Slutrapportering av projektet:

Alternativa bekampningsatgarder mot potatisbladmogel

av Sadhna Alstrom, Doc.; Bjorn Andersson, Agr. Dr. Inst. for Skoglig mykologi och
patologi, Box 7026, 750 07, Uppsala

Extern expert: Eva Twengstrom, Agr. Dr.

Projekt nr.: VV 0533034

Introduktion

Potatisbladmdgel orsakas av Phytophthora infestans (Mont.) de Bary och ar en allvar-
lig skadegdrare i potatisodling 6ver hela varlden. I Sverige &r sjukdomen en viktig
anledning till att odlingsarealen av ekologiskt odlad potatis standigt minskar. Be-
kampning av bladmégel utgoér numera ett vaxande problem ocksa i konventionella
odlingssystem, och antalet fungicidbesprutningar per sdsong har 6kat betydligt under
de senaste aren. Trots intensiva bekdmpningsprogram fortsétter svara epidemier av
potatisbladmadgel att forsamra forutsattningarna for en hallbar potatisproduktion av
hog kvalitet och kvantitet. Utover de direkta problemen med produktionen undergra-
ver den hdga bekampningsfrekvensen konsumenternas fortroende for potatis. | detta
lage har intresset for biologiska mojligheter till bekdmpning P. infestans okat.

| det har rapporterade ettariga projektet var syftet att utforska mojligheterna att minska
angrepp av potatisbladmdgel med hjalp av antagonistiska mikroorganismer (bakterier
och/eller svampar) i val kontrollerade odlingsmiljoer. Undersokningar har utforts bade
i laboratorie, vaxthus och under faltforhallanden. Malet pa lang sikt ar att utveckla ett
batteri av biologiska komponenter med olika verkningssatt for biologisk bek&mpning
av bladmdogel i falt.

Material och metoder

Laboratoriestudier

Mikroorganismerna hamtades fran rotter, fran komposterat vaxtmaterial och fran my-
korrhizasvampar associerade med olika véxtarter. Drygt 350 mikrobstammar (svam-
par, bakterier och aktinomyceter) isolerades enligt utarbetade metoder (Alstrém, 2000,
2001, Arora et al 2005, Kader et al 2002,). Mikroorganismernas effekter pa tillvaxt,
infektion och symtomutveckling av P. infestans i potatis jamfordes med hjélp av flera
biotester. Effekten pa tillvaxt av patogenen undersoktes in vitro efter saminokule-
ring,dels pa agar och dels i buljong. Isolat som minskade patogen tillvéxten kraftigt
undersoktes in vivo for hamning av bade infektion och symtomutveckling pa potatis-
blad och/eller knélskivor. De senare tva in vivo biotesten kompletterar varandra da
antagonister verksamma pa knol inte nodvandigtvis ar verksamma pa blad. Samman-
lagt valdes ca 50 st av 350 mikroorganismer ut for faltstudier. (Bild 1 och 2)

In vitro

Pa artificiellt odlingsmedie: Svampar och bakterier odlades upp och saminokulerades
darefter med P. infestans pa art-rag agar (ARA) eller art-rag buljong (ARB). ARA &r
ett odlingsmedium speciellt framtaget for att uppfordka P. infestans. De P. infestans
isolat som anvandes i vara studier bekréftades vara patogena i fortester. Mikroberna pa
ARB undersoktes med avseende pa direkt inverkan pa patogentillvaxt (beraknad som



torrvikt av total biomassa) medan effekten i form av tillvaxthd&mning av P. infestans
bedémdes pa ARA enligt en skala 0-3 dar 0 betyder ingen hamning och 3 betyder
stark hamning (Bild 3).

| syfte att forbattra selektionskriterier hos in vitro antagonister for faltforsok studera-
des dels mikrobernas direktverkan pa patogenstrukturer med hjélp av ljusmikroskop
och dels deras formaga att utséndra antimikrobiella &mnen; vatecyanid, fluorescerande
sideroforer, cellulaser och kitinaser

In vivo

Pa smablad: Fullt utvuxna smablad av samma fysiologiska alder plockades fran pota-
tisplantor av sorterna Kind Edward och Bintje odlade i véxthus. Bladen férbehandla-
des med mikrober som visat sig ha antagonistisk verkan i in vitro studierna. Ett dygn
senare infekterades samtliga blad med P. infestans och inkuberades i >95% luftfuktig-
het vid 14 °C och med ljus under 16 timmar per dygn. Utveckling av bladmogelsym-
tom jamfordes mellan behandlingar och med kontroll som enbart inokulerats med pa-
togenen.

