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Sammanfattning

Cercospora beticola har under senare ar blivit ett vixande problem i svensk sockerbetsodling,
vilket 6kar behovet av béittre metoder for hantering av sjukdomen. Detta innefattar savél faltforsok
som laboratoricanalyser. Syftet med det hér arbetet ar att forbéattra forstaelsen for hantering av
cercospora i Sverige genom att utvérdera inokulerade sort- och fungicidforsok, utveckla
fenotypiska kénslighetstester mot fungicider i NBR:s laboratorium samt att undersoka
forekomsten av resistensmutationer i cytb-genen.

C. beticola ar en hemibiotrof svamp med en latent biotrofisk fas f6ljd av en nekrotrofisk fas.
Dess polycykliska livscykel mojliggor flera infektioner per sdsong. Svampen dverlever pa
vaxtrester i flt i form av pseudostromata som dven ar den priméra kéllan till inokulum da den
producerar asexuella sporer som sprids med vind och regn. Angrepp av C. beticola kan orsaka
skordeforluster upp mot 50%, framst genom de nekrotiska flickarna som medfor att sockerbetorna
behover producera nya blad pa bekostnad av sockerlagring. Hantering av cercospora bestar till stor
del av toleranta eller resistenta sorter samt kemisk bekdmpning men dven odlingsatgérder som
vaxtfoljd och bearbetningsteknik. Pa senare tid har vaxtforadling resulterat i en 6kad tillgang till
resistenta sorter utan negativ paverkan pa sockerskorden, vilket tidigare varit ett problem.
Frekvent anvdndning av fungicider ur samma FRAC-grupp och C. beticolas polycykliska
livscykel har skapat ett hogt selektionstryck och lett till bade kvalitativ och kvantitativ resistens
globalt.

Inokulerade sort och fungicidforsok fran 2025 i Skéne visade att en tolerant sort hade ligre
angrepp, battre sockerhalt och sockerskord dn de testade marknadssorterna. Samtidigt noterades
inga signifikanta skillnader i sockerhalt eller sockerskdrd mellan marknadssorterna i det
inokulerade sortforsoket. Fungicidbehandlingar med DMI-fungicider minskade angreppen och
okade sockerskorden dir fungiciden Propulse presterade bast. Behandlingar med strobilurin-
fungicider visade ingen bekdmpningseffekt mot cercospora. Behandling med biostimulanten
Nuvola OR tillsammans med Comet Pro gav hogre sockerskord jamfort med Comet Pro sjélv
vilket indikerar att Nuvola OR men dven andra biostimulanter kan integreras 1 bekdmpningen av
cercospora.

Kanslighetstester in vitro pa agarplatta visade genom EC50-vdrden att C. beticola-isolat
uppvisar minskad kanslighet mot protiokonazol men hogre kinslighet mot difenokonazol och
mefentriflukonazol. Samtidigt var isolaten inte kénsliga mot azoxystrobin, pyraklostrobin eller
fluopyram. In vitro-tester enligt mikrotiterplattmetoden visade liknande resultat for DMI-
fungiciderna, men metoden har utvecklingsbehov och dr i NBR:s laboratorium inte lika tillforlitlig
och effektiv som agarplattmetoden. Sanger-sekvensering visade att G143 A-mutation i cytb-genen
ar véldigt vanlig i Sverige och Danmark.

En kombination av toleranta sorter, odlingsatgiarder som plojning, vaxtfoljd och
fungicidanviandning tillsammans med fenotypiska kénslighetstester i laboratorium kommer vara
nddvandig for att hantera det vixande problemet av cercospora och fungicidresistens i Sverige.

Nyckelord: Agarplattmetod, Cercospora beticola, fungicidresistens, faltforsok, in vitro,
kanslighetstest, mikrotiterplattmetod, sockerbeta, toleranta sorter



Abstract

In recent years, Cercospora beticola has become a growing problem in Swedish sugar beet
production, increasing the need for improved management strategies. This includes both field
trials and laboratory analyses. The aim of this study is to enhance the understanding of C. beticola
in Sweden by evaluating inoculated variety and fungicide trials, developing phenotypic fungicide
sensitive tests in Nordic Beet Research (NBR) laboratory, and investigating the prevalence of
resistance mutations in the cytb gene.

C. beticola is a hemibiotrophic fungus with a latent biotrophic phase followed by necrotrophic
phase. Its polycyclic life cycle allows multiple infection cycles per season. The fungus survives on
plant debris in field in the form of pseudostromata, which serve as the primary source of inoculum
by producing asexual spores dispersed by wind and rain. Infestations of C. beticola can cause yield
losses up to 50%, primarily due to necrotic leaf spots that force the sugar beets to produce new
leaves at the expense of sugar. Management of C. beticola largely relies on tolerant or resistant
varieties and chemical control, as well as cultural practices as crop rotation and tillage techniques.
Recently, plant breeding has developed resistant varieties with less negative impact on sugar yield,
that previously was a concern. However, frequent use of fungicides from same FRAC group,
combined with the polycyclic life cycle of C. beticola, has created high selection pressure, leading
to both qualitative and quantitative resistance globally.

Inoculated variety and fungicide trials from 2025 in Skane showed that a tolerant variety
exhibited lower infection levels, as well as better sugar content and sugar yield, compared to the
tested commercial market varieties. Meanwhile, no significant differences in sugar content or yield
were observed between the market varieties in the inoculated trial. Fungicide treatments with DMI
fungicides reduced infection levels and increased sugar yield, with Propulse performing the best.
Treatments with strobilurin fungicides showed no control efficacy. Interestingly, treatment with
the biostimulant Nuvola OR in combine with Comet Pro resulted in a higher sugar yield compared
to Comet Pro alone, indicating that Nuvola OR and other biostimulants could be integrated into
cercospora management.

In vitro agar plate sensitivity assays showed, through EC50 values, that C. beticola isolates
exhibit reduced sensitive to prothioconazole but higher sensitive to difenoconazole and
mefentrifluconazole. At the same time, the isolates were not sensitive to azoxystrobin,
pyraklostrobin or fluopyram. In vitro assays according to the microtiter plate method showed
similar results for DMI fungicides, however, in the NBR laboratory, it is currently not as reliable
or efficient as the agar plate method and requires further development. Sanger sequencing
confirms that the G143 A mutation in the cytb gene were very common in both Sweden and
Denmark.

In conclusion, it will be necessary with a combination of tolerant varieties, cultural practices
such as ploughing and crop rotation, and strategic fungicide use together with phenotypic sensitive
tests in the laboratory to manage the growing challenges of cercospora and fungicide resistance
problem in Sweden.

Keywords: Agar plate method, C. beticola, field trials, in vitro, microtiter plate method, sensitivity
tests, sugar beet, tolerant varieties
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1. Bakgrund

Svampen Cercospora beticola dr ett stort problem 1 global sockerbetsodling
eftersom den kan orsaka upp till 50% skordeforlust vid kraftiga angrepp (Rangel
et al. 2020). Under de senaste aren, framfor allt 2024 och 2025 har det observerats
kraftigare och tidigare angrepp av C. beticola 1 Sverige (Figur 1). Med
klimatfordndringarnas varmare vider kommer kraftigare angrepp av C. beticola
troligen bli ett storre problem i sockerbetsodling i omraden dér det tidigare inte
varit ndgot storre problem, som i Sverige (Yang et al. 2025). Fungicidresistens
hos C. beticola dr ett globalt utbrett problem som forsvarar hanteringen av den
med fungicider (Rangel et al. 2020). Darfor behdvs fordjupad kunskap 1 Sverige
om C. beticolas livscykel, hur den bor hanteras samt hur fungicidresistens hos C.
beticola kan testas och motarbetas.
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Figur 1. Den arliga angreppsutvecklingen i % angripen bladyta av Cercospora beticola
fran Jordbruksverkets veckovisa observationer av bladsvampar i sockerbetor i Sverige
mellan 2014-2025.
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1.1 Syfte

Syftet med detta arbete var att forbéttra forstdelsen om C. beticola for att stirka
hanteringen av bladfldcksjukdomar i svensk sockerbetsodling. I arbetet har
inokulerade faltforsok gjorda av NBR (Nordic Beet Research) anvénts for att
studera olika sockerbetssorters tolerans mot C. beticola men @ven hur vél olika
fungicider samt biostimulanter fungerar for att hantera C. beticola vid kraftiga
angrepp. Syftet var dven att utveckla fenotypiska metoder for att undersoka
kénslighet mot fungicider in vitro 1 NBR:s laboratorium baserad pd bestdmning av
tillvéxt hos C. beticola pa néringsmedium. En ytterligare del av arbetet var att
undersdka mojligheten att bestimma forekomst av fungicidresistens genom
bestdmning av mutationer kopplade till resistens mot strobiluriner i Cytokrom b-
genen.

1.2 Fragestallningar

- Hur presterar svenska marknadssorter jamfort med en mer tolerant sort i
inokulerade filtforsok? Ar det skillnad i angrepp av C. beticola under
sdsongen och hur paverkas skordevariabler sdsom rotskord, sockerhalt och
sockerskord av kraftiga angrepp?

- Finns det skillnader i bekdmpningseffekt mot C. beticola hos de svenska
godkénda fungiciderna i sockerbetor vid kraftiga angrepp? Hur paverkar
olika behandlingar av fungicider samt biostimulanter skordeparametrar som
rotskord, sockerhalt och sockerskord av de kraftiga angreppen?

- Finns det skillnad i EC50-vérden fran test av fenotypisk kénslighet mot
DMI-fungicider pé agarplattor eller med mikrotiterplattor? Vilken metod ar
mest tillforlitlig och praktisk 1 NBR:s laboratorium?

- Hur kénsliga dr isolat av C. beticola fran Sverige och Danmark insamlade
under 2025 mot DMI-fungicider, strobiluriner och SDHI-preparat?

- Finns G143 A-mutationen i svenska och danska isolat fran 2024 och 2025?
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2. Introduktion

2.1 Sockerbetsodling

Sockerbeta (Beta vulgaris ssp. vulgaris) ér en bienn véaxt som har stor ekonomisk
betydelse i1 véarlden. Sockerbetor star for ungefdr 20% av vérldens
sockerproduktion vilket gor den till den nést storsta sockergrodan efter sockerror
som stér for 80% (Tan et al. 2023). Sockerbetor hdrstammar frén vilda slaktingar
och har odlats i cirka 10 000 ar. I borjan av 1700-talet upptécktes att det gér att
utvinna samma sockermolekyl ur sockerbetans rot som finns i sockerrdr vilket
medforde att vaxtforadling for 6kad rottillvixt och sockerhalt borjade (Pathak et
al. 2022).

Sverige ér sjalvforsorjande pd socker och sockerbetor odlas frimst i Skdne men
dven Blekinge och Halland. Det finns ett sockerbruk beliget i Ortofta (Skane).
Sockerbetsodlingen sker pa cirka 28 000 ha. Under de senaste fem &ren har den
genomsnittliga rotskorden varit 72,3 ton/ha och den genomsnittliga sockerhalten
17,5%. Totalt produceras cirka 300 000 ton socker som utvinns fran tva miljoner
ton sockerbetor (Betodlarna 2025).

2.1.1 Svampsjukdomar och fungicidanvandning i svensk
sockerbetsodling

I Sverige dr de vanligaste svampsjukdomarna i sockerbetor betrost (Uromyces
betae), mjoldagg (Erysiphe betae), ramularia (Ramularia beticola) och cercospora
(Cercospora beticola). Betrost, ramularia och cercospora gynnas av fuktigt vider
medan mjoldagg gynnas av torrare vider. Framfor allt betrost men d&ven mjoldagg
ar och har varit de vanligaste bladsvamparna i svensk sockerbetsodling och kan
orsaka stora skordeforluster vid kraftiga angrepp. Dessa sjukdomar hanteras med
fungicider samt toleranta sorter (Sockerbetor.nu 2025). Bekdmpningstroskeln for
svampsjukdomar i sockerbetor 1 Sverige dr nér minst 1/33 av bladen har symptom
av ndgon svampsjukdom och brukar normalt intréffa i slutet av juli eller i borjan
av augusti (Andersson & Holmquist 2025; Sockerbetor.nu 2025).

For att undersoka effekten av fungicidbehandling pa svampsjukdomar i
sockerbetor utfors forsok med olika preparat och doser (Tabell 1). Mellan 2021—
2024 lades totalt 19 fungicidforsok ut i Skane och de visade att
fungicidbehandling av sockerbetor med naturlig infektion av bladsvampar
resulterade i en merskord pa ca 1500 kg socker/ha. Skordedkningen skiljde sig
inte mycket mellan preparaten men dos och preparatval paverkade den
ekonomiska vinsten. I Sverige rekommenderas tvd fungicidbehandlingar med
0,3L Comet Pro och 0,5L Revyona per hektar (Andersson & Holmquist 2025).
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Tabell 1. Fungicidprogrammen fran 19 fungicidforsok mellan 2019-2024 med tillhorande
skord samt se aktiva substanserna och vilken FRAC-grupp de tillhor (Andersson &
Holmquist 2025; BASF 2025a; b, Bayer 2025).

Fungicidprogram Sockerskord Aktiv substans FRAC-
(t/ha) grupp

Obehandlat 17,7 - -

2x 0,3 Comet Pro 19,2 Pyraklostrobin 11

2x 0,6 Comet Pro 19,1 Pyraklostrobin 11

2x Comet Pro + Revyona 19,2 Pyraklostrobin + Mefentriflukonazol 11,3

2x Comet Pro + Propulse 19,2 Pyraklostrobin + Protiokonazol + 11,3,7

Fluopyram

Utover de nimnda fungicidprogrammen finns forsok dér fungiciden Amistar
Gold med de aktiva substanserna difenokonazol (FRAC-grupp 3) och
azoxystrobin (FRAC-grupp 11) testas men den anvinds i begrdnsad omfattning i
Sverige. Propulse, vilken dr med i1 forsoken mellan 2019-2024, innehaller
protiokonazol (DMI) och fluopyram (SDHI) men é&r inte tilldten att anvinda 1
svensk sockerbetsodling (Andersson & Holmquist 2025; Syngenta 2025).

2.2 Cercospora beticola

Cercospora beticola Sacc. tillhor fylum Ascomycota, klass dothideomycetes,
ordning capnodiales, familjen mycosphaerellaceae och beskrevs forsta gdngen
1876 1 Italien (Kaya 2022). Det orsakar sjukdomen cercospora, som dr en av de
vanligaste och allvarligaste svampsjukdomarna pa sockerbetor i virlden.
Sjukdomen kan orsaka skordeforluster upp till 50%, framfor allt pé grund av de
nekrotiska flackarna pa bladen som leder till minskad fotosyntes men édven till
sockerforluster vid ny bladproduktion efter att bladen dor till f61jd av angrepp
(Rangel et al. 2020; El Housni et al. 2023). Angrepp av C. beticola forsdmrar
sockerkvaliteten genom att 6ka sockerbetans innehall av natrium, kalium och alfa-
amino kvdve. Dessutom péverkas lagringsdugligheten negativt (Kaya 2022; El
Housni et al. 2023).

