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Sammanfattning

Art dr en av de viktigaste baljvixtgrodorna i Sverige. Artplantorna kan drabbas av
flera olika patogener, ddribland svampen Rhizoctonia solani och rotsarsnematoder
Pratylenchus spp. Rhizoctonia solani ér en vixtpatogen svamp som &r indelad i
flera s kallade anastomosgrupper, AG. Den anastomosgrupp som dr mest kénd for
att orsaka skada 1 drt &r AG 4, men dven AG 5 ér rapporterad som patogen.
Rotsérsnematoder, Pratylenchus spp., ér rapporterade att orsaka skada hos ménga
olika véxter, ddribland art.

Interaktioner mellan R. solani och nematoder &r studerade i bland annat
potatisodling, men ej 1 drt. Syftet med denna rapport var att undersoka om
interaktioner mellan R. solani och Pratylenchus spp. forekommer i drtodling.

For att besvara fragestillningen har dels ett vixthusforsok utforts, dels har en
litteraturstudie gjorts. Isolat som valdes ut till vixthustestet var av R. solani AG 3,
AG 4 och AG 5. For att infektera drterna med nematoder anvéndes en jord med
naturlig forekomst av rotsdrsnematoder. Hélften av jorden steriliserades for att
anvandas som kontroll. Jorden inokulerades med renkulturer av de olika AG.
Undersokningen visade att AG 4 dr en mycket stark patogen pa drter som orsakar
groddbrianna, missfargning pa epikotylen eller att plantorna dor. AG 5 visade sig
vara en svagare patogen som orsakar ndgot forsimrad uppkomst och missfargning
av epikotylen. AG 3 var inte patogen alls pa drt. Rotsarsnematoderna orsakade
mycket stor skada pé hela rotsystemet. Inga synergistiska interaktioner mellan R.
solani och rotsarsnematoder kunde pavisas. Daremot verkade det som att det fanns
antagonistiska interaktioner mellan R. solani AG 3 och Pratylenchus spp. Denna
effekt 4r mycket intressant och liknande resultat kan inte hittas 1 litteraturen, och
bor dirfor studeras vidare.

Nyckelord: Rhizoctonia solani, rotsarsnematoder, Pratylenchus spp., patogenitet, rt



Abstract

Pea is one of the most important legume crops in Sweden. The pea plants can be
affected by several different pathogens, including the fungus Rhizoctonia solani
and root lesion nematodes Pratylenchus spp. Rhizoctonia solani is a plant
pathogenic fungus that is divided into several anastomosis groups, AG’s. The
anastomosis group that is best known for causing damage to peas is AG 4, but AG
5 is also reported as pathogenic. Root lesion nematodes, Pratylenchus spp., are
reported to cause damage to many different plants, including peas.

Interactions between R. solani and nematodes have been studied in for instance
potato cultivation, but not in peas. The purpose of this report was to investigate
whether interactions between R. solani and Pratylenchus spp. occur in peas.

To answer the question, a greenhouse trial has been performed and a literature study
has been done. Isolates selected for the greenhouse test were R. solani AG 3, AG 4
and AG 5. To infect the peas with nematodes, a soil with a natural occurrence of
root lesion nematodes was used. Half of the soil was sterilized for use as a control.
Pure cultures of the various AG’s were inoculated into the soil. The study showed
that AG 4 is a very strong pathogen on peas that causes plant death and discoloration
of the epicotyl. AG 5 was found to be a weaker pathogen causing some decrease in
the emergence and discoloration of the epicotyl. AG 3 was not pathogenic at all on
peas. The root lesion nematodes caused very great damage to the entire root system.
No synergistic interactions between R. solani and root lesion nematodes could be
detected. However, it appeared that there were antagonistic interactions between R.
solani AG 3 and Pratylenchus spp. This effect is very interesting and similar results
can not be found in the literature, and should therefore be studied further.

Keywords: Rhizoctonia solani, root lesion nematodes, Pratylenchus spp., pathogenicity, pea
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1. Inledning

1.1. Bakgrund

1.1.1. Art

Baljvéxter dr en viktig komponent 1 en vaxtfoljd, tack vare deras kvivefixerande
egenskaper. De utgor en god forfrukt till ménga andra grodor, dd en naturlig N-
gbdsling till jorden sker. I genomsnitt odlades det i Sverige ar 2019 strax over
20.000 ha arter med en medelskord pa 3300 kg/ha, vilket gor det till den mest odlade
baljviaxten i Sverige (Jordbruksverket, 2019). Med en vegetationstid pa 110-120
dagar, for art till mogen skord, mdjliggor det odling i bade Gotaland och Svealand
(Jordbruksverket, 2004). Art ir dirfor en av de viktigaste grodorna som odlas i
Sverige, och skorden gér till bdde ménnisko- och djurfoda.

Tidigare odlades en areal pa ca 8000 ha konservért i Skédne och Halland, men nér
Findus slutade med sin produktion i Skdne 2016 sjonk arealen drastiskt. Det
nybildade foretaget Foodhills har numera borjat producera konservirt igen i samma
omrade och arealen uppgar nu till ca 3000 hektar. Konservirter sas fran slutet av
mars till borjan av juni och skordas grona fran midsommar fram till borjan av
september. P4 grund av den vanligt forekommande sjukdomen é&rtrotrota
(Aphanomyces euteiches) bor man ha en véxtfoljd dar art inte forekommer oftare
an vart 8:e ar (Wikstrom, 2021).

