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ABSTRACT

Herbicide resistance is the result of an evolutionary process where a population gradually
changes from being susceptible to being resistant to an herbicide. The resistance mechanism
is usually a change in the biochemistry of the weed, but in some cases changes in morphology
or growth rhythm. The change is caused by random mutations. Two resistance mechanisms
are found in black-grass; target site resistance and metabolic resistance.

Black-grass is a tufty, winter annual grass weed, which is mainly found in milder climates.
Black-grass is a big problem in Southern Europe. In Sweden, it has its main extension in
Skane, Oland and Gotland.

Herbicide resistance is increasing on a global level, especially in farming systems that
strongly rely on chemical spraying. Four major factors affecting the build up of resistance are;
length of life cycle, spreading, methods of weed control and also the seed bank in the soil.
Integrated weed management is required for long-term control of black-grass. A varied
chemical spraying should be complemented by other methods, e.g. in crop rotation and tillage
methods, increased mechanical methods, clean machines etc. It’s important to alternate
between different modes of action, since one reason for increased resistance is that the same
herbicide or a few modes of action recurs frequently.

There are several methods for testing herbicide resistance. This thesis includes a germination
test in petri dishes. Four herbicide from different herbicide groups are tested in seven
populations of black-grass, from three different countries. The experiment is a part of a
comparative study between laboratories in several Nordic and Baltic countries. The evaluation
of the test includes three methods; visual assessment of the coverage, frequency of the number
of shoots over 1 cm and a dry matter test. The herbicides are; fenoxaprop-P (in the herbicide
Event Super), cycloxydim (Focus Ultra), sulfometuron (Oust) and pendimethalin (Stomp).

The result matched with the expected resistance level for some of the populations and
herbicides, but not for all. This may be due to experimental mistakes. A repeating of the test
would be optimal, to secure more accurate conclusions about the robustness of the test.

Through this work I have come to the conclusion that it’s difficult to find a robust and fast
method to detect metabolic resistance. Seed tests to detect target site resistance are often
good, but as metabolic resistance usually occurs later in plant development, dose-response-
tests in pots are preferred.



SAMMANFATTNING

Herbicidresistens ar resultatet av en evolutionar process dar en population gradvis andras fran
att vara mottaglig for en herbicid till att bli motstandskraftig. Resistensmekanismen bestar
oftast i en foréandring av biokemin hos ograset, men i vissa fall av d&ndrad morfologi eller
utvecklingsrytm. Forandringen orsakas av slumpmaéssiga mutationer. Hos ogréset renkavle ar
tva resistensmekanismer konstaterade; target site-resistens och metabolisk resistens.

Renkavle &r ett tuvbildande, vinterannuellt grésogrds som frdmst finns i mildare
klimatomraden. Renkavle ar ett stort problem soderut i Europa. | Sverige har den sin framsta
utbredning i Skane, pa Oland och Gotland.

Globalt sett 6kar herbicidresistens, sarskilt i jordbrukssystem som starkt forlitar sig pa kemisk
ograsbekampning. Fyra viktiga faktorer som paverkar resistensuppbyggnad ar; langden pa
livscykeln, spridning av ogréaset, metoder for ogréaskontroll, samt frobanken i marken.
Integrerad bekampning kravs for att langsiktigt kontrollera renkavle. Varierad kemisk
bekampning bor kompletteras med andra atgarder, tex. i vaxtfolijd och
jordbearbetningsmetod, 6kad mekanisk bekdmpning, noggrann rengdring av maskiner etc.
Viktigt ar att alternera mellan olika verkningsmekanismer vid den kemiska bek&mpningen,
eftersom en orsak till 6kad resistens ar att samma eller ett fatal verkningsmekanismer ofta
aterkommer.

Det finns ett flertal metoder for testning av herbicidresistens. | detta arbete gors ett
groningsforsok i petriskalar, dar fyra herbicider ur olika herbicidgrupper testas pa sju
populationer av renkavle, fran tre olika lander. Forsoket ingar i en jamférande studie mellan
laboratorier i flera nordiska och baltiska lander. | utvarderingen ingar tre metoder; visuell
beddmning av tackningsgraden, frekvensrakning av antal skott Over 1 cm, samt ett
torrsubstanstest for att avgora den faktiska biomassan. De fyra herbiciderna ar; fenoxaprop-P
(i preparatet Event Super), cykloxidim (Focus Ultra), sulfometuron (Oust) och pendimetalin
(Stomp).

| forsoket hittades god 6verensstammelse med den forvantade resistensgraden for en del av
fropartierna och herbiciderna. For andra fropartier och herbicider var resultatet daremot inte
det forvantade. Orsaken kan ha varit forsoksfel. Testet skulle darfor behdva upprepas for att
kunna utesluta dessa eventuella fel som orsak till avvikelsen, sa att sakrare slutsatser kan dras
om hur robust testet ar.

Genom detta arbete har jag kommit fram till att det &r svart att hitta en robust snabbmetod for
att upptacka metabolisk resistens, men att det finns bra tester for target site-resistens. FoOr
target site-resistens ar frotest i petriskalar ofta en bra metod, men eftersom metabolisk
resistens oftast upptrader senare i plantans utveckling ar dos-respons-tester i krukor att
foredra.
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1. SYFTE

Detta arbete har tva syften: For det forsta, att ge en inblick i hur resistensproblemet ser ut i
renkavle, framforallt ur ett svenskt perspektiv. FOr det andra syftar arbetet till att utvardera en
standardiserad metod for att upptacka resistens. Detta gors genom ett groningsforsok i
petriskalar, dar fyra herbicider ur olika herbicidgrupper testas pa sju populationer av renkavle,
fran tre olika lander. Forsoket i detta arbete ar ett delforsok i en jamforande studie (s.k.
ringtest) mellan laboratorier i flera nordiska och baltiska lander, initierat av Nordic and Baltic
Resistance Action Group (NORBARAG).

Syftet med arbetet &r &ven att beskriva de verkningsmekanismer som ligger bakom en
resistensutveckling, samt vilka atgarder som kan sattas in for att minska en vidare utbredning
av resistens.

1.1 Avgransningar

En metodstudie gors, samt en litteraturstudie av herbicidresistens. Litteraturstudien kommer
att begrénsas till forklaringar av herbicidresistens, beskrivning av ograset och preparaten som
anvands i forsoket, resistensutbredningen i varlden, samt atgarder for att minska en vidare
resistensutveckling. En  mer ingaende del av biokemin for  herbicidernas
verkningsmekanismer, samt resistensmekanismer hos ograset gas igenom. | arbetet jamfors
aven forsoksmetoden med andra metoder som avser att upptdcka resistens. Fokus for
diskussionen ligger pa metoder for detektion av resistens.



2. LITTERATURSTUDIE
2.1 Definitioner av herbicidresistens

2.1.1 Normal funktion av herbicider

Né&r en planta bekdmpas med en modern, systemiskt verkande herbicid, tas herbiciden upp i
vaxten och verkar dar pa en eller flera malplatser. Nar herbiciden binder till malplatsen och
blockerar den, forhindras en livsviktig funktion i véxten (t.ex. fotosyntesen, bildning av vissa
aminosyror eller fetter), och plantan dor (Prather et al., 2000).

Herbicider kan i manga fall anvandas i véaxande grodor, utan att grodan tar skada. Det finns
tva typer av herbicider; selektiva och icke-selektiva. Icke-selektiva kallas de herbicider som
skadar bade de flesta ogréasarter och grédan, medan selektiva herbicider kan anvéandas i
vaxande groda utan att paverka grodan negativt i nagon storre utstrackning. Grodans
motstandskraft mot selektiva herbicider kan bero pa att herbicidens specifika maltavla (oftast
ett enzym) i ogréset, helt enkelt saknas hos grdodan eller férekommer i en okéanslig form.
Grodan har vanligtvis ocksa en battre formaga dn ogréaset att metabolisera (bryta ned)
herbiciden.

Herbicider dodar vissa vaxtarter, men inte andra, eftersom de allra flesta herbicider har ett
begransat s.k. ograsspektrum. Det innebdar att arter inom en viss herbicids ogrésspektrum kan
bek&dmpas effektivt, med en dos som ar ekonomiskt och praktiskt rimlig. Andra ograsarter
befinner sig utanfor herbicidens spektrum, och har darfér en god motstandskraft mot
bekampningsmedlet. Sadan normalt forekommande motstandskraft mot en herbicid brukar
inte kallas resistens.

2.1.2 Herbicidresistens — en forandring i ograsbestandet

En resistent ograsplanta ar en avvikande individ inom en art som normalt brukar kunna
bekampas val med herbiciden i fraga. Den resistenta plantan kan inte kontrolleras med en vl
utford bekampning med herbiciden i vanliga dosnivaer, eftersom den béar pd en genetiskt
betingad 6kning av motstandskraften mot just den aktuella herbiciden, jamfort med normala
plantor av arten.

Herbicidresistens beror oftast pa en forandrig av biokemin hos ogréset, men i vissa ovanliga
fall dven av forandringar i morfologin eller utvecklingsrytmen (Moss, 2002).
Resistensmekanismerna varierar mellan olika grupper av herbicider och &ven mellan
ograsarter. Totalt sett dominerar resistensfall mot fyra herbicidgrupper: ACCas-inhibitorer (en
typ av fettsyrasynteshammare) och ALS-inhibitorer (hdmmar syntes av vissa aminosyror,
sulfonylureor tillndr denna grupp), samt tva typer av fotosyntesinhibitorer; triaziner och
ureor/amider som inhiberar fotosyntes Il. Resistens mot dessa grupper uppgar till 91 % av alla
herbicidresistensfall i Europa, medan utanfor Europa uppgar de endast till 72 % av
resistensfallen (Moss, 2003).

Enligt Moss (2002) &r resistens en evolutionar process dar en population gradvis dndrats fran
att vara mottaglig for en herbicid till att bli resistent. Resistens ar ett resultat av slumpmaéssiga
mutationer (Prather et al., 2000). HRAC (2011) havdar att en liten andel individer i en
ograspopulation, genom en eller flera genmutationer, kan vara resistenta mot en viss herbicid
redan innan herbiciden har anvants. Vid en bekdmpning medfor detta att resistenta plantor
selekteras fram och uppférokas, tills att populationen domineras av resistenta individer. N&r
populationen domineras av resistenta plantor kan den kallas for en resistent population



(Prather et al., 2000). Oftast upptacks inte den nedsatta effekten av bekampningsmedel férran
10-20 % av ogréspopulationen &r resistent (Moss, 2002), men enligt Arvidsson et al. (1999)
krdvs att cirka 30 % av populationen ar resistent for att resistens ska kunna faststéllas. Det
finns inga vetenskapliga bevis for att herbiciden i sig kan skapa en resistens (Prather et al.,
2000), &ven om slumpmaéssiga mutationer kan ske dven efter att herbicider har anvéants (Moss,
2002). Prather et al. (2000) hédvdar att en herbicid enbart & en faktor som okar
selektionstrycket for resistenta individer. Ett hogre ograsantal pa féltet anses resultera i en
stOrre chans att resistenta individer upptrader.

