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Sammanfattning

Lagersjukdomar orsakade av olika svamparter ar en av de viktigaste anledningarna till att
appelodlingar har ett betydligt storre bortfall av forsaljningsbar frukt. Detta beror pa att det
inte ar tillatet att behandla frukt med fungicider efter skord och antalet tillatna fungicider, for
anvandning fore skord, har minskat. Malsattningen for detta projekt har varit att undersoka
om man kan utveckla ett biologiskt preparat med bioaktiva &mnen for att motverka svamp. Ett
antal forsok utfordes for att undersoka hamningseffekten fran fyra olika bioaktiva amnen pa
svampangrepp i applen (In vivo) och pa tillvaxten av tva patogener (Penicillium expansum
och Neofabraea sp.) (In vitro). Behandlingarna minskade tillvaxten av mycelium for bada
patogener. Citral, eugenol och thymol-l6sningar hade hogre hdmningseffekt &n mentol-
I6sning. Behandlingar med bioaktiva &mnen gav olika grader av skydd mot svampangreppen
som orsakades av inokulering frukt med bada patogener. Thymol hade den basta effekten.

Abstract

The Swedish fruit production is facing major problems with the profitability partly because of
a significant amount fruits spoiled due to pathogens, developing during storage. It is not
allowed to treat the fruit with fungicides after harvest while in recent years the number of
allowed pre-harvest fungicides has decreased, and further limitations of fungicides are
expected in the Baltic Sea region, where the most of the Swedish commercial fruit orchards is
situated. Since pre- and post-harvest application of fungicides is totally prohibited in the
organic production, problems with storage diseases become even more severe. Therefore it is
necessary to develop new alternative and environmental friendly treatments, so called natural
fungicides.

A number of experiments were achieved to investigate inhibition effect of different bioactive
compounds (Citral, Thymol, Eugenol and Menthone) on fungal decay in apples, caused by
Penicillium expansum and Neofabraea sp., (in vivo) and on the growth of their mycelium (in
vitro). The treatments decreased the growth of the mycelium of both pathogens. Citral,
eugenol and thymol showed greater inhibition effect than menthone. Treatments with these
four bioactive compounds gave various degrees of protection against fungus in inoculated
apples with the two pathogens. Thymol had the best effect.



Bakgrund

| Europa har svampsjukdomar ¢kat betydligt under de senaste decennierna, sannolikt pa grund
av den globala uppvarmningen (Amiri et al. 2008; Weber och Roland 2009). Dessa skador ar
en av de vasentliga anledningarna till att den svenska fruktproduktionen star for allvarliga
ekonomiska problem (Jonsson och Nybom 2008, Tahir och Nybom 2008, Jonsson et al.
2010). Déarfor kan vi forvanta oss allt storre problem i Sverige medan klimatet har blir
varmare och eventuellt ocksa mer fuktigt under vegetationsperioden.

Lagersjukdomen som tidigare kallades gloeosporiumréta &r den farligaste svampen som
orsakar de storsta forlusterna hos Svenska dpplen (Tahir, 2006). Nyligen visade en studie att
det mesta av gloeosporiumrotan kan orsakas av en av de tre viktigaste svamparterna;
Neofabrea perennans, Neofabrea alba eller Neofabraea malicorticis (Spotts, et al. 2009).
Dessa svamparter angriper frukten redan i odlingen och orsakar sma doda flackar pa skalet
som sprider sig in i frukten under fuktigt vader. Sporerna ligger latenta i lenticellerna eller
som sar pa skalet innan de borja vaxa nar frukten har natt en viss mognadsfas i lagret. Frukter
ar mest mottagliga for angreppet strax efter blomning och kénsligheten minskar under
sommaren for att ater 6ka nagot, narmare skorden. Om blommorna infekteras kan sjukdomen
utvecklas under odlingssasongen men smittan kan ocksa ligga latent och utvecklas forst nar
frukten ligger i lagret (Mari et al. 2002; Weibel et al. 2005). Gronmdgel gar dven under
bendmningen mjuk rota och orsakas av svampen Penicillium expansum, som vanligtvis
upptrader i slutet av lagringen. Angripna flackar pa frukten far en gron-bla farg, darefter blir
rétorna pa roda frukter ljusbruna och gula frukter far gron-brun till mérkgul rota. Nar det
infekterade omradet borjar bli mjukt s& utvecklas rétan snabbt och hela frukten blir forstord.
Under fuktiga forhallanden bildas massor av blagrona konidier pa fruktskalet. Sporerna hos
denna mycket aggressiva svampsjukdom sprids via luften.

