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Sammanfattning

Potatisbladmégel som orsakas av oomyceten Phytophthora infestans rankas som den mest
destruktiva skadegoraren inom jordbruket varlden éver. Den mest effektiva metoden for att
bek&mpa potatisbladmdgel med idag ar en frekvent anvandning av fungicider. Det kan dels
vara skadligt for miljon och ménniskors hélsa men dven innebéra stora ekonomiska kostnader.

Aktivering av vaxtens egna forsvar, sa kallad inducerad resistens, kan vara ett miljovanligare
och mer hallbart alternativ att bekdmpa potatishladmogel med. B-aminobutansyra (BABA) ,
en aminosyra, inducerar véxtens forsvar och har visat sig effektiv i manga véxtslag daribland i
potatis mot P. infestans.

| det har forsoket har BABAs effekt i kombination med tva olika fungicider, Ranman och
Revus testats. Potatissorterna som anvéndes var Bintje (mottaglig) och Ovatio (partiell
resistent). Plantorna behandlades med fungiciden och BABA, var for sig samt i olika
kombinationer. Bladen infekterades darefter med P. infestans och diametern pa lesionen
mattes.

Resultatet visar att det & majligt att minska dosen fungicid och &nda fa en fullgod effekt i
bade Bintje och Ovatio. 5 % av full dos Ranman i kombination med 95 % av full dos BABA
visade sig vara lika effektiv som néar enbart full dos Ranman applicerades.

Steget till att anvanda BABA i odling ar dock langt. Fler forsok kravs bade i véxthus och i
falt. BABAs effekt i falt kan vara mindre da vaxtens forsvar till en viss grad redan kan vara
inducerat.

For att se vilka proteiner, kopplade till véxtens férsvar, som sekreteras i potatisblad efter
behandling med BABA utfordes en analys av sekretomet. Analysen gjordes pa plantor av
sorterna Bintje och Ovatio. Plantorna behandlades med BABA och blad fran dessa samt fran
en obehandlad kontrollplanta analyserades. Resultatet visar att forvarsproteinerna PR-1 och
1,3-R-glukanas bildas i hogre grad i en BABA-behandlad planta jamfort med i den
obehandlade kontrollen. Detta visar att en del av BABAs inducering av potatisens forsvar sker
genom en direkt aktivering och inte enbart genom priming.



Abstract

Potato late blight caused by the oomycete Phytophthora infestans ranks as the most
destructive plant disease worldwide. Today the only efficient management method to control
late blight is by frequent use of fungicides, which may have a negative impact on the
environment and costs enormous amounts of money for the potato industry. Activation of the
plants own defenses, so called induced resistance can be an important tool for helping to
control late blight.

R-aminobutyric acid (BABA), a non-protein amino acid, induces resistance in many different
plants and has been proven to have an effect in potato against P. infestans.

To investigate to what degree the applied dose of fungicide can be reduced if it is combined
with BABA, greenhouse experiments were carried out. Two different potato cultivars, Bintje
and Ovatio were used and they were treated with the fungicides Ranman or Revus in different
combinations with BABA. The leaves were inoculated with P. infestans and the lesion
diameter was measured.

The result shows that the fungicide dose can be reduced in both cultivars. Although Ranman
alone was highly effective, the combination effect with BABA became clear at the lowest
reduced dose. The combination of 5 % of full dose Ranman combined with 95 % of full dose
BABA was as good as full dose Ranman alone.

The experiment with Revus failed due to unsuccessful infection with P. infestans.

A secretome analysis was made to find out if there were any proteins related to the plant
defense secreted in potato leaves treated with BABA. Plants of both Bintje and Ovatio were
treated with BABA and the secretome was analyzed together with an untreated control plant.
The results showed that PR1-protein and 1,3-B-glucanase, involved in plant defense, was
produced to a higher extent in BABA-treated plants. Thus, it shows that the defense is
activated early after BABA treatment, even before further challenge with the pathogen.



Forord

Forfattaren vill rikta ett stort tack till sina handledare Therese Bengtsson och Erland Liljeroth
for stod och hjalp under arbetets gang samt till Ashfaq Ali och andra hjalpsamma méanniskor
pa omrade Vaxtskyddsbiologi i Alnarp.

Lomma, 14 augusti 2010

Oskar Hansson
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1. Introduktion

1.1 Bakgrund

Potatisbladmdgel, orsakat av oomyceten Phytophthora infestans, rankas som den mest
destruktiva skadegoraren inom jordbruket varlden éver (Garelik G, 2002). Under 1840-talet
dok den upp for forsta gangen i Europa och orsakade bl.a. den stora katastrofen pa Irland da
miljoner manniskor svalt ihjal eller tvingades emigrera. Knappt 200 ar senare orsakar den

fortfarande stora problem varlden dver.

En frekvent anvéndning av fungicider ar idag den vanligaste metoden for bek&mpning av
potatishladmadgel (Olivieri 2007), vilket kan ha en negativ inverkan pa miljon och dessutom
innebara stora ekonomiska forluster for jordbruksindustrin. Varje ar beraknas kostnaderna for
fungicider och skordeforluster till ett par miljarder dollar (Duncan, 1999). Enligt Olivieri
(2007) ar foradling och inducerad resistens viktiga verktyg da det géller att bekdampa P.

infestans med minimal miljopaverkan.

1.2 Phytophthora infestans

Phytophthora infestans och andra oomyceter betraktades &nda till slutet av 1900-talet som
svampar vilket visade sig vara felaktigt (Fry 2008). Forskning i molekylar genetik visade att
det var en stor evolutionér skillnad mellan oomyceter och svampar varvid oomyceterna
klassificerades till en egen grupp, mer beslaktade med alger. P. infestans ar en hemibiotrof
patogen, vilket innebar att den forst lever som biotrof pa vardvéxten under borjan av
infektionsforloppet utan att orsaka visuella symptom (Kelley 2010). Déarefter 6vergar den till
att leva pa dod vavnad som nekrotrof parasit. Potatis, men dven tomat och andra vaxter inom

familjen Solanaceae tillhor vardvéxterna (Agrios 2004).

Dess asexuella livscykel gor att den snabbt kan foroka sig. Sporangier med zoosporer
produceras pa sporangioforer som vaxer ut frn den infekterade vavnaden (Fry 2008).
Sporangierna kan spridas genom luften till andra plantor och kan gro direkt i fritt vatten och
hdgre temperatur (optimum ca 20-25 °C). Sporangier kan frigéra zoosporer vid lite lagre
temperaturer (optimum mellan 10 och 15 °C) som i sin tur kan angripa véxten. Fran
sporangier och zoosporer vaxer det ut groddslangar som tréanger in i véxtvavnaden. Efter ca 2

dagar syns de forsta symptomen genom sma nekrotiska flackar och efter ytterligare nagra



dagar produceras nya sporangioforer med sporangier. Antal sporangier som produceras kan
vara 300 000 per lesion och en sporangie innehaller oftast mellan 3 till 8 zoosporer (Agrios).

