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Slutrapport for projekt H0548290, Sanerande grodor mot marksmitta av Rhizoctonia i
potatis.

Bakgrund

Svampen Rhizoctonia solani angriper ett flertal av vara kulturvixter, men upptréder i ett antal
former eller s. k. anastomosgrupper som har olika preferens for olika vixtslag. Det dr gruppen
AG3 som dr mest aggressiv mot potatis didr den orsakar dels groddbrinna pa stoloner och
underjordiska stjdlkdelar, dels lackskorv pa knolarna (Carling 1986). Mot slutet av sdsongen
upptrider ett gravitt mycel runt stjilkbasen, s.k. filtsjuka, som orsakas av svampens perfekta
stadium, Thanatephourus cucumeris. Smittan ir utsiddesburen men i potatistita vixtfoljder
kan R. solani dven forekomma som marksmitta eftersom svampens vilkroppar. sklerotier, kan
overleva flera ar i marken. I den f6ljande texten kallas denna skadesvamp lackskorv.

En inventering av marksmittans utbredning i Sverige visade att den &r allmént forekommande
da endast ett ar med annan groda atskiljer potatisgrodorna i vaxtfoljden. Darefter avklingade
frekvensen smittoforande jordprov snabbt, men smittan fanns kvar i sma méngder dven med
3-4 ar mellan potatisgrodorna (Ulla Bang slutrapport SLF projektnr 0242016 samt
lagesrapport SLF projektnr V0548089). De inhemska resultaten stimmer vil overens med
studier i Storbritannien dér Gilligan et al. (1996) visade att markbunden smitta gav upphov till
ekonomiskt betydelsefulla nivaer av groddbrinna i 2-ariga omlopp och minst i 4- och 6-ariga
omlopp.

Angrepp via den utsiddesburna smittan kan undvikas genom att sitta naturligt friskt eller betat
utséde. Risken for marksmitta minskar med ldngre véxtfoljder, se ovan, men kunskaperna om
vilka forfrukter som mest effektivt kan reducera forekomsten av R. solani i marken é&r
ofullstindiga. Vixter som tillhér Brassica-sldktet, bl.a vitsenap (Sinapis alba) och
sareptasenap (Brassica juncea) dr intressanta eftersom de visat goda sanerande effekter pa
flera jordbundna svampsjukdomar (Kirkegaard och Sarwar 1999). Dessa vixter innehaller
glukosinolater (GSL). Da cellinnehallet frigors vid nedbrytning av vixtdelarna ombildas
dessa substanser i ndrvaro av vatten till biocida flyktiga foreningar, isothioscyanater, ITC,
med hjilp av enzymet myrosinas. Olika ITC &r mer eller mindre toxiska for diverse
markorganismer (Gardiner et al. 1999).

Fran SLF soktes bidrag till rubricerat projekt, vilket planerades bli tredrigt. Bidrag beviljades
dock endast till ett ars forsok. De fragestillningar som studien skulle besvara var:
1. Kan forfrukt/grongddsling sanera marksmitta av Rhizoctonia solani och vilka vixt-
arter har i sa fall bast effekt?
2. Kan nedbrukning vid oldmplig tidpunkt inverka fytotoxiskt pa potatisen?

I de ursprungliga planerna skulle den forsta dubbla fragan besvaras med inledande
laboratoriestudier som skulle visa vilka viéxtslag som kunde vara mest intressanta for vidare
studier i féltforsok. I detta nagot nedskurna orienterande projekt fokuserades pa forsta
delfragan dir gasverkan av GSL-innehallande vixter pa tillvixten av lackskorv odlad pa
néringsagar i petriskalar utvirderades. Fraga 2 kunde da samtidigt besvaras genom att placera
miniknolar i behandlingskamrarna och studera hur de flyktiga substanserna inverkade pa
grobarheten. Behandlingar utfordes i gastita behallare i omgangar under vintern 2006/2007
med vixtmaterial odlat sommaren 2006, och under vintern 2007/2008 med material odlat
sommaren 2007.
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Material och metoder

