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Cercospora —fran

Cercospora beticola har pa
kort tid blivit en stor utma-
ning for svensk sockerbets-
odling. For att méta hotet
kravs inte bara toleranta sor-
ter, utan aven metoder for
att 6vervaka hur svampen
utvecklar resistens mot vara
fungicider. | mitt examens-
arbete har fokus legat pa att
utveckla just dessa verktyg
tilsammans med NBR i
deras labb.

En stor del av utmaningen med
just Cercospora ligger i svam-
pens biologi. Det dr en sa kallad
polycyklisk svamp vilket inne-
bér att den hinner med flera
infektionscykler under samma
sdsong. Fran att en svampspor

‘.

landar pa ett friskt blad till att
nya bladflickar med nya sporer
bildas kan férloppet ga myck-
et snabbt, speciellt under var-
ma och fuktiga férhallanden.

I kombination med att vi frek-
vent anvinder fungicider med
samma verkningsmekanismer
skapas ett hogt selektionstryck.
Detta medfor att den latt mu-
terar och skapar fungicidresis-
tens. Diarfor har NBR och jag

i mitt examensarbete utveck-
lat metoder for att undersoka
fungicidresistens i deras labb.

Metoder for resistenstest
Fenotypiska metoder under-
s6ker svampens kinslighet ge-
nom att méta hur dess tillvixt
hidmmas i labbet. Genotypiska

Fungicidresistenstest pa agarplattor. Agarplattor med fem olika koncentrationer av mefentriflu-
konazol (0; 0,01; 0.1; ;10 mg/1). De tvé isolaten pa bilden uppvisar olika kanslighet mot fungiciden.
Isolatet pa den 6vre bilden &r kansligt och isolatet pa den nedre bilden &r resistent.

metoder letar istéllet efter spe-
cifika mutationer i svampens
DNA som ir direkt kopplade
till resistens.

Hos Cercospora iar denna
uppdelning viktig da resistens-
mekanismerna skiljer sig at. For
strobiluriner, som exempelvis
Comet Pro, ir resistensmeka-
nismen hos Cercospora kvalita-
tiv — en punktmutation ricker
for att ge fullstindig resistens.
For triazoler &r resistensme-
kanismen hos Cercospora dér-
emot kvantitativ - dd samver-
kar flera resistensmekanismer,
vilket ger en gradvis minskad
kinslighet mot fungiciden.

Vad testades i labbet?

Tre triazoler testades: mefen-
triflukonazol (Revyona), dife-
nokonazol (del i Amistar Gold)
och protiokonazol (Proline och
del i Propulse). Aven tva stro-
biluriner: pyraklostrobin (Co-
met Pro) och azoxystrobin (del
i Amistar Gold) samt SDHI-de-
len fluopyram i Propulse. Ut-
vecklingen av metoderna i lab-
bet togs fram med inspiration
fran vetenskapliga studier och
etablerade metoder som an-
vinds i andra ldnder. Jag ut-
virderade foljande tre tillviga-
gangssitt.

Agarplattmetoden

Metoden fungerar genom att
odla svampen pa fasta agar-
plattor med olika koncentratio-
ner av fungiciderna. Genom att
mita svampens radiella tillvixt
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kan vi berdkna ett EC50-virde,
alltsa den koncentration som
krévs for att himma svampens
tillvixt med 50 procent. Me-
toden ér stabil och ger tillf6r-
litliga métresultat. Den storsta
nackdelen ir att den ér ganska
tidskrévande, eftersom plat-
torna maste vixa till i 20 dygn
innan de kan lidsas av.

Mikrotiterplattmetoden
Denna metod innebir odling i
flytande medium i plattor med
96-brunnar. Istéllet for att méita
med linjal méts hdar svampens
tillvéxt fran sporer eller mycel
genom optisk densitet (OD) med
en spektrofotometer som lidser
av vitskans grumlighet.

Varje brunn innehaller
svamplosning och en viss kon-
centration fungicid, precis som
med agarplattmetoden. Den
stora fordelen ir tidsbespa-
ringen, mikrotiterplattorna &r
fardiga for avldsning redan ef-
ter fyra dygn, tar mindre plats
och krdver mindre arbete per
upprepning. Nackdelen &r att
metoden, i sitt nuvarande ut-
forande pa NBRs labb, uppvi-
sade lite for stor métvariation
och gav instabila resultat. Med
lite finjusteringar kommer den
troligen att ge lika sédkra resul-
tat som agarplattmetoden, men
mer effektivt.

Molekylara analyser

Som ett komplement till de fe-
notypiska testerna i NBRs labb
undersokte jag, pa SLU i Upp-
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Plattgjutning. Har gjuter jag agarplattor till plattmetoden i NBRs labb. Nar agarlésningen ar varm
ar den flytande och kan héllas i skalarna. Nar losningen svalnar stelnar den och svampen kan sedan
véxa ovanpa agarn.
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sala, punktmutationen G143A
som orsakar fullstindig resis-
tens mot strobiluriner (Comet
Pro). Sekvensering ér vildigt
effektivt nér just resistens mot
strobiluriner ska testas. Resul-
taten fran sekvenseringen visa-
de att alla utom ett av de 43 tes-
tade isolaten bar pa mutationen.
Dirmed gar det att konstatera
att det finns utbredd fungicid-
resistens i odlingslandskapet.
Metoden dr ddremot svarare att
applicera for DMI-fungicider,
dér kénsligheten styrs av mer
komplex samverkan av flera oli-
ka gener (kvantitativ resistens).

Slutsatser fran labbet
Resistenstesterna visade att
det fanns utbredd resistens
mot strobiluriner och minskad

kénslighet mot triazoler i de
isolat som samlats in i Sveri-
ge och Danmark 2024-2025.
Mitt arbete har lagt en grund
for hur NBR kan testa fungi-
cidresistens i labbet. Det dr
viardefullt eftersom det skapar
mojlighet att snabbt utvirdera
enskilda isolats kédnslighet mot
fungicider men dven effekten
av eventuella nya produkter
mot Cercospora for att skapa
underlag infor faltforsok.

En larorik resa

Att skriva mitt examensarbe-
te tillsammans med NBR med
Louise Holmquist som hand-
ledare har varit vildigt roligt
och ldrorikt och jag vill rikta
ett stort tack till NBR for all
hjilp och f6r den mojligheten.
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At
Mikrotiterplatta. Med sina 96 brunnar som
inkuberas i fyra dygn mojliggors snabbare och

effektivare analyser.

Som ni kanske lédste i Betodla-
ren nummer 12026 sa ir jag nu
fardigutbildad agronom och
bérjar arbeta pd NBR i som-
mar. Jag ser fram emot att viixa
in i min nya roll pa NBR och att
bland annat fortsétta utveckla
resistenstesterna.

Carl-Hugo Jonsson
NBR Nordic Beet Research
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