P. infestans kan infektera alla delar av vaxten.

Den sexuella forokningen kraver tva olika parningstyper, A1 och A2. Under lang tid fanns
bara den ena parningstypen Al representerad i storre delen av varlden, vilket bidrog till att
endast asexuell forokning var mojlig. Under 1980-talet spred sig den andra parningstypen,
A2, over varlden fran sitt ursprung i Mexiko. Mdjligheten att féroka sig sexuellt har lett till en
okad variation och anpassningsformaga hos patogenen samt ett nytt 6verlevnadssétt utan
vardvaxten (Fry 2008, Andersson et al. 2009). En oospor kan dverleva i jorden under mer én 4
ar. Andersson et al. (2009) menar att produktionen av oosporer kan vara anledningen till att
bladmdgelangrepp kommer allt tidigare pa sasongen.

1.3 Vaxtens forsvar

Véxter kan forsvara sig mot en patogen pa manga olika sétt. Den har bade ett passivt,

konstant forsvar och ett aktivt, inducerat forsvar.

Ett fungerande aktivt forsvar ar ofta forknippat med hypersensitivitetsreaktionen (HR). HR
leder till lokal celldod kring det infekterade omradet och hindrar darmed patogenen att sprida
sig vidare. Aktiveringen av den tidiga responsen mot en patogen triggas genom en interaktion
mellan produkterna fran en resistensgen (R-gen) hos vérdvéxten och patogenens avirulensgen
(Gozzo 2003). Det forsta som hander ar en snabb produktion av fria syreradikaler som t.ex.
vateperoxid, H,O,. Forloppet kallas for en ”oxidative burst” och leder indirekt till celldod i
och kring den infekterade vavnaden. Andra effekter som triggas av de fria syreradikalerna &r
forstarkning av cellvdggarna kring infektionsstéllet samt bildning av phytoalexiner, som har

en direkt antimikrobiell verkan.

Efter en primar infektion kan véxten fa en 6kad motstandskraft mot kommande

patogenangrepp, s.k. inducerad resistens (Walters and Heil 2007).



1.4 Inducerad resistens

Inducerad resistens som utvecklas lokalt och/eller systemiskt som reaktion mot ett
patogenangrepp kallas for SAR (systemic acquired resistance) (Walters and Heil 2007). SAR
ger véaxten en 6kad generell resistens mot ett brett spektrum av virulenta patogener. Manga
forfattare ar eniga om att vaxthormonet salicylsyra, vars produktion stimuleras av H,0, fran
”oxidative burst”, har en viktig roll som signalsubstans i den hér typen av forsvar (Gozzo
2003). Enligt Mur et al. (1996) har salicylsyran tva roller. Den inducerar produktionen av PR-
proteiner (patogenesrelaterade proteiner) som &r inblandade i forsvaret, och den 6kar uttrycket
for andra lokala forsvarsgener, vilka inte reagerar direkt av salicylsyran utan induceras forst
vid ett kommande angrepp. Det senare kallas for ”priming” och 6kar bl.a. produktionen av

kallos vid patogenangrepp eller stress (Conrath et al. 2001).

En annan typ av inducerad resistens ar ISR (induced systemic resistance) som aktiveras av
vissa typer av icke-patogena och tillvaxtstimulerande rotkoloniserande bakterier. ISR
anvander jasmonsyra och etylen som signalsubstanser och ar generellt mer verksam mot

nekrotrofa patogener, medan SAR verkar mot biotrofa patogener (Glazebrook, 2005).

1.5 B-aminobutansyra (BABA)

Att en vaxt som utsétts for en infektion fran en patogen utvecklar en ékad resistens mot
kommande patogenangrepp forstod man redan i bérjan av 1900-talet (Conrath et al. 2001).
Idag vet man att behandling med &ven andra ogiftiga @mnen (t.ex. icke-patogener,
cellvaggsfragment, plantextrakt och syntetiska dmnen) kan leda till en inducerad resistens hos
véxten (Walters et al. 2005). Ett av de mest effektiva &mnena &r 3-aminobutansyra (BABA)
som ar en icke-protein-aminosyra (Cohen et al.1994), d.v.s. en aminosyra som inte anvands i
proteinsyntesen. Manga forfattare har visat att BABA inte har en toxisk effekt mot patogener
in vitro (Cohen et al. 1994, Li et al. 1996, Hong et al. 1999), vilket indikerar att den aktiverar
vaxtens egna forsvar pa nagot satt. Det har dven pavisats att BABA tas upp och transporteras
till andra delar av vaxten med en ackumulering i de yngre bladen som &r en stark sink (Jakab
et al. 2001).

BABA har visat sig inducera resistens i en rad olika véxtslag daribland &rtor, tobak, tomat,
potatis och sallat. Exakt hur BABA inducerar resistens vet man inte (Eschen-Lippold et al.

2010) och effekterna verkar variera beroende pa vaxtslag, patogen, koncentrationen BABA



och appliceringsmetod (Jakab et al. 2001, Gozzo 2003). Effekterna man har kunnat se ar bade
en ansamling av kallos och lignin samt ackumulering av PR-proteiner, phytoalexiner och
fenoler (Cohen et al 1994, Zimmerli et al. 2000, Altamiranda et al. 2008). BABA-inducerad
resistens och priming har studerats hos Arabidopsis (Walters och Fountaine, 2009). Vilka
mekanismer som &r inblandade verkar bero pa patogenen. Mot Pseudomonas syringae och
Botrytis cinerea sker priming genom SA-inducerat forsvar och mot t.ex. Alternaria

brassicicola bildas mycket kallos.

Jakab et al. (2001) menar att det ar svart att avgora BABAs satt att verka eftersom den dven
kan ha en direkt toxisk effekt pa bladet vilket kan vara direkt inducerande. Det bildas da sma
nekrotiska flickar (HR) som en konsekvens av ”oxidative burst” vilket foljs av en
ackumulering av salicylsyra och uttryck av PR-protein (Cohen et al. 1994,Siegrist et al.
2000).

BABA har visat sig inducera resistens hos potatis mot P. infestans. Den har rapporterats ha
effekt bade genom minskad lesionsdiameter pa bladen (Liljeroth et al 2010) och mindre
angripna knolar efter infektion av P. infestans (Olivieri et al 2009). Olivieri et al (2009)
visade en hogre ansamling av phytoalexin och fenoler i BABA-behandlade plantor jamfort
med en obehandlad kontroll. Dessutom hade dessa plantor fler antal knolar samt hogre
torrmassa. Bade Olivieri et al. (2009) och Liljeroth et al. (2010) har pavisat betydelsen av
potatissortens ursprungliga resistensniva mot P. infestans. En mer resistent potatissort
reagerar starkare pd BABA an en mindre resistent. Vilka signalvagar som &r inblandade i
BABA-inducerad resistens i potatis mot P. infestans &r oklart men enligt Eschen-Lippold et al
(2010) har salicylsyra en viktig roll.