Vixtmaterialet

De GSL-innehallande vixterna som anvéndes till forsoken odlades somrarna 2006 och 2007
pa Robidcksdalen i Umed. Gronmassan som skordades 2006 delades i 10 -20 cm langa bitar
och placerades i frys. Till forsoken sonderdelades materialet for att anvéindas “farskt” i
enlighet med Mayton et al. (1996). Rotterna anvéndes inte. Frystorkat plantmaterial har ocksa
anvints i studier av GSL-vixters effekter (Truter 2005). Ar 2007 provade vi att torka det
skordade materialet skonsamt vid +30 - +40°C i torkskap. Darefter maldes det i en kvarn som
blastes ren med tryckluft mellan grodorna. Denna hantering resulterade i ett homogent pulver
som var enkelt att hantera. Ovan- och underjordiska delar hanterades separat. En
sammanfattning av filtdata redovisas i Tabell 1 och 2.

Tabell 1. Forteckning over GSL-viixter som saddes pa Robéicksdalen 28 juni 2006 .
Varje vixtslag skordades vid tva tillfillen. Plantmaterialet frystes.

Skord Skord

Vaxtslag dat. Stadium  dat. Stadium
Sv. namn Latin Sort

Vitsenap Sinapis alba Mustang 06 08 21 overblom. 06 09 08 &verblom
Senapskal Eruca sativa Rucola 06 08 21 full blomn. 06 09 08 &verblom
Krussarepta  Brassica junceav. crispifolia Southern Giant 06 08 21 full blomn. 06 09 06 &verblom
Sareptasenap Brassica juncea Fumus F-E75 06 08 21 full blomn. 06 09 08 &verblom
Oljerattika Raphanus sativus Cassius 06 08 21 full blomn. 06 09 08 &verblom

Tabell 2. Forteckning 6ver GSL-viixter som saddes pa Robicksdalen 18 juli 2007.
Vixtslagen skordades successivt efter utvecklingsstadium. Plantmaterialet torkades.

Vaxtslag Skord dat.  Stadium
Sv. namn Latin Sort

Vitsenap Sinapis alba Mustang 07 09 21 full blomn.
Vitsenap Sinapis alba Architekt hég GSL 07 09 21 full blomn.
Vitsenap Sinapis alba Abraham 07 09 25 full blomn.
Senapskal Eruca sativa Rucola 07 09 25 full blomn.
Krussarepta Brassica juncea v. crispifolia Southern Giant 071003 tidig blomn.
Sareptasenap  Brassica juncea Fumus F-E75 071003 full blomn.
Oljerattika Raphanus sativus Cassius 071008 full blomn.
Oljerattika Raphanus sativus Radical 071008 full blomn.
Oljerattika Raphanus sativus Doublet hog GSL 071008 full blomn.
Skadegorare

Tva olika isolat av lackskorv (Rhizoctonia solani) ingick i forsoken med material fran 20006,
ett fran Jamtland, nr 472, och ett fran Ostergétland, nr 505. I studierna med vixtmaterial odlat
2007 anvindes R. solani nr 505. Da inkluderades dven ett isolat av svartpricksjuka
(Colletotrichum coccodess) samt ett isolat av kloverrota (Sclerotinia trifoliorum), vilka bada
4r mycket svarbekimpade markburna skadegorare (Lees & Hilton 2003; Ohberg et al. 2008).
Kulturerna vixte pa nidringsagar (“vixtskyddets” standaradagar) i 9 cm petriskalar. Till
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forsoken stansades en 4mm rundel med aktivt vixande mycel ut aseptiskt och placerades i ett
lika stort hal i en ny skal med agar.

Behandlingar, upprepningar och registreringar

Behandling av skadegtrarna med vixternas flyktiga @mnen utférdes i numrerade dubbel-
bottnade behallare pa 3,50 - 5,841 vilka utgjordes av dels glasexsickatorer, dels sma
plastbackar med lock. Méngden tillsatt vixtmaterial och vatten anpassades efter volymen hos
varje enskild behallare. I de tre forsta experimenten, vilka utfordes med vixtmaterial fran
2006 tillsattes 250g gronmassa per 5000ml behallare. Diér ingick dven en behandling med
flyktiga dmnen fran essentiell olja fran pepparmynta, 1.2ml per 5000ml. I experimenten med
torkat viaxtmaterial forekom olika koncentrationer, vilka framgar av resultatpresentationen.

