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Forord

Dette specialeprojekt er den afsluttende opgave pé biologiuddannelsen ved Aarhus Universitet.
Specialet er skrevet med tilknytning til projektet ”Prevention of mycotoxins” (PREMYTOX) under
Forskningscenter for @kologisk Jordbrug (F@JO) ved Danmarks JordbrugsForskning (DJF),
Forskningscenter Foulum.

Data er baseret pa prover udtaget pa en udvalgt ekologisk drevet bedrift efteraret 2000 og 2001
samt prover udtaget i en eksperimentel forsegsopstilling pa Forskningscenter Foulum mellem

oktober 2001 og september 2002.

Det var mit gnske at skrive specialeprojektet med tilknytning til DJF dels for at fa et indblik i, hvad
det vil sige at arbejde i sektorforskningen, dels for at blive tilknyttet et praksisnaert projekt 1
samarbejde med en forskergruppe. Dette onske blev til fulde opfyldt. Det har veret en stor
motivationsfaktor bade at samarbejde med de tilknyttede personer pa Foulum og at veere med til at
producere resultater, der kan anvendes i praksis. Jeg har deltaget i et projekt, der er serdeles
relevant og aktuelt for bade producenter, forbrugere og videnskabsfolk. Vi har fiet resultater, der

stiller flere spergsmal, end de besvarer, men det er pre&misserne, ndr vi fordyber os.

Jeg vil gerne takke mine vejledere Susanne Elmholt, Forskningscenter Foulum, og Niels Peter
Revsbech, Aarhus Universitet. Tak til Afdeling for Jordbrugsproduktion og Milje samt FOQJO for at
gore det muligt at skrive dette specialeprojekt. Tak til driftslederen pd den udvalgte bedrift for godt
samarbejde og for at stille bedriften til rddighed. Tak til personalet p4 Afdeling for
Jordbrugsproduktion og Milje specielt til Jorgen Munksgaard Nielsen, Henning Hougaard, Finn
Christensen, Anne Sehested og Rita C. Bundgaard, Foulum, samt Erik Flgjgaard Kristensen,
Bygholm, for teknisk assistance og vejledning. Tak til Peter H. Rasmussen, Fedevaredirektoratet,
for OTA-analyser og til Preben Bleasild, Aarhus Universitet, for assistance med statistikken. En
speciel tak til Knud Larsen for rdd og kommentarer, Mette Struwe Bertelsen for hjelp til opsatning
og min sester Sanne for korrekturlaesning. Min familie skylder jeg stor tak for stette og opbakning.

Endelig vil jeg takke Poul for at have hjulpet mig pa alle mader.
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1. Indledning

Mykotoksiner er giftige metabolismeprodukter produceret af svampe (Scudamore & Wilkin, 1999).
Ordet er afledt af det graeske mykés, der betyder svamp. Hvilke mekanismer, der regulerer
svampemetabolismen og dannelsen af toksiner, og hvilken rolle metabolitterne har i svampenes
livscyklus, ved vi stadig meget lidt om.
Nogle af metabolismeprodukterne er til gavn for mennesker bl.a. ved anvendelse inden for den
farmaceutiske industri, andre er skadelige. Ochratoksin A (OTA) er et eksempel pé et af de
skadelige metabolismeprodukter. Det er et af de vigtigste mykotoksiner globalt set, og
sundhedsrisikoen for mennesker og dyr er blevet pavist (Scudamore & Wilkin, 1999). OTA er bade
nephrotoksisk, carcinogent, teratogent og immunotoksisk (Marquart & Frohlich, 1992). I de
tempererede omréder forekommer OTA specielt i cerealier, hvor det produceres af Penicillium
verrucosum. P. verrucosum karakteriseres som en lagersvamp (Frisvad, 1995). Lagersvampes
okologi og livshistorie 1 kornmarker og deres rolle i naturlige plantesamfund ved man reelt meget
lidt om (Wicklow, 1995). Lillehoj & Elling (1983) understreger vigtigheden af, at vi forstar
gkologien bag den naturligt foreckommende OTA i fodevarer, og derfor er det essentielt at kende
den toksinproducerende svamps cyklus fra jord til korn og tilbage til jord igen.
Vived om P. verrucosum:

e at den er fundet naturligt i danske jorde (Elmholt, 2003)

e at den kan overleve i markjord i mange maneder og overvintre (Elmholt & Hestbjerg 2000)

e at den kan opformeres i jord (Elmholt & Hestbjerg 2000)

e at den forekommer i nytaersket korn (Elmholt, 2003)

e at den forekommer specielt ved vade hestar (Jorgensen ef al., 1996)

e atden trives i lagret korn og kan opformeres til hoje niveauer (Elmholt, 2003; egne

resultater)
e atden kan overleve 1 lagre fra ar til ar (egne undersogelser)
e at bestemte fysisk/kemiske, biologiske og genetiske faktorer er bestemmende for dens
trivsel (Northolt, 1979; Frisvad, 1995; Pitt & Hocking, 1997; Samson et al., 2000)
e at interaktioner mellem mange faktorer er afgerende for svampens vaekst og

mykotoksindannelse (Frisvad, 1995)



Studier af P. verrucosum viser dog stor variation mellem marginale betingelser for vaekst og
dannelse af OTA. Specielt om dannelsen af OTA findes der mange ubesvarede sporgsmal.
Vi ved ikke entydigt om OTA:

e kan dannes af P. verrucosum 1 jorde (Elmholt, 2003)

e hvorfor det produceres (Hestbjerg, 1999)

e hvilke betingelser der trigger” dannelsen (Harwig & Chen, 1974; Northolt et al, 1979,
Lillehgj & Elling, 1983; Filtenborg et al., 1990; Madhyastha ef al, 1990, Marquart &
Frohlich, 1992; Miiller & Boley, 1992; Frisvad, 1995; Marquardt & Ronald, 1996;
Abramson, 1997; Scudamore & Wilkin, 1999; Pitt et al., 2000)

EUs ”Scientific Commitee of Food (SCF) anbefaler, at det tolerable daglige indtag (TDI-vaerdi) for
OTA skal vaere sd lavt som mulig og ikke hejere end 5 ng/kg legemsvagt/dag (Jergensen et al.,
1996). Undersogelser af det daglige konsum af OTA pa baggrund af europeiske data for forekomst
og kost viste gennemsnitsverdier pa 1,8 ng/kg legemsveagt/dag (Walker, 1999).
Indtagsberegninger foretaget pd baggrund af Fadevaredirektoratets overvagningssystem fra 1986-
1997 viste, at den primere kilde til optagelse af OTA er konsum af korn og kornprodukter.
Resultaterne viste desuden, at personer, der udelukkende spiser okologiske kornprodukter, har
risiko for at overstige den anbefalede TDI-vaerdi. I 1995 blev der indfert en graensevaerdi pa 5 pg/kg
for indhold af OTA 1 korn og kornprodukter for humant konsum. Beregninger viser, at hvis denne
grenseverdi overholdes, er befolkningen sikret mod overskridelse af TDI-vaerdien (Jorgensen et
al., 1996). Resultater fra overvagningssystemet og egne resultater viser dog, at der i nogle tilfeelde i
korn forekommer OTA-verdier langt over greensevardien. Derfor er det vigtigt at forebygge, hvor

vakst af P. verrucosum og dannelse atf OTA kan forekomme.

Dette projekt prasenterer resultater, der belyser og stiller nye spergsmal til aspekter af Penicillium
verrucosums gkologi.
Projektet er et resultat af et litteraturstudie (teoridel), et moniteringsprojekt (delprojekt I) og et
forsegsprojekt (delprojekt II).
Formélet var:
e atundersoge hvordan udvikling af P. verrucosum og dannelse af OTA kan forebygges.
Herunder var det nedvendigt at undersege hvilke betingelser, der favoriserer vaekst af P.

verrucosum og dannelse af OTA



e atundersege et planlager pa en gkologisk bedrift for at fa en praksisrelateret indgangsvinkel
til problemstillingen
e at afprove metoder og konstruere en forsegsopstilling, der kunne bidrage med viden

omkring P. verrucosums evne til at sprede sig fra hotspot

Original referencer, som jeg ikke selv har lest, er i samrdd med min vejleder refereret pd folgende

made, Bennet & Bentley (1989) (iflg. Hestbjerg, 1999) diskuterer...

Delprojekt I

Resultaterne herfra fokuserer specielt pa terringsfaciliteterne ved en udvalgt ekologisk bedrift.
Baggrunden for valget af denne bedrift er, at bedriften har indgéet i en tidligere casestudy (Elmholt,
2003), hvor der opstod mistanke om, at bedriften havde problemer med P. verrucosum.

Projektet belyser desuden tendensen til, at der er storre problemer med P. verrucosum og dannelse

af OTA pa ekologisk drevne bedrifter.

Delprojekt 11
Det eksperimentelle projekt omfatter studier af P. verrucosums evne til at sprede sig fra inducerede

hotspots samt en undersogelse af, om der er forskel pa kornarters modstandsdygtighed.

Artikler

Nogle af resultaterne fra delprojekt I har dannet baggrund for en artikel til "@kologisk Jordbrug” med
gkologiske landmand som mélgruppe. Artiklen udkom den 18. april 2003. Artiklen er oversat til engelsk og
udkommer i det internationale nyhedsbrev fra Danish Research Centre for Organic Farming (DARCOF),

http://www.darcof.dk/enews/may03/index.html. Den udkommer maj 2003. Artiklerne er vedlagt i appendiks
1.




2. Teoridel

2.1 Mykotoksiner og mykotoksindannende svampe
Mykotoksiner i foder og fedevarer har varet et problem for menneskeheden fra kultiveringen af

korn begyndte for arhundreder siden. I dag udger mykotoksinforureninger stadig en vasentlig risiko

for foder og fodevareproduktionen og for sundhedstilstanden hos mennesker og dyr.

2.1.1 Definition af mykotoksiner

Mykotoksiner er ifelge Abramson (1998) naturligt foreckommende sekundare produkter fra svampe,
der ved optagelse gennem foder og fodevarer er giftige.
Denne definition ekskluderer mykotoksiner, der er frembragt i laboratoriet samt zearaleon og de
tilherende derivater, der 1 stedet har gstrogenlignende effekt og derfor tilherer gruppen af
svampegstrogener (Abramson, 1998). Ligeledes negligerer definitionen gruppen af toksiner, som
har fytotoksiske effekter (pavirkning af planter) (Desjardins & Hohn, 1997) (iflg. Hestbjerg, 1999)
og antibiotiske effekter (pavirker andre mikroorganismer) (Vesonder & Golinski, 1989) (iflg.
Hestbjerg, 1999). Dette har givet ophav til megen diskussion om anvendelsen af termen
mykotoksin. Termen *mycopoisons’ foreslds introduceret i1 stedet for 'mycotoxins’ (Hestbjerg,
1999).
Betydningsmassigt omfatter ordet mykotoksiner i sig selv en bredere definition, eftersom myko
kommer af graesk ‘mykes om svampe og toksiner af graesk tok'sikon for giftstof. Jeg ser derfor
ingen grund til at @ndre termen. I stedet anvendes her en udvidet definition, der ogsé omfatter
toksiske effekter pa andre organismer.
Sekundare metabolitter er produkter, der produceres efter den aktive vaekstfase. Modsat
primarmetabolisme har sekundermetabolisme ikke noget med syntesen af cellemateriale og normal
vakst at gare. Mykotoksiner herer under kategorien sekundare metabolitter (Prescott e al., 1993).
Inddelingen i primer og sekunder svampemetabolisme er dog omdiskuteret (Benett & Bentley,
1989; Bennett, 1995 (iflg. Hestbjerg, 1999)). Bennet & Bentley (1989) (iflg. Hestbjerg, 1999)
diskuterer definitionen af sekundaer metabolisme og belyser:

e at sekundaer metabolisme ikke er essentiel for vaekst (Bu’Lock, 1975) (iflg. Hestbjerg, 1999)

e at sekundare produkter ikke har stor biologisk udbredelse. Nogle slaegter er eneste

producent af et sekundert produkt, hvorimod primerprodukter har stor biologisk udbredelse



e at de metabolske forleb ved dannelsen af sekundare metabolitter er langt mere komplekse
end den kortere biosyntetiske vej, mange af primarprodukterne har

e at sekundare metabolitter ikke har nogen tydelig funktion i svampes livscyklus

Argumenterne imod at inddele i1 primeer- og sekundarsvampemetabolisme er bl.a., at sekundaere
metabolitter har en funktion i svampenes livscyklus, at de er naturligt forekommende, at de har
specifikke funktioner, samt at biosyntetiseringen er en energikraevende proces, der mé vare rentabel
for organismerne (Maplestone et al., 1992) (iflg. Hestbjerg, 1999). Anvendelsen af termen
”sekunder” er desuden kontroversiel, idet nomenklaturen antyder, at produkterne er mindre vigtige.
Derfor har der bl.a veret forslag om at erstatte primer og sekundaer med “generel” og “’speciel”
(Bennet & Bentley, 1989) (iflg. Hestbjerg, 1999). En ny definition af sekundaermetabolitter blev
foresléaet af Frisvad (1998) (iflg. Hestbjerg, 1999, s. 6): ”Secondary metabolites are extrovert
chemical differentiation products produced by living organisms”.

Jeg vil i det folgende anvende en bred definition, hvor mykotoksiner er svampemetabolitter, som er

giftige for andre organismer.

2.1.2 Hvilke mykotoksiner findes?

Mere end 300 mykotoksiner er identificeret i laboratoriestudier, men blot 20 er naturligt
forekommende i mangder, der er til fare for fedevaresikkerheden (Smith ez al., 1994). For
landbruget er det primart 6 grupper af mykotoksiner, som har betydning. Disse er: aflatoxiner,
ochratoxin A, patulin, fumonisiner, trichothecener, og zearalenon (Pittet, 1998) (Tabel 2.1.1). I tabel
2.1.1 er der yderligere tilfojet citrinin, xanthomegnin og viomellein, idet Frisvad (1995) fojer dem
til trichothecener, zearalenon og ochratoxin A som de vigtigste mykotoksiner i lager i tempererede
klimatiske zoner.

Nogle slegter producerer kun en type mykotoksin, mens andre producerer flere. Endvidere er der

flere slaegter, som producerer samme type mykotoksin (Smith et al.,1994).
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Tabel 2.1.1 Hovedgruppe af mykotoksiner der giver problemer i landbruget og eksempler pa
producenterne og deres forekomst.

Mykotoksiner EKks. pa producerende svampe og deres forekomst

Aflatoksiner By, B, |Aspergillus flavus (cerealier, krydderier, nedder, torrede figner) , A4.

G, G og M, parasiticus (cerealier, negdder, jord), A. nomius

Ochratoksin A Penicillium verrucosum (cerealier, jord), Aspergillus alutaceus

Citrinin Penicillium verrucosum (cerealier, jord), P. citrinum, P. terrus (cerealier)

Xanthomegnin P. freii (cerealier), P. cyclopium (cerealier)

Viomellein P. freii (cerealier), P. cyclopium (cerealier)

Patulin Penicillium expansum (frugt, jord), Aspergillus alutaceus, Byssochlamys
nivea

Trichothecener Fusarium graminearum (cerealier, grasser, jord), F. culmorum, F.

(ex.DON) crookwellense, F. sporotrichioides (jord), F. poae (cerealier, jord, rter), F.
tricinctum, F. acuminatum (cerealier, citrusfrugter, bananer, jord)

Zearalenon Fusarium equiseti (cerealier, jord), F. graminearium (cerealier, grasser,
jord), F. culmorum (cerealier, kartofler, erter, jord), F. crookwellense
(cerealier, kartofler, jord)

Fumonisiner Fusarium moniliforme, F. proliferatum (ris, majs, frugt, korn)

(baseret pa Samson et al., 2000; Elmholt & Kristensen, 2001; Pittet, 1998)

Aflatoksiner

Aflatoksiner forekommer hovedsageligt 1 afgrader 1 fugtige tropiske og subtropiske klimaer. [ EU

findes de 1 importerede fodevarer (Elmholt & Kristensen, 2001). De produceres primert af A.

flavus og A. parasiticus, der henholdsvis er dominerende pd planter og i jordmiljeer. De er indelt i

B- og G-grupper efter deres floureserende egenskaber (Pittet, 1998). By, B,, G; og G, er naturligt

forekommende, mens aflatoksin M; er et derivat af B; M; fremkommer som konsekvens af en

detoxificering eller hydrolisering i melk fra lakterende dyr inklusiv mennesker, der har indtaget

kontaminerede produkter med aflatoksin B; (Smith ez al., 1994). Det heender dog, at aflatoksin B;

forekommer i tempererede omréader, og her specielt i cerealier, der er behandlet med forsurende

produkter og opbevaret fugtigt. Aflatoksiner kan vere akut toksiske, carcinogene, mutagene,

teratogene og immunforsvarsneds&ttende for de fleste dyregrupper (Smith et al., 1994), (Frisvad,

1995). Risikoen for forekomster af aflatoksiner er sterst i bl.a. majs, jordnedder og pistacienedder.

Soyabenner, benner, ris, hvede, rug og byg er modstandsdygtige over for aflatoksiner i marken,

men lagres disse afgrader under betingelser med heje fugtigheder og temperaturer, forekommer

forureninger med aflatoksiner ogsa her (Pittet, 1998).

Ochratoxin A

Vil blive uddybet i1 afsnit 2.1.3
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Citrinin

En del arter producerer citrinin, men for cerealier er det primaert P. verrucosum, P. citrinum og A.
terreus. Citrinin er fundet i cerealier i Danmark, Sverige, Tyskland, Storbritannien, Canada, USA
og Brasilien. I Brasilien er der rapporteret porcin nefropathi (mugnefrose) forarsaget af
kontamineret byg med P. citrinum (Frisvad, 1995). Mugnefrose udarter sig makroskopisk som 1'2-2
gange forstorrede nyrer. I dyreforseg er citrinin pavist som arsag til nyreskader, der mindede om
porcin nefropathi (mugnefrose). Det menes, at der er synergieffekter med ochratoksin A og citrinin
(Marquardt & Ronald, 1996).

Citrinin har vist sig at have bade antibiotiske og fytotoksiske effekter (Stermer et al., 1998).

Xanthomegnin og Viomellein
Xanthomegnin og Viomellein produceres af meget almindeligt forekommende penicillier i korn. De
er fundet i kornprever fra Danmark og Storbritannien. Undersggelser viser, at de har hepato- og

nephrotoksiske effekter (Frisvad, 1995).

Patulin

Patulin bliver primeert produceret af P. expansum, der er vigtig ved kontaminering af frugt og
grontsager. Forekomsten af svampevakst og felgende produktion af patulin opstar typisk efter
beskadigelse af frugter. Flere undersegelser har fundet meget hoje verdier af patulin 1 a&blejuice.
Overordnet var 50% af @blejuiceproverne positive for indhold af patulin. Arsagen hertil var, at
juicen blev lavet af gamle, halvradne abler. Dette har de seneste ar fort til oget fokus pa
produktionsmetoderne og omgangen med ablerne. Forarbejdningsprocessen er specielt vigtig, idet
patulin er varmestabilt og stabilt under sure miljoer (Pittet, 1998). Putalin kan vaere mutagent. Data

angdende carcinogene effekter er stadig mangelfulde (Smith ez al.,1994).

Fumonisiner

Fumonisinerne er en ny gruppe af mykotoksiner, forste gang isoleret i 1988. De produceres af en
begranset gruppe Fusarium-svampe. Specielt F. moniliforme og F. proliferatum er vigtige, idet de
er udbredt i store dele af verden hovedsageligt i forbindelse med majsproduktionen. Omrader med
koldere klima som Canada og det nordestlige Europa undgar problemerne. Fumonisinerne har vist
sig at veere meget carcinogene og neurotoksiske i forseg med dyr (Smith ef al.,1994), (Samson et

al., 2000).
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Trichotecener

Fusarium-slaegten er langt den vigtigste af de svampeslagter, som danner trichotecener. Omkring
24 arter af Fusarium med global udbredelse er producenter af trichotecener. Toksiciteten athanger
af hvilken kemisk konfiguration molekylet har. Trichothecenerne er en af de mest kemisk diverse af
alle mykotoksinerne. De inddeles i to hovedgrupper, en makrocyklisk og en ikke-makrocyklisk
gruppe, hvor den makrocykliske gruppe er langt den giftigste. Den ikke-cykliske gruppe indeholder
nogle af de vigtigste mykotoksiner. Gruppen inddeles yderligere i type A- og type B-trichothecener.
Typiske type A-trichothecener er T-2 toxin og diacetoxyscirpenol (DAS). Den mest almindelige
trichothecen er Deoxynivalenol (DON), der tilherer type B-trichothecener. Hertil horer ogsa
nivalenol (NIV) (Smith et al.,1994), (Samson et al., 2000) (Tabel 2.1.2).

Tabel 2.1.2 Trichothecener, produceret af Fusarium-arter fra tempererede egne

Trichothecen Fusarium-arter

Deoxynivalenol (DON) F. culmorum, F. graminearum

Nivalenol (NIV) F. culmorum, F. graminearum, F.crookwellense, F. poae, F. equiseti
Diacetoxyscirpenol (DAS) | F. equiseti, F. poae, F. venenatum, F. sambucinum

T-2 toxin F. sporotrichioides, F. poae

(baseret pa Hestbjerg, 1999; Elmholt & Kristensen, 2001)

Fusarium-arter er udbredte. Der er registreret naturlige forekomster af trichothecener 1 fedevarer og
foder i Storbritannien, Canada, Danmark, Finland, Frankrig, Tyskland, Ungarn, Indien, Italien,
Japan, Sydafrika, USA og Jugoslavien (Wilson & Abramson, 1992). Svampeveksten og
produktionen af toksinerne kan ske ved lave temperaturer. Derfor findes trichothecenerne i omrader
med koldere klima. Produktionen af toksinerne sker allerede, mens kornet star pa marken, men
toksinerne er stabile og findes ogsa pa forarbejdede fodevarer.

De toksiske effekter af trichothecenerne er bl.a. en konsekvens af, at de kan passere
cellemembranen og reagere med DNA, RNA og cellulere organeller. De er bl.a. toksiske ved at
ha&mme proteinsyntesen. Symptomerne af trichothecener er hudirritationer, bledninger, patologiske
@ndringer 1 de bloddannende organer og nedsat immunforsvar. Hvorvidt trichothecenerne er
mutagene, er endnu ikke blevet konfirmeret (Smith et al., 1994). DON er mindre giftigt, men
udbredt. Det er karakteriseret ved toksiske effekter pa fordegjelsessystemet og kendes som arsag til

reduceret edelyst og opkastning, heraf populernavnet vomitoksin (Elmholt & Kristensen, 2001).
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Zearalenon

Zearalenon produceres af en lille gruppe af Fusarium-arter. Pa grund af zearalenons lave, akutte
toksicitet har man ment, at det ikke tilherer mykotoksinerne, men at en bedre placering er hos
myko-gstrogenerne. Et langtidsstudie viste dog begraenset evidens for carcinogenecitet hos dyr
(Smith et al., 1994). Zearalenon er registreret i alle verdensdele i hvede, byg, havre, rug, ris, majs

m.m (Wilson & Abramson, 1992).

2.1.3 Ochratoksin A

Ochratoksin A (OTA) er et af de vigtigste mykotoksiner i dansk produceret korn (Jergensen, 2000).
OTA blev forst isoleret fra Aspergillus ochraceus K. Wilh., og heraf kommer navnet ochratoksin A
(Krogh, 1987).

Ochratoksin A, B og C er isocumarin-derivater bundet til L-B-phenylalanin, hvor OTA er langt det
vigtigste og det eneste, jeg vil beskrive her. Ochratoksin A’s empiriske formel er C,0H;306NCI (se
fig. 2.1.1). Det klassificeres ud fra dets biosyntetiske oprindelse som en pentaketide i gruppen

polyketider (Krogh, 1987).

!

Figur 2.1.1 Den kemiske struktur af ochratoksin A

Ochratoksin A er produceret af et relativt lille antal arter fra sleegterne Aspergillus, Petromyces,
Neopetromyces og Penicillium (Frisvad og Samson, 2000) (iflg. Larsen et al., 2001). I korn er det
kun produceret af Penicillium verrucosum Dierckx, A. ochraceus og A. ostianus (Elmholt &
Kristensen, 2001).

OTA er detekteret i en rekke fedevarer og foderprodukter som cerealier, brad, ol, ked og
osteprodukter (Larsen, 2001). Ochratoksin A er naturligt foreckommende i cerealier som byg, rug,
hvede, havre, ris og majs 1 specielt de tempererede klimatiske omrader. Det er registreret i Norden,
Storbritannien, Polen, Tyskland, Tjekkiet, og Canada (Frisvad, 1995). Kontaminering af cerealier i

varmere klimatiske omrader er ikke registreret. I stedet er OTA fundet i ris, kaffebenner,
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krydderurter og rosiner som konsekvens af Aspergillus spp.-kontaminering (Heenan et al. 1998)
(iflg. Walker, 1999). Eksempelvis har A. niger pa vindruer og store OT A-kontaminationsveardier i
rosiner og druer givet ophav til megen opmarksomhed de seneste ar (Larsen et al., 2001).

Lave koncentrationer af OTA er ikke ensbetydende med lave kontamineringsprocenter af svampe.
OTA er dels varmestabilt og kan derfor forblive i fedevareprodukter gennem
forarbejdningsprocessen, dels kan svampene vere gaet til eller vaere udkonkurreret, séledes at kun
toksinet kan detekteres (Pittet, 1998).

Modsat er hgje koncentrationer heller ikke ensbetydende med hgje kontamineringsprocenter, der
foreligger undersogelser, som viser, at innokulumpotentialet ikke giver en proportional udvikling af
OTA, tvertimod var produktionen af OTA sterre ved lave end ved hgje innokulumpotentialer
(Chelack et al., 1991) (iflg. Ominski ef al., 1994) (se uddybning i afsnit 2.4.2). Marquardt &
Frohlich (1992) fandt heller ingen sammenh@ng mellem den totale mangde svampemasse (mélt 1

glucosaminkoncentration) og den producerede mangde OTA.

2.1.4 Hvorfor dannes mykotoksiner og hvad bruges de til?

Svampeinfektioner er en forudsatning for dannelsen af mykotoksiner, men forekomsten af svampe
er ikke nedvendigvis ensbetydende med mykotoksinproduktion. Kun lidt vides dog om, hvorfor
toksinerne produceres, og hvad der betinger dannelsen af dem (Elmholt & Kristensen, 2001).

En teori er, at dannelsen aktiveres ved en stresspavirkning enten ved @ndring af fysiske faktorer
som temperatur, ilt, vandtilgengelighed, naringstoffer, pH m.m eller ved biologiske forhold som
tilstedevaerelse af andre mikroorganismer. En anden teori gar pa, at dannelsen af mykotoksiner kan
vaere en form for forsvars- eller konkurrencemekanisme. Janzen (1977) mener, at det er 1 en kamp
mellem mikroorganismer og andre konsumenter, at svampe udskiller lugtende partikler og toksiner
for at konkurrere om naringsstofferne. I vaekstfasen kan en haemning af konkurrerende organismer
oge mulighederne for svampens egen udbredelse.

Studier af P. verrucosums sporer viser, at overfladen er flourescent. Stermer et al. (1998) mener, at
dette er citrinin, der er lokaliseret i sporeveeggen. Citrinin kan have en funktion som beskyttelse
mod UV-lys, da det har absorptions-maxima pa 300-320 nm, hvilket svarer til belgeleengder, som
ved havniveau er ansvarlige for solens mutagene evne.

Svampemetabolitter kan dannes enten ekstratracellulaert eller intracellulaert. Intracellulare stoffer
kan vere affaldsstoffer, men ogsa visse mykotoksiner. F.eks er viomellein og xanthomegnin

intracellulert dannet (Filtenborg et al.,1981) (iflg. Hestbjerg, 1993). OTA dannes ekstracellulert,
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hvilket kan understette en antagonistisk virkning (Hestbjerg, 1993). Penicillium verrucosum danner
dog toksinet bade med og uden tilstedevearelsen af andre mikroorganismer.

Ifolge Frisvad (pers. medd. iflg. Hestbjerg, 1993) synes Penicillium verrucosum at oge OTA-
dannelsen ved dyrkning pd mere naringsrige substrater. Det har vist sig, at forekomsten af OTA
ikke kun er et spergsmél om darlig lagring, men at der er en dynamisk, ekologisk sammenhang
mellem de omkringliggende miljebetingelser og produktionen af toksinet (Lillehoj & Elling, 1983).
Mangden af OTA, der dannes, er athengig af mange faktorer f.eks. vandaktivitet (ay,), temperatur,
substrat, tilstedeverelse af konkurrerende mikroorganismer, svampe (isolatet) og kornets
beskaffenhed (Marquardt & Frohlich, 1992) (se uddybende afsnit 2.4 om faktorer, der pavirker
OTA produktionen).

2.1.5 Konsekvenser af OTA-optagelse

OTA er bade nephrotoksisk, carcinogent, teratogent og immunotoksisk. Hvorvidt det er
genotoksisk, er mere uklart (Walker, 1999).

Péa molekylart niveau gdr OTA ind og haemmer phenylalanin-tRNA-ligase med det resultat, at
proteinsyntesen og sekundart RNA- og DNA-syntesen h&emmes. OTA har ogsa andre sekundare

mekanismer sdsom cytotoksicitet og induktion af oxidativ stress (Walker, 1999).

OTA er primart nephrotoksisk og har laenge veret et problem i svineindustrien, hvor hele
slagtesvin kasseres pa grund af porcin nefropathi (mugnefrose) (Smith ez al., 1994). Svin, som er
monogastriske dyr, kan til forskel fra drovtyggere ikke hydrolysere OTA. OTA kan ved hjlp af
enzymer eller syre hydrolyseres til et forholdsvist uskadeligt oi-ochratoksin (Wilson & Abramson,
1992). Hos keer, der er blevet udsat for store mangder OTA, kan det dog forekomme i malken
(Schwartz, 2002).

Undersogelser med svin har vist, at ochratoksin er udskilt fra kroppen efter ca. en maneds fodring

med ochratoksin—frit foder (Elling, 1979).

Schwartz (2002) fremkommer med en hypotese om, at ochratoksin A er arsag til det hoje antal
testikelkraefttilfaelde i Danmark. I Europa ses en stor geografisk variation. Danmark er sammen med
det tidligere Osttyskland det land, der har det hojeste antal tilfeelde af testikelkreeft. Litauen og
Finland har blot en tiendedel af Danmarks antal tilfalde.
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Schwartz (2002) fremsetter en reekke kriterier for, at ochratoksin er det carcinogen, der er arsag til
den hgjere forekomst: 1) Geografisk set skal OTA have storre forekomst i Nordeuropa end 1
Central- og Sydeuropa, 2) det skal vaere specielt udbredt i Danmark og 3) pé grund af et stigende
antal tilfaelde af patienter, skal udbredelsen af OTA ogsa stige over tid. 4) Desuden ligger der i
foruds@tningerne for, at ochratoksin A skulle vere arsag til testikelkraeft, at det skal forarsage
forringet sedkvalitet og 5) at der er korrelation med hgjere sociogkonomisk status.

Disse betingelser synes ifalge Schwartz (2002) at vaere opfyldt. Dels ligger Danmark i tempereret
klimatisk omrade, hvor OTA-kontaminationen er hej, og undersogelser af koncentrationen i blodet
hos nordeuropaere viste, at danskere havde den hgjeste gennemsnitsvardi. Faktorer, som ville
kunne forklare forskellen til de gvrige nordiske lande, er dels, at danskere er blandt dem, som har
det storste konsum af svineked, dels at vi drikker meget kaffe, og endelig at vi har et stort forbrug af
cerealier herunder rugbred, som udger den sterste risiko for OT A-kontamination i Danmark.
Schwartz (2002) henviser til overvagningsprogrammerne fra 1996 med store OTA-indhold i rug,
specielt gkologisk rug (se endvidere afsnit 2.8). Den tidsmassige udvikling forklarer Schwartz
(2002) med en @ndring 1 kostvaner og en egning af andelen af (specielt svine-) kad 1 kosten.
Hypotesen bygger desuden pd en sammenhang med sociogkonomisk status. Til grund for dette
forhold ligger ifelge Schwartz (2002), at kvinder med hgjere social status enten har et storre
konsum af svineked, eller at de ammer mere, og at de enten under graviditeten eller ved amningen
overforer OTA til drengebernene. Endelig henviser han til dyreforseg, der viser en toksisk effekt af
selv lave doser OTA pa sadkvaliteten.

Schwartz (2002) bygger sine korrelationer pd data om testikelkreeft fra 1997, mens data angéende
konsum af svinekad og cerealier er fra 1980 og kaffekonsumeringsdata er fra perioden 1957-1965,
men er anvendt ud fra en vurdering af, at kaffekonsumet fra 1950'erne til 1980 er relativt
sammenlignelige.

Arsagen til tidsforskellen er, at det er blandt unge maend, der ses en stigning i tilfzelde af
testikelkraeft, og epidemiologiske data tyder pa, at det er under graviditeten eller 1 de forste levear,
arsagen til den carcinogene effekt skal findes.

Siden 1980'erne er der sket @ndringer af kostvanerne. Mangden af rug i kosten er faldet og aflost af
et storre konsum af hvede. Danskerne indtager mere vin, mens forbruget af ol er faldet lidt.
Konsumet af svineked er stagneret, men er stadig hojt, ca. 65 kg pr. indbygger/ar (Fagt & Trolle,
2001). Udviklingen er uheldig, hvis kontamineringen med OTA ikke er faldende i de pageldende

fodevarer. Samtidig er forbruget af ekologiske fedevarer steget. Schwartz (2002) kommenterer i en
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note OTA-indholdet i gkologisk korn, men knytter ikke forbruget til den sociogkonomiske status.
De okologiske forbrugere er specielt yngre, veluddannede mennesker med en tendens til en
overvagt af kvinder. Samtidig viser undersogelser, at skologiske forbrugere spiser ferre
keadprodukter, drikker mindre ol og kaffe, men har et storre konsum af cerealier og balgfrugter
(Jergensen et al., 2000).

En skandinavisk undersggelse, der belyser ssmmenhangen mellem specifikke fedevarer og
indholdet af OTA 1 blodet hos bloddonorer konkluderer dog, at der er ingen eller kun en meget svag
korrelation mellem produkter med potentiale for OTA-kontaminering og resultaterne fra
blodpreverne (Thuvander ef al., 2001). Undersggelsen har dog ingen resultater fra danskere, og
forbruget af rugbred i de gvrige nordiske lande er minimalt. I undersogelsen indgér mellembrunt
bred (medium brown bread). Der er dog prover fra forbrugere pa Gotland. Tidligere undersogelser
fra Gotland viste et specielt hojt indhold af OTA i blodplasma (Breitholtz et al., 1991).

Lignende undersagelser af tyske bloddonorer, der har tradition for konsum af rugbred, ked og el,
konkluderer, at OT A-niveauet i blodserum ikke er forarsaget af specifikke fodevaretyper (Gareis et
al., 2000).

Hypotesen hos Schwartz (2002) om arsagssammenhang mellem testikelkreft og specifikke
fodevarer er derfor ikke underbygget i de ovrige underseggelser.

Der er dog ingen tvivl om, at flere mykotoksiner er arsag til kroniske eller letale sygdomme, der
opstar som folge af en langtidspavirkning af et lavt infektionsniveau (Pittet, 1998). Derfor er det
afgerende at fa uddybet kendskabet til ochratoksin, registrere omfanget og iverksatte forebyggende

foranstaltninger.

2.1.6 Regulativer for OTA

Pé baggrund af risikovurderinger anbefalede EU’s “’Scientific Committee on Food” en "tolerable
daily intake" (TDI-verdi) sé lav som mulig og ikke hgjere end 5 ng/kg legemsvagt/dag. Det svarer
til den vaerdi, som en nordisk toksikologigruppe kom frem til i 1991. Denne verdi er siden blevet
anvendt i Danmark (Smith et al., 1994; Jorgensen, 2000).

”Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives and Contaminants” (JECFA) anbefaler pa
baggrund af deres evaluering i 1995 en "provisional maximum tolerable weekly intake" (PTWI) pa
0,1 ng/kg legemsvagt (Boutrif, 1995). Det vil sige, at deres anbefalede vaerdi er ca. tre gange hgjere
end EU’s niveau (0,1 10 = 0,0000001g mens 5 ng = 5 x 10°g = 0,000000005g-> weekly (x 7)
svarer til 0,000000035g dvs. en tredjedel af JECFA ). JECFA's PTWI-evaluering er baseret pa en
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nuleffekt ("no-observed-effect-level") i1 toksikologiske studier plus en sikkerhedsmargin, der
betyder, at de dividerer med 100. Den forste faktor 10 skyldes, at det er ekstrapoleringer fra dyr,
den anden tager hejde for variation mellem individer. Denne tilgang kan dog ikke anvendes for
toksiner, der har carcinogene effekter, skriver Boutrif & Canet (1998). I stedet anvendes der ved
f.eks aflatoxiner en vaerdi ”’sa lav, som der rimeligvis kan opnas” (as low as reasonably achievable).
JECFA har ikke tilfgjet ochratoksin A 1 denne kategori trods det, at det er internationalt anerkendt,
at det er carcinogent (Pitt ef al., 2000).

Et EU-regulativ har i april 2002 (EU 2002) sat grensevardien for OTA til 3 pug/kg i korn og
kornprodukter til humant konsum (se tabel 2.1.3). I Danmark blev der pd baggrund af resultater fra
de forste overvdgningsprogrammer i 1995 indfert en maksimalgrensevardi pd 5 ug/kg for
indholdet af ochratoksin A i korn og kornprodukter til humant konsum (Jergensen, 2000). For
slagtesvin har Danmark som det forste land i verden siden 1978 foretaget kontrol for ochratoksin A
(Elling, 1979). Alle slagtesvin kontrolleres for porcin nefropathi (mugnefrose). Hvis porcin
nefropathi forekommer, analyseres nyrerne. Ved indhold p& mere end 25 ug OTA/kg kasseres hele
slagtekroppen, mens kun organerne kasseres ved indhold pd 10-25 ug OTA/kg (Smith et al., 1994).
Antallet af forekomster af mugnefrose er faldet i perioden fra 1983-1997 med 2190 totalkassationer
1 1983 til 0 totalkassationer i 1997. Dette har fundet sted pa trods af, at man i 1997 slagtede 20 mio.
svin, svarende til 5 mio. flere end i 1983. P4 baggrund heraf overvejer man i fodevaredirektoratet,
om overvagningerne skal fortsatte i deres nuvarende form (Smith et al., 1994).

Der er dog lidt forskellige grenseverdier for OTA 1 fedevarer 1 og udenfor europaiske lande.
Schweiz er et af de lande, som har lavest OTA-maksimumgranseverdi pd 2 pg/kg i
cerealieprodukter. Holland har en grenseverdi péd 0 ng/kg for alle mykotoksiner i cerialie- og
balgplanteprodukter. Hvordan dette overholdes i praksis, beskriver Boutrif & Cant (1998) ikke.

Tabel 2.1.3. EU-regulativ for mykotoksingraensevaerdier

Mykotoksin Produkt Anvendelse Graensevaerdi
(ug/kg)
Aflatoksin B * Cerealier inkl. ris og Humant konsum og 2
Aflatoksin total cerealieprodukter som ingrediens i foder |4
Ochratoksin A ** Korn og cerealieprodukter | Humant konsum 3
Deoxynivalenol (DON)*** | Cerealier og Til konsum 500
cerealieprodukter i
detailhandelen

*Sat 1 veerk jan. 1999, ** Sat i vaerk april 2002, ***Endnu kun et udkast (”a draft”) (baseret pa EU, 2002).
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2.1.7 Mark- og lagersvampe

Svampeinfektion og -udvikling samt toksinproduktion kan forekomme i marken, under lagringen
eller begge steder. Svampe fra Alternaria-, Fusarium- og Cladosporium-slegter trives bedst ved
hoje relative fugtigheder, hvorfor de ikke er konkurrencedygtige under lagerforhold. Her dominerer
1 stedet lagersvampe bl.a. arter af Aspergillus og Penicillium. Der sker derfor en succession fra mark
til lagring. Marksvampe, som er tilstede ved hest og i starten af lagringsperioden, udkonkurreres af
lagersvampe 1 lobet af lagringsperioden. Derfor varierer artsdiversiteten og toksinindholdet
athaengigt af udviklingen i lager-okosystemet (Ominski et al., 1994).

Denne klassificering i mark- og lagersvampe bygger pé et koncept af Christensen (1957) (iflg.
Wilson & Abramson, 1992). Klassificeringen er dog relateret til kontamineret korn i tempererede
klimaer. I vade subtropiske og tropiske omrader vil f.eks. 4. flavus, som Christensen (1957)
beskriver som en lagersvamp, vare en marksvamp. Under ekstremt varme og terre ar i tempererede
omrdder kan 4. flavus ligeledes vere at finde i markfungien. Der er ligeledes sammenfald inden for
Penicillium-slegten, hvor f.eks P. verrucosum er registreret bade 1 mark- og lagerhabitater (Wilson
& Abramson, 1992).

Hesseltine (1976) (iflg. Wilson & Abramson, 1992) inddeler mykotoksindannende svampe efter
habitat. Hermed fremkommer han med tre grupperinger: svampe voksende pa levende planter,
svampe voksende i lagret plantemateriale og svampe voksende i plantemateriale under nedbrydning
(’decaying’). Igen er der sammenfald med bl.a. A. flavus, der forekommer 1 to af grupperne.
Desuden vil der utvivisomt vere forskel pé f.eks mikrofungi i lagret plantemateriale fra henholdsvis
tempererede og tropiske egne (Wilson & Abramson, 1992).

Endelig har Hill (1979) (iflg. Wilson & Abramson, 1992) lavet en mere minutigs klassificering i syv
undergrupper, hvor han tager i betragtning, at mikroorganismerne er pavirket af en kombination af
temperatur, vandaktivitet og gennemluftning. Klassificeringen er dog foretaget pa baggrund af
studier 1 byg, hvilket gor den sver at anvende i en bredere sammenhang. Desuden er der igen
sammenfald mellem grupperne, hvorfor der ikke blev foreslaet nogen skarp adskillelse mellem
grupperne.

I mit projekt, hvor jeg analyserer pa korn 1 Danmark, er jeg gaet ud fra Christensens mark- og
lagersvampe-begreber. I vort tempererede klima passer klassificeringen stor set ind. Desuden er den

let applicerbar og anvendt i litteraturen.
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I Danmark er de vigtigste svampeslagter, som danner toksiner, Penicillium og Fusarium (Elmholt
& Kristensen, 2001).

I temperede klimatiske omrader er det ifelge Frisvad (1995) Fusarium culmorum og F.
graminearum, Penicillium verrucosum, P. freii og P. cyclopium, der er de vigtigste toksigene

lagersvampe.

I det folgende vil jeg indskreenke opgaven til primart at omhandle Penicillium verrucosum og dens

produktion af ochratoksin A.

2.2 Metoder til identifikation og detektion

Godt management og teknologisk udvikling inden for landbruget vil kunne mindske problemerne
med vakst af P. verrucosum og dannelse af ochratoksin A, men herudover er det vigtigt at have

effektive metoder til at udfere et komplet registrerende og forebyggende arbejde.

Historisk set er de oprindelige metoder til identifikation og detektion baseret pad medier, der har
varet brugt i medicinforskningen.

Det vil sige substrater, der er tilpasset bakterier og patogene svampe, der trives med hoje
vandpotentialer, hoje temperaturer og et lavt niveau af CO,. Disse er forskellige fra de foder- og
fodevarebarne svampe, der trives med lave vandpotentialer og lave temperaturer. Derfor har det
varet nodvendigt at udvikle medier og metoder, der er tilpasset disse svampetyper. Siden 1984 er
der blevet atholdt internationale forskermeder for at opna optimale detektions- og isolationsmetoder
og for at blive enige om standardiserede metoder (Samson ef al., 2000).

I det folgende vil jeg beskrive de mest geengse samt nyere metoder anvendt ved detektion og
identificering af P. verrucosum. Jeg vil specielt legge vegt pd de metoder, der er anvendt i
forbindelse med mit specialeprojekt. Desuden vil jeg beskrive metoderne vandbestemmelse og
overfladesterilisering, som ikke har med identificering af P. verrucosum at gere, men som har varet

anvendt i delprojekterne.

2.2.1 Direkte eksamination

Ved hjlp af stereolup eller transmissionsmikroskop og ved det blotte gje er det muligt ud fra bl.a.
svampekoloniens farve, vakst, morfologi og substrat samt et bestemmelsesvaerk at identificere

Svampene.

21



2.2.2 Direkte udlaegning pa DYSG-agar

Ved mykologiske studier af harde fedevarer f.eks. korn og nedder, mener Olsson (2000), at direkte
pladespredning er den mest effektive metode til identifikation. For korn og nedder anbefales det
dog, at preverne bliver overfladesteriliseret for at fa det egentlige infektionsniveau (Olsson, 2000;
Samson et al., 2000). Undtaget er korn, hvor hele kernen skal anvendes 1 produktionen, og hvor
overfladekontaminanterne folger med i flere led. Her ber underseggelserne foretages bade med og
uden overfladesterilisering (se afsnit 2.2.10).

Til detektion og isolation af P. verrucosum i jordprever og fodevareprover har det vist sig, at
Dichloran Yeast Extract Sucrose Agar (DYSG) er et effektivt substrat (Frisvad, 1983; Elmholt &
Hestbjerg, 1996; Elmholt et al.,1999; Samson et al., 2000). DYSG er udviklet til detektion af P.
verrucosum og blev introduceret af Frisvad et al. (1992). Det er en indikativ og selektiv agar, hvor
ogsd sekundaere metabolitter produceres til identifikation (Frisvad ef al., 1992; Elmholt et al.,
1999). Den er indikativ, idet P. verrucosum danner en karakteristisk terrakotta-red reversfarve

(billede 2.2.1).

Billede 2.2.1 P. verrucosum pd DYSG

Efter rose bengal er erstattet med 18% glycerol 1 DYSG, har DYSG faet bedre indikative
egenskaber end Dicloran Rose bengal Yeast Extract Sucrose Glycerol agar (DRYES), skriver
Elmholt (1996) i et kvalitativt studie af P. verrucosum pa fire forskellige substrater (V8, YES,
DRYES og DYSG). DYSG fremmer desuden produktionen af sekundare metabolitter bedre end
DRYES (Frisvad et al., 1992). DYSG er selektiv, idet vandpotentialet er lavt. Derved hemmes

svampe, der ikke er xerotolerante.
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Screening af kerner for kontaminering af P. verrucosum foregér ved, at der bliver udtaget en
repraesentativ delprove fra hver kornpreve. Heraf udlaegges en given mangde kerner pa petriskale
med DYSG. Kernerne leegges ud efter en skabelon med 10 kerner pr. skal. Hertil benyttes en pincet,
som steriliseres for hver ny skal. Ved udleegningen skennes det, at der er et reprasentativt udsnit af
sma og store kerner. Der leegges ikke knaekkede kerner ud, og det er tilfaeldigt, hvilken side af
kernen der vender mod agaren. Skélene inkuberes 1 stakke med 10 stk. i en perforeret
inkuberingsplastpose (Aps Soldane 170 x 300 M.P.). Petriskdlene inkuberes retvendt 1 7 dage ved
25 °C 1 morke. Ud fra P. verrucosums karakteristiske redfarvning af DYSG’s reverse side bliver

antallet af kontaminerede kerner opgjort. Kontamineringsprocenten pr. proeve beregnes herudfra.

2.2.3 Pladespredning

Pladespedning er en udbredt metode for undersogelse af fedevarer og foder (Samson et al, 2000).
Det er en metode, der har veeret anvendt tilbage til 1920’erne. Metoden giver information om
svampesporeindholdet i en given mangde jord, korn eller et andet emne (Parkinson, 1994).
“Forskrift for isolering af mikrosvampe ved pladespredning”, Statens Planteavlsforseg (1993) er
anvendt ved udferelse af metoden. I forskriften bruges jord, mens der i specialeprojektet analyseres
for svampe i henholdsvis hessian og korn.

Forud for selve pladespredningen produceres en pilotpladespredning, idet denne indikerer
fortyndingsniveauet. Valget af substrat er vigtigt, idet der findes flere selektive substrater for
specifikke svampe. Ved pladespredning med potentiale for P. verrucosum anvendte jeg bade DYSG
og V8 for at fa dels et resultat for mangden af P. verrucosum og dels et indtryk af artsdiversiteten.
Kort beskrevet gar metoden ud pa, at der laves en suspension af en given mangde eksempelvis
korn. Suspensionen homogeniseres, og der udtages 1 ml til et preparatglas med 9 ml sterilt
fortyndingsmedium (oplesning med pepton og NaCl). Fortyndingen (10™) blandes vha.
Whirlimixer. Herfra overferes 1 ml til det naste praeparatglas med 9 ml fortyndingsmedium
(fortynding 107) og sé fremdeles. Proceduren gentages, indtil den enskede
decimalfortyndingsraeekke opnas. Af hver fortynding fremstilles et vist antal petriskéle (gentagelser)
ved at overfore 0,1 ml (eller andet volumen) til petriskdlen. Ved brug af en steriliseret
drigalskyspatel udplades fortyndingen. Petriskélene inkuberes ved den valgte temperatur og de
valgte lysforhold, athangigt af hvilken agar der er anvendt. Efter inkuberingen optalles antallet af

kolonier (cfu).
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Sterstedelen af cfu stammer fra konidier eller andre sporer og ikke fra hyfefragmenter (Warcup,
1957). Metoden giver derfor ikke noget estimat for svampebiomasse, idet cfu-resultaterne mere er
et udtryk for, hvorvidt svampen har sporuleret end for egentlig biomasseproduktion (Schniirer
(1993) (iflg. Olsson, 2000).

Elmbholt et al. (1999) studerede P. verrucosum ved pladespredning af jord pa DYSG. Forfatterne
fandt bl.a., at metoden viser et godt estimat for antal konidier i1 jordsuspensionen ved forskellige
fortyndinger, hvis den rette statistiske metode anvendes.

I princippet kan gennemsnitsantallet af cfu pr. petriskal forventes at vere proportionalt stigende
med maengden af jord tilfert (eller faldende fortyndingsgrad). Grafisk set danner sammenhaengen en
ret linje, der gar gennem origo (0,0), hvor det forventede antal cfu (Y) er en funktion af mangen af
jord (X) eller Y = AX, hvor A er et estimat for antal cfu pr. gram jord (Elmholt et al., 1999).
Analysen af pladespredningen korresponderer dog ikke altid med den forventede udvikling. Den
grafiske fremstilling af de observerede antal cfu korresponderer ikke altid med en ret linje gennem
origo. I stedet flader kurven for observeret antal som funktion af mangden af jord ud. Denne
udfladning sker pga. forskellige konkurrenceforhold f.eks. substratkarakteristika,
svampeantagonisme eller overvoksning af svampekolonier. Elmholt ef al. (1999) viste bade, at
konkurrence fra P. verrucosum pavirker antallet af andre skimmelsvampe, og at staerk konkurrence
fra andre skimmelsvampe kan pévirke estimatet af antal P. verrucosum. Desuden viste
substratsammenligninger af DYSG og V8, at DYSG reducerer antallet af cfu fra evrige
skimmelsvampe til 30% af antallet observeret pd V8 pga. lavere vandaktivitet (Elmholt og
Hestbjerg, 1996).

Ved vurdering af resultaterne fra forskellige fortyndinger er det vigtigt at veere opmarksom pa
afvigelser fra proportionalitetskurven, idet resultater fra enten hgje eller lave fortyndinger kan vaere
misvisende for det egentlige indhold af cfu pr. gram jord. Optimalt set enskes der resultater, der
korresponderer med proportionalitetskurven, hvorved der fas et konstant antal cfu pr. gram jord
uanset fortyndningsniveau. Ved statistiske metoder kan der dog korrigeres for denne afvigelse fra
proportionalitetskurven (Elmholt ez al., 1999).

Med hensyn til metodens sensitivitet konkluderer EImholt ez al. (1999), at det er muligt at detektere
P. verrucosum ved meget lave konidiekoncentrationer (200 cfu/g jord), selv nar P. verrucosum kun
udger 0,3 % af cfu.

Metoden blev anvendt et par gange, primert fordi jeg skulle introduceres til den og laere nogle af

kornets gvrige svampe at kende.
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2.2.4 Tyndtlagskromatografi (Thin-layer chromatography, TLC)

TLC er en enkel screeningsmetode til detektion af sekundare metabolitter. Metoden har i mange ér
vaeret anvendt 1 kemotaksonomiske studier. Kort beskrevet gar den ud pa ferst at rendyrke den
onskede svamp. Til opformering af P. verrucosum og detektion af ochratoksin anvendes et meget
naeringsrigt substrat (YES) 1 overensstemmelse med Frisvad og Filtenborg (1989), der finder, at P.
verrucosum producerer OTA 1 neringsrige substrater. Dernast overferes svampesporerne v.h.a. en
agarprop pa en silica-gelplade. Pladen eluerer i en toluen-, acetone- eller methanoloplesning. Efter
elueringen torrer pladen og studeres 1 UV-lys. Udtrekkene sammenlignes med en standard for
ochratoksin, citrinin m.m., som er pafert parallelt med svampesporepropperne (Samson ef al.,

2000). Metoden blev anvendt en enkelt gang som introduktion. (billede 2.1.2)

Alt. infectoria Group
| |

Alternariol mono -
methyl ether
Alternariol
Altenuene

Altertoxin I

Alt. tenuissima Group
Billede 2.1.2 TLC pa Alternaria

2.2.5 Hojtryksvaskekromatografi (High performance liquid chromatography, HPLC)

HPLC er en mere kvantitativ metode til kemisk bestemmelse af sekundare metabolitter end TLC.
Ekstrakter (5-25ul) af svampekulturer pumpes med hgjt tryk igennem meget tynde kolonner med
modificeret kiselgel. For enden af kolonnen kan der monteres forskellige typer af detektorer. Diode
Array-detektorer méler stoffernes evne til at absorbere UV-lys. Mange sekundare metabolitter har
karakteristiske UV-spektra. Sekundaere metabolitter kan derfor pavises, efterhdnden som de
kommer ud gennem kolonnen. Ved sammenligning med standarder kan metabolitterne identificeres
(Frisvad et al., 1989, 1998; Samson et al., 2000; Jorgensen & Jacobsen, 2002).

Peter Have Rasmussen, Foedevaredirektoratet, anvendte HPLC (Jergensen, 1997) ved analyse af

proverne i delprojekt 1.
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2.2.6 Molekylaer bestemmelse (PCR, RAPD og AFLP)

PCR (Polumerase Chain Reaction), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) og AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism) er eksempler pa nyere molekylare metoder til
bestemmelse og klassificering af svampe. Ved hjelp af metoderne laver man et sdkaldt ”genetisk
fingeraftryk™ . Herved kan man analysere for bestemte genetiske egenskaber eller ssmmenligne

aftrykkene og studere slegtskabet (http:/www.biotekinfo.dk/molmark.html; Pedersen ef al.,1997; Samson

et al., 2000). Metoderne er ikke anvendt i mit projekt.

2.2.7 Bestemmelse af Ergosterol

Svampebiomasse kan bestemmes kemisk ved en ekstraktion af ergosterol eller chitin.
Svampecellevaggen bestdr primert af polysaccharider herunder chitin og glucan. Men chitin findes
ud over i svampe ogsa i andre organismer bl.a insekter, nematoder og protozoer (Gooday, 1990)
(iflg. Olsson, 2000). Ergosterol er et lipid, der er specifikt for svampe, og kan derfor anvendes som
svampebiomarker. Ved kvantificering af ergosterol v.h.a. HPLC-metoden fremkommer et udtryk
for indholdet af svampebiomasse i en given prove. Resultatet viser dog ikke nogen artsspecifikation
eller indikation for, om det er mark- eller lagersvampe. Desuden er der ingen sammenhang med
produktionen af mykotoksiner (Olsson, 2000). Schniirer & Jonsson (1992) fandt en positiv
korrelation mellem antal svampekolonier (cfu) og ergosterolniveau, dog ikke ved bestemmelse af
ergosterolindholdet i frosne prover, hvor cfu-antallet var blevet optalt tidligere. P4 baggrund af egne
og andre europaiske undersggelser foreslér Schniirer & Jonsson (1992) en kvalitetskategorisering
af korn baseret pé ergosterolindhold (< 3ug ergosterol/g dry-weight svarer til fadevarekvalitet).

Metoden er ikke anvendt i mit projekt.

2.2.8 Flygtige metabolitter —elektronisk naese

Faktorer, der fremmer svampevakst, befordrer ogsé produktionen af flygtige metabolitter. P4 denne
mdde er lugten i et kornlager en meget vigtig indikator pa kornets forfatning. Desuden er der fundet
korrelation mellem mykotoksindannelsen og produktionen af specielle, flygtige komponenter
(Olsson, 2000). Pasanen et al.(1996) (iflg. Olsson, 2000) fandt ved at sammenligne en toksigen og
en ikke-toksigen variant af P. verrucosum, at sammensatningen af de producerede, volatile
produkter var forskellig. Schniirer & Jonsson (1992) fandt dog ingen sammenhang mellem kornlugt

og ergosterolindhold. De problematiserer anvendelsen af flygtige svampemetabolitter, idet ikke alle
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svampe har en markant lugt. F.eks har P. verrucosum en kraftig lugt, mens A. flavus ikke
producerer nogen registrerbar lugt.

Lugten af kornet er en vigtig parameter i vurderingen af korn. Ogsd i dag er det et af de primere
kriterier for konsulenterne i vurderingen af kornets kvalitet (Rasmussen, DLG, centrallab.). For at
opné en mere objektiv og arbejdsmiljovenlig metode er der behov for en alternativ metode. Dette
har fort til udviklingen af en elektronisk nase. Ved hj&lp af gassensorer, som er kemiske sensorer,
oversettes det kemiske indhold af duftene til elektroniske signaler, der sammenlignes med kendte

kompositioner (Olsson, 2000).

2.2.9 Bestemmelse af vandindhold
Vandindholdet i korn svarer til det tab i masse udtrykt i procent, som sker ved folgende

bestemmelsesprocedure.

Til vandbestemmelsesanalysen anvendte jeg den internationale standard for korn og kornprodukter,
ISO 712:1998(E) Cereals and cerealproducts- Determination of moisture content- routine
reference method, med f4 modificeringer. Vi gik ud fra, at vore prover 14 i et interval mellem 7 og
17% vandindhold, og vi anvendte en 0,5 mm sigte, som var den, der ved test med forskellige
sigtestorrelser kom narmest partikelsterrelsesfordelingen 1 standardmetoden.

En reprasentativ kornpreve pé ca. 5-6 g afvejedes 1 en varmestabil beholder med lag. Ved brug af
en centrifugal melle maledes kornet med 0,5 mm hulsterrelse. Proven blev heeldt tilbage i
beholderen, og der blev lagt 14g pa. For hver preve blev der foretaget tre gentagelser. For hver
maling rensedes mellen. Den kvarnede prove incl. beholder (my) tarreredes i et nyt baeger uden lag
med 0,001g’s ngjagtighed. Herefter blev praverne sat til torring ved 130°C 1 120 min. mélt fra det
tidspunkt, hvor temperaturen igen var pa 130°C. Proverne blev taget ud og atkelet 1 exsikkator 1 45
min. Herefter afvejedes de igen incl. beholder, (m;). Vandindholdet som procent af massen

(vadveegt) er da W;

W= (1- Il’ll/m()) 100%

Proceduren blev indkert og sammenholdt med prover fra Bygholm (Kristensen, videnskabelig
assistent).

Prover i delforseg II, der ikke umiddelbart analyseredes, blev frosset ned til -18°C i poser, hvor
luften var blevet klemt ud. For analyse blev proverne gradvist teet op (efter rad fra Thode, S.,

kemiker, Foulum). Proceduren blev testet i et pilotforseg med meget acceptabel reproducerbarhed.
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2.2.10 Overfladesterilisering

Overfladesteriliseringsproceduren tager udgangspunkt i Boley og Miiller, 1986, Samson et al.,
1992, Axberg et al., 1997 og pers. komm. fra Birgitte Andersen (forskningsassistent, DTU).
Proceduren afprovedes i et pilotforseg, og ud fra de herved opndede erfaringer blev den endelige
procedure udarbejdet. Samson ef al., 1992, anbefaler en immersion i hypoklorit-oplesning pé 0,4 %
12 min., herefter evt. en gennemskylning med destilleret vand, men gennemskylning er ikke
essentielt, og endelig udferes direkte udleegning péd agarplade. Denne metode var dog
uhensigtsmaessig, idet kernerne var vade, nar de blev lagt pa agaren. Herved mindede resultatet
mere om en pladespredning. Axberg (1997) anvender en 2 % hypoklorit-oplesning (hgj
koncentration sammenlignet med de evrige) i 10 min., herefter skylles med steriliseret, destilleret
vand 3 gange, og siden leegges kernerne til torre i en ovn med luftcirkulering ved 37 °C i 24-48
timer til vandindholdet er pa 18%.

Den endelige procedure blev en sterilisering med 0,4 % hypoklorit med omrystning i 10 min. med 5
gange volumen af kornpreven. Herefter foretog jeg 3 gange skylninger med omrystning i 10 min.
med autoklaveret postevand svarende til den oprindeligt tilsatte vaeskemangde. Herefter fordeltes
kernerne pé petriskdle og blev terret i ovnen i stinkskab i 24 timer ved 37 °C. Vi fik en
fornemmelse af, at steriliseringen eliminerede P.verrucosum, idet kerner med hgj
kontamineringsprocent havde en bemerkelsesvardig lav infektionsgrad. Vores forbehold over for
overfladesterilisering blev bekreftet af andre erfaringer med, at P.verrucosum er folsom over for

overfladesterilisering. (pers. komm. Frisvad & Lund, DTU iflg. Elmholt).

2.3 Penicillium verrucosum

2.3.1 Morfologi, taksonomi og toksiner

Klassificering af svampe var indtil begyndelsen af 1970’erne primert baseret pa arternes morfologi.
Sleegten Penicillium er klassificeret ud fra sin anamorf, dvs. den struktur, der varetager svampens
ukennede formering. Hos langt de fleste af Penicillium-arterne kendes ingen teleomorf (struktur der
varetager den kennede formering). Teleomorfen kan enten vaere bortreduceret eller ukendt.
Penicillium-arterne er derfor systematisk placeret i Deuteromycotina eller ”fungi imperfecti”
(Petersen, 1995). Enkelte af Penicillium-arterne er anamorfe stadier af Eupenicillium eller

Talaromyces (s&eksvampslegten kuglesak).
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Penicilliums konidier er sporer dannet ved mitotisk deling (ukennet formering) fra specialiserede
hyfer, phialider, hvorfra de hurtigt afkastes. Phialiderne er yderste del af konidioforen, hvis
forgrenede del betegnes penicillus (penslen), hvoraf navnet Penicillium eller penselskimmel

kommer. Penicillium er inddelt i fire underslagter pa baggrund af penslernes morfologi:

Penicillium subgenus Aspergilloides:  Monoverticilliate arter, dvs. med et forgreningspunkt.
Konidioforen bestér af en stilk med terminale phialider.
Enkelte arter producerer pensler med metulae (to
forgreningspunkter).

Penicillium subgenus Biverticillium:  Som navnet hentyder har biverticilliate to
forgreningspunkter. Konidioforen bestar af en stilk,
metulae og phialider.

Penicillium subgenus Furcatum: Biverticilliate som Bivertillium men med l&ngere
metulae end phialiderne. Enkelte arter kan producere
pensler med rami (tre forgreningspunkter).

Penicillium subgenus Penicillium: Terverticillate dvs. med tre forgreningspunkter.
Konidioforen bestar af stilk, metulae, rami og phialider.
Konidioforen er normalt asymmetrisk. Pensler kan vere
med ramuli (fire forgreningspunkter).

Figur 2.3.1 Klassificering af penicillierne (iflg. Hestbjerg, 1993)

Penicillium verrucosum tilherer underslaegten Penicillium med tre forgreningspunkter i penslen, de

terverticillate peniciller (se fig.2.3.1).

Den taksonomiske historie for ochratoksinproducerende Penicillium, specifikt Penicillium
verrucosum, starter med Ciegler ef al. (1973), der deler P. viridicatum i tre undergrupper efter
mykometabolitterne, vaekstrate, farve m.m. Senere studerer Frisvad og Filtenborg (1983, 1989) samt
Pitt (1987) igen kemotyperne af P. viridicatum, og de bliver enige om, at kemotype I og Il er de
eneste ochratoksinproducerende arter i sleegten Penicillium. De bibeholder underinddelingen med to
kemotyper, hvor kemotype II er den eneste, der producerer citrinin. Endelig foreslar Larsen et al.
(2001) pa baggrund af en biokemisk analyse og en clusteranalyse af 48 P. verrucosum-isolater at
skelne mellem P.verrucosum og P. nordicum, hhv. kemotype Il og I, pd grund af en klar
biosyntetisk og ekologisk forskel mellem svampegrupperne. Bl.a. er der en forskel i profilen for den
sekundere metabolitproduktion, reversfarven og forekomsten pd hhv. svineked (I) og

plantemateriale (II).
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Indledende RAPD-analyser tyder ligeledes pa, at der er to genetisk forskellige grupper af

Penicillium, der er i stand til at producere OTA (http://www.mycotoxin-

prevention.com/progress_detoxfungi.htm).

Penicillium verrucosum er yderligere karakteriseret ved at producere verrucinin og verrucolon.
Makroskopisk set producerer Penicillium verrucosum grenne konidier med en flojlsagtig
(’velvety”) til svagt granulaer overflade med klare, sma, udsivende draber pa Czapek-agar. Som
navnt under metodebeskrivelsen danner den en karakteristisk terrakotta-rod revers pd DYSG

(Samson et al., 2000).

2.3.2 Vaekst

Det karakteristiske veekstmenster for penicillier, der invaderer afgreder, er dannelse af tette
kolonier 1 sma, afgraensede substrater. De spreder sig ikke energisk med mycelier til det
omkringliggende substrat, men vokser langsomt og spredes ved en stor produktion af sporer. Dette
er en strategi, der gor, at penicillierne udnytter alle ressourcerne i substratet, inden de bevager sig
videre til naeste neringsmedie (Wicklow, 1995). Dette stemmer overens med en underseggelse, hvor
der analyseres for OTA pa kerneniveau (Shotwell et al., 1975). Her viste resultaterne, at der var
kerner, som havde ligget op ad hinanden, men som havde henholdsvis et meget hejt indhold af OTA
og slet ingen spor af OTA. Denne spredningsstrategi gor det ekstra vanskeligt at udtage en
reprasentativ preve, men desto vigtigere er det at veere opmarksom pé den store variation, et
kornparti kan indeholde, og metoden, hvormed udtagningen foregar. Pitt (1979) (iflg. Wicklow,
1995) mener, at gruppen af terverticillate penicillia (som P. verrucosum tilherer) er en avanceret
gruppe af svampe, der er tilpasset vaekst i cerealier, madvarer og andre produkter med lav
vandaktivitet, og at de producerer et hgjt antal konidier pr. konidiofor. Ifalge Samson et al. (2000)
vokser P. verrucosum begraenset. Den opnar en storrelse pd ca. 1 cm i diameter inden for 7 dage pa
Czapek-agar ved 25°C. Optimum for veeksten ligger ved 20°C og med potentiale for vaekst mellem
0°C og 31°C. Den er xerofil og i stand til at gro ved et vandaktivitetsniveau a,, ned til omkring 0,80.
( se definition af a, 1 afsnit 2.4.1) Vaksten kan forega over et pH-interval mellem 2,1 og 10,0 og
med optimum mellem pH pa 6,0 og 7,0 (Northolt, 1979; Pitt & Hocking, 1997).

Svampemyceliers (herunder P. verrucosums) made at vokse pa i korn ger, at de kan traenge
igennem selv meget kompakte substrater. De vokser apikalt, det vil sige ved, at kun hyfespidsen
udvides. Ved udskillelse af enzymer og derved nedbrydning af substrater til bl.a. stivelse og

proteiner baner svampen sig vej og danner samtidig naeringsstoffer til sin egen metabolisme.
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Nearingsstoffer som mono- og disaccharider optages tet ved apex (hyfespidsen). Efterhanden som
hyfespidsen vokser, forsteerkes hyfevaeggen. Det er blot den yderste mm. af spidsen, der er meget
plastisk. Vakststrategien gor svampene mere mobile end f.eks. encellede bakterier og ger. En
yderligere fordel har svampene, idet de evner at translokere metabolismeprodukter, cytoplasma og

vand fra aldre dele af myceliet til nyere dele (Olsson, 2000).

2.3.3 Udbredelse

Penicillium verrucosum er udbredt 1 tempererede omrader (Larsen et al, 2001), bl.a. er der
registreringer fra Canada (Mills ef al., 1995),(Abramson, 1998), Storbritannien (Scudamore &
Wilkin, 1999), Tyskland, Sverige (Breitholtz et al., 1991) og Danmark (Elmholt, 2003; egne
resultater). Da det som tidligere naevnt nu er anerkendt blandt taksonomer, at P. verrucosum er den
eneste svamp, der producerer ochratoksin i cerealier, er udbredelsen af P. verrucosum relateret til de
lande med ochratoksin-produktioner, som ikke kan henferes til Aspergillus-kontaminationer

(Frisvad, 1995). (se endvidere afsnit 2.1.3)

2.3.4 Forekomst

Hovedhabitaten for P.verrucosum er planteprodukter som beskrevet i afsnittene om taksonomi

(2.3.1) og ochratoksin (2.1.3) (Larsen et al., 2001).

2.3.5 Gkologi, kontamineringsveje og livscyklus

Okologi

Organismers gkologiske strategier kan betragtes ud fra to principper: enten ud fra deres rolle i
okosystemet eller ud fra deres strategi for neringsstofoptagelses. De to principper kompletterer
hinanden, idet rollen i gkosystemet fortaller noget om organismernes levevis i tid og rum, mens
deres naringsstofstrategi forteller noget om organismernes fysiologi (Petersen, 1995). Opdelingen
har klassisk taget udgangspunkt i organismernes rolle i ekosystemet, hvor heterotrofe organismer

inddeles i fire kategorier: nedbrydere, predatorer, parasitter og mutualister (se fig. 2.3.2).
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Primaer 1 dede i ekskrementer  1levende og nyligt iredder og blade

forekomst plantedele med nematoder dede planter og samt ved
dyr lichenisering
Rolle i nedbrydere predatorer parasitter mutualister

okosystem (saprober) (symbionter)
(saprofytter)
(obligate saprotrofer)

SAPROTROFE PARASITTER BIOTROFE PARASITTER

(fakultative parasitter) (parasitiske symbionter)

(nekrotrofer) (obligate biotrofer)
Neeringsstof- \NEKROTROFI \ /
Strategl saprotrofi biotrofi

Figur 2.3.2 Okologiske kategorier (iflg. Petersen, 1995)

Den nyere klassificering i gkologiske strategier har udgangspunkt 1 neringsstofoptagelsen. Her
opdeles overordnet i biotrofi og saprotrofi. De biotrofe organismer (gr. ‘bios, liv) udnytter direkte
levende cellers indholdsstoffer f.eks simple sukkerstoffer, mens de saprotrofe organismer (gr.

sa pros, rddden) lever af dede celler. Til denne kategori harer ogsa de nekrotrofe (gr. ne kros, lig),
der ligner de saprotrofe organismer, men her er verten i udgangspunktet levende celler, som de
dreeber. Til forskel fra en tydelig distinktion mellem de biotrofe og sapro-/nekrotrofe organismer er
der ikke nogen klar fysiologisk afgrensning mellem de nekrotrofe og ikke-nekrotrofe organismer,
hvorfor Petersen (1995) henregner de nekrotrofe under de saprotrofe i bredeste forstand. Dette
stemmer fint overens med Cooke og Rayner (1984), der skriver, at nekrotrofi er meget teet relateret
til og sommetider ikke til at skelne fra saprotrofi.

