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Abstract

Potato late blight, caused by the oomycete Phytophthora infestans, is the most devastating
crop disease in potato crop globally and annually cost growers 5 billion USD in losses and
control measures. Large quantities of fungicides are used for the control of potato late
blight in order to avoid yield loss and to limit the risk of tuber blight. New fungicides have
a better ability to achieve a good level of control at lower doses compared to older fungi-
cides. A field trial was conducted to investigate if it is possible to lower the dose while
maintaining both yield level and a good protection against tuber blight. In the trial, the
control of potato late blight using full recommended dose of fungicide was compared to
half recommended dose. Generally crop protection salesmen and farmers advice against
using half the recommended fungicide dose for the control of potato late blight. It is al-
leged that this practice results in a selection of phenotypes of P. infestans which are more
aggressive and have a higher fungicide tolerance. To examine if these claims are valid,
isolates of P. infestans were collected from plots treated with full dose of fungicide (K2),
half dos fungicide (K1) and untreated plots (KO). The collected isolates were tested for
aggressiveness by measuring latency period, lesion growth and spore production. In addi-
tion, test for mycelial growth on agar amended with three levels fungicide were performed.
Tests were carried out with all three fungicide used in the field trial; Infinito, Ranman Top
and Revus Top. Microsatellites were used as markers to detect genotypic differentiation
between the three sets of samples.

Results from the aggressiveness tests showed that no significant differences in aggres-
siveness could be found between the isolates from K2 and the isolates from K1. Only iso-
lates from KO were significantly less aggressive. The mycelial growth on fungicide
amended agar was significantly higher for isolates from K2 in all tests except one dose
level, in one fungicide. The differences in mycelia growth among isolates from KO and K1
varied. The infection of P. infestans in the field trial was low and no differences in yield or
occurrence of tuber blight were found. No genotypic differentiation was detected despite
the significant differences in aggressiveness between samples collected from the different
treatments. This indicates that the observed differences in phenotype are due to changes in
the gene expression rather than in the population structure.

Collectively the results show that usage of half the recommended dose of fungicide did
not increase aggressiveness, reduce yield, increase fungicide tolerance or occurrence of
tuber blight in the field trial. Full dose however increased phenotypic fungicide tolerance.



Sammanfattning

Globalt sett &r potatisbladmdgel den mest forédande sjukdomen inom potatisodling och
medfor érligen kostnader pd omkring 5 miljarder US dollar i utebliven produktion och
kontrollatgarder. Bladmdgel orsakas av oomyceten Phytophthora infestans. Stora mangder
fungicider anvands for att bekdmpa potatisbladmogel for att undvika skdrdebortfall och
minska risken for brunréta. Till skillnad fran aldre preparat, uppnar moderna bladmogel-
fungicider redan vid laga doser en bekampningseffekt som ar jamforbar med den vid full
rekommenderad dos. For att belysa mdjligheten att minska dosen samtidigt som samma
skordeniva och laga forekomst av brunréta bibehalls genomforde Lyckeby Starch ett falt-
forsok 2015. | faltforsdket bekdmpades bladmdgel med full respektive halv rekommende-
rad fungiciddos. Véxtskyddsforséljare avrader ofta fran bekampning med reducerade fung-
iciddoser. Detta for att reducerade doser pastas selektera fram aggressivare och mer fungi-
cidtolerant bladmégel. For att undersoka om dessa pastaenden stimmer samlades isolat av
P. infestans in fran parceller behandlade med full dos (K2), halv dos (K1) och parceller
som var obehandlade (KO0). De insamlade isolaten undersoktes pé laboratorium for aggres-
sivitet genom att mata latenstid, lesionstillvaxt och sporproduktion. Dessutom mattes isola-
tens myceltillvaxt pd agar dar tre olika nivaer av fungicid hade tillsatts. Alla tre fungici-
derna som ingick i bekdmpningsprogrammet i faltforsoket; Infinito, Ranman Top och Re-
vus Top, undersoktes. Genotyp bestamdes med mikrosatelliter for att utreda om popula-
tionsstrukturen skiljde mellan de olika leden.

Aggressivitetstesterna visade att det inte fanns nagra skillnader i aggressivitet mellan
isolat fran K2 respektive K1. Endast isolat frdn KO hade signifikant lagre aggressivitet.
Myceltillvaxten pa agar dar fungicid hade tillsatts var signifikant hogre for K2 i alla led
forutom en dosniva for ett preparat. Skillnaderna i tillvaxt mellan K1 och KO varierade. |
faltforsoket var skillnaderna i bladmdgelangrepp sma och inga skillnader i skord eller i
forekomst av brunréta uppmattes. Ingen genetisk populationsdifferentiering detekterades,
trots signifikanta skillnader i aggressivitet mellan isolaten som samlats in fran de olika
behandlingarna. Detta tyder pa att skillnaderna i fenotyp beror pa en forandring i genut-
trycket snarare an férandring i populationsstruktur.

Sammantaget visar resultaten att halverade doser, inte ger aggressivare bladmdégel, lagre
skord, hogre fungicidtolerans och storre forekomst av brunréta i faltforsoket. Daremot
selekterade full dos fram fenotyper med hdgre fungicidtolerans.
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Forkortningar

KO: isolat fran parceller som &r obehandlade

K1: isolat fran parceller bekdmpade med 50 % av rekommenderad dos
K2: isolat fran parceller bekampade med 100 % av rekommenderad dos
PCR: Polymerase Chain Reaction

Isolat: enskilt renodlat prov av Phytophthora infestans

Lesion: flack pa blad orsakad av infektion av Phytophthora infestans



1 Inledning

Potatishladmdgel orsakas av en oomycet, Phytophthora infestans, som bland odla-
de grédor angriper potatis och tomat (Agrios, 1988). Globalt sett ar potatisblad-
mogel den mest forodande sjukdomen inom potatisodling och medfor arligen
kostnader pa omkring 5 miljarder US dollar i utebliven produktion och kontrollat-
garder (Judelson & Blanco, 2005). Alla delar av potatisplantan & mottagliga for
infektion av P. infestans vilket gor att sjukdomen fortjanar sitt namn plant destro-
yer” (Fry, 2008).

For att bekdmpa sjukdomen i kommersiell potatisodling anvands stora mangder
av fungicider, men bekdmpningsbehovet varierar dock. En viktig faktor ar olika
potatissorters motstandskraft mot P. infestans. Risken for angrepp ar ocksa starkt
kopplat till vader och forekomst av angrepp i naromradet. Det borde darfor vara
mdojligt att anpassa dosen for vilket skulle vara 6nskvart for att reducera fungicid-
anvandningen och for att 6ka I6nsamheten i lantbrukarens odling.

For att undersoka mojligheten att reducera fungiciddoserna i starkelsepotatisod-
lingen beslot sig Lyckeby Starch att bestélla ett faltforsok som genomfordes under
2015 dar full och halv dos fungicid testades.

| diskussioner kring reducerade doser argumenterar en del for att reducerade do-
ser leder till selektion mot aggressivare P. infestans jamfort med om full dos an-
vands genomgaende. For att studera detta samlades prover av potatisbladmogel in
fran de olika behandlingarna (obehandlat, hel fungiciddos och halv fungiciddos) i
faltforsoket. Proverna undersoktes avseende fenotyp (aggressivitet) och genotyp
(mikrosatellitmarkorer). For att ytterligare utreda effekterna av eventuell selektion
undersoktes om isolaten som samlats in i forsoksrutor med full respektive halv dos
hade olika formaga att tolerera fungicider.



2 Syfte

Arbetets syfte ar att undersdka mojligheten att reducera fungiciddosen till 50 % av
den rekommenderade dosen vid bekdmpning av potatisbladmdgel i starkelsepotatis
samt vilka foljder halverade doser kan ha géllande aggressivitet hos P. infestans.
De hypoteser som arbetet utgar ifran &r:

() Halv rekommenderad fungiciddos vid bekdmpning av potatisbladmdgel ger lika
hdg skord som fulla doser.

(11) Bekdmpning av potatisbladmdgel med full rekommenderad fungiciddos selek-
terar fram vissa genotyper.

(111) Bekampning av potatisbladmdégel med halv rekommenderad fungiciddos se-
lekterar inte fram mera aggressiva fenotyper av Phytopththora infestans jamfort
med full dos.

(IV) Bekadmpning av potatisbladmdgel med halv rekommenderad fungiciddos
selekterar inte fram fler fungicidtoleranta fenotyper av Phytopththora infestans
jamfort med full dos.

2.1 Avgransningar

| arbetet har endast isolat fran en av sorterna i faltférsoket (Kuras) genotypbe-
stdmts, fungicidtestats och aggressivitetstestats. | fungicidtestet jamfors inte prepa-
ratens effekt. Det som undersoks ar istallet tillvaxten hos isolaten inom KO (in-
samlade i obehandlat led), K1 (insamlade i led behandlat med halv dos) och K2
(insamlade i led behandlat med full dos). Fungiciddoserna i testet kan inte relateras
till faltdos.



3 Bakgrund

3.1 Phytophthora infestans historia

Phytophthora infestans ar en viktig orsak till ”The Great Potato Famine” pa Irland
1845-1849 (Turner, 2005). Uppskattningsvis dog 1,5 miljon irldndare och ungeféar
lika ménga emigrerade framforallt till USA (Agrios, 1988). Ar 1861 kunde Anton
deBary bevisa att potatisbladmogel orsakas av en organism som da antogs vara en
svamp (Agrios, 1988). | Kungliga lantbruksakademins handlingar och tidskrift
fran 1916 beskriver Jakob Eriksson sjukdomen I bagge fallen kommer utbrottet
helt pl6tsligt och svampen har inom mycket kort tid, hdgst 3-4 dagar, tagit i besitt-
ning en Overraskande stor yta av det angripna organet, i ena fallet stammen och i
det andra bladet” (Eriksson, 1916).

Senare konstaterades det att P. infestans har tva parningstyper; Al och A2 (Gal-
legy & Galindo, 1958). Framtill 1980-talet férekom endast parningstyp Al globalt,
med utantag for centrala Mexico dar parningstyp Al och A2 samexisterade. Det
innebar att mojligheten for sexuell reproduktion inte forkom utanfor centrala Mex-
ico (Fry et al., 1992). Vintern 1976-1977 ankom en skeppslast (25 000 ton) potatis
fran Mexico till Europa som innehdll knélar smittade av individer av P. infestans
med parningstyp A2 (Lucas et al., 1991). Dessa nya genotyper etablerade sig och
spred snabbt den nya parningstypen i Europa. | Vésteuropa ar dock populationerna
fortfarande klonala med begransad genotypisk diversitet och sexuell reproduktion
av P. infestans ar ovanligt (Flier et al., 2007). Dock visar Cooke et al., (2012) att
det férekommer drastiska skiften mellan vilka klonala linjer som dominerar.