2.2.1 Cercospora beticola, livscykel, symptom och spridning

Cercospora beticola ér en hemibiotrof svamp vilket innebér att den har tva
infektionsfaser, en initial latent biotrofisk fas foljt av en nekrotrofisk fas. Det r en
polycyklisk patogen vilket innebér att den har flera infektionscykler under en
sdasong (EI Housni et al. 2023). Svampen 6vervintrar 1 form av pseudostromata
som dr en form av uttorkningstaliga hyfstrukturer som kan 6verleva pa véxtrester i
marken upp till 22 ménader och producera asexuella sporer under gynnsamma
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forhallanden (Khan et al. 2008; Rangel et al. 2020). Férokning sker genom klonal
asexuell forokning. Det sexuella steget med ascosporer, som normalt bildas hos
ascomyceter, r mdjligt men har aldrig observerats hos C. beticola (Rangel et al.
2020). Pseudostromata, dir de asexuella sporerna (konidierna) bildas, &r den
priméra kéllan till inokulum da den &verlever i mark och utvecklar sporer
(konidier) som framst sprids med vind och regn (Figur 2). Produktionen av de
asexuella sporerna borjar pa varen och kraver temperaturer 6ver 15 °C och 60%
luftfuktighet. Konidieforer med konidier bildas i pseudostromata (Rangel et al.
2020), och nir konidierna sprids till nya blad och gror bildas appressoria och
hyferna trdnger in genom bladens klyvoppningar (Figur 2). Konidierna behover
luftfuktighet 6ver 90% och temperaturer mellan 25-35 °C pa dagen och >16°C pa
natten for att gro och infektera bladen (Windels et al. 1998; Chen 2024). Hyferna
vixer intracellulédrt och den latenta fasen som pagér 1 den biotrofiska delen &r
asymtomatisk (Rangel et al. 2020; Oerke & Steiner 2025). Inkubationstiden under
gynnsamma forhallanden &r 10-13 dagar men kan vara upp till 25 dagar (Oerke &
Steiner 2025).

| Import genom utsade |
Spridning av asexuella

sporer via regn och vind e’
’ '

Pseudostromata Gvervintrar
pé vixtrester

Sexuellt
stadie?

Groning och
! intrdngning genom
S klyvoppningar i blad

/ Flera
infektionscykler

Bladfliackar smalter
per sdsong

samman och bladen dor|

Pseudostromata
bildas

Figur 2. Livscykeln hos C. beticola. Frdn spridning av sporer fran pseudostromata till
intrdngning i bladen och bildandet av bladfldickar. Det kan ske flera gdnger per sdsong.
Sexuellt stadie har aldrig observerats men mycket tyder pd att det finns. Illustration:
Hanna Kollberg (Rangel et al. 2020).

Nar C. beticola 6vergér till nekrotrofisk fas produceras fytotoxiner och
degraderande enzymer vilket skapar karakteristiska cercosporasymptom i form av
cirkuldra lesioner som é&r cirka 2-5mm i diameter (Figur 3). Det viktigaste toxinet
ar cercosporin som dr fotoaktivt och bildar reaktiva syreforeningar (ROS) vilket
leder till cellddd i bladen (Rangel et al. 2020). Utdver cercosporin finns dven
beticoliner som bildar jonkanaler som stor cellmembranets funktion. Samtidig
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utsondrar svampen hydrolytiska enzymer, sdsom cellulaser och pektinaser, som
bryter ned betbladens cellvdaggar. Den nekrotrofiska fasen ar avgorande for C.
beticola da celldod i betbladen frigor néringsdmnen och leder till massiv
sporulering och fortsatt sporspridning. I mitten av lesionerna bildas
pseudostromata som under gynnsamma forhéllanden bildar nya sporer, som inom
sju dagar sprids dessa med vind och regnsténk vilket leder till sekundira
infektioner upprepade ganger under sdsongen (Weiland & Koch 2004; Rangel et
al. 2020; Oerke & Steiner 2025).

Figur 3. Ett sockerbetsblad med karakteristiska Cercosporasymptom. Foto: Carl-Hugo
Jonsson

Nar bladen dor finns pseudostromata kvar pa vaxtrester i jorden och blir
inokulum for kommande érs infektioner (Oerke & Steiner 2025). Studier av Kahn
et al. (2008) visade att nedpldjning av véxtrester till 10 och 20 cm 1 jorden
minskade 6verlevanden av pseudostromata till 10 manader. Om bladen ldmnades
kvar pé ytan 6verlevde de i 22 manader och efter 34 manader fanns ingen
livsduglighet kvar. Darfor dr nedpldjning av véxtrester en viktig atgérd for att
minska spridning till kommande sdsonger. Spridning kan dven ske via maskiner
och verktyg.

Cercospora beticola kan @ven infektera och spridas frén alternativa virdvixter.
Alternativa vardvéaxter kan vara andra odlade grodor inom sléktet Beta sdsom
rodbeta (Beta vulgaris var. conditiva) men dven ogris inom spenatsliktet och
amarantslaktet dar t.ex. mallafamiljen (Chenopodiaceae) ingar (Weiland & Koch
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2004). Exempel pa ogrds som C. beticola kan infektera och leva pa ar dkersenap
(Sinapis arvensis), svinmélla (Chenopodium album), skrappa (Rumex spp.) och
akervinda (Convolvulus arvensis). Alternativa viardvéxter kan darfor agera som en
sé kallad gron brygga for C. beticola nér inte sockerbetor dr narvarande 1 falt
(Windels et al. 1998; Chen 2024).

En annan spridningsvég for C. beticola &r genom import av betfron eftersom
svampen kan Overleva i perikarpen (fruktskalet). Import av betfro kan darfor vara
en inkorsport for fungicidresistenta populationer av C. beticola. Spanner et al.
(2022) beskriver att observerad strobilurin-resistent C. beticola i Sverige 2012 kan
ha hirstammat frén importerade frén. Vidare har populationsgenetiska studier
visat hog genetisk diversitet lokalt samtidigt som den globala genetiska
variationen hos C. beticola kan vara lag (Rangel et al. 2020). Exempelvis har
isolat fran USA uppvisat genetisk likhet med europeiska populationer vilket kan
betyda att C. beticola spridits antropogent. Samtidigt finns studier pa stora lokala
genetiska skillnader inom ett filt under samma sidsong vilket visar komplexiteten
mellan populationer och spridningen av C. beticola vilket ér av betydelse for
risken for fungicidresistens (Chen 2024).

2.3 Hantering av cercospora

Detta avsnitt beskriver olika metoder for att hantera C. beticola i filt, samt
metoder for att undersoka fungicidresistens i laboratorium

2.3.1 Fungicidanvandning mot Cercospora beticola och
resistensproblematiken globalt

Fungicider 4r en del i1 de olika bekdmpningsmetoderna som anvénds mot
cercospora 1 sockerbetor. Fungicider har olika verkningssétt och delas baserat pa
det in i olika FRAC-grupper. De globalt mest anvénda fungiciderna mot
cercospora &r MBC (Metyl bensimidazol karbamater) (FRAC 1), DMI
(Demethylation inhibitors) (FRAC 3) och Qol (Strobiluriner) (FRAC 11).
Fungicider ur olika FRAC-grupper har olika verkningsmekanismer vilket medfor
varierande risker for C. beticola att utveckla resistens eller minskad kénslighet.
Fungicider med multisite-verkan, exempelvis kopparforeningar, klassificeras som
lagriskpreparat vad géller resistensutveckling. Dessa substanser angriper flera
olika maltavlor samtidigt i svampcellen och stor en rad vitala livsprocesser.
Singlesite-fungicider verkar genom att himma ett specifikt enzym eller protein i
svampens metabolism men beroende pa den specifika mekanismen delas dessa in
1 undergrupperna kvalitativ respektive kvantitativ. Kvalitativ resistens orsakas av
en enda punktmutation i malgenen vilket delar upp populationen 1 helt kénsliga
och fullstidndigt resistenta sub-populationer. Det medfor en kraftig 6kning av den
fullstandigt resistenta populationen vid selektionstryck av fungiciden. Vid
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kvantitativ-resistens sker resistensutvecklingen mer gradvis. Kénsligheten i
svamppopulationen dr mer kontinuerligt fordelad, fran vildigt hog till valdigt lag
kénslighet mot fungiciden hos isolaten. Vid kvantitativ resistens sker en
forskjutning mot minskad kénslighet hos hela populationens snarare &n en snabb
selektion av fullstdndigt resistenta isolat som for kvalitativ resistens (Kiniec et al.
2022). Frekvent fungicidanvdndning med fungicider ur samma FRAC-grupp 1
kombination med C. beticolas polycykliska livscykel har skapat hogt
selektionstryck och orsakat stora problem med fungicidresistens mot specifika
fungicidgrupper (Rangel et al. 2020).

FRAC I — Metyl bensimidazol karbamater (MBC)

Redan pd 1970- och 1980-talet utvecklades resistens (kvalitativ) mot fungicider 1
FRAC grupp 1, (MBC), i USA och sédra Europa (Vogel et al. 2018). MBC-
fungicider binder till B-tubulin och inhiberar mitosen vilket hindrar svampens
tillvdxt. Punktmutationen E198A 1 genen som kodar for B-tubulin leder till
fullstandig resistens hos C. beticola (Rosenzweig et al. 2015). MBC-fungicider
anvénds inte langre 1 EU da de anses verkningslosa mot C. beticola, och har
ersatts av andra fungicidgrupper som Qol och DMI. Aven i dessa grupper har det
dock utvecklats resistens och minskad kénslighet hos svampen (Kiniec et al.
2022).

FRAC 11 — Strobiluriner (Qol)

I FRAC grupp 11 ingér strobiluriner, quinone outside inhibiors (Qol), som verkar
genom att binda till platsen dér kinon oxideras (komplex III) i mitokondriens
andningskedja (cytokrom bci komplexet) vilket himmar respirationen och ATP-
produktionen hos svampen (Malandrakis et al. 2011; Bolton et al. 2013).
Cercospora beticola har utvecklat kvalitativ resistens mot strobiluriner genom
punktmutation i genen som kodar for cytokrom b (Cytb) vilket &r ett
membranprotein 1 mitokondriens bc1 komplex. Punktmutationerna leder till
aminosyrabyten i mélproteinet som forhindrar strobilurinerna att binda dit vilket
orsakar fullstindig resistens mot strobiluriner hos C. beficola. Den vanligaste
mutationen dr G143 A dér nukleotiderna GGT, som kodar for aminosyran glycin
muterar till GCG som kodar for alanin, vilket medfor ett aminosyraskifte och
fungicidresistens (Trkulja et al. 2017). F129L och G137R 4r andra
punktmutationer som ocksé dr associerade med Qol-resistens (Bolton et al. 2013).

FRAC 3 — Demethylation inhibitors (DMI)

Demethylation inhibitors (DMI) bestar fradmst av triazoler och ar en single site-
fungicid som dr kvantitativ till skillnad frdin MBC och Qol som é&r kvalitativ
(Hoffmeister et al. 2024). Det paverkar bdde DMI-fungiciders verkan och
resistensrisk. DMI fungicider verkar genom att binda till enzymet sterol 14a-
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demetylas som uttrycks av CYP51-genen. Enzymet dr essentiellt for bildningen av
ergosterol som bygger upp svampens cellmembran vilket ar viktigt for att
cellernas permeabilitet och fluiditet. Om ergosterol-tillverkningen blockeras blir
cellmembranet instabilt och svampen dor (Muellender et al. 2021; Spanner et al.
2022). Resistens eller minskad kénslighet mot DMI-fungicider kan orsakas genom
punktmutationer i CYP51-genen som leder till aminosyrabyten som ger enzymet
sterol 14a-demetylas en annan tredimensionell struktur vilket minskar triazolernas
affinitet till enzymet utan att paverka enzymets funktion (Muellender et al. 2021).
Exempel pa mutationer i CYP51 genen dr L144F, 1309T, I387M och Y464S. De
kan dven forekomma i kombinationer, dir L144F och 1309T visat sig vanlig i
mindre kinsliga isolat (Hoffmeister et al. 2024). Utover de punktmutationer som
orsakar aminosyrabyten finns tysta” mutationer, exempelvis E170, dér tripletten
av nukleotiderna GAG byts mot GAA vilket inte orsakar aminosyrabyte men dr
anda associerad med minskad kdnslighet mot DMI-fungicider.

En ytterligare orsak att C. beticola kan utveckla minskad kdnslighet mot DMI-
fungicider ér 6veruttryck av CYP51-genen vilket leder till storre mangd enzym
och fortsatt funktion trots nirvaro av fungiciden. Studier har visar att isolat som
overuttrycker CYP51-genen hade hogre EC50-virden (Bolton et al. 2012; Kumar
et al. 2021). C. beticola kan dven minska koncentrationen av DMI-fungiciderna i
cellerna genom efflux pumpar, sasom ATP-binding cassets (ABC) och major
facilitator superfamily (MSF), som pumpar ut fungiciderna vilket minskar
kénsligheten mot fungiciderna utan koppling till CYP51 genen (Bolton et al.
2012; Spanner et al. 2021).

FRAC 7 —-SDHI

Succinate dehydrogenase inhibitors (SDHI) tillhér FRAC-grupp 7 och verkar
genom att himma svampens respiration. De blockerar specifikt komplex II
(succinatdehydrogenas) i den mitokondriella andningskedjan. Detta
enzymkomplex, som bestar av fyra subenheter (SdhA, SdhB, SdhC och SdhD),
spelar en central roll i citronsyracykeln genom att oxidera succinat till fumarat.
SDHI-fungicidernas molekyl binder till ubiginon-bindningstéllet pa enzymet,
vilket forhindrar reduktion av ubiqinon till ubiquinol vilket stoppar
energiproduktionen (El Housni et al. 2023). SDHI-fungicider binder till den sa
kallade Qp-fickan som bildas av subenheterna B, C och D i1 enzymkomplexet. Hos
flera viktiga skadesvampar som Botrytis cinerea och Alternaria alternata, har
resistens uppstétt genom specifika aminosyrabyten i subenheterna SdhB, SdhC
och SdhD. Det leder till strukturella forandringar och férhindrar fungiciden att
binda effektivt, ofta utan att paverka svampens fitness negativt (Sierotzki &
Scalliet 2013). Studier av Sautua et al. (2020) har visat att Cercospora sp.
uppvisar okénslighet mot SDHI-fungicider 1 laboratorietester men det finns inte
nagra kdnda mutationer hos C. beticola kopplat till SDHI-resistens 1 dagslédget.
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Anvindningen av SDHI-fungicider i sockerbetor &r relativt ny jamfort med
andra fungicid-grupper. De kan anvéndsa i produkter som innehéller bade en
SDHI och en annan grupp, exempelvis Propulse som innehéller protiokonazol
(DMI) och fluopyram (SDHI) (Hoffmeister et al. 2024; Bayer 2025). Trots att
SDHI har blivit en viktig komponent i vixtskyddet for manga andra grodor &r det
delade meningar om effektivitet mot just C. beticola.

