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Slutrapport for projekt: Rhizoctonia solani - Marksmitta finns det, vilka
stammar forekommer? SLF Dnr 0242016

Bakgrund

Svampen Rhizoctonia solani dr en allvarlig skadegérare i potatis. Angrepp i tidigt stadium av
potatisplantans utveckling orsakar vad som i dagligt tal kallas groddbrdnna. Symptomen
utgérs av frdtskador pa stoloner och stjdlkar. Kraftigt angrepp leder till att groddar och
stolonspetsar helt snors av och dér varvid sidoskott i bdsta fall utvecklas. Ibland kan
skadorna vara sd allvarliga att plantorna inte alls kommer upp sa att mistor i fdltet uppstar.
Om mistorna ar mycket omfattande kan totalskorden bli reducerad. Vid lindrigare angrepp av
groddbrénna medfér kompensationsvixten att totala avkastningsnivan inte pdverkas.
Knélansdttningen kan dock bli mera ytlig och storleksfordelningen kan ocksa pdverkas. Da
plantorna mognar utséndras flyktiga substanser frdan knélarna vilket stimulerar bildning av
svampens vilstadium, sklerotier. Dessa ytliga, svarta mycelstrukturer kallas lackskorv. Det
storsta produktionsbortfallet utgors oftast av de kvalitetsforsamringar i skérden som
svampangreppet medfor. Mdngden sdl jbar vara kan starkt reduceras genom uppkomsten av
missformade, grona och lackskorvsangripna knélar. Nettoskaorden kan ddrigenom bli avsevdrt
reducerad.

Smittan kan vara savdl utsddes- som markburen. Normalt utférs rutinmdssig betning av
utsddet mot utsddessmitta av R. solani. Den markburna smittan anses enligt utléndska studier
kunna hallas pa en lag niva med 3-4 potatisfria ér i vixtféljden. Enligt radgivare i sédra och
mellersta delarna av Sverige dr dock skadeverkningarna av R. solani mycket allvarliga, trots
att potatis inte aterkommer oftare dn vart 4:e ar i vixtfsljderna och att utsddet betas
kemiskt. Odlarna misstdnker att marksmitta ar orsak till angreppen, trots rekommenderad
vaxtfaoljd, eller att de kemiska preparaten upphort att vara effektiva.

Med ledning av litteraturuppgifter och egna erfarenheter forefaller det inte sdrskilt
sannolikt att den kemiska bekdmpningen skulle ha varit verkningslos mot utsdadessmitta om
den utforts korrekt. Forekomst av marksmitta som orsak till skadorna kan darfor inte
uteslutas.

En komplicerande faktor betrdffande R. solani dr att den forekommer i flera olika distinkt
skilda stammar, s k anastomosgrupper, AG. Den allt dominerande gruppen pd potatis kallas
AG-3. Denna typ dr tdmligen vdrdspecifik pa potatis och dr enligt utldndska uppgifter den
enda som bildar lackskorv pa knélar. AG-3 kan alltsa spridas med potatisutsddet medan andra
grupper endast dr markburna. De kan angripa och skada potatisrétter, stoloner och stjalkar.
Dessa AG har krav pa hégre marktemperaturer dn AG-3 som dr mera ldgtemperaturtolerant.

Forekomsten av marksmitta av R. solani i olika regioner och inflytandet av vixtféljd och
forfrukt dr inte studerad i Sverige. Vilka stammar av R. solani som forekommer i Sverige har
aldrig kartlagts.

De fragestdllningar som stdlldes i ansékan och som avsdgs bli belysta i denna inledande tva-
driga studie som pagick under 2003 -2004 var:
1. Forekommer marksmitta av R. solani i Sverige?
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2. Vad utmdrker de regioner, fdlt resp. fldackar och strak i fdlten ddr marksmitta pdvisats?
a) vaxtfoljd? b) jordart? c) temperatur och nederbord? d) odlingsteknik? e)
ndringstillgang? f) vattentillgdng?

