Vetenskaplig rapport for projektet:

Baljvaxtrika vaxtfoljder i ekologisk odling — konsekvenser for
framtida art- och bonodlingar.

Studiernas omfattning

Projektets viktigaste fragestillning gillde artrotrotans virdkrets bland baljvéxter
som odlas i1 svenskt jordbruk och i vad méan odling av ért, phaseolus-bona (Phaseolus
vulgaris) och akerbona péverkas negativt, genom infektion av jordburna sjukdomar,
av en baljvaxtrik vaxtfoljd. Under arbetets gidng kom &dven fragor angéende
taxonomisk tillhorighet av Aphanomyces-isolaten att studeras. Detta eftersom isolat,
vilka var morfologisk och fysiologiskt skilda fran Aphanomyces euteiches (artrotrdta),
hittades pa ett flertal baljviaxter. Dessa isolat kan tillhdra arter som ej beskrivits
tidigare eller ocksé vara kénda arter med vidgad vardkrets.

Tidigare studier har visat att olika odlade baljvixter har manga gemensamma
sjukdomar (Salt & Delaney, 1984). I undersokningar frdén Nordamerkas har man
funnit att andra baljvéxtarter &n drt, som t ex lusern (Delwiche et al., 1987), rodklover
(Tofte et al., 1992), Phaseolus-bona (Pfender & Hagedorn, 1982), vicker (Wicker et
al., 2001) och dkerbona (Lamari & Bernier, 1985) kan vara vérdar for A. euteiches .

I projektet gjordes alltsd vardvéxtsstudier av, i forsta hand, 4. euteiches, 1 viss mén
dven av Fusarium-arter. Faltforsok sddda med olika baljvéxtarter under en tre- till
fyra arsperiod genomfordes pa fyra olika platser i landet. Sista aret saddes sedan art,
phaseolus-bona eller dkerbona dver hela forsoken. Syftet var dels att studera eventuell
uppforokning av A. euteiches i de olika baljvidxterna, dels att studera hur ért,
phaseolus-bona och akerbona péverkas av olika baljvaxter som "forfrukter".

Till skillnad fran tidigare unders6kningar, anvdndes i denna undersokning
Aphanomyces-isolat frdn ett flertal olika féltodlade baljvixtgrodor 1 de
patogenitetstester pd baljvixter som utfordes. Aphanomyces-isolat som inte kunde
artbestimmas med hjélp av befintlig litteratur eller expertis studerades med hjilp av
isozymanalys, DNA-sekvensering och studier av mitokondrie-DNA.

Genomforda experiment och uppnadda resultat

Isoleringar av Aphanomyces spp. och Fusarium spp. fran olika
baljvaxter

A. euteiches kunde isoleras fran féltodlad fodervicker, gul sotvéppling, lusern,
phaseolus-bona och drt. Oosporer av A. euteiches hittades vidare 1 rotvdvnad hos
faltodlad é&rt, phaseolus-bona och fodervicker. Andra Aphanomyces spp. dn A.
euteiches isolerades fran fodervicker, gul sotvippling, lusern, phaseolus-bona,
rodklover, vitklover och dkerbona. Resultaten visar att A. euteiches har en bredare
virdkrets bland baljviixter in som tidigare var kiint. Arter och fodervicker uppvisade
dven tydliga symptom orsakade av A. euteiches 1 filt vilket heller inte har
rapporterats.



De jordburna patogenerna Fusarium avenaceum isolerades fran rod- och vitklover
samt fran akerbona, F. oxysporum fran lusern, rodklover och ért, och Cylindrocarpon
destructans fran rod- och vitkldver. Aven Phoma medicaginis isolerades fran irt.
Dessa Fusarium- och Phoma arter betraktades som svagare patogener pa art dn A.
euteiches eftersom inga symptom hittades ovanfor hjartbladen pa plantorna. Hos
rodkldver hittades dock 1 vissa fall kraftigt angripen vidvnad inuti roten, men det gick
inte att hiirleda siddana infektioner till ndgon enskild Fusarium-art. Aven hos vitkldver
hittades symptom inuti rotvdvnad, dock inte till lika omfattande grad som hos
rodklover.