Forsok har gjorts med att kombinera BABA med fungicider, da enbart applicering med
BABA formodligen inte kan ge fullt skydd mot P. infestans. Baider och Cohen (2003) har
gjort ett forsok med BABA i kombination med fungiciden mancozeb. Resultatet visade att
kombinationen var signifikant mer effektiv an BABA och mancozeb var for sig. Bade Cohen
(2002) och Liljeroth et al. (2010) har visat att det & mojligt att minska dosen fungicid kraftigt
och anda kontrollera bladmaglet lika effektivt som med full dos fungicid.



Trots att BABA har visat sig inducera resistens i en mangd olika vaxthusforsok, sa finns det
fa rapporter om faltforsok. Liljeroth et al. (2010) har i faltforsok visat att dosen av fungiciden
Shirlan kunde minskas med 20-25% vid applicering i kombination med BABA och anda ge
samma effekt som applicering av full dos Shirlan for sig. De poéangterar dnda att fler

faltforsok behovs for att bekréafta att en reducerad dos kan anvandas i praktiken.

1.6 PR-protein

Van Loon och Van Strien (1999) definierar PR-proteiner som; Proteiner som kodas av
vardvaxten men induceras speciellt vid sjukdom eller relaterade situationer. Proteinerna delas
in i 14 grupper efter deras aminosyrastruktur och egenskaper. Manga av dem &r enzymer t.ex.
R-1,3-glukanas. PR-1-proteiner rdknas som en viktig grupp och har anvéants som en biokemisk
markor for SAR (Gozzo, 2003). Egenskapen hos PR-1-proteiner &r inte helt klarlagd.
Niderman et al. (1995) har visat att vissa PR-1-proteiner har effekt mot P. infestans genom att

forhindra zoosporgroning in vitro och minska den infekterade bladytan hos tomat in vivo.

1.7 Syfte

Huvudsyftet var att undersoka BABAs effekt i kombination med tva inte tidigare testade
fungicider, Ranman och Revus. Hypotesen var att en reducerad dos fungicid som kombineras
med BABA ska ge lika bra effekt som full dos fungicid ensam. En viktig fraga som stalldes

var hur mycket som dosen av respektive fungicid kan sénkas.

Vilka proteiner som utséndras fran cellerna analyserades i ett sidoprojekt. Genom en analys
av sekretomet, ville jag jamfora vilka proteiner som uttrycks efter behandling med BABA
jamfort med en obehandlad kontroll. Fragan som stalldes var om BABA aktiverar syntesen av

nagra forsvarsproteiner direkt efter behandling.



2. Material och metoder

2.1 Kombinationsforsok

2.1.1 Vaxtmaterial

Certifierat utsade av sorterna Bintje (mottaglig) och Ovatio (partiell resistent) anvandes i
forsoket. Utsadet kom fran Agrico Nordic AB och var kvalitetssakrat enligt jordbruksverkets
bestammelser. Knolarna planterades i 2 liters plastkrukor med kommersiell planteringsjord
(Weibull Horto). Jorden var torvbaserad med tillsats av 3 kg m™ dolomitkalk, 3 kg m™
kalksten, 0,7 kg m™ PG-mix godning (NPK + mikronaringsamnen) och 120 kg m~sand (1-3
mm). Plantorna fick sedan sta i vaxthus med en dagslangd pa 16 timmar. Temperaturen var
ungefar 18 °C pa dagen och 15 °C pa natten. For att undvika bristsymptom gavs flytande

naringslosning vid ett tillfalle.

Plantorna marktes efter den behandling de skulle fa och placerades sedan slumpvis ut pa

vaxthusbordet.

2.1.2 Behandling

Da den forsta plantan borjade bilda blomknopp, behandlades plantorna med BABA och
fungiciderna Ranman (Nordisk Alkali AB, Sverige. Verksam besatandsdel: Cyazofamid) eller
Revus (Syngenta Crop Protection A/S, Danmark. Verksam bestandsdel: Mandipropamid), var
for sig eller i kombination. Utifran tillverkarens rekommendationer for full dos under
faltforhallanden (0,2 | ha™* fér Ranman och 0,6 | ha™ for Revus) med en sprayvolym pa 400 |
ha™ berdknades motsvarande koncentrationer for véaxthusforsoken (0,05 % (v/v) fér Ranman
och 0,15 % (v/v) fér Revus). Full dos BABA sattes till 1 g 1/(0,4 kg ha™).

Plantorna, av sorterna Bintje och Ovatio, behandlades med 0,5, 20, 50 och 100 % av full dos
BABA ensam och 0, 5, 20, 50 och 100 % av full dos Ranman/Revus ensam. Kombinationerna
av BABA och fungicid applicerades enligt foljande: 95 + 5 %, 80 + 20 %, 50 + 50 %, 20 + 80
% och 5 + 95 % av fulldos BABA respektive Ranman/Revus (se tabell 1 och 2).



Tabell 1. Forsoksplan med fungiciden Ranman.

% av Rek. Dos % (v/v)
Lednr. Ranman BABA |Ranman BABA akt. Lsn.
1 0 0
2 100 0,05 0,0375
3 50 0,025 0,01875
4 20 0,01 0,0075
5 5 0,0025 0,001875
6 100 0,1
7 50 0,05
8 20 0,02
9 5 0,005
10 95 5 0,0475 0,005 0,035625
11 80 20 0,04 0,02 0,03
12 50 50 0,025 0,05 0,01875
13 20 80 0,01 0,08 0,0075
14 5 95 0,0025 0,095 0,001875

Tabell 2. Forsdksplan med fungiciden Revus

% av Rek. Dos % (v/v)
Led nr.  Revus BABA Revus BABA

1 0 0

2 100 0,15

3 50 0,075

4 20 0,03

5 5 0,0075

6 100 0,1

7 50 0,05

8 20 0,02

9 0,005
10 95 5| 0,1425 0,005
11 80 20 0,12 0,02
12 50 50 0,075 0,05
13 20 80 0,03 0,08
14 5 95| 0,0075 0,095

Plantorna sprayades tills alla blad var tackta och vétskan bdrjade rinna av. Den obehandlade

kontrollen sprayades med motsvarande mangd destillerat vatten.



Tre plantor anvéandes for varje behandling och sort. Tre dagar efter behandling plockades tre
blad fran varje planta for inockulering med P. infestans. Det gav 9 replikat per behandling och

sort.

2.1.3 Inokulering

Bladen plockades fran de dversta, fullt utvecklade sammansatta bladen narmast toppbladet.
De placerades sedan upp och ner pa ett nat i en plastlada med fuktat filterpapper i 15 °C under

2 h innan inokulering.

