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Sammanfattning

Svampsjukdomen frukttradskréafta (Neonectria ditissima) utgor ett stort problem for svenska
appelodlare. Under vissa ar kan hastigt uppblossande sjukdomsutbrott utplana hela odlingar
av unga appeltrad. Vi har utfort inokuleringar pa avklippta kvistar och ettariga trad. Utfallet
av detta projekt blev ny kunskap om genetiska skillnader i mottaglighet mot kréfta for 78
sorter (inklusive nummersorter), 4 grundstammar och 3 vilda arter. Vi har identifierat nya
resistenskallor, vidareutvecklat en metod for att pavisa kréfta i ved av dppletrad samt etablerat
0ss som en viktig partner i internationella natverk. Projektet har genomforts i ndra samarbete
med odlare, odlarradgivare, vaxtforadlare i Sverige och Norge, samt kollegor i Holland,
Belgien och Nya Zealand. Dessutom har detta projekt nara kopplingar till det EU-finansierade
projektet *FruitBreedomics’ och det PPP-finansierade projektet ’NordApp’. Flera nya projekt
har utvecklats baserat pa den kunskap vi tagit fram under dessa fyra ar.

Bakgrund

Svenska konsumenter efterfragar lokalt producerade applen av hog kvalité. Men bara omkring
20% av de konsumerade applena odlas inom landet. Idag ar &ppelodling en viktig och alltmer
okande del inom tradgardsnaringen, men svensk appelproduktion moter stora utmaningar
orsakade av sjukdomar och skadegorare. En av de mest allvarliga sjukdomarna ar
frukttradskrafta, som orsakas av svampen Neonectria ditissima (tidigare kand som Nectria
galligena). Sjukdomen gynnas av vart relativt svala och regniga klimat. Denna sjukdom &r
ocksa ett stort och akut problem i manga andra europeiska lander, framfor allt i norra Europa.
Skador orsakade av N. ditissima kan vara enorma. Eftersom kraftigt sjuka trad smittar andra
narstaende friska trad, maste de tas ut fran odlingen och erséttas med nya. Ibland maste man
ta bort hela odlingar av speciellt kansliga sorter som exempelvis Elise redan 12-13 ar efter
etableringen vad bara ar ungefar halva produktionstiden for en normal dppelodling. Med tanke
pa de hoga kostnaderna for etablering av en ny fruktodling (i genomsnitt 400 tkr/ha), har
krafta blivit en sjukdom som hotar appelproduktionen inte bara i Sverige men ocksa i stora
delar av Norra Europa. | Nederldnderna och Belgien har odlare tagit bort hela odlingar av de
mycket kansliga nya sorterna Kanzi och Rubens redan efter ndgra fa &r av produktion. Aven i
USA och Nya Zealand har epidemier orsakat stora problem [1], [2], [3].

Svampen, som orsakar sjukdomen, kan infektera trad under hela aret men den kommer
alltid in i tradet via sar. Bladarr, beskarningssar, fruktarr, grenbrott och frostskador ar viktiga
inkorsportar. Grenar och aven stammen kan bli omringade av kraftsar, vilket leder till stora
skador och ofta innebar att tradet dor. Neonectria orsakar ocksa skador pa frukt under lagring
[4]. Kraftangripna trdd av andra véxtslag, bl.a. bjork och poppel, som véxer néra valskoétta
fruktodlingar, kan ocksa vara en smittokalla [5]. Dessutom kan unga trad bli infekterade redan
vid forokning i plantskolorna [6]. Efter en latent period pa 3-5 ar, kan systemiska infektioner
plotsligt bryta ut pa traden. Svampen sprids med luftburna sporer och med regnstank inom
samma trad och till nérliggande trad.

Resistens mot frukttradskrafta ar en kvantitativ egenskap som paverkas starkt av de
fysiologiska forhallandena [7]. Forskning [8], [9], observationer i genbanker [10] och
odlarnas erfarenheter (personliga meddelanden) har visat att &pplesorter skiljer sig i antalet
infektioner, spridningen av sar och i vilken grad de kan laka ut mindre angrepp. Vissa sorter
kan t.0.m. tacka 6ver sma sar genom att stéta bort sjuk vavnad och bilda kallusvavnad éver
sarytan [11].



