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EVALUATION OF METHODS BASED ON INDICATOR PLANTS AND
QUANTITATIVE PCR TO ESTIMATE RHIZOCTONIA SOLANI AG2-2 IIIB
SOIL INOCULUM DENSITY IN A MAIZE-SUGAR BEET CROP ROTATION

ABSTRACT

Rhizoctonia solani AG2-2 IIIB is the causal agent of late crown and root rot in sugar
beet (Beta vulgaris subsp. vulgaris). In a 4-year field study, we analyse the effect of
different maize cultivars on the inoculum density of the pathogen and on the damage
caused in a subsequent sugar beet crop. Here, we report on the evaluation of diffe-
rent field and laboratory methods to estimate the inoculum potential of this pathogen
in field soils. The field trial consisted of a fully randomised block design with 3.0 x
6.7 m plots, 3 maize cultivars and 4 replications, in Lower Bavaria, Germany. The
field was artificially inoculated with R. solani in 2009 before being planted with sugar
beet. Control plots remained uninoculated. In 2010, maize was grown on the site,
and R. solani inoculum was monitored monthly using maize root damage and root
damage of the on-site indicator plant Vicia faba. In addition, soil samples were taken
in autumn for a greenhouse bioassay with V. faba, and a quantitative PCR (qPCR)
test with quinoa (Chenopodium quinoa) seed baits. All tests were in good agreement
and able to clearly discriminate between inoculated and control plots, with the latter
showing significantly lower disease indices in field and greenhouse assays. The diffe-
rent susceptibility levels of the maize cultivars, as shown by root rot symptoms, were
not generally reflected in the other assays at the present stage of the project. How-
ever, over all plots and cultivars, gPCR data (Ct values) of quinoa baits incubated on
soil samples revealed clear and significant negative correlations with most remaining
inoculum indices. This confirms the suitability of the tests applied here and proves
that a quinoa bait assay combined with gPCR techniques is able to reflect R. solani
AG2-2 1lIB soil inoculum density. It might therefore be an alternative method to moni-
tor a soilborne pathogen notoriously difficult to handle.
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EVALUATION DE METHODES BASEES SUR L’UTILISATION DE
PLANTES INDICATRICES ET DE LA PCR QUANTITATIVE POUR
ESTIMER LA DENSITE DE L’ INOCULUM DU SOL DE RHIZOCTONIA
SOLANI AG2-2 IlIB AVEC UNE CULTURE EN ROTATION MAIS —
BETTERAVE A SUCRE

RESUME

Rhizoctonia solani AG2-2 1lIB cause le retard et la pourriture de la racine chez la
betterave a sucre (Beta vulgaris subsp. vulgaris). Dans une étude au champ de 4
ans, nous avons analysé l'effet de différents cultivars de mais sur la densité de I'in-
oculum du pathogene et sur les dégats causés dans une culture ultérieure de
betterave a sucre. Ici, nous présentons les résultats de I'évaluation des différentes
méthodes au champ et au laboratoire pour estimer le potentiel de I'inoculum de ce
pathogéne du sol. L’expérience au champ consistait d'un dispositif en blocs rando-
misés avec des parcelles de 3.0 x 6.7 m, avec 3 cultivars de mais et 4 réplications,
en Basse Baviére, Allemagne. Le champ a été inoculé artificiellement avec R. solani
en 2009 avant de planter la betterave a sucre. Les parcelles témoin n’ont pas été
inoculées. En 2010, le mais a été cultivé sur le site et I'inoculum de R. solani a été
contrélé tous les mois en utilisant les racines de mais endommagées et les racines
endommagées des plantes indicatrices Vicia faba sur le site. De plus, des échan-
tillons du sol ont été préleveés en automne pour un bio-essai en serre avec V. faba et
une PCR quantitative (qQPCR) avec des graines de quinoa (Chenopodium quinoa)
comme appat. Tous les tests concordaient et étaient capable de différencier claire-
ment entre les parcelles inoculées et les parcelles témoin, ces derniéres montrant
des indices de maladie significativement inferieurs aux expériences au champ et en
serre. Les différents niveaux de susceptibilité des cultivars de mais, comme le
démontrent les symptdomes de pourriture des racines, n‘ont pas été généralement
reflétés dans les autres essais jusqu’a présent. Néanmoins, parmi toutes les parcel-
les et tous les cultivars, les résultats de la gPCR (valeurs de la Ct) des appats de
quinoa incubés sur les échantillons du sol ont clairement révélés des corrélations
significativement négatives avec la plupart des indices d’inoculum restant. Ceci con-
firme la pertinence des tests utilisés ici et démontre que I'utilisation du quinoa comme
appat combinée a la qPCR est capable de refléter la densité de I'inoculum de R.
solani AG2-2 IIIB du sol. Il pourrait ainsi étre utilisé comme une méthode alternative
pour contrdler un pathogéne du sol, reconnu comme étant difficile & manipuler.

PRUFUNG VON METHODEN ZUR ABSCHATZUNG DER RHIZOCTONIA
SOLANI AG 2-2 llIB INOKULUMSDICHTE IM BODEN ANHAND VON
ZEIGERPFLANZEN UND QUANTITATIVER PCR

KURZFASSUNG

Rhizoctonia solani AG2-2 IIIB ist der Erreger der Spaten Rubenfaule der Zuckerriibe
(Beta vulgaris subsp. vulgaris). In einer 4-jahrigen Studie wird der Effekt verschie-
dener Maissorten auf die Inokulumdichte des Pathogens und das Schadausmal} bei
sich in der Fruchtfolge anschlielBenden Zuckerriiben untersucht. Der Feldversuch
besteht aus einer randomisierten Anlage mit 3.0 x 6.7 m grol3en Parzellen und 3
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Maissorten, in 4-facher Wiederholung. Das Feld wurde in 2009 vor der Aussaat von
Zuckkerriibe zunachst kinstlich mit R. solani infiziert, wobei die Kontrollparzellen un-
inokuliert blieben. 2010 und 2011 wurde Mais gesat, und das Bodeninokulum-Poten-
tial wurde in monatlichen Abstadnden anhand der Wurzelschaden an Mais sowie an
der Zeigerpflanze Ackerbohne (Vicia faba) abgeschatzt. Zusatzlich wurden im Herbst
Bodenproben fur einen Gewachshaus-Versuch mit Ackerbohne und einen quantitati-
ven PCR-Assay (QPCR) mit Quinoasamen-Kddern (Chenopodium quinoa) genom-
men. Alle Tests stimmten in ihren Ergebnissen im Wesentlichen Uberein, und kon-
nten deutliche Unterschiede zwischen inokulierten und Kontroll-Parzellen zeigen, wo-
bei letztere deutlich geringere Befallsindizes aufwiesen. Die anhand von Wurzel-
schaden gezeigten Unterschiede in der Anfalligkeit der Maissorten konnten jedoch
bislang mit den Ubrigen Tests nicht abgebildet werden. Gemittelt Uber alle Parzellen
und Sorten zeigten die gPCR-Daten (Ct-Werte) der Quinoa-Kdder signifikant nega-
tive Korrelationen mit den meisten Ubrigen erhobenen Indizes. Dies bestatigt die
grundséatzliche Eignung der hier angewandten Tests und zeigt, dass ein Quinoa-
Kdder-Assay in Kombination mit gPCR das Inokulumpotential von R. solani AG2-2
[1IB im Boden abbilden kann. Er stellt somit eine mdgliche Methode zum Monitoring
eines schwierig zu analysierenden bodenblirtigen Pathogens dar.
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