Neofabraea sp. Colletotrichum acutatum Monilia sp. Penicillium expansum

| Sverige ar det inte tillatet att behandla frukten med fungicider efter skord. Nyligen, har
antalet tillatna fungicider for anvandning fére skord &aven minskat, och ytterligare
begransningar vantas for vattenskyddsomraden i stora delar av Osterlen dar de flesta av de
kommersiella svenska fruktodlingarna ligger. Darutdver har Jordbruksverket, i enlighet med
EUs direktiv, beslutit att alla odlare i landet ska, fore ar 2014, antingen tillampa principerna
for integrerat véaxtskydd eller odla enligt principerna for ekologisk produktion. Saledes kan,
nya alternativa och miljovanliga behandlingar (sa kallade "naturliga" fungicider), kraftigt
minska efterskordeforlusten och oka Ionsamheten for den enskilda odlaren och darmed stérka
svensk frukts konkurrenskraft pa marknaden.

Nagra bioaktiva foreningar kan hamma tillvéxten av svamp hos apple och paron (Tsao och
Zhou 2000, Plotto et al. 2003, Mari et al. 2002, 2008, Neri et al. 2006, 2007, 2009). De flesta
vaxtoljor, fran kryddor och orter, som ofta anvéands i var dagliga kost kan ocksa hamma



svampangrepp. Eugenol &r den mest aktiva komponenten mot B. cinerea, M. fructigena, P.
expansum, och P. vagabunda hos &pple. Tillampningen av eugenol preparerad med uppvarmt
lecitin kan bli ett framgangsrikt alternativ till de traditionella fungicider som anvands i
appleodlingar (Ameri, et al. 2008). Trans- anethole, Carvacrol och Citral, har dven hammat
tillvaxten av gloeosporium, Neofabraea alba, i dpplen (Neri et al. 2006), liksom Chitosan och
etanol (Romanazzi et al. 2007).

Projektet syftar till att utveckla en effektfull, miljovanlig och kostnadseffektiv
bekampningsmetod mot lagringssjukdomar hos olika &pple- och péaronsorter. Malet for denna
forestudie ar att undersoka den hammande effekten fran nagra vaxtoljor framtagna fran olika
kryddor och orter (bl.a. kryddnejlika, timjan och pepparmynta) pa svampangrepp (Penicillium
expansum och Neofabraea sp).

Material och metod

2.1. Forsokslokal

Det experimentella arbetet inleddes sommaren-hdsten 2013 i SLUs laboratorium och
lagringsrum.

2.2. Behandlingar

Fyra bioaktiva &mnen Thymol, Mentol, Eugenol och Citral och tre 16sningsdmnen, Lecitin,
Tween 80 samt Etanol koptes fran SIGMA ALDRICH (Solkraftsvagen 14C
135 70 Stockholm). Behandlingslésningarna framstalldes enligt foljande:

- Eugenol-l6sning: 2 mg eugenol (99%) uppldstes i ml soja lecitin.

- Soja lecitinlésning: 50 mg/ml soja lecitin upplostes i lite etanol innan det blandades med
steriliserat vatten.

- Mentol-16sning: 1500 ul upplostes i en liter steriliserat vatten + Tween 80 (5%).

- Tween 80 I6sning: en liter steriliserat vatten + Tween 80 (5%).

- Thymol I6sning: 30 mg thymol (99,5%) uppléstes i en liter etanol (95%).

- Etanol: 95%.

- Citral 16sning: 200 pl uppléstes i en liter etanol (95%).

2.3. In vitro undersokning

Patogenerna (P. expansum och Neofabraea sp.) isolerades fran naturligt infekterade applen
som uppvisade typiska symptom for gronmogel och lagringssjukdomar. P. expansum odlades
i PDA under tva veckor vid 24 °C, rena kolonier lagrades vid 4 °C. Neofabraea spp odlades i
MEA under tre veckor vid 20 °C, rena kolonier lagrades vid 4 °C. For fruktinokulering togs
konidiesporer fran P. expansum och Neofabraea spp. kolonier och suspenderades i 5 ml sterilt
destillerat vatten innehallande 0,05% (v/v) Tween 80. Suspensionen filtrerades genom fyra
lager av sterilt filterduk och spaddes ut till en koncentration av 1x10° sporer mL™ (detta
bestdmdes med hjalp av en hemacytometer).

