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Sammanfattning

Svampsjukdomar leder ofta till en kraftigt reducerad produktivitet i ekologisk &ppelodling jamfort med
konventionell eller IP-odling. Detta beror framst pa att det inte finns nagra kemiska medel som ar
godkénda for kontroll av lagringssjukdomar innan eller efter skord. Det ekonomiska bortfallet blir
speciellt k&nnbart nér redan skdrdad och lagrad frukt angrips och forstors. Hittills har man darfor
tvingats att forkorta lagringstiden for ekologiskt odlad frukt vilket leder till 1agre pris i producentledet
samt otillracklig tillgang for konsumenter som vill ha inhemsk, ekologiskt odlad frukt.

Malséttningen for detta projekt har varit att utveckla ett preparat med bioaktiva @mnen som kan
motverka svampsjukdomarna. Ragkli, som bestar av ragkornets yttersta skikt, ar en hittills
underutnyttjad biprodukt fran svensk ragodling. Ur ragkli kan man utvinna olika icke-toxiska fenol-
lipider som exempelvis alkylresorcinoler (AR). Dessa &mnen har visat sig kunna inhibera tillvaxten av
olika brodsvampar. Under perioden 2011-2015 undersdktes om angreppen av lagringssjukdomar blir
mindre om applen behandlas med AR innan eller efter skord. Detta gallde saval spontana svampangrepp
hos lagrad frukt som skador uppkomna efter inokulering av frukten med sporer av olika
lagringssvampar. Aven inverkan av AR-besprutning av frukttrad i falt pd svampangrepp under
kyllagring studerades.

I den forsta delen av projektet inokulerades redan skdrdad frukt av olika svenskodlade &ppelsorter med
sporer av tre viktiga svampar (grénmoégel Penicillium expansum, lenticellréta eller ‘gloeosporium-réta’
Neofabraea spp. och bitterréta Colletotrichum acutatum) och behandlades med ett antal olika AR-
Iésningar. Behandlad frukt visade generellt sett mindre skador jamfort med obehandlad frukt. Sorter
som Gloster, med relativt liten mottaglighet, drog mest nytta av skyddet fran AR-losningarna. AR-
koncentrationen i I6sningen (= 0,025-0,2%) var korrelerad med diametern pa den uppkomna rotan
(lesionen).

I den andra delen av projektet undersoktes effekten av AR-behandling i en ekologisk odling, dar traden
(Rod Aroma) sprutades vid olika tillfallen under sasongen. Frukt som skordats fran saval behandlade
som obehandlade trdd undersoktes déarefter avseende avkastning, storlek, inre kvalitet och
lagringsduglighet. En viss negativ effekt, sarskilt efter tidig behandling (juni och juli) pa avkastningen
noterades. AR-behandling paverkade daremot inte fruktens kvalitet, vare sig vid skord eller efter lagring.
Mangden angripen fallfrukt (framst fruktmdgel M. fructigena) var lagre under AR-behandlade trad;
raknat Gver alla forsoksled och bada sasongerna (2014 och 2015), var det 43% mindre fallfrukt under
AR-behandlade trad jamfort med under trad som behandlats med en kontrollésning utan AR.

Jamfort med frukt fran obehandlade trad, minskade AR-behandling de totala svampangreppen i lagrad
frukt med 55-60% under 2014 och med 57-72% under 2015. Antalet behandlingstillfallen hade ingen
inverkan men tidpunkten for behandlingen hade daremot en signifikant effekt; senare behandling
(augusti och september) minskade det totala svampangreppet jamfort med tidigare behandling (juni).
Speciell uppmarksamhet adgnades at fyra olika lagringssjukdomar. AR-behandling hade stor effekt pa
fruktmogel under bada sasongerna, med 70-90% farre skador jamfort med kontrollbehandlingen. AR
hade aven stor effekt pa lenticellréta: skadorna minskade med 40-50% jamfort med kontrollbehandling.
AR hade positiv inverkan pa bitterrota enbart under 2015, da svampangreppet blev 60% lagre an efter
behandling med kontrollésning. En kombination av AR-behandling och ULO-lagring ledde &ven till
minskade skador av gronmaogel.



Exakt hur AR paverkar svamparna &r inte kant. Men odling av svamparna pa agarplattor visade att AR
hdmmar myeceltillvaxt, virulens och livsduglighet. En positiv korrelation mellan AR-koncentrationen
och inhiberingseffekten noterades ocksa.

Ytterligare faltforsok bor utféras for att bl.a. optimera AR-koncentrationen. Dessutom bér férsdken
omfatta fler &ppelsorter.



Abstract

The incidence of postharvest diseases can affect the quality and restrict the shelf life of various fruit
crops. Apples show relatively high susceptibility to fungal damage caused by bull's eye rot Neofabraea
spp. (N. alba and N. perennans), bitter rot Colletotrichum spp. (C. acutatum and C. gloeosporioides),
blue mould Penicillium expansum, grey mould Botrytis cinerea, and brown rot Monilinia spp. (M. laxa
and M. fructigena). Application of synthetic fungicides is the most efficient way to minimize fruit loss.
Postharvest fungicide applications are, however, completely banned in Sweden, and access to chemicals
for pre-harvest application is also becoming increasingly restricted. Since pre- and post-harvest
application of fungicides is totally prohibited in the organic production, problems with storage diseases
become even more severe.

Various other strategies to combat postharvest decay have therefore been explored, such as biological
pesticides, physical stress and natural bioactive materials. Phenolic lipids constitute a highly diversified
group of compounds derived from mono- and dihydroxyphenols, i.e., phenol, catechol, resorcinol, and
hydroquinone. Two resorcinols characterized in mango, 5-(12-cis-heptadecenyl) resorcinol and 5-n-
pentadecylresorcinol, have been shown to inhibit the growth of fungi. From rye bran, which consists of
the outermost layer of the rye grain, various non-toxic phenolic lipids such as alkylresorcinols can be
extracted. These substances belong to a group of very interesting antioxidants and have been shown to
inhibit the growth of various bread fungi. The objectives of this study, which was carried out during
2011-2015, were to assess antifungal activity of AR emulsions on the mycelial growth and virulence of
several fungi as well as to study the inhibitory effect of pre- and postharvest applications of these
emulsions.

To study the postharvest effect of AR, fruit of various Swedish-grown apple cultivars were inoculated
with spores of three important fungi and treated with AR before cold storage. AR treatment decreased
the damage compared to untreated fruit. Cultivars with relatively high tolerance to fungal decay (such
as Gloster) had better positive response to the protective effect of AR treatment. AR concentrations from
0.025 to 0.2% were applied, and a negative correlation was found between AR concentration and
diameter of the contracted fungal damage (lesion).

Effectiveness of preharvest application of AR was investigated in an organic orchard where trees were
sprayed at various times during the season. Yield, fruit weight, quality and storage potential of the
harvested fruit was investigated for (1) trees treated with an 0.025% AR emulsion, (2) trees treated with
a control emulsion without AR, and (3) untreated trees. A negative effect on fruit yield was noted,
especially after early treatments (June and July). AR treatment did not affect fruit quality, whether at
harvest or after storage. The amount of fallen fruit, most of which was infected by brown rot, was 43%
lower in the AR-treated trees than in the untreated trees.

In comparison with fruit from untreated trees, AR-treatment decreased the total fungal decay during
storage by 55-60% in 2014 and by 57-72% in 2015. Number of treatments (one or two) had no effect
whereas spraying trees with AR later in the season (August and September) improved the inhibitory
effect compared to early spraying (June). Observations were made of four storage disease fungi in
particular. AR treatment in the field decreased decay caused by M. fructigena during both seasons by
70-90% compared to the untreated trees. AR had significant effects also on bull's eye rot (Neofabraea
spp.) with 40-50% less decay in comparison to fruit from untreated trees. For bitter rot caused by
Colletotrichum acutatum, AR treatment showed a positive impact only in 2015, when there was 60%
less decay in fruit from treated trees. A combination of AR treatment and ULO storage resulted in
reduced damage caused by blue mold (P. expansum).



The mechanisms behind the inhibitory effect of AR treatment is not yet known. Treatment of fungi
grown on agar plates inhibited mycelial growth, virulence and viability of the four studied fungi. A
positive correlation was noted between AR concentration and inhibitory effect.