I forsoken med fryst vixtmaterial, skordat 2006, sonderdelades det i dragskap med hjélp av
den grovsta rivskivan hos en hushallsapparat av mérket Braun. I rask takt viagdes den
sonderdelade massan och fordelades i botten pa behallarna. Ovanfor vixtmassan, pa en
perforerad skiva, placerades ddrefter ett provrorstillstdll med tre petriskalar av respektive
lackskorvsisolat utan lock och miniknolar av sorten Kennebec eller King Edward, varefter
behallarnas lock snabbt sattes pa. Experimenten utfordes tre ganger och det var tva
behandlingsreplikat i varje omgang.

I forsoken med torkat och malt vixtmaterial, skordat 2007, vigdes det torra pulvret och
placerades i glasskalar i botten pa behallarna. Vatten tillsattes i uppmétta mangder i skalarna
varvid gasbildningen satte igang. I varje behallare placerades tva petriskalar per organism
(lackskorv, svartpricksjuka och kloverrota). For 6vrigt var forfarandet detsamma som tidigare,
men inverkan pa grobarheten hos miniknolar ingick inte i andra arets studier. Experimenten
utfordes tva ganger och det var tva behandlingsreplikat i varje omgang.

I alla experiment anvindes behallare med enbart vatten som kontroller. Samma behéllare
anvindes till respektive vixtslag vid alla tillfdllen. Forsoken utfordes i ett konstantrum vid
+10°C under 16 — 21 dygn, varefter behandlingarna avbrots. Petriskalarna plockades da ut och
forsags med ett sterilt lock och stilldes i rumstemperatur. Myceltillvixten mittes samma dag
som behandlingarna avbréts och dérefter med en veckas mellanrum. I berdkningarna har data
fran forsta avldsningstillfillet anvints. En fullt utvixt kultur har en diameter av 85 mm. Om
inget mycel alls vixte ut fran den ympade rundeln anses behandlingen haft fungicid verkan.
Om behandlingen enbart haft himmande inverkan kommer tillvéixten sa smaningom att anta
maxvirdet eftersom dven en mycket liten bit dverlevande mycel tillvixer och brer ut sig tills
hela agarytan &r tackt.

Miniknolar placerades morkt i rumstemperatur. Grobarhetsregistreringar skedde vid tva
tillféllen, vilka av praktiska skil kom att bli olika lang tid efter behandlingarnas slut, se Tabell
3. Vid registreringarna granskades varje knol. Antalet grodda 6gon riknades, groddarna
pillades forsiktigt bort och riknades och vigdes. Registreringen var saledes i viss man
destruktiv. Efter denna forsta registrering fick kndlarna en chans att utveckla nya
morkergroddar och en andra avldsning utfordes efter ytterligare 2 — 3 manader. Data for
respektive experiment redovisas i Tabell 3 och 4.



C:\Orbelon\Services\UploadHandler\temp\word\1 8FA5D4435_201184262515.doc Sidan 4 av 10

Tabell 3. Data for tre experiment dir grobarhetsstudier ingick vilka utfordes 2006 —
2007 med vixtmaterial som odlats sommaren 2006 och frysts efter skord.

Grobarhetsregistrering

Start Beh. tid Skérd Miniknolar ant veckor efter avsl.beh.
Exp. man -ar  dagar sort reg. 1 red. 2
1 nov. -06 19 1 Kennebec 6 15
2 dec. -06 19 2 Kennebec 3 11
3 jan. -07 21 2 King Edward VIl 4 16

Tabell 4. Data for sex experiment, utforda med torkat vixtmaterial, odlat sommaren
2007.

Start Beh. tid Ingaende Typ av
Exp. man -ar dagar vaxtslag kammare for beh.
4 jan -08 16 krussarepta plastback
sareptasenap plastback
5 jan -08 16 vitsenap Abraham exsickator
vitsenap Architect exsickator
6 feb. -08 17 oljerattika Radical exsickator
oljerattika Doublet exsickator
7 mars -08 18 krussarepta plastback
sareptasenap plastback
8 apr. -08 17 vitsenap Abraham exsickator
vitsenap Architect exsickator
9 maj -08 17 oljerattika Radical exsickator
oljerattika Doublet exsickator

NCSS version 2007 (Hintze 2007) anvindes i de statistiska berdkningarna. Medeltalen av
tillvixten pa de i varje behallare ingaende petriskalarna av respektive isolat, respektive fran
samtliga miniknolar utgjorde en observation. Berdkningarna har utforts pa absoluta tal med
hjdlp av GLM variansanalys. Tukey—Kramer multiple-comparison test anvindes for att se
vilka medelviarden som skilde sig signifikant fran varandra. Da parallellexperiment
kombinerades i berdkningarna anvindes variabeln “experiment” som en random blockfaktor.
For att forenkla jimforelser mellan olika experiment visas relativa virden, jamfort med
kontroller, i nagra figurer.

