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Sammanfattning
Mykorrhizaforekomst och tillvixt hos tickrotsplantor av tall och gran undersoktes efter inokulering
med sporer fran tva mykorrhizabildande tryffel arter: Grynig hjorttryffel,(Elaphomyces granulatus)

och marmorerad hjorttryffel, (Elaphomyces muricatus) samt jamfordes med en oinokulerad kontroll.

Vid DNA sekvenseringen av mykorrhizainfekterade rotspetsar fran samtliga behandlingar hittades
totalt 5 olika mykorrhizaarter. Thelephora terrestris var den mest frekvent férekommande arten pa
tall och Tylospora asterophora fanns i stor omfattning pa gran. Dock hittades inte de inokulerade
arterna. Om det beror pa att de inte fanns dir eller att sekvenseringen misslyckades gick inte att
faststélla. Dock sa hittades 2 morfotyper pa de inokulerade plantorna som inte fanns pa de 6vriga
plantorna.

De inokulerade tallplantorna hade mindre antal mykorrhizainfekterade rotspetsar dn kontrollen och
plantorna inokulerade med marmorerad hjorttryffel hade bade kortare skottlingd samt klenare
stambasdiameter 4n kontrollen.

En jamforelse gjordes dven mellan plantor som godslats med tva olika godselmedel, ett innehallande
aminosyran arginin — arGrow®complete och ett annat kommersiellt godselmedel innehallande
ammonium och nitrat -Wallco®.

De ammonium och nitrat godslade tallplantorna hade bade mindre antal rotspetsar och mindre andel
mykorrhiza men ldangre skottlangd &@n argininplantorna.

Granplantorna visade inga skillnader mellan behandlingarna.

Abstract

The effect of inoculation on containerized pine and spruce seedlings in a nursery with two
ectomycorrhizal fungi was investigated in regard to the development of mycorrhiza and plant growth.
The fungi were Elaphomyces muricatus and Elaphomyces granulates and the inoculated seedlings
were compared to an uninoculated control. These seedlings were all fertilized with arginine.

Five mycorrhiza species were found after DNA sequencing of the mycorrhizal root tips with different
found morphotypes on seedlings from all treatments. Thelephora terrestris was the type which had the
greatest distribution on pine seedlings and Tylospora asterophora was found at big extent on spruce
seedlings. The inoculated species was not found, if it was due to the species hadn’t colonized the roots
or if the DNA sequencing failed we can only speculate about. Two morphotypes were found on
inoculated seedlings that were not found on the other seedlings.

Besides the inoculations, another study was done to compare two fertilizers which contained different
nitrogen sources: ArGrow®complete with the aminoacid arginine and Wallco® with ammonium and
nitrate.

The inoculated pine seedlings had lower number of mycorrhizal infected short roots than the control
and the E. muricatus seedlings had both less shoot length and less stembase diameter than the control.

The pine seedlings fertilized with Wallco both had a lower number of tips and a lower share of
mycorrhiza than the plants fertilized with arginine.

The spruce plants didn’t show any differences between treatments.



Inledning

Mykorrhiza &r betickningen pa en symbios mellan en svamp och en véxtrot vilket 6kar
néringsupptagningsférméagan (Smith och Read 1997). Mykorrhiza betyder ”svamprot” (Grekiska:
mycos=svamp och rhiza=rot) och uppticktes forsta gangen 1885 av den tyska patologen A. B Frank.
Frank var den forsta som beskrev den nédra symbiontiska relationen mellan svamp och trdd och lade
grunderna till den fortsatta forskningen om mykorrhiza (Frank 1885).

Nistan alla vixter pa jorden har mykorrhiza med nagra fa undantag for vattenvéxter och ruderatvéxter
(Castellano och Molina 1989) och i nordiska barrskogar finns runt 700 ektomycorrhiza svampar varav
minst 220 stycken bildar symbios med tall (Dahlberg 2002). Samevolutionen mellan svamp och véxt
etablerade sig sa tidigt som nir de forsta vixterna borjade vixa pa land, ungefir 300 miljoner ar sedan
(Pirozynski och Malloch 1975). De forsta landlevande vixterna métte ett hart klimat, jorden inneholl
inget organiskt material som kunde innehalla niring och hélla vatten. De forsta plantorna hade inte
hunnit utveckla funktionella rotter och rothéar dnnu. Positivt var ddremot att luften innehéll en stor
mingd CO, och ljuset var ej begréinsande for produktionen. Darfor kom det sig att svampen och
vixten borjade samarbeta for att bada fa ut en fordel av den andra parten. Vixten delade med sig av
fotosyntesprodukterna och svampen drog upp vatten och néaringsdmnen at vixten.

Flera miljoner ar senare fungerar symbiosen likadant. Svampen och tridet idkar byteshandel. Svampen
tar upp vatten och niringsdmnen at tradet medan tridet betalar med sockerarter och andra produkter
som tillverkas vid fotosyntesen. I Skandinavien har det uppskattats att 10 -15% av tridets totala
kolhydratproduktion atgér till mykorrhizasymbiosen (Finlay och Séderstrom 1992).

Mykorrhizan ger en hel del fordelar bade till den lilla plantan och sedan det stora tridet. En av de
viktigaste funktionerna hos mykorrhiza &r att det 6kar niaringsupptaget (Bowen 1973). Mycelet okar
den totala upptagningsytan 1000-100 000 ganger mer #n vad tridet skulle kunna técka in samma yta
med att bygga ut egna rotter for samma energikostnad (Nylund och Karén 1994). Tillvixten i boreala
skogar dr ndmligen framst begrinsad utav néring. Man har funnit att kvdve dr det amne som till
storsta del begrénsar tillvixten i skogsmark (Tamm 1991). Allt levande pa jorden innehaller kvive,
béade minniskor, djur och vixter. Kvive dr det grunddmne som ingér i byggstenarna som bygger upp
DNA och proteiner i alla organismer. Dérfor dr det ett absolut krav for tillvidxt och uppbyggnad
(Lambers et al 1998).

Men kvive verkar finnas i ndstan obegrinsade méingder eftersom luften som vi andas innehaller ca 78
% N, och marken i en normal svensk barrskog &r en stor pool av organiskt material som innehaller en
stor mingd kvive. Det som gor det begrinsade dr darfor inte miangden kvive som finns i
skogsekosystemet utan beror istillet pa hur pass tillgdngligt det &r for vixten att ta upp det. Det mesta
av kvdvet dr hart bundet i marken, framst i form av komplexa organiska foreningar t.ex. humusdmnen
och ir dirfor otillgéingligt for vixten att tillgodogora sig (Ohlund 2004).

Mycelet 6kar rétternas totala absorptionsyta i marken och gor att tradet far tillgang till ndringsdmnen
som rotsystemet inte kan ta upp sjdlv. Vissa typer av mykorrhiza (ekto och erikoid) har visats utsondra
enzymer som kan bryta ned organiska foreningar(Chalot och Brun 1988). Mykorrhiza kan &dven vittra
mineraler genom en kombination av fysisk kraft och kemisk aktivitet (Rosling och Finlay 2004).
Svampen har en férmaga att utsondra sma organiska syror, t.ex. oxalsyra som forsurar markmiljon
runt hyferna och dven bildar komplex med joner och som paskyndar vittringen av mineralet.

En annan viktig funktion som mykorrhiza har 4r att det skyddar tridet mot uttorkning. I ett
torkexperiment jaimfordes tallplantor med och utan mykorrhiza (Deacon 1997). Plantorna utsattes for
torkstress som innebar att man slutade tillféra vatten till plantorna. Nir plantorna utan mykorrhiza



vissnade sa fortsatte de mykorrhizainfekterade plantorna att vara vitala. Detta berodde pa att
myceliestrangarna kunde tringa lingre ner i torven och tillgodose plantan med vatten.