Det ar framst i Norden som de bada parningstyperna férekommer i lika propor-
tioner vilket innebdr att forutsattningar for sexuell forékning finns (Brurberg et al.,
2011). For att en population ska kunna foroka sig sexuellt kravs att bada parnings-
typer férekommer pa samma falt, infekterar samma blad och ger upphov till oos-
porer. Produktion av oosporer medfor inte nddvandigtvis att de kommer bli grun-
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den for en kommande epidemi eftersom de maste Gverleva och lyckas infektera
plantor kommande véxtsasong (Yuen & Andersson, 2013). En studie av Widmark
et al., (2007) indikerar dock starkt att jordburet inokulum i form av oosporer signi-
fikant kan bidra till att starta bladmogel-epidemier.

3.2 Phytophthora infestans livscykel

Phytophthora infestans tillhor gruppen oomyceter som till skillnad fran &kta
svampar har en cellvagg som i huvudsak bestar av cellulosa. Akta svampars cell-
vaggar innehaller kitin (Erwin & Ribeiro, 1996). Oomyceter forokas sexuellt ge-
nom produktion av oosporer efter ssmmansmaltning av tva gametangia dar meios
sker innan befruktning (Sansome, 1965). Fry (2008) beskriver P. infestans som en
nastan obligat, hemibiotrofisk patogen i jordbruket. Phytophthora infestans uppvi-
sar en hog grad av vérdspecificitet och andra typiska biotrofa drag som haustorier
men orsakar samtidigt relativt snabb nekros i angripen vavnad (Lucas & Dickin-
son, 1998; Fry, 2008). Vid infektion av P. infestans syns oftast inga symptom
inom 2 dagar, vilket ar typiskt for en hemitrof men darefter syns sma nekroser
(Fry, 2008).

Phytophthora infestans livscykel delas in i en sexuell cykel och en asexuell cy-
kel (figur 1). Den asexuella cykeln mojliggor snabb spridning och har kort genera-
tionstid. Sjukdomsforloppet paborjas da mycelet i den infekterade kndlen sprids
till skotten pa plantan. P4 infekterade skott och blad bildas sporangier fasta pa
sporangieforer (Mizubuti et al., 2000). En lesion kan producera upp till 300 000
sporangier vilket delvis kan forklara hur ett falt kan vissna ner pa mindre an en
vecka under for patogenen gynnsamma vaderforhallanden (Fry, 2008). Bildandet
av sporangier sker vid hog luftfuktighet. Erwin & Ribeiro (1996) anger en tempe-
ratur kring 21 °C som temperaturoptimum. Sporangier kan sedan antingen gro via
en groddslang eller genom att frigra rorliga zoosporer med flageller. Vid tempe-
raturer over 15 °C intraffar framforallt groning direkt via groddslang medan vid
temperaturer under 15 °C intraffar foretradesvis groning via zoosporer (Agrios,
1988). Optimum for direkt groning via groddslang &r 20-25 °C och optimum for
groning via zoosporer ar 10-15 °C (Fry, 2008). Ett sporangium kan producera upp-
till 8 zoosporer, som var och en kan ge nya infektioner (Agrios, 1988). Pa korta
avstand sprids sporangierna med vattenstank fran infekterade blad och pa langa
avstand sprids sporangierna med vinden (Erwin & Ribeiro, 1996). Latenstiden kan
variera kraftigt mellan olika isolat men i en studie av Lehtinen et al., (2009) gjord
pa isolat av P. infestans fran Sverige, Norge, Danmark och Finland var den ge-
nomsnittliga latenstiden 4-8 dagar.
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Figur 1. Livscykeln &ver Phytophthora infestans. lllustration av Alvar Gronberg.

Nér sporangier skdljs ned i marken och zoosporer gror penetreras kndlarna via
lenticeller eller via sarytor vilket ger knélinfektion. Risk for knolinfektion ar spe-
ciellt hdg ndr sporulering forekommer i féltet och vid regnigt vader (Agrios,
1988).

Den sexuella cykeln kan dga rum nér bada parningstyperna forkommer pa sam-
ma vaxtvavnad, da befruktning kan ske och oosporer produceras (Agrios, 1988). |
Sverige forekommer bada parningstyperna Al och A2, vilket mojliggor sexuell
forokning. (Andersson et al., 1998). Forekomsten av oosporer medfér att bladmo-
gelsmittan aven &r jordburen eftersom oosporer kan dverleva i jorden minst 3-4 ar
(Agrios, 1988). Innan sexuell férokning forekom 6verlevde P. infestans endast
som myecel i kndlar mellan sésongerna. Oosporer gror genom en groddslang som
producerar ett sporangium (Agrios, 1988). Enligt Stromberg et al., (2001) stimu-
leras groning av oosporer av langa dagar och temperaturer omkring 10 °C, dvs.
forhallanden som forekommer i Skandinavien i maj-juni. Widmark et al., (2007)
fann i en studie gjord i sydvastra Sverige tidigt pa varen att den jordburna smittan
sannolikt bidrog till den priméra infektionen.
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3.3 Verkningsmekanismer hos fungicider

I den kommersiella potatisodlingen i Sverige bekampas bladmégel framst genom
behandling med fungicider. | de sodra delarna av landet sker upprepade behand-
lingar medan intensiteten i bekdmpningen avtar norrut eftersom infektionstrycket
dar ar lagre. | Kristianstad dar det studerade féaltférsoket med olika fungiciddoser
genomfordes, krdvs ett omfattande bekampningsprogram med upprepade behand-
lingar. Programmen satts samman med tanke pa att optimalt utnyttja egenskaper
hos olika preparat och for att minska risken for resistensutveckling. Anvandandet
av olika verkningsmekanismer ar viktigt for ett langsiktigt hallbart anvandande. |
faltforsokets bekampningsprogram ingick tre olika preparat; Ranman Top, Revus
Top och Infinito. Preparatens olika aktiva substanser mot P. infestans och verk-
ningsmekanismer finns presenterade i tabell 1.

Tabell 1. Verkningsmekanismer och risken for utveckling av fungicidresistens hos de tre fungicider
som anvandes i forsoket (FRAC, 2015).

Preparat Aktiv substans Verkningsmekanism  Resistensrisk
Ranman Top  Cyazofamid Respiration Medel-hog
Revus Top Mandipropamid Cellvaggssyntes Lag till medium
Infinito Fluopicolide Mitos och celldelning  Okéand
Propamocarb Lipidsyntes och mem-  Lag-medel
bran
3.3.1 Infinito

Preparatet innehaller tva aktiva substanser, fluopicolide och propamocarb vilka har
olika verkningssétt. Propamocarb verkar systemiskt och transporteras i xylemet
och skyddar darmed ocksa nytillvaxten hos grodan. Fluopicolide &r translaminar
och transporteras genom bladen efter behandling (Bayer Crop Science, 2015).
Flupicolide &r en relativt ny aktiv substans med en tidigare ok&nd verkningsmeka-
nism. Flupicolide ar aktiv mot alla delar i P. infestans livscykel, sporulering, zoo-
sporbildning, myceltillvéxt, sporgroning, och penetration av véxtvavnad. Propa-
mocarb inhiberar myceltillvaxt och utvecklingen hos sporangierna (Tafforeau et
al., 2005).
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3.3.2 Ranman Top

Preparatet innehaller den aktiva substansen cyazofamid vilken ar kontaktverkande
och skyddar potatisplantan mot bladmégel men har &ven spordddande effekt for att
forhindra knolinfektion (Nordisk Alkali, 2015). Mitani et al., (2001) fann att cya-
zofamid starkt inhiberar alla stadier i P. infestans livscykel. Cyazofamid inhibera-
de redan vid laga koncentrationer frigorelse av zoosporer, zoosporernas rorelse-
formaga, direkt sporgroning, myceltillvixt och bildandet av oosporer. Mitani et
al., (2001) menar att detta tyder pa att verkningsmekanismen for cyazofamid ar
kopplad till forsamring av cellens energisystem. Cyazofamid har i forsék med
inhibering av myceltillvéaxt visat sig verka selektivt pa oomyceter och inte lyckats
inhibera myceltillvéxt hos ascomyceter, basidiomyceter och deuteromyceter. |
forsok av Saville et al., (2014), dar inhibering av myceltillvaxt hos P. infestans
testades pa ragagrar dar cyazofamid hade tillsatts, framkom att de flesta isolaten i
studien inte véxte pa plattor dar cyazofamid hade tillsatts.

3.3.3 Revus Top

Preparatet ar bade translaminart och kontaktverkande och innehaller mandipropa-
mid som aktiv substans mot bladmdgel. Innehaller dven den aktiva substansen
difenokonazol mot torrflackssjuka (Alternaria solani, A. alternata) (Syngenta,
2015). Mandipropamid verkar effektivt mot sporgroning, myceltillvaxt och sporu-
lering. Bekdmpning rekommenderas i férebyggande syfte men mandipropamid har
aven en kurativ effekt under inkubationstiden (Serrati & Cestari, 2006). Resultaten
i en studie av Cohen et al., (2007) indikerar att sannolikheten for uppbyggnad av
resistenta underpopulationer av P. infestans i falt &r lag.

3.4 Aggressivitetstester

Van Der Plank, (1963) definierar aggressivitet som kvantiteten av sjukdom som en
patogen orsakar pa en mottaglig vard. Aggressiviteten hos en patogen ar ett kvanti-
tativt matt pa dess formaga att angripa en viss vard och beror ocksa pa vardens
motstandskraft (Cook et al., 2006). Miljon, till exempel relativ luftfuktighet, tem-
peratur och ljusférhallande kommer att ha stor paverkan pa utgangen av interak-
tionen av patogen och vard. Darfor halls dessa parametrar konstanta nar variatio-
nen i aggressivitet ska méatas (Carlisle et al., 2002). Andrivon, (1993) menar att ett
attribut som laggs i begreppet aggressivitet ar mojligheten att méata denna under
standardiserade forhallanden. Aggressivitet blir da ett reproducerbart resultat av en
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specifik kombination av patogen och vard. De komponenter som ofta laggs i be-
greppet aggressivitet vad galler P. infestans &r latenstid, lesionstillvaxt och sporu-
leringsformaga (Flier & Turkensteen, 1999). Ett problem med alla studier pa ag-
gressivitet ar att aggressiviteten tenderar att minska nar patogenen odlas kontinuer-
ligt i laboratorium (Cook et al., 2006). Aven tillstindet pa plantmaterialet kan vara
en viktig felkélla vid aggressivitetstester (Lehtinen et al., 2009a). De publicerade
exemplen pa snabb och reversibel anpassning hos P. infestans forklaras av Cook et
al., (2006) med en foréndring i genuttrycket snarare &n mutationer.