De flesta sorter, som odlas i Sverige, exempelvis Discovery, Ingrid Marie och James
Grieve ar kansliga for sjukdomen. Vissa ar synnerligen mottagliga, som Cox Orange, Elise,
och Rubens. Det finns aven flera sorter som ar kanda for att ha en relativt hég niva av
motstandskraft som Jonathan, Santana, Golden Delicious, Aroma och Filippa. Av dessa, odlas
bara Santana och Aroma kommersiellt i Sverige. Fullstandig resistens mot frukttradskréftan
har &nnu inte dokumenterats i Malus.

Graden av resistens paverkas ocksa av miljon: en och samma sort kan uppfattas som
relativt motstandskraftig i en miljo och under vissa odlingsforutsattningar, men som relativt
mottaglig i en annan [7]. Detta kan givetvis paverka slutsatserna om sorternas
resistens/mottaglighet. Salunda &r Aroma relativt motstandskraftig under gynnsamma
odlingsbetingelser men angrips kraftigt pa vattensjuk mark. Det finns dven information och
personliga observationer om att val av grundstam paverkar hur en och samma sort tal
sjukdomen [12]. De grundstammar som anvands idag ar i sig mottagliga. Dessutom kan de pa
olika satt paverka ympsortens mottaglighet/resistens. Aven om ympen inte innehaller nagon
smitta, kan en smittad grundstam infektera hela trddet. Dessutom kan en frisk men oldampligt
vald grundstam férsvaga tradet sa att det lattare angrips av krafta. Enligt information fran
odlare, klarar Elise pa den nagot mera starkvaxande grundstammen Mark angrepp av kréafta
battre &n da sorten ar ympad eler okulerad pa den mera svagvéaxande M9 [12].

Nar nya sorter tas fram, testas dessa inte rutinméssigt for mottaglighet/resistens mot
frukttradskrafta, till skillnad mot exempelvis skorv. Informationen om kraftresistens baseras
vanligtvis pa ett mycket begransat antal trad som dessutom har odlats pa ett begrénsat antal
platser och for ett fatal ar. Foljaktligen kan nya sorter ge ett felaktigt intryck av att vara
ganska motstandskraftiga endast for att de dnnu inte utsatts for ett allvarligt sjukdomstryck.
Ett mycket tydligt exempel &r Elise, en av de mest odlade sorterna i Sverige. Denna sort
slapptes som relativt kréft-resistent eftersom inga allvarliga infektioner har observerats. Men
senare visade Elise sig vara mycket kanslig, bade i odlingar och i inokuleringstester [8], [9].

Projektets mal har varit att: (1) undersoka genetiska skillnader i mottaglighet for
frukttradskrafta bland &ppelsorter, grundstammar och vilda arter och (2) utveckla en PCR-
baserad metod for att pavisa angrepp av krafta i ved av appletrad. Vi lyckades uppna alla de
uppsatta malen. Slutrapporten presenterar ett axplock av de mest intressanta resultaten.

Material och metoder

Inokuleringstester
Samanlagt 78 sorter (inklusive nummersorter), 4 grundstammar och 3 vilda arter testades for
resistens mot N. ditissima i flera olika experiment. Inokuleringar utférdes pa avklippta kvistar
och pa ettariga trad. Inokuleringar pa avklippta kvistar utfordes i vaxthuset pa SLU-Balsgard
och i biotronen pa SLU-Alnarp. Inokuleringar pa trad utfordes i vaxthuset pa Alnarp och i falt
pa Balsgard och Alnarp. Vi utvéarderade tva resistenskomponenter: ’colonization rate’ och
“infection percentage’.

Bedémning av ’colonization rate’
Inokuleringar pa avklippta kvistar
Kvistarna klipptes i februari-mars och forvarades i ett kylrum vid +4 °C. Kvistarna togs ut ur
kylrummet och placerades i ett vaxthus (2011) eller i en dagsljus klimatkammare (2012 och
2013) 4 dagar innan inokuleringarna. Alla forsok genomfordes i tva randomiserade block.
Blocken inokulerades den 13/5 och den 25/5 under 2011, den 16/4 och den 14/5 under 2012
och den 11/3 och den 26/3 under 2013. | alla forsok inokulerades kvistarna i sar efter
bortskurna knoppar med 1000 konidier/sar enligt tidigare beskriven metodik [8]. Tva kvistar
per sort och block blev inokulerade under 2011 och fyra kvistar per sort och block under 2012
och 2013. Varje kvist hade 3 inokuleringsstéllen. Inokulerade kvistar placerades i 1-liters




glasburkar med ungefar 300 ml vatten med 5ml/l Chrysal, med tva kvistar av olika sorter per
burk i alla forsok. Burkarna placerades i ett plasttalt i vaxthus (2011) eller i en
klimatkammare (2012 och 2013) i slumpmassig ordning. Vi hade ocksa tva kontrollkvistar per
sort: en inokulerades med vatten och en inokulerades inte alls. For detaljerad beskrivning av
experimenten under 2011 och 2012 se lagesrapporterna for respektive ar.