3. Vilken/vilka stammar av R. solani forekommer?

Material och metoder

Jordprovtagning

Provtagningen av jord frdn olika fdlt i sédra och mellersta Sverige skedde med hjdlp av lokala
rddgivare, hushallningssillskap och enskilda féretagare. Filt med en kand historia av tidigare
angrepp av R. solani ndgon gang i vixtfsljden valdes. I ndgra regioner togs som jimforelse
dven jord fran fdlt ddr problem inte forekommit. Prov togs fran fldckar i fdlten (sdledes
inga generalprov) med hjdlp av jordprovtagare: 36 stick till 15cm djup med 1m lucka fran en
yta av ca 5x5m. Volymen jord blev pa detta sdtt ca 3L per prov. Normalt togs prov fran 3
fldckar i de fdlt som ingick i studien. Jordprovtagaren rengjordes med vatten mellan varje
provtagningsplats (fldck). Platsens ldge faststdlldes med hjdlp av GPS eller mdrkning pd
kartor. Jordprov togs vid olika tidpunkter i olika distrikt. Vid provtagning pd varen hade
minst en vinter forflutit sedan féregdende potatisgréda, vid provtagning pa hosten skedde
detta ibland direkt efter skord av en potatisgroda. Jordproven férvarades sa morkt och
svalt som mgjligt under hantering och transport till Umed. Ddr stdlldes de in i konstantrum
vid +1°C i véntan pd analys.

I norra Sverige togs jordprov frdan institutionens ldngliggande vixtfsljdsfarsek pa
Robdcksdalen i Umed@ samt As utanfér Ostersund pé varen 2003. Forsoken omfattar
monokultur, 3-8rig samt 6-arig viaxtfoljd ddr potatis ingdr.Totalt 10 st prov togs fran
respektive plats, representerande O - 5 potatisfria @r vid provtagningstillfdllet. Pa varen
2004 togs 10 st. jordprov fran fdlt i Umeds ndrhet efter samrdd med den lokale
potatisrddgivaren. Vissa angrepp av lackskorv hade férekommit i skérdarna fran angivna
odlingar. Totalt ingick sdledes 30 jordprov fran norra Sverige.

Totala antalet analyserade prov fran sédra och mellersta Sverige under 2003 och 2004 var
212. Deras ursprung och position i viaxtféljden i forhallande till potatisgrédorna framgar av
nedanstdende tabell.

Tabell 1. Antal jordprov fran olika regioner i sédra och mellersta Sverige samt
provtagna fdlts position i vixtfdljden

Region Antal ar sedan potatis odlades Tot. oavsett
0 0,5 1 2 3och4 tidskategori
Skane 18 6 7 11 42
Halland 5 3 2 1 11
Vastergotland 7 4 3 3 17
Ostergétland 15 9 3 15 42
Vastmanland 27 15 22 20 0 84
Varmland 0 3 7 0 10
Dalarna 4 2 0 0 6

Tot. oavsett region 34 61 48 42 27 212
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Analyser, fangstplantor

Analysmetoden anvinder potatis som fangstplantor fér smittan. Potatisgroddar far vixa
genom ett lager med den jord som ska analyseras och efter viss tid registreras eventuella
angrepp pd groddar, stoloner och groddar. Fér att undvika smitta fran sdttknélar anvidndes
miniknalar erhdllna fran meristemplantor. Dessa férmodades vara helt fria frén ndgon smitta.
For att verifiera detta antagande inkuberades 40 st. kndlar av respektive sort i steril sand
enligt nedan. Alla miniknglar erhélls fran SPUAB.