Vissa mykorrhiza arter har #ven visats vara effektiva att skydda plantor mot patogener (Marx 1969). I
ett forsok inokulerades tallplantor med nagra olika patogener och mykorrhizabildande
svamp(Chakravarty och Unestam 1987). En av svamparna som anvéndes var Laxskivling (Laccaria
laccata) vilken visade sig skydda mycket bra mot patogenangrepp. Aven andra svampar har bevisats
ha effekt mot patogener pa barrplantor sdsom Arttryffel, Pisolithus tinctorius (Marx 1972) och
Tarfransskivling, Hebeloma crustuliniforme (Perrin och Garbay 1983). Att mykorrhizainteraktionen
kan skydda plantan mot patogener kan fungera pa flera olika sitt genom att: a) utgora en fysisk barridr
mot infektioner b) anvéinda kolhydratoverskottet och pa sé vis minska niringen som stimulerar
patogenen c) bilda antibiotiska substanser som himmar patogenen och d) tillsammans med roten
uppritthélla en skyddande rhizosfirflora (Zak 1964).

Det finns sju olika typer av mykorrhiza som man hittills funnit, baserat pa morfologiska karaktérer och
med vilka virdvixter de bildar symbios med: Arbuskulér, erikoid, ekto, orchid, monotropoid, arbutoid
och ektendomykorrhiza (Finlay 2008). Gemensamt for alla typer &r att de dr beroende av kol som
energikilla fran viardvixten de lever med samt att vixten #r beroende av att fa vatten och
néringsdmnen fran svampen (Harley och Smith 1983). I boreala skogar bildar ektomykorrhizasvampar
symbios med trdd och vissa andra flerariga vedartade vixter. Bland gymnospermerna ér alla arter inom
familjen Pinaceae ektomykorrhizabildande. Aven vissa lovtrid bildar denna typ av mykorrhiza, ex
bjork, asp, bok och ek (Nylund 1980).

Ektomykorrhizan karakteriseras av att den inte penetrerar cellerna i rotspetsarna utan bildar ett niarverk
runt dem istillet. Detta nétverk kallas Hartigs nétverk efter dess upptickare, Hartig. Det &r via detta
nitverk som utbytet av vatten, niringsdmnen och energi sker mellan svamp och rot. En rotspets som &r
koloniserad av ektomykorhiza &r tickt av ett svampholje som kallas mantel. Denna mantel,
tillsammans med hartigs nitverk, gor att roten blir fortjockad jamfort med oinfekterade rotter. Fran
manteln vixter svamptradar (hyfer) ut i den omgivande marken och bildar ett stort nitverk av
svampmycel i marken. Detta gor att tridet far en 6kad upptagningsformaga till 1igre energikostnad &n
vad det skulle kosta att bygga ut ett storre nidtverk med rétter for att nd samma méngd niring. Den
storsta fordelen med mykorrhiza dr att den forbéttrar véixtens upptag av kvive och fosfor.

Man har linge trott att viixter enbart kan tillgodogéra sig oorganiskt kviive: ammonium (NH4*) och
nitrat (NOs-) och i vissa fall N, med hjélp av kvivefixerare (Tamm 1991). Ammonium och nitrat
anvinds som kvévekailla i de flesta av de godslingsmedel som anvinds idag. Senare tids forskning har
dock visat pa att vixter dven kan ta upp organisk kvive, sdsom proteiner och aminosyror (Nédsholm et
al 1998, Persson et al 2006) .

Ett projekt initierat av Torgny Nisholm ledde till framtagandet av ett nytt godselmedel med
aminosyran arginin som kvivekilla. Detta godselmedel kom att kallas arGrow®complete. Produkten
innehaller dven alla andra mikro och makronéringsdmnen som plantan behéver under tillvéxtfasen
(Ohlund och Nisholm 2001).

Vid godsling av aminosyran arginin har det observerats ett minskat kvéveldckage samt att plantorna
kan tillgodogorande sig kvivekdllan béttre &n vid godsling med konventionella godselmedel som é&r
baserade p4 ammonium och nitrat (Ohlund och Nisholm 2002). Dirfor har ett godslingsforsok pagétt
pa Holmens plantskola i Gidea dér sdsongen -08 ir den sjunde didr arGrow® complete har anvénts som
godselmedel i en del av produktionen. Vad som hinder med mykorrhizan vid arginingddsling dr dock
inte undersokt fullt ut och &r dirfor intressant att studera ndrmare.



Det idr av stor betydelse att plantor redan i plantskolan har tillfredsstillande méngd mykorrhiza
eftersom det kan 6ka plantoverlevnaden och tillvixten efter utplantering (Rudawska et al 2001). Vid
utplantering av plantorna kommer de yttre faktorerna drastiskt att férindras, fran en milj6 dér vattning
och godsling &r optimal till den naturliga miljon dér de abiotiska och biotiska faktorerna kontrollerar
tillvaxt och 6verlevnad. Plantor som inte har mykorrhiza kan vixa mycket vil under plantskoletiden
men klarar sig daligt vid utplantering om de inte snabbt bildar mykorrhiza. Olika arter av mykorrhiza
dr bittre dn andra pa olika omraden och den typiska “plantskolemykorrhizan” skiljer sig fran den i
naturen. Vid tidigare studier har mykorrhiza som &r etablerad pa plantorna i plantskolan, gradvis bytts
ut mot andra typer som dr vanligare ute i filt vid utplantering. Dock har den ursprungliga mykorrhizan
fortfarande funnits kvar pa rétterna i uppemot 1,5 ars tid efter utplantering (Stenstrom och Ek 1990).

Olika typer av mykorrhiza trivs i olika typer av miljoer och vissa klarar sig bittre &n andra under vissa
forhallanden. Det kan vara forhallanden som pH, fukt och néringstillgang (Molina et al 1992).

Tidigare undersokningar av mykorrhiza pa plantskolor har visat att mykorrhiza uppkommer spontant
utan att atgirder maste utforas for att fa dit dem (Castellano och Molina 1989). Detta beror pa att
svampsporer dr mycket littspridda och langtflygande sporer kommer in fran omgivningen runt
plantskolan. Plantskolan &r ej steril och sporer kan finnas kvar fran foregaende ar. Kassetter
ateranvinds och dven efter rengoring kan sporer sitta kvar. Torven som anvénds kan innehalla sporer.
De arter man observerat forekomma spontant #r framforallt vartora, Thelephora terrestris och
laxskivling, Laccaria laccata.

I en tidigare studie av plantor fran 28 plantskolor spridda 6ver hela Sverige uppticktes det att dessa
arter dominerade eftersom den patriffades i 24 av 28 plantskolor som ingick i studien samt att drygt
70 % av totala andelen mykorrhizainfekterade kortrotter var Thelephora terrestris och Laccaria
laccata (Ackerholm 1992).

Intressant dr att undersoka om plantan utvecklar bittre och effektivare mykorrhiza om man tillsitter
sporer fran kdnda mykorrhizabildande svampar i borjan av tillvixtperioden i plantskolan. Inokulering
med mykorrhizasvampar i plantskolan kan méjligen 6ka plantoverlevnad och tillvixt efter utplantering
enligt tidigare forsok (Marx et al 1977).

Vi har i detta forsok valt att inokulera tall (Pinus sylvestris L..) och granplantor (Picea abies (L.) Karst)
med tva tryffelsvampar: Grynig hjorttryffel (Elaphomyces granulatus) samt marmorerad hjorttryffel
(Elaphomyces muricatus). Det dr tva tryffelsvampar som tillhor slédktet hjorttryfflar. Elaphomyces &r
en grupp sporsiackssvampar som kallas for “falska tryfflar” och som bildar mykorrhiza med olika
tradarter (Laing 1933). Elaphomyces muricatus dr dokumenterad att den bildar symbios med tall
(Miller, S och Miller, O 1984) Fruktkropparna véxer under jord och brukar vara ca 2 cm i diameter.
Sporerna produceras i mitten av tryffeln. Nir de mognar formar de en svart pulvermassa som kan ha
ett vitskefyllt halrum. Vi valde dessa svampar med tanke pa att de vixer i barrskog, att de &r relativt
vanliga i Sverige, samt att det dr l4tt att anvénda dess sporer for storskalig inokulering i plantskolor.