Under 2013, var klimatkammaren programmerad fér 16 timmar dag med temperaturen
22°C och 4 timmar natt med temperaturen 16°C, luftfuktigheten halls konstant, 80%.

Vattnet i burkarna byttes ut en gang per vecka och ca 5 mm klipptes av pa varje kvist
for att fornya snittet. Skadorna lastes av en gang per 5 dagar under 2011 och en gang per
vecka under 2012 och 2013 med borjan ca 10-14 dagar efter inokuleringstillféllet.

Inokulering av ettariga trad
De forsta inokuleringarna pa ettariga trad utfordes under 2011 (se lagesrapport for detaljer).
Inokuleringar utférdes vintern 2011-2012 pa trad av 58 sorter forokade pa grundstam B9,
medan 48 sorter forokade pa M9 inokulerades under vintern 2012-2013 och 21 sorter
forokade pa M9 inokulerades vintern 2013-2014, alla i ett vaxthus i Alnarp. Tva block med 4
trad/sort i varje block infekterades under 2011-2012, tre block med 3 trdd per sort under
2012-2013 och fyra block med 3 trad per sort under 2013-2014. Blocken inokulerades 9/11
och 21/11 2011, 7/11, 10/12, och 18/12 2012. och 13/11, 21/11, 27/11 och 5/12 2013. | alla
undersokningar utfordes tre inokuleringar per trad med 1000 konidier/sar. Traden
inokulerades i knoppsar som i [9]. Skadorna lastes av varannan vecka med bdrjan ca 6 veckor
(42 dagar) efter inokuleringstillfallet (2011), 8 veckor (56 dagar) efter inokuleringstillféallet
(2012) och 7 veckor (49 dagar) efter inokuleringstillfallet (2013), beroende pa hur snabbt
infektionen utvecklades.

Beddmning av ’infection percentage’

"Infection percentage’ beddmdes genom ’naturliga’ inokuleringar i bladsar pa trad odlade
under hogt infektionstryck. Fyra trad per sort planterades pa félt i Alnarp i november 2011
och 8 trad per sort i november 2012. Bitar av ved med kraftsar hangdes ovanfor topparna pa
ettariga friska trad och traden duschades under 5 dagar sa att de fick nederb6rd motsvarande
en normal svensk host och sporerna i hég koncentration hamnade pa spontant bildade sar efter
avfallna blad. Paféljande var laste vi av antalet infekterade bladsar jamfort med totala antalet
bladsar.

gPCR
Primer design, specificitet och kanslighet

Vi framstéllde ett primerpar fran en speciell region i genomet av N. ditissima. For att
kontrollera att detta primerpar amplifierar DNA endast av just N. ditissima, extraherade vi
DNA av bade N. ditissima fran kraftsar och fran ett antal andra patogena svampar:
Botryosphaeria sp. (avocado), Botryosphaeria dothidea (kiwi), Botrytis cinerea (squash),
Colletotrichum acutatum (&pple), Colletotrichum gloeosporioides (4pple), Cladosporium sp.
(avocado), Cryptosporiopsis sp. (kiwi), Elsinoe pyri (&pple), Nigrospora sp. (avocado),
Penicillum sp. (avocado), Pestalotia sp. (avocado), Phialophora sp. (kiwi), Phlyctema sp.
(kiwi), Phoma sp. (avocado), Phomopsis sp. (avocado), Sphaceloma perseae (avocado),
Stemphylium sp. (avocado), Venturia inaequalis (&pple), Neofabraea alba (&pple),
Neofabraea malicorticis (dpple), Neofabraea perennans (dpple), Neofabraea krawtzewii
(poppel). Allt DNA isolerades med ’genomic DNA purification kit’ enligt tillverkarens
instruktioner (Fermentas, Maryland, USA). DNA koncentration och renhet verifierades med
ND-1000 NanoDrop (Wilmington, USA) och agaros gel-elektrofores (2%). For PCR anvénde
vi 10 ng av renat DNA fran de olika svamparterna.



Vi har ocksa testat vart primerpar for att forsakra oss om att det uppforokar DNA fran
olika N. ditissima isolat. Vi samlade darfor in 25 isolat fran olika dpplesorter som
representerar en stor geografisk bredd (Tabell 1).

