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Abstract
Potato late blight is one of the most important potato diseases worldwide. The disease is

caused by an oomycete called Phytophthora infestans. The host range of P. infestans includes
potato (Solanum tuberosum) and hairy nightshade (Solanum physalifolium). Hairy nightshade
has recently established itself as an important weed in the southernmost part of Sweden. The
work presented here is based on a greenhouse and laboratory study, and aims to compare the
formation of oospores in potato resp. hairy nightshade. The results shows that oospore
formation is higher in isolates coming from nightshade compared to isolates from potato. This
indicates that hairy nightshade might enhance the problems with potato late blight in potato.
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Introduktion

Potatisbladmaogel

Potatisbladmdgel &r en av de allvarligaste vaxtsjukdomarna i potatisodling i Sverige
(Andersson & Sandstrém, 2000) och runt om i vérlden. Potatisbladmdgel (pa blasten) och
brunrota (pa kndlarna) orsakas av Phytophthora infestans. Potatisbladmogel séanker skordens
storlek och kvalitet samtidigt som bek&mpningen av sjukdomen medfor stora kostnader. Den
totala kostnaden for bek&mpning, skordeforluster och kvalitetsforsamring berdknas globalt
vara 6ver 3 miljarder US-dollar arligen (Fry, 2008). Potatisbladmdgel ar den viktigaste
anledningen till att potatis &r den mest besprutade jordbruksgrddan i Sverige (Andersson,
2007). De forsta symtomen av potatisbladmdgel syns ofta som oljespillsliknande flackar pa de
nedre bladen (Agrios, 2004). Vid fuktig och varm véderlek véaxer lesionerna snabbt och bildar
stora bruna flackar med otydlig kant. | flackarnas kanter kan man vid fuktigt vader ofta se ett
vitt mogelludd pa bladets undersida (Fry, 2008). Vid gynnsamt vader breder sjukdomen
snabbt ut sig i drabbade félt dar den dodar stjalkar och blad samt ger brunréta i knélarna. Pa
nagon vecka kan en frisk groda helt vissna ner av bladmdgel. Angreppen pa potatisknélarna
yttrar sig som ytliga lila till brunaktiga flackar med rédbrun vavnad under skalen. Brunrdéta ar
ett mycket allvarligt kvalitetsfel, och ar dessutom en inkdrsport for andra skadegorare
(Andersson och Sandstrom, 2000).

Phytophthora infestans ar en hemibiotrof, heterotallisk oomycet (Fry, 2008). Den kan foroka
sig bade sexuellt och asexuellt. Den asexuella forokningen mojliggor en snabb
sjukdomsutveckling dels genom det stora antalet sporangier som bildas och dels pa grund av
den korta generationstiden. Symptomen kan upptrada pa bladen redan tva dagar efter
infektion och efter ytterligare en eller tva dagar kan de forsta sporangierna ha bildats pa
infekterad vavnad. En lesion kan bilda upp till 300000 sporangier (Fry, 2008). Sporangierna
sprids med hjalp av vind och vatten. De bestar av flera cellkarnor och har tva olika sétt att gro
pa. Antingen gror sporangierna genom att en groddslang vaxer ut fran sporangiet och bildar
ett appressorium eller sa bildas 8 — 10 enkelkarniga zoosporer. Dessa klécks fran sporangiet
och kan sedan infektera individuellt. Zoosporerna har flageller och kan med hjalp av dem réra
sig i vatten och aktivt kan soka sig till lampliga infektionsstéllen (Tyler, 2002). En avgdrande
faktor for sporangiernas utveckling ar temperaturen. | temperaturer runt 10 — 15 °C bildar
majoriteten av sporangierna zoosporer. | hogre temperaturer runt 20 — 25 °C gror majoriteten
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av sporangierna direkt utan att bilda zoosporer (Fry, 2008). Under svenska forhallanden bildas
oftast zoosporer (Andersson och Sandstrom, 2000). Sporangierna och zoosporerna kan inte
overvintra och darfor &r patogenen beroende av att 6verleva vintern som mycel i

potatisknolar.