De flesta moderna herbicider verkar, som tidigare namnts, pa en specifik plats i vaxten, ofta
genom att blockera nagot livsviktigt enzym, som i sin tur ofta kontrolleras av en enda gen.
Nar resistens uppstar hos ograset kan det racka med en enstaka mutation i den gen som kodar
for herbicidens malenzym. Sadan resistens brukar benamnas specifik resistens (Sjodal, 2005),
eller target site-resistens. En mutation i en ensam gen hos véxten ger, pa grund av att
bindningsstéllet for herbiciden andras och blockeras, en stark resistens (Prather et al., 2000),
aven om undantag finns, t.ex. target site resistens mot glyfosat (Baerson et al., 2002).

Bred resistens dr motsatsen till specifik resistens. Den innebér att flera gener &r inblandade,
och resistensgraden kan variera mellan plantor inom en ograspopulation. Ett vanligt
forekommande exempel pa bred resistens ar 6kad metabolism hos ogréset (Sjodal, 2005), s.k.
nedbrytningsresistens. Ograset far da en onormalt god formaga att bryta ned
bekampningsmedlet, alltsa ett liknande forsvar som grodor ofta har mot selektiva herbicider.
Metabolisk resistens ar inte kopplad till herbicidens verkningsmekanism, utan kan sla mot
herbicider ur vitt skilda herbicidgrupper.

Korsresistens innebér att en population ar resistent mot minst tva herbicider, antingen i
samma kemiska klass eller i olika klasser, p.g.a. samma resistensmekanism mot herbiciderna
(Moss, 2002).

En population kan ocksa vara resistent mot tva eller fler herbicider med olika
resistensmekanismer, helt oberoende av varandra. Da benamns resistensen som multiresistens
(Moss, 2002). Moss (2002) skriver att multiresistens upptrader allt oftare och kan komma att
bli ett problem i framtiden.

2.2 Beskrivning av renkavle och dess vaxtsatt

Renkavle (Alopecurus myosuroides Huds.) &r ett tuvbildande (Den virtuella floran, 2011),
vinterannuellt grasogras. Renkavle hittas oftast pa lerjordar, sarskilt styv lera (Andersson,
2010), men kan aven vaxa pa sandjordar och i vagkanter (Den virtuella floran, 2011).
Renkavle finns framst i omraden dar temperaturen ligger pa minst 15 grader under juli manad
(Thurston, 1972, i litteratursammanstallning av Andersson, 2010). | Sverige har den sin
utbredning i soder, framst i Skane, pa Oland och Gotland (Den virtuella floran, 2011), men
enligt Wellander (2009) har ograset aven hittats i Ostergétland och Vistergotland. Renkavlens
spridning har enligt Andersson (2010) till stor del berott pa att dess fron funnits i utsade. Att
renkavle sedan klarar att overleva langre norrut kan bero pa att vintrarna har blivit mildare,
men aven p.g.a. en alltmer reducerad jordbearbetning de senaste aren (Wellander, 2009). Att
renkavle gynnas av direktsadd och reducerad jordbearbetning bekraftas av studier gjorda av
Moss (1981, i litteratursammanstéllning av Andersson, 2010).



Renkavle kan bli upp till 60 centimeter hég och far en axlik vippa som kan bli ganska langt,
upp emot 8 centimeter (Fogelfors, 2011). Ograset har blagréna och langa blad (Den virtuella
floran, 2011) med strav ovansida och strava bladkanter. Snarpet ar langt, men vaxten saknar
helt bladéron (Fogelfors, 2011). Vippan ar forst blagron, men det ar vanligt férekommande att
den i solen far den brunaktig farg som kan skifta i violett. Denna farg &r ett bra kannetecken
for ograset, enligt Den virtuella floran (2011). Varje smaax har bara en blomma, och langa
utstickande borst (Fogelfors, 2011).

Renkavle blommar i juni-juli (Den virtuella floran, 2011) i Sverige, och drésar enligt
observationer utforda av Andersson (2010), fran borjan av juli till slutet av augusti. Detta
innebar att renkavlen hinner drosa innan skord av hostvete. | hostkorn daremot, som normalt
skordas tidigare, hinner bara ca 50 % av renkavlen drésa innan skord, enligt Andersson
(2010). Renkavlens utbredning i Europa hanger starkt ihop med odling av hdstvete och
hostkorn, fortsatter Andersson (2010). Moss (2003) hévdar att renkavle dessutom ar ett
konkurrenskraftigt ogras som har mojlighet att snabbt 6ka sin population i hostsadda grodor.

Renkavle har p.g.a. sina grunt vaxande rotter hos de unga plantorna, en god formaga att klara
av vattenmattade jordar under hosten. Plantorna avstannar sin tillvaxt nar temperaturen &r nere
pa 5 grader och unga plantor kan klara temperaturer ner till -8 grader (Andersson, 2010).
Detta medfor att renkavlen Overvintrar langre soderut i Sverige dar mildare vintrar
forekommer.

2.3 Hur ser resistenssituationen ut i varlden?

2.3.1 Resistens globalt

Prather et al. (2000) skriver att 233 ograsarter i vérlden uppvisar resistens. Heap (2011)
daremot skriver att 197 ograsarter uppvisar resistens i nulaget, och da i 358 olika biotyper.
Moss (2002) havdar att det ofta &r svart att avgora den faktiska omfattningen av resistens i ett
omrade, samt den ekonomiska paverkan resistensen har. Detta beror pa att det finns daligt
med matdata i manga lander. Det finns flera definitioner och konfirmationskriterier pa
resistens, som dessutom har reviderats ett antal ganger genom aren.

Ar 1970 rapporterades i Washington det forsta fallet av herbicidresistens. Resistensen
upptradde i korsort (Senecio vulgaris) (Prather et al.,, 2000). Triaziner (som inhiberar
fotosyntesen) &r den grupp av herbicider som dominerar vad galler konstaterade resistensfall
hos ogras varlden éver. Darefter pa listan hamnar sulfonylureor (som inhiberar celldelning)
(Prather et al., 2000).

Globalt sett ar intensiva jordbrukssystem det som framst har 6kat herbicidresistensen. Detta
galler sarskilt for Nordamerika, Europa och Australien med intensiva jordbruksmetoder
(Moss, 2002). Aven pa andra kontinenter som Asien, Syd- och Centralamerika har resistensen
fatt en storre utbredning i takt med inforandet av ett mer intensivt jordbruk (Moss, 2002). |
utvecklingslander befaras resistensdkningen att fortsatta eftersom tillgdngen pa
bekdmpningsmedel med skilda verkningsmekanismer &r &nnu mer begransad an i utvecklade
lander, fortsatter Moss (2002). | Europa har manga pesticider forsvunnit i samband med
hardare reglering fore registrering av bekampningsmedlen. Detta bidrar till en minskad
variation i den kemiska bekdmpningen, vilket kan ©6ka risken for resistensuppbyggnad
(Coelho, 2009, refererat av Délye et al., 2011)

10



2.3.2 Resistens i renkavle

Det forsta fallet av resistens i renkavle, resistens mot det verksamma dmnet klorotoluron,
hittades i Essex, Storbritannien i bdrjan pa 1980-talet (Moss & Cussans, 1985, i
litteratursammanstélining av Reade & Cobb, 1999). Hos renkavle har resistens nu
konstaterats i Storbritannien, Belgien, Danmark, Frankrike, Tyskland, Nederlédnderna,
Spanien, Sverige och Schweiz (Moss, 2003). Det finns &ven dokumenterade fall i Turkiet och
Israel, enligt Heep, 2011.

Moss (2003) skriver om Rothamsted Reserarch som gjorde en undersékning av resistens hos
renkavle ar 2002 i Storbritannien. Dar konstaterades att alla gardar i Storbritannien som
anvande sig av herbicider mot renkavle hade resistens i arten mot atminstone en herbicid. 80
% av gardarna hade resistens mot fenoxaprop-P (en fettsyrasyntes-hammande herbicid) och
84 % uppvisade resistens mot klorotoluron (en fotosynteshammare). En 6kning fran 7 % till
84 % resistens mot klorotoluron hade skett pa bara ca 10 ar.

Resistenssituationen i renkavle ser dock annorlunda ut i Sverige. Event Super (verksam
bestandsdel; fenoxaprop-P) och Focus Ultra (cykloxidim) & mycket vanligt forekommande
preparat i Sverige. Undersokningar av herbicidresistens hos renkavle i Skane visar att ograset
ar resistent just mot dessa tva preparat (Hallgvist, 2009; 2010), som bada verkar genom att
hamma bildning av fetter. Resistens mot Event Super har funnits redan tidigare ar. En
minskad kanslighet for Boxer (ett vanligt forekommande preparat som hammar bildning av
fetter pa ett annat satt an Event Super och Focus Ultra gor) har upptratt pa manga falt, men
resistens kan annu inte konstateras (Hallgvist, 2009). Daremot hittades i ett forsok fran 2010
resistens mot Lexus (en sulfonylurea, hdmmar bildning av vissa aminosyror) for forsta
gangen. Den minskade kansligheten for Lexus &r ofta kopplad till kraftig resistens mot Event
Super (Hallgvist, 2009). Eftersom dessa preparat har skilda verkningsmekanismer skulle detta
kunna bero pa att Lexus har en metabolisk korsresistens med Event Super.

| Sverige har renkavle endast en generation per ar, medan den kan ha flera generationer per ar
langre ner i Europa. Detta medfor att selektionen for resistens sker mycket snabbare langre
soderut, vilket starkt paverkar véxtodlingen i Europa (Arvidsson et al., 1999). Trots att
selektionstrycket inte ar lika stort i Sverige har 6kade svarigheter med bekampningen av
renkavle &nda upplevts i landet (Arvidsson et al, 1999). Enligt en intervju med
vaxtodlingsradgivare i Skane (Wikstrom, 2010) ar resistensproblemet storst i nordvéstra
Skane, men eftersom Event Super och Focus Ultra ar de preparat som anvands flitigast i
utbredningsomradet, forutspas att det bara ar en tidsfraga innan gardar med icke-resistenta
populationer far problem i framtiden.

2.4 Hur begransas resistensuppbyggnad i renkavle?

2.4.1 Detektion

Faltobservationer ger enligt Moss (1999) en forsta indikation pa resistens, men sager inget om
resistensgrad eller om den nedsatta herbicideffekten beror pa andra faktorer, sdsom hur
forhallandena sag ut nar ograset bekdmpades. Resistens i renkavle bor misstankas nar andra
mottagliga ogrésarter fortfarande kan kontrolleras med herbiciden, medan renkavlen plétsligt
overlever en i ovrigt lyckad bekampning. Aven levande plantor bredvid déda plantor av
samma art kan vara ett tecken pa att resistens forekommer, forutsatt att de befunnit sig i
samma tillvaxtfas under bekampningen.
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Faktorer som paverkar herbicideffekten &r ratt tidpunkt for bekampning, ratt dos, véderlek,
temperatur, markforhallanden etc. For att kunna konstatera resistens racker det inte att enbart
utesluta dessa faktorer som orsak till den daliga effekten. Det behdvs ett utforligare test
(Moss, 1999).