1.1.2. Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani dr en véxtpatogen svamp som har ménga vérdvéxter bland véara
vanligaste grodor, ddribland strasid, baljvéxter, rotfrukter, gris, gronsaker och bir,
och darfor arligen skapar stora ekonomiska problem i odling av dessa grodor.
Symptom yttrar sig ofta i form av forsdmrad uppkomst samt flera olika skador pa
grodan, vilka kan leda till en betydande skdrdeminskning (Marmolin, et al., 2013).
Beroende pé vilken viardvaxt som studeras kan sjukdomen orsaka rota pa plantan,
skorv eller groddbrand. Pé drter syns symptom huvudsakligen i form av rédfargad
groddbrinna pa rothalsen (Marmolin, et al., 2013). I filt kan svampen 6verleva flera
ar genom bildande av langlivade sklerotier samt genom mycel som livnér sig pa
vaxtrester 1 jorden (Ajayi-Oyetunde & Bradley, 2018). Svampen kan dven spridas
genom smittat utsdde (Hagedorn, 1984).
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Da R. solani angriper sa manga olika vaxter och har en mycket bred skadebild, har
man gjort ytterligare avgransningar inom arten genom att dela in R. solani i 14
somatiskt lika anastomosgrupper, AG (Ajayi-Oyetunde & Bradley, 2018). Om
hyfer fran olika isolat kan sammansmaélta betyder det att de tillhér samma
anastomosgrupp. Vidare kan dessa AG delas upp i undergrupper baserat pa likheter
1 patogenitet, genetiska karaktdrer eller formaga for hyferna att sammansmaélta
(Marcou, et al., 2021). R solani ar en parafyletisk grupp dar olika
anastomosgrupper har olika evolutionért ursprung, vilket innebér att R. solani inte
ar en enkel art utan ett komplex av arter (Vilgalys & Cubeta, 1994). Till forsoket
som beskrivs 1 denna rapport har R. solani isolat av AG 3, AG 4 och AG 5 anvénts.
Dess kinda vardvixter beskrivs 1 Tabell 1.

Tabell 1. Ndgra kéinda virdvixter for de undersékta anastomosgrupperna

Anastomosgrupp Kanda vardvaxter

AG3 Potatis, tomat, bomull, tobak, majs, morot, blomkal

Raps, gurkvaxter, art, 16k, tomat, potatis, sojabdna, bomull,
AG4 kal, sockerbeta, vete, sallat, bonor, morot
AG5 Potatis, sojabona, sallat, bonor, grasmattegras, art

Kalla: (Marmolin, et al., 2013) (Holmquist, 2018) (Marcou, et al., 2021
opublicerad)

AG 3 ar fraimst kidnd for att gora stor skada pa potatis. P& potatis orsakar svampen
lackskorv d& mycelet bildar sklerotier pa knolen, vilket forsvarar forsiljningen. Ett
annat vanligt symptom &r bruna fritskadeliknande sér pé stam (groddbrdnna) och
stoloner, vilka kan paverka knolbildningen i olika hog grad. Dessa symptom
resulterar arligen 1 stora ekonomiska forluster och dr ett stort problem inom
potatisodling (Back, et al., 2000).

AG 4 beskrivs som en av de mest aggressiva anastomosgrupperna i varlden i manga
olika grédor (Sharma-Poudyal, et al., 2015). Den vanligaste forekommande
symptomen &r att plantorna dor i tidigt skede (Sneh, et al., 1991).

AG 5 har nyligen rapporterats for forsta gangen i Sverige (Marcou, et al., 2021).
AG 5 uppges ge lackskorvsymptom, vissnande stjdlkar och filtsjukesymptom péa
morot samt dven orsaka groddbrdnna pa potatis. AG 5 har dven rapporterats fran &rt
i USA (Sharma-Poudyal, et al., 2015) och Sverige (Marcou, et al., 2021
opublicerad). AG 5 har tidigare utomlands dven rapporterats angripa bénor (Sneh,
et al., 1991) och vete (Woodhall, et al., 2012).

I drtodling dr AG 4 generellt kind som den mest aggressiva gruppen. Den orsakar
groddbrianna, rod-brunfargning pa epikoylen eller att plantorna helt enkelt dor
(Hagedorn, 1984). I en undersdkning av R. solani pa art i USA fann man att AG 2-
1 orsakade det storsta plantbortfallet, foljt av AG 4. AG 4 orsakade storst reduktion
1 biomassa (Sharma-Poudyal, et al., 2015). I samma artikel frdn USA beskrivs AG
5 pé art orsaka storst skada under forsta odlingsveckan, dvs paverka uppkomsten.
AG 3 har ej rapporterats som patogen pa art.
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1.1.3. Rotsarsnematoder

Rotsérsnematoder Pratylenchus spp. dr vanliga skadegorare i Sverige. Det ér ett
nematodslidkte som har en mycket bred virdvixtkrets dir manga av vara vanligaste
grodor och dven ogrés ingdr. Fem arter av rotsarsnematoder pétraffas vanligen 1 falt
1 Sverige (Andersson, 2018), och de arter som berdrs 1 denna rapport ar P. penetrans
och P. crenatus. Rotsérsnematoderna angriper rotterna hos en planta genom att
trdnga sig in 1 roten. Detta skapar sma skador pa rétterna som kan synas i form av
morka ldngstrackta flackar. Skadorna blottar rotterna och gor det mdjligt for svamp
och bakterier att enkelt ta sig in 1 védxten. Infektionen kan leda till nekroser pa
rotterna vilket 1 sin tur kan orsaka att hela rotsystemet dor (Viketoft, 2017). Den art
som gor mest skada dr P. penetrans (Jordbruksverket, 2020).

