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Forord

Under 1989 pédborjades ett samarbetsprojekt
mellan institutionen for teknisk mikrobiologi vid
Lunds universitet, institutionen for véxt- och
skogsskydd vid Sveriges lantbruksuniversitet,
Skénska lantménnen och Ewos AB.

Avsikten var att testa olika kitosanpreparats
effekt mot olika vixtskadegorare. Institutionen
for teknisk mikrobiologi vid Lunds universitet,
som var initiativtagare till projektet, bistod med
olika kitosanpreparationer framstillda genom
odling av svampar ur slidktet Absidia. Institutio-
nen for teknisk mikrobiologi forsdg oss dven med
sd stora mingder kitosan att faltforsok kunde
genomforas, av sdvil inst. for vixt- och skogs-
skydd som Skénska lantminnen och Ewos AB.
Aven utlindska handelspreparat av kitosan an-
vindes i projektet.

Forsoksmén/forskare inom institutionen for
vixt- och skogsskydd vid Sveriges lantbruksuni-
versitet medverkade med laboratorie- och vixt-

husundersokningar inom sina respektive omra-
den. En relativt bred “screening” av kitosans
effekter kunde sdledes genomforas. I detta num-
mer av Viixtskyddsnotiser redovisas framkomna
resultat. Hir redovisas ocksd resultatet av en
genomgang av litteraturen om kitosan och dess
effekter mot viixtskadegtrare och dess férmoda-
de roll i det komplicerade samspelet mellan vixt
och vixtskadegorare.

Tack! Alla medverkande och Skéanska lantmén-
nen och Ewos AB som finansierade projektet.

Alnarp i november 1991

Lars Wiik

Forsoksledare vid forsoksavdelningen for svamp-
och bakteriesjukdomar

Institutionen for vixt och skogsskydd, SLU
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Kitosan, den deacetylerade formen av kitin, ir en polymer bestaende av D-glukosaminenheter. Kitosan
forekommer framforailt i cellviggarna hos svampar av klassen Zygomycetes. Idag framstills kitosan genom
deacetylering av kitin, men det &r dven mojligt att fermentativt producera kitosan genom odling av svampar
ur klassen Zygomycetes. Kitosan anviinds framforallt som flockuleringsmedel vid vattenrening men manga
potentiella anvéindningsomréden finns. Kitosan #r biologiskt nedbrytbart och 1igtoxiskt. Renhet, polymeri-
sations-, deacetyleringsgrad och kemisk modifiering bestimmer kitosanets egenskaper.

Kitosan himmar tillvixten av manga svampar in vitro. Kitosan aktiverar/inducerar forsvarsmekanismer
i viixter. Enligt vissa teorier forklaras kitosanets roll som resistensfaktor genom paverkan pa vixtens
kromosomer medan andra anser att endast membranfunktionen paverkas. I faltforsok med kitosan ir det
framforallt betning av utsidet med kitosan som givit positiva effekter.

Som en inledning till de i detta nummer redovisa-
de rapporterna om kitosans effekter mot viixtska-
degorare gors hir en litteraturgenomgéng av kito-
sans forekomst, egenskaper, framstillning, ef-
fekter mot vixtskadegorare och dess formodade
rollidet komplicerade samspelet mellan viixt och
vixtskadegorare.

Cellvaggar

cellulosa, kitin och kitosan
Cellulosa och dess anvindningsomriden ér vil-
kéinda. Cellulosa ir den vanligaste polysackari-
den i naturen, som strukturelement i véxternas
cellviggar. Tri bestér till 50 % av cellulosa och
bomull till nédstan 100 %. En stor del av kolet i
biosfiren utgors av cellulosa. Cellulosa hydroly-
seras av cellulaser till D-glukos. Kitin dr en annan
mycket rikligt forekommande polysackarid i na-
turen, den vanligaste efter cellulosa. Kitin #r ett
av de viktigaste strukturelementenihérdare delar
av leddjur, t.ex. kriftdjur och insekter, och i
svampars cellviiggar. Kitin 4r en polymer av
aminosockermolekyler dir N-acetyl-D-glukosa-
min utgdr molekylenheten eller den repeterande
lanken i kedjan. Kitosan, den deacetylerade for-
men av Kkitin, dr en polymer bestiende av D-
glukosaminenheter. Justskillnadeni antal acetyl-
grupper bidrar till skillnader i egenskaper hos
kitin och kitosan. Kitosan férekommer framfo-
rallticellviggarna hos svampar av klassen Zygo-
mycetes.

Svampars cellviggar bestdr i regel av poly-
sackarider till 80-90 %, uppbyggda av nigon av
minst elva monosackarider, Det dr framforallt D-

glukos, N-acetylglukosamin och D-mannose som
finns i de flesta svampar. I manga svampar utgér
kitin och cellulosa den birande eller ”skelettarta-
de” delen av cellviggen menidenidvrigt amorfa
substansen finns olika dmnen. Cellviggens kemi
har utnyttjats vid den taxonomiska uppdelningen
av svampar. Sdlunda har Bartnicki-Garcia (1968)
delat upp svampar i tta kategorier. Qomycetes
tilthér kategorin med cellulosa - B-glukan, Zygo-
mycetes Kitosan - kitin och Ascomycetes katego-
rin med kitin - B-glukan i cellviggen. Genom att
cellviiggen “manipuleras” kan den utnyttjas for
en rad olika syften, t.ex. vid det komplicerade
samspelet mellan vixt och vixtskadegorare. Cell-
viggen bor sdledes betraktas som en motesplats
och inte en rigid struktur.

Aven vixtens cellvigg drnaturligtvis av intres-
se i interaktionen patogen/icke patogen och viixt,
Vid dettaméte sker biokemiska férandringar som
dgnats uppmérksamhet av olika forskargrupper
och som fortfarande ér ett omréde dir ytterligare
forskning/kunskap behdvs (se tex. Bailey &
Deverall, 1983; Wiik, 1983). Kolhydraterna
{bland annat fragment av polysackarider) i viix-
tens cellviigg utgdr en oerhort stor resurs av
kemiska signalsubstanser som dr foremal for in-
tensiv forskning (Albersheim, Darvill, Sharp,
Davis & Doares, 1986; Bacic, Harris & Stone,
1988). I detta sammanhang 4r det intressant att
notera att vixter innehéller kitinaser och kitosa-
naser som kan fungera i forsvaret mot svampar
(Toppan & Roby, 1982; Walker-Simmons &
Ryan, 1984; Boller, 1986; Roby, Toppan & Es-
querré-Tugayé, 1986).
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Kitin och kitosan

Egenskaper

Kitin dr svérlosligt. Kitosan dr ddremot 16sligt i
svaga syror. Kitosanets positivt laddade amino-
grupper bidrar till dess anvindbarhet. Kitin, kito-
san och derivat av dessa utgor ett komplex av
foreningar. Bland annat renhet, polymerisations-
och acetyleringsgrad samt kemisk modifiering
bestiémmer deras egenskaper. De ir biologiskt
nedbrytbara och lagtoxiska. Bland egenskaperna
mirks flockulerings- och koaguleringsforméaga,
adhesionsforméga, metall-, vatten- och fettab-
sorptionsférmaga, emulgeringsforméga, sirldkan-
de forméaga, och formiga att lAngsamt och kon-
trollerat leverera dmnen. Dessa egenskaper ut-
nyttjas redan till viss del men ménga potentiella
mojligheter finns (se t.ex. Hansson, 1986; Skjak-
Braek, Anthonsen & Sandford, 1989 och Wil-
kins, 1978).

Kitosan

Framstallning

Kitosan framstills industriellt, framforallt i Ja-
pan och USA, genom deacetylering av kitin i
krabb- och rikskal. Natriumhydroxid hydrolyse-
rar N-acetylbindningarna och efter skéljning, pH-
justering och avvattning erhélls kitosan.

1Japan framstills ca 500-1 000 ton kitosan per
ar. Storre delen anviinds som flockuleringsmedel
vid vattenrening (Hirano, 1989). I USA fram-
stdlldes &rligen drygt 100 ton av rester frin rakfis-
ket i slutet pd 1970-talet (Muzzarelli, 1978). Vid
industriell framstillning sker stora strukturella
fordndringar av kitosanet vilket kan ge produkten
olika egenskaper. Detta kan forklara avvikande
resultat mellan t.ex. olika vixtpatologiska un-
dersokningar. Forbittrade metoder for framstill-
ning av kitosan har nu framtagits (Bade & Wick,
1988).

Ett annat sétt att framstélla kitosan sker genom
odling av svampar ur klassen Zygomycetes. Si-
lunda har kitosan framstillts pa laboratorium ur
Mucor rouxii, en art inom ordningen Mucorales
(White, Farina & Fulton, 1979). Flera andra arter
inom ordningen Mucorales, bland annat 25 arter
av Absidia spp., har testats (Shimahara, Takiguc-
hi, Kobayashi, Uda & Sannan, 1989). I Sverige
har Davoust (1991) undersokt formagan hos Ab-
sidia repens och Absidia coerulea att producera
kitosan i fermentor.

Vaxtskadegorare

Betning av utside och sprutning med kitosan
utvunnet ur krabbskal (Bioshell, Inc., Albany
Oregon) utfordes under fem &r i faltforsok med
host- och varvete, 4drt och linser (Hadwiger, Fris-
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tensky & Riggleman, 1984). Sprutning med kito-
san hade endast liten effekt pd mjoldagg i 41t och
effekterna pa gulrosti vete, Puccinia striiformis,
var motsidgelsefulla och oftrutsidgbara. Under
vissa forhéllanden kunde dock en minskning av
angreppet av gulrost iakttagas. Sprutning gav
ibland en fytotoxisk effekt. Med betning erhéils
ddremot ofta 10-30 % skordetkningar. I detenda
forsoket somredovisasiuppsatsen, i hdstvetesor-
ten Daws, varierade skordedkningarna mellan 8-
21 % beroende pé dos. Dessa lonsamma skorde-
Okningar forklarades med att kitosan 6kade stré-
styrkan och eventuellt himmade striknickar-
svampen, Pseudocercosporella herpotrichoides
(Hadwiger, Fristensky & Riggleman, 1984).

Kitosan hdmmade tillvéixten av minga svamp-
arin vitro dock icke sddana som redan innehaller
kitosan (Allan & Hadwiger, 1979). 1 liknande
understkningar av Stdssel & Leuba (1984) och
Hirano & Nagao (1989), dér dven deacetylerings-
och polymerisationsgradens och nigra andra fak-
torers betydelse undersoktes, bekriftades kito-
sans forméga att hiimma flera olika svamparter.

Kitosans roll i samspelet vixt - patogen/icke
patogen uppfattas ofta som en viktig resistensfak-
tor. For kitosans del &r det troligt att den i likhet
med liknande substanser utldser en ospecifik
resistens (Bacic, Harris & Stone, 1988; Keen,
1986).

Kitosan Overtriffar ménga elicitorer (signal-
substanser som framkallar forsvarsmekanismer i
vixten) ndr det géller att framkalla lignifiering i
skadade blad av vete (Barber & Ride, 1988).
Formégan att framkalla lignifiering 4r troligen
beroende av deacetyleringsgraden (Barber, Ber-
tram & Ride, 1989). I samspelet mellan vete och
gulrost har kitosanliknande substanser iakttagits
(Hadwiger & Line, 1981).

Kitosan aktiverar/inducerar férsvarsmekanis-
mer i tomat. Andra polysackarider, t.ex. stirkel-
se, dextran samt disackariderna cellobios och
sukros har diremot ingen effekt (Walker-Sim-
mons & Ryan, 1984).

Kitosan inducerar bildningen av PAL (ett en-
zym som bland annat 4r involverat i syntesen av
lignin) och pdverkar bildningen av minst 20 an-
dra proteiner 1 drt, t.ex. kitinas. Kitosan liksom
den inkompatibla patogenen Fusarium solani f.
sp. phaseoli aktiverar resistensgener i drt (se t.ex.
Kendra, Christian & Hadwiger, 1989).

Kitosaningaricellviggarnaav ettflertal svamp-
ar inklusive Fusarium solani (Bartnicki-Garcia,
1968; Hadwiger & Beckman, 1980). Kitosanaser
(bryter nerkitosan men ej kitin), fran blad av korn
och tomat utsatta for stress, kunde lysera (upplo-
sa) sporer av Fusarium oxysporum f. sp. radicis-
Iycopersici, Verticillium albo-atrum och Ophios-
toma ulmi, Diremot lyserades inte sporer av
basidiomyceterna Ustilago maydis och Sclero-

derma aurantium och deuteromyceten Tricho-
derma sp. (Grenier & Asselin, 1990).

Kitosans paverkan pd samspelet virdviixt -
patogen/icke patogen har studerats for 4rt - Fusa-
rium solani f. sp. pisi/F. solani f. sp. phaseolis.
Hadwiger och medarbetare har foreslagit en mo-
dell hur detta samspel sker. Kitosan finns i smé
méngder i svampen (¥. solani). Vid kontakt med
vérdvéxten, drt, bryter kitinaser ner kitosanet i
fragment. Dessa kitosanfragment tillfors vird-
viixtcellen och kan dir paverka kromosomernas
struktur genom sin férméga att bilda komplex
med DNA. Vissa gener aktiveras ochmRNA frén
dessa medfor produktion av fenoliska substanser
(pisatin - en fytoalexin och ligninliknande 4m-
nen) och en dkad aktivitet av t.ex. kitinas varmed
svampens cellviiggar kan brytas ner. Men dven i
svampen anrikas kitosanfragment som medfor att
syntesen av RNA blockeras och cellernas livs-
duglighet minskar varvid tillviixten upphér (Had-
wiger & Loschke, 1981; Hadwiger, Kendra, Fris-
tensky & Wagoner, 1986; Hadwiger, Chiang,
Victory & Horovitz, 1989),

Andra teorier forklarar kitosans effekter pa
annat sitt. Som polykatjon binds kitosan till ne-
gativt laddade makromolekyler pd viirdvixtens
yta vilket foréindrar membranfunktionerna och
cellviiggarnas enzymsystem (Leuba & Stossel,
1986).

Kitosan okade genomslippligheten i bénors
cellmembran och inducerade resistens (Young,
Kohle & Kauss, 1982). Aven i #rt kade cell-
membranens genomslépplighet (Kendra & Had-
wiger, 1987) men resistens inducerades inte pa
grund av lickaget frin cellmembranen.

Kitosanbehandlade och obehandlade jordgub-
bar inokulerades med gramégel, Botrytis cine-
rea, och klittermégel, Rhizopus stolonifer. Efter
20 dagars lagring var de kitosanbehandlade jord-
gubbarna betydligt mindre ruttna. En trolig for-
klaring var att kitosanet orsakade intracellulirt
lackage i svamparnas celler och dirmed hindrade
deras tillvaxt (El Ghaouth, 1990).

Kitosan framkallade cellddd liknande en hy-
persensitiv reaktion och produktion av lignin i
celler av Pinus elliottii infekterade med en rost-
svamp, Cronartiumquercumf. sp. fusiforme (Les-
ney, 1989). I Pinus contorta, injicerad med kito-
san, Okade halten av monoterpener, substanser
som bidrar fill tallens forsvar mot skadegorare
(Miller, Berryman & Ryan, 1986).

