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SAMMANFATTNING

Det finns tva olika arter av potatiscystnematoden (PCN), den gula, Globodera
rostochiensis, och den vita, Globodera pallida. Var och en av dem kan vidare
differentieras i olika grupper, sa kallade patotyper, vilka kan skiljas at genom att man
testar nematodernas formaga att foroka sig pa olika potatissorter med varierande
resistensegenskaper. Idag dr biotester de enda tillgdngliga testerna for undersokning av
virulensen. An s linge finns det siledes inga molekylira virulenstester.

Avsikten med detta arbete var att undersdka en metod for virulenstest av svenska och
utldndska PCN-populationer. Test gjordes 1 Alnarp 1 ett vixthus vid institutionen for
vixtvetenskap, avdelningen for vaxtskydd och resistensbiologi, mellan maj 2003 och
januari 2004. I undersdkningen ingick tolv olika PCN-populationer, nio svenska och tre
utlindska, som testades pa sex potatissorter. Den anvéinda metoden med test i krukor i
vaxthus forefoll ge ett sékrare resultat &n den s.k. ’closed container”’-metoden, som den
jamfordes med. En markant skillnad mellan populationer tillhérande samma
virulensgrupp forekom 1 antalet nybildade cystor pa alla testade sorter. Det kan forklaras
med stor genetisk variation bland PCN-populationer. Aven population —
sortinteraktioner kan ha haft stort inflytande pa slutresultatet.

De i mitt arbete beskrivna patotyptesterna av potatiscystnematoden ingér i ett
undersdkningsprogram vid nematodlaboratoriet for utformningen av ett system for
virulensbestimning av lantbrukarprover i stor skala. Undersdkningar som denna kan
utnyttjas nir man ska ge rdd om sortval till lantbrukarna.



SUMMARY

There are two species of potato cyst nematode (PCN), the yellow, Globodera
rostochiensis, and the white, Globodera pallida. Each of them can appear in different
pathotypes. These are separated by testing the nematode ability to multiply on a number
of potato cultivars with different resistance properties. The aim of this project was to
examine the virulence of Swedish and foreign PCN populations and to compare two test
methods. Biotests are today the only available tests used to study virulence. Thus, there
are so far no molecular tests that have been developed for this purpose.

The investigations were carried out at Alnarp in a greenhouse at the Department of
Plant Science, Division of Plant Protection and Resistance Biology, during the period
May 2003 - January 2004. They comprised twelve different populations of potato cyst
nematodes, nine Swedish and three foreign, tested on six potato cultivars. The used
method with pots in a greenhouse seems to give somewhat more reliable results than the
“closed container” method. A considerable difference in number of newly developed
cysts between populations belonging to the same virulence groups appeared on all
tested potato cultivars. This can be explained by a large genetic variation between
populations and by the effects of population - cultivar interactions.

The results of the tests will be used by the Nematology Laboratory at Alnarp in
establishing a system to be used in a large scale testing of farmers” samples. Based on
the testing results, advice may be given of the choice of potato cultivars.



INLEDNING

TVA ARTER

Det finns tva olika arter av potatiscystnematoden (PCN), den gula, Globodera
rostochiensis, och den vita, Globodera pallida. Den gula dr den mest forekommande
arten i Sverige (Andersson, 1997). G. rostochiensis uppticktes forsta gangen under en
inventering av betcystnematoder 1 Tyskland (Kithn, 1881). I Sverige upptécktes
forekomsten forst 1922 pa ett potatisfalt i Hogsjo i Sodermanland (Kemner, 1927).
PCN-arterna dr svara att skilja at morfologiskt.

HUR UPPTACKS ANGREPP AV POTATISCYSTNEMATODEN?

Flackar med svagvixande potatisplantor och mycket ogris kan vara tecken pa att
potatisen har blivit angripen av PCN. Angrepp upptrader alltid ojdmnt i falten.
Nematodskadorna ses fran och med hogsommaren som gulnande fléckar i bestandet.
Symptomen kan forvidxlas med vatten- eller mineralbrist. Om man odlar potatis pa
samma plats ar efter ar blir skadan vérre. Frdn midsommartid och framdver ser man pé
potatisrdtterna forst vita och sedan efter hand hos den gula arten gula smé honor, som
framét skorden blir bruna cystor med nematodédgg inuti. Cystorna stannar kvar i marken
vid skorden och dgg kan bevaras inne 1 dem upp till 20 ar. Antal kldckta dgg blir storre
om man odlar virdvixter &n om man odlar ett annat vixtslag eller trida.