3.5 Effektorer och R-gener

Eftersom P. infestans uppvisar en mycket hdg sjukdomsalstrande potential har
manga forsok gjorts att foradla fram resistenta sorter (Fry, 2008). Ett av de mest
framgangsrika satten att bekampa véxtsjukdomar har varit tillgangen till sorter
med vertikala resistensgener s.k. rasspecifik resistens. Denna typ av resistens &r
enkel att fora in i ett foradlingsprogram och ar effektiv till dess att raser av patoge-
nen som dessa sorter inte har resistens mot blir etablerade (Flor, 1971). Detta in-
nebdr att rasspecifikresistens inte ar sa hallbar vilket Malcolmson, (1969) exempli-
fierar med sorten Pentland Dell. Nar den introducerades 1961 uppvisade den full-
sténdig resistens mot angrepp av P. infestans, men 1967 drabbades sorten av om-
fattande bladmdgelangrepp. Rasspecifikresistens kontrolleras av en eller ett fatal
gener som ofta kallas foér R-gener, som kontrollerar viktiga steg i vaxtens system
for att kanna igen patogener, och som gor det mojligt for potatisplantan att kdnna
igen de effektorproteiner som P. infestans utséndrar (Govers & Gijzen, 2006). Vid
rasspecifik resistens sa forefaller patogen och vardvéxt vara inkompatibla (Agrios,
1988). Det finns alltid genotyper av P. infestans inom populationen dér R-generna
ar ineffektiva (Fry, 2008).

Plasticiteten i genomet for P. infestans som beskrivs av Goodwin et al., (1998)
medfor att férhoppningarna om att R-gener ska bidra till en stabil nedséttning av
sjukdomstrycket har minskat (Fry, 2008). Detta har lett till ett storre fokus pa for-
adling for generell resistens aven kallat faltresistens” (Collins et al., 1999). Black,
(1970) skriver att faltresistens kan definieras som den grad av resistens som en
vaxt uppvisar mot alla raser av P. infestans dér ingen hypersensitivitetsreaktion
sker. Turkensteen, (1993) menar att hallbar resistens mot P. infestans ar ofullstan-
dig och polygenisk. R-gener kan forsvara foradling for faltresistens eftersom dessa
gener kan dolja faltresistens. Det kravs att en ras som ar virulent mot de R-generna
som finns i plantan forekommer i féltet for att avsloja om det finns faltresistens
(Turkensteen, 1993). R-gener som medfor en hdg grad av resistens istéllet for total
immunitet gor det svart att skilja mellan resistens pa grund av R-gener och faltresi-
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stens (Landeo & Turkensteen, 1989). Stewart et al., (2003) menar att ett satt att
undvika detta problem &r att foradla for faltresistens med en population som sak-
nar R-gener. Vidare skriver Stewart et al., (2003) dock att &ven om kvarstaende
effekter av R-gener ar sma jamfort med effekterna av en effektiv R-gen och hdg
niva av féltresistens sa ar effekten signifikant. Darfor kan eliminering av kloner
med R-gener ur en population minska chansen att selektera for den hogsta nivan
av resistens (Stewart et al., 2003).

3.6 Populationsstudier

Populationsbiologi inriktar sig pa de biologiska processer som paverkar en popula-
tion. Inom véxtpatologi ar detta betydelsefullt eftersom det &r populationer, inte
enskilda individer av patogener som orsakar angrepp pa jordbruksgrodor (Macdo-
nald, 2004). Detta kan anses galla speciellt for P. infestans i Norden. Yuen & An-
dersson, (2013) menar att flera studier pekar pa att populationsstrukturen av P.
infestans i Norden uppvisar en storre genotypisk diversitet jamfort med Véasteuro-
pa dar enstaka kloner dominerar populationen. | en studie av Brurberg et al.,
(2011) hittades 169 olika genotyper i ett urval av 191 isolat. Aven i en studie av
(Sj6holm et al., 2013a) var resultatet liknande da de flesta genotyper endast patraf-
fades en gang bland de insamlade isolaten och den storsta genotypiska variationen
fanns inom falten och variationen mellan félt var liten. Detta ar troligtvis resultatet
av regelbunden sexuell reproduktion hos P. infestans i Norden. Férekomsten av
bada parningstyperna och fynden av oosporer i grodan &r starka indikationer pa
detta (Yuen & Andersson, 2013). Bilden av dominansen av klonala linjer av P.
infestans i Vasteuropa bekréftas av en studie av Mariette et al., (2015) dar 1274
isolat insamlade mellan 2001 och 2008 dominerades av fyra multiloci-linjer som
utgjorde 80 % av de insamlade isolaten.

Epidemiologi och populationsgenetik ingar i begreppet populationsbiologi. Epi-
demiologi fokuserar pa sjukdomsutveckling och populationsgenetik fokuserar pa
de processer som leder till genetisk forandring 6ver tid. Vissa egenskaper &r vikti-
ga inom bagge omraden exempelvis latensperiod (Macdonald, 2004). Det som
observeras i félt kan ibland vara svart att studera med laboratoriemetoder och spe-
ciellt kan det vara svart att definiera en population (Sjcholm, 2012).

Selektion ar en evolutionar riktad process som leder till att forekomsten av vissa
alleler eller genotyper okar (McDonald & Linde, 2002). Genotypdata bestamd
med hjalp av mikrosatelliter &r ett anvandbart verktyg for att studera forandringar i
populationsstruktur orsakad av P. infestans Over en vaxtsasong (Widmark et al.,
2011).
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3.6.1 Mikrosatelliter, SSR (Simple sequence repeat)

Mikrosatelliter dven kallat SSR:er bestar av repetitiv DNA-kod som ar en till sex
baser lang. Dessa finns bland den genetiska informationen i cellkdarnan hos alla
eukaryoter som testats och koden ar ofta jamnt utspridd i genomet (Tautz & Renz,
1984; Lagercrantz et al., 1993). Sekvensen hos mikrosatelliter karaktériseras van-
ligtvis av en hdg grad polymorfism vilket gor dem ideala for genetiska studier dér
co-dominanta, singel-locus markérer behdvs (Lees et al., 2006). For P. infestans
utvecklades en uppsattning med 12 SSR markérer av Lees et al. (2006) som vidare
utvecklades av Li et al (2013) till ett en-stegs multiplex PCR metod for snabbare
analys (Li et al., 2013).

3.7 Brunréta och bladmdgel — samspel?

Hur samspelet mellan brunréta och bladmdégel ser ut och vilka mekanismer som
paverkar detta ar relativt daligt kartlagt och mer forskning behévs. Mycket tyder
pa att lerhalten i jorden har inverkan pa om P. infestans ger brunréta i knolarna.
Zan, (1962) fann att den maximala tiden som sporangier i jord kunde bibehalla sin
formaga att infektera var 77 dagar i en lerjord vid 15 % vattenhallande féormaga
och vid 15°C. Persistensen 6kade med minskande temperatur och var som hdgst
vid 15-25 % av vattenhallande férmaga (Zan, 1962). | forsok av Andrivon, (1994)
var resultaten liknande och formagan att infektera knélar varierade mellan 15 och
45 dagar beroende pa jordart. Bain & Moller, (1998) skriver i sin sammanstallning
att generellt forlorade patogenen sin formaga att infektera fortare i sandjordar an
ler- och mo/mjéla-jordar samt att fuktig jord vid 20-25 % av dess vattenhallande
formaga beholl sin formaga att infektera langre an torr eller vattenmattad jord.
Zan, (1962) fann att det fanns en stérre sannolikhet att sporangier som skéljdes ner
langs stjalkarna nadde kndlarna och infekterade.

| ett forsok vid Statens vaxtskyddsanstalt i Solna pa ett falt med heterogena
jordforhallande analyserades jord- och skordeprov for att kartlagga orsakerna till
brunréta. Sambanden mellan férekomst av brunréta och lerhalt, sandhalt, mullhalt,
pH-vérde respektive bladmogelforekomst analyserades. Resultaten visade en stark
positiv korrelation mellan lerhalt och férekomst av brunréta. Sandhalt och fére-
koms av brunréta var negativ korrelerade. Ovriga parametrar visade ingen korrela-
tion med forekomsten av brunrdta (Olofsson, 1977).

I en sammanstélining av Bain & Mdller, (1998) beskrivs att i obehandlade falt
forekom knolinfektion vid 1-2 % angrepp av bladmdgel medan i fungicidbehand-
lade falt forekom kndlinfektion forst vid 5 % angrepp av bladmdgel. Dock menar
Bain & Moller, (1998) i sammanstallningen att det finns bade rapporter om myck-
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et knolinfektion utan synliga symptom pa blast och rapporter om mycket lite knol-
infektion trots starka angrepp av bladmdgel.
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4 Bakgrund till faltforsok

Odlingsradgivare Henrik Knutsson (pers. kom. 2015) menar att reducerade doser
ar mer regel &n undantag i bladmogelbekdmpningen i Danmark. Bladmdgelforso-
ken i Danmark har ofta inga obehandlade kontroller eller smittorader vilket gor att
forsoken mer liknar en praktisk odling jamfoért med det forsksuppldagg som ar
vanligt i Sverige (Knutsson, pers. kom. 2015). Tidigare forsok genomforda i stér-
kelsepotatis i Danmark visar att halv dos kan vara tillracklig for att uppna tillfred-
stallande bekampningseffektivitet (tabell 2) och darfor beslutade Lyckeby att be-
kosta ett forsok med full respektive halv dos under svenska forhallanden.

4.1 Tidigare forsok

Under aren 2009-2014 genomfordes 20 forsok i Danmarks sa kallade landsforsgg
dar full dos, halv dos och ett danskt system for anpassning av fungiciddoser
”Skimmelstyrning” testades. Skimmelstyrning &r en varningsmodell for bladmogel
som tar hansyn till lokalt vader, bladmdégelférekomst och sortens resistens (Niel-
sen, 2015a). Modellen utvecklades for att mojliggora en anpassning av fungicid-
dosen baserat pa infektionsrisken.

Tabell 2. Sammanstéllning av 20 forsoksresultat under dren 2009-2014. Sorten i forsoken var Kuras
(Nielsen, 2015a). Materialet ar opublicerat.

Led %- Kndlskdrd St-%  St-skérd  Behandlingskostnad
bladmdgel ton/ha ton/ha (SEK)
vid skord
Full dos 4 60,8 19,9 12,1 4 680
Halv dos 6 60,8 20,0 12,2 2900
Skimmelstyring 5 60,9 199 12,1 3900
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En sammanstallning av de 20 forsoken visar att skillnaden i bade starkelseskord
och kndlskérd ar mycket liten vid jdmforelse mellan full dos, halv dos och enligt
skimmelstyrning, se tabell 2 (Nielsen, 2015a). Preparaten som anvandes i forsoken
var; Dithane NT (aktiv substans mancozeb), Ranman och Revus. Férsdken utfor-
des pa tre platser; Flakkebjerg, Herning och Try (Nielsen, 2015b).