Gallkvalstret, Eriophyes cladophthirus, anses
avge kitosan till virdvixten besksota, Solanum
dulcamara, och dirmed orsaka DNA-f6réindringar
som dr betydelsefullaisamspelet véixt - skadedjur
(Bronner, Westphal, & Dreger, 1989).

Effekten av D-glukosamin, byggnadsstenen i
kitosan, har studerats med avseende pa respira-

tion och jonabsorption pd avklippta rotter av vete
(Stenlid, 1954). En fytotoxisk effekt pa veterst-
terna forklarades med att jonabsorptionen och
upptagningen av syre himmades.

Tillviixten av rispatogenen (Rice blast) Pyricu-
laria oryzae (Kamimiya & Tanaka, 1982) och
Verticillium albo-atrum (White & Gadd, 1983)
hdmmades av glukosamin.

Tack
Tack till Prof. Goran Stenlid, prof. Vithelm Uma-

erus och Dr. Géran Hansson som granskade ma-
nuset.
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Absidia-svampar, vilka harkitosan naturligt forekommande i cellviiggen, odladesi fermentor. Cellviiggen
renades fram genom behandling av cellmassan med 1,0 M NaOH vid hog virme. I flera fall extraherades
kitosanet ut ur cellviiggen med 2% ittiksyra. Fyra olika preparationer tillverkades for applikationsférssk. En
analys gjordes pa en kommersiellt tillginglig kitosanprodukt, framstilld ur kitin frin krabba, med avseende
pa vilken syra och vilken koncentration som anvénts for att 16sa kitosanet.

Polysackariden kitosan bestar av kedjor uppbygg-
da av sockret glukosamin. Glukosamin har samma
struktur som glukos med undantag for hydroxyl-
gruppen pé kol nummer tvd som &r ersatt med en
amingrupp (Fig. 1). I N-acetyl-glukosamin, grun-
denheten i kitin, & denna amingrupp i sin tur
acetylerad.

I naturen forekommer kitosan endast i cellvig-
gen hos svampar, frimst inom klassen Zygomyce-
tes, medan kitin forekommer i skalen hos insekter
ochkriftdjur samticellviggen hos de flesta svamp-
ar.

Kitosan har bl. a. foljande egenskaper: Det ir en
naturlig, icketoxisk och biologiskt nedbrytbar po-
lyamin som ldser sigiorganiska syror vid pHunder
6,5 och faller ut vid basiskt pH. Den har reaktiva
aminogrupper och reaktiva hydroxylgrupper (pd
kol nr 3 och nr 6). I joniserad, 16st form, ir det en
polykatjon med hog laddningsdensitet och intera-
gerar med negativt laddade foreningar. En uppsjo
av tillimpningar finns foreslagna (Sandford, 1989).

Kitin dr déremot en ganska inert férening. Den
bildar strax efter syntetiseringen kristallina struk-
turer vilka tjénar som strukturelement hos svampar
och kriftdjur.

Figur 1. Strukturformel for kitosan.

Kitosan produceras f.n. industriellt ur ridk- och
krabbskal genom en serie kemiska processer som
omfattar proteinextraktion, demineralisering och
deacetylering av kitin till kitosan. Produktionen,
som framst dger rum i USA och Japan, dr av
storleksordningen 1000 ton/ar.

Om de foreslagna applikationerna finner anvén-
dare kan man forugse en betydande kning av
anvindningen av kitin-och kitosanforeningar, Och
vid okad efterfrigan pi kitosan kan produktion
genom submers odling av kitosaninnehéllande
svampar bli aktuellt. Till exempel genom fermen-
torodling av Mucorales-svampar vilka direkt ger
den Onskade slutprodukten - kitosan (White et al.
1979, McGahren et al. 1984, Shimahara et al. 1989
och Davoust 1991). Produktionen kan ske i dnskad
volym, man undviker den traditionella tillverk-
ningsprocessens beroende av nérhet till fiskeindu-
stri och den sdsongsmaissiga tiligdngen samt den
varierande kvaliteten pé avfallsrivaran.

Syftet med forsdken var att undersika vilken
praktisk effekt kitosan kan ha som véxtskyddsme-
del samt att se om det rider nigon skillnad mellan
skaldjursbaserat kitosan och naturligt svampkito-
san.
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Material och metoder

Referensmaterial
Som referensmaterial anvindes YEA!™ (Yield
Enhancing Agent, Bentech Laboratories Inc.), en
preparation av kitosan frén krabba, 2,5 % (25 g/D).
Infor beredningarna till faltforsdk analyserades
YEA! med avseende pa anvénd syra och koncen-
tration. YEA! spiddes till 1 % med destillerat
vatten och titrerades s4 att kitosanet foll ut. Super-
natanten analyserades med HPLC (Aminex HPX-
87H kolonn frin BIO RAD). Provet testades mot
bérnstensyra, malonsyra, mjolksyra, myrsyra, pro-
pionsyra och ittiksyra. 1% YEA! visade sig vara
16st1 0,3 % dttiksyra.

Odling

Absidia glauca och A. coerulea odlades i 10 och i
75 liters fermentorer pé ett medium bestéende av
glukos: 20 g/l, ammoniumsulfat: 11 g/l, jastextraki:
1 g/l, kaliumdivitefosfat: 3 gfl, magnesiumsulfat:
0,6 g/l och spardmnen. Luft inblastes med en liter
luft per liter medium och minut. pH holls konstant
vid 6,0 och temperaturen vid 25 *C. Fermentorerna
ympades med 2,0-107 sporer per liter.

Extraktion

Efter ca 40 h skordades odlingarna. De hade da
uppnadtt ca 10 g torr cellmassa per liter odlingsme-
dium, Cellmassan bestod av ca 20 % kitosan. Den
filtrerade cellmassan upparbetades i tvé steg. For
att avligsna lipider och proteiner autoklaverades
cellmassan i I M natriumhydroxid och filtrerades
och tvittades med 95 % etanol och destillerat
vatten. Denna fraktion kallades cellvigg. Kitosa-
net extraherades ut ur cellviggen genom att cell-
viigg blandades med 2 % dttiksyra i forhallandet
1:30 och vdrmdes till ca 90 °C under 3 h. Genom
centrifugering separerades icke 16st cellviggsma-
terial ifran, Supernatanten, med det 16sta kitosanet,
titrerades till pH 8,5 med natriumhydroxid varvid
kitosanet {61l ut. Kitosanet centrifugerades ifrdn
och tvittades med destillerat vatten, for att didrefter
frystorkas.

Beredning av forsoksmaterial.

Forsoksmaterial framstilldes i tvA omgéngar. 1
samtliga fall rordes frystorkat material utidestille-
rat vatten, varefter syran tillsattes och blandades till
dess att alla klumpar 16st sig. Nir blandningarna
losts titrerades de forsiktigt till pH 6.

Till laboratorieforsoken gjordes tre preparatio-
ner: A, B och C.

A. Kitosan frin A. glauca 16stes i 2 % ittiksyra
(0,3 M) till en koncentration av 10 g/l.

For att utréna om mjolksyra kunde paverka ef-
fekten av kitosan, gjordes tvd jamforbara prepara-
tioner med avseende pa syrakoncentration. Till
dettaanvindes cellviggsfraktionfrinbade A. glau-
ca (17 %) och A. coerulea (83 %). Dessa prepara-
tioner uppskattades innehélla ca 7 g kitosan/liter.

B. Cellvigg l6stes 1 2 % idttiksyra (0,3 M) till en
koncentration av 10 g/l.

C. Cellvigg lostes 1 3,3 % mjolksyra (0,3 M) till
en koncentration av 10 g/l.

D. Till filtforsoken producerades, frin A. glau-
ca, 6 liter kitosanpreparation 10st 1 0,3 % ittiksyra.

Den firdiga preparationen kom att innehalla
mycket celldebris, varfor det pd ett prov frén prepa-
rationen gjordes en kraftig centrifugering till dess
att en klar [6sning erhdlls. Kitosanet filldes ut ur
16sningen och analyserades gravimetriskt till 8 g /1.
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was extracted out of the cell-wall with 2% acetic acid. Four different preparations were produced for the
application experiments. An analysis of acommercial chitosan product, produced from chitin from crab, was
performed with regard to the type and the concentration of acid used for dissolving the chitosan.
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Tre kitosanpreparationer bendmnda A, B och C, framstillda ur svampar av sliktet Absidia, och ett
kommersiellt kitosanpreparat, YEA!, testades med avseende pa deras effekt p tillvixten hos fyra svampar,
Fusariuni oxysporum, Pythium sp., Trichoderma sp. och Mucor sp. Forsoken utfordes p4 laboratorium

under 1989,

Kitosanpreparationerna A, B och Chade vid enkitosankoncentration pi 0,07-0,1 mg/mlingen himmande
effekt pd Fusarium oxysporum och Trichoderma. Vid en 8kning av koncentrationen (0,7-5 mg/ml) skedde
en gradvis himning av tillviixten hos bida svamparna, kraftigast hos Trichoderma. YEA! hade dock effekt
redan vid ldgsta koncentrationen. Tillvixten hos Pythium gynnades vid de ligre koncentrationerna men
upphdrde helt vid den hogsta koncentrationen. Mucor himmades redan vid de ligsta koncentrationerna och
vid de htgsta upphorde tillvaxten. Av de fyra kitosanpreparaten var YEA! det som hade bisteffekt, genom
att himma svamparna redan vid relativt ldga koncentrationer.

Kitosan har ur vixtpatologisk synvinkel méinga
intressanta egenskaper. Forutom att kitosan tycks
inducera forsvarsmekanismer hos vixter, har det
1 flera undersékningar in vitro visat sig himma
tillviixten hos ménga svampar (Allan & Hadwi-
ger, 1979; Stossel & Leuba, 1984; Hirano &
Nagao, 1989; El Ghaouth, 1990). Vid forséksav-
delningen for svamp- och bakteriesjukdomar,
SLU, Alnarp, utfordes under 1989 ett antal labo-
ratorieforsok for test av olika kitosanpreparatio-
ners effekt pd ndgra svampar. Kitosanpreparatio-
nerna hade framstillts ur svampar av sliktet Ab-
sidia (Zygomycetes). Dessutom testades ett kom-
mersiellt kitosanpreparat framstéllt ur krabbskal.

Material och metoder

De kitosanpreparationer som ingick i forstken
var:

Kitosan A (kitosan frén Absidia glaucaldsti2 %
attiksyra, kitosanhalt 1,0 %)

Kitosan B (cellvigg fran A. coerulea (83 %) och
A. glauca (17 %) 16st i 2 % #ttiksyra, kitosanhalt
ca 0,7 %)

Kitosan C (cellvigg frin A. coerulea (83 %) och
A. glauca (17 %) 16sti 3,3 % mjolksyra, kitosan-
halt ca 0,7 %)

Samitliga varframstéllda vid KemicentrumiLund.
I forsoken ingick #dven ett amerikanskt kitosan-
preparat framstéllt ur krabbskal, YEA!™ (Yield
Enhancing Agent, Siegfried AG/SA ), innehal-
lande 2,5 % kitosan 1ost i 0,3 % dttiksyra (Da-
voust, 1991). Som jamforelse anvindes ocksa tva

fungicider, Benlate (benomyl 500 g/kg) och Aa-
terra (etridiazol 370 g/kg).

Svamparna som anvéndes i férsoken var Fusa-
rium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, Pyth-
ium sp., Trichoderma sp. och Mucor sp. Svam-
parna ympades iform av 5 mm mycelpluggari 50
mm petriskélar pa ett standardmedium’” fér svamp-
ar, till vilket de olika kitosanpreparationerna till-
satts. Ympning skedde ocksa pa obehandlat sub-
strat som kontroll. I forsoken med Fusarium
oxysporum och Pythium sp. ingick dven en fungi-
cidkontroll med Benlate resp. Aaterra. Varje for-
soksled omfattade 10 petriskdlar. De ympade
petriskdlarna inkuberades i bakteriologskap vid
25 °C. Tillvixten hos svamparna bedomdes ge-
nom mitning av svampkoloniernas diameter i
mm. Bedomningarna gjordes dagligen upptill 4
dygn efter ympningen.

Kitosanpreparationerna provades i olika kon-
centrationer med avseende pé kitosaninnehéll.
De koncentrationer av kitosan som privades var
for Kitosan A och YEA! 0,1, 1 och 5 mg/ml och
for Kitosan B och C 0,07, 0,7 och 3,5 mg/ml.
Koncentrationerna i fungicidkontrollerna var for
Benlate 0,06 % och for Aaterra 0,1 %. Forsoken

* Mediet dr av oként ursprung men anvindes
vid Viixtskyddsanstalten i Akarp och anvinds
fortfarande vid SLU Info/Vixtskydd for isole-
ring av svampar. Det innehdller 1 I kranvatten, 20
g agar (Oxoid), 22,6 g glukos, 5 g KNO,, 2,5 ¢
KH,PO, och 1,26 g MgSO, -7H,0. pH 5,8.
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med Fusarium oxysporum, Pythium sp. och Tric-
hoderma sp. utfordes tva ginger.

Resultat

Resultaten av forsoken med de olika svamparna
bearbetades statistiskt med variansanalys var for
sig. Resultaten av de tvd upprepade forsdken med
Fusarium oxysporum, Pythium sp. respektive
Trichoderma sp. visade sinsemellan si god kor-
relation (1 = 0,989, 0,971 resp 0,990) att medel-
vérden frén de tva forséken anvindes vid analy-
sen.

Tabell 1 visar tillvéixten i % av obehandlad
kontroll hos Fusarium oxysporum och Tricho-
derma sp. efter 2 dygn och hos de mer snabbvix-
ande svamparna Pythium sp. och Mucor sp. efter
1 dygn.

Kitosan A, B och Chade vid de l4gsta koncen-
trationerna (0,07-0,1 mg/ml) inte ndgon hdm-
mande effekt p& Fusarium oxysporum och Tric-
hoderma. YEA! diremot himmade tillvixten
hos béda svamparna vid en koncentration pi 0,1
mg/ml. Tillvixten hos Pythium gynnades kraftigt
av samtliga kitosanpreparationer i de ligsta kon-
centrationerna, en tendens som ocksé kan ses hos
Trichoderma vid behandling med Kitosan A och
B. Mucor var den enda svamp vars tillvixt ham-
mades redan vid de ligsta koncentrationerna. Nir
koncentrationen av kitosan tkades 10 ganger
(0,7-1 mg/ml) himmade samtliga kitosanprepa-
rationer tillvixten hos Fusarium oxysporum, star-
kast effekt hade YEA!.

Trichoderma himmades kraftigt vid en 6kning
av koncentrationen, Kitosan B hade dock ingen
effekt. Tillviixten hos Pythium gynnades fortfa-
rande av Kitosan B och C, Kitosan A himmade
tillviixtenndgot men YEA! gav starkast hdmning.
Hos Mucor gav Kitosan A och YEA! mycket
stark himning nér koncentrationen tkades till 1
mg/ml. Vid den hogsta kitosankoncentrationen
pa 3,5-5 mg/ml himmade samtliga kitosanprepa-
rationer tillvixten hos alla fyra svamparna. Hos
Pythium och Mucor upphorde tillvaxten helt och
dven Trichoderma himmades kraftigt vid dessa
koncentrationer.