Det finns ett flertal metoder for att upptécka resistens, daribland insamling av fron for labtest,
kruktester dar hela plantor testas, dostester, pollentester, DNA-tester m.fl. En bra testmetod ar
enligt Moss (1999) snabb och latt att utfora, billig, ger ett exakt resultat och en bra bild 6ver
hur resistensnivan ser ut pa évriga delar av féltet.

2.4.2 Odlingsatgarder

Enligt Moss (2002) &r det framst fyra faktorer som paverkar herbicidresistensen hos ett ogras:
langden pa livscykeln, spridning av ograset, metoder for ograskontroll, samt frobanken i
marken.

Kontroll av livscykeln: Livscykeln for renkavle verkar inte vara en betydande faktor langre,
pastar Moss (2002), eftersom resistens har ¢kat &ven dar livscykeln kunnat kontrolleras
genom att forebygga att ograset satter fro. Det ar anda viktigt att ligga ett steg fore ogréaset och
minska dess uppkomst (och darmed ocksa frosattning) genom att noga tanka igenom
vaxtfoljd, satidpunkt, utsédesmangd etc.

Viktigast av allt ar att lagga upp en bra vaxtfoljdsplan sa att ograstrycket halls nere redan fran
start (Arvidsson et al., 2009). | en vaxtfoljd dar t.ex. hostsadda spanmalsgrodor odlas ar efter
ar blir det svarare att kontrollera ett hostgroende gras som renkavle. Bast ar att variera
hostsadda och varsadda grodor eftersom det ger en battre mojlighet till bekampning. Enligt
rekommendationer fran Weed Resistance Action Group (WRAG, 2010) kan renkavle
kontrolleras upp till 80 % i vete med hjélp av en vargrdda, jamfort med 67 % genom att pldja.

En tidig sadd pa hosten gynnar renkavle eftersom den bade hinner fa en bra uppkomst och
bestockning infor vintern (Andersson, 2010). | England visar undersékningar att sadd av
hostvete innan den 25 oktober leder till en uppférokning av renkavle, medan sadd efter den 5
november leder till en minskning (Bond et al., 2007). Sen sadd pa hosten ar darfor att
rekommendera. Dér sen sadd inte fungerar, t.ex. pa lerjordar, kan en tidig sadd istallet
kompenseras genom att 6ka utsadesméngden eller minska radavstandet eftersom perioden for
jordbearbetning och sadd under optimala forhallanden kan vara mycket kort (Wikstrom,
2010). Hog utsadesmangd och mindre radavstand ger da en mer konkurrenskraftig groda mot
ograset (WRAG, 2003).

Spridning av ogréaset: Ett bra satt att minska rorligheten av ograset inom och mellan akrarna
ar att vara noggrann med rengdringen av maskiner. Fron sprids latt med troskan eller
maskiner for jordbearbetning (WRAG, 2003). | ovrigt ar det bra att ha kdnnedom om hur
ograssituationen och resistensutvecklingen ser ut pa garden, men dven i naromréadet. Overvaka
darfor falten regelbundet. WRAG (2003) rekommenderar &ven att testa de misstankta féalten
for resistens, vart tredje ar.

Metoder fér ograskontroll: Den framsta anledningen till att resistens har utvecklats i renkavle
ar att alldeles for fa preparat, och darmed ett fatal verkningsmekanismer, har anvants ar efter
ar. Detta innebar att resistenta plantor selekteras fram och uppférokas. Problemet beror framst
pa det begransade antalet preparat som kan anvandas for bekampning av annuella grasogras i
strasadesgrodor, vilket gor att samma preparat aterkommer for ofta vid bekampning (Espeby
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& Fogelfors, 2006). WRAG (2003) rekommenderar darfor en integrerad bekdmpningsstrategi
med mer mekaniska atgarder for att fa en mer langsiktig kontroll av renkavle.

Vad galler den kemiska bekdmpningen sa ar nyckelstrategin att véxla mellan preparat med
olika verkningsmekanismer. Nar resistens har utvecklats for ett preparat kan ett annat med
skild verkningsmekanism véljas. Det ar viktigt att vara medveten om att en risk for resistens
aven mot det nya preparatet finns (WRAG, 2003). WRAG (2003) rekommenderar att inte
forlita sig pa ”fops” och ”dims” (hit hor Event Super och Focus Ultra), och inte heller ALS-
inhibitorer, som t.ex. sulfonylureor. Dessvarre har upptackter pa senare ar visat manga fall av
samtidig resistens mot herbicider med helt olika verkningsmekanismer. Troligen ror det sig
om korsresistens av bred typ, alltsd inte forandringar som har med herbicidens
maélenzym/”target site” att gora, utan snarare t.ex. metabolisk resistens. | renkavle har man
funnit att resistens mot herbicider med en viss verkningsmekanism faktiskt har selekterats
fram genom anvandning av herbicider med helt andra verkningsmekanismer (Délye et al.,
2011).

En fordel & om herbicidens verkningsmekanism finns utskriven pa forpackningen av
preparatet, sa att mojligheten att vaxla mellan mekanismerna blir enklare. Australien var
enligt CropLife Australia (2010) det forsta landet att introducera obligatorisk markning efter
verkningsmekanism, men det &r viktigt att titta pa vilken form av markning som gors eftersom
alla lander annu inte har samma klassifikationssystem. | Europa &r det inte vanligt med en
markning efter verkningsmekanism enligt Moss (2003).

Ett annat satt att minska resistens ar att variera mellan hoga och laga doser, istéllet for att
anvanda samma dos varje gang. Resistens byggs normalt sett upp efter en rad laga doser, men
for att bryta resistensutvecklingen tillsatts en hog dos for att ta dod pa de individer som
overlevt tidigare bekdampningar (Gardner et al. 1999). Fragan &r om detta ar en hallbar metod
eller om resistensen bara fordrdjs? Varierande doser ar enligt Gardner et al. (1999) en
kostnadseffektiv metod och har en mindre inverkan pa miljon d&n om enbart hoga doser skulle
anvandas. En tillrackligt hog dos ska anda alltid anvandas for att sakerhetsstalla resultatet
enligt Hallgvist (2009). Vilken typ av resistens som forekommer ger dven en dkad mojlighet
att anpassa ratt dos. Specifik resistens gynnas i regel, men inte alltid, av hdga doser och
framtrader snabbare an bred resistens, som gynnas av laga doser (Arvidsson et al., 1999).

Bekampning av renkavle ska alltid ske pa hosten och upprepas pa varen vid behov. For att fa
ut en maximal effekt mot resistenta ogras ska besprutningen utforas pd sma och aktivt
vaxande plantor (WRAG, 2003). Precis som vid annan bekdampning ska bek&mpningen ske
med bra teknik och under bra forhallanden (Hallgvist, 2009). Hallgvist (2009) skriver dven att
hela félt ska behandlas, medan Arvidsson et al. (2009) anser att flackar eller delar av falt med
mycket ogrés kan behdva behandlas separat.

Tankblandningar av herbicider med skilda verkningsmekanismer och minskade doser kan
anvandas. Om tankblandningar gors ar det viktigt att tanka pa att herbiciderna ska ha ungefar
samma effekt pa ograset, trots skilda verkningsmekanismer (Arvidsson et al., 2009). Enligt
WRAG:s rekommendationer (2003) ska minst tva herbicider i tankblandningen ha effekt pa
renkavle. Precis som frekventa anvandningar av samma herbicider ska inte samma
tankblandningar utforas alltfor ofta eftersom risken for multiresistens 6kar (WRAG, 2003).

Frobanken i marken: Herbicidresistensen kan minskas med kontroll av frobanken i jorden
genom att utfora jordbearbetning pa ratt satt, exempelvis med stubbearbetning och en senare
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pléjning (Arvidsson et al., 2009). WRAG (2003) rekommenderar plojning vart annat till vart
femte ar, for att vanda ner de fron som finns i 6versta delen av matjorden. Renkavlefrén har
en relativt kort livslangd i jorden, merparten éverlever endast 3-5 ar enligt Fogelfors (2011).
Pa grund av denna korta overlevnadstid minskar pléjning ograsforradet pa langre sikt.
Andersson (2010) forklarar att om frobanken av renkavle ar liten sa minskar pléjning
uppkomsten, men om problem med renkavle har funnits en langre tid, d.v.s. frébanken &r stor,
sa vands frona istallet upp vid plojning. Dessa fron ar oftast dldre och mindre selekterade,
vilket ger en 6kad andel plantor som &r mottagliga for herbicider (WRAG, 2003). Frona kan
da lockas att gro med en s.k. falsk sabadd, for att darefter bekampas.

Reducerad jordbearbetning ska bara utféras om frobanken &r liten och nér en mycket liten
andel renkavle upptrétt i den nyligen skordade grédan, enligt WRAG:s rekommendationer
(2003).

Det hela kan sammanfattas nedan:

Tabell 1: Bearbetning for kontroll av renkavle

Frobank :
Renkavle liten stor
Pl6jning Clie
dllvdcklige PE2rBetning
Froproduktion: liten 29 med
medlarav .. .
3 pléjning 1
av 3-4 ar
stor it Pl6jning

bearbetning
(Tabell tagen fran Fogelfors, 2011)

2.5 Biokemiska verkningsmekanismer hos nagra viktiga grasherbicider

2.5.1 ACCas-hdmmande herbicider

Enzymet acetyl-coenzym-A-carboxylas (ACCas) katalyserar det forsta steget i bildningen av
fettsyror (Reade & Cobb, 2002) och fettsyrasyntesen stoppas darmed med ACCas-inhibitorer
(Andersson, 2010). Lipider spelar en viktig roll i vaxternas cellmembran. De behdvs for att
uppréatthalla en bra struktur i véaxten, kunna transportera amnen och har ocksa viktig roll i
processerna for respiration och fotosyntes (Reade & Cobb, 2002). Eftersom ACCas har en
viktig roll i fettsyrasyntesen, finns amnet i hog grad hos unga plantor som har en snabb
celldelning och manga aktiva kloroplaster. Effekten av herbicider som inhiberar ACCas
fungerar darfor bast nar ograset vaxer aktivt (Reade & Cobb, 2002).

Det finns tva typer av ACCas-inhibitorer, aryloxyfenoxypropionater (“fops”) och
cyklohexanedioner (“dims”) (Moss, 2002). Dessa &r helt olika kemiskt sett, men eftersom de
har samma verkningsmekanism uppstar korsresistens ofta mellan grupperna (Moss, 2002).