Based on the high level of fungal decay inhibition and the absence of any adverse effects like
unacceptable odour or skin discoloration, use of AR as a natural ‘fungicide’ should be further
investigated. More orchard trials are needed for, e.g., optimization of the AR concentration. In addition,
the promising effects of AR need to be screened on a wider variety of apple cultivars in the field.
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Forord

Apple &r bade gott och nyttigt! Det finns en Iang tradition av att odla och &ta &pple i Sverige, och aktuell
forskning visar nu att apple ar en rik kalla till antioxidanter samtidigt som frukten har ett lagt
kaloriinnehall. Enligt studier av matvanorna i Europa bidrar konsumtionen av apple med 7% av intaget
av flavonoider. | Sverige éter 78% av befolkningen apple 2-5 ganger i veckan. Fruktens ursprung spelar
roll; 83% av konsumenterna vill veta varifran dpplena kommer innan de beslutar om eventuellt kop,
medan 40% foredrar att kopa svenskodlade &pplen oavsett priset. Dessvarre ar det inte alltid sa latt att
fa tag i friska och fina applen, och det blir &nnu svarare om de dven ska vara lokalt och miljévanligt
odlade.

Lonsamheten for de svenska dppelodlarna ar problematisk pa grund av det jamforelsevis harda klimatet,
de restriktiva reglerna for anvandande av vaxtskyddskemikalier samt den starka konkurrensen fran
utlandsk frukt som odlats med ett betydligt liberalare regelverk. I ekologiska &ppelodlingar far man
dessutom ett signifikant storre bortfall av forséljningsbar frukt jAmfért med i annan typ av odling. Den
framsta anledningen ar lagringssjukdomar orsakade av olika svamparter. Aven IP-odlingar kan drabbas
av besvarande lagringsskador beroende bland annat pa vilka dpplesorter man odlar.

En studie, utford vid SLU, har visat att den ekonomiskt mest problematiska, sa kallade
'gloeosporiumrotan’ i odlingarna pa Osterlen, orsakas av svampar i slaktena Neofabraea och
Colletotrichum. Gronmogel (Penicillium expansum) och gramdgel (Botrytis cinerea) spelar ocksa en
viktig roll. Olika strategier har undersokts i olika l&nder for att minska forluster i ekologisk frukt under
bade lagring och forsaljning sdsom behandling med varmt vatten, essentiella oljor och ozon. Tyvérr har
merparten av de hittills testade icke-kemiska skyddsatgarderna antingen haft otillracklig effekt eller varit
for dyrbara att anvanda i yrkesproduktion.

Ragkli, som bestar av det yttre holjet kring ragkarnan, ar en hittills underutnyttjad biprodukt av svensk
ragodling. Ur ragkli kan man utvinna olika icke-toxiska fenol-lipider som exempelvis alkylresorcinoler
(AR). En tvarvetenskaplig forskargrupp med kompetens inom appelféradling och genetik (Prof. Hilde
Nybom, Balsgard, SLU), appelodling och lagringssjukdomar (Dr Ibrahim Tahir, Alnarp/Balsgard, SLU)
samt tillampad biokemi och industriell utveckling (Docent Estera Dey, Lunds universitet) bildades 2011.
Sedan anslét sig dven doktoranden Masoud Ahmadi-Afzadi, som doktorerar pa lagringssjukdomar hos
apple pa SLU. Forskargruppen erholl medel fran SLU EkoForsk for att under 2011-2013 undersoka om
man kan utveckla ett biologiskt vaxtskyddspreparat med alkylresorcinoler (AR) som en aktiv
bestandsdel. Resultaten visade att behandling av skordad frukt med AR-lI6sningar gav ett signifikant
skydd mot atminstone tva vanliga svampar som orsakar lagringsforluster: P. expansum och N.
perennans. Under tva sasonger, 2014 och 2015, tog vi sedan metodiken ut i falt, och behandlade nagra
appletrad i en ekologisk odling med AR-I6sning. Efter behandlingen undersoktes effekter pa avkastning
och lagringsduglighet (kvalitet och svampangrepp).

Har redogor vi for erhallna resultat samt diskuterar hur man kan ga vidare med detta projekt.

Balsgard, Alnarp och Lund, september 2016
Projektgruppen



1. Inledning

Skador uppkomna under kyllagring av frukten & en av de viktigaste orsakerna till att svensk
appelproduktion brottas med stora ekonomiska problem. Dessa skador kan drabba 10% eller mer av den
inlagrade frukten och &r forédande eftersom odlaren redan adragit sig betydande kostnader for
vaxtskyddsbehandling, gallring, skérd, sortering och lagring innan man sedan tvingas kasta den
forstorda frukten. Skadorna orsakas framst av svampsjukdomar som gronmdgel Penicillium expansum,
bitterréta Colletotrichum gloeosporioides (Glomerella cingulata) och C. acutatum, bull’s eye rot (pa
svenska ibland kallad gloeosporiumrdta, Pezicula-réta eller lenticellrdta) olika arter av Neofabraea (N.
alba och N. perennans) och gramdgel Botrytis cinerea (Tahir, 2014).

Tidigare utforda odlings- och sortforsok i Sverige (framst Balsgard och Kivik) har visat att just
lagringssjukdomar &r en av de viktigaste anledningarna till att ekologiska &ppelodlingar har ett
signifikant storre bortfall av forséljningsbar frukt jamfort med annan typ av odling (Tahir & Nybom,
2008; Tahir et al., 2008). For den populéra sorten Aroma erholl man ett 20 ganger storre bortfall i
ekologiskt odlade trad jamfort med IP-odlade trad pa samma félt (Jonsson et al., 2010).

| Europa har lagersjukdomar 6kat signifikant under senare ar, sannolikt beroende pa klimatférandringen
(Weber & Roland, 2009). Vi kan forvanta oss att dessa angrepp blir &nnu allvarligare allt eftersom
klimatet i Sverige blir varmare och troligen aven fuktigare under vegetationsperioden. Inom
vaxtforadlingen har lagersjukdomar hittills inte uppmérksammats trots att det borde finnas méjligheter
att forbattra vaxtmaterialet. Nagra helt resistenta applesorter finns visserligen inte dokumenterade, men
man har noterat stor variation mellan sorter i deras tolerans for lagringssjukdomarna (Ahmadi-Afzadi et
al., 2013; Tahir & Nybom, 2008; Tahir et al., 2008; Tahir et al., 2015).

| flertalet stora &ppelproducerande lander ”l6ser” man problemet med bristande resistens genom att
doppa frukten i en fungicid eller mojligen i ett biologiskt medel som BioSave vilket innehaller
Pseudomonas syringae. Kemisk efter-skord behandling ar daremot inte tillaten i Sverige, vare sig for
ekologiskt eller konventionellt odlad frukt. Anvandningen av kemiska fungicider innan skord har ocksa
blivit alltmer begransad, speciellt for odlingar belagna pa vattenskyddsomraden. Detta géller stora delar
av Osterlen dit merparten av den svenska appelproduktionen ar lokaliserad.

Inom ekologisk &ppelodling finns det inga kemiska medel som &r godkénda for att bek&mpa
lagringssjukdomar innan eller efter skérd. Av de icke-kemiska vaxtskyddsmetoderna ar behandling av
frukten med hett vatten ganska effektivt (Neri et al., 2009; Spadaro et al., 2004) men kostnadskrévande
och man kan fa oonskade effekter som skalbranna. Olika dppelsorter skiljer sig dessutom at i kanslighet
for varmebehandlingen, som darfor maste utformas individuellt for varje sort.

Mikrobiologiska organismer som jastsvampar och bakterier har visat sig ha effekt mot vissa
lagringssjukdomar som gronmaogel (Janisiewicz et al., 2008; Nunes et al., 2007), men anvandningen av
sadana preparat har oftast samre effekt pa Neofabraea som ar den vanligaste sjukdomen i Sverige, och
kan ha bieffekter som att exempelvis orsaka korkrost pé skalet. Aven olika vaxtbaserade oljor har visat
sig ha skyddande effekt (Amiri et al., 2008).

Ragkli, som bestar av det yttersta skiktet av ragkornet, ar en hittills underutnyttjad biprodukt av svensk
ragodling. Ur ragkli kan man utvinna olika icke-toxiska fenol-lipider som exempelvis alkylresorcinoler
(AR; Landberg et al., 2008; Fig. 1). Dessa amnen ingar i en grupp av mycket intressanta antioxidanter
som har en pavisad positiv effekt mot cancer, fetma, hjart- och karlsjukdomar samt diabetes typ 2
(Andersson et al., 2011; Hajer et al., 2008). AR fran ragkli har visat sig kunna inhibera tillvaxt av olika
brédsvampar in vitro (Reiss, 1989) samt minska skadorna av olika véxtpatogena svampar hos mango
(Hassan et al., 2007).



Malséattningen med det har projektet var att underscka om AR-behandling kan motverka
lagringssjukdomar hos apple. I det forsta steget undersoktes effekten av ett antal olika AR-I6sningar pa
redan skdrdad frukt som inokulerats med svampsporer (Dey et al., 2013; Tahir et al., 2014). | ndsta steg
undersoktes effekterna av att spruta trad pa falt med en AR-16sning. Saval spontana svampangrepp hos
lagrad frukt som skador uppkomna efter inokulering av frukten med sporer av olika lagringssvampar
kvantifierades. Dessutom utférde en del in vitro-forsok for att se hur olika funktioner hos svamparna
paverkas av AR.