Man kan tinka sig att den inokulerade svamparten har tre scenarier att méta: (I)=Att ensam komma att
kolonisera rétterna, (II)= samexistera med andra arter, eller (III)= bli utkonkurrerad av den befintliga
plantskolemykorrhizan (Dahlberg och Stenstréom 1991).

I tidigare forsok med inokulering av skogsmykorrhiza pa tallplantor sa stimulerades tillvixten i falt
dven om bara en liten del av rotsystemet var koloniserat av den inokulerade svamparten. Effekten
varade upp till nagra ar efter utplanteringen (Stenstrom och Ek 1990).



Syftet med denna studie &r att undersoka om inokulering med mykorrhizasvampar i plantskolan kan
oka plantans vitalitet och tillvaxt samt att undersoka vilken effekt olika godselmedel har med avseende
pé mykorrhizabildning och plantans morfologi.

Material och metod

Odlingsforhallanden

Forsoket utfordes pa Gidea plantskola som dgs av Holmen Skog AB, Sverige. Plantorna som anvindes
ar tall fran plantaget Slattholmen T7 65°7 och gran 62'12 300 meter fran bestandsfro (tabell 1). Dessa
plantor har gédslats med arGrow® complete vilket har aminosyran arginin som kvévekilla istillet for
konventionellt godselmedel som har ammonium och nitrat. Som referenser anvindes tall och
granplantor som godslats med ett traditionellt godselmedel med en oorganisk kvivekilla -Wallco®.
Tallen dr fran plantaget Vage 125 och granen fran plantaget Domsj6énget 130. Samtliga
forsoksplantor och deras referenser valdes med tanke pa att de skulle vara sé lika som mojligt. Bade att
de skulle hdrstamma fran ungefir samma latitud och hdjd men #ven att de skulle ha vattnats upp
ungefir samtidigt och inte skilja i alder.

Plantorna for forsoket har odlats upp och skotts i enlighet med plantskolans rutiner och hér ges en
oversikt over rutinerna for den forsta av tre odlingsomgangar vid Gidea plantskola (Pers ref Hedman).

Forst sés alla gran- och tallfron i kassetter (Starpot 50 cm® torvvolym per planta, 60 pottor/plantor per
kassett) med ogddslad, dolomitkalkad blocktorv. Fardigsadda kassetter férvaras i kylrum som ldngst 2
manader i +4° eller sa stills de nysadda kassetterna ut i vixthus direkt. Efter kassetterna flyttats till
vixthus vattnas de upp. Uppvattning av den forsta odlingsomgangen sker i april/maj manad. Dér far
tallen vixa i ca 5 veckor fram till ”langnattbehandlingen” som varar ca 4 veckor. Granen véxer i
vixthus ca 7 veckor innan den stills ut pa frilandsbiddar. Gran langnattsbehandlas forst till hosten.
Vid langnattbehandlingen morkldggs véxthuset sé att plantorna upplever en konstgjord host, dvs.
nétterna blir lingre och skottet gar in i vila. Tallen morkldgger man 16 timmar per natt och granen 12
timmar. Fordelen med langnattsbehandlingen #r att plantan féar en tjockare stambasdiameter,
dubbelbarr bildas och den ettariga plantan far ett hdrdigare skott med samma utseende som en tvaarig.
Direkt efter langnattsbehandlingen stélls plantorna ut pa friland. I augusti/september langnattbehandlas
granarna fran forsta odlingsomgéangen i ungefir 4 veckors tid. Detta gors for att granarna ska bli
jdmnare och samtidigt stanna i tillvéxten, bilda stora fina knoppar samt bli frosthirdade mot hostfrost
och kyllagring. Beroende pa efterfragan siljs plantorna for plantering eller forvaras i kyllager till nésta
ar.

Alla behandlingar sker inte exakt vid samma tidpunkt varje ar utan beror pa viderleken, t.ex.
temperatur, antal soltimmar, nederbord mm samt plantornas proveniens.

Detaljer om bevattning, godsling och ljusférhallanden tas inte med i denna rapport men allt har skotts
enhetligt. Godslingen sker i strdvan mot att plantorna ska ha en kvévehalt i barren som &r ca 2 %
oavsett vilket godslingsmedel som anvinds. Detta uppnas genom kontinuerliga métningar.

Plantorna odlades i kassetter som har plats for 9x7=63 plantor per kassett. Kassetterna placerades i

ramar om 11x5 stycken. For forsoket anvindes en ram tall och en ram gran. Totalt 3465 plantor per
tradslag ( figur I). Forsoksramarna stod tillsammans med de 6vriga arginingddslade plantorna med
samma uppvattningsdatum som i det ordinarie sortimentet.



Figur 1. Schematisk bild over hur kassetterna var fordelade i ramarna. Den vinstra ramen dr tall och
den hogra ramen dr gran. Gul farg =Inokulerad med MHT (marmorerad hjorttryffel), Bla farg
=inokulerad med GHT(grynig hjorttryffel), Vit =oinokulerad kontroll, Gron =Spddningsforsok MHT,
Rod =Spddningsforsok GHT.

Tallkassetterna som skulle godslas med arGrow ®complete vattnades upp 23/4 och tallkassetterna som
skulle godslas med Wallco® vattnades upp 14/5 ca 3 veckor senare (tabell 1).

Grankassetterna som skulle godslas med arGrow ®complete vattnades upp 18/4 och grankassetterna
som skulle godslas med Wallco® vattnades upp 16/4 (tabell 1) sa mellan dessa skiljde det endast 2
dagar. Normalt far granarna tillskottsljus under forsta manaden i véxthuset vilket de arginingodslade
granarna i detta forsok inte fick eftersom de fick vixa tillsammans med tallarna.



Tabell 1. Tall och granplantor och respektive hdrkomst och godselmedel samt tidpunkter for

uppvattning, langnattsbehandling och utséittning pa friland. Inokulering av plantorna och

forkortmingar av de olika behandlingarna.

Tall
Godsling Hiarkomst Uppvattning | Langnatts | Friland | Inokulering | Forkortning
behandling
arGrow®complete | Plantaget 23/4 4/6-717 11/7 Marmorerad | MHT
(arginin) Slattholmen hjorttryffel
T7
arGrow®complete | ? ? ? Grynig GHT
(arginin) hjorttryffel
arGrow®complete | ? ? ? - Kontroll
(arginin)
Wallco® Plantaget 14/5 - 13/6 - Wallco
(ammonium, Vage 125
nitrat)
Gran
arGrow®complete | Bestandsfro: | 18/4 3/9-30/9 9/6 Marmorerad | MHT
(arginin) 62'12 300 hjorttryffel
arGrow®complete | ? ? ? Grynig GHT
(arginin) hjorttryffel
arGrow®complete | ? ? ? - Kontroll
(arginin)
Wallco® Plantaget 16/4 3/6-3/7 10/6 - Wallco
(ammonium, Domsjoédnget
nitrat) 130

Svampmaterial och inokulering av plantorna
Vid forsoket anvindes tva tryffelarter fran sliktet Elaphomyces: marmorerad hjorttryffel, Elaphomyces
muricatus (MHT) samt en annan Elaphomycesart som antogs vara grynig hjorttryffel, Elaphomyces

granulatus (GHT)(figur 2). Fruktkroppar av grynig hjorttryffel hade insamlats fran Stadsskogen i
Uppsala i en barrblandskog dominerad av tall. Tva fruktkroppar av marmorerad hjorttryffel hittades
under tall och hasselbuskage vid fornborgen Broberg, Husby Langhundra i Uppsala l4n. Bada
svamparna lokaliserades med hjilp av hundar under varen -08 och forvarats i frys fram till de skulle
anvindas. Fruktkropparna artbestimdes genom sekvensering av den ribosomala ITS (internal
transcribed spacer) regionen varefter en jaimforelse gjordes i Unite (http://nt.ars-

grin.gov/fungaldatabases/index.cfm) och i GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) enligt

samma system som anvindes for mykorrizarotbestimningen (se DNA analys nedan). Elaphomyces
muricatus matchades till samma art men ingen har tidigare sekvenserat Elaphomyces granulatus och
den kunde endast hirledas till samma sldkte. Den antogs da vara grynig hjorttryffel baserat pa de
morfologiska egenskaperna.