Tjugofyra Petri-plattor (90 mm i diameter), som innehaller 10 ml potatisdextrosagar (PDA),
framstalldes. Efter autoklavering och agar stelning, éverfordes en mycelium plugg (10 mm i
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diameter) fran aktivt vaxande P. Expansum kulturer, till mitten av var och en av dessa plattor.
Plattorna delades in i 8 grupper, tre block i varje grupp. Efter 3 timmar, behandlades
grupperna med olika I6sningar enligt tabell 1. Losningarna lades pa filterpapper som fastades
pa insidan av plattornas lock (bild 1).
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Bild 1. In vitro undersdkning

(P.e= Penicillium expansum;
N. = Neofabraea sp.)

Plattorna sl6ts sedan igen med locken och inkuberades i 24 °C under tva veckor.
Myceliumstillvéxten undersoktes och hamningseffekten fran de olika behandlingsamnena
beddémdes. Samma procedur upprepades med tjugofyra Petri-plattor (90 mm i diameter),
innehallandes 10 ml maltextraktagar (MEA), dar mycelium av Neofabraea sp. anvandes som
patogen istallet for P. expansum, och behandlades pa samma satt enligt tabell 1:

Tabell 1. In vitro behandlingar med olika &mnen

Platta nr. | Patogen Behandling Behandlingsmetod

1-3 P. expansum Kontroll Ingen

4-6 Losningsmedel | 10 ml av Tween 80-16sning
7-9 i PDA plattor Losningsmedel | 10 ml av soja lecitinlésning
10-12 Bioaktivt amne | 10 ml av Mentollésning
13-15 Losningsmedel | 10 ml etanol

16-18 Bioaktivt damne | 10 ml eugenol-lI6sning
19-21 Bioaktivt dmne | 10 ml thymol-lI6sning
22-24 Bioaktivt amne | 10 ml citrl-16sning

1-3 Neofabraea sp. Kontroll Ingen

4-6 Losningsmedel | 10 ml av Tween 80-16sning
7-9 I MEA plattor Losningsmedel | 10 ml av soja lecitinldsning
10-12 Bioaktivt dmne | 10 ml av Mentoll6sning
13-15 Losningsmedel | 10 ml etanol

16-18 Bioaktivt dmne | 10 ml eugenol-I6sning
19-21 Bioaktivt amne | 10 ml thymol-l6sning
22-24 Bioaktivt amne | 10 ml citrl-16sning




2.4. In Vivo undersokning

480 stycken ”Aroma” applen, som har lag resistens mot svampangrepp, plockades vid optimal
skordetid fran Kiviks odling, transporterades till Alnarp, tvattades med destillerat vatten och
delades i 16 grupper, med 3 upprepningar i varje grupp och 10 frukter i varje block:

- Varje frukt i grupp (1-8) inokulerades med 20 pl av P. expansum suspension, pa bade
den skuggiga samt soliga sidan av frukten.

- Varje frukt i grupp (9-16) inokulerades med 20 pl av Neofabraea spp. suspension, pa
bade den skuggiga samt soliga sidan av frukten.

Tre timmar efter inokulationen, behandlades grupperna med olika bioaktiva &mnen
(fumigation eller sprutning) enligt tabell 2.

Tabell 2. In Vivo behandlingar med olika &mnen

P. expansum | Neofabraea | Behandling Behandlingsmetod och koncentration

grupp Sp- grupp

1 9 Kontroll Ingen

2 10 Losningsmedel | Sprutning, 10 ml av Tween 80-16sning/ block
3 11 Losningsmedel | Sprutning, 10 ml av soja lecitinlésning/block
4 12 Bioaktivt &mne | Fumigation, 20 ml av Mentoll6sning/ block
5 13 Losningsmedel | Fumigation, 20 ml etanol / block

6 14 Bioaktivt dmne | Sputning, 10 ml eugenol-16sning/ block

7 15 Bioaktivt damne | Fumigation, 20 ml thymol-16sning/ block

8 16 Bioaktivt @amne | Fumigation, 20 ml citrl-l16sning/ block

Behandlingarna utférdes antingen genom sprutning eller genom ”gasning”. Inokulerad frukt
sprutades i en skal. "Gasningen” utfordes genom att inokulerad frukt placerades i en 250 mls
flaska (ett block i varje flaska) medan behandlingslosningen sprutades pa filterpapper som
fastades pa flaskornas sidor (bild 2).

Bild 2. In Vivo undersokning

Alla grupper lagrades efter behandlingen i vanlig kyllager vid 2 °C och 90% luftfuktighet.
Efter lagring undersoktes frukten och svampangreppen, svamptillvéxten kvantifierades och
definierades och resultaten analyserades statistiskt med MINITAB 16.