For att se om det ar mojligt att upptdcka DNA av N. ditissima i ved av dppletrad, tog vi
prov fran kréftsar orsakade av naturlig infektion i falt pa dldre trad av Elise, Aroma, Ingrid
Marie, Discovery, Akerd, Rubinstar och Gloster. Proven togs i mitten av séret och i
narliggande omraden utanfor saret.

Tabell 1. Isolat av N. ditissima som anvéndes i denna studie. Om ingen annan lokal anges, isolerades
svampen fran appeltrad som vaxer i genbanken pa SLU-Balsgard.

Appelsorten som svampen Appelsorten som svampen
isolerades ifrdn isolerades ifran
Isolat 1 Aroma Isolat 14 Tompkins King
Isolat 2 Ingrid Marie (Jonstorp) Isolat 15 Classic Red Delicious
Isolat 3 Rubinstar Isolat 16 Beacon
Isolat 4 Akerd Isolat 17 Holsteiner Cox
Isolat 5 Norrstack Isolat 18 Freiherr von Berlepsch
Isolat 6 Oranie Isolat 19 Gravensteiner
Isolat 7 James Grieve Isolat 20 Gloster
Isolat 8 Discovery (Kivik) Isolat 21 Ingrid Marie
Isolat 9 Ingrid Marie (Kivik) Isolat 22 Elise
Isolat 10 John Standish Isolat 23 Discovery (Belgium)
Isolat 11 Brite Spur Isolat 24 Api Etoile
Isolat 12 Pigeon Isolat 25 Red Baron
Isolat 13 Mclntosh

Amplifiering av DNA med PCR
DNA fran N. ditissima amplifierades med vart primerpar i 25 pl av reaktionsblandningen.
Reaktionsblandningen inneholl 2.5 pl av 10X PCR buffert, 0.2 mM dNTP blandning, 0.5 uM
av varje primer, 1.5 mM av MgCl,, 1 enhet av Tag DNA polymeras och 10 ng av genomiskt
DNA. PCR utfordes i en ‘thermal cycler’ med fdljande program: ett inledande steg av
denaturering under 5 min vid 95 °C, foljt av upp till 35 cykler av denaturering under 15 s vid
95 °C, "annealing’ av primerpar under 30 s vid 60 °C, forlangning av DNA-kedjan under 15 s
vid 72 °C och ett slutligt férlangningssteg under 5 min vid 72 °C.

’Quantitative PCR’ (qPCR) analys. Méangd av svampbiomassa fran N. ditissima
bestamdes med hjalp av qPCR analys. For gPCR inokulerade vi sex ettariga appeltrad av
sorterna ‘Elise’, ‘Cox Orange’, ‘Aroma’, ‘Santana’, ‘Discovery’ och ‘Golden Delicious’, som
odlades i krukor, tre trad per sort. Tre axillara knoppar, nummer 11, 14 och 17 raknat fran
tradtoppen, togs bort med en skalpell och de resulterade saren inokulerades med
svampkonidier. Vi tog de forsta proverna i ett tidigt stadium av infektionen, nér inga symtom
kunde ses. Nar infektionssymtomen blev synliga, tog vi prov fran den mittersta delen av
kraftsaret. Samtidigt tog vi prov fran tradens rotter for att underséka om smittan sprids snabbt
ocksa till rétterna. Genomiskt DNA isolerades fran infekterat vaxtmaterial med anvandning
av ’Fermentas Genomic DNA Purification Kit’ (Fermentas, Maryland, USA) enligt
tillverkarens instruktioner. gQPCR amplifieringar utférdes med anvandning av ’CXF69 Real-
Time PCR system’ (BioRad Laboratories, Hercules, USA) med foljande program: 3 minuter
vid 95 °C, foljt av 40 cykler om 5 s vid 98 °C och 5 s vid 60 °C. Reaktionsblandningen (20
mikroliter for varje reaktion) bestod av 1 x SsoFast EvaGreen qRT-PCR SuperMix (BIO-
RAD, USA), 0.3 uM ’forward’ och ’reverse’ primer och 3 ul DNA. For att bekrafta
specificiteten av PCR-produkten analyserade vi sméltkurvan.