Vid tva tillfdllen inokulerades plantorna med sporlosningar fran GHT och MHT. Detta skedde 8/5 och
28/5. Tallarna var tva veckor gamla vid forsta inokuleringen och 6 veckor vid andra tillfallet. Granarna
var 3 respektive 7 veckor gamla vid inokuleringstillfillena eftersom de var en vecka dldre &n tallarna

vid start och alla behandlingar genomfordes samtidigt pa plantskolan.

Sporldsningen tillreddes genom att spormassan fran respektive svampart vigdes upp och blandades i
en bigare med vatten samt nagra droppar Tween 20 (Sigma). En ursprungsldsning blandades och
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sporkoncentrationen kontrollerades i efterskott genom att sporerna riknades i en hemacytometer. I
GHT ursprungslosningen var sporkoncentrationen 3x10” sporer/ml. I MHT ursprungslosningen var
sporkoncentrationen 3,7x10” sporer/ml. Denna ursprungslésning spiaddes sedan ut tills 13sningen
inneholl 10° sporer/ml. Tva ml sporldsning injicerades strax under torvytan vid varje planta med en
dispensor (Nichiryo Model 2100DG). Under tiden stod 16sningen pa konstant omrrning av en
magnetomrorare. Bland tallplantorna inokulerades 4 kassetter med MHT 16sningen (4x63=252
plantor), 8 kassetter med GHT l6sningen (8x63=504 plantor) medan 29 kassetter inte inokulerades
utan blev kontroll (29x63=1827 plantor). Bland granplantorna inokulerades 10 kassetter med MHT
16sningen(10x63=630 plantor), 16 kassetter med GHT losningen(16x63=1008 plantor) och 23
kassetter blev kontroll (23x63=1449 plantor).

Vid sidan av det ordinarie forsoket utférdes ett ”spadningsférsok” pa ett mindre antal plantor for att se
vilken koncentration av sporer som skulle tinkas ge en tillfredsstdllande mykorrhizainfektion av
plantorna. Ursprungslosningen spiddes ut till 5 olika koncentrationer (10°, 10°, 10, 10°, 10

sporer/ml) samt en kontroll som limnades oinokulerad. Totalt anvindes 6 kassetter per tridslag, dir 3
kassetter inokulerades med MHT och 3 kassetter inokulerades med GHT. Tva plantrader i varje kassett
(2 x9=18 plantor) inokulerades med varje koncentration dér varannan rad limnades oinokulerad.

S et

#
Foto: Ola Karén

Figur 2. Bild pa hjorttryfflarna som anvindes i inokuleringsforsiket. Bilden t.v. dr marmorerad

hjorttryffel (Elaphomyces muricatus) och bilden t.h. dr grynig hjorttryffel (Elaphomyces granulatus).

Urval av provplantor

Vid sex tillfdllen fran maj till och med oktober 2008 insamlades provplantor fran plantskolan med
ungefir en manads mellanrum: 28/5, 27/6, 24/7, 27/8, 23/9, och 20/10. Tjugo stycken plantor fran
respektive behandling togs vid de fyra forsta skordetillfdllena och 40 plantor togs vid det femte
tillfallet. Vid sjdtte skordetillfdllet insamlades 5 plantor. Provplantorna slumpades ut jamt 6ver det
antal kassetter som fanns och sedan plockades hela plantan inklusive rotsystem och torvklump och
samlades i plastpasar. Torven skoljdes sedan bort direkt pa plantskolan och plantorna férvarades i frys
och/eller kyl fram till avldsningstillfallena. For spadningsforsoket insamlades 5 stycken provplantor
slumpvis utvalda fran respektive spadning den 20/10.

Mykorrhiza avlisning

I de fyra forsta provtillfdllena slumpades 10 stycken plantor ut av totalt 20 stycken insamlade plantor
fran respektive behandling och blev numrerade 1-10. De 6vriga plantorna sparades i frys. I femte
provtagningsomgéangen slumpades 20 plantor ut av totalt 40 stycken insamlade plantor och dessa blev
numrerade 1-20. P4 var och en av dessa plantor undersoktes rotterna under stereolupp och mikroskop.
En rot som har mykorrhiza &dr uppsvullen, saknar rothar och hos tall &r rotterna ofta gaffelgrenade. En
rot utan mykorrhiza dr tunn, har rothar och saknar gaffelgreningar. I mikroskop kan man 4ven se om
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roten har en mantel, det ses genom att hyferna bildar ett monster i provet som ligger ovanpa
rotcellerna.

En bedomning gjordes av procentandelen kortrétter som var infekterade med olika typer av
mykorrhiza. Klassningen av andelen mykorrhiza gjordes i 10 procents klasser. Om en planta hade
mellan 1-10 % mykorrhiza hamnade den i klass 1, 11-20 % mykorrhiza klass 2 osv. ( tabell 2).
Mykorrhizatypen identifierades med hjélp av rotspetsarnas morfologiska utseende dvs. fiarg och form.
Ett antal rotspetsar fran varje typ togs ut och frystorkades for senare artbestimning med PCR
(polymeras chain reaction).

Plantornas mykorrhizaférekomst lédstes av fran alla provtagningsomgéangarna medan plantorna fran
femte provtagningen dven anvindes for 6vriga avldsningar.

Spéadningsforsoket anvindes endast till mykorrhiza avldsning. I spadningsforsoket slumpades 5 plantor
ut for respektive inokulering (0, 10 ?10%,10°, 10%, 10’ sporer/ml) Mykorrhizaférekomsten listes av
med samma metod som de Gvriga plantorna (se ovan).

Tabell 2. Klassning av mykorrhiza i olika klasser efter procentandelen tickningsgrad av den totala
andelen kortrotter.

Procentandel Klass
0 % 0
1-10% 1
11-20% 2
21-30% 3
31-40% 4
41-50% 5
51-60% 6
61-70% 7
71-80% 8
81-90% 9
91-100% 10

Miitning av stambasdiameter och skottlingd

Fran femte provtagningen mittes stambasdiameter samt skottlingd for de 20 numrerade plantorna.
Skottlingden méttes med linjal med 5 mm intervall fran den &versta sidoroten till toppen av skottet.
Stambasdiametern méttes med ett digitalt skjutmatt i mm med tva decimalers noggrannhet.

Scanning av plantornas rotsystem

Fran femte provtagningen anvindes plantnummer 1-10 fran respektive behandlingsgrupp och dessa
rotsystem scannades av. Rotterna avldgsnades fran skottet vid forsta lateralroten och breddes ut i en
vanna med vatten som tickte rotterna vid scanningen.

Scannern som anvindes var: Epson perfection V700 photo, dual lens system.

Berikningar gjordes med hjédlp av programmet WinRHIZO pro 2007, regent instruments for washed
root measurements.

Foljande parametrar berdknades:

Len (Length)=Léngd (cm), Rotternas ldangd &r den totala léngden som alla rotter i rotsystemet utgor
tillsammans.
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SA (Surface area) =Yt area (cm’) Rétternas yt area ir rotternas totala upptagningsyta, berdknas i
programmet genom att programmet antar att alla rétter dr cylinderformade och sedan berdkna hur stor
arean skulle bli om alla rotter trycktes ut till ett cellager.

Vol (Volume)= volym (cm®), Rétternas totala volym
NTips (Number of tips)= totala antalet rotspetsar

Rot/skott kvot bestimning

Fran femte provtagningsomgangen anvindes 15 provplantor fran respektive behandling (planta nr 1-
15) till rot/skott métning. Plantorna torkades i ugn 42 timmar i 65°c. Plantorna var da helt torra
eftersom vikten ej fordndrades over tid utan forblev konstant. Skottet och roten vigdes var for sig efter
att roten avldgsnats fran skottet vid forsta lateralroten. Vikten uppmiittes med tre decimalers
noggrannhet. Rot/skottkvoten beridknades genom att dela rotens vikt med skottets vikt.