Enzymet ACCas ser annorlunda ut hos monokotelydoner och dikotelydoner. Dikotelydoner
har forutom det plastidiska ACCas som finns i cellens kloroplaster hos gras, ytterligare ett
ACCas; cytosoliskt ACCas som finns i cellplasman. Cytosoliskt ACCas paverkas inte av
”fops” eller ”dims” (Reade & Cobb, 2002), vilket betyder att dikotelydoner inte dr kénsliga
mot ACCas-inhibitorer som anvands for att bekampa gréasogras (Moss, 2002). Det kan tyckas
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konstigt att spannmal éverlever en behandling av ACCas-inhibitorer. Spannmal verkar enligt
Reade & Cobb (2002) ha utvecklat en 6kad metabolism av vissa ACCas-hdmmare, som
herbiciden fenoxaprop-P. Denna herbicid ar selektiv mot korn, och genom att tillsatta en
“herbicide safener”, kan motstandskraften mot herbiciden 6kas hos vete och rag, sa att dven
dessa grodor kan bryta ned herbiciden utan att skadas (Kemikalieinspektionen, 1997).

2.5.2 ALS-hammande herbicider

Ett annat viktigt enzym i vaxten &r acetolaktatsyntas (ALS ). Det &r ett plastidiskt enzym och
finns i cellernas kloroplaster. Enzymet ar viktigt eftersom det katalyserar de forsta stegen i
biosyntesen for aminosyrorna leucin, isoleucin och valin. Dessa aminosyror behovs for
véxtens celldelning och tillvaxt. Herbicider med ALS-inhibering stoppar darfor celldelningen
véldigt snabbt och plantan dor (Reade & Cobb, 2002). Precis som for ACCas-inhibitorer har
spannmal utvecklat en formaga att metabolisera ALS-herbicider. Flyghavre kan inte, trots
nara slaktskap med havre, metabolisera ALS-herbicider (Reade & Cobb, 2002).

2.6 Resistensmekanismer

Hos renkavle &r tva resistensmekanismer konstaterade; target site-resistens och resistens
genom féréandrad metabolism (Andersson, 2010).

2.6.1 Target site-resistens

Den allra vanligaste mekanismen for herbicidresistens &r enligt Moss (2002) target site-
resistens. Resistensen innebdr att malenzymet forandras (Andersson, 2010) och
bindningsstallet for herbiciden blockeras (WRAG, 2003) genom att genen som kodar for
enzymet andras. Eftersom herbiciden inte kan binda till den andrade malplatsen, sa kan véxten
fortfarande bilda de viktiga aminosyrorna, och dverelever behandlingen (Reade & Cobb,
2002). Det kan récka med en forandring i ett enda baspar i den gen som kodar for
malenzymet. Ett eller flera basparsandringar kallas punktmutation. Detta resulterar ofta i en
absolut, icke dosberoende, resistens mot herbiciden (WRAG, 2003). Nér plantor med absolut
resistens sedan sprider sig kan det bildas stora, resistenta populationer mycket snabbt
(WRAG, 2003).

Enligt WRAG (2003) har tva typer av target site-resistens hittats i Storbritannien hos
renkavle, namligen resistens mot ACCas-inhibitorer och ALS-inhibitorer.

Target site-resistens mot ACCas-inhibitorer beror pa att en punktmutation har skett i den gen
som kodar for enzymet ACCas. Minst fem olika sadana punktmutationer har hittills upptackts
i renkavle. Nagra av dem har aven hittats i andra grasogras, som rajgras och flyghavre. Den
vanligaste forekommande av dess punktmutationer gor att aminosyrasekvensen i proteinet

ACCas andras fran isoleucin till leucin pa platsen lle,,q,i enzymet (Délye et al., 2007).

En punktmutation i Ile,,;, ger en ACCas- target site-resistens mot bade fenoxaprop-P och
cykloxidim (Heap, 2011). Det forsta svenska exemplet pa mutation i renkavle uppstod i lle,,q,
(Espeby, 2010). Aven om lle ., &r den vanligaste mutationen i renkavle ar det viktigt att

tanka att det fortfarande kan finnas target site-resistens hos ogréaset genom nagon av de andra
punktmutationerna, som kan ge andra korsresistensmonster &n det som lle,,q, ger.

Det finns flera olika kemiska grupper av ALS-hdmmande herbicider, men alla &r verksamma
vid samma malplats pd enzymet. Nér resistens mot ALS-herbicider upptrader finns darfor ofta
en korsresistens med andra kemiska grupper med samma verkningsmekanism (Prather et al.,
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2000). De olika mutationer som har identifierats vid resistens mot ALS-inhibitorer, ger olika
grad av resistens inom grupperna av ALS-inhibitorer (Moss, 2002). Flera mutationer har lett
till en stark resistens mot sulfonylureor. Olika mutationer kan forekomma samtidigt i den
enskilda véaxten och i bestandet, vilket kan forsvara bekampningen eftersom
korsresistensmonstret kan variera kraftigt mellan individerna. Moss (2002) havdar att det ar
svart att forutsaga i vilken grad resistens kommer att paverka ALS-inhibitorerna i framtiden.

2.6.2 Metabolisk resistens
Resistens hos renkavle kan ocksa uppsta genom en 6kad nedbrytning av den aktiva substansen
I herbiciden (Andersson, 2010).

Ogras som tillhdr en viss herbicids ograsspektrum har normalt sett inte formagan att bryta ned
det verksamma amnet i herbiciden, utan klarar det forst om resistens uppstar genom 6kad
metabolism. Denna 6kade metabolism kan variera i grad, allt fran att herbiciden far en samre
verkan, till att den inte dodar ograset alls (Moss, 2002). Resistensen upptrader darfor
smygande.

Viktigt att notera ar att ogréset inte har “tagit 6ver formagan” fran grédan genom inkorsning,
utan att resistensen har uppstatt genom mutationer i ograsets eget genom.

Som tidigare beskrivits, anviands s.k. ”herbicide safeners” i preparat avsedda att anvindas i
t.ex. vete. Studier och forsok visar att dessa “safeners” inte Okar motstandskraften eller
metaboliseringformagan hos vare sig renkavle, flyghavre eller italienskt rajgras (Moss, 2002).

Ogras som &r resistenta genom dkad metabolism har ofta en lagre niva av resistens an target
site-resistenta (Prather et al., 2000). Normalt framtrader den 6kade metabolismen gradvis och
lAngsammare &n target site-resistens (Moss, 2002), men ett selektionstryck for okad
metabolism kan dnda ske snabbt om samma herbicid anvands ofta (Prather et al., 2000).

| Storbritannien ar 6kad metabolism enligt WRAG (2003) den vanligaste mekanismen for
resistens hos grasogras, medan Moss (2002) skriver att target site-resistens ar den vanligaste
mekanismen. Kanske kan de flesta bedomare &nda enas om att target site-resistens ar enklare
att upptacka och diagnostisera an metabolisk resistens, sa att betydelsen av den senare typen
ldnge kan ha underskattats.

Flera helt olika herbicider kan selektera fram metabolisk resistens trots att byten mellan
verkningsmekanismer sker vid bek&mpning. Det forekommer fall déar ograset samtidigt har
bade target site-resistens och metabolisk resistens mot antingen samma, eller mot olika
herbicider. | Frankrike visade ett forsok att mer &n 75 % av alla plantor som var resistenta mot
ACCas-hammare (d.v.s. target site-resistens) dven skulle kunna vara resistenta mot ACCas-
hammare genom 6kad metabolism (Délaye et al., 2007). Délye et al. (2007) havdar ocksa att
skalet till att resistens genom 6kad metabolism hittats mot fenoxaprop-P, men inte cykloxidim
ar tiden for selektion, d.v.s. att fenoxaprop-P har funnits pd marknaden en langre tid &n
cykloxidim.

Délye et al. (2007) understryker att det kravs mer forskning for att forsta metabolisk resistens,
medan mekanismen for target site-resistens mot ACCas-hammare daremot &r val studerad.

Nar herbiciden bryts ned i vaxten sker det i olika steg; bioaktivering, metabolisk
attack/konjugering och lagring (Reade & Cobb, 2002). Vid bioaktiveringen aktiveras
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herbiciden och blir giftig for vaxten. Den maste sedan detoxifieras med hjalp av metabolisk
attack och/eller konjugering. | flera resistenta ograsarter har det visat sig vara tva
enzymgrupper som &r extra viktiga i dessa processer. Dessa enzymer &r cytokrom-P450-
mono-oxygenaser och glutation-S-transferaser (GST) (Moss, 2002).

Vid en metabolisk attack detoxifieras det verksamma &mnet i herbiciden med hjélp av ett
enzym. Har har gruppen P450-enzymer en viktig roll. P450-enzymer & membranbundna och
finns i hela plantan. De har en viktig roll i att bryta ned manga odnskade dmnen i vaxten, men
skyddar dven véxten fran patogener eller andra stressorsaker.

Vid konjugering sker en fastlaggning av herbicidens verksamma &mne till en icke-giftig
molekyl. Konjugering kan vara en fortsattning pa den reaktionen som skett vid metabolisk
attack, men det behover inte alltid vara sa. En konjugering, dar molekylen ombildas genom en
serie reaktioner, kan aven ske pa egen hand (Reade & Cobb, 2002).

De mest kdnda enzymerna i konjugeringsreaktioner &r glutation-S-transferaser (GST) (Reade
& Cobb, 2002). GST har studerats vél hos djur, men &r inte lika val studerat hos véxter annu
(Reade & Cobb, 1999). Grodor har oftast en hogre halt av GST an ogras, vilket gor att de kan
bryta ned manga herbicider battre &n de flesta ogrésarter. Fenoxaprop-P ar ett amne som
snabbt kan detoxifieras med hjalp av glutationkonjugering, framforallt i vete (Tal et al., 1993,
i litteratursammanstélining av Cummins et al., 1997). Flera forsok (Reade & Cobb, 1999;
Cummins et al., 1997; Cocker et al., 1999) visar att nastan dubbelt sa hoga véarden av GST
hittades i resistent renkavle behandlat med fenoxaprop-P, jamfért med i mottagliga
renkavlepopulationer. Studierna visar att resistensen berodde pa en tkad metabolism, men att
den skulle vara orsakad av GST kunde inte faststéllas.

| sista steget i metabolismen flyttas herbiciden fran cytoplasman i cellen. Den kan da antingen

brytas ned ytterligare i vakuolen eller lagras, antingen i vakuolen eller bindas in i cellvdggen.
(Reade & Cobb, 2002).
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3. BAKGRUND TILL FORSOKET

3.1 Beskrivning av preparaten som anvands i forsoket

3.1.1 Event Super

| detta forsok anvands Primera Super, men Sveriges motsvarighet till bekdmpningsmedlet &r
Event Super. Det ar darfor mer aktuellt att ta upp Event Super i detta arbete. Bade Primera
Super och Event Super innehéller samma verksamma amne i samma koncentrationgrad. Det
som kan skilja bekampningsmedlen at kan vara en 6vrig bestandsdel, t.ex. vatmedel. | forsok
kan Ovriga bestandsdelar uppvisa mycket sma skillnader i effekt, men det paverkar troligtvis
inte detta forsoksresultat.