Det sdkraste sittet att inte forbise PCN-angrepp ar att skicka jordprover till
nematodlaboratoriet for undersékning.

BIOLOGI

Den ddda honan, cystan, dr vanligen 0,4-0,7 mm i diameter och innehaller 200-600 dgg.
Substanser som utsondras fran potatisrotterna stimulerar kldckning av dggen. Juveniler
tar sig ur dggen och tranger in 1 rotterna, sétter sig fast, tar upp néring, borjar svélla och
utvecklas till hannar och honor. Efter ndgra veckor tar sig fullbildade hannar som har
aterfatt maskformen ut och letar upp och befruktar fastsittande honor, som nu &r sa stora
att kroppen triangt ut genom rotens yta. Framat skorden dér honorna och lossnar fran
rotterna (Andersson 1977).



HUR PAVERKAR PCN POTATISVAXTEN?

Potatiscystnematoden pdverkar potatisvixten pé foljande sétt:
e vatten och niringsupptagningen begransas
e kénsligheten for torka okar
e avkastning och kvalitet minskas
e inkorsportar och moéjligheter for andra patogener (bakterier, svampar) okar.

Vixten forsoker att kompensera tillvaxthimningen genom att bilda nya sidordtter.
Angripen potatis far ett buskigt och grunt rotsystem, sa kallade hungerrétter, dér jorden
gérna hiftar vid.

Nematodtétheten och infektionens storlek i marken, brukar uttryckas i antal dgg per
gram jord. Toleransgrdnsen eller skadetroskeln dr vanligen 2-3 dgg/g jord.
Avkastningen kan variera mycket under olika forhéllanden. Den dr hogre pa bordiga
jordar med god vattenhéllande féormaga dn pa sdmre jordar (Andersson, 1983).

HUR SPRIDS POTATISCYSTNEMATODEN?

Potatiscystnematoden sprids mest med jord, som héftar vid séttpotatisen.
Nematodcystor kan ocksé dverforas med maskiner, bevattningssystem, redskap,
lagringslador mm. Mycket vanligt dr att egendomar blivit infekterade nir brukarna med
sina maskiner har hjdlpt till i hemtradgardar 1 ndrheten. Spridning kan ske genom vind,
vid jordflykt och med vatten vid 6versvidmningar (Andersson 1979).

BEKAMPNING

Vid bekdmpningen av potatiscystnematoder skall sérskild uppmirksamhet fastas vid
hygienen, eftersom nematoderna sprider sig 14tt med jordpartiklar. Foérebyggande
bekdmpning gar ut pa att anvidnda certifierat utséde, eftersom jordprov har testats och
potatiscystnematoden inte patriffats i de officiella utsddespotatisodlingarna. Maskiner
och utrustning som anvints utanfor garden bor rengoras och skoljas av sé att de ar fria
frén jord. Man skall likasa rengora utrustning som anvénts for att hantera skord i andra
odlingar.

Nar man odlar mottagliga sorter bor man ha en viss vaxtfoljd. Ett komplement till
vaxtfoljdsatgarderna ér att odla nematodresistenta sorter. Om man véxlar mellan
mottagligt och resistent kan man utan problem odla potatis vart 4: e ar i de sydligaste
delarna av landet och vartannat i de nordligare regionerna. P4 sé sitt kan man hindra
eller fordroja spridning av nematoder mellan omraden, girdar och mellan skiften.

FLERA PATOTYPER

Beroende pa populationernas forméga att forokas pa vissa sorter men inte pa andra
klassas de i patotyper. I Europa har man hittat fem patotyper av den gula



potatiscystnematoden, Ro1-5, och tre av den vita, Pal-3 (Kort et al., 1977). Pa grund av
oskarpa grianser mellan olika patotyper, dr klassificering i virulensgrupper att foredra
(Trudgill, 1985). Patotyper av G. rostochiensis fors till tre (Rol,4; Ro2,3 och Ro5) och
G. pallida till tva (Pal och Pa2,3) virulensgrupper.

Man sdger att en potatissort dr resistent nir nematoderna inte kan foroka sig pé den.
Resistensen kan vara av olika grad och olika kraftfull (Fogelfors, 2001). En sort &r
partiellt resistent om en nematodpopulation har dalig forokning. Den vanligaste
virulensgruppen i Sverige dr Ro1,4. Resistenta sorter forddlade fran S. tuberosum ssp.
andigena, innehallande en gen kallad H1, anvénds effektivt mot resistensen i denna
grupp eftersom resistensen ar fullstdndig. Samma typ av gen for gen-resistens hittar man
i S. multidissectum, effektiv mot virulensgruppen Pal. Resistenskéllor mot resterande
virulensgrupper av potatiscystnematoden kommer oftast fran olika kloner av Solanum
vernei eller S. kurtizanum och hér &r resistensen vanligen mindre fullstdndig. Tabell 1
visar ett schema sammanstillt av Kort (1977), med vars hjilp man bestimmer vilken
patotyp en nematodpopulation tillhor.