Bland 6vriga iakttagelser som gjordes i faltforsoken och 1 kommersiella odlingar
kan ndmnas forekomst av chokladflacksjuka (Botrytis fabae) (Botrytis cinerea) pa
akerbona och vid en lokal hittades dven bonbladmogel (Peronospora sp.) 1 dkerbona.

Avlasningar av faltsjukdomsindex i grodorna mellan sasongerna

Féltforsoken Nr 1-3 (Tabell 1) etablerades pa jordar med kind, hog smitta av
Aphanomyces euteiches medan forsok nr 4 lades ut pa plats med 14gt smittotryck av A.
euteiches. Forsoken Nr 2 och 3 uppvisade kraftig artrotréta i1 &rterna samtliga
sdasonger (Tabell 3-4). I forsok nr 1 noterades kraftigt angripna artplantor ar 1998 och
1999 dér arter odlats 1 monokultur. Skordedret (&r 2000) blev dock &rterna i detta
forsok - dven 1 parceller dér drter odlats i monokultur - grona, storvuxna och
levererade hog skord dven om relativt hoga FDSI-vérden avléstes pé rotterna (Tabell
2, Figur 1). Arterna i forsdk nr 4 uppvisade relativt hdga FDSI-virden
(sjukdomsindex 1 félt; "Field Disease Severity Index") alla sdsonger dven om i detta
forsok symptomen de forsta tvéa aren delvis orsakades av Phoma medicaginis och ev
ockséd Fusarium-infektioner. Fodervicker var den enda grédan, vid sidan av drter, som
uppvisade symptom som tydligt var orsakade av A. euteiches. Symptomen liknar de
som uppkommer hos é&rter: brunfirgade rotter och brun stjdlk under de nedersta
bladen.

Oosporer, vilka fungerar som vilsporer for 4. euteiches, visade sig kunna utvecklas
i rotviivnad hos 4rt inom en manad efter sadd. I filtforsok Nr 3 hittades 10* oosporer
per g rotvdvnad 27 dagar efter sadd. I forsoket hittades &ven oosporer av
Aphanomyces spp. 1 gul sotvippling, rodklover, vitklover och dven i kirringtand.
Antal oosporer per g rotviavnad Okade atminstone hundrafalt i dessa grodor fran en
odlingssdsong till ndsta i monokulturerna.

Fusarium-arter isolerades fran vivnad med symptom hos de perenna baljvixterna
och hos dkerbona. Gul sotvéippling och rodkldver uppvisade hdr dkande symptom
mellan sisongerna i samtliga filtforsok (Tabell 2-5). Aven om enstaka kraftigt
angripna vitkloverplantor ocksa hittades, sd noterades hos dessa endast en svag
okning av FDSI-virdena mellan sisongerna i faltforsok 1 och 2. Akerbona uppvisade
ddremot inte ndgon tendens dver sdsongerna vad betriaffar FDSI-utveckling. Eftersom
metoderna att detektera Aphanomyces spp. inte har fungerat tillfredsstillande for
akerbona gar det dock inte att klart relatera FDSI-vdrdena som symptom orsakade av
Aphanomyces spp.



Skord och sjukdomsutveckling i art, phaseolus-bona och
akerbona efter fyra ars monokultur av olika baljvaxter.

Faltforsoken visade klart att forekomst av értrotrota och skord av en drtgroda starkt
paverkas av vilka baljvéixter som odlats foregdende ar. Data fran forsok Nr 2 visar att
akerbona paverkade en efterkommande artgroda med en 6kad skordeforlust orsakad
av irtrotrdta. Aven nir phaseolus-bona, vicker eller gul sétvippling odlats som
forfrukter paverkade artskorden negativt. De hogsta skordarna av ért noterades dér
r6d- och vitklover varit forfrukter. Skord av dkerbona péverkades negativt av art,
akerbona och vicker som forfrukter Nr 2 (Figur 2). Vidare, var den omvénda
korrelationen mellan skord av drt och FDSI-utveckling (FDS-dagar) i grédan under
skordesdsongen tydlig i detta forsok (Figur 5).