Om P. verrucosum draber cellerne en for en eller forst inficerer cellerne, nar de er dede, er der
meget fa indicier pa. EImholt (pers. komm.) har observeret P. verrucosum voksende pa levende
kimredder, men om P. verrucosum levede af de levende celler eller af dede celler i ydre cellelag,
vides ikke. Hvad der sker pa celleniveau, ved man ikke (Elmholt, pers. komm.). Det tyder
overordnet pd, at lagersvampe draber de levende celler, idet de nedsatter spireevnen i et kornparti
(Abramson, 1998). Christensen (1973) (iflg. Wicklow, 1995) skriver, at lagersvampe enten
langsomt eller hurtigt kan draebe embryonet i1 kernerne og derfor ber regnes som fakultative
parasitter. Antager man, at P. verrucosum parasiterer levende kerner (spiredygtige) og ikke kun

lever i de overfladiske, dede cellelag, samt at infektionen af kornet er letal, m& man ud fra Petersens
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(1995) definition kunne kategorisere P.verrucosum som nekrotrofe eller saprotrofe parasitter, néar
man ser isoleret pa deres tilstedevarelse 1 miljoer som kornlagre.

Lagersvampes okologi og livshistorie i kornmarker og deres rolle 1 naturlige plantesamfund ved
man reelt meget lidt om (Wicklow, 1995). Lillehegj & Elling (1983) understreger vigtigheden af, at
vi forstér gkologien bag den naturligt forekommende OTA i fedevarer, og derfor er det essentielt at

kende den toksinproducerende svamps cyklus fra jord til korn og tilbage til jord igen.

P. verrucosums livscyclus er der meget lidt viden om, og spergsmalene er mange: Hvorndr finder
kontamineringen sted, hvordan bringes P.verrucosum fra mark til lager, forekommer den i det hele
taget 1 jorden, lever den som nedbryder i jorden, inficerer den kornet systemisk, findes den i
naturlige habitater og fores til udefra, eller findes den kun i miljeer som lagre eller i mejetarskeren,
hvor den overlever fra ar til ar ?

I begyndelsen af 70’erne var det den gaengse holdning, at mykotoksinkontaminering udelukkende
var en konsekvens af darlig lagring. Da undersogelser viste forekomster af ochratoksin og citrinin 1
bygprover fra 10 forskellige omréder i Sverige 2 uger for host, ved heost, efter torring og under
lagring, vakte det opsigt (Hokby ef al., 1979). Konklusionen var, at ochratoksinkontamineringen
maétte have fundet sted i marken. Yderligere var der ingen sammenhang med en tidsathaengig
udvikling, hvorfor der ikke kunne konkluderes noget om infektionstidspunktet, og det blev ikke
pavist, at P. verrucosum var eller havde veret tilstede. Det kan dog skyldes utilstraekkelige
detektionsmetoder. Eller det er muligt, at ochratoksin blev dannet i jorden og translokeret gennem
planten. Sadanne studier er ikke foretaget for P. verrucosum, men for andre mykotoksiner. Sutton et
al. (1976) (iflg. Hestbjerg, 1993), har pévist zearaleon i majsplanter og Day & Mantle (1980) (iflg.
Elmbholt, 1999) har konstateret translokation af verruculogen. Lillehgj & Goransson (1980) (iflg.
Lillehoj & Elling, 1983) har fundet Penicillium spp. med potentiale for ochratoksindannelse i dansk
byg for hest. De fandt dog ingen ochratoksin, derfor er det tvivisomt, om det var P. verrucosum.
Desuden er der pa baggrund af de seneste taksonomiske metoder saet tvivl om resultatet. Elmholt
(2003) fandt som den forste registreringer af P. verrucosum 1 dansk landbrugsjord i 11 ud af 64
undersogte jorde. Konklusionen var, at P. verrucosum foretreekker lerjorde fremfor sandjord, samt
at P. verrucosum ser ud til at forekomme med sterst regelmassighed i okologisk dyrket jord
(Elmholt, 2003). I en undersogelse, hvor inokuleret jord blev gravet ned i en periode pd 13 méineder
fra oktober 1994 til marts 1996 med flere frostperioder, fandt Elmholt & Hestbjerg (1999), at P.

verrucosum kan overleve 1 jorden, formere og udvikle sig ved at nedbryde naeringsstoffer i jorden
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og sandsynligvis blive en integreret del af jordekosystemet (Elmholt, 2000). De seneste forseg 1
marken med naturligt kontamineret (m. hgj kontamineringsprocent) udsead tyder pa, at
P.verrucosum ikke er frebaren (Elmholt, 2003), og derfor er teorien om systemisk infektion
tvivlsom. Der er ingen tvivl om, at P.verrucosum trives under betingelserne i miljoer som lagre, og
at den kan overleve her fra ar til ar. Dette er der belaeg for i mine undersegelser (se delprojekt I). I

det folgende har jeg undersogt betingelserne for P.verrucosums vekst og produktion af ochratoksin.

2.4 @kologiske faktorer der pavirker vaekst og ochratoksindannelse

Svampevakst og mykotoksinproduktion er en konsekvens af en vekselvirkning mellem svampen,
dens veaert og omgivelserne (Pitt et al., 2000).

Allerede 1 1960 skrev Christensen, at odeleggelse af korn 1 lageret var pdvirket af mange faktorer,
hvor det tyder pa, at de vigtigste er vandindhold, temperatur, hvilken svampeart der er dominerende,
hvilken tid med hvilken rate svampen vokser, hvilken tilstand kornet er i, samt hvor og hvor meget
kernerne er beskadiget (Quasen & Christensen, 1960) Der er et ssmmenspil mellem faktorerne, og
det er méske forklaringen p4, at noget korn kan opbevares ved 13-14% vandindhold i flere ar uden
at tage skade, mens andet korn lagret under samme betingelser mister spireevnen (Quasen &
Christensen, 1960) .

De indre og ydre ekologiske faktorer vil vare specifikke for ethvert lager, og denne individuelle
profil vil veere bestemmende for mykotoksinpotentialet. Profilen skal matche svampenes vakst og
mykotoksindannende profiler (Frisvad, 1995).

Studier af P. verrucosum og OTA viser stor variation, og interaktioner mellem mange faktorer gor
forskningen kompliceret. Jeg har valgt at inddele faktorerne, der pavirker vaekst og
ochratoksindannelse, i hhv. fysisk/kemiske, biologiske og genetiske faktorer vel vidende, at et

samspil finder sted pa tvars af grupperingerne.

2.41 Fysisk/kemiske faktorer

Forekomsten af P. verrucosum og OTA kan betragtes i tid og rum. Nogle undersogelser viser en
arstidsvariation, mens andre finder en geografisk variation (Elmholt, 2003), og en stor variation
findes selv inden for meget sma afstande (Shotwell ez al., 1975). Vigtige fysisk/kemiske faktorer er
desuden fugt, temperatur, vekstsubstrat, autoklavering, gassammensatningen CO, og O,, pH, tid,

handtering, overfladebeskadigelse, hotspot m.m..
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Den geografiske variation

Jorgensen et al.(1996) fandt ingen geografisk forskel i indholdet af OTA 1 de prever, de havde taget
hos forskellige moller i Danmark, mens der er fundet en geografisk forskel blandt tilfelde af porcin
nephropati. Dette forklarer Jorgensen et al. (1996) med, at korn til mellerne kan vare blevet
transporteret fra den ene ende af landet til den anden, hvorved der er sket en nivellering. Arsagen til
den geografiske variation i1 forbindelse med porcin nephropati, mener han, er, at korn til foder evt.
bliver behandlet med mindre omhu end korn til konsum, og at korn til foder ofte anvendes pa den
gérd, hvor det produceres (Jorgensen et al., 1996). Nye undersegelser af korn fra gérde fordelt over
hele landet underbygger, at der kan vere stor geografisk variation inden for den samme sason
(Elmholt ikke pub.). Samtidig viser nedbersresultater, at der kan vere stor differens i nedberen

trods det, at Danmark er et lille land (se endvidere delprojekt I).

Arstidsvariation

Arstidsvariation hanger ofte sammen med vejrbetingelserne omkring host. Mills (1995) beretter
kun om sporadiske tilfelde af P.verrucosum 1 1989, hvor det var et tort hostir. I Danmark har der
varet korrelation mellem vide hostir og heje niveauer af OTA. F.eks var 1987 et meget vadt hostar
med et markant hejere indhold af OTA end gennemsnitligt. Vaeksten af svampe og produktionen af
mykotoksiner er relateret til temperatur og vandaktivitet under kornets vakst, host og lagring

(Jergensen et al., 1996).

a,, og temperatur

Det nvnes gang pd gang, at specielt temperatur og vandaktivitet har stor betydning for
forekomsten af P. verrucosum og OTA (Marquardt & Ronald, 1996). Temperatur er lige sa vigtig
som vandindholdet, skriver Christensen (1960). Vandaktiviteten, a,, er udtryk for
vandtilgengelighed for organismen og defineres ud fra det relative vanddamptryk, der ydes pa et
substrat. Jo lavere a,, er, des mindre vand er tilgeengeligt for organismerne. En a,, pd omkring 0,70
er minimum for de fleste lagersvampe (Ominski ef al., 1994). a,, svarer til “equilibrium relative
humidity”, e.r.h. (se yderligere afsnit 2.6) (Pixton & Warburton, 1971).

Harwig & Chen (1974) finder i et forseg med inokuleret hvede og byg med P. viridicatum (dvs. P.
verrucosum, idet den producerer OTA), at dannelse af ochratoksin A er mulig ved bade 18% og

22% vandindhold opbevaret ved henholdsvis 86% RH (ay= 0,85- 0,86) og 90 % RH (ay,= 0,90-
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0,93) og ved bade 12°C og 25°C, men ogsa helt ned til 5°C, 25% vandindhold (95% RH, a,, =0,95-
0,97) blev der produceret OTA.

Northolt ef al. (1979) undersogte OTA-produktionen i agar og byg og fandt, at optimal vakst og
produktion af OTA er ved en ay-verdi pa 0,97 (ved 4-31°C, optimum ved 24°C, 1 byg kun ned til
12°C). I denne undersagelse blev der produceret OTA ved vandindhold pé 23,6% (ay, = 0,93, v.
24°C) 0g 17,9% ( ay, = 0,91, v. 24°C) men ikke ved 14,4% (ay = 0,86, v. 24°C), mens der stadig var
svampevekst ved 14,4% (ay, = 0,86, v. 24 °C) og helt ned til 0°C (ay, = 0,95).
Minimumsvandaktiviteten for vakst far Northolt ez al. (1979) til at veere 0,80 og mellem 0,83-0,86
for produktion af OTA.

Et lidt nyere studie med nedkelet lagring af hvede viser, at OTA allerede dannes ved 4°C, nér
vandindholdet er storre end 20% (efter 100 dage). Ved 10°C dannes OTA, nar vandindholdet er
storre end 18% (efter 160 dage) (Miiller & Boley, 1992).

I endnu et nyere laboratoriestudie af Hetmanski (1997) (iflg. Scudamore & Wilkin, 1999) med
inokuleret byg og hvede blev det vist, at OTA-produktionen begyndte efter 8 uger ved 17,3%
vandindhold ved bade 15°C og 20 °C, mens OTA-produktionen indledtes ved 16,3% inden for fa
uger 1 byg. Konklusionen for dette studie var, at OTA kunne dannes efter en given tid fra 16,5%
vandindhold og en temperatur pa mindst 15°C. Scudamore & Wilkin (1999) refererer til
laboratoriestudierne og mener, at de ikke giver data nok til at forudsige risikoen ved lagring, men
det bestyrker teorien om, at OTA sadvanligvis ikke udvikles, hvis kornet hurtigt bliver torret ned til
16% uanset temperaturen.

OTA-dannelsen afth@nger af en lang reekke faktorer og ikke alene af et hegjt vandindhold, men
vandindholdet giver en klar indikation pa risikoen (Scudamore & Wilkin, 1999). Vigtige faktorer
for vandaktiviteten 1 kornet under lagringen er, hvordan de klimatiske betingelser har veret under
vakst og hest, og hvilke terrings- og lagringsteknikker der er blevet brugt (Lacey & Magan, 1991)
(iflg. Jorgensen et al., 1996). Terringsteknikker vil blive beskrevet i afsnit 2.5. Det fremgar af
studierne, at forekomsten af P. verrucosum og dannelsen af OTA er et samspil mellem flere
faktorer. I nedenstédende afsnit om hotspots vil jeg komme yderligere ind pd undersogelser, hvor

flere faktorer er integreret 1 bl.a studier fra felten.
Kornhandtering og lagringsbetingelser

Kornets kvalitet bl.a. med hensyn til hvor stor en del, der har taget skade under hest, har betydning

for infektion af lagersvampe (Marquardt & Ronald, 1996). Mekanisk skade pa kernerne gor det
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muligt og nemmere at treenge igennem froskallen. Undersogelser viser, at svampe optrader
hurtigere 1 beskadiget korn. En infektion af lagersvampe er derfor ogsa relateret til maden, hvorpa
kornet bliver hdndteret, og hvor stor en beskadigelse der sker under terskning og lagring (Wicklow,
1995).

Heostet korn med meget hejt vandindhold kan, hvis det terres hurtigt ned eller torres ned ved hgje
temperaturer, stresses, hvorved frehviden revner eller kernerne beskadiges p4 anden made
(Wicklow, 1995).

Flannigen (1978) finder, at der er langt storre kontamineringsprocent af xerofile svampe
(Penicillium spp.) ved mejetaersket byg og hvede end ved handtaerskede kerner. Desuden ser det ud
til, at der er en sammenhaeng mellem kontamineringen og de vegetative dele af kornet, men ogsa
sporer fra Penicillium spp. isoleret fra jordoverfladen og levninger fra sidste hest 1 bade
mejeterskerens tromle og temningssnegl kan kontaminere kornet i mejeterskeren. Stev, kornrester
og avner i kornsakke viste sig derudover at vaere endnu en kilde til kontaminering af kornet

(Flannigan, 1978).

Tid

Perioden, hvor kornet ligger lagret under forkerte forhold, er afgerende for udviklingen af svamp og
OTA-produktionen (Marquardt & Ronald, 1996). Foreliggende undersoggelser viser forskellige
udfald m.h.t. varighed athangig af de fysiske og biologiske faktorer. Der kan derfor ikke siges
noget entydigt om, hvor l&enge kornet kan ligge under uhensigtsmassige forhold. Det vides heller
ikke med sikkerhed, hvordan produktionskurven ser ud for dannelse af OTA. En undersogelse af
Madhyastha et al. (1990), hvor P. verrucosums vaekst og OTA- og citrinin-produktion blev fulgt
efter 7, 15 og 30 dage ved 28°C pa forskellige autoklaverede cerealiesubstrater viste, at OTA-
produktionen var linezr: Den steg fra dag 7 og var ikke néet et plateau ved dag 30, mens
citrininproduktionen i hvede naede et maksimum efter 23 dage (beregnet).

I et lengerevarende studie af Abramson et al.(1997) 1 60 uger, hvor 2-radet og 6-radet byg blev
fugtet op og placeret i et tort lager, blev bl.a. effekten af tid observeret. Ochratoksin A blev
detekteret 1 uge 8 for 2-radet byg og 1 uge 4 for 6-radet byg. Maksimum indtraf 1 henholdsvis uge 28
og uge 24. Maksimumveardien af OTA 1 6-radet byg, der under hele forlabet havde et langt hgjere
indhold, 14 pa 0,97 ppm. Arsagen til faldet i citrinin-niveauet menes dels at vaere en kemisk

nedbrydning og dels enzymatisk aktivitet.
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Veekstsubstratet

Veakstsubstratet har stor indflydelse pd produktionen af OTA (Filtenborg et al.,1990; Pitt and
Samson, 1990 (iflg. Marquardt & Frohlich, 1992)). Madhyastha et al. (1990) undersoger
substratspecificiteten og konkluderer, at P. verrucosum producerer mere OTA i cerealier end i
”oilseed” (sojabgnner og jordnedder). I overvagningsprogrammerne fra 1996 finder Jorgensen et al.
(2000), at rug er den afgrade, som oftest er kontamineret og indeholder det hgjeste niveau af
ochratoksin A . Abramson et al. (1980) (iflg. Marquardt & Ronald, 1996) rapporterede om OTA
dannet 1 byg og hvede, men ikke i1 havre ved 21% fugtighed og 12-29°C i et kornlager.

Forskellige isolater (varianter) af samme art kan producere ulige mangder af OTA under samme
betingelser (Marquardt & Frohlich, 1992). Eller forskellige isolater kan respondere forskelligt pa de
samme vaekstmedier og betingelser (Harwig og Chen, 1974; Northolt et al.,1979; Haggblom, 1982;
Miiller & Boley, 1991).

Et isolat kan desuden miste evnen til at producere OTA 1 et substrat, det tidligere har responderet pad
(Frisvad & Filtenborg, 1989). Desuden viste Filtenborg et al.(1990) (iflg. Frisvad, 1995), at en type
gaerekstrakt (i YES agar) fremmede ochratoksin- og citrinindannelsen, mens en anden type

garekstrakt fra samme firma hemmede produktionen.

Miiller og Boley (1991) undersager effekten af autoklavering og overfladesterilisering pa
produktionen af ergosterol, OTA og citrinin. Hveden indstilles pa 25% vandindhold, kontamineres
med P. verrucosum og lagres ved hhv. 4°C og 10°C. Begge behandlinger havde en oget effekt
sammenlignet med en ubehandlet kontrol. Specielt autoklaveringen giver en gget OTA- og citrinin-
produktion. Dette kan sandsynligvis tilskrives den hydrotermiske pavirkning, der ger stivelsen mere
tilgeengelig. Miiller og Boley (1991) konkluderer dog, at koldlagret, autoklaveret og
overfladesteriliseret hvede ikke kan fortaelle noget om vakst-kinetikken og produktionen af

mykotoksiner fra P. verrucosum under reelle landbrugsbetingelser.

pH

Hydrogenionkoncentrationen i substrater kan pavirke de metabolske processer og dermed vakst,
sporulering, mykotoksinproduktion samt temperatur- og fugtforhold (Magan & Lacey, 1984).
Magan og Lacey (1984) fandt ved studier af bl.a. Penicillium spp., at en &ndring af pH fra 6,5 til

4,0 gjorde, at minimum-a,-vaerdien steg, og antallet af dage egedes for sporulering.
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Yderligere faktorer, der forer til svampevakst og mykotoksindannelse, er oxygen-tilgengeligheden
og carbondioxid-koncentrationen (Marquardt & Ronald, 1996).

Undersogelser viser, at toksinproduktion er mere folsom end svampevakst over for forskellige
niveauer af atmosfariske gasser. I de fleste tilfalde er lav O,-koncentration (mindre end 1,0%)
og/eller ogede CO,-koncentrationer effektive heemmere af svampevakst og udvikling af
mykotoksiner (Paster & Bullerman, 1988) (iflg. Ominski ef al., 1994). Iben Haasum (1998)
registrerer, at P. verrucosum er specielt folsom over for forhgjede niveauer af CO, . Desuden er det
observeret, at svampes folsomhed over for gassammensetninger er pavirket af

vandaktivitetsniveauet (ay) og temperaturen (Magan & Lacey, 1984a) (iflg. Ominski ef al., 1994).

Fungicider, jordbearbejdning m.m.
Fungicider, gadningshistorie, jordbearbejdning og saedskifte er faktorer, som evt. har indflydelse pa

tilstedevaerelsen og samspillet af lagersvampe, men som jeg har valgt ikke at tage hensyn til.

Hotspots

Hotspots er steder, hvor samspillet mellem faktorer skaber optimale betingelser for vakst og
dannelse af OTA. Det kan vaere lommer, hvor kornet 1 et lager ikke bliver ordentligt terret ned, eller
steder, der er svaere at komme til at gore rene. Hotspots kan desuden opsta, hvis f.eks vandindholdet
stiger 1 kornet, hvorved xerotolerante lagersvampe kan vokse og kontaminere kornet.
Metabolismeaktiviteten fra svampene kan vaere med til at haeve temperaturen og vandindholdet,
saledes at yderligere svampeaktivitet bliver mulig. P4 denne made stiger vandindholdet til et niveau,
hvor ogsa mindre xerotolerante svampe fir gode betingelser, og potentialet for dannelsen af
mykotoksiner oges. Denne udvikling kan fortsatte og resultere i, at kornet breender sammen
(Wicklow, 1995).

Der er ikke lavet mange studier, hvor man har undersogt dannelsen af OTA ved marginale
betingelser, som opstér i miljeer med terring og lagring af korn i vore klimatiske omrdder. De fleste
studier er lavet under laboratorieforhold og med det mal at maksimere OTA-dannelsen (Scudamore
& Wilkin, 1999).

Shotwell et al. (1975) belyste et naturligt hotspot i et majslager, der var opstaet p.g.a. et abent

vindue. Med enkelte kernebestemmelser illustrerede han stor variation. Trods mycelievaekst mellem
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tilstedende kerner kunne der vere store forskelle 1 toksinindholdet (aflatoksin). Han demonstrerede
desuden, at dérlige opbevaringsbetingelser kan fore til et hejt niveau af mykotoksin pa 6 uger.
Fund af én kornprove i et lager med OTA vil ifelge Scudamore (1999) betyde, at der er potentiale
for svampevakst og dannelse af OTA i ethvert parti af det gvrige lager med samme kombination af

temperatur og vandindhold som der, hvor preven blev taget.

2.4.2 Biologiske faktorer

Hvor stort er sporetrykket, hvilke mikrobielle interaktioner findes, og hvilke vertebrater f.eks
kornsnudebiller og smé pattedyr som mus og rotter er i kornet ? Svampevaksten og
mykotoksindannelsen er ogsé pavirket af interaktionen mellem disse faktorer (Marquardt & Ronald,

1996).

Antagonisme

Der er flere eksempler pa, at Penicillier danner toksiner, der er giftige over for andre fungi eller
bakterier. Penicillium breviocompactum Dierck, der producerer det forst registrerede penicillin,
viste sig at veere dominerende bdde over for mark- og lagersvampe trods det, at det er en langsomt
voksende svamp (Magan & Lacey, 1984) (iflg. Wicklow, 1995). Lignende observationer har vist, at
mykotoksiner anvendes 1 kampen med bl.a. hurtigere voksende svampe (Wicklow, 1995).

Hvorvidt P. verrucosum anvender ochratoksin ved interaktioner med andre microorganismer, vides
ikke. De undersoggelser, som foreligger, er @ldre studier med P. viridicatum, og det er ikke klart, om
isolaterne er ochratoksindannende. Undersggelserne viste, at sporulering og vackst blev hammet
ved placering i petriskdle med en raekke forskellige bakterier, mens metabolitter fra enkelte
bakterier havde en stimulerende effekt pd sporulering og inducerede dannelsen af vesikler (Moore-
Landecker & Stotzky, 1973) (iflg. Petersen, 1995). Elmholt fandt ikke, at OTA iblandet agar
hammede sporulering og veekst af andre skimmelsvampe (pers. medd.).

Laboratorieforseg med andre OTA-producerende arter, her A. alutaceus, viste, at produktionen af
OTA var pavirket af tilstedevarelsen af andre konkurrerende mikroorganismer. Produktionen af
OTA var meget storre i steriliseret byg end 1 ikke-steriliseret byg, og produktionen faldt, da ikke-
producerende isolater blev genindfert til den sterile byg (Chelack et al., 1991a) (iflg. Marquardt &
Frohlich, 1992). Marquardt & Frolich (1992) mener derfor, at tilsetning af mikroorganismer til
korn kontamineret med OTA-producenter sdsom P. verrucosum er en metode, hvormed
produktionen af OTA kan minimeres. Modsat er det vigtigt at sterilisere sit substrat, hvis

undersogelserne skal fokusere pa OTA-produktion (Marquardt & Frohlich, 1992).
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Arbejder med kommerciel anvendelse af bakterier i biologisk kontrol af patogene mikrosvampe er i
gang. De viser bl.a., at Pseudomonas sp. producerer cykliske lipopeptider, der har antagonistiske

egenskaber over for plantepatogener (http://www.ecol.kvl.dk/common/research/genmic/rhizosphere-

microbiology-and-biological-control/index.php3).

Succession

Wicklow (1995) beskriver, hvordan succesionen i lageret foregar. Hvis kornet har et meget lavt
vandindhold, er det typisk (f.eks Eurotiom spp.), der invaderer kornet forst. Efterhanden som de
xerotolerante svampes metabolismeaktivitet @ges, stiger vandindholdet og temperaturen som
tidligere navnt, hvorved nye kolonister far mulighed for at udkonkurrere de mest xerotolerante
svampe. Ligeledes kan der opsti en stratificering af lageret, nar vandindholdet er uens fordelt i
lageret. Semeniuk et al. (1947) (iflg. Wicklow, 1995) registrerede, at P. palitans (syn.
P.verrucosum) var eneste svamp i de gverste 30 cm 1 majs, der var lagret i metalbeholdere.
Svampefungien kan ogsé bestd af de ’sekundaere” successionsarter fra starten af lagringen, hvis
kornet f.eks ikke er blevet tarret ordentligt ned, eller hvis der er hotspots, hvor kornet af forskellige
arsager ikke kan terres ned. Det er dog ikke kendt, om de “’sekundere” successionsarter inficerer

kerner, hvor der har vaeret tidligere kolonister (Wicklow, 1995).

Mutualister

Det er et kendt fenomen, at infektion af en organisme kan forhindre kontamineringen af en anden.
Séledes kan svampekolonister fungere som mutualister ved at forsvare planter mod yderligere
svampeangreb eller andre herbivorer. Der findes flere eksempler herpa i marksituationer, men
eksempler pa kornresistens i1 lager kendes ikke (Wicklow, 1995).

Det kan godt vaere, at svampeinteraktionerne i kornet pd hesttidspunktet ikke er relevante for kornet
pa lager, skriver Wicklow (1995). Han mener dog, at disse illustrerer, hvor kompleks en
svampehistorie der folger kornet, ndr det skal lagres. Faktisk ved man meget lidt om livshistorien og
okologien for ”lagersvampe” i marken og n@rmest ingenting om deres rolle 1 naturlige ekosystemer

(Wicklow, 1995).
Insekt-interaktioner

Der findes ogsa eksempler pé, at det kan vere en fordel, at der har vaeret andre organismer for

svampen. F.eks kan insekter veere med til at lette kontamineringen af kernerne ved fysisk at bryde
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fraskallen (seed coat) og lette gennemtraengningen til kernerne. Rasmussen (DLG, centrallab., pers.
medd.) papeger, at kornsnudebillerne (ex. Sitofilus granarius) og miderne udger en vigtig faktor for
svampekontamineringen. Han understreger, at det er vigtigt at holde lagertemperaturen nede, sa
metabolismeaktiviteten nedsattes. Ved temperaturer under 12°C har Sitofilus granarius intet
stofskifte. Rasmussen (DLG, centrallab., pers. medd.) mener, at kornsnudebiller er en af de vigtigste
arsager til udbredelse af svampe 1 kornlageret (en bille kan laegge op til 20-40 larver i kernerne). En
af de fa undersogelser, der er foretaget om interaktioner mellem svampe og insekter, viser dog, at
ekskrementer fra en bille (77ibolium castaneum) 1 hvede dels reducerede svampevaksten
signifikant, og dels reducerede OTA-produktionen fra Aspergillus alutaceus. Hypotesen var, at
ekskrementerne ogede svampekonkurrencen, hvorved OTA-producerende svampe udkonkurreredes

(Blank et al., 1995).

Synergieffekter mellem mykotoksiner

Der er muligvis en synergieffekt mellem mykotoksinerne og/eller mellem mykotoksiner og
bakteriebarne sygdomme som Salmonella. F.eks kan mykotoksinerne medfere immunsupression,
hvilket kan fore til bakterieinfektion eller neoplastiske virkninger (Filtenborg, 1994; Frisvad, 1995;
Abramson, 1998). Der er rapporteret om synergieffekter mellem citrinin og ochratoksin A hos fugle
(Huff et al., 1988) (iflg. Miiller & Boley, 1992), og ved mus er det blevet rapporteret, at citrinin har
en forstaerkende effekt pd den letale og muligvis ogsa den cancerogene effekt af ochratoksin A

(Kanisawa, 1984) (iflg. Miiller & Boley, 1992).

Sporetryk

Undersogelser med 4. alutaceus (Chelack et al., 1991) (iflg. Ominski et al., 1994) og A. flavus
(Karunaratne & Bullerman, 1990 & Odamtten et al.,1987) (iflg. Ominski et al., 1994) samt
produktion af henholdsvis OTA og aflatoksin viser, at lavere inokulum (10* konidier/g frem for 10
konidier/g) gav et oget mykotoksinindhold. Muligvis er der en sammenhang mellem mycelievaekst
og aflatoksinproduktion. Aflatoksinproduktionen er sterre, hvor populationen er mindre og har mere

substrat at vokse i (Odamitten et al., 1987) (iflg. Ominski ef al., 1994).

2.4.3 Genetiske faktorer

Frisvad (1992) (iflg. Frisvad, 1995) finder i en multivariabel, statistisk undersggelse pa baggrund af
et HPLC-studie en kvantitativ forskel i produktionen af OTA mellem fire forskellige stammer af P.
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verrucosum. I nye molekylarunderseggelser finder Lund, DTU (ikke pub.), en genetisk variation

mellem P. verrucosum fra samme bedrifter og fra forskellige geografiske omrader.

2.4.4 Opsummering af faktorer

Abramson (1998) skriver opsummerende, at svampevakst og mykotoksindannelse er et resultat af
interaktion mellem flere faktorer (fig. 2.4.1). Folger man figuren kronologisk, vil kornet blive
kontamineret af svampesporer fra luften, andet korn eller spild/rester. Mekanisk skade fra
hestredskaber, insekter eller andre dyr kan yderligere vere med til at sprede inokulum eller skabe
bedre betingelser for kontamineringen af kornet. Svampevakst er herefter athaengig af
tilstedeveerelse af oxygen, tid, varme og fugt. Fugt og varme kan komme fra insekters og svampenes
egen metabolismeaktivitet, mens fugt ogsa kan komme fra eksterne steder. F.eks. kan fugt blive
tilfort udefra, hvis der er en utathed, hvor regn og sne kan treenge igennem, eller hvis der dannes
kondens. Abramson (1998) beskriver, hvordan processen fortsetter med en eventuel dannelse af
mykotoksiner, hvis den rette toksigene art er til stede og har betingelser for at udvikle toksiner.
Yderligere udvikling af svampen athanger af varme, det rette substrat og tid, saledes at
svampemetabolismen kan indga i en sekunder fase, skriver han. Kemiske biprodukter fra
svampevaksten udskilles og kan registreres som frie fedtsyrer, CO,, ergosterol og specifikke

alkoholer og ketoner, der bl.a. udger svampens duftstoffer.

TOXIGENIC
SUBSTRATE MECHANICAL TIME FATTY ACIDS STRAINS
DAMAGE O . '\ / CO;  HEAT KTIME
K INOCULATED \ \ . TOXIC
( SUBSTRATE SURSTRATE SUBSTRATE
( INSECTS HEAT l
INOCULUM . L QpMAGE Hz0 TOXIGENIC ~ COMPOSITION %
- BtheR ER GRAIN * VECTORS INSECTS"J PAEDOMINANCE  SUBSTRATE
-
VOLATILES
* ALIPHATIC
A-CH AND R=0

= TERPENOCIDS

Figur 2.4.1 Faktorer der pavirker mykotoksindannelse i lagret korn (Abramson, 1998)
Abramson (1998) konkluderer, at det pa grund af samspillet mellem disse mange faktorer er
nedvendigt at studere svampevakst og mykotoksindannelse under naturlige lagerbetingelser. Nér
specifikke lagersituationer og procesbetingelser for vaekst og mykotoksindannelse kan

karakteriseres, er det muligt at udforme forebyggende procedurer og tidlige advarselsindikatorer.
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2.5 Forskellige lagrings- og terringsmetoder

Selvom man inden for landbruget allerede for 100 ar siden blev klar over, at kornets vandindhold er
vitalt for en sikker lagring, og man ogsa i dag er bevidst om problematikken, er det stadigvaek 10-
20% af korn hestet pa verdensplan, der bliver edelagt pd grund af mikrobiel vaekst. De to vigtigste
faktorer er darlige nedterrings- og lagringsprocedurer (Olsson, 2000).

Lagertorring/planlagertorring og gennemlebsterring er de almindeligst anvendte anleeg til
kornterring 1 Danmark (Hougaard, landbrugstekniker, Foulum, pers. kom). I mit moniteringsprojekt
(delprojekt I) var det et lagerterringsanlag, der blev benyttet. Ud fra en spergeskemaundersogelse i
PREMYTOKS-projektet (FAJO II) er det ogsa det mest almindelige torringssystem blandt ekologer
(Hoj, pers. komm.). P& eksperimentel basis har Kristensen (videnskabelig assistent, Bygholm) gjort
forseg med et nyt tromletorringssystem, og de hidtidige resultater viser en meget effektiv reduktion

af svampesporer.

Lagertorring/planlager

Princippet i lagerterring er, at terring og lagring foregar samme sted. Det kreever dog store krav til
styring af luftfugtigheden, skriver Hoj (1995), da det er eneste made, hvorpa der kan opnés ensartet
vandindhold fra bund til top i1 kornlaget. Terreprocessen foregar ved, at der bleses luft op gennem
kornlageret. Torring kan foregd med eller uden varmetilforsel. Torring uden varmetilforsel kan
aktualiseres, hvis blot luftens temperatur er ca. 5° C lavere end kornets temperatur. Hvis
temperaturen er tilstrekkelig lav, mener Hoj (1995) ikke, at det er nodvendigt at terre kornet ned til
et bestemt vandindhold. Terring uden varmetilforsel vil vaere begranset til morgen- og nattetimer
med lave temperaturer, sa det skal tages i betragtning, at terring kun kan foregd i ca. 12 timer i
dognet. Torring med varmetilforsel anbefales, hvis man skal have bragt vandindholdet i kornet ned
til et bestemt niveau. Tils@ttes der for megen varme, er der risiko for at kornet overterres” 1 de
nederste lag, mens der dannes kondens i de gverste kornlag. Der stilles specifikke krav til
dimensionering herunder afstand mellem luftkanaler samt til bleeserens kapacitet og kornets
lagtykkelse. Fordelen ved planlager er, at det kan udformes primitivt og har stor modtagekapacitet.
Ulempen er, at det er et langsomt terringsforleb (athengig af bleserens ydelse og kornets
lagtykkelse) med terring i gennemsnitligt flere uger, og det kraever god styring at sikre en ensartet
nedtorring.

Scudamore & Wilkin (1999) anbefaler, at malet for terringsprocessen skal vere at minimere den

tid, hvor kornet har over 16 % vandindhold og en hgjere temperatur end 20 °C.
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Gennemlobstorringsanleg

Gennemlebsterring er en hurtig terringsmetode (fa timer) med forholdsvis hej temperatur (40-60
grader) athengigt af kornets vandindhold og opholdstiden i terreriet. Der sker en kontinuerlig
torring og keling af kornet, mens en lobende pafyldning og temning foregar. Fordelen ved
anlaggene er, at de kan handtere store meengder vadt korn og terre ned hurtigt. Ulemperne er, at de
kraver betjening og fortlebende tilsyn, at de kraver flytning af kornet, har begraenset kapacitet, og
endelig at de har et stort energiforbrug. Ofte er torreriet tilknyttet et planlager, hvor nedkelingen
fortsaetter.

Af avrige torrerier kan portionsterrerier og omlebsterrerier navnes. Forskellen mellem

tarrerityperne ligger 1 kornets opholdstid 1 terreriet i forhold til temperaturen (Hgj, 1995).

Tromletorreri

Tromletorreriet bestér i princippet af en terretromle og en keletromle, hvor kornet ledes igennem.
Der er mulighed for regulering af terrelufttemperatur (0-1000°C), terre- og keleluftmangder og
opholdstid. Dette giver mulighed for at pavirke korntemperaturen og kelehastigheden (Kristensen &
Segaard, 2001).

Resultater 1 forsegsterreriet viste, at tromleterringen havde markant effekt pd svampeindholdet. En
reduktion af svampesporer med en faktor 105 var mulig uden at spireevnen blev forringet, hvis
torrelufttemperaturen var 250 °C, og korntemperaturen efter torring 1a pa 60°C (tabel 2.5.1)

(Kristensen & Segaard, 2001).

