.
Négon identifikation av Colletotrichum spp. kunde inte goras av vara prover. Pa
olika arter inom C. gloresporidium- och C. atucatum- komplexen var koloniernas
morfologiska uttryck pa PDA gula, vita och grda mycel (Oo et al. 2018). Enligt
Khodadadi et al. (2020) sa kunde de se att kolonin fran C. fioriniae som &r en del
av C. acutatum-komplexet hade en tydligt rosa farg nir det odlades pd PDA.
Svamparna kan vixa olika snabbt beroende pa vilken art av Colletotrichum det ér
(Weir et al. 2012). Da Colletotrichum spp. har identifierats genom
kolonimorfologi i tidigare studier tyder vara resultat pa att det inte fanns nagon
smitta av Colletotrichum spp. 1 vér batch.

Eftersom véra kolonier endast vaxte under 16 dagar pa vattenagar innan
observation i inverterat mikroskop, kunde vi inte se nagra utvecklade konidier av
de tre svampar som var foremél for studien. Daremot kunde sporulerande
strukturer typiska for Penicillium spp. ses pé prover fran frukt som uppvisade
symptom typiska for infektion av Penicillium spp.. Konidier utvecklas vanligen pa
PDA eller annat néringsrikt medie efter 10 till 14 dagar, beroende pd svampart
(Oo et al. 2018; Cameldi et al. 2017). Synliga konidier skulle kunna anvéndas for
vidare identifiering av kolonierna dé olika svampars konidier har artspecifika
egenskaper (Chaverri et al. 2011; Chen 2016; Oo et al. 2018). Prover pa
vattenagar gar att undersoka i mikroskop utan att avlagsna dem fran petriskalen.
Prover pd PDA behover diaremot flyttas dver till objektglas da PDA inte ar
tillrackligt genomskinligt for direkt observation 1 mikroskop, vi valde darfor att
endast undersoka kolonierna pa vattenagar.
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qPCR analys

gPCR analysen kordes i 35 cykler for att kunna genomfora
Colletotrichum-reaktionen pa samma platta som Neofabraea-reaktionen, som
annars behover endast 30 cykler. Analysen visade tre positiva prover av
Neofabraea spp. da dessa liksom referensprovet amplifierades fore cykel 30 (Fig.
2). Olika DNA-sekvenser har olika sméltpunkter beroende pé sekvensens
uppbyggnad av nukleotider samt sekvensens langd. Sméltpunktsanalysen visar
tydligt att de tre positiva proven samt referensprovet for Neofabraea spp. har
liknande smaltpunkt som tyder pa att det finns Neofabraea spp. 1 4ppelproven.
Gillande primer-paret for Colletotrichum spp. resulterade alla prov utom tre
(TE-buffert och tva prov for analys) i amplifiering (Fig. 3). Ingen tydlig
smiltpunkt som dverensstimde mellan kontrollprovet och nagot av de analyserade
proven kunde identifieras. Alltsé verkar detta protokoll inte vara lampligt for
identifiering av Colletotrichum spp. med qPCR utan vidare metodutveckling.

Amplification
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Figur 2: Resultat av qPCR analys som kan anvéndas for detektion av Neofabraea spp.
RFU/Relative Fluorescence Unit pa y-axeln dr en mattenhet som detekterar fluorescens.
Féargmarkering av Neofabraea spp.-kontroll (gront), NTC/No Template Control -
kontrollprov utan template-DNA som visar ifall det skett nigon kontaminering (svart),
troskelniva/threshold level (ljusgron horisontell linje), SLU-E1 (mo6rkrétt),
Colletotrichum spp.-kontroll (ljusrott), tre positiva prover for Neofabraea spp. (bld) och
resterande 38 prov som inte var positiva for varken Neofabraea spp. eller Colletotrichum

spp. (ljusgrd).
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Figur 3: Smiltpunktsanalys som visar att Neofabraea spp.-kontroll och de tre positiva
proven har liknande smaltpunkt. Y-axeln visar den negativa derivatan av RFU i relation
till tréskelnivan, -d(RFU)/dt. Fargmarkering av Neofabraea spp.-kontroll (gront),
NTC/No Template Control - kontrollprov utan template-DNA som visar ifall det skett
nagon kontaminering (svart), troskelniva/threshold level (ljusgron horisontell linje),
SLU-E1 (morkrott), Colletotrichum spp.-kontroll (ljusrétt), tre positiva prover for
Neofabraea spp. (bld) och resterande 38 prov som inte var positiva for varken Neofabraea
spp. eller Colletotrichum spp. (ljusgrd). Notera att flera av de negativa proven har en peak
vid 70°C som formodligen ar primer-dimers.