Resultat

3.1 Effekt av behandlingslésningar pa tillvaxten av mycel

Tillsatsen av bioaktiva amnen i petriskalar, resulterade i en samre myceltillvaxt under de
foljande tva-tre veckornas inkubation (bilder 3-6).

For P. expansum

Behandlingen med citral-16sning minskade tillvdxten av mycelium med 98%, medan
behandlingarna med eugenol- och thymol-I6sning minskade tillvéaxten med 90-92% jamfort
med kontrollen. Mentollésningen minskade ocksa tillvaxten av mycelium med 48%. Olika
I6sningsdmnen hade mycket mindre effekt dar tillvéxten inhibiterades med 4-12% jamfort
med kontrollen (Fig. 1).
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Fig.1. Effekten av behandlingar med olika bioaktiva- och lsningsdmnen pa tillvéxten av
mycelium fran P. expansum.

For Neofabraea sp.

Citral-, thymol- och eugenol-l6sning har nésta likartad positiv effekt, dar behandlingen med
dessa @&mnen minskade tillvaxten av mycelium med 96-98% jamfort med kontrollen.
Mentollosningen minskade ocksa tillvaxten men pa en mindre niva (86%). Bland olika
I6sningsdmnen visade etanol och lecitin en inhibitionseffekt (Fig. 2).
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Fig.2. Effekten av behandlingar med olika bioaktiva- och losningsamnen pa tillvaxten av
mycelium fran Neofabraea sp.
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Bild 3. Bioaktiva &mnen som minskar tillvaxten av mycelium i PDA.




Tween

Neofabraea spp. 2013

Bild 4. Bioaktiva &mnen som minskar tillvaxten av mycelium i MEA.

Kontroll Citral Tymol Eugenol Menton

Penicillium expansum 2013

Bild 5. Citral- och thymol-l6sningar som stoppade myceliumstillvéxten i PDA.

Menton Eugenol Tymol Citral Kontroll

Neofabraea spp. 2013

Bild 6. Eugenol, citral- och thymol-lésningar som stoppade myceliumstillvéxten i MEA.



3.2 Effekten av behandlingslésningar pa svampangrepp hos ”Aroma” dpplen:

Behandlingar med bioaktiva dmnen gav olika grader av skydd mot svampangrepp som
orsakades av inokulationen med P. expansum och Neofabraea sp. (bilder 7-8). Jamfort med
obehandlade frukter, inhiberades skador av gronmdgel med 17, 19, 25 och 44% for frukt som
behandlades med mentol-, eugenol, citral- och thymol-16sning. Bland lIdsningsdmnena hade
bara lecitin en positiv effekt, dar skadans diameter minskade med 27% jamfoért med
kontrollen (Fig. 3).
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Fig.3. Inverkan av behandlingar med olika bioaktiva- och losningsamnen pa svampangrepp
pga. inokulation med P. expansum

Bild 7. Citral-16sning utgjorde ett bra skydd mot gramdgel hos ”Aroma” applen.



Bioaktiva @mnen visade ocksa en inhibitionseffekt pa svampangrepp som orsakades av
Neofabraea sp. Thymol- och citral-l6sning inhiberade lagringssjukdoms skador med 60
respektive 58% jamfort med obehandlad frukt. Behandlingar med eugenol- och mentol-
I6sning hade néasta samma effekt, dar skadornas diameter minskade med 31%. Losningsamnen
visade pa en svag effekt (Fig. 4).
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Fig.4. Inverkan av behandlingar med olika bioaktiva- och ldsningsamnen pa svampangrepp
pga. inokulation med P. expansum

Kontroll Etanol Thymol

Bild 8. Thymol-lésning som utgjorde ett bra skydd mot gramdgel hos ”Aroma” applen.
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Slutsats

Ett antal forsok med sammanlagt 8 olika behandlingar, som sprutades pa frukter som strax
dessforinnan inokulerats med gronmogel eller Neofabraea, utférdes. Merparten av dessa
I6sningar har resulterat i signifikant minskade skador pa frukten jamfort med kontrollfrukt
som inte behandlats.

Bioaktiva amnen har visat god formaga att begransa saval myceltillvéaxt in vitro som virulens,
hos konidiesporer, bildade pd mycel, i behandlade petriskalar.

Innan man kan initiera ett mera storskaligt utvecklingsarbete av bioaktiva @mnen som
vaxtstarkande medel for kontroll av lagringssjukdomar, maste man &ven ha data fran
faltforsok. Det ar ju viktigt att ta reda pa i vilken man som bioaktiva &mnen kan skydda dven
frukter med naturliga svampinfektioner, och om en applicering i falt kan ge skydd i flera
veckor/manader senare under lagringsperioden.
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