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Resistens mot gronmogel hos apple

Hitpe NyBoM, MASOUD AHMADI-AFZADI OCH IBRAHIM TAHIR

Apple dr gott och nyttigt, och allt fler
konsumenter fragar efter svensk frukt i
affirerna. Men ftillgangen dr inte sd stor
eftersom svenska odlare endast producerar
20% av de dpplen vi dter i Sverige. Res-
ten importeras fran utlandet, dér klimatet
dar gynnsammare, arbetskostnaderna ldgre
och tillgangen pa tillatna vixtskyddsmedel
storre. Konsumenterna dr kanske beredda
att betala lite extra for svensk frukt men
man forvintar sig da att kvaliteten ska

vara pd topp: vackra, friska och vilsmak-
ande frukter!

Dessvirre finns det manga olika pro-
blem som kan drabba ett dppletrid
och dess frukt. Skador, som inte blir
synliga forran frukten redan skordats
och placerats 1 kyllager 1 vintan pa
torsiljning, orsakar ett kinnbart eko-
nomiskt avbrick t6r odlarna. Det kan
vara bade fysiologiska problem och
lagringsrotor som orsakas av olika
svampar (Tahir 2012, 2014). I Mel-
laneuropa har lagringsrotorna okat
under senare ar, vilket sannolikt ar en
effekt av klimatforindringen. Vi kan
alltsd forvinta oss att sidana angrepp
kommer att bli annu allvarligare efter-
hand som klimatet 1 Sverige blir allt
varmare och fuktigare.

Halsofarlig frukt!

En av de vanligare lagersvamparna
ar gronmogel (Penicillium expansum)
som frimst angriper skadad frukt (Fi-
gur 1). Aven en mycket liten skada
kan snabbt infekteras vilket leder till
att hela frukten ruttnar. An virre ir
dock att denna svamp producerar
flera giftiga damnen, som exempelvis
patulin. Nyligen rapporterade Rad

Fig. 1 Gronmdgel pa dpple. Foto: M. Ahmadi-Afzadi.

och Roén (www.radron.se/tester/
mat-halsa--skonhet/appeljuice) om
analyser dir 9 av 12 olika mirken av
utlandsproducerad dpplejuice (frin
koncentrat) uppvisade mitbara halter
av patulin. I ett par fall Sverskreds
det rekommenderade grinsvirdet for
barn.

Utomlands motverkar man oftast
svampangreppen genom frikostig be-
handling med kemiska vixtskydds-
medel, bide pa filt och efter skord
genom att man doppar eller sprayar
frukten. I Sverige fir man inte anvin-
da dylika vixtskyddsmedel efter skord.
Aven anvindningen innan skord (dvs.
besprutning av trid pa filt) har bli-
vit alltmer begrinsad, med speciell
uppmirksamhet pa odlingar beligna
pa vattenskyddsomraden. For konsu-
menterna ir dessa restriktioner forstas
av godo: exponeringen for resthalter
av vixtskyddsmedel 4r bara en sjun-

dedel si hog for en konsument som
iter svenska frukter, bir och gronsa-
ker jimfort med for en konsument
som iter importerade varor (Beck-
man 2015).

Inom ekologisk odling ir proble-
men for odlaren med gronmogel
och de andra svamparna innu mer
betungande eftersom det inte finns
nigra kemiska medel som ir godkin-
da for att motverka lagersjukdomar.
Detta leder 1 sin tur till att resthalten
av viaxtskyddsmedel blir nistan for-
sumbar i ekologiskt odlade frukter,
bar och gronsaker.

Friskare dpplesorter

Alla idpplesorter 4r inte lika mottag-
liga for lagersvamparna. Genom att
vilja sorter med speciellt god mot-
stindskraft, skulle odlaren kunna odla
miljovinligare men med bibehillen
I6nsamhet — forutsatt att det finns
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Fig. 2. Analys av fruktens hardhet med hjdlp
av en penetrometer, inokulering av dpple med
sporer av gronmagel, inokulerad och lagrad
Sfrukt av ‘Siv’ med symptom av grinmagel.

resistenta sorter med samma avkast-
ning och kvalitet som hos de vanliga
sorterna 1 svensk odling. Hittills har
detta inte fatt si stort utrymme inom
vaxtforidlingsforskningen, och nigra
resistensgener har inte identifierats. Att
hitta en enda, enkelt nedirvd gen, som
ger totalt skydd, ir heller inte realis-
tiskt. Troligen finns det 1 stillet ett antal
olika faktorer, som tillsammans avgor
graden av motstindskraft, till exem-
pel egenskaper som paverkar fruktens
kemiska innehdll och fruktkottets och
skalets utformning.