4.1.1 Dos-responskurvor

Ett satt att bestamma fungiciders effekt ar att testa olika dosnivaers effekter pa
bladmdgel. Vid Aarhus Universitet har sadana forsok gjorts pa bland annat Revus
och Ranman. Forsoken ar genomférda ar 2001-2003 som fungicidregistreringsfor-
sok dar arbetet standardmassigt sker med tre dosnivaer; 100 %, 50 % och 25 %
och med 7 dagars bekdmpningsintervall. Forsoken &r genomfdrda i Flakkebjerg
(Nielsen, 2015b).
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Figur 2. Dos-responskurva 6ver Revus. Dosnivan stélls mot effekten och kurvan &r ett genomsnitt av
fyra forsok genomférda ar 2001-2003 (Nielsen, 2015a). Materialet &r opublicerat.

Vid 50 % av rekommenderad dos fér Revus ar effekten éver 90 %, se figur 2. |
forsoket skedde forebyggande fungicidbehandling och behandlingsintervallet var 7
dagar. Totalt behandlades faltet med fungicid vid 12 tillfallen (Nielsen, 2015b).
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Figur 3. Den heldragna roda linjen &r en dos-responskurva fér Ranman och den streckade réda linjen
ar en dos-respons kurva for Dithane NT (mancozeb-preparat). Kurvorna baseras pa fyra forsok
genomforda ar 2001-2003. Bekampningsintervallet var 7 dagar (Nielsen, 2015a). Materialet &r opub-
licerat.

I ett annat forsok dar Ranmans effekt testades uppkommer liknande dos-
resposkurva (figur 3). Vid 50 % av rekommenderad dos fér Ranman var effekten i
detta forsok over 75 % jamfort med full dos. Kurvan for Ranman visar att be-
kampningseffekten okar snabbt och nar ca 70 % effekt redan vid 25 % dos for att
sedan plana ut ndr dosen Okas. Kurvan for Dithane ser daremot annorlunda ut,
bekdmpningseffekten 6kar mer linjart med den 6kande dosen. Forsoket fungicid-
behandlades totalt 12 ganger (Nielsen, 2015b).

4.2 Forsoksupplagg av det studerade faltforsoket

Forsoket genomfordes pa Mosslunda gard soder om Kristianstad. Pa samma falt
fanns ett flertal bladmogelforsok dar obehandlade led férekom. | férsdket ingick
sorterna Kuras och Aventra. Jordarten pa faltet var mmh ISa dar mullhalten var 4,2
%, lerhalten 7 % och innehallet av sand grovmo uppgick till 82 %. Forsoket sattes
den 23 maj med 75 cm radavstand och 40 cm sattavstand. Godsling, ogréasbe-
kdmpning och insektsbekampning skedde enligt plan, mer information i bilaga 1.
Forsoket lades ut som ett randomiserat blockférsok med fyra upprepningar utan
smittorader och obehandlade kontroller. Varje parcell var 18 m?.
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5 Material och metod

5.1 Insamling av material

Vid tre olika tillfallen; 13 augusti, 27 augusti samt 4 september 2015 samlades
smablad infekterade av P. infestans in fran faltforsoket i Kristianstad. Cirka 12
blad valdes slumpvis ut i varje parcell, 50 stycken per led. Insamlingen av blad
skedde i samtliga parceller och varje enskilt smablad hade en lesion orsakad av P.
infestans. Vid varje tillfalle samlades 50 stycken smablad fran ledet med halv dos
(K1), 50 stycken smablad fran ledet med full dos (K2) och 50 stycken obehandla-
de smablad (KO) fran sortforsoket (FK-1200) som lag 10 m ifran doseringsforso-
ket. Bladen som samlades in var i relativt god kondition trots sina angrepp. Blad
med &ldre lesioner som hade lett till att bladet torkat in undveks. Bladen placera-
des i enskilda forslutningsbara plastpasar. Fran varje smablad klipptes lesionen ut
och pressades ut pa FTA-kort (GE Healthcare Whatman). FTA-korten férvarades i
rumstemperatur till DNA-extraktionen genomfordes.

5.2  Aggressivitetstester

Bladmdgelisolat som samlades in 27 augusti anvandes for aggressivitetstester.
Dagen efter insamlingen skars bitar ut fran lesionerna och lades pa potatisskivor
(cv Asterix) i petriskalar. Efter tre dagars inkubering i rumstemperatur éverfordes
mycel till petriskalar med lika delar rag (Caten & Jinks, 1968)- och artagar (Cobie-
re & Andrivon, 2003). Agarn innehdll antibiotika (0,2 g ampicillin/liter agar och
0,4 ml Pimaricin (10 mg/ml)/liter agar). Mycel fran varje isolat sattes om i nya
petriskalar med rag/artagar utan antibiotika en gang innan isolaten anvéndes i ag-
gressivitetstestet.
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Den 23 september inleddes aggressivitetstestet med att mycel dverférdes fran de
renodlade isolaten till potatisskivor av sorter Asterix. Potatisskivorna var ca 1 cm
tjocka och en agarbit med mycel éverférdes med hjalp av skalpell och placerades
mitt pa potatisskivorna. | testet anvandes 15 slumpvis utvalda isolat fran respekti-
ve KO (obehandlat led), K1 (led behandlat med halv rekommenderad fungiciddos)
och K2 (led behandlat med full rekommenderad fungiciddos). Varje enskilt isolat
overfordes pa totalt 10 potatisskivor som placerades i en plastlada med tétslutande
lock. | botten av plastladan lades ett fuktat filterpapper och ovanpa det ett nat som
skapade ett litet luftrum mellan potatisskivorna och filterpappret. Plastladorna
stalldes i klimatskap med en temperatur pa 15 °C, 80 % luftfuktighet och 16 tim-
mars ljus/8 timmars morker .

Fem dagar senare bedomdes att tillrackligt med sporulerande mycel fanns pa
potatisskivorna. Mycelet pa varje potatisskiva undersoktes i stereolupp och de tva
skivorna med mest sporulering valdes ut. De tva potatisskivorna spolades sedan
med vatten och vatskan innehallande sporangier och vatten samlades upp i en pet-
riskal. En droppe fran losningen Gverfordes sedan till en haemocytometer som
anvandes for att berdkna sporangiekoncentrationen i lésningen. Varje enskilt prov
spaddes till 10* sporangier per ml. De spadda proverna stalldes sedan i kylsképet i
tre timmar for att inducera zoosporproduktion. Fullt utvecklade smablad av jam-
forbar alder fran sorten Bintje som odlats i vaxthus valdes ut och placerades i pet-
riskalar. Darefter pipetterades 15 pl fran varje isolat och droppen placerades bred-
vid mittnerven och mitt pa bladet i mittnervens riktning for att géra det mojligt for
lesionen att tillvaxa maximalt. Av varje isolat gjordes 5 upprepningar. Aggressivi-
tetstestet omfattade darfor 225 stycken petriskalar med ett smablad i varje pet-
riskal.
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Figur 4. Ett av de 225 blad som undersoktes. Sporulering har konstaterats och lesionens tillvaxt
maéttes dagligen. Bild: Gabriella Olsson.

Tva dagar efter inokuleringen avlagsnades den 6verflodiga vatskan i droppen med
hjélp av filterpapper. Fatalet droppar hade redan adsorberats eller avdunstat vid
detta tillfalle. Tre dagar efter inokuleringen patraffades det forsta sporulerande
isolatet. Fran den 1 oktober till och med den 7 oktober undersoktes alla blad tva
ganger dagligen i stereolupp, en gang pa formiddagen och en gang pa eftermidda-
gen. Syftet var att bestdmma tidpunkten for bildning av de fdrsta sporangierna
(latenstid). Nar lesioner blivit synliga for 6gat mattes de med linjal en gang per
dag (figur 4). Lesionen mattes langs tva axlar, dar lesionen var som langst och
bredast. Utifran dessa matningar beraknades lesionsarean som en ellips.

Nio dagar efter inokulering avslutades méatningarna av lesioner och sokandet ef-
ter sporulering. Bladen stoppades i ror med 5 ml etanol (95 %) och stélldes i kyl-
skap. Tva veckor senare vortexades provréren och sporkoncentrationen bestamdes
med hjélp av en haemocytometer (figur 5).
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Figur 5. Fran varje prov raknas sporangier i de 9 rutor som uppstar inom den stora rutan som omges
av 3 streck. Bild: Gabriella Olsson

5.3 Genotypning

I mitten av september stansades runda pappersbitar ut fran FTA-korten med hjalp
av en korkborr vars diameter var sex mm. Pappersbitarna lades sedan i individuel-
la 1,5 ml eppendorfror och tvéttades med 400 ul FTA-purification reagent (What-
man Inc.). Varje provror skakades och inkuberades i 4 minuter i rumstemperatur.
Detta steg upprepades sedan igen. Darefter tvéttades pappersbitarna med 400 pl
TE (10 mM Tris, 0,1 mM EDTA) buffert. Aven detta steg upprepades en gang.
Sedan flyttades pappersbitarna éver till 0,5 ml provror dar 80 ul TE-buffert tillsat-
tes. Provroren skakades och inkuberades i 5 min i 95°C. Darefter lades proverna i
frysen och forvarades i -20°C.

For att bestimma genotyperna anvandes tolv mikrosatellitmarkorer (Li et al.,
2013). En multiplex-mix bestdende av elva av dessa kunde koras i en PCR-
reaktion (tabell 3). En markdr, D13, kordes separat eftersom markoren inte funge-
rade att koras i multiplex-mixen.
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Tabell 3. De elva markdrerna som anvéndes i multiplex-mixen samt derras fluorescens (Li et al.,
2013).

Markor Fluorescens
PiG11 NED
Pi02/PinfSSR3 NED
PinfSSR11 NED
PinfSSR8 FAM
PinfSSR4 FAM
Pio4 VIC
Pi70 VIC
PinfSSR6 VIC
Pi63 VIC
PinfSSR2 PET
Pi4B PET

Multiplex-mixen innehéll: 12,5ul MM, 5ul Q-solution, 5ul primerblandning,
0,5ul HyO. Till detta tillsattes 2l DNA. PCR-program till multiplex: 95°C i 5
minuter darefter foljde 33 cykler av 95°C i 30 sekunder, 58°C i 90 sekunder, 72°C
i 20 sekunder och sedan avslutades programmet med 60°C i 30 minuter. Primern
D13 kordes enligt (Gronberg et al., 2011). PCR-program till D13: 94°C i 3 min
darefter foljde 33 cykler av 94°C i 30 sekunder, 50°C i 30 sekunder, 72° i 1 min
och sedan avslutades programmet med 72°C i 25 minuter.