Pa kndlskivor: Noggrant tvattade potatisknolar av King Edward eller Bintje skivades
och placerades i sterila skalar pa samma sétt som bladen enligt beskrivning ovan. Mik-
roorganismerna droppinokulerades var for sig ett dygn innan patogenen tillsattes pa
samma stalle. Utveckling av brunrdétesymtom avlastes 4-7 dagar efter inokulering med
patogenen.

Féaltstudier

Ett kéarlforsok utfordes utomhus under sommaren 2005. Kérl (60 cm x 40 cm med en
hojd pa 30 cm) fylldes med faltjord fria fran kand smitta. Jorden kom fran ett falt norr
om Ultuna. Kemisk analys av féltjord genomfordes av Agrilab, Ultuna. Jordarter be-
stamdes till nmh Mo med mullhalt 3.0%, lerhalt 10 % och pH 6.3. Ovrigt kemiskt
innehall var (mg/100g): P_Al: 26, KI V; K_Al 9.7; KI lIl; Mg_Al 7.8; K/Mg 1.24;

Bild 1-2. Utvalda mikrober (vénsir) testas i et karlforsok utomhus (hoger)

Ca_Al 199; K _HCI 84; Kl 2; Cu_HCI 8.5 mg/kg; P_HCI 80.1mg/100g. Jorden grund-
godslades med ProMagna™ N8 P5 K19 fore sattning och under forsokets gang regel-
bundet med Wallco Vaxtnaring. | detta forsok testades 24 av de 50 mikroorganismerna
fran agar-, blad- och kndltesterna ovan, se bild 2. De tillférdes i peptonvatten. For-
grodda knolar av sorten Matilda behandlades med mikroberna vid séttning (4 knolar



per karl och 2 karl per behandling). Ytterligare tva appliceringar genomfordes under
odlingssasongen ocksa i preventivt syfte men da pa bladmassan. Kontroller behandla-
des med peptonvatten.

Forsoket inokulerades med P. infestans for att fa ett sakert och jamnt bladmdgelan-
grepp. Inokulum gjordes i ordning genom att uppforoka tva av P. infestans (Pi 119, Pi
46) pa knélskivor. Skivorna skéljdes av och den erhlina suspensionen (ca 5x10* spo-
rangier per ml + mycelbitar) sprayades pa samtliga kéarl i tredje veckan av juli da vad-
ret beddmdes gynnsamt for bladmdgelangrepp. Infektion och symtomutveckling jam-
fordes enligt tre metoder i syfte att ta fram den bédsta metoden for fortsatta avlasningar.

Metod 1: Utveckling av bladmdgel avlastes upa samma blad pa en bestamd planta
under nagra dagar. Data fran fyra plantor per karl samlades.

Metod 2: Antal infekterade sma blad ovanifran per kérl raknades. Data fran tva karl
per behandling.

Metod 3: Symtomutveckling undersoktes genom att bladverk fran varje karl insamla-
des pa likartat satt och skoljdes i 100ml rent vatten/karl i syfte att samla sporangier
som sedan sparades. Antal sjuka blad raknades per bladverk medan antal sporangier/
ml vétska uppskattades med hjalp av ljusmikroskop.

Efter renodling faststalldes de utvalda mikrobernas identitiet med FAME och/ eller
med molekylarbiologiska metoder enligt Bharadwaj et al (2005, 2007).

Resultat

Laboratoriestudier

Var studie visade tydligt den antagonistiska potentialen hos drygt 30 % av de testade
mikroorganismerna. De antagonistiska mikroorganismerna kom fran flera olika kallor.
Effekten avsag bade infektion, symtomutveckling och patogentillvéxt. Ca 16 % av de
testade isolaten pavisades ha stark antagonistisk effekt genom hamning av svampens
tillvéaxt (bild 3, tabell 1). Mattlig till stark hamning registrerades hos ca 20 % av samt-
liga 353 stammar.