Ett schema dir man kan se nematodarter och deras virdvéxter dr utvecklat av Aaltje
1 Nederldnderna, www.aaltjeschema.nl. Detta schema uppdateras kontinuerligt.
Med hjilp av aaltjesschema gér det att urskilja vilka grodor som P. penetrans och
P. crenatus angriper, hur stor skada som orsakas, samt hur nematodpopulationen
paverkas (Bilaga 1). I schemat avldses det att drter orsakas mattlig skada av P.
penetrans, vilket ar det ndst hogsta skadeindexet. Det stir &ven att
nematodpopulationen gynnas av artodling och det sker mycket stor uppforékning.
For P. crenatus dr skadeldget i drter okdnt och nematodpopulationen faller under
indexet liten 6kning”.

1.1.4. Interaktioner mellan svamp och nematoder

Vixtpatogena svampar och nematoder dr tva helt olika patogengrupper, men de har
en del gemensamma viardvéxter. Dessa kan interagera med varandra pa flera olika
sdtt. En kombinerad smitta kan verka oberoende av varandra och orsaka additativ
skada. Da orsakar de bada patogenerna skada hos plantan utan att varken forstérka
eller forsvaga varandra. Den totala skadan blir saledes summan av de bdda skadorna
(1+1=2). Ett annat alternativ &r att det sker ett synergistiskt samband. Det innebér
att patogenerna forstarker varandra och skadorna blir tillsammans storre, jamfort
med om man hade summerat de individuella skadorna (1+1>2). Det kan dven ske
ett antagonistiskt samband mellan patogenerna. Detta dr motsatsen till en
synergistisk interaktion, dir patogenerna istdllet forsvagar varandra. Den totala
skadan blir alltsa mindre vid kombinerad smitta, &n vid additativ skada (1+1<2)
(Back, et al., 2002). Om det dr nematoderna som péverkar svampen eller tvirt om
kan variera mellan olika arter. Det kan dven bero pa att en patogen triggar véxtens
immunforsvar, vilket padverkar skadan av den andra patogenen och dirmed den
totala skadan.

Eftersom R. solani och Pratylenchus spp. kan leva under samma férhallanden kan
interaktionerna mellan dem vara intressanta att testa och undersoka.
Undersokningar har gjorts ddr man studerat interaktionerna mellan dessa
vixtpatogener i potatisodling. Studierna visade pa en additativ interaktion dar
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skadorna av de bada patogenerna adderades (Viketoft, et al., 2020). Men liknande
interaktioner 1 drtodling har troligen inte studerats tidigare.

1.2. Syfte och fragestallningar

Syftet med detta arbete var dels att testa patogeniteten 1 drt hos isolat av R. solani
frdn tre olika AG samt rotsdrsnematoder och dels underséka om det finns
interaktioner mellan R. solani och rotsarsnematoder. Hypotesen var att skadorna av
rotsarsnematoderna skulle forvirra angreppet av R. solani.
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2. Material och metoder

2.1. Vaxthusforsok

Vixthusforsoket utfodes i1 en viaxtkammare under kontrollerade betingelser med en
temperatur pa 21 °C och belysning under 15 h per dygn. Krukorna stod sorterade
efter behandling i olika planteringstrag for att undvika kontaminering och spridning
mellan behandlingarna. I forsta hand utgjorde nematoderna en stor spridningsrisk
dé de latt kan transporteras kortare strackor via en vattenfilm som blir i samband
med bevattning. Aven R. solani kan spridas via mycel mellan krukor. Ett
laboratorium med komplett utrustning fanns tillgangligt under projektets gang.

2.1.1. Rhizoctonia solani

Tre olika Rhizoctonia-isolat anvéndes for att jimfora deras patogenitet pd drter och
for att se om de interagerar olika med nematoder. De olika isolaten har identifierats
till AG 3, AG 4 och AG 5 av Universitetet i Ghent i Belgien via Mariann Wikstrom
(Marcou, et al., 2021), se Tabell 2.

Tabell 2. Anvinda isolat av R. solani och deras ursprung

Isolat nr. Virdvixt Isoleringsir Region Anastomos- Accession nr.
grupp

Ostra

RhCaES-61 Morot 2018 . AG3 MW999159
Skéne
Sodra

RhSbSS-17 Sockerbeta 2016 . AG4 MW999203
Skéne
Ostra

RhCaES-62 Morot 2018 . AGS MW999177
Skéne

For att inokulera drterna med R. solani anvindes en modifierad version av metoden
som beskrivs i Scholten et al. (2001) anvints. Metoden gick i korthet ut pé att
vetekdrnor lades 1 blot Gver natten i fyra E-kolvar. Sedan hélldes dverskottsvattnet
ut och E-kolven forslots med en bomullstuss och aluminiumfolie. Vetekérnorna
autoklaverades sedan i tre omgéngar tre dagar efter vartannat, i 121 °C 1 20 minuter.
Detta for att sterilisera vetekdrnorna samt forhindra att de gror. Rhizoctonia-isolaten
hade ympats upp pé agarplattor med PDA (Potato Dextrose Agar) (Fig. 1). Nér
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vetekdrnorna hade kylts ner ympades de olika R. solani isolaten Over fran
agarplattorna till vetekdrnorna, och en E-kolv ldmnades oinfekterad for att
anviandas som kontroll. E-kolvarna skakades en gdng om dagen for att R. solani
skulle spridas jaimnt fordelat och for att vetekdrnorna inte skulle klumpa ihop sig.
En vecka senare tickte mycel av R. solani alla vetekérnor och detta syntes i form
av en tunn brun-vit mycelmatta 6ver kdrnorna, se Fig. 2. Dessa vetekédrnor
placerades sedan tillsammans med &rtorna i krukor av storleken 0,6 liter. Tio drtfron
och sex vetekdrnor per kruka placerades pa samma djup och jdmnt férdelat pa ytan.