Gronmassaskord av phaseolus-bona péaverkades inte ndmnvirt av de olika
forfrukterna 1 forsok Nr 1 (Figur 1). I forsoket togs ocksa hoga skordar av drter,
nidrmare fem ton per hektar. Detta var ovintat eftersom en relativt kraftig FDSI-
utveckling noterades i drterna under skordesdsongen. I forsok Nr 3 var skord av
akerbona hogst efter forfrukterna kérringtand, rodklover och vitklover (Figur 3).
Skorden av dkerbona var lagst efter drt och &kerbona vilket dverensstimmer med
resultaten fran forsok Nr 2. I forsok 4 noterades inga tydliga skillnader i plantvikt av
art mellan behandlingar. Parceller dér vitklover odlats tidigare gav hogst plantvikt av
akerbona (Figur 4).

I f6rsok Nr 1 var utvecklingen av FDSI i drterna under skordesédsongen likvérdig
mellan behandlingarna (Figur 6). Utvecklingen av FDSI var kraftigare tidigt efter
sadd i forsok 1 &n i forsok 2. Hela rotsystemet var dock missfargat (FDSI=50) en dryg
ménad efter sddd i bada forsoken (Figur 6 och 7). I forsok nr 2 uppvisade FDSI-
utvecklingen 1 art en s-kurva som é&r karaktdristisk for symptomutvecklingen i
plantorna. Sjukdomsutvecklingen gick snabbast i drt den fOrsta ménaden, sedan
utvecklades symptomen ungefar lika fort i alla grodor (Figur 7).

Morfologiska och fysiologiska bestamningar av olika
Aphanomyces spp. isolerade fran flera baljvaxtarter

Vid isolering av Aphanomyces spp. hittades isolat som var morfologisk olika A.
euteiches. Fortsatta studier av dessa isolat gjordes med isozymanalys och analys av
mitokondrie-DNA.

Alla Aphanomyces-isoleringar som gjordes fran art visade sig tillhora 4. euteiches.
A. euteiches isolerades dven fran lusern, phaseolus-bona, vicker gul soétvdppling
(Tabell 6). Isolat som, i denna studie benims Aphanomyces spl, har morfologiska
likheter med Aphanomyces cladogamus, diameter hos oosporer och oogonier savél
som utseende pa agar-plattor dverensstimde med A. cladogamus (Tabell 7). Denna
typ av isolat isolerades frn lusern, gul sotvéppling, rodklover, vitklover, akerbona,
phaseolus-bona och fodervicker.



Patogenitetstester i vaxthus for att utrona om isolat fran en
baljvaxt kunde vara patogena pa en annan baljvaxt

Isolat av Aphanomyces spp., som isolerats fran filtodlade baljvéxter, anvindes for
att smitta fodervicker, gul sotvéappling, gul lupin, kérringtand, lusern, perserklover,
phaseolus-bona, rodklover, vitklover, drt och akerbona i véxthus. For att kunna
jdmfora resultaten med tidigare studier som gjorts 1 USA anvindes dven isolat frin
amerikanska studier.

Data fran patogenitetstester dr presenterade i tabell 6. Alla A. euteiches isolat
isolerade fran é&rt, lusern, phaseolus-béna och gul sétviappling var patogena pé ért.
Omkring hélften av dessa isolat var dven mattligt patogena pa phaseolus-béna och
akerbona. Isolat frdn lusern kunde orsaka svaga symptom pd lusern. Nagra isolat
orsakade svaga symptom pa rodklover, gul sotvappling och vitklover. Isolat nr 6, fran
USA, orsakade relativt starka symptom pa flera av de testade grodorna, och inget av
de svenska isolaten orsakade sé starka symptom pa sa ménga olika baljvéxtarter.