Vid de férsta analyserna under varen 2003 drygades provvolymen ut genom att blanda jorden
med steril sand och jord fran ett fdlt ddr potatis troligtvis aldrig odlats. Hanteringen
utfordes med rena redskap i en spritavtorkad rostfri bunke. Var och en av fyra krukor
rymmande 750 ml fylldes med 2 dl av blandningen. Fyra stycken miniknélar av samma sort
placerades pa detta lager. Tva sorter, tva krukor av varje, anvindes till respektive prov.
Under vdren ingick miniknélar av sorterna Early Puritan, Bintje och King Edward. Ovanpa
miniknélarna fylldes pa med ytterligare 5 dl av provblandningen. Fyra st. krukor med
miniknélar i enbart steril sand anvidndes som kontroller fér varje dag da inlagring enligt ovan
skedde. Krukorna vattnades till mdttnad och stdlldes i morker i konstantrum vid +10°C.
Ddrefter vattnades krukorna mera sparsamt vid behov. Jordproven inlagrades under maj -
Jjuni och avldstes under juni -september -03.

Resultaten fran varanalyserna visade att det i mdnga fall endast var angrepp i en av de fyra
krukorna frdan samma prov och oftast var da samtliga fyra plantor i krukan angripna.
Plantorna i de évriga tre krukorna kunde vara helt friska. Detta tolkades sd att den smitta
som funnits i en kruka uppforskats och spridits till alla plantor i samma kruka. Med fyra
krukor till ett prov kunde da en 5-gradig kvantitativ skattning av smittoméngden i provet
erhallas (O - 4). For att 6ka analysmetodens kinslighet férdndrades den nagot till hésten
2003. Da anvéndes dtta sma plastkrukor, 7,5 x 7.5 cm, vilket méjliggjorde en 9-gradig
kvantitativ skala (O - 9). Jorden blandades om ordentligt fére analys men anvindes fran och
med hasten 2003 utan spddning med annan jord och steril sand. I botten pd de sma krukorna
fylldes 0,5 dl jord, ddrpd placeras 2 st. avgroddade meristemknslar diagonalt i krukan.
Ddrefter tdcktes dessa med 1,4 dl av jordprovet. Sorterna Roscor, Sava, Mandel, Matilda,
Hertha och Early Puritan anvdndes som fangstplantor till analyser hésten 03 och tvd sorter
anvdndes till varje prov, 4 st. krukor av varje. Proverna inlagrades under oktober - december
2003 och avldstes under januari - mars 2004. Vid analys av jordprov tagna under 2004
anvindes samma metodik som under hgsten 2003, dvs provet fordelades i 8 sma krukor till
varje prov. Jordprover tagha pd varen inlagrades under perioden 11 maj - 28 juni och prover
tagha pa hésten inlagrades fran slutet av augusti till bérjan av november -04. Det sist
inlagrade provet avldstes i februari 2005. Sorterna King Edward och Bint je anvdndes
huvudsakligen under 2004. I nagra fall kompletterades med Ovatio. Ingen avgroddning
utfordes.

Som ovan angivits inkuberades krukorna i konstantrum vid +10 C. De forst hanterade proven
togs fram och avldstes efter ungefdr 6 - 7 veckor pd forsommaren 2003. Denna
inkubationstid hade anvdnts i utldndska studier med annat fdngstmaterial. De flesta krukorna
fick emellertid std éver sommaren och kom att avldsas efter minst 10 veckor. Den ldngre
inkubationstiden underldttade avldsningen, varfor den har anvidnts i de fortsatta studierna.
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Registrering av angrepp pa fangstplantorna har utférts genom att stjdlpa upp krukan med
jord och plantor pd ett rent pappersark. Allt plantmaterial har ddrefter forsiktigt frilagts
och lyfts dver pd ett litet finmaskigt sdll och skéljts av i rinnande vattenledningsvatten. En
noggrann granskning av varje plantdel har darefter skett under lupp. Registrering av
fratskador, mycel och sklerotier pd stoloner, groddar, stjdlkbaser, rétter och knélar har
skett i en 4-gradig skala ddr 3 avsett kraftigt angrepp och O inget angrepp. Verifiering av
skadeorsak har skett genom att under lupp preparera fram en liten bit frdtskadad vavnad,
mycel eller sklerotie som efter ytdesinfektion placerats pa artificiellt tillvixtsubstrat, agar,
ddr antibiotika tillsatts for att minska bakterietillvixt. Efter inkubation i rumstemperatur
nagon vecka syns det karaktdristiska utseendet hos kolonier av R. solani , vilket bekrdftar
infektionsorsak hos plantorna. I studiens inledningssksede gjordes mycket stora mdngder
overforingar till agar, men da erfarenhetskunskaperna skade évergick verifieringen till ett
fatal vavnadsprov frdn varje misstdnkt positivt prov. Genom detta férfarande har ett stort
antal agarkulturer av R. solani med olika ursprung erhallits. Enbart genom sitt vixtsdtt pa
agar gdr det inte att sdrskilja de olika stammarna av svampen at. I enlighet med ansékan om
fortsatt bidrag under 2004 etablerades darfér samarbete med Vaxtskyddslaboratoriet i
Sakndinavien AB, Marina Usoltseva, fér att fa utfért diagnosticeringsarbete med hjdlp av
PCR-teknik .