Pi Balsgird vid Institutionen for
vixtforadling startade vi ett nytt pro-
jekt 2010 om lagersjukdomar hos dpp-
le, med fokus pa just gronmaogel. Mal-
sittningen var att identifiera speciellt
motstandskraftiga sorter for anvindan-
de inom praktisk vixtforidling, samt
att ta reda pa hur denna motstindskraft
ar uppbyggd och hur den nedirvs. Det
forsta steget 1 projektet var att under-
soka hur mycket olika dpplesorter skil-
jer sig it 1 neddrvd motstandskraft mot
angrepp av svampen.

Inokulering av dpplen

En utvirdering av spontant uppkom-
na svampangrepp forutsitter dels att
man har vildigt mycket frukt som
behandlats exakt likadant, och dels
att infektionerna blir kraftfulla un-
der just de ir man gor sina analyser.
For att fi sakrare resultat, brukar vi i

stillet inokulera frukten med sporer
av gronmogel (Ahmadi-Afzadi m.fl.
2013, Tahir m.fl. 2015) (Figur 2). Vi
injicerar 20 mikroliter av sporlds-
ningen med en pipett, som sticks in
ca 4 mm 1 frukten.Varje frukt inoku-
leras pa tva sidor, och fOrvaras sedan 1
rumstemperatur tills att sporlosning-
en torkat in. For varje sort inokule-
rar vi vanligen 45 frukter. Dessa flyt-
tas sedan over i vanligt kyllager (+3
°C). Nir lagringsperioden ir over
(6 veckor for tidigmognande sorter
och 10-12 veckor f6r senmognande),
miter vi storleken pa den uppkomna
skadan som vanligen bildar en rund
flick kring inokuleringspunkten.
Ju mindre skada, ju mer motstinds-
kraftig sort. Hittills har vi inokulerat
frukt frin cirka 200 olika dpplesorter,
varav merparten under minst tva si-
songer. I ett nordiskt samarbetsprojekt
(ppp-apples.nordgen.org), har en del
ipplesorter inokulerats dven i Njos
pd norska vistkusten dir Graminor
bedriver ett vixttoridlingsprogram
(Nybom m.fl., under tryckning).

Sorterna skiljer sig at

Som ett mitt pad den enskilda sortens
mottaglighet har vi anvint den genom-
snittliga diametern pi svampskadan
dividerat med antal veckor 1 kyllager.
Olika sorter skiljer sig at signifikant
nir man analyserar erhillna data med
statistiska metoder (Ahmadi-Afzadi

m.fl. 2013, Tahir m.fl. 2015). De mest
motstandskraftiga sorterna far ljusbru-
na flickar med en diameter pa hogst
1-2 cm medan de kinsligaste sorterna
far stora insjunkna flickar med en di-
ameter pad 8—10 cm och kraftig spor-
bildning. T3 sorter, som tagits fram i
vixtforadlingsprogrammet pa Balsgard,
Katja och Brigit Bonnier, hor till de
mest motstindskraftiga liksom exem-
pelvis Ringstad frin Danmark, Glos-
ter frin Tyskland, Pepin Schafranovij
frin Ryssland och Mutsu frin Japan.
Extremt lig mottaglighet visade den
1 Norge testade kinesiska sorten Fu
Shuai, som darmed borde vara extra
intressant for vixtforadling och fort-
satt forskning. Merparten av de gamla
lokalsorterna har 1 stillet visat sig vara
mycket kinsliga.

Motstandskraften styrs nog i hog
grad av fruktens inre egenskaper, som
exempelvis mingden av mognadshor-
monet etylen samt cellviggarnas ut-
formning. Tidigmognande sorter blir
oftare hart angripna av gronmogel
jamfort med senmognande sorter.
Detsamma giller for sorter som har
relativt mjukt och 16st fruktkott vid
skordetillfallet, dvs. flertalet av de ti-
digmognande sorterna liksom iven
minga av de gamla lokalsorterna.
Aven sorter som tappar mycket av sin
ursprungliga fasthet under lagrings-
perioden, visade jimfoOrelsevis stor
mottaglighet for gronmogel.
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Kemiskt innehall

Fruktens innehill av olika kemiska
imnen paverkar mottagligheten for
diverse problem, och hit hér nog dven
infektion och tillvixt av gronmogel
under lagringsperioden. Mingden av
ipplesyra samt 10 olika fenolimnen
undersoktes dirfor 1 bade skal och
fruktkott av 24 dpplesorter (Ahma-
di-Afzadi m.fl. 2015) (Figur 3). Sa-
vil friska frukter som frukter som
inokulerats med gronmogel var med
1 dessa analyser. Bida totalmingden
fenoler och mingden av vissa indi-
viduella fenolimnen, som flavonoler
och procyanidin 2 1 inokulerad frukt,
visade stark korrelation med mot-
standskraften hos de undersokta sor-
terna. Uppenbarligen kan alltsd ett
jamforelsevis hogt innehill av dessa
imnen bidra med ett visst skydd mot
gronmogel. Aven vad giller andra
svampsjukdomar tycks en forhojd
halt av olika fenolimnen kunna bi-
dra till 6kad motstandskraft.