Statistiska analyser
Utbredningen av kraftskadorna mattes med ett digitalt skjutmatt och noterades i en excel-ark.
Medelvérdet beréknades for varje sort och varje behandling for vart och ett av de 5
avlasningstillfallena for kvistinokuleringarna och for vart och ett av de 7 avlasningstillféllena
for tradinokuleringarna. Pa detta satt fick vi en linje, som beskriver sjukdomsforloppet (se
Figur 1). For att faststalla skillnader i mottaglighet for N. ditissima fér de analyserade

4




applesorterna, beréknades arean under linjen av sjukdomsforloppet (Area under the curve,
AUC) och anvandes i en variansanalys med t-test (LSD) for AUC och p<0.05 signifikans.
Berékningarna utfordes med det statistiska programpaketet SAS. Samband mellan resultat
framtagna med olika metoder och under olika ar berdknades med ett annat program, Minitab,
for medelvéarden for AUC, som vi fick som “output’ vid variansanalysen.

"Infection percentage’ beraknades som andelen infekterade bladsar jamfort med det
totala antalet bladsar.

Resultat

Resultat fran kvistinokuleringarna fran 2011 och 2012 (39 sorter vardera éret) presenterades

i de respektive lagesrapporterna. Har presenterar vi resultaten for 47 sorter analyserade 2013
(Tabell 3). De mest mottagliga sorterna var Cox Orange, Fiesta och Linda och de minst
mottagliga var Golden Delicious, Hibernal och Prairiefire. Det maste dock papekas att
Hibernal hade manga oinfekterade sar, vilket kan vara ett tecken pa resistens men det kan
ocksa bero pa misslyckade inokuleringar. Under 2013 testade vi dessutom 4 grundstammar
och 3 vilda arter. Resultat fér mottaglighet/resistens hos de analyserade grundstammarna och
vilda arterna i jamforelse med mottaglighet/resistens hos sorterna presenteras i Figur 1.
Grundstammarna A2 och MM106 visade sig i princip vara lika mottagliga som tva kanda
mottagliga sorter, Cox Orange och Elise; M26, M9 och M. prunifolia ligger mellan Elise
(mottaglig) och Liberty (mattligt mottaglig); M. baccata och M. sylvestris placerade sig
mellan Liberty (mattligt mottaglig) och Golden Delicious (relativt resistent), dock var M.
baccata ndrmare Golden Delicious &ven i slutet av forsoket.

Tabell 3. Skillnader i graden av resistens mot N. ditissima for 47 dpplesorter baserade pa inokulering av
avklippta kvistar i biotron under varen 2013. Olika bokstaver under *Grupp’ indikerar signifikanta skillnader.

Namn N AUC Grupp Namn N AUC Grupp

Cox Orange 4 618.62 A Hornd 8 391.07 ABCDEF
Fiesta 8 600.53 AB Hampus 8 376.78  ABCDEF
Linda 8 58156 ABC Risater 7 373.02 ABCDEF
Opalescence 7 553.93 ABCD Mutsu 8 368.46  ABCDEF
Geneva Early 7 54190 ABCD USA:NY 55-140-9 8 361.47 ABCDEFG
Julyred 6 537.01 ABCD Pirja 8 359.94  ABCDEFG
Heta 8 505.03 ABCD Spencer 8 35439 ABCDEFGH
Nanna 8 496.59 ABCDE Juuso 7 35291 ABCDEFGH
Discovery 6 493.15 ABCDE Saltanat 8 352.17 ABCDEFGH
Gult Kanelépple 8 478.28  ABCDE Liberty 8 342.62 BCDEFGH
Snovit 8 460.47  ABCDE Gala 6 338.97 BCDEFGH
Olands Kungsapple 7 459.59  ABCDE Cortland 8 328.47 CDEFGH
Eir 8 457.06 ABCDE Maigold 5 321.49 CDEFGH
Bramley 8 455.02 ABCDE Astrakan Rad 8 319.18 CDEFGH
BM44044 8 44564  ABCDE Angold 4 311.19 DEFGH
Jonagold 5 444779  ABCDE Criterion 6 310.05 DEFGH
Prima 5 436.12 ABCDE Aroma 8 281.49 EFGH
Katja 7 413.80 ABCDEF John-Georg 8 280.66 EFGH
Apelsinoe 7 41191  ABCDEF Jonathan 5 275.62 EFGH
Elise 7 400.93  ABCDEF Spasserud 6 273.22 EFGH
Konsta 8 400.88  ABCDEF Golden Delicious 7 158.36 FGH
Himmelstalund 5 396.34  ABCDEF Hibernal 5 92.26 GH
Santana 8 396.04 ABCDEF Prairiefire 7 87.82 H
Charlamovsky 6 395.66 ABCDEF
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Figur 1. Utveckling av skador pa avklippta kvistar av sorter, grundstammar och vilda arter av apple. Forsoket
genomfordes i biotron under 2013.

