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Forord

Denne rapport er baseret pa resultater opnaet i projektet ”Bekaempelse af
sygdomme i frgbede af Nordmannsgran ved hjelp af biologiske og
kulturtekniske metoder i skovplanteskoler”. Projektet er finansieret af
Muiljastyrelsens Pesticidforskningsprogram (Journal no M 7041-0475) ved
tilsagn pr. 5. april 2002. Projektet er afsluttet pr. 1. april 2005. To
institutioner har samarbejdet i projektet: Plantepatologisk Sektion, Institut for
Plantebiologi, Den kgl. Veteringre- og Landbohgijskole (KVL), Frederiksberg
og Statsskovenes Planteavisstation, Skov- og Naturstyrelsen (SSP),
Humlebak. Fra KVL deltog som projektleder og daglig leder pa projektet
Inge M B Knudsen, med sparringspartnerne Dan Funck Jensen og John
Hockenhull. Karin Olesen har gennem hele forsggsperioden deltaget i de
praktisk forsgg, der foregik pa KVL. Pa Statskovenes Planteavlsstation var
Peter Oschner og Mette Damm med til forarbejdet vedrgrende ansggningen
og tilretteleeggelse af markforsgg. De matte desverre begge traede tilbage efter
fa maneders arbejde med projektet. De skal begge takkes for deres indsats for
at fa projektet lgbet i gang. Kirsten Thomsen overtog Peter Oschners arbejde.
| laboratoriet pa SSP har Lene Tjott Muiller og Sigrit Diklev hjulpet med det
praktiske arbejde.

Markforsggene i Fosdal Planteskole har udgjort en vaesentlig del af projektet.
En stor tak skal rettes til Kent Nielsen, der har veeret serdeles dben og
samarbejdsvillig omkring at finde forsggsarealer og stille mandskab til
radighed til pasning af forsgget. Det har ogsa varet en gleede at kunne fa
hjelp til de arbejdskraevende opggrelser i marken. Her skal der rettes en tak til
det altid optimistiske ”’lugehold”: Charlotte Enevoldsen, Helga Pedersen og
Laila Helligkilde. Med fra SSP, Humlebak var Hanne Jgrgensen, som et
uvurderligt forbindelsesled mellem vores laboratoriedel og markforsggsdelen.
En stor tak til Hanne, der altid drog af sted til Jylland med kort varsel uden at
kny og med stor serigsitet varetog opgaven med saning og opgarelser. Ogsa
tak til Jargen Hjorth for fotodokumentation ved markforsgget 2003.

I Igbet af forsggsperioden har vi haft gleede af at diskutere vores projekt med:
Jargen Kock og Iben Thomsen, KVL samt Zdenka Prochazkova, Research
Station Uherske Hradiste, Kunovice, Czech Republic, der alle har store
erfaringer med skovplanters sygdomme. Ogsa tak til Kaare Mgller, DJF,
Flakkeberg, der har arbejdet parallelt med skovfratest i forbindelse med et
andet Pesticidforsknings-projekt.

I gvrigt rettet en tak til de skiftende fglgegrupper i MST regi, hvor iser Sabine
Ravnskov og John Larsen, DJF takkes for veerdifulde diskussioner. Her skal
ogsa rettes en tak til Jorn Kirkegard fra MST.






Sammenfatning

Rodbrand, hvor jordbarne svampe angriber bade fremspirende og helt unge
fraplanter pa frabedet er et stort problem under planteskoleproduktion af
naletreer. Frgbarne svampe som Fusarium spp., der kan opformeres under
stratificeringen af frgene, kan ogsa bidrage til problemet.
Svampesygdommene bekeempes med hyppig behandling med fungicider og
jorddesinfektionsmidlet Basamid. Med henblik pa en mere miljgvenlig
produktion vil det veere gnskeligt at finde alternativer til specielt den meget
intensive jorddesinficering. Nordmannsgran (Abies nordmanniana) planter
produceres i stort omfang til juletreesproduktion, og her er frgbedene farste
led i produktionen, hvor pesticid belastningen er kritisk hgj.

Formalene med dette projekt var at: (i) identificere de vigtigste patogener i
nordmannsgran frgbede, (ii) afprove effekten af forskellige biologiske
(antagonistiske) frgbehandlinger pa fremspiring og overlevelse i frabedet, og
(iii) optimere biologiske bekeempelsesmidler i kombination med eksisterende
frateknologi. Forsggene inkluderede fire forskellige antagonister: tre
kommercielle produkter: 1) TRI 003 og 2) Supresivit baseret pa svampen
Trichoderma harzianum og 3) FZB Biotechnik GmbH9, baseret pa bakterien
Bacillus subtilis. Endelig indgik 4) det neert kommercielle produkt af svampen
Clonostachys rosea isolat 1K726, som blev valgt, fordi det har vist en god effekt
i andre kulturer og fremmer fremspiring, nar det coates pa frg under ‘vade’
frgbehandlinger f.eks. under priming af gulerodsfrg.

Markforsggene blev udfart pa Skov- og Naturstyrelsens planteskole i Fosdal,
som i 2002 var ved at indfgre pesticidfri produktion.

| jordprever fra planteskolen blev det pavist vha. baiting og efterfalgende
patogenitetstests af isolater, at den altovervejende arsag til rodbrand skyldtes
jordbarne Pythium arter iseer Pythium ultimum. Fusarium arter iseer Fusarium
oxysporum og Fusarium redolens forarsagede topvisning. Af frgbarne svampe
blev det fundet at Fusarium oxysporum var den hyppigste skadevolder, men
ogsa at svampen Papulaspora immersa, der ikke tidligere er fundet patogen, i et
neutralt veekstsubstrat (vermiculit) kan forarsage skader pa frgplanterne.
Fragpartier af varierende vitalitet og frghvile blev stratificeret i hhv. tre og seks
uger og coatet med C. rosea IK 726 far eller efter stratificeringen.
Forbehandlingen (stratificeringen) foregik ved 3°C og med et vandindhold i
freene pa 33%. Generelt, fremmede C. rosea 1K 726 spiringen, nar det blev
tilsat frgene ved begyndelsen af forbehandlingen (lige efter iblgdseatning, den
sakaldte imbibering eller stgbsatning). Samtidig var der som falge af
behandlingen et signifikant stgrre antal raske planter fremspiret i det neutrale
veaekstsubstrat, vermiculit.

Undersggelser af hvilken formulering af C. rosea IK 726, der kunne resultere i
den bedste overlevelse, viste at alle coatningsmetoder (ler- , spagnum/klid eller
vaskede sporer) resulterede i et antal spiredygtige enheder, der var
tilstraekkeligt (>10° cfu per g. frg) til bekeempelse af sygdomme pa andre
froarter. Observationer i mikroskop af et fluorescerende gfp-maerket isolat af
IK 726 viste iseer mycelie vaekst pa frgets testa, og hvor radiclen bryder frem
under spiring.



Antagonisternes bekeempelsesevne blev undersggt i tre markforsgg. Det farste
ars forsgg bestod af en sammenligning af de fire anvendte antagonister. Andet
ar afprgvedes tilfarselsmetoder af 1K726 og TRI003; og i det tredje ar blev
IK726 kombineret med to fregpartier og to forskellige forbehandlingsleengder.
Parallelt med andet ars markforsgg blev der ogsa undersggt om tilsvarende
behandlinger kunne resultere i bekeempelse af Pythium ultimum var ultimum
tilfgrt jord i et smitteforsgg i potter i veekstkammer.

Undersggelserne viste at TRI003 og C. rosea 1K726 i flere sseesoner kunne
fremme spiringen i marken (statistisk signifikant). | det farste markforsgg,
hvor coatningen skete umiddelbart fer udsaningen (altsa efter
forbehandlingen) sas bedst effekt af TRI003, hvor fremspiringen ved farste
teelling var 23% imod 19% i kontrollen. I 2003 viste resultaterne af
behandlinger, hvor antagonisterne coatedes pa frgene ved forbehandlings start
(efter stgbsatning), at spiringen kunne veere gget med over 100% nemlig fra
10% spiring i kontrollen til 23% og 22% i de to behandlinger (TRI003 og
IK726) og 18% i lerbehandlede. Samtidig var der i dette forsgg statistisk
signifikant effekt af 1K726 ved anden opggrelse, hvor der var 42% raske
planter ved IK726 -coatede med ler fgr forbehandling - mod 27% i kontrollen.
| forsggets tredie ar viste der sig kun at vere effekt i marken for et frgparti, nar
det var forbehandlet for kort tid i forhold til det optimale for dette parti. Her
resulterede 1K726 i en fremspiring af raske planter i marken pa 26% mod 19%
i kontrollen. Vejrmassigt var der stor forskel pa de tre ar, hvor der det sidste
ar var et meget koldt forar.

Smitteforsgget med Pythium ultimum var ultimum, der blev udfart parallelt
med markforsgget 2003 i potter i veekstkammer med samme behandlinger
viste at IK726 og TRI 003 var i stand til at bekeempe et jordbarent smitstof
under disse forhold. Antallet af fremspirede planter var hgjere i behandlinger
med lerformuleret Clonostachys rosea 1K726 og Trichoderma harzianum TRI
003 i forhold til lerbehandling alene (statistisk signifikant).

Sammenfattende viste forsggene med biologisk bekeempelse at

e praparaterne TRIO03 (Trichoderma harzianum) og C. rosea IK726 kan
fremme spiringen i Abies nordmanniana frgbede.

e C.rosea IK726 har vist evne til sygdomsbekaempelse af savel frgbarne
patogener som jordbarent Pythium ultimum og TRI003
demonstrerede ogsa effekt mod sidstnavnte jordbarne patogen

e der var hgijst plantetal i marken, hvor fremspiringsperioden var kort,
enten dette skyldes brug af et vitalt fraparti eller gunstige
fremspiringsforhold i marken. Men antagonistbehandlinger gav gget
fremspiring for vitale frgpartier under suboptimale forhold, som f eks
tilstedeveerelsen af patogener, ukorrekt stratificeringsleengde eller
darlige dyrkningsforhold.

Samlet set viser forsegene at effekten af antagonister kan variere fra ar til ar.
De positive tendenser der ses ved antagonistbehandlinger integreret 1
forbehandlingen giver dog grundlag for at optimere virkningen med henblik
pa anvendelse 1 praksis pa lidt leengere sigt.

Undersggelserne omfattede ogsa regulering af dyrkningstiltag som nedsat
udseedsmangde og udlegning af sandlag fer udsaning. Fra resultaterne kunne
der ikke pavises gunstig effekt af disse tiltag.



Summary

Damping-off during nursery production of conifer seedlings is a serious
problem in Denmark. Soil-borne fungal infections can result in mortality of
pre-emergence seedlings as well as post-emergence symptoms. Seed-borne
fungi such as Fusarium spp., which can proliferate during stratification of
forest seeds, can also add to the overall problems in the field. Fungal diseases
can be partly controlled using fungicide seed treatments and especially by use
of soil fumigants. However, particularly from an environmental point of view,
alternatives to the very intensive soil fumigation are needed. Caucasian fir
(Abies nordmanniana) plants are produced on a large scale as Christmas trees,
and seedling production is the first phase of this production involves very high
levels of pesticide use.

The objectives of this work were to: (i) identify the major pathogens involved
in seedling diseases of Caucasian fir in the nursery, (ii) test the impact of
different biological (antagonistic) seed treatment measures on seedling
emergence and survival in the field and (iii) optimize biocontrol methods in
combination with the available seed technology. Four different antagonists
were included: three commercial products: 1) TRI 003 and 2) Supresivit, both
based on the fungus Trichoderma harzianum and 3) FZB Biotechnik GmbH9,
based on the bacterium Bacillus subtilis. Additionally 4), the near commercial
fungal isolate Clonostachys rosea isolat 1K726 was included as it has shown
good effect in other cultures and stimulation of seedling emergence when
coated on seeds in different wet-seed technologies such as seed priming of
carrots. The field experiments were carried out at Fosdal Nursery under the
Danish Forest and Nature Agency, where pesticide-free production was being
implemented in 2002.

By applying baiting technique and pathogenicity testing of isolates on soil
samples from the nursery, it was demonstrated that damping off was caused
by soil-borne Pythium ultimum var ultimum and other Pythium spp., while
post-emergence diseases such as top decay were caused by Fusarium
oxysporum and Fusarium redolens. The most important seed borne fungi was
Fusarium oxyporum. Also Papulaspora immersa, although not previously
reported to be pathogenic, caused diseased seedlings in an inert growth
substrate (vermiculite). Seed lots of varying vigour and dormancy were
stratified for three and six weeks respectively and coated with C. rosea 1K726
before and after stratification. Stratification was carried out at 3°C and 33%
seed moisture content. In general, treatment with C. rosea IK726 after
imbibition at the beginning of the stratification period, resulted in improved
germination. Moreover, the treatment resulted in a significantly higher
number of healthy seedlings in the inert medium, vermiculite.

Investigation into survival of C. rosea IK726 in different formulations showed
that coating with either peat/bran or clay formulations or washed spores
resulted in cfu numbers on seeds at levels previously shown to be adequate
(>10° cfu per g seed) to control seed-borne diseases in other species.
Microscopy of the fluorescent gfp-transformant of 1K726 revealed that
mycelial growth could be observed particularly on the testa of the seed,
including where the radicle emerges during germination.
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The effect of the antagonists was investigated in three field experiments.

In the first year, the four antagonists were compared and in the second year
different application methods were tested on IK 726 and TRI003. In the third
year, treatment with 1K726 was combined with tests of two seed lots and two
periods of stratification. Also in the second year, a parallel growth chamber
trial was made on control of Pythium ultimum var ultimum artificially
inoculated soil.

The results from these experiments showed that TRI003 and C. rosea 1K726,
improved germination in the field (statistically significant) in more than one
season. In the first field experiment (2002), where seed coating was just
before sowing, TRI003 was the best treatment at the first assessment resulting
in 23% germination compared to 19% in the untreated control. In 2003
treatments, coating before stratification resulted in 100% improved
germination i.e. from 10% in control to 23% and 22% for TRI1003 and IK
726, respectively at the first assessment. At the second assessment, |K726
coated with clay before stratification resulted in 42% healthy plants compared
to 27% in the control. In the 3" year of the experiments, only a vital seed lot
that had been sub-optimally stratified was statistically improved with respect
to germination percentage by IK726 treatment before stratification, resulting
in a germination of 26% healthy plants compared to 19% in control. The
weather varied greatly from year to year, with the spring of 2004 being
particularly cold.

The growth chamber experiment with artificially inoculated Pythium ultimum
confirmed that clay formulated TRI003 and 1K726 improved healthy plant
stand when seeds were treated pre-stratification.

It can be concluded that

¢ the biocontrol agents TRI003 (Trichoderma harzianum) and
Clonostachys rosea 1K726 can improve germination in Abies
nordmanniana seed beds.

e C.rosea IK726 can control seed-borne pathogens as well as soil-borne
Pythium ultimum and TRI003 has an effect against this soil-borne
pathogen

¢ In the field the highest number of germinated plants was registered
when the time of germination was short, due to either use of high-
vigour seeds or optimal field conditions. However, antagonist
treatment resulted in improved germination of vigorous seeds under
suboptimal conditions e.g high infection potential, sub-optimal length
of stratification or adverse field conditions.