P. infestans SE03058, parningstyp A1, erhallen fran Dr. Bjorn Andersson pa Institutionen for
skoglig mykologi och patologi, SLU, anvéandes i forsoket. Dessa odlades pa agarplattor med
rag- eller artmedium. P. infestans slammades upp i sterilt vatten och filtrerades sedan sa att
endast sporangierna foljde med. Antalet sporangier rdknades och spéddes sedan till
koncentrationen 36 000 sporangier ml™. Suspensionen med sporangierna inkuberades sedan
under 2-3 h i 15 °C mdrker for att frigbra zoosporerna.

Varije blad inokulerades med en droppe (20 pl) av sporsuspensionen vid mittnerven pa den
stdrsta halvan av bladet. De inokulerade bladen placerades sedan i en inkubator under 1 dygn
i 15 °C och morker, darefter under 3 dygn vid 20 °C dagtid och 15 °C nattetid med 16 h
dagslangd. Resten av tiden stod de i samma dagslangd fast med 15 °C dygnet runt. Efter totalt
7 dygn mattes diametern av lesionerna. Pa varje blad uppskattades ocksa graden av
sporulering enligt tre nivaer; Ingen sporulering, latt till mattlig sporulering och intensiv

sporulering

Inockuleringen och infektionsbedémningen skedde enligt Eucablights protokoll

(www.eucablight.org).

2.1.4 Statistiska analyser

For att analysera effekterna av de olika behandlingarna anvéandes variansanalys (GLM), och
statistiskt signifikanta skillnader mellan enskilda behandlingar undersdktes med Tukey’s

“multiple range” test eller t-test. (se radata i bilaga 2)


http://www.eucablight.org/

2.2 Sekretomanalys

| forsoket anvandes sorterna Bintje och Ovatio och de odlades pa samma satt som i det
foregaende forsoket. Bladen behandlades med BABA av koncentrationen 1 g L™ Efter tva

dagar plockades blad fran behandlade och obehandlade plantor for analys.

Forsoket kan beskrivas i tva steg. Isolering av sekretomet (som &r de proteiner som avsondras

fran cellen) och separering av proteinerna med gelelektrofores.

2.2.1 Isolering av sekretom

Isoleringen av sekretomet skedde enligt ett protokoll utvecklat av Ashfaq Ali, SLU Alnarp
(opublicerat).

Bladen doppades i 1 % tween 20 under 15-20 sek, for att minska ytspadnningen och underlétta
infiltreringen av bladen. Bladen torkades pa papper och placerades i en petriskal med
fosfatbuffert i 5 + 5 min. Sedan torkades bladen forsiktigt pa papper &n en gang. Fyra blad per
prov placerades i 15 ml Falconror innehallande 3 pl av en inhibitorlésning bestaende av
proteas- och fosfatasinhibitorer (se bilaga 1) och en metallring for att separera bladen fran
supernatanten. Roren centrifugerades med 3000 rpm i 3 minuter och vid 4 °C. Supernantanten

pipetterades sedan upp i eppendorfror, 3 x 30ul och frystes in i vantan pa gelseparering.

2.2.2 Separering och analys

Separeringen gjordes med en 14 % SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) som separerar proteinerna efter storlek. Innan proverna laddades pa gelen
denaturerades proteinerna. Denatureringen skedde genom tillsats av 6 pl av 6x SDS
innehallande DTT. Proven inkuberades vid 65 °C i 10 minuter. Gelen laddades med proverna
och en SM0661-markor (Fermentas, St. Leon-Rot, Tyskland) med kanda molekylvikter.
Gelen kordes i 80 volt under de forsta 20 minuterna och darefter i 120 volt. Efter dryga 45
minuter avbrots gelelektroforeringen. Efter elektroforeringen fargades gelen in med
Coomassie Brilliant Blue (CBB) for att visualisera de separerade proteinerna. Band med
storleken 15 kDa och 33 kDa identifierades som PR-1 respektive 1,3-R-glukanas baserat pa
tidigare verifiering av Ashfaq Ali, SLU Alnarp. Tre biologiska replikat kordes.


http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide_gel
http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis
http://en.wikipedia.org/wiki/Coomassie

3. Resultat

3.1 Kombinationsforsok

Ranman visade sig vara effektiv och forhindrade infektionen helt i manga behandlingar. |
figur 1 ser vi att i manga behandlingar ligger medelvérdet pa lesionsdiametern kring 5 mm.
Detta ar den ungefarliga storleken pa droppen med zoosporsuspensionen och visar pa att
infektionsprocessen avstannade direkt.

Variansanalys (GLM) gjordes for att se om det fanns nagra signifikanta skillnader mellan
behandlingarna inom varje behandlingstyp; Ranman, BABA samt i kombinationerna av dessa

tva.

Behandlingar med endast Ranman visade ingen signifikant skillnad mellan 100, 50
och 20 % av full dos i varken Bintje eller Ovatio. 5 % av full dos hade daremot sémre
effekt och skiljde sig fran 6vriga doser, varav det var signifikant i Bintje (p<0,02).
Behandlingar med endast BABA visade inga signifikanta skillnader.

Behandlingar med kombinationen Ranman + BABA visade inga signifikanta

skillnader, dvs. alla doser var lika effektiva.

Eftersom behandlingen 5 % Ranman skiljde sig fran behandlingar med hégre koncentration
Ranman gjordes ett t-test mellan den och kombinationen 5 % Ranman + 95 % BABA.
Kombinationen visade sig vara signifikant effektivare, bade i Bintje och i Ovatio (p=0,003
resp. p=0,021).
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Fig. 1 Effekterna av BABA och fungiciden Ranman, var och en for sig samt i olika kombinationer
efter infektion av P. infestans. Lesionsdiametern pa bladen mattes. Behandlingarnas koncentrationer ar
angivna som procent av full dos, t.ex. R50-B50 betyder 50 % av full dos Ranman och 50 % av full dos
BABA. Standardavvikelsen ar askadliggjord for varje behandling.

De blad som utsatts for en BABA-behandling visade vid avlasning sma nekrotiska flackar
jamt fordelade 6ver bladytan. Tendensen var att ju hogre koncentration BABA desto fler
flackar. Detta gallde pa bade Bintje och Ovatio. Ovatio hade daremot dessa flackar redan

innan infektion, till skillnad fran Bintje dar flackarna dok upp forst efter infektion.
De blad som var infekterade av P. infestans visade en latt till mattlig sporuleringsgrad.

Endast forsoksomgangen med fungiciden Ranman gav ett resultat. Forsoket med fungiciden
Revus som gjordes tva veckor senare gav ingen infektion pa nagon behandling och darmed
inga varden att rakna pa.
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3.2 Sekretomanalys
Banden pa gelen visade att tva olika slags proteiner som &r kopplade till véxtens forsvar, PR1

samt 1,3-R-glukanas, hade sekreterats fran BABA-behandlade plantor (figur 2).