Tabel 2.5.1 Faktor for reduktion af svampekim ved behandling i tromleterreri

Terrelufttemperatur = 250°C | Korntemperatur = 60°C
Gearsvampe 644 12
Skimmelsvampe 105 11
Fusarium 273 7

(iflg. Kristensen & Segaard, 2001)

2.6 Fysiske faktorer under lagring

De vigtigste fysiske faktorer under lagring er vandindhold, temperatur og relativ luftfugtighed (RH).
Herudover har de fysiske rammer ogsé en effekt ved lagringen af korn. Rammerne har jeg valgt
ikke at komme neermere ind pa. De navnte fysiske faktorer gennemgas, men jeg vil pointere, at det
ikke er her, hovedvagten af projektet ligger. Omradet er omfangsrigt og et projekt i sig selv. For

overskuelighedens skyld har jeg opdelt afsnittet, s vandindhold og temperatur gennemgés hver for
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sig vel vidende, at der er et vitalt samspil. Jeg tager udgangspunkt 1 Pixtons (1982) publikation, der

netop beskriver vigtigheden af disse faktorer pa lagrede produkter.

Vandindhold

Basalt set bestar et produkt af vand og terstof, hvor mangden af vand kan variere, mens mangden
af tarstof er konstant. Man skelner mellem to mader, hvorpd vand kan vare forbundet med
produktet (Pixton, 1982).

1. Adsorberet vand: Adsorberet vand er det vand, der er bundet ved molekylar tiltrekning

2. Absorberet vand: Det vand der er lost bundet af kapillerkraefterne 1 de sma ekstracellulaere

kapillerer af kernerne

Adsorberet og absorberet vand er det, man tilsammen kalder for det ’frie” vand, og det er det, der er
interessant i forbindelse med vandindhold og bevagelse af vand i et kornlager.

De fleste lagrede produkter incl. korn er hygroskopiske, d.v.s., at de vil optage eller afgive fugt til
den omgivende atmosfere, indtil der opstér en ligevaegt. Nar ligevaegten er indstillet, vil der ikke
ske nogen @ndring af vandindholdet i kernerne. Den relative fugtighed (RH) i ligeveegt med et
produkt (f.eks korn) betegnes som e.r.h. (equilibrium relative humidity). E.r.h. defineres som det
damptryk, som udeves af vand i produkter (eks. korn), og udtrykkes som procent af det mettede
damptryk af rent vand ved samme temperatur. Vandaktivitet (ay) er en anden made at udtrykke
e.r.h. pa (0,95 a,, = 95% e.r.h.). (se endvidere afsnit 2.4.1). I forbindelse med lagring af korn er
e.r.h. en vigtigere parameter end vandindholdet (%) (Pixton, 1982).

Hvis en kornmangde oprindeligt havde et vandindhold pd omkring det kritiske niveau (ca.13,5 %)
eller mere, er vandbevagelsen storre og hurtigere, end hvis vandindholdet var lavere (omkring 11-
12 %). Nér f.eks RH stiger fra 50 til 65 %, stiger vandindholdet kun lidt, men hvis RH stiger fra 65
til 80%, stiger vandindholdet i korn hurtigt (Christensen, 1957). Dette kan forklares ved forholdet
mellem RH og vandindhold (se fig. 2.6.1).

46



[
w
1

n
(=]
T

—
th
T

3
:

MOISTURE CONTENT % WET WEIGHT
t

20 a0 60 80 100
RELATIVE HUMIDITY %

Figur 2.6.1 Desorbtion-/adsorl.)tionsforholdet mellem vandindhold og relativ fugtighed (RH) for
korn (iflg. Pixton, 1982)

Kurven beskriver sorbtion (bade ad- og desorbtion) af vand ved et produkt som funktion af RH ved
en given temperatur. Det er en sigmoidformet kurve, der udtrykker bindingsenergien mellem vand
og f.eks korn. Forholdet mellem vandindhold og RH er ikke det samme ved adsorbtion som ved
desorbtion p.g.a. molekylegenskaberne. Desorbtionskurven er tettere pa vandindholdsaksen, d.v.s.,
at ved samme vandindhold skal der et lavere RH-niveau til at afgive vandmolekylerne, end der skal
til for at binde dem. Den nederste del af kurven udtrykker det forst bundne vand. Nar vandindholdet
stiger, danner vandmolekylerne et forste “monolag”. Dette lag er fuldsteendigt ved en RH pé 20%,
herefter dannes der flere lag, der er mindre teet bundet til kernen. Dvs., at bindingsenergien falder.
Fra 75% RH til matning er kurven konkav mod vandindholdet. Her ligger forklaringen p4, at
vandindholdet stiger hurtigt, mens RH kun stiger lidt jeevnfor ovenfor nevnte eksempel. I dette
omrade vil kapillererne fyldes, og det er her vandet bliver lettere tilgaengeligt for mikroorganismer.
Vandbindingsevnen er meget lav (Pixton, 1982).

Forholdet mellem RH og vandindhold, som det er illustreret i sigmoidkurven, er essentielt for
lagring af alle fedevarer. Dertil kommer sd pavirkningen af temperatur og forskellen mellem
substraterne, d.v.s. deres individuelle evne til vandbinding athengigt af
molekylesammensatningen. Mens stivelsesholdigt korn er 1 ligeveegt med 70% RH ved ca. 14 %
vandindhold, vil oliecholdige afgrader skulle ned pa 6% RH, og sukkerholdige produkter f.eks
sultaner vil kunne holde en ligeveegt med RH 70% ved 21% vandindhold (Pixton, 1982).
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Temperaturen

Temperaturen pavirker e.r.h., hvorved vandbindingskurven forskydes. Ved en stigning pa 10 °C
stiger e.r.h. med 3% inden for intervallet 20-80 % e.r.h. (Pixton, 1982) I ethvert lager eller en
hvilken som helst beholder vil der, hvis der opstér en temperaturgradient, vare en transport af fugt
fra varmere til koldere dele af lageret. Selv om kornet, da det blev lagret, havde et homogent
vandindhold, kan der opsté en ulige fordeling under lagringsperioden. Desuden er der en storre
transport af fugt (vanddamp) ved store end ved sma temperaturforskelle (Christensen, 1957). Ved
enhver RH indeholder luft mere vanddamp ved en hej temperatur end ved en lavere temperatur.
Hvis korn varmes op, mé det afgive vand til det varme, intergranulere rum. Ligeledes kan det
absorbere vand, hvis det er blevet kolet ned, hvorved en konstant rh opretholdes (Pixton, 1982).
Vandindholdet i kornet vil tilpasse sig den omgivende luft med hensyn til temperatur og damptryk.
Nar fugtig luft afkeles, falder damptrykket, og der vil ske en kondensering. Herved kan der afsattes
vand til koldere omrader af kornlageret.

Korn er en darlig varmeleder, hvilket bevirker, at varmen ikke forsvinder hurtigt fra opvarmede
omrader. Desuden kan temperaturen stige yderligere, hvilket som tidligere naevnt skyldes
metabolismeaktiviteten i bade kornet og mikroorganismerne. Men Pixton (1982) mener ikke, at det
er mikroorganismeaktiviteten, der har betydning for mangden af vand i et kornlager. Derimod er
det det eksisterende vand i kornet, der er hovedkilden til fugtproblemerne. Noget af vandet afgives
fra overfladen, nar varm, fugtig luft stiger, men varmere omrader i kornet vil kontinuerligt
absorbere vand fra den luft, der passerer. Heller ikke den omgivende luft er drsag til tilforsel af store
mangder vand, men udger en meget lille del sammenlignet med volumen af vand i f.eks korn. Hvis
lageret udsattes for hgje RH, er det kun i de everste 15 cm, vandindholdet foreges, dels fordi

diffusionen er langsom, og dels fordi lageret fungerer som en stor buffer.

Praksis

I praksis kan store temperaturudsving f.eks. i forbindelse med efterérets kolde natter og varmere
dagtimer resultere i transport af vand/fugt. Ogsa springet fra vinter til forar med hgjere
lufttemperaturer og méske opvarmning af siderne 1 siloen til folge kan fere til en temperaturgradient
og vare ophav til vandbevagelse.

I en del siloer dannes der kondens om fordret, og vandet drypper ned i toplaget. Heller ikke
Christensen (1957) mener dog, at denne kondensering eller andre former for utetheder spiller den

store rolle - 1 hvert fald ikke ved store kornlagre. Den storste drsag til omrader med heoje
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vandindhold i planlagre skyldes specielt transporten af fugt/vanddamp fra et omrade til et andet
(Christensen, 1957). Ved et planlager (floor-dried bulk of grain) er temperaturen og vandindholdet
stratificeret pa det vertikale plan, fordi enhver kelings- og terringseffekt starter nedefra og bevager
sig opad. Top-laget af kornet vil derfor vaere 1 sterst risiko, fordi det er der, det torrer senest
(Scudamore & Wilkin, 1999). Seitz et al. (1982) finder, at svampeinvasionen er storst i toppen af et
lager, der bliver luftet nedefra. Gennemluftning af kornet er dog vigtig for at holde en ensartet
temperatur og mindske bevagelsen af vand, men er ogsé den mest anvendte made, hvorpa
temperaturen reduceres homogent i lageret (Wicklow, 1995). Sommetider kan det veere nadvendigt
at lukke af for nogle luftkanaler for at koncentrere luften i bestemte omréder af kornlagret.
Mekaniske fejl kan ogsé forarsage, at der ikke kommer luftgennemstremning 1 nogle sektorer
(Scudamore & Wilkin, 1999). Dette er yderligere med til at danne en temperatur- og fugtgradient 1
lageret.

Optagelse af vand fra den omgivende luft har dog iflg. Christensen (1957) en effekt pa
vandindholdet. Vinterméneder med heje RH er vanlige. Korn, der er i kontakt med den omgivende
luft, indstiller sig forholdsvis hurtigt pa en ligeveegt med denne. Hvis der yderligere er cirkulation i
lageret, er der risiko for, at kornet gradvist optager vand fra fugtig luft. Dette kan vere arsag til, at
man 1 tempererede omrider har problemer med at holde kornet tert og dermed frit for
mikroorganismer.

Sauer & Burroughs (1980) underseger muligheden for at udligne vandindholdet ved at blande vadt
og tert majs (fra 11-26% vandindhold) inkuberet ved 28°C og med RH pa 78-85%. De konkluderer,
at det er en rimelig god méde at spare torringsudgifter pd, sa lenge gennemsnitsvandindholdet er
lavt nok til at undga svampeinfektion. Det oprindeligt torre korn indstillede sig pa samme eller en
lidt hejere vaerdi af vandindhold end det oprindeligt vdde korn. Desuden fandt de, at RH 1 det
intergranulaere rum frem for vandindholdet er den kritiske faktor, der begrenser svampeaktivitet.
Yderligere konkluderer de, at selv meget sma forskelle (1%) i RH kan vere bestemmende for
svampeinfektion og mykotoksinproduktion.

Pixton (1982) problematiserer praksis med at udligne vandindholdet ved at blande vade og terre
partier korn. Dels vil der ikke p.g.a. hysteresis (forskel i vandindhold ved absorbtion og desorbtion
ved samme RH) indstilles en ligevaegt, dels er diffusionen sa langsom, at man risikerer, at

svampekontamineringen nér at indtraeffe, og endelig kan det fore til udvikling af lokale hotspots.
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Vandindholdet har ogsé indflydelse pa, hvordan kornet fordeler sig i lageret. Hvis det er for vadt, er
den fysiske pakning svarere, og kornet flyder/laber heller ikke sé let, hvilket kan forarsage
dannelser af uhensigtsmassige “pyramider”. Desuden svulmer kernerne op, hvorved de @ndrer
volumenvaegt. Nar de svulmer op, vil luftrummet imellem kernerne ogsa eges, sdledes at kornet alt 1

alt optager mere plads (Pixton, 1982).

2.7 Fysiske faktorer i korn

Der mangler viden om, hvordan svampeinfektion pavirkes dels af kornets naturlige barriere (bl.a.
avner og freskal), dels af kornets histopatologiske forsvar samt af kornets @ndring af

n&ringsstofsammensatning og vitaminindhold, f.eks. nedbrydningen af vitamin-E, nér kornet &ldes

pa lageret (Wicklow, 1995).

Det egentlige fro er omsluttet af fragemmet (frugtskal el. pericarp) og herudover af avner. Det
egentlige fro bestar af den levende kim, neringsstoffer (frehvide) og en freskal (testa).
Inderavnerne kan omslutte frugten (det egentlige fro og frogemmet) enten last som hos hvede og
rug, eller de kan vaere sammenvoksede som hos byg. Ved havre omslutter avnen frugten og sidder
ret fast, men ved hérd terskning falder en del af avnerne af (Hoseney & Faubion, 1992). Betragter
man kornarternes generelle struktur, ses det, at der er basale forskelle (se fig. 2.7.1 ). F. eks er
kimen i rug specielt udsat, idet aleuronelaget (som omslutter kim og frehvide lige under testa) er ét

cellelag, mens det hos havre bestar af flere cellelag.

Protein Bodies
Caryopsis  Ventral Starch Aleurone  in Mature
Species Type Furrow Granules Thickness Endosperm
Barley Covered Present, not prominent  Simple Multiple No
Corn Naked Absent Simple Single Yes
Qat Covered _ Present, not prominent Compound _Multiple Yes
Pearl millet Naked Absent ' Simple Single Yes
Rice Covered  Absent Compound  Multiple Yes
Rye Naked Prominent Simple Single cell No
Sorghum Naked Absent Simple Single Yes
Triticale Naked Prominent Simple Single cell No
Wheat Naked Prominent Simple Single cell Ne

" Adapted from Rooney et al (1983).

Figur 2.7.1 Strukturelle karakteristika for korn (Hoseney & Fabion, 1992)

Beskadigelse under handteringen er en faktor, der kan fore til nedsat spireevne eller storre

folsomhed over for svampeinfektion (Hoseney & Faubion, 1992).
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I praksis kan korn begynde at spire, hvis det bliver vadt enten for hest eller under lagring, hvorved
hydrofile kolloider i kornet pévirkes. Som folge af det osmotiske tryk kan det fore til, at froskallen
sprekker. Sprekker i froskallen oger ligeledes risikoen for infektion af svampe (Wicklow, 1995).
Axberg et al. (1997) har studeret byg- og hvedesorter og fandt, at der muligvis er genetiske
betingelser for, om kornsorter er modstandsdygtige over for svampeangreb. Axberg et al. (1997)
fandt en sammenhang mellem lavt, totalt proteinindhold kombineret med et hgjt amyloseindhold og
akkumulering af OTA. Dels ligevagtsindstiller sorter med hejt amyloseindhold sig pé et hojere
vandindhold. Dels giver et lavere proteinindhold en darligere beskyttelse af frehviden (endosperm).
Héaggblom og Ghosh (1985) (iflg. Ominski et al., 1994) viste, at der var en positiv korrelation
mellem proteinkoncentrationen i byg og produktionen af OTA for P. verrucosum ved bade 12°C og
25°C. Det ovenfor nevnte studie med 2-radet og 6-radet byg (Abramson et al., 1997) viste ogsa en
signifikant forskel mellem sorternes indhold af OTA.

Undersogelser af to hvedesorter, en hard (Hereward) og en bled (Apollo) inokuleret med P.
verrucosum, viste ikke nogen stor procentvis forskel i det samlede indhold af OTA, men en forskel i
fordelingen. Hvor den blede hvede havde en sterre koncentration i melet, var fordelingen i den
harde hvede mere spredt i mel og ydre lag som avner (bran, offal). Dette menes at haenge sammen
med, at det er nemmere for svampen at trenge gennem den bledere endosperm i Apollo. Desuden
viste fuldkornsmel et storre indhold af OTA end fint mel. Dette var i overensstemmelse med en
reduktion af OTA til en tredjedel ved rensning af kornet, hvorved pericarp blev fjernet. (Osborne et
al., 1996).

Chelkowski ef al. (1981) skriver 1 et forseg med hvede, rug og byg, at et lavt zinkniveau gor

kernerne mere resistente.

I foreedlingen af afgrader til foder og konsum kan egenskaber i kornet, som tidligere udgjorde enten
en kemisk eller fysisk barriere, vaere blevet bortreduceret. Fremavling af afgrader, som er mere
smagfulde og har faerre uenskede egenskaber sdisom impermeabel eller tyk froskal, tilstedevarelse
af tanniner, protease-haemmere, lectin m.m., har gjort afgrederne mere sérbare for bl.a.
svampepatogener (Wicklow, 1995). Spelt er en oprindelig kornart, der sandsynligvis er opstéet ved
en krydsning mellem gedegje og emmer. Det menes, at almindelig hvede er opstéet fra spelt. Spelt
adskiller sig morfologisk fra hvede ved et l&ngere strd (op til 180 cm), lange blade blade, losere aks
samt fastsiddende yderavner, der skal fjernes ved afskalning for anvendelse til konsum. Spelt har et

hgjere indhold af protein, fedt, jern og zink end alminelig hvede. Glutenindholdet er ogsa hejere,
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men har en anderledes, mere bled struktur. I de senere ar har spelt faet fornyet interesse, specielt i
okologiske jordbrug. Det menes, at mennesker med allergi over for hvede uden problemer kan
fordeje speltprodukter. Der mangler dog underseggelser herom (Nielsen og Mortensen, 1997,
Okologisk radgivning, 2001).

2.8 Okologisk/konventionel dyrkning af bradkorn

De okologiske foreninger i Norden har tilsluttet sig folgende definition af ekologisk jordbrug:

“Med okologisk jordbrug forstdes et selvbeerende og vedvarende agrookosystem i god balance.
Systemet baseres mest muligt pa lokale og fornyelige ressourcer. Okologisk jordbrug bygger pd et
helhedssyn, som omfatter de okologiske, okonomiske og sociale sider i jordbrugsproduktionen bade
i lokalt og i globalt perspektiv. I det okologiske jordbrug betragtes naturen sdledes som en helhed
med sin egen veerdi, og mennesket har et moralsk ansvar for at drive jordbruget, sdaledes at

kulturlandskabet udgor en positiv del af naturen.” (Kristensen, 2000 s.8)

De mere specifikke krav, der stilles, er beskrevet 1 Plantedirektoratets Vejledning for ekologisk
jordbrugsproduktion. For planteproducenterne er det specielt sdsaed, gadning og
plantebeskyttelsesmidler, der handteres forskelligt af hhv. gkologer og konventionelle jordbrug.

For gkologerne gaelder det, at der skal anvendes gkologisk seedefre'. Det indeberer, at sdseden ikke
ma vere bejdset eller gasset, og at der ikke mé benyttes genmodificeret udsaed. Vedrerende
gadskning mé der ikke anvendes handelsgadning (Plantedirektoratet, 2000), (Jorgensen, 2000). Det
er tilladt at anvende ikke-gkologisk husdyrgedning” bade i form af komposteret fast husdyrgedning,
gylle og ajle og fra biogasanlag’, siledes at andelen udger 70 kg N pr. hektar (planperioden
2001/2002). Plantebeskyttelse skal foregd uden anvendelse af pesticider”. I stedet mé der forebygges
og bekampes ved sortsvalg, sedskifte, mekaniske dyrkningsmetoder, flammebehandling og ved
etablering/vedligeholdelse af lehegn m.m. for at beskytte skadevoldernes naturlige fjenders

habitater eller ved direkte at udsatte skadevoldernes naturlige fjender (Plantedirektoratet, 2000).

"I specielle tilfelde gives der dispensation (Plantedirektoratet, 2000, s.11).

? Husdyrgedning fra ekstensive husdyrbrug og fra husdyrbrug, der ikke er jordlese, er tilladt uden forudgiende
tilladelse, ved anden form for gedning kan der gives tilladelse efter anerkendelse fra Plantedirektoratet
(Plantedirektoratet, 2000, s.14).

* Der ma ikke vare iblandet spildevandsslam (Plantedirektoratet, 2000, s.18).

* I seertilfelde kan der efter godkendelse fra Plantedirektoratet gives tilladelse til at anvende specielle
plantebeskyttelsesmidler for gkologiske arealer, herunder forskellige ekstrakter, mikroorganismer og naturligt
forekommende mineraler. Brug af syntetisk fremstillede pesticider er ikke tilladt (Plantedirektoratet, 2000, Tabel 3.6;
Kristensen, 2000).
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Ud over de nzvnte forskelle m.h.t. udsaed, gedning og pesticidanvendelse er der den forskel mellem
okologisk og konventionel dyrkning, at de ekologiske producenter har flere ”braendpunkter”, hvor
kornet har en potentiel risiko for at blive kontamineret med P. verrucosum. Et af disse punkter er
anvendelsen af egen, ubejdset udsad, dels fordi det er ubejdset, og dels fordi udsed fra kornfirmaer
ofte er af en bedre kvalitet, eftersom den bliver renset og sorteret. Herudover er risikoen for lejesaed
storre hos ekologer, idet det ikke er tilladt at anvende vaekstregulerende midler (”straforkortere ™)
ved gkologisk dyrkning. Lejesad kan fore til et hojere vandindhold i kernerne og dermed en oget
risiko for svampekontaminering. Sortsvalget er desuden anderledes i ekologisk jordbrug
sammenlignet med konventionelle. Der findes ingen undersegelser med sortsvalgets betydning for
P. verrucosum (Elmholt & Kristensen, 2001), og som tidligere nevnt har foraedlingen ikke vaeret
fokuseret pa sorter med modstandsdygtige egenskaber over for svampe, men der er en tydelig
tendens til, at P. verrucosum har sterre forekomst hos nogle arter end andre. Sterre forekomst af
ukrudtsfre kan under lagring give problemer med fugt, idet urenheder og lette fro samler sig i en tat
breemme, der forhindrer konvektionen. Endelig er det uvist, hvilken effekt saedskifte har pa

svampediversiteten og dermed pé veksten af P. verrucosum og dannelsen af OTA .

Siden 1986 har Fadevaredirektoratets OTA-malinger i ekologisk og konventionelt korn og mel
varet en del af direktoratets overvigningssystem. Overvagningen har veret foretaget i tre
overvagningsperioder, og pa baggrund af de tidligere erfaringer har man lebende @&ndret
provesammensa&tningen. Andringerne har medfert, at man nu koncentrerer sig om prover af de
vigtigste afgreder (hvede og rug) i bade hele kerner og mel samt om sammenligningen mellem
konventionelle og ekologiske produkter. Desuden har man bevaget sig tattere pa
primarproducenterne ved at udtage kernerne hos moller eller kornfirmaer. Melet bliver dog stadig
udtaget i detailleddet.

I alle perioder er der en tendens til, at indholdet af OTA er hgjest og hyppigheden af OTA-
forekomster storst 1 gkologiske kerner og mel, specielt 1 rug. Der skal dog tages forbehold for, at der
1 de forste overvagningsperioder blev taget vesentligt feerre prover af de ekologiske produkter end
af de konventionelle, hvorfor sammenligningsgrundlaget er usikkert (Jorgensen et al., 1996;
Jacobsen & Jargensen, 1999; Jorgensen et al., 2000; Jorgensen & Jacobsen, 2002).
Fadevaredirektoratet konkluderer 1 deres rapport, at drsagen til forskellene mellem gkologiske og
konventionelle produkter menes at vare relateret til torrings- og lagringsforholdene og ikke til selve

dyrkningsformen (Jacobsen & Jargensen, 1999). Dette begrundes med, at dannelsen af OTA
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forekommer efter hest, hvis kornet er for vadt eller ikke torres tilstreekkeligt ned. Det udelukkes dog
ikke, at der kan vare eventuelle forskelle 1 dyrkningsformerne, der kan gere ekologisk dyrket korn
mere modtageligt for vakst af P. verrucosum og dannelse af OTA. Dannelsen af OTA synes dog at
kunne undgés, hvis terrings- og lagerforhold er optimale (Elmholt, 2003). Elmholt (2003) forklarer,
at forskellene kan skyldes, at nogle sma, gkologiske jordbrug anvender utidssvarende terringsanlaeg.
Pa baggrund af andre nordiske undersggelser, der sammenligner konventionelle og ekologiske
produkter mht. mykotoksinerne DON og aflatoksin M i fedevarer, fandt Joergensen et al.(2000), at
“der ikke synes at veere principielle forskelle i okologisk/biodynamisk og konventionelt producerede

fodevarer med hensyn til indhold af mykotoksiner” (Jorgensen et al., 2000, s. 38)

2.9 Forebyggelse

Der er forskellige strategier til at undgd dannelsen af OTA. Primert er der forebyggelse mod og
nedsattelse af veekst af P. verrucosum. Faktorer, som influerer pa veeksten af P. verrucosum,
specielt vandaktivitet og temperatur, kan kontrolleres under handteringen af primarprodukterne ved
landmandspraksis eller ved anvendelse af mere specialiseret maleudstyr. Pixton (1982) skerper
opmearksomheden om udtagningsprocedurerne. Udtagning af prever til vandbestemmelse er
problematisk, skriver han, og estimaterne skal behandles med megen forsigtighed. Der vil aldrig
vaere en jevn fordeling af fugt og varme 1 et lager, og det vil altid vaere den hgjeste veerdi, der
forteeller, hvor “sikkert” lageret er.

For generel forebyggelse mod mykotoksindannelse anbefaler Marquardt & Ronald (1996), at man
ogsd 1 marken skal forebygge ved bl.a. at undgé spild af korn, sdledes at inokulum-potentialet
reduceres til neste ars afgrade. Desuden anbefaler han saedskifte for at nedsette overforsel af
sygdomme, og endelig er muligheden for at udvikle afgrader, som er resistente over for
svampeinfektioner, en losning pé langt sigt.

Endelig er der en reekke procedurer, der kan anvendes, nar kornet er blevet kontamineret med OTA.
Kornet kan anvendes udelukkende til fodring af keer, eller der kan tilferes vitamin C i kosten for at
nedsatte den toksiske effekt (Marquardt & Frohlich, 1992). Tilfersel af diverse antimikrobielle
midler og bestrdling er dog metoder, som ikke stemmer overens med den gkologiske malsetning,
og som derfor ikke er anvendelige 1 den ekologiske driftsform.

Pé baggrund af den tredje, internationale konference med FAO/WHO/UNP, om mykotoksiner
findes, at der er et klart behov for konsensus bade med hensyn til risikovurdering og procedurerne,

der anvendes til fastsettelse af greensevardierne. Walker (1999), der fremlaegger ochratoksin-
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problematikken pa konferencen, skriver, at cerealier er den primare kilde til optagelse af OTA, og
at produkter som rosiner og krydderier har sa hgje vaerdier af OTA, at der burde gribes ind over for
produktionen og lagringsfaciliteterne. For at beskytte menneskets velferd sker dette bedst ved
forebyggelse og arsagsbekampelse, dvs. ved at minimere kontaminering med OTA-producerende
svampe og betingelserne, der giver ophav til produktion af toksinet. Han anbefaler et program, der

har til formal at identificere og kontrollere arsagerne til kontaminationen. (Walker, 1999).
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3. Delprojekt I: Moniteringsprojekt i gkologisk landbrug

Formaélet med moniteringsprojektet var at uddybe tidligere undersegelser af et gkologisk landbrug

med henblik pa at finde arsager til forurening med P. verrucosum.

3.1 Baggrund for forsagsopstilling

3.1.1 Lokalitet

Proverne blev udtaget pa et deltidslandbrug 15 km nord for Ribe. Garden blev omlagt i 1989 og har
varet drevet gkologisk siden. Den har 19 ha i rotation. Omradet er karakteriseret ved sandede jorde
(Elmholt, 2003). Preveudtagningerne blev foretaget af kornhesten i efteraret 2000 og efterfulgt aret
efter med udtagninger fra hesten 2001.

3.1.2 Terringsfaciliteter
Lagring af kornet foregar pa et lagertorringsanlaeg/planterringsanlaeg. Kornet ligger direkte pa
betongulv og oven pa terringsanlaeggets sidekanaler (billede 3.1.1). Terringen foregér ved, at der

via hovedkanalen blaeses luft ud gennem sidekanalerne, hvorved luften blaeses op gennem kornet.

BAY (reesniEr e
Billede 3.1.1 Oversigt over plantorringsanleeg med hovedkanal
og sidekanaler samt bund af sidekanal

Toerringsanlaegget bestod i1 &r 2000 af en hjemmegjort hovedkanal med tilherende sidekanaler.

Hovedkanalen er bygget af spanplader med plastbekladt inderside. Sidekanalerne er sat sammen af
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bradder og en bund af masonit med sterre og mindre huller. Alle sidekanalerne er bekledt med
hessian- eller kunsthessiansakke, hvoraf de a&ldste har varet anvendt i op til 20 ar. Hessianet tages
ikke af ved rengering, men udskiftes nar det ”falder fra hinanden”.

Planterringsanlaeggets dimensioner er ca. 20 meter i leengden, ca. 4,5 m i bredden og 2 m i hgjden.
Sidekanalerne er dimensioneret saledes, at hver sidekanal er 376 cm lang, 22 cm bred og 24 cm hgj
og havet ca. 9 cm over gulvet. Centerafstanden er 80 cm (afstanden fra midte til midte af
sidekanalerne).

I &r 2001 er de gamle sidekanaler, pé ner 2, der er blevet vasket og bekledt med nyt kunsthessian,
udskiftet med nye metalbuer af typen G500. Den forste halve meter af alle sidekanalerne er dog
bevaret grundet tilpasningsproblemer til den oprindelige hovedkanal.

Blaseren er fra J.C. Lokkes Maskinfabrik, en model ”Superheat” med en kapacitet pd 7,5 kW.

3.1.3 Provetagningsaret 2000

Vejrforholdene i vaekstaret 1999-2000 var karakteriseret af en mild vinter med meget regn og et
forar meget varmere end gennemsnittet, mens sommeren var noget koldere og med mindre nedber
end gennemsnitligt. Lokalt i omradet omkring den observerede bedrift var sommermanederne
klimatisk stort set som 1 resten af landet. Det var lidt koldere og med mindre nedber bortset fra i
juni, hvor nedbersmangden var 33 mm hgjere end landsgennemsnittet (tabel 3.1.1) (Serensen, et
al., 2000).

Tabel 3.1.1 Klimavzerdier fra Danmark, Senderjylland og gridelement 29

Gennemsnit 2000 2001
Temperatur Nedber Temperatur Nedber Temperatur Nedbar
normal  [Danmark S.Jylland |Danmark Grid 29 |Danmark 5rid 29 |Danmark Grid 29 |Danmark Grid 29
°C mm mm °C °C mm mm °C °C mm mm
Juni 14,3 55 62 13,7 13,1 53 86 12,8 12,4 62 64
Juli 15,6 66 75 14,9 14,5 42 40 17,5 16,9 47 67
August 15,6 67 76 15,2 14,6 48 46 17,0 16,6 91 104

YData fra Danmarks JordbrugsForskning (http://130.226.243.190/vejr/get_grid.html). Gennemsnitsvzardier og vardier
for de to provetagningsar. Gridelement 29 dekker lokalomradet for den observerede bedrift.

Hestforholdene var ikke optimale. August var praget af mange byger, der gav atbrydelser i hgsten.

Pé den observerede bedrift blev rugen (Dominator) hestet den 23. august og havren (Petra) den 27.

august. Udsaden, der er typiske, gkologiske sorter (Priesholm, radgiver v. @kologisk

Landsforening, pers. medd.), var indkebt og sdet hhv. 1. november 1999 og 20. april 2000.

Forfrugten for rugen og havren var henholdsvis havre og arter.
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Der blev 1 alt hestet 13,6 tons rug og 17,6 tons havre. Transporten fra korngrav til planlageret
foregik ved hjelp af en lodret snegl tilsluttet en aspirater og et vandret sneglesystem. Tarringen
foregik uden varmetilforsel, eftersom avleren vurderede, at vejrforholdene var udmarkede til
torringen. Blaseren var ude af drift i 7 dage fra d. 10.september til d. 17.september. Rugen 14 lagret
i en hegjde pa mellem 45 og 60 cm placeret lengst vaek fra blaeseren, mens hegjden i havren, der var
placeret teettest pa blaseren, var mellem 110 og 125 cm. P& baggrund af analyser foretaget ved
mollen havde rugen og havren et vandindhold pa henholdsvis 16-17% og 14-16% (bedriftslederen,

pers. komm.).

3.1.4 Provetagningsaret 2001

I vaekstaret 2000-2001 var vinteren mild med nedber omkring normalen. Foraret var praget af en
mild og solrig maj, men en kold og vad juni maned. Juli var lun og solrig med meget mindre nedber
end normalen, mens august var praeget af mange tordenbyger. P4 landsplan var nedbersmangden 24
mm hgjere end normalt, og temperaturen var 1,3 °C over normalen. Omradet omkring den
observerede bedrift var 1 serdeleshed pévirket af en stor nedbersmangde: 104 mm faldt der i
august, hvilket er 37 mm over normalen (tabel 3.1.1). Bygerne besvarliggjorde hesten, og mange
steder var kornet ikke hestet ved udgangen af august (Serensen og Thysen, 2001). Rugmarken blev
sdet den 23. oktober 2000 og havremarken den 5. maj 2001. Til udsad anvendtes indkebt
Dominator (rug) og Revisor (havre). Der blev anvendt samme rugsort som aret for, mens havren var
en ny sort.

Rugen blev hgstet den 12. september. Havren blev hestet i to omgange, forste gang den 24. august
og anden gang den 6. september. Forfrugten for rug var byg og @rt i helseed, mens der var
klovergras for havren. Der blev 1 alt hastet 22,9 tons havre. Rugmangden er ikke opgivet af
landmanden. Ved lagring var placeringen af rug og havre @ndret fra det foregaende ar. Rugen 14
tettest pa blaeseren, mens havren var placeret laengst vaek. Rugen var lagret i en hgjde pa mellem 83
og 88 cm og havren i en hgjde pad mellem 95 og 115 cm. Sidekanalerne ind til rugen var blokerede,
idet landmanden mente, at rugen ikke behovede yderligere nedterring. Torringen foregik med
varmetilforsel, hvorved temperaturen blev haevet ca. 4°C 1 forhold til udetemperaturen. Der blev

blaest med varmetilforsel 1 havren ca.12 dage.
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3.2 Materialer og metoder

3.2.1 Preovetagningsprocedure

Provetagningsproceduren er udarbejdet pa baggrund af Plantedirektoratets retningslinier for
proveudtagning af frepartier (Plantedirektoratet, Pedersen, D.V., pers. medd.).

Som prevetagningsinstrument anvendtes pa anbefaling af Dot Pedersen, Plantedirektoratet, et
provetagningsspyd ogsé kaldet en kanalseger (Rationel Kornservice, Gammelby Mellevej 4, 6700
Esbjerg). Provetagningsspyddet bestar af to 2 m lange, omkring 3 cm 1 diameter, metalrer, som er
indskudt 1 hinanden og lukket i den nedre ende. Igennem begge ror er der pa den ene side en rakke
huller. Hullerne er placeret forskudt i det inderste ror séledes, at spyddet ved preveudtagning fyldes
nedefra.

Ved proveudtagning feres spyddet ned 1 kornet, det &bnes ved at dreje inderroret og fyldes ved, at
korn fra de respektive dybder lgber ind i raret. Herefter lukkes roret igen ved at dreje inderroret, nu
1 modsat retning. Prevetagningsspyddet tommes ved at kippe roret, sdledes at kornet leber ud i gvre
ende af spyddet og ned i en pose eller spand. For hver proveudtagning blev spyddet vasket og
afsprittet.

Pr. definition udger hvert hul i prevetagningsspyddet en ’primerprave” (p.p.), d.v.s., at
provetagningsspyddet udtager 8 p.p., forudsat at alle 8 huller er nede i kornmaterialet ved hvert
provetagningsstik. Ifalge retningslinierne skal der som minimum udtages 40 sikaldte primarprover
fra partier med over 20 ton (appendiks 2.1). Primarproverne skal udtages forskellige steder i partiet
og samles i en faelles prove, der siden neddeles til en arbejdspreve, hvorudfra analyserne foretages.
Ud fra en vurdering af, at der ca. var 20 ton rug henholdsvis havre i lageret, skulle der min. udtages
5 provetagningsstik (delprover) med 8 huller for hvert stik (8 huller x 5 =40 p.p.) for bdde havre og

rug.