Anvandningsomrade: “Mot flyghavre, renkavle och akerven i odlingar av vete, rag, ragvete
och korn” (Bayer CropScience, 2011). Bekampning tillats bade pa hosten och pa varen, men
inte i hostkorn under hosten. Event Super far ocksa anvandas vid insadd av vall eller
fanggréda, men lampar sig inte i timotej och dngsgroe eftersom dessa tar skada av herbiciden.
Ovriga grés och kléver gar bra. Enligt Bayer CropScience (2011) kan Event Super anvandas i
tankblandningar med flera andra bekdmpningsmedel, vilket gor den till en smidig herbicid.

Kemi: Det verksamma amnet i preparatet ar fenoxaprop-P (etylester), 70 g/l. Amnet &r
systematiskt verkande och bladverkande. Det tas alltsa upp via bladen och transporteras
vidare i vaxten, framst till tillvaxtpunkterna (Bayer CropScience, 2011). Vid tillvéxtpunkterna
hammar herbiciden fettsyrabildningen i vaxten (Kemikalieinspektionen, 1997). Nar
fettsyrabildningen hdmmas stoppas celldelningen och detta tar ca 2-3 dagar. De forsta
symptomen ses efter nagon vecka, men plantan &r inte helt dod forran efter ca 17-21 dagar
efter bekampning (Bayer CropScience, 2011). Fenoxaprop-P bryts ned snabbt i jorden och
binds &ven starkt till jordpartiklar, vilket gor att den inte anses ha nagon negativ effekt pa
omgivande miljon (Kemikalieinspektionen, 1997).

Event Super tillhdr HRAC grupp A, ACCas- inhibitorer (Heap, 2011). HRAC, “Herbicide
Resistance Action Committee”, dr en internationell samarbetsorganisation som arbetar med att
utveckla strategier for att hantera problem med herbicidresistens varlden éver. HRAC har
klassificerat bek&mpningsmedel i grupper efter verksamt amne och verkningsmekanism
(Heap, 2011).

Anvandning i Sverige: 2009 saldes 0,9 ton fenoxaprop-P, vilket &r en kraftig minskning fran
2008 ars forsaljning med 4,3 ton (Kemikalieinspektionen, 2010). Mellan ar 2005 och 2008 har
forsaljningen legat fran 2,9 ton (2006) till 4,3 ton (2008). En kraftig minskning har alltsa skett
under dessa ar.

3.1.2 Focus Ultra

Anvandningsomrade: Focus Ultra anvands mot grasogras i manga tvahjartbladiga jordbruks-
och tradgardsgrodor (Kemikalieinspektionen, 1997). Herbiciden kontrollerar bade perenna
och annuella grés, forutom vitgrde och rédsvingel (BASF Crop Protection Sverige, 2011).
BASF Crop Protection Sverige (2011) skriver att anvandningen sker i foljande grodor:
”blomkal, bonor, energiskog, jordgubbar, foder- och kokarter, kloverfrd, lusern, 16k, morotter,
raps, rybs, rodsvingel, selleri, sockerbetor, vitkal, potatis (ej farskpotatis) senast nér blasten &r
20 cm hog, i plantskolor samt efter skord 1 odlingar av hallon, rabarber och svarta vinbér”.
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Kemi: Det verksamma amnet i Focus Ultra ar cykloxidim, 100 g/l och preparatet innehaller
aven aromatiska kolvéaten, 430 g/l (BASF Crop Protection Sverige, 2011). Focus Ultra tillhor
HRAC grupp A, ACCas- inhibitorer (Heap, 2011). Herbiciden &r bladverkande och tas darfor
upp av véxtdelar ovan jord (BASF Crop Protection Sverige, 2011). Cykloxidim hammar,
precis som Event Super, fettsyrasyntesen via ACCas (Andersson, 2010). Det tar lang tid innan
ograset dor, ungefar 3-5 veckor. Ogréaset paverkas langsammare av cykloxidim &n av
fenoxaprop-P (Reade & Cobb, 2002).

Anvandning i Sverige: 2009 saldes 7,5 ton cykloxidim i Sverige, vilket ar en 6kning fran 2008
ars forsaljning med 6,8 ton. Mellan ar 2005 och 2009 har forséljningen ¢kat fran 5,3 ton
(2005) och 7,5 ton (2009) (Kemikalieinspektionen, 2010).

3.1.3 Oust

Oust &r en icke-selektiv herbicid (Marshall & Moss, 2008) med ett brett spektrum som, med
hjalp av hoga doser, kan anvandas for att ta dod pa all vegetation (Cox, 2002). Oust verkar pa
allt fran annuella och perenna grasogras till tvahjartbladiga ogras, men kontrollerar inte
knolar, rhizom, sma trad eller buskar (DuPont, 2009).

Anvandningsomrade: T.ex. vagkanter, runt staket, lagringsplatser, industriomraden (Cox,
2002) flygplatser, jarnvégar, avloppshanteringsomraden, gardsplaner, parkeringsplatser m.m.
(DuPont, 2009). Oust forekommer &ven i produktionsskog som ett selektivt
bekampningsmedel. Det anvénds alltsa sillan inom jordbruket (Cox, 2002), eftersom det inte
far anvandas pa grodor som odlas for mat eller foder (DuPont, 2009). Bekampningsmedlet
kan finnas kvar i jorden en lang tid efter bekampning. Grodor avsedda for mat, foder, tradgard
eller fiber far inte odlas forran tidigast ett ar efter bekampningen (DuPont, 2000-2002, i
litteratursammanstalining av Cox, 2002). Oust anvands inte i Sverige (Kemikalieinspektionen,
2010).

Kemi: Det verksamma &mnet i Oust ar sulfometuron-metyl. Sulfometuron-metyl tillhér den
kemiska gruppen sulfonylureor (Cox, 2002) och tillhdr HRAC grupp B, ALS-inhibitorer
(Heap, 2011). Det verksamma amnet tas upp av bade rétter och blad vid besprutning (DuPont,
2009). Sulfometuron-metyl har effekt pa ograset genom att stoppa celldelningen i
rotspetsarna, och detta sker genom ALS-inhibition.

Det drojer 2-3 veckor efter bekdmpningen innan tillvéxten bérjar avstanna och symptom visar
sig, och efter 4-6 veckor &r plantan dod (DuPont, 2009).

Sulfonylureor &r en relativt ny kemisk grupp och har endast anvants sedan borjan av 1980-
talet (Cox, 2002). Cox (2002) havdar darfor att lite kunskap finns om hur dessa paverkar
naturen. Sulfonylurea-resistenta ogrés som aldrig tidigare har bekampats med sulfonylureor
har patraffats, vilket Cox (2002) pastar sig innebéara att populationer snabbt kan selektera fram
resistenta plantor. Endast efter fyra bekd&mpningar har resistenta populationer framtréatt
(Whitcomb, 1999, i litteratursammanstallning av Cox, 2002).

Sulfometuron ar en bra indikator och testprodukt for ALS target site-resistens och anvéands
darfor i forsoket (Marshall & Moss, 2008).

Anvandning i Sverige: Ingen anvandning av sulfometuron-metyl i Sverige. Daremot finns det

manga godkanda preparat inom den kemiska gruppen sulfonylureor i Sverige, t.ex. Lexus,
Monitor, Express och Harmony (Kemikalieinspektionen, 2010).
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3.1.4 Stomp

Anvandningsomrade: Mot ogras i 16k, morétter och bruna bonor (BASF Crop Protection
Sverige, 2011). Tidigare godkdand men anvandning sker numera pa dispens
(Kemikalieinspektionen, 2008).

Kemi: Det verksamma dmnet i herbiciden &r pendimetalin, 400 g/l. Dow AgroSciences (2011)
skriver att pendimetalin anvands for att kontrollera annuella grasogras och tvahjartbladiga
ogrés.

Pendimetalin tillhdr HRAC grupp K1 (Heap, 2011) och tillnér kemikalierna dinitroaniliner
(Dow AgroSciences, 2011). Pendimetalin inhiberar celldelning genom att det avbryter
sammanfogningen av mikrotubili vid kromosom-separationen (WRAG, 2003) i cellcykelns
prometafas (Reade & Cobb, 2002). Symptom efter behandling visar sig genom att
rotspetsarna svullnar innan plantan doér (Reade & Cobb, 2002).

Pendimetalin ar en bra indikator for metabolisk resistens och anvands darfor i forsoket
(Espeby, 2010).

Anvandning i Sverige: Ingen forsaljning ar 2009 p.g.a. férbud mot Stomp. Ar 2008 gjordes en
kraftig forsaljning pa 15,5 ton. Detta ar ett extremt varde mot tidigare ars forsaljning som
mellan 2005 och 2008 lag pa 3,1- 4,8 ton (Kemikalieinspektionen, 2010).

3.2 Snabbtester for detektion av resistens

Det finns idag flertalet snabbtester for att faststdlla resistens, t.ex. ”Syngenta Quick Test”,
”Syngenta RISQ test” och ”Rothamsted Rapid Resistance Test”. Det senare &r den metoden
som anvants i detta forsok. Jag kommer att avgransa mig till att presentera férdelar och
nackdelar med planttester, respektive frotester.

Frotester: De mest testade metoderna for resistens ar frotester och de anses darfor vara de
mest sdkra (Boutsalis, 2001). Misstankta fron samlas in och testas, antingen i petriskalar eller
genom att odlas upp i krukor, och behandlas sedan med herbicider i en serie doser. Resultaten
beddms sedan visuellt genom att titta pa andelen doda véxter, genom att utfora matningar pa
bladen (Moss, 1999), eller genom att rakna andelen grodda fron. Det ar viktigt att fa en bra
kvalitet pa frona, genom att de samlas in vid ratt tidpunkt, ratt vaderforhallanden och sedan
packas ratt for att de inte ska kontamineras infor forsoket. Moss (1999) rekommenderar att
frona samlas in nar ungefar 20 % redan har drosat.

| ett moget stadium kan det vara svart att sarskilja resistenta och kansliga plantor vid
insamlingen i falt. Det kan handa att fron samlas in fran bade resistenta plantor som éverlevt
herbiciddosen och fran plantor som grott efter att bekdampningen utférdes (Boutsalis, 2001).
Kaundun et al. (2010) fick t.ex. stora skillnader nar ett kruktest och ett test i petriskalar
jamfordes, och kom fram till att resultatet kunde ha berott pa att proportionen av resistenta
individer skiljde sig nar fréna uttogs. A andra sidan kan resistensgraden pé ett falt Gverskattas
om istallet enbart resistenta fron samlas in, men kan ge en tidigare indikation pa resistens.