Totalt analyserades 343 prover. PCR-reaktionen kontrollerades med elektrofo-
res pa 1,2 % agarosgel. Till gelen tillsattes 1 pl Nancy per 50 ml gel. Gelen kérdes
sedan i 30 min pa 250 V. Darefter kontrollerades gelen under UV-ljus. PCR-
produkterna skickades till SciLifeLab, Uppsala for fragmentanalys. Resultatet fran
SciLifeLab behandlades sedan i programmet GeneMarker Ver. 2.6.4 (Softgene-
tics). | programmet avléstes toppar manuellt i de tolv aktuella regionerna for varje
mikrosatellit. All data sammanstélldes sedan i Excel och klonkorrigerades inom
varje population (KO, K1, K2) for att undvika missvisande analyser. Klonkorriger-
ing gjordes endast inom varje population for annars skulle en del av variationen
inte fangas upp. Prov ansags vara kloner om de hade samma allelstorlekar som en
annan genotyp for samtliga loci. Dock bedémdes en genotyp déar en markor sakna-
de varde vara skild fran en annan genotyp med samma allelstorlekar pa 6vriga
loci. Analyserna genomfordes i GenAIEx 6.502.
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5.4 Fungicidtester

Tre forstudier gjordes for att berakna lampliga koncentrationer av fungiciderna
Ranman Top, Revus Top och Infinito. Forstudierna skapade ocksa méjlighet att
finna en bra metodik att utfora testerna pa. Baserat pa resultatet fran forstudierna
valdes tre dosnivaer vilka visas i tabell 4. Dosnivaerna valdes sa att P. infestans,
nastan inte véxte alls pa den hégsta dosen och i det narmaste obehindrat pa den
lagsta. Dosstegen sattes sa att koncentrationen forandrades med tio ganger i varje
steg.

Tabell 4. Koncentrationen av de olika fungiciderna i petriskélarna. For Infinito avses kon-
centrationen av propamocarb.

Preparat Aktiv substans Koncentration
mg aktiv substans/l agar
Infinito Propamocarb 625 g/I, 0,1 1 10
Fluopicolide 62,5 g/l
Ranman Top Cyazofamid 160 ¢/l 0,1 0,01 0,001
Revus Top Mandipropamid 250 g/l, 0,1 0,01 0,001

Difenokonazol 250 g/l

Tillsatsen av fungiciderna till agarmediet gjordes genom att 100ul fungicidlésning
stroks ut med en glasrackla medan petriskalen roterande (figur 6). Fungicidlos-
ningen var tillredd sa att ratt slutgiltig koncentration i agarn uppnaddes. Petrisk-
alarna var fyllda med 18 ml rag/art-agar. Efter utstrykning fick petriskalarna sta till
dagen efter for att preparatet skulle fordela sig jamnt i agarn sa att inga koncentra-
tionsskillnader skulle finnas inom varje skal. Dérefter skedde utséttning av mycel
fran de olika isolaten. En korkborr med diametern tio mm anvéandes for att stansa
ut agarbitar med mycel, och dessa éverfordes till petriskalarna innehallande fungi-
cid. Varje isolat sattes ut i tre upprepningar for varje dosniva samt i tre upprep-
ningar i petriskalar utan fungicid. Av isolaten som sattes ut var tio stycken fran det
i falt obehandlade ledet (KO0), tio stycken fran det ledet som var behandlat med
halv dos (K1) i falt och nio stycken fran ledet som var behandlat med full dos (K2)
i falt totalt 1044 petriskalar. Elva dagar efter utsattning mattes diametern pa myce-
let vertikalt och horisontellt och utifran dessa matningar beraknades en area i form
av en cirkel.
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Figur 6. Utstrykning av fungicid pa agarplatta. Foto: Gabriella Olsson.

5.5 Bestamning av parningstyp

Parningstyp bestamdes genom att en bit mycel fran varje isolat placerades pa
art/rag-agar tillsammans med referensisolat dar parningstypen ar kand och sedan
kontrollerades forekomsten av oosporer. Varje isolat testades mot referensisolat av
bade parningstyp Al och A2 (Lehtinen et al., 2008). Parningstypningen genom-
fordes som en del av André Johanssons kandidatarbete.

5.6 Statistik

Resultatet fran SciLifeLab behandlades i programmet GeneMarker Ver. 2.6.4
(Softgenetics). | programmet presenterades grafer for varje fluorescence och top-
parna avlastes manuellt och antecknades. Resultatet fran avlasningen av markorer-
nas storlekar skrevs sedan in i Excel. Analyserna av data utfordes sedan i GenA-
IEx Ver. 6.502 (Peakall & Smouse, 2012) som &r en add-in i Excel. Proverna dela-
des sedan upp efter hur de behandlats i falt; KO, K1 och K2 var for sig. Med hjalp
av PCoA (Principal coordinate analysis) visualiserades genetiska monster dar de
genetiska avstanden mellan populationerna beraknades. For att bedoma hur den
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molekyldra variationen skiljde sig mellan och inom populationerna genomférdes
ett AMOVA (Analysis of molecular variance)-test i samma program. PCoA och
AMOVA baserades pa genetiskt avstand. He ar den forvantade heterozygositeten,
Ho &r den observerade heterozygositeten for populationen och Hy &r den forvénta-
de heterozygositeten hos den totala populationen. Jamforelse av parvisa Fst-
varden ger uppfattning i hur stor differentieringen &r mellan populationerna. Fsr-
varden beraknas enligt foljande:

I:ST

Fsr-vdrden mellan 0-0,05 tyder pa liten genetisk variation (Freeland et al.,
2011). G/N berdknas genom att dividera antalet unika multilocus-genotyper med
det totala antalet genotyper.

Aggressivitetstestet gjordes med fem upprepningar och fungicidtesterna med tre
upprepningar av varje enskilt isolat. Resultat fran aggressivitetstestet och fungicid-
testet analyserades i statistikprogrammet JMP Pro 12 med nested ANOVA. Upp-
repningarna nestades inom isolat. Signifikansnivan sattes till 95 %. Nar ingen spo-
rulering férekom behandlades latenstid som ett missingvérde, nar varken sporule-
ring eller lesion férekom behandlades bada som missingvéarde. Nar sporulering
férekom men ingen lesion sattes lesionsarean till noll.
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6 Resultat

6.1 Ekonomi— skoérderesultat, bladmogelforekomst i faltférsoket
Faltforsoket fungicidbehandlades totalt tolv ganger, forsta gangen den 3 juli och
darefter var sjunde dag. Sista tillfallet var den 17 september. Vid tre av tillfallena
behandlades féltet med Infinito, fyra tillfallen med Revus Top och fem tillfallen
med Ranman Top. Tidpunkterna foér behandlingarna finns presenterade i tabell 5.

Tabell 5. Behandlingstidpunkter i faltforsoket.

Tidpunkt Preparat
2015-07-03 Revus Top
2015-07-11 Revus Top
2015-07-17 Infinito
2015-07-24 Infinito
2015-07-30 Infinito
2015-08-07 Ranman Top
2015-08-13 Ranman Top
2015-08-21 Revus Top
2015-08-28 Ranman Top
2015-09-03 Ranman Top
2015-09-10 Ranman Top
2015-09-17 Revus Top
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Figur 7. Bilden &r tagen den 4 september 2015. Till véanster presenteras led 1 (Kuras full dos) och till
hdger presenteras led 2 (Kuras halv dos). Foto: Gabriella Olsson.

Under sasongen kunde bara sma skillnader av bladmdgelangrepp observeras mel-
lan leden i forsoket (figur 7). Bladmogelangrepp upptacktes forsta gangen i bada

sorterna den 21 juli.

Tabell 6. Gradering av bladmdgelangreppet i faltforsoket presenteras for varje led.

Led Sort Dos Bladmdgel %, angripen bladyta

21/7  29/7  5/8 118  18/8  26/8  1/9 99  16/9
1 Kuras Full 0,003 0,000 0,003 0005 0103 0040 0030 0250 0,3
2 Kuras Halv 0025 0013 0000 0018 0280 0168 0275 1300 6,8
3 Aventra  Full 0,075 0,000 0,003 0005 0060 0015 0023 0075 -
4 Aventra  Halv 0000 0000 0003 0013 0140 0,138 0030 0375 -

*0,01 % = 1 flack per 50 plantor; 0,1 % = 1 flack per planta; 1 % = 10 flackar per planta.

I graderingen framgar att Kuras angripits mer av bladmagel jamfort med Avent-
ra. Pa grund av kraftig nedvissning och angrepp av torrflacksjuka kunde inte
bladmdgelangreppen i Aventra graderas den 16 september (tabell 6).
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Figur 8. Visar knolskdrden i ton/ha for respektive led i faltforsoket. Kndlskorden i de olika leden &r
inte signifikant skilda fran varandra. P=0,1070.

Skillnaderna i skord i faltférsoket mellan de olika behandlingarna ér inte statistiskt
signifikanta. En forklaring till detta kan vara for fa upprepningar och/eller for sma
parceller (figur 8).

Tabell 7. Skérderesultatet fran faltforsoket i Mosslunda utanfor Kristianstad.

Led Sort Bekampning  Kndlskérd  St-halt %  St-skérd  Rel.
ton/ha ton/ha St-skérd

1 Kuras Full dos 57,9 22,8 13,2 100

2 Kuras Halv dos 55,2 22,4 12,4 94

3 Aventra Full dos 51,0 20,9 10,7 100

4 Aventra Halv dos 53,5 21,1 11,3 106

St-halt % = starkelsehalt i procent. St-skord= starkelseskord. Rel. St-skord= relativ starkelseskord. Inga signifi-
kanta skillnader.

| tabell 7 har skorderesultatet kompletterats med stérkelsehalt, starkelseskérd och
relativ starkelseskord.

Tabell 8. Visar priser pa de tre fungicider som ingatt i faltforsokets bekampningsprogram.

Preparat Pris per liter Full dos Halv dos Pris  full Pris halv
(kr) dos (kr) dos (kr)
Infinito 231 1,61 081 369,6 184,8
Ranman Top 510 051 0,251 255,0 127,5
Revus Top 685 0,61 0,31 411,0 205,5
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Priserna dar hamtade fran Lantménnen dar en genomsnittlig rabatt &r inkluderad
(tabell 8). Beroende pa omrade i landet och kundens potatisareal kan priserna vari-
era 8-10 % upp eller ned, enligt Andersson (pers. kom. 2015) pa Lantméannen.

Tabell 9. Ekonomisk kalkyl 6ver faltforsokets utfall. Medel innebar ett genomsnitt av intdkt potatis-
starkelse for Kuras och Aventra.

Led Sort Bekdmp-  Starkelse- Intékt potatis- Fungicid- Intakt -
ning skord stérkelse (kr)  kostnad Fungicid-
ton/ha (kr) kostnad (kr)
1 Kuras Fulldos 13,2 41584 4028 37 556
2 Kuras Halvdos 12,4 38949 2014 36 935
3 Aventra  Fulldos 10,7 33578 4028 29 550
4 Aventra  Halvdos 11,3 35561 2014 33547
Medel Full dos 37581 4028 33553
Medel Halv dos 37 255 2014 35241

I den ekonomiska kalkylen (tabell 9) for de olika leden beaktas endast skillnaden i
preparatkostnaden eftersom korkostnaden for behandling och antal behandlingar &r
densamma i samtliga led. Om det skulle vara verkliga skillnader i skord sa skulle
det ekonomiska utfallet se ut som ovan.