Kviaveanalys

Fran femte provtagningsomgéangen plockades samtliga barr fran planta nr 1-10 i varje behandling.
Barren maldes ner med kulkvarn och sedan vigdes 3-4 mg av pulvret upp, placerades i sma
aluminiumtrag som sedan veks ihop. Proverna analyserades av Ann Selstedth, Umea Plant Science
Centre med Flash EA 1112 NC soil analyzer.

DNA analys
DNA extraktion

DNA extraherades fran kortrétter som tidigare tagits ut vid mykorrhiza avlasningen (Henrion et al
1994). Totalt analyserades 48 stycken prover med mykorrhizainfektade rotspetsar fran olika
morfotyper och behandlingar. Proverna frystorkades samt maldes med mikropistill. Sedan tillsattes
500 uL CTAB extraktionsbuffert (2 % cetyltrimetylammoniumbromid (CTAB), 20mM EDTA (pHS),
100mMTris-HCL (pHS), 1,4M NaCl)i roren. Proverna inkuberades 1 timme i vattenbad i +65°och
centrifugerades direfter vid 10 000 rpm for att partiklarna fran rétterna skulle centrifugeras bort. Det
ovre skiktet i roren flyttades sedan over till nya ror. Darefter foljde tvittning av provet dér proteiner
skulle renas bort med kloroform och isopropanol. 500 pL kloroform tillsattes och centrifugerades i

10 000 rpm. Det 6vre skiktet flyttades till ett nytt provror och 600 pL isopropanol tillsattes. Proven
lades i frys 60 minuter for att DNA skulle filla ut och pelleterades sedan med 20 minuters
centrifugering i 13 000 rpm. Vitskan hélldes dérefter forsiktigt ut sa att pelleten stannade kvar i
provroret. Pelleten tvittades dérefter i 500 pL etanol (70 %). Provroren centrifugerades sedan i 13 000
rpm och direfter hilldes etanolen bort. Pelleten lufttorkades och blandades med joniserat vatten tills
den 16stes upp.

PCR

PCR-polymerase chain reaction ir en genetisk metod som anvinds inom molekylédrbiologin dér det
blir mojligt att inom nagra timmar gora att stort antal kopior av ett 6nskat DNA segment. Detta vill
man utnyttja for att kunna fa tillrdcklig midngd DNA for att vidare kunna sekvensera materialet. Det &r
naturligtvis till stor hjilp nidr man har sé pass lite material som en mykorrhizarotspets.

Ett varmetaligt polymeras behovs eftersom DNA ska upphettas och kylas ner flera ganger for att DNA
stangarna skal kunna klippas och bindas ihop igen. Det ir i huvudsak tre steg i PCR som repeteras 20-
40 ganger beroende pa hur mycket material man vill fa fram. Dessa steg utfors automatiskt i en PCR
maskin. Forst sker denaturering vid 95°C, nir dubbelkedjorna delas till enkla kedjor. Sedan sker
nedkylning till 55-60°C da de tillsatta primrarna fister vid DNA kedjorna. Sist virms 1sningen till
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72°C da polymerast kan aktiveras och det bildas da tva nya exakt likadana DNA kedjor som kan delas
igen. Dessa steg upprepas 20-40 ganger och varje cykel sker en fordubbling av méngden DNA.

ITS regionen

ITS regionen (Internal Transcribed Spacer) dr den region i svampar som 4r den mest sekvenserade och
vilkidnda DNA regionen. De primrar som anvindes var dédrfor: ITS1F (CTT GGT CAT TTA GAG
GAA GTAA) och ITS4 (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC). Reaktionen utférdes i en thermal
cycler 2720 som borjade med denaturering i 95°C i 3 minuter, foljt av 35 cykler med denaturering
94°C i 2 minuter, annealing av primer till DNA i 55°C i 30 sekunder och DNA polymerisering i 72°C
i 10 minuter.

Elektrofores

Innan PCR produkten kan anvindas vidare sa maste det kontrolleras att ndgon produkt har bildats, om
produkten &r av ritt storlek och om ett eller flera band har bildats. Alla PCR korningar lyckas inte,
DNA kvalitén kan vara dalig, primrarna kanske inte passade eftersom de férmodligen passar pa en
annan del av genomet som inte finns med eller sa finns det for mycket eller for lite material att
fortsétta jobba med.

Sittet att testa produkten pa dr att separera och storleksbestimma dem med hjélp av elektrofores. I
detta forsok tillreddes 1 % agarose gel genom att blandal,5 g agarose och 150 ml 1X SB
buffer(Sodium boric acid, Brody och Kern 2004) och smilta blandningen i mikrovagsugn. Darefter
fick 16sningen svalna till 60°C. Efter det hélldes 16sningen upp i ett geltrag som fick stelna. 5 pul av
varje produkt tillsattes i brunnar i gelen som sedan utsattes for en spanning pa 250V, 400mA, 1 timme.
Eftersom DNA kedjorna &r olika langa och har olika elektrisk laddning ror de sig olika snabbt. Gelen
fick sedan ligga i ett bad med etiumbromid som da binder till DNA-t. Nir gelen belyses med UV ljus
kan man fotografera den och DNA-t blir synligt som sma fluorocerande band.

Innan DNA-t kan sekvenseras maste det amplifieras ytterligare en gang med en primer fran varje hall.
Det blir da littare att finna en matchning mot i GenBank. Produkterna maste dock renas tva ganger
innan andra PCR korningen. I detta forsok anvéindes forst PCR-M™Clean Up System med tillhorande
guide och sedan med gjordes en rening med sephadex.

Sephadexldsningen tillreddes genom att blanda Sephadex, G50 fine och milliQ som autoklaverades
och forvarades i kylskép tills sephadexen sjonk till botten. Overskottsvitskan hilldes sedan ut, 400 pl
av 16sningen tillsattes en 96 halsplatta som centrifugerades i 1500g. PCR produkterna blandades forst
med 15 pl vatten for att fa en storre vitskemingd #n de 5 pl som sekvensreaktioner oftast ér, sedan
tillsattes hela produkten mitt pa kolonnerna, plattan placerades pa en beckman platta och proverna
centrifugerades ned genom sephadexgelen i 1500g.

Sekvensering

Proverna kordes i en sekvenseringsmaskin — Beckman coulter ceq™8000, genetic analysis systems
och sekvenserna jamfordes med varandra och bearbetades manuellt i seqMan, DNA star. Nér
sekvenserna var bearbetade sé kollades matchningen upp mot GenBank. De sekvenser som matchade
en art till minst 95 % dokumenterades.

Statistisk analys
Effekten av de fyra olika behandlingarna; GHT, MHT, kontroll och Wallco testades med en
variansanalys: ANOVA — GLM (general linear model) med konfidensintervallet 95 % for att se om de
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var statistiskt signifikant skilda (p<0,05). Direfter testades behandlingarna med Tukey Simultaneous
test for att gora en parvis jaimforelse mellan behandlingarna.

Resultat

Mykorrhiza

Andelen mykorrhizainfekterade kortrétter hos de inokulerade plantorna (MHT och GHT) var
signifikant ldgre @n kontrollen pa tall (figur 3). Bland tallarna hade kontrollen i medeltal storst andel
mykorrhiza (84 %) jamfort med MHT (63 %), GHT (56 %) och Wallco (74 %).

Bland granplantorna hade MHT och GHT hogst andel mykorrhiza (70 % respektive 71 %) foljt av
kontroll (60 %)och Wallco (43 % ).

Andel mykorrhizainfekterade kortrétter i % (Tall) Andel mykorrhizainfekterade kortrétter i % (Gran)
100
b
80 - ab a a
a ab
60 1 &
2 b

40 A

20 A

O A

MHT GHT Kontroll Wallco MHT GHT Kontroll Wallco
behandling behandling

Figur 3. Andel mykorrhizainfekterade kortrotter pa fyra olika behandlingar: MHT, GHT, kontroll och
Wallco pa tall och granplantor. Viirdena ir medelviirden, felstaplar visar £SE, n=20. Olika bokstiver
motsvarar signifikanta skillnader mellan behandlingarna (p>0,05).