Diskussion

Allan och Hadwiger (1979) undersokte kitosans
effekt pd svampar med olika bestdndsdelar i cell-
viggarna. Kitosan himmade tillvixten hos flera
vixtpatogena svampar t.ex. Pythium debarya-
num och Phytophthora cactorum med cellulosa/
B-glukan i cellviiggarna samt Fusarium culmo-
rum och Verticillium dahliae vars cellviggar
innehéller kitin/B-glukan. Kitosan hade ddremot
ingen himmande effekt p& svampar med kitosan
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Tabell 1. Effekter av nagra kitosanpreparationer pi
tillvéxten hos fyra olika svampar. Siffrorna anger till-
vixten i % av kontrollen efter 2 dygn (Fusarium och
Trichoderma) och efter 1 dygn (Pythium och Mucor).
— The effects of some chitosan preparations on the
growth of four different fungi. The figures indicate
growth in % of control after 2 days (Fusarium and
Trichoderma) and after I day (Pythium and Mucor).

Tillvixt i % av kontrollen. — Growth in %

of control.
Behandlingar
kitosan mg/ml
Treatments Fusarium  Pythium Tricho-  Mucor

chitosan mgiml oxysporum* sp.* derma sp.* sp.

Kontroll 100 a 100 g 100 b 100 a
Kitosan A

0,1 105 a 200 b 108 a 42 d
1 76 ¢ 86 h 12 f 19 e
5 33 g 0j 4 g 0f
Kitosan B

0,07 105 a 186 ¢ 108 a 50 cd
0,7 95 b 114 f 100 b 54 cd
3,5 48 f 0] 4 g 0f
Kitosan C

0,07 105 a 229 a 100 b 42 d
0,7 62 e 136 e 24 d 65 ¢
3,5 29 g 0j 4 g 35 d
YEA!

0,1 71 d 150 d 88 ¢ 81 b
1 33 g 36 i 20 e 4 f
5 33 g 0 j 8 fg 0f
Benlate

0,06 % 0 h - - -
Aaterra

0,1 % - 0j - -

* Medelvirden baserade pa tvé férsok med vardera 10 upp-
repningar. — Mean values based on two trials with 10 replica-
tes each.

Kolonidiameter i obehandlad kontroll: Fusarium oxysporum
21 mm, Pythium 14 mm, Trichoderma 25 mm, Mucor 26 mm.
— Colony diameter in untreated control: Fusarium oxyspo-
rum 2/ mm, Pythium 14 mm,Trichoderma 25 mm, Mucor
26 mm.

Medelvirden markerade med samma bokstav/bokstiver 4r ej
signifikant (p= 0,05) tskilda, enligt Student-Newman-Keuls
test. — Mean values followed by the same letter(s) are not
significantly different (p= 0.05) according to the Student-
Newman-Keuls test.

icellviggarna, diribland Mucor sp. och Rhizopus
nigricans (Zygomycetes). Allan och Hadwiger
anvinde koncentrationer av kitosan pa 0,008-1
mg/ml. De flesta Pythium-arter som ingick i
undersokningen hiimmades forst vid den hégsta
koncentrationen, medan Fusarium-arter himma-
des redan vid en 10 gnger ligre koncentration,
Aven i vart f6rsok krivdes en hog koncentration
for att himma tillvidxten hos Pythium. I motsats
till resultatet hos Allan och Hadwiger himmades
Mucor av kitosan och det redan vid 14ga koncen-
trationer. Andra undersokningar tyder ocksé pé
att zygomyceter himmas av kitosan. Hirano och
Nagao (1989) fick vid en kitosankoncentration pd
I mg/ml hd#mning av tillvixten hos Rhizopus
nigricans. El Ghaouth (1990) fann att kitosanbe-
handlade jordgubbar inokulerade med Botrytis
cinerea och Rhizopus stolonifer efter 20 dagars
lagring hade mindre andel rétor 4n obehandlade
jordgubbar. El Ghaouth kunde ocks konstatera
att kitosan inducerade ldckage in vitro av bla.
proteiner hos de tvd svamparna vid koncentratio-
ner pa 3 och 6 mg/ml.

Detmaéste dock papekas att direkta jamforelser
mellan olika f6rsok 4r mycket svéra eller omojli-
ga att gora. Stossel och Leuba (1984) konstatera-
de att den hidimmande effekten pd svampar av
kitosan och liknande dmmnen var beroende av
dmnenas deacetylerings- och polymerisations-
grad men ocksd av substrat och pH. I flera av de
ovan ndmnda undersékningarna har olika sub-
strat anvénts. I vart forsok anvindes ett for oss vil
beprdvat substrat, men som for de flesta andra
torde vara oként. Anledningen var att det funge-

rade bra tillsammans med samtliga kitosanprepa-
rationer, vilket inte PDA gjorde, kitosanet filldes
ut.

Vid jamforelse mellan effekterna av de olika
kitosanpreparationerna var YEA! det preparat
som genomgdende hade starkast himmande ef-
fekt. Nér det giller jimforelser mellan Kitosan A,
Kitosan B och Kitosan C gar detinte att dranigon
sadan generell slutsats. Samtliga himmade till-
véxten hos de flesta svamparna, dtminstone vid
de hogre koncentrationerna, men effekten pé de
olika svamparna varierade. Det finns ingen upp-
gift om deacetylerings- och polymerisationsgrad
hos de fyra kitosanpreparationerna. Kanske finns
hir forklaringen till den starkare effekten av
YEA!
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Three chitosan preparations named A, B, and C derived from the fungi Absidia glauca and A. coerulea
at the Chemical Center, University of Lund, and a commercial product prepared from crab shell, YEA!I™
(Siegfried AG/SA ) were tested in the laboratory concerning their effects on the growth of four fungi,
Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopersici, Pythium sp., Trichoderma sp. and Mucor sp.

The chitosan preparations were added to a medium containing 1 1 tap water, 20 g agar (Oxoid), 22.6 g
glucose, 5 g KNO,, 2.5 g KH,PO, and 1.26 g MgSO,- 7TH,0 (pH 5.8) and poured into 50 mm petri dishes.
Chitosan A and YEA! were tested at the concentrations of 0.1, 1, and 5 mg chitosan/ml substrate and
Chitosan B and C at the concentrations of 0.07, 0.7, and 3.5 mg chitosan/ml substrate. Each fungus was
treated separately along with an untreated control. In the Fusarium and Pythium trials, Benlate (benomyl
500 g/kg; 0.06%) and Aaterra (etridiazole 370 g/kg; 0.1%) respectively, were also included. The petridishes
were inoculated with 5 mm mycelial plugs (10 replicates/treatment) and incubated at 25 °C in darkness.
Colony diameters were measured daily up to four days after inoculation. The tests with Fusarium
oxysporum, Pythium sp. and Trichoderma sp. were performed twice.

The chitosan preparations A, B, and C did not inhibit growth of Fusarium oxysporum and Trichoderma
sp. at the lowest chitosan concentration. At higher concentration (0.7-5 mg/ml) the inhibiting effect on both
fungi increased. This effect was most apparent with Trichoderma. YEA!, however, inhibited the growth of
both fungi already at the lowest concentration. The growth of Pythium was promoted at low concentrations
of chitosan, but ceased completely at the highest concentration. The growth of Mucor was inhibited already
atlow concentrations of chitosan and ceased at high concentrations. The best fungicidal activity was shown
by YEA!, which inhibited the growth of the fungi already at relatively low concentrations.

Additional keywords: Fusarium oxysporum f£.sp. radicis-lycopersici, Pythium sp., Trichoderma sp., Mucor sp.
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Inducering av systemisk resistens med kitosan

Sture Brishammar och Ulrika Meyerson, SLU, Inst. for vixt- och skogsskydd, Box 7044, 750 07

Uppsala

BRISHAMMAR, S & MEYERSON, U. 1991. Inducering av systemisk resistens med kitosan. Véxtskydds-

notiser 55:3, 68-70.

Oligomerer av kitosan, som visat sig kunna fungera som elicitorer for att inducera forsvarsreaktioner i
vixter, kan dven igéngsitta systemisk inducerad resistens. Kitosan frin krabbskalskitin syrahydrolyserades
varefter oligomer-blandningen separerades genom gelfiltrering Gver Sephadex G-15. Mikrofsrokade
potatisplantor, sort Bintje, inducerades med kitosanoligomerer (hexamer till octamer) och inokulerades en
vecka eftert med zoosporer fran Phytophthora infestans. Angreppen till f61jd av "utmanar"-inokuleringen
var pi behandlade plantor endast cirka 30 % av de angrepp som aterfanns p4 kontrollplantor utan forbehand-
ling. For att uppna positiv induceringseffekt krivdes att kitosanproven injicerades direkt in i vixtvivnader-

na.

Kitosan har visat sig vara verksamt som elicitor
for att inducera forsvarsreaktioner (Hadwiger &
Beckman, 1980; Kendra & Hadwiger, 1984; Kohle
et al., 1985). Kitosanet dr till skillnad fran kitinet
deacetylerat, vilket ger det katjonkaraktdr och
dirmed hog grad av reaktivitet. For att uppné
effekt méste kitosanet dock foreligga som oligo-
mer med ett beginsat antal subenheter (Kendra &
Hadwiger, 1984). De inducerade reaktioner som
hittills har studerats med kitosan som elicitor har
gillt inducerat forsvar, d4 inducering och infek-
tion sker samtidigt. Den hidr genomforda under-
sokningen avser inducerad resistens, vilket inne-
bir att det finns en tidsskillnad mellan inducering
och den efterféljande infektionen - den s.k.
"utmaningen". Plantan omstilles till att inta ett
beredskapsldge varigenom en kommade infek-
tion effektivare kan motverkas, pa ett sitt som
inte sker hos motsvarande icke inducerade kon-
trollplantor. De hir aktuella studierna avser dess-
utom systemisk inducerad resistens, varmed me-
nas att induceringen sprider sig i hela vixten.

Material och metoder
Potatis, sort Bintje, uppférokades in vitro (Strom-
berg & Brishammar, 1991) for att kontinuerligt fa
jamnt utvecklat vixtmaterial. Plantorna fick till-
vaxa i odlingskammare, i krukor (diam. 9 cm)
med steril jord. Dagstemperaturen var 18-20 °C
ochnattemperaturen 14°C. Férsoksplantornahade
10-12 blad nar experimenten paborjades.
Induceringen med kitosan utférdes till en bor-
jan genom att pd de 4 forsta bladen applicera
runda filtrer-papperslappar med diam. 6 mm (4
st/blad), vilka hade indrinkts med kitosanfraktio-
ner. I vissa forsok tillsattes till dessa dven 2 %
dimetylsulfoxid (DMSO). Vid senare férsok inji-
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cerades provet (ca 0,1 ml per planta) direkt in i
mesofyllet eller i bladnerven, i ett av de 4 forsta
bladen. Cirka en vecka efter induceringen "utma-
nades” plantorna genom att spraya dem med en
suspension av zoosporer (cirka 10%/ml) frdn Phy-
tophthora infestans. Bestdmningen av bladmo-
gelangreppet gjordes pa varje planta 6 dygn efter
"utmaningen", varvid alla uppkomna lesioner
avriknades.

Kitosanet, preparerat fran krabbskal, var frin
Sigma. 1,3 g kitosan upplostes i 65 ml 0,1 M HCl
under omrérning, samtidigt som temperaturen pa
den uppvirmbara magnetomroraren hdjdes till
85°C.Koncentrerad saltsyra tillsattes sedan dropp-
vis tills HCI i 16sningen blev 2 M, varefter det
upplosta kitosanet hydrolyseradesi 10 min under
omrorning vid 85 °C. Dirpd neutraliserades 16s-
ningen till pH 7,0 genom tillsats av (6 M) NaOH
och centrifugerades sedani 10 min vid 12000 - g.
Supernatanten (S1) omcentrifugerades i 20 min
vid 27 000 - g, varvid en ny och helt klar superna-
tant (S2) kunde tillvaratagas. Prover av denna
gelfiltrerades genom Sephadex G-15 (Pharma-
cia).

Resultat

Kitosan sdsom obehandlad polymer kan endast
16sasiutspiddd syra och till en koncentration av 1-
2 %. Dessutom héller den sig bara i 19sning vid
sura pH-virden, vilketi sig kan pdverka vixtviv-
naderna.

Hydrolysen av kitosanet anpassades med avse-
ende pé syrakoncentration, temperatur och tid s&
att den storre delen av de erhalina oligomererna
kom att innehélla sex till itta subenheter, efter-
som heptameren (med sju subenheter) forvinta-
des vara den mest verksamma (Kendra & Hadwi-
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Fig. 1. Gelfiltrering av hydrolyseratkitosan (1 ml S2) pa Sephadex G-15 [separationsomrade (molekylstorlek): 100
- 1.500]. Kolonnen (1,4 - 52 cm) eluerades vid 20 °C med dubbeldestillerat vatten (pH 7) och med en hastighet av
3Q ml/tim. Fraktloqsvolym: 1ml. Voidvolym: 26 ml. ¥ = uttaget prov (= fraktion nr. 32). A 204= UV-absorptionen
vid 204 nm. - Gelfiltration of hydrolyzed chitosan (1ml of S2) on Sephadex G-15 [fractionation range (molecular
weight): 100 - 1.500]. The column (1.4 - 52 cm) was eluted at 20 °C with double-distilled water (PH7), flow rate:

30 ml/h. Fraction volume: 1 ml. Void volume: 26 ml. ¥

absorbance at 204 nm.

ger, 1984). Oligomererna i hydrolysatet, som nu
dr 16sliga vid neutrala pH-virden, separerades
sedan genom gelfiltrering dver Sephadex G-15
(Fig. 1). Kraftigare hydrolys gav oligomerer med
fdrre subenheter samt monomerer - dvs glukosa-
min; molekylvikt: 179,17,

Applicering av lappar med kitosanlosning pa
bladens &ver- eller undersidor visade att kitosan,
oavsett om det foreligger som poly-, oligo- eller
monomer, inte kan dstadkomma négon induce-
ring via klyvoppningarna eller direkt via kutiku-
lan, med tillsats av 2% DMSO tillsammans med
provet. Hogre koncentrationer av DMSO enbart
orsakar skador pd bladen, men framkallar varken
med eller utan kitosan nagon inducering. De
lagmolekyldra kitosanfraktionerna ger vid till-
sats pa fitrerpappersbitar, utan DMSO, ocksa
upphov till nekroser pa bladen, under applice-
ringsytorna, men ingen inducering.

_Vid insprutning av prov frén gelfiltreringen av
kitosanhydrolysat (Fig. 1), direkt i plantans viv-
nader, erh6lls didremot en inducering.

Angreppen till f61jd av "utmanar"-inokulering-
en, var pa behandlade plantor, endast cirka 30 %
av de angrepp som aterfanns pd kontrollplantor
utan férbehandling. Virdet baseras pi medeltalet
av resultaten frén tre upprepningar av provserier
med forséksplantor.

= selected sample (= fraction no. 32). A 204 = UV-

De pa detta sitt inducerade plantorna kunde
sedan Aterhdmta sig och tillviixa, vilket inte
skedde med obehandlade plantor.

Diskussion

Hur kitosan fungerar som inducerande substans
dr for nidrvarande inte mdjligt att konstatera. Det
dr dock troligt att det paverkar cellmembranen
och ger ddrmed upphov till att en eller flera
signaler férmedlar en systemisk inducering i vix-
ten, sd att hela plantan intar ett tillstand av bered-
skap gentemot patogener.