Tabell 1. PCN-patotypschema enligt Kort et al. (1977)
Solanum vérdvéxt Patotyper
Rol Ro2 Ro3 Ro4 Ro5 Pal Pa2 Pa3

S. tuberosum

ssp. tuberosum + + + + + + + +
S. tuberosum ssp.

andigena CPC 1673 - + + - + + + +
S. kurtizanum 60.21.19 - - + + + + + +
S. vernei 58.1642/4 - - - + + + + +
S. vernei 62.33.3 - - - - + - - +
S. vernei 65.346/19 - - - - - + + +
S.multidissectum P55/7 + + + + - + +

S. vernei 69.1377/94 - - .

Eftersom det internationella testsortimentet ar svart att uppritthalla, anvinde Manduric
(2004) testsortiment av sorter tillgdngliga i Sverige (tabell 2). I hennes undersokningar
anvindes den s.k. closed container-metoden (potatis odlas morkt i en burk). Det visade
sig da att den mottagliga sorten Bintje 61l ut som nistan resistent mot vissa utlandska
nematodpopulationer. Man var ocksa tveksam till om alla de anvénda sorterna behovde
vara med 1 ett test.

Avsikten med denna undersdkning var att se hur olika potatissorter upptradde vid odling
1 krukor 1 viaxthus. Vidare ville man se om det gick att anvidnda ett mindre antal
testsorter 4n vad Manduric anvint.



Tabell 2. Potatissorter anvinda av Manduric (2004) jimte mottaglighet/resistensdata

Sorter Mottagliga for
Rol Ro2 Ro3 Ro4 Ro5 Pal Pa2 Pa3

Bintje + + + + + + + +
Saturna - + + - + + + +
Danva - + - + + + + +
Kardal - - - + + + + +
Folva - - - - - + + +
Producent - - - - - + - +
Rocket + + + + + - + +
Florijn - - - - + + - -
Seresta - - - - - + - -

+= mottaglig; -= resistent, += delvis resistent

MATERIAL OCH METODER

For undersékningen anvéndes delar av Mandurics (2004) testsortiment, tabell 2. De
sorter som uteslots var Kardal, Producent och Florijn. Sorten Rocket, som anvindes i
Mandurics undersokningar som indikator for Pal, byttes mot en klon av Solanum
multidissectum eftersom man trodde att denna klon skulle skilja Pal battre fran Pa2,3 dn
vad Rocket gjorde. I testet ingick tolv olika PCN-populationer, varav nio svenska och
tre utlandska. Det gjordes fyra upprepningar pa alla potatissorter forutom Solanum
multidissectum, dér antalet upprepningar var tva. Art- och virulensgruppstillhorigheten
och ursprungslandet &r presenterade 1 Tabell 3. Det geografiska ursprunget for de
svenska populationerna visas i Figur 1.

Tabell 3.Testade populationer med art-och virulensgruppstillhérighet och ursprungsland

Nr. Population Art Virulens tUrsprungsland
grupp

1 Gringelstad G.rostochiensis  Ro2,3 Sverige

2 Lorby G.rostochiensis  Ro2,3 Sverige

3 Martorp G.rostochiensis Rol.,4 Sverige

4 Kiaby G.rostochiensis  Ro2,3 Sverige

5 Vaxtorp G.rostochiensis  Rol.,4 Sverige

6 G 1510 G.rostochiensis  Ro5 Holland

7 Delmsen G. pallida Pa2,3 Tyskland

8 Horvik G. pallida Pa2,3 Sverige

9 Lattorp G. pallida Pa2,3 Sverige

10 Nymo G. pallida Pa2,3 Sverige

11 Sundsvall G. pallida Pa2,3 Sverige

Glaryford G. pallida Pal Storbritannien

=
N
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Figur 1. Geografiskt ursprung for de svenska populationerna.

Testet utfordes 1 ett vaxthus vid institutionen for vaxtvetenskap pa avdelningen for
vixtskydd och resistensbiologi i perioden maj 2003 - januari 2004. Cystmaterialet som
anvéndes 1 testet hade forokats 1 samma véxthus ett ar tidigare pa Bintje.