Tradinokuleringar

P4 ettariga trad testade vi inokuleringar vid olika tider pa aret: varinokuleringar i falt (varen
2011), varinokuleringar i vaxthuset (varen 2012), och hostinokuleringar (2011-2012, 2012—
2013, 2013-2014). Under 2011-2012 kom vi fram till att resultaten frdn hostinokuleringar i
véxthus var de mest informativa och d&rfor fortsatte vi med bara hostinokuleringar under
2012-2013 och 2013-2014. Resultat av inokuleringarna 2011-2012 presenterades i
lagesrapporten for 2012. Har presenterar vi resultaten for 2012—2013 (Tabell 4) och for 2013-
2014 (Tabell 5). For de flesta kanda sorterna stamde vara resultat 6verens med information
om sorternas resistens som vi fick av odlare, plantskolister och fran litteraturen.

Tabel 4. Skillnader i graden av resistens mot N. ditissima for 48 applesorter baserade pa hostinokulering av
ettriga trad (2012-2013). Olika bokstaver under *Grupp’ indikerar signifikanta skillnader.

Namn N AUC Grupp Namn N AUC Grupp

Eir 9 31792 A Pirja 8 19882  GHIIKLMNO
Boskoop R&d 8 29376 AB Apelsinoe 9 1912.2 HIJKLMNOP
Cortland 8 2882.3 AB Gult Kaneléapple 9 1909.0 HIJKLMNOP
Braeburn 9 2801.7 ABC Jonathan 9 1884.2 IJKLMNOPQ
Jonamac 9 2651.8 ABCD Criterion 8 1871.3 IJKLMNOPQ
Charlamovsky 9 26418 ABCD Linda 9 1842.2 IJIKLMNOPQR
Mondial Gala 9 2638.0 BCD Spencer 9 1814.1 IJKLMNOPQR
Jonagold 9 2586.8 BCDE Aroma 9 1811.0 IJKLMNOPQR
Hampus 9 25275 BCDEF Konsta 9 1777.8 JKLMNOPQR
Gala 9 2518.9 BCDEFG Amorosa 9 1738.2 KLMNOPQRS
Opalescence 9 2511.1 BCDEFG Liberty 9 1728.7 LMNOPQRS
Fuji 9 2480.0 BCDEFG Olands Kungsapple 9 1705.3 LMNOPQRS
Elise 9 2451.2 BCDEFG Réd Astrakan 9 1702.7 LMNOPQRS
Fiesta 9 2443.5 BCDEFGH Saltanat 9 1680.0 MNOPQRS
Cox Orange 9 2432.3 BCDEFGH Maigold 9 1636.5 MNOPQRS
Spasserud 9 2333.6 CDEFGHI John-Georg 8 1535.4 MNOPQRS
Elstar 9 2306.1 CDEFGHN USA:NY99155-9 9 1486.2 NOPQRS
Prima 9 2288.7 CDEFGHN Mutsu 9 1455.5 PQRS
Heta 9 2267.8 CDEFGHIJK Granny Smith 9 14275 PQRS
Honeycrisp 9 22325 DEFGHIJKL Bramley 9 1420.8 PQRS
Angold 9 2070.4 EFGHIJKLM  Sndvit 9 1400.1 PQRS
Nanna 8 2024.3 FGHIJKLMN  Golden Delicious 9 1346.9 QRS
Geneva Early 9 2022.5 FGHIJKLMN  Santana 9 1327.7 RS
Discovery 8 1991.6 FGHIJKLMNO Prairiefire 9 1210.2 S

Tabell 5. Skillnader i graden av resistens mot N. ditissima for 21 &pplesorter baserade pa hdstinokulering av
ettériga trad (2013-2014). Olika bokstéver under *Grupp’ indikerar signifikanta skillnader.