Analyser, detektion av R.solani med hjdalp av PCR-teknik

Tva olika metoder for att extrahera DNA fran renkulturer av svampen jimférdes. Den ena
utnyttjade ett fdrdigt analyspaket: “DNAase Plant Mini Kit" och i den andra metoden faljdes
EU-protokollet for rédréta pa jordgubbar, Phytophthora fragariae var. fragariae. Bada
metoderna visade sig anvdndbara och méjliga for konventionell PCR-analys, men bdda hade
vissa nackdelar. Den férstndmnda gav ganska lite DNA, men av mycket hog kvalité, medan den
andra metoden extraherade mycket DNA, vilken dock innehall mer féroreningar. Totalt
analyserades 17 olika kulturer med ursprung fran insamlade jordprov.

For extraktion av DNA fran naturligt och artificiellt infekterad jord prévades flera olika
buffertar, fdllnings- och reningsmetoder i avsikt att 6ka utbytet av DNA. Totalt
analyserades 30 jordprov.

Uppforokning av R. solani AG3-specifikt DNA skedde enligt en publicerad PCR-metod som
modifierades ndgot med avseende pa temperatur och tidsintervaller. Totalt utfordes 260
PCR-analyser.

Resultat och diskussion

Inget angrepp uppstod i ndgon av kontrollkrukorna ddr meristemknslar satts i steril sand. Det
finns darfor ingen anledning att formoda att minikndlarna varit smittforande. Alla sorter
angreps och nagra sortskillnader i resistens framkom inte. Inte i ndgot av proven som tagits i
Jdamtland och Vdsterbotten kunde smitta pavisas. Férnyad provtagning och analys kommer att
ge besked om detta varit tillfdlligheter.

Antalet jordprov fran sédra och mellersta Sverige varierade mellan regionerna och var fér
litet inom respektive position i vaxtfoljden for att en ldnsvis resultatredovisning skulle vara
ldmplig, se Tabell 1. Totala andelen smittférande prov frdn sédra och mellersta Sverige i
respektive tidskategori avseende antal ar sedan potatis sist odlades pa féltet redovisas
ddrfor i Figur 1.
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Figur 1. Procent jordprov med pavisad smitta av R. solani fran falt i sodra och mellersta Sverige
2003 och 2004. 0 potatisfria ar avser provtagning pa hosten direkt efter en potatisgroda, V2

avser jordprov tagna pa varen efter en potatisgroda. For antal observationer i varje
referenspunkt, se Tabell 1.