FRAC 21 - Qil

Qil (Quinone inside Inhibitors) tillhér FRAC-grupp 21 och ér en annan klass av
respirationshdmmare. Fungiciden verkar liknande som strobilurinerna (kvalitativt)
men binder till ett annat stélle pa insidan av membranet. Dérfor finns ingen
korsresistens mellan fungicidklasserna (Bir6 et al. 2024). Det finns
aminosyrabyten kopplade till fungicidresistens mot Qil-fungicider hos andra
patogener (Sharma et al. 2025). Hos Plasmopara viticola, som dr en patogen pa
vin, finns punktmutationen L201S men dven en insertion av tvd aminosyror
mellan kodon 203 och 204 (E203-DE-V2024) som &r kopplade till resistens mot
Qil (Sharma et al. 2025). Zymoseptoria tritici, som orsakar svartpricksjuka i vete,
har punktmutationen G37V, som ar kopplad till Qil-resistens, hittats i
laboratorium (Kildea et al. 2022). I studien av Kildea et al. (2022) hittades
déremot inte G37V i nagon av de 127 prover frin Irland, Tyskland, Belgien,
Danmark, Sverige.

Bir¢ et al. (2024) visar i en studie fran Ungern att Qil-fungicider var
signifikant béttre jdimfort med standardfungiciden innehallande difenokonazol.
Produkter som innehéller dessa substanser, exempelvis Univoq, ar &n sa linge inte
tillatna for anvindning 1 svensk sockerbetsodling men anvénds 1 straséd 1 Sverige
(Corteva 2026).

2.3.2 Vaxtforadling i sockerbetor for att hantera Cercospora
beticola

Historiskt sett har vixtforddlingen av sockerbetor primért fokuserat pd att
maximera sockerhalt och rotskérd. Motstandskraft mot sjukdommar har ofta varit
sekundart, delvis pa grund av den negativa korrelationen mellan hog
motstdndskraft mot sjukdomar och avkastning pa grund av biologisk trade off”
(Chu et al. 2024). Under de senaste decennierna har dock klimatférandringar och
fordndrade odlingssystem gynnat patogener som C. beticola, betcystnematod
(Heterodera schachtii), rhizoctonia (Rhizoctonia solani) och aphanomyces
(Aphanomyces cochlioides) vilket lett till 6kade skordeforluster och skiftat fokus
mot en sikrare sockerproduktion genom robusta toleranta sorter (Chu et al. 2024).
Kallan till motstandskraft mot sjukdomar hos C. beticola himtas framst fran
vilda sléktingar. Sérskilt strandbetan, B. vulgaris subsp. maritima, har varit
avgorande fOr att infora resistensgener 1 kommersiella sorter. Andra arter inom
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sléktet, som Beta procumbens, har bidragit med gener for motstandskraft, men
kan inte korsas med B. vulgaris ssp. vulgaris (Kaiser & Varrelmann 2009;
Skaracis et al. 2010; Chu et al. 2024). Inom vixtforadling dr det skillnad pa
begreppen resistens och tolerans eftersom de beskriver olika mekanismer hur
vaxten hanterar sjukdomsangrepp. Enligt Vogel et al. (2018) definieras resistens
som véxtens formaga att hindra patogenens utveckling vilket resulterar i
reducerade/uteblivna symptom jamfort med mottagliga sorter. Tolerans, & andra
sidan, definieras som vixtens formaga att producera en hog skord dven nir den ar
infekterad och uppvisar sjukdomssymptom (Hiickelhoven & Pillen 2024). 1
faltforsok kan tolerans métas genom skordeforlusten i sockerskord utan fungicider
for att veta sortens tolerans mot C. beticola (Vogel et al. 2018).

Traditionell vaxtforadling for 6kad tolerans eller resistens mot C. beticola ar
kvantitativ och styrs av samverkan mellan flera gener, sa kallade Quantitative
Trait Loci (QTL). Minst fyra till fem viktiga QTL har identifierats som bidrar till
resistens. Sarskilt betydelsefulla ar gcr! pa kromosom III och gcr4 pa kromosom
IX. Kromosom III &r av extra intresse d4 dér dven finns resistensgener for andra
viktiga sjukdomar s& som rhizoctonia och aphanomyces (Setiawan et al. 2000;
Taguchi et al. 2011; Tan et al. 2023). En betydande nackdel med denna metod for
vixtforadling &r att dessa resistenta sorter presterat simre pd grund av “trade off”
jamfort med mottagliga sorter i franvaro av sjukdomstryck. Aven om nyare
foradlingsframsteg har lyckats reducera denna negativa koppling mellan resistens
och avkastning, har introduktionen av kvalitativa resistensgener (R-gener)
inneburit en positiv fordandring for trade offs vid véaxtforddling (Taguchi et al.
2011; Vogel et al. 2018).

Kvalitativ resistens baseras ofta pa enskilda dominanta gener som foljer ”gene
for gene”-modellen. I detta system kodar védxtens R-gener for en receptor (ofta ett
NB-LRR-protein) som kénner igen en specifik effektor (avirulensprotein) fran
patogenen (Chen et al. 2024; Hiickelhoven & Pillen 2024). Ett aktuellt exempel
for C. beticola ir resistensgenen BvCR4. Denna gen ger mycket hog resistensnivé
och har visa sig fordrdja angreppen avsevért utan den historiska skordeforlust som
associerats med éldre resistenskéllor (Chen et al. 2024; Yang et al. 2025).

Pé grund av effektiviteten hos R-gener som BvCR4, medfor anvdandningen av
kvalitativ resistens betydande risk for att patogenen bryter denna resistens, ofta
bendmnda som “boom and bust”-cykler. Nér en resistent sort med en specifik R-
gen anvands storskaligt 1 odlingen, skapas ett starkt selektionstryck pa
populationen (Chen et al. 2024; Hiickelhoven & Pillen 2024). Nyligen har
effektorgenen AvrCR4 identifierats hos C. beticola, vilken ér kopplad till R-genen
BvCR4 i sockerbetan. For att undvika upptéckt och dvervinna resistensen har C.
beticola har utvecklat mekanismer for att hindra denna interaktion, frdmst genom
deletion av AvrCR4-genen eller genom punktmutationer som fordandrar proteinets
struktur. Chen et al. (2024) visar att isolat som saknar AvrCR4 selekteras fram
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mycket snabbt i fallt ddr BvCR4-resistenta sorter odlas. I populationer exponerade
for BvCR4 saknade upp till 37% av isolaten effektorgenen, jimfort med endast
1% 1 populationer som inte exponerats for resistensgenen. Detta tyder pa att
virulenta varianter redan fanns i lag frekvens i den naturliga genetiska variationen
och kan snabbt dominera populationen under selektionstryck.

En kritisk faktor for varaktigheten av resistensgenen dr om C. beticola drabbas
av minskad fitness nir den muterar for att bli virulent. Chen et al. (2024) visar att
C. beticola som forlorat AvrCR4 genen inte uppvisar ndgon métbar fitness-
kostnad. Det innebdr att virulenta stammar kan kvarsté i populationen 4ven om
odling av den specifika resistenta sorten upphor, vilket forsvarar hanteringen av
resistens pa lang sikt.

For att motverka risken for att resistensen hos sorter med BvCR4 snabbt bryts
ner, krivs strategier som inte forlitat sig pd en enskild gen. Chu et al. (2025) har
vid screening av vilda sléktingar s& som B. vulgaris subsp. maritima, identifierat
ytterligare 42 resistenskéllor kopplat till C. beticola. Genom att anvinda moderna
tekniker som CRISPR/Cas9 kan dessa nya resistensgener potentiellt introduceras
snabbare och mer precist (Hiickelhoven & Schouten 2024; Misra et al. 2024).
Dock kvarstar risken att dven nya resistensgener leder till nya ”boom and bust’-
cykler om de anvénds enskilt. Dérfor bor kvalitativa R-gener kombineras med
kvantitativ bakgrundsresistens for att skapa ett mer robust skydd som &r svérare
for C. beticola att dvervinna genom enskilda mutationer (Chen et al. 2024;
Hiickelhoven & Pillen 2024).

2.3.3 Metoder for att studera kanslighet och resistens mot
fungicider som anvands mot C. beticola

For att effektivt 6vervaka och hantera resistensutveckling av C. beticola
kombineras ofta féltstudier med laboratoriebaserade fenotypiska och genotypiska
tester. Det ger en helhetsbild av hur patogenen uppfor sig i félt men dven 1
laboratorium (Kumar et al. 2021; Hoffmeister et al. 2024).

Faltforsok

Faltforsok utgdr basen nér sorters tolerans eller resistens och fungiciders
effektivitet mot patogener testas. Eftersom naturliga infektioner kan variera 1
intensitet beroende pé vider och méngd naturligt inokulum anvénds ofta artificiell
inokulering for att sdkerstdlla hogt och jamnt infektionstryck. Inokulum framstélls
vanligtvis pad agarplattor med exempelvis V8-medium dédr man later svampen
vixa och sporulera for att sedan artificiellt infektera forsoken genom att spraya
dem med sporsuspension (Kaiser & Varrelmann 2009).
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Fenotypisk kdnslighetstest

For att undersoka svampens fenotypiska kinslighet mot fungicider utfors ofta in
vitro tester dar EC50-vérden beréknas (den dos dér tillvaxten hammas med 50%).
Det kan goras genom odling pd agarplattor eller i flytande medium i
mikrotiterplattor med koncentrationsgradienter av den fungicid som ska
undersokas. Metoden kan anpassas efter fungicidens verkningsmekanism. For
DMI-fungicider (triazoler) och MBC (metyl bensimidazol karbamater) som
hdmmar sterolsyntes respektive cellandning, bestdims myceltillvixten genom
antingen radiell tillvixt pa agarplattor med exempelvis V8 medium eller tillvaxt i
mikrotiterplattor i flytande medium, exempelvis PDB (Potato Dextrose Broth)
eller jastbaserademedia. Tomatjuice med vatten kan anvindas istéllet for V8-
medium eftersom V8-medium till stor del innehaller tomatjuice (Bolton et al.
2012; Secor & Rivera 2012; Matsuzaki et al. 2021; Muellender et al. 2021; Hudec
2022). For strobiluriner, som paverkar respirationen och stoppar produktionen av
ATP, kan det vara fordelaktigt att mita himning av sporgroning snarare an radiell
tillviaxt eftersom sporgroning dr en mycket energikrdvande process. Vidare bor
SHAM (salicylhydroxamsyra) tillsdttas for att blockera svampens alternativa
respirationsvégar, vilka annars kan maskera kansligheten in vitro (Secor & Rivera
2012). Agarplattor inkuberas under cirka 14-17 dygn i ca 20 °C (Bolton et al.
2012; Secor & Rivera 2012; Matsuzaki et al. 2021).

Mikrotiterplattmetoden utfors i plattor med 96-brunnar och méter den
kvantitativa tillvixten genom optiska densitet (OD) i en spektrofotometer. OD kan
matas vid olika vaglangder, och man kan anvénda sporer eller mycelfragment som
startinokulum. Matsuzaki et al. (2021) mitte OD vid 600 nm och anvinde
mycelfragment av storleken 30120 mikrometer med koncentrationen 5x103
fragment/ml medan Muellender et al. (2021) métte med 405 nm och anvénde
sporer med en koncentration pa 2x10* konider/ml som inokulum, vilket
berdknades med en hemocytometer. Lien & Chanda (2025) har testat olika
vaglangder i spektrofotometern och anvinde sig av mycelfragment som
homogeniserades med glaskulor for att sonderdela mycelet. De kom fram till att
490 nm var optimalt och anvinde sig av en mycelkoncentration pa 2-3x10°
mycelfragment/ml. For att mita den kvantitativa tillvixten méts med fordel OD
innan plattan inkuberas och subtraheras sedan med OD-vérdet som méts efter
inkubationen. Inkubationstiden kan variera mellan 4—6 dygn och 16-22°C f6r
mikrotiterplattmetoden.

Genotypisk undersékning av mutationer i resistensgener

Molekyldra metoder kan anvédndas for att identifiera specifika mutationer
kopplade till resistens eller minskad kénslighet mot fungicider. Resistens mot
MBC-fungicider &r associerad med punktmutation (E198A) i B-tubulin-genen och
for strobilurin-resistens dr mutationen G143 A 1 cytokrom b-genen (cytb) starkt
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kopplad till fullstandig fungicidresistens. DNA fran C. beticola isolat kan
extraheras och med specifika primrar kopplade till malgenen, sedan sekvenseras
och dérefter kontrollera sekvenserna om resistensmutationen ir niarvarande eller
inte (Bolton et al. 2013; Trkulja et al. 2017; Hoffmeister et al. 2024).
Resistensmekanismerna mot DMI-fungicider &r kvantitativa och dirmed mer
komplexa att undersoka genotypiskt. For att undersoka resistens eller minskad
kanslighet undersoks dérfor flera olika mutationer i Cyp51-genen som kodar for
malenzymet sterol 14a-demetylas. Exempel pa nagra mutationer ar L144F, 1309T
och Y464S vilka ér kopplade till minskad kénslighet mot DMI-fungicider (Kumar
et al. 2021; Hoffmeister et al. 2024). Utdver punktmutationerna behdver dven
overuttryck av Cyp51-genen undersokas, vilket kan goras av mRNA-nivaer i
isolat som exponerats for fungicider med olika tekniker (Bolton et al. 2012). Det
ar dven mdjligt att genom helgenomssekvensering (GWAS) kartldgga den
komplexa genetiska struktur som ligger bakom DMI-resistens (Chen et al. 2024).

2.3.4 Biostimulanter mot C. beticola

Som ett komplement till traditionella fungicider har anvédndningen av
biostimulanter, biologiska bekdmpningsmedel och resistensinducerare fatt 6kad
uppmarksamhet. Dessa verkar genom att stirka vixtens egen motstandskraft eller
genom att paverka patogenens livsmiljo negativt, snarare dn att ett enbart verka
direkt toxiskt pa svampen. Exempel pd biologisk bekdmpning av cercospora dr
anvandning av bland annat bakterier inom sliktet Bacillus (Wita et al. 2025) men
dven svampar som Trichoderma spp. som kan parasitera pa C. beticolas
overvintringsstruktur i jorden (Rangel et al. 2020; Tan et al. 2023).