Overall, we conclude that the practical use of biological control in forest
nurseries is pre-mature but the perspectives for further development of
biocontrol integrated in a seed technology including stratification are good.

This report also covers work done on seed density and soil texture. Different
levels of seed sown per m” and application of sand in the field before sowing
were investigated but no beneficial effects could be demonstrated from these
measures.



1 Introduktion

1.1 Baggrund

Barrodsproduktion af fragplanter er fgrste led i produktionen af juletraeer og
pyntegrgnt, et led hvor pesticidbelastningen er kritisk hgj. Saledes er den
stgrste maengde af fungicider anvendt i skovbruget knyttet til brugen i
planteskolerne. Af miljgmassige arsager er denne brug sggt minimeret blandt
andet ved en aftale af 3. november 1998, der er indgaet mellem
Miljgministeriet og Amtsradsforeningen om afvikling af
plantebeskyttelsesmidler pa offentlige arealer. Derfor sgger ogsa Skov- og
Naturstyrelsens Planteskoler at afvikle forbruget af kemiske plantebeskyttelses-
midler og iveerksatte brugen af alternative foranstaltninger.

I Nord-Europa anses Pythium generelt for den dominerende skadevolder i
naletraesfrgbedene (Kozlowski & Métraux, 1998). Dette stemmer overens
med, at det i Danmark er fundet, at Pythium er den primare skadevolder pa
Abies nordmanniana, men endvidere ses Rhizoctonia solani, Phytophtora spp.,
Fusarium spp. og mere sjeeldent Chalara sp., Cylindrocarpon destructans
og/eller Verticillium sp. ogsa i frabedene (Lene Petersen pers. inf). Der er
usikkerhed om, hvilke patogener, der er mest betydende, men der er ingen
tvivl om, at rodbrand i edelgran frabede forarsages af et kompleks af
forskellige jordbarne patogener.

Angrebet satter tidligt ind i kulturen. Ved inokulering af Picea abies med
Pythium ultimum fremkaldes rodbrandsymptomer allerede efter 2-3 dage og
en hel frgplante-population kan vare angrebet 17 dage efter inokulationen
(Kozlowski & Meétraux, 1998). Angrebet af Pythium svampe kan fremmes af
vad og sur jord, og temperaturen specielt omkring spiringstidspunktet spiller
ogsa en stor rolle. Det er saledes almindelig kendt at skygning, for taet saning
og vanding fremmer rodbrand (Ferdinansen & Jargensen, 1938-39; Gillmann,
2001).

Foruden den jordbarne smitte kan der vere tale om frgbarent inokulum af
f.eks. Fusarium spp. og Alternaria spp. (Motta et al. 1996). Forekomst af
frabarne patogener i de danske frepartier er ikke velundersggt, men antages at
kunne veere af stor betydning alt efter fraenes adkomst og beskaffenhed.

Den naturlige mikroflora i jorden antages at komme steerkt ud af balance ved
brug af kemikalier i planteskolerne. Ved at anvende en biologisk
bekeempelsesstrategi kan man sgge at genskabe den naturlige konkurrence i
jorden. Her kan saprofytiske mikroorganismer vare nyttige, da de er lette at
opformere og antages hurtige til at etablere sig i de ensartede
dyrkningssystemer i planteskolerne og dermed konkurrerer med
hurtigtvoksende patogener i jorden pa satidspunktet. Biologisk bekeempelse af
spiringsskadende svampe i skovplantekulturer ved brug af antagonistiske
saprofytiske mikroorganismer er kun sparsomt undersggt. Det er
demonstreret at tilfarsel af Trichoderma harzianum kan pavirke den generelle
mikroflora i jorden og reducerer infektionspotentialet for naletraeessmaplanter
(Yakimenho & Grotnitskaya, 2000). Endvidere har et kommercielt middel
Mycostop for nylig vist effekt mod Botrytis cinera, der er et problem som
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fakultativ parasit pa forud skadede smaplanter (Capieau et al., 2004). |
Biologisk bekeempelsesgruppen pa Plantepatologisk Sektion, KVL er der fort
en bevidst selektionstrategi for udvelgelse af antagonistiske svampe, der trives
i det system, de senere skal tilferes (Knudsen et al., 1997). | dette arbejde har
det vist sig at den antagonistiske svamp Clonostachys rosea IK726 er effektiv
mod spiringsskadende svampe (Knudsen, et al. 1995; Jensen et al. 2002).
Endvidere er der demonstreret virkning mod Pythium tracheiphilum i kinakal
(Magiller, 2003), Pythium ultimum i sukkeroer (&£rg Hansen, 1997; Jensen et
al.,1996), Alternaria radicina i gulergdder (Jensen et al., 2004) og mod
lagersvampene Alternaria og Fusarium spp pa agern lagret ved —3°C
(Knudsen et al., 2004). Svampen kan kolonisere rgdder (Knudsen et al.,
1996), og ved hjalp af genetisk meerkede isolater er det vist, at isolatet har
bedre overlevelse pa radder end i jordmiljget (Jensen et al., 2000a; Johansen et
al. submitted). Sutton (2000) fandt at Clonostachys rosea er effektiv til at
bekeempe Botrytis cinerea i container-frabede med kimplanter af forskellige
naletreeer. | dette arbejde blev det aktuelle C. rosea-isolat selekteret blandt 136
i et testsystem udfart i veeksthus. Forsgg har vist at en praktisk anvendelse er
hgjst realistisk, idet det lagrede produkt er effektivt efter minimum 1 ar og i en
formulering, der indebzrer en sa lav mangde, at det vil indebaere realistiske
produktionsomkostninger (Jensen, 2000).

Bacillus subtilis har vist sig effektiv mod Rhizoctonia i kartofler (Wicks et al.
1995). Praeeparatet FZB24 fra FZB Biotechnik er baseret pa Bacillus subtilis
var. amyloliquefaciens . | Biologisk bekempelsesgruppen pa KVL er der gjort
erfaringer med Bacillus subtilis ( Wulff, 2002) og produktet FZB24 er
anvendt mod Rhizoctonia solani pa fremspirende kartofler i veekstkammer
sdvel som i markforsgg med et godt resultat (Knudsen, 2000).

Trichoderma-baserede kommercielle produkter er udviklede til bekeempelse af
Pythium i grantsager. De fleste Trichoderma-praeparater er baseret pa isolater,
der virker ved kolonisering af veertsveav (f.eks sar) inden patogenerne angriber
planten (Green & Jensen, 2000). Derfor har Trichoderma-praparaterne veret
forholdsvis succesfulde over for jordbarne sygdomme, iser i veeksthuse
(Jensen & Lumsden, 2000). Der er pavist rodkoloniserende evne af T.
harzianum (Ahamad & Baker 1987), der er udnyttet blandt andet i praeparatet
TRI 003 (Harman, 1996).

Biologiske bekeempelsesmidler kan tilfgres frg far eller efter stratificering. Ved
stratificering ophaves frghvilen gennem kuldebehandling af opfugtede frg ved
2-3°C. | Abies nordmanniana skal freene stratificeres 3-6 uger far saning i
marken. Ved anvendelse af antagonister under stratificering vil det derfor
veaere et krav at et praeparat kan overleve og gerne opformeres ved lave
temperaturer og fugtige forhold. Stratificerings-metoden har visse ligheder
med priming, hvor forsgg med kombination af en sadan behandling og
bejsning af gulerodsfra med Clonostachys rosea 1K726 har haft en serdeles god
effekt i forhold til at hemme angreb af Alternaria radicina og dermed fremme
spiringen (Jensen et. al. 2004). Der er yderligere demonstreret god overlevelse
af Clonostachys rosea 1K726 i de fgrste maneder pa lagret agern ved -3°C og
100% R.H. (Knudsen et al., 2004).

I lyset af den forskningsbaserede viden blev der derfor antaget, at det ville
veere muligt at anvende antagonistiske mikroorganismer i kombination med
frebehandling til bekeempelse af rodbrand i Abies- frabede.



En anden strategi, der kunne vare interessant at fa belyst var, om det kan
veere muligt ved hjelp af textureendringer i sdbedet eller endringer af
sateetheder at opna bedre overlevelse. Dette skal ses pd baggrund af at angreb
af skadevoldere ofte setter meget tidligt ind, iser i vandlidende jord i
frabedene, og angrebet synes at spredes fra fraplante til frgplante. Derfor ma
det antages at dreening af frgbedet, savel som ggning af planteafstand
(formindskelse af frgtethed), kan spille en rolle for sygdomsangrebets
omfang.

1.2 Hypoteser

Patogene svampe i frabede i skovplanteskoler tilhgrer svampe, der
anses for mulige at bekeempe med saprofytiske antagonistiske
mikroorganismer. Saddanne patogener kan veare Pythium spp.
Fusarium spp og Rhizoctonia spp.

Patogene svampe pa frg af Abies nordmanniana tilhgrer svampe,
der anses for mulige at bekeempe med saprofytiske antagonistiske
mikroorganismer. Sadanne patogener kan veere Fusarium spp. og
Alternaria spp.

Det er muligt at anvende antagonistiske mikroorganismer til
frabehandling til bekeempelse af de jord- og frebarne patogener
der forekommer ved fremspiringen af Abies nordmanniana i
planteskolen

Fravitaliteten kan have betydning for antagonisternes
bekeempelsesevne

Det er muligt at integrere en antagonistbehandling med den
eksisterende frgteknologi, herunder iszr stratificering af frg, der
anvendes til ophavelse af spirehvile.

Det er muligt ved hjelp af textureendringer og/eller &ndret
sateethed at gge forekomsten af sunde freplanter

Med udgangspunkt i disse hypoteser defineres i det falgende formal og
delmal, hvori ogsa de enkelte undersggelser praciseres.

1.3 Formal

Hovedformalet med projektet var

at undersgge mulighederne for at anvende antagonister til biologisk
bekaempelse af rodbrand og andre patogene svampe i
planteskolekulturer med nordmannsgran (Abies nordmanniana) med
hovedindsatsen pa antagonisten C. rosea IK 726;

endvidere undersggtes mulighederne for at optimere plantesundheden
gennem kulturtekniske foranstaltninger som 1) at eendre jordteksturen
ved udlegning af sand savel over som under frg, og 2) test af
forskellige satetheder.

1.3.1 Specifikke delmal:

De specifikke delmal, der ogsa afspejles i de falgende kapitler var:

undersgge hvilke potentielt patogene svampe og sygdomme, der
optradte i frgbedene far forsggsstart (Kapitel 2)
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e undersgge frgpartiernes kvalitet inklusive svampe og sygdomme
(Kapitel 2 & 3)

e etablering af smitteforsgg (dosis/respons) af et betydende jordbarent
patogen (Kapitel 4)

e undersgge antagonisters mulighed for etablering under stratificering
(kapitel 5)

e undersgge antagonisters evne til bekeempelse af et patogen med kendt
dosis/respons kurve (Kapitel 6)

e undersgge antagonisters evne til sygdomsbekaempelse ved pafarsel
hhv. fgr - og efter stratificering (Kaptel 7)

e undersgge antagonistformuleringens betydning for bekeempelsesevnen
(Kapitel 7)

e undersgge texturaendringer og satetheders betydning for sundheden
af fraplanter (Kapitel 8)

Det praktiske perspektiv med projektet var saledes, at man ved anvendelse af
nye eller markedsfarte mikrobiologiske praeparater - enten alene eller sammen
med optimering af dyrkningsmaessige forhold og/eller udvelgelse af frg af hgj
kvalitet og vitalitet - kan opna bedre dyrkningssikkerhed i skovplanteskoler i
form af en bedre fremspiring af sunde frgplanter af Abies nordmanniana uden
brug af fungicider

Hvis man i projektet kan opna klare svar pa betydningen af parametrene:
antagonistbehandling, frgkvalitet, stratificeringsleengde og sateethed, for en
forbedret fremspiring, vil projektet kunne bidrage til en videre strategi for
pesticidfri produktion af Abies nordmanniana smaplanter i planteskolen.



2 Undersggelser af patogener |
forsggsarealet og pa fre

Som forudsatning for at lave bekeempelsesforsagg (kapitel 6, 7 og 8)
undersgges det potentielle sygdomstryk ved:

1) Undersggelse af forekomst af patogener i jorden i de arealer, hvor
markforsggene udfares

2) Undersggelse af frgpartier for frekvalitet og frabarne patogener. Frgpartier,
der forventedes at have forholdsvis god vitalitet og lavt indhold af
svampevakst blev undersggt. Malet var at arbejde med sa sundt et parti som
muligt, idet hovedformalet med projektet var at undersgge bekempelsen af de
jordbarne sygdomme.

2.1  Svampe i forsggsarealet

Baggrunden for udvelgelse af forsggsareal er, at man gennem flere ar i Fosdal
Planteskole har iagttaget et stort udfald i fremspiring af Abies nordmanniana i
et bestemt areal i Planteskolen. For at 1) fastsla hvilke patogene svampe, der
kan forventes at forarsage problemer og 2) at opna patogene isolat(er) til
smitte- og bekeempelsesforsgg i veekstkammer, blev der foretaget
jordprgvetagninger i forsggsarealet med efterfglgende undersggelser.

2.1.1 Materialer og metoder

Metodik for udtagning af jordpraver.

Jordprever blev indsamlet hvert ar (2002, 2003 og 2004) saledes at hver
jordpragve repraesenterede en blok i det senere udlagte markforsgg; dvs. i
2002: 8 prover, repreesenterende 2 x 4 blokke i to markforsgg med
antagonister og dyrkningsaendringer (se kapitel 7 og 8). 12003 og 2004 blev
der taget henholdsvis 4 og 5 pragver repraesenterende de 4 og 5 blokke i de to
forsgg. 16 delpraver blev udtaget med skovl fra hver blok (diagonalt med ca.
1.5 meters mellemrum). | alt indsamledes for hver blok ca. 6 | jord. Jorden
opbevaredes ved 3°C i op til 8 dage. Vandindholdet bestemtes far
pladespredninger.

Svampebestemmelse ved pladespredninger.