R

5-n-pentadecylresorcinol (R=C,sHy,),
5-n-heptadecylresorcinol (R=C,;Hy;),
5-n-nonadecylresorcinol (R=C,¢H;;),
5-n-heneicosylresorcinol (R=C,,;H;;),
S-n-tricosylresorcinol (R=C,3H;y),

5-n-pentacosylresorcinol (R=C,sH,,),

HO OH

Fig. 1. Kemisk struktur for 5-(n)-alkylresorcinoler med olika alkylkedjor

2. Material och metoder

2.1. Framstallning av AR-I6sningar

Vi inledde det experimentella arbetet varvintern 2011 med att utvinna alkylresorcinoler.
Utgangsmaterialet var ragkli (Nord Mills, Malm6) med en partikelstorlek pa 0,5-1 mm. For att fa en sa
ren produkt som majligt, anvandes superkritisk koldioxidextraktion i tva steg (Dey och Mikhailopulo
2009). Denna metod bygger pa att man applicerar ett mycket hogt tryck sa att fasgransen mellan vétska
och gas luckras upp. Den resulterande superkritiska vétskan kan bade diffundera genom fasta amnen
som en gas och l6sa upp &mnen som en véatska, och ar darfor ett synnerligen effektivt extraktionsmedel.
Koncentrationen av AR kvantifierades med spektrofotometri. Ddarefter anvéndes preparativ
hogtrycksvatskekromatografi (HPLC), fastfas extraktion (SPE) och tunnskiktskromatografi (HPTLC)
for att kontrollera kvaliteten och faststélla den exakta mangden ren AR.

Sedan var det dags att undersoka vilka olika medel som kan anvéndas i kombination med AR for att fa
en god effekt av applikation pa frukt med sprayning/sprutning. Intorkade och noggrant uppmatta
mangder av AR-extrakt l6stes upp i tva olika I6sningsmedel (Synperonic 91/6 eller polydimetylsiloxan).
Dérefter tillsattes olika emulgeringsmedel (PEG 400, NaCl eller CaCl,, Trioleat, oleylalkohol ochTween
20) och konsistensgivare (xanthan gum eller gum arabic). Varje 16sning spaddes sedan med destillerat
vatten, och kom darmed att innehalla 0,025% respektive 0,05% AR (Dey et al., 2013). AR-lésningar
med hogre koncentrationer (0,1% respektive 0,2%) forbereddes senare. FOr Losningarna
homogeniserades med en Ultra Turrax (13,500 varv per minut i en minut), och fotograferades i
mikroskop for att dokumentera droppstorleken. De féardiga lésningarna forvarades sedan i +8 °C tills att
de skulle anvéndas. Innan anvéandning varmdes AR-16sningen upp till 37 °C i 30 min, skakades kraftigt
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och fordes dver till en sprayflaska med vars hjalp den sedan applicerades pa frukten respektive trad. Till
faltbehandling av traden i 2015, salter (NaCl eller CaCl,) var inte tillsdtta i emulgeringsmedel.

2.2. Forberedelse av inokulum

Eftersom effekten av AR svarligen kan bedémas enbart pa spontant férekommande svampangrepp,
valde vi att behandla frukt som forst inokulerats med svampsporer enligt tidigare beskrivna metoder
(Tahir et al., 2009; Nybom et al., 2012). Svampsporer framstélldes ur frukt med typiska symptom pa P.
expansum, fruktmdgel Monilinia fructigena (en svamp som orsakar skador framst under de sista
veckorna innan skord men dven under lagring) och Neofabraea perennans i tva olika packerier
(Appelriket och Alnarp). Frukten steriliserades med 70% etanol, varefter tre angripna bitar fran varje
frukt odlades pa petriplattor med PDA (potatisdextrosagar) for Penicillium och Monilinia, och pa MEA
(maltextraktagar) plattor for Neofabraea. Plattorna inkuberades i 22 °C under tva veckor. Myceliet
artbestamdes enligt Tahir (2014) och flyttades sedan till nya plattor (subkulturer) som behandlades med
UV-ljus i 24 timmar och darefter forvarades i rumstemperatur i morker under 4 dagar. Fran dessa plattor
skordades sporer, som lades i steriliserat vatten med Tween 0,05%. Sporerna artbestdmdes under
mikroskop. Koncentrationen av sporer justerades med hjélp av hemacytometer till 1x105 per ml for P.
expansum och M. fructigena och till 1x103 fér N. perennans.

2.3. Inokuleringsmetod

Alla inokuleringarna utfordes pa Balsgard. Frukten tvattades med vatten for att avlagsna spontant
forekommande ytliga svampinfektioner. Sedan injicerades 20 mikroliter av sporldsningen med en pipett,
som stacks in ca 4 mm i frukten. Varje frukt inokulerades pa tva sidor, och forvarades i rumstemperatur
tills att sporlésningen torkat in. Frukten behandlades sedan med olika AR-lI6sningar enligt
forsoksplanen. Diametern pa varje svampangrepp mattes med linjal i tva vinkelrata riktningar och
medelvardet anvandes som ett matt pa angreppets storlek.

2.4. Forstudie

Under sommaren 2011 inokulerades importerad frukt med gronmdgelsporer for att finslipa tekniken. Vi
anvande hela frukter, halverade frukter samt fruktskivor. Nitton olika AR-l6sningar med varierande
innehall (koncentration av. AR samt typ och halt av losningsmedel, emulgeringsmedel och
konsistensgivare) sprayades pa frukten 5-6 timmar efter inokuleringen. Méangden symptom avlastes
efter 6 dagar i rumstemperatur.

Hosten 2011 skordades frukt fran en yrkesodling i Kivik: Ingrid Marie (ganska mottaglig for
gronmogel), Gloster (ganska resistent) och Frida (ganska resistent). Mognadsstadium faststalldes utifran
torrsubstansinnehall (sockerhalt, refraktometer), fasthet (penetrometer), starkelsens omvandling till
socker (jod-test) samt produktionen av etylen (gaskromatografi). Ingrid Marie var nagot mer mogen &n
ovriga tva men alla befann sig fortfarande i ett preklimakteriskt stadium lampat for skord av frukt som
ska lagras under en langre period. Hela frukter av de tre sorterna inokulerades med grénmagel. Eftersom
samtliga har bade gult (skuggsida) och rétt (solsida) pa frukten, lade vi ett inokuleringsstalle pa
skuggsidan och ett pa solsidan av varje frukt. Fyra utvalda AR-losningar sprayades pa den inokulerade
frukten, samt &ven en kontrollésning (vatten). Dessutom ingick icke-sprayade kontrollfrukter i forsoket.
I varje forsoksled (sort x AR-l6sning eller kontroll) ingick 15 frukter. Frukten forvarades under 6 veckor
i kyl (90% relativ luftfuktighet och +2 °C ) samt fem dagar i rumstemperatur innan symptomen avléstes.
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2.5. Efterskérdbehandling med AR

Baserat pa resultaten fran forstudien, valdes de tva mest lovande AR-l6sningarna ut for fortsatta
experiment. Bada innehaller 0.025% AR, 0.2% Tween 20, 1% trioleate, 2% oleylalkohol och 2%
PEG400. Dessutom innehaller den forsta I6sningen (AR 1) aven lésningsmedlet Synperonic 91/6 och
5% CaCl2 medan den andra I6sningen (AR 11) innehaller polydimetylsiloxan och 5% NacCl.

Hosten 2011 respektive 2012, skordades frukt av Aroma, Ingrid Marie, Frida och Gloster, i Kivik pa
samma satt som beskrivits ovan, med berdkning av mognadsstadium (starkelseindex och Streif index)
(Tabell 1). Dessutom mattes dven fargen pa sol- och skuggsida med hjalp av en kolorimeter
(fargmétare).

Tabell 1. Fruktens mognadsstadium och farg vid skérd. Streif index = fasthet/ (torrsubstanshalt x
starkelseindex). Fargindex réknas ut enligt en formel baserad pa méatvarden for rod farg, gul farg och
ljushet (Tahir et al., 2015).