Hos tallplantorna var medeltalet mykorrhizainfekterade rotspetsar mycket ligre hos de inokulerade
plantorna (MHT 488 st, GHT 503 st)édn hos kontrollplantorna som hade 827 stycken (figur 4).

Antal mykorrhizainfekterade rotspetsar hos tall skilde sig &ven mellan kontroll (827 st) och Wallco
(403 st)(figur 4) dar Wallcoplantorna hade mindre &n hilften s manga mykorrhizainfekterade
rotspetsar (figur 4). En liknande men ej signifikant skillnad fanns hos gran dar Wallcoplantorna hade
minst antal mykorrhizainfekterade rotspetsar (figur 4).
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Figur 4. Antal mykorrhizainfekterade rotspetsar pa fyra olika behandlingar: MHT, GHT, kontroll och
Wallco pa tall och granplantor. Viirdena ir medelviirden, felstaplar visar £SE, n=20. Olika bokstiver
motsvarar signifikanta skillnader mellan behandlingarna (p>0,05).

Flest antal mykorrhizatyper observerades pa tall dér 12 olika mykorrhizatyper kunde urskiljas (tabell
3). De funna typerna baserades pa olika morfologiska karaktérer sdsom fiarg och form (tabell 4). Nagra
av mykorrhizatyperna aterfanns pa alla behandlingar och fanns éven i stor méingd medan vissa typer
endast fanns pa nagon enstaka planta. Mykorrhizatyp nr 1,3 och 4 aterfanns pa tallplantor i alla
behandlingar och dér nr 1 hittades i stor frekvens medan resten av typerna aterfanns mera sparsamt.
Det var tva stycken typer som bara fanns pa de inokulerade plantorna, mykorrhizatyp nr 2 och 10. Det
var tva typer som bara aterfanns pa Wallcoplantorna, nr 7 och 9.

Pa gran hittades fyra olika mykorrhizatyper (tabell 3). Nummer 1 aterfanns i alla behandlingarna och
var dven den 6verldgset mest frekvent forekommande typen bland granplantorna. Nr 2 aterfanns bara
pé de inokulerade plantorna men i lag frekvens.

Det fanns ingen signifikant skillnad mellan antalet funna mykorrhizatyper pa vare sig tall eller gran
(figur 5). Medeltalet av antal arter var ca 1,5 arter/planta.
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Figur 5. Antal funna mykorrhizatyper pa tall och granplantor i fyra olika behandlingar: MHT, GHT,
kontroll och Wallco. Virdena dr medelvirden, felstaplar visar £SE, n=20. Olika bokstiver motsvarar
signifikanta skillnader mellan behandlingarna (p>0,05).

Tabell 3. Funna mykorrhizatyper pd tall och granplantor i alla behandlingar (MHT, GHT, Kontroll
och Wallco) och i alla provomgdangar (nr 1-6). Typerna dr baserade pa morfologiska egenskaper (Se
tabell 4 for nyckel till mykorrhizatyperna).

Tall
Nr 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
MHT X X X X X
GHT X X X X X X
Kontroll | X X X X X X
Wallco | X X X X X X X
Gran
Nr 1 2 3 4
MHT X X X X
GHT X X X
Kontroll | X X
Wallco | X X X

Andelen mykorrhizainfekterade kortrotter var vildigt 1ag (0-5 %) pa tall och granplantor som var
insamlade i borjan av sommaren: i maj, juli och juli (figur 6).

I augusti 6kade andelen mykorrhiza pa tallplantorna (GHT 34 %, kontroll 21 % Wallco 52 %) men
plantorna inokulerade med MHT hade 6kat minst (9 %) jamfort med de andra plantorna (figur 6). 1
september hade kontrollen mest mykorrhiza (84 %) foljt av Wallco (74 %) MHT (63 %)och GHT (56
%). 1 oktober sjonk andelen mykorrhiza for alla behandlingar utom GHT.

Andelen mykorrhizainfekterade kortrotter pa gran var mycket jamnare mellan behandlingarna dn pa
tall (figur 6). I augusti var andelen mellan 2-12 %, september 60-70 % och oktober 80-100 % pa
samtliga arginingddslade granar. Wallcogodslade granar hade mycket hogre andel mykorrhiza 4n de
ovriga behandlingarna i aug (58 %) och sept (43 %) men hade minst mykorrhiza vid sista avldsningen
i oktober (78 %).
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Figur 6. Procent mykorrhizainfekterade kortrotter pa 4 behandlingar av tall och granplantor
insamlade under 6 tillfillen: 28/5, 27/6, 24/7, 27/8, 23/9, och 20/10. Viirdena dr medelvirden av 10
stycken plantor de fem forsta tillfdllena, 20 plantor vid det femte tillfillet och 5 plantor vid det sista
tillfallet. Wallcoplantorna dr endast insamlade de tre sista tillfdllena.

Antalet mykorrhizatyper foljde samma utveckling som andelen mykorrhiza totalt och var 1ag i borjan
av vixtsdsongen (maj-juli) och steg sedan i aug/sept (figur 7). Som mest hittades pa tall 1,75 typer
(Wallco) och pa gran 1,5 typer (MHT).
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Figur 7. Antal mykorrhizatyper baserade pa morfologiska egenskaper pa tall och granplantor
insamlade under 6 tillfillen under 2008: 28/5, 27/6, 24/7, 27/8, 23/9, och 20/10. Viirdena dr
medelvirden av 10 stycken plantor de fem forsta tillfillena, 20 plantor vid det femte tillfillet och 5
plantor vid det sista tillfdllet. Wallcoplantorna dr endast insamlade de tre sista tillfillena.

DNA analys

Resultatet av DNA sekvenseringen visade att den mykorrhizatyp som éterfanns pa alla undersokta
plantor pa tall var Thelephora terrestris (tabell 4). Tva Suillus arter kunde matchas mot GenBank:
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Suillus luteus och Suillus variegatus som bada fanns pa tall. Den vanligaste och mest frekvent
forekommande mykorrhizatypen pa gran matchades till 100 % likhet med Tylospora asterophora.
Svarigheten att dela in mykorrhizaarter efter det morfologiska utseendet visade sig genom att nagra av
de morfotypade rotspetsarna som hade observerats vara samma typ visade sig vara olika arter efter
analys i GenBank. Rotspetsarna som bedomts tillhora typ nr 1 artbestimdes vid DNA analysen till 3
olika arter: Thelephora terrestris, Suillus luteus och Suillus variegatus.

Tabell 4. Funna mykorrhizatyper pa tall och granplantor i alla behandlingar (MHT, GHT, kontroll
och Wallco)baserat pa morfologiska egenskaper, dvs. form och firg samt resultat av matchning mot
genbank och % likhet av DNA sekvensen

Nr | Morfologiska egenskaper Mykorrhizaart enligt | Likhet vid
sekvenseringen matchning i
GenBank (%)
Tall
1 Gyllenbrun, nagot skimrande, slét. Thelephora terrestris 99 %
Suillus luteus 99 %
Suillus variegatus 98 %

2 Morkbrun, oregelbunden, korallformad, kalaspuff
med rosa-vitt mycel.

3 Brun, vildigt sma ca 0,5 mm, genomskinliga i
toppen.

4 Vagt utvecklad mykorrhiza med véldigt tunn
mantel, rothar saknas.

5 Guldskimrande, tradlikt guldaktigt mycel.

6 Rosa/vit med svarta fldckar. Ofta flera grenar som
sitter ihop.
7 Svart, ofta i en klunga med ljusa rotspetsar.
8 Svart korall med genomskinlig mykorrhiza. Suillus variegatus 95 %

9 Rosa/rod med filtartad topp

10 | Vit korall med genomskinlig mykorrhiza

11 | Ljusbrun, flera grenar som sitter ihop.