Der blev foretaget pladespredninger pa selektive medier for indikation af
hyppigheder af relevante svampeslaegter med potentielle patogene arter. For
Rhizoctonia solani blev der anvendt sur PDA (’Potato Dextrose Agar’)
(pH=4) og antibiotika (chloramphinicol 0.5 mg per | og chlortetracyclin 0.25
mg/l). For svampene Fusarium spp. (Cylindrocarpon destructans og/eller
Verticillium sp) blev der anvendt PDA tilsat 2.2 g/l TritonX-100 and
antibiotika (chloramphinicol 0.5 mg per | og chlortetracyclin 0.25 mg/l). For
Pythium spp. blev der anvendt 4% P_ARP: 17g/l Difco Corn Meal Agar; Difco
Bacto Agar, 25g/l; Pimaricin 5 mg/l; Ampicillin 10 mg/l; Rifampicin, 10 mgl/l.
Phytophtora isoleres pa 4% P _ARP tilsat 50 mg hymexazol.
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Patogene svampe i jord bestemt ved baiting”(fangplanter)

I 2002 blev patogene svampe isoleret ved baiting teknik. Der blev saet fem x
10 stratificerede, sundt udsende A. nordmanniana frg i potter for hver af de 8
jordpragver (A-H). Fremspiringen blev talt én gang ugentlig i 2% maned.
Planter der var syge efter fremspiringen blev fjernet, sygt veaev skaret fra og
overfladesteriliseret i 70% ethanol i 30 sek. Efterfulgt af 3 gange vask med
sterilt vand vaevsstykkerne blev derefter podet pa selektiv agar som beskrevet i
det foregdende afsnit.

Patogenitetsundersagelser.

Der udfgrtes patogenitetsforsag (smitte i sterilt miljg) for at eftervise at de
Kock’ske regler' var opfyldt for udvalgte isolater. Et andet formal var at
udveelge et potent patogent isolat til bekeempelsesforsgg i kontrolleret miljg
(kapitel 6). Forspirede, sundt udseende frg (2-5 mm rod) blev udpriklede i
steril jord/sandblanding. Til det spirede frg blev der tilsat en udstandset
agarprop med vakst af testsvampen. Der blev aflaest 3 gange efter 3, 4 og 6
uger for fremspiring og post emergence visning.

2.1.2 Resultater

Resultater af pladespredningerne viste at der for 2002 forsgget blev fundet: >
1000 cfu ("koloniformende enheder’) af Rhizoctonia spp; 370 cfu af Pythium
spp og 570 cfu af Fusarium spp. g™ ter jord. | 2003 blev der ved
pladespredninger af jord fundet mellem 80 og 200 cfu af Pythium spp og
2300-4900 cfu af Fusarium spp. g™ ter jord. Fusarium oxysporum (der rummer
savel saprofytiske som patogene former) var den hyppigst forekomne. | 2004
viste pladespredningerne et indhold i jorden af 110 og 600 cfu af Pythium spp
og 300-1100 af Fusarium spp. g™ ter jord.

Resultatet af baiting undersggelserne viste en fremspiring pa mellem 44% og
16% og et antal af raske frgplanter pa mellem 42% og 10% (fig 2.1.). Der var
signifikant hgjere fremspiring i blok H (p< 0.0001), sammenlignet med blok
A, B, C og D medens blok E, F og G havde en intermediar fremspiring, der
ikke var signifikant forskellig fra de to grupper. Blok A, B, C og D udgjorde
blokke for antagonistforsgget i 2002 medens de 4 andre blokke blev anvendt
til texturforsgget. Undersggelserne af post-emergence syge planter resulterede
i hgst af svampeisolater tilhgrende: Rhizoctonia (1), Pythium ultimum (10),
Phytophtora (1), Cylindrocarpon (1), Fusarium oxysporum/redolens (6) og
Chrysosporium pannorum (2). 6 Pythium isolater, 5 Fusarium isolater, 1
Rhizoctonia isolat og 1 Cylindrocarpon isolat blev testede for patogenitet

Resultatet for test af patogenit viste at 4 ud af 6 Pythium isolater og 5 ud af 6
Fusarium isolater var patogene, idet Abies havde darligere fremspiring/kvalitet
end usmittet kontrol. Ingen af de gvrige isolater var patogene. |
overensstemmelse med det angivne fra litteraturen viste Pythium ultimum
angrebne planter symptomer pa rodbrand, der oftest forarsagede sort
nedvisning af planten, medens Fusarium angrebet resulterede i stive planter
med tophenvisningssymptomer typiske for Fusarium oxysporum. Et isolat af P.

! Koch 1884 og 1890, men endelig formuleret af Federation of British Plant
Pathologists 1937 som Koch’s postulates: (1) the suspected causal organism must be
constantly associated with the disease; (2) it must be isolated and grown in pure
culture; (3) when a healthy plant is inoculated with it, the original disease must be
reproduced (4) the same organism must be reisolated from the experimentally
infected plant (Holliday, 1989)



ultimum var ultimum (no 1983) blev benyttet til smitteforsgg (kap. 4) og
antagonistforsgg i kontrolleret miljg (kap. 6).
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Figur 2.1. Fremspiring af raske planter (venstre sgjle) og totalt fremspirede
inklusive post-emergence dgde registreret efter 12 uger i jord fra Fosdal. A-H
referer til blokke der anvendes i markforsgg. Forskelligt bogstav pa sgjler
angiver statistiske forskellige ved Dunn (Bonferoni test (P< 0.05)

2.2 Svampe pa fro

Undersggelsen havde til formal at udveelge frepartier med lav grad af
tilstedeveerelse af frabarne patogener med henblik pa at optimere ensartethed i
forsggsmaterialet ved senere undersggelser af jordbaren smitte og
bekaempelsesforsgg. Partierne blev ogsa testet for spireevne ved forskellige
stratificeringsleengder (se kapitel 3).

2.2.1 Materialer og metoder

Blotter test

To frepartier blev evalueret for svampe ved blottertest (test pa filterpapir)
(ISTA, 1996) med henblik pa markforsgg 2002. 015/00 (Tversted F526-
A3113 og 016/00 (Tversted F527-A3007) i det fglgende benaevnt 015 og
016. Begge partier blev hgstet i 2000 (hvilket aflseses af partinummerets cifre
efter skrastreg dvs. /00). Til markforsggene 2003 og 2004 blev frg 031/02
Tversted F526 undersggt (hastet 2002). Blotter testen blev udfart foraret
2003.

400 overfladedesinficerede frg (1% NaOCI 10 min, med 3 gange
efterfalgende skylning) blev inkuberet ved 20°C, i 15 dage ved NUV (na&r
ultraviolet lys)(ISTA, 1987) 25 stk. pr. skal. Mikroflora pa fraene blev
herefter undersggt ved stereomikroskopi. Spirede frg blev registreret.

Growing on test

Tre fropartier blev testet i en growing on test i vermiculit. Testen anvendtes til
maling af spirevne og opgarelse af syge planter i og efter fraplantestadiet, der
kan henfares til frasmitte (Neergaard, 1979). Partierne var: 031/02 (Tversted,
F. 526,), 039/02 (Dallerup, F. 722,), 028/01 (Ambrolauri, Tlugi, Georgien).
Growing on testen blev udfgrt foraret 2004.

Frapartierne blev kuldebehandlet (stratificeret) ved kontrolleret vandindhold
(mc) 33%: 3 og 6 uger ved 5°C efterfulgt af spiring ved 20°C i vermiculite.
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Spiring og kimplante udvikling blev registreret ugentlig og post emergence
syge blev talt og taget op. Fra det syge vev blev der foretaget isolering pa
samme made som planter i baitingforseget (afsnit 2.1.1).

2.2.2 Resultater

Sammenligning af parti 015/00 og 016/00 viste at parti nr. 15 var lavest
inficeret med patogener (Fusarium og Cylindrocarpon: hhv 0,3% og 1%)
medens parti nr 16 var inficeret med hhv. 4 % og 3 %. Dog var der for visse
saprofytiske svampe en hgjere koloniseringsgrad for 015 i sammenligning
med 016. Saledes var Papulaspora immersa koloniseringsgraden 50%
sammenlignet med 11% i parti 016 (se fig. 2.2). Spiringen blev i blottertesten
registreret til (015): 50% +/- 11 i modsatning til (016): 38% +/- 10%, hvilket
er i god overensstemmelse med data opnaet i den originale spiretest se kapitel
3, hvor der blev observeret hhv. 60% og 40% spiring.

Resultaterne af blotter testen i 2003 viste at partiet 031/02 var lavt inficeret
med patogener (Fusarium og Cylindrocarpon: hhv 0,8% og 0,2%). Af
saprofytiske svampe blev der i lighed med partierne, der blev testet i 2002,
iseer fundet forekomst af Trichoderma (10%). Papulaspora immersa var til stede
men blev ikke optalt. Spiringen pr. 9.4.2003 blev opgjort til 65%.

Ved growing on testen i 2004 sas et udfald af planterne (figur 2.3). Der var
flest syge planter for parti 031/02 nemlig 23% og 2 % for henholdsvis 3 og 6
ugers forbehandlede sammenlignet med 10% og 6% for 028/01. Isoleringer
fra de syge planter viste at 50% af planterne havde vakst af Fusarium
oxysporum/redolens, medens 28% havde veekst af Papulaspora immersa.

754

% koloniserede frg

Trichoderma
Fusarium &
Cephalosporium
Cylindrocarpon
Penicillium {1
P.immersa —F
videntificeret A

Figur. 2.2 Svampe registreret ved blotter tests af to frgpartier. 400 frg testet
pr. parti (20 gentagelser & 20 frg): 015 (farste sgjle) og 016 (anden sgjle)
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Figur 2.3. Procentvise totale fremspirede og fremspirede som udviklede feerdige, raske
kimplanter for 3 forskellige frapartier af Abies nordmanniana stratificeret 3 eller 6 uger.

2.3 Konklusion

Det blev sandsynliggjort ved isoleringer, baitingforsgg og patogenitetstest i
2002, at de mest betydende patogener (ndr man vurderer bade kvantitativt og
kvalitativt) i forsggsarealet var Pythium spp og Fusarium spp. Der var en god
overensstemmelse mellem fund af Pythium spp. (ultimum overvejende) og
Fusarium spp. (oxyporum og redolens overvejende) i pladespredninger og de
opnaede resultater i baitingforsgget. Da jorden i forsggsarealet med
bedopbygning med sand, lille rotation i driften i planteskolen, samt ensartet
topografi pa arealet kan forventes at resultere i en ret ensartet mikroflora
sammensatning over hele marken, hvor de tre forsgg blev udlagt, blev det
antaget at pladespredninger de to fglgende ar alene kunne vere et bud pa, om
der kan forventes angreb i marken. De to fglgende ar blev der i
pladespredninger fundet veerdier for Pythium spp og Fusarium spp. som var
pa et lignende niveau som det farste ar, og de tre forsggsarealer blev derfor
alle anset for brugbare til markforsgg med et forventeligt angreb i marken.

I de to ferste ars markforsgg gnskedes frgpartier med god spireevne og lav
sygdomsniveau. Den anerkendte metode til frgtest: blottertesten giver et
fingerpeg, men viser ligesom pladespredninger fra jord ikke om fund af
svampe er proportional med sygdom, heller ikke selv om man identificerer til
arter med forventet patogenitet, idet mange arter rummer savel patogene som
saprofytiske genotyper. Overfladesterilisering er en metode til at eliminere
svampe der ikke har inficeret veev, men flere saprofytiske svampe kan overleve
behandlingen, deriblandt Trichoderma spp. Metoderne kan dog sige noget om,
hvorvidt potentielle patogene svampe er til stede. | blottertesten blev der
pavist et lavt niveau af potentielle patogene Fusarium spp. Omvendt blev der
fundet Papulaspora immersa, der ikke hidtil er anset for et problem pa freet.
Derfor blev frgparti 015/00 anvendt i 2002 og 031/02 i 2003. Ved den
efterfalgende growing on test i 2004 blev der klarlagt at Papulaspora immersa
kan udggare en sygdomsrisiko for frgplanter. Partiet (031/02) blev ogsa
anvendt i DJF forsgg 2004, hvor man ligeledes undersggte partiet i blottertest.
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Her blev der fundet op til 93 % koloniserede frg med P. immersa, pa trods af
grundig sterilisering med NaOCI (Kare Mgller, pers information). Dette fund
kan ogsa tyde pa at svampen kan vere patogen. | 2004 havde frgpartiet
031/02 samtidig mistet noget af sin vitalitet (se kapitel 3), hvilket kan have
indvirket pa modtagelighed af sygdom.

Det kan saledes sammenfattes, at der er en stor sandsynlighed for, at de mest
betydende patogene svampe, der skal bekeempes af antagonister i de
foreliggende undersggelser er jordbarne Pythium spp. og jord- (og frg-)barne
Fusarium spp./Papulaspora immersa. Denne viden giver et bedre grundlag for
valg af testorganismer til brug ved beksempelsesforsgg.



3 Frgets spireevne ved forskellige
forbehandlings-leengder og biologisk
bekeempelse af frgbarent smitte

For at udveelge frapartier med en forholdsvis god spireevne til markforsgg i
2002 og 2003 samt frg af forskellig vitalitet for forsgg i 2004 blev der foretaget
undersggelse af spireevnen. Med henblik pa forsgget 2004 blev undersggelsen
foretaget ved forskellige perioder af forbehandling og med og uden
antagonister.

3.1 Materialer og metoder

Spireevnen blev testet pa 4 gentagelser & 100 frg, forbehandlet (stratificeret) i
3 eller 6 uger ved 5°C, derefter spiret ved 23°C i vermiculite. Stratificeringen
foregik efter standard procedure pa Statsskovenes Planteavlsstation,
Humlebzk med stgbseetning (iblgdsaetning)af fra i 12 timer i vand efterfulgt
af 3-6 uger v. 2-4°C med kontrolleret vandindhold pa 30-35 %, der er
anbefalet for Abies nordmanniana (Jensen, 1997).

Ferste sammenlignede undersggelse i 2002 blev foretaget pa frapartierne
015/00 og 016/00 begge F526, Tversted.

Anden undersggelse blev foretaget vinteren 2003/2004 pa partierne: 031/02
(F. 526, Tversted. Spire% = 65 i april 2003), 039/02 (F. 722, Dallerup.
Spire% = 60 i maj 2003), 028/01 (Ambrolauri, Tlugi, Georgien. Spire% =
67% i april 2003). C. rosea 1K726 indlejret i ler og ler alene blev palagt fra for
eller efter stratificeringen. Inokulum indeholdt 4 x 10° cfu pr. g. 0.005 g
inokulum coates pr g vadt frg svarende til 2 x 10" cfu (kolonidannende
enheder) pr. g frg (beh 3, 4, 7 og 8). Pa lerbehandlede coatedes 0,005 g ler pr.
g vadt frg. For hvert frgparti var der felgende behandlinger, som blev lavet pa
fire gentagelser af 50 frg:

6 uger + ler

3 uger + ler (Far stratificering = pre coatede)
6 uger + 726 + ler

3 uger + 726 + ler

el o

6 uger + ler

3 uger + ler (Efter stratificering = post coatede)
6 uger + 726 + ler

3 uger +726 + ler

© N g

9. 6 uger ubehandlet
10. 3 uger ubehandlet
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Umiddelbart efter pre-coatning (behandling 3 og 4), efter kuldebehandling af
pre-coatet frg (behandling 3) og efter post-coatning (behandling 7 og 8) blev
der udtaget frg til bestemmelse af deekningsgrad (ved pladespredning).