==
=~
[N M = Markér
50 | e BK = Bintje kontroll
R BB =Bintje BABA
OK = Ovatio kontroll
% : @ 13-f-glukanase OB = Ovatio BABA
\—
20
15kd

e
-— - < rra
e — — —  —

M BK BB OK OB

Figur 2. Sekretomanalys av potatisblad. De erhallna banden visar proteiner separerade med SDS-
PAGE. Band av PR-1 samt 1,3-R-glukanas var tydliga pa de BABA-behandlade proverna. Ovatio hade

tydligast band.

Bandet med storleken 15 kDa, vilken hade identifierats som PR1-protein, var tydligare i
Ovatio jamfort med Bintje. Aven bandet av storleken 32 kDa, identifierat som 1,3-R-glukanas

var tydligare i Ovatio jamfort med Bintje.
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4. Diskussion

Resultatet visar att det & maojligt att minska dosen fungicid och dnda fa en fullgod effekt.
Ranman vid endast 20 % av rekommenderad dos hade lika bra effekt som full dos. Forst vid 5
% avtog effekten mot potatisbladmdglet. Eftersom Ranman var effektiv sa var det enbart vid
den laga koncentrationen (5 % av full dos Ranman) som kombinationseffekten med BABA
kunde ses. Slutsatsen av véxthusforsoken &r att dosen Ranman skulle kunna reduceras till 5 %

av full dos och dnda ha fullgod effekt om den kombineras med 95 % av full dos BABA.

Ingen signifikant skillnad kunde ses mellan de olika behandlingarna med enbart BABA, d.v.s.
5 % av enbart BABA var lika effektiv som 95 % av enbart BABA.

Det &r svart att saga om effekten av kombinationen BABA och Ranman skulle bli detsamma i
faltforsok som i vaxthusférsok eftersom inducering av véxtens forsvar kan vara annorlunda
under faltomstandigheter. En potatisplanta som véxer pa friland &r betydligt mer utsatt av
olika typer av stress som i sig skulle kunna inducera forsvarsreaktioner. Darfor kan man tanka
sig att BABA-inducerad resistens inte har lika stor paverkan pa resultatet i falt. Endast ett
fatal faltforsok har gjorts och rapporterats i litteraturen. Ett forsok dar fungiciden Shirlan
kombinerades med BABA visade dock att dosen Shirlan kunde reduceras med 20-25 % i bade
vaxthus- och faltforsok (Liljeroth et al. 2010). Liljeroth et al. poangterar att fler faltforsok

behdvs for att fa klarhet i om och hur en reducerad dos skulle kunna anvandas i praktiken.

Att minska fungicidanvandningen &r av stort intresse. Dels av miljomassiga skél, men ocksa
for att problemen med fungicidresistens ar stora. P. infestans stora anpassningsférmaga och
hdga evolutionstakt gor att den snabbt utvecklar resistens mot fungicider. Att reducera dosen
fungicid genom kombination med inducerad resistens skulle kunna gora fungiciden
effektivare och dess anvandningstid langre och samtidigt ge minskade kostnader for

fungiciderna.

Sekretomanalysen visade att PR-1 protein och 1,3-R-glukanas bildades efter BABA-
behandling, vilket kan tyda pa att SAR &r aktiverat redan innan patogenangrepp. Vilken
betydelse har da detta?

Om forsvaret &r aktiverat redan innan patogenen angriper, till skillnad frén ”priming” dér

forsvaret aktiveras snabbare och effektivare forst vid patogenangrepp, skulle det kunna betyda
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en kostnad for vaxten. Om véxten lagger en storre del av sin energi pa forsvaret kommer detta
ha en negativ inverkan pa tillvaxten. For att ta reda pa mera om detta har det gjorts forsok pa
olika mutanter av modellvaxten Arabidopsis (van Hulten et al 2006). En av mutanterna var
okanslig for BABA, en hade konstitutiv priming, och en konstitutiv aktiverat forsvar.
Forsoken visade att vid hogre koncentration BABA aktiverades forsvaret direkt medan en
lagre koncentration ledde till priming. Aven om direkt aktiverat forsvar gav en béttre resistens
sa blev kostnaderna genom minskad tillvéxt lika hoga som de sjukdomsrelaterade kostnaderna
hos en icke-inducerad véxt. Priming ledde bara till en marginell minskning i tillvéxt och

fordelarna med priming var storre an kostnaderna under sjukdomsforhallanden.

Resistensforadlingen i potatis mot P. infestans har genom aren handlat mycket om R-gener,
dvs. om en eller ett fa antal gener som ger fullstandig resistens. Detta har aldrig fungerat
under sarskilt 1ang tid eftersom nya raser av patogenen standigt dyker upp. Inducerad resistens
ar bra pa sa vis att manga gener ar inblandade vilket gor att patogenen inte kan anpassa sig
lika latt. Inducerad resistens har visat sig aktivera vaxtens forsvar olika mycket beroende pa
sorten och dess basala resistens. Ovatio har i forsok reagerat battre pa BABA &n vad Bintje
har. I mitt férsok fanns inga signifikanta skillnader mellan de tva sorterna utan bada reagerade
likvardigt. Daremot visade sekretomanalysen en storre bildning av férsvarsproteiner i Ovatio

jamfdrt med Bintje.

Mer kunskap om hur mekanismerna bakom BABA-inducerad resistens fungerar och
framforallt hur priming fungerar kan ge mojligheter att foradla fram sorter som reagerar béttre
pa inducerad resistens. ldag finns det en teori om att priming och 6kad kanslighet beror pa en

bildning av ett icke-aktivt signalprotein (Beckers et al 2009).

Aktiveringen av PR1-proteiner och 1,3-3-glukanas som sekretomanalysen visade och det
faktum att blad som behandlats med hogre koncentrationer BABA visar sma nekrotiska
flackar dver hela bladet, pekar pa en direkt inducerande effekt av BABA (se introduktionen).
BABA orsakar sma hypersensitivitetsreaktioner, som aktiverar forsvaret direkt. Att sa hoga
doser av BABA kravs for att ge effekt har dock visats i flera forsok (Liljeroth et al. 2010).
Aven om forsvaret aktiveras direkt har inga skordeminskningar till foljd av BABA-

behandlingar hittills rapporterats i potatis. (Olivieri et al. 2009, Liljeroth et al. 2010).

Anledningen till att forsoket med Revus misslyckades kan bero pa inkuberingen efter
inockuleringen. Direkt efter inockulering placerades bladen i 15 °C morker for att
zoosporerna skulle gro. Forsoket med Ranman stod i 24 h medan forsoket med Revus stod i
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endast 12 h innan inkuberingen 6vergick till 20 °C dagtid och 15 °C nattetid. Mojligtvis
behovdes en langre period av lagre temperatur i bérjan for att zoosporerna skulle gro. Det kan

vara en anledning till att infektionen i forsoket med Revus inte tog.