Kitin &r en linjar B(1-4)-polymer av N-acetyl-
D-glukosamin ochkitosan druppbyggt pa likartat
sitt men i huvudsak utan acetylgrupper, vilket
ddrmed gor den mer reaktiv. Anda tycks dven
kitin kunna fungera som elicitor i vissa samman-
hang (Pearce & Ride, 1982; Barber et al., 1989).
Gemensamt for de tva typerna synes dock vara att
de inte &r verksamma sisom polymerer utan
maste forekomma som oligomerer, vars storlekar
for att ge optimal aktivitet dock kan variera ndgot
frén ett fall till ett annat (Barber et al., 1989:
Kendra & Hadwiger, 1984). Vanligen har det
ansetts sdsom nodvindigt att en kitosanfraktion,
for att dstadkomma inducering, méste ha kvar en
acetylgrupp (Pearce & Ride, 1982; Barber &
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Ride, 1988), men t.ex. med tomat, krdvs det en
"ren"” oligo-glukosamin for elicitor-aktivitet (Bar-
ber et al., 1989). Den eliciterande substans som
lampligen bor tillsittas externt kan saledes varie-
ra ndgot fran en slags vixt till en annan, men
trimmas kanske efter hand av enzym sdsom Kkiti-
nas, N-acetyl--D-glukosaminidas ochnigot glu-
kosidas sé att elicitorn, som slutligen reagerar
med receptorn, dnd§ alltid har samma kemiska
karaktir.

Administreringen av kitosanet innebdr ett sér-
skilt problem eftersom det uppenbarligen méste
ske en paverkan pd cellerna under kutikulan. Frén
forsoken, da prov insprutas med injektionsspruta,
framgér det inte vilka cellager som paverkas vid
positivt utslag.

Vid injiceringen var det troligen bara en viss
del av provet som verkligen kom in i vivnaderna,
men mycket tyder dock pi att det endast behovs
ytterst sma mangder av den aktiva substansen for
att uppnd induceringar (Hadwiger & Beckman,
1980; Bronner et al., 1989).

Enviktig frAga av praktisk natur dr givetvis hur
man lampligen i stor skala skall f4 in den verk-
samma kitosan-fraktionen i véxterna. Eitt tink-
bart forfarande kan vara att den sprids ut i bland-
ning med en icke-patogen (Cuero et al., 1991).
Andrafragor giller betydelsen av plantornas stor-
lek vid induceringen och om behandlingen méste
upprepas for att fa en tillrdckligt stark resistens-
effekt.

Typen av kitosan som anvéndes kan ocksé vara
av stor betydelse. Nir kitosan prepareras fran
kitin (t.ex. frin krabbskal) méste detta behandlas
med alkali for attacetylgrupperna skall avligsnas
och dé finns samtidigt risken att glukosamin till
viss del deaminerastill 2,5-anhydromannos (Ride
& Drysdale, 1972) si att materialet blir hetero-
gent. Denna risk finns inte med kitosan frdn
Absidia-svampen, som ju direkt producerar kito-
san och avsitter det i cellviggarna (Hansson,
1986).
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Oligomers of chitosan, known to act as elicitors for induction of defence reactions in plants, also can
trigger systemic induced resistance. Chitosan from the chitin of crab shells was hydrolyzed in acid, after
which the mixture of oligomers was separated by gel filtration on Sephadex G-15. Potatoes, cultivar Bintje,
propagated in vitro from nodal cuttings, were induced to initiate defence reactions with oligomers of
chitosan (hexamer to octamer) and were inoculated one week afterwards with zoospores of Pliytophthora
infestans. As a consequence of the "challenge"-inoculation the influence on the induced plants was only 30
% of that on the untreated ones. To obtain a positive effect of induction it was necessary to inject the
specimens of chitosan directly into the tissues of the plants.

Additional key words: hydrolysis, gel filtration, Phytophthora infestans
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Kitosan som bekimpningsmedel mot potatisblad-
mogel, Phytophthora infestans

Borje Olofsson, SLU, Inst. for véxt- och skogsskydd, Box 7044, 750 07 Uppsala

OLOFSSON, B. 1991. Kitosan som bekdmpningsmedel mot potatisbladmdgel, Phytophthora infestans.

Véxtskyddsnotiser 55:3,71-73.

Kitosanpreparat undersoktes 1989-1990 i laboratorieforsdk med avseende pa deras verkan mot
bladmdgelsvampen, Phytophthora infestans. Undersokningen utfordes vid forsksavdelningen for svamp-
och bakteriesjukdomar, SLU, Uppsala. Fyra preparat hade framstillts ur svamparna Absidia glauca och A.
coerulea vid avdelningen for teknisk mikrobiologi, Kemicentrum i Lund. De gav i tvé forsok en effekt mot
bladm&gelsvampen som inte helt kan tillskrivas de syror som anviints som 18sningsmedel for kitosanet.

Ett faltforsek gjordes 1991 i Uppsalaomradet dér potatisplantor sprutades fem ganger med utspidd
Kitosan. Ingen siker skillnad mellan behandlat och obehandlat kunde noteras i detta forsok.

Material
Foljande kitosanpreparat ingick i forsoken:

Kitosan A. Absidia, 1% kitosan 16st i 2% ittik-
syra (0,3 M), pH 5,80.

KitosanB. Absidia cellvigg, 0,7 % kitosan, 16st
12 % attiksyra (0,3 M), pH 6,07.

Kitosan C. Absidia cellviagg, 0,7 % kitosan, 15st
i 3,3 % mjolksyra, (0,3 M) pH 5,77.

Kitosan D. Absidia, 0,8 % kitosan 16sti 0,3 %
ittiksyra.

Som jimforelse anvindes 1989 ett amerikanskt
kitosanpreparat, har bendmnt Chitosan (Sigma),
framstéllt genom extraktion av krabbskal. Det
var pulverformigt och 16stes i citronsyra till kon-
centrationen 1 % vid pH ca 4,0. 1990 ersattes
Chitosan (Sigma), av Kitosan Siegfrid (YEA!),
dven detta extraherat ur krabbskal.

Preparaten provades i olika utspidningsgrader.
Eftersom syror dr barsubstans i de olika kitosan-
preparaten medtogs sddana i férséken som jam-
forelse jamte obehandlad kontroll.

Som testmaterial anvindes blad av potatissor-
ten Bintje plockade frin vixthusodlade plantor.
Dessa plantor var 60-70 cm héga och odlade i 20-
25 °C och dagsljus kompletterat med vixthusbe-
lysning.

I experimenten anvindes ett bladmdgelisolat
frin Uppsala-omrédet. Isolatet odlades pa Bintje-
blad och skordades pad zoosporangier ndgon tim-
me fore inokulering av bladen. Sporangiekon-
centrationen justerades till ca 1x 10* per ml
Forsoken utfordes i transparenta plastskalar med
fuktigt filtrerpapper. Skalarnas diameter var 16
cm.

Behandling och inokulering
Behandling skedde 1989 genom att bladen dop-
pades ca 5 sek. i testlosningarna varefter de
skakades av och lades i skélarna, 4 blad per skél
och 4-5 skélar per forsoksled, Kontrollbladen
doppades i destillerat vatten. Ar 1990 fuktades
dédremot enbart bladens Gversidor.

Vid inokuleringen sprayades bladens oversi-
doriskéalarna med en sprayflaska, 0,9 ml per skal,
(ett kolvslag), vilket gav ca 50 zoosporangier per
cm?. Skélarna stilldes 1989 efter inokulering i ett
klimatreglerat odlingsskép, 16 °C, ca 90 % RH
och 12 tim ljus/morker per dygn, 1990 i en
termostatreglerad vixthuskammare, dér tempe-
raturen var 15-20 °C.

Utvirdering

Efter 3-4 dygn riknades antalet infektionspunk-
ter p en utstansad cirkelyta frin varje blad.
Denna cirkelyta var 1,8 cm®. I ett forsék bedom-
des procenten bladmégelangripen bladyta 6 da-
gar efter inokuleringen Sammanlagt genomfor-
des under de bada forsoksaren 7 forsok.

Forsok 1989
Ar 1989 gjordes fyra laboratorieférsok har be-
nimnda férsok 1-4. I forsok 1 anvindes outspid-
da kitosan-preparat. P4 grund av preparatens vis-
kositet fick bladytorna vid doppningen trots av-
skakning en relativt tjock belidggning.

Forsok 2 gjordes med kitosanpreparat spadda
med vatten i proportionen 1:9.

1 forsok 3 spiddes kitosanpreparaten med de-
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Tabell 1. Bladmogelbekdmpning med kitosan. Reultat
av lab.forsck 1989. — Late blight controlwith chirosan.
Results of lab trials in 1989.

Behandling Antal Phytophthora-infektioner pa cm?

Treatment No of Phytophthora necroses per cnt’
Forsok 1 Forsok 2 Forsok 3
Trialnol  Trialno2 Trial no 3

Tabell 3. Bladmogelbekidmpning med kitosanpreparat
1990.—Late blight control with chitosan compounds in
1990.

Behandling Antal Phytophthora-nekroser per cm?

Treatment No of Phytophthora necroses per cm?
Forsok 1 Forsok 2 Forsok 3
Trialnol Trialno2  Trialno3

Obehandlat 6,7 A 6,3 A 49 A
Untreated

Kitosan A <0,1B 3,3B <0,1B
Kitosann B 0,0B 35B 0,0B
Kitosan C 0,0B 32B 0,0B
Chitosan (Sigma) 0,0B 39B 04B
Attiksyra - - 0,0B
Acetic acid

Utspddningsgrad 1:0 1:9 11
Dilution

Siffervirden foljda av olika bokstiver #r sdkert skiljda fran
varandra (Duncan-test, P < 0,05). — Numerical values
followed by the same letter(s) are significantly different
(P< 0,05) according to Duncan test.

Tabell 2. Bladmogelbekimpning med kitosan 1989. —
Late blight control with chitosan 1989.

Behandling Angripen bladyta, %
Treatment Attacked leaf area, per cent
Obehandlat Utspéddning 100 A
Untreated Dilution

Kitosan A 1:1 18C

Kitosan B ” 11C

Kitosan C ” 16C

Kitosan A 1:3 52 B

Kitosan B ” 25C

Kitosan C ” 48 B

Siffervirden f6ljda av olika bokstéver 4r sdkert skiljda fran
varandra (Duncan-test, P < 0,05). — Numerical values
followed by the same letter(s) are significantly different
(P< 0,05) according to Duncan rest.

stillerat vatten i proportionen 1:1. Attiksyra i
koncentrationen 1% ingick i forstket. Resultatet
av forsok 1-3 redovisas i tabell 1.

Kitosanpreparaten minskade i alla forsoken
antalet Phytophthora-infektioner pa bladytorna.

1 forsok 4 testades tvd utspadningar av kitosan-
preparat. Bedomningen av effekten gjordes 6
dagar efter inokuleringen da andelen nekrotise-
rad bladyta skattades. Resultatet framgér av ta-
bell 2.

Saker skillnad foreligger mellan behandlat och
obehandlat, mellan Kitosan B och vrigakitosan-
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Obehandlat 2,8 BC 2,7 AB 32A
Untreated

Kitosan A 1,3DEF 08D 1,0D
Kitosan B 0,8 EF 02D 05D
Kitosan C 54 A 37A 23 AB
Kitosan D 1,9CD 2,3 ABC 2,6 AB
Kitosan Siegfried 0,3 F 0,7D 03D
Attiksyra 26BC 24 ABC 1,2CD
Acetic acid

Mjolksyra 3,lB 31B 1.9BC
Lactic acid

Kitosan A ® 1:1 2,6 BC 2,2BC 1,1 CD
Kitosan B # 1:1 1,8CDE 1,3CD 09D
Kitosan C * 1:1 2,9 BC 2,7 AB 2,4 AB

* Utspatt med dest vatten 1:1

Desoluted with aqua dest. 1:1
Siffervirden foljda av olika bokstéver dr sikert skiljda fran
varandra (Duncan-test, P < 0,05). — Numerical values
followed by the same letter(s) are significantly different
(P< 0.05) according to Duncan test.

preparat i utspadningen 1:3 samt mellan utspid-
ningar oberoende av preparat (P < 0,001). Den
skyddande effekten mot bladmdgelsvampen var
dock ur praktisk synpunkt otillfredsstillande.

Forsok 1990
Undersokningen fortsatte 1990 med ytterligare 3
forsok. I dessa testades samma typer av kitosan-
preparat som foregiende ar i tva koncentrationer
samt dttiksyra och mjolksyra. Resultatet framgér
av tabell 3.

I dessa forsok gav mitarpreparatet Kitosan
Siegfrid och Kitosan B bista effekten medan
Kitosan C inte skiljde sig fran obehandlat.

Faltforsok

Under 1991 gjordes ett filtforsok i Uppsala-
omradet med kitosan i potatis. Plantorna var av
sorten King Edward. De sprutades 5 ggr till
avrinningsgransen med Kitosan D spiddd med
vatten i proportion 1:4. Intervallerna var 5-7
dagar.

Bladmogelangreppet var starkt. Kitosanlosning-
en hade ingen effekt mot bladmdglet och brunré-
tan i detta forsok. Den 23 augusti var alla plantor
helt nedvissnade av bladmégelsvampen medan

:1ettnédrbeldget forsok heltkunnat skyddas med
ingicidsprutning. '

Diskussion

Kitosan-preparaten har i testade koncentrationer
i laboratoriefdrsdken haft mer eller mindre god
effekt mot bladmogelsvampen, Phytophthora
infestans. Utspiddda med destillerat vatten i pro-
portionen 1:9 var dock effekten av medlen helt
otillfredsstillande. De syror som anvénts for att
16sa kitosanet kan hindra sporgroning. Jaimforel-
se mellan dessa syror och kitosanpreparaten indi-
kerar dock att kitosanet i sig kan ha en himmande

verkan pa de groende Phytophthora-sporerna om
inokuleringen sker medan potatisbladen dnnu ir
fuktiga efter kitosanbehandlingen. Effekten ir
dock inte tillricklig for ett praktiskt utnyttjande
av kitosan. Dettakunde visasiett filtforsok utfort
1Uppsala-trakten 1991, dir dock infektionstrycket
var mycket starkt.
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In 1989-1990 some laboratory trials were performed concerning late blight control with chitosan
compounds. Four chitosan formulations named Kitosan A, B, C and D were tested. They were extracted
from the fungus Absidia glauca and A. coerulia by the Dept. of Tehn. Microbiol., University of Lund, and
dissolved in acetic acid (Kitosan A, B and D) orlactic acid (Kitosan C). The concentrations of chitosan were
0.7 per cent in Kitosan A, B and C and 0.8 per cent in Kitosan D.

The chitosan compounds mentioned were compared to Kitosan Siegfried (YEA!) and a chitosan product
(Sigma) both extracted from crab shells, the latter dissolved in citric acid. All compounds were tested partly
undiluted, partly diluted in distilled water. Potato leaves were collected from potato plants, cv Bintje,
cultivated in a greenhouse chamber. The leaves were dipped for a few seconds in the chitosan solutions and
immediately placed on filter papers in transparent plastic dishes. Before they dried they were inoculated with
asuspension of Phytophthora sporangia. Approximately 50 sporangia per cm? leaf area were sprayed on the
leaves. The number of Phytophthora necroses was determined 3-4 days after inoculation, the per cent
attacked leaf area in one trial is recorded. The efficacy of chitosan compounds was better than that of the acids
used as extraction media. The differences between acetic acid and Kitosan A/Kitosan B were statistically
significant in two trials, indicating an effect of chitosan upon Phytophthora. The best performance was
achieved by Kitosan Siegfried (YEA!) and Kitosan B.