Gelelektrofores

Eftersom qPCR analysen inte gav ndgot entydigt svar om Colletotrichum spp.,
valde vi att &ven genomfora en gelelektrofores pé samtliga prover amplifierade
med Colletotrichum spp. 1 PCR reaktionen. Kontrollprovet visade ett fragment av
avsedd ldngd pa 350 baspar (bp), men inga av de andra proven visade entydiga
fragment av avsedd lingd. Nagra prov uppvisade fragment pa 350 bp men endast
tillsammans med andra fragment av sa kallade dubbelband och stimde séledes
inte helt 6verens med referensprovet. Gelelektroforesen kunde alltsé inte heller
bekréfta forekomst av Colletotrichum spp. i nagot av proven (Fig. 4).
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Figur 4: Bild av gelelektrofores i UV-kammare. Brunnen vid roda pilen &r referensprovet
for Colletotrichum spp. med amplifierad produkt pa ca 350 bp. Forsta brunnen fran
vénster dr storleksmarkorerna.

DNA-identifikation

PCR-identifikation av svamp har anvinds i tidigare studier for att separera och
hérleda angrepp till specifika svamppatogener 1 syfte att mojliggdra anpassad
bekdmpning eller for att kvantifiera svampangrepp i odlingar och vid
efterskordshantering (Tahir 2014b; Henriquez et al. 2004; Ferrer et al. 2001). For
att vidareutveckla denna metod maste det goras fler studier pa vilken
identifieringstest som passar vilken svamp bést. Carneiro et al. (2022) beskrev
rotan som uppstar pa dpplen angripna av N. alba och N. kienholzii som
oskiljaktiga utan DNA-identifiering och molekyléra fylogenetiska analyser.
Forsok till identifiering via mikroskopiunderséksokning av svampens konidier ar
otillrackligt d& sporer mellan arterna kan vara lika varandra. Forst under senare &r
ndr PCR har borjat anvindas for sdker identifiering kunde svamparnas genetiska
relationer borja kartliggas. Det finns méanga olika arter av Colletotrichum spp.,
enligt en sammanstéllning av Jayawardena et al. (2016) fanns det 190 olika arter
uppdelat pa 11 komplex ar 2016. Da det finns méanga arter i komplexet, med
liknande symptombild blir identifiering (morfologisk eller molekylér)
komplicerad, vilket forsvérar utvecklingen av effektiva identifieringsmetoder.
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Mottaglighet hos olika éAppelsorter

Olika appelsorter skiljer sig i sin mottaglighet for svampangrepp och
appelsorterna kan ocksa vara mer eller mindre mottagliga for olika svamparter. Av
angrepp av Neofabraea alba och Neofabraea kienholzii tillhdrde 84% av de
angripna dpplena 5 dpplesorter: ‘Golden Delicious’, ‘Roho 3615/Evelina’,
‘Pinova’, ‘Cripps Pink/Rosy Glow’ och ‘Braeburn’ (Carneiro et al. 2022).

Enligt en studie pa drabbade dpplen i Tyrolen sa gick det att se att ‘Roho
3615/Evelina’ dven var mest mottaglig for att utveckla sjukdomen bitterrota,
orsakad av Colletotrichum spp., medan ‘Golden Delicious’ hade en hogre
motstdndskraft mot sjukdomen (Carneiro & Baric 2021), i den studien var ocksé
nistan alla smittade dpplen ekologiskt odlade.

Forebyggande atgiirder och bekimpning

Frukttradskréfta orsakad av N. ditissima visar sig genom svulster pa stammen och
grenarna. Svampen tar sig in genom skador pa barken, sa som skador efter
beskarning eller andra sar. Detta gor att det ar viktigt att beskdra vid ratt tidpunkt
samt att arbeta med behandling av uppkomna sar (Tahir 2014a).

Ett sétt att minska risken for angrepp dr att anvénda sig av fungicider mot
svamparna. En studie i USA (Martin et al. 2022) undersokte om Colletotrichum
spp. hade fatt en hogre resistens mot single-site mode of action (single MoA)
fungicider efter att fler rapporter om skador inkommit. Single MoA &r en sorts
fungicid utvecklad for att angripa en specifik biosyntetisk process. Detta gor att
resistens enklare kan utvecklas mot den sortens fungicider men baserat pa
studiens data gick det inte att visa att det fanns en hdgre resistens mot de
fungicider som de testade. Abbott och Beckerman (2018) visade pé stora
skillnader 1 effekt pd svampen mellan olika testade fungicider. Captan i
kombination med andra fungicider som Li700 samt Bond Max kunde skydda
tradet och frukten battre an Captan som ensam fungicid. Bekdmpning med
fungicider efter skord har visat positiva resultat (Aguilar et al. 2017) men da det ar
forbjudet med fungicider pa frukt i lagring i Sverige krdvs det forebyggande
atgirder 1 falt for att minska svampangreppen. For att optimera anvandandet av
fungicider i odlingarna ar det viktigt att fortsétta forskning pa detta &mne.