Vid sexuell forokning bildas oosporer. Oosporerna dr runda, med en tjock dubbel cellvagg
och ett karakteristiskt antheridium. Diametern &r 20 — 46um (Erwin & Ribeiro, 1996). Nar
oosporerna gror ger de upphov till ett eller tva sporangier (Harrison, 1992). For att oosporer
ska kunna bildas maste bada parningstyperna, Al och A2, vara narvarande (Fry, 2008).
Oosporen bildas genom att ett antheridium vaxer samman med och befruktar ett oogonium.
Bildandet av de sexuella strukturerna induceras av hormoner som utvaxlas mellan de bada
parningstyperna som ar bisexuella. Det innebar att bada kan bilda oogonium och antheridium.
Till skillnad fran sporangierna kan oosporerna éverleva lang tid i marken, upp till 4 ar
(Andersson & Sandstrém, 2000; Turkensteen et al., 2000).

Fram till slutet av 80-talet fanns bara den ena av de tva parningstyperna i Sverige och det ar
forst efter introduktionen av den andra parningstypen som sexuell férékning blivit méjlig. En
inventering som genomfodrdes 2002 visade att oosporer numera &r vanligt forekommande i
Sverige (Hjalm, 2003). Oosporerna ger upphov till mycket tidiga angrepp av
potatisbladmdgel som upptrader flackvis i faltet (Andersson & Sandstrom, 2000; Turkensteen
et al., 2000). Angreppen av bladmdgel fran oosporer borjar pa de nedre bladen i kontakt med
jorden eller pa stammarna (Lehtinen & Hannukkala, 2004). Nar blad infekteras av zoosporer
som kommer fran oosporer i marken bildas ofta ett flertal lesioner i narheten av dar bladet har
kontakt med marken. De infekterade bladen far ett mosaikliknande maénster pa grund av att
flera infektioner sker i bladet samtidigt (Lehtinen & Hannukkala, 2004).
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Fig 1.Livscykel for P. infestans. (Drenth et al., 1993 )

P. infestans angriper inte bara potatis (Solanum tuberosum). Fler andra arter inom familjen
Solanaceae ar mottagliga for infektion, daribland tomat (Solanum lycopersicum), besksota (S.
dulcamara), blek taggborre (S. sisymbriifolium), nattskatta, (S. nigrum) (Turkensteen et al.,
2003) och bagarnattskatta (Solanum physalifolium) (Andersson, 2003). | sodra Sverige &r tva
av dessa arter, nattskatta och bagarnattskatta, etablerade ogrés (Wuolo & Jonsson, 2002).
Bagarnattskattan skiljs fran nattskatta genom dess ljusare blad och lagre, mer utbredda
véxtsatt, den utsparrade harigheten pa blad och stam, de storre foderflikarna, de gronare baren
samt den smalare basen pa hjartbladen (Wuolo, 2002). Till skillnad fran nattskatta har
bagarnattskatta visat sig vara en bra vardvéxt for P. infestans och patogenen kan bilda bade
sporangier och oosporer nar den véxer pa bagarnattskatta under svenska faltforhallanden
(Andersson, 2003). Att bagarnattskattan bildar oosporer &r ett stort problem eftersom forradet
av oosporer i marken kan komma att fyllas pa dven de ar i vaxtféljden da inte potatis odlas pa
faltet om bagarnattskattan finns dar (Andersson, 2003). Eftersom forradet av oosporer fylls pa
kontinuerligt minskar véxtféljdens betydelse for att minska risken for att fa marksmitta.
Aggressivitetstester har dessutom visat att isolat av P. infestans som samlats in fran

bagarnattskatta har kortare latensperiod och sporulerar kraftigare &n de som samlats in fran



potatis. Trots skillnaden i aggressivitetstest finns ingen genetisk differentiering hos de isolat

som samlats in fran bagarnattskatta och de som samlats in fran potatis (Grénberg et al., 2011).