In 1991 a field trial concerning control of late blight in cv King Edward, was carried out. A compound
containing 0.8 per cent chitosan was diluted in tap water 1:5 and applied five times. All leaves were severely
attacked by blight and no difference between treated and untreated leaves was found. The conclusion is that
the efficacy of the chitosan compounds tested upon Phyfophthora infestans is too poor to successfully
control late blight in Swedish potato fields.

Additional key words: Chitosan, potatoes, Phytophthora control.
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Kitosan som bekimpningsmedel mot groddbranna,
Rhizoctonia solani, pa potatis

Borje Olofsson, SLU, Inst. for vixt- och skogsskydd, Box 7044, 750 07 Uppsala

OLOFSSON, B. 1991. Kitosan som bekdmpningsmedel mot groddbrénna, Rhizoctonia solani, pa potatis,

Véxtskyddsnotiser 55:3, 74-175.

Fyra kitosanpreparat framstéllda vid avd. for teknisk mikrobiologi i Lund provades 1990 som
bekdmpningsmedel mot groddbrinna, Rhizoctonia solani, pa potatis.

Forsoket, som utfordes i viixthus, avsdg behandling av lackskorvsmittat potatisutsidde av sorten Bintje.
Knolama planterades i hinkar med enhetsjord. Kitosanpreparaten gav inte, trots hog dos, ndgon effekt mot
groddbrinna, ej heller jamforelsemedlet Kitosan "Siegfried” (YEA!).

Rhizoctonia solani dr en polyfag svamp som kan
utveckla flera typer av sjukdomssymptom pi
angripna potatisplantor. P4 groddar, underjordis-
ka stjilkdelar och stoloner bildas t.ex. morkbruna
friitsdr, groddbrénna. Vid starka angrepp kan
groddar dbdas eller forsvagas sd att plantbestén-
det blir luckigt. Det kan orsaka att kndlskorden
reduceras och kvalitén forsamras. Eftersom Rhi-
zoctonia kan Overleva frén sdsong till sdsong som
mycel pa utsiddet kan bek#mpning ske genom att
detta behandlas med fungicider, vilket dock inte
har ndgon effekt mot eventuell marksmitta. Un-
der 1990 understktes effekten av nigra kitosan-
preparat som betningsmedel mot groddbrinna pa
potatisplantor i vixthusforssk.

Material och metod

I forsoken testades fyra kitosanpreparat fram-
stillda ur svamparna Absidia glauca respektive
A. glauca och A. coerulea (Kitosan B och C) vid
avd. for tek-nisk mikrobiologi, Kemicentrum i
Lund, (Davoust, 1991). Dessa ingick ocksd i
forstk avseende bekdmpning av potatisbladmo-
gel och hade beteckningen Kitosan A, B, CochD.
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Forsoken gjordes med lackskorvangripna po-
tatisknolarav fraktion 35-55 mm och sorten Bintje.
Samtliga knolar var ogrodda och med 5-10 pro-
cent av ytan tickt av lackskorv. Forstken gjordes
1 5-liters plasthinkar med sandblandad, fuktig
enhetsjord, 5 hinkar per forsoksled. Potatiskn-
larna behandlades genom skakning i plastpésar.
Dosen var 10 ml kitosanpreparat per kg potatis,
enhog dos som gjorde potatisarna vata. Knolarna
fick ligga kvar i plastpdsarna och var fortfarande
vitadagen efter behandlingen, d4 sittningen sked-
de. I'varje hink sattes 3 knolar, sittdjup ca 10 cm.
Hinkarna tdcktes med glasskivor for att hindra
uttorkning och placerades i en véxthuskammare
med temperaturen 15-20 °C

Utvirdering
Ingen siker skillnad i uppkomsthastighet kunde
noteras mellan forsoksleden. D4 stjilkarna var ca
50 cm hoga avbrots forsoket och groddbrinnean-
greppet samt stjilklingden bestdmdes. Resulta-
ten framgar av tabell 1.

Av tabellen framgr att inget av kitosanprepa-
raten, trots hog dos, hade effekt mot groddbrianna
orsakad av Rhizoctonia solani.

e

Tabell 1. Bekdmpning av groddbrinna Rhizoctonia solani pé potatis med kitosan. — Control of stem canker,

Rhizoctonia solani in potatoes with chitosan.

Behandling Friska stjilkar Angripna stjilkar Stjélkiangd
per planta per planta cm
Treatment Healthy stems Attacked stems Stem length
per plant per plant cm
Obehandlat 33 29 50
Untreated
Kitosan A ; 2,9 1.4 55
Kitosan B 3,3 2,8 56
Kitosan C 38 2,7 49
Kitosan D 2,3 2,8 50
Kitosan "Siegfried” 3,1 2.8 47
Attiksyra 1% 2,7 2,3 56
Acetic acid 1%
N.S. N.S. N.S.
Diskussion dr attkitosan inte 4r anvéindbart som betningsme-

Kitosan skall enligt litteraturuppgifter (Hansson,
1986) ha effekt mot svampar med viss cellviggs-
struktur, t.ex. kitin /B-glukan. Hit hér av allt att
doma Rhizoctonia solani, som alltsd borde péver-
kas av kitosan. I det utférda forsoket har dock
denna effekt inte varit tillrdcklig for att hindra
Rhizoctonia-svampens mycel pd potatisutsidet
frén att aktiveras och tillviixa pa potatisplantor-
nas groddar och stjdlkar. Detta trots att kitosan
tillférdes i relativt hog dos. Slutsatsen av forsoket

del mot lackskorv/groddbrianna pa potatis.
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OLOFSSON, B. 1991. Control of potato stem canker, Rhizoctonia solani with chitosan, Vixtskyddsnotiser

55:3,74-75.

Chitosan produced by the fungi Absidia glauca and Absidia coerulea (Davoust, 1991) was tested as a seed

dressing agent against potato stem canker. The trial was conducted using four chitosan products as well as
Kitosan Siegfried and an untreated control. The trial was performed in pots with peat soil in a greenhouse
chamber. The concentrations of chitosan in the tested products were between 0.7 and 1.0 per cent. Potato
tubers evenly infested with black scurf were treated in a plastic bag with 10 ml of chitosan compounds per
kg. The day after treatment the tubers were planted in pots and covered with a 10 cm layer of soil. The effect
was assessed approximately 6 weeks after planting. Chitosan treatment did not have any effect upon either
stem canker or the length of potato stems. The conclusion is that chitosan is not useful as a seed dressing
agent against stem canker, Rhizoctonia solani.

Additional key words: Chitosan, potatoes, Rhizoctonia control.
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Undersokningar av kitosan som betningsmedel mot
utsidesburna skadesvampar i strasad

Borje Olofsson, SLU, Inst. for vixt- och skogsskydd, Box 7044, 750 07 Uppsala

OLOFSSON, B. 1991. Undersskningar av kitosan som betningsmedel mot utsidesburna skadesvampar 1

strasdd. Vixtskyddsnotiser 55:3,76-78.

Fyra kitosan-preparat, Kitosan A, B, C och D framstillda ur svamparna Absidia glauca och A. coerulia
vid avdelningen for teknisk mikrobiologi, Kemicentrum i Lund, undersoktes 1989-90 med avseende pi
effekten mot utsidesburna skadesvampar i straséd. I de utforda forsGken gav inte kitosanpreparaten ens vid
mycket hog dos nigon effekt mot grodd- och broddskadande svampar som forekom hos de utsédespartier

som anvéndes.

En viss tendens till fytotoxicitet kunde noteras i korn vid héga doser av Kitosan B och C. Den slutsats man
kan dra av dessa forsok ér att de undersokta kitosanpreparaten inte dr anvindbara for sanering av utside.

Forsok med artificiellt smittat utsade
I en forsoksserie utford 1989 med betning av
smiftat utsdde av hostvete och rdg spaddes tre
formuleringar av kitosanpreparat som framstéallts
av avd. for teknisk mikrobiologi i Lund med
destillerat vatten i forhéllandet 1:1. Som mitare
anviindes Panoctine 35 (guazatin, 350 g/l), 1 %
ittiksyra samt obehandlad kontroll. Kitosanpre-
paraten anvindes i dosen 4 g per kg utside,
ttiksyranidosen 4 ml och Panoctine 35 i normal-
dosen 2 ml pr kg.

Utsédena var artificiellt, ytligt smittade med en
spor/mycelsuspension av Fusarium (Microdochi-
um) nivale. Uppvigda kvantiteter av utsiddet be-
handlades med medlen genom skakning 2 minu-
ter i plastburk. Eftersom kitosanpreparaten var

trogflytande och inte kunde pipetteras vigdes
adekvata midngder upp direkt i plastburken.

Nagra dagar efter behandlingen sdddes materi-
aleti plastskalar med sandblandad enhetsjord, 50
kérnor per skél och 4 skélar per forséksled. Ské-
larna placerades i ett konstantrum dér temperatu-
ren var + 6 °C. Efter 12 dagar flyttades materialet
till véxthus dér temperaturen var 20-23 °C. D4
plantorna efter ca 3 veckor passerat 2-bladssta-
diet avbrots forsoket och plantorna skérdades och
bedomdes med avseende pd sundheten. Som an-
gripna riknades plantor med brunaktig missférg-
ning pd koleoptilen.

Resultatet framgér av tabell 1, dér siffrorna
anger procent riknat pa antal sddda kérnor.

Tabell 1. Betning av hostvete- och rdgpartier ytligt smittade med Fusarium nivale. Siffrorna anger procent. —
Desinfection of winter wheat and rye artificially infested with Fusarium nivale. The figures indicate per cent.

Behandling Dos Hostvete Rag
Treatment gel/ Winter wheat Winter rye

ml/kg

a b c a b c

Obehandlat 63,0 26,5 10,5 57,0 36,5 6,5
Untreated
Kitosan A 4 60,0 24,0 16,0 69,0 27,5 35
Kitosan B 4 60,5 30,0 9,5 67,0 28,5 4,5
Kitosan C 4 63,5 28,5 8,0 69,0 22,0 9,0
Attiksyra 1% 4 59,5 25,5 15,0 65,0 22,5 12,5
Acetic acid 1 %
Panoctine 35 2 91,5 3.5 5,0 81,0 11,5 7.5

a = Friska plantor. — Healthy plants.
b = Angripna plantor. — Attacked plants.
¢ = Ogrodda kimor. — Ungerminated kernels.
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Siker skillnad foreligger endast mellan mitar-
preparatet Panoctine 35 och 6vriga forsoksled.

Av tabellen framgir att varken Kitosan A,
Kitosan B, Kitosan C eller &ttiksyra har haft
ndgon ndmnvird effekt pd sndmdégelsvampen
Fusarium nivale. Mojligheterna for preparaten
att n och inaktivera skadesvampen var eljest
goda eftersom k#rnorna var ytligt infesterade.
Naturlig smitta av Fusarium 1 sddeskérnor #r
betydligt svérare att nd eftersom svampen nor-
malt vaxer inne i kdrnan. Mycket talar for att
Kitosan A, B och Ci den anvidnda dosen 4 g/kg
utsdde inte dr anvédndbara som betningsmedel
mot sndmégelsvampen Fusarium nivale.

Forsok med naturligt smittat utsade

Undersokning avseende kitosanpreparatens an-
véndbarhet som betningsmedel fortsatte 1990
med forsok i hostvete, havre och korn. Dirvid
anvéndes utsdden med naturlig smitta, frimst

Septoria nodorum pé hostvete, Drechslera ave-
nae pahavre samt Drechslera teres och Bipolaris
sorokiniana p& korn. Metoden var i stort sett
densamma som tidigare omndmnts. Kitosanpre-
paraten anvindes i dosen 50 ml per kg utséde, en
extremthog dos som gjorde sddeskérnornamycket
viéta.

Som jamforelsemedel anvidndes Panoctine 351
standarddos samt Kitosan Siegfrid (YEA!)isam-
ma dos som Ovriga kitosanpreparat. I férsdken
ingick ocksi ett antal syror i samma dos, ndmli-
gen ittiksyra, myrsyra, propionsyra, mjolksyra,
malonsyra och succinsyra, alla i koncentrationen
2 %. Avsikten var att undersdoka om dessa syror,
tinkbara 16sningsmedel for kitosan, 1 sig sjdlva
kunde véalla groningsskador. Nigra sddana ska-
dor kunde dock inte noteras.

Resultatet av forsoket framglr av tabell 2.
Kitosanpreparaten har samtliga trots den hoga
dosen givit otillfredsstidllande effekt mot skade-
svamparna. I korn har tvd av preparaten negativt
paverkat grobarheten.

Tabell 2. Betningsforsok med kitosan. Siffrorna anger procent. — Seed dressing experiments with Chitosan. The

figures indicate per cent.

Behandling Hostvete Havre Komn
Treatment Winter wheat Oats Barley
a b c d a b c d a b c d
Obetat 82 10A 1 7 54 27A 0 195A 85 4 4 7B
Untreated
Kitosan A 84 4AB 5 7 54 33A 2 11 AB 87 4 3 6B
Kitosan B 87 7AB 2 4 50 37A 2 11 AB 78 3 4 15A
Kitosan C 86 8AB 1 5 53 38A 3 6B 82 0 4 14A
Kitosan D 87 5SAB 3 5 51 30A 5 14 AB 88 4 1 7B
Kitosan Sigfrid 87 8AB 2 3 58 33A 2 7B 86 3 2 9B
Panoctine 92 0cC 2 6 68 13B 0 19A 86 3 5 6B
N.S. N.S. N.S N.S. N.S N.S. NS. NS

a = friska plantor. — Healthy plants.

b = angripna plantor. — Attacked plants.

¢ = abnorma plantor. — Abnormal plants.

d = ogrodda kdmor. — Ungerminated kernels.

Sifferviirden foljda av olika bokstiver ir sikert skiljda frin varandra (Duncan-test, P < 0,05). — Numerical values followed by
the same letter(s) are significantly different (P < 0.05) according to Duncan test.

Diskussion

Resultatet av forsoken visar att kitosanpreparat
inte kan ersdtta konventionella betningsmedel
for sanering av utsddesburna svampsjukdomar.
Hansson (1986) rapporterar att kitosan och kitin
enligt litteraturen visat lovande egenskaper inom
biologisk bekdmpning genom att hdmma tillvax-
ten av svampar med viss cellviggsstruktur. Bland
vixtpatogener som nimns ir Fusarium och Ver-
ticillium. Kitintillsats till jorden kan ocks3 stimu-

lera véxt- och antibiotikaproduktion hos aktino-
myceter vilka mojligen skulle kunna paverka
vixtpatogener. I de hir relaterade forsoken har
inte de nimnda egenskaperna hos kitosan kommit
till uttryck i form av bekdmpningseffekt mot
Fusarium nivale. Detta forvinar m&hinda inte d&
det giller naturlig smitta, etablerad under frukt-
dmnets utveckling, eftersom sidan smitta ofta
ligger inne i kdrnorna. Daremot kunde man ha
forvintat sig en effekt mot den ytliga, artificiellt
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tillférda smitta av Fusarium nivale som fanns pé
rdg och hostvete anvint i en forsoksserie.