Lagring och postharvest

For att undvika forluster 1 lagring ér det viktigt att optimera lagringsforhédllanden
och efterskordsbehandlingen. Det gar dven att behandla dpplen med varmt vatten
efter skord, vilket kan minska utbrott av lenticellrota orsakad av Neofabraea alba
under lagring (Neri et al. 2009). Enligt Tahir (2006) s& minskar rétan 1 lagring
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orsakad av Colletotrichum spp. vid virmebehandling tillsammans med lagring i
ULO-lager (lager med 14g syreniva och hog koldioxidnivd) i jimforelse med
vanlig kyllagring. For odlare ér det viktigt att veta vilken lagring och hantering
som passar frukten bast eftersom att lagringsinvesteringar med ny teknologi ofta
ar en stor utgift, darfor méste odlarna veta att det dr ekonomiskt I6nsamt 1
slutdndan innan en sadan stor investering ar vérd att goras.

Klimatforindringarnas piverkan

Eftersom klimatet 4r avgorande for hur svampen kan sprida sig och véxa sa kan
ett fordndrat klimat med hogre temperaturer och fordndrat regnmonster dven
paverka utbredningen av svamparna. N. ditissima smittar genom sporer som sprids
med vind och regn och méngden regn per ar har inverkan pd hur mycket
frukttradskréfta som finns i omrédet. Detta leder till att det kan skilja sig i
omraden som ligger relativt néra varandra beroende pd hur mycket regn som
brukar falla (Weber 2014). Colletotrichum spp. smittar genom konidiesporer nir
det regnar och Neofabraea spp. angriper frukt vid fuktiga forhallanden och
smittan kan dirfor oka vid regnigt vider (Jordbruksverket 2014).

Enligt IPCCs rapport 2022 (IPCC 2022) har den globala medeltemperaturen okat
med 1,1°C 2011-2020 i jamforelse med 1850-1900. Hogre temperaturer och
fordndrat regnmonster kan leda till att vi 1 framtiden kan se en stdrre utbredning
av svamparna. Vi ser att klimatférdndringarna gor det svarare att odla i manga
delar av virlden pé grund av torka, samtidigt som befolkningsmédngden 6kar
(United Nations 2023) dkar dven behovet av mat. Darfor ar det mycket viktigt att
fortsétta forskningen om patogener inom matproduktion for att utveckla metoder
for att minska skador och forluster dven i ett fordndrat klimat. For de svenska
odlarna gér det att fortsitta odla dpple &ven om temperaturen stiger och Sverige
har darfor stor nytta av att vidareutveckla kunskap och forbéttringar for att kunna
bli en storre del av dppelproduktionen inom EU.

Svamppatogener i olika delar av virlden

I flera europeiska lander dir det har forskats pa svamppatogener som orsakar rota
1 dppelodlingar samt vid efterskdrdshantering har det visat sig att det dr fraimst V.
alba samt N. perennans som ir de tva vanligaste forekommande arterna av
Neofabraea spp. (Tahir 2014b; Michalecka et al. 2016a; PeSicova et al. 2017; Vico
et al. 2016). Resultaten skiljer sig en del mellan ldnderna pé grund av olika
geografiska forhallanden men ocksa da svampen har visats ha olika stor
utbredning frén ar till &r, di arterna gynnas av olika klimatforhéllanden. Tahir
(2014Db) fick under sina tva ars tester av svamppatogener i svenska dppelodlingar
fram att Neofabraea spp. var den viktigaste vdxtpatogena svampen vid
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efterskordshantering hos 6 dppelsorter och orsakade upp till 50% av
lagringsforlusterna. Av de frukter som var infekterade av Neofabraea spp. var 40
% angripna av N. alba och 50 % av N. perennans. Resterande 10% forblev
oidentifierade.
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Slutsats

Da utbredningen av svamparna kan skilja sig véldigt mycket mellan bade ar och
regioner, beroende pa vider- och odlingsforhédllanden, kridvs det mer forskning pa
sjukdomarna just i svensk dppelodling. Genom att f4 mer kunskap om vilka
vaderforhdllanden som &r optimala for de olika svamparna kan utbredningen
forutspés battre och forebyggande atgirder kan appliceras och séledes minska
odlingsforlusterna. Aven utvecklad kunskap om korrekta lagringsforhallanden for
att minska uppkomsten av lagringsrota dr nddvandigt for att minska de
ekonomiska forluster som dessa orsakar.

Kolonimorfologi kan anvéndas for att i béttre forstaelse for vilken patogen som
ar forekommande men det dr ingen garanterad metod och kraver stor kunskap och
erfarenhet av utforaren for att mojliggora identifiering. Ingen Neonectria ditissima
kunde identifieras pa dpplen med lenticellrdta med hjélp av kolonimorfologi och
det gar darfor inte, baserat pd véara provsvar, sdga att N. ditissima kan identifieras i
lenticellrotor. gPCR kan anvindas som en effektiv metod att identifiera
Neofabraea spp. men det krivs vidare utveckling i metoden for att artbestdmning.
Vidare kravs det mer forskning och utveckling for att ta fram ett effektivt
protokoll f6r molekylar identifiering av Colletotrichum spp. isolerad fran
appelfrukt.
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