Frotest i petriskalar & en bra metod eftersom den &r billig och snabb att utféra pa lab da

herbiciden latt kan tillsattas i groningsvattnet (Espeby, 2006). Problemet ligger istéllet i att
forberedelserna infor testet tar lang tid. Fron av manga ograsarter gar namligen i frovila en tid
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och kan darfor inte uppodlas direkt, vilket gor att flera manader kan behovas fran att resistens
misstanks till att ett resultat kan fas.

FoOr att faststalla target site-resistens ar frotester en bra metod, men det ger ingen saker
information om metabolisk resistens (Moss, 1999; Kaundun et al., 2010). Okad metabolism
upptréader oftast senare i plantans utveckling (Kaundun et al., 2010). Moss (1999) h&vdar att
kruktester darfor &r sdkrare eftersom de bést avspeglar vad som hénder i félt, samt att
plantorna hinner tillvaxa sa att resistens kan upptéckas oavsett mekanism.

Planttester: ”Syngenta Quick test” och ”Syngenta RISQ test” &r tva metoder dar sméaplantor
och blad kan samlas in direkt fran faltet for analys. Det behdévs darfor inga fron och
insamlingen kan ske under hosten sd att resultatet kan tas fram i god tid innan
varbekampningen. Syngenta Quick test ar ett test dar plantor planteras i krukor, medan
Syngenta RISQ test ar en metod dar smaplantor far vaxa pa agar i petriskalar. Bada tester ar
snabba, men till skillnad fran kruktestet, tar petriskalarna mindre plats eftersom de kan staplas
ovanpa varandra (Kaundun et al., 2010).

Boutsalis (2001) skriver att resultatet fran ett Syngenta Quick test kan presenteras inom 4
veckor fran att provet har insamlats fran falt, vilket gor att det ar en mycket snabbare metod
an frotester. Problemet med denna metod ér att det inte finns nagra referensplantor att jamfora
med. Det har visat sig att plantor i alla tillvaxtstadium kan anvéndas for testet, under
forutsattning att de vegetativa delarna herbicidbehandlas. Boutsalis (2001) rekommenderar
anda att plantor i ett tidigare tillvaxtstadium anvéands, for att i god tid kunna satta in en
bek&mpningsstrategi under samma odlingssasong.

Fordelen med Syngenta Quick test ar att dven metabolisk resistens kan upptackas, da
plantorna hinner vaxa sig storre. Syngenta RISQ test daremot visar ingen dékad metabolism,
utan bara target site-resistens, enligt Kaundun et al. (2010). For att upptdcka ACCas- och ALS
target site-resistens ar metoden robust och tillforlitlig (Kaundun et al., 2010).

FOr att kunna se graden av resistens, t.ex. vid en 6kad metabolism, ar dos-respons-tester i
krukor att foredra. Da testas ett antal doser och den koncentration som kravs for att bekdampa
ograset kan faststallas. Testet maste innefatta bade lagre och hogre doser an rekommenderat,
for att visa utvecklingen fran kanslig till resistent (Moss, 1999).

Kan lantbrukaren utfora tester sjalv? Det kan ténkas enkelt for lantbrukaren att sjalv utfora ett
test som Syngenta Quick test, men Powles (i personlig kommunikation med Boutsalis, angivet
i litteratursammanstélining av Boutsalis, 2001) rekommenderar det inte. Det har visat sig att
lantbrukare oftast har ont om tid och talamod for att utfora testet ordentligt, samt att de inte
haller sig till den dos som rekommenderas. For att fa ratt information om vilka
verkningsmekanismer som forekommer bor ocksa prover skickas in till ett lab.

Ett tillforlitligt test maste uppfylla vissa kriterier. Bland annat kravs en bra groningsprocent,
frona/plantorna maste vara representativa och samlas in pa ratt satt. De ska inte vara onormalt
kansliga eller okansliga for herbiciden. En stor mangd smaplantor/fron maste insamlas for att
det ska ge ett sékrare resultat (Kaundun et al., 2010).

For att kunna beddma vad forsoksresultaten betyder &r det viktigt att inkludera

referenspopulationer, kansliga och resistenta, att jamféra med. Aven plantor som &r delvis
resistenta borde tas med som referens (Moss, 1999).
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| 6vrigt ar det viktigt att utfora lampliga statistiska analyser. Ett av de framsta problemen i
ograsforskning idag ar anvandning av felaktiga analysmetoder av resultat (Onofri et al.,
2009). Det kravs ett antal upprepningar for att sdkerhetsstélla ett bra resultat. Det ar speciellt
viktigt att anvanda ratt metoder nér olika slags tester jamfors med varandra, for att minska

risken for felbeddmningar (Moss, 1999).
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4. MATERIAL OCH METODER

Forsoket foljer en standardiserad frekvensmetod, "Rothamsted Rapid Resistance Test (RRR-
test)”, for att upptécka resistens i renkavle (Alopecurus myosuroides Huds.). Vissa avvikelser
forekommer, men testet baseras pa ett protokoll utfardat av Solvejg Mathiesen. Forsoket &r en
del av ett storre forsok, ett ringtest, och utfors i petriskalar.

Tabell 2: ALOMY-populationer i forsoket

Population Land Forvantad resistens

ID 85 Danmark Kanslig

ID 382 Danmark Okad metabolism

ID 692 (SWE9010) Sverige Okad metabolism?

ID 693 (SWE9008) Sverige Okad metabolism?

ID 697 (SWE9002) Sverige Okad metabolism?

ID 698 (PELDOQ7) Storbritannien  Target site-resistens mot sulfometuron,
forandrad metabolism mot fenoxaprop-P

ID 699 (NOTTS) Storbritannien  Target site- resistens mot cykloxidim

Tabell 3: Herbicider i forsoket

Herbicid Aktiv substans Koncentration

Primera Super Fenoxaprop-P 69 g/l

Focus Ultra Cycloxidim 100 g/l

Oust Sulfometuron 750 g/kg

Stomp Pendimetalin 400 g/l

+ Kontroll - -

4.1 Upprakning av fron

Enligt forsoksbeskrivningen ska 2 replikat av varje fropopulation och herbicid utféras, men
istallet véljs 4 replikat uppdelat i 2 klimatskap for att vara pa den sékra sidan. Aven 4 replikat
for kontroll gors. Detta ger 20 petriskalar/fropopulation, med 50 slumpmaéssigt utvalda fron i
varje petriskal. Proverna uttas genom halvering for hand ned till provstorlek strax éver 50
fron, sedan handrakning. Frona laggs i pasar om 50 st fron.

4.2 Forberedelse av petriskalar

4 filterpapper placeras i varje petriskal, 3 cellulosa-filter och ett glasfiberfilter Overst.
Cellulosafiltren anvands for att halla vatten och glasfiberfiltret for att rotterna ska ha svarare
att tranga igenom (L. Akerblom-Espeby, Sveriges Lantbruksuniversitet, personligt
meddelande, april 2011). Petriskalarna ar 90 mm i diameter och filtren ska vara storre an
skalarna p.g.a. tidigare forsok dar dessa forhallanden har forekommit. Skalarna marks med
fropopulation och namn pa aktiv substans. En pase med 50 fron toms i varje petriskal och
fordelas jamnt Gver ytan.

4.3 Beredning av herbicidlésningar
Herbicidlésningarna bereds enligt blandningsschemat i bilaga 1.
7 ml av varje herbicid appliceras i 28 petriskalar (4 replikat x 7 frosorter) och 7 ml av

KNO, —losningen appliceras i 28 petriskalar for kontroll (4 replikat x 7 frosorter).
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Petriskdlarna placeras i staplar i genomskinliga polyeten-pasar, med herbicidblandningarna
och replikaten separerade sa att varje pase innehdller alla fr6-ID, men bara en herbicid. En
tom petriskal innehallande filterpapper placeras dverst pa varje stapel av petriskalar, sa att det
oversta provet far samma andel ljus som resten av proverna. Pasarna forsluts sedan med tejp.

4.4 Inkubation

Staplarna med petriskalar placeras i 2 klimatskap (2 replikat i varje) som haller 17°C, 14
timmar/dag med ljusexponering. Pa natten, 10 timmar/natt ska skapet halla temperaturen
10°C, utan ljusexponering. Staplarna flyttas runt i klimatskapet varje 1-2 dagar for att alla
petriskalar ska fa exakt samma miljoforutsattningar.

4.5 Avlasning

Efter ca tva veckor (13 dagar i detta fall) sker avlasningen av forsoket. Tva metoder for
avlasning utfors.

4.5.1 Visuell bedémning

Forst gors en visuell beddmning av herbicidleden jamfért med kontrollen, dar
tackningsgraden av gronyta i procent jamfort med kontroll uppskattas. Bedomningen utfors av
tva personer for att jamfora skillnader i bedémning.

4.5.2 Frekvensrakning

Den andra metoden &r att rakna antalet grodda fron i alla petriskalar av kontrollerna, samt
antal skott langre an 1 cm. Antal skott langre an 1 cm réknas aven i herbicidleden. Med hjalp
av vardena for bedomningen pa grobarheten (endast kontrolledet) och antal skott ver 1 cm
(alla led) réknas ett procentvéarde fram for att kunna avgora resistensgraden. Ett medelvérde
av replikaten for respektive herbicid/kontroll av varje fré-1D anvands i utrakningarna.

FOr att kunna berdkna resistensgraden gors forst statistiska test i Minitab. Detta for att kunna
avgOra om medelvérden kan anvandas i berdkningarna och vid skapande av diagram, eller om
det skiljer sig sa pass mycket mellan klimatskapen och replikaten att de maste beddmas
separat (se resultat och diskussion for utforligare forklaring). For att se om det finns skillnader
mellan klimatskapen och replikaten gors tva tester i Minitab; JANOVA One Way test,
Tukey’s”, samt ett "Two-sample T-test”.

Med hjélp av kontrollernas medelvarde for grobarhet och medelvérdet for antal fron med skott
> 1 cm raknas sedan % av grodda fron med skott > 1 cm ut enligt formeln:

Antal grodda fron med skott>1cm
Grobarhet, %

-100

% av grodda fron med skott > 1 cm hos kontrollerna sitts sedan i forhallande till
herbicidbehandlingarna for att fa fram tillvaxten efter respektive behandling.
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% reduktion i antal fron med skott > 1 cm, jamfort med kontroll, enligt formeln:

Antal fron med skott >1cm i kontroll - antal frén med skott >1cm i herbicidblandningar

% tillvéxtreduktion =
antal fron med skott>1cm i kontroll

% tillvaxt = 100 - reduktion

FOr bedomning av resistensgraden anvands en ordinalskala, ”R-systemet”, utfardat av Stephen
Moss. Skalan ar fran borjan gjord pa tillvaxtreduktion, men jag rédknar om skalan till %
tillvaxt istallet, eftersom jag tycker att det ar lattare att jamfora resultaten pa tillvaxt istallet
for reduktion. Skalan ser annorlunda ut for respektive herbicid, eftersom skalan utformas efter
det fro-1D som konstaterats som kénslig standard for respektive herbicid.