I figuren redovisas endast prov ddr smitta av R. solani verifierats genom odling av angripen
védvnad pa artificiellt ndringssubstrat. Som framgar av figuren avklingar smittan med
stigande antal &r sedan potatis odlades. Av Tabell 1 kan utldsas att antalet prov som
analyserats inom respektive tidskategori inte var lika manga. Proven var inte heller jamnt
fordelade inom region och tidskategori. Det sammantagna resultatet 6verensstdémmer val med
utldndska studier. Huruvida den smitta som uppenbarligen kan finnas efter 3 - 4 potatisfria
ar dr tillrdckligt omfattande for att kunna ge skador under praktiska féltférhallanden gar
inte att avgora. I dessa studier skapades avsiktligt en mycket gynnsam utvecklingsmiljo for
svampen genom att hdlla temperaturen ldg under mycket lang tid. Inkuberingen skedde ocksa
i morker vilket medférde att fangstplantorna hélls kvar i ett mottagligt stadium under lika
ldng tid.

En stor médngd andra svampar férekom ocksa vid odlingen pd agar. Bland de vanligaste av
dessa évriga var Cylindrocarpon destructans och Colletotrichum coccodes. I ndgra fall fanns
starka indikationer att den férstndmnda av dessa orsakat fratskador liknande groddbrdnna
av Rhizoctonia pd stjdlkarna. Detta behéver dock sdkerstdllas genom experiment ddr dessa
symptom aterskapas pa fangstplantor via artificiellt infekterad jord.

Diagnosticering av R. solani AG-3 fran renkulturer pa agar med hjdlp av PCR-teknik har
hittills inte varit helt otvetydig. I en forsta omgang erhélls positivt utslag for isolat fran fem
kulturer med ursprung fran jordprov tagna varen 2003 samt fér ett testisolat av AG-3 fran
England medan tva andra R. solani -isolat frdn jordgubbar var negativa. Detta forefsll
korrekt. I en andra omgdng analys av 11 kulturer fran jordprov erhélls inte ndgot positivt
utslag med PCR-metoden trots att flera av isolaten orsakat sklerotiebildning pa knélar. Enligt
alla tillgdngliga uppgifter borde de da tillhéra AG-3. Férnyad analys av dessa kulturer

kommer att ske.
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Utveckling av metodik for direkt analys av R. solani-smitta i jord métte vissa svarigheter.
Inget av de férmodat naturligt smittférande jordproven gav ndgot positivt utslag.
Metodutvecklingsarbete utférdes ddarfor med artificiellt infekterad jord. Metoden behéver
modifieras ytterligare foér att komma ner till 6nskvdrda detektionsnivder.

Publikationer och &vrig resultatférmedling till ndringen

Resultaten har sammanfattats i en populdrvetenskaplig artikel: “Marksmitta av Rhizoctonia” i
Potatis och Gransaker, nr 3, 2005. Vetenskaplig publicering planeras da mera data frdn den
fortsatta inventeringen insamlats.

Resultaten har delvis eller helt presenterats fér odlare och radgivare vid fyra
potatisodlarméten: Potatisodlardag pd As dec 2004, Potatisodlardag pd Lundsbrunn mars
2005, Potatisdag hos Lovanggruppen juli 2005 och Potatisdag pa Vallersta bygdegard dec
2005 samt ingatt i konferensféredrag vid tva tillfdllen: Potatiskurs i Ndssjo okt 2004 och
Potatisdag pd Bédckaskogs slott aug 2005.

Ekonomisk redovisning och fortsatt verksamhet.

Till denna studie hade SLF beviljat bidrag med 550 kkr arligen, dvs totalt 1 100 kkr. Under
2003 och 2004 forbrukades 969 kkr av SLF-bidraget och SLUs motprestation var 603 kkr-.
Resterande SLF-bidrag, 131 kkr, anvdndes fér att kunna fortsdtta jordprovtagning och analys
under vdren 2005. En ansékan om fortsatta studier rérande marksmitta av R. solani hade
insdnts till SLF och beviljades sedermera bidrag: Rhizoctonia solani - kartldggning av
marksmittans varaktighet i Sverige, SLF projektnr VO548089. Det senare projektet dr en
fortsdttning pd den inledande tvd-ariga studien som nu avrapporteras varfar redovisning av
de dverskjutande medlen kommer att ske i samband med rapportering fran detta
fortsdattningsprojekt VO548089.

Umed, december 2005, Ulla Bang