Den slutsats man kan dra av forstken 4r att
kitosanets effekt dr for svag och osiker for att
motivera fortsatt utvecklingsarbete pé betnings-
omrédet.

OLOFSSON, B. 1991. Chitosan treatment of cereal seed infested by pathogenic fungi. Véxtskyddsnotiser

55:3,76-78.
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Test av kitosan mot rotbrand pasockerbeta, rotrota pa art
samt kKlumprotsjuka pa oljevixter

Torbjom Ewaldz, SLU, Inst. for véixt- och skogsskydd, Box 44, S-230 53 Alnarp

EWALDZ, T. 1991. Test av kitosan mot rotbrand p& sockerbeta, rotréta pd #rt samt klumprotsjuka pa
oljevixter. Vixtskyddsnotiser 55:3, 79-83.

Fyra kitosanpreparat har i klimatkammare testats som betningsmedel och jordinblandning i sockerbetor,
drtoch vitsenap mot Aphanomyces cochliodes, A. euteiches och Fusarium solani respektive Plasmodiophora
brassicae. Preparaten har givit en forsumbar minskning och i vissa fall en 6kning av angreppen av A.
cochlioides i sockerbetor och A. euteiches i 4rt. En viss effekt mot F. solani i ért har emellertid registrerats
vid betning men dédremot inte vid jordinblandning. En svag minskning av P. brassicae noterades i vitsenap.
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In 1989 and 1990 four chitosan products named Kitosan A, B, C and D were tested as seed dressing agents
against seed-borne diseases of cereals. The concentrations of chitosan in the compounds were 0,7- 1,0 per
cent. They were diluted in distilled water 1:1 before treatment.

In 1989 rye and wheat seed lots were artificially infested by Fusarium (Microdochium) nivale and treated
with 4 g chitosan product per kg seed. They were compared to acetic acid and a standard product, Panoctine
(guazatine 350 g/l). The seed kernels were sown in plastic dishes with peat soil. Four weeks after sowing the
plants were assessed concerning occurrence of disease symptoms manifested as discoloration of the
coleoptiles. Chitosan treatment had no visible effect against Fusarium nivale. In 1990 naturally infested seed
lots of wheat, oats, and barley were treated with a high rate of chitosan compounds, 50 ml per kg seed. The
seed lots were infested by Septoria nodorum (wheat), Drechslera avenae (oats) and Drechslera teres and
Bipolaris sorokiniana (barley). The fungi mentioned were not controlled by the chitosan compounds. Kitosan
B and Kitosan C increased the amount of ungerminated barley kernels, indicating phytotoxicity.

The conclusion is that the chitosan products tested in the trials are not useful as seed disinfectants.

Additional key words: Chitosan , seed dressing, seed-borne fungi.

Material och metoder
Undersokningarna har utforts som betnings- och
jordinblandningstest i klimatkammare i biotronen,
Alnarp. Jordprov har inh&mtats frin falt som varit
naturligt starkt besmittade av Aphanomyces coch-
liodes (en av svamparna som orsakar rotbrand pé
sockerbeta), Aphanomyces euteiches (drtrotrota)
respektive Plasmodiophora brassicae (Klumprot-
sjuka pé oljevixter). I drt undersoktes dven effek-
terna av kitosan mot Fusarium solani. Patogenerna
bestdmdes med hjilp av klassiska symptom och, i
tveksamma fall, genom odling p4 agar.
Ett obehandlat led samt vardera fem doser av fyra
olika preparat testades dels som frobetning, dels
som jordinblandning. Dosbestdmningenutgick ifran
preparatet YEA!™(Yield Enhancing Agent), salu-
fort av Siegfried AG/SA. Foérutom normaldosen
testadesibetningsforsoken en fjardedels till dubbel
dos. For sockerbetor undersoktes ocksé den frobet-
ning som standardmissigt anvinds i bruksodling-
en, TMTD + Tachigaren (tiram respektive hymex-
azol, 4,8 + 8,4 g aktiv substans/100 000 fron). 1
jordinblandningsforsoken utgicks frin en dos mot-
svarande 10kg YEA!/ha, vilken jimfordes med en
fjardedels till fyrdubbel dos. De preparat som tes-
tades forutom YEA! (Y) var A: Absidia-kitosan i
ittiksyra, B: Absidia-cellviggar i dttiksyra, C: Ab-
sidia-cellviaggar i mjolksyra (se Davoust, detta
nummer). Kitosaninnehdllet var for de tre forst-
namnda ca 1 % och for YEA! ca 2,5 %. Doserna
korrigerades sé att alla preparat hade samma méngd
kitosan i resp dos.

I oljevixter, vilka representerades av vitsenap,
anvindes endast tre preparat, A, Boch Y.

Jordproven s&ddes i krukor och placerades i
klimatkammare med f6ljande klimat: 16 timmar
dagsljus, 17-23 °C och 80 % relativ luftfuktighet.
Vattning utfordes tvé till tre gdnger i veckan. For-

soken avslutades efter fyra veckor.

For att kunna jgmfora behandlingarna anvindes
igrédornavardera ettindex. Isockerbetor (Ewaldz,
1987) utgérman fran andelen angripna betor dagar-
na7,14,21 och28 (RB7,RB14,RB21 resp RB28).
1 drter klassas plantorna i fem olika angreppsklas-
ser, frin O till 4, dédr 4 dr hogsta angrepp (Olofsson,
1967, Engqvist, 1986).

I vitsenap anvindes samma index som for &rt.
Hogsta virde dr 100 for bada indexen.

Rotbrandsindex =
3-RB7+3-(RB14-RB7) + (RB21-RB14) +0,5 - (RB28-RB21)
3

s 100
Rotrot =_ .
otrBteindex = == Y ps,

didr  p, = antalet plantor i resp klass
s, = skadeklass (0-4)
n = totala antalet plantor.

Statistisk analys: SAS tvéfaktorforsck med SNK-
test.

Resultat

Betor

Som framgér av tabell 1 har samspelseffekter er-
héllits p g a standardbetningens 18ga angreppsin-
dex (ca 70 % effekt jimfort med obehandlat).
Elimineras denna betning forsvinner samspelsef-
fekterna. Betning med de olika preparaten har
ddrvid nedbringat rotbrandsindexet i medeltal 1-
10 % jamfort med obehandlat. Preparaten B och C
hade nagot bittre effekt in A och YEA!. Generellt
fanns en tendens till férhojda angrepp ju hogre dos
som anvéndes. Storstaminskning av indexet, 29 %,
noterades for den lédgsta dosen av preparat B.
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Preparat C har som jordinblandning i stort sett
inte haft nigon effekt alls och varit signifikant
sdmre dn Ovriga preparat (tab. 2). Alla doser var
signifikant béttre dn obehandlat, men inga tenden-
ser kunde avlidsas mellan ligsta och hégsta dos.
Biista enskilda behandling, halv dos av preparat B,
sdnkte indexet med ca 35 %.

Arter

Betningstestet har givit negativa resultat vad géller
drtrotrota (tab. 3). Alla preparat tenderade att ha
hoégre rotréteindex dn obetat. Vidare erhélls sdmre
effekt ju hogre dos som anvindes. Bista led, ’nor-
maldosen” av YEA!, sinkte indexet med ca 30 %.
Nagot bittre resultat erholls mot F. solani (tab. 4).
Alla preparat var ndgot bittre iin obehandlat, bista
preparat gav ca 30 % ldgre angrepp.

Inga entydiga resultat kunde utldsas i jordin-
blandningstester p.g.a samspelseffekter mellan
preaparat och doser. Biista enskilda led vad giller
drtrotrota (tab. 5) var ldgsta dosen av preparat C,
som inte erh6ll négra angrepp. Samma led hade
diremot stdrst angrepp av F. solani (tab. 6). Bista
leden hir var de tvd hogsta doserna av preparat C
och YEAL

Vitsenap

Betningen har givit ndgot ligre angrepp av klum-
protsjuka (tab. 7). Den statistiska sikerheten dr
dessvirre 1ag, men vissa tendenser kan utlisas.
Samtliga preparat har i genomsnitt varit nigot
bittre &n obehandlat, vilket dven géller for de olika
doserna. For de sistndmnda kan inga tendenser ses
huruvida 14g eller hog dos #r bist. Bista led, lagsta
dosen av Y, hade ca 35% ligre angrepp.

Diskussion

Undersokningarna har visat att kitosanet fungerat
otillfredsstillande vad giller dess formaga att ned-
bringa sjukdomar sdsomrotbrand, rotréta och klum-
protsjuka. Varken betning eller jordinblandning
med kitosan har haft nigon effekt pd Aphanomyces
cochlioides, en av de svampar som orsakar rot-
brand. I jamforelse med den fungicidbetning som
anvindsibruksodlingen, TMTD + Tachigaren, har
de testade kitosanpreparaten i alla doser haft samre
effekt. Detta mérktes framforallt i forsokets tredje
veckadd allaforsoksled utom bruksbetningen drab-
bades av vildsamma angrepp, med plantdod som
foljd. Nagot bdttre resultat erholls i jordinbland-
ningsforsoket, dock ej lika goda sombruksbetning-
en.

I 4rt erholls ocksé ganska nedsldende resultat.
Béde betning och jordinblandning har haft férsum-
bar eller negativ formaga att minska rotrota. Dessa
resultat Gverensstaimmer ganska vil med in vitro-
forsok utforda av Stossel och Leuba (1984) dir A.
euteiches konstaterades vara timligen okinslig for
kitosan. Art dr annars den groda dér kitosan haft
storst framgéng i att inducera resistens mot sjuk-
dom och dir resistensmekanismerna 4r bést utred-
da (Hadwiger och Beckman, 1980, Hadwigeretal.,
1984, Kendra et al., 1987). Understkningarna har
dock i dessa fall gillt Fusarium solani. Denna
svamp identifierades dven i detta férsok. Betning
tycktes hir ha minskat Fusarium-angreppet, med-
an jordinblandning istdllet verkade att ha okat
angreppet.

Toljeviixter tycks kitosanetha haften ytterstliten
men dock positiv effekt pa klumprotsjukan. Efter-
som jorden var vildigt starkt smittad, samtidigt
som vitsenap dr mycket kénslig for svampen, 4r det
kanske for tidigt att doma ut kitosan som betnings-
medel i samtliga oljeviixter.

Tabell 1. Rotbrandsindex i sockerbetor for betning med olika kitosanpreparat jimfért med obetat och standardbetat
(tiram + hymexazol). Normal dos=0,25 ml kitosan /kg fr6. Siffror inom parentes ir jimférelser med standardbetat led
borttaget. — Damping-off index in sugar beets for seed coating with chitosan. Normal dosis=0.25 mlikg of seeds.
Comparisons withuntreated and standard coated seeds (thiram + hymexazole). Figures in brackets apply to analyses
with standard coated seeds omitted.

Andel av Rotbrandsindex 0-100 — Damping-off index 0-100
normaldos Preparat — Preparation
Prop. of A B C Y Medeltal Standard Obetat
normal dosis Average Standard Untreated
0,25 96,0 66,5 7,0 90,5 82,5
0,5 85,8 88,0 75,8 94,5 86,0
1,0 89,0 91,0 88,0 89,8 89,4
1,5 91,2 79,5 84,8 91,5 86,8
20 93.2 94.0 9208 91.2 92.3
Medeltal 91,0 83,8 83,2 91,5 87,6 28,4 92,6
Average
Preparat Dos Preparat-Dos
p< 0,0001 (0,044) 0,0001 (nss.) 0,0001 (n.s.)
Variationskoefficient 13,5 (13,2) 13,5 (13,2) 13,5 (13,2)
LSD, 5% 8,6 (84) 8,9 (8,9 15,4 (16,2)

80

Tabell 2. Rotbrandsindex i sockerbetor for jordinblandning med olika kitosanpreparat jamfort med obehandlat.
Normaldos=0,5 mgkitosan/1jord. — Damping-offindex in sugar beets for soil mixings of chitosan. Normal dosis=0.5
mg/l of soil. Comparisons with untreated seeds.

Andel av Rotbrandsindex 0-100/Damping-off index 0-100
normaldos Preparat/Preparation
Prop. of A B C Y Medeltal Obehandlat
normal dosis Average Untreated
0,25 69,8 68,0 84,8 85,8 77,1
0,5 73,8 55,5 89,5 66,5 71,3
1,0 64,5 67,2 85,0 67,8 71,1
2,0 575 63,8 82,0 66,8 67,5
40 60.8 66.8 84.8 182 725
Medeltal 65,2 64,2 85,2 73,0 719 87,4
Average
Preparat Dos Preparat-Dos
p< 0,0001 0,0084 n.s.
Variationskoefficient 16,5 16,5 16,5
LSD, 5% 8,7 9,2 16,9

Tabell 3. Rotroteindex (A. euteiches) i drter for betning med olika kitosanpreparat jaimfort med obetat. Normal-
dos=0,25 ml kitosan /kg fr6.— Rootrotindex (A. euteiches ) in peas for seed coating with chitosan. Normal dosis=0.25
milkg of seeds. Comparisons with untreated seeds.

Ande] av Rotréteindex 0-100 — Roor rot index 0-100
normaldos Preparat — Preparation
Prop. of A B C Y Medeltal Obehandlat
normal dosis Average Untreated
0,25 452 338 53,2 38,0 42,6
0,5 422 41,8 24,5 40,2 37,2
1.0 41,8 57,5 47,5 22,0 42,2
1,5 49.8 52,8 335 33,5 424
2.0 56.2 43.0 388 475 476
Medeltal 47,0 46,8 39,5 36,2 424 31,8
Average
Preparat Dos Preparat-Dos
p< 0,124 0,417 n.s.
Variationskoefficient 44,5 44.5 44.5
LSD, 5% 13,3 14,1 25,7

Tabell 4. Rotroteindex (F. Solani) i drter for betning med olika kitosanpreparatt jimfort med obetat. Normaldos=0,25
ml kitosan /kg f16. — Root rot index (F. solani) in peas for seed coating with chitosan. Normal dosis=0.25 mllkg of
seeds. Comparisons with untreated seeds.

Andel av Rotréteindex 0-100 — Rootrot index 0-100
normaldos Preparat ~ Preparation
Prop. of A B C Y Medeltal Obehandlat
normal dosis Average Untreated
0,25 40,0 32,8 28,5 35,8 342
0,5 37,2 44,0 55.8 41,2 44,6
1,0 33,0 26,2 39,5 46,0 36,2
1,5 33,8 23,8 47,2 3L0 33,9
2.0 268 36.2 428 188 311
Medeltal 34,2 32,6 42.8 34,6 36,9 46,1
Average
Preparat Dos Preparat-Dos
p< 22,0 22,7 46,8
Variationskoefficient 49.8 49,8 49,8
LSD, 5% 13,2 14,0 26,7
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Tabell 5. Rotrdteindex (A. euteiches) i drter for jordinblandning med olika kitosanpreparat jamfort med obehandlat.
Normaldos=0,5 mg kitosan/l jord. — Root ror index (A. euteiches) in peas for soil mixing with chitosan. Normal
dosis=0.5 mgll of soil. Comparisons with untreated soil.