12 | Svart/genomskinlig hirig mykorrhiza ofta i korall. Suillus luteus 99 %
Gran

1 Ljusbrun med ljus topp, nagot svullen. Ser ut som Tylospora asterophora | 100 %
en tops.

2 Vagt utvecklad mykorrhiza med véldigt tunn
mantel, rothar saknas.

3 Jamnbruna, sléta, ser ut som knoppar.

4 Brun med genomskinlig topp. Ser ut som en
téndsticka.

5 Korall

Skotttillviixt och stamdiameter
Skottlingden pa de MHT behandlade tallarna var signifikant ldgre dn GHT och kontroll (figur 8). De
Wallco godslade tallarna var signifikant kortare dn kontrollen som godslats med arginin.

Skottlangden hos granarna som var gédslade med Wallco var klart mycket ldangre @n kontrollen (figur
8).
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Figur 8. Skottldngden hos tall och gran i de olika behandlingarna MHT, GHT, Kontroll och Wallco.
Viirdena dr medelvirden, felstaplar visar +SE, n=20. Olika bokstdver motsvarar signifikanta
skillnader mellan behandlingarna (p<0,05).

Stambasdiametern var signifikant l4gre hos tallplantor inokulerade med MHT jamfort med GHT (figur
9). Samma skillnad fanns hos granplantorna dir MHT var ldgre én GHT. Plantorna inokulerade med
MHT hos bade tall och gran hade den minsta stambasdiametern av alla behandlingarna(1,9 mm resp.
1,8 mm) och storst var GHT hos bade tall och gran som bada var 2,2 mm.

Diameter Tall Diameter Gran
2,5
b
ab b b
al
2,0 a a a a
1,5 4
IS
€
1,0 4
0,5
0,0 -
MHT GHT Kontroll Wallco MHT GHT Kontroll Wallco
behandling behandling

Figur 9. Stamdiameter i mm hos tall och gran i de olika behandlingarna. Viirdena dr medelviirden,
felstaplar visar £SE, n=20. Olika bokstdver motsvarar signifikanta skillnader mellan behandlingarna
(p>0,05).

Rot/skottkvot

Tallplantorna hade i genomsnitt ldgre rot/skottkvot dn granplantorna (figur 10). Detta beror pa att
tallarna hade storre skott jaimfort med rotandelen. Det fanns ingen signifikant skillnad mellan de olika
behandlingarna i nagot av triadslagen. Tallarna var jamnare mellan behandlingarna och hade liagre
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standardavvikelser inom respektive behandling. Gran hade storre spridning mellan behandlingarna och
storre spridning inom behandlingarna.

Rot/skottkvot Tall Rot/skottkvot Gran
1,0
a
0,8 - a
a
0,6 1
0,4 1
0,2 1
0,0 -
MHT GHT Kontroll Wallco MHT THT Kontroll Wallco
behandling behandling

Figur 10. Rot/skottkvot hos tall och gran i de olika behandlingarna MHT, GHT, Kontroll samt
Wallco. Viirdena dr medelvdrden och felstaplarna visar +SE, n=15. Olika bokstdiver motsvarar
signifikanta skillnader mellan behandlingarna (p>0,05).

Scanning av plantornas rotsystem
Bland tallplantorna var antalet rotspetsar signifikant lagre hos Wallco(549 st.) jamfort med kontroll

som hade 984 st. (figur 11). Det fanns ingen signifikant skillnad mellan de inokulerade tallplantorna
och kontrollen.

Hos gran fanns ingen signifikant skillnad mellan de inokulerade plantorna och kontrollen och inte
heller mellan Wallcoplantorna och kontrollen (figur 11).

Antal rotspetsar, tall Antal rotspetsar, gran
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MHT GHT Kontroll Wallco MHT GHT Kontroll Wallco
behandling behandling

Figur 11. Antal rotspetsar hos tall och gran i fyra olika behandlingar: MHT, GHT, kontroll och
Wallco. Virdena dr medelvirden och felstaplarna visar £SE, n=10. Olika bokstdver motsvarar
signifikanta skillnader mellan behandlingarna (p>0,05).
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Hos tall var kontrollplantornas totala rotldngd signifikant hogre dn Wallco plantornas (figur 12). Det
var den enda signifikanta skillnaden som hittades vid scanning av plantornas rotsystem. Tallens
rotlingd, rotarea och rotvolym var i genomsnitt hégre &n granens.

500

400 H

300 H

200 -

Rotlangd (cm)

100 A

100 + a a

Rotarea (cm2)

Rotvolym (cm3)

MHT GHT  Kontroll  Wallco MHT GHT  Kontroll Wallco

behandling behandling

Figur 12. Rotlingd, rotarea samt rotvolym for tall och gran i 4 olika behandlingar: MHT, GHT,
kontroll och Wallco®. Viirdena dr medelvirden och felstaplarna visar £SE, n=10. Olika bokstdver
motsvarar signifikanta skillnader mellan behandlingarna (p<0,05).

Kviaveanalys

Kviveinnehallet skilde sig inte namnvirt mellan de fyra olika behandlingarna vare sig inom respektive
tradslag eller vid jamforelse av dem (figur 13). Alla plantor 1ag 6ver 2 % kvéveinnehall av torrvikten
vilket visar att alla plantor hade en god kvivestatus.
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Figur 13 . Barrens kviiveinnehall i % av torrvikten i fyra behandlingar, MHT, GHT, Kontroll och
Wallco pd gran och tallplantor. Viirdena dr medelviirden och felstaplarna visar +SE, n=10. Olika
bokstiver motsvarar signifikant skillnad mellan behandlingarna (p>0,05)

MyKkorrhizaforekomst efter inokulering med olika koncentrationer av sporer
Tallplantorna som var inokulerade med 10’ sporer/ml hade ligst andel mykorrhizainfekterade
Kortrotter (45 %) (figur 14). Hogst andel mykorrhiza hade tallplantorna inokulerade med 10 sporer/ml
(74 %).

Av tallplantorna inokulerade med marmorerad hjorttryffel sa hade de som fatt 10” sporer/ml (figur 14)
lagst andel mykorrhizainfekterade kortrotter (54 %). De plantorna som hade hogst andel (74 %) var de
som hade fatt sporlésningen med 10* sporer/ml. Ovriga spadningar hade alla mellan 60-70 %
mykorrhizainfekterade kortrotter .
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Figur 14. Andel mykorrhizainfekterade kortrotter(%) inokulerade med fem olika sporkoncentrationer
(10°,10%, 10°, 10°, 10" sporer/ml) av MHT (Marmorerad hjorttryffel) GHT (Grynig hjorttryffel) samt
kontroll (0 sporer/ml). Viirdena dr medelvirden av 5 stycken tallplantor insamlade den 20/10-08.

Bland granplantorna inokulerade med marmorerad hjorttryffel s hade plantorna inokulerade med 10°
sporer/ml hogst andel mykorrhizainfekterade kortrétter (100%) och 6vriga plantor hade mellan 75-90
% mykorrhizainfekterade kortrotter (figur 15).

Bland granplantorna inokulerade med grynig hjorttryffel si hade plantorna inokulerade med 10’
sporer/ml lagst andel mykorrhizainfekterade kortrotter (58 %) medan 6vriga plantor hade mellan 75-
100% mykorrhizainfekterade kortrotter (figur 15).
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Figur 15. Andel mykorrhizainfekterade kortrotter(%) inokulerade med fem olika sporkoncentrationer
(107,10, 10, 10°, 10" sporer/ml) av MHT (Marmorerad hjorttryffel GHT (Grynig hjorttryffel) samt
kontroll (0 sporer/ml). Viirdena dr medelvirden av 5 stycken granplantor insamlade den 20/10-08.
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Diskussion

De inokulerade tallplantorna hade bada klart mycket ldgre antal mykorrizainfekterade rotspetsar 4n
kontrollen. Eftersom DNA sekvenseringen misslyckades med de flesta rotspetsarna sa vet vi inte om
etableringen av de inokulerade arterna lyckats. Nagon av de oidentifierade mykorrhizatyperna som
endast fanns pa de inokulerade plantorna kan eventuellt vara marmorerad eller gryning hjorttryffel.
Kanske kan de tillsatta sporerna till viss del himma mykorrhizabildningen av de vanligaste
forekommande plantskolemykorrhizatyperna. Det kan vara sa att konkurrenssituationen pa de
inokulerade plantorna kan halla tillbaka den totala utbredningen av mykorrhizan. Kanske dr det sa att
de inokulerade svamparna &r langsamma i starten och behover ytterligare en véxtsdsong pa sig att
kolonisera rotterna.