Den endelige udtagningsprocedure beskrives detaljeret i nedenstdende afsnit. Antallet af
primearprover er brugt som udgangspunkt, men begrebet er ikke anvendt videre, idet definitionen af
primarprover findes problematisk. Det vurderedes, at f.eks. 8 primerprover fra et provetagningsstik
ikke er uathengige pa samme vis, som primarprover fra 8 forskellige provetagningsstik. Prover fra
et provetagningsstik benavnes her som én delprove.

I &r 2000 blev der 6 gange fordelt over en lagringsperiode pa 68 dage udtaget 130 delprever (90 fra

rugen og 40 fra havren). D.v.s. 1 alt 780 delprever. Delpraverne blev samlet til 20 prover pr.
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udtagningsgang. Herved fremkom 1 alt 120 samlede prover (figur 3.2.1 og tabel 3.2.1). Fra hver

samlede prove analyseredes 300 kerner for kontaminering af P. verrucosum. D.v.s., at der 1 alt blev

analyseret 36.000 kerner.

5 samlede HTG
d.v.s. 5 x 300 kerner

Pr. udtagning

Figur 3.2.1 Flowskema over antal prover pr. udtagning

5 samlede RTG
d.v.s. 5 x 300 kerner

10 samlede RB
d.v.s. 10 x 300 kerner

Tabel 3.2.1 Udtagningstidspunkter og antal prever fra hestaret 2000

1.udtagning 2.udtagning 3.udtagning 4.udtagning S5.udtagning 6.udtagning
Dato 29.august 11.september 21.september 3.oktober 25.oktober 13.november
RUG 6 19 29 41 63 74
(hestet 23. aug.)
Udtaget antal
dage efter host
HAVRE 2 15 25 37 59 70
(hestet 27. aug.)
Udtaget antal
dage efter host
Interval til - 13 10 12 22 11
sidste udtagning
Antal delprover 130 130 130 130 130 130
Samlede prover 20 20 20 20 20 20

I &r 2001 blev der udtaget faerre prover. To gange fordelt over en periode pa 69 dage blev der

udtaget 72 delpraver. D.v.s. 1 alt 144 delprover svarende til 24 samlede prover. Fra hver samlede

prove analyseredes igen 300 kerner for kontaminering af P. verrucosum. Hermed analyseredes

7.200 kerner 1 &r 2001. Udtagningerne begransedes til 2 proveudtagningsgange, én ved starten af

lagringsperioden og én kort tid for kornet blev solgt (tabel 3.2.2).
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Tabel 3.2.2 Udtagningstidspunkter og antal praver fra hgstaret 2001

1. udtagning 2.udtagning
Dato 16.september 24 november
RuG 4 73
(hestet 12.sep.)
Udtaget antal dage efter host
HAVRE 23 92
(hostet 24.aug.) (10)* (79)*
Udtaget Antal dage efter host
Interval til sidste udtagning - 69
Antal delprover 72 72
Samlede prover 12 12

*Havren dr 2001 blev hostet af to omgange. Derfor er der to angivelser for antal dage efter host ved forste og anden
udtagning. 1 figurerne er antallet af dage efter host beregnet ud fra forste hosttidspunkt.

Udtagningerne foregik i1 2 forskellige niveauer, et niveau i den gverste del af kornlageret ml. 46 og
82 cm over gulvniveau i alt et lag speendende over 36 cm, hvor de sdkaldte "’top-

gennemsnitsprever” (HTG og RTG for hhv. havre og rug) blev udtaget, og et niveau i den nederste
del af lageret ml. 13 og 24 cm. over gulvniveau i alt et lag pa 11cm, de sékaldte ”bundprever” (RB

og HB for hhv. rug og havre).

Top-gennemsnitspreverne i rugen og havren (RTG og HTG)

For hver kornart blev der valgt 5 tilfeeldige sidekanaler. Ved brug af prevetagningsspyddet blev der
ovenpa hver af sidekanalerne udtaget 8 uathengige delprover (8 stik) med lige stor afstand imellem
(42 cm) (billede 3.2.1). Spyddet er forsynet med 8 huller. Ved top-gennemsnitspreverne var kun de
tre nederste huller dbne. De resterende huller blev tapet til for at kunne sammenligne rug og havre,
som var lagret i to forskellige dybder. De 8 delprever blev blandet til én samlet prove fra hver
sidekanal. Herved blev der udtaget 5 samlede prover fra hhv. rug og havre for hver udtagningsgang.
Proverne blev opbevaret i en CRYOVAC-pose 19 x 35 cm (Hestbech, Stenstrup-Jensen,
Hvidkarvej 52, Postboks 105, 5250 Odense SV) og herefter yderligere i en papirspose. Under

transporten blev praverne opbevaret i bilen ved rumtemperatur. Praverne blev herefter opbevaret i

kolerum ved 2°C.
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Billede 3.2.1 Provetagning, top-gennemsnitsprover (HTG og RTG)

Grundet dybden pa ruglageret blev de tre huller ikke helt udfyldt, men kun et eller to huller. Herved
medtages en del af overfladelaget i1 praverne fra rugen, hvilket ikke er tilfeldet for havren.
Mengden af udtagne kerner pr. prove er dog hgjere for rugen end for havren p.g.a. dens hgjere
volumenvagt og evne til nemmere at lobe ind 1 kornspyddet. Havren er knapt sa “fritlebende” bl.a.

p.g.a. dens avner. Saledes var antallet af kerner pr. preve storre i rugen end i havren.

Bundprever i rugen (RB).
Ved brug af provetagningsspyddet blev der langs hver side af de 5 udvalgte sidekanaler 1 rugen

taget 5 uathangige delprover ved at stikke med 62 cm mellemrum. Her var kun det nederste hul pa
provetagningsspyddet abent. De 5 delprover samledes til én prove. Sdledes fremkom der 2 samlede
praver for hver sidekanal, én fra hver side. Herved blev der udtaget 10 samlede bundprever fra
rugen for hver udtagningsgang.
Proverne blev opbevaret i
CRYOVAC- pose og herefter i
papirspose, ligeledes ved 2°C
(billede 3.2.2).

Billede 3.2.2 Provetagning,
bundprover (RB)
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3.2.2 Proceduren for prgveudtagning i ar 2001

Proceduren for preveudtagning 1 &r 2001 svarede til proceduren fra &r 2000 m. h. t. antal delprover
pr. sidekanal for bundprever og top-gennemsnitsprever. Ud fra en vurdering af resultaterne fra ar
2000 blev sidekanal 4 og 6 udvalgt i havren. Rugen 1a primart henover sidekanal 23 og 24, som
ikke havde vaeret anvendt aret for. Praverne blev opbevaret 1 et andet kelerum end aret for, men

ligeledes ved 2°C.

Analyserne af kornpreverne fra ar 2000 blev udfert mellem 13.09.2000 og 24.12.2000, mens
analyserne af proverne fra ar 2001 blev foretaget i perioden 11.01.2002 og 21.01.2002 (appendiks
2.2 0g 2.3).

3.3 Analysemetoder

3.3.1 Mikrobiologisk analysemetode for P. verrucosum

Kornpreverne blev screenet for kontaminering med P. verrucosum ved direkte udleegning. Metoden
er beskrevet i metodeafsnit 2.2.2. Fra hver kornpreve blev der udlagt 300 kerner pa DYSG. I
gennemsnit gik der henholdsvis 62 og 102 dage fra preverne blev udtaget, til de blev lagt ud 1 ar
2000 og ar 2001 (min. 16 dg. og max. 149 dg.) (appendiks 2.2 og 2.3).

3.3.2 Statistik for data fra ar 2000

I den statistiske analyse undersoges datasettene fra &r 2000 ved test i binomialfordelingsmodellen,
normalfordelingsmodellen og ud fra den grafiske fremstilling af modellerne. SAS-udskrifterne er
vedlagt som appendiks 2.13.

Datasettet antages at vere binomialfordelt yf ~ b (300, p). Procentverdierne (p) (app. 2.4 og SAS-
udskrift appendiks 2.13) henviser til optellingen af antal kontaminerede kerner ud af 300
kerner/prove. Procentverdierne omregnes til logitvaerdier (logit = log(p/(1-p))) for at kunne
anvendes i additivitetsmodellen. Desuden transformeres verdierne yderligere ved hjelp af en
anvendt ligning (x = arsin(sqrt(p)) for ogsé at kunne anvendes i en model baseret pa
normalfordelingen. Denne transformation af data foretages, da der for nogle af praverne kun er fa

observerede antal kontaminerede kerner.
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Dataopstilling

Data for RTG (rug 1) og data for HTG (havre) karakteriseres ved kanal (positionen for top-
gennemsnitsproverne) og udtagning (udtagningstidspunkt). (Verdierne ses i SAS-udskrifterne, app.
2.13, side 1-2).

Tredje datasat er for RB (rug 2). Vardierne karakteriseres ligeledes ved position (bundprevernes
position) og udtagning (udtagningstidspunkt), desuden angives det, hvilke positioner der herer til
hvilke sidekanaler. Eksempelvis tilherer pos. 1 og pos. 2 sidekanal 3. Vardierne bliver
transformeret og behandlet pa samme méade som rug 1 og havre. (SAS side 3-4)

Endelig opstilles et datasat for de samlede rugdata (rug 3) (SAS side 31-32). Her settes rug 1-
vaerdierne ind mellem rug 2-verdierne, saledes at vaerdierne kommer fortlebende: sidekanal, bund
mellem sidekanaler, sidekanal, bund mellem sidekanaler o.s.v. Verdierne er omregnet og
transformeret pa samme vis som de ovrige datasat.

Den grafiske kontrol af modellerne angives ved hjelp af plot. I nogle af plottene mangler der

punkter. Det skyldes, at nogle verdier 1 datasettene er 0. Log-verdierne er derfor ikke-eksisterende.

Modeltest

Datasattene testes i modellen for additivitet i binomialfordelingen. Konklusionerne fra
additivitetsmodellen i1 binomialfordelingen kontrolleres senere i en tosidet henholdsvis tresidet
variansanalyse baseret pad normalfordelingen. Til undersogelse af om vardierne beskriver en
normalfordeling, foretages en probitanalyse.

Det viser sig i tilfeeldet for rug 1- og rug 2-datasattet, at modellen for additivitet i
binomialfordelingen ikke er valid (SAS side 5-6 og 9-10). Eksempelvis er vardien for rug 1
(1,7374) hejere end den i tabel angivne (X2 05(20)/20 = 1,5705 ). Arsagen kan vare, at nogle af
data-veerdierne er sma. Med disse forbehold fortsattes dog med at anvende modellen.

Ud fra fraktildiagrammerne (plot 9 for rug 1, plot 12 for havre og plot 25 for rug 3) kan det

konkluderes, at der ikke findes grund til at betvivle normalfordelingsmodellen.

Dataszet for RTG (rug 1)

Dataszttet undersoges for betydningen af forskellige sidekanaler og udtagningstidspunkter.

Ud fra additivitetsmodellen i binomialfordelingen testes der, om sidekanalerne har samme virkning
uanset udtagningstidspunkt eller modsat, om udtagningstidspunktet har samme betydning uanset

sidekanal. Med andre ord underseges der, om det gelder, at der er samme virkning af en faktor
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uanset niveauet af en anden. Herefter kontrolleres resultaterne 1 en variansanalyse baseret pa

normalfordelingen (SAS side 6).

Dataszet for HTG (havre)
Havre-data behandles pa samme méade som data fra rug, top-gennemsnitspraver. De testes ligeledes
1 en additivitetsmodel 1 binomialfordelingen og for henholdsvis kanalernes og udtagningens

indflydelse (SAS side 7-8) samt i normalfordelingsmodellen.

Dataszt for RB (rug 2)
Testene anvendes endelig pa rug 2-datasettet, og proceduren gentages (SAS side 9-10, plot 5-6).

Datasaet for RTG og RB (rug 3)

I det folgende testes det samlede datasat for rug (rug 3) 1 en normalfordelingsmodel. Det
undersoges, om det er af betydning, fra hvilket kanalsystem proverne er blevet taget, og om
udtagningstidspunkt, position og kanal har haft en indflydelse. Et kanalsystem betragtes her som
preverne taget omkring en specifik sidekanal, dvs. ovenpé og langs med begge sider i bunden f.eks.
pos.1 - sidekanal 3 - pos.2 (SAS side 31-46).

Endvidere er data trukket ud for hvert kanalsystem. Herved fremkommer et mere tydeligt billede af
de enkelte kanalsystemer. Der testes for, hvorvidt det er position eller udtag, der har betydning for
de enkelte kanalsystemer.

I plot 15-24 kan de grafiske udtryk for hvert kanalsystem vurderes. Her er de transformerede

vaerdier atbildet op ad y-aksen, mens der ud ad x-aksen henholdsvis afbildes position og udtag.

Forskelle mellem rug og havre samt vekselvirkning mellem udtagning og art

Dels undersoges betydningen af art, dvs., hvorvidt arten har nogen betydning for
kontamineringsprocenten. Dels underseges betydningen af kanal og udtagning samt
vekselvirkningen mellem udtagning og art (SAS side 19-24). Datasat for RTG (rug 1) og for HTG
(havre) anvendes, idet disse er ensartede med hensyn til udtagningsmetode.

Her testes forst 1 en tresidet variansanalyse 1 normalfordelingen, hvorefter der foretages et tjek af de

foregidende modeller, idet datasattet testes i en binomialfordelingsmodel (SAS side 25-30).
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3.3.3 Statistik for data fra ar 2001
Datasat for 4r 2001 indeholder ikke observationer nok til, at de statistiske modeller er anvendelige

og kan kontrolleres.

3.3.4 Vandbestemmelsesanalyse
Pé grund af en nivellering af &r 2000-provernes vandindhold med kelerummets luftfugtighed blev
der ikke bestemt vandindhold af rugkernerne fra &r 2000. Havrepreverne blev bestemt ved brug af

retningslinierne beskrevet 1 metodeafsnit 2.2.9.

3.3.5 Ochratoksin A-analyse

Analyserne blev foretaget af Peter Have Rasmussen, Foadevaredirektoratet, ved brug af
retningslinier som beskrevet i metodeafsnit 2.2.5.

OTA-analyser blev foretaget pd RB og RTG ved 5. udtagning (63 dage efter host) ar 2000, 1 HTG
ligeledes ved 5.udtagning (59 dage efter hast) ar 2000. Desuden blev der foretaget OTA-analyser i
RTG for to sidekanaler ved 1.-5.udtagning ar 2000 for at danne et tidsforlgbsstudie. Desuden blev
der foretaget analyser af RB, RTG og HTG 1 preverne fra &r 2001 fra sidste udtagning (henholdsvis
73 dage (rug) og 92 el. 79 dage efter host (havre)).

3.3.6 Luftanalyser

Luftanalyser blev foretaget som smé delforseg. Dels blev luftstremmen op gennem kornet
analyseret, og dels blev luften inde i hovedkanalen og sidekanalerne undersegt. Ved et for-forseg
under forste proveudtagning (29.08.2000) blev der opstillet enkelte agarskéle i hovedkanalen (5
min.) oven pa kornet (10-80 min.) og i lagerrummet (3 timer) for at se, om svampesporerne fandtes
her. Til alle praverne blev der anvendt DY SG-agar. For forsegsdelen blev stillet op, blev der af
sikkerhedsmaessige grunde blaest i 5 min.

Luften i hovedkanalen og sidekanalerne blev undersegt bade ar 2000 og ar 2001. Analyserne
foregik, mens blaseren var tendt 1 3 min. Det var kun kanaler dekket af rug, som blev undersogt.
For at DYSG-skalene ikke skulle blese vak, blev de sat fast pd mursten med klaebepuder. 1
hovedkanalen blev der sat to mursten med hver to DYSG-skéle for og efter sidekanal nr. 3,4,5 og 6
(billede 3.3.1 0g 3.3.2).
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Billede 3.3.1 DYSG-agar gjort klar til at blive Billede 3.3.2 Luftprover i hovedkanal

sat ind i sidekanal
I sidekanalerne placeredes murstenene en armslaengde inde, 2 og 2 efter hinanden. Lagene pé
DYSG-skalene fjernedes, umiddelbart for bleeseren blev sat 1 gang, og skalene blev daekket til igen,

efter blaseren tre min. senere var blevet slukket.

DYSG-skalene blev opbevaret i inkuberingsposer og inkuberet ved 25°C 1 5 dage. Skélene blev
ikke opgjort med antal cfu (colony forming units), men blev fotograferet for at give et indtryk af

infestationsniveauet.

3.3.7 Pilotpladespredning af hessian

Pilotpladespredningen blev foretaget som et delforseg med det formél at undersege om hessianet,
som bekladte sidekanalerne, kunne vere kilde til forurening med P. verrucosum.

Fem sidekanaler blev udvalgt, fire hessianbeklaedte kanaler og en kunsthessianbekladt kanal. De
fire hessianbekladte kanaler har henholdsvis vaeret dekket af rug og havre. Disse var udvalgt efter,
hvor hgj kontamineringen havde varet i kornpreverne. Kunsthessianet har vaeret dekket med rug.

Hessianstykkerne blev klippet pd tilfeldigt udvalgte steder, efter at kornlageret var tomt.
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Forskriften for isolering af mikrosvampe ved pladespredning, beskrevet i metodeafsnit 2.2.3, blev
benyttet ved pladespredningen. Undtaget herfra er substratfremstillingen, hvor der er anvendt
hesssian i stedet for jord. DYSG-agar er anvendt som substrat.

Hessiansubstratfremstillingen foregik ved homogenisering pa en “’stomacher”. Fem gram klippet
hessian + 100 ml. postevand afvejes og overferes til en stomacherpose (code: 174538, lot.nr.
E1197A AA). Homogenisering sker af to gange 60 sek. ved normal speed. Hessianstykkerne sies
fra, og suspensionen heldes pa 100ml. ’blue cap”-flasker og rystes pa rystemaskine i 30 min. ved
lav hastighed. Herefter folges forskriften med decimalfortyndningsrakke, udpladning og

inkubering.

3.4 Resultater

I det folgende gennemgés resultaterne henholdsvis for den mikrobiologiske analyse, mélingerne af
vandindholdet, OT A-analyserne, luftanalyserne og hessiananalysen.

RTG er det gennemgéaende dataseet til illustration af resultaterne. For at undgé gentagelse er
figurerne fra RB og HTG vedlagt som appendiks.

Standard error of the mean (SEM = Std afv./kv.rod (n)) er anvendt i figurerne, idet dette
usikkerhedsmal tager hegjde for, at antallet af prover i bl.a. rug- og havredatasettene er forskelligt

(Elmbholt, pers. komm; http://davidmlane.com/hyperstat/)

Havren ar 2001 blev hestet af to omgange. Derfor er der to angivelser for antal dage efter heost ved
forste og anden udtagning. I figurerne er antallet af dage efter host dog beregnet ud fra forste

hesttidspunkt.

3.4.1 Kontaminering med P. verrucosum ar 2000

Resultaterne for ar 2000 viser, at der var 116 positive prover (96,6%) (appendiks 2.4). Samtlige
rugprover var kontaminerede, mens der i havre, top-gennemsnitspreverne, var 4 prover (13,3% af
havrepreverne) uden tilstedevarelse af P. verrucosum. 1 det folgende vil resultaterne fra den
mikrobiologiske analyse for hvert datasat blive praesenteret i sammenhang med resultaterne fra

statistikanalyserne, udpluk er vist ved billede 3.4.1-3.4.4.
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Billede 3.4.1 Forste proveudtagning dr 2000 Billede 3.4.2 Forste proveudtagning dr 2000
(29.08.2000), HTG sk. 16, forside (29.08.2000), HTG sk. 16, reversside

' i B '
Billede 3.4.3 Sjette proveudtagning dar 2000 Billede 3.4.4 Sjette proveudtagning ar 2000
(13.11.2000), RTG sk.6, forside (13.11.2000), RTG sk.6, reversside

Dataszet for rug, top-gennemsnitsprever (RTG)

RTG (rug 1 i SAS-udskrifterne) viser kontamineringsprocenter fra 0,3 % til 10,0 % og en
middelverdi pa 3,7 % (appendiks 2.4 og 2.6).

I figur 3.4.1A og B er datasattet for RTG illustreret. Resultaterne viser udviklingen 1
kontamineringen af kerner med P. verrucosum i forhold til tid og udvikling for hver sidekanal. I
figur 3.4.2A og B er middelvardierne for RTG illustreret tilsvarende. Udviklingen i lebet af
lagringen viser, at der er en markant hegjere kontamineringsgrad i slutningen af forlebet end i

begyndelsen.
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Figur 3.4.1: Samlet datascet for RTG dr 2000. Resultaterne viser udvikling i kontaminering af
kerner med P. verrucosum. (A): Kontaminering i forhold til tidspunkt efter host. (B):
Kontaminering i forhold til hver sidekanal. Resultaterne er angivet som kontaminerede kerner i
procent af udlagte kerner (n = 300).
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Figur 3.4.2 Middelveerdier ar 2000 beregnet ud fra datascettet RTG (Figur 3.4.1), d.v.s.
middelvceerdier, der viser udvikling i kontaminering af kerner med P. verrucosum. (A):
Middelveerdi af alle proverne fra sidekanalerne for hvert udtagningstidspunkt efter host (middel,
+SEM, n =5 sidekanaler). (B): Middelveerdi af proverne fra tidsperioden 1.-6. udtagning (68
dage) for hver sidekanal (middel, ZSEM, n = 6 udtagninger).
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I den statistiske analyse i modellen for additivitet i binomialfordelingen viser ” -testen, at
virkningen af kanalerne kan "testes vaek”, idet testsandsynligheden er sterre end 0,05, mens
virkningen af udtagningerne ikke kan testes vaek, eftersom testsandsynligheden er mindre end 0,05.
Slutmodellen for data i rug 1 er sdledes en model, hvor det gelder, at kontamineringen af proverne
athanger af udtagning, men ikke af sidekanal.

I den grafiske fremstilling, plot 1,”RUG 1 binomial”, er logit-verdierne ud ad y-aksen, og udtagene
er ud ad x-aksen (SAS-udskrifterne, app.2.13). Kurverne viser forlebet for hver af sidekanalerne
(udvikling fra venstre mod hgjre). I plot 2,”RUG 1 binomial”, er der byttet om pé raekker og
kolonner, sdledes at sidekanal er ud ad x-aksen, og kurverne illustrerer udviklingen for hver
udtagning (udvikling nedefra og op). Som test af addivitetsmodellen skal kurverne forlebe parallelt.
Ud fra slutmodellen ber kurverne for kanalerne (plot 1) nu kunne opfattes som parallelle, mens
kurverne for udtag (plot 2) ikke er parallelle. Dette vurderes at vaere bekraftet, og dermed er
modellen verificeret.

Ved test i normalfordelingsmodellen bliver resultaterne som tidligere, at kanalerne kan testes ud,
mens udtagningerne ikke kan (SAS side 12-14). Dette bekraftes 1 den grafiske fremstilling baseret
pa normalfordelingen (plot 7-8,”RUG 1 NORMAL”). Det er hermed konfirmeret, at udtagning har
betydning. Slutmodellen for data i rug I er da en model, hvor det geelder, at kontamineringen af
proverne afhcenger af udtagning, men ikke af sidekanal.

Det betyder, at kanalerne ingen indflydelse har for preverne og dermed, at det er underordnet, om
sidekanalerne er beklaedt med hessian eller kunsthessian, hvorimod udtagningstidspunktet har en

betydning.

Datasaet for havre, top-gennemsnitsprever (HTG)

Generelt havde havrepreverne lave kontamineringsprocenter fra 0,0-3,3%. Middelveardien er pd
1,1% (appendiks 2.4 og 2.6). Appendiks 2.9, figur 3A,3B,4A og 4B, illustrerer resultaterne. Der ses
en tendens til, at kontamineringsprocenterne stiger indtil femte udtagning og derefter falder lidt.

I de statistiske analyser (havre) bliver modellen for additivitet godkendt. Verdien (1,3239) er
mindre end den i tabel angivne (3 95(20)/20 = 1,5705 ). Med hensyn til testene for betydningen af
henholdsvis kanaler og udtag bliver resultaterne som for rug, top-gennemsnitspreverne: Kanaler
kan testes ud, mens udtag ikke kan. Slutmodellen for havredata er da en model, hvor det gcelder, at
kontamineringen af proverne afhenger af udtagning, men ikke af sidekanal.

I plot 3 og 4,”"HAVRE binomial”, er konklusionerne illustreret grafisk.
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Samme konklusion fremkommer ved analysen baseret p4 normalfordelingen (SAS side 15-18 og
plot 10+11,”HAVRE NORMAL”). Det betyder, at der er sket en udvikling i tid. Derimod har det

varet underordnet, pa hvilke kanaler preverne er blevet taget.

Dataszet for rug, bundprever (RB)

RB (rug 2 i SAS-udskrifterne) har kontamineringsprocenter fra 1,7-18,7 % og middelvaerdi pa 7 %
(appendiks 2.4 og 2.6). Appendiks 2.9, figur 1A,1B,2A og B, illustrerer resultaterne. Der er en
tendens til, at kontamineringsprocenterne stiger indtil femte udtagning og derefter falder igen.
Desuden kan det fremheves, at sidekanal 3 og 4 viser kontamineringsniveauer pd hgjde med de
ovrige sidekanaler trods det, at de er dekket af kunsthessiansakke (appendiks 2.9, figur 1B).

De statistiske tests for betydningen af henholdsvis position og udtag viser, at bade position og udtag
har indflydelse. Slutmodellen for data i rug 2 er da en model, hvor det geelder, at kontamineringen
af proverne afhcenger bade af udtagning og sidekanal.

Dette illustreres desuden ved den grafiske fremstilling, plot 5 og 6,”RUG 2 binomial”.

Det betyder, at bade positionerne og udtagningstidspunkterne har en betydning. Det er med andre
ord af en vis betydning for kontaminering med P. verrucosum., hvor i bunden af plansiloen kornet

ligger.
Dataseet for rug, top-gennemsnits- og bundprever (rug 3)

RB har generelt hgjere kontamineringsprocenter end RTG. Figur 3.4.3 viser middelverdierne for

bade RB og RTG 1 forhold til udviklingen i kontaminering med P. verrucosum.
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Figur 3.4.3 Middelveerdier ar 2000 fra henholdsvis RB (appendiks 2.9, Fig. 24,B), RTG
(Fig3.4.14) og HTG (Appendiks 2.9, Fig.44,B). Resultaterne viser udvikling i kontaminering
med P. verrucosum for hver udtagning (middel, £ SEM, n = 10 for RB, n =5 for RTG, n =5 for
HTG). For udtagningstidspunktet henvises til tabel 3.2.1.

Resultaterne, som er testet i en normalfordelingsmodel, viser, at bdde kanalsystem, udtag, position
og kanal har indflydelse. Slutmodellen for det samlede datascet i rug er derfor en model, hvor det
geelder, at kontamineringen af proverne afhenger af bdde kanalsystem, udtag, position og kanal.
Plot 13 og 14,”ALT RUG NORMAL”, illustrerer den grafiske fremstilling.

Med andre ord gelder det for de samlede rugprever, at bade udtagningstidspunkt, position og kanal
(bund + top, gennemsnit) har en effekt, samt at hele kanalsystemet har en betydning, dvs., at det
ikke er ligegyldigt ved hvilket samlet kanalsystem, proverne blev taget.

Analyserne for hvert specifikke kanalsystem viser:

For kanal 3 (SAS s.38) at bade udtag og position har betydning.

For kanal 4 (SAS s. 40) at position har betydning, mens udtag ikke har indflydelse.

For kanal 5 (SAS s.42) at udtag har betydning, mens position ikke har betydning.
Sandsynlighedsparameteren for position ligger dog tet pa 0,05, hvorfor konklusionen ikke er sa
sikker.

For kanal 6 (SAS s. 44) har bade udtag og position betydning.

For kanal 7 (SAS s. 46) har tilsvarende bade udtag og position betydning.

De grafiske fremstillinger illustrerer forlabene (Plot 15-24).
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Forskelle mellem rug og havre samt vekselvirkning mellem udtag og art

Generelt har havrepreverne lavere kontamineringsprocenter end rugpreverne (appendiks 2.4 og
2.6), hvilket blev bekreaftet ved de statistiske analyser og ses 1 ovenstaende figur 3.4.3.

Den forste statistiske analyse, variansanalyse i normalfordelingen, viser, at model for kanal samt
model for vekselvirkningen mellem udtag og art kan testes vaek (SAS side 21-24). Den forelobige
slutmodel for data i rug 1 og havre er da en model, hvor det geelder, at kontamineringen af
proverne afhenger af udtagning og art.

Dette betyder, at kanalerne og vekselvirkningen mellem udtagning og art ikke har haft en
betydning, mens udtagningstidspunktet og arten har haft en betydning for kontaminering med P.
Verrucosum.

Den efterfolgende test i en binomialfordelingsmodel (SAS side 25-30) viser til forskel fra for, at
vekselvirkningen mellem udtag og art ikke kan testes vaek. Ellers viser resultaterne det samme: at
udtagningstidspunkt og art har betydning, mens kanal ikke har betydning.

Ifolge sidste test er der sket en udvikling i tid, og der er forskel pa rug og havres
kontamineringsgrad. Med hensyn til vekselvirkningen mellem udtag og art kan det tolkes som et
tegn pa, at udviklingen af P. verrucosum er foregaet forskelligt athaengigt af art. Her har
udviklingen vearet hurtigere i rug end i havre. Det betyder evt. at, havre og rug opferer sig
forskelligt ved udtagningen.

Slutmodellen er derfor ikke entydig, eftersom testene fremkommer med to konklusioner. Ifolge P.

Bleasild er den ene test ikke bedre end den anden.

3.4.2 Kontaminering med P. verrucosum ar 2001

Resultaterne for &r 2001 viser, at alle 24 prover var positive. I appendiks 2.10 er det samlede
datasaet for ar 2001 illustreret. Desuden er resultaterne vedlagt i appendiks 2.5 og 2.7. Udpluk er
vist ved billede 3.4.5-3.4.8. Der er specielt sket en markant stigning 1 antallet af kontaminerede
kerner fra forste til anden - og sidste - udtagning for rugpreverne (appendiks 2.10, fig. 2A,2B,2C,
5A og 6A).
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Billede 3.4.5 Forste proveudtagning 2001 Billede 3.4.6 Forste proveudtagning 2001
(16.09.2001), HB sk.6, forside (16.09.2001), HB sk.6, reversside

Billede 3.4.7 Anden proveudtagning 2001 Billede 3.4.8 Anden proveudtagning 2001
(24.11.2001), HB sk.6, forside (24.11.2001), HB sk.6, reversside
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I figur 3.4.3 er middelvaerdierne for RTG, HTG og RB samlet. De viser en tendens som i &r 2000.
RB har hgjeste kontamineringsprocenter, og HTG har laveste. I appendiks 2.10, fig. 7 ses det dog,

at HB har kontamineringsprocenter, som er storre end rugpreverne ved forste udtagning.

24

Erug,bund
M rug,top-gen.
havre,top-gen.

kontaminering (%)

udtagning

Figur 3.4.3 Middelveerdier ar 2001 for henholdsvis RB (appendiks 2.10, Fig. 14,54), RTG
(appendiks 2.10, Fig. 1B, 6A) og HTG (appendiks 2.10, Fig.3B,6B). Resultaterne viser udvikling
i kontaminering med P. verrucosum for hver udtagning. Resultaterne bygger pd et noget mindre
datamateriale end dret for (figur 3.4.3). (middel, + SEM, n = 4 for RB, n =2 for RTG, n =2 for
HTG). Havren dr 2001 blev hostet af to omgange. Derfor er der to angivelser for antal dage efter
host ved forste og anden udtagning. I figurerne er antallet af dage efter host beregnet ud fra
Jforste hosttidspunkt. For udtagningstidspunktet henvises til tabel 3.2.2.

Figur 3.4.4 sammenligner middelverdierne fra udtagningerne hhv. ar 2000 og 2001 for RTG. Ved
sidste udtagning er kontamineringen i r 2001 sterre end 1 &r 2000. Der skal dog tages hgjde for, at
antallet af prover er forskelligt (n=2 1 &r 2001 og n=5 1 &r 2000) samt, at der er en stor spredning (s
=17,3) (appendiks 2.7) ved sidste udtagning i ar 2001. Udtagningstidspunkterne for hhv. ar 2001 og
2000 er sammenlignelige. Forste udtagning er henholdsvis 4 dage efter host (ar 2001) og 2 dage

efter host (&r 2000), mens sidste udtagning er henholdsvis 73 dage efter hest (4r 2001) og 70 dage
efter host (&r 2000).
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Figur 3.4.4 Ar 2000 og 2001 middelveerdier for RTG. Resultaterne viser udvikling i
kontaminering med P. verrucosum for hver udtagning i ar 2000 sammenholdt med resultaterne i
ar 2001 (middel, £ SEM, n =5 for dar 2000, n = 2 for ar 2001). For udtagningstidspunktet
henvises til tabel 3.2.1 og 3.2.2.

1 6

Figur 3.4.5 sammenligner tilsvarende middelvardierne for udtagningerne hhv. &r 2000 og ar 2001,
men for HTG. Her er der en svag tendens til, at kontamineringsprocenterne fra ar 2001 er storre end
kontamineringsprocenterne ar 2000. Spredningen er nul for HTG ar 2001 (appendiks 2.7). Der skal
dog igen tages forbehold for, at antallet af prover er forskelligt (n=2, &r 2001 og n=>5, ar 2000).
Generelt er kontamineringsprocenterne lavere for havre end for rug begge éar.
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Figur 3.4.5 Ar 2000 og 2001 middelveerdier for HTG. Resultaterne viser udvikling i
kontaminering med P. verrucosum i gennemsnit for hver udtagning i ar 2000 sammenholdt med
resultaterne i dar 2001 (middel, £ SEM, n = 5 for dar 2000, n = 2 for dr 2001).

For udtagningstidspunktet henvises til tabel 3.2.1 og 3.2.2.
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3.4.3 Vandprocentanalyse
Vandindholdet i samtlige rugprover fra ar 2001 ses i figur 3.4.6 og appendiks 2.11. Ved forste
udtagning ligger indholdet mellem 14,6% og 15,6%, mens kornet ved anden udtagning ser ud til at

vaere blevet torret lidt ned. Her ligger vandindholdet mellem 12,9% og 14,6%.

18
04 dage efter host
B 73 dage efter host
17 4

16 -

15 -

vandindhold (%)
-
»

11 A

10

23A 23 23B 24A 24 24B
RB RTG RB RB RTG RB

Figur 3.4.6 Vandindhold i procent dar 2001 for samtlige RB og RTG (sidekanal 23 og 24) ved 4 og
73 dage efter host, hhv. 1. og 2. udtagning.

I appendiks 2.11, figur 1 ses et lignende billede af havrepreverne fra ar 2001. Her ligger vandholdet
mellem 13,8% og 16,0% i forste udtagning, mens det ligger mellem 11,8% og 13,9% i anden
udtagning. Havreproverne er dermed blevet torret mere ned end rugen, hvilket er illustreret 1 figur

3.4.7, hvor middelverdierne for det samlede datasat i rugen og havren er anvendt.

vandindhold (%)
S

7

havre havre rug rug
23 92 4 73
dage efter host

Figur 3.4.7 Middelveerdier dar 2001 beregnet ud fra samlede datascet i rugen og havren (fig. 3.4.5)
og (appendiks 2.11.2, Fig.1). Resultaterne viser middelvandindholdet for havre og rug, 23 dage

efter host og 92 dage efter host for havren og 4 hhv. 73 dage efter host for rugen, (middel, +
SEM, n = 6 positioner).
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Figur 3.4.8 viser vandindholdet sammenholdt med kontamineringen af P. verrucosum for

rugpreverne 1 ar 2001. Det er RB-prover 1 anden udtagning med det laveste vandindhold, der har de

hgjeste kontamineringsprocenter.
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Figur 3.4.8 Vandindhold i procent sammenholdt med kontaminering med P. verrucosum i
samtlige rugprover dar 2001.

Appendiks 2.11, fig. 2 viser tilsvarende kontamineringsprocenten i forhold til vandindholdet for
havreproverne. Ligeledes ses det, at praver med lavt vandindhold (13,9%) godt kan have
kontamineringsprocenter pd omkring 16%.