Andel av Rotréteindex 0-100 — Root rot index 0-100
normaldos Preparat — Preparation
Prop. of A B C Y Medeltal Obehandlat
normal dosis Average Untreated
0,25 43,5 71,0 00,0 40,5 38,8
0,5 56,2 63,0 46,8 74,0 60,0
1,0 58,2 43,5 72,5 61,5 58,9
2,0 69,2 - 775 90,2 79,0
40 585 372 90.5 87,2 684
Medeltal 57,2 53,7 57.4 70,7 59,9 58,4
Average
Preparat Dos Preparat-Dos
p< 0,054 0,0001 0,0001
Variationskoefficient 30,3 30,3 30,3
LSD, 5% 13,3 14,2 253

Tabell 6. Rotréteindex (F. solani) 1 #rter for jordinblandning med olika kito sanpreparat jaimfort med obetat.
Normaldos=0,5 mgkitosan /1 jord. — Root rot index (F. solani) in peas for soil mixing with chitosan. Normal dosis=0.5
mgll of soil. Comparisons with untreated seeds.

Andel av Rotroteindex 0-100 — Root rot index 0-100
normaldos Preparat — Preparation
Prop. of A B C Y Medeltal Obehandlat
normal dosis Average Untreated
0,25 14,2 8,0 96,5 25,0 35,9
0,5 12,2 12,5 332 13,5 17,9
1,0 17,8 36,8 8,0 21,5 21,0
2,0 9,2 - 6.8 38 6,6
4.0 148 408 42 38 159
Medeltal 13,6 24,5 29,8 13,5 19,3 11,5
Average
Preparat Dos Preparat-Dos
p< 0,0004 0,0001 0,0001
Variationskoefficient 70,1 70,1 70,1
LSD, 5% 9.9 10,6 . 18,9

Tabell 7. Index for klumprotsjuka i vitsenap for betning med olika kitosanprepa rat jimfort med obehandlat.
Normaldos=0,25 ml kitosan / kg fr8. — Club root index in mustard for seed coating with chitosan. Normal dosis 0.25
mllkg of seeds. Comparisons with untreated seeds.

Andel av Index for klumprotsjuka 0-100 — Club root index 0-100
normaldos Preparat — Preparation
Prop. of A B Y Medeltal Obehandlat
normal dosis Average Untreated
0,25 62,5 66,8 47,5 58,9
0.5 53,0 55,8 62,5 57,1
1,0 75,5 67,5 53,0 62,3
2,0 57,8 69,5 65,0 64,1
4.0 50,8 51,2 59,0 53,2
Medeltal 59,9 62,2 57,3 61,4 72,8
Average
Preparat Dos Preparat-Dos
p< 60,0 32,7 24,8
Variationskoefficient 25,8 25,8 25,8
LSD, 5% 11,9 13,6 22,3
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Four preparations of chitosan were tested in climatic chamber trials as seed coat fungicides and soil mixing
components for the control of Aphanomyces cochlioides in sugar beets, A. euteiches and Fusarium solani in
pea, and Plasmodiophora brassicae in mustard. The preparations caused a negligible decrease and in some
cases even an increase of A. cochlioides and A. euteiches. There was a small reduction of F. solani root rot
when chitosan was applied as a seed coating but not as a soil mixing component. The preparations caused
a slight reduction of P. brassicae when used as seed coatings.
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Testning av kitosan mot korn- och vetemjoldagg i
laboratorieforsok

Gunilla Anderson och Lars Wiik, SLU, Inst. for viixt- och skogsskydd,
Box 44, 230 53 Alnarp.

ANDERSON, G. & WIIK, L. 1991. Testning av kitosan mot korn- och vetemjoldagg i laboratorieforsok.
Vixtskyddsnotiser 55:3, 84-85.

Tre olikakitosanpreparats och YEA!™s (Yield Enhancing Agent, 2,5 % poly-D-glucosamine, Siegfried
AG/SA) effekt mot mjoldaggssvampar (Erysiphe graminis f. sp. hordei och Erysiphe graminis f. sp. tritici)
testades 1 falltornforsok (settling tower). Statistiskt sikra minskningar, men 4ven i ett fall en 6kning, av
angreppet av mjsldagg erholls for en del av de provade kitosanpreparaten. Totalt sett var dock effekterna sma
och osikra, speciellt i jimforelse med betning och sprutning med fungicider (triadimenol och propikonazol).

Metoder

Kitosans effekt mot mjoldagg, Erysiphe graminis
f. sp. hordei och Erysiphe graminis f. sp. tritic
undersoktes. Olika kitosanpreparationer A, B och
C (se Davoust detta nummer av Vixtskyddsnoti-
ser) och YEA!™ (Yield Enhancing Agent, 2,5 %
poly-D-glucosamine, Siegfried AG/SA) testades.
Fyra olika metoder f6r applicering anvéndes: bet-
ning av kérnor, tillsittning med niringslosning till
rotterna, sprutning av blad och doppning av plan-
tor. For varje kombination av kitosan och applika-
tionsmetod testades fyra till sju olika doser, betning
100-10 000 ppm; sprutning 1-3 000 ppm; via 16t-
terna 0,1-1 000 ppm och doppning 1-1 000 ppm,
vilka jamfordes med tva obehandlade och en fun-
gicidbehandlad kontroll (betning utférdes med tri-
adimenol och6vrigaapplikationsmetoder med pro-
pikonazol). Inga speciella isolat av mjoldaggs-
svamparna, Erysiphe graminis f. sp hordei och
Erysiphe graminist. sp. tritici, anvindes utan blan-
disolat inhdmtades med en mobil sporfilla med
mottagliga fAngstplantor av korn, sort Agneta, och
vete, sort Kadett (Wiik, 1987). Mjoldaggskolonier-
na som erholls frén fdngstplantorna uppforokades
pé bladbitar av korn, sort Agneta, och vete, sort
Kadett, 1 petrisklar med benzimidazolagar. Den
erhdllna mjoldaggen anvindes vid inokulering av
testplantor (Agneta och Kadett) behandlade enligt
ovaniett falltorn (settling tower). Antalet kolonier/
blad riknades efter 14 dagars inkubation i klimat-
kammare.

Statistisk bearbetning: ANOVA med SNK-test.
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Resultat

Flertalet testningar gav inte ndgon statistiskt siker

skillnad mellan kitosanbehandlade f6rsoksled och

obehandlade kontroller. Statistiskt signifikanta skil-
lander erholls dock i ett fatal fall:

»vid betning av vete med den hdgsta koncentratio-
nen (10 000 ppm) av kitosan B. Angreppet av
mjéldagg varidetta fall 143 % stdrre dn1iobetade
kontroller.

» vid tillforsel med néringslosning med kitosan A,
30, 100 och 300 ppm till vete. Angreppet av
mjoldagg minskade i dessa fall med 40-50 % i
jamforelse med néringsldsning utan kitosan.

o vid sprutning av korn och vete med kitosan B, 300
ppm. Angreppet av mjoldagg minskade med 85
respektive 70 % i jamforelse med kontrollerna.

» vid doppning av veteplantor i kitosan B, 10 och
1000 ppm. Angreppet av mjoldagg minskade
med 53 respektive 56 % i jamforelse med kontrol-
lerna.

Diskussion
De ovanstiende resultaten foljer inget bestdmt
ménster, Det dr siledes svart att dranfgra slutsatser
av dessa forsok. Mojligen kan noteras att en av
preparationerna - kitosan B (cellviigg av Absidia
glauca och A. coerulea16sti2 % attiksyra, 0,3 M,
till en koncentration av 10 g/1) - givit fler statistiskt
sikra resultat 4n de Gvriga kitosanpreparaten.
Inga uppgifter fran litteraturen om attkitosan har
nigon verkan mot grismjoldagg har hittats. Had-

wiger, Fristensky & Riggleman (1984) testade
effekten av kitosan mot mjoldagg i drt och gulrost
iveteifiltforsok. Effekternamot mjoldagg var smé
och effekterna mot gulrost var motségelsefulla och
ofrutsigbara dven om de i vissa fall kunde iaktta
en minskning av angreppet.

Det éir dock inte otroligt att de effekter vi trots allt
fatt #r orsakade av att kitosan inducerat forsvarsre-
aktioner i vixten (t.ex. Hadwiger & Beckman,
1980 och Kendra & Hadwiger, 1984).
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The effects of three different preparations of chitosan (A, B, C) from Absidia glauca and A. coerulea and
YEA!™ (Yield Enhancing Agent, poly-D-glucosamine, Siegfried) were tested against powdery mildew of
barley (Erysiphe graminis f. sp. hordei) and wheat (Erysiphe graminis f. sp. tritici) in a settling tower.
Chitosan was applied in four different manners by means of seed dressing, spraying, through roots or by
dipping the plants. In a few tests statistically significant decreases, and in one case an increase, of the attacks
of powdery mildew were obtained. The effects were, however, generally small and not statistically
significant, especially in comparison with seed dressing and spraying with fungicides (triadimenol and

propiconazole).
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Utsadesbetning och sprutning med kitosan i faltforsok

i strasiad och hostraps

Hans Larsson", Jan Rundquist?, Lars Wiik" och Lennart Wikstrom™
1) SLU, Inst. for vixt- och skogsskydd, Box 44, 230 53 Alnarp.

2) EWOS AB, Box 618, 151 27 Sodertilje.
3) Skénska lantménnen, 213 01 Malmo.

LARSSON, H., RUNDQUIST, I., WIIK, L. & WIKSTROM, L. 1991. Utsidesbetning och sprutning med
kitosan i faltforsok i strasdd och hostraps. Vixtskyddsnotiser 55:3, 86-91.

Kitosan, framstilld av krabbskal eller producerad genom fermentation av svampen Absidia glauca,
undersoktes i tio faltforsok i strasdd och tre i hostraps. Kitosan applicerades bide som betning och sprutning.
Filtforsoken utfordes av SLU, Skénska lantmédnnen och EWOS AB. Vissa effekter har erhéllits p&
plantantalet i hostrig efter betning och pd angreppet av brunrost, Puccinia recondita, i hostvete efter
sprutning. Effekterna dr dock betydligt simre dn de som erhélles med kemiska standardpreparat. Positiva
effekter pa skorden har erhallits i ndgot forsok i hostraps, dock ej statistiskt sikert, och tendenser finns dven
i hostsdd. Den hoga dosen av kitosan har tendenser fill att minska plantantalet och skérden. Kitosans
fungicida och insekticida effekter dr svaga och det 4r tveksamt om preparatet ér intressant for konventionell

odling.

Kitosan uppges i utlindskareklambroschyrer 6ka
skorden och strastyrkan ("The product (YEA!™)
is anatural Plant Growth Regulator that increases
yields and reduces lodging by enhanced root and
stem development”, Anon. 1989). [ vetenskapli-
ga understkningar har kitosans roll i samspelet
mellan vixt och vixtskadegorare pavisats (Se
t.ex. litteraturgenomgéng, i detta nummer av vixt-
skyddsnotiser). Parallellt med de i detta nummer
redovisade laboratorie- och viixthusundersokning-
arna utlades faltforsok i odlingar hos lantbrukare
for att pAvisa eventuella positiva effekter av kito-
san 1 strisides- och hostrapsodling. Resultaten
frén dessa féltforsok redovisas hir.

Metoder

SLUs forsok

Tre faltforsok lades ut hosten 1989 och varen
1990 i Skane, ett i hostrig och tvd i hostvete. I
forsoket i hostrag betades utsiddet med tva doser
av kitosan (preparation A och B, se Davoust i
dettanummer av vixtskyddsnotiser)och YEA!™
(Yield Enhancing Agent, 2,5 % poly-D-glucosa-
min, Siegfried AG/SA). 1 fors6ken i hostvete
sprutades med fyra doser av kitosan (preparation
D, se Davoust i detta nummer av vixtskyddsno-
tiser) i borjan pé juni (5/6 och 11/6) i utvecklings-
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stadium 50-51 enligt decimalskalan (Zadok:
Chang & Konzak, 1974). Forsoksplanen omfa
tade dven obehandlade och med fungicider oc
insekticider behandlade kontroller (Se tab. 1 oc
2). Forsoksutforandet genomfordes enligt gings
praxis av Hushallningsséllskapets forsokspatru
ler och forsoksteknisk personal fran institutione
for vixt- och skogsskydd vid SLU. Bruttorutorn
var ca. 50 m® och skérderutorna ca. 20 m?, me
fyra upprepningar.

Gradering och avrikning av vixtskadegorat
gjordes enligt forstksavdelningarnas vanlig
praxis (Olofsson & Qwarnstrém, 1983). Statis
tisk bearbetning: ANOVA med Student-New
man-Keuls test.

Skanska lantménnens forsok

Tre forsok i hostvete, tre i hostrdg och ett
hostraps utlades pa tre platser i Skane. Vid tide
for forsoksutlaggning fannsinte tillrackligaméng
der av kitosan fran fermentativt odlade svampz
tillgdngligt. Déarfoér valdes en marknadsprodul
av ett krabbkitosan som betningsmedel, YEA!T
(25 g kitosan/l) fran Siegfried AG/AS, Schwei

1 forsoken anvindes rekommenderad dos, 25

100kg utsidde och dubbel dos, 50 g/100 kg utsid
For att 6ka mojligheterna till vtslag valdes t
godslingsnivéer, girdens normalgiva och gé

dens normalgiva plus 30 kg N/ha. Sorterna i de
olika forsoken var liggsddeskinsliga Folke host-
vete, Petkus hostrdg och Janus hostraps. Forso-
ken lades ut med 4tta férsoksled (se tab. 3 och 4)
och fyra upprepningar slumpvis fordelade med O-
ruta mellan varje upprepning.

EWOS forsok

Kitosan producerad genom fermentation av Absi-
dia glauca (preparation D, se Davoust i detta
nummer av vixtskyddsnotiser) har provats i tvd
faltforsok i hostoljevixter, ett i hostkorn och ett i
hostvete under :1991. Som mitarpreparat har i
hostraps anvints Rovral (iprodione 255 g/l) i en
dos av 3,0 1/ha. Mitarpreparat i hostsdden mot
utvintringssvampar har varit Sportak (prokloraz
450 g/l) i en dos av 1,0 1/ha.

I hostrapsforsoken (tab. 5) sprutades tva doser
av kitosan, 5,0 och 10,0 I/ha, under hésten (okto-
ber-november) 1990, under varen (mars-april)
1991 och bade under host och vér. I strasid (tab. 6)
anvindes endast den hégre dosen under hosten i
november. Behandlingarna utférdes med en tryck-
luftsdriven forsoksspruta med spaltspridare och
400 liter sprutvitska/ha anvindes for att uppné

god tickning. Forsoken har varit forlagda till
sydvistra Skane. Forsoken i hostoljevixter lades
med fyra upprepningar medan behandlingarna i
strisaden endast utférdes i tvd upprepningar.
Statistisk bearbetning (ANOVA) har darfér en-
dast utforts i forsoken med hostoljevixter.