Sésong Sort Skord Starkelse- Streif index  Fargindex
index solsida  skuggsida
2011 Aroma Sept 10 41 0.17 4.4 -4.0
Ingrid Marie  Sept 22 3.9 0.16 11.6 8.2
Frida Sept 26 4.1 0.17 9.3 6.8
Gloster Nov 11 4.7 0.17 8.9 5.0
2012 Aroma Sept 18 44 0.16 17.8 -3.1
Ingrid Marie Okt 09 4.3 0.15 48.6 -5.0
Frida Okt 18 4.2 0.16 25.2 -1.1

Fyra x 15 frukter for varje dpplesort anvandes i forsok med grénmdogel. For alla sorter utom Gloster
upprepades dessa inokuleringar 2012, och da anvéandes dven fyra x 15 frukter i forsok med Neofabraea.
Ett forsoksled (15 frukter) for varje svamp forblev osprayat som kontroll medan ett annat sprayades med
vatten. Ovriga tva forsoksled sprayades med AR 1 respektive AR 11. Frukten lagrades sedan i +2 °C
under 12 veckor. Skadorna pa gronmdgelinokulerad frukt mattes direkt efter uttag fran lagret medan
Neofabraea-inokulerad frukt holls i rumstemperatur (+18 °C och 80% relativ luftfuktighet). Skadorna
mattes sedan som ovan.

Hosten 2014 respektive 2015 gjordes tre variationer pa AR 1 (ARa 0,025%, ARDb 0,1% och ARc 0,2%)
samt en kontroll utan AR. Fyrahundrafemtio frukter av ‘Amorosa’ skordades i en ekologisk odling dar
aven faltforsok utfordes (se nedan). Frukten transporterades till Balsgard, tvattades och delades in i tre
grupper. Den forsta gruppen inokulerades med P. expansum, den andra med N. perennans och den tredje
med M. fructigena. Frukten i varje grupp/svamp delades in i fem forsoksled. | fyra av dessa forsoksled
sprayades frukten med en av ovanndmnda l6sningar (kontroll, ARa, ARb och ARc) medan det femte
forsoksledet forblev obehandlat. Symptom beddémdes efter 10 veckor i kyllagring (2 °C).

2.6. Behandling pa falt

Nittio trad av ‘Amorosa’ valdes ut i en ekologisk appelodling i Kivik. Dessa delades upp i tre block med
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15 forsoksled om vardera tva trad i varje block. Traden besprutades med antingen 0,5 liter AR-lésning
(0,025% AR) eller 0,5 liter kontrollsning (0,0% AR) per trad och tillféalle, enligt féljande schema:

o ett tillfalle (1:a veckan i juni, forsoksled 1 med AR och forsoksled 8 med kontroll)

o ett tillfalle (1:a veckan i juli, forsdksled 2 med AR och férséksled 9 med kontroll)

o ett tillfalle (1:a veckan i augusti, forsdksled 3 med AR och forsdksled 10 med kontroll)

o ett tillfalle (1:a veckan i september, forsoksled 4 med AR och forsdksled 11 med kontroll)

e tvatillfallen (1:a veckan i juni och 1:a veckan i augusti, forsoksled 5 med AR och forsoksled 12 med
kontroll)

e tvatillfallen (1:a veckan i juni och 1:a veckan i september, forsoksled 6 med AR och forsoksled 13
med kontroll)

e tva tillfallen (1:a veckan i augusti och 1:a veckan i september, férsoksled 7 med AR och forsoksled
14 med kontroll) respektive ingen behandling alls (forsokled 15)

Optimal skordetidpunkt bestamdes med Streif index genom bedémning av 10 frukter fran fem trad,
plockade tva gangar per vecka fran och med sista veckan i augusti. Fasthet, 16slig torrsubstans och
starkelsenedbrytning mattes. Nar Streif index natt 0,15 skordades all frukt pa varje trad for bedémning
av avkastning och kvalitet. Frukten vagdes och rdknades. Fruktens farg mattes med en fargmatare
(Minolta) som visar mangden a (+a = rod och —a = gron), och méangden b (+b = gul och —b = bla) samt
fargstyrkan (L), varefter fargindex berédknas som (a x 1000)/(b x L) (Camelo & Gomez, 2004). Darefter
delades frukten in i tva grupper, varav den ena forvarades i kyllager (2 °C och 85% fuktighet) och den
andra i ULO-lager (2 °C, 2 kPa syre och 2 kPa koldioxid) under fem manader. Fruktkvalitet (fasthet,
16slig torrsubstans och farg) och spontant uppkomna svampangrepp bedémdes efter avslutad lagring.

2.7. In vitro test, svampmyceltillvaxt och virulens

| ett experiment 2012, autoklaverades Petriskalar med potatisdextros agar och sedan tillsattes AR 1 eller
AR 11 respektive inget alls (kontroll). Efter tre timmar vid 4 °C tillsattes mycel av gronmadgel till varje
petriskal. | nasta forsoksled tillsattes istallet forst svampmycelet och tre timmar senare sprayades AR-
I6sningarna direkt pa petriskalarna. P4 samma sétt tillsattes mycel av Neofabraea och de tvd AR-
I6sningarna till petriskalar med maltextrakt agar. Av varje forsoksled tillverkades minst tre petriskalar.
Efterat forseglades petriskalarna med parafilm och inkuberades i 21 dagar vid +20 °C. Efter de 21
dagarna gjordes en subjektiv uppskattning av mangden svampmycel i varje petriskal, och effekten av
AR-lésningarna beraknades som procent myceltillvaxt i behandlade petriskalar jamfort med
myceltillvaxten i kontrollskalarna.

Nar vi hade utvarderat myceltillvaxten, skrapade vi av konidiesporerna fran varje petriskal och forde
Over dem i en vattenldsning. Denna filtrerades och sedan berdknades sporkoncentrationen under
mikroskop med hemacytometer. Lésningar med standardiserad sporkoncentration fran varje petriskal
anvandes sedan till att inokulera frukt av Aroma pa samma satt som ovan. Till varje sporlésning anvande
vi fem &pplen. Dessa frukter inkuberades under en vecka vid +20 °C. Dérefter mittes skadornas storlek
som ovan. Slutligen beraknade vi AR-lésningarnas effekt pa skadeutvecklingen som procent av skadan
pa osprayad frukt.

| en ny serie experiment 2015, flyttades mycelpluggar (10 mm i diameter) fran 10 dagar gamla kolonier
av P. expansum over till 75 nya PDA-plattor. Dessa delades in i fem forsoksled (15 plattor/grupp). Tre
timmar senare sprayades plattorna i fyra forsoksled med 1 ml Ara (0,025%), ARb (0,1%), ARc (0,2%)
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eller kontroll (0,0%) medan plattorna i det femte forsoksledet forblev obehandlade. P4 samma sétt
hanterades mycelpluggar av C. acutatum och N. perennans (MEA-plattor). Alla plattor inkuberades i
22° C under 10 dagar varefter den radiella myceltillvaxten mattes med ett skjutmatt och uttrycktes som
procentuell hamning av radiell myceltillvaxt. Forsoket upprepades tre ganger med fem block och tre
plattor per block/svampart.

| ett annat forsok undersoktes konideras livsduglighet genom att 0,5 ml sporlésning (1000 konidia per
ml) av varje svamp (P. expansum, C. acutatum och N. perennans) fordes dver i fem Eppendorf-ror (1,5
ml). Fyra av réren innehdll 0,5 ml ARa, ARb, ARc respektive kontroll-lIdsning medan det femte roret
var tomt. Roren inkuberades i 22 °C under en dag varefter 100 pl applicerades pa PDA- respektive
MEA-plattor. Dessa inkuberades i 22 °C under sju dagar varefter antalet kolonier (CFU) réknades.
Experimentet upprepades tre ganger med fem rér/block/svampart.

2.8. Statistiska analyser

En komplett randomiserad design anvandes for alla experiment och resultaten utvéarderades i ett antal
variansanalyser. For faltforsoken anvandes tvavags-variansanalyser med losningar, sprutningstidpunkt
(er) och deras interaktioner som oberoende variabler (= fasta faktorer), och avkastning, fruktvikt och
fruktkvalitet vid skérd och efter lagring som beroende variabler. Férekomst av signifikanta skillnader
mellan olika forsoksled undersoktes med Tukeys test (o = 0,05). Data fran forsoken med inokulerad och
behandlad frukt respektive in vitro-férsoken analyserades med envégs-variansanalyser dar lésningar
anvandes som oberoende variabel och mangden erhallna symptom respektive hamning av myceltillvaxt
och antal svampkolonier som beroende variabler. Férekomst av signifikanta skillnader mellan olika
forsoksled undersoktes med Least Significant Difference (LSD) test (a0 = 0,05). Alla berdkningar
utférdes med hjalp av Minitab 17.2.4.0 (Minitab Ltd., State College, PA, USA).

3. Resultat
3.1. AR-l6ésningarna — teknisk kvalitet

Utbyte och kvalitet av AR bedémdes vara mycket tillfredsstallande. Men for att verkligen ha en
hammande effekt pa svampens tillvaxt, maste det fardiga preparatet ocksa fastna ordentligt pa frukten,
och stanna kvar tillrackligt lange. For att uppna detta, maste man satta till en del &mnen. Dessa tillsatser
far dock inte hamma den aktiva substansens verkan, inte vara toxiska, och heller inte for dyra. For att
det fardiga preparatet ska kunna bli godkant som ett vaxtstarkande medel inom ekologisk odling, maste
alla ingaende substanser dessutom vara acceptabla enligt regelverket.