Aquicine Duo och Nuvola OR ir tva biostimulanter som testades i NBR:s
inokulerade fungicidforsok 2025. Aquicine Duo utnyttjar en dubbelverkande
mekanism genom kombination av svavel och kaliumfosfater. Svavlet fungerar
som en kontakverkande multisite-fungicid som stoér svampens elektrontransport i
mitokondrierna, vilket hammar energiproduktionen hos C. beticola.
Kaliumfosfaterna verkar systemiskt och fungerar dels genom direkt himneing av
svampens metabolism, men frimst genom att inducera véxtens eget forsvar
(Systemic Aquired Resistance, SAR). Detta stirker cellviggarna och kar
produktionen av forsvarsproteiner. Produkten kan blandas med fungicider och har
testats mot svartpricksjuka 1 vete (Zymoseptoria tritici) 1 Frankrike (Syngenta
2023; Van Houtte 2025). Nuvola OR verkar i stillet indirekt genom att stimulera
vixtens fysiologi. Den &r baserad pa extrakt av rodalger (Kappap hycus alvarezii),
som &r rika pa polysackarider och betainer. Dessa &mnen fungerar som
signalmolekyl som uppreglerar gener for rotutveckling och produktion av
antioxidanter. Detta gor att vixten mer effektivt kan hantera abiotisk stress sasom
torka eller extrema temperaturer och opptimera néringsupptaget, vilket ger en mer
robust gora under infektionstryck (FMC 2025).
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3. Metod

Denna studie bestod av tva delar: faltforsok och for laboratoriestudier.

3.1 Faltforsok

Faltforsoken bestod av inokulerade faltforsok som genomfordes under 2025.

3.1.1 Inokulerade faltforsok 2025

De inokulerade forsdken var placerade pa tva lokaler 1 Skane: Borgeby och
Helgegarden 1 Skepparslov. Forsoken inokulerades den 30 juni 2025 med isolat av
C. beticola som samlats in under 2024 och var dérfér en mix av isolat fran hela
odlingsomrédet i Skane. Inokuleringen utférdes enligt standardmetoder beskrivna
under 2.3.3. Sort- och fungicidforsoken pa Helgegarden inokulerades med full dos
inokulum och forsoket 1 Borgeby inokulerades med halv dos inokulum. For att
sakerstdlla gynnsamma forhallanden for bade sockerbetorna och C. beticola
anvindes bevattning pa bada forsoksplatserna. Forsoken genomfordes som
randomiserade blockforsok med fyra upprepningar och etablerades samt
hanterades enligt standarder for sockerbetsforsok om inget annat uppges.

I sortforsoket pa Helgegirden testades totalt atta sorter varav sju ar
kommersiellt etablerade pd den svenska marknaden. Den éttonde var en europeisk
sort med tolerans mot C. beticola. Inga fungicidbekdmpningar utfoérdes i
sortforsoket. Det fanns ett sortforsok i Borgeby ocksa men det uteslots pd grund
av dalig forsokskvalité.

I fungicidforsdken pa Helgegérden och i Borgeby testades sju olika
bekdmpningsstrategier (Tabell 2) i en vanlig kommersiell sort. Alla fungiciderna i
strategierna dr godkénda for anvdndning i sockerbetor i Sverige, forutom
Propulse. Tva biostumulanter testades ocksa: Aquicine Duo och Nuvola OR. Den
forsta fungicidbekdmpningen utfordes nér de forsta symptomen observerades,
vilket var den tredje veckan i juli och den andra bekdmpningen utfordes tre veckor
senare, vilket foljer svenska rekommendationer for fungicidbekdmpning 1
sockerbetor (Sockerbetor.nu 2025). Led 7 (Tabell 2), med Nuvola OR,
behandlades dven preventivt den 30 juni, fore inokuleringen med C. beticola.
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Tabell 2. Bekdmpningsstrategierna med tillhérande FRAC-grupper som anvindes i
fungicidforsoken ddir 2x betyder att bekdmpningen utfordes tvd gdanger och virdet
[framfor preparatnamnet dr dosen i l/ha.

Led Bekdmpningsstrategier FRAC-grupp
1 Obehandlad -
2 2x(0,3 Comet Pro + 1,5 Revyona) 11+3
3 2x(0,3 Comet Pro + 0,8 Propulse) 11+3,7
4  2x0,3 Comet Pro 11
5  2x (0,5 Amistar Gold) 11+3
6 2x(0,3 Comet Pro + 3,5 Aquicine Duo) 11
7 1 Nuvola OR +2x (1 NuvolaOR + 0,3 11

Comet Pro)

Gradering och skord av forséken samt statistisk analys av forsoksdata

Forsoken graderades okulért veckovis. Sortforsoket graderades mellan vecka 29
och 39 och fungicidforsoken mellan vecka 31 och 39. Graderingen utfordes enligt
en niogradig skala dér 1 ar helt symptomfri och 9 anger 100% symptom pa
bladytan. Forsoken skordades och analyserades av Hushallningsséllskapet enligt
deras forsoksstandard. Statistisk analys av skorderesultaten fran forsdken
genomfordes med linjdra mixade modeller med funktionen /mer i paketet Ime4
(Bates et al. 2015) i programvaran R 3.4.3 (R Core Team 2017) och for hantering
av data fran graderingarna anvindes Microsoft Excel.

3.2 Laborationer

Fenotypisk kénslighet for fungicider bestimdes med in vitro pa agarplattor och
mikrotiterplattor pa isolat 1-12, varav nio isolat var svenska och tre var danska,
samtliga var frdn 2025. Forekomst av G143 A mutationen i cytb-genen bestdmdes
pa alla 48 isolaten. Isolaten kom framst frdn Sverige och Danmark 2024-2025,
det fanns dven enstaka isolat som var dldre och tvé fran Tyskland (Tabell 3).
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Tabell 3. Alla isolat som inkluderades i studien med information om insamlingsdr och
ursprungsland.

Isolat Ar Land Isolat Ar Land
1 2025 Sverige 25 2023  Danmark
2 2025 Sverige 26 2024  Danmark
3 2025 Danmark 27 2014 Sverige
4 2025 Sverige 28 2024 Sverige
5 2025 Sverige 29 2024  Danmark
6 2025 Danmark 30 2024 Sverige
7 2025 Sverige 31 2024 Sverige
8 2025 Sverige 32 2010  Tyskland
9 2025 Sverige 33 2023  Danmark
10 2025 Sverige 34 2024 Sverige
11 2025 Sverige 35 2024  Danmark
12 2025 Danmark 36 2004 Sverige
13 2025 Danmark 37 2001  Tyskland
14 2025 Danmark 38 2024  Danmark
15 2025 Danmark 39 2024  Danmark
16 2025 Danmark 40 2024 Sverige
17 2025 Danmark 41 2024  Danmark
18 2025 Danmark 42 2025 Sverige
19 2025 Danmark 43 2025  Danmark
20 2025 Danmark 44 2025 Sverige
21 2025 Danmark 45 2025  Danmark
22 1985 Sverige 46 2025  Danmark
23 2024 Sverige 47 2025 Sverige
24 2024 Sverige 48 2025 Sverige

3.2.1 Fenotypisk kanslighet pa agar

Som odlingsmedium anvéndes en modifierad V8-agar (80 ml tomatjuice, 320 ml
avjoniserat- vatten samt 8 gram agar (20% juice-koncentration). Mediet
steriliserades genom autoklavering och tempererades dérefter till 50 °C 1 ett
temperaturskap fore tillsats av fungicider. Totalt testades sex fungicider med olika
koncentrationsgradienter (Tabell 4).
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Tabell 4. FRAC-grupperna, aktiva substanserna samt koncentrationerna som anvindes
till agarplattorna. Samtliga aktiva substanser kommer frdan Sigma Aldrich forutom
mefentriflukonazol, ddr Revyona anvindes (BASF).

Aktiv substans FRAC-grupp Koncentrationer (mg/1)
Protiokonazol 3 10, 1,0,1,0,01,0
Difenokonazol 3 10, 1,0,1,0,01,0
Mefentriflukonazol 3 10, 1,0,1,0,01,0
Pyraklostrobin 11 10,0

Azoxystrobin 11 10,0

Fluopyram 7 10,0

De tekniska fungiciderna (Sigma-Aldrich) 16stes initialt i aceton till en
stamlosning om 100mg/ml och spdddes dérefter i1 aceton till en arbetslosning pa 4
mg/ml. Den formulerade produkten mefentriflukonazol (Revyona, BASF,
75mg/ml) spaddes med avjoniserat vatten till en motsvarande arbetslosning om
4mg/ml. For 6nskade mélkoncentrationer (10; 1; 0,1; 0,01 och 0 mg/1) 1 agarn,
genomfordes en spadningsserie. Vid den hdgsta koncentrationen (10 mg/1)
tillsattes 1 ml arbetslosning till 399 ml agarblandning, vilket resulterade i en
slutlig fungicidkoncentration 1 agarplattona pa 10 mg/l och en
acetonkoncentration pé 0,25% for de acetonldsta substanserna. Kontrollplattorna
(0 mg/1) preparerades med motsvarande méingd aceton for att utesluta eventuella
effekter frdn aceton pd svampens tillvéixt. Fungiciderna tillsattes 1 agarldsningen
under konstant omrorning for att sékerstilla en homogen l9sning innan plattorna
gjots.

I arbetet inkluderades isolat 1-12 och pa varje agarplatta anvindes en
mycelplugg (5 mm i diameter) fran respektive isolat som inokulum (Tabell 3).
Varje kombination av isolat, fungicid och koncentration utférdes med tva replikat.
Samtliga plattor inkuberades vid 21°C i morker under 20 dygn.

Figur 4. Agarplattorna vid mdtning av inhibering av mefentriflukonazol pd isolat
8 efter 20 dygn. Foto: Carl-Hugo Jonsson
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Databearbetning och statistisk analys

Efter inkubationsperioden (20 dygn) méttes diametern av svampens mycel genom
tva vinkelrdta métningar och subtraherades med mycelpluggens diameter (5 mm),
vilket gav en genomsnittlig tillvéxt per isolat och koncentration (Figur 4).

Den statistiska analysen utférdes 1 R (version 4.5.2). For protiokonazol,
difenokonazol och mefentriflukonazol (FRAC grupp 3), berdknades EC50-virden
med standardavvikelser samt det relativa standardfelet (RSE) genom
fyrparameters log-logistisk modell (LL.4) med hjilp av paketet drc i R (Ritz et al.
2015). For att sdkerstélla biologisk relevans fixerades modellens nedre gréns till 0
(ingen himning) och den &vre gransen till 100 (total himning). RSE beréknades
som kvoten mellan standardavvikelsen och EC50-vérdet multiplicerat med 100
for att fa en procentsats. Detta matt anvindes fOr att sdkerstélla att modellens
precision var jimforbar mellan isolat och olika kénslighetsnivaer.

For azoxystrobin och pyraklostrobin (FRAC 11) och fluopyram (FRAC 7)
anvéandes endast koncentrationerna 0 och 10 mg/l (Tabell 4), darfor utvarderades
kinsligheten diktomt. Isolat som uppvisade tillvixthdmning dverstigande 50% vid
10 mg/ml klassificerades som kinsliga medan isolat med en himning under 50%
klassificerades som icke-kéinsliga (resistenta).

3.2.2 Mikrotitertest

Metoder for test av fungicidkanslighet hos isolat 1-12 (Tabell 3) mot
protiokonazol, difenokonazol och mefentriflukonazol (FRAC-klass 3) pa
mikrotiterplattor utvecklades och testades.

Framstdllning och val av inokulum

Vid test av fungicidkénslighet enligt mikrotiterplattmetoden hos C. beticola kan
inokulum besté av antingen konidier eller mycel (2.3.3). I detta arbete valdes
mycel som inokulum av tvd huvudsakliga skél. For det forsta krdver produktion
av sporer hos C. beticola specifika miljoforhallanden och ar déarfor inte lika enkelt
som att anvinda mycel. For det andra valdes mycel utifrén verkningsmekanismen
hos de fungicider som ska testas vilket & DMI-fungicider (FRAC-klass 3) som
himmar ergosterolsyntesen, vilket &r en kritisk process vid just myceltillvaxt.
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Figur 5. Bild pa mycelbollar av C. beticola som producerats i tomatjuice-medium
under konstant omréorning, ljus och 25 °C i fyra dygn. Foto: Carl-Hugo Jonsson

For att fa fram rent inokulum anvindes mycelbollar som producerades genom
att mycelpluggar fran agarplatta dverforts 1 flytande tomatjuicemedium 1
glasflaskor och sedan var under konstant ljus och rotation samt en temperatur pa
25 °C i fyra dygn (Figur 5). Metoden med mycelbollar valdes framfor anvéindning
av agarpluggar med mycel och konidier eftersom det sdkerstiller att endast rent
mycel anvidnds och inga rester av agar men dven eftersom det dr smidigt och
tidseffektivt att producera mycelbollar.

Utveckling av homogeniseringsmetod

En avgorande utmaning i metodutvecklingen var att finna en steril och praktisk
metod att homogenisera mycelet till en homogen mycellésning med lamplig
storlek pd mycelfragmenten, framfor allt eftersom det inte fanns ndgon
homogeniseringsmaskin tillgdanglig i NBR:s laboratorium. Matsuzaki et al. (2021)
sonderdelade och homogeniserade mycelet med en mixer och med hjélp av silar
med 120 och 20 mikrometer fick 30 - 120 mikrometers mycelfragment. Denna
metod testades men avfardades da det bedomdes som svart att upprétthalla
tillracklig sterilitet under processen men dven eftersom det var praktiskt svért att
sila mycelfragmenten.
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Figur 6. Bild pd homogeniserat mycel med hjilp av metallkulor till mikrotiterplattorna.
Foto: Carl-Hugo Jonsson

Den metod som slutligen valdes var mekanisk fragmentering med metallkulor
(3mm diameter) i1 provror av plast vilket efterliknar homogeniseringsmetod av
Lien & Chanda (2025). Tre mycelbollar 6verfordes till 15 ml autoklaverat Potato
Dextrose Broth (PDB) i provror med sterila metallkulor (Figur 5; Figur 6). Genom
vortex och skakning sonderdelades mycelbollarna till mindre fragment i en
homogeniserad 16sning. Aven om exakt mycelkoncentration inte kunde faststillas
pa grund av for stora mycelfragment for en hemocytometer, beddmdes metoden
ge tillforlitlig méngd inokulum. Det blev inte exakt samma méngd inokulum for
alla isolat men daremot var det samma inom varje isolat.