Resultat

SL.Us forsok

I betningsforsoket i hostrag (tab. 1) erholls inga
statistiskt sidkra skillnader mellan forsoksled,
varken betriffande skord, stréstyrka eller an-
grepp av trips, mjoldagg eller brunrost. Vissa
skillnader i plantantal observerades. Forsoksled
betade med Panoctine och den ldgre dosen av
kitosanpreparaten hade ndgot hogre plantantal &n
obetad kontroll. De hogre doseringarna av kito-
san tycktes ddremot paverka plantantalet nega-
tivt. Skillnaderna i strastyrka mellan obehandlat
och behandlade férsoksled var obetydliga. Ska-
dorna pé flaggbladet har minskat i bdda de med
Panoctine betade forsoksleden men inte i de som
betats med kitosan.

Tabell 1. Utsiddesbetning med kitosan i hostrig i Alnarp 1989/90. Siffror inom en kolumn som f6ljs av samma
bokstav dr inte statistiskt sikert tskiljda. —Seed dressing with chitosan and YEA!™ in a field trial in winter rye in
southernmost Sweden 1989/90. Figures, within a column, followed by the same letters are not significantly

different.
Behandling Dos Dc Skérd — Trips Mjoldagg Brunrost Vissen bladyta Antal Strastyrka %
och antal/ % pablad % pa blad %, blad nr 1 plantor/m?
skorde- Dbladslida nr?2 nr2
okning
Treatment Dose  Dc Yield Thrips Powdery  Brownrust, Wilted leafarea No. of Strawstrength
and no.lleaf mildew, % on leaf %, leafno. 1 plantsim®* %
yield sheath % on leaf no.2
increase no. 2
kg/ha June 9 April 4 June 15 June 9 Nov. 29 Aug. 8
Obehandlad
Untreated - - - 6000a 10,8a 0,82a 12,4a 25ab 202a 35a
Panoctine 0 + 10a 9,6a 1,15a 14,5a 16ac 253a 34a
Panoctine + 0 +230a 8,1a 0,56a 11,2a 15¢ 240a 4la
Sportak 45EC +1,0l/ha 31
Cymbush 1,25kg/ha 49
YEAI™  10ml/kg 0  +20a 9,5a 0,74a 11,3a 20abe 225a 43a
YEA!™  20ml/kg 0 +330a 10,0a 1,62a 9,9a 27a 197a 45a
Chitosan A 25ml/kg 0 -100a 11,2a 1,16a 12,9a 27a 217a 40a
Chitosan A 50ml/kg 0 +20a 9,7a 0,52a 13,3a 24ab 18%a 43a
Chitosan B 25ml/kg 0 -50a 12,6a 1,45a 11,2a 22abc 215a 41a
Chitosan B 50ml/kg 0 -10a 6,04 1,30a 11,0a 2labc 201a 39a
P 76 51,6 7.2 86,2 0,2 15,9 76,1
Mean variation, % of mean 1,6 182 25,9 17,2 9,4 7,6 11,7
LSD, 5% 280 5.2 0,78 6,0 6,0 47,7 13,6

87



I sprutningsforsoken i hostvete (tab. 2) gav en
sprutning med Tilt Top en statistiskt sdker mer-
skord. Denna merskord erhélls framforallt som
ettresultat av att angreppet av brunrost, Puccinia
recondita, hdimmades. Aven sprutning med kito-
san gav en statistiskt siker minskning av angrep-
pet av brunrost med 38 och 48 % pé blad 2 1
respektive forsok. Dosen hade ingen avgbrande
roll. Standardfungiciden hade vid detta tillfdlle
89 och 91 % effekt pd samma blad. Endryg vecka
senare kunde inte kitosanets effekt avldsas. Stan-
dardfungiciden hade d& fortfarande 65 och 51 %
effekt pd de Hvre bladen i respektive forsok. Inga
statistisktsikra skillnader noterades for striknéck-
arsvampen, Pseudocercosporella herpotrichoi-
des, eller strastyrkan mellan olika forsoksled.

Mot bladl6ss hade endast Metasystox R100 en
statistiskt siker effekt.

Skanska lantménnens forsok

Skordenivan i hostveteforsoken (tab. 3) varierar
mellan ca 6 000 och 9 000 kg/ha. Liggsad fore-
kom varierande i forsoken. Kvaliteten, falltal och
proteinhalt, pd skérdad kérna dr varierande mel-
lan forsoksplatser. Nagra signifikanta skillnader
mellan forsoksleden kunde inte iakttas.

Av forsoken har ett rAgforsok (tab. 3) i nord-
vistra Skdne kasserats p g a markskador och
extremt délig uppkomst. Viss liggsdd 1 hostrag-
forsoken (strastyrka 55-70) kunde noteras. Nigra
statistiskt sikra effekter pad strdstyrkan kunde
trots vissa skillnader mellan forsoksleden, inte
iakttas. Kvaliteten pa skordad kéirna var god med
falltal 6ver 180 i samtliga forsoksled. Proteinhal-
ten var relativt 14g och har varierat med kvive-
godslingen. Vid en gradering av brunrost och
icke assimilerande bladyta i ett av hostragforso-

Tabeli 2. Sprutning i utvecklingsstadium DC 51 enligt decimalskalan med olika doser av kitosan i tvd hostvetefor-
sok i sédra Skane 1990. Siffror inom en kolumn som f6ljs av samma bokstav #r inte statistiskt sikert dtskiljda. —
Spraying at DC 51, decimalcode with different dosages of chitosan in winter wheat in southernmost Sweden,
average of two field trials in farmers fields. Figures, within a column, followed by the same letters are not

significantly different.

Behandling Dos Skord Bladlus- Brunrost  Vissnade blad' Straknickare Friska — Strastyrka %
1/ha och medeltal pa blad or 1-3, 10/7 23/7 stribaser
skérde-  fran tre nr 2, 2/7 0-10 index 23/7
okning avrik- % angrepp %
ningar
Treatment Dose Yield Aphids Brown rust  Wilted leafs'  Eyespot Healthy Strawstrength
ltha and average on leaf no. 1-3 index stem %
yield from no. 2 0-10 bases
increase  three % attack %
count-
ings
kg/ha July 2 July 10 July 23 July 23
Obehandlad
Untreated - 7550a 8,6a 33a 7,2a 4la 14a 85a
Delsene SODF 0,5 +430a 6,7a 25b 6,8a 31a 18a 85a
Tilt Top 1,0 +1480b 5,6a 3c 3,0b 35a 9a 85a
Chitosan D 10,0 +270a 4,4a 21bd 7.2a 37a 14a 85a
Chitosan D 5,0 + 340a 6,0a 18d 7,1a 35a 20a 85a
Chitosan D 2,5 +190a 7.9a 20d 7.4a 34a 13a - 85a
Chitosan D 1,25 +250a 59a 21bd 7.3a 32a 23a 85a
Metasystox R 10 1,25 +590a 0,90 20d 7,2a - - 85a
P 0,2 0,2 0,0 0,0 449 14,0
Mean variation, % of mean 1,7 20,3 49 4.8 9.6 19,9
LSD, 5% 440 33 10 1,1 12 11

! Wilting, principally due to brown rust, Puccinia recondita, but also yellow rust, Puccinia striiformis and Septoria spp..

88

Tabell 3. Faltforsok med kitosanbetning i hostsad. Siffror inom en kolumn som foljs av samma bokstav 4r inte
statistiskt siakert atskiljda. — Seed dressing with YEAI™iin winter cereals, yields kglha. Figures, within a column,

followed by the same letter are not significantly different.

Behandling Skord Rel. tal Strastyrka %  Skord Rel.tal  Strastyrka %
Vete Rig

Treatment Yield Straw Yield Straw
Wheat strength Rye strength
kg/ha Rel. v. % kg/ha Rel. v. %

Obehandlad

Untreated 7280a 100 48a 5000a 100 38a

YEA!™ 1.01/100 kg utsdde/seed 7280a 100 47a 5030a 101 38a

YEA!™ 2.01/100 kg utsdde/seed 7250a 100 46a 5040a 101 38a

Standard 7500a 103 48a 4960a 99 33a

Antal faltforsck

No. of field trials 3 3 2 2

1SD,5 % 270 1,6 260 12

ken pavisades inte nigon skillnad mellan for-
soksleden.

Resultatet fran hostrapsforsoket (tab. 4) visar
heller inga entydiga skillnader mellan forsoksle-
den. Hogre skord och visentligt htgre rymdvikt
kan noteras for standardbehandlingen.

EWOS forsok

Under vegetationsperioden kunde inga synliga
skillnader mellan de olika behandlingarna och
obehandlat noteras. Ej heller ndgra fytotoxiska
skador pd grodan pé grund av behandlingarna har
noterats.

Variationen i skorden hos oljeviixterna (tab. 5)
var mycket hog och i ett forsok har signifikanta
skillnader mellan behandlingarna kunnat visas.
Dock ej mellan obehandlat och behandlat. Skor-
deminskningar har erhéllits i hostbehandlingen
vad giller Rovral och av den hogsta dosen av
kitosan, behandlat bide under hosten och dubbel-
behandlingen host/var.

Skordesiffrorna for strisid (tab. 6) visar pden
merskord av behandlingen med Sportak paca3 %
och med kitosan pa ca 1 % vid en sk6rdeniva pé
ca 6 850 kg/ha. Skordedkningen i hostkorn har
legat htgre vad det giller behandling med Spor-
tak,4 % eller 250kg/ha, och kitosan, 3 % eller 170
kg/ha.

Diskussion
SLUs forsok
De ldgre plantantalet i forsoksled betade med

hogre doser av kitosan i hostragférsoket kan
eventuellt bero pa fytotoxiska effekter. Stenlid

(1954) pavisade att D-glukosamin, byggnadsste-
nen i kitosan, himmade respirationen och uppta-
get av kloridjoner i avklippta veterstter.

Effekten av en sprutning med kitosan &r kortva-
rig mot brunrost, Puccinia recondita. Eventuellt
skulle upprepade behandlingar kunna ge en var-
aktigare effekt. For ovrigt erholls inga pvisbara
skillnader som ger anledning till fortsatta under-
sokningar. I faltforsok i USA var effekterna med
kitosan mot gulrost 1 vete, Puccinia striiformis
motsidgelsefulla och of6rutsidgbara men under
vissa forhallanden kunde dock en minskning av
angreppet iakttagas (Hadwiger, Fristensky &
Riggleman 1984). Trots relativt starka angrepp
av strAknickarsvampen, 32 respektive 51 iindex
i de tva hostveteforsoken, paverkades inte stra-
styrkan av ndgon behandling.

Skanska lantménnens forsok

Trots anstringda vixtfoljder, mottagliga sorter
och 6kad kvévegodsling har inga statistiskt sékra
skillnader mellan de olika behandlingarna kunnat
iakttas. Det dr virt att notera att obetat utsdde gett
samma skordeniva som standardbetning i hostve-
te, vilket tyder pa ringa betningsbehov. Nigra
betningseffekter av kitosanet bor dérfor heller ej
vara att vinta. Vissa effekter pa strastyrkan i
hostrag noterades. Dirfor vore det intressant med
ytterligare forsok for att utréna om tydliga effek-
ter kan uppnés. Kitosan skulle d4 kunna utnyttjas
som straforstirkning t.ex. i alternativodling. For
anvindning som alternativ till etablerade meto-
der i konventionell odling saknar det provade
preparatet intresse. Det dr osdkert om man med
betning kan uppnd de effekter som i litteraturen
tillskrivs kitosanet. Forsok med annan form av
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Tabell 4. Filtforsok med kitosanbetning i hdstraps,
skord av réfettkg/ha. Siffror inom en kolumn som £61js
av samma bokstav dr inte statistiskt sakert &tskiljda.—
Seed dressing with YEA! ™ in winter rape, yields (oil)
kglha. Figures, within a column, followed by the same
letter are not significantly different.

Behandling Skord olja
hostraps

Treatment Yield (oil)
Winter rape
kg/ha Rel. v.

Obehandlad

Untreated 1430a 100

YEA!™ 15 ml/kg utside/seed 1450a 102

YEA!™ 30 ml/kg utsidde/seed 1300a 91

Standard 1490a 104

Antal faltforssk

No. of field trials 1

LSD, 5% 240

applicering, och eventuellt upprepade behand-
lingar med noggrann applicering av preparatet,
kan ge ytterligare klarhet i lamplig tidpunkt och
applicering.

EWOS forsok

Det verkar klart att man har vissa positiva tenden-
ser av vissa behandlingar med kitosan i hostraps.
Thostsddesforsoken ror det sig om enstaka forsok
med endast tvd upprepningar, varfor inga statis-
tiska berdkningar har gjorts. Resultaten kan alltsa
endast ses som en indikation pé positiva effekter.

Tabell 5. Kitosan i hostraps. Ewos forsck 1990. Skord. Rel %. — Spraying with chitosan in winter rape, yield -

relative values.
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LARSSON, H., RUNDQUIST, J., WIIK, L. & WIKSTROM, L. 1991, Seed dressing and spraying winter
cereals and winter rape with chitosan in field trials in Sweden, Véxtskyddsnotiser 55:3, 86-91.

Chitosan, produced from crabshell or from fermentation of Absidia glauca was investigated in ten field
trials in winter cereals and three in winter oil seed rape. Chitosan was applied as seed dressing or by spraying.

The field trials were conducted by the Swedish University of Agricultural Sciences, EWOS AB and
Skénska lantménnen. In winter rye a slight increase in the plant number due to seed dressing with the lower
dose of chitosan was achieved in one field trial. In winter wheat a statistically significant decrease of brown
rust, Puccinia recondita, due to spraying with chitosan was recorded in one field trial. This effect was short-
lived. Yield increases given by chitosan in winter oil seed rape, although not statistically significant, were
found in one trial and a smaller, likewise non-significant, yield response in winter cereals was recorded. The
higher doses of chitosan had tendencies to decrease the plant number after seed dressing and yield after
spraying. The effect of chitosan on pests and diseases is small and it is doubtfulwhether chitosan can be of

Behandling Dos Lkg/ha Tidpunkt 5001 Svenstorp 5002 Bjillerup Sammanstiiin. 5001 + 5002
Treatment Dose Spraying time Total 5001+5002
A Obehandlat - - 100 100 100

A Untreated

B Rovral 30 Hést, okt/nov 94 110 103

C Kitosan 5,0 " 131 95 111

D Kitosan 10,0 " 92 115 105

E Rovral 3,0 Hést och var 128 116 121

F Kitosan 5,0 - 134 106 119

G Kitosan 10,0 " 85 108 98

H Rovral 3,0 Vér, mars/april 131 121 125

I Kitosan 5,0 " 115 108 109

J Kitosan 10,0 - 110 108 109

Skoérd i obehandlat 100 = 2570 3370 2970

Yield in untreated

P 0,02% 091 n.s. 0,50 n.s.
LSD 5% + 813 kg/ha - -

Tabell 6. Kitosan 1 hostsdd. Ewos forsok 1990, Behandling i november. Skord. Rel %. — Spraying with chitosan
in winter barley and winter wheat, yield - relative values.

Behandling Dos 1, kg/ha Pugerup Kristineberg Sammanstéllning
Hostkormn Hostvete Hostkorn + Hostvete

Treatment Dose Winter barley Winter wheat Total, 2 field trials

A Obehandlat - 100 100 100

A Untreated

B Sportak 45EC 1,0 104 102 103

C Kitosan 10,0 103 99 101

Skord i 100 = 6 020 7630 6845

obehandlat kg/ha

Yield in untreated kglha

90

interest in conventional farming.
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