A. euteiches isolat isolerade fran fodervicker uppvisade ett tydligt monster: de var
patogena pa sin egen vird, fodervicker men inte pa arter. Vid sidan av érter, var dessa
A. euteiches isolat de enda som var patogena pa sin egen vird.

Alla isolat som grupperats som Aphanomyces spl vilka har oosporer lika stora som
Aphanomyces cladogamus var icke patogena pa alla de testade grodorna. Aven
isolatet som grupperats som Aphanomyces sp2 var icke patogent.

Morfologiska, fysiologiska och genetiska studier av aktuella
patogen-isolat

Isozymanalys, som avslgjar fysiologiska skillnader mellan isolat, var en relativt
enkel och effektiv metod for att skilja isolaten at. Analys av mitokondrie-DNA ar
kdnsligare dn isozymanalys och avslojar béttre genetiska skillnader mellan isolaten.
Sddana enzymatiska och/eller genetiska analyser dr nddvéndiga komplement till
morfologiska studier for gruppering eller artbestimning av nyupptéckta isolat.

Aphanomyces-isolaten fran falt visade sig kunna delas in i tre grupper;
Aphanomyces spl, Aphanomyces sp2 och A. euteiches. Vid isozymanalys bildade A.
euteiches ett monster "C", Aphanomyces sp2 bildade monster "E" och Aphanomyces
spl bildade samma monster som A. cladogamus, "A" (Tabell 7). Vid isozymtesterna
analyserades aktiviteten hos enzymet malat-dehydrogenas. Mitningar av oosporernas
diameter hos isolaten bekridftade denna indelning, A. spl hade oosporer som i storlek
overensstimde med de fran A. cladogamus. A. sp2 hade oosporer jimforbara med de
frdn A. euteiches men A. sp2 var, till skillnad fran A. euteiches, ej patogent pa nagon
groda. Dessa tre grupperingar bekriftades dven med hjilp av mitokondrie-DNA
analys. En viss genetisk variation 1 mitokondrie-DNA hos Aphanomyces spl kunde
detekteras. Aphanomyces spl och Aphanomyces sp2 har, savitt vi kédnner till inte
dokumenterats tidigare.



Slutsatser

o A. euteiches , értrotrotans patogen, har andra baljvéxter &n drt som vérdvixter
under Svenska forhallanden.

e Vid sidan av drter, kan fodervicker uppvisa tydliga symptom orsakade av A.
euteiches 1 falt.

e A. euteiches-isolat som isolerats frdn &rt, lusern, phaseolus-béna och gul
sotvippling kan vara patogena pa ért.

e Tva andra Aphanomyces-arter har formaga att infektera sé att de kan isoleras fran
flera odlade baljvixter.

e Flera jordburna Phoma- och Fusarium-arter angriper art, akerbona och
vallbaljvéxter, uppforokning kan ske i samtliga dessa grodor.

e Flerarig odling av andra baljviaxter dn art kan orsaka forhojd skordeforlust,
orsakad av &rtrotrdta, i en efterkommande artgroda.

e Vid langvarigt nyttjande av baljvéxtrika vaxtfoljder okar risken att vissa jord-
burna patogener uppforokas till oacceptabla nivaer.
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Bilaga: Tabeller och figurer

Tabell 1. Faltforsok

Forsok Lokal Parcellstorlek Etablerat &r  Skordat ar
Nr (m?)

1 Selleberga (Skéne 14n) 45 1997 2000

2 Karrarp (Skéane lén) 37.5 1998 2001

3 Kvinnersta (Orebro ldn) 90 1997 2000

4 Norrgarda (Orebro lin) 90 1997 2001

Tabell 2: Utveckling av sjukdomsindex (FDSI) pé baljvaxter mellan odlingssdsongerna, férsok 1. 0
betyder frisk planta, 100 betyder dod planta.

FDSI (Field Disease Severity Index)

Groda 1998-05-15 1999-06-28
Gul sotvéppling 9+4 2042
Lusernl 62 18+2
Perserklover 18+2 19+2
Rodklover' 20+6 3746
Vitklover' 241 15+2
Akerbona' 2642 47+1
Art 6742 69+2

! Statistisk signifikant skillnad mellan sdsongerna vid analys med ANOVA (P<0,05).