e

Figur 1. R. solani AG 5 pd agarplattor.  Figur 2. Inokulering av R. solani pd vetekdrnor

2.1.2. Rotsarsnematoder

For att infektera drterna med nematoder anvindes en jord med naturlig forekomst
av rotsarsnematoder. Jorden togs 1 ett filt utanfor Loddekdpinge 1 Skéne dér
forekomsten sedan tidigare dr kind och analyserad. Jorden togs dér antalet
rotsarsnematoder var som hogst enligt de tidigare analyserna, som utfordes av ett
laboratorium i Nederldnderna 2020 (Bilaga 2). Det var nematoder av arten P.
penetrans som var dominerande, foljt av arten P. crenatus. Efter insamling av
jorden analyserades den pa nytt for att f4 uppdaterade och relevanta virden. Detta
gjordes bade innan och efter odlingen av drter. Dock bestimdes nematoderna i detta
fall bara till slikte, men vid jamforelse av den tidigare analysen kan man anta att
det 4r samma arter som tidigare. Analysen gjordes av handledaren Maria Viketoft.
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2.1.3. Forsoksupplagg

Som kontrolljord anvéndes steriliserad jord som tagits pd samma filt. For att
sterilisera jorden autoklaverades den tills den kom upp i 121 °C. Till bada jordarna
tillsattes vetekdrnor inokulerade med R. solani av de olika anastomosgrupperna
enligt beskrivning i1 punkt 2.1.1. Tio krukor sdddes per forsoksled for att fa ett sé
tillforlitligt resultat som mojligt, och i varje kruka sdddes tio artfron. De olika
forsoksleden beskrivs i Tabell 3. Den osterila jorden med naturlig nematod-
forekomst bendmns som “nematodinnehallande jord”. Efter en vecka ridknades
uppkomsten. Efter fyra veckor tvittades rotterna och avldsningen paborjades.

Tabell 3. Forsoksuppligget

Forsoksupplagg
Negativ kontroll Rhizoctonia AG3  Rhizoctonia AG4  Rhizoctonia AG 5
(steril jord) (steril jord) (steril jord) (steril jord)
Positiv kontroll Rhizoctonia AG3 RhizoctoniaAG4  Rhizoctonia AG 5
(nematod- (nematod- (nematod- (nematod-

innehallande jord) innehallande jord) innehallande jord) innehallande jord)

Avlisning gjordes enligt metoden som beskrivs i Persson et al. (1997). Plantorna
graderades i sju klasser mellan 0 och 100, dér 0 innebér symptomfri planta och 100
innebdr dod planta. Resterande mellanliggande klasser baserades pa procentuellt
angripen rotyta. Nér alla plantor graderats berdknades ett medelvirde av
sjukdomsklasserna som sjukdomsindex for varje kruka. Dérefter berdknades
medelvédrden for varje forsoksled. Efter avldsningen maittes medellingden pa
plantorna ovan jord per kruka. Farskvikt per kruka uppmaittes genom att viga bade
rot och skott. Efter torkning i torkskap 1 70 °C 1 2 dygn och uppmiittes torrvikten
per kruka pa samma sétt.

2.1.4. Extra forsok

Under forsokets gdng uppmairkssammades det att plantuppkomsten blev hogre i det
forsoksled diar AG 3 tillsattes jamfort med det obehandlade ledet. Eftersom detta
var ett forvanande resultat, siddes delar av forsoket om i1 mindre skala efter en
vecka. I nematodinnehéllande jord sdddes fem krukor med tillsats av AG 3 och fem
kontrollkrukor.

2.2. Statistisk analys

Resultaten analyserades och bearbetades statistiskt i statistikprogrammet SAS/Stat
(Statistical Analyses System) med hjélp av variansanalys ANOVA och Duncan’s
multiple range test. Tvividgs variansanalys anvéindes for att analysera faktorerna
jord (steril respektive nematodinnehallande) och svamp (obehandlat respektive
olika R. solani AG). Envigs variansanalys anvindes for att jamfora alla separata
forsoksled. Signifikansnivéan sattes till p<0,05. I diagrammen anger bokstidverna
ovanfor varje stapel Duncan gruppering och medelviarden med samma bokstav &r
inte signifikant atskilda.
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3. Resultat

Ingen signifikant skillnad fanns mellan blocken i ndgon av de avlésta parametrarna
uppkomst, sjukdomindex, plantlingd farskvikt eller torrvikt. Dadremot fanns
statistiskt signifikanta skillnader mellan forsoksleden.

3.1. Uppkomst

I den sterila jorden resulterade AG 4 i ett kraftigt plantbortfall (Fig. 3). Aven AG 5
orsakade ett signifikant ldgre plantantal &n 1 obehandlat. I den osterila jorden, med
forekomst av nematoder, blev det ett kraftigt plantbortfall i alla led jamfort med den
sterila jorden. Men diar AG 3 hade tillsatts var uppkomsten hogre dn i de andra tre
behandlingarna.
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Figur 3. Uppkomst av drter i forsoksled med steril resp. nematodinnehdllande jord och med tillsats
av R. solani av olika anastomosgrupper (AG3, AG4, AGS5). I stapeldiagrammet presenteras
medelvirden for varje forséksled. Felstaplarna anger medelfel och bokstiverna anger Duncan
gruppering, ddr olika bokstdver vid staplarna anger statistiskt signifikanta skillnader (p<0,05,
n=10).
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Nér medelvérden for uppkomst i steril jord respektive nematodinnehéllande jord
raknades samman oberoende av svampbehandling visade resultaten att det var ett
mycket kraftigt plantbortfall i den nematodinnehéllande jorden, vilket troligtvis
beror pé stor nematodforekomst (Fig. 4 vanster). P4 liknande sétt berdknades
medelvirden for svampangrepp oberoende av jord. Detta visade att AG 4 ocksa
orsakade ett mycket kraftigt plantbortfall (Fig. 4 hoger). Aven AG 5 orsakade ett
signifikant ldgre plantantal.
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Figur 4. Uppkomst av drter i steril respektive nematodinnehdllande jord till vinster och uppkomst
efter tillsats av olika R. solani AG till héger. Bokstiverna ovanfér varje stapel anger Duncan
gruppering.