Tabell 10. Visar forekomsten av brunréta i faltforsdket. Inga signifikanta skillnader.

Led Sort Dos Brunréta (%)
1 Kuras Full 0,0028

2 Kuras Halv 0,0038

3 Aventra Full 0,0015

4 Aventra Halv 0

Ca 10 kg kndlar togs ut parcellvis for att bestamma forekomst av brunrota (tabell
10). Proverna lagrades i Lyckebys potatislager i Backaskog. | slutet av november
beddmdes férekomsten av brunréta.

6.1.1 Bestamning av parningstyp

Fran de insamlade isolaten valdes isolat slumpvis ut fran KO, K1 och K2 for att
bestdmma parningstyp. Totalt testades 42 isolat varav 19 stycken var av parnings-
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typ Al och 23 stycken av parningstyp A2. Fordelningen var saledes 45 % A1 och
55 % A2 (Johansson, pers. kom. 2015).

6.2 Aggressivitetstester

6.2.1 Latenstid
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Figur 9. Latenstiden (least square means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehandlat led (KO0),
led behandlat med halv fungiciddos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P=0,0439. Staplar beteck-
nade med samma bokstav ar ej signifikant skilda pa 95 % signifikansniva.

Latenstiden for isolaten tagna i KO respektive K1 ar signifikant skilda fran var-
andra. Isolat fran obehandlade parceller har langre latenstid jamfort med isolat fran
falt behandlat med 50 % dos (figur 9).
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6.2.2 Area per lesion (mm?
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Figur 10. Area per lesion (mm?) (least square means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehand-
lat led (KO), led behandlat med halv fungiciddos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P=0,0009.
Staplar betecknade med samma bokstav &r €] signifikant skilda pa 95 % signifikansniva.

Isolaten fran K1 och K2 ar signifikant skilda fran isolat tagna i KO. Fran behandla-
de parceller, bade med full respektive halv dos, ar lesionstillvaxten storre jamfort
med isolat fran obehandlade parceller (figur 10).

6.2.3 Antal sporer per mm?
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Figur 11. Antalet sporer/mm? (least square means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehandlat
led (KO0), led behandlat med halv fungiciddos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P=0,7883. Stap-
lar betecknade med samma bokstav ar ej signifikant skilda p& 95 % signifikansniva.

Antalet sporer fran varje sporulerande blad beraknades och sattes i relation till
bladens lesionsstorlek. | testet fanns inga signifikanta skillnader mellan isolaten
fran KO, K1 och K2 (figur 11).
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6.2.4 Antal sporer per blad
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Figur 12. Antal sporer per blad (least square means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehandlat
led (KO0), led behandlat med halv fungiciddos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P=0,0377. Stap-
lar betecknade med samma bokstav ar ej signifikant skilda pa 95 % signifikansniva.

Vad galler antalet sporer per blad fanns signifikanta skillnader mellan obehandlade
isolat och isolat behandlade med 50 % dos. Obehandlade isolat hade farre sporer
per blad jamfort med isolat behandlade med 50 % dos (figur 12).

6.3 Genotypning

Tabell 11. Antal prover och forekomst av antal unika genotyper av P. infestans presenteras for de
olika behandlingarna.

Behandling Antal prover, N Antal genotyper, G G/N
KO 55 38 0,69
K1 98 79 0,81
K2 82 82 1,0

Totalt 235 199 0,85

*Dar KO ar isolat insamlade i obehandlat led, K1 &r isolat behandlat med halv fungiciddos respektive K2 som
behandlats med full fungiciddos. G/N &r antalet unika genotyper dividerat med det totala antalet genotyper.

Storst andel unika genotyper fanns blad K2 dvs. isolat som behandlats med full
dos. Varje enskilt prov fran populationen hade en unik genotyp, G/N = 1. Obe-
handlade isolat (KO) visade lagst variation med G/N = 0,691. G/N &r antalet unika
genotyper dividerat med det totala antalet genotyper (tabell 11).
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Figur 13. Resultat fran AMOVA-test som visar hur mycket av variationen som finns inom popula-
tionerna och mellan populationerna av P. infestans.

94 % av variationen fanns inom populationerna och 6 % mellan populationerna
(figur 13). De populationer som undersoktes var K0, K1 och K2.
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Figur 14. Det genetiska monstret mellan populationerna. Popl = KO, isolat insamlade i obehandlade
led. Pop2 = K1, isolat insamlade med halv fungiciddos. Pop3 = K2, isolat behandlade med full fung-
iciddos.

Ingen differentiering mellan populationerna fran de olika behandlingarna kunde
observeras (Figur 14).
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Tabell 12. Heterozygositet hos populationer av P. infestans.

Pop N Ho S.E He SE
KO 38 0,513 0,072 0,474 0,055
K1 79 0,495 0,066 0,49 0,054
K2 82 0,439 0,077 0,498 0,05

*Ho = observerad heterozygositet, He= forvantad heterozygositet, N = antalet prover, S.E = standardfelet. KO &r
isolat insamlade i obehandlat led, K1 &r isolat behandlat med halv fungiciddos respektive K2 som behandlats med
full fungiciddos.

Tabell 12 visar olika egenskaper avseende heterozygositet for de undersokta popu-
lationerna. Antalet prover fran KO &r farre eftersom det var manga av dessa prover
som fick uteslutas pa grund av att de inte gav nadgra PCR-produkter. Detta berodde
troligtvis pa att de insamlade bladen var i for dalig kondition och inneholl for fa
sporer. Den observerade heterozygositeten (H,) var hogre an den férvantade (H.)
for KO och K1 men lagre for K2.

Tabell 13. Fgr-varden under diagonalen. Jdmforelse av parvisa Fsr-vérden ger uppfattning i hur
populationerna skiljer sig &t genetiskt.

KO K1 K2

KO 0,000
K1 0,015 0,000
K2 0,017 0,010 0,000

Fsr-varden mellan 0-0,05 tyder pa liten genetisk populationsdifferentiering (Free-
land et al., 2011) vilket visas i tabell 13 och Overensstimmer med resultatet fran
AMOV A-testet som visade att den absolut 6vervagande delen av variationen fanns
inom populationerna, inte mellan.
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6.4 Fungicidstester

6.4.1 Infinito
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Figur 15. Visar fungicidtest med lagsta dosen (0,1 mg aktiv substans/l) av Infinito (least square
means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehandlat led (KO0), led behandlat med halv fungicid-
dos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P=0,0005. Staplar betecknade med samma bokstav &r ej
signifikant skilda pa 95 % signifikansniva.

Isolat fran full dos véxte signifikant battre dn de fran halv dos och obehandlat pa
agar med den lagsta dosen av Infinito som inkluderades i forsoket. | figur 15 visas
aven en tendens till att isolat insamlade i led K2 hade en battre tillvaxt pa agar
innehallande lagsta dosen av Infinito &n pa agar utan fungicidtillsats .
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Figur 16. Visar fungicidtest med mellersta dosen (1 mg aktiv substans/l) av Infinito (least square
means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehandlat led (KO0), led behandlat med halv fungicid-
dos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P= <0,0001. Staplar betecknade med samma bokstav &r ej
signifikant skilda pa 95 % signifikansniva.
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For den mellersta dosen av Infinito ar alla populationer signifikant skilda fran
varandra (Figur 16). Isolaten fran K1 uppvisade den lagsta tillvaxten och K2-
isolaten den hdgsta tillvaxten.

Procent tillvaxt famfort med led utan

KO K1 K2

Figur 17. Visar fungicidtest med hogsta dosen (10 mg aktiv substans/l) av Infinito (least square
means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehandlat led (KO), led behandlat med halv fungicid-
dos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P= <0,0001. Staplar betecknade med samma bokstav &r ej
signifikant skilda pa 95 % signifikansniva.

Diagrammet for den hogsta dosen av Infinito foljer samma monster som diagram-
met for den mellersta dosen av Infinito det vill saga alla &r signifikant skilda fran
varandra och att isolaten insamlade K1 har tillvaxt minst samt K2 mest (figur 17).
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6.4.2 Ranman Top
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Figur 18. Visar fungicidtest med lagsta dosen (0,001 mg aktiv substans/l) av Ranman Top (least
square means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehandlat led (KO), led behandlat med halv
fungiciddos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P=0,0001. Staplar betecknade med samma bok-
stav &r ej signifikant skilda pa 95 % signifikansniva.

| testet med den lagsta dosen av Ranman Top &r alla tre leden signifikant skilda
fran varandra. K1-isolaten och K2-isolaten har béada tillvaxt battre i agar med till-
satt fungicid &n i agar utan tillsatt fungicid, se figur 18.
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Figur 19. Visar fungicidtest med mellersta dosen (0,01 mg aktiv substans/l) av Ranman Top (least
square means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehandlat led (KO), led behandlat med halv
fungiciddos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P=0,0052. Staplar betecknade med samma bok-
stav ar ej signifikant skilda pa 95 % signifikansniva.
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Diagrammet fér den mellersta dosen av Ranman Top féljer samma moénster som
diagrammet for den lagsta dosen av Ranman Top det vill sdga att isolaten fran led
KO har tillvéxt minst, medan K2-isolaten mest (figur 19). Daremot &r inte alla led
signifikant skilda fran varandra. Isolat insamlade i KO-ledet &r signifikant skilda
fran K1 och K2 i figur 19.

Procent tillvaxt famfort med led utan
fungicid
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Figur 20. Visar fungicidtest med hdgsta dosen (0,1 mg aktiv substans/I) av Ranman Top (least square
means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehandlat led (KO), led behandlat med halv fungicid-
dos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P=<0,0001. Staplar betecknade med samma bokstav &r ej
signifikant skilda p& 95 % signifikansniva.

| testet for den hogsta dosen av Ranman Top ar alla led signifikant skilda fran
varandra. Isolaten insamlade i K2 utmarker sig och har tillvaxt ca 2,5 procentenhe-
ter mer jamfort med isolat fran KO och K1, se figur 20.

Figur 21. Visar effekten av en stegvis okning av dosen Ranman Top fran vanster till hoger. Fran
vanster till hoger ar dosen i mg aktiv substans/I 0,1; 0,01; 0,001 och 0. Isolatet som testades kom fran
KO dvs. ett isolat insamlat i obehandlat led. Bild: Gabriella Olsson.
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Tillvaxten av mycel pa hogsta dosen av Ranman Top &r obefintlig och mellersta
dosen visar tydlig paverkan jamfort med petriskalen utan tillsatt fungicid langst till
hoger i figur 21.