Syfte
| det har arbetet studerades oosporbildning av P. infestans i potatis (Solanum tuberosum)

respektive i den alternativa vardvaxten bagarnattskatta (Solanum physalifolium) vid korsning
av isolat fran potatis och bagarnattskatta. Syftet ar att undersoka om isolatens ursprung

paverkar dess formaga att bilda oosporer i de bada vardvéxterna.

Material och metod.

Vixtmaterialet och isolatens ursprung.

For att testa skillnader i olika isolats bendgenhet att bilda oosporer anvéandes i det hér forsoket
14 isolat av P.infestans. Sex av isolaten var av parningstyp Al och &tta av parningstyp A2.
Det resulterade i 48 korsningar mellan A1 och A2. Av de isolat som var av parningstyp Al
hade fyra samlats in fran potatis och tva fran bagarnattskatta. Av parningstyp A2 kom fyra
isolat fran nattskatta och fyra fran potatis. Alla isolat kommer fran ett potatisfalt i sydostra
Skane med stor forekomst av bagarnattskatta. Blad infekterade med P. infestans samlades in
fran bade bagarnattskatta och potatis under sommaren 2010. Bladen inkuberades i petriskalar
med vattenagar for sporangiebildning. De bildade sporangierna skoljdes av och samlades upp
i destillerat vatten. Darefter renodlades isolaten pa agar fram till borjan av mars 2011 da
mycel fran agarplattorna flyttades till potatisskivor som inkuberades i 10 grader. Eftersom
vissa isolat véxte snabbt och andra langsamt flyttades mycel fran isolaten till nya potatisskivor
2 ganger. Efter det hade tillrackligt manga av isolaten bildat tillrackligt manga sporangier for

att forsoket skulle kunna startas.

| forsoket anvands tva testplantor, bagarnattskatta (Solanum physalifolium) och potatis
(Solanum tuberosum). Potatisen som anvandes var fran férgrodda potatisknélar av sorten
King Edward som odlades i krukor i vaxthus. Bagarnattskattan odlades i véaxthus fran fron
som samlats in fran ett flertal platser. For att fa fron av bagarnattskatta att bryta groningsvilan
behandlades frona genom att de lades pa ett filterpapper drankt med en l6sning bestaende av
0,5 g gibberelinsyra /liter och 2 g KNO3 /liter. Darefter forvarades de i ett kylskap i cirka 8 °C
i cirka 16 timmar per dygn och i rumstemperatur 8h/dygn for att inducera groningen. N&r

frona borjade gro planterades de i krukor med jord. Plantorna vattnades och godslades efter



behov. For inokulering av potatisblad anvandes potatisens smablad. Nar bladen sedan skulle

inokuleras valdes blad som var lika i storlek, farg och form ut.

Inokulering

Sporangiesuspensioner av alla isolat framstalldes genom att potatisskivorna som myecelet av
P. infestans véxte pa spolades av med avjonat vatten. Koncentrationen av sporangier i
suspensionerna bestamdes med hjélp av en hemocytometer och spaddes till 10* sporangier per
ml. Suspensionerna placerades sedan i 4 °Ci ca 3 timmar for att inducera zoosporbildningen.
For inokulering av bladen anvéandes en droppe (20 ul, 200 sporangier) av varje parningstyp.
Tva droppar med sporangier av olika parningstyp placerades i centrum av bladet pa 6mse
sidor om mittnerven med ca 1 cm avstand fran varandra. Inokuleringen gjordes for varje isolat
pa 5 blad fran varje testplanta. Totalt 480 blad inokulerades. Efter 14 dygn avbryts
infektionen genom att bladen frystes in i -20 °C.