Spiring og kimplante udvikling blev registreret indtil kimplanterne havde
udviklet kimblade og smidt frget (normal kimplante), uspirede frag blev skaret
igennem og registreret som enten tomme, dgde eller friske. Spireprocenten
blev i dette tilfeelde beregnet pa basis af fulde frg (dvs. totalt antal frg — antal
tomme frg). Antallet af kimplanter som dade inden de havde udviklet sig til
en normal kimplante blev ogsa registreret.

3.2 Resultater

Spireprocenterne for de to frapartier i fgrste undersggelse viste en total
fremspiring efter 6 ugers forbehandling for 015/00 = 60% (efter 14 dage=
55%) og for 016/00 = 40% (efter 14 dage = 34%). Resultatet viste at parti 015
havde hgjest spireevne og stratificering i 6 uger af dette parti resulterede i den
hgjeste spiring (se fig. 3.1)
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Figur 3.1. Spireprocent + SD for frgpartierne 015/00 og 016/00 efter hhv. 3 og 6 ugers
stratificering

Ved den anden undersggelse sas at de danske partier 039/03 og 031/02 havde
en lettere frghvile end det Georgiske fraparti, 028/01. Seks ugers
forbehandling af 039/02 og 031/02 er saledes lengere end ngdvendigt og giver
gennemsnitlig darligere spireprocenter end ved 3 ugers forbehandling. (fig.
3.2) Seks ugers forbehandling af 028/01 giver en hurtigere fremspiring end tre
uger, men har ingen effekt pa den gennemsnitlige spireprocent.

Spireprocenterne fra vinteren 2003/04 i fig. 3.2. er ikke direkte
sammenlignelige med spireprocenterne fra foraret 2003 pga. at der ikke er
brugt samme beregningsmetode. Men hvis spireprocenterne beregnes pa basis
af alle frg lagt til spiring (inkl. tomme frg), var spireprocenterne for hhv. parti
039/02, 031/02 og 028/01 pa hhv. 56, 48 og 63%. Dvs. partierne 028/01 og
039/02 nasten ikke havde tabt spireevne i den mellemliggende periode,
hvorimod parti 031/02 havde tabt 17%.
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Figur 3.2. Spiringen malt ugentlig over 3 maneder af 3 Abies frgpartier: Dallerup 039/02;
Tversted 031/02 og Georgien 028/02.

Antagonistbehandlingerne viste at deekningen var ensartet bade malt lige efter
daekningen og ved udsaningen (se tabel 3.1)
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Tabel 3.1 Spiredygtige enheder (cfu) af svampen C. rosea IK726 coatede pa frg far eller
efter stratificering. Angivelser er per g frg.

Cfu ved behandling Cfu ved udsaning
Pre 726 -6 uger 1,1x 10’ 3.9 x10°
Pre 726 — 3 uger 1,3x10’ 3.9 x 10°
Post 726 6 uger 4,5 x10° 4,5 x10°
Post 726 3 uger 1,3 x10’ 1,3 x10’

Pladespredning efter 3 ugers kuldebehandling af 1K726 behandlet fra
(behandling 3) viste en reduktion med faktor 3; og efter 6 ugers
kuldebehandling af IK726 behandlet frg (behandling 3) en total reduktion
med faktor 18.

Af spireresultaterne (fig. 3.2) fremgar at der er en tendens til (dog ikke
statistisk signifikant jfr variansanalyse, SAS, Proc.GLM) at pre-ler og pre-726
behandlingerne giver hgjere spireprocent end kontrollerne efter tre ugers
forbehandling, dette geelder iser 028. Efter seks ugers forbehandling af 028
ses der en positiv effekt af sdvel post-ler som post-726. Generelt var der dog
ikke nogen effekt af post-726 behandlingen. Efter fremspiringen dgde nogle af
kimplanterne (fig. 3.3). Imidlertid viste der sig en tendens for alle
behandlinger,

&3 Total fremspirede Il Raske spirede

% spirede

3 uger 6uger  3uger 6uger 3uger 6uger
Georgien 028/01 Tversted 031/02 Dallerup 039/02

Figur 3.3. Procentvise totale fremspirede og fremspirede som udviklede feerdige, raske
kimplanter for 3 forskellige frapartier af Abies nordmanniana stratificeret 3 eller 6 uger og
+/- behandlede med C. rosea IK 726. Signifikant forskellige markeret med forskelligt
bogstav jfr T test for variable (Bonferroni (Dunn test)).

at pre-726 (fer stratificering) nedbragte antallet af post emergence dgde. Der
var et statistisk hgjere antal af raske planter for de pre-726 behandlede frg af
parti 031 (bade for 3 og 6 ugers forbehandlede sammenlignet med pre-ler
kontrol; for 028, 3 ugers forbehandlede sammenlignet med ubehandlet kontrol



og for 039 for 3 ugers forbehandlede (her dog kun sammenlignet med
kontrollen: pre-ler med 6 ugers forbehandling).

3.3 Konklusion

Frapartiernes spireevne sammenholdt med forekomsten af frabarne svampe
gjorde det muligt at treeffe valg med hensyn til hvilke frgpartier man kunne
anvende i markforsgg, og hvilke forbehandlingsleengder der var optimale for
det enkelte frgparti.

Resultatet viste at antagonisten C. rosea IK 726 var fordelagtig at pafare for
stratificering. Selv om koncentrationen af levedygtige sporer ved udsaningen
er noget lavere end ved inokuleringen, er den resulterende koncentration pa

freene gnskveerdig hgj til bekeempelse under markforhold (Jensen et al. 2002).

Den opnaede bekeempelseseffekt af antagonisten overfor frgbarne sygdomme
ved pafersel efter imbibering af frgene er i overensstemmelse med effekten
overfor Alternaria pa gulerodsfrg (Jensen et al, 2004). Her gges effekten
ligeledes nar antagonisten tilsattes ved imbibering i primings teknikken.

Ud fra disse resultater konkluderes at det ville vere interessant at fa afpravet i
markforsgg hvorledes kombinationen af eventuelle frgbarne svampe,
forbehandling (fremspirings-hastighed) og antagonist-behandling kunne
indvirke pa fremspiring og overlevelse under markforhold med smittetryk.
Markforsgget blev udfert 2004, beskrevet i kapitel 7.
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4 Smitteforsag med Pythium
ultimumvar uftimum

For at undersgge mulighederne for biologisk bekeempelse under markforhold
gnskedes der et kendskab til bekeempelsesevnen af antagonister overfor et
enkelt betydningsfuldt patogen. Derfor matte der udarbejdes et dosis/respons
forseg med henblik pa at udarbejde retningslinier for tilseetning af passende
dosis af inokulum i antagonistforsgget. Her er det vigtigt at man ikke tester i
en urealistisk lav eller hgj koncentration. Smitteforsagg sker med det mest
hyppigt fremtreedende patogen: Pythium ultimum var ultimum. Isolatet 1983,
der er isoleret fra baitingforsgget fra Fosdal jord (kapitel 2) blev anvendt.

4.1 Metode

Inokulum af Pythium ultimum var ultimum isolatet 1983 produceres i
sphagnum/ klid/ vand i forholdet 1:1,7:3,8 i 14 dage ved 20°C. Inokulum blev
herefter nedtarret i et dggn ved stuetemperatur ved laminar flow hvorefter det
blev findelt med kaffemglle. Det findelte inokulum blev pladespredt og
inokulum koncentrationen fastlagt til 120 cfu (kolonidannende enheder) pr g.

Smitteforsgg udfgres i steril jord/sand (4:1) blanding i potteforsag i
veekstkammer. Jordblandingen fyldes i potter @ 10 cm, indtil 5/6 opfyldning
og der vandes til markkapacitet. Herefter tilfares 25 g sterilt sphagnum/sand
(4:1) iblandet 5 forskellige niveauer af patogenet: 10%, 2%, 1%, 0,1%, 0,01%
og kontrol (0%). Smitstoffet tilfares potterne saledes at 1) halvdelen af
sphagnum/inokulum healdes i potterne; 2) 7 stratificerede forspirede frg med
2-4 mm spireleengde udsas; og 3) resten af sphagnum/inokulum drysses over
freene. Der overbruses forsigtigt med vand. Forsgget udfares med 9
gentagelser i randomiseret blokforsgg. Bakker med potterne overdakkes og
stilles ved 15°C. Der opggres efter 7d, 14d, 21d, 4 uger, 5 uger og 6 uger.

4.2 Resultat

Forsgget resulterede i et sygdomsniveau, der ngje afspejlede inokulum-
koncentrationen se fig. 4.1. Hvis man sammenligner sygdomsniveau ved en
enkelt opgarelse f.eks. efter 28 dage ses en typisk S-formet dosis-responskurve
se fig. 4.2.
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Figur 4.1. Antal raske Abies frgplanter pr potte (med 7 sdede frg) i smitteforsgg med

parti 015 stratificerede og forspirede i sterilt jord/sand tilsat Pythium ultimum var
ultimum 1983 i overfladejorden ved 6 smitteniveauer fra 0% til 10%
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Figur 4.2. Antal raske fremspirede nordmannsgran frgplanter efter stratificering og
forspiring i sterilt jord/sand tilsat Pythium ultimum var ultimum 1983 i overfladejorden
ved 6 smitteniveauer fra 0 % til 10 % - (med 7 saede frg) afleest efter 28 dage. Tilnsermet
asymptotisk dosis- respons kurve indtegnet.

4.3 Konklusion

Med den opnaede dosis-respons kurve kunne en anvendelig
inokulumkoncentration til bekeempelsesforsgg fastleegges. Ved
antagonistforsgg anvendtes saledes inokulumkoncentrationer fra 0.1% til 1%,
idet bekeempelseseffekten bgr undersgges i det ”lodrette™ felt af
sygdomskurven (fig. 4.2). Anvendelse af lavere dosis ville give stor usikkerhed
og ved den hgjeste dosis vil en lille bekeempelseseffekt ikke rykke
angrebsgraden.
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5 Antagonistkolonisering af frg

5.1. Undersggelse af dekningsgrad af Clonostachys rosealK726 ved tre
forskellige typer formuleringer

Tre forskellige formuleringer af C. rosea: ler, spagnum/klid eller udvaskede
sporer blev undersggt med formalet at undersgge den optimale tilfgrsel af
antagonisten set i forhold til overlevelse pa frget. Dette blev undersggt i
sammenhang med stratificering

5.1.1 Materialer og metoder

Tre formuleringer lerinokulum, spagnum klid og vaskede sporer blev tilfgrt
frgene som vandige oplgsninger indeholdende i alt 2 x 10" cfu
(kolonidannende enheder) pr ml der tilseettes som 20 ml suspension til 120 g
fre. Frgenes vandindhold (mc) blev holdt pa 33% (justeret ved tgrring og
opfugtning). Frgene blev opbevaret ved 3°C.

Antallet af spiredygtige enheder blev malt ved pladespredning (lige efter
coatningen og efter 8 dages stratificering) og ved daekningsgrad malt pa frg
stratificeret 8 dage, og derefter inkuberet pa fugtigt blotter papir i 8 dage
(NUV, 20°C) og derefter aflaest ved stereomikroskopi. Der blev bedgmt efter
en skala fra O til 3 for deekningsgrad. Karaktererne var fglgende: lidt veekst: 1,
ca halvdelen af frgene deaekket: 2 og mere end 2/3 daekket: 3.

5.1.2 Resultater

Den sammenlignende undersggelse af 3 formuleringer (1. sphagnum/klid, 2.
udvasket sporesuspension fra sphagnum/klid og 3 ler) resulterede i falgende:
Umiddelbart efter coatningen viste pladespredningerne lavest mangde cfu i
coatningen med den udvaskede spore-suspension (2) og efter 8 dages
stratificering var forholdet saledes at der var 3 gange sa hgje mangde cfuer pa
pladespredninger fra frg med spagnum/klid formuleringen (1) som fra frg
coatede med sporesuspensionen (2); og fra frg coatede med lerformuleringen
(3) var der >5 gange sa mange cfuer, som fra frg med sporesuspension (se
tabel 5.1).

Tabel 5.1. Resultat af sammenlignende test af overlevelse af
Clonostachys rosea IK726 ved forskellige formuleringer

Cfu* efter coatning | Cfu efter 8 dages Karakterer i blotter
stratificering test
Spagnum/Klid 2,5x10° 45x 10* 2,2 +/-0.07
sporesuspension 1,0 x 10° 1,5 x 10* 1,9+/-0,6
lerinokulum 2.3x10° 8,5 x 10* 2,0+/-03
vand 0 0 O**

* cfu= kolonidannende enheder pr. g frg
** Hgj frekvens af Penicillium



Resultater fra blotter testen viste ikke signifikant forskel i deekningsgrad ved de
tre coatninger, der alle 13 pa et gennemsnit omkring 2,0 (dvs. at frgene var ca.
halvt deekkede med C. rosea). Den kraftigste sporulering sas ved spagnum/klid
formuleringen.

5.2 Vakst af C.roseapa frg undersggt ved anvendelse af gfp-market
isolat

For yderligere at klarleegge hvorledes koloniseringen af C. rosea foregar pa
frget blev der udfart et forsgg - hvor frg blev behandlet med antagonisten ved
begyndelsen af stratificeringen. Coatning skete med en gfp-market C.rosea (d
11). GFP genet er isoleret fra bioluminescent vandmand og indsat i C. rosea
IK726 ved kontrol af konstitutiv gpd promotor og trpC terminator begge fra
Aspergillus niger. GFP genet bevirker, at det resulterende gfp-protein fungerer
som reporter molekyle for gen expressionen, hvorved aktiv vakst af den
markede svamp kan fglges ved fluorscence mikroskopi (LUbeck et al., 2002).

5.2.1 Metode

Tre portioner af frg anvendes til stratificering. Stratificeringsprocessen falger
den tidligere beskrevne procedure (afsnit 3.1).

1g sphagnum/klid inokulum indeholdende C.rosea d11 vaskes i 10 ml vand og
filtreres. Sporekoncentration i suspensionen er 1.3 x 10°. To hold frg 45 g
rystes med 1.7 ml sporesuspension, der resulterer i m.c. pa 33%. Det ene hold
tilfgres 0.1% af det farvede bindemiddel, sepiret. Det tredje hold frg tilsettes
vand alene.

Frgene stilles ved 3°C i plastpetriskale i plastpose med mulighed for ilttilfarsel,
men med lav fordampning. Frgene omrystes dagligt og hver uge justeres vand
efter vaegt til 33% mc i frg.

Der foretages ugentligt mikroskopi i Leica fluorescens stereomikroskop med
et gfp filterseet med 480 nm excitationsfilter og 510 nm barriere filter.