Val av medium och vdglingd

Tre olika flytande medier utvdrderades: en jastmix, tomatjuicemedium samt PDB.
PDB valdes for de slutliga forsoken dé den var enklast att arbeta med och
upplevades ge mest tillforlitligt resultat. Vaglangderna 450 nm och 620 nm fanns
att tillgd pa NBR:s spektrofotometer och bada testades dérfor, utifrdn vad
testplattorna visade och vad Lien & Chanda (2025) beskriver i deras studie valdes
450 nm f0r testet pa isolat 1-12.

Fungicider och koncentrationer

Av de tre DMI-fungiciderna protiokonazol, difenokonazol och mefentriflukonazol
som testades var protiokonazol och difenokonazol 16sta i aceton (100mg/ml)
(Sigma Aldrich). Den kommersiella produkten Revyona (75mg/ml, BASF)
anvéndes for mefentriflukonazol. For att se skillnader i1 kénslighet och
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mojligheten att berdkna EC50-vérden anvindes en logaritmisk spddningsserie av
fungiciderna (Tabell 5).

Tabell 5. FRAC-grupperna, aktiva substanserna samt koncentrationerna som anvdndes
till mikrotiterplatt-testet. Samtliga aktiva substanser kommer fran Sigma Aldrich men
mefentriflukonazol kommer frdn Revyona (BASF).

Aktiv substans FRAC-grupp  Koncentrationer (mg/1)

Protiokonazol 3 100, 10, 1,0,1,0
Difenokonazol 3 100, 10,1, 0,1, 0
Mefentriflukonazol 3 100, 10,1, 0,1, 0

I de fOrsta testen med mikrotiterplattorna anvandes 0,01mg/l som lagsta
koncentration, samma som for agarplattorna, men det bedémdes som for 1gt for
att hdmma isolaten. Dérfor anvindes en spadningsserie med intervallet 100; 10; 1;
0,1; 0 mg/l. For de acetonldsta fungiciderna anvindes acetonkontroll med 0,5%
aceton for att sékerstélla att acetonet inte paverkade svampens tillvixt negativt
eftersom acetonhalten i brunnarna blev 0,5% vid fungicidkoncentrationen
100mg/1.

Kdnslighetstestet pd isolat 1—12 med mikrotiterplattmetoden

Testet utfordes i 96-brunns mikrotiterplattor (Figur 7). Varje kombination av

isolat och fungicidkoncentration testades med tre brunnar (replikat). Till varje
brunn tillférdes 120 pl mycel-16sning (Figur 6) och 30 ul fungicidlosning for
onskad malkoncentration i brunnarna.

Figur 7. Bild pd en mikrotiterplatta vid det fenotypiska kdnslighetstestet av DMI-
fungiciderna. Foto: Carl-Hugo Jonsson
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Plattorna inkuberades i fyra dygn under totalt morker och 21 °C. Absorbansen
mittes vid 450 nm precis innan inkubering och efter fyra dygn. Genom att
subtrahera absorbansvirdet av forsta métningen fran andra métningen
eliminerades bakgrundsbrus fran vitskan och andra partiklar vilket resulterade 1
att den 6kade absorbansen endast gav ren myceltillvixt av C. beticola.

Statistisk analys

Data sammanstilldes i Microsoft Excel for att berdkna medelinhibering mot
kontrollen per fungicid, koncentration och isolat. For alla isolat med
medelinhibering 6ver 50% beridknades EC50-virdena med standardavvikelser
samt det relativa standardfelet (RSE) i programvaran R version 4.5.2 (R Core
Team 2025). Berdkningarna genomférdes med paketet drc med en fyraparameters
log-logistisk modell (LL.4) (Ritz et al. 2015). Modellen fixerades med en nedre
grans pa 0 (ingen hdmning) och en dvre grans pa 100 (total himning).

3.2.3 Genotypisk undersdkning av G143A mutationen med
Sanger-sekvensering

Totalt 48 isolat inkluderades 1 undersokningen (Tabell 3). Mycel till DNA-
extraktionen togs frdn mycelbollar som odlats i flytande tomatjuice-medium under
konstant rotation 1 4 dygn och 25 °C (Figur 5). Mycelbollarna 6verfordes till
provror med glaskulor och frystorkades 1 -83 °C under 48 timmar for att sedan
homogeniseras. DNA extraherades med maskinen Maelstrom 4800 tillsammans
med NucleoMag® DNA Plant kit enligt tillverkarens instruktioner. DNA-
koncentrationer i de extraherade proverna méttes med Qubit ™. Samtliga DNA-
prover spiddes till slutkoncentrationen av 1 ng uL-!.

For att identifiera mutationer kopplade till fungicidresistens amplifierades
genen cytb dar G143 A mutationen &r beldgen. Samtliga reaktioner genomfordes 1
en totalvolym om 25 pL 1 en VeritiPro 96-wll Thermal Cycler PCR-maskin. For
att kontrollera eventuell kontaminering anvindes en negativ kontroll (NTC) i
varje korning. For cytb-genen anvindes primrarna 738 cytb F och 739 cytb R
(Tabell 6) och standard PCR-mix med PCR-programmen 1 Tabell 7.

Tabell 6. Primrarna som anvdndes vid PCR (Bolton et al. 2013)

Primer Sekvens
738 cytb F 5’-CAGCTTCAGCATTTTTCTTCTT-3’
739 cytb R 5’-TGGCAGAAAACATAGCAATAACA-3’
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Tabell 7. PCR-programmen som koérdes for primrarna 738cytbF och 739cytbR.

Steg 1 Steg 2 Steg 3
Temperatur 95°C 95°C 60°C 72°C 72°C 15°C
Tid 0:05:00 0:00:30 0:00:30 0:00:30 0:07:00 0
Antal cykler 1x 35x 1x

For att kontrollera att amplifieringen fungerade utférdes gelelektrofores i 1%
agarosgel vid 300V och 180 mA under 20 minuter. PCR-produkterna renades
dérefter med Sera-Mag™magentic carboxylate beads. De renade produkterna
skickades till Macrogen Europe for Sanger-sekvensering. Sekvenserna av alla
isolat lastes sedan av med SeqMan Ultra med vildtypen "EF176921.1” himtad
fran GenBank som referens. Sekvensen "CAA ATG TCT TTA TGA” ar
nukleotid-sekvensen precis innan de tre nukleotiderna som kodar for G143 A-
aminosyran och anvindes darfor for att hitta G143 A mutationen 1 SeqMan Ultra.
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4. Resultat

4.1 Inokulerade faltforsok

Resultat fran graderingar samt skord fran inokulerade sort- och fungicid-forsok.
Odlingséret 2025 var gynnsamt for sockerbetsodlingen med hoga sockerskordar.
Angreppen av bladsvamparna betrost, mjéldagg och ramularia var normala medan
angreppen av cercospora var kraftigare dn normalt (Figur 1), speciellt i bevattnade
omréden.

4.1.1 Inokulerade sortforsoket

Graderingsresultatet fran det inokulerade sortférsoket visade att den toleranta
sorten var mer motstandskraftig mot cercospora én de sju svenska
marknadssorterna som testades (Figur 8). Den toleranta sorten hade frén v.32 inte
lika snabb utveckling av symptom pé bladen jimfort med de svenska
marknadssorterna. Trenden var genomgaende fram till graderingens slut v.39 da
den toleranta sortens bladmassa hade en genomsnittlig gradering pd 5,25 medan
de kommersiella sorterna lag mellan 7,25 och 8. De kommersiella sorternas
utveckling av symptom over tid foljde varandra frdn graderingens start till slut
och det var inga storre skillnader i angreppsgrad eller angreppshastighet mellan

sorterna.
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Figur 8. Veckovisa graderingar av cercosporasymptom med skalan 1-9 dir 1=frisk och
9=100% angripen bladyta i det inokulerade sortforséket pa Helgegdrden 2025. Graferna
visar graderingsresultat fran sju svenska marknadssorter fran olika frofirmor samt en
cercosporatolerant sort.
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Skillnaderna pa angrepp av cercospora pa bladmassan mellan den toleranta
sorten och marknadssorterna v.39 syns tydligt i Figur 9. Angrepp av andra
bladsvampar som betrost, mjoldagg och ramularia fanns men var véldigt svaga pa

grund av kraftiga angrepp av cercospora och graderades inte.

Figur 9. Bild fran det inokulerade sortforséket pa Helgegdrden vecka 39. Mitt i bilden
syns parcellen med tolerant sort och i parcellerna till vinster och héger dr det vanliga
kommersiella sorter. Foto: Carl-Hugo Jonsson

I det inokulerade sortforsoket pa Helgegarden 2025 fanns tydliga signifikanta
skillnader mellan sorterna (p<0,0001). Forsoket visade laga
variationskoefficienter (CV) for sockerskord som var 5,2%. Den toleranta sorten
hade hogst sockerskord (15,9 t/ha) vilket &r signifikant hogre én alla de andra
sorterna forutom sort 6 (14,8 ton/ha) eftersom LSD-vérdet ar 1,3. Sockerskorden
for marknadssorterna varierade mellan 13,6 och 14,8 (t/ha) och ddrmed fanns inga
signifikanta skillnader pa sockerskdrden mellan marknadssorterna. LSD virdet for
sockerhalten var 0,9 och den toleranta sorten hade hogst sockerhalt (16,4%),
dérmed signifikant hogre &n sort 1, 5, 6 och 8. Inga signifikanta skillnader
observerades mellan marknadssorternas sockerhalt. Den toleranta sorten hade
hogst rotskord (96,7 t/ha) vilket var signifikant hdgre &n sort 2, 4 och 7 men inte
signifikant jamfort med sort 1, 5, 6 och 8.
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Tabell 8. Skorderesultat fran det inokulerade sortforsoket pad Helgegdrden 2025.
Rotskord (t/ha), sockerhalt (%) och sockerskord (t/ha) presenteras med tillhorande LSD-,
CV- och p-vdirde.

Sorter Rotskord (t/ha)  Sockerhalt (%)  Sockerskord (t/ha)

Sort 1 89,3 15,2 13,7
Sort 2 86,1 16,0 13,9
Tolerant sort 96,7 16,4 15,9
Sort 4 86,8 16,0 13,6
Sort 5 95,3 15,5 14,6
Sort 6 94,7 15,5 14,8
Sort 7 86,9 16,0 13,9
Sort 8 92,1 15,4 14,2
LSD 8,1 0,9 1,3
CvV 5,4 3,7 52
p-virde <0,0001 <0,0001 <0,0001

4.1.2 Inokulerade fungicidforsoken

Har presenteras gradering- och skorderesultat fran inokulerade fungicidforsok
fran tva lokaler i Skdne samt sammanslagning av lokalerna.

Gradering- och skérderesultat for fungicidforsoket pa Helgegdrden

Alla leden visade 6kande symptom av cercospora éver tid och med liknande
utvecklingshastighet under sédsongen. Det obehandlade ledet fick kraftigare
symptom tidigare pd sdsongen vilket d&ven leden med Comet Pro och (Comet Pro
+ Aquinice Duo) fick. Det skiljde sig mot leden med (Comet pro + Revyona,
(Comet Pro + Propulse), Amistar Gold och (Comet Pro + Nuvola) som fran och
med v.32 fram till v.39 visade lagre andel symptom. Ledet med (Comet Pro +
Propulse) hade minst symptom vid sista graderingen.
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Figur 10. Veckovisa graderingar av cercosporasymptom med skalan 1-9 ddr 1=frisk och
9=100% angripen bladyta i inokulerat fungicidforsék pa Helgegarden 2025. Graferna
visar obehandlat led, de rekommenderade fungicidbehandlingarna mot bladsvampar i
sockerbetor i Sverige samt Propulse och tva biosimulanter, Aquicine Duo och Nuvola.

I fungicidforsoket pa Helgegarden fanns statistiska skillnader for rotskord och
sockerskord (p <0,05) medan inga signifikanta skillnader pavisades for sockerhalt
(Tabell 9). Led 2, 3 och 5 hade signifikant hogre sockerskord dn obehandlat (LSD
1,4) och didrmed 11%, 15% och 12% hdogre sockerskord dn obehandlat. De hade
dven hogre sockerhalt 4n obehandlat men inte signifikant. Led 3 var det enda ledet
som hade signifikant (LSD 7,1) hogre rotskord (100,4 t/ha) dn obehandlat (89,8
t/ha). Led 4 och 6 hade ldgre rotskord och sockerskord jamfort med obehandlat
men utan signifikans.
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Tabell 9. Skérdedata fran fungicidforsoket pa Helgegdrden 2025. Rotskord (t/ha),
sockerhalt (%), sockerskord (t/ha) och relativtal presenteras med tillhorande
LSD-, CV- och p-virde. Led 1, obehandlad (R), dr referensledet.

Led  Behandling Rotskdrd  Sockerhalt Sockerskérd —Relativ
(t/ha) (%) (t/ha)
1 Obehandlad (R) 89,8 15,1 13,6 100
2 2x (0,3 Comet Pro + 1,5 96,7 15,6 15,1 111
Revyona)
3 2x (0,3 Comet Pro + 0,8 100,4 15,6 15,6 115
Propulse)
4 2x 0,3 Comet Pro 87,3 15,0 13,1 96
5 2x (0,5 Amistar Gold) 96,1 15,8 15,2 112
6 2x (0,3 Comet Pro + 3,5 88.2 15,2 13,4 99
Aquicine Duo)
7 1 Nuvola OR + 2x (1 91,4 15,5 14,2 105
Nuvola + 0,3 Comet Pro)
LSD 7,1 ns 1,4
Cv 5,6 3,0 6,9
p-virde <0.05 0,172 <0.05

Gradering- och skorderesultat for fungicidforsoket i Borgeby

Alla led hade en 6kande utveckling av cercosporasymptom under sdsongen (Figur
11) och vid v.34 utmirkte sig leden med Comet Pro + Propulse och Comet Pro +
Aquicine Duo genom att de inte fick lika kraftig 6kning av symptom som de
andra leden. Vid graderingens slut hade det obehandlade ledet kraftigast symptom
medan ledet med (Comet Pro + Propulse) har ldgst andel symptom. De andra
leden har liknande mangd symptom.
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Figur 11. Veckovisa graderingar av cercosporasymptom med skalan 1-9 ddr
1=frisk och 9=100% angripen bladyta i inokulerat fungicidforsék i Borgeby
2025. Graferna visar obehandlat led, de rekommenderade fungicidbehand-
lingarna mot bladsvampar i sockerbetor i Sverige samt Propulse och tvd
biosimulanter, Aquicine Duo och Nuvola.