Obehandlat

Figur 5. En representativ kruka fran varje block med de olika behandlingarna. Krukorna i 6vre
raden innehdller steril jord och nedre raden innehdller jord med naturlig nematodforekomst.
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3.2. Sjukdomsindex

I den sterila jorden har AG 4 gett ett mycket hogt sjukdomsindex (Fig. 6). I naturligt
nematodinnehallande jord har AG 3 signifikant lagre sjukdomsindex 4n de andra
tre leden.
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Figur 6. Sjukdomsindex pd drter i forsoksled med steril resp. nematodinnehdllande jord och med
tillsats av R. solani av olika anastomosgrupper (AG3, AG4, AGS5). I stapeldiagrammet presenteras
medelvirden for varje forsoksled. Felstaplarna anger medelfel och bokstiverna anger Duncan

gruppering, ddr olika bokstdver vid staplarna anger statistiskt signifikanta skillnader (p<0,05,
n=10).

Nér man rdknade samman medelvérden for sjukdomsindex i steril jord respektive
nematodinnehéllande jord oberoende av svampsmitta visade resultaten pa hogre
sjukdomsindex i den nematodinnehéllande jorden, vilket troligtvis beror pa stor
nematodforekomst (Fig. 7 vinster). P& liknande sétt berdknades medelvirden for
svampangrepp oberoende av jord. Detta visade att AG 4 ocksé orsakade ett
mycket hogt sjukdomsindex (Fig. 7 hoger).
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Figur 7. Sjukdomsindex pd drter i steril respektive nematodinnehdllande jord till vinster och
sjukdomsindex efter tillsats av olika R. solani AG till héger. Bokstdverna ovanfér varje stapel anger
Duncan gruppering.
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Figur 8. Tvdttade rétter fran en representativ kruka frdn varje block. Observera att alla plantor

som odlats i jord med nematodforekomst var mérkare dn de som odlats i steril jord. Aven de
karaktdristiska R. solani symptomen syns pd bilden.
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3.3. Langd

Nar det géller langden pa skotten har AG 4 paverkat plantorna kraftigt negativt i
steril jord. Den positiva effekten av AG 3 syns dven pé plantlingden i den
nematodinnehéllande jorden (Fig. 9).
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Figur 9. Lingd pd drtskotten i forsoksled med steril resp. nematodinnehdllande jord och med tillsats
av R. solaniav olika anastomosgrupper (AG3, AG4, AGS5). I stapeldiagrammet presenteras
medelvdirden for varje forséksled. Felstaplarna anger medelfel och bokstiverna anger Duncan

gruppering, ddir olika bokstdver vid staplarna anger statistiskt signifikanta skillnader (p<0,05,
n=10).

Nar medelvirden for plantlédngd i steril jord respektive nematodinnehéllande jord
oberoende av svampsmitta riknades samman visade resultaten att det inte var
nagon signifikant skillnad mellan jordarna (Fig. 10 vénster). Pa liknande satt
beriknades medelvirden for svampangrepp oberoende av jord. Detta visade att
AG 4 orsakade signifikant kortare plantor (Fig. 10 hoger).
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Figur 10. Artplantornas lingd i steril respektive nematodinnehdllande jord till véinster och lingden
efter tillsats av olika R. solani AG till héger. Bokstiverna ovanfér varje stapel anger Duncan
gruppering.
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3.4. Vikt

Den kraftigt negativa effekten av AG 4 pa érter syntes dven 1 farskvikten och
torrvikten. Hér syntes positiv effekt av AG 3 i bade steril och nematodinnehéllande
jord (Fig. 11 och 13).
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Figur 11. Farskvikt av drter i forsoksled med steril resp. nematodinnehdllande jord och med tillsats
av R. solaniav olika anastomosgrupper (AG3, AG4, AGS5). I stapeldiagrammet presenteras
medelvdirden for varje forséksled. Felstaplarna anger medelfel och bokstiverna anger Duncan

gruppering, ddr olika bokstdver vid staplarna anger statistiskt signifikanta skillnader (p<0,05,
n=10).

Nar man rdknade samman medelvérden for vikt (bade farskvikt och torrvikt) i
steril jord respektive nematodinnehallande jord oberoende av svampsmitta visade
resultaten pa en signifikant 1agre farskvikt 1 den nematodinnehéllande jorden,
vilket troligtvis beror pa stor nematodforekomst (Fig. 12 och 14 vinster). P&
liknande sétt berdknades medelvérden for svampangrepp oberoende av jord. Detta
visade att AG 4 ocksa orsakade en mycket lagre vikt (Fig. 12 och 14 hoger). AG 3

resulterade ddremot i en signifikant hogre vikt.
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Figur 12. Artplantornas fiirskvikt i steril respektive nematodinnehdllande jord till vinster och
farskvikten efter tillsats av olika R. solani AG till héger. Bokstdverna ovanfor varje stapel anger
Duncan gruppering.
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Figur 13. Torrvikten av drter i forséksled med steril resp. nematodinnehdllande jord och med tillsats
av R. solani av olika anastomosgrupper (AG3, AG4, AGS5). I stapeldiagrammet presenteras
medelvdirden for varje forséksled. Felstaplarna anger medelfel och bokstiverna anger Duncan
gruppering, ddir olika bokstdver vid staplarna anger statistiskt signifikanta skillnader (p<0,05,
n=10).
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Figur 14. Artplantornas torrvikt i steril respektive nematodinnehdllande jord till vinster och
torrvikten efter tillsats av olika R. solani AG till hoger. Bokstiverna ovanfor varje stapel anger
Duncan gruppering.