Vandindholdet i HTG &r 2000 blev analyseret trods vor viden om, at praverne var blevet opbevaret
uhensigtsmaessigt. Resultaterne er vedlagt som appendiks 2.12. Der ses en svag tendens til, at
vandindholdet faldt lidt indtil 37 dage efter host for herefter at stige igen (app. 2.12, fig. 2), men
spredningen gor dette usikkert.
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3.4.4 Okratoksin A- analyser

Figur 3.4.9 viser forekomst af OTA 1 forhold til vandindholdet 1 RB, RTG og HTG ved anden
udtagning i &r 2001 (tabel 3.4.1). Det er HTG med det laveste vandindhold, der har det hgjeste
indhold af OTA. Forekomsten af OTA ligger dog under graeensevardien (5 ng/g for korn og

kornprodukter til humant konsum) for alle resultaterne.
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Figur 3.4.9 OTA-forekomst ar 2001 sammenholdt med vandindhold i RB, RTG og HTG ved 2.
udtagning henholdsvis 73 dage for rugproverne og 92 dage efter host for havreproverne.

Figur 3.4.10 viser ssmmenh@ngen mellem forekomst af OTA og kontaminering med P. verrucosum
fortlebende i RB og RTG fra 3. —7. kanalsystem 63 dage efter host (5.udtagning) ar 2000 (tabel
3.4.1). Det er markant, at forekomsten af OTA i samtlige RTG er langt hgjere end forekomsten af
OTA 1 RB, og at vaerdierne ligger mellem 85 og 349 ng/g over graensevardien péd 5 ng/g.
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Tabel 3.4.1 Forekomst af OTA i udvalgte rug- og havreprever fra 2000 og 2001

Vandindhold OTA-
Udtagning Kontaminering (%) OTA* gentagelse

Kornart Hastar (dage efter hgst) Prgve nr. Top/bund (%) gennemsnit  (ng/g) (ng/g)
Rug 2000  5.udt., 63 dage 3A bund 8,3 - 0,7

Rug 2000 5.udt., 63 dage 3 top 5,3 - 354,0

Rug 2000 5.udt., 63 dage 3B bund 9,7 - 0,3

Rug 2000 5.udt., 63 dage 4A bund 17,0 - 0,1

Rug 2000 5.udt., 63 dage 4 top 4,3 - 89,6 51,8
Rug 2000 5.udt., 63 dage 4B bund 50 - 0,3

Rug 2000  5.udt., 63 dage 5A bund 4,3 - 0,1

Rug 2000 5.udt., 63 dage 5 top 57 - 201,0

Rug 2000 5.udt., 63 dage 5B bund 18,0 - 0,2

Rug 2000 5.udt., 63 dage 6A bund 18,7 - 0,5

Rug 2000  5.udt., 63 dage 6 top 7,7 - 185,7 209,9
Rug 2000 5.udt., 63 dage 6B bund 13,7 - 0,4

Rug 2000 5.udt., 63 dage 7A bund 12,7 - 1.1

Rug 2000 5.udt., 63 dage 7 top 23 - 334,9

Rug 2000 5.udt., 63 dage 7B bund 14,7 - 0,2

Havre 2000 5.udt., 59 dage 13 top 2,3 13,3 3,7

Havre 2000 5.udt., 59 dage 15 top 2,3 13,3 4,4

Rug 2001 2.udt., 73 dage 23A bund 12,7 14,2 0,0

Rug 2001 2.udt., 73 dage 23 top 6,0 13,7 0,0

Rug 2001 2.udt., 73 dage 23B bund 12,3 12,9 0,4

Rug 2001 2.udt., 73 dage 24A bund 31,0 14,3 0,0

Rug 2001 2.udt., 73 dage 24 top 16,3 14,6 0,0

Rug 2001 2.udt., 73 dage 24B bund 15,0 13,3 0,0

Havre 2001 2.udt., 92 (79) dage 4 top 2,7 11,8 0,4

Havre 2001 2.udt., 92 (79) dage 6 top 2,7 12,1 0,4

* Detektionsgreensen er pa 0,05 ng/g.
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Figur 3.4.10 OTA-forekomst dar 2000 sammenholdt med kontaminering med P. verrucosum i
RTG og RB 63 dage efter host. Greenseveerdien er 5ng/g. OTA-veerdierne pad x-aksen ligger
mellem 0,05 og 1,06 ng/g OTA.

Figur 3.4.11 viser tilsvarende figur for RB og RTG fra ar 2001. Trods heje kontamineringsprocenter
er forekomsten af OTA meget lille mellem 0,03 og 0,37 ng/g. OTA er dog detekteret 73 dage efter

host (tabel 3.4.1).
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Figur 3.4.11 OTA-forekomst dar 2001 sammenholdt med kontaminering med P. verrucosum i
RTG og RB 73 dage efter host.
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Figur 3.4.12 viser udviklingen fra 6 - 63 dage efter host (1.-5.udtagning) &r 2000 1 forekomsten af

OTA og kontaminering med P. verrucosum for RTG ved 2 sidekanaler. Efter 63 dage er der sket en

markant stigning i forekomsten af OTA, igen til langt hejere verdier end grensevardien pd 5 ng/g,

til veerdier pd 210 og 354 ng/g (tabel 3.4.2).
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Figur 3.4.12 Udvikling fra 1.-5.udtagning dr 2000 i forekomst af OTA i RTG sammenholdt med
kontaminering med P. verrucosum, for to udvalgte sidekanaler. For udtagningstidspunktet
henvises til tabel 2. Proven fra 2.udtagning, sidekanal 6 er ikke eksisterende.

Tabel 3.4.2 Forekomst af OTA i en tidsserie af rugprever fra 2000

Vandindhold

Udtagning Kontaminering (%) OTA
Kornart Hgstar (dage efter hgst) Progve nr. Top/bund (%) gennemsnit  (ng/g)
Rug 2000 1.udt.,6 dage 3 top 2,3 - 0,1
Rug 2000 2.udt.,19 dage 3 top 2,7 - 0,0
Rug 2000 3.udt.,29 dage 3 top 2,3 - 0,2
Rug 2000 4.udt.,41 dage 3 top 3,0 - 0,0
Rug 2000 5.udt.,59 dage 3 top 53 - 354,0
Rug 2000 1.udt., 6 dage 6 top 0,3 - 0,2
Rug 2000 2.udt.,19 dage 6 top 1,7 - *
Rug 2000 3.udt.,29 dage 6 top 2,3 - 0,1
Rug 2000 4.udt.,41 dage 6 top 2,7 - 0,0
Rug 2000 5.udt., 59 dage 6 top 7,7 - 209,9

*Proven ikke eksisterende
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Figur 3.4.13 og 3.4.14 viser sammenhangen mellem forekomst af OTA og kontaminering med P.
verrucosum 1 HTG for henholdsvis &r 2000 og 2001. Begge ar er OTA tilstede men 1 mangder, der
ligger under grensevardien. Ar 2000 er vardierne dog omkring 10 gange indholdet i &r 2001, mens

kontamineringsprocenterne ca. er de samme (tabel 3.4.1).
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Figur 3.4.13 OTA-forekomst ar 2000 sammenholdt med kontaminering med P. verrucosum i
HTG 59 dage efter host for 2 udvalgte sidekanaler.
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Figur 3.4.14 OTA-forekomst dar 2001 sammenholdt med kontaminering med P. verrucosum i
HTG 92 dage efter host.
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Figur 3.4.15 illustrerer forholdet mellem forekomst af OTA og kontaminering med P. verrucosum i
RB og RTG bade &r 2000 og 4r 2001 ved henholdsvis 63 og 73 dage efter host. Der ses ingen
sammenhang mellem hgje kontamineringsvaerdier og haje OTA-forekomster. De hgjeste OTA-

forekomster har kontaminering pa mindre end 8%. Tendensen er ikke tydelig.
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Figur 3.4.15 OTA-forekomst dr 2000 og 2001 sammenholdt med kontaminering med P.
verrucosum i tilsvarende rugprover 63 dage efter host for dar 2000-proverne og 73 dage efter host
for dr 2001-proverne. Greenseveerdien er 5 ng/g.

Figur 3.4.16 illustrerer tilsvarende forholdet mellem forekomst af OTA og kontaminering med P.
verrucosum, men for havrepraverne. Var opmarksom pd, at skalaen pé y-aksen er forskellig fra
figur 3.4.15. Igen ses der ingen tendens til, at OTA-forekomsten er athengig af heje

kontamineringsprocenter.
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Figur 3.4.16 OTA-forekomst dar 2000 og 2001 sammenholdt med kontaminering med P.
verrucosum i havre, top-gennemsnitsprover 59 dage efter host for dar 2000-proverne og 92 dage
efter host for dar 2001-proverne. Veer opmeerksom pd, at skalaen er anderledes end for
rugproverne (Fig. 3.4.15).

3.4.5 Luftanalyser i hoved- og sidekanaler

Luftanalyserne var smé delprojekter og vurderes til at vaere perifere for projektet. Resultaterne fra
luftanalyserne er baseret pa fotos ( billeder 3.4.9-3.4.12).

De forste prover fra hovedkanalen og lagerrummet umiddelbart efter hest viser, at P. verrucosum-
konidier var tilstede i stor mengde 1 hovedkanalen, men ogsé i rummet omkring kornet.
Analyserne, der er taget knap en méned efter de forste prover, viser ligeledes, at P. verrucosum-
konidier er tilstede. Specielt sidekanal 5 viser en kraftig infestation med P. verrucosum (billede
3.4.9).

Luftanalyserne aret efter (billede 3.4.11 og 3.4.12), hvor sidekanalerne er skiftet ud med metalbuer,

viser stadig en kraftig infestation med P. verrucosum.
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Billede3.4.9 Luftprover dr 2000 (19.09.00) Billede 3.4.10 Luftprover dar 2000 19.09.00)
sidekanal 5 HK 4-5

Billede 3.4.11 Luftprover dr 2001 (16.09.01) Billede 3.4.12 Lufitprover dr 2001 (16.09.01)
sidekanal 3 HK 3-4
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3.4.6 Pilotpladespredning af hessian

Pilotpladespredningen var et delforseg og vurderes til at vare perifert for projektet. Appendiks 2.8
viser radata fra pladespredningen. Figur 3.4.17 viser, at P. verrucosum-konidier var tilstede i
samtlige hessiansuspensioner, men med varierende antal. I hessian fra sidekanal 17 var der op til
18250 cfu/g hessian. Bemarkelsesverdigt er det, at sidekanal 4 ikke indeholdt P. verrucosum men

havde en anderledes svampeflora.
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Figur 3.4.17 Middelveerdier af pilotpladespredning med 4 gentagelser fra et stykke hessian fra
udvalgte sidekanaler. Resultaterne viser udpladning af 0,1 ml. hessiansuspension og variation pd

teellingerne (middel, £SEM, n = 4 gentagelser).
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3.5 Diskussion

Kontaminering 2000

I top-gennemsnitspreverne for bade rug og havre har positionen 1 lageret ingen betydning for
kontamineringsgraden, hvorimod positionerne har betydning for kontaminering af bundpreverne.
Top-gennemsnitspraverne blev taget 13 cm over sidekanalen, idet det nederste hul 1
provetagningsspyddet begynder her. Derfor har top-gennemsnitsproverne ikke veret 1 teet kontakt
med hessiansekkene, og maske har hessianet eller kunsthessianet ikke haft en betydning for top-
gennemsnitsprevernes kontamineringsgrad.

Ud fra pilotpladespredningen af hessian kan det skennes, hvor stort P. verrucosum-potentialet for

en sidekanal er:

Hessianarealet pr. sidekanal er ~24.163 cm®
Maksimum verdi for cfu/g hessian (sidekanal 17) =18.250 cfu/g

4 g hessian svarer til ca. 5 cm?, (18.250 cfu/g x 4 g) =73.000 cfu/dg =5 cm’
cfu/em? er da 73.000 cfu/5 cm? = 14.600 cfu/ cm®
cfu/sidekanal er da 14.600 cfu/cm” x 24.163 cm’ ~ 352 mill cfu/sidekanal

Dette giver en betragtelig kontamineringsrisiko fra hessiansakkene. Hertil kommer, at bade luften i
sidekanal og hovedkanal indeholdt store mangder P. verrucosum-konidier. Luftstrammen blev
primart fort ud gennem bunden af sidekanalerne, hvorved konidierne i sterre grad kan have
pavirket kornet i bunden af lageret. Dette stemmer overens med sterre kontaminering i rug-

bundpreverne end i toppreverne (figur 3.4.3).

Seitz et al. (1982) fandt en top-bundgradient i svampekoncentration i majs, der var lagreti 1,5
meters hgjde og ligeledes torret med luftgennemstremning fra bunden. Indholdet af ergosterol,
aflatoksin og procenten af kerner med Aspergillus flavus, A. niger og Rhizopus var dog hgjest i
toppen af lageret. Fordelingen var ikke konsekvent for andre svampe heriblandt Penicillium. Dette
skyldes méske konkurrencen mellem svampene, mener Seitz et al.(1982). De fandt desuden en
temperatur- og fugtighedsgradient. Varmen fra svampemetabolisme i toppen kombineret med
evaporativ keling i terrezonen forarsagede en temperaturgradient. De hgje temperaturer i toppen af

beholderen var det ene ar i stand til at terre kernerne 1 toppen. Tests r 1978 viste hgjest
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vandindhold i bunden af beholderne, lige over tarrezonen, mens tests ar 1979 viste, at kornet ved
overfladen var lidt vadere end korn et stykke under overfladen.

I teorien vil temperatur og vandindhold 1 et planlager stratifiseres vertikalt, idet enhver kelings- og
torringseffekt starter nedefra og beveger sig opad (Scudamore & Wilkin, 1999, afsnit 2.6). Dette
gor, at risikoen for svampeudvikling er sterst i de ovre, vadere dele af lageret. Dette stemmer ikke
overens med en hgjere kontamineringsgrad af P. verrucosum 1 bunden end 1 toppen af lageret.

At placeringen af kornet i lagersystemet har betydning for kontamineringsniveauet kan desuden
skyldes problemer med opnéelse af en jevn terring, lufttrykforskelle p.g.a. forskellig afstand til
blaseren, variation i temperatur, RH og indhold af ukrudt samt andre urenheder. Det understreger
potentialet for hotspots. Resultaterne viser ogsa, at det ikke er ligegyldigt, hvor 1 kanalsystemet

stikprover bliver udtaget.

Resultaterne viste, at udtagningstidspunktet har betydning i langt de fleste analyser. Dette stemmer
fint overens med teorien om udvikling af P. verrucosum over tid (Abramson et al.,1997). Ved
vurdering af enkelte kanalsystemer i rugen under test af dataset for rug, top-gennemsnits- og
bundprever, har udtagningstidspunktet ikke haft en betydning ved kanalsystem 4. Der er med andre
ord ikke sket en udvikling i tid. Arsagen hertil kan maske forklares med, at sidekanal 4 var bekladt
med kunsthessiansekke. Det var sidekanal 3 dog ogsa. De ovrige sidekanaler i1 rugen var helt eller

delvist dekket med hessian (billede 3.1.1).

Det blev statistisk bekraftet, at havreproverne havde lavere kontamineringsgrad end rugpreverne.
Flere undersogelser finder bade arts- og sortsforskelle med hensyn til produktion af OTA: Hokby et
al.,1979; Abramson et al., 1980; Chelkowski et al., 1981; Abramson ef al., 1987; Madhyastha et
al., 1993; Jorgensen et al., 1996; Axberg et al., 1997; Jargensen et al., 2001 og Jorgensen &
Jacobsen, 2002.

Jorgensen & Jacobsen (2002) finder i overvigningsprogrammerne for rug og hvede fra 1992-99, at
OTA-koncentrationerne er hojere for rug end for hvede. Chelkowski et al. (1981) finder ligeledes
hgjere verdier af OTA i rugkerner end i hvede- og bygkerner. I et forseg, hvor byg, hvede og havre
opfugtes og placeres i et lager med havre i 20 uger, registrerer Abramson et al. (1980) OTA-
produktion 1 byg og hvede, men ikke i havre.

Arsagsforklaringerne er mange. Chelkowski et al. (1981) skriver i et forseg med hvede, rug og byg,

at et lavt zinkniveau gor kernerne mere resistente. Desuden har freskallen (seed coat) en vigtig
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rolle. Ogsa aktiviteten og tilstedevarelsen af andre svampe har betydning for veekst og produktion
af OTA (afsnit 2.7 og 2.4.2). Haggblom & Gosh (1985) viser, at OTA-produktionen gges med
stigende proteinindhold. Madhyastha et al. (1993) skriver pd baggrund af en undersegelse med
hvede- og rapssorter, at forskellen pa OTA-produktion kan skyldes bade genetiske og miljgmeessige
faktorer.

I forsegsopstillingen 1 delprojekt II vil problemstillingen angdende artsdifference blive fulgt op.

Kontaminering 2001

Heosten 2001 var praeget af megen nedber. Dette kan have forarsaget den hgjere
kontamineringsprocent for 2001 sammenholdt med 2000. Forskellig placering af rug og havre 1
lageret fra 2000 til 2001 kan ogsa have haft indflydelse pd kontamineringsgraden, mens udskiftning
af sidekanalerne til metalbuer ikke umiddelbart ser ud til at have haft nogen betydning. Dette kan

vare et udtryk for at hovedkanalen stadig indeholder konidier, der infesterer kornet.

OTA-indhold 2000

Forekomsten af OTA 63 dage efter host (5. udtagning) er meget markant i RTG (figur 3.4.10,
3.4.12 og 3.4.15) trods det, at kontamineringsprocenterne er forholdsvis lave (mindre end 8%). Der
ses derfor ingen sammenhang mellem hgje forekomster af P. verrucosum og produktion af OTA,
men snarere en understregning af, at OTA kan forekomme 1 store koncentrationer ved selv
forholdsvis lave kontamineringsniveauer. I teoriafsnittet henvises der til en reference med en
lignende sammenhang mellem lavt inokulum og hejt mykotoksinindhold (Odamitten et al., 1987)
(iflg. Ominski et al., 1994).

Resultaterne viser en markant tendens til, at lagringstiden har betydning for OTA-indholdet (figur
3.4.12). Dette er modsat Hokby et al. (1979), der konkluderer, at OTA mé vare produceret i
marken og herefter forblive intakt under lagringen, eftersom forfatteren ikke fandt, at frekvensen af
OTA-positive prover var athaengig af tiden. Desuden mener Hokby ef al. (1979), at frekvensen af
OTA enten ma vare afthengig af geografiske/klimatiske eller sortsmassige faktorer.
OTA-koncentrationerne fra 5. udtagning ligger pé et niveau, der mig bekendt ikke er fundet
tidligere i Danmark. Siden Fedevaredirektoratets overvagningssystem til bestemmelse af OTA i
korn og mel blev sat i veerk 1 1986, er der ikke blevet rapporteret hgjere vaerdier af OTA end 121
ng/g (1987 i konventionelt dyrkede rugkerner).
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OTA-malingerne er dog foretaget efter 18 maneders opbevaring ved 2°C 1 emballage, der ikke var
helt luftteet, og derfor optog kornet fugt fra omgivelserne. Miiller og Boley (1992) har registreret, at
OTA kan dannes ved 4°C og 22% vandindhold. Derfor kan det ikke udelukkes, at dannelsen af
OTA kan vere forekommet i kalerummet ved 2°C. I proverne fra 1.-4. udtagning og rug,
bundprever i 5. udtagning blev der dog ikke detekteret OT A-forekomster hejere end 1,1 ng/g, trods
det, at preverne blev opbevaret under samme betingelser, og at kontamineringsresultaterne viser, at
P. verrucosum har vearet til stede. Medmindre der har varet specielle forhold for rug, top-
gennemsnitsproverne fra 5. udtagning, f.eks. mikroklimatiske forhold i kelerummet eller
konkurrenceforhold mellem mikroorganismer allerede for opbevaringen, tyder det ikke pé, at OTA-

dannelsen er forekommet 1 kelerummet.

Vandindhold sammenholdt med kontamineringsprocent og OTA-indhold 2001

Resultaterne viser, at det er prover med det laveste vandindhold, der har de hejeste
kontamineringsprocenter (figur 3.4.8). Trods det, at samtlige prover fra 2001 ligger under et
vandindhold pa 16%, er alle prover positive for kontaminering med P. verrucosum. Desuden er der
detekteret OTA 1 fire prover fra anden udtagning (73 og 79 dage efter host) med lavere vandindhold
end 14% (figur 3.4.9). Der er dog ikke fundet hgje OTA-vardier (maks. 0.4 ng/g) ar 2001, og
datasattet for OTA-analyse bygger pa et lille antal prover (8 prover).

Det betyder, at svampeudvikling og -kontaminering samt OTA-dannelse kan finde sted eller har
fundet sted, uanset om kornet har lavt vandindhold efter terring og allerede ved hest har haft
forholdsvist lavt vandindhold. Dette rokker ved teorien om, at det primart er ved vdde hostér og i
korn med hgjt vandindhold, at svampekontaminering og produktion af OTA kan finde sted. I
betragtning af, at almindelig handelspraksis er max. 15% vandindhold for korn forhandlet i
Danmark (Hougaard, H., landbrugstekniker, Foulum, samt ’kontraktavl” udarbejdet i samarbejde

mellem Drabaks Mglle og Brancheforeningen for @kologisk Planteavl), giver det stof til eftertanke.

Konklusion

Ud fra disse studier er det tydeligt, at det ikke kun er vandindhold og hestbetingelser, der er
afgerende for udviklingen af P. verrucosum og produktionen af OTA.

Udover de tidligere naevnte fysiske, biologiske og genetiske arsager som fugtighed, temperatur, tid,

tilstedevaerelse af toksigene svampe, konkurrence fra andre svampe, artsforskelle m.m. (afsnit 2.4)
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tyder resultaterne pa, at der i dette lager ogsa har veret specielle arsager til forurening med P.
verrucosum og dannelse af OTA. De specielle arsager kan have vearet:

e at bleseren var ude af drift 1 7 dage, fra 18. dag efter hast &r 2000

e at landmanden ikke har faet torret kornet hurtigt nok ned

e at tarringsanlagget var foraeldet og ikke til at gore ordentligt rent, hvorved en overforsel af

P. verrucosum-konidier fra ar til ar har fundet sted

e at tarringsanlagget var noget specielt, idet der var anvendt hessiansakke til at deekke

sidekanalerne
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4. Delprojekt ll: Kornarters modstandsdygtighed over for P.

verrucosum ved spredning fra induceret enkeltkernehotspot

Formaélet med det eksperimentelle projekt var at undersege spredningen af P. verrucosum fra

induceret hotspot i1 forskellige kornarter samt at studere svampefloradiversiteten.

4.1 Baggrund for forsagsopstilling

Til forskel fra delprojekt I, der var et moniteringsprojekt, har vi i dette projekt konstrueret et
semikontrolleret forsegsdesign. Metalbeholdere simulerende minisiloer opstilledes i lager med
tilsigtet naturlige lagerbetingelser. Minisiloerne indeholdt fire kornarter hhv. rug, havre, hvede og
spelt. Kornet blev blandet med et parti overfladebeskadiget og opfugtet byg inokuleret med konidier
af P. verrucosum (IBT 5062). Herved induceredes et praksisrelateret enkeltkernehotspot.

Kornet blev hestet ar 2001 pa to forskellige lokaliteter. Rug (Dominator) og havre (Revisor) har
oprindelse fra garden, hvor jeg udtog prever til mit forste delprojekt (afsnit 3.1.1), mens hvede
(Complet), byg (Orthega) og spelt (Oberkulmer Rotkorn) kommer fra det ekologisk drevne
Skovsgéard Gods pd Langeland. Spelt herfra blev valgt, idet Susanne Elmholt havde undersogt
prover af spelt i store dele af Danmark. Spelten fra Skovsgird Gods havde en lav
kontamineringsgrad med P. verrucosum (0 % for nytersket korn) .

De forskellige geografiske oprindelsessteder gor, at kornet har forskellige vaekst-, klima- heost-,
torrings- og lagringsvilkér. Hesten ar 2001 var mange steder praeget af en meget vad august.
Omradet omkring den observerede bedrift fra delprojekt I havde en nedbersmangde, der var 37 mm
over normalen (afsnit 3.1.4), mens omradet omkring Skovsgéird Gods i1 august havde en
nedbersmangde pad 97 mm svarende til 30 mm over normalen (http://djf-

intranet.agrsci.dk/jbs/Klima/index.html og Serensen & Thysen, 2001). Begge steder blev kornet torret pa

et planterringsanlaeg, men pa Skovsgird Gods var anlaegget af en helt anden, sterre dimension.
Ved vurdering af kornarterne skal der desuden tages hejde for sortsvalget. Det er muligt, at
modtageligheden for P. verrucosum afspejler en sortsfelsomhed frem for eller ud over en
artsvariation. Sorterne er typiske, okologiske sorter. Specielt geelder det for Oberkulmer Rotkorn
(spelt), at saseden er distribueret fra Bageriet Aurion, hvorfor det er denne sort, der anvendes pa de
gkologiske bedrifter i Danmark.

En af arsagerne til, at spelt blev inddraget i forseget, er dens morfologiske karakter. Spelt hastes i
smaaks med to til tre kerner. Kernerne er derfor beskyttet pa en anden made end f.eks. hvede og

rug, der har “negen” caryopsis (frugt). Spelt blev desuden valgt, fordi den er en gammel kornart, der
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har faet en ren@ssance inden for det ekologiske jordbrug. Spelt har ikke gennemgéet en lengere
foredlingsproces, og muligvis har den bevaret nogle modstandsdygtige egenskaber over for
svampeinficering. Endelig var spelt en af de centrale arter i et kommende forskningsprojekt.

Rug og havre er valgt som opfelgning pa mit ferste delprojekt, hvor der viste sig en statistisk
forskel mellem kontamineringsprocenterne for de to arter. Havre er desuden fundet
modstandsdygtig 1 tidligere studier (Abramson et al., 1980). Endvidere er rug en vigtig afgrede til
okologisk bredkorn.

Hvede er ligeledes en vigtig afgrade til bradkorn og interessant at medtage som parallel til
Fadevaredirektoratets Overvagningsprogram (Jergensen et al., 1996; 2000 og Jorgensen &

Jacobsen, 2002), der netop overvager forekomsten af OTA 1 hvede og rug.

4.2 Materialer og metoder

4.2.1 Forberedelsesfase

Forseget var semikontrolleret, hvilket vil sige, at faktorer som vandindhold 1 inokulat og evrige
korn, andel af inokulat, sporekoncentration i inokulatet, kontamineringsprocent m.m. som
udgangspunkt var styret. Efter forsegsstart var faktorerne ukontrollerede -bestemt af omgivelserne
og udviklingen i forsgget.

Forberedelserne til forsegsopsatningen krevede et storre organisatorisk arbejde. For at give et

overblik over de vigtigste dele heraf henvises til nedenstdende tidslinjer (Figur 4.2.1).

96



Tidslinje forberedelsesfase og udtagning af prever

24/9 25/9 1/10 8/10 12/10 15/10 16/10
I I I I I I
| | | | | >
Vand% Pilotplade- 1. opfugtning  Overflade- 2. opfugtning/  Sigtning/rensning Forsegsopstilling/
analyse spredning af byg beskadigelse  inokulering af rug, havre, forsegsstart
startkarakter af byg af byg hvede og spelt
17/10
I I I I I I I
| | | | | | >
1. udtagning Sortering Pladespredning Diversitets- Vandanalyse = Overflade- Screening pa
analyse sterilisering DYSG
12/12 2002 8/5
I I I I I I I
| | | | | | >
2. udtagning Sortering Vandanalyse Screening pa Pilotudtagning OTA-analyse
DYSG (startkarakter)
23/9 :
I I I I
| | | | >
3. udtagning Sortering Vandanalyse  Screening pa
DYSG
Tidslinje opformering og fremstilling af sporesuspension
29/8 7/9 21/9 28/9 2/10 12/10
I I I I I I
| | | | | | >
3-punkts Opformering TLC 10-punkts 10-punkts Afvaskning/
opformering af  pa MEA og opformering opformering fremstilling
P.verrucosum  DYS pa DYSG pia MEA af sporesuspension
stammer Inokulering af byg

Figur 4.2.1 Tidslinjer

4.2.2 Forberedelse af byginokulat og kontrolbyg

Fremstilling af konidiesuspension var et af de vigtige elementer i forberedelsesfasen. Forskriften

beskrevet af Elmholt og Hestbjerg (1999) blev fulgt. Til forskel fra Elmholt og Hestbjergs

procedure (1999) blev stamme IBT 5062 af P. verrucosum valgt. Ved kontrol af produktion for

OTA, citrinin, og verrucolon pa TLC gav dette isolat det bedste resultat. Podning, inkubering,

afvaskning, filtrering, rotationsrystning m.m. kan folges pa billederne 4.2.1-4.2.6.
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Billede 4.2.1 Isolat 5062 pd MEA og DYSG Billede 4.2.2 Inkubering af'isolat pa DYSG
reversside ved 20 °C

Billede 4.2.3 Afvaskning af konidier fra MEA Billede 4.2.4 Filtrering i lost filter

Billede 4.2.5 Rystning af konidiesuspension Billede 4.2.6 Fortyndet suspension til inokulat
endoverend med glaskugler
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Ved vurdering af suspensionens koncentration m.h.t. antal P. verrucosum-konidier pr. g korn

anvendtes referencer, der havde koncentrationer fra 1000 til 100.000 konidier/g korn ved direkte

inducering af konidier fra P. verrucosum (Harwig og Chen, 1974; Haggblom, 1982; Damoglou et
al., 1984; Miiller og Boley, 1992 & Axberg et al., 1997). Eftersom Axberg et al. (1997) beskrev et

forseg, der pé flere mader mindede om vort, tog vi udgangspunkt heri. Axberg ef al. havde anvendt

en koncentration pa 5000 konidier/g korn. Den endelige koncentration i suspensionen beregnedes til

2 x 10° konidier/g inokulat eller 4 x 10° konidier/ml. Det vil sige, at koncentrationen i inokulatet

plus @vrige korn 1 hver minisilo 1 mellem 9000 og 15000 konidier/g korn for henholdsvis rug og

spelt athaengigt af volumenvagten (se beregninger i tabel 4.2.1 ).

Tabel 4.2.1 Koncentrationsberegning for konidiesuspension til byginokulat.

Optalt antal konidier pr. lille kvadrat i heemocytometer = 15 =1,5x 10" konidier
Dvs. antal konidier pr. ml i original suspension (OS)

(15 konidier x 1000 mm®/ml) /0,00025 mm® = 60,000,000 =6x 10" konidier/ml
(antal konidier x (omregning til ml)/ volumen pr. lille kvadrat)

Totalt antal konidier i 100 ml original suspension =6,000,000,000 =6x10° konidier
Konidier pr. g byg-inokulat (3000g)

(6 x10° konidier/3000g) = 2,000,000 =2 x 10° konidier/g

Eftersom koncentrationen er for hej, udtages der 10 ml af originalsuspensionen:

Antal konidier ved 10 ml OS

(6 x 10" konidier x 10 ml) = 600,000,000
Antal konidier pr. ml ved 10 ml OS + 150 ml fortyndingveske

(6 x 10* konidier/ 160 ml) = 3,750,000
* Antal konidier pr. 155 ml endelig suspension

(155 ml x (3,75 x 10° konidier/ml)) = 581,250,000
Konidier pr. g byg-inokulat (3000g)

(5,81 x 10 *konidier/3000g) = 193,750
For hvert ror:

Konidier i byg-inokulat (1,94 x 10°konidier/g x 130 g) = 25,188,000
Konidier pr. g i byg-inokulat + gvrigt korn eks:

(2,52 x 10 konidier/ (130g byg + 2700g rug) = 8,900
(2,52 x 10" konidier/ (130g byg + 1500g spelt) = 15,452

= 6,00 x 10® konidier

= 3,75x10%konidier/ml

= 5,81 x 10 ® konidier

= 1,94 x 10°konidier/g

=2,52 x 10" konidier

= 8,90 x 10°konidier/g
= 1,55 x 10*konidier/g

*Der blev anvendt 10 ml OS + 150 ml fortyndingsvaske, 5 ml heraf blev udtaget til senere ngjagtig analyse for

kimtal/ml. Byg til kontrol-led (3000g) tilfertes 155 ml postevand.

Kontroloptelling af inokulat efter, det havde staet en méned ved 2°C, viste 13 konidier + 0,5 (middel,= SEM, n = 12

teellinger).
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Optalling af antal konidier i den endelige suspension, efter det havde stdet en maned ved 2°C, viste
et middelantal konidier pr. lille kvadrat i hemacytometer pa 13 konidier + 0,5 (middel, = SEM, n =
12 teellinger), hvilket dog ikke andrer pa den endelige koncentrationsberegning. Trods opbevaring

ved 2°C var nogle af konidierne spiret. Konidieoptaelling i Neubauer Improved hamacytometer kan

ses pa billede 4.2.7 .
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Billede 4.2.7 Lille kvadrat (0,05 x 0,05 mm) i hcemacytometer

Fremstilling af konidiesuspensionen blev udfert 1 stinkskab med brug af handsker, kittel og
gasmaske for at minimere kontakten med konidierne.

For byggen blev induceret med sporesuspensionen, gennemgik den en overfladebeskadigelse og
delvis en opfugtning.

Overfladebeskadigelsen foregik ved at blende 100 g byg ad gangen ved ”low” hastighed 1 5 sek.
Herefter blev urenheder som grasfro og lose fraskaller siet fra ved hjelp af en 2 mm sigte.
Sigtningen foregik ved placering pé rystemaskinen ved 350 mot/min i 1 min. Formalet med
blendning var at gge kernernes sarbarhed og dermed vandoptagelsen og modtageligheden for P.

verrucosum og herved gge kernernes potentiale som hotspot (se billede 4.2.8 og 4.2.9).
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Billede 4.9 F asitee, lose salele og
urenheder efter beskadigelse af byg

Billede 4.

Opfugtningen foregik af to omgange. Herved kunne der foretages kontrolmélinger under forlebet.
Hensigten med at opfugte byggen var at opnd et vandindhold pé ca. 21 %. Baggrunden for
opfugtningen af inokulatet til ca. 21% er tidligere studier af blandt andet Sinha og Wallace (1965)
og Shotwell (1975), der studerede hotspot under naturlige betingelser samt flere eksperimentelle
forseg. De eksperimentelle forseg havde konstant vandindhold mellem 16 % og 26 % (Mislivec &
Tuite, 1970; Harwig & Chen, 1974; Hiaggblom, 1982; Damoglou ef al, 1984; Boley & Miiller,
1986; Miiller & Boley, 1992). P4 baggrund af erfaringer fra et pilotforseg (appendiks 3.1)
vurderedes det desuden, at inokulatet ikke skulle vaere for vadt, séledes at spredningen af P.
verrucosum ikke skulle finde sted for hurtigt.

Proceduren for opfugtning af kornet er udformet efter Boley og Miiller (1986) og Miiller og Boley,
(1991) og blev afpravet ved pilotforseget.

Kornet blev vejet og tilfert vand efter beregning (se eks. pé
beregning i appendiks 3.2). Postevand fordeltes jevnt ad 10 ml
med titrerpipette vha. drypfunktionen titrate (se billede 4.2.10).
Mellem hver vandtilfersel blev byggen blandet 1 2 min i en
specialbygget jordblander. Efter opfugtningerne blev byggen
opbevaret ved 2°C 1 3 dage. I de 3 dage omrystedes byggen i en
halv time pr. dag for at sikre homogenisering.

Ved sidste opfugtning blev byggen delt i to, én til kontrol og én
til inokulering med P. verrucosum. Hver af de to portioner blev

tilfort den samme mangde vand, men til inokulatet tilfortes

vaeske 1 form af konidiesuspension (se tabel 4.2.1 og billede).

Billede 4.2.10 Tildrypning af konidiesuspension til inokulat
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4.2.3 Forberedelse af det avrige korn

Under forberedelserne til opstillingen af forsgget blev det @vrige korn analyseret for vandindhold.

Det skete for at sikre et ensartet udgangspunkt. Mélet var, at kornet skulle have et vandindhold pa

max. 15 % for at efterkomme almindelig handelspraksis for korn forhandlet i Danmark (Hougaard,

landbrugstekniker, DJF-Foulum) og simulere en optimal terring. Vandindholdet 1 havre og hvede 1&

over 15 %, da det blev athentet. Derfor blev disse to kornarter terret ned i et mini-planterringsanlaeg

pa Bygholm (tabel 4.2.2).