Bild 3: In vitro stark hdmning av Bild 4: In vivo stark hdmning av
P. infestans med antagonist DMB28 . bladmogel med DMB 28. Kontroll
Kontroll till vanster till vénster



Antagonistiska effekter uppmatta in vitro (bild 4- 5) bekraftades genom in vivo biotes-
ter for en del av antagonister. Stark hdmning av Phytophthora-réta i knélskivor var
generellt sett vanligt men hamning av symptom bade i blad och knélskivor kunde be-
kraftas enbart for vissa stammar (t.ex.DMB 28, S 412, S 414). Ljusmikroskopiska un-
dersokningar visade att mikrobernas (e.g. DMB 28, FVC 101, FVC 70) hdmmande
verkan pa myeceltillvaxt och sporangieproduktion hos Phytophthora var beroende av
vilken antagonist som patogenen samodlades med. Mycelet var deformerad och hade
tomts pa sitt innehall. Ljusmikroskopering avslojade ocksa att hamning av myceltill-
vaxten orsakad av en del antagonister (e.g. FVC 13, FVC 29 and LVC 11) sammanfoll
med ovantad 6kad produktion av oosporer. Detta visade vikten av att tidigt anvanda
flera kritereier vid urval av antagonister for faltstudier (tabell 1).
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Bild 5: Angrepp i kndlskivor (cv King Edward) efter behandling med en
antagonist, S 412. Kontroll till vanster.

Tabell 1. Nagra egenskaper hos utvalda bakterier antagonistiska mot P. infestans.

- D =0

Tu'g Ogé « % % om'§8§§81
= D .= sy _ S o
5% Ez2a 5 z E s ST_3885%
e5 EE3 T T 3 5 HE=E8zs8
S412 2 0 1 1
S99 3 0 2 2
S 401 3 0 2 0
S21 3 0 0 2
S414 3 0 1 2
AS 14 3 0 2 1
DMB 18 3 1 1 1
S43 3 1 1 2
S 443 3 0 1 2
AS5 3 0 1 2
AS9 3 0 1 2 *Utséndring av cellula-
AS 12 3 0 1 2 ser och kitinaser be-
AS 19 3 0 1 2 domdes enligt en skala;
FVC 70 3 1 0 0 0 Few sporangia, Empty mycelia 0=ingen, 1=svag, 2=
FVC 90 3 0 0 2 0 Oospore  \oderat och 3 = stark,
FVC 94 2 0 0 0 3 Few sporangia  jtsidnring av fluore-
FVC 101 2 0 0 0 1 Absent  ¢cerande amnen och
;\;C 110 2 0 0 0 0 giftig gas med antimi-

izostar 3 0 1 2 krobiell verkan HCN
S 67 3 0 1 0 _ bedomdes som 0 = nej,
LvGm15 3 0 0 0 0 Few sporangia, Few oospore 1=ja.
LVC2 2 0 0 0 3 ADSENt  A11a tomma rutor — ej
LvGi8 3 0 0 2 0 Few sporangia  yoqta g
LvGi9:1 3 0 0 2 0 Oospore



Féaltstudier

Av de tre metoderna som jamfordes for att avlasa bladmdgelangrepp i karlforsok, be-
domdes Metod 3 som bést bl.a. for dess objektivitet och tillforlitligheten i symptomav-
lasning.

Vid symptomavlasningen pavisades forekomsten av bladmagel mycket lagre i olika
grad efter behandling med ca hélfen av testade 24 isolat an i kontrollkarlen. Men signi-
fikant lagre angepp avléstes i karlen som behandlades med isolaten S 412, S99, S 414
och AS 14 (Fig 4 och Bild 5). Fyra andra isolat (e.g.AS 5) visade ingen hdmning alls.

Bild 5. Hdmning av blad-
mdgelangrepp efter be-
handling med isolat S 412
(‘hoger) jmfr kontroll
(vanster).

Den lagre forekomst av bladmdgel visades bero pa signifikant laga antalet sporangier
som bildades pa blad/ planta efter behandlingar med AS 14, S 412, S 414, men inte
med S 99.(Fig 5). Hamning av sporangiebildningen mérktes for flera isolat (t.ex. S 64)
men det var inte statistiskt signifikant. Orsaken bakom lagre antal infekterade blad
behandlade med S 99 verkar vara annant &n hdmning av sporangiebildning. I vissa fall,
t.ex. AS 5 som hade ingen skyddseffekt mot bladmdgelsymptom men antal sporangier
som bildades var ovantat lagt pa bladen. (Fig 5).
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Fig. 4. Bladmogel-angrepp i Matilda efter behandling med 24 olika mikro-
ber.(METOD 3). Y axel - Antal blad med symtom utav 25 per planta (=8
plantor)
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Fig 5. Sporangie-produktion per 100 blad efter mikrobbehandling
(n=2) med 24 mikrober.