I det inokulerade fungicidforsoket 1 Borgeby, dér halv dos inokulum anvéndes
vid inokulering, fanns inga statistiska sikerstédllda skillnader mellan leden (Tabell
10). Forsoket hade hog kvalité med CV-virden under 5% men inga p-vérden
<0,05. Led 2 (19,7 t/ha) och led 3 (19,2 t/ha) hade 8% respektive 5% hogre
sockerskord jamfort med obehandlat (16,9 t/ha). Vidare hade dven led 2 (17,4%)
och led 3 (17,3%) hogst sockerhalter medan led 5 ldgst (16,6%), en skillnad med
0,8 och 0,7 procentenheter, dock utan signifikans. Led 4 och 5 hade tva respektive
tre procentenheter lagre sockerskord dn obehandlat (utan signifikans).

41



Tabell 10.Skordedata fran fungicidférsoket i Borgeby 2025. Rotskord (t/ha), sockerhalt
(%), sockerskord (t/ha) och relativtal presenteras med tillhérande LSD-, CV- och p-
vdrde. Led 1, obehandlad (R), dr referensledet.

Led Behandling Rotskord Sockerhalt Sockerskérd Relativ
(t/ha) (%) (t/ha)
1 Obehandlad (R) 108,0 16,9 18,3 100
2 2x (0,3 Comet Pro + 1,5 113,7 17,4 19,7 108
Revyona)
3 2x (0,3 Comet Pro + 0,8 110,7 17,3 19,2 105
Propulse)
4 2x 0,3 Comet Pro 104,7 17,0 17,8 97
5 2x (0,5 Amistar Gold) 108,2 16,6 17,9 98
6 2x (0,3 Comet Pro + 3,5 111,1 17,0 18,9 103
Aquicine Duo)
7 1 Nuvola OR + 2x (1 110,3 17,0 18,7 102
Nuvola + 0,3 Comet Pro)
LSD ns ns ns
Cv 3,5 2,1 4,7
p-virde 0,167 0,142 0,115

Gradering- och skorderesultat, bada fungicidforsokslokalerna

Sammanslagning av graderingsresultat frdn bada lokalerna (Figur 12) visade en
genomgdende trend med kraftigare cercosporasymptom desto ldngre sdsongen
gick. Ledet med Comet Pro + Propulse hade fran och med v.34 fram till v.39
minst symptom. Det obehandlade ledet hade marginellt kraftigast symptom fran
v.32 till v.39. De 6vriga bekdmpningsleden f6ljde samma trend 1 utveckling av
symptom over sdsongen som obehandlat och vid v.39 14g de ndrmre obehandlat i
andel symptom 4n ledet med Comet Pro + Propulse.
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Figur 12. Veckovisa graderingar av cercosporasymptom med skalan 1-9 ddr
1=frisk och 9=100% angripen bladyta i bdda de inokulerade fungicidforsok fran
2025. Graferna visar obehandlat led, de rekommenderade fungicidbehand-
lingarna mot bladsvampar i sockerbetor i Sverige samt Propulse och tva
biosimulanter,; Aquicine Duo och Nuvola.

De sammanslagna resultaten fran bada lokalerna (Helgegarden och Borgeby)
visade signifikanta skillnader for rotskord och sockerskord (p <0,05) men inte for
sockerhalt (Tabell 11). Kvalitén pa forsoken var god med CV-virden mellan 2,7%
och 6,0%. Led 2 (105,2 t/ha) och led 3 (105,6 t/ha) hade signifikant hogre
rotskord dn obehandlat (98,8 t/ha). Sockerskorden var ocksa signifikant hogre (p
<0,05 med LSD 1,0) jamfort med det obehandlade ledet (15,9 t/ha) for led 2 (17,4
t/ha) och for led 3 (17,4 t/ha). Led 5 (16,7 t/ha) och for led 7 (16,5 t/ha) hade
signifikant hogre skord jamfort med led 4 (15,4 t/ha) och dven hogre én
obehandlat men utan signifikans.
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Tabell 11. Skordedata fran bdda inokulerade fungicidférsoken 2025. Rotskérd (t/ha),
sockerhalt (%), sockerskord (t/ha) och relativtal presenteras med tillhérande LSD-, CV-
och p-virde. Led 1, obehandlad (R), dr referensledet.

Led  Behandling Rotskdrd  Sockerhalt Sockerskord —Relativ
(t/ha) (%) (t/ha)
1 Obehandlad (R) 98,8 16,0 15,9 100
2 2x (0,3 Comet Pro + 1,5 105,2 16,5 17,4 109
Revyona)
3 2x (0,3 Comet Pro + 0,8 105,6 16,5 17,4 109
Propulse)
4 2x 0,3 Comet Pro 96,0 16,0 15,4 97
5 2x (0,5 Amistar Gold) 102,5 16,2 16,7 105
6 2x (0,3 Comet Pro + 3,5 99,1 16,1 16,0 101
Aquicine Duo)
7 1 Nuvola OR + 2x (1 100,8 16,3 16,5 104
Nuvola + 0,3 Comet Pro)
LSD 4,7 ns 1,0
Cv 4,8 2,7 6,0
p-vérde <0.05 0,133 <0.05

4.2 Fungicidresistens

Har presenteras resultat fran fenotypiskt kédnslighetstest mot protiokonazol,
difenokonazol, mefentriflukonazol, azozystrobin, pyraklostrobin och fluopyram
med agarplattmetod pa isolat 1-12 (Tabell 3). Vidare presenteras dven resultat
fran fenotypiskt kénslighetstest mot protiokonazol, difenokonazol,
mefentriflukonazol med mikrotiterplattmetod pé isolat 1-12 (Tabell 12; Tabell
14). Aven resultat frin Sanger-sekvensering p4 isolat 1-48 (Tabell 16) dér
punktmutationen G143A i cytb-genen har undersokts.

4.2.1 Fenotypisk kanslighet enligt agarplattmetoden

Fenotypisk kdnslighet for DMI-fungicider pd agarplattor

Fenotypisk kénslighet, vilket for denna metod visualiserades med EC50-virden
(<10mg/l), testades pa isolat 1-12 (Tabell 3) mot de aktiva substanserna
protiokonazol, difenokonazol och mefentriflukonazol. EC50-virden med
standardavvikelser for alla tre aktiva substanser presenteras i Tabell 12. Av de
tolv testade isolaten med agarplattmetoden uppvisades kinslighet mot
protiokonazol hos isolat 3 (EC50 = 3,87 mg/l) och isolat 10 (EC50 = 4,86 mg/l).
For difenokonazol var isolat 2, 3, 6, 8, 10 och 11 kdnsliga med EC50-virden fran
0,45 mg/1 till 4,53 mg/1 (Tabell 12). Vidare var ocksé isolat 3, 6, 8, 10 och 11
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kansliga mot mefentriflukonazol med EC50-véirden mellan 0,51 mg/1 till 8,66
mg/l.
Tabell 12. EC50-virden och standardavvikelser for isolat 1-12 berdknade i R for

protiokonazol, difenokonazol och mefentriflukonazol frdan agarplattmetod med
fungicidkoncentrationerna 10; 1; 0,1; 0,01, 0 mg/I.

Isolat Pro EC50 std  Dif EC50 (mg/l) std Mef EC50 std

(mg/1) (mg/1)
1 >10 - >10 - >10 -
2 >10 - 3,65 0,88 >10 -
3 3,87 2,58 0,70 0,18 6,29 1,32
4 >10 - >10 - >10 -
5 >10 - >10 - >10 -
6 >10 - 1,55 0,37 3,13 0,63
7 >10 - >10 - >10 -
8 >10 - 0,45 0,10 0,51 0,09
9 >10 - >10 - >10 -
10 4,86 3,07 2,35 0,47 8,66 2,00
11 >10 - 4,53 1,26 5,89 1,42
12 >10 - >10 - >10 -

Standardavvikelserna for difenokonazol (Tabell 12) var generellt 1dga och med
RSE-virden mellan 20% och 28% (Tabell 13) vilket pavisade tillforlitliga EC50-
virden for difenokonazol. Vidare var RSE-virdena for mefentriflukonazol ocksa
inom liknande intervall som for difenokonazol dven dér pavisade tillforlitliga
resultat. Protiokonazol hade RSE-vidrden péd 63% och 67% vilket innebar att
EC50-vérdena inte var lika tillforlitliga som for difenokonazol och
mefentriflukonazol.

Tabell 13. Det relativa standardfelet (RSE) berdknat fran EC50-vdrden och
standardavvikelse for protiokonazol, difenokonazol och mefentriflukonazol pa
agarplattmetoden.

Isolat RSEPro RSEDif RSE Mef

2 67% 24% -

3 - 25% 21%
6 - 24% 20%
8 63% 21% 17%
10 - 20% 23%
11 - 28% 24%
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Fenotypisk kdnslighet for strobiluriner samt SDHI pa agarplattor

Fungicidresistens mot de aktiva substanserna azoxystrobin (del i Amistar Gold)
och pyraklostrobin (Comet Pro) samt fluopyram (del i Propulse) testades pa isolat
1-12 (Tabell 3) genom agarplattmetoden (3.2.1). For fluopyram (SDHI) hade alla
isolat en inhibering <50% vid 10 mg/l och var dérfor inte kénsliga for den aktiva
substansen. For azoxystrobin och pyraklostrobin visade alla isolat utom isolat 3 en
inhibering <50% vid 10mg/1 vilket betydde att de inte var kédnsliga mot dessa.
Isolat 3 hade inhiberingen 55% och for pyraklostrobin 52% vid 10 mg/I for
azoxystrobin. Eftersom endast koncentrationerna 0 mg/1 och 10 mg/I testades
kunde inget trovirdigt EC50-virde berdknas pa grund av for fa matpunkter.

4.2.2 Fenotypisk kanslighet enligt mikrotiterplattmetoden

I Tabell 14 visas EC50-virdena fran mikrotiterplattmetoden med
standardavvikelser som indikerade hur sikra EC50-virdena var. Isolat 1 var enligt
mikrotiterplattmetoden extremt kénsligt for mefentriflukonazol, EC50-vérde
kunde ej berdknas da inhiberingen vid lagsta koncentrationen (0,1mg/l) var 81%.
Det var stor skillnad i kénslighet mellan isolaten och de tre DMI-fungiciderna.
Isolaten uppvisade generellt lagst kinslighet mot protiokonazol med EC50-vérden
pa 18,1 mg/l for isolat 6 och 16,5 mg/1 {or isolat 7. Alla andra isolat bedomdes
inte vara kinsliga mot protiokonazol med EC50-véirden >100 mg/l. Isolaten
uppvisade kraftigast kénslighet mot mefentriflukonazol dér isolat 1, 8, 9, 10 och
11 hade EC50-vérden under 1 mg/l. Isolaten uppvisade liknande kénslighet mot
difenokonazol men med lite hogre EC50-véarden &n mefentriflukonazol. Isolat 2, 4
och 5 var inte kédnsliga mot difenokonazol och isolat 2, 4 och 5 var inte kénsliga
mot mefentriflukonazol med EC50-virden> 100mg/l. Isolat 2 och 5 var de enda
isolaten som inte var kénsliga mot ndgon av de tre DMI-fungiciderna.
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Tabell 14. EC50-virden och standardavvikelser for isolat 1—12 berdknade i R for
protiokonazol, difenokonazol och mefentriflukonazol fran mikrotiterplattmetod
med fungicidkoncentrationerna 100; 10; 1; 0,1; 0 mg/I.

Isolat Pro EC50 std Dif EC50 std Mef EC50 std

(mg/1) (mg/1) (mg/l)
1 >100 - 0,58 0,47 <0,1 -
2 >100 - >100 - >100 -
3 >100 - 50,1 33,4 10,2 9,14
4 >100 - >100 - 4,16 3,86
5 >100 - >100 - >100 -
6 18,1 6,52 473 19,3 >100 -
7 16,5 9,66 19,6 12,8 11,8 11,5
8 >100 - 4,34 3,94 0,19 0,41
9 >100 - 1,81 1,48 0,10 0,20
10 >100 - 3,74 3,16 0,10 0,17
11 >100 - 12,3 6,01 0,73 0,63
12 >100 - 26,2 17,0 41,9 20,7

Variationen 1 skattningen av EC50-virdena varierade avsevirt, vilket
aterspeglades i de berdknade standardavvikelserna och de relativa standardfelen
(Tabell 14; Tabell 15). RSE-vérdena for isolat 6 (36%) och 7 (59%) var bland de
lagre RSE vérdena i testet. For difenokonazol var RSE-virdena mellan 41% och
91% samtidigt som mefentriflukonazol hade hdgre och stdrre spridning pa RSE-
virdena. De var mellan 49% och 216% dar isolat 8, 9 och 10 hade véirden 6ver
170%. De hoga RSE-virdena indikerade att de beriknade EC50-vardena var
statistiskt instabila och ddrmed mindre tillforlitliga.

Tabell 15. Det relativa standardfelet (RSE) berdknat fran EC50-vdrden och
standardavvikelse for protiokonazol, difenokonazol och mefentriflukonazol pa
mikrotiterplattmetoden.

Isolat RSE RSE Dif RSE Mef
Pro

1 - 81% -

3 - 67% 90%

4 - - 93%
6 36% 41% -
7
8
9

59% 65% 97%
- 91% 216%
- 82% 200%

10 - 84% 170%
11 - 49% 86%
12 - 65% 49%
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4.2.3 Sanger-sekvensering av cytb-genen

Sanger-sekvensering av cytb-genen utfordes pa 48 isolat av C. beticola for att
undersdoka om G143 A-mutationen fanns. Resultaten 1 Tabell 16 visade att av de
48 analyserade isolaten uppvisade majoriteten (44) den specifika G143 A-
mutationen GGT - GCT. Alla isolat fran 2025 bar pa G143 A mutationen och
dven alla frin 2024 forutom isolat 30. Aven ett isolat frn Tyskland 2010 (isolat
32) bar pa mutationen medan isolat 22, 36 och 37 inte hade punktmutationen.

Tabell 16. Alla 48 isolat som testats om G143A-mutationen i cytb-genen dr
ndrvarande. Aven vilket land och ar som isolatet dr ifran.