Figur 1: Ordinalskala for resistensbedémning

S R? RR RRR
S |s 1* 2% | 3* 4* | 5*
0% X% X% X% X% X% X%  100%
KANSLIG OKANDE RESISTENS
| i
S=S Susceptible, vilket betyder kanslig
1*=R? Tidiga indikationer pa att resistens kan utvecklas, kan minska
herbicideffekten
2*/3* = RR Resistens konstaterat, formodligen minskad herbicideffekt
4*/5* = RRR Resistens konstaterat, minskad herbicideffekt

4.6 Torrsubstans

For att kunna avgéra om den visuella tdckningsgraden av grényta ar en bra metod for
resistensbedémning gors dven ett torrsubstanstest att jamfora med. Biomassan for varje
petriskal (inklusive fron) tas bort och laggs i aluminiumformar. Aluminiumformarna placeras

sedan minst ett dygn i ett varmeskap som sétts till 105°C . En bestamning av frovikten gors
aven genom att rakna upp 200 fron av varje fronummer, sa att vikten for 50 fron kan raknas
ut. Dessa torkas sedan pa samma satt som biomassan fran petriskalarna. Innan avlasningen
stangs varmeskapet av under en timmes tid. Innehallet i varje aluminiumform vags sedan pa
en vag med 3 decimalers noggrannhet. Berdkningar gors sedan for att rdkna ut procent
biomassa i herbicidleden jamfort med kontrolleden.
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5. RESULTAT

5.1 Klimatskapen

For att se om temperaturen i klimatskapen stamde Gverens med temperaturinstallningarna
gjordes en loggning av temperaturen. Petriskalarna sattes in i klimatskapen den 14/4 och togs

ut den 27/4. Tyvarr holl inte skapen 10°C pa natten som det var instéllt pa, utan de héll en

temperatur pa strax under 17 °C . Tukey’s test pavisade inga skillnader mellan klimatsképen,
men i diagrammet nedan ses att det danda fanns mattliga skillnader. Se &ven bilaga 2 for

diagram fran respektive klimatskap.

Diagram 1: Skillnader i temperatur mellan klimatskap 1 och 2

Boxplot of Temperatur

18,00 4

17,75 -

17,50 -

17,25 - S|

17,00 4

16,75 4

16,50 -

Temperatur

5.2 Kontroll

Klimatskdp

| diagram 2 ses att grobarheten var bra for alla fr6-1D, utom for ID 85 som hade en nagot
samre groningsprocent pa 79,5. ID 85 hade aven en lagre tillvaxttakt an ovriga fro-1D (se

diagram 3).

Diagram 2: Grobarhet i % for kontrolledet

Diagram 3: Antal fron med skott >1 cm
i kontrolledet

Grobarhet, % i kontrolledet

97
100 925915925225 95 21

Grobarhet, %

ID85 1D 382 ID692 ID693 ID697 ID 698 ID 699

Population

B Grobarhet, %

Antal fron med skott > 1 cm, %

Antal fron med skott > 1 cm, % i kontrolledet
94 94,5

B Antal fron med skott > 1
cm, %

ID8 ID ID ID ID ID ID

382 692 693 697 698 699

Population
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En utrékning av andelen grodda fron med skott langre &n 1 cm visar att alla fro-1D uppnadde
minst 90 % (diagram 4). ID 697 hade den hdgsta procenten av grodda fron dar skotten uppnatt
1 cm eller mer, medan ID 382 respektive ID 693 hade lagst procent.

Diagram 4: % av grodda fron med skott > 1 cm i kontrolledet

% av grodda fron med skott >1 cm i kontrolledet

98,4 97,4
1000 <955 514 962 o1 037

M % av grodda fron med
skott >1 cm

% av grodda frén med skott > 1

ID85 ID ID ID ID ID ID
382 692 693 697 698 699

Population

5.3 Jamforelse av resultat mellan visuell bedémning och frekvensrakning

Behandlingen med fenoxaprop-P och sulfometuron fungerade inte som véntat. Fr6-1D 85
angavs i forsoksinstruktionen som kanslig standardpopulation for samtliga herbicider (Tabell
2). Inget fréparti uppfyllde dock det krav pa stor groningsreduktion i behandlade led som
stalls pa en kanslig standard, for vare sig fenoxaprop-P eller sulfometuron. Ingen kénslig
standard fanns darmed for dessa herbicider, och darfér kunde inte resistens bedomas utifran
frekvensmetoden i dessa led.

Resultatet 1 den visuella beddmningen och frekvensmetoden for fenoxaprop-P och
sulfometuron skiljde sig stort, bade fran varandra och fran de forvantade resultaten for de
olika fropartierna (se diagram 5 och 9 for fenoxaprop-P och 7 och 11 fér sulfometuron). Den
visuella graderingen av gronyta visade dock en férvantad skillnad mellan fréna, med storst
gronyta for det kant sulfometuron-resistenta fro-1D 698. Denna relativt storre motstandskraft
mot herbiciden syntes inte tydligt i frekvenstestet, sa har tillforde det visuella testet extra
information.

Resultatet av cykloxidimbehandlingen redovisas i diagram 6 och 10. De visar ett tydligt
monster av 6verensstdimmelse mellan resultaten i den visuella metoden och i frekvensmetoden
for de ingdende fropartierna. Utfallet for de olika fro-1D var dessutom i linje med det
forvantade i detta led. Diagram 8 och 12 for pendimetalin visar pa ett liknande mdnster, men
inte fullt lika tydligt som behandlingen med cykloxidim. Har kan bedémningen i den visuella
metoden ha tillfort information av betydelse om skottens tillvéxtkraft.

Jamforelsen mellan tva olika personers satt att géra den visuella graderingen visade inga

betydande skillnader i detta forsok. En liten skillnad i beddmning for ID 692 och 693 i
pendimetalinbehandlingen redovisas i diagram 8.
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Diagram 5-8: Visuell gradering av tillvaxt/tackningsgrad for respektive herbicid, jamfort med
led for kontroll

% gronyta

%gronyta jamfért med kontroll

D85 D382 ID692 ID693 ID697 D698 ID 699

Population

B Fenoxaprop-P

% gronyta

%gronyta jamfort med kontroll

86.25

B Cykloxidim

D85 D382 ID692 ID693 ID697 ID 698 ID 699

Population

% gronyta

%gronyta jamfért med kontroll

D85 D382 D692 ID693 ID697 ID698 ID 699

Population

B Sulfometuron

% gronyta

%groényta jamfort med kontroll

D85 D382 ID692 D693 ID697 ID698 ID 699

Population

Pendimetalin
I:lebnorma

-=gradering utfort
av L.A. Espeby
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Diagram 9-12: Frekvensmetoden: fron med skott > 1 cm, jamfort med kontroll

Fron med skott >1cm, %jamfért med kontroll Fron med skott >1cm, %jamfért med kontroll
100,0 100,0 89,9
90,0 1= 90,0
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» 50,0 11 | 8 Fenoxaprop-P » 50,0 B Cykloxidim
° e
@ 400 +H ] 325
E ' S S 400 '
c 30,0 < 300
:8 Ay ©
< 20,0 4 £ 20,0
] o S ,
100 1+ | 10,0 +g—t>—T10 e oo
0,0 1=
b8 D ID D D D D D8 ID D D D D D
382 692 693 697 698 699 382 692 693 697 698 699
Population Population
Frén med skott >1cm, % jamfért med kontroll Fron med skott >1cm, %jamfort med kontrol
100,0 100,0
90’0 IS 90,0 qu7
o
§ 800; S 80,0
A 70,0
x 7001 5 600
= ] o , - -
g 600 % 500 Pendimetalin
© 50,0 1 B Sulfometuron o '
% 4001 £ 400 Ts00
£ ' c 30,0 |:|=Abnorma
c 30,0 )
€ oo = 20,0 1
£ : S 1001
001 0,0 ; ;
0,0 -
D85 D D D D D D
b © Db D D D D 382 692 693 697 698 699
382 692 693 697 698 699
. Population
Population

For pendimetalin skiljer sig resultatet till viss del mellan den visuella bedémningen och
frekvensrékningen. | leden med abnorma skott 6verskattas resistensgraden i frekvensmetoden
om de abnorma skotten medréaknas, medan den visuella bedomningen mer entydigt visar pa en
kénslighet mot herbiciden (se exempel nedan).

Bild 1: ID 85 behandlat med pendimetalin. Manga skott precis 6ver 1 cm langa, men i 6vrigt
korta och mycket tjocka = abnorma. 15 % téackning enligt den visuella bedémningen och 30,9
% skott 6ver 1 cm enligt frekvensmetoden. Frekvensmetoden 6verskattar, dessa skott ar

kansliga.
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Bild 2: ID 692 behandlat med sulfometuron. Manga skott precis 6ver 1 cm langa, men mycket
tunna och mer “"normala”. 13,75 % tackning enligt den visuella bedémningen och 42,6 %
skott 6ver 1 cm enligt frekvensmetoden. Den visuella bedémningen underskattar, dessa skott
ar resistenta och kommer trollgen att utvecklas till reproduktiva plantor.
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5.4 Resultat fran frekvensmetoden

Ingen kénslig standard fanns for fenoxaprop-P eller sulfometuron, darfor kunde inte resistens
graderas enligt denna metod for dessa led.

For cykloxidim togs foljande skala for resistensbeddmning fram, efter den kansliga
standarden ID 85:

S R? RR RRR
S IB 1* 2% | 3* 4* | 5*
0% 10% 20 % 40% 60%  80%  100%
KANSLIG OKANDE RESISTENS
| i

ID 85 kunde inte anvandas som kénslig standard for pendimetalin eftersom groningen var for
hog i herbicidledet med pendimetalinbehandling. Valet stod da mellan ID 382 och ID 697,
men eftersom ID 697 skiljde sig stort mellan klimatskapen var ID 382 ett sakrare val. For
pendimetalin togs alltsa foljande skala for resistensbedomning fram, efter den kansliga
standarden ID 382:

S R? RR RRR
S IB 1* 2% | 3* 4* | 5*
0% 19,1% 26,5% 41,2% 55,9% 70,6%  853% 100%
KANSLIG OKANDE RESISTENS

[ >
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Resultatet sammanfattas i foljande tabell:

Tabell 4: Resistensgrad enligt frekvensmetoden

Population Fenoxaprop-P Cykloxidim Sulfometuron Pendimetalin
(ACCas target (ACCas target (ALS targetsite) (Okad
site/6kad metabolism)  site) metabolism)

ID 85 - S - R?