Flertalet undersokningar har visat att vissa mykorrhizaarter dr vanliga i plantskolan (Ackerholm 1992).
Dessa arter ir specialiserade pa att vixa i den speciella miljon som rader ddr med hdga niringsvirden
och hog fuktighet i torven. Thelephora terrestris (vartora) r en av de vanligast forekommande
mykorrhizaarterna i plantskolor, vilken ocksa aterfanns i stor omfattning i detta arbete. I denna
undersokning dominerade ett fatal mykorrhizatyper helt medan flertalet funna morfologiska typer bara
aterfanns i vildigt liten omfattning pa nagon enstaka planta. Det kan vara svart for svampar som &r
anpassade att vixa i ndringsfattiga system i skogsmarken att konkurrera med arter som trivs i den
kvidverika miljon som finns i plantskolan. Kanske finns det ocksa andra betingelser 4n konkurrens som
gor att vissa arter inte koloniserar rétter pa plantor i plantskolor. Bekdmpningsmedel som anvinds i
plantskolan kan stora mykorrhizafloran som koloniserar rétterna och det kan ténkas att
plantskolemykorrhizan dr mera motstandskraftig och dérfor klarar av att leva ddr. For att forhindra for
snabb mikrobiell nedbrytning av argininet tillsitts godselmedlet en mindre mingd bensoatsyra. Aven
om koncentrationerna dr laga kan det verka mer negativt for de studerade arterna dn for
plantskolemykorrhizan. Pa motsvarande sétt dr det mojligt att dolomitblandningen i torven kan ha
olika effekt pa olika typer av svampar.

Skottlingden hos tallplantorna som inokulerats med MHT var lidgre @n kontrollplantorna. Att
tillvdaxten blir ldgre om plantorna inokulerats med mykorrhizasvampar i plantskolan har pavisats
tidigare (Stenstrom och Ek 1991). En teori &r att det dr kostsammare for plantan med fler mykorrhiza
arter som koloniserar rotsystemet. Vissa mykorrhizaarter kan dven vara kostsammare att ha for
plantan eftersom de krdver mer energi 4n andra arter. Pa plantskolan &r vatten och niring inte
begrinsande och mykorrhizan kan déa verka mer at det parasitiska hallet f6r plantan eftersom den inte
tillfér sa mycket nytta utan mest tar energi. Energin som atgar till mykorrhizan dr energi som skulle
kunna atga till skottlangd istéllet och dérfor skulle det kunna tinkas att inokulerade plantor far ligre
tillvéxt i plantskolan.

Vid utplantering fordndras de abiotiska och biotiska férhallandena och mykorrhizan kan vara direkt
avgorande for plantas 6verlevnad. Det skulle da kunna vara en fordel att ha manga olika arter
mykorrhiza eftersom de kan ha olika funktioner. En art kan t.ex. vara vildigt bra pa att vittra mineraler
och ta upp niring till plantan (Rosling och Finlay 2004) medan andra arter kan vara bra pa att skydda
plantan mot rotpatogener (Barklund 1981, Sylvia 1983, Marx 1969). De olika funktionerna hos
mykorrhiza och hur det fungerar i samverkan med andra arter 4r nagot som skulle kunna undersokas
mer.

I framtiden vore det intressant att folja ett utplanteringsforsok av de inokulerade plantorna och jamfora
tillvixt och 6verlevnad hos dem jaimfort med kontrollplantorna. Det dr vid utplantering som det visar
sig om inokuleringen av dessa tva hjorttryfflar ger plantorna nagon fordel i form av 6kad
plantoverlevnad och tillvidxt. Om det visar sig att inokulerade plantor ger hogre dverlevnad/ tillvixt i
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falt sa kan det vara ett alternativ for plantskolor att fortsétta inokulera plantor. For att se om
inokuleringen lyckats sa skulle man kunna gora om DNA extraktionen och dérefter klona de prov som
visade sig innehalla flera mykorrhizaarter.

Att inokulera plantor i plantskolan medfor en viss kostnad, dels for att inforskaffa sporer samt arbetet
med att inokulera plantorna. Att pipettera ut sporlosning pa varje planta &r inte det mest tidseffektiva
sdttet. Vid sidan av detta examensarbete har inokulering dven gjorts med vattning av sporlosningen
med vattenkanna pa arginingddslade plantor ur samma tall och granparti som de andra plantorna. Detta
med tanken pa att en jamforelse mellan tillvigagangssitten av olika inokuleringsmetoder skulle kunna
goras. Resultaten fran detta forsok har inte hunnit bearbetas #n men dessa plantor finns kvar pa Gidea
plantskola for fortsatta studier.

Skulle forsoket upprepas pa plantskolan sa skulle man kunna fundera pa om tidpunkten for
inokuleringen skulle @ndras. Eftersom mykorrhizabildningen inte satte fart forrdn i augusti sa kanske
den forsta inokuleringen skulle kunna goras i maj samt en andra inokulering goras i augusti nér
rotsystemet dr mera utvecklat. En ldmplig sporkoncentration kan utifran detta arbete antas vara
omkring 10*-10° sporer/ml. Det finns funderingar om vad som hiinde med sporerna som tillsattes. De
kan ha forstorts eller forsvunnit men med tanke pa att sporer ofta kan ligga intakta under manga ar i
naturen sa dr nog den mest troliga forklaringen att de inte har grott alls eller har grott i liten
omfattning.

Vid jamforelse mellan organiskt och oorganiskt godselmedel sa hade de Wallcogtdslade tallplantorna
néstan hilften sa manga mykorrizainfekterade rotspetsar som de arginingddslade kontrollplantorna.
Samtidigt var antalet rotspetsar ligre hos Wallco. Négra av de funna morfotyperna som fanns pa
kontollplantorna hittades ej pa Wallcoplantorna och tvirt om. Troligen s& paverkar organiskt och
oorganiskt kvdve mykorrhizabildningen pa olika sitt. Fran forsok i skogsmark har man visat att hoga
tillsatser av ammonium och nitrat minskar andelen mykorrhiza totalt men att det ocksa paverkar
sammansittningen av mykorrhizatyperna (Erland och Taylor 2002).

De Wallcogodslade tallplantorna var mindre 4n de arginingodslade kontrollplantorna. Tidigare studier
har visat pa att arginingddsling har en positiv inverkan pa plantornas tillviaxt jamfort med
konventionell godsling med ammonium och nitrat (Ohlund och Nisholm 2001). Situationen var
omvind hos granplantorna men orsaken till Wallcogranarnas mycket hogre skottlangd &r troligen att
de stod i ett helt annat plantparti under vixsdsongen och dirfor fick tillskottsljus under en manads tid
vilket inte de andra granarna fick.

Jamforelser mellan plantor gbdslade med konventionellt godselmedel med ammonium och nitrat och
plantor godslade med arginin har gjorts tidigare (Ohlund och Nisholm 2001). Fordelarna med
arginingddselmedel dr framforallt ett minskat kviveldckage. Det medfor att plantskolan inte behover
godsla fullt sa stora miangder och kan forenkla sina rutiner eftersom arginin inte skoljs bort vid ett regn
sdsom nitrat gor. Det vore #ven intressant att folja dessa plantor vid ett utplanteringsforsok men
eftersom forutsittningarna for Wallco® och arGrow® plantorna var sa olika redan fran start sa dr det
svart att dra nagra generella slutsatser angaende skillnader mellan dem.
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