FORBEREDNING AV AGG- OCH JUVENILSUSPENSION

Jordextraktion utfordes i en automatiserad version av Seinhorsts (1964) cysteluriator
genom att jord processades 1 omgéngar om 500 g. Organiskt material inklusive cystor
skildes ut frdn mineralpartiklar med hjélp av en vattenstrom. For att underlitta den
fortsatta provundersokningen gjordes en rening av proven enligt Anderssons (1970)
metod. Tratten som visas i Fig. 2 stingdes, ett filterpapper las i och tratten fylldes med
etanol till ungefar 1,5-2 cm fran filtrets kant. Cystor uppblandade med vixt- och
jordrester som var kvar efter extraktionen hilldes forsiktigt i viitskan. Oversta skiktet
rordes om varvid cystorna forflyttades till filtrets kant. Trattventilen 6ppnades och
etanolen i tratten sldpptes ut i en glasbagare. Filtret lyftes ur tratten, vecklades ut och
lades pa ett urglas (diam.25 cm) som sedan placerades pa en diskstéllsliknande hylla f6r
att etanolen skulle avdunsta (hogra bilden). Processade prover visas i Fig. 3.

Cystorna plockades upp under mikroskop och sparades pé filterpapper i petriskalar
(Fig. 4).
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Figur 3. Filterpapper med processade prov pé urglas.

Figur 4. Undersokning och upplockning av cystor.
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De torra cystorna stoppades sedan i ett provror med lite kranvatten 1 och krossades med
cystkrossare-homogenizator (Seinhorst, opublicerat). Pa detta sétt framtagna
suspensioner hilldes upp i1 rdknekammare for berdkning av antalet d4gg och juveniler.
Bara livsdugliga dgg och juveniler rdknades. Suspensionen justerades och forbereddes
for inokulering av krukor fyllda med sand (initialt tithetsvarde 3-4-dgg/g sand).

Forgrodda potatis 6gonsticklingar sattes 1 icke-infekterad silversand i lerkrukor (12 cm;
500g sand) presenterade i Fig.5. Krukorna etiketterades med uppgifter om potatissorten
och den anvianda nematodpopulationen.

Figur 5. Icke-infekterad silversand i lerkrukor (12 cm; 500g).

Efter ca tvd veckor inokulerades sanden med dgg- och juvenilsuspension. 8 ml d4gg- och
juvenilsuspension sprutades in i varje kruka (fyra instick x 2 ml). Potatisen (Fig. 6)
vattnades regelbundet och gddslades en gdng med NPK 11-5-18. Temperaturen i
vixthuset var ca 20 C.

i 1
1
I

. - —

o
1 i ]
\
|

i
o |

Figur 6. Potatis i krukorna efter ca 2 veckor.
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Efter tre manader, di potatisblasten hade vissnat bort, gjordes extraktioner av nybildade
cystor i en Seinhorst cystelutriator pa samma sitt som ovan. Efter extraktionen
upprepades samma procedur som vid forberedning av juvenilsuspensionerna (se ovan).
For utrdkning av medelvirden och standardavvikelsen anvdndes Excel statistiskt

program.

RESULTAT

I de flesta krukor var det en god och jamn rotutveckling. Medeltalet och
standardavvikelsen for antalet nybildade cystor visas 1 Tabell 4.

Tabell 4. Antal nybildade cystor pa de olika populationer som ingick i testet
(medelvirde och standardavvikelse)

Nr Population Potatissort
Solanum
Bintje Danva Folva multidissectum Saturna Seresta

medel stav. medel stav. medel stav. medel stav. medel stav. medel stav.
1 Gringelstad 152,00 +29,89 1,50 *1,73 3,25 £2,75 78,00 +3394 9880 =*16,78 0,25 0,00
2 Lorby 71,50 +22,16 2,00 =<+141 1,25 +£1,50 65,50 +6,36 33,80 +8,88 0,00 =+0,00
3 Martorp 103,00 +43,55 2,50 191 1,75 1,26 29,00 =+1,41 0,50 £1,00 0,00 =+0,00
4 Kiaby 56,50 £19,28 2,00 1,83 11,80 +20,05 51,50 +23,34 32,80 =+£13,18 0,00 0,00
5 Vaxtorp 252,00 £130,60 0,25 +0,50 1,00 +0,82 25,00 +24,04 0,50 +0,58 0,50 +£1,00
6 G1510 30,30 £17,20 1,75 <«£1,26 3,50 +£238 14,50 +2,12 12,80 2,36 0,00 0,00
7 Delmsen 66,50 +14,27 42,00 *13,14 85,00 +37,88 32,50 +6,36 74,50 +£20,63 1,25 +£1,50
8 Horvik 158,00 +50,21 73,80 +£22,69 123,00 +4524 0,00 +0,00 155,00 +£27,20 0,25 +0,58
9 Léttorp 88,80 +24,60 53,50 +14,39 54,00 +46,21 0,00 +0,00 82,50 +6,24 0,25 +0,50
10 Nymd 258,00 +34,73 85,50 +58,07 135,00 +61,00 0,00 +0,00 297,00 +60,47 0,75 +0,96
11 Sundsvall 279,00 =+88,20 63,60 +22,35 86,00 +26,56 0,00 0,00 179,00 +75,27 0,25 =+0,50
12 Glaryford 51,50 +37,71 42,50 +£37,37 64,00 +33,14 0,00 0,00 79,30 +16,78 0,00 =+0,00