Kvantifiering av oosporer

For att kvantifiera antalet oosporer som bildas tinades bladen upp. Ett korkborr med
diametern 18 mm anvandes for att skara ut en cirkel ur bladet med arean 2,54 cm?. Ytan skars
alltid ut mitt over bladets mittnerv dér de tva dropparna med sporangiesuspensionen hade
placerats. Den utskurna delen av bladet lades i en mortel och en ml vatten tillsattes. Bladet
mortlades forsiktigt tills det var homogent. For varje mortlat blad togs tva prover ut med
sammanlagda volymen 1,8 ul. Koncentrationen oosporer i provet bestamdes med hjalp av en
hemocytometer. Totalt bestamdes oosporkoncentrationen i tva prover fran varje blad, 20
prover for varje isolatkorsning, 10 for varje korsning och testplanta och 480 prover for varje
testplanta. Det totala antalet prov ar 960. Summan av de tva proverna som togs pa samma
blad anvandes och utgjorde en upprepning vid vidare analys av resultatet. Fem upprepningar

gjordes for varje isolatkorsning pa varje testplanta.

Analys av insamlad data

Antalet oosporer i hemocytometern raknades om till antal oosporer per cm? bladyta. Den
totala volymen av suspensionen av det mosade bladet och det tillsatta vattnet antogs alltid
vara en ml.

For statistisk analys av resultaten anvandes ensidig ANOVA test (JMP 9.0.0 SAS institute
inc). For att jamfora medelvarden beroende pa isolatens ursprung delades isolatkorsningarna

in i tre grupper efter vilken vardvéxt isolaten samlats in fran. Gruppen NN bestar av
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korsningar dar parningstyperna kommer fran isolat insamlade fran bagarnattskatta, gruppen
PN bestar av isolatkorsningar dar den ena parningstypen samlats in fran potatis och den andra
fran bagarnattskatta och den tredje gruppen bestar av korsningar dar bada parningstyperna ar
isolat insamlade fran potatis PP. For att jamfora parvisa skillnader mellan dessa grupper

anvindes Student’s t. Graferna ar gjorda i Microsoft Excel 2010.

Koppling av resultatet till latenstidsvariationer och
lesionstillvixthastighetsvariationer inom isolatkorsningarna.

Skillnaderna i isolatkorsningarnas formaga att bilda oosporer jamférdes med skillnaderna i
isolatens latenstid och lesionstillvéxthastighet. Isolatens latenstid och lesionstillvéxthastighet
har uppmétts tidigare av Gronberg et al., 2011. Skillnaden i latenstid mellan isolaten i
isolatkorsningarna multiplicerades med lesionstillvéxthastigheten for isolatet med kortast
latenstid. Da erhalls lesionsstorleken for det isolat med den kortaste latenstiden vid den tid da

det andra isolatets latenstid tar slut.



Resultat

Al

Oosporer hittades endast i
blad fran potatis

Oosporer hittades i blad Inga oosporer hittades
bade fran potatis och
bagarnattskatta.

Fig 2. Korsningsschema dver alla isolat som anvéndes i forsoket. De olika fyliningarna i tabellens celler illustrerar
kvalitativ forekomst av oosporer i de olika korsningsleden och for de tvé olika vardvaxterna.

P=isolat insamlat fran potatisblad

N=isolat insamlat fran bagarnattskatta

Andelen av korsningar som producerat oosporer pa nagot av bladen i bada testplantorna ar
100% for (NN), 83% for (PN) korsningar och 75% for (PP) korsningar (fig.2). I blad fran
béada testplantorna observerades oosporer i 100% av korsningarna (NN), 66% for (PN)
korsningar och 50% for (PP) korsningar. | potatisbladen hittades oosporer fran 79% av
korsningarna (PN) och 63% av korsningarna (PP). | bagarnattskattebladen har oosporer
detekterats fran 87% av korsningarna (PN) och 81% av korsningarna (PP).
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Fig. 3. Medelvarde och konfidensintervall fér antalet oosporer/cm? bildade av
korsningar mellan isolat av P. infestans insamlade fran bagarnattskatta (NN),
potatis och bégarnattskatta (PN) och potatis (PP) i potatisblad. Medelvarden
betécknade med samma bokstav ar inte signifikant skiljda. (Students T) P=0,0029