5.2.2 Resultat

Ganske svag mycelie veekst af C.rosea kunne observeres pa frgene, men der
var ogsa vaekst af andre svampe. Pa frgets overflade blev der iagttaget mindre
veekst pa vingeintegumentet sammenlignet med den synlige testa (inklusive
den tynde vinge (fig. 5.1). Testa ligger synlig blottet i en spalte dannet af det
gvre vingeintegument (fig. 5.2). Her er der en jeevn daekning efter 5 dage ved
3°C. og efter 14 dage ses samme daekningsgrad. Efter 21 dage findes der
sporulerende C. rosea. Der var ikke synlig forskel pa vaeksten +/- sepiret

5.2.3 Konklusion

Det er gode perspektiver for en coatning samtidig med statificeringen, idet
antagonisten overlever kuldebehandlingen af frget. Der er noget der tyder pa,
at der kan veere forskel i overlevelsen af sporer efter coatningsmetode, men at
dette muligvis kan kompenseres i vaekst. Det skal dog understreges at blotter
testen ikke vil afspejle situationen i jorden, men kun kan give en antydning af
potentialet af svampen.
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Figur 5.1. Abies frg coatede med gfp meerket C. rosea IK726 og stratificeret. Detalje fra
testa efter 5 dages stratificering . Eksempel pa saerlig teet vaekst ved pilen

vingeintegument

synlig testa

”vinoen”

Figur 5.2. Principskitse af Abies nordmannianafrg

Alle coatningsmetoder resulterer i et antal spiredygtige enheder, der ser
realistiske ud i forhold til bekeempelseseffekter (Jensen et al., 2002). En
uvasket sphagnum/klid inokulering giver ekstra naring til antagonisten, hvilket
kunne afspejles i en starre grad af sporulering, nar frgene inkuberedes ved en
hgj temperatur. En sadan neringstilfgrsel kan imidlertid ogsa teenkes at veere
et problem, hvis frgene i forvejen har en naturlig mikroflora der kan ernzres
og derved skade fremspiringen. Omvendt kunne en udvasket suspension
(uden nearing) give feerre spiredygtige enheder pa frget, men svampen var dog
i stand til at vokse og etablere sig, iser hvor frget udskiller exudater. Dette
blev iagttaget ved, at der var en vaesentlig forskel pa vaekst pa de enkelte
fradele, afspejlende de forskellige vaekstbetingelser, der er til radighed. En
kolonisering pa den synlige testa ma forventes at veere baeredygtig i forhold til
beskyttelse, hvor spiringen af frget foregar.

Der var ikke synlige heemninger (eller forbedret coatning) ved anvendelse af et
farvet bindemiddel, Sepiret der kan ’sladre’” om fordelingen af antagonisten
pa freet ved coatningen.



6 Antagonistforsgg i kontrolleret
miljg med Pythium ultimum smitte

Med henblik pa at gge kendskabet til antagonistiske egenskaber over for et
enkelt patogen, der har betydning i planteskolen udfartes potteforseg med
tilfgrt smitstof af Pythium ultimum var ultimum. Isolatet 1983, der er isoleret
fra baitingforsgget fra Fosdal jord (kapitel 2) og testet i smitteforsag (kapitel
4) blev anvendt .

6.1 Antagonistforsgg 2002/2003

Der blev udfart et forsgg hvori indgik antagonisterne: Clonostachys rosea
IK726, Supresivit, TRI 003 og en malkesyrebakterie (leveret af Birthe Jelle,
Chr. Hansen A/S, specifik stamme fortrolig). @vrige preeparaters oprindelse
se tabel 7.1. Udvelgelsen af antagonister til bekeempelsesforsgg skete i forhold
til:1) kendt effekt mod Pythium og Fusarium svampe 2) kommerciel
tilgeengelighed og 3) mulighed for rodkolonisering. Endelig blev
melkesyrebakterier medtaget for sammenligning i denne test pa grund af
deres generelle antifungale virkning.

Frapartiet var det tidligere anvendte og testede parti, hgstet 2000, testet 2002
((015/00 Tversted F526- A3113). | forsgget indgik parametre som post-
coatning (efter stratificering) og precoatning (far stratificering) samt
forskellige smitteniveauer af patogenet: 0,1 %, 0,5 % og 1 %. Endvidere indgik
forskellige typer af applikationsmetode for C. rosea IK 726: 1) spagnum/klid
formulering, 2) lerformulering og 3) en udvasket sporesuspension.

I tilknytning til forsgget blev der foretaget pladespredninger af frgene far
udsaning for bestemmelse af antagonisternes overlevelse.

Forsgget havde til formal
1. at undersgge forskelle i effekten af antagonister nar de tilferes fraet
som ”’post-coatning”, dvs. efter stratificering eller ’pre-coatning” dvs.
i forbindelse med opstart af stratificering
2. at sammenligne inkubering ved 15°C i 3 dage far stratificering ved
3°C med direkte stratificering ved 3°C

6.1.1 Materialer og metoder

Inokulum blev produceret i sphagnum/ klid/ vand, nedtgrret og findelt jfr.
metodik kapitel 4. Fastleegning af smitteniveau skete med afseet i den klassiske
dosis respons-kurve der var konstateret i smitteforsgget kapitel 4. | forsgget
anvendtes 0,5 % smitstof.

Dag 1
Udfartes stgbsaetning/antagonistbehandling (pre-coatning). Start-veagt
(samlet) + start-vandindhold blev registreret for frgene.

Alle frgene blev skyllet i rindende vand i 3 timer i netpose i balje, derefter
heeldt over i en sigte og skyllet i 1 minut. Efter afdrypning og aftarring med
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klede, blev frgene vejet igen og vandindholdet beregnet pa basis af start-veaegt
og start-vandindhold. Frg pr. behandling blev afvejet og 'target'-veegt ved 33
% vandindhold beregnet.

Foglgende behandlinger indgik her:

1. Trichoderma harzianum TRI 003: 3 dage ved 15°C og derefter flyttet
til 3°C

2. TRI 003 - som 1 men direkte ved 3° C

3. Clonostachys rosea 1K726 : 3 dage ved 15°C og derefter flyttet til 3°C

4. IK 726 — som 3 men direkte ved 3° C

5. malkesyrebakterier i eget substrat — placeret 3 dage ved 15° C og

derefter flyttet til 3° C

meelkesyrebakterier nedcentrifugeret — 3 dage ved 15°C og derefter
flyttet til 3° C

7. vand - 3 dage ved 15°C og derefter flyttet til 3° C (Kontrol)

8.-12. Direkte ved 3° C

o

Mangde af svampeantagonisterne tilfgrt og overlevelsen pa frgene
umiddelbar efter coatningen (malt for behandling 1-2 og 3-4) fremgar af tabel
6.1

Bakterier: behandling 5 og 6 henholdsvis 80 ml bakterier i mediet og bakterier
i vand rystet 10 minutter.

Vand: frg i behandling 8-12 rystet i 240 ml vand i 10 minutter. Resten jfr.
proceduren ovenfor.

Dag 2
Fra alle prgver blev udtaget 5 frg til pladespredning (frg opbevaret ved 5°
natten over i Petri skale).

Dag 6

Vandindholdbestemmelser for alle behandlingerne, og hvis ngdvendigt, blev
vandindholdet justeret. (Fraenes nye veaegt + vandindhold blev brugt til at
beregne 'target-vagt).

Uge 6
Freene blev lagt ud til forspiring (vadt filterpapir 15° C).

Uge 7
Fraene blev flyttet til 5° C for at bremse spiringen.

Uge 8
Uspirede frg blev sorteret fra i alle behandlinger. Fra ubehandlede frg
(behandling 8-12) blev der udtaget frga til post-coatning som falger:

8. 726ler0.2i20 ml (2x10°cfupr.g

9. 726 sph/klid 0.5g i 20 ml (9 x 10° cfu pr. g)
10. 726 siet sph/ klid (som ovenfor)

11. ubehandlet

12. ubehandlet (usmittet)

Der blev udsaet 7 forspirede frg pr. potte x 5 gentagelser, alle smittet med 0,5
% Pythium ultimum var ultimum IK1983 (0,1 g til 25 g sphagnum/sand)
(bortset fra behandling 12).

Fremspirede raske og fremspirede dgde blev registreret efter 7, 14, 21 og 26
dage.



Resultater blev behandlet statistisk med SAS Proc glm procedure hvor
Bonferroni (Dunn) t test blev anvendt for sammenligning af behandlingerne.

Tabel 6.1: Dosis af antagonister i preeparater og genfund pa fra efter coatning

Behandling Dosis Dosis genfundet
anvendt pa frg efter
X 10° pr g | coatning
fro X 10° pr g fro

1.TRI003,3dv.15°C |34 11

2. TRI 003, 3°C 34 11

3. 1K726, 3 d v. 15°C 18.6 0.1

4. 1K726, 3°C 18.6 0.1

8. IK 726 ler post 114 -

9. IK 726 sph/klid post | 157

10 IK 726 siet post <157

6.1.2 Resultat

Af figur 6.1 fremgar antal raske fremspirede 26 dage efter udsaningen. Der er
stor variation pa fremspiring indenfor behandlingerne. Resultaterne viste at
IK726 og TRI 003 pre-behandlet og direkte pa kel (behandling 2 og 4) samt
alle tre post-behandlede med 1K726 (beh. 8,9 og 10) var statistisk lavere end
usmittet kontrol, men ikke statistisk forskellig fra smittet kontrol (beh. 7 og
11). Endvidere var TRI1 003 inkuberet 3 dage ved 15° C (beh. 1) statistisk
bedre end tilsvarende behandling stillet direkte pa kal (beh. 2)(alle vist ved p
<0.05 niveauet ved Bonferroni (Dunn test). Der var en generel tendens, men
dog ikke underbygget statistisk, til at pre-coatning af frg kan veere fordelagtig.
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Figur. 6.1. Behandlinger meerket (1) er inkuberet i 3 dage ved 15°C far de blev flyttet til
stratificering ved 3°C. Behandlinger maerket (2) blev stillet direkte til stratificering.
(@vrige benzvnelser vedrgrende behandlinger se rapporttekst).
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6.2 Parallelforsgg til markforsgg 2003 i potter inokuleret med
Pythium ultimumvar ultimum

I 2003 blev der udfgrt markforsgg med antagonister, der havde vist starst
effekt i farste ars markforsgg. Dette markforsgg blev sammenholdt med et
smitteforsgg i vaeksthus, hvori indgik de behandlede frg til markforsgget, men
udsaet i potter med tilsat smitte af Pythium ultimum var ultimum 1983. En
forbehandling (pre-coatning) og en efterbehandling (post-coatning) med
antagonister i forhold til stratificeringen blev sammenlignet.

6.2.1 Materiale og metoder

Fraparti 031/02 F526 Tversted testet med 65 % spiring (se kapitel 2) Metodik
ved coatning og antal af cfu ved coatning, og udsaning henvises til kapitet 7.
Fre behandlet til markforsgget blev udtaget og saet i potter kunstigt
inokulerede med Pythium ultimum var ultimum isolat 1983. Inokulum blev
produceret i sphagnum/ klid/ vand, nedtgarret og findelt jfr. metodik kapitel 4
og tilsat 0,4 % i blandet det gvre jordlag.

Potteforsag blev opstillet som markforsgg bortset fra at behandlingerne 1-9
blev tilsat smitte af Pythium, derfor en ekstra behandling 10 (der var opstillet
med samme frg som for behandling 9) uden smitte.

1. TRI 003 (T. harzianum) precoatn.

2. 1K 726 (C. rosea) precoatn ler

3. IK726 precoatn. Sphagnum/klid

4. TRI 003 postcoatn.

5. 1K 726 postcoatn. ler

6. 1K726 postcoatn. sph/ klid

7. Supresivit (T. harzianum) postcoatn.
8. Ubehandlet (ler precoatn.)

9. Ubehandlet

10. Ubehandlet og usmittet

200 frg pr. behandling blev udsaet med 8 frg pr. potte i 25 potter. Substrat:
Som tidligere anvendes sphagnum blandet med sand i forholdet 4:1. Til
behandling 1-9, ialt 225 potter, blev tilsat 0,1g inokulum blandet i 25g
sphagnum sand pr. potte. Al inokulum blev lagt over frgene efter udsaning.

Potterne blev tilset med vanding i 7 uger og planterne talt ugentlig, med farste
teelling 14 dage efter udsaning. Resultater blev behandlet statistisk med SAS
Proc glm procedure hvor Bonferroni (Dunn) t test blev anvendt for
sammenligning af behandlingerne.

6.2.2 Resultater

Resultater af teellingerne ses i tabel 6.1.

Der blev fundet statistisk hgjere fremspiring i forhold til den smittede kontrol
af TRI 003 pre-behandling (beh. 1) ved farste telling efter 14 dage og TRI
003 pre-behandling (beh. 1) og C. rosea 1K726 prebehandlet med ler (beh. 2)
efter 2. teelling efter 3 uger. Ved gvrige teellinger var der ikke tale om statistisk
effekt, men pre-coatning med antagonister (behandling 1, 2 og 3) la i de fem
farste uger pa ca. dobbelt plantetal i forhold til kontrollen og for
behandlingerne 1 og 2 holdt tendensen gennem hele optallingsperioden.
Coatning efter stratificeringen viste ingen positiv effekt. Fig. 6.2. viser
udviklingen grafisk pa tre opggrelsestids-punkter.



6.3 Diskussion og Konklusion

| forsgget beskrevet i 5.1 blev der fundet at frgpartiet 015/00 - der var testet
egnet og anvendt i markforsgget 2002 - i 2003 havde en meget darlig
fremspiring. Antal forspirede frg, der kunne udsas i forsgget var saledes kun
ca.10 %. | overensstemmelse med dette er A. nordmanniana kendt for kun at
kunne lagres i forholdsvis kort tid. Frgene kan derfor have veeret lavvitale og
coatningen med antagonister dermed resultere i kritisk gget konkurrence om
ilten efter udsaningen. Det er velkendt fra arbejdet med biologiske
frabehandlinger, at fragvitaliteten skal veere god (selvom der godt kan veere tale
om et meget patogent- inficeret frgparti). Resultatet medferte valg (test) af
nye frgpartier (se kapitel 2.1.) til de videre forsgag.

Nar vi i ovenstaende forsgg ser en bedre fremspiring af frg inkuberet ved 15°
C i 3 dage (se behandlinger meerket (1) fig. 6.1) efterfulgt af almindelig
stratificering end for de direkte stratificerede (2) kan dette maske skyldes de
fysiologiske andringer af frget, idet ogsa vandbehandlingen (7) havde
statistisk tilsvarende hgjt gennemsnit. Metoden med fa dggns inkubering ved
hgjere temperatur benyttes ved de falgende ars markforsgg (2003 og 2004)

Tabel 6.1. Gennemsnit af fremspirede raske Abies planter pr potte i parallelforsgg til
markforsgg opsat i 25 gentagelser ved 15° C. Der er udsaet 8 frg pr. potte. Behandling nr.
1-9 tilfgrt Pythium ultimum var ultimum 1K 1983. Resultater opgjort fra d. 21. 5 (14 dage
efter sdning) og indtil 7 uger efter saning.