6.4.3 Revus Top
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Figur 22. Visar fungicidtest med lagsta dosen (0,001 mg aktiv substans/l) av Revus Top (least square
means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehandlat led (KO), led behandlat med halv fungicid-
dos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P=0,9259. Staplar betecknade med samma bokstav &r e¢j
signifikant skilda pa 95 % signifikansniva.

I den l&gsta dosen av Revus Top finns inga signifikanta skillnader, och stora stan-
dardfel, se figur 22.
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Figur 23. Visar fungicidtest med mellersta dosen (0,01 mg aktiv substans/l) av Revus Top (least
square means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehandlat led (KO), led behandlat med halv
fungiciddos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P= <0,0001. Staplar betecknade med samma
bokstav &r €] signifikant skilda pa 95 % signifikansniva.

| testet for den mellersta dosen av Revus Top dr tillvéxten hos isolat insamlade i
K2 signifikant skilt frdin KO- och K1-isolaten. Isolat fran led K2 har tillvéxt ca 15
procentenheter mer jamfort med K1 (figur 23).
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Figur 24. Visar fungicidtest med hogsta dosen (0,1 mg aktiv substans/l) av Revus Top (least square
means) hos isolat av P.infestans insamlade i obehandlat led (KO), led behandlat med halv fungicid-
dos (K1) respektive full fungiciddos (K2). P=<0,0001. Staplar betecknade med samma bokstav &r ej
signifikant skilda pa 95 % signifikansniva.

Diagrammet for den hogsta dosen av Revus Top foljer ssmma monster som dia-
grammet for den mellersta dosen av Revus Top det vill sdga att tillvaxten i K2-
isolaten ar signifikant skilt fran KO och K1 (figur 24).
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6.4.4 Sammanstéllning av samtliga preparat
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Figur 25. Visar en sammanstallning dver samtliga preparats lagsta fungiciddos (least square means)
mot myceltillvéxt pa agar av P. infestans. Blaa staplar 4r KO (isolat insamlade i obehandlat led), réda
staplar &r K1 (isolat behandlade med halv fungiciddos) respektive gréna staplar K2 (isolat behandla-
de med full fungiciddos). P-véardet for Infinito & 0,0005 och bokstdver som kan anges &r A,B,C. P-
vérdet for Ranman Top &r 0,0001 och bokstaver som kan anges &r D,E,F. P-vérdet for Revus Top &ar
0,9259 och bokstéver som kan anges ar G, H, I. Staplar betecknade med samma bokstav &r ej signifi-
kant skilda pa 95 % signifikansniva. Effekten av olika preparat gar inte att jamfora.

I sammanstallningen éver samtliga preparats lagsta dos kan ett monster urskiljas
dar myceltillvéxten okar i takt med den 6kande dos som isolaten utsatts for i falt.
K2 dvs. isolat som utsatts for 100 % dos tillvaxer mest jamfért med KO och K1, se
figur 25.
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Figur 26. Visar en sammanstélining dver samtliga preparats mellersta fungiciddos (least square
means) mot myceltillvixt pa agar av P. infestans. Blaa staplar ar KO (isolat insamlade i obehandlat
led), roda staplar ar K1 (isolat behandlade med halv fungiciddos) respektive grona staplar K2 (isolat
behandlade med full fungiciddos). P-vardet for Infinito & <0,0001 och bokstéver som kan anges ar
AB,C. P-vérdet for Ranman Top ar 0,0052 och bokstdver som kan anges &r D,E,F. P-véardet for
Revus Top &r <0,0001 och bokstdver som kan anges ar G, H, I. Staplar betecknade med samma
bokstav ar ej signifikant skilda pa 95 % signifikansniva. Effekten av olika preparat gar inte att jamfo-
ra.

Med undantag for Infinito ar trenden densamma som i sammanstallningen for 1ag
dos. | forsdket med Infinito tillvéxte isolaten insamlade i KO dock béttre dn K1-
isolaten, se figur 26.
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Procenttillvaxtjamfort medled utan fungicid

Infinito Ranman Top Revus Top

Figur 27. Visar en sammanstalining 6ver samtliga preparats hogsta fungiciddos (least square means)
mot myceltillvéxt pa agar av P. infestans. Blaa staplar & KO (isolat insamlade i obehandlat led), roda
staplar &r K1 (isolat behandlade med halv fungiciddos) respektive grona staplar K2 (isolat behandla-
de med full fungiciddos). P-vérdet for Infinito &r <0,0001 och bokstaver som kan anges ar A,B,C. P-
vérdet fér Ranman Top dr <0,0001 och bokstaver som kan anges ar D,E,F. P-vardet for Revus Top &r
<0,0001 och bokstéaver som kan anges &r G, H, I. Staplar betecknade med samma bokstav ar ej signi-
fikant skilda p& 95 % signifikansniva. Effekten av olika preparat gar inte att jamfora.

I sammanstéllningen av preparatens hogsta dos &r trenden densamma for varje
enskilt preparat dvs. K1 (isolat fran leden behandlat med halv fungiciddos) tillvax-
te minst, KO (isolat fran obehandlat led) mittemellan och K2 (isolat fran ledet be-
handlat med full fungiciddos) mest. I jamforelse med sammanstallningen for lag
och mellan dos urskiljer sig K2-isolaten mest i figur 27 genom utmdrkande hdg
tillvaxt.
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7 Diskussion och slutsatser

Till skillnad fran genotypbestamningen visar aggressivitetstesterna och fungicid-
testerna tydlig effekt av selektion. Detta tyder pa att skillnaderna beror pa forand-
rat genuttryck och inte pa en forandring i populationsstrukturen bestamd med mik-
rosatelliter.

7.1 Aggressivitetstester

Sammantaget tyder resultatet fran aggressivitetstesterna pa att isolat av P. infes-
tans fran behandlade led (K1 & K2) &r mer aggressiva jamfort med isolat fran
obehandlat led (KO0). Lesionsstorlek som visas i figur 11, visar starka signifikanta
skillnader mellan isolat insamlade fran obehandlat respektive behandlade led.
Isolat fran K1 och K2 gav storre lesioner jamfort med KO. Forklaringen till detta ar
att isolat fran K1 och K2 har i falt behandlats med preparat som har effekt mot
lesionstillvaxt (Tafforeau et al., 2005; Saville et al., 2014) upprepade ganger och
kan pa sa satt selekterats mot fungicidtolerans.

| aggressivitetstestet var latenstiden signifikant kortare for insamlade i led K1
jamfort med KO-isolaten medan det inte fanns nagon skillnad mellan K1 och K2
respektive K2 och KO. Dock indikerar resultaten tydligt att latenstiden ar kortare
for behandlade led. Ju kortare latenstiden &r desto fler asexuella livscykler hinner
P. infestans med (figur 10). Isolat med Kort latenstid borde ha storre mojligheter
att sprida sig i de rutor dar fungicidbehandling sker aterkommande. | forsoket kon-
trollerades sporuleringen tva gangen dagligen, en gang pa foérmiddagen och en
gang pa eftermiddagen. For att fa battre upplosning i observationer av forsoket och
battre maojligheter att hitta sma skillnader sa hade det varit onskvart att kontrollera
sporulering oftare.

| aggressivitetstestet fanns signifikanta skillnader i antal sporer per blad men
inte for sporer per kvadratmillimeter lesion. Detta bekraftas av Grénberg et al.,
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(2011) som inte fann nadgon korrelation mellan den slutgiltiga storleken pa lesio-
nen och antalet sporer. Det stOrre antal sporer som bildades for isolat behandlade
med halv dos (K1) och isolat behandlade med full dos (K2) kan vara en effekt av
att de har en kortare latenstid och saledes hinner producera fler sporer. Det skulle
ocksa kunna vara en effekt av att de har behandlats med preparat som har spordo-
dande effekt (Tafforeau et al., 2005) och darfér har isolat med stor sporproduce-
rande formaga overlevt.

7.2 Fungicidtester

Ett monster som kunde observeras dver alla dosnivaer och preparat ar att isolat av
P. infestans insamlade i ledet med full dos (K2) & mer tolerant for fungicid &n
bade isolat fran ledet med halv dos (K1) respektive obehandlat led (KO). Pa vissa
nivaer finns aven signifikanta skillnader mellan KO och K1. En intressant observa-
tion &r att lagsta dosen verkar trigga tillvaxten hos K2-isolaten eftersom den véxer
béattre &n leden utan tillsatt fungicid i férséken med Infinito och Ranman Top. Vid
den hogsta dosen for alla preparat blir den hogre tolerans som P. infestans-isolaten
fran led K2 genomgaende uppvisar for alla preparat i alla nivaer valdigt utslagsgi-
vande. K2-isolaten har tillvaxt mer i alla de hoga dosleden jamfért med KO och
K1.

En signifikant trend som observerades i forsoken innebér att K2 (isolat behand-
lade med full dos) har hogst tillvaxt, K1 (isolat behandlade med halv dos) l&gst
tillvaxt samtidigt som KO (obehandlade isolat) intar ett mellanldge. En tankbar
forklaring till detta ar att K1 har i falt aterkommande behandlats med en lagre dos
fungicid vilket innebar att isolat med viss kdnslighet for fungicid har kunnat over-
leva. Dock har den aterkommande fungicidbehandlingen i led K1 gjort att isolat
med Iang latenstid inte har 6verlevt. | led KO har hela den naturliga diversiteten i
fungicidkanslighet bibehallits och det finns isolat med naturlig tolerans for fungi-
cider som dock kan ha lang latenstid. Trenden kunde observeras i Infinito hdg,
Infinito mellan, Ranman Top hég samt i Revus Top hég (dock inte signifikant).

Faltforsok visar att nyare preparat som Ranman och Revus har en annorlunda
dos-responskurva jamfort med den for exempelvis Dithane som &r ett mancozeb-
preparat (figur 3). Dithanes dos-responskurva ar mera linjar, medan effekten hos
Revus och Ranman 6kar snabbt i den lagre delen av dosintervallet och tydligt avtar
vid hoga doser. Revus och Ranman nar hog bekampningseffekt redan vid 50 % av
rekommenderad dos med bekampningseffekt dver 90 % respektive 75 % (figur 3).
Detta &r troligtvis en del i forklaringen varfor inga signifikanta skillnader i skord
eller i forekomst av brunréta kunde uppmatas i faltforsoket. Det ar saledes viktigt
att veta hur dos-responskurvan for ett preparat ser ut ndr mojligheten att reducera
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dosen bedéms. En majlig forklaring till fungicidtoleransen som isolat fran led K2
uppvisar &r att de har utsatts for en storre mangd fungicid men ungefar samma
bekdmpningseffekt som K1 vilket innebér att isolat hos K2 som har dverlevt be-
kampning har utsatts for fungicid i dverflode vilket har 6kat deras tolerans. Obser-
vera att dos-responskurvorna ar framtagna for Revus respektive Ranman och inte
Revus Top respektive Ranman Top, dock ar de aktiva substanser mot bladmdgel
samma.