Nar isolatkorsningarna har testats pa potatisblad har korsningarna dar isolaten av bada
parningstyperna samlats in fran potatis, (PP), producerat minst antal oosporer och (NN) flest
(fig.3). Oosporproduktionen fran korsningarna (NP) och (NN) &r inte signifikant skiljda fran
varandra men skiljer sig signifikant fran korsningarna (PP). Aven antalet oosporer fran

korsningarna (NN) och (PP) ar signifikant skiljda fran varandra.
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Fig. 4. Medelvardet och 95 % konfidensintervall for antalet oosporer/cm? som
bildats av korsningar av isolat av P. infestans som samlats in fran bagarnattskatta
(NN), potatis och bagarnattskatta (PN) och potatis (PP) i blad fran
bagarnattskatta. P=0,0848



Liksom i potatisbladen har korsningen (NN) det hogsta medelvardet for antalet bildade
oosporer per cm? i bagarnattskattablad (fig. 4). Korsningen (PN) &r den korsning som i
bégarnattskatta har bildat minst antal sexuella sporer. Medelantalet oosporer i de tre

grupperna av isolatkorsningar &r inte signifikant skiljda fran varandra.
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Fig. 5. Korrelation mellan antal oosporer/cm?® och beraknad lesionsstorlek for isolatet med kortast
latenstid nar det andra isolatets latenstid gatt ut for alla isolatkorsningar av isolat av P. infestans pa bade
potatis (Pot) och bagarnattskatta (NS).

Diskussion

Resultatet visar att bagarnattskatta ar mottaglig for infektion av P. infestans och att oosporer
kan bildas i dess blad under gynnsamma betingelser. Det visar ocksa att isolatens formaga att
bilda oosporer varierar beroende pa isolatens ursprung. I fig. 2 syns det att isolatens ursprung i
det hér forsoket har haft en stor betydelse for om isolatkorsningarna har kunnat bilda oosporer
eller inte. Alla isolatkorsningar dar bada isolaten samlats in fran bagarnattskatta bildade
oosporer i bada testplantorna. De isolatkorsningar dar ett eller tva av isolaten samlats in fran
potatis lyckades inte i lika stor utstrackning bilda oosporer i bada testplantorna. 66 % av de
isolatkorsningar med ett isolat fran potatis och ett fran bagarnattskatta bildade oosporer i bada
testplantorna. Endast 50 % av korsningarna dar bada isolaten samlats in fran potatis bildade
oosporer i bada testplantorna. Antalet oosporer som bildats per cm? potatisblad ar hogre for

korsningar dar ett eller tva av isolaten samlats in fran bagarnattskatta &n nar bada isolaten som
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korsats samlats in fran potatis (fig. 3 & 4). Isolaten som samlats in fran bagarnattskatta bildar

mer oosporer an isolat som samlats in fran potatis nar de infekterar potatis.

Isolatens latenstid och lesionstillvaxthastighet skiljer sig at beroende pa vilken vardvaxt
isolatet testats pa (Gronberg et al., 2011). De skiljer sig dessutom at beroende pa om isolatets
ursprung ar potatis eller bagarnattskatta. Eftersom dessa egenskaper skiljer sig at beroende pa
isolatens ursprung skulle det kunna innebéra att skillnader i lesionstillvéxthastighet och
latenstid mellan isolaten som korsas kan paverka korsningens formaga att bilda oosporer. Fig.
5 visar att skillnaderna i latenstid och lesionstillvaxthastighet mellan isolaten inte verkar spela
nagon roll for hur mycket oosporer som bildas av korsningarna. De tva korsningarna som i det
har forsoket inte har gett upphov till nagra oosporer har inte utmarkande skillnader i latenstid
och lesionstillvéxthastighet jamfort med andra isolatkorsningar av samma typ. Att de inte har
bildat oosporer beror alltsa med storsta sannolikhet pa nagot annat.