De olika losningarna i vara experiment skiljde sig markbart at i droppstorlek och fysikalisk stabilitet
(Fig. 2), dvs. om de olika komponenterna bérjar separera eller om ldsningen forblir homogen, men detta
tycktes inte paverka I6sningarnas effektivitet i ndgon hogre utstrackning.
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Fig. 2. Foto av tva olika AR-16sningar i mikroskop, (A) AR 11 och (B) AR 131 som har hogre mangd
konsistensgivare (xanthan gum och gum arabic) (Dey et al., 2013).

3.2. Experimentell teknik

Vi testade olika metoder att utfora inokuleringarna och de paféljande AR-sprayningarna, och anvéande
darfor hela frukter, halverade frukter respektive skivor av frukt. Dessvarre visade det svar att tolka
resultaten fran halverade frukter och skivor av frukt pa grund av alltfor ojamn svamptillvéxt. Vi beslét
déarfor att anvanda den vanliga standardmetoden, dvs. inokulering av hela frukter (Fig. 3 och Fig. 4).

Fig. 3. Gronmogelinokulerade frukter av Ingrid Marie. AR1: frukt som sprayats med AR 1, Vatten:
frukt som sprayats med vatten, Kontroll: frukt som inte sprayats alls.

Fig. 4. Gronmogelinokulerade frukter av Golden Delicious.
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3.3. Eftersk6rdbehandling med AR

3.3.1. Effekt av tvad AR-l6sningar pa tva svampar hos fyra applesorter

De fyra dpplesorterna (Aroma, Ingrid Marie, Frida och Gloster) var skdrdade i samma mognadsstadium
men skiljde sig &t markant i mottaglighet for de bada svampsjukdomarna (gronmagel och Neofabraea).
Det fanns ingen samstammighet mellan sorternas mottaglighet for de tva olika svamparna (Fig. 5).

Ingrid Marie
60 - m Frida
A
= Aroma
50 -
A = Gloster

IS
3 I
2 40 -
IS
[+
3
5
2 30 -
X
(9p]

20

10 -

0 n T

Penicillium expansum Neofabraea perennans

Fig. 5. Mottaglighet for gronmogel, beraknat som genomsnittlig storlek pa den resulterande skadan
hos frukt som inokulerats med gronmaogel respektive Neofabraea. Staplar med olika bokstéver skiljer
sig dt signifikant (p<0.05).

Aroma var salunda den sorten som var mest mottaglig for gronmdogel men den var anda betydligt mindre
mottaglig for Neofabraea jamfort med Ingrid Marie och Frida.

De olika sorterna skiljde sig ocksa at nar det galler graden av det skydd som AR-I6sningarna kunde ge
(Tabell 2, Fig. 6). Jamfért med osprayad frukt, inhiberades skadorna av gronmégel med 17, 28, 39
respektive 52% for Aroma, Ingrid Marie, Frida och Gloster (Fig. 7). For Neofabraea, blev inhibitionen
77, 74 respektive 31% for Aroma, Ingrid Marie och Frida (Gloster var inte med i denna delen av
forsoket) (Fig. 7).
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Tabell 2. Applikation av 2 AR-I6sningar samt storlek pa skadorna (mm) for fyra applesorter och tva

svampar (P.e. Penicillium expansum, N.p. Neofabraea perennans). Genomsnittliga skadan pa solsidan
respektive skuggsidan visas ocksa. En interaktion mellan olika parametrar var signifikant: behandling
x sida for Aroma inokulerad med Neofabraea.

Behandling ‘Ingrid Marie’ ‘Frida’ ‘Aroma’ ‘Gloster’
P.e N.p P.e N.p P.e N.p P.e
10 ml ARs 1 20.0 ¢* 96 b 200 b 303 Db 375 b 10 ¢ 116 b
10 ml ARs 11 281 b 136 b 221 b 327 ab 452 a 140 b 16.6 b
10 ml varmt vatten 350 a 46.7a 351a 500a 465 a 32.1 a 296 a
Kontroll 330a 452a 342a 490a 503a 310 a 308a
Solsida 290a 390a 265a 390a 442a 175 Db 214 a
Skuggsida 290a 420a 295a 420a 457 a 215 a 22.9 a
Behandling x sida  NsNs Ns Ns Ns * Ns
Behandling x sésong Ns Ns Ns Ns Ns Ns Ns

2 Medelviirden som foljs av olika bokstdiiver, inom samma kolumn,

= inte signifikant.

skiljer sig dt signifikant, p<0.05. Ns
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Fig. 6. Genomsnittlig procentuell inhibition av svampskador efter behandling med de tva AR-
lésningarna. Staplar for samma svamp men med olika bokstiver, skiljer sig dat signifikant (p<0.05).

17



Generellt kan man konstatera att sorter med relativt liten mottaglighet for en viss svampsjukdom pa
kontrollfrukten ocksa drog mest nytta av skyddet fran AR-losningarna (Tabell 2). Omvant kan man
ocksa utrycka det som att sorter med storst behov av skydd tyvarr var svarast att skydda.

Skadorna var genomgaende nagot mindre pa solsidan av frukterna, men skillnaden var signifikant endast
for skadorna av Neofabraea hos Aroma (Tabell 2). Tidigare studier har visat att solsidan pa applen
vanligen innehaller mer antocyaner och vax, och & mer motstandskraftig mot svampsjukdomar (Tahir
et al., 2009). | andra studier har olika dpplesorter dock skiljt sig at i relativ kanslighet for solsida och
skuggsida, och det verkar svart att dra nagra generella slutsatser (Ahmadi-Afzadi et al., 2013).

Ingrid Marie, P. expansum

Aroma, Neofabraea sp.

LB

Fig. 7. Gronmogelinokulerade frukter av Ingrid Marie respektive Neofabraea-inokulerade frukter av
Aroma. Kontroll: frukt som inte sprayats alls, AR11: frukt som sprayats med AR 11, AR1: frukt som
sprayats med AR 1.
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3.3.2. AR-l6sningarnas effekt pa frukt som inokulerats med tre svampar

Pa kontrollfrukt som ej behandlats med AR, var den genomsnittliga skadan (lesionen) orsakad av
inokulering med P. expansum 49 mm medan skadan av Neofabraea perennans var 25 mm och skadan
av M. fructigena 27 mm (Tabell 3). AR-behandlad frukt hade signifikant mindre lesioner jamfort med
obehandlad frukt. Under 2014, nér endast den lagre AR-koncentrationen (0,025) anvandes, minskade
storleken pa lesioner orsakade av P. expansum med 27% medan minskningen for N. perennans blev
48% jamfort med obehandlad inokulerad frukt (Tabell 3).

Tabell 3. Genomsnittlig storlek pa lesioner (i mm) uppkomna efter inokulering med tre svampar (P.e.
Penicillium expansum, N.p. Neofabraea perennans och M.f. Monilinia fructigena) i frukt som behandlats
med olika AR-koncentrationer.

AR koncentration 2014 2015

P.e. N.p. M.f. P.e. N.p. M.f.
Kontroll-16sning 0,0% 538 a 22,7 a - 38,7 b 255 a 26,6 ab
ARa 0,025 % 397 b 112 b - 324 c 226 b 22,9 bc
ARb 0,1 % - - - 24,8 d 204 bc 198 cd
ARc 0,2 % - - - 174 e 192 c 17,1 d
Obehandlad 545 a 216 a - 443 a 275 a 28,4 a

Virden med olika bokstdiver skiljer sig dt signifikant (p<0.05).

Ar 2015 var lesionerna orsakade av P. expansum 27%, 44% respektive 61% mindre efter behandling
med 0,025%, 0,1% respektive 0,2% AR jamfort med obehandlad frukt (Fig. 10A). AR-koncentrationen
och lesionens diameter var negativt korrelerade (Tabell 4). Behandling med kontroll-16sningen
minskade lesionerna med 12% jamfort med obehandlad frukt (Fig. 8). Behandling med de tre AR-
koncentrationerna hade signifikant inverkan dven pa N. perennans; lesionens diameter minskade med
19%, 30% respektive 40% jamfoért med obehandlad frukt (Fig. 10B, Fig. 9) och AR-koncentration och
lesionens diameter var negativt korrelerade (Tabell 4). Behandling med kontroll-I6sning paverkade inte
lesionens diameter.

o 0,0 o £50,0 of L0

Fig. 8. Hogre AR-koncentration leder till mindre angrepp av P. expansum.
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Fig. 9. Hogre AR-koncentration leder till mindre angrepp av Neofabraea perennans.