No | Behandling 14 dage | 3uger | 4 uger 5uger | 6uger | 7uger
1 TRI 003 pre 116 A' 18AB | 212A 216 A | 196 A | 212A
2 IK 726 pre-ler 0.76 196 A | 2.0AB 1.84AB | 2.12 A 1.96 A
ABC
3 IK726 pres/k | 0.96 AB | 1.36 1.4 ABC 1.8AB | 136AB | 1.4AB
ABC
4 | TRI 003 post 0.24CD | 0.68 0.96 BCDE | 0.92 1.0AB | 1.04AB
C BCD
5 IK726 post-ler | 0.12D 0.56 C | 0.52 CDE 0.8BC | 0.8B 0.88B
6 IK 726 post-s/k | 0.08 D 0.2E 0.28E 0.76 0.76 B | 0.68B
BC
7 Supresivit 0.24CD | 0.92 1.2 1.2 1.04 AB | 1.12 AB
BC ABCDEFG ABCD
8 Pre-ler 0.52 1.2 1.6 ABCDEF | 1.6 1.36 AB | 1.28 AB
BCD ABCD ABCD
9 Ubehandlet 0.39 0.8 1.08 0.96 1.36 AB | 1.28 AB
BCD CDE ABCDEFG ABCD
10 | Ubeh/usmittet | 0.7 1.2 1.79 2.04 208A | 184A

ABCD ABCD | ABCDEFG ABCD

lgennemsnit efterfulgt af forskelligt bogstav statistisk forskellig i henhold til Bonferroni
(Dunn) t test ved p=0.05
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Figur 6.2. Raske, spirede Abjeskimplanter pr. potte i smitteforsgg drivhus. (potter
inokuleret med Pythium ultimum var ultimum 1893). Parallelforsag til markforsag 2003.
1. sgjle talt efter 14 dage, 2. sgjle efter 3 uger og 3. sgjle efter 5 uger. * markerer
behandlinger statistisk forskellige fra ubehandlet kontrol i henhold til Bonferroni (Dunn)
t test ved p=0.05

| parallelforsag til markforsgget med frgparti 031 testet 2003 (1 ar efter hagst
af frgpartiet) sas der en overordnet god effekt af behandlinger fer
stratificering. Antallet af fremspirede planter var statistisk hgjere i behandling
med lerformuleret C. rosea IK726 og T. harzianum TRI 003 i forhold til
lerbehandling alene. Der ma saledes konkluderes, at der ved kort
fremspiringsperiode og hgjt sygdomstryk af P. ultimum kunne vises en effekt
af antagonistbehandlinger pafart for stratificering.



7 Bekeempelse af sygdomme pa
Abies nordmanniana frgplanter ved
hjeelp af antagonistiske
mikroorganismer under markforhold

Med henblik pa at undersgge muligheder for at anvende mikroorganismer
som alternativ til kemiske behandlinger i planteskolerne blev der foretage tre
ars markforsgg med antagonister
1. ar: Forsgg til udveelgelse af potentiel antagonist
2. ar: Forsgg med bedste antagonister, optimeret udbringning
3. ar: Sammenlignende forsgg: antagonist, fremateriale og stratificerings-
leengdes betydning for fremspiring og sundhed af Abies nordmanniana
froplanter

Forsgg med formuleringer af 1K726 (kapitel 5) dannede grundlag for valg af 2
forskellige formuleringer: spagnum/klid og lerformulering af K726 til andet
ars markforsgg.

Forsgg med stratificeringsleengder og coatninger (kapitel 3) dannede grundlag
for valg af frgpartier, stratificeringsleengder i det tredje ars markforsgg.

Parceller der indgik i de tre ars markforsgg blev undersggt for tilstedevarelse
af potentielle patogene svampe ved jordprgvetagning i forsggsarealerne og
efterfalgende pladespredninger og "baitings”—forsgg. Herved blev det belyst
at Pythium og Fusarium svampe spiller den starste rolle i forsggsarealet (se
kapitel 2) og at smittetrykket i de tre ars forsgg kunne anses for at veere pa
samme hgje niveau. Dette resultat gjorde det muligt at anleegge samme
strategi for bekempelse i de tre ar, samt at forskyde forsggsarealet. Det sidste
var ngdvendigt for at undga restkoncentrationer af mikroorganismer i jorden,
der var anvendt til fracoatning det foregaende ar.

7.1 Materiale og metoder

Der udfartes 3 markforsgg i naturligt inficerede forsggsparceller i Fosdal
Planteskole. Forsggene la pa to tetliggende marker pa hver ca. 6 ha. pH i
forsggsarealet blev malt til 5.5 og 5.7. Sadskiftet udggres af 2 ars
skovfrgplanter og 2 ars klgvergraes/rajgrees i skifte.

Forsggsdesign var et randomiseret blokforsgg med 4 gentagelser (5
gentagelser i det tredje forsgg (2004). Frgbed forberedtes med bedformer.
Hver blok var karakteriseret ved en 1 m bred lengdegdende bed-reekke, hvor
hver parcel var 5 m lang. Mellem hver parcel i blokken I en 50 cm
veernerakke, hvor der ikke var udsaet fra. Mellem blokkene 1a et 50 cm
karespor(fig 7.1). Sétethed var 2000 frg per m*, der er den almindelig
anvendte i planteskoler. Efter saning blev frgene dekket med vasket sand.
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Detaljer omkring de kommercielle anvendte antagonister, doseringer og
overlevelse ved udsaning i de 3 ars markforsgg fremgar af tabel 7.1.
Doseringerne blev fastlagt i henhold til de angivelser der var til radighed pa
etiketter eller baseret pa forsgg. Angivelserne var dog alle baseret pa andre
fratyper. Den endelige dosering blev sa yderligere justeret i forhold til antallet
af spiredygtige enheder (cfu) i de forskellige produkter og formuleringer.
Freene blev opslemmet i vandige oplgsninger af antagonisterne. Coatningen
foregik i plasticposer ved skiftende bevagelser i 2 minutter. Efter coatningen
blev vandindholdet bestemt

og freene blev holdt ved 33% m.c. indtil udsaning, enten ved tilsetning af
vand eller ved svag tarring. Efter coatningen henstod frgene ved ca. 15°C i 1-
2 dagn fer de blev sat til stratificering ved 3°C. Overlevelsen af svampe pa
freene blev evalueret ved pladespredninger af 3 x 5 frg pr. behandling pr.
udtagnings-tidspunkt.

Figur 7.1 Markforsgg Fosdal 2003

7.1.1 Forsggsdesign

1.4r. Markscreening

Froparti: Tversted 015/2000. Fropartiet var analyseret for lavt mht
forekomst af patogene svampe (Fusarium og Cylindrocarpon: hhv 0,25% og
1%) og spiringen 60% i laboratorietests (kapitel 2).

Alle frabehandlinger blev foretaget umiddelbart fer saning:
1. Supresivit (T. harzianum)

2. IK 726 (C. rosea)

3. FZB (Bacillus subtilis)

4. TRI 003 (T. harzianum)

5. Vand - kontrol

Fragene blev saet d. 23. maj 2002; farste markopgerelse var d. 18. juni og
anden opggrelse d. 4. juli.

2. ar: Test af selekterede antagonister pafert sammen med stratificering (pre-) eller
efter stratificeringen (post-)

Frg parti var 031/2002 F526 Tversted. Det var lavt inficeret med patogener
(Fusarium og Cylindrocarpon: hhv 0,8% og 0,2%) og spiringen blev opgjort til
65% (se kapitel 2).

Formulering med C. rosea IK726 var enten som ler eller sphagnum klid
inokulum.



. TRI1 003 precoatning

. IK726 precoating - ler
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Stratificeringen startede d. 7. april 2003; behandling 1, 2, 3 og 8: d. 10. april,
behandling 4, 5, 6, 7 og 9 d. 5. maj og saning d. 6. maj. Den farste opgerelse i
marken skete d. 20. maj, og den anden d. 16. juni 2003

3. ar: Test af selekterede antagonister pa vitale og lavvitale frg, ved to
stratificeringsleengder.

Froparti 031/02 og 028/01 Ambrolauri, Tlugi Georgien. I 2004 sas partiet
031 at have en darligere fremspiring end 1 2003, medens 028 havde bedre
vitalitet. Antagonistbehandling og stratificeringsleengder resulterede i
forskellige effekter for de to frepartier udsaet i neutralt vakstsubstrat
(kapitel 3). I markforseget onskedes det belyst om stratificeringsleengde og
frokvalitet kan indvirke pa antagonisteffekten under markforhold. Folgende
behandlinger blev foretaget:

031/02, stratificeret 3 uger + 1K 726
031/02, stratificeret 3 uger, kontrol
031/02, stratificeret 6 uger + 1K 726
031/02, stratificeret 6 uger, kontrol
028/01, stratificeret 3 uger + IK 726
028/01, stratificeret 3 uger, kontrol
028/01, stratificeret 6 uger + IK 726
028/01, stratificeret 6 uger kontrol

Saning d. 11. maj 2004; opggarelser hhv. d. 9. juni og d. 9. juli
7.1.2 Opgearelse i marken

Opgarelse af fremspiring i marken og indsamling af planter for bestemmelse
af post-emergence symptomer foregik ved udlaegning af 30 x 30 cm ramme
med trade i net pr. 10 cm. Rammen blev udlagt 6 gange i farste
praveoptzlling (8 gange i sidste optelling) efter fastlagt mgnster med 15 cm
mellem rammerne og skrat over parcellen rykket 10 cm hver gang. Planter i
ruderne i diagonalerne blev optaget til bestemmelse af angrebsgrad (dvs. ca
180 planter pr. parcel ved gennemsnitligt angreb). Farste opggrelse skete
omkring 20-30% fremspiring og sidste opggarelse, efter fuld spiring.

Planterne blev vasket og undersggt med lup for sygdomssymptomer.
Planterne blev sorteret efter 1. Post-emergence symptomer eller deforme
planter, og 2. Raske planter.

Der blev indhentet klimadata fra DMI via www.dmi.dk
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7.1.3 Statistiske analyser

Den gennemsnitlige fremspiring i markforsgg med randomiseret blok design
var kontinuert variable stgrrelser (tabel 2 to 4). Denne variabel blev analyseret
ved variansanalyse. 1 2004 eksperimentet blev der desuden analyseret ved
sortering efter faktor i 3-faktor forsgget. Spgrgsmalet om syge eller raske
planter, der indgik i alle 3 forsgg er en diskret variabel, hvor der spgrges om
en begivenhed (sygdom) finder sted eller ej. Derfor analyseres data med
logistisk regression. (Collett, 1991). For sammenligning af diskrete variable
(procent) blev odds ratio udregnet med vandkontrol som reference. Denne er
udtrykt ved odds for at finde en syg i en behandling i forhold til
sansynligheden for at finde en syg i kontrolbehandlingen. Nar odds (p/[p-1]
hvor p er muligheden for at finde en syg plante) f.eks er 0.48 for en givet
behandling vil det sige at sansynligheden for at finde en syg plante kun er
halvt sa stor som i kontrollen. For bade kontinuerte og diskrete variable blev
hypotesen forkastet nar P< 0.05. Alle data blev analyseret ved PC-SAS 8
udgave 6.11; SAS Institute, Cary, NC.

7.2 Resultater

Mark forsgget 2002 (se tabel 7.2) viste ved farste registrering i marken (d.
21.5) hgjest fremspiring af behandling 4 (Trichoderma harzianum TRI 003)
og lavest af behandling 3 (Bacillus subtilis) (fulgt af kontrollen)(p= 0.01). Ved
anden opggrelse var der ingen forskel pa antal af fremspirede fraplanter
mellem behandlingerne, (d. 5.7.02) der var ingen statistisk forskel mellem
behandlinger (p>0.05) hverken for fremspiring eller frekvens syge/raske. Der
var dog samme tendens: behandling 3 (Bacillus subtilis) 1a numerisk lavest ved
antal fremspirede (fulgt af kontrollen) medens behandling 4 (Trichoderma
harzianum TRI 003) 13 hgjest. En vandlidende parcel havde lavest fremspiring
og hgjst angreb. Ubehandlede havde den hgjeste frekvens af syge planter, men
dette var ikke statistisk signifikant i forhold til odds-ratio modellen (tabel 7.2).

I mark forsgget 2003 blev der foretaget en sammenligning af levedygtige
spiringsenheder af de tre formuleringer af antagonisterne: a) C. rosea IK726
ler, b) C. rosea sphagnum/klid, ¢) TRI 003, pa satidspunktet. Disse blev
sammenlignet med behandlinger foretaget efter stratificeringen (tabel 7.1).
Resultaterne viste at spiringsenhederne af svampene var faldet med 30 %, 6 %
and 98 % henholdsvis, for de tre formuleringer.

Ved forste marktalling blev der observeret staende vand imellem parceller i
den gstligste del af forsgget. | den statistiske analyse af forsggsdata blev der
derfor valgt 2 metoder, én for alle parceller (tabel 7.3A) og én hvor
vandlidende parceller er udtaget af beregningerne (7.3B). Af tabellerne
fremgar at der var effekt pa fremspiring af alle pre-coatninger far stratificering
- inklusive lerbehandling alene, nar vi ser pa den farste telling i marken. Ved
den anden teelling var der kun signifikant bedre fremspiring af behandling 2
(1IK726 ler behandlet fer stratificering) i forhold til kontrollen, og kun nar man
ser pa statistikken, hvor de vandlidende parceller er frataget. Der var ingen
signifikant forskel pa frekvensen af syge planter for de forskellige
behandlinger. (Tabel 7.3). Der var ikke signifikant forskel pa frekvensen af
syge/raske.

I markforsgget 2004 var der ved farste opgarelse 4 uger efter saning et meget
lavt fremspiringstal (resultat for total teelletal for 6 rammer tabel 7.4) pa grund
af en meget kold forsommer (tabel 7.5). Det ses dog en klar tendens til en



gget fremspiring for beh. 7 og 8 for fraparti 28, 6 ugers stratificering. Efter 2
maneder ses en signifikant gget fremspiring af fregparti 28 og
antagonistbehandling ved 3 ugers forbehandling af dette parti i forhold til 3
uger uden antagonisten. Hvis man bruger en analysemodel for 3 faktorforsag
og analyserer data sorteret efter forbehandlingsleengde ses en generel
signifikant (p=0.0111) effekt af antagonistbehandling ved 3 ugers
forbehandling og af anvendelse af frgparti 28 ved begge
forbehandlingsleengder(<0.0001). Hvis data sorteres efter frgparti ses en
signifikant effekt af frabehandlingsleengde for frgparti 28 (p<0.0001) og for
antagonistbehandling for frgparti 28 (p=0,0099) og signifikant men pa et
lavere niveau af antagonistbehandling for parti 31(p=0,0481).

De optagne planter blev vasket og inspiceret med lup for angreb. Der blev,
ligesom i 2002, skelnet mellem planter med rodbrand, planter med deform
fremspiring og sunde planter. Der var et signifikant hgjere sygdomsniveau i
fraparti 31 sammenlignet med parti 28. (<0.0001) (tabel 7.4). | alle forsggene
blev der overvejende isoleret Fusarium oxysporum/redolens fra post-emergence
visne og stikprgver fra pre-emergence syge frgplanter viste hovedsagelig
Pythium spp. Der blev ikke isoleret Papulaspora immersa fra planterne.