Fortsatta studier och forsok kravs for att se hur BABA-inducerad resistens fungerar under
faltomstandigheter. Fler forsok ar ocksa nodvandiga for att se olika fungiciders effekt i
kombination med BABA. Forsoket med Ranman skulle kunna upprepas med l&gre
koncentrationer av fungiciden for att tydligare kunna se kombinationseffekten med BABA.
Ranman var valdigt effektiv, vilket kan bero pa att preparatet ar relativt nytt pa marknaden
och patogenen inte har anpassats sig an samt att doserna i forsoket utgick fran tillverkarens

rekommendationer vid faltforhallanden och inte for vaxthusforsok.

Forsoken visade att det inte fanns nagon signifikant skillnad mellan behandlingarna med
enbart BABA, vilket &r anmarkningsvart da andras resultat visar tydliga skillnader mellan
olika doser. Liljeroth et al (2010) visade pa en tydlig doseffekt med BABA.

Fortsatta forsok for att bestamma hur l1ag dos av BABA man kan anvéanda i kombination med
fungicid skulle vara av intresse, da BABA &r en kemikalie som idag framstalls med hoga

produktionskostnader.
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6. Bilaga 1

Proteas- och fosfatasinhibitorer berédknade for 200 pl sekretom (enligt Ashfaq Ali, SLU
Alnarp)

NaMo, 2 pl 100mM (1 mM final)

NaF, 2 pl 500mM (5 mM final)

NaPP (Sodium PyroPhosphate), 50 mM final concentration.
Sodium ortho Vandate, some.

PMSF, 2 pl 100mM (1 mM final)
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7. Bilaga 2

General Linear Model: Bintje. Behandling 2-5 (bara Ranman)

Factor Type Levels Values
Behandling Bintje fixed 4 2; 3; 4; 5

Analysis of Variance for Resultat, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
Behandling Bintje 3 195,188 195,188 65,063 7,12 0,001
Error 32 292,556 292,556 9,142

Total 35 487,743

S = 3,02363 R-Sg = 40,02% R-Sg(adj) = 34,40%

Unusual Observations for Resultat

Obs Resultat Fit SE Fit Residual St Resid
27 12,0000 4,8889 11,0079 7,1111 2,49 R
34 17,0000 9,4444 1,0079 7,5556 2,65 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Tukey 95,0% Simultaneous Confidence Intervals

Response Variable Resultat

All Pairwise Comparisons among Levels of Behandling Bintje
Behandling Bintje = 2 subtracted from:

Behandling
Bintje Lower Center Upper Fo—————— Fo—————— Fom F-———
3 -4,027 -0,1667 3,694 (=== e )
4 -2,860 1,0000 4,860 (===———=—- Hmm e )
5 1,695 5,5556 9,416 (=== * e )
Fom———— R R Fo————
-4,0 0,0 4,0 8,0
Behandling Bintje = 3 subtracted from:
Behandling
Bintje Lower Center Upper tm———————— Fmmm—————— Fommm -
4 -2,694 1,167 5,027 (=======—= e )
5 1,862 5,722 9,582 (—===———= e
Fo————— Fo—————— Fo—————— e et
-4,0 0,0 4,0 8,0
Behandling Bintje = 4 subtracted from:
Behandling
Bintje Lower Center Upper = fmmm fmmm +——————
5 0,6954 4,556 8,416 (====———= Fmm e )
Fomm Fo— Fo— R it
-4,0 0,0 4,0 8,0

Tukey Simultaneous Tests

Response Variable Resultat

All Pairwise Comparisons among Levels of Behandling Bintje
Behandling Bintje = 2 subtracted from:
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Behandling Difference SE of Adjusted

Bintje of Means Difference T-Value P-Value
3 -0,1667 1,425 -0,1169 0,9994
4 1,0000 1,425 0,7016 0,8957
5 5,5556 1,425 3,8977 0,0025

Behandling Bintje = 3 subtracted from:

Behandling Difference SE of Adjusted
Bintje of Means Difference T-Value P-Value
4 1,167 1,425 0,8185 0,8453
5 5,722 1,425 4,0146 0,0018

Behandling Bintje = 4 subtracted from:

Behandling Difference SE of Adjusted
Bintje of Means Difference T-Value P-Value
5 4,556 1,425 3,196 0,0157

General Linear Model: Ovatio. Behandling 2-5 (bara Ranman)

Factor Type Levels Values
Behandling Ovatio fixed 4 2; 3; 4; 5

Analysis of Variance for Resultat, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F p
Behandling Ovatio 3 65,111 65,111 21,704 3,54 0,026
Error 32 196,389 196,389 6,137

Total 35 261,500

S = 2,47733 R-Sgq = 24,90% R-Sg(adj) = 17,86%

Unusual Observations for Resultat

Obs Resultat Fit SE Fit Residual St Resid
35 14,0000 7,2222 0,8258 6,7778 2,90 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Tukey 95,0% Simultaneous Confidence Intervals

Response Variable Resultat

All Pairwise Comparisons among Levels of Behandling Ovatio
Behandling Ovatio = 2 subtracted from:

Behandling

Ovatio Lower Center Upper ----+--—-—------ fomm Fomm +-=
3 -3,940 -0,778 2,385 (=== oo m oo )

4 -4,274 -1,111 2,052 (--—---—-- e )

5 -0,829 2,333 5,496 (-===—————- Kmmmmm oo )



Behandling Ovatio = 3 subtracted from:

Behandling

Ovatio Lower Center Upper —--———+-——-—-——--- Fom——————- +-——-

4 -3,496 -0,3333 2,829 (-===—————= Hommmm o )

5 -0,052 3,1111 6,274 (——=—————= Kmmmm
i Fm——————— +=——=

-3,0 0,0 3,0

Behandling Ovatio = 4 subtracted from:

Behandling

Ovatio Lower Center Upper ---—+—-———-—-—----— Fom +-———

5 0,2817 3,444 6,607 (——=—————= Kmmmm
e Fmm————— F=———
-3,0 0,0 3,0

Tukey Simultaneous Tests

Response Variable Resultat

All Pairwise Comparisons among Levels of Behandling Ovatio
Behandling Ovatio = 2 subtracted from:

Behandling Difference SE of Adjusted
Ovatio of Means Difference T-Value P-Value
3 -0,778 1,168 -0,6660 0,9091
4 -1,111 1,168 -0,9514 0,7775
5 2,333 1,168 1,9980 0,2099

Behandling Ovatio = 3 subtracted from:

Behandling Difference SE of Adjusted
Ovatio of Means Difference T-Value P-Value
4 -0,3333 1,168 -0,2854 0,9917
5 3,1111 1,168 2,6640 0,0554

Behandling Ovatio = 4 subtracted from:

Behandling Difference SE of Adjusted
Ovatio of Means Difference T-Value P-Value
5 3,444 1,168 2,949 0,0287