Namn N AUC Grupp Namn N AUC Grupp
Charlamovsky 12 35048 A Liberty 12 2259.2  FG
Gala 12 33746 AB Mutsu 12 22229 FGH
Discovery 12 31709 ABC Maigold 12 21727  FGH
Juuso 12 3033.3 BC Jonathan 12 2167.4 FGH
Cox Orange 12 3009.6 BC Snovit 12 2100.8 GH
Elise 12 2853.7 CD Gult Kanelapple 12 2047.4 GH
Risater 12 2825.8. CD Santana 12 2040.0 GH
Prima 12 2763.8 CDE Aroma 11 1792.2 HI
Hornd 12 2557.7 DEF Astrakan Rod 12 1786.0 HI
Hibernal 12 2440.6 DEFG Golden Delicious 12 1443.9 |
Himmelstalund 12 2358.7 EFG



‘Infection percentage’

Vid bedémning av ’Infection percentage’, hade Charlamovsky, Discovery, Angold och Snovit
mer an 10% av alla bladsar infekterade och Olands Kungsapple, Elstar och Elise hade mer &n
5% (Figur 2). For de andra sorterna var resultaten inte lika informativa. Vi anser dock att
information om ’infection percentage’ &r mycket viktig och darfor upprepades forsoket med
21 sorter under 2013-2014 varvid traden duschades i 10 dagar i stallet for 5. Dock ska
forsoket lasas av i juni 2014 (utanfor ramen for detta projekt).

nd‘

Cort

Olands Kungsapple

Figur 2. ’Infection percentage’ hos ettariga trad.

Samstammighet mellan kvist- och tradinokuleringar

For att undersoka graden av samstammighet mellan resultat framtagna med olika
inokuleringsmetoder samt reproducerbarhet av resultat fran olika ar, beraknade vi
korrelationsanalyser for 15 sorter (Aroma, Astrakan Rod, Charlamovsky, Cox Orange, Elise,
Gala, Golden Delicious, Gult Kanelépple, Jonathan, Liberty, Maigold, Mutsu, Prima, Santana,
Snovit) som alla ingick i fyra olika experiment: inokulering av kvistar i biotron under 2012
och 2013 och inokulering av tréd i vaxthuset under 2012-2013 och 2013-2014.
Korrelationsvérdena var hoga eller medelhdga och i de flesta fall signifikanta. Resultat av
bade tradinokuleringar (Figur 3) och kvistinokuleringar stamde bra dverens mellan aren. Dock
var korrelationerna mellan kvistinokuleringar fran 2013 och de bada tradinokuleringarna inte
signifikanta (Tabell 6).

Tabell 6. Korrelationer mellan olika metoder att undersoka olika &dppelsorters mottaglighet samt for analyser
utforda under olika ar. Korrelationerna beraknades pa medelvarden av AUC for varje sort.

Kuvistar, 2012 Kuvistar, 2013 Trad, 2012-2013
Kvistar, 2013 0,700; p=0,004 -
Trad, 2012-2013 0,599; p=0,018 0,401; p=0,138
Trad, 2013-2014 0,536; p=0,039 0,495; p=0,061 0,881; p=0,000
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Figur 3. Korrelation mellan resultat av inokuleringar av ettariga trad for 15 sorter (0. 881; P=0,000)



Detektion av svampen

Vart primerpar amplifierade en artspecifik PCR-produkt med en forvantad storlek pa 150-200
bp fran DNA framstéllt fran N. ditissima medan DNA av andra patogena och entophyta
svampar (se Material och metoder) inte producerade nagra band (Figur 4). Dessutom
amplifierade vart primerpar samma PCR-produkt fran DNA av N. ditissima ur olika isolat
(sammanlagt 25 st, se Material och Metoder) (Figur 5). Med hjalp av qPCR analys kunde vi
pavisa DNA fran N. ditissima i prov som togs i mitten av kréaftsar hos alla dppelsorter, bade i
de prov som togs i falt och i de prov som togs pa ettariga trad i véaxthus. Dock kunde vi inte
pavisa svamp-DNA i vavnader utanfor kraftsaren, troligen pa grund av att mangden DNA inte
var tillrackligt hog i dessa vavnader. Vi kunde heller inte hitta nagot svamp-DNA i rotterna pa
de infekterade traden eller i prov som togs fran friska vavnader. Vid jamforelse av mangden
detekterat DNA av N. ditissima fran kraftsar hos sex sorter med olika mottaglighet, visade det
sig att den kénsliga ’Elise’ hade hogre varden an de andra sorterna.

Figur 4. Specificitet av primerpar: Fig. 2. PCR-produkt med Neonectria-specifikt
specifikt band syns bara for primerpar, som anvandes pa olika isolat av N.
Neonectria ditissima ditissima

Diskussion

Resistens mot frukttradskrafta ar en kvantitativt nedarvd egenskap, som dven paverkas
av olika odlingsfaktorer. | vara tester kunde vi observera stor variation i sarstorlek mellan
inokuleringsstallen och mellan trdd av samma sort. Under projektets lopp okade vi antal
inokulerade kvistar per sort fran 4 (2011) till 8 (2012 och 2013). Under inokuleringarna dor
kvistarna ibland av andra orsaker &r sjalva sjukdomen, och i manga fall kunde vi bara anvénda
5 eller t.o.m. 4 av de 8 kvistarna for vara statistiska berdkningar.