DNA-markéorer
Tillging till DNA-markorer, som
kan skilja pd mottagliga och mot-
standskraftiga dpplesorter, dr virde-
fullt vilken sjukdom det 4n vara ma.
Speciellt virdefullt blir det forstds nir
sjukdomskinsligheten 4r svir och/
eller tidsodande att kvantifiera, som
tor gronmogel. Tyvirr har man dnnu
inte framstillt nagra DNA-markorer
med formaga att identifiera skillnader
i mottagligheten for just denna svamp.
Inom det internationella forsk-
ningsprojektet Fruitbreedomics har
nyligen mer 4n 1000 ipplesorter
analyserats for nirmare 400.000
DNA-markorer (SNP = single nuc-
leotide polymorphism). Detta 4r en
potentiell skattkammare f6r framtida
genetisk forskning! Hittills har man
identifierat gener for blomnings-
tid och fruktmognad med hjilpa av
dessa markorer enligt en metod som
kallas ’Genome wide association
study’ (GWAS) (Muranty m.fl., un-
der tryckning). Men man kan hitta
gener for 1 princip vilken egenskap
som helst fSrutsatt att man har data
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Fig. 3 Beredning av fruktkdtt for kemiska analyser, filtrering av extrakt infor analys med
HPLC (high-petformance liquid chromatography)
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Fig. 4 Diameter for erhallna symptom av gronmagel hos inokulerad frukt av 10 dpplesorter,

som sprayats med metyljasmonat (MeJA) eller salicylsyra (SA) respektive endast inokulerats

(Control)

for just den egenskapen hos ett antal
sorter. Vi jimforde gronmogel-data
for drygt 200 dpplesorter med samma
sorters SNP-markorer. Tyvirr fick
vi inget napp, men vi hade troligen
for lite data. Just nu arbetar vi med
att inokulera dnnu fler ipplesorter,

och sedan kommer vi att gora nya
GWAS-analyser 1 hopp om att iden-
tifiera en eller flera SNP-markorer
som ir korrelerade med graden av
mottaglighet for gronmaogel.
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Jakten pa gener

Vi har dven angripit problemet med
gener for motstindskraft mot gron-
mogel med en metod som kallas
reverse transcriptomics’. Hir for-
soker man identifiera viktiga gener
genom att analysera sortskillnader 1
forekomsten av DNA-sekvenser som
uttrycks aktivt vid provtagningstillfil-
let. T ett samarbetsprojekt med forsk-
ningsorganisationen INRA 1 Angers,
Frankrike, har vi hybridiserat aktivt
uttryckt DNA frin fyra dpplesor-
ter med 60.000 tidigare isolerade
DNA-sekvenser frin potentiella dpp-
legener (Ahmadi-Afzadi 2015). Tvid
av sorterna ir relativt mottagliga for
gronmogel och dvriga tva ir relativt
motstindskraftiga. Dessutom anvin-
de vi DNA bdde frin friska frukter
och frin frukter som inokulerats med
gronmogel. Nir vi utvirderar resulta-
tet av hybridiseringen, kan vi se vilka
av de 60.000 idpple DNA-sekven-
serna som ir aktiva 1 vart och ett av
vara dppleprover. Analysarbetet foku-
seras pd sadana gener som skiljer dels
mellan friska och inokulerade frukter,
och dels mellan mottagliga och mot-
stindskraftiga sorter.

Vi har pd detta sitt identifierat
manga gener, som ir betydligt mer
aktiva hos de motstindskraftiga sor-
terna jamfort med de mottagliga sor-
terna en vecka respektive 6 veckor
efter att frukten har inokulerats med
gronmogel. Flera av dessa gener ir
aktiva inom uppbyggnaden av cell-
viggar, och dessa kan alltsd antas ha
stor betydelse for olika dpplesorters
formiga att motstd svampens an-
grepp. Andra intressanta gener ir in-
blandade 1 exempelvis tillverkningen

av fenolimnen samt vixthormonet
metyljasmonat (MeJa). Betydelsen av
detta hormon verifierade vi sedan ge-
nom att inokulera frukter av 10 dpp-
lesorter och sedan spraya hilften av
dem med MeJa (Figur 4). For 9 sor-
ter hade de MeJa-sprayade frukterna
signifikant mindre symptom av gron-
mogel dn frukt som inte hade sprayats.
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