Eftersom isolatens latenstid och lesionstillvéxthastighet inte matts upp under det har forsoket
finns det en stor risk for att de verkliga latenstiderna och lesionstillvaxthastigheten avviker

fran de beréknade.

Det &r inte helt otroligt att isolat som isolerats fran bagarnattskatta & mera gynnade av att
bilda oosporer jamfort med isolat som véxer pa potatis eftersom bagarnattskattan inte har
vegetativ forokning med knélar till skillnad fran potatisen. Pa grund av detta finns alltsa inget
annat alternativ an att bilda oosporer for att 6verleva vintern for P. infestans som véxer pa

bégarnattskattan.

Att oosporer kan bildas av P. infestans som infekterat b&garnattskatta och att isolatens
ursprung verkar ha betydelse for isolatkorsningarnas formaga att bilda oosporer innebér att
bégarnattskattan kan bidra till 6kade problem med bladmdgel i potatis. Nar potatis inte odlas
pa ett falt kommer antalet oosporer i marken att minska med tiden. Om bladmdgelsmittad
bagarnattskatta finns i faltet under de ar potatis inte odlas kan markforradet av oosporer
kontinuerligt fyllas pa med oosporer som bildats i bagarnattskattan. Allt eftersom tiden gar
kommer oosporerna som bildades i potatis att minska i antal medan nya oosporer
kontinuerligt bildas i bagarnattskatta. Det leder till att den dvervdgande mangden oosporer i
vaxtfoljder med langa uppehall mellan potatisgrédorna troligen kommer att harstamma fran
bladmogel som vaxt pa bagarnattskatta. Det innebar att bagarnattskattan skapar ett
selektionstryck som gynnar isolat av P. infestans som trivs pa bagarnattskatta. Dessa isolat har

visats vara mer aggressiva an de isolat som vaxer pa potatis (Gronberg). Att bagarnattskattan
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bidrar till 6kad oosporbildning och dessutom bidrar till att fylla pa forradet av oosporer i
marken innebar det att bagarnattskattan okar risken for tidiga angrepp fran oosporer i
potatisodling och pa flera satt bidrar till att 6ka den sexuella reproduktionen av P. infestans.
Okad sexuell reproduktion ékar den genetiska variationen inom populationen (Mcdonald &
Linde 2002). Okad genetisk variation hos P. infestans okar risken for att patogenen ska
utveckla fungicidresistens eller bryta grodans resistensegenskaper. Klimatet forutspas bli
varmare i framtiden och detta kan medftra att bagarnattskattans utbredningsomrade utokas
norrut (Eckersten et al., 2007).

For att vidare faststalla bagarnattskattans faktiska betydelse i svensk potatisodling ar det
viktigt att avgdra om de oosporer som bildas av isolat med olika ursprung ar olika benégna att

skapa nya infektioner.

Om det har forsoket skulle upprepas igen skulle jag vara mer noga med att placera alla
sporangiesuspensioner pa samma avstand fran varandra och att méata latenstid och
lesionstillvaxt pa de bada isolaten i korsningen for att fastsla huruvida dessa faktorer paverkar

korsningarnas formaga att bilda oosporer.

Slutsats

Bagarnattskattan kan alltsa bade oka risken for marksmitta, minska effekten av en god
vaxtféljd och dessutom skapa ett selektionstryck som kan komma att gynna mer aggressiva
fenotyper av P. infestans. Oosporbildning innebar ocksa 6kad genetisk variation och darmed
en storre anpassningsformaga hos patogenen. Sammantaget kan bagarnattskattans inverkan
innebéra svarare forutsattningar for potatisodlare med okad besprutning, stérre kostnader och
mindre skdrdar med samre kvalitet som foljd. Det verkar som att kontroll av bagarnattskattan

kan vara en viktig pusselbit i en integrerad strategi for kontroll av potatisbladmdgel.
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