Tabell 3: Utveckling av sjukdomsindex (FDSI) pé baljvixter mellan odlingssdsongerna, forsok 2. 0
betyder frisk planta, 100 betyder dod planta.

FDSI (Field Disease Severity Index)

Groda 1998-06-30  1999-06-28 2000-06-29 2001-06-29
Bona 46ab 47ab 31a 48b

Gul sotvéppling  13ab 10b 3la 14ab
Lusern 25a 12a 10a 2la
Rodklover 28ab 15b 44a 34a

Vicker 23b 35ab 42ab 59a
Vitklover Tab 6b 13a 11ab
Akerbona 46a 25bc 35b 2lc

Art 27a 76b 68b 77b

FDSI-virden foljda av samma bokstav ér inte signifikant skilda vid ANOVA-test (P<0,05).



Tabell 4: Utveckling av sjukdomsindex (FDSI) pa baljvéxter mellan odlingssédsongerna, forsok 3. 0
betyder frisk planta, 100 betyder dod planta.

FDSI (Field Disease Severity Index)
Groda 1998-07-22 1999-07-14

Gul sotvéappling 20 --

Karringtand 11 11
Rodklover 21 40
Vitklover 10 7

Akerbona' 18 25
Art/havre' 51 74
Art' 51 72

! Statistisk signifikant skillnad mellan sésongerna vid analys med ANOVA (P<0,05).

Tabell 5: Utveckling av sjukdomsindex (FDSI) pé baljvixter mellan odlingssdsongerna, forsok 4. 0
betyder frisk planta, 100 betyder dod planta.
FDSI (Field Disease Severity Index)

Groda 1998-07-22  1999-07-14  2000-07-13
Gul s6tvippling  14a 17ab 25b
Kaérringtand 10a 10a 25b
Rodklover 2la 28a 61b
Vitklover 11a 9a 2a
Akerbona 18a 25b 25b

Art 63a 66a 75a
Art/havre 38a 70b 75b

FDSI-vérden f6ljda av samma bokstav &r inte signifikant skilda vid ANOV A-test (P<0,05).



Tabell 6: Sjukdomsindex (DSI) pé grodor som patogenitetstestats i vaxthus med féltisolerade
Aphanomyces isolat. 0 betyder frisk planta, 100 betyder dod planta.

DSI-virden fran patogenitetstester pa foljande grodor:

Isol. Hirkomst Gruppering Isolerat frin Art Ph- Lusern Aker- Vicker R&d-  Sétvippling  Vitkldver