Identifiering av mikroorganismer
De bladmdgelhdmmande bakterier visades tillhora flera slakten. De vanligaste var
Arthrobacter, Pseudomonas, Stenotrophomonas och Serratia.

Isolat S 99, S 414 och S 412 = Serratia sp.
S 64 = Pseudomonas sp.

LVC-2 = Stenotrophomonas maltophila
FVC-110 = Arthrobacter ilicis,

Svampar identifierades framst morfologiskt och visades tillhéra bl.a. Trichoderma sp.,
Beauveria bassiana (en insektsantagonist).

Ovrigt
Ytterligare en alternativ skyddsatgard mot potatisbladmogel studerades som inte in-

gick fran borjan i projektet. En pilotstudie utférdes i samarbete med en kanadensisk
stipendiat, M.Sc. A. Puentes. Effekten hos olika komposterade orter undersoktes mot
P. infestans. I studien ingick bjork, maskros, salvia, akerfraken och rélleka. Extrakt av
vaxterna tillsattes patogenkultur in vitro. Hamningseffekten understktes d&ven mikro-
skopiskt med avseende pa inverkan pa patogenens sporangier och mycel. Delar av
resultat erhallna fran denna studie framgar av Fig. 6. Puentes studie visade en stark
hamning av bade myceltillvaxt (figur 6, bild 7) och sporangiebildning (bild 6) efter
behandling med en del komposterade Orter



0,16 -

0,14
— 0,12 1
(=]

20,08 -

[¢5]

= 0,06 1

>

a 0,04 4
0,02

Fig. 6. In vitro inverkan av antagonistiska mikrober uppmatt som mycelvikt i g/brunn,
(n = 4). Effekt av olika Ortextrakt pa P. infestans (46) framgar ocksa har.

Bild 6. Hdmning av patogentillvéxt efter  Bild 7. Stark tillvéxthdmning av patoge-
behandling med bjorkextrakt. Mycelet &  nen efter behandling med antagonister;
tomt pa sitt innehall AS 13, BK 5, RF2, BSF och BSD.

Var samlade bedémning &r att vissa orter och andra med liknande effekt ar intressanta
for ytterligare undersokningar med avseende pa kontroll av bladmaogel. Sarskilt ange-
laget &r att utrona synergistiska effekter mellan vissa Orter och de bésta antagonistiska
mikroorganismer eller kanske till och med konventionella fungicider.

Slutsatser

Syftet med projektet var att utforska mojligheterna att minska angrepp av potatisblad-
maogel med hjalp av antagonistiska mikroorganismer (bakterier och/eller svampar) i
val kontrollerade odlingsmiljoer. Vara undersokningar visar att naturligt forekomman-
de mikrobiella antagonister har en tydlig fordrojande effekt pa potatisbladmogel. De
tillhor flera slakten. Minst fyra mikroorganismer: AS 14, S 412, S 414 och S 99 (tre av
dessa tillhor slakte Serratia) visade sig ha antagonistisk formaga bade i laboratorie-
och faltmiljo. De observerade effekterna verkar bero pa stérningar i skadesvampens
stukturer. Vi provade dock endast en dos av antagonisten, ett fatal appliceringar, ett
begrénsat urval av patogenstammar och en potatissort. Flera faltundersokningar beho-
ver utforas med flera doser, appliceringar, antagonist-kombinationer och flera potatis-
sorter for att sakerstalla tillforlitligheten av de verksamma antagonisterna. Viktigt ar



ocksa att utfora faltstudier dels pa resterande 26 isolat (delar av resultat from in vitro
studier redovisats i figur 6) och dels pA DMB 28 som visats vara en stark antagonist

(bild 3 och 4) i vara tidigare studier. DMB 28 &r en aktinomycet och vi har haft sva-

righeter med att hantera dess uppforokning pa ett tillfredstallande satt anda till slutet
av projekttiden. Den dr vart att testa enskilt och i kombination med andra.
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