Klimadata for Thy, i de tre forsggsperioder ses i tabel 7.5. Seesonen 2002 var
gennemsnitlig for temperatur og nedbgrsmengden lav til middel i det tidlige
forar. Der var overskud i nedbgr i foraret 2003 (april/maj) mens
nedbgrsmangde og temperatur var lav i forsggsseesonen 2004. Isar var
temperaturen under gennemsnittet for juni.

7.3 Diskussion og konklusion

Resultaterne af markforsggene viste en klar tendens til at hastigheden for
spiring gges med TRI 003 og IK726 behandling, idet der ved farste teelling
ses en gget fremspiring i flere forsgg. Endvidere ses der i forsggene en
overordnet god effekt af behandlinger far stratificering, medens coatning efter
stratificering ma anses at veere af variabel effekt, men oftest uden virkning.
Det kan samlet konkluderes, at der var et hgjt plantetal, hvor
fremspiringsperiode i marken var kort, enten dette skyldes brug af
antagonister (eller ler), der gger fremspiringshastigheden, et vitalt frgparti,
eller gunstige fremspiringsforhold i marken. Set i lyset af resultater der er
opnaet i kontrollerede smitteforsgg og bekeempelse af frabarne patogener med
antagonister synes der at vaere perspektiver for anvendelse af antagonisterne
Clonostachys rosea 1K726 og Trichoderma harzianum TRI 003 i formuleringer
pa frg far stratificeringen.

Praeparatet FZB (Bacillus subtilis) viste negativ effekt pa fremspiringen i
forsgget hvor dette praeparat indgik (markforsgget 2002). Dette kan skyldes at
Rhizoctonia spp. synes at spille en mindre rolle som jordbaren patogen i
forsggsarealet (se kapitel 2), idet preeparatet er kendt for at vaere virksom mod
sygdomme forarsaget af denne svampegruppe (Wicks et al. 1995).
Overlevelsen pa frg kan imidlertid ogsa vere en faktor, da genfinding ikke blev
undersggt pa grund af sammenflydning af kolonier pa almindelig
dyrkningssubstrater.
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Tabel 7.1. Produkters oprindelse og aktuel maengde af spiredygtige enheder (cfu) samt dosering og aktuel maengde af (cfu) pa freene ved udsaningen for de tre markforsag |
2002, 2003 og 2004. Post strat. = Tilfart efter stratificering og Pre strat. = tilfgrt for stratificering

Markforsag Behandling nr. Produkt / Isolat Aktive ingredient og indhold af  Maengde tilfert percfu pr g fra ved Oprindelse af praeparatet
udfart ar formulering cfu jfr. deklaration(maerket *) g freog tidspunktsaning
eller bestemmelse ved plade- for coatning

spredning fer brug

2002 1 Supresivit™ Trichoderma harzianum 3,9 x 10% 0.002 g 6.6 x 10° Fytovita, Czech Republic
Post-strat.
2 IK 726 ? Clonostachys rosea3 x 10° 0.005 g 7.9x10° Knudsen et al. (1997)
Post-strat.
3 FZB24WG™ Bacillus subtilis >5 x 10° " 0.0003 Biotechnik GmbH Berlin,
Post-strat. Germany
4 TRI 003 7. harzianum 8.9 x 10 0.005 1.3x10° GroWell Hydroponics &
Post-strat. Plant Lighting Ltd
2003 1 TRI 003 T. harzianum 0.006g 42x10° GroWell Hydroponics &
6 x 107 Pre-strat. Plant Lighting Ltd
2 IK 726, clay C. rosea4 x 10° 0.005g 6.1x10° Knudsen et al. (1997)
Pre-strat.
3 IK 725, peat/bran C. rosea9 x 108 0.011¢g 1.9x10° Knudsen et al. (1997)
Pre-strat
4 TRI 003 T. harzianum 0.006g 2.3x10° GroWell Hydroponics &
6 x 107 Post-strat. Plant Lighting Ltd
5 IK 726, clay C. rosea4 x 10° 0.005g 9.9 x10° Knudsen et al. (1997)
Post-strat.
6 IK725, peat/bran C. rosea9 x 108 0.011g 1.8 x 10° Knudsen et al. (1997)
Post-strat
7 Supresivit 7. harzianum 2,4 x 10 0.015 g 6.6 x 10° Fytovita
Post-strat.
2004 1+3+5+7 IK726, clay C. rosea4 x 10° 0.005 g 2.6x10° Knudsen et al. (1997)
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Tabel 7.2 Resultater fra markforsag 2002 med antagonister. Spiring opgjort 4 uger efter
udsaning (d. 21.5.) ved teellinger i 6 rammer & 9 kvadrater & (10 x 10) pr. parcel og 5%
uger efter udsaning (d. 5.7) ved teellinger i 8 rammer & 9 kvadrater & (10 x 10) cm?pr.
parcel. Sygdomme pa kimplanter undersggt ved optagning af planter d. 5.7 i 8 rammer &
3 diagonale kvadrater & (10 x 10) cm? pr. parcel.

Behandling Fremspiring/ Fremspiring/ %syge® % raske Odds/ratio®
Ramme Ramme
21.5.02 5.7.02 5.7.02
gennemsnit gennemsnit!
1. Supresivit 36,9 AB 67,2 23,5 76,5 0,63"
2. IK726 36,0 AB 64,7 22,1 779 056"
3. FZB 284 C 58,8 21,3 78,7 047"
4.TRI 003 42,1 A 69,0 22,7 77,3 0,58"
5. Ubehandlet 350 B 63,9 34,4 656 1,00
P-veerdi 0,0100 0,1219 -
LSD-veerdi 6,5 n.s. -

'analysemodel: Variansanalyse; Proc glm. Data efterfulgt af forskelligt bogstav statistisk
forskellig jfr. T test for variable

2 9syge: angiver frgplanter med rodbrandsymptomer eller deform spiring af samlede
optagne

‘analysemodel: Logistisk regressionsanalyse; Proc genmod

Tabel 7.3 A Resultater fra markforsgg 2003 med antagonister. Spiring opgjort 14 dage
efter udsaning (d. 20.5.) og 6 uger efter udsaning (d. 16.6) ved taellinger i 6 rammer 4 9
kvadrater & (10 x 10) cm?pr. parcel. Sygdomme pa kimplanter undersggt ved optagning
af planter d. 16.6 i 6 rammer & 3 diagonale kvadrater & (10 x 10)cm? pr. parcel.

a. Analyse foretaget pa alle teelletal

Behandling Fremspiring/ | Fremspiring/ | %syge® % raske Odds/ratio’
Ramme Ramme 16.06.03
20.5.03 gennemsnit!
gennemsnit
1. TRI 003 pre- 415 A 65.8 A 70 30 2.6 n.s
2. IK726/ler-pre 315 BC 79.2 A 37 63 048 -
3. IK 726/sp-klid pre 35.9 BC 66.1 A 30 70 0.57
4. TR1 003 post 217D 68.0 A 45 55 057 -
5. 1k726/ler post 20.1D 67.9A 37 63 0.58 -
6. IK726/sp-klid post 147D 67.3A 45 55 06 -
7. Supresivit post 23.1 DE 71.3A 45 55 0.94 -
8. Ubehandlet ler pre 32.9 AB 86.5 A 19 81 0.22 -
9. Ubehandlet 17.7D 73.0 A 46 54 1.0
P-veerdi 0,0100 0.4643 0.4187

lanalysemodel: Variansanalyse; Proc glm. Data efterfulgt af forskelligt bogstav statistisk
forskellig jfr. T test for variable

2 9syge: angiver fraplanter med rodbrandsymptomer eller deform spiring af samlede
optagne

‘analysemodel: Logistisk regressionsanalyse; Proc genmod
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Tabel 7.3 b. Analyse foretaget pa teelletal af rammer i ikke-vandlidende parceller

Behandling Fremspiring/ |Fremspiring/ | %syge® % raske Odds/ratio’
Ramme Ramme 16.06.03
20.5.03 gennemsnit!
gennemsnit
1. TRI 003 pre- 42.1 A 73.4 BCD 51 49 185 ns
2. IK726/ler-pre 375 A 92.4 A 17 83 0.53
3. IK 726/sp-klid pre 393 A 76.1 ABCD 33 67 1.04
4. TR1 003 post 21.7 CD 57.7 ABCD 30 70 0.58
5. IK726/ler post 153 CD 67.9CD 37 63 0.98
6. IK726/sp-klid post 147 D 67.3CD 30 70 0.64 -
7. Supresivit post 247 B 76 ABCD 24 76 0.90 -
8. Ubehandlet ler pre 329 A 86.5 AB 19 81 0.36
9. Ubehandlet 17.7 BCD 76.1 BCD 36 64 1.0
P-veerdi <0,0001 0.0390 0.8403

lanalysemodel: Variansanalyse; Proc glm. Data efterfulgt af forskelligt bogstav statistisk
forskellig jfr. T test for variable

2 9syge: angiver frgplanter med rodbrandsymptomer eller deform spiring af samlede

optagne

*analysemodel: Logistisk regressionsanalyse; Proc genmod

Tabel 7.4 Resultater fra markforsgg med antagonister 2004. Spiring opgjort 4 uger efter
udsaning (d. 9.6.) og ca. 2 maneder efter udsaning (d. 8.7) ved tellinger i hhv. 6 og 8
rammer & 9 kvadrater & (10 x 10) cm?pr. parcel.

Behandling Fremspiring/ | Fremspiring/ %syge’ 9% raske Odds/ratio

Total for 6 (Ramme 8.7.04

rammer gennemsnit

9.6.04
1. 031, 3 uger K726 2,8 152D 58 42 57  ***
2. 031, 3 uger, Kontrol |1,8 10,6 D 69 31 8.0 x**
3. 031, 6 uger IK726 14,6 12,7D 65 35 7.3 FE*
4. 031, 6 uger 13,2 121D 53 47 46  ***
5. 028, 3 uger IK726 8,2 61,1B 23 77 1.0 ns.
6. 028, 3uger 4 46,9C 26 74 1271 *
7.028, 6 uger IK726  |30,8 79,1 A 19 81 09 ns
8 028, 6 uger 32,6 72,4 A 22 78 10 ns
P-veerdi <0.0001 0.4187

lanalysemodel: Variansanalyse; Proc glm.

forskellig jfr. T test for variable
2 opsyge: angiver frgplanter med rodbrandsymptomer eller deform spiring af samlede

optagne

*analysemodel: Logistisk regressionsanalyse; Proc genmod.

Data efterfulgt af forskelligt bogstav statistisk




Tabel 7.5 Klimadata for Thy i forsggsperioderne (kilde www.dmi.dk)

April Maj Juni Juli

2002 Temp °C 7.9 13.5 16.2 17.6

Nedbgr mm | 23 50 97 123

2003 Temp °C 7.5 11.5 16.3 18.8

Nedbgr mm | 81 78 94 102

2004 Temp °C 8.6 12.3 14.4 16.1
Nedbgr mm | 37 44 43 83
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8 Bekeempelse af sygdomme pa
Abies nordmanniana frgplanter ved
hjeelp af eendrede dyrkningsforhold |
marken

Med henblik pa at undersgge om planteafstand og tekstureendringer kunne
fremme spiringen af frgplanter og/eller give bedre kvalitet af frgplanterne, blev
der i 2002 parallelt med forsgg med antagonister, udfart et markforsgg med
andrede satetheder og tekstureendring ved palaegning af sand.

8.1 Materialer og metoder

Forberedelse af forsgget skete i lighed med det beskrevne for markforsgg i
2002 i naturligt inficerede forsggsparceller i Fosdal Planteskole. Frgbed
forberedtes med bedformer som antagonistforsgg, men der blev i én
behandling udlagt samme mangde sand i parcellen fgr udsaning, som der blev
palagt for alle parceller efter udsaning.

Forsggsdesign:

1. Kontrol ubehandlet almindelig framangde (2000 frg m?)
2. ubehandlet %2 framangde

3. ubehandlet ¥ frameangde

4. sand udlagt under og over frg

Forsgget blev udlagt i 4 blokke (4 gentagelser). Saning blev foretaget 23 maj;
farste teelling d. 18. juni; anden teelling d. 4. juli.

Opgarelse af fremspiring i marken og indsamling af planter for bestemmelse
af post-emergence symptomer foregik ved udlaegning af 30 x 30 cm ramme
med trade i net pr. 10 cm i lighed med forsgg beskrevet i kapitel 7. Imidlertid
blev der pa grund af lille fremspiring justeret for antallet af udlagte rammer
(antal teellinger pr. parcel). Saledes blev der i behandling 2 udlagt 16 rammer
og i behandling 3 og 4: 24 rammer.

Der blev optaget planter i diagonale ruder i alle rammer jfr. Kapitel 7. og
optagne planter vaskedes og inspiceredes med lup for angreb.
8.2 Resultater

Tabel 2 og 3 viser resultatet af opggrelserne. | tabellen udger syge planter:
planter med rodbrand og deform spiring.

Fremspiringen fulgte ngje den givne satethed idet der var hgjst fremspiring
ved hgjeste satethed (p=0.0001)(se tabel 3). Der var endvidere hgjere
procent syge ved den laveste satethed (%) i forhold til kontrollen (p=



0.0143). Der var ikke tale om en gunstig effekt ved udsaning i sand, derimod
om en darligere fremspiring (p=0.0001).