Isolat Mutation Ar Land Isolat Mutation Ar Land
icytb icytb
1 GI143A 2025 Sverige 25 GI143A 2023 Danmark
2 G143A 2025 Sverige 26 GI143A 2024 Danmark
3 Gl143A 2025 Danmark 27 GI143A 2014  Sverige
4 GI143A 2025 Sverige 28 GI43A 2024  Sverige
5 GI143A 2025 Sverige 29 Gl143A 2024 Danmark
6 Gl143A 2025 Danmark 30 2024  Sverige
7 GIl43A 2025 Sverige 31 G143A 2024  Sverige
8 G143A 2025 Sverige 32 G143A 2010 Tyskland
9 GI143A 2025 Sverige 33 GI143A 2023 Danmark
10 GIl43A 2025 Sverige 34 G143A 2024  Sverige
11 GI143A 2025 Sverige 35 Gl143A 2024 Danmark
12 G143A 2025 Danmark 36 2004  Sverige
13 Gl143A 2025 Danmark 37 2001 Tyskland
14 GI143A 2025 Danmark 38 GI143A 2024 Danmark
15 G143A 2025 Danmark 39 GI143A 2024 Danmark
16 GI143A 2025 Danmark 40 GI43A 2024  Sverige
17 GI143A 2025 Danmark 41 GI143A 2024 Danmark
18 Gl143A 2025 Danmark | 42 G143A 2025  Sverige
19 GI143A 2025 Danmark 43 GI143A 2025 Danmark
20 Gl143A 2025 Danmark | 44 GI143A 2025  Sverige
21 G143A 2025 Danmark 45 GI143A 2025 Danmark
22 1985  Sverige 46 G143A 2025 Danmark
23 GI143A 2024 Sverige 47 G143A 2025  Sverige
24 GI143A 2024  Sverige 48 G143A 2025  Sverige

Figur 13 visar kromatogram och sekvensen for forward- och reverse-
sekvenserna vid delen av cytb-genen som G143 A-mutationen satt pa tva isolat.
Isolat 22 hade samma nukleotidsekvens som referensen (WT), GGT i bade
forward- och reverse- sekvensen vilket innebar att den inte bar pa G143A
mutationen, vilket ddremot isolat 23 gjorde eftersom GGT - GCT.
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Figur 13. Kromatogram dver en del av cytb-genen hos C. beticola. Oversta raden
visar vildtypsekvens. Isolat 22 uppvisar vildtypsekvens GGT medan isolat
uppvisar GCT som ger upphov till G143A-mutationen.
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5. Diskussion

5.1 Inokulerade faltforsok

5.1.1 Sortforsok

Resultatet frdn det inokulerade sortforsoket pa Helgegéarden 2025 visade att
sortvalet var en avgdrande faktor for att hantera kraftiga angrepp av cercospora.
Ett tydligt samband som visade detta var att den toleranta sorten hade hogst
sockerskord och ldgst angreppsgrad jamfort med marknadssorterna (Figur 8;
Tabell 8). Marknadssorternas bladmassa var néistan helt nedvissen till f6ljd av de
kraftiga angreppen och borjade sitta nya blad. Den toleranta sorten klarade att
motstd angreppen lingre in pé sdsongen och fick aldrig riktigt kraftiga symptom
(Figur 8). Detta aterspeglades i att den toleranta sorten hade hogst sockerhalt,
signifikant hogre @n sorterna 1, 5, 6 och 8 (Tabell 8), eftersom den inte behovt
lagga energi i form av socker till att sitta nya blad som marknadssorterna var
tvungna till (Rangel et al. 2020). Marknadssorterna visade inte nagra signifikanta
skillnader for sockerskord dar skordeintervallet var mellan 13,6—-14,8 t/ha
(LSD=1,3), och inte heller for sockerhalten som varierade mellan 15,2-16,0 %
(LSD=0,9) (Tabell 8). Det, och att det inte finns ndgra speciella skillnader 1
angreppsgrad vid graderingen (Figur 8), visade att det inte fanns tillrdckligt bra
tolerans mot kraftiga angrepp av cercospora hos de svenska marknadssorterna i
dagsléget.

Det finns ett behov av att fa in toleranta sorter pa den svenska marknaden for
att hantera kraftigare angrepp av cercospora. Det ér dérfor viktigt att toleranta
sorter dr med 1 framtida sortprovningar sa att testas under svenska forhallanden.

5.1.2 Fungicidforsok

Resultaten fran de inokulerade fungicidforsoken visade att valet av preparat var
avgorande for att hantera ett hogt infektionstryck av cercospora.
Fungicidbehandlingarna som gav bést resultat, led 2 (Comet Pro+Revyona), led 3
(Comet Pro+Propulse) och led 5 (Amistar Gold) visade hogre merskord jamfort
med obehandlat dn de andra leden. Gemensamt for dessa var att alla var DMI-
fungicider (FRAC-grupp 3). En anmérkningsvérd observation var att led 4 (Comet
Pro) hade liagre sockerskord dn de obehandlade leden i Borgeby och pa
Helgegarden. Detta kan sannolikt forklaras av strobilurinresistens eftersom det
gjorde fungiciden verkningslds mot cercospora. Detta trots att det knappt fanns
ndgra skillnader i cercosporasymptom mellan obehandlat och led 4 (Comet Pro).
Eftersom 1 princip alla isolat som sekvenserades hade G143 A-mutationen
(Tabell 16), och att det varit hart selektionstryck genom aren pa grund av hog
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anvandning av strobiluriner i sockerbetsodlingen, var det hog sannolikhet att
cercospora i de inokulerade forsoken var resistenta mot strobiluriner.

Skillnaden i fungicidprogrammet mellan led 4 och led 7 var att led 7 inneholl
biostimulanten Nuvola. Led 7 hade signifikant hogre sockerskord och rotskord
jamfort med led 4 nir bada lokalerna slogs samman (Tabell 11). Biostimulanten
applicerades i forebyggande syfte innan inokulering men dven i
bekdmpningsprogrammet. Syftet med biostimulanten var att den skulle forbéttra
sockerbetans niringsupptag, rottillvixt och inducerande forsvar (FMC 2025). Led
6 som ocksa innehdll en biostimulant (Aquicine Duo) hade hogre rotskord,
sockerhalt och sockerskord &n bade led 4 och obehandlat men utan signifikans.
Eftersom forsoken sdg lovande ut men bara utforts under ett ar kan det vara
intressant att fortsétta testa dessa biostimulanter och andra biostimulanter i
framtida forsok. Speciellt eftersom de tillgdngliga fungicidernas
bekdmpningseffekt blir svagare och att det sker mer forskning inom biologisk
bekdmpning mot patogener som cercospora (2.3.4).

Graderingsresultaten visade att alla led forutom led 3 (Propulse) pa
Helgegarden hade en gradering mellan 7,7-8 och 1 Borgeby mellan 5,5-6,5 vilket
var 1,5 lagre gradering for de leden i Borgeby jamfort med Helgegarden (Figur
10; Figur 11). Det kan eventuellt forklarats av att det i Borgeby applicerades halv
dos inokulum vid inokuleringen. Statistiken fran skorderesultaten fran
Helgegérden (Tabell 9) som hade kraftigare angrepp generellt, visade signifikanta
skillnader for rot- och socker-skdrd medan i Borgeby dér det inte var lika kraftiga
angrepp fanns ingen signifikans for skordeparametrarna (Tabell 10). Det kan vara
en indikation mot att det krévs starka angrepp av C. beticola for att fa
bekdmpningseffekter av fungicider men dven da sortegenskaper som tolerans
utvérderas (Kaiser & Varrelmann 2009). Vidare var dven skordarna hogre i leden
1 Borgeby jamfort med Helgegérden (Tabell 9; Tabell 10) vilket troligtvis berodde
pa lokala forutsattningar som bordighet och véderfaktorer men
inokuleringsméngden och angreppsgraden kan ocksa vara en piverkande faktor
till skordeskillnaderna mellan platserna.

En jaimforelse mellan inokulerade forsok och de svenska officiella
fungicidforsoken (2019-2024) med naturlig infektion belyser vikten av artificiell
inokulering. De svenska forsoken hade sannolikt lagre tryck av cercospora och
dominerades i stéllet av betrost (Uromyces betae) och mjoldagg (Erysiphe betae).
Detta forklarar att behandlingen med enbart Comet Pro resulterade i en
skordedkning pa 1,5 ton socker per hektar i dessa forsok (Tabell 1), da
strobiluriner har god effekt pa bade betrost och mjoldagg. Vid franvaro av ett
betydande cercospora-tryck maskerades bristen pé effekt mot patogenen. I de
inokulerade forsoken resulterade dock Comet Pro-behandlingen i en ldgre
sockerskord per hektar jamfort med obehandlat led. En tinkbar forklaring var att
fungiciden bekdmpade konkurrerande svampar, vilket gav den
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strobilurinresistenta C. beticola 6kat utrymme att angripa. Detta understryker den
omfattande resistensproblematiken for strobiluriner vid bekdmpning av
cercospora.

Propulse innehaller protiokonazol (DMI) och fluopyram (SDHI). Trots att
behandlingen med (Comet Pro + Propulse) uppvisade hogst skordeutbyte och
lagst angreppsgrad i fungicidférsoken (Tabell 9; Tabell 10; Tabell 11; Figur 10;
Figur 11; Figur 12), indikerade de fenotypiska kdnslighetstesterna en reducerad
kénslighet mot protiokonazol hos de testade isolaten (Tabell 12; Tabell 14. Detta
belyser komplexiteten i att Oversitta laborationsresultat till faltforhallanden. De
hoga EC50-virden som uppmiittes 1 laboratoriet tyder pa en begynnande
resistensutveckling, ddr populationen riskerar att na en kritisk punkt dér
fungicidkontrollen gar forlorad.

Att faststélla exakta troskelvirden for kénslighet hos enskilda isolat dr svart,
snarare bor resultaten ses som en indikation pa en pagaende trend i populationen.
Den goda effekten i félt kan forklaras av att den praktiska dosen fortfarande
overstiger den koncentration som krévs for kontroll, men de férhdjda EC50-
vardena utgor en viktig varningssignal. Det understryker vikten av att kombinera
féaltstudier med kontinuerliga undersdkningar i laboratorier for att kunna forutse
fordndringar i fungicidrespons over tid, dd enbart faltforsok riskerar att maskera
begynnande resistensproblematik.

5.1.3 Jamforelse mellan de fungicidférsdken och sortforsoket

Nér de inokulerade fungicidforsdken jamfors med det inokulerade sortforsoket, ar
det intressant att i fungicidforsoken fanns signifikanta skillnaderna i rotskdrden
samtidigt som det inte fanns ndgra signifikanta skillnader i sockerhalt, vilket kan
betyda att det kan vara rotskérden som driver skillnaderna i sockerskorden i
fungicidforsoket (Tabell 11). I sortforsoket daremot, hade den toleranta sorten
hogst sockerhalt och signifikant hogre sockerhalt dn sort 1, 5, 6 och 8, samtidigt
fanns det inte nagra signifikanta skillnader for sockerhalten inom de sju
marknadssorterna. Darfor ar det troligt att det &r sockerhalten som drivit upp
sockerskorden hos den toleranta sorten. Forklaringen kan delvis bero pa att
sockerhalten kan variera mellan olika sorter pa grund av genetiska faktorer.
Diremot ligger nog en stor del av forklaringen till skillnaderna mellan
sockerhalterna i att symptomen var mycket kraftigare pa marknadssorterna dn den
toleranta sorten (Figur 8). Eftersom marknadssorterna hade sa kraftiga angrepp
och fick producera nya blad, allokerades troligen en stor del av sockret fran roten
till ny bladmassaproduktion vilket sédnkte sockerhalten. I fungicidforsoken dér det
inte fanns signifikanta skillnader i sockerhalten, var skillnaderna i angreppsgraden
mellan behandlingarna heller inte s& stor som mellan marknadssorterna och den
toleranta sorten i sortforsoket (Figur 12). Detta indikerar att vid kraftiga angrepp
ar det framfor allt sockerhalten som paverkar sockerskorden.
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Fungicidforsoket och sortforsoket pa Helgegérden 1ag precis bredvid varandra
och hade exakt samma abiotiska forutséttningar. Om det basta ledet i
fungicidforsoket pa Helgegarden (Comet Pro + Propulse) med rotskord (100,4
t/ha), sockerhalt (15,6%) och sockerskord (15,6 t/ha) (Tabell 9), jimfors med den
toleranta sorten fran Helgegérden med rotskord (96,7 t/ha), sockerhalt (16,4%)
och sockerskord (15,9 t/ha) (Tabell 8). Hade den toleranta sortens hogre
sockerskord (0,3 ton socker/ha), trots en lagre rotskord pa 3,7 t/ha och trots att
inga fungicider anvéndes 1 sortforsoket. Det kan forklaras av den hogre
sockerhalten och dirmed den betydligt l14gre angreppsgraden (Figur 8; Figur 10).
Den lagre rotskorden hos den toleranta sorten kan komma av den "trade off” som
sker vid véxtforddling av toleranta sorter men blir nddvandig vid kraftiga angrepp,
vilket visualiseras i de inokulerade forsoken. Slutligen &r det darfor viktigt att
minimera angreppen for att bibehalla sockerskdrden och vid minskad effekt av
fungicider blir darfor sortvalet extra viktigt. Det finns dven behov av att testa 1
faltforsok om fungicider fran exempelvis FRAC-grupp 21 eller biostimulanter kan
vara mojligt att anvdnda i svensk sockerbetsodling.

5.2 Laboratoriestudier

5.2.1 Skillnader mellan agarplatt- och mikrotiterplatt-metoderna
och deras EC50-varden

DM]I-fungiciderna

Skillnaderna i kinslighet hos isolaten mot DMI-fungiciderna skiljde sig en del
mellan agarplatt- och mikrotiterplatt-metoden vilket kan bero pa olika faktorer. En
kan vara de olika koncentrationsgradienter dar agarplattmetoden hade 0,01 mg/I
som lagsta och 10 mg/l som hogsta koncentration jamfort med
mikrotiterplattmetoden vars lagsta koncentration var 0,1 mg/l och hogsta var 100
mg/l. Detta gjorde det svarare att jaimfora EC50-virdena pé isolaten.

Den genomgéende trenden for bada metoderna var att isolaten var minst
kénsliga mot protiokonazol men mer kinsliga mot difenokonazol och
mefentriflukonazol i bdde agraplatt- och mikrotiterplatt-metoden. Diaremot var det
skillnad pa kénsligheterna (EC50-virdena) inom samma isolat och fungicid
mellan metoderna vilket sdnkte trovirdigheten for resultaten. Ett exempel var
isolat 1 som pd agarplattmetoden har EC50-vdrde> 10 mg/l medan 1
mikrotiterplattmetoden ett EC50-virde <0,1 mg/l som var lagsta koncentrationen
vilket gjorde resultatet blir missvisande. Aven isolat 6 skiljde sig for
mefentriflukonazol dér det visade sig kénslig pd agarplattmetoden men inte med
mikrotiterplattmetoden, som dessutom hade en hogsta koncentration pa 100 mg/I.
Déaremot visade de andra fyra isolaten (3, 8, 10 och 11) kénslighet bade pa
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agarplattorna och i mikrotiterplattorna men med genomgaende hogre EC50-
virden pa agarplattorna.

For difenokonazol fanns ocksa skillnader mellan isolatens kénslighet pa de tva
olika metoderna. Till exempel uppvisar isolat 2 kénslighet for difenokonazol pa
agarplattmetoden med EC50-virde pé 3,65 mg/l medan pa mikrotiterplattmetoden
uppvisades ingen kédnslighet med EC50-virde >100 mg/l. Daremot uppvisade de
andra fem isolaten som var kinsliga pa agarplattmetoden ocksé kéinslighet pa
mikrotiterplattmetoden (3, 6, 8, 10 och 11) men med hogre EC50-varden pa
mikrotiterplattmetoden vilket var motsatsen till hur det var for
mefentriflukonazol.