For M. fructigena minskade lesionens diameter med 16%, 24% och 29% efter AR-behandling (Fig.
10C), och AR-koncentration och lesionens diameter var aterigen korrelerade (Tabell 4). Behandling
med kontrollsning hade ingen effekt pa lesionens diameter.

Tabell 4. Korrelation mellan koncentrationen av olika AR-losningar och svampangrepp orsakades av
inokulering med tre olika svampar (2015).

Faktor  Korrelation mellan storleken pa lesionerKorrelation mellan AR-koncentration (Konc.)

orsakade av olika svampar och lesioner orsakade av olika svampar

P.e &M P.e. & N.p. M.f. & N.p. Konc. &P.e. Konc. & N.p.  Konc. & M.f.
r 0,56 0,56 0,39 -0,78 -0,50 -0,53
P 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ekvation  5,2+1,15x 11,0+0,89x 16,6+0,27x 39,4-119x 25,0-33,2x 26,1-49,1x
R2 25,6% 31,1% 15,1% 61% 25% 28%

P.e. Penicillium expansum; M.f. Monilinia fructigena; N.p. Neofabraea perennans.

A. Penicillium expansum
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

o
o

Lesion diameter (mm)

Behandlingar

20



B. Neofabraea perennans

40,0

30,0

20,0

Lesion diameter (mm)

10,0

0,0

Obehandlat  Kontroll-I6sning AR a AR Db AR C
Behandlingar

C. Monilinia fructigena
40,0

30,0

20,0 *{

Lesion diameter (mm)

10,0

0,0

Obehandlat  Kontroll-16sning AR a AR Db AR C
Behandlingar

Fig. 10. Inverkan av efterskérdbehandling med olika AR-koncentrationer (ARa 0,025%, ARb
0,1% och ARc 0,2%) pa diametern hos lesioner efter inokulering med tre olika svampar.
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3.4. Faltbehandling

3.4.1. Faltbehandlingens inverkan pa avkastning och fruktvikt

Besprutning av trdden minskade avkastningen jamfért med obesprutade trad. Réknat dver alla forsoksled
och bada sasongerna, hade AR-behandlade trad 25% lagre avkastning dn trad som behandlats med
kontroll6sningen (Fig. 11). Antalet AR-behandlingar hade ingen inverkan pa denna minskning (Fig. 12).
Senare behandlingar (i augusti och september) visade mindre negativa effekter pa avkastningen jamfort
med tidigare behandlingar (Fig. 13).
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=

Fig. 11. Inverkan av AR-behandling pa avkastning och fruktvikt (medelvarden fér 2014 och 2015).
Staplar med olika bokstdiver skiljer sig dt signifikant (p<0.05).
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Fig. 12. Inverkan av antalet AR-behandlingar pa avkastning och fruktvikt (medelvarden for 2014 och
2015). Staplar med olika bokstaver skiljer sig dat signifikant (p<0.05).

22



Raknat dver alla forsoksled och bada sasongerna, paverkades fruktvikten inte av om traden behandlades
med AR eller med kontrollosningen (Fig. 4). Behandling av traden med AR vid tva tillfallen ledde till
ca 15% lagre fruktvikt jamfort med bara en behandling under 2015 men skillnaden var inte signifikant
nar man raknade dver bada sasongerna (Fig. 5).

Behandlingstidpunkt paverkade inte fruktvikten, varken nar AR-losningen eller kontrollen anvandes (gj
visade data).

10,0
9,0 A
8,0
7,0
6,0 a B
50
4,0 C
3,0
2,0 b
1,0
0,0

Skord (kg per trad)

Juni Juli Augusti  September Juni+auguitni + sepfengosti + September

Fig. 13. Inverkan av AR-behandlingstidpunkt(er) pa avkastningen (medelvarden for 2014 och 2015).
Virden (punkter) med olika bokstdver skiljer sig at signifikant (p<0.05).

3.4.2. Faltbehandlingens inverkan pa mangden fallfrukt

Frukt som lag under forsokstraden samlades upp innan skord. All denna fallfrukt hade
svampangrepp, framst fruktmogel (Monilinia fructigena). Det fanns mindre fallfrukt under AR-
behandlade trdd jamfort med under obehandlade trdd eller trdd som behandlats med
kontrollosningen (Fig. 14). Antal behandlingar och behandlingstidpunkt hade inga
overgripande effekter. Réknat 6ver alla forsoksled och bada séasongerna, var andelen fallfrukt
43% lagre under AR-behandlade trad jamfort med trdd som behandlats med kontrolldsningen.

5,0 a

4,0

% fallfrukt per trad
N
o

AR 0,05% Kontroll-16sning

Fig. 14. Inverkan av AR-behandling pa mangden fallfrukt per trad (medelvarden for 2014 och 2015).
Staplar med olika bokstdver skiljer sig at signifikant (p<0.05).
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3.4.3. Faltbehandlingens inverkan pa fruktens kvalitet vid skord

Behandling med savél AR som kontrolldsning minskade fruktens fasthet nagot jamfort med obehandlad
frukt under 2014 medan AR-behandlingen istallet hade viss positiv effekt under 2015 (Tabell 5). Antal
behandlingar och behandlingstidpunkt hade inga tydliga, 6vergripande effekter. Behandlingarna visade
inga signifikanta effekter pa mangden loslig torrsubstans. Fruktens farg paverkades negativt av
behandling med savél AR som kontrollésning under 2014, medan ingen signifikant effekt observerades
under 2015. Det fanns ingen signifikant interaktion mellan sdsong, typ av 18shing och
behandlingstillfallen for ndgon av kvalitetsvariablerna.

Tabell 5. Inverkan av AR-behandling pa fruktens kvalitet (fasthet, 16slig torrsubstans =SSC och
fargindex) vid skord.

Medel Behandlings- 2014 2015
tillfallen Fasthet SSC Féargindex Fasthet SSC Féargindex
AR Juni 5,9 cd 126a 154 cd 8,3ab 13,3abc 229 a
0.025 % Juli - - - 8,2 abc 13,7abc 285 a
Augusti 6,9 ab 123a 17,8 bc 8,8a 135abc 27,7 a
September - - - 8,6 ab 13,4abc 26,8 a
Juni+augusti 5,3 d 126a 263 b 8,2 abc 13,3abc 23,0 a
Juni+sep. 6,2 bc 129a 16,6 cd 8,8a 14,4 a 246 a
Aug.+sep. 6,6 bc 13,1a 25,1 bc 7,9 bed 13,3abc 238 a
Kontroll-  Juni 54 d 125a 29,1 ab 8,1abcd 12,6 bc 28,6 a
|6sning Juli - - - 7,3cd 13,4abc 216 a
Augusti 5,9 cd 13,0a 25,6 bc 8,2 ab 136abc 30,2 a
September - - - 7,8 bed 13,0abc 25,7 a
Juni+augusti 56 d 125a 139 d 8,labcd 14,0ab 27,7 a
Juni+sep. 54 d 128a 17,6 bcd 7,7 bed 135abc 254 a
Aug.+sep. 53d 125a 18,5 bcd 7,2d 13,3abc 20,5 a
Obehandlad 75 a 128a 38,1 a 7,8 bed 12,4 c 257 a

Fasthet (kg/cm2), SSC: Total 16slig torrsubstans (%), fargindex=(a x 1000)/(b x L). Varden med olika
bokstaver inom samma kolumn skiljer sig at signifikant (p<0.05).

Raknat over alla forsoksled och bada sasongerna, forbattrade AR-behandlingen fruktens fasthet nagot
jamfort med behandling med kontrollgsningen. Inga effekter kunde noteras for 10slig torrsubstans eller
fruktens farg.

3.4.4. Faltbehandlingens inverkan pa fruktens lagringsduglighet

Behandling av traden med AR respektive kontrollésning paverkade inte fruktens viktminskning, varken
under kyl- eller ULO-lagring. Interaktionerna mellan sasong, typ av 6sning och behandlingstidpunkt(er)
var inte signifikanta. Raknat éver alla forsoksled gav ULO-lagring 50% lagre viktforlust jamfort med
kyllagring under bada sasongerna.
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Behandling med AR respektive kontrollosning hade ingen effekt pa férekomsten av fysiologiska
sjukdomar som mjuk skalbrdnna. ULO-lagring minskade dock férekomsten av denna sjukdom. Tréad
som hade behandlats med AR tidigt under sasongen, visade en nagot higre frekvens mjuk skalbranna
jamfort med trad som behandlats senare (data visas €j).

AR-behandling reducerade den totala forlusten av frukt under lagringsperioden jamfoért med hos
obehandlade trad. Senare behandlingar med AR minskade den totala forlusten av frukt under kyllagring
jamfort med kontrollen (Tabell 6). | ULO-lagrad frukt syntes en positiv effekt av behandlingarna framst
under 2015 (Tabell 6).

Tabell 6. Total forlust av frukt per trad efter lagring.