Tabel 4.2.2. Forberedelsesfase (25.09.02): Vandbestemmelse af korn til minisiloerne

Kornart Sort Hestdr Volumen- Vandindhold Standard Standard Vandindhold
vaegt middelverdi Deviation Error (01.10.01)**
(kg/m®) (25.09.01) (SD) of Mean (%)
(%) (SEM)
Rug Dominator 2001 773 14,54 0,22 0,13
Havre Revisor 2001 502 18,27 0,20 0,12 14,7
Hvede Complet 2001 778 16,17 0,16 0,09 14,3
Spelt kerner Oberkulmer 2001
Rotkorn 14,23* 0,12 0,07
Spelt sméaks ~ 2001 430 14,23% 0,12 0,07
Byg kontrol Orthega 2001 718 14,92 0,08 0,05

* Resultat pa baggrund af en blandet speltprove.
** Efter nedterring pad Bygholm.

Umiddelbart for ssmmenblanding af de forskellige kornarter med byginokulatet og kontrolbyg blev

der igen udtaget en reprasentativ prove til startkarakterisering af kornet. Proverne blev analyseret

for vandindhold, kontamineringsprocent og OTA (se tabel 4.2.3).

For ligeledes at simulere optimale betingelser blev alt kornet ved sigtning renset for urenheder (se

billeder 4.2.11 og 4.2.12).
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Tabel 4.2.3. Startkarakterisering (15.10.01) af korn anvendt i minisiloerne
(udtaget umiddelbart for sammenblanding med byg)

Kornart Sort Hostar Kontami- OTA  Vandindhold Standard Standard
nering  (ng/g) middelverdi Deviation Error
(%) (%) (SD) of Mean
(SEM)
Rug Dominator 2001 1 0,00 15,75 0,09 0,05
Havre Revisor 2001 1 0,20 14,06 0,10 0,06
Hvede Complet 2001 0 0,00 14,44 0,07 0,04
Spelt kerner  Oberkulmer 2001 2 0,26* 14,65%*
Rotkorn
Spelt sméaks ” 2001 3 0,26* 14,64 0,02 0,01
Byg kontrol ~ Orthega 2001 0 0,00 20,15 0,19 0,11
Byg Inkuberet ” 2001 99 Ikke eks.  Ikke eks.

* Resultat pa baggrund af en blandet speltprave.
** Kun én gentagelse.
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Billee 4.2.11 Frasigtet materiale fra havre Billed4.2.12 Sigtning af spelt

4.2.4 Opstilling af forsag

Proceduren for opstilling af forseget er beskrevet i detaljer 1 vedlagt appendiks 3.3 og billeder
4.2.13-4.2.16.

Kort beskrevet blev kornet hhv. rug, hvede, havre og spelt roteret i jordblanderen og afvejet efter
beregning ud fra volumenvegt og ud fra volumen svarende til 95% af minisilo-rerene.

Byggen roteredes og blev herefter tilsat det ovrige korn. Derefter roteredes forst kontrolrarene og
sidst rerene med inokulatet. Hvert ror roteredes i1 2 min. Af frygt for at P. verrucosum skulle spredes

for hurtigt og ud fra erfaringer med pilotforseget blev 5 % af volumen i minisiloerne valgt som
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andel af inokulum. Efter rotation af hver portion korn for hver minisilo blev rotatorspanden

stovsuget og rengjort med sprit.

Billede 44.2.13 Fire kornarter klar til opblanding Billede 4.2.14 Opblanding af korn. Ldget
leegges pd jordblander

Billede 4.2.16 Tldaenig med
kleede

Billede 4.2.15 T, emperaturloggef tilpasses dybde

Forseget gennemfortes med 3 gentagelser for bade korn med inokuleret byg (BI) og kontrolbyg
(BK). Det vil sige 3 x havre med inokuleret byg (HI) + 3 x havre med kontrolbyg (HK) og sa
fremdeles med det ovrige korn, i alt 24 minisiloer.

Herudover blev der opsat ekstra ror til kontrol af temperatur (PT 100 folere) og fugtighed (Vaisala-
maéler) samt til analyser af luftpermeabilitet. Hensigten med disse ekstra ror var, at de skulle std
uberorte under hele forseget. Desuden blev der placeret temperaturloggere 1 otte af minisiloerne

med hhv. BI og BK.
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Minisiloerne placeredes pé betongulv i et uopvarmet lager, hvor vognporten ofte stir aben, sdledes
at der var péavirkning fra udenders temperatur og fugtforhold. Rerene dekkedes af et stykke
teetvaevet, sort stof.

Under tilforsel af byginokulat blev der af sikkerhedsmessige arsager anvendst kittel, handsker,
stovmaske samt harpose.

Til forseget anvendtes 4L’s konservesdéser uden 1dg. Ddserne fandtes optimale, dels fordi de er
godkendte til fodevarer og derfor ikke afgiver uonskede stoffer, dels er de mulige at rengere, de er
vandtatte, og de er af et materiale, der kan simulere kornsiloer. Minisiloerne simulerede dog ikke
forhold, hvor korn bliver lagret i flere meters hgjde. Dette ville kraeve, at kornet var blevet presset

sammen eller 14 under tryk.

4.2.5 Prgvetagningsprocedure

Proceduren for proveudtagningerne er beskrevet i detaljer i
vedlagt appendiks 3.4 og billede 4.2.17.

Der blev foretaget tre egentlige udtagninger og en
stikproveudtagning (tabel 4.2.4). P& grund af de meget lave
kontamineringsresultater i 2. udtagning blev 3. udtagning
udsat.

Centralt ved udtagningerne var, at der blev forstyrret lige
meget 1 hvert ror uanset kornart. Med et kornspyd blev der

stukket det antal gange, der svarede til udtagningen i spelt.

Spelt var den kornart, hvor kernerne ”lgb” dérligst ind i

kornspyddet og derfor kreevede flest stik. Billede 4.2.17 Udtagning af prover

Tabel 4.2.4 Tidspunkter for forsegsopstart og udtagninger

Forsegsopstart 1.udtagning  2.udtagning  Stikprove- 3. udtagning

udtagning
Dato 17. oktober  18.-19.oktober 12. december 8. maj  23.-24. september
2001 2001 2001 2002 2002
Udtaget antal uger
efter opstart 0 uger 11 uger 32 uger 52 uger
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For ikke at udtage unedvendigt korn i1 de gvrige kornarter blev der efter udtagning af den beregnede
mengde kerner stukket med kornspydets modsatte ende uden at udtage kerner. Antallet af kerner pr.
udtagning blev beregnet ud fra, at der skulle tages prover til hhv. OTA-analyse, ergosterol-analyse,
vandindholdsanalyse, udleegning pd DYSG og pladespredning.

Efter udtagningen blev byggen sorteret fra de gvrige kerner for at afbryde kontamineringen.

4.3 Analysemetoder

Mikrobiologisk analyse for P. verrucosum

Kornpreverne blev screenet for kontaminering med P. verrucosum ved direkte udlegning pé
DYSG-agar. Med undtagelse af antal udlagte kerner (n=100) svarede proceduren til screeningen af

kornet i projektdel I. Forskriften er beskrevet i metodeafsnit 2.2.2.

Overfladesterilisering

Metoden blev benyttet til startkarakterisering ved forste udtagning. Vi fik herefter som beskrevet i
metodeafsnit 2.2.10 og diskussionsafsnit 4.5 mistanke om, at P. verrucosum ikke overlevede
overfladesteriliseringen. Derfor blev de efterfolgende udtagninger ikke fulgt op med

overfladesteriliseringer. Proceduren blev fulgt som beskrevet i metodeafsnit 2.2.10.

Vandbestemmelse

Vandindholdet i kornet blev bestemt ud fra retningslinierne beskrevet i metodeafsnit 2.2.9. Ved
hver udtagning blev kornet analyseret. Bestemmelse af vandindholdet i bygkernerne ved 2. og 3.
udtagning blev foretaget ud fra bygkerner, der var frasorteret de ovrige kornarter. Byg fra 1.
udtagning er ikke analyseret. Bestemmelse af vandindholdet ved 3. udtagning blev foretaget af
miljetekniker J.M. Nielsen. For at spare tid blev analysen foretaget vha. en stenkvarn og kun med

to gentagelser.

Pladespredning

Pladespredning af korn fra samtlige minisiloer blev foretaget umiddelbart efter forste
proveudtagning. Forskriften for isolering af mikrosvampe ved pladespredning beskrevet i
metodeafsnit 2.2.3 blev fulgt. Til fremstilling af suspensionen anvendtes 10 g korn og 25 ml
postevand, der blev haeldt pa 100 ml ’blue cap”-flasker og rystet pa rystemaskine ved en hastighed

pa 250 cirkelbevagelser” pr. min. i 1 time.
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Pa baggrund af en pilotpladespredning var fortyndingsgraden fastlagt. For hver prove fra
minisiloerne udpladedes der to fortyndingsniveauer med tre gentagelser. Byginokulatet havde ikke
vaeret med 1 pilotpladespredningen. Derfor blev proverne fra byggen udpladet i fire
fortyndingsniveauer med to gentagelser. Bide DYSG og V8 blev anvendt som substrat.
DYSG-petriskélene blev inkuberet i 7 dage i morke ved 25°C, mens V8-petriskalene blev inkuberet
forst 3 dage i morke og herefter 3 dage med skiftevis UV/merke (12/12 h) ved 22°C for at fremme

sporuleringen. Herefter blev skimmel og ger optalt.

Diversitet

Det oprindelige formal var at belyse svampediversitet under lagring ved at foretage pladespredning
ved 1. og 3. udtagning. Af tidsmessige arsager nedprioriterede vi det oprindelige formal, hvorved
studiet af svampediversiteten fik det formal, at jeg skulle stifte bekendtskab med forskellige
svampearter. Til bestemmelsen udvalgtes én V8-petriskal fra hver af minisiloerne i henholdsvis rug,
havre og byg fra 1. udtagning. Valgene blev gjort med henblik pa at undersoge flest mulige arter.
Til studie af makro- og mikromorfologiske karakterer blev der mikroskoperet efter de gengse
metoder med stereo- og transmissionsmikroskop. Domsch et al. (1980); Simmons (1992); Andersen

(1995); Samson et al. (2000) anvendtes som bestemmelsesvarker.

Statistik
Resultaterne fra udtagningerne har ikke positive P. verrucosum-observationer nok til, at de
statistiske modeller er anvendelige og kan kontrolleres, hvorfor der ikke er foretaget statistiske

beregninger 1 delprojekt II.

4.4 Resultater

4.4.1 Screening for kontaminering med P. verrucosum

Startkarakteriseringen viser en naturlig kontamination med P. verrucosum 1 speltkerner og -smdaks,

rug og havre. I hveden og bygkontrollen detekteres P. verrucosum ikke.
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Billede 4.4.1 Tredje udtagning spelt, Billede 4.4.2 T redje udtagning spelt, smaaks;
smdaks, kontrol, forside kontrol, bagside

Inokulering med P. verrucosum i byggen ser ud til at vere lykkedes, da kontamineringsprocenten er

pa 99 % ved startkarakteriseringen (se figur 4.4.1).
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Figur 4.4.1 Startkarakter for kornet. Resultaterne viser kontaminering af kerner med P.
verrucosum i procent af udlagte kerner (n = 100) umiddelbart for sammenblanding med byggen.

Generelt er kontamineringsniveauet 1 kornarterne lavere end forventet under hele forseget.
Maksimumverdien ligger pd 6 % for spelt-sméaks med inokuleret byg (SSI) 1 11. uge (2. udt.)
(tabel 4.4.1-4.4.3) og speltkerner med inokuleret byg (SKI) i 52. uge (3. udt.). Spelt-smaaks med
kontrolbyg (SSK) har dog ogsé vardier pa op til 5 % i 11. uge.
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Tabel 4.4.1 Vandindhold og kontaminering (%) i korn fra minisiloerne ved 1. udtagning (0.
uge)

Minisilo Kornart Med Kontamine- Vandindhold  Standard Standard Vandindhold  Standard Standa

nr. inokuleret ring middelveerdi” Deviation Error of middelvaerdi® Deviation Error
byg/ (%) (%) (SD) Mean (%) (SD) Mear
kontrol (SEM) (SEM

4 Rug kontrol 0 14,8 0,1 0,1

7 Rug kontrol 1 14,8 0,0 0,0

10 Rug kontrol 0 14,8 0,0 0,0 14,7 0,0 0,0

1 Rug inok. 1 14,8 0,0 0,0

5 Rug inok. 1 14,7 0,1 0,1

9 Rug inok. 3 15,0 0,1 0,0 14,8 0,1 0,1

11 Havre kontrol 0 13,1 0,1 0,1

14 Havre kontrol 1 14,5 3.4 2,0

17 Havre kontrol 0 12,9 0,1 0,0 13,5 0,9 0,5

8 Havre inok. 0 13,0 0,2 0,1

12 Havre inok. - 12,9 0,1 0,1

16 Havre inok. 1 12,5 0,1 0,0 12,8 0,2 0,1

18 Hvede kontrol 1 13,7 0,1 0,1

21 Hvede kontrol 0 13,8 0,1 0,1

24 Hvede kontrol 2 13,7 0,1 0,1 13,7 0,1 0,0

15 Hvede inok. 0 13,6 0,1 0,1

19 Hvede inok. 0 13,7 0,0 0,0

23 Hvede inok. 0 13,7 0,0 0,0 13,7 0,1 0,0

25 Speltkerner kontrol 0 14,9 0,1 0,1

3 Speltkerner kontrol 3 14,9 0,1 0,1

6 Speltkerner kontrol 3 14,7 0,1 0,0 14,8 0,1 0,1

25 Spelt-sméaks  kontrol 0 14,1 0,3 0,1

3 Spelt-smaaks  kontrol 1 13,8 0,2 0,1

6 Spelt-sméaks  kontrol 2 13,8 0,1 0,0 13,9 0,2 0,1

2 Speltkerner inok. 5 14,9 0,2 0,1

22 Speltkerner inok. 2 15,2 0,0 0,0

20 Speltkerner inok. 4 15,4 0,1 0,1 15,2 0,3 0,1

2 Spelt-sméaks  inok. 4 14,4 0,1 0,1

20 Spelt-smaaks  inok. 1 14,4 0,1 0,0

22 Spelt-smfaks  inok. 1 14,2 0,1 0,0 14,3 0,1 0,1

Byg Frasort. kontrol 0 ikke eks.

Byg Frasort. inok. 24 ikke eks.

1) Middelvardi pa baggrund af tre gentagelser.
2) Middelveardi pa baggrund af de tre foregdende middelvaerdier.
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Tabel 4.4.2 Vandindhold og kontaminering (%) i korn fra minisiloerne ved 2. udtagning (11.
uge)

Minisilo Kornart Med Kontamine- Vandindhold Standard Standard  Vandindhold  Standard Standa
nr. inokuleret ring middelvaerdi” Deviation Error of middelverdi® Deviation Error
byg/ kontrol (%) (%) (SD) Mean (%) (SD) Mean
(SEM) (SEM
4 Rug kontrol 0 14,5 0,1 0,1
7 Rug kontrol 0 14,4 0,1 0,0
10 Rug kontrol 0 14,9 0,2 0,1 14,6 0,3 0,2
1 Rug inok. 0 14,6 0,1 0,0
5 Rug inok. 0 14,6 0,2 0,1
9 Rug inok. 0 14,5 0,2 0,1 14,6 0,1 0,0
11 Havre kontrol 0 13,1 0,0 0,0
14 Havre kontrol 0 12,8 0,1 0,1
17 Havre kontrol 0 13,0 0,1 0,1 13,0 0,1 0,1
8 Havre inok. 0 13,1 0,1 0,0
12 Havre inok. 0 13,2 0,1 0,0
16 Havre inok. 0 13,1 0,1 0,1 13,1 0,1 0,1
18 Hvede kontrol 0 13,9 0,0 0,0
21 Hvede kontrol 0 13,8 0,2 0,1
24 Hvede kontrol 0 13,9 0,1 0,0 13,8 0,1 0,0
15 Hvede inok. 0 13,7 0,0 0,0
19 Hvede inok. 0 13,7 0,0 0,0
23 Hvede inok. 0 13,9 0,2 0,1 13,8 0,1 0,1
25 Speltkerner ~ kontrol 1 14,49
3 Speltkerner ~ kontrol 0 14,09
6 Speltkerner kontrol 2 13,7% 0,3 0,2 14,0 0,3 0,2
25 Spelt-smaaks  kontrol 5 13,6 0,1 0,0
3 Spelt-smaaks  kontrol 4 13,5 0,2 0,1
6 Spelt-sméaks  kontrol 2 13,3 0,1 0,1 13,5 0,2 0,1
2 Speltkerner ~ inok. 4 Ikke eks.
22 Speltkerner  inok. 0 13,99
20 Speltkerner  inok. 3 13,0Y 13,5 0,6 0,5
2 Spelt-sméaks  inok. 1 13,1 0,2 0,1
20 Spelt-smaaks  inok. 2 13,1 0,2 0,1
22 Spelt-sméaks  inok. 6 13,4 0,2 0,1 13,2 0,2 0,1
Byg Frasort. kontrol 0 13,9 0,0 0,0
Byg Frasort. inok. 10 13,7 0,1 0,0

1) Middelvardi pa baggrund af tre gentagelser.

2) Middelveardi pa baggrund af de tre foregdende middelvaerdier.
3) Middelvaerdi pa baggrund af to gentagelser.

4) Vandanalyse pa baggrund af én gentagelse.
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Tabel 4.4.3 Vandindhold og kontaminering (%) i korn fra minisiloerne ved 3. udtagning (52.

uge)
Minisilo Kornart Med Kontamine- Vandindhold Standard Standard  Vandindhold  Standard Stand:
nr. inokuleret ring middelverdi”? Deviation Error of middelvaerdi”® Deviation Error
byg/ kontrol (%) (%) (SD) Mean (%) (SD) Meat
(SEM) (SEWV
4 Rug kontrol 2 18,5 0,1 0,1
7 Rug kontrol 0 17,9 0,1 0,1
10 Rug kontrol 0 18,5 0,2 0,1 18,3 0,4 0,2
1 Rug inok. 0 17,6 0,2 0,1
5 Rug inok. 0 18,4 0,2 0,2
9 Rug inok. 0 18,6 0,0 0,0 18,2 0,5 0,3
11 Havre kontrol 0 15,9 0,5 0,3
14 Havre kontrol 1 17,0 0,5 0,3
17 Havre kontrol 0 16,2 0,2 0,2 16,4 0,6 0,3
8 Havre inok. 1 17,3 0,6 0,4
12 Havre inok. 0 17,3 0,7 0,5
16 Havre inok. 1 16,9 0,2 0,1 17,2 0,2 0,1
18 Hvede kontrol 0 17,5 0,3 0,2
21 Hvede kontrol 0 17,1 0,4 0,3
24 Hvede kontrol 0 16,8 0,1 0,1 17,1 0,3 0,2
15 Hvede inok. 0 18,3 0,1 0,0
19 Hvede inok. 0 17,4 0,2 0,1
23 Hvede inok. 0 18,2 0,3 0,2 18,0 0,5 0,3
25 Speltkerner kontrol 3 Ikke eks.
3 Speltkerner kontrol 4 Ikke eks.
6 Speltkerner kontrol 1 Ikke eks.
25 Spelt-sméaks  kontrol 0 14,8 0,3 0,2
3 Spelt-sméaks  kontrol 0 15,1 0,5 0,3
6 Spelt-sméaks  kontrol 3 13,9 0,9 0,6 14,6 0,6 0,4
2 Speltkerner  inok. 2 Ikke eks.
20 Speltkerner  inok. 2 Ikke eks.
22 Speltkerner  inok. 6 Ikke eks.
2 Spelt-sméaks  inok. 0 16,5 1,0 0,7
20 Spelt-smaaks  inok. 1 15,3 0,5 0,3
22 Spelt-sméaks  inok. 2 15,2 0,7 0,5 15,7 0,7 0,4
Byg Frasort. kontrol 0 18,8 0,3 0,2
Byg Frasort. inok. 45 19,6 0,1 0,1

1) Middelvardi pa baggrund af to gentagelser.

2) Middelveardi pa baggrund af de tre foregdende middelvaerdier.
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Spelt har de hgjeste verdier for kontaminering under hele forlebet. Ved 11. uge er det kun 1 spelten,
at P. verrucosum er registreret.

Det er bemarkelsesverdigt, at hvede med inokuleret byg (HVI) ikke bliver kontamineret med P.
verrucosum under hele forsegsgangen, mens hvede med kontrolbyg (HK) viser kontaminering pa
1% ved forseggsstart.

Rug og havre viser lave kontamineringsprocenter ved forsegsstart og 52. uge. Figur 4.4.2 giver en

samlet oversigt over udviklingen fra forsegsstart til afslutningen 52 uger efter.
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Spelt kerner Spelt kerner Spelt Spelt Hvede Hvede Rug Rug Havre Havre
smaaks sméaks

Figur 4.4.2 Middelvcerdier af datascettene fra 1.-3. udtagning (middel, +SEM, n = 3 minisiloer).
Resultaterne viser udvikling i kontaminering med P. verrucosum fra forsogsopstart til afslutning
52 uger senere. (Inok. betegner forsogsled med inokuleret byg).

BK (tabel 4.4.1-4.4.3) viser ikke pa noget tidspunkt kontaminering med P. verrucosum. Bl havde en
hej kontamineringsprocent, for det blev blandet i minisiloerne. Herefter faldt det markant til 10 %

efter 11 uger. Ved 3. udtagning, efter 52 uger, var kontamineringsprocenten 45 % (figur 4.4.3).
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Figur 4.4.3 Inokuleret byg og kontrol byg i hele forsegsperioden

Ved en stikpreveudtagning i fire rer, som havde staet uberert i 32 uger (app. 3.5), havde Bl en

kontamineringsprocent pa 69 %.

4.4.2 Overfladesterilisering

Figur 4.4.4 illustrerer resultater, hvor spelt er blevet overfladesteriliseret. I et tilfeelde ved SSI

detekteres P. verrucosum ved én kerne (ud af 100) efter overfladesterilisering. Ved de evrige prover

er P. verrucosum ikke registreret.
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Figur 4.4.4 Spelt-smdaks henholdsvis inokulerede og kontrolprover samt overfladesteriliserede
og ikke overfladesteriliserede fra 1. udtagning (2 dage efter forsogsopscetning). (Inok. betegner

Jforsogsled med inokuleret byg).

113



22

B Start karakter
0. uge

O011. uge

20 | 052. uge

16 - {-

vandindhold (%)

14 1

12 -

10 -

T T T T T
kontrol Inok. kontrol Inok. kontrol Inok. kontrol Inok. kontrol Inok. kontrol inok.
Rug Rug Havre Havre Hvede Hvede Spelt kerner  Spelt kerner Spelt smaaks Spelt smaaks Byg Byg

Figur 4.4.5: Middelveerdier for hver kornart for og under forsogsgangen i minisiloerne.
Resultaterne viser middel-vandindholdet for rug, havre, hvede, speltkerner, spelt-smaaks og byg
henholdsvis kontrol- og inokuleret korn fra startkarakter til tredje udtagning (52. uge) (middel, +
SEM, n =3 for startkarakter, 0. uge og 11. uge, men n =2 for 52. uge). Af sikkerhedsmcessige
drsager blev der ikke madlt vandindhold pa startkarakteriseringen af den inokulerede byg. Inok.
betegner forsogsled med inokuleret byg.

4.4.3 Vandbestemmelse

Figur 4.4.5 og tabel 4.4.1-4.4.3 illustrerer middelvaerdierne for samtlige resultater. Der er en tendens
til, at vandindholdet falder efter forsegsstart for at stige igen sidst i forsegsperioden. Der ses et fald
i vandindhold fra startkarakteren er udtaget til 1.udtagning, 2 dage efter, og igen et fald til 11. uge
(2. udt.) 1 serdeleshed for byg. Ved 52. uge (3. udt.) er vandindholdet 1 alle proverne bortset fra
speltpraverne steget markant til over 16 % i1 vandindhold. Bemerkelsesverdige er bygproverne, der

er steget fra knap 14 % til hhv. 18,8 % og 19,6 % for BK og BI.

4.4.4 Pladespredning

Resultaterne fra pladespredning er vist i figur 4.4.6, billederne 4.4.3 og 4.4.4 herunder samt
appendiks 3.6 Med forbehold for, at det er forskellige fortyndingsniveauer, der er anvendt, er der
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markante forskelle mellem kornarterne. Skimmelvardierne er langt hejere 1 havren end 1 bade rug

og byg. Kun i Bl er P. verrucosum registreret.
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Figur 4.4.6 Skimmel-cfu pa V8. Samlet datascet for pladespredning af korn fra minisiloerne efter
forste udtagning. Resultaterne viser middelveerdier af gentagelser pa V8 (middel, ZSEM, n = 2
for prove 22 og 23, n = 3 for ovrige prover). Resultaterne for havreproverne er beregnet ud fra en
decimalfortynding pd 107, mens resultaterne for rugproverne er beregnet ud fra en
decimalfortynding pa 100 2 Prove 23, byg-kontrol og 22, byg-inokuleret er beregnet ud fra 1 0.
(Inok. betegner forsogsled med inokuleret byg).

Billede 4.4.3 Tre gentagelser af nr. 21 (start.  Billede 4.4.4 Pladespredning af byginokulatet,
havre) pi DYSG (107 fortynding) fire fortyndinger
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4.4.5 Diversitet

Resultater fra diversitetsanalysen er opgjort i appendiks 3.7. Der ses ingen bemarkelsesveerdig
forskel mellem diversiteten i havre og rug. Begge kornarters svampeflora er karakteriseret af
Cladosporium og Alternaria, som er typisk marksvampeflora. Aureobasidium sp. fandtes kun 1
rugen, hvorimod Fusarium ikke fandtes her. Billederne 4.4.5-4.4.8 viser et udpluk af de
observerede svampe.

Resultaterne skal ses i betragtning af, at kornet er fra 1. udtagning, og at formélet med evelsen var

at fi kendskab til forskellige svampearter.

Billede 4.4.5 Pladespredning fra minisilo nr. 14  Billede 4.4.6 Pladespredning fra minisilo nr.

7 (havrekontrol), 107 fortynding (Alternaria sp.,  (rug kontrol) 1 0* fortynding,

Cladosporium sp., Fusarium sp.) (Alternaria sp., Arthrinium sp.,
Aureobasidium sp. og Cladosporium sp.)

Billede 4.4.7 Mikromorfologiske karakterer, Billede 4.4.8 Mikromorfologiske
Alternaria sp. karakterer, Cladosporium sp.
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4.4.6 Temperatur- og RH-maling

Resultater fra temperaturmaling er vedlagt i appendiks 3.8. Temperaturen har svinget mellem 5°C
og 25°C grader celsius over hele forsegsperioden. Fra forste udtagning (18.-19. oktober) til anden
udtagning (12.-13. oktober) falder temperaturen fra omkring 15°C til omkring 10°C. I lebet af
vinteren er der ikke pd noget tidspunkt frostgrader (min. 3,5°C). Fra slutningen af oktober til
begyndelsen af april kommer temperaturen ikke over 15°C. Juni maned kommer temperaturen over
20°C. August er varmest her ligger temperaturen mellem 20 og 25°C, men ogsé september har
temperaturer omkring 20°C. Ferst ved 3. udtagning (24.-25. september) falder temperaturen igen til
omkring 15°C.

Ved sammenligning mellem minisiloer med inokuleret byg og kontrolsiloer er der for havre og

hvede en svag tendens til, at siloerne med inokuleret byg har lidt hgjere temperaturer end kontrollen

(figur 4.4.7).
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Figur 4.4.7 Temperaturmdling i havre med inokuleret byg og kontrol.

Resultater fra RH-maling er vedlagt i appendiks 3.9 Den relative fugtighed (RH) har under hele
forsegsperioden en gennemsnitsvaerdi pa 58,5% (median 58,5% RH). I meget fa tilfeelde er RH

over 80%.
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4.5 Diskussion
Kontaminering med P. verrucosum i inokulat og det ovrige korn
Inokulat
Inokuleret byg (BI) viser et fald i kontamineringsprocent ved forste og anden udtagning (figur
4.4.3) trods det, at inokulumpotentialet har varet stort, og at kontamineringsprocenten er 99% ved
startkarakteriseringen.
Arsagen til fald i kontamineringsniveau for BI kan ( bl.a. ifelge Ramakrishna et al., 1996; Elmholt
& Hestbjerg, 1999) vere:

e at konidierne mister spireevne

e aten del af konidierne har kort levetid

e at P. verrucosum bliver hemmet i vaekst (fungistasis) enten p.g.a. konkurrence fra andre

svampe, andre inhiberende stoffer eller fysiske faktorer
e variabilitet
e at startkarakteriseringen af det inokulerede byg (BI) ikke gav et reelt billede af
inokulumpotentialet i minisiloerne

I henhold til Ramakrishna et al. (1993) (iflg. Elmholt og Hestbjerg, 1999) var spireprocenten
mellem 40% og 60% for modne konidier hos fire svampe heriblandt P. verrucosum.
Elmholt og Hestbjerg (1999) oplever et lignende fald i P. verrucosum (cfu/mg) i infesteret jord med
mekanisk beskadigede kerner. De begrunder dette fald i spiringsgraden med, at de beskadigede
kerner muligvis afgiver hemmende stoffer som ethylen eller CO,. Ethylen og CO, har i andre
studier vist sig at veere hemmende for veekst og spiring af bl.a. P. verrucosum (Haasum, 1998;
Elmholt og Hestbjerg, 1999).
Studier med konkurrence fra andre svampe og andre mikroorganismer har vist bdde h&mmende og
stimulerende effekter (Landecker & Stotzky, 1973 (iflg. Petersen, 1995); Chelack et al., 1991a.
(iflg. Marquardt & Frohlich, 1992)) pa sporuleringen og vaksten hos svampe. Det fremgar dog, at
marksvampe ikke havde effekt pé spiringen af P. verrucosum (Ramakrishna et al. ,1996).
Den metodiske faktor kan ogsa have influeret kontamineringsniveauet. Resultaterne er et udtryk for
detektioner foretaget ved stikprever, fordi der vil forekomme naturlig variation. Shotwell (1975)
finder stor variation ned pa kerneniveau.
BI til startkarakterisering stod fjorten dage ved 2°C, for kernerne blev udlagt. Inkuberingstiden har
derfor varet l&ngere, mere uforstyrret og upavirket af det evrige korn og dets mikroorganismer.

Muligvis giver startkarakteriseringen ikke et reelt billede af inokulumpotentialet i minisiloerne.
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Northolt et al., (1979) viser, at P. verrucosum kan vokse ned til 0°C. Ved kontroltalling af
sporesuspensionen fandt jeg, at nogle konidier allerede efter 14 dage var spiret (billede 4.2.7). Det
var desuden tydeligt, at P. verrucosum kunne vokse og sporulere i den beskadigede byg ved 2°C.
Efter mindre end 2 méneder var overfladen af praven, der var udtaget til startkarakterisering af BI,
overgroet med P. verrucosum (forsidebillede). Derfor kan det ikke udelukkes, at
kontamineringsprocenten for Bl ved forste udtagning (10%) er et bedre udtryk for
inokulumpotentialet ved forsegsstart.

Endelig kan konidierne vare tabt til luften under opstillingsprocessen. Det er derfor ikke muligt
med sikkerhed at sige, hvorfor BI viser et fald i kontamineringsprocent fra startkarakteriseringen til
forste og anden udtagning. Efter 52 uger (3. udt.) er kontamineringsprocenten for BI dog steget til
45%. P. verrucosum har derfor overlevet og er sandsynligvis opformeret trods varierende RH og
temperaturforhold. Dette kan evt. skyldes tidsfaktoren, at faktorer som temperatur og RH har veret
gunstige 1 perioden fra 11. uge til 52. uge, eller at P. verrucosum har udkonkurreret andre naturligt

forekommende svampe, og/eller at evt. he#mmende faktorer er ophert.

Det er sveert at vurdere, hvor stor betydning byg-inokulatet har haft, eftersom der har vaeret naturlig
kontaminering af P. verrucosum. Bygkontrolpraverne var ikke pa noget tidspunkt kontamineret
med P. verrucosum. Derfor ma kontaminering i1 kontrolpreverne i de ovrige kornarter vere naturlig

(figur 4.4.3).

Det ovrige korn

Pé trods af et hotspot-potentiale med hej P. verrucosum-konidiekoncentration til at begynde med og
vandindhold i byggen pd omkring 20 % stiger kontamineringsprocenten ikke i lobet af
forsegsperioden for det gvrige korn. Det er forstéeligt ved forste og anden forsegsudtagning,
eftersom kontamineringsniveauet for det inokulerede byg (BI) ogsé er lavt her (figur 4.4.3), og fordi
vandindholdet og temperaturen er lav (se uddybning lengere nede). Ved sidste udtagning kunne det
vaere forventet, at kontamineringsniveauet i det ovrige korn var steget. Bade
kontamineringsniveauet i BI og vandindholdet for alle kerner pa neer spelt er steget markant (tabel
4.4.3). Baggrunden for de lave kontamineringsvardier i1 det ovrige korn kan dog vere, at

forsegsbetingelserne har veret gode med hensyn til at holde P. verrucosums udbredelse nede.

Resultaterne viser ikke nogen relation mellem artsforskelle og kontamineringsverdier. Spelt har de

hgjeste kontamineringsverdier under hele forlebet. Men kontrolspelten har nasten samme vardier
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og 1 fire tilfelde hejere kontamineringsvardier end spelt med kontamineret byg (tabel 4.4.2 og
4.4.3).

Nye resultater fra Elmholt (pers. medd.) viser flere eksempler p4, at det naturlige
kontamineringsniveau i spelt kan blive meget hojt. Desuden var speltproverne i egne undersogelser
af bade kerner og sméaks ofte markant mere overbevokset pad DYSG efter 7 dages inkubering
(billede 4.4.1 og 4.4.2). Dette stotter ikke hypotesen om, at spelt p.g.a. sit lavere foraedlingstryk
kunne have bevaret en resistens, der gor det mere modstandsdygtigt over for svampeinfestationer.
Axberg et al. (1997) har studeret byg- og hvedesorter og fandt, at der muligvis er genetiske
betingelser for, om kornsorter er modstandsdygtige over for svampeangreb. Axberg et al. (1997)
fandt en sammenhang mellem lavt, totalt proteinindhold kombineret med et hgjt amyloseindhold og
akkumulering af OTA. Dels ligevagtsindstiller sorter med hejt amyloseindhold sig pé et hojere
vandindhold. Dels giver et lavere proteinindhold en darligere beskyttelse af frehviden (endosperm).
Konklusionen var dog modstridende for kornarterne, idet bygsorter med hgjt proteinindhold sa ud
til at reducere akkumuleringen af OTA, mens hvedesorter viste det modsatte. Forudsat, at der er
sammenhang mellem OTA-forekomst og kontamineringsgrad, kunne spelt, der har et hojt
proteinindhold (Nielsen & Mortensen, 1997), forventes at have en hgj kontamineringsgrad. De
hgjere kontamineringsvardier for spelt kan dog ogsa have sammenhang med spelts morfologiske

karakterer, der er ganske anderledes end de ovrige kornarters.

Kornpreverne blev opbevaret ved 2°C i lufttette beholdere omkring en méned, for de blev
analyseret pd DYSG. Kernerne har ikke varet opbevaret med inokuleret byg 1 perioden efter

udtagningen, eftersom bygkernerne blev sorteret fra umiddelbart efter udtagningen.

Tidspunkter for udtagning
Vi valgte at udskyde 3. udtagning, fordi kontamineringsprocenten var lav ved 2. udtagning. Hermed
kunne jeg studere, om det pavirkede kontamineringen med en forlenget tidsperiode. Det ser dog

ikke ud til, at en leengere lagringstid har haft en effekt p4 kontamineringsgraden af det gvrige korn.