Tabel 8.1 Resultater fra markforsgg med sataethed og tekstur. Spiring opgjort 4 uger efter
udsaning (d. 21.5.) ved teellinger i 6 rammer & 9 kvadrater a (10 x 10) cm? pr. parcel og
5% uger efter udséning (d. 5.7.) ved taellinger i 8 rammer & 9 kvadrater & (10 x 10) cm? pr.
parcel. Sygdomme pa kimplanter undersggt ved optagning af planter d. 5.7. i 8 rammer &
3 diagonale kvadrater & (10 x 10) cm? pr. parcel

Behandling Fremspiring/ Fremspiring/ %syge* 9% raske Odds/ratiod
Ramme Ramme
21.5.02 5.7.02 5.7.02
gennemsnit gennemsnit!
1. alm sateethed 29,0 A 499 A 16,8 83,2 1,00
2. ¥ sataethed 19,6 B 243 B 19,2 80,8 1,08"°
3. Y, sateethed 86 C 119 C 24,3 75,7 1,46*
4. sand under frg 03 D 07 D 45 95,6 0,35"*
P-veerdi 0,0002 0,0001 -
LSD 5,0 7,0

'analysemodel: Variansanalyse; Proc glm. Data efterfulgt af forskelligt bogstav statistisk
forskellig jfr. T test for variable

2 9syge: angiver frgplanter med rodbrandsymptomer eller deform spiring af samlede
optagne

‘analysemodel: Logistisk regressionsanalyse; Proc genmod

8.3 Diskussion og Konklusion

Det kan konkluderes at teorien at lavere satethed skulle medfare en procentvis
bedre fremspiring og raskere planter ikke kunne eftervises. Endvidere havde
tilfarsel af sand far udsaning stor skadelig effekt for fremspiring.
Sygdomsudviklingen fremkaldt af Pythium svampe er kendt for at gges i
vandlidende jord (Gillmann, 2001) og forsggene kap. 7 viste ogsa at der i
vandlidende parceller var markant darligere fremspiring. Derfor ma det
forventes at en bedre afdraening vil gge fremspiringen. Tilfgrsel af et sandlag
far udsaning bevirkede imidlertid en udterring af frgene, der resulterede i en
markant lav fremspiring. Der skal hertil bemarkes at nedbgrsmangden var
forholdsvis lav i april/maj 2002 (se tabel 7.5) Hvis man med andre tiltag kan
gge porgsiteten af jorden og afdrene jorden, ma man forvente at noget af
Pythium angrebet kan afhjeelpes. Samtidig vil en sadan draningseffekt ogsa
veere gavnlig, hvis man samtidig anvender biologisk bekaempelse jfr. kapitel 7.
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9 Samlet diskussion og konklusion

I undersggelsen blev det pavist at Pythium spp. og Fusarium spp. var involveret i
pre- og post emergence udfald i Abies nordmanniana frabedene i Fosdal
planteskole. Dette er i overensstemmelse med de miljgmaessige forhold, der var pa
forsggstidspunktet, idet Pythium er kendt for at forarsage store
sygdomsproblemer ved lave temperaturer (<12°C) nar der samtidig er tale om
vade til vandlidende jorde og manglende konkurrence fra andre mikroorganismer
(Cram, 2003). | frgbedene var der generelt tale om hgj vandmetning og i 2003
var der tale om leengere tids stdende vand i visse parceller.

Meangden af frgbarne patogener varierede pa de testede frgpartier. Det hgjeste
niveau blev fundet pa frgparti 031/02, udtrykt ved antal syge fremspirede planter
i 2004 registreret i veekstkammerforsgg, 2 ar efter frgpartiet var hgstet. Frgbarne
Fusarium oxysporum og Fusarium redolens var involveret, men ogsa svampen
Papulaspora immersa blev isoleret fra sygt vaev og det er sandsynliggjort at
svampen kan forarsage sygdom nar planten vokser i sterilt medium. Det er
tidligere rapporteret at Penicillium, Rhizopus, Trichoderma og Papulaspora var de
svampe der hyppigst blev hgstet pa 111 fregpartier af Abies gennem nogle ars
undersggelser i daverende Tjekkoslovakiet (Prochazkova, 1991). Papulaspora
blev fundet i 41% af frgene, men blev ikke rapporteret patogen (Prochazkova,
1991). De opnaede resultater i markforsgget (kapitel 7) viste dog, at der ved
isoleringer fra stikprgver af pre- og post emergence syge/dade planter i marken,
kunne konkluderes at betydende patogener pa frgplanter isoleret fra marken alle 3
ar tilhgrte Pythium ultimum, Pythium spp. og Fusarium oxysporum/redolens. Denne
observation var ogsa i overensstemmelse med lignende resultater opnaet i forseg i
planteskoler (Larsen et al., 2004) hvor der fra planter fra marken ikke isoleredes
Papulaspora immersa under markforhold. Derfor er der formodentlig tale om at
svampen udkonkurreres under markbetingelser. Til gengeeld kan Fusarium spp
udvikles under stratificeringen. Saledes er der eksempel pa en gget
infektionsprocent fra 25% far til 100% efter stratificeringen (Hoefnagels &
Linderman, 1999)

Variationen i frapartiers vitalitet og sundhedsstatus bgr give grundlag for
omhyggeligt valg af stratificeringsleengder, antagonistbehandling og/eller anden
frgteknologi. Abies frg er langt mere genetisk diverse end frg af foreedlede
landbrugsafgrgder, og de har i sammenligning med disse generelt en lavere
fremspiring, der ogsa skyldes tilstedeverelsen af tomme frg. Resultaterne der blev
opnaet i denne undersggelse viste, at tilfarsel af antagonister virkede forskelligt pa
partierne. Imidlertid viste tilfgrsel af antagonister umiddelbart efter imbiberingen
- og saledes med mulighed for etablering under stratificeringen - generelt de
bedste resultater. Dette gjaldt sdvel det kommercielle produkt TRI 003 der er
baseret pa Trichoderma harzianum, som det naert kommercielle produkt
Clonostachys rosea IK726. | en sammenlignende undersggelse med forskellige
formuleringer af IK726 blev der vist at anvendelse af den mest lagerfaste
lerformulering (Jensen et al., 2000b) ogsa var en god metode til at opna effektiv
bekempelse. Hoefnagels & Linderman (1999) fandt ligeledes at anvendelse af



antagonisten, Pseudomonas chlororaphis RD31-3A ved imbiberingen, kunne
reducere udviklingen af Fusarium spp., men denne antagonist kunne ikke beskytte
mod jordbarent smitte.

Pafarsel af antagonister efter stratificeringen af Abies nordmanniana var en meget
usikker metode, der i visse tilfeelde viste sig at hemme fremspiringen. Dette blev
vist i smitteforsag i potter med lavvitalt frg, medens der i et enkelt markforsgg
2002 var en gunstig effekt af behandlingen. Tilgangeligt ilt for fraspiring er, alt
andet lige, reduceret, nar frg er naturligt koloniseret med eller coatede med
respirerende mikroorganismer (Harper & Lynch, 1979; Ruegger et al.1990).
Dette giver normalt ikke anledning til problemer, idet der er en raekke eksempler
pa at frebejdsning af landbrugs- og havebrugsafgrader med antagonister
resulterer i god fremspiring(Knudsen et al. 1997; Jensen et al 1996; Jensen et al
2004). Men det er ogsa almindelig kendt at spiringen af lavvitalt frg er seerlig
falsom for underskud af ilt (Basra, 1995; ISTA, 1995). Den ggede konkurrence
om ilten kan opsta pa baggrund af en gget udskillelse af exudater i lavvitalt frg,
der skaber gget veekst af mikroorganismer (Short & Lacy,1976; Gorecki et al.
1985; Basra, 1995). Det er tidligere observeret at bejdsning af lavvitalt
gulerodsfrg med 1K726 har givet reduceret fremspiring i forhold til ubehandlet
(Jensen, pers. komm.).

Forsggene har vist at IK726 vokser under de kolde forhold under stratificeringen.
Den konkurrencemassige fordel, der kan vare ved at antagonisten etableres pa
frgets testa - hvor roden bryder - kan bidrage dels til at nedbringe andre
mikroorganismer pa frget allerede under stratificeringen og dels til at beskytte
frgplanten i marken. | undersggelsen er det demonstreret, at det er muligt at gge
fremspiringen i frebede under naturlige betingelser.

Det kan saledes konkluderes at

e Pythium spp og Fusarium spp. spiller en stor rolle for sygdomsudviklingen
i frgbede af nordmannsgran i Fosdal planteskole

e stratificeringslaengder kan have en stor betydning for den totale
fremspiring

e Clonostachys rosea IK726 kan kolonisere frg ved de lave temperaturer
under statificeringen

e preeparaterne TRI003 (Trichoderma harzianum),C. rosea IK726 og en
coatning af frg med ler kan fremme spiringen i Abies nordmanniana
frebede med mere end 100%.

e C.rosea IK726 har vist evne til sygdomsbekaempelse af savel frgbarne
patogener som Fusarium spp og Papulaspora immersa som jordbarent
Pythium ultimum var ultimum

o Effekten af IK726 er starst ved en tilsetning til frg ved stratificeringens
begyndelse

e Der var hgijt plantetal, hvor fremspiringsperiode i marken var kort, enten
dette skyldes brug af antagonister eller ler, der gger
fremspiringshastigheden, et vitalt frgparti, og/eller gunstige
fremspiringsforhold i marken.

e Anvendelse af mindre satethed og udlegning af sand fer udsaning
resulterede ikke i gavnlig effekt for fremspiring. Under den givne (ringe)
tilgeengelighed af vand haemmede sandlaget spiringen i voldsom grad.
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Samlet set viser forsagene at effekten af antagonister kan variere fra ar til ar. De
positive tendenser der ses ved antagonistbehandlinger integreret i
forbehandlingen giver dog grundlag for at optimere virkningen med henblik pa
anvendelse i praksis pa lidt leengere sigt ved forskellige tiltag som opridses i
perspektivafsnittet (kapitel 10)



10 Perspektivering

Anvendelse af mikrobiologisk bekeempelse af sygdomme i forbindelse med
skovfrg er et nyt og ret uudforsket forskningsomrade. Der findes ikke
tilsvarende undersgagelser for frg af nordmannsgran, hvilket formodentlig
hovedsagelig skyldes betydningen af planten pa verdensplan. En anden faktor
(som har betydning i forsggstilretteleegningen) er vanskelighederne ved at
opna standardiserede frg. Set i dette lys kan resultaterne i indeveerende projekt
danne grundlag for et videre arbejde hen imod praktisk anvendelse. Et sadant
arbejde kan savel ga i retning af en dybere forstaelse for dynamikken i
bekeempelsen (se afsnit 10.1), som i en praktisk orienteret retning, hvor flere
relevante parametre inddrages i en samlet vurdering af mulighederne for at
tilretteleegge optimale antagonistbehandlinger til fremme af dyrkningen af
sunde nordmannsgran pa en rentabel made (se afsnit 10.2 og 10.3).

10.1 Frgets respons pa antagonistbehandling

Resultaterne har vist at der er gode perspektiver med anvendelse af
Clonostachys rosea I1K726 og TRI 003 (Trichoderma harzianum), der ogsa har
vist effekt i andre afgrgder inficeret med lignende patogener. Antallet af
testorganismer var fa (fire) men til gengzld blev resultaterne for de to
ovenstaende antagonister validerede i mange forsgg. Det er interessant at
Abies-spermospheren i lighed med forholdene for flere andre frgtyper kan
veere substrat for antagonisters kolonisering. Det er generelt ikke velundersggt
hvilke exudat-molekyler der udskilles gennem imbibering og spiring, men der
forekommer store forskelle i exudaters sammensetning imellem forskellige
fratyper (Nelson 2004). Betydningen af gkologien af det mikrobielle samfund
der findes pa frgene i forhold til bekeempelse er heller ikke er undersggt men
papeges bl.a. i Nelsons review (2004) at repraesentere the greatest need of
research”. | indeveerende undersggelser blev der i undersggelserne fokuseret
pa patogene svampe og derfor anvendt overfladesterilisering. Fra
undersggelser pa agern er det vist, at den mikrobielle sammensatning her er
seerdeles divers (Knudsen et al. 2004). Frgenes modtagelighed overfor
sygdomsangreb er oftest beskrevet som stgrst indenfor en meget kort periode
af fremspiringen pa 12-24 timer, dette geelder serligt for Pythium ultimum
(Osburn & Schroth 1988; 1989). For at optimere en behandlingsstrategi vil
det veere interessant at fa fastslaet, hvordan interaktionen mellem naturligt
forekommende og introducerede mikroorganismer pa fre foregar, hvorledes
beskyttelsen sker og hvilke exudatmolekyler der udskilles — og hvornar - hos
Abies nordmanniana. | denne sammenhang kunne det ogsa vaere relevant at
undersgge om nogle af de naturligt forekommende mikroorganismer, der f.eks
opformeres i stratificeringen kan virke spiringsfremmende.

10.2 IPM strategi
| forsggene er der arbejdet med i alt fire frgpartier. | partierne er der
demonstreret pludseligt fald i vitalitet, forskelle i spireevne og forekomst af

forskellige sygdomsniveauer. Derimod er det ikke undersggt om frgenes
afstamning influerer pad modtagelighed mod sygdom. Sammenlignende
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undersggelser i smitteforsgg med mange partier kunne her vere nyttige. Der
er gode perspektiver i at anvende en IPM strategi med fokus pa optimal
frekvalitet (inklusive frgteknologier som stratificering og kvalitetssortering),
anvendelse af antagonistiske svampe og optimale dyrkningsbetingelser.
Herunder vil det veere interessant at fa belyst, hvilken rolle dyrkningen af
forkulturer kan spille i en sddan integreret strategi. Der blev i et andet, netop
afsluttet pesticidforskningsprojekt (Larsen et al., 2004) konkluderet at en
forkultur med korsblomstrede afgrgder i visse tilfelde kan virke
biosanererende. Samtidig blev det vist at en dampbehandling h&emmede den
generelle svampebiomasse (Larsen et al., 2004). Ved anvendelse af
dampbehandlinger er det oplagt, at der er perspektiver i at kombinere denne
med anvendelse af nytteorganismer, herunder hurtigt voksende saprofytiske
antagonister som Trichoderma eller Clonostachys, der kan etablere sig i det
skabte biologiske vacuum (James, 1987; Bihan et al 1997) og hindre
efterfglgende invasion af patogener. Et andet omrade, der i indeveerende
forsgg ikke blev afdaekket til bunds, er muligheden for at optimere jordens
textur, da denne oplagt har betydning for savel fremspiring som udvikling af
sygdomme. Sadanne optimeringer vil dog vare lettere at omsatte i praksis i
containerkulturer (se nedenfor).

10.3 Behandling med antagonister i andre dyrkningssystemer

I de indevaerende undersggelser er der udelukkende fokuseret pa den del af
skovplanteskoledriften, der knytter sig til barrods produktion af frgplanter pa
bede. En anden del der har faet stigende interesse er produktion af freplanter i
containere og den udgagr i flere lande, f eks Sverige (Nystrom et al, 2001)
allerede stgrstedelen af produktionen. Her er det et stort gnske fra erhvervet at
man kan opna en sikker spiring ved udsaning af ét frg per plug (potte). For
Abies nordmanniana er dette mal ikke muligt at opfylde i gjeblikket.
Undersggelser har vist at skegnt de jordbarne patogener her undgas, kan den
frabarne smitte til gengeeld give anledning til stgrre grad af sygdom
(Sutherland, 1991). Gennem de indevarende undersggelser er det abenbart,
at der er behov for en videreudvikling af kvalitetsstyringen af frgpartierne
gennem optimeringer af forholdene - fra plukning af kogler til sortering m.v
og frem til udsaning af frgene. Herunder er der behov for yderligere
teknologiudvikling pa flere niveauer, hvor en optimering af tilsetning af
antagonistiske mikroorganismer kan veere et vigtigt bidrag til sikring af
spiringen. Inden for potteplante sektoren er det en anvendt strategi at tilsette
antagonistiske praeparater til pottemulden ved omplantning. Tilsatning af
nyttesvampe til pottejord eller plantehullet i bedet, eller dypning af
smaplanterne er ogsa inden for skovbruget, teknologier, der kunne vare
teknisk mulige, hvis der er behov for det.

Det vil derfor veere gode perspektiver i at videreudvikle formuleringsstrategier
af de virksomme antagonistiske svampe primeert i forhold til anvendelse
sammen med stratificeringen og evt. i forhold til tilsetning til redder eller jord.
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