ID 382 - S - S

ID 692 - S - RR

ID 693 - RR - RR

ID 697 - S - S

ID 698 - S - RRR

ID 699 - RRR - RR

ID 85 visade stor tillvaxt i den visuella bedomningen for alla led utom cykloxidim. Darfor
stamde inte forvantningarna pa att denna skulle vara kanslig standard for alla herbicider.

ID 382 som forvantades vara metabolisk resistent pavisade istallet en hog kanslighet mot
pendimetalin, varfor den anvandes som kénslig standard for utrakningar av resistensskalan.

Resultatet for ID 692 stamde val Overens med forvantningarna. ID 692 pavisade en
metabolisk resistens.

ID 693 hade som forvéntat en metabolisk resistens, men daven ACCas target site-resistens
forekom.

ID 697 var kanslig mot bade cykloxidim och pendimetalin. Den hade darfér kunnat anvandas
som kénslig standard for pendimetalin, om det inte hade varit alltfér stora skillnader mellan
klimatskap 1 och 2 just for detta fro-1D.

ID 698 hade som forvantat en metabolisk resistens mot pendimetalin, men om det var en
forandrad metabolism dven mot fenoxaprop-P kunde inte faststdllas. ALS target site-resistens
kunde heller inte avgoéras med frekvensmetoden eftersom forsoket inte lyckades for
sulfometuron, men den visuella graderingen visar dock pa en hog gronyta i jamforelse med
ovriga led.

Hos ID 699 kunde, med sékerhet, target site-resistens mot cycloxidim faststéllas, men &ven en
metabolisk resistens forekom.
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6. DISKUSSION

Groningsprocenten var i detta forsék hog, utom for 1D 85. For ett tillforlitligt forsok kravs en
hog groningsprocent pa minst 80 % for den kansliga standardens kontroll. 1D 85, som
forvantades vara kanslig, hade en groningsprocent pa endast 79,5 %, alltsa pa gransen till
tillatlig, och som darmed avvek fran 6vriga fronummer. Detta kan ha paverkat resultatet.

For att resultatet ska kunna anvéndas i frekvensmetoden maste en kanslig standard finnas i
forsoket. Forsoket lyckades inte i behandlingen med fenoxaprop-P och sulfometuron eftersom
den forvantade kansliga ID 85 pavisade resistens. Nagot gick alltsa fel. En forklaring kan vara
att fel koncentrationer har tillblandats vid beredningen av herbiciderna. Primera Super
(fenoxaprop-P) var ett mycket besvérligt preparat att pipettera eftersom det var trogflytande.
Sulfometuron daremot végdes upp mycket noggrant och exakt, men att behandlingen inte
fungerade kan i det har fallet ha berott pa den stora volymen losning som tillreddes. En stor
mangd l6sning kan ha resulterat i en otillrdcklig omrdrning och darfor en felaktig dos vid
pipetteringen.

En annan orsak till forsoksresultatets avvikelse jamfort med forvantat resultat kan ha berott pa
avlasningstidpunkten. Tillvdxten skedde snabbare &n den borde ha gjort eftersom
klimatskapen inte holl ratt temperatur. Den felaktiga temperaturen kan ha paverkat groningen,
och framforallt tillvaxttakten. FOr att frona ska gro bra behdvs en stdrre temperaturskillnad
som “triggar igang” groningen (L. Akerblom-Espeby, Sveriges Lantbruksuniversitet,
personligt meddelande, april 2011). Den snabba tillvaxten kan ha resulterat i att avlasningen
gjordes for sent for vissa led, nér skillnader som eventuellt hade kunnat ses i ett tidigare skede
utjamnades. Hade en tidigare avlasning gjorts, hade det troligtvis resulterat i farre skott 6ver 1
centimeters langd, samt en annan beddémning av resistensnivan. En anledning till att det har
ringtestet utfors ar for att utvardera om det verkligen behdvs de absolut basta materialen, t.ex.
bra klimatskap. Om bra klimatskap inte anvands maste stérre noggrannhet for
avlasningstidpunkt ske.

Frekvensmetoden ar en bra metod pa det viset att den &ar kanslig for den sortens fel som kan
ha gjorts i forsoket och att den tydligt visar nér resultatet blir felaktigt. En kénslig standard
maste som sagt bekréafta resultatet.

Den visuella bedémningen och frekvensmetoden 6verensstammer ofta med varandra, men kan
ocksa ge skilda typer av information om herbicidens verkan. Frekvensmetoden visar andelen
fron som klarar att gro trots narvaro av herbicid. Den ar anvandbar for att pavisa resistens mot
herbicider som hammar groning och den tidiga tillvaxten, oavsett resistensmekanism.

Om de abnorma skotten, som upptradde i flera av petriskalarna behandlade med pendimetalin,
raknas som grodda i frekvensmetoden, finns en risk att resistensgraden Overskattas. Dessa
plantor skulle med st6rsta sannolikhet inte kunna utvecklas till reproduktiva plantor eftersom
tillvaxten har tryckts tillbaka sa pass starkt. Kéanslighet mot pendimetalin hos dessa fro-1D kan
bara antas och en visuell gradering ar darfor battre i ett senare stadium eftersom det ger en
indikation pa herbicidens verkliga paverkan pa plantans utveckling. Som tidigare beskrivet &r
en serie olika doser med en visuell bedémning den bésta metoden for att se hur metabolisk
resistens utvecklas, p.g.a. att metabolisk resistens upptrdder mer smygande. | ett senare
stadium kan en visuell gradering dessutom vara mycket snabbare och effektivare &n metoden
med att rdkna alla fron som lyckats gro. Nackdelen med en visuell gradering &r att det &r latt
att gora felaktiga bedomningar om inte vana for utforandet finns.
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Vid ett avgdrande om resistens forekommer eller inte, behévs en bedémningsskala/rankning
aven for den visuella beddmningen. Samma skala som anvands for frekvensmetoden kan inte
anvandas for den visuella.

For att jamfora med den visuella bedémningen gjordes dven ett torrsubstanstest for att avgora
den faktiska biomassan. Forsoket fungerade mindre bra da frovikten tog upp en alldeles for
stor del av biomassan. Exempel: Ett prov visade 5 % gronyta genom den visuella
beddmningen, men visade 66 % biomassa i torrsubstansforsoket, jamfort med obehandlat led.
Av att doma fotona som togs kan 66 % aldrig stamma eftersom tillvaxten var véldigt Iag i
detta prov. Nar tillvaxten ar sa pass lag ar frovikten fortfarande stor eftersom groddarna inte
har gjort av med all energi i frona &nnu. Genom att rdkna bort en faktor for ogrodda fron
kunde 6verensstimmelsen mellan vagd biomassa och visuell beddmning av biomassan
forbattras. Denna del av forsoket var dock fradmst orienterande, och analyserades och
redovisas inte ndrmare i denna studie.
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7. SLUTSATSER

Forsoksresultaten dverensstamde med forvantningarna pa resistensniva i froproverna mot tva
av de ingaende herbiciderna, cycloxidim och pendimetalin. Mot de tva andra herbiciderna,
fenoxaprop-P och sulfometuron, avvek resultaten mot de forvantade. Detta kan ha berott pa
labfel i forsoket, eller andra faktorer. Testet skulle darfor behdva upprepas for att kunna
utesluta eventuella labfel. Jag véantar med spanning pa att se de dvriga resultaten i ringtestet,
for att se om andra lab har fatt samma resultat, eller resultat mer éverensstimmande med
forvantningarna.

En annan mojlig slutsats ar att om frekvensmetoden ska vara robust for variation i
temperaturen under groningen, d.v.s. kunna utforas dven av laboratorier utan tillgang till
klimatstyrda groningsskap, maste stor noggrannhet laggas vid att hitta ratt avlasningstidpunkt
vid varje testtillfalle.

Tillagget av en visuell gradering gav i nagra fall extra information, och eftersom den var
snabb att utfora och kunde utforas med sma avvikelser mellan olika avlasare, kan den vara ett
vardefullt tillagg till frekvensmetoden, sarkilt i lab dar mdjligheten till temperaturstyrning ar
begransad .

Genom detta arbete har jag kommit fram till att det verkar vara ett problem att hitta en robust
metod fOr att upptdcka metabolisk resistens, men att det finns bra tester for target site-
resistens. Som tidigare ndmnt finns det tester dar halten av enzymet GST bestdms, men som
fortfarande &r en véldigt oséker metod, och det ar oklart om metabolisk resistens alltid kan
kopplas till detta. Ingen enskild test ar den béasta, utan for att fa en helhetsbild Gver
resistenssituationen, med exakta mekanismer, behovs bade planttester och frétester.
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BILAGOR
Bilaga 1: Blandningsschema av herbicidlésningar

Vatskan som anvands i blandningarna ar i forsta steget avjoniserat vatten, och i andra steget
kaliumnitratlésning (2 g/). Andra bagaren (5 PPM respektive 1 PPM) ska innehalla 198 ml

KNO, (utom for sulfometuron dar 998 ml tillsétts). Sedan appliceras 2 ml av I6sningen fran

forsta bagaren (500 PPM) sa att den totala mangden blir 200 ml i andra bagaren (utom for
sulfometuron, dér l6sningen blir 1000 ml).

500 PPM 2 ml 5 PPM
1 ml Fenoxaprop-P 137 ml 198 ml
I
(69 g/) ‘ H,0 KNO; | = 200 mi
2ml
1 ml Cycloxidim
| H0 KNO; | =200 ml
2 mi
1 ml Pendimetalin 7|?|9g]| 1}3:\3]2;“
(400 g/|) 2 3 =200 ml
2 ml 1 PPM
1 g Sulfometuron 150 mi 998 ml
(750 g/kg) H,O KNO, = 1000 ml

v
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Bilaga 2: Skottlangd i petriskalar med herbicidbehandlingar, klimatskap 1 och 2.

Diagram B1: Klimatskap 1

Fron med skott > 1 cm, % jamfort med kontrolledet,
Klimatskap 1

o 120,0
;1000 0 503
S y TSNS — ST
A 80,0 oAy O Fenoxaprop-P
= 61,7 AT B Cykloxidim
% 600 H 52 N H T
- , 0O Sulfometuron
34,1
£ 40,0 H H3p2 7 B2 2 O Pendimetalin
c
E 20,0 H H —’~, — 43
0,0 4 Q,
0,0 T T T T l

D85 1ID382 D692 ID693 D697 ID698 ID699
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Diagram B2: Klimatskap 2

Fron med skott > 1 cm, % jamfort med kontrolledet,
Klimatskap 2
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< 08,6 ae 1024 o978
-100,0 +—= 9 n -
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= E B Cykloxidim
< 60,0 H (524 e == —H [ H M — é
n J 4ap.3 O Sulfometuron
3 sa5 |3 :
g 40,0 H H3k6 : 37| H H — | O Pendimetalin
c 0
He) faY
2 20,0 H ! _’~ ( ( — | 99 nr
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