7.3 Faltforsoket

Knolskorden i de olika leden &r inte signifikant skilda fran varandra vilket indike-
rar att 50 % av rekommenderad dos ér tillracklig for att uppna samma skord som
vid bekampning med 100 % rekommenderad dos. Bristen pa statistiskt sakerstallda
skordeskillnaderna forklaras troligtvis av for fa upprepningar eller for sma parcel-
ler, se figur 8. Fungicidkostnaden for fulla doser enligt faltforsoket bekdmpnings-
program (tabell 5 och 8) &r 4028 kr vilket innebér att det finns 2014 kr/ha att spara
genom att bekdmpa med halva doser. Aven om samma netto skulle uppnas med
halva doser som med fulla doser skulle detta vara att foredra eftersom det innebér
att endast halva mangden preparat har anvants.

Bladmogelforekomsten i hela forsoket var under sasongen forhallandevis lag, <
0,28 % fram till den 1:e september. Kraftigt 6kad foérekomst av bladmdgel i ledet
med Kuras halv dos skedde i slutet av sdsongen och vid sista graderingen var den
6,8 % (tabell 6). Detta kan mdjligtvis vara en effekt av att populationsstrukturen
hos P. infestans forandras i slutet av sasongen sa att populationen domineras av
genotyper som &r virulenta mot de eventuella R-gener som finns i Kuras. Samma
tendenser kan inte utldsas i leden med Aventra eftersom de angrepps kraftigt av
torrflacksjuka och hade vissnat ned vid sista graderingen. Bladmogelgraderingarna
under sasongen indikerade konsekvent storre bladmdgelforekomst i Kuras jamfort
med Aventra.

| ledet Aventra halv dos upptécktes ingen brunréta. Generellt sett var férekoms-
ten av brunrota mycket 1ag i forsoket (tabell 10). Det finns inga statistiskt signifi-
kanta skillnader i forekomst av brunréta mellan leden. Faltets jordart var mattligt
mullhaltig latt sand med endast 7 % lerhalt vilket kan vara en av manga forklar-
ingar till uteblivna angrepp av brunrota. Resultatet fran faltforsoket stammer sale-
des val dverens med de teorier som Bain & Moller (1998) framfor i sin samman-
stallning ndmligen att kndlinfektion framst forekommer i fungicidbehandlade falt
forst vid 5 % bladmdogelangrepp och att risken for infektion &r l&gre for sandjordar.
Faktorerna som paverkar kndlinfektion av P. infestans behover utredas eftersom
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sambanden delvis ar oklara och bladmdgelbekampning i stor utstrackning genom-
fors for att minimera risken for brunrota.

7.4 Genotypning

Resultaten kan ha paverkats av svaga utslag (sma mangder PCR-produkt) fran
isolat behandlade i falt da rester fran fungiciderna kan ha stért PCR-reaktionen
alternativt att fungicidernas spordodande effekt har paverkat mangden DNA pa
FTA-korten. Antalet anvandbara prover fran KO var farre an for K1 och K2 vilket
kan berott pa att de insamlade proverna var i for dalig kondition som lett till for
lite DNA pa FTA-korten.

Storst andel kloner av P. infestans fanns bland isolat fran obehandlat led (KO)
medan alla genotyper var unika hos isolat fran led behandlade med full dos (K2). |
likhet med det flesta resultat fran Norden (Lehtinen et al., 2009; Brurberg et al.,
2011; Sjoholm et al., 2013) sa finns nastan all variation inom populationen samt
inga dominerande kloner och valdigt fa kloner éverlag (figur 14). Inte heller Fsr-
vardena tyder pa genetiska skillnader mellan populationerna (tabell 13). I tabell 12
visas den observerad heterozygositet hos populationerna och den &r lik den férvan-
tade heterozygositeten. Trots signifikanta skillnader i aggressivitet och i fungicid-
tolerans fanns inga tecken pa selektion mot vissa genotyper i K1 eller K2. Resulta-
ten visar istallet att samtliga isolat fran K2 var unika genotyper. De berdknade
G/N-vérdena ligger nara ett vilket pekar pa stor genotypisk variation.

7.5 Sammanfattande diskussion och slutsatser

Trots manga signifikanta resultat bland aggressivitetstesterna och fungicidtesterna
som tyder pa aggressivare isolat av P. infestans bland isolat fran behandlade led
(K1 & K2) jamfort med obehandlat led (KO0) sa finns inga tecken pa en selektion
utifran resultaten fran genotypbestamningen. Detta ar mojligtvis ett resultat av att
det bara ar en fenotypisk forandring hos populationen bland K1 och K2, det vill
séga att det bara &r genuttrycket som har forandrats.

Den stora genotypiska diversiteten som finns bland P. infestans i Sverige gor att
det troligen krévs ett stort antal prover for att upptécka den eventuella genotypiska
selektion som har skett dver sasongen. Det kan méjligtvis ha skett en selektion for
vissa genotyper som inte gar att upptacka med mikrosatelliter. FOr att uppticka
selektion for aggressivare genotyper kravs eventuellt en metod som innefattar
studier pa gener som kodar for nagot genuttryck.
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En forandring i genuttrycket skulle vara en mojlig forklaring med tanke pa att P.
infestans uppvisar en s pass snabb anpassning, dver bara en véxtodlingssasong.
Phytophthora infestans snabba anpassningsférmaga har tidigare lyfts fram av
(Cook et al., 2006). Om selektion for fungicidtolerans sker dver véaxtsasongen och
drivs av dosnivan skulle detta innebara att hoga doser i borjan av bekampnings-
programmet kan driva fram en 6kad tolerans hos P.infestans i slutet av sdsongen.
Vilket i sin tur kan innebéra en forsamrad bekdmpningseffekt i slutet av bekdmp-
ningsprogrammet. Den 6kade aggressivitet som vi har funnit verkar ha drivits fram
av fungicidbehandlingarna eftersom det ar den faktor som skiljer leden at. Inga
signifikanta skillnader i aggressivitet kunde uppméatas mellan isolat fran K1 och
K2 vilket motsager tidigare vedertagna uppfattningar inom odlarkar och bland
vaxtskyddsforséljare. Istallet verkar skiljelinjen mellan vad som driver utveckling-
en mot aggressivare fenotyper av P. infestans ga mellan behandlat och obehandlat.
Resultaten i arbetet tyder pa att behandling med fungicid driver utvecklingen mot
mer aggressiva fenotyper och att dosnivan inte paverkar detta. | fungicidtesterna ar
det dock tydligt att isolaten fran en hogre dos har utvecklat en hogre fungicidtole-
rans. Isolat fran K2 utmérker sig tydligt med en hdgre tolerans medan skillnaderna
i tolerans mellan isolat fran K1 och KO ar mindre och inte lika konsekventa. Den
hogre tillvaxten som isolaten fran K2 verkade ha pa de lagsta dosnivaerna jamfort
med pa agar utan tillsatt fungicid. Detta 6verensstammer med vad Childers et al.,
(2014) kunde se, ndmligen att isolat som var ok&nsliga for fungiciden mefenoxam
vaxte battre pa agar med fungiciden an utan. En majlig orsak till att isolat fran K2
har en hogre fungicidtolerans kan vara att dessa dveruttrycker malplatsenzymerna
for fungiciderna och saledes begransar dess effekter.

Arbetet utgick fran fyra hypoteser:
() Halv rekommenderade fungiciddos vid bekdmpning av potatisbladmégel ger
lika hég skord som fulla doser.

- Ja, inga signifikanta skillnader i skdrd kunde uppvisas.

(I) Bek&mpning av potatisbladmogel med fulla rekommenderade fungiciddoser
selekterar fram vissa genotyper
- Nej, selektion for vissa genotyper kunde inte bevisas.

(111) Bekampning av potatishladmogel med halv rekommenderad fungiciddos se-
lekterar inte fram mera aggressiva fenotyper av Phytophthora infestans jamfort
med full dos.
- Ja, inga signifikanta skillnader i aggressivitet mellan isolat bekdmpade
med halv respektive full dos.
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(IV) Bekédmpning av potatisbladmégel med halv rekommenderad fungiciddos
selekterar inte fram fler fungicidtoleranta fenotyper av Phytophthora infestans
jamfort med full dos.
- Ja, resultaten tyder tvartom pa att bekdampning med full dos selekterar
fram fler fungicidtoleranta fenotyper av Phytophthora infestans.

Vara resultat tyder pa att halverade doser inte bidrar till ett mera aggressivt
bladmdgel. Da detta motséager tidigare uppfattningar om motsatsen ar det rimligt
att ifragasatta om var metodik ar korrekt. Alternativt har de tidigare uppfattningar-
na baserats pa aldre preparat med annorlunda dos-responskurvor. Resultaten i ar-
betet kan inte ge ndgon végledning kring om det &r mojligt att kéra halva doser om
bekampningsintervallet ar langre &n 7 dagar.

Utifran vara resultat verkar det inte vara nagon risk att anvanda sig av halverade
doser ur ett aggressivitets- och fungicidtoleransperspektiv. Sammantaget pekar
detta pa en majlighet for potatisodlare att anpassa fungiciddos efter bekdampnings-
behov likt Skimmelstyrning (Nielsen, 2015a) utan att riskera att riskera dkad ag-
gressivitet hos P. infestans. Detta gor férhoppningsvis att fler lantbrukare vagar
bekampa bladmdgel med reducerade doser. Utifran de dos-responskurvor som
presenteras i arbetet och resultaten fran graderingen av bladmdgelangreppen i
faltforsoket kan slutsatsen dras att det viktiga ar inte dosens storlek utan hur hdg
bekampningseffekt som uppnas. Genom optimerad anvéandning av fungicider kan
Iénsamheten i odlingen dkas och belastningen pa miljon minskas.

7.6 Forskningsbehov

Under arbetets gang har nya fragor kring P. infestans uppkommit som motiverar
vidare forskning. Foljer fungicidtoleransen som vissa fenotyper uppvisar med till
nasta ar eller forsvinner den mellan sasongerna? Nar under sasongen sker skiftet i
fungicidtolerans? Studier som undersoker om den fungicidtolerans som isolaten av
P. infestans uppvisade pa agar dven innebér att bekdmpningseffekten av fungici-
derna i falt paverkas, kopplat till en kartlaggning av hur populationsstrukturen hos
P. infestans férdndras av olika selektionstryck under vaxtodlingssasongen hade
varit intressanta. Ur ett direkt tillampat perspektiv ar det viktigt att kunna bedéma
riskerna med en reduktion av fungiciddoserna vid bekdmpning. Detta innebar att
dos-responskurvor behdvs tas fram for de preparat som anvénds i Sverige. Risken
for brunrota framhalls ofta vid diskussioner om reducerade fungiciddoser i blad-
mogelbekdmpning, och studier som tydligare fastslar vilka samband som paverkar
knolinfektion av P. infestans vore darfor vardefulla.
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