Nr. bona bona klover

Ctrl - -- -- 1 12 2 14 3 3 2 1

65 Sverige A.sp.2 Ph-bona 1 13 3 16 0 — 0 —

84 Sverige A.sp. 1 Rodklover 0 8 0 8 4 0 | 0

14 Sverige A.sp. 1 Rodklover 1 8 1 8 2 3 0 0

64 Sverige A.sp. 1 Sotvappling 2 18 — 25 0 — — —

101 Sverige A.sp.1 Vitklover 0 8 4 9 2 3 0 0

102 Sverige A.sp.1 Vitklover 0 8 3 8 11 9 0 0

103 Sverige A.sp.1  Akerbéna 1 7 1 6 1 — 0 —

7 Sverige A.sp. 1 Lusern 6 18 5 16 4 9 2 3

26  Sverige A.¢ Lusern 77 17 15 15 3 4 7 —

3 Sverige A.e Lusern 89 39 19 25 7 13 12 4

59 Sverige A.e Ph-bona 62 19 0 15 2 2 2 1

16 Sverige A.e Ph-bona 76 31 — 23 16 10 3 —

5 USA A.e Art 64 26 13 27 10 11 7 6

6 USA A.e Art 94 42 21 51 12 10 14 3

104 Spanien A.e Art 64 33 12 12 10 0 7 0

83  Sverige A.e Art 73 8 9 8 2 0 1 0

U Sverige A.e Art 747 3 7 11 0 0 0

1'  Sverige A.e Art 77 20 10 19 7 6 5 2

57 Sverige A.e Soétvappling 75 13 7 19 2 1 3 1

107 Sverige A.e Vicker 7 8 14 16 74 0 0 0

108 Sverige A.e Vicker 7 8 14 28 65 — 7 —

109 Sverige A.e Vicker 17 9 16 30 72 — 15 —

10 Sverige A.e Vicker 23 25 23 30 51 15 9 8

DSI-virden, medeltal fran 43 svenska A. e-isolat fran féltodlad art

Sverige A.e Art 72+0.2 20+0.2 7+2 21+0.1 4+0.1 6+0.3 5+0.3 3+0.6

! Standard isolat med kinda patogenitetsegenskaper, anvint i samtliga test.
2 A. euteiches.



Tabelll 7. Morfologisk gruppering och monster fran isozymanalys.

Diameter i pm

Isolat  Art/gruppering Isolerat frén Isozym Oospor Oogonium
Nr monster

(MDH)"'
]7 A. cladogamus  Spenat A 18.8+0.5 24.3+0.5
86 A. cochlioides ~ Sockerbetor B 16.3+0.4 21.9+0.5
7 A.spl Lusern A 21.4+0.4 26.9+0.4
103 A.spl Akerbona A 17.5+0.3 25.0+0.3
14 A.spl Rodklover A 20.0+0.5 24.9+0.8
65 A.sp2 Ph-boéna E 27.8+0.8 32.2+1.0
3 A. euteiches Lusern C 26.9+0.4 34.4+0.5
6 A. euteiches Art C 25.1x0.4 31.1+0.5
1 A. euteiches Art C 25.2+0.9 32.0+1.0
2 A. euteiches Art C 26.320.6 33.8+0.6
5 A. euteiches Art C 26.8+£0.5 33.9+0.8
63 A. euteiches Art C 27.5+1.0 39.2+0.8
57 A. euteiches Sotvappling C 19.6+0.6 29.0+0.7
10 A. euteiches Vetch C 26.6+0.4 33.15+0.6

' Malat-dehydrogenas.
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Figur 1. Forsok nr 1. Skord av ért och phaseolus-bona efter forfrukter som odlats tre ar i f61jd i samma
parcell. Arterna skdrdades nér de var grona (T=100), for bonor mittes gronmassaskord. Felstaplar
visar standardfelet. Inga signifikanta skillnader noterades enligt ANOV A-test (P<0,05).
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Figur 2. Forsok nr 2. Skord av ért och adkerbona efter forfrukter som odlats tre ar i f6ljd i samma
parcell. Arterna skordades nir de var grona (T=100). Skord av dkerbdna ér berdiknad till 15 %
vattenhalt. Staplar med samma bokstav representerar FDSI-varden som inte ar signifikant skilda vid
ANOVA-test (P<0,05). Inga signifikanta skillnader noterades for dkerbdna.
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Figur 3. Forsok nr 3. Skord av édkerbona efter forfrukter som odlats tre ar i f6ljd i samma parcell. Skord

dr berdknad till 15 % vattenhalt. Staplar med samma bokstav representerar FDSI-viarden som inte &r
signifikant skilda vid ANOVA-test (P<0,05).
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Figur 4. Forsok nr 4. Plantvikter av drt och akerbona efter forfrukter som odlats fyra ér i f61jd i samma
parcell. Felstaplar visar standardfelet. Inga signifikanta skillnader noterades enligt ANOV A-test
(P<0,05).
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Artskérd som funktion av (FDSI-dagar), forsok nr 2
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Figur 5. Visar sambandet mellan FDSI-dagar och skord av arter i forsok nr 2.
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Figur 6. Utveckling av FDSI i drter efter de olika forfrukterna, forsok nr 1.
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Figur 7. Utveckling av FDSI i drter efter de olika forfrukterna, forsok nr 2.
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