3.5. Nematodforekomst

Resultat av analys av jorden visar att det naturligt forekom 19,465 nematoder per
gram farsk jord 1 borjan av forsoket. Efter odling av érter utan Rhizoctoniasmitta
hade alla arter av nematoder okat och det totala antalet var 159,97 nematoder per
gram farsk jord. I det led dar AG 3 hade tillsatts hade antalet nematoder per gram
farsk jord endast okat till 63,128. De som hade dkat mest var "9vriga”
oidentifierade nematoder. Pratylenchus spp. (rotsarsnematoder) hade 6kat med
75% 1 jorden utan tillsats av R. solani. Daremot hade Pratylenchus spp. minskat
med 72% dir R. solani AG 3 hade tillsatts (Tabell 4). Nar nematodanalys gjordes
av den jord som drterna hade odlats i syntes nematoder i alla utvecklingsfaser,
vilket styrker analysresultatet som visade pé att nematodpopulationen hade 6kat
(Tabell 4).
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Tabell 4. Resultatet av den nya analysen visar forekommande nematodsldikten och antal/g firsk jord
i den nematodsmittade jorden. "Start” visar antalet innan odling av drter, "Nematod obeh.” visar
antal efter odling av drter utan svampsmitta och "Nematod AG 3" visar antal efter odling av drt
med smitta av AG 3

Slakte Start Nematod obeh. Nematod AG 3
Tylenchorhynchus 0,597 2,138 0,393
Pratylenchus 1,766 3,083 0,491
Paratylenchus 0 0,149 0,049
Trichodorus 0 0 0,049
Aphelenchus 0,497 0,796 0,639
Aphelenchoides 2,485 5,072 0,933
Ovriga 14,121 148,732 62,623
Totalt 19,465 159,97 65,128

3.6. Extra forsok

I det upprepade mindre testet syntes samma tendenser till hogre plantantal efter
behandling med AG 3 1 naturligt nematodinnehallande jord, men 1 detta test var
skillnaden ej signifikant.
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Figur 15. Uppkomst av drter i nematodinnehdllande jord utan respektive med tillsats av R. solani
AG 3. I stapeldiagrammet presenteras medelvirden for varje forsoksled. Felstaplarna anger
medelfel och bokstiverna anger Duncan gruppering, ddr samma bokstdver vid staplarna anger att
skillnaderna inte dr statistiskt signifikanta (p=0,21, n=5).
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Aven sjukdomsindexet tenderade att vara ligre i det AG 3 infekterade ledet, men
resultatet var inte heller 1 detta fall signifikant.
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Figur 16. Sjukdomsindex i drter i nematodinnehdllande jord utan respektive med tillsats av R. solani
AG 3. I stapeldiagrammet presenteras medelvirden for varje forsoksled. Felstaplarna anger
medelfel och bokstdiverna anger Duncan gruppering, ddr samma bokstdver vid staplarna anger att
skillnaderna inte dr statistiskt signifikanta (p=0,44, n=>5).
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4. Diskussion

Vixthusforsoket gav resultat som bade visar pa variation mellan AG-grupperna
samt mellan den sterila och nematodinnehallande jorden.

41. AG4

I den sterila jorden var AG 4 den anastomosgrupp som orsakade Overldgset storst
skada. Jamfort med kontrollen utan R. solani 1 den sterila jorden (negativ kontroll)
orsakade AG 4 en minskning i uppkomst med 74% (Fig. 3). De {4 plantor som
klarade sig hade alla mycket hogt sjukdomsindex och séledes fick dven detta led
totalt sett mycket hogre index &n de andra leden i steril jord (Fig. 5). Dessa enstaka
plantor var &ven mycket sma vilket ledde till laga virden inom bade langd, farskvikt
och torrvikt (Fig. 9, 11 och 13). Enligt litteraturen dr AG 4 den anastomosgrupp
som dr mest kand att orsaka kraftig sjukdom pé art (Hagedorn, 1984). AG 4 ar kiand
for att orsaka groddbridnna, missfargning pa epikotylen och plantddd. Resultaten i
denna undersokning stimmer val 6verens med den sjukdomsbeskrivning som gjorts
tidigare baserad pd resultat frdn bland annat Sneh ef al. (1991).

I den jord med naturlig nematodforekomst fick &rtplantorna generellt sdmre
uppkomst, morkare rotter samt mindre biomassa én i den sterila jorden. Men mellan
kontrollen utan R. solani 1 den nematodinnehéllande jorden (positiv kontroll) och
det AG 4 infekterade ledet fanns inga signifikanta skillnader i ndgon métpunkt.
Dérfor kan det konstateras att skador av rotsarsnematoder ej forvidrras i
kombination med R. solani AG 4 pa ért. Vid jimforelse av skadan av AG 4 1 steril
och nematodinnehallande jord fanns inte heller nagra signifikanta skillnader, vilket
visar att skadan av AG 4 &r oberoende av nematoderna.