General Linear Model: Bintje. Behandling 6-9 (bara BABA)

Factor Type Levels Values
Behandling Bintje fixed 4 6; 7; 8; 9

Analysis of Variance for Resultat, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
Behandling Bintje 3 252,74 252,74 84,25 2,06 0,126
Error 32 1311,33 1311,33 40,98

Total 35 1564,08

S = 6,40150 R-Sgq = 16,16% R-Sqg(adj) = 8,30%

Unusual Observations for Resultat
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Obs Resultat Fit

17 0,5000

15,1667

SE Fit
2,1338

Residual
-14,6667

St Resid

-2,43 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Tukey 95,0% Simultaneous Confidence Intervals

Response Variable Resultat
All Pairwise Comparisons among Levels of Behandling Bintje
subtracted from:

Behandling

Behandling
Bintje

7

8

9

Behandling

Behandling
Bintje

8

9

Behandling
Behandling
Bintje

9

Bintje = 6

Lower Center Upper -—--+--—--—--—-- to————— Fom—————— +-—=
-3,784 4,389 12,561 (mmmmmmmmmXo——m————
-6,395 1,778 9,950 (—===——=== Hmmmm o= )
-1,173 7,000 15,173 (——=—————= Koo )
———t Fmm————— Fmm————— +-==
-8,0 0,0 8,0 16,0
Bintje = 7 subtracted from:
Lower Center Upper -——+-———————-—-— to——————— to——————— +-—=
-10,78 -2,611 5,561 (-=-—===-——- Kmmmmm - )
-5,56 2,611 10,784 (——=—————= Koo )
———t————— Fom———— Fom———— +-—=
-8,0 0,0 8,0 16,0
Bintje = 8 subtracted from:
Lower Center Upper —--——+-—-——-——-—-—-—- - Fm———————— +=—-
-2,950 5,222 13,39 (—==———— Kmmmmm =
———t Fo——————— Fo——————— +-—=
-8,0 0,0 8,0 16,0

Tukey Simultaneous Tests

Response Variable Resultat
All Pairwise Comparisons among Levels of Behandling Bintje
subtracted from:

Behandling

Behandling
Bintje

7

8

9

Behandling

Behandling
Bintje

8

9

Behandling
Behandling

Bintje
9

Bintje = 6

Difference
of Means
4,389
1,778
7,000

Bintje = 7

Difference
of Means
-2,611
2,611

Bintje = 8
Difference

of Means
5,222

SE of
Difference
3,018
3,018
3,018

T-Value
1,4544
0,5891
2,3197

subtracted from:

SE of
Difference
3,018
3,018

T-Value
-0,8653
0,8653

subtracted from:

SE of
Difference
3,018

T-Value
1,731

Adjusted
P-Value
0,4760
0,9346
0,1147

Adjusted
P-Value
0,8226
0,8226

Adjusted
P-Value
0,3251
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General Linear Model: Ovatio. Behandling 6-9 (bara BABA)

Factor Type Levels Values
Behandling Ovatio fixed 4 6; 7; 8; 9

Analysis of Variance for Resultat, using Adjusted SS for Te
Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P

Behandling Ovatio 3 86,52 86,52 28,84 1,83 0,16l

Error 32 504,22 504,22 15,76

Total 35 590,74

S = 3,96950 R-Sgq = 14,65% R-Sg(adj) = 6,64%

Unusual Observations for Resultat

Obs Resultat Fit SE Fit Residual St Resid
19 0,5000 8,2778 1,3232 -7,7778 -2,08 R
34 1,0000 10,7778 1,3232 -9,7778 -2,61 R

sts

R denotes an observation with a large standardized residual.

Tukey 95,0% Simultaneous Confidence Intervals

Response Variable Resultat

All Pairwise Comparisons among Levels of Behandling Ovatio
Behandling Ovatio = 6 subtracted from:

Behandling

Ovatio Lower Center Upper ——t—————— e +

7 -4,623 0,4444 5,512 [ — F e

8 -3,568 1,5000 6,568 [ —— oo

9 -1,068 14,0000 9,068 (mmmmmmmmmmem X
e R +
-4,0 0,0 4,0

Behandling Ovatio = 7 subtracted from:

Behandling

Ovatio Lower Center Upper ——tm e +

8 -4,012 1,056 6,123 [ e

9 -1,512 3,556 8,623 [ .
e R +
-4,0 0,0 4,0

Behandling Ovatio = 8 subtracted from:

Behandling

Ovatio Lower Center Upper =t Fmm +

9 -2,568 2,500 7,568 (-==—————- *om
e Fomm +
-4,0 0,0 4,0

Tukey Simultaneous Tests

Response Variable Resultat

All Pairwise Comparisons among Levels of Behandling Ovatio
Behandling Ovatio = 6 subtracted from:

Behandling Difference SE of Adjusted
Ovatio of Means Difference T-Value P-Value
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7 0,4444
8 1,5000
9 4,0000

Behandling Ovatio = 7

1,871  0,2375
1,871  0,8016
1,871 2,1376

subtracted from:

Behandling Difference SE of

Ovatio of Means Difference T-Value
8 1,056 1,871 0,5641
9 3,556 1,871 1,9001

Behandling Ovatio = 8

subtracted from:

Behandling Difference SE of
Ovatio of Means Difference T-Value
9 2,500 1,871 1,336

0,9952
0,8532
0,1631

Adjusted
P-Value
0,9420
0,2482

Adjusted
P-Value
0,5475

General Linear Model: Bintje. Behandling 10-14 (Ranman + BABA)

Factor
Behandling Bintje

Type
fixed

Analysis of Variance for Resultat,

Levels

Values
5 10; 11; 1

2; 13; 14

Source DF Seqg SS Adj SS Adj MS F P
Behandling Bintje 4 7,700 7,700 1,925 0,44 0,779
Error 40 175,000 175,000 4,375
Total 44 182,700
S = 2,09165 R-Sqg = 4,21% R-Sg(adj) = 0,00%
Unusual Observations for Resultat
Obs Resultat Fit SE Fit Residual St Resid
17 0,00000 4,22222 0,69722 -4,22222 -2,14 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Tukey 95,0% Simultaneous Confidence Intervals

Response Variable Resultat

All Pairwise Comparisons among Levels of Behandling Bintje

Behandling Bintje = 10

Behandling
Bintje Lower Center Upper ------ Fommm————= Fommm————= Fomm +
11 -2,095 0,7222 3,539 (=== Kmmmmm o )
12 -2,928 -0,1111 2,706 (=== Hmm e )
13 -3,095 -0,2778 2,539 (=== Kmmmm o )
14 -3,317 -0,5000 2,317 (—==—=————=- Ammmmm - )
—————— R e ettt EE
-2,5 0,0 2,5 5,0
Behandling Bintje = 11 subtracted from:
Behandling
Bintje Lower Center Upper -—--—-—-—-- te——————— to——————— - +
12 -3,650 -0,833 1,983 (——==—————- Kmm oo )
13 -3,817 -1,000 1,817 (=== Ko oo )

subtracted from:

using Adjusted SS for Tests
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14