Resultat

Flera vixtslag i dosen 50g vixtmassa per liter behallare inverkade starkt himmande pa
grobarheten hos minikndlar i experiment 1, 2 och 3, se Figur 1. I samtliga tre forsok
medforde gaserna fran essentiell olja av pepparmynta och fran sareptasenap en signifikant
minskning av savil groddvikt som groddarnas antal. Krussarepta hade effekt i experiment 1
och 2, men inte i experiment 3. Senapskal (Rucola) reducerade groddarnas antal i experiment
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2 samt medelgroddvikten per knol i experiement 2 och 3. Oljerittika inverkade negativt pa
groddvikten i experiment 2.
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Figur 1. Antal groddar och deras vikt per kndl i relation till respektive kontroller hos minikélar
av sorten Kennebec (exp. 1 och 2) samt King Edward (exp. 3) i forsok med flyktiga substanser
fran 50g FW/1 av olika viixtslag 2006-2007. Behandling i 19 (exp.1 och 2) respektive 21 dygn
(exp.3). Medeltal av 4 observationer (2 replikat x 2 tidpunkter). Virden som ir signifikant
skilda fran kontrollen anges med *.

Effekten pa tillvixten av lackskorv i dessa tre experiment framgar av Figur 2. De tva olika
svampisolat som ingick hdmmades olika starkt. Det var inget samspel mellan isolat och
behandling, varfor endast medeltalen av dem presenteras. Samtliga vixtslag inverkade
signifikant pa tillvixten i den anvidnda dosen. Bade sareptasenap och krussarepta hade
fungicid verkan, liksom behandlingen med gaser fran essentiell olja av pepparmynta.

Effekten pa tillvixten av lackskorv, svartpricksjuka och kloverrota efter behandling med olika
koncentrationer torkat vixtmaterial fran sareptasenap och krussarepta, experiment 4 + 7,
presenteras i Figur 3. Krussarepta hade fungicid inverkan pa lackskorv och kloverrdta i
doserna 2, 1 och 0,5¢ DM/l medan samma effekt pa svartpricksjuka endast erholls av 2g
DM/L. Inverkan av sareptasenap var genomgaende svagare.

Resultat fran experiment 6 + 9 med oljerittika respektive fran experiment 5 med vitsenap
presenteras i Figur 4. [ experiment 8, som utgjorde parallellen till experiment 5, tillvixte
lackskorv av nagon okind anledning mycket daligt dven i kontrollerna, varfor data fran detta
experiment inte redovisas i figuren. Resultaten for svartpricksjuka och kloverrdta dverens-
stimde dock vil med resultaten i experiment 5.
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Figur 2. Tillvixt av lackskorv pa néringsagar i relation till kontroller efter behandlingar med
flyktiga dimnen fran olika viixtslag i 19 — 21 dygn vid +10°C. Experiment med 50g FW/1 utférda
2006 -2007. Medeltal av 12 observationer (2 isolat x 2 replikat x 3 experiment: 1, 2 och 3).
Viirden som ir signifikant skilda fran kontrollen anges med *.
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Figur 3. Myceltillvixt pa niringsagar hos lackskorv, svartpricksjuka och Kloverriota efter
behandling med flyktiga substanser fran sareptasenap respektive krussarepta i olika doser,
0,0625 - 2g DM/L. Data fran exp. 4 + 7. Kontrollvirden redovisas som dosen 0g DM/l. Medeltal
av fyra observationer (2 exp. x 2 rep). Virden som skiljer sig signifikant fran respektive kontroll
har markerats med *.
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I figur 4 redovisas endast medelviardena av de tva ingaende sorterna av respektive vixtslag.
Oljerittika av sorten Doublet himmade dock tillvidxten av kloverrota signifkant mer jamfort
med sorten Radical. Samma tendens fanns for lackskorv och svartpricksjuka men skillnaderna
mellan sorterna var dir inte statistiskt signifikant. I forsoket med vitsenap hade Architect
nagot starkare, signifikant, himmande effekt pa tillvixten av svartpricksjuka jamfort med
Abraham.
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Figur 4. Relativ myceltillviixt pa niringsagar hos lackskorv, svartpricksjuka och kloverrota
efter behandling med flyktiga substanser fran oljerittika och vitsenap i doserna 0,63 - 10g DM/L.
Medeltal av 4 observationer for vitsenap (2 sorter x 2 replikat) och 8 observationer for
oljerittika (2 exp. x 2 sorter x 2 replikat). Virden som skiljer sig signifikant fran respektive
kontroll har markerats med *.