42. AG5S

I figur 3 kan man se att isolat frdn AG 5 1 steril jord gav 15% ldgre uppkomst och
resultatet dr signifikant atskilt frdn kontrollen. Daremot hade AG 5 inte ndgon
motsvarande paverkan pd sjukdomsindex. Att AG 5 till storsta del visade symptom
1 borjan av testet stimmer overens med den sjukdomsbeskrivning som gjordes 1
artikeln skriven av Sharma-Poudyal, et al. (2015). I liknande undersdkningar fran
Sverige har AG 5 orsakat lagre uppkomst och misstargning av epikotylen (Marcou,
et al., 2021 opublicerad), vilket dven det Gverrensstimmer med resultaten i denna
rapport. I den nematodinnehallande jorden hade den positiva kontrollen och det AG
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5 infekterade ledet liknande resultat i alla matpunkter. Troligtvis hade nematoderna
orsakat s pass stor skada att tillsatsen av AG 5 inte verkar ha haft nagon betydelse.

43. AG3

I den sterila jorden gav det AG 3 infekterade ledet liknande resultat som den
negativa kontrollen. Detta bade i hdnsyn till uppkomst, sjukdomsindex och lingd.
AG 3 verkar alltsa inte vara patogen alls pa art. Detta 6verensstimmer med resultat
som utforts och beskrivits av Sharma-Poudyal, et al. (2015).

4.3.1. Tillvaxtstimulering?

Men ett forvanadsvart resultat hos AG 3 i den sterila jorden var att medelvirdet av
artplantornas farskvikt var 3,7 g hogre dn i den negativa kontrollen, vilket var ett
signifikant resultat (Fig. 11). Aven torrvikten var signifikant hogre in den negativa
kontrollen (Fig. 13). Enligt tidigare undersdkningar finns det beskrivet att icke-
patogena R. solani isolat kan inducera tillvaxtstimulering i olika grodor. Tillvéxten
uttrycktes bland annat 1 form av 6kad plantvikt (Sneh, et al., 1986). Det &r dérfor
troligt att det anvénda isolatet av AG 3 1 detta forsok har fungerat som
tillvaxtstimulerande i rt, och att plantvikten pa sé vis har okat.

4.3.2. Interaktion mellan AG 3 och rotsarsnematoder

I den nematodsmittade jorden ser resultaten annorlunda ut. Enligt den positiva
kontrollen har skador i jord med naturlig menatodférekomst uppgétt till 70 i
sjukdomsindex. Men i det led ddr AG 3 hade inokulerats sjonk indexet till 43, vilket
ar en minskning med 27 enheter (Fig. 6). Dessa resultat ér signifikant skilda fran
varandra med hog sékerhet.

I nematodinnehallande jord utan svampsmitta var uppkomsten endast 12%.
Forsoksledet med en kombination av nematodinnehallande jord och AG 3
resulterade i en uppkomst pd 43%. Det innebér att AG 3 orsakade en okning i
uppkomst med ungefar 30%, och dven dessa resultat dr signifikant skilda fran
varandra (Fig. 3). Kombinationen av jord med naturlig nematodférekomst och AG
3 behandling ledde dven till att plantorna fick en signifikant hogre langd (Fig. 9)
och vikt (Fig. 11 och 13).

Den positiva effekten av  AG 3 i jord med nematodférekomst var séledes
aterkommande 1 alla métpunkter, och var signifikant skilda fran den positiva
kontrollen. Varken AG 4 eller AG 5 har uppvisat liknande resultat, utan det &r unikt
for AG 3. For att forsdkra sig om att testet utfordes ritt och att ingen forvaxling har
skett mellan behandlingarna, gjordes ett liknande test i mindre skala. Detta for att
se om samma tendenser kunde urskiljas igen. Aterigen var uppkomsten lite bittre i
det AG 3 behandlade ledet jaimfort med den positiva kontrollen. Sjukdomsindexet
var dven det lite battre. Dock var resultaten inte signifikanta, vilket skulle kunna
bero pé att det andra testet endast bestod av fem upprepningar. Detta upprepade
forsok visade alltsa dterigen samma tendenser som det forsta testet, vilket bekréftar
att tidigare resultat var korrekta.
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De tillvaxtstimulerande egenskaperna som observerats hos AG 3 i den sterila jorden
skulle kunna ha liknande effekter i den nematodinnehallande jorden. Men eftersom
aven sjukdomsindex har sjunkit borde det finnas ytterligare ndgon forklaring.
Eventuellt skulle AG 3 kunna fungera som antagonist mot rotsarsnematoder 1 art. I
analysen av jorden syntes det att Pratylenchus spp. hade Okat efter drtodling utan
tillsats av R. solani. Daremot hade Pratylenchus spp. minskat med 72% i jorden dir
AG 3 hade tillsatts i samband med sadd av drterna. Det styrker hypotesen om en
antagonistisk interaktion mellan AG 3 och Pratylenchus spp.

Denna interaktion dr mycket intressant och troligtvis sedan tidigare okdnd, och
dérfor bor liknande studier upprepas. Det enda liknande resultat som kunde hittas i
litteraturen &r forsok dar man undersokte effekten av R. solani pa rotgallnematoder
1 tomat (Siddiqui & Shaukat, 2005). Isolat som testades var olika isolat av AG 4.
Resultatet av detta visade att R. solani kan producera fenylattiksyra (PAA), vilket
gynnar bakterien P. fluorescens, vilken i sin tur orsakar dod av rotgallnematoden
M. incognita (Siddiqui & Shaukat, 2005). Om négot liknande har skett i denna
rapport dr oklart och fortsatt undersokning hade behovts for att undersdka den
bakomliggande mekanismen.