Overfladesterilisering
Overfladesterilisering anvendtes for at undersege om P. verrucosum havde inficeret eller kun
infesteret kernerne. Det er sandsynligt, at P. verrucosum ikke har niet at inficere kernerne ved 1.

udtagning (0. uge), og derfor giver resultaterne illustreret ved figur 4.4.4 et reelt billede.
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Vi blev dog skeptiske med hensyn til overfladesteriliseringen, idet det virkede som om, P.
verrucosum ikke overlevede trods det, at P. verrucosum havde inficeret kornet. Vort forbehold over

for overfladesterilisering bygger pé resultater fra tre eksterne kontrolprover (figur 4.4.8).
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Figur 4.4.8 Ekstern kontrol af overfladesteriliseringsmetoden. Tre “eksterne” prover blev
overfladesteriliseret og sammenlignet med ikke-overfladesteriliserede kontroller

Disse prover har veret kontamineret med P. verrucosum over en laengere periode. Derfor er der
ogsa stor sandsynlighed for, at P. verrucosum har inficeret kernerne. En OTA-analyse viste 71,3
ng/g, 0,0 ng/g og 134,5 ng/g for henholdsvis prove 57, 55 og sdsaeden. Dette understreger, at
kernerne 1 prove 57 og saseden sandsynligvis har varet inficerede med P. verrucosum. Chelkowski
et al. (1981) registrerer en forskel mellem produktionen af OTA pé overfladen og den totale
mangde OTA i byg-, rug- og hvedekerner. Forfatterne fandt op til 90% hejere OTA-indhold i de
indre dele af kernerne. Derfor konkluderer Chelkowski et al. (1981), at hypotesen om, at OTA
akkumuleres 1 endospermen (frehviden) ved naturligt kontaminerede kerner, er underbygget.
Resultaterne (figur 4.4.8) viser en markant forskel mellem overfladesteriliseret og ikke-
overfladesteriliseret korn. Det ville have varet forventeligt, at de overfladesteriliserede kerner fra
prove 57 og sdseden havde et markant kontamineringsniveau. Resultatet ved overfladesterilisering
viste ikke tydeligt, at kernerne har veret inficeret med P. verrucosum. Vort forbehold blev

yderligere bekraftet ved erfaringer fra DTU (Frisvad og Lund, pers. medd.).
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Temperatur

Temperaturen har ligget i et interval mellem 5°C og 25°C. Northolt ez al. (1979) finder, at P.
verrucosum har vakstpotentiale mellem 0°C og 31°C, og Elmholt & Hestbjerg finder, at P.
verrucosum kan overleve en vinter i jorden (ned til -10°C). Derfor har P. verrucosum haft
betingelser for overlevelse og vaekst mht. temperaturforhold.

Forskellen i1 temperatur mellem havre kontamineret med inokuleret byg og kontrollen (figur 4.4.7)

kan vere et udtryk for en eget svampeaktivitet.

Vandindhold

Det kunne forventes, at vandindholdet 1 kornet ville stige ved tilforsel af bygkerner med
vandindhold pa 20%. I stedet ses en tendens til, at vandindholdet falder fra forsegsstart til 1. og 2.
udtagning. Dette kan vaere forarsaget af:

e at der sker en ligevaegtsindstilling (Abramson et al., 1997), hvor bygkernernes hgjere
vandindhold ikke var nok til at ege det totale vandindhold og hermed fremme konidiernes
spredning

e en stigning i temperatur fra 2 grader celsius til rumtemperatur i forsegsanlagget (omkring
10-15°C)

e at minisiloerne ikke havde tetsluttende lag men tetvaevet stof, hvor vandmolekyler kan
diffundere igennem

e at overflade-/volumenforholdet i minisiloen var forholdsvis stort

e at kornmengden i minisiloen er for lille til at yde et nevneverdigt tryk, hvorved
luftpermeabilitet og vanddiffusion er forholdsvis stor

e at vand fra svampenes egen metabolisme ikke kunne erstatte en fordampning fra

minisiloerne (Abramson et al., 1997)

Ifelge Miiller og Boley (1992) giver et vandindhold pa 20% ved 4°C og vandindhold pa 18% og
10°C mulighed for vaekst af P. verrucosum, mens 18% og 4°C ikke starter vaekst af P. verrucosum.
Under forudsetning af, at vandindholdet og temperaturen er de afgerende faktorer, kan
vandpotentialet 1 BI og det gvrige korn have veret for lavt for vakst af P. verrucosum ved 2.
udtagning (11. uge) (ml. 12,8 og 14,9% og ml. 7 og 16°C mellem 1. og 2. udt.).

Vandindholdet og temperaturen er steget mellem 2. og 3. udtagning (ml.13,9 og 18,6% og op til
max. 25°C). Ifelge Miiller og Boley (1992) er dette tilstreekkeligt for, at vaekst af P. verrucosum kan
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forekomme. Scudamore og Wilkin (1999) finder, at OTA kan dannes ved vandindhold pé over
16,5% og temperatur pa 15°C i byg.

Ifolge omregningstabeller er equilibrium relative humidity (e.r.h.) for f.eks. hvede med inokuleret
byg (17-18% vandindhold og 15°C) 1 perioden omkring 3. udtagning ca. 84% e.r.h. (Pixton, 1982).
I august var temperaturen dog oppe pa 25°C. Her kunne e.r.h. (ay) have vaeret omkring 85% ved
samme vandindhold. Ifelge Northolt ef al. (1979) er dette tilstreekkeligt for, at veekst af P.
verrucosum kan finde sted. Northolt ef al. (1979), finder, at minimum a,, er 0,83 (v. 24°C).
Arsagen til stigning i vandindholdet kan vare en ligevaegtsindstilling med det omgivende rum
(Abramson, 1987). RH-niveauet stiger dog ikke vaesentligt mellem 2. udtagning og 3. udtagning
sammenlignet med perioden for 2. udtagning.

Teoretisk set kan stigningen 1 vandindhold ved 52. uge ogsa vare et udtryk for en gget

svampeaktivitet. Der ses dog ingen tendens til eget kontaminering med P. verrucosum.

Pladespredning

Der er en tendens til, at havre har hgjere skimmelverdier end rug. Teoretisk set kunne der vaere en
sammenhang mellem lavere kontamineringsniveau med P. verrucosum og hgjere vardier af
skimmel 1 havre. Hermed ville konkurrenceniveauet i havre vaere storre, og P. verrucosums
spredning kunne muligvis begrenses. Kontamineringsniveauet af P. verrucosum er dog ikke hgjere
for rug end for havre i delprojekt II.

V8-agar kan vare problematisk at anvende, idet nogle svampe spreder sig mere pa V8, end P.
verrucosum gor. Ved ogsé at anvende DY SG-agar i1 pladespredningsanalyser tages der hejde for
denne problematik.

Det skal understreges, at pladespredningen primeert blev foretaget for, at jeg skulle stifte

bekendtskab med metoden.

Diversitet

Flere studier, bl.a. Abramson et al. (1980;1987), belyser udviklingen af svampediversitet og -
konkurrence ved forskellige lagerbetingelser. I studierne tages der dog ikke hejde for, hvor lenge
kornet er blevet lagret for forsegsstart og dermed hvilken udgangssvampeflora, man har haft. Denne
vinkel er afgerende for vurderinger af lagerbetingelsers pavirkning af svampefloradiversiteten.
Svampefloradiversitetens udvikling under lagring fra forsegsstart til -slut blev ikke fulgt som

oprindeligt teenkt. Den diversitet, som fandtes ved forste udtagning, viste et typisk billede af en
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marksvampeflora. Der var ikke mange kolonier af Aspergillus og Penicillium. Derimod fandt jeg
Alternaria, Cladosporium og fa Fusarium-kolonier, alle kendetegnende for marksvampeflora. Det
kunne forventes, at billedet i labet af lagringsperioden @ndredes til en oget lagersvampeflora med
Penicillium og Aspergillus som dominerende svampe.

Det skal pointeres, at studiet af svampediversiteten fik det formal, at jeg skulle stifte bekendtskab

med forskellige svampearter.

Konklusion
P. verrucosum har ikke spredt sig som forventet fra enkeltkernehotspottene. Arsagen hertil kan som
naevnt vare, at vandpotentialet var for lavt. Vandindholdet og temperaturens startniveau blev
bestemt ud fra et kompromis mellem erfaringer fra pilotprojektet og et enske om, at
forsegsopstillingen skulle vare praksisneer. I sé fald er resultatet positivt, idet det tyder pa, at det i
praksis kan lade sig gore at holde spredningen af P. verrucosum nede trods et hojt
inokulumpotentiale. Pilotprojektet vidnede om, at det ved et hejt vandpotentiale kunne g& meget
hurtigt (inden for 14 dage), for kornet var overgroet med svampe. Men det er ikke sikkert, at
spredningen af P. verrucosum udelukkende var begraenset af vandpotentialet. Andre faktorer kan
have interfereret, for eksempel

e at inokulumpotentialet kan have varet for lavt

e at overfladebeskadigelsen af byggen ikke har haft en positiv effekt pa spredningen

e at frasigtning af urenheder kan have nedsat spredningen

e ved konkurrence fra andre svampe

e ved haemmende faktorer under proveudtagningsproceduren (f.eks sterilisering af

provetagningsspyddet)

I hvert fald har samspillet mellem faktorerne ikke skabt optimale betingelser for spredning af P.

verrucosum fra enkeltkernehotspottene.
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5. Feelles diskussion og konklusion

Metodeanvendelse

De anvendte procedurer ved udtagning og opstilling i forste og andet delprojekt er procedurer, der

ikke er anvendt i tidligere studier. Jeg har konstrueret dem under vejledning og med udgangspunkt i
tidligere studier (Harwig & Chen, 1974; Northolt ef al.,1979; Damoglou et al., 1984; Boley &
Miiller, 1992; Abramson, 1998; Axberg et al., 1997; Abramson et al., 1999).

Ved vurdering af resultaterne skal der tages flere forbehold:

Kornpreverne er ikke lagt ud pa samme parti DY SG, og variation i agaren kan forekomme
trods samme procedure

Antal dage mellem udtagning og udlaegning varierer, da det ikke var praktisk muligt at
udlegge preverne umiddelbart efter udtagning. Derfor stod nogle prever langere tid pé kel
end andre (App. 2.2 og 2.3)

Spritten anvendst til flambering af kornspyddet mellem hver udtagning i delprojekt I1 kan
maske have fordrsaget, at konidier fra P. verrucosum er gaet til

Provetagningsspyddet blev ikke rengjort mellem hver prove ved udtagningen i delprojekt I,
sa jeg kan have overfort konidier fra prove til prove

Det kan have haft en betydning, at udtagningsprocedurerne er sakaldte destruktive
provetagningsmetoder, der fordrsager forstyrrelser omkring provetagningsstedet. Det vides
ikke med sikkerhed, hvorvidt dette pavirker den lokale luftbevagelse og forstyrrer
svampevaksten (Scudamore & Wilkin, 1999)

Direkte udlegning af ikke-overfladesteriliserede kerner beskriver kontamineringsniveauet
og skelner ikke mellem vakst fra svampehyfer eller konidier. Der blev ikke observeret
svampevakst 1 kernerne ved kontamineringsbestemmelserne, mens vakst og sporulering af
P. verrucosum var tydelig 1 den overfladebehandlede, opfugtede og inokulerede byg (forside
billede).

OTA-analysen forteller ikke noget om den totale svampebiomasse (Marquardt & Frolich,
1992)

I relation til OTA-resultaterne kan det ikke udelukkes, at vaekst og sporulering af P.

verrucosum samt dannelse af OTA kan vare forekommet under opbevaringen af proverne
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pa kol. Det skal understreges, at kontamineringsresultaterne bygger pd prover, der 14 lagret i
langt kortere tid.

e Der vil foreckomme naturlig variation. Scudamore & Wilkin (1999) mener, at der er en
ekstrem heterogenitet i en korndynge. Shotwell (1975) finder stor variation selv pa
kerneniveau. Derfor indikerer detektioner fra enkeltpunkter ikke en
gennemsnitskoncentration/ kontamineringsgrad. Detektionerne konfirmerer blot, at der er en

risiko for spredning af P. verrucosum og dannelse af OTA (Scudamore & Wilkin, 1999)

Procedurerne blev valgt ud fra et enske om at gere dem praksisnare, for at gore udtagningerne
ensartede samt udfra, hvad der var fysisk muligt. Jeg kunne have valgt at anvende mere traditionelle
laboratoriestudier med kulturer under kontrollerede betingelser. Abramson (1998) vurderer, at
laboratoriestudier kan give en del informationer. Dette kan sammenlignes med det at producere
film. Ved at fotografere enkeltsituationer med kendte parametre kan man ekstrapolere en hel film,
der viser den sterre sammenhang. Men at forudsige konsekvenserne bade forud for hest og efter
lagring er ikke muligt ved at ekstrapolere fra studier med fa kontrollerede faktorer til forhold med
reelle landbrugsvilkér. Pa grund af interaktion mellem mange faktorer mener Abramson (1998), at
det er nodvendigt at studere svampevakst og mykotoksindannelse under egentlige lagerbetingelser.
Naér specifikke lagersituationer og procesbetingelser for mykotoksindannelse kan karakteriseres, er
det muligt at udforme tidlige advarselsindikatorer og forebyggende procedurer. Hertil foreslar

Abramson, at multivariable analysemetoder kan vare et redskab.

Teori om betingelser der favoriserer udviklingen af P. verrucosum og dannelsen af OTA
sammenholdt med mine resultater

Fysiske/kemiske faktorer, biologiske faktorer og genetiske faktorer som vandindhold, temperatur,
tid, veekstsubstrat, O,, CO,, pH, mekanisk skade, mikroflora og -fauna, inokulumpotentiale m.m. er
alle faktorer, der i et komplekst samspil pavirker udviklingen af P. verrucosum og dannelsen af

OTA (Abramson, 1998).

Vandindhold og temperatur
De fleste undersogelser i kontrollerede forseg viser en drsagssammenhang mellem vandindhold,

temperatur og tid pa den ene side og svampevakst og udvikling af OTA pa den anden side (Harwig
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& Chen, 1974; Northolt et al., 1979; Haggblom, 1982; Damoglou ef al., 1984; Miiller & Boley,
1991; Boley & Miiller, 1992; Scudamore & Wilkin, 1999; Elmholt, 2002).

Northolt ef al. (1979) finder, at vaekst af P. verrucosum forekommer mellem 0°C og 31°C og ved et
vandindhold mellem 0,83 a, (v. 24°C) 0g 0,97 a,, (v. 12 - 31°C ). OTA-produktionen kan
forekomme fra 12°C (i byg) og minimum ay, pa 0,91 (v. 24°C) (optimal vaekst og OTA-produktion
ved 24°C og 0,97 ay). Miiller og Boley (1992) finder, at OTA kan dannes allerede ved 4°C, hvis
vandindholdet er storre end 20% (efter 100 dage) og ved 10°C, hvis vandindholdet er storre end
18% (efter 160 dage). Hetmanski (1997) (iflg. Scudamore & Wilkin, 1999) finder, at den nedre
greense for dannelse af OTA ligger ved et vandindhold pa 16,5% (v. 15°C -20°C).

Generelt er tendensen, at risikoen for vaekst og dannelse af OTA stiger med hgjere vandindhold,

temperatur og lagringstid (Scudamore & Wilkin, 1999).

Vandindholdet blev ikke méalt det forste ar i mit moniteringsprojekt (delprojekt I). Andet ar (2001)
ses der ingen sammenhang mellem hojt vandindhold og OTA-forekomst (figur 3.4.9). OTA
forekommer 1 prover med vandindhold ned til 11,8% p4 trods af, at vandindholdet var mindre end
16% allerede 4 dage efter host. Dette stemmer overens med Krogh et al. (1974), der ikke finder en
direkte korrelation mellem OTA og vandindholdet i byg og havre.

Sammenholdes vandindholdet med kontamineringen af P. verrucosum i delprojekt I &r 2001, er det
RB-prover med det laveste vandindhold i anden udtagning (73 dage efter host), der har de hojeste
kontamineringsprocenter (figur 3.4.8). Her har tiden sandsynligvis haft en effekt med hensyn til
kontaminering med P. verrucosum. I forhold til almen teori er det overraskende, at
kontamineringsgraden i bunden er hgjest, eftersom dette niveau i kornlageret torrer forst.
Kontaminering fra hoved- og sidekanal kan have pavirket kontamineringsgraden i bunden af
lageret. Eventuelt har det ogsé haft betydning, at dette kornlag er hostet forst og var mest vadt.

I delprojekt II geelder det kun for BI, at kontamineringsgraden er steget ved stigende vandindhold
efter 52 uger. For det evrige korn, der som udgangspunkt havde et vandindhold mellem 14,1% og
15,8%, ses der ingen tendens til, at kontamineringsgraden korrelerer med vandindholdet (tabel
4.4.3). Det er bemarkelsesvardigt, at kontamineringsgraden for det evrige korn ikke oges med
stigende vandindhold (ml. 14,8 og 18,6%) efter 52 uger. Inokulumpotentialet er til stede, og
ydermere er temperaturen i perioder oppe pa 25°C. Det ovrige korn er dog ikke
overfladebeskadiget. Den positive konklusion er maske, at et lavt udgangsvandindhold for lagring

er vigtigt, og at det kan vere afgarende for, om spredningen holdes nede. Scudamore og Wilkin

127



(1999) finder ved undersogelse af 24 planlagre, at tre prover, der kommer fra de vadeste lagre, har

meget lav eller ingen svampevakst. Dette finder de ligeledes overraskende.

For at understrege kompleksiteten kan naevnes, at Sauer & Burroughs (1980) mener, at det er RH i
det intergranulere rum frem for kornets vandindhold, der er den kritiske faktor, der begranser
svampeaktiviteten. Desuden mener de, at selv meget sma forskelle (1%) 1 RH kan vare
bestemmende for svampeinfektion og mykotoksindannelse. Pixton (1982) beskriver vigtigheden af
temperatur og equilibrium relative humidity (e.r.h.). Det afgerende for bevagelsen af vand i et
kornlager er dels ligevaegtsforholdet mellem RH og kernerne (e.r.h.), dels temperaturens pavirkning
af denne ligeveegt. Vandindholdet svinger med RH 1 det intergranulaere rum samt med den
omgivende atmosfere. Men hvis der opstar en temperaturgradient f.eks ved temperaturudsving
mellem nat og dag, vil der ogsé ske en transport af fugt fra varmere til koldere dele af lageret. I
delprojekt IT er det tydeligt, at der bade har veret temperatur- og RH-svingninger mellem nat og
dag samt arstidsvariationer. Vanddamps beveegelse har der ikke vaeret megen fokus pa ved
undersogelser 1 kontrollerede forseg. Maske spiller denne faktor en sterre rolle, end man hidtil har
regnet med. I et planlager eller en silo med 10 tons korn med et vandindhold pa 15% vil vandet
udgere ca. 1500 L. Dette vandpotentiale er ikke statisk, men pavirkes af RH og
temperaturgradienter. Billedligt kan det ses som fugtig luft, der balger op og ned. Hvis den fugtige
luft forst har faet en bestemt retning, eller hvis bevagelsen bremses, kan der formentlig opsta
hotspots (se nermere om hotspots hos Sinha & Wallace (1965) og Shotwell et al. (1975)). Derfor
udger vandpotentialet i kornet ogsa ved 15% vandindhold en stor risiko for dannelse af hotspot.
Christensen (1957) mener ligeledes, at den sterste drsag til omrader med hejt vandindhold specielt i
planlagre skyldes transporten af vanddamp fra et omrade til et andet. Christensen (1957) mener
ikke, at vand, der er dannet p.g.a. utetheder eller kondens, og som kan dryppe ned i lageret, spiller

den store rolle i denne sammenhang.

Kontamineringsgrad

Holmberg ef al. (1991) konkluderer ud fra et forseg med P. verrucosum i foderprever og OTA i
svin, at hvis P. verrucosum forekommer i foder, findes OTA med stor sandsynlighed ogsa i foderet.
I delprojekt I, &r 2000 og 2001, er der ikke sammenhang mellem hgje kontamineringsvardier af P.
verrucosum og OTA-forekomster (figur 3.4.15). I nogle prover fandt vi ikke OTA trods hgje

kontamineringsgrader. I rugpreverne fra 2000, 63 dage efter host, er det RTG med de laveste
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kontamineringsprocenter, der har de hgjeste forekomster af OTA (mellem 90 og 354 ng/g) (figur
3.4.10). Der er en tydelig tendens til, at OT A-produktionen er foregaet 1 toppen af lageret. RB-
proverne har OTA-koncentrationer mellem 0,1 og 1,1 ng/g.

Det er overraskende, at der ikke er bedre korrelation mellem hgje kontamineringsverdier for P.
verrucosum og OTA-forekomst. Temperatur- og vandgradienten i lageret kendes desvearre ikke.
Ifolge teorien (Scudamore & Wilkin, 1999) er det top-laget, der torrer senest. Derfor kan RTG-
proverne have haft hgjere vandindhold, hvilket har fremmet dannelsen af OTA.

Haggbloms (1982) undersogelse med steriliseret byg, der blev inokuleret med henholdsvis 1,4 x 10°
og 1,4 x 10° P. viridicatum- (P. verrucosum) konidier, viste ingen forskel i produktionen af OTA.
Derimod viste Odamitten et al. (1987) (iflg. Ominski et al., 1994), at produktionen af aflatoksin
steg med op til tolv gange, nar maengden af A. flavus-inokulum blev reduceret. Forklaringen menes
at vaere, at der kan vare en sammenhang mellem mycelievaekst og aflatoksinproduktion. Derfor er
aflatoksinproduktionen sterre, hvor populationen er mindre og har mere substrat at vokse i
(Odamitten et al., 1987) (iflg. Ominski et al., 1994).

Muligvis har det haft en effekt, at der ved de heje kontamineringsgrader i RB er eget konkurrence.
Ominski et al. (1994) finder, at tilstedevaerelsen af konkurrerende svampe og deres effekt pd
toksinproduktionen er uforudsigelig. Dette skyldes, at der har vaeret underseggelser med bade positiv
og negativ effekt pa toksinproduktionen. Generelt mener de dog, at vaekst og toksinproduktion hos

lagersvampe bliver reduceret ved tilstedeverelse af konkurrerende arter.

Tid

Resultaterne fra 2000 viser, at kontamineringen af P. verrucosum er korreleret med
udtagningstidspunktet. Desuden viser resultaterne, at der er en tendens til, at dannelse af OTA er
korreleret med udviklingen i tid. Stigningen i OTA-koncentration sker meget markant ved 5.
udtagning (63 dage efter hast) (figur 3.4.12).

Scudamore & Wilkin (1999) vurderer, at dannelsen af OTA vil forekomme inden for en méned,
hvis korn med vandindhold over 18% er opbevaret mellem 10°C og 25°C. De mener, at mélet med
torringsprocessen ma vere at minimere den tid, hvor korn har et vandindhold pd over 16% og en
temperatur pd mere end 20°C. Eksempelvis n@vner de, at det ved 20°C ikke ber tage mere end 14
dage at torre kornet ned til et vandindhold pd 16%. Dette mé naturligvis athenge af

udgangsvandindholdet og temperaturen. Dog understreger Scudamore & Wilkin (1999), at den
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atkelende effekt af torring med tor luft sammen med selve terringen vil mindske risikoen for

dannelse af OTA, selvom terringsprocessen forlenges.

Det ber overvejes, hvorvidt 15% vandindhold, som er almindelig handelspraksis for korn forhandlet
1 Danmark, er lavt nok, eller om niveauet skulle senkes til 13 -14% vandindhold. Der kunne vere
tilfgjelser med hensyn til terringstiden, og/eller kornkontrakterne burde knyttes til
temperaturforholdene. Hoj (1995) mener ikke, at det er nedvendigt at terre kornet ned til et bestemt
vandindhold, hvis blot temperaturen er tilstraekkelig lav. I trdd med Scudamore & Wilkin (1999) er
det min overbevisning, at tidsperioden, til kornet er torret ned til et vandindhold péd 15%, er meget
afgerende for udviklingen af P. verrucosum og dannelsen af OTA. Derfor er torringsanlaegget af

stor betydning.

Artsforskel

I delprojekt I har artsforskellen en betydning for kontamineringsniveauet. Rug har generelt en
hgjere kontamineringsprocent end havre. Desuden er der en tendens til, at OTA-koncentrationerne
er lavere i havre end i rug (tabel 3.4.1). Ved undersggelsen af tre bedrifter over tre ar (hvoraf den
ene bedrift folges op 1 mit forste delprojekt) finder Elmholt (2002) ligeledes, at rug er mest
kontamineret med P. verrucosum. Dette korrelerer med det danske overvagningssystem for OTA. I
perioden fra 1986-1997 finder Jorgensen ef al.(1996), at 52 % af proverne 1 rugkerner indeholdt
OTA (N=870, gennemsnit 2,3 ng/kg, maks. 121ug/kg), mens det for hvedekerner var 44% (N= 757,
gennemsnit 0,6 pg/kg, maks. 51 pg/kg). Havrekerner blev kun analyseret 1 perioden 1986-94. Her
var det 45% af kernerne, der indeholdt OTA (N=80, gennemsnit 0,4 pg/kg, maks.5,6 pg/kg). Siden
1995 blev der kun analyseret for OTA-forekomster i rug og hvede. I perioden fra 1995 til 1999 blev
der fundet 18 prover (N= 907), der oversteg grensevardien pd maksimum 5 pg/kg. Ud af de 18
prover var de 16 fra rugmel eller -kerner (Jorgensen & Jacobsen, 2002). Arsagen til den hojere
sensibilitet 1 rug er ikke kendt (Elmholt, 2002). Forskellen mellem arterne kan som tidligere navnt i
diskussionen af delprojekt I og Il samt i teoriafsnittet muligvis vaere bestemt af genetiske faktorer
(Chelkowski et al., 1981; Haggblom & Gosh, 1985; Axberg et al, 1997). Betingelserne for vaeksten
af P. verrucosum og dannelsen af OTA maé vere bedre i1 rug (Elmholt, 2002). Eventuelt er
konkurrencen mellem P. verrucosum og den gvrige svampeflora anderledes i rug end i f.eks havre,

eller maske har det betydning, at havre hestes med avner.
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I delprojekt II er der pga. den lave kontamineringsgrad ikke foretaget statistiske analyser, men
resultaterne tyder ikke pa, at der er forskelle mellem kornarterne i modtageligheden for
kontaminering med P. verrucosum. Undtaget er spelt, der dog muligvis har lidt sterre
modtagelighed (figur 4.4.2). Ved pladespredning af forste udtagning er der dog en tendens til, at der
er forskel pa rug og havre i den generelle skimmelkoncentration. Koncentrationen af skimmel
(cfu/g) er op til otte gange hgjere 1 havre end 1 rug (figur 4.4.6), hvilket falder 1 trdd med, at
konkurrencen i svampefloraen er anderledes i rug end 1 havre (jeevnfer ovenstéende).

P. verrucosum er ikke detekteret i pladespredningerne ud over i det inokulerede byg trods det, at
kun 0,3% af kolonierne pa en petriskal (DYSGQ) er nok til at detektere P. verrucosum (Elmholt et al.
1999). Muligvis er P. verrucosum haemmet af konkurrencen fra marksvampe (app. 3.7). I en
undersogelse af P. verrucosums evne til at kolonisere byg ved tilstedevarelse af andre svampe fandt
Ramakrishna et al. (1996) dog, at koncentrationen af P. verrucosum (cfu) kun faldt lidt (20°C

uanset ay).

Ud fra egne resultater kan det konkluderes,

e at lagringstiden har haft en betydning for kontamineringsniveauet (delprojekt I, afsnit 3.4.1)

e at der er forskel pa rugs og havres modtagelighed for kontaminering med P. verrucosum
(delprojekt I, afsnit 3.4.1)

e at det tilsyneladende kan lade sig gore at holde spredningen af P. verrucosum nede trods et
hejt inokulumpotentiale. Den hurtige nedterring har sandsynligvis bidraget til at P.
verrucosum ikke har spredt sig under lagringen (delprojekt II)

e at der ikke var linear korrelation mellem kontamineringen med P. verrucosum og OTA-

forekomst (delprojekt I, figur 3.4.10)

Konkluderende kan det siges, at kornlageret er et meget komplekst system. Der er ikke noget
entydigt svar pé, hvilke betingelser der favoriserer udviklingen af P. verrucosum og dannelsen af
OTA og derfor heller ikke nemme retningslinier for, hvordan dette kan forebygges. Alligevel er der
forhold, der tydeligt favoriserer P. verrucosum. 1 det nedenstaende vil jeg pa den baggrund komme

med anbefalinger til forebyggelse af udvikling af P. verrucosum og dannelse af OTA.
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Risikovurdering af okologisk versus konventionel drift

Siden OTA blev inkluderet 1 Fodevaredirektoratets overvagningssystem 1 1986, har der veret en
tendens til, at ekologisk dyrket korn har haft et storre indhold af OTA end tilsvarende
konventionelle produkter (Jorgensen et al. ,1996). Der er dog en vis usikkerhed forbundet med
sammenligningen, idet der blev taget vasentlig faerre prover af de skologiske produkter end af de
konventionelle. Derfor betyder enkeltprover forholdsmaessigt mere for gennemsnitsindholdene 1 de
okologiske prover, skriver Jorgensen et al. (1996).

Resultater fra perioden 1992-1999 viser, at der for ekologisk produceret rug gennemsnitligt er en
hgjere koncentration af OTA i bade kerner og mel, end der er for tilsvarende konventionelle
produkter. Mens der for hvedemel kun var en lille forskel 1 gennemsnitsvardierne for henholdsvis
okologiske og konventionelle prover, var der ingen forskel for hvedekerner (Jorgensen & Jacobsen,
2002) (tabel 5.1).

Tabel 5.1 Ochratoksin A i ekologisk og konventionelt dyrket hvede og rug i hestarene 1992-
1999

Produkt Antal | Antal prover | Antal prever | Gennemsnit | Median | Maksimum
prover |indeholdende | indeholdende | 1992-99 1992-99 | (ug/keg)
OTA (ug/kg) | OTA (ugkg) |  (ng/kg) (ng/kg)
LOD"-4,9 >5
Okologisk dyrkede 17 12 2 3.9 * 45
rugkerner
Konventionelt dyrkede 405 244 13 0,9 0,08 63
rugkerner
Okologisk 155 132 8 1,8 0,38 68
rugmel
Konventionelt 165 132 6 0,8 0,35 30
rugmel
Okologisk dyrkede 14 8 0,3 * 1,6
hvedekerner
Konventionelt dyrkede 405 183 5 0,3 0,02 32
hvedekerner
Okologisk 120 115 1 0,5 0,14 19
hvedemel
Konventionelt 156 107 1 0,3 0,17 16
hvedemel

a) LOD, limit of detection (0,05). (Baseret pa Jorgensen & Jacobsen, 2002)
* ikke opgivet
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Her sammenligner Jorgensen & Jacobsen (2002) igen gennemsnitsverdierne trods det, at der med
hensyn til kernerne er meget stor forskel pa antallet af hhv. gkologiske og konventionelle prover.
Vurderes i stedet medianvardien taget som et gennemsnit over arene 1992-99, mener jeg, at det
giver et mere retferdigt billede, idet enkeltprover ikke far sd afgerende en betydning.
Sammenlignes medianvardierne for hhv. gkologisk og konventionelt rug- og hvedemel, der har et
sammenligneligt antal prover, er der meget lille forskel pd vardierne. For rugmel ligger de
okologiske prover lidt over de konventionelle og omvendt for hvedemel (tabel 5.1). Desuden er det
vigtigt bade at vurdere den samlede frekvens (procent prover der indeholder OTA) og
maksimumverdierne. [ henhold til tidligere betragtninger angdende variabilitet og det, at f4
detektioner af OTA er et udtryk for, at der er risiko for spredning af P. verrucosum og sterre
produktion af OTA (Scudamore & Wilkin, 1999), er det et foruroligende stort antal positive prover.
For gkologisk dyrkede rugkerner og rugmel er henholdsvis 82% og 90% positive for OTA, mens
vaerdierne for konventionelt dyrkede rugkerner og rugmel er henholdsvis 63% og 84%. For
okologisk dyrkede hvedekerner og hvedemel er henholdsvis 57% og 84% detekteret for OTA, mens
konventionelt dyrkede hvedekerner og hvedemel er henholdsvis 46% og 69%. I disse
procentangivelser er tendensen til et hojere indhold af OTA 1 ekologisk producerede produkter
pavist. Vurderes maksimumvardierne eller antallet af prover, der overstiger greensevardien, er der
heje vaerdier bdde for akologiske og konventionelt dyrkede produkter. Disse vardier vidner om, at
der pé enkelte bedrifter er store problemer. Resultaterne fra delprojekt I er et eksempel herpa. Den
undersogte bedrift havde en maksimumverdi pa 354 pg/kg OTA (figur 3.4.10). Desverre er det
ikke muligt ud fra overvagningssystemets analyser at se baggrunden for hver enkelt prove.
Melproverne er udtaget i detailleddet, mens kerneproverne er taget tilfeeldigt fra korndynger ved
kornmellerne. Specielt de gkologiske prover fra detailleddet kan yderligere vaere importeret korn

(Jorgensen et al., 1996).

Problemer med OTA forekommer ofte i &r, hvor hestbetingelserne er darlige p.g.a megen nedber,
skriver Jorgensen et al. (1996). I en tidligere undersogelse af bedriften fra delprojekt I fandt
Elmbholt (2002) trods store forskelle 1 nedbaren ar 1998 - 2000 lave kontamineringsprocenter med
P. verrucosum pa det terskede korn (0% 1 rug og varhvede ar 1998, 0% 1 havre ar 1999, 0,3% i1
havre og 1,7% i rug &r 2000). Kontamineringsgraden steg dog markant efter torring (37% i rug og
100% 1 varhvede ar 1998, 39% i havre ar 1999, 1% i havre og 3,7% i rug ar 2000). Efter terring ar

2000 finder jeg hegjere kontamineringsprocenter (3,3% 1 havre og 19% 1 rug). Jergensen & Jacobsen
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(2002) finder ligeledes eksempler pa hgje OT A-koncentrationer trods terre nedbersforhold under
hest (eks. maksimumvardi pa 68 ng/kg i ar 1994). Derfor ser det ud til, at problemerne ogsé er
relateret til darlig terring og lagring efter host samt eventuelt uhensigtsmassigt materialevalg og
utilstrekkelig rengering (Elmholt, 2002, egne resultater).

Elmbholt (2002) konkluderer, at der ikke kan generaliseres med hensyn til risikoen for
kontaminering med OTA og ekologisk dyrket korn. Resultater fra tre gkologiske “case studies”
viste store forskelle fra bedrift til bedrift, og disse forskelle var stort set reproducerbare over tre ar.
Pé baggrund af andre nordiske undersegelser med indhold af mykotoksiner (DON og aflatoksin M)
1 fadevarer vurderer projektgruppen bag videnssyntesen “Qkologiske fadevarer og menneskets
sundhed”, at der ikke er ”...principielle forskelle i okologisk/biodynamisk og konventionelt

producerede fodevarer” (Jensen et al., 2001, s. 38).

Elmbholt (2002) overvejer de potentielle risikoelementer, der kan vaere forbundet med ekologisk
driftsform frem for konventionel. I den forbindelse diskuteres saedskifte, gadningsbrug, anvendelse
af egen ubejdset sdsad, fravalg af brug af fungicider, sammenhang med bedriftstorrelse,
okologernes erfaringsgrundlag/baggrund m.m. Herudover kan ekologiske bedrifter have problemer
med forurening fra ukrudt, hvorved terringen af kornet kreever endnu sterre opmarksomhed
(Scudamore & Wilkin, 1999; Jergensen & Jacobsen, 2002).
Ved brug af egen (kontamineret) sasaed finder EImholt (2002), at der kan vare en potentiel risiko
for kontaminering med P. verrucosum. Tre ud af otte bedrifter, der anvendte egen sasad, havde
positive jordprever. Tre eksempler pa brug af indkebt sdsaed kontamineret med P. verrucosum
(3,2%, 4,3% og 84,0%) forarsagede dog ikke kontaminering af kornet i marken og resulterede ikke i
alle tilfeelde 1, at kornet var kontamineret ved terskning (0,0%, 2,0% og 1,7%) (Elmholt, 2002).
Nye undersagelser, hvor kontamineret sdsaed blev