Medel E_;ehandlings- 2014 2015
tillfallen Kyl ULO Kyl ULO
AR Juni 36,7 abc 23,3 abc 21,7 abcd 9,9 abc
0,025 % Jul i i 245 abed 10,0 abe
Augusti 20,0 bcd 15,6 bc 15,0 d 8,4 abc
September - - 14,7 d 8,2 abc
Juni+augusti 17,8 cd 111 c 25,4 abc 6,2 bc
Juni+sep. 22,2 bcd 17,8 bc 17,0 cd 51 ¢
Aug.t+sep. 13,3 d 111 c 20,8 bcd 47 c
Kontroll- Juni 33,3 abc 17,8 bc 20,4 bcd 16,4 ab
l6sning Jul i i 282 ab 174 a
Augusti 20,0 bcd 28,9 abc 30,3 ab 13,5 abc
September - - 278 ab 11,4 abc
Juni+augusti 37,8 ab 37,8 a 25,7 abc 12,1 abc
Juni+sep. 37,8 ab 24,4 abc 276 ab 16,2 ab
Aug.+sep. 33,3 abc 26,7 abc 23,5 abcd 12,3 abc
Obehandlade 444 a 33,3 ab 31,3 a 18,4 a

Virden med olika bokstdver inom samma kolumn skiljer sig &t signifikant (p<0.05).

Lagst forlust erhdlls for trad som hade behandlats med AR vid ett tillfalle (i september) eller vid tva
tillfallen (i augusti och september) (Fig. 15). Trad som hade behandlats med kontroll-I6sningen skiljde
sig inte signifikant fran obehandlade trad.

Lagringsforlusterna var lagre under 2014 jamfort med 2015. Réknat Over forsoksled minskade
behandling med AR de totala forlusterna med 40% under 2014 och med 51% under 2015, jamfort med
behandling med kontrolldsningen (Fig. 16).
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Fig. 15. Inverkan av olika AR-behandlingar pa total forlust av frukt efter lagring (medelvarden av 2014
och 2015). Staplar med olika bokstéver skiljer sig at signifikant (p<0.05).
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Fig. 16. Inverkan av AR-behandling pa den totala forlusten av frukt efter lagring. Staplar med olika
bokstiver skiljer sig dt signifikant (p<0.05).

Under 2014 hade behandling vid tva tillfallen battre effekt an behandling vid ett tillfalle; totala
forlusterna minskade da med 30% i kyllagrad frukt och med 32% i ULO-lagrad frukt (Fig. 17).
Motsvarande tydliga effekter forelag inte for 2015.
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Fig. 17. Inverkan av antal AR-behandlingar pa totala forlusten av frukt efter lagring.

3.4.5. Faltbehandlingens inverkan pa svampangrepp under lagring

Frukt fran obehandlade trad hade en storre mangd spontant utvecklade svampangrepp 2014 jamfort med
2015, och likasa mer angrepp efter kyllagring jamfért med efter ULO-lagring. Jamfort med frukt fran
obehandlade trad, minskade AR-behandling de totala svampangreppen i lagrad frukt med 55-60% under
2014 och med 57-72% under 2015 (Tabell 7).

Tabell 7. Inverkan av AR-behandling pa antalet svampangripna frukter efter kyl- och ULO-
lagring.

Medel Behandlingstillfallen 2014 2015
Kyllagring ULO Kyllagring ULO
AR Juni 31,7 abc 23,3 abc 14,2 cd 6,7 abc
0,025% Juli - 11,7 cde 6,7 abc
Augusti 15,0 cde 13,5 bc 8,3 de 5,6 bc
September - 58 e 4,4 be
Juni och augusti 13,5 de 90 ¢ 13,3 cd 3,3 bc
Juni och september 175 bcde 15,0 bc 11,7 cde 22 ¢
Augusti och sept. 86 e 91 ¢ 8,3 de 2,2 C
Kontroll-16sning Juni 27,5 abcd 15,2 bc 15,8 bc 13,3 ab
Juli - 20,8 ab 15,6 ab
Augusti 14,4 cde 26,9 abc 21,7 ab 10,0 abc
September - 14,2 cd 8,9 abc
Juni och augusti 33,6 abc 30,1 ab 20,8 ab 9,1 abc
Juni och september 34,4 ab 21,3 abc 20,8 ab 13,3 ab
Augusti och sept. 29,6 abcd 24,8 abc 17,5 bc 10,0 abc
Kontroll 38,7 a 353 a 24,2 a 15,6 a

Virden med olika bokstéver inom samma kolumn skiljer sig at signifikant (p<0.05).
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Antalet svampangripna frukter fran AR-behandlade trad var 42% (2014) respektive 50% (2015) lagre
jamfort med trad som behandlats med kontrollésningen (Fig. 18 och 19).
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Fig. 18. Inverkan av lagringsmetod (A) och AR-behandling (B) pa totalt svampangrepp i lagrad frukt.
Staplar med olika bokstaver skiljer sig at signifikant (p<0.05).

Fig. 19. E: frukt fran trad som behandlats med AR i juni och september, F: i augusti och september, (C)
i september, Control: obehandlade trad, D: i juni och augusti.

28



Antalet behandlingstillfallen visade ingen signifikant inverkan pa det totala svampangreppet i frukt fran
AR-behandlade tréd, varken under 2014 eller 2015. Tidpunkten fér behandlingen hade daremot en
signifikant effekt; senare behandling (augusti och september) minskade det totala svampangreppet
jamfort med tidigare behandling (juni) (Fig. 20).
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Fig. 20. Inverkan av behandlingstillfallen pa totala svampangreppet i lagrad frukt fran AR-behandlade
trdd. Virden (punkter) med olika bokstiver skiljer sig dat signifikant (p<0.05).

3.4.6. Faltbehandlingens inverkan pa angrepp av olika svamparter

Nar spontant uppkomna svampangrepp utvéarderades, agnades speciell uppmérksamhet &t fyra olika
lagringssjukdomar: lenticellréta (Neofabraea sp.), bitterréta (Colletotrichum sp.), gronmdgel (P.
expansum) och fruktmdgel (M. fructigena).

Lenticellréta orsakade ca 45% av det totala svampangreppet under 2014 och var den mest destruktiva
skadegdraren. Under 2015 orsakade den daremot bara 5,5% av det totala svampangreppet. ULO-lagring
minskade angreppet med 22% jamfort med kyllagring (Fig. 21). Behandling med AR hade &nnu stérre
effekt; skadorna minskade med 40-50% jamfort med kontrollbehandling. Antalet behandlingstillfallen
hade ingen inverkan men senarelagd behandling (september eller augusti) gav mer effekt &n behandling
i juni (Fig. 22).

Bitterrota orsakade 33-34 % av det totala svampangreppet bada aren, och ULO-lagring minskade
aterigen skadorna (Fig. 21). Behandling med AR hade positiv inverkan enbart under 2015, da
svampangreppet blev 60% l&gre &n efter behandling med kontrollésning. Precis som ovan, hade antalet
behandlingstillfallen ingen signifikant inverkan medan senarelagd behandling (september eller augusti)
var effektivare &n behandling i juni (Fig. 22).

Gronmogel gjorde liten skada 2014 men orsakade i stallet 52% av det totala svampangreppet under
2015. En kombination av AR-behandling och ULO-lagring ledde till minskade skador (Fig. 21).
Behandling i juni eller september visade battre effekt dn behandling i augusti (Tabell 6 och Fig. 22).
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Fruktmdgel stod for en fjardedel (2014) respektive en femtedel (2015) av det totala svampangreppet.
ULO-lagring minskade fruktmdgelskadorna med 33% jamfort med kyllagring under 2015 (Fig. 21).
AR-behandling hade stor effekt under bade sdsongerna, med 70-90% farre skador jamfort med
kontrollbehandlingen. Under 2015 hade senarelagd behandling battre effekt an tidigare behandling (Fig.
22).
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Fig. 21. Inverkan av AR-behandling och lagringsmetod pa angrepp av N: Neofabraea sp., C:
Colletotrichum sp., P: P. expansum, M: M. fructigena. 14 = 2014 och 15 = 2015.
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Fig. 22. Inverkan av behandlingstidpunkt pa mangden angrepp av N: Neofabraea sp., C: Colletotrichum
sp., P: P. expansum, M: M. fructigena. 14 = 2014 och 15 = 2015.

30



3.5. In vitro tester

3.5.1. Effekt av tva olika AR-I6sningar pa myceltillvaxt och virulens

Tillsats av AR-losning till petriskalar tre timmar innan mycelet fordes Gver, gav en samre myceltillvéxt
under de pafoljande tre veckornas inkubation. Effekten var dock statistiskt signifikant endast for AR 1-
behandlade petriskalar med Neofabraea. Betydligt kraftigare inhibition erhdlls nar vi sprayade AR-
I6sningarna pa petriskalarna tre timmar efter att svampmycelet tillsatts. Sarskilt AR 1 utmarkte sig, med
71 och 77% inhibition av myceltillvaxten hos gronmdgel respektive Neofabraea (Fig. 23, Tabell 8).