Av tabellen framgar, att det ocksa i detta test var skillnad mellan antalet nybildade
cystor pa den mottagliga sorten Bintje i relation till nybildningen pé andra sorter.
Skillnaderna var dock mycket mindre dn de som erh6lls i Mandurics (2004) test.

Endast ndgon enstaka cysta utbildades pa Saturna av tva av populationerna, Méartorp och
Vaxtorp. Detta visar att dessa populationer var av virulensgruppen Rol,4, vilket
stimmer med uppgifterna 1 Tabell 3. Populationerna Gringelstad, Lorby, Kiaby och
G1510 utbildade fa cystor pa Danva, vilket visar att de skulle tillhora virulensgrupp
R02,3. G1510 som enligt Tabell 3 var en Ro5, urskiljdes alltsd inte. Ovriga populationer
utbildade manga cystor pa Danva och Folva och var dérfor Pa-populationer. Glaryford,

som enligt Tabell 3 var en Pal, skiljdes dock inte ut av Solanum multidissectum, som

visade sig vara resistent mot alla Pa-populationer utom Delmsen.
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DISKUSSION

Man kan konstatera, att det inte var niagra problem att skilja ut virulensgrupp Ro1,2.
Testsorten Saturna var hér sikert differentierande. Nér det giller 6vriga populationer av
G. rostochiensis, sa gick det inte att skilja Ro2,3 fran Ro5. Den holldndska populationen
G1510, som enligt uppgift var en Ro5, visade liknande vdrden som de tre svenska
Ro2,3-populationerna Gringelstad, Lorby och Kiaby (som, kommer fran
starkelsepotatisodlingar dér sa kallade resistensbrytande populationer var vanligt
forekommande under borjan av 1980-talet). Danva, som antogs vara mottaglig for Ro5
(Tabell 3) visade saledes resistens ockséd mot den hollindska populationen. I Mandurics
(2004) test var Danva mottaglig mot en annan Ro5-population, Hamertz. Det ar tydligt
att det forekommer ett stort sort-population-samspel, och att Danva troligen inte &r en si
bra differentierande sort, som man trott. Man kan ténka sig, att det ar battre att fora ithop
Ro02,3 och RoS5 till en grupp, Ro2,3,5. Detta har foreslagits av Trudgill (1985).

Ett annat sort-population-samspel tycks gélla Folva. Denna sort antogs vara resistent
mot alla G. rostochiensis-populationer, men sa tycks inte vara fallet, for det blev en hel
del cystor pa population Kiaby.

Nar det géller G. pallida-populationerna, sa gick det som namnts inte att skilja Pal fran
Pa2,3. Klonen Solanum multidissectum P55/7, som anvéndes i stillet for Rocket,
medforde sdledes ingen forbéttring. Fragan om det reducerade antalet sorter i detta test
1 forhallande till Mandurics var tillrackligt, kan inte besvaras.

Vad giller 6vrig jimforelse mellan Mandurics test 1 ’closed container” och detta 1
vixthus kan man dra vissa generella slutsatser, trots att det inte har anvénts exakt
samma material:
e variationen i antalet nybildade cystor dr stor 1 bdda testerna, men mindre i testet
som gjordes i vixthus,
e arbetsinsatsen och kostnaderna dr mycket storre i testet som gjordes i vaxthus én
1 ’closed container’-testet

Bada dessa faktorer maste tas i beaktande innan beslut om vilket test som skall
anvindas framgent skall fattas.

Trots alla nackdelar (lang testtid, ojamn rottillvéxt, etc.) dr biotester de enda tillgédngliga
testerna for undersdkning av virulensen. An sa ldnge finns det saledes inga molekyléra
tester utvecklade for detta andamal.
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