Diskussion

Det visade sig vara ganska svart att fa ett alldeles homogent material vid sonderdelningen av
det halvtinade vixtmaterialet som anvindes till forsoken under forsta aret och véxttradar
stéllde till med problem i hanteringen. Torkningen och malningen av véxterna som skordades
2007 medforde en hogst forenklad hantering och férvaring och innebar ocksa storre precision
i utforandet av experimenten. Frystorkning av GLS-innehéllande vixter har rapporterats
fungera utan negativ inverkan pa halterna av dessa substanser (Truter 2005) men den
konservering med lufttorkning under mattliga temperaturer som vi anvinde finns inte
publicerad. Ny forsoksmetodik har saledes utvecklats i detta projekt. For en noggrann
utvirdering av denna behovs dock analyser av GLS-halterna goras.

Experimenten visade att det finns en storre eller mindre giftverkan mot de testade svamparna
hos alla de anvidnda vixtarterna. I de forsta tre forsoken med firsk sonderdelad gronmassa i
dosen 50g FW/I behallare framtridde ingen skillnad mellan krussarepta och sareptasenap.
Béda arterna hade fungicid effekt. I de fortsatta studierna med torkat vixtmaterial anvéindes
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en serie koncentrationer fran 0,0625 — 2g DW/1 behallare dir doserna dubblerades i varje steg.
Ett tydligt dos — respons monster framtridde och krussarepta hade fungicid verkan mot bade
lackskorv, svartpricksjuka och kloverrota i ligre doser dn sareptasenap. Slutsatsen maste
darfor bli att innehallet av verksamma dmnen varit hogre i krussarepta én i sareptasenap. I
forsoken med firsk gronmassa hade oljerittika starkare himmande inverkan pa tillvixten av
lackskorv jimfort med vitsenap, se Figur 2. I experimenten med koncentrationsgradienter av
torkat vixtmaterial var forhdllandet det omvinda, se Figur 4. Aven kloverrota himmades
starkare av vitsenap &n av oljerdttika, medan rangordningen var den motsatta for
svartpricksjuka.

Fordandringar i effekt mellan ar kan forklaras av att miljoforhallanden pa vixtplatsen inverkar
pa vixternas innehall av glykosinolater. Skordetiden dr ocksa av stor betydelse eftersom
uppbyggnad och nedbrytning av dessa substanser varierar med grodornas tillvixtstadium.
Doseringen av vixtmaterial i forsoken var ocksa nagot mera osidker i de forsta forsoken
eftersom vixtmaterialet da inte blev helt homogent sonderdelat vilket kan ha paverkat
frigorandet av de flyktiga &mnena.

Det ir ocksa av intresse att notera att de studerade skadegorarna visade olika kénslighet for
substanserna. Kloverrota, som &r allmint utbredd i hela Sverige och mycket svarbekiampad
visade storst kidnslighet av skadegorarana mot substanserna i vitsenap och oljerittika, Figur 4.
Krussarepta och sareptasenap hade ungefiar samma effekt pa bade lackskorv och kloverrota i
de genomforda experimenten, Figur 3. Mot svartpricksjuka var det endast krussarepta som i
den hogsta provade dosen, 2g DW/I, hade fungicid inverkan. Mig veterligt, finns hittills inga
litteraturuppgifter fran liknande experiment med kloverrota och svartpricksjuka. Studierna har
saledes Okat kunskapsliget inte bara for lackskorv utan dven betriffande dessa tva
skadegorare.