Hypotesen som var att en kombinerad smitta av R. solani och rotsarsnematoder
skulle ha en synergistisk interaktion, har inte kunnat styrkas i ndgot resultat.
Tvértom visade resultaten istédllet pa en antagonistisk interaktion.

4 4. Nematoder i art

Ett annat forvanande resultat var hur stor skada nematoderna orsakade hos érterna.
De péverkade nistan alla mitpunkter negativt vilket man kan se i de svart-vita
diagrammen till vinster samt genom jimforande av ljus- och morkgréna staplar. Pa
plantldngden i Figur 9 syns dock inte samma tendenser, men det kan bero pa att de
plantor som faktiskt overlevde klarade att vdixa bra pd hojden &ndé. Enligt
aaltjeschemat (Bilaga 1) orsakar P. penetrans mattlig skada pé édrterna, men 1 detta
fall kan man konstatera att skadorna har varit forodande. Undersokningar fran USA
visar att Pratylenchus och Paratylenchus kan orsaka stor skada i drtodling (Riga, et
al., 2008).

4.5. Slutsatser

e R solani AG 4 ir en mycket kraftig patogen som kan orsaka lika stor skada
pa artplantorna oberoende av nematodforekomst.

e AG 5 ér en svagare patogen som orsakar forsimrad uppkomst och
missfargning av epikotylen.

e AG 3 ir inte patogen pa art alls.

e Rotsarsnematoder kan orsaka mycket stor skada pa drtplantorna.
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e En antagonistisk interaktion mellan AG 3 och rotsarsnematoder har skett i
underdkningen. Detta dr ett helt okdnt fenomen som inte kan hittas i
litteraturen och som borde undersdkas vidare.

4.6. Felkallor

Den negativa kontrollen resulterade 1 ett sjukdomsindex pa 10. Detta index borde
vara 0 om plantorna hade varit helt friska. En faktor som troligen orsakade detta
kan vara en frésmitta som kom fran drtorna. Det fanns en del sma svarta flackar pa
artorna vid avldsningstillfdllet och dessa hade spritt sig lite upp pa epikotylen, vilket
resulterade 1 ett svagt sjukdomsindex. Formodligen var detta ett svagt angrepp av
Ascochyta spp. Samma utsdde har anvints till tidigare oberoende forsok utan att
visa liknande symptom. For att undvika detta problem i framtida forsok kan utsiddet
ytsteriliseras.

I framtida forsok kan det vara lampligt att anvinda en annan avldsningsmetod vid
gradering av Rhizoctoniaskador @n den som anvints i detta forsok. Den anvinda
metoden dr 1 grunden utvecklad for symptom som visar sig pa rotterna, och dé R.
solani framst orsakar skador pé epikotylen kan resultatet av avlasningen bli nagot
missvisande. Dock verkar metoden vara bra for avldsning av nematodskador pa
artrotter. Eftersom alla plantor har blivit avldsta enligt samma metod s& bor
resultaten vara representativa for var grupp.

Sterilisering av jorden tar inte enbart dod pa nematoderna, utan det tar dod pa alla
mikroorganismer. Dérfor kan det eventuellt forekomma interaktioner med andra
okdnda organismer i den osterila jorden. Det kan dven péverka nidringsstatusen i
jorden vilket kan ge olika forutsdttningar for tillvixt. Det innebdr dven att jorden
som i denna rapport har kallats for “nematodinnehéllande jord” innehéller ménga
fler mikroorganismer dn bara nematoder, men det &r rotsdrsnematoderna som fokus
har lags pd i detta arbete.

Ett alternativ till att anvinda naturligt nematodinfekterad jord ar att odla upp
nematoder under laboratorieférhallanden och att sedan tillsétta dessa i en bestdmd
mingd till en steriliserad jord. Men eftersom tiden var begrdnsad i detta arbete
besldts det att anvinda jord med naturlig forekomst av rotsdrsnematoder.
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Bilaga 1 dr en bild av ett aaltjeschema som visar hur P. penetrans och P. crenatus
interagerar med nagra vanliga arter inom lantbruk. De olika fargerna visar skadan
som orsakas och symbolerna visar hur nematodpopulationen paverkas
(Wageningen University, 2020).
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Bilaga 2

Results
Analysis Code
Incubation method 14 days ND91
Q Pratylenchus peneirans (root lesion nematode) Pp 875
Q Pratylenchus crenatus (cereal root lesion nematode) Per 39
Q Paratylenchus spp. (pin nematode) Pa 180
Q Rotylenchus (freeliving nematode) R -
Q Helicotylenchus spp. (spiral nematode) He 20
Q Hemicycdliophora (sheath nematode) H -
Q Meloidogyne (root knot nematode) M -
Ditylenchus (stem nematode) D -
Q Trichodorus (stubby root nematode) Tr -
Longidorus (needle nematode) L -
Xiphinema (needle nematode) X -
Q Other and Saprophytic nematodes O+S 8670

number of nemalodes per 100 mi
- =nat found

* We also highlight the presence of 40 Heterodera spp. (larvae of cyst nematodes) per 100 mi of soil For the
determination of the total of larvae and eggs and the probability to cause damage to agriculture, we need to do an extra
analysis of the cyst nematodes.

Antalet dr berdknat per 100 ml jord i analysen ovan. Det motsvarar f6ljande virden
per gram jord:

Pratylenchus penetrans: 5,872

Pratylenchus crenatus: 1,604

Paratylenchus spp. : 1,208

Helicotylenchus spp. : 0,134

Ovriga: 58,188

Bilaga 2 visar en tidigare analys av den jord som anvéndes i viaxthusforsoket. I
bilagan anges antal nematoder per 100 ml jord, vilket har rdknats om till antal per
gram jord nedanfor.
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