Awven for hostinokuleringarna pa ettariga trad 6kade vi antal inokulerade trad per sort
fran 8 (2011-2012) till 9 (2012-2013) och vidare till 12 (2013-2014). Baserad pa var
erfarenhet, ar det nodvandigt att testa atminstone 8-10 trad per genotyp for att fa palitliga och
reproducerbara resultat. Dessutom maste man utfora olika inokuleringstester och helst under
atminstone 2 ar for att fa en korrekt uppskattning av sorternas (genotypernas) resistens,.
Tillgang till kompletterande metoder, som beddmning av mangd av svampbiomassa i de
infekterade vdvnaderna kan ge &nnu béttre insyn i sorternas resistens.

Kvistinokuleringar ger snabbt resultat, men ar mindre reproducerbara &n inokuleringar
av ettariga trad. Detta bekréftas ocksa av analyserna av hur val resultat framtagna med olika
metoder och under olika ar 6verensstaimmer, med hogst varden for tradinokuleringar under
2012-2013 och 2013-2014. | bada dessa forsok var traden forékade pa M9. Under 2011-2012
var traden forokade pa B9 eftersom vi inte lyckades fa tag i tillrackligt antal av M9. Resultat
fran 2011-2012 presenterades i lagesrapporten for 2012: 9 sorter var gemensamma for 2011—
2012, 2012-2013 och 2013-2014. Dock hade inte jamforelserna samma styrka som de
resultat vi presenterar har, beroende pa att antalet sorter var mycket mindre och pa att traden
stod pa olika grundstam. Bedémning av tva olika resistensparametrar, colonization rate’ och
“infection percentage’, &r nodvandigt for att man ska kunna gora en vélgrundad bedémning av
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resistensnivaerna for olika sorter. Bada faktorerna, dvs hur latt svampen kan infektera en viss
sort genom bladsar och hur snabbt den kan spridas och doda vavnader nar den har lyckats
etablera sig i tradet, &r mycket viktiga.

Vissa sorter, som Golden Delicious, Aroma och Santana, visade laga till medelhdga
varden for’colonization rate’ i bade kvist- och tradinokuleringarna samt i ’infection
percentage’, medan andra sorter, som Snovit, visade relativt laga varden i tradinokuleringarna
men jamforelsevis hoga i kvistinokuleringarna och vid bedémning av “infection percentage’.

For att en sort (genotyp) ska bedomas som relativt resistent, maste den visa stabilt laga
varden for de olika resistensparametrarna under atminstone tva, helst tre ar.

Andra, kompletterande metoder for att beddéma resistens behdver utvecklas och
valideras, liksom &ven olika metoder fOr databearbetning. Den PCR-baserade
detektionsmetoden fungerar val for att pavisa kraftinfektion (vart primerpar anvands &aven i
Nya Zealand for att kartlagga smittospridning). Mer arbete behdvs dock for att kunna tillampa
denna metod for att detektera latent smitta.

Slutsatser och rekommendationer till naringen
Vi har visat anvandbarheten av de befintliga metoderna for att undersoka resistens mot
frukttradskraftan i apple, och har hittat flera sorter med relativt hog resistens som kan
anvandas (och redan anvénds) i odling. Vi har ocksa hittat flera sorter, som &r mycket
mottagliga och darmed kréaver forebyggande atgarder och noggrann falthygien. Vi har ocksa
belyst behovet av att fora forskningen pa frukttradskrafta vidare. For att minska problemen i
odlingarna, behdvs det mer kunskap om orsakerna till de sortskillnader som vi har belagt.
Likasa behovs mera kunskap om paverkan av grundstam och odlingsbetingelser pa sorternas
resistens. Det behdvs mera kunskap om sjélva svampen, Neonectria ditissima, samt kunskap
om den genetiska bakgrunden till resistensen. Utveckling av bra molekylara markorer som
kan anvandas i markor-baserad vaxtféradling bor prioriteras.

Vi framfor var uppskattning till SLF, som har finansierat detta projekt inom ett
forskningsomrade dar behovet av ny kunskap &r pafallande, antalet aktiva forskare litet, och
dar utvecklingspotentialen &r mycket stor.
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