-

Obehandlade AR 1 AR 1

Fig. 23. Myceltillvaxt hos gronmogel. Obehandlade: petriskalar som inte sprayats, AR 11: petriskalar
som sprayats med AR 11 tre timmar efter att mycelet tillsatts, AR 1: petriskalar som sprayats med AR 1
tre timmar efter att mycelet tillsatts.

Tabell 8. AR-losningarnas formaga att inhibera (%) myceltillvaxt in vitro av P. expansum respektive
N. perennans pa petriskalar med potatisdextros agar (PDA) respektive maltextrakt agar (MEA).

AR-16sning AR tillsatt 3 tim. innan inokulering AR tillsatt 3 tim. innan inokulering
P. expansum N. perennans P. expansum N. perennans

AR 1 24* a 46 a 71 a 77 a

AR 11 21 a 27 b 50 b 43 b

ZMedelvarden som foljs av olika bokstaver, inom samma kolumn och svamp, skiljer sig at signifikant,

p=<0.05

Nar vi darefter inokulerade Aroma applen med inokulum som vi fatt genom att skrapa av sporer fran de
AR-sprayade petriskalarna, fick vi signifikant mindre skador &n nér vi anvande sporer fran obehandlade
kontroll-petriskalar (Fig. 24). AR-behandlingarna hade alltsa formaga att begransa svamparnas virulens.
For gronmogel visade AR 1 bast formaga att begransa virulensen. De tva AR-lésningarnan skiljde sig
daremot inte at i sin formaga att begransa virulensen hos Neofabraea. Nar vi inokulerade Aroma dpplen
med sporer som vi istallet fatt fran petriskalar dar AR-I6sningarna tillsatts innan mycelet, fick vi inga
signifikanta begréasningar av virulensen for nagon av svamparna (Fig. 25).
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Fig. 24. Effekt av AR 1 och AR 11 pa virulensen hos gronmogel och Neofabraea, beraknad som
storleken av skador pa frukter av Aroma. Dessa frukter hade inokulerats med sporer fran petriskalar
som sprayats med AR-l6sningar tre timmar efter att de forst forsetts med svampmycel. Staplar med
olika bokstaver (samma svamp), skiljer sig a signifikant (p<0.05).
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Fig. 25. Effekt av AR 1 och AR 11 pa virulensen hos gronmogel och Neofabraea, beraknad som
storleken av skador pa frukter av Aroma. Dessa frukter hade inokulerats med sporer fran petriskalar
som hade behandlats med AR-Idsningar tre timmar innan de forsetts med svampmycel. Inga
signifikanta skillnader kunde pavisas.

32



3.5.2. Olika koncentrationer av AR-I6sning
3.5.2.1. Effekt pa myceltillvaxt

In vitro test visade att ARa, ARb och ARc (0,025%, 0,1% och 0,2%) minskade tillvaxten av P. expansum
mycel med 51%, 83% respektive 86% jamfort med obehandlade svampkolonier. Kontrolldsningen hade
ocksa en nagot hammande effekt (ca. 23%) (Fig 26, Fig 27A). Liknande resultat erhélls for C. acutatum
dér tillvaxten minskade med 58%, 73% respektive 80% (Fig. 27B, Fig 28). Kontrolldsningen gav 15%
minskad myceltillvaxt. Myceltillvéxten av N. perennans minskade med 74%, 85% och 90% medan
kontrollésningen endast gav 12% minskad tillvéaxt (Fig. 27C, Fig. 29). AR-koncentrationen hade en
stark, negativ korrelation med myceltillvaxten (Tabell 9) men det fanns inga signifikanta skillnader
mellan effekten av ARb och ARc.

P. expansum
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Fig. 26. Effekten av olika AR-koncentrationer pa myceltillvaxt hos P. expansum.
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Fig. 27. Inverkan av olika AR-koncentrationer (ARa 0,025%, ARb 0,1% och ARc 0,2%) pa myceltillvaxt
hos in vitro kolonier av tre olika svampar.
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Fig. 28. Effekten av olika AR-koncentrationer pa myceltillvaxt hos C. acutatum.
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Foto 29. Effekten av olika AR-koncentrationer pa myceltillvaxt hos Neofabraea sp.
3.5.2.2. Effekt pa konidiesporernas livsduglighet (viability).

Livsdugligheten hos konidier av P. expansum hdmmades med 46%, 72% respektive 79% efter
behandling med ARa, ARDb respektive ARc (Fig. 18A). For C. acutatum noterades en minskning med
38%, 60% respektive 74% (Fig. 18B). For N. perennans minskade livsdugligheten med 54%, 68%
respektive 80% (Fig. 18C). Signifikanta korrelationer mellan AR-koncentrationen och konidiernas
livsduglighet noterades for alla tre svamparna. Kontroll-Isningen hade daremot inte nagon signifikant
effekt. Vanligtvis ar fargen pa kolonier av P. expansum gron medan fargen pa kolonier av Neofabraea
ar gra-gul. Kolonifargen blev dock mer brunaktig hos bada patogenerna efter behandling med AR.
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Fig. 30. Inverkan av olika AR-koncentrationer (ARa 0,025%, ARb 0,1% och ARc 0,2%) pa konidiernas
livsduglighet hos in vitro kolonier av tre olika svampar.

4. Slutsatser

Anvéndningen av fungicider i IP-odling har begransats kraftigt i Sverige samtidigt som det for
narvarande inte finns nagot effektivt medel som ar godkant inom ekologisk odling for kontroll av



lagringssjukdomar hos &pple. Ett antal naturliga &mnen har visat potential i inledande férsok men
merparten har aldrig utvecklats till produkter pd kommersiell niva (Plotto et al., 2003).

Under 2011 och 2012 undersoktes effekten av 19 olika AR-losningar pa svampangrepp i frukt som
inokulerats med gronmdgel eller lenticellréta (Dey et al. 2013). Merparten av dessa I6sningar minskade
angreppen signifikant jamfort med kontrollfrukt som inte behandlats alls eller bara sprayats med vatten.
Dessutom visade in vitro forsok med tva AR-losningar att myceltillvaxten begransades samt att
konidiesporerna fick sdmre livsduglighet (Tahir et al., 2014).

Innan man initierar en framtida utveckling av AR som vaéxtstdrkande medel for kontroll av
lagringssjukdomar, ar det forstas viktigt att undersoka hur medlet fungerar i falt. Darfor undersokte vi
effekterna av att applicera AR-l6sningar med en fruktspruta i en ekologisk &ppelodling. Frukt, som
skordats fran saval behandlade som obehandlade trad, undersoktes avseende avkastning, storlek, inre
kvalitet och lagringsduglighet. En minskad avkastning noterades, sarskilt efter tidig behandling (juni
och juli). AR-behandlingen paverkade daremot inte fruktens kvalitet, vare sig vid skord eller efter
lagring.

Lagringsdugligheten forbattrades hos AR-behandlad frukt eftersom naturligt férekommande
svampangrepp av exempelvis P. expansum, N. perennans och M. fructigena minskade signifikant. Den
basta effekten uppnaddes nér den behandlade frukten dessutom ULO-lagrades. Att behandla traden sent
(augusti och/eller september) hade storst effekt vilket visar att de sista veckorna innan skord &r de mest
kritiska for svampangrepp pa félt. Behandlade trad producerade dessutom mindre fallfrukt, vilket
minskar risken for svampangrepp genom sporspridning inom odlingen.

Effekten av olika AR-koncentrationer undersoktes pa frukt som forst inokulerats med tre olika
svamparter, samt i in vitro forsok rorande myceltillvéxt och konidiernas livsduglighet. Skillnaden
mellan den lagsta koncentrationen, 0,025% (som anvéndes for alla faltférsoken) och 0,1% var oftast
mycket stor, medan en visserligen battre men inte alltid signifikant skiljbar effekt erhélls med 0,2%.

AR-behandlingen hade ocksa vissa positiva effekter pa fruktens fasthet vid skord samt férmagan att
bibehalla fastheten under lagring. Detta kan i sin tur medverka till skydd mot svampangrepp eftersom
fruktens fasthet bade vid skord och efter lagring ar signifikant korrelerat med formagan att motsta
svampangrepp (Ahmadi-Afzadi et al., 2013). Dessutom kan troligen AR-molekylernas antioxidativa
effekt bidra till hAmmandet av svamparnas myceltillvéxt och sporgroning (Zainuri et al., 2013).

Ytterligare faltbehandlingar bor utféras for att bl a optimera AR-koncentrationen. Dessutom bor
forsoken omfatta fler appelsorter.
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