Flera av vixtslagen inverkade negativt pa grobarheten hos potatisen. Starkast effekt hade
gaserna fran pepparmynta, sareptasenap och krussarepta, medan vitsenap inte hade samma
effekt, Figur 1. Detta kan eventuellt tolkas sa att det dr olika substanser i vitsenapen som har
fungicid, se kloverrota i Figur 4, respektive groninghdmmande effekt.

Av oljerittika ingick tva sorter: Doublet som innehaller hoga halter GLS och Radical med
“normala” koncentrationer. Denna skillnad aterspeglades i experimentens resultat iven om
skillnaden i effekt mellan dessa tva sorter endast var statistiskt signifikant for kloverrota.
Vitsenap av sorten Architect med hog GLS-halt himmade ocksa tillvixten hos
svartpricksjuka mer dn Abraham med ldgre innehall av GLS. Det forefaller dédrfér sannolikt
att det dr denna typ av substanser som varit biocida i forsoken med vixter ur Brassica-
familjen. I forsok 1-3, dédr pepparmynta ingick framkom att detta vixtslag, som inte innehaller
GLS, ocksa hade bade fungicida och groningshimmande egenskaper. Det finns saledes
ménga olika potentiella naturliga fungicider. Aven andra effekter ir emellertid av intresse vid
utnyttjande av sanerande grodor. Oftast vill man férutom en sanerande effekt dven fa okad
tillvixt genom kviveverkan fran det nedbrukade materialet. Denna aspekt beaktas i pagaende
filtstudier.

Betriffande fragan: ”Kan forfrukt/grongodsling sanera marksmitta av Rhizoctonia solani
och vilka vixtarter har i sa fall bist effekt?” har studien visat att krussarepta var mest
effektiv mot lackskorv foljt av sareptasenap. Senapskal, vitsenap och oljerittika hade ocksa
effekt mot denna skadegorare men det krivdes betydligt mera material av dessa for att na
samma hdmning.
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Fragan: ”Kan nedbrukning vid olimplig tidpunkt inverka fytotoxiskt pa potatisen?”
maste dessvirre besvaras med: ja, det d&r mojligt om nedbrytningen av mellangrodan intréffar
samtidigt som potatisen ska gro. Hur sannolikt det dr att ett dylikt scenario ska uppsta ar svart
att forutse, men det dr bra att veta att risken finns.

Sammanfattningsvis har experimenten visat att sanerande grodor har potential att bli ett
vilkommet komplement till ovriga bekdmpningsatgirder, inte bara mot lackskorv utan dven
mot kloverr6ta och svartpricksjuka. I denna orienterande studie ingick tva isolat av lackskorv.
De himmades olika starkt. Endast ett isolat av vardera svartpricksjuka och kloverrota ingick.
Ytterligare studier med flera isolat behdvs for att bekrifta den sanerande effekten hos de
studerade senaps- och kalvixterna.
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Publikationer och 6vrig resultatformedling till néringen

Forsta arets studier finns sammanfattade i en populdrvetenskaplig artikel:

Béng, U. & Wallenhammar A-C. 2007. Senap har starka gifter! Potatis och Gronsaker/Viola
nrl2, 34-35.

Delar av hela studien ingick i en muntlig presentation vid en EAPR-konferens i Ruméinien:
Bang, U.2008. Rhizoctonia solani soil infestation in Sweden and biofumigation studies in
vitro. 17" triennial conference of the EAPR Brasov, Ruminien, 6 — 10 juli 2008 Abstract of
Papers and Posters, 144-146

Resultaten fran projektet har presenterats med Kan mellangrodor minska marksmitta av
Rhizoctonia?” och diskuterats vid ett fletal tillfillen:

Greppa Néringen Kurs, Alvesta, 19 oktober 2008, Ann-Charlotte Wallenhammar, (50
deltagare) arr. SJV

Potatismissan, Orebro 10 februari 2010, Ulla Bang (30 deltagare) arr. SLF

Kurs med fokus pa mellangrodor i potatis och gronsaksvixtfoljder, Kristianstad, 17 februari
2010 Ann-Charlotte Wallenhammar,(30 deltagare) arr. HS

Potatisdagen, Skara, 13 april 2010, Ann-Charlotte Wallenhammar, (50 deltagare) arr. SJV

Potatisdagen Bickaskogs slott 26 augusti 2010, projektansvarig Ulla Bang.
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