For protiokonazol uppvisade isolat 3 och 10 kadnslighet men inte 1
mikrotiterplattmetoden dér det var isolat 6 och 7 som var kénsliga med EC50-
virden pa 18,1 och 16,5 mg/l. Det gar inte att dra nagra paralleller for isolat 6 och
7 till agarplattmetoden eftersom hogsta koncentrationen var 10 mg/1 och EC50-
virdena var 18,1 och 16,5 mg/ml. Diaremot borde isolat 3 och 10 uppvisa
kéinslighet pa mikrotiterplattmetoden eftersom de gjorde det pa agarplattorna
vilket paverkar trovirdigheten for mikrotiterplattmetoden negativt.

Standardavvikelserna och RSE-virdena var for alla fungicider genomgaende
lagre pd agarplattmetoden (Tabell 12; Tabell 13) &n for mikrotiterplattmetoden
(Tabell 14; Tabell 15) vilket indikerade att agarplattmetoden gav mindre variation
och ddrmed mer statistiskt sdkra resultat. Det gér darfor att utifran skillnaderna pa
EC50-virdena, standardavvikelserna och RSE-véirdena konstatera att
mikrotiterplattmetoden som anvéndes i detta arbete, inte ar tillrackligt stabil for
kéanslighetstest av DMI-fungicider pa C. beticola och att det finns fortsatt behov
av metodutveckling pa mikrotiterplattmetoden.

Mikrotiterplattmetoden i NBR:s laboratorium behdver utvecklas genom bittre
och jamnare homogenisering av mycelfragmenten sé att mycelfragmenten blir lika
stora och att mycelkoncentrationen blir likvérdig i alla brunnar och for alla isolat,
da olika mingd inokulum gor att tillvdxten varierar. Det kan uppnas genom att
anvdnda en homogeniseringsmaskin likt (Lien & Chanda 2025). For att undvika
felkdllorna med mycelhomogeniseringen kan sporer anvéndas i stillet for mycel,
vilket Mullender et al. (2021) anvént sig av, vilket 4r mojligt men dd méste
isolaten bilda sporer for att det ska fungera.

Metoden for utspadning av fungiciderna som gors i PDB behdver ocksa
utvecklas. Det upplevdes att fungiciderna 16sta i aceton félldes ut i PDB:n vilket
paverkar den faktiska fungicidkoncentrationen i brunnarna och kan vara en stor
felkélla. Samma problematik upplevdes inte ndr den kommersiell produkten
Revyona anvindes eftersom den dr mer vattenldslig dn de rena tekniskt 16sta
fungiciderna. Koncentrationsgradienterna behdver ocksé utvecklas med fler
koncentrationer for sdkrare prediktion av EC50-virden. Mikrotiterplattmetoden
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behdver en ldgre ldgsta koncentration for att EC50-vérden ska kunna berdknas for
valdigt kénsliga isolat.

Agarplattmetoden bedoms att utifran de laga RSE-virdena (20%-28%), ge
tillfredstéllande sékra resultat for undersokning av fenotypisk kénslighet mot
DMI-fungicider och kan anvindas for framtida fenotypiska kénslighetstest. For
bittre prediktion av EC50-vdrden och sikrare statistiska resultat kan metoden
utvecklas med fler replikat per isolat och en hogre hogsta-koncentration (10 mg/l),
exempelvis 50 eller 100 mg/1, for att fa fler matvérden till EC50-vérdena.

Strobilurinerna och SDHI pa agarplattmetoden

Det fenotypiska kinslighetstestet av azoxystrobin, pyraklostrobin och fluopyram
visade tydligt att isolaten inte var kédnsliga mot de aktiva substanserna. Fluopyram
som dr en SDHI i bland annat Propulse testades for att undersdka om det fnns
synergistiska effekter av att blanda protiokonazol och fluopyram eftersom
Propulse visar goda bekdmpningseffekter i de inokulerade faltforsoken samtidigt
som isolaten visade svagast kénslighet mot protiokonazol pa de fenotypiska
kénslighetstesten. Eftersom isolaten inte visade ndgon kinslighet mot fluopyram
beddms den inte vara effektiv mot C. beticola vilket dven belysts i1 andra artiklar
(Sautua et al. 2020). Daremot kan det vara intressant med faltforsok med endast
en SDHI-produkt for att undersoka bekdmpningseffekten i praktiken och jamfora
det med fler laboratorieundersokningar.

Pyraklostrobin som dr enda aktiva substans i Comet Pro och azoxystrobin som
tillsammans med difenokonazol ingér i Amistar Gold bedomdes verkningsldsa pé
alla de tolv testade isolaten forutom isolat 3 (4.2.1). Det betyder att effekterna av
Amistar Gold mot cercospora i huvudsak beror av difenokonazol-delen 1
produkten. Resultaten stimde bra 6verens med Sanger-sekvenseringen som visade
att alla tolv isolat har G143 A-mutationen (Tabell 16) och bor dédrfor vara
resistenta. Daremot borde isolat 3, som hade G143 A-mutationen, inte visa
kénslighet mot vare sig azoxystrobin eller pyraklostrobin dé strobilurinresistens
innebar fullstdndig resistens vid punktmutation, vilket den gjorde. Det kan bero pa
felkéllor 1 agarplattmetoden som att SHAM inte anvandes och att C. beticolas
alternativa respirationsvigar anvindes. Om vidare studier av fungicidresistens
mot stribiluriner ska ske med agarplattmetoden bor SHAM inkluderas for att
utesluta denna felkilla (Secor & Rivera 2012).

5.2.2 Sanger-sekvensering och forekomsten av G143A-
mutationen

Sanger-sekvenseringen av de 48 isolaten visade att strobilurinresistens orsakad av
G143 A mutationen fanns i alla undersokta svenska och danska isolat fran 2025
och 1 alla forutom ett frdn 2024. Det betyder dock inte att alla isolat 1 det svenska

55



och danska odlingsomradet dr resistenta mot strobiluriner eftersom populationerna
inom odlingsomradet kan skiljas at, bland annat beroende pa det historiska
selektionstrycket av fungicider och av bade naturlig och antropogen spridning av
C. beticola. Diaremot visar det med sékerhet att det finns isolat som &r resistenta
mot strobiluriner 1 sockerbetsodlingarna och att dessa isolat blir verkningslosa
mot fungicider med strobiluriner. Eftersom strobiluriner har god effekt mot
konkurrerande svampar som betrost (Uromyces betae) och mjoldagg (Erysiphe
betae) blir konkurrensen mellan dem och cercospora mindre och darfor enklare
for cercospora att orsaka kraftiga angrepp. Vidare dr det intressant att de dldre
isolaten fran 1985, 2001 och 2004 inte hade G143 A mutationen vilket kan ge en
fingervisning om att strobilurinresistensen kommit pd senare tid. Det dr dven
intressant att isolat 32 fran Tyskland 2010 hade mutationen dé det visar att det
redan fanns strobilurinresistens 1 Tyskland vid den tiden.

Sanger-sekvensering ar betydligt effektivare och mer exakt dn
agarplattmetoden nir resistens mot strobiluriner ska undersokas, speciellt da det ar
kvalitativ resistens eftersom endast en punktmutation ger upphov till fullstindig
resistens, till skillnad frdn DMI-fungiciderna som &r kvantitativa dar flera olika
mekanismer paverkar kédnsligheten. Darfor bor, om mdjligt, Sanger-sekvensering
anvindas i framtiden om C. beticola isolat ska testas mot strobilurinresistens men
agarplattmetoden fungerar ocksa (Secor & Rivera 2012).

Det gar dven att undersoka mutationer i CYP51-genen kopplade till DMI-
resistens med Sanger-sekvensering (Hoffmeister et al. 2024) men eftersom det
finns flera olika kombinationer samt andra forsvarsmekanismer mot DMI-
fungicider hos C. beticola krivs mycket arbete for att koppla dem till praktiken.
Det behovs omfattande fenotypiska kénslighetstest for att dra slutsatser om
kopplingen mellan mutationerna och minskad kénslighet. Eftersom det kan vara
stor skillnad 1 populationerna 1 odlingslandskapet blir det svart att applicera
resultat om olika punktmutationer och fenotypisk kénslighet mot DMI-fungicider
pa C. beticola. Det betyder att, utifrdn NBR:s forutsittningar, ir fenotypiskt
kanslighetstest med agarplatt- eller mikrotiterplatt-metoden den effektivaste
metoden for att fa en bild av kénsligheten hos isolat mot DMI-fungicider i
odlingslandskapet 1 dagsléaget.
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6. Slutsatser

Cercospora dr en av de allvarligaste bladsvamparna i global sockerbetsodling.
Med 6kade angrepp i Sverige och utbredd fungicidresistens globalt finns behov av
bittre forstdelse for cercospora polycykliska livscykel, mekanismerna bakom
fungicidresistens men dven hur vixtforddling kan hantera patogenen vilket detta
arbete gar genom.

Det inokulerade sortforsoket visade att sortvalet dr en viktig faktor for att hantera
kraftiga angrepp av cercospora. Den toleranta sorten presterade béttre @n alla de
andra svenska marknadssorterna som inte har tillrackligt bra motstdndskraft mot
cercospora. Dérfor ér det viktigt att det kommer in toleranta sorter mot cercospora
1 Sverige. De inokulerade fungicidforsdken bekriftade att kemisk bekdmpning
med DMI-fungicider, framfor allt Propulse, dr det mest effektiva kemiska
verktyget i dagslidget. Eftersom strobilurinresistensen dr utbredd i Sverige och
Danmark, har Comet Pro, som innehéller strobiluriner, ingen effekt mot
cercospora. Som komplement till de kemiska fungiciderna visade biostimulanten
Nuvola OR vissa positiva effekter och det finns behov av vidare forskning och
forsok med biostimulanter generellt mot cercospora. Det finns ocksd behov av att
undersdka mojligheterna for att anvénda fungicider frdn FRAC-gupp 21 (Qil) som
komplement till DMI-fungiciderna.

Metodutvecklingen i NBR:s laboratorium konstaterades att agarplattmetoden 1
dagsldget ar den mest tillforlitliga for att faststidlla EC50-véarden och att NBR har
mdjlighet att testa kdnslighet mot fungicider in vitro. Det finns behov av
metodutveckling av mikrotiterplattmetoden med béttre homogenisering av mycel
men dven mer korrekt utspddningen av fungiciderna. De fenotypiska
kénslighetstesten visade att isolaten frén 2025 inte var kénsliga mot azoxystrobin,
pyraklostrobin eller fluopyram. Av DMI-fungiciderna var isolaten minst kansliga
mot protiokonazol medan difenokonazol och mefentriflukonazol hade bast effekt.

Sammanfattningsvis utgor detta arbete en vésentlig vetenskaplig grund for en
fordjupad forstaelse av C. beticola och dessa framtida hantering 1 ett fordnderligt
klimat. Detta genom forbattrad kunskap om patogenens biologi och
resistensmekanismer men dven utveckling av in vitro-tester samt mojligheten att
undersoka sorter och bekdmpningsstrategier i inokulerade faltforsok. Studiens
resultat betonar vikten av att proaktivt bredda verktygsladan genom integration av
resistensforddling, diversifierad fungicidanvéndning och odlingstekniska atgarder.
Denna typ av studier dr avgorande for att sdkerstilla den svenska
sockerbetsproduktionens langsiktiga resiliens och konkurrenskraft under ett
tilltagande sjukdomstryck.
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Popularvetenskaplig sammanfattning

Cercospora beticola ér en svamp som under de senaste aren blivit ett vixande
problem i svensk sockerbetsodling. Den ger upphov till karakteristiska symptom
som leder till nekrotiska flickar och doda blad. Det minskar fotosyntesen och kan
leda till stora skordeforluster och forsdmrad sockerkvalité. Svampen har en
polycyklisk livscykel vilket kan innebér att den kan infektera flera gdnger under
en sdsong. Det &r en hemibiotrof svamp vilket betyder att den forst infekterar
sockerbetan utan nigra visuella symptom och beroende pa forhallanden syns
symptomen tva veckor efter infektion som i Sverige brukar vara i slutet av juli. C.
beticola har en dverlevnadsstruktur som kallas pseudostromata som dverlever pad
vaxtrester 1 falt och dr d&ven den primaéra kéllan till nya sporer.

Faltforsok som genomforts 2025 visar att toleranta sorter ger lagre
angreppsnivaer och battre sockerhalt och sockerskord dn vanliga marknassorter
vid hoga angreppsnivaer. Bland kemiska atgérder gav DMI-fungicider bést
bekdmpningseffekt i forsoken dar Propulse gav mist symptom och hogs
sockerskord. Strobiluriner som Comet Pro visade inte nagon tydlig
bekdmpningseffekt. Intressant nog 6kade kombinationen av (Comet Pro + Nuvola
OR) sockerskorden jamfort med endast Comet Pro, vilket tyder pa att
biostimulanter kan vara ett anvindbart komplement i bekdmpningsstrategin.

Laboratorieanalyser utvecklade i studien jamfor tvé fenotypiska metoder for att
mata svampens kédnslighet mot fungicider; agarplattmetoden och
mikrotiterplattmetoden. Agarplattmetoden, som méter svampens radiella tillvaxt
pa fast medium, gav stabilare och mer tillforlitliga resultat i NBR:s laboratorium.
Mikrotiterplattmetoden, som miter myceltillvéxt i flytande medium med en
spektrofotometer, visade lovande resultat men behdver vidareutveckling for att bli
lika robust. Resultaten visar ocksa att isolat fran Sverige och Danmark 2025
uppvisar minskad kéanslighet mot speciellt protiokonazol men var kénsligare mot
difenokonazol och mefentriflukonazol. De visade ingen kinslighet mot tva
strobiluriner och en SDHI-fungicid.

Genetiska analyser bekréftar att G143 A-mutationen i cytb-genen dr mycket
vanlig 1 de undersdkta isolaten, vilket forklarar den utbredda resistensen mot
strobilurin-fungicider. Detta innebér att enstaka fungicidgrupper snabbt kan bli
ineffektivt och att resistensovervakning dr nodvindig.

Praktiska slutsatser for odlare och radgivare &r att satsa pa toleranta sorter,
variera och begrinsa anvindningen av fungicider fran samma FRAC-grupp,
integrera flera odlingsatgirder som plojning och bra vaxtfoljd och anvinda
fungicidforsok tillsammans med laboratoriebaserade resistensdvervakning for att
styra preparatval.
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Publicering och arkivering

Godkénda sjdlvstindiga arbeten (examensarbeten) vid SLU kan publiceras
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