Behandling

Behandling
Bintje

13

14

Behandling
Behandling
Bintje

14

Tukey Simultaneous Tests

-4,039 -1,222 1,595
Bintje = 12 subtracted
Lower Center Upper
-2,983 -0,1667 2,650
-3,206 -0,3889 2,428
Bintje = 13 subtracted
Lower Center Upper
-3,039 -0,2222 2,595

Response Variable Resultat

All Pairwise Comparisons among Levels of Behandling Bintje

Behandling

Behandling
Bintje

11

12

13

14

Behandling

Behandling
Bintje

12

13

14

Behandling

Behandling
Bintje

13

14

Behandling
Behandling

Bintje
14

Bintje = 10

Difference
of Means
0,7222
-0,1111
-0,2778
-0,5000

Bintje = 11

Difference
of Means
-0,833
-1,000
-1,222

Bintje = 12

Difference
of Means
-0,1667
-0,3889

Bintje = 13
Difference

of Means
-0,2222

subtracted

SE of
Difference
0,9860
0,9860
0,9860
0,9860

subtracted

SE of
Difference
0,9860
0,9860
0,9860

subtracted

SE of
Difference
0,9860
0,9860

subtracted
SE of

Difference
0, 9860

—————— B s st
-2,5 0,0 2,5 5,0
from:
—————— o ——
(m======- Fommmmmmm oo )
(mmm=mmmme et )
—————— o
-2,5 0,0 2,5 5,0
from:
—————— e et e et
(m======- Fommmmm oo )
—————— ettt e et L L L e
-2,5 0,0 2,5 5,0

from:

T-Value

0,7325
-0,1127
-0,2817
-0,5071

from:

T-Value
-0,845
-1,014
-1,240

from:

T-Value
-0,1690
-0,3944

from:

T-Value
-0,2254

Adjusted
P-Value
0,9476
1,0000
0,9986
0,9862

Adjusted
P-Value
0,9147
0,8473
0,7286

Adjusted
P-Value
0,9998
0,9947

Adjusted
P-Value
0,9994

General Linear Model: Ovatio. Behandling 10-14 (Ranman + BABA)

Factor
Behandling

Type
fixed

Ovatio

Levels
5

Values
10; 11; 12;

13; 14



Analysis of Variance for Resultat, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS F P

Behandling Ovatio 4 15,367 15,367 3,84
Error 40 102,833 102,833 2,57
Total 44 118,200

S = 1,60338 R-Sq = 13,00% R-Sq(adj) = 4,30

Unusual Observations for Resultat

Obs Resultat Fit SE Fit Residual St
11 0,00000 3,72222 0,53446 -3,72222
17 0,50000 3,72222 0,53446 -3,22222
31 0,50000 4,38889 0,53446 -3,88889

2 1,49 0,222
1

o)

o

Resid

-2,46 R
-2,13 R
-2,57 R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Tukey 95,0% Simultaneous Confidence Intervals
Response Variable Resultat

All Pairwise Comparisons among Levels of Behan
Behandling Ovatio = 10 subtracted from:

Behandling
Ovatio Lower Center Upper ————-—-——-- tom—————— t-——————- t-————-
11 -3,326 -1,167 0,9926 (-==—=——=———- Hemmmm - )
12 -2,381 -0,222 11,9370 (—=———————- Amm e )
13 -2,659 -0,500 1,6592 (===—=————-= Hommmm o )
14 -3,715 -1,556 10,6037 (-——————=—- e )
————————— Fomm
-2,0 0,0 2,0
Behandling Ovatio = 11 subtracted from:
Behandling
Ovatio Lower Center Upper -—-------- fomm - Fom Fom————
12 -1,215 0,9444 3,104 (=== Amm e )
13 -1,493 0,6667 2,826 (====—==—- Ammmmm - )
14 -2,548 -0,3889 1,770 (—=———————= e )
————————— Fomm
-2,0 0,0 2,0
Behandling Ovatio = 12 subtracted from:
Behandling
Ovatio Lower Center Upper -—-----—--- B i B i Fo————
13 -2,437 -0,278 11,8814 (—==—=——==- Ammmmm o )
14 -3,493 -1,333 10,8259 (==————=—- Amm e )
————————— Fomm
-2,0 0,0 2,0
Behandling Ovatio = 13 subtracted from:
Behandling
Ovatio Lower Center Upper ----—-—-—-—-- t———————— - F——————
14 -3,215 -1,056 1,104 (—==——————- Hmmm oo )
————————— B et e et
-2,0 0,0 2,0

Tukey Simultaneous Tests

dling Ovatio
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Response Variable Resultat
All Pairwise Comparisons among Levels of Behandling Ovatio
Behandling Ovatio = 10 subtracted from:

Behandling Difference SE of Adjusted
Ovatio of Means Difference T-Value P-Value
11 -1,167 0,7558 -1,544 0,5412
12 -0,222 0,7558 -0,294 0,9983
13 -0,500 0,7558 -0,662 0,9634
14 -1,556 0,7558 -2,058 0,2582

Behandling Ovatio = 11 subtracted from:

Behandling Difference SE of Adjusted
Ovatio of Means Difference T-Value P-Value
12 0,9444 0,7558 1,2495 0,7228
13 0,6667 0,7558 0,8820 0,9019
14 -0,3889 0,7558 -0,5145 0,9854

Behandling Ovatio = 12 subtracted from:

Behandling Difference SE of Adjusted
Ovatio of Means Difference T-Value P-Value
13 -0,278 0,7558 -0,368 0,9959
14 -1,333 0,7558 -1,764 0,4081

Behandling Ovatio = 13 subtracted from:

Behandling Difference SE of Adjusted
Ovatio of Means Difference T-Value P-Value
14 -1,056 0,7558 -1,397 0,6334

Two-Sample T-Test and CI: Bintje. Behandling 5 versus 14

Two-sample T for Resultat

Behandling
Bintje N Mean StDev SE Mean
5 9 9,44 4,53 1,5
14 9 3,00 2,18 0,73
Difference = mu ( 5) - mu (14)
Estimate for difference: 6,44
95% CI for difference: (2,76; 10,13)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 3,85 P-Value = 0,003 DF = 11

Two-Sample T-Test and Cl: Ovatio. Behandling 5 versus 14

Two-sample T for Resultat

Behandling

Ovatio N Mean StDev SE Mean
5 9 7,22 3,87 1,3
14 9 3,33 2,05 0,68

Difference = mu ( 5) - mu (14)

Estimate for difference: 3,89



95% CI for difference:

T-Test of difference

0

(0,71; 7,07)

(vs not =):

T-Value =

2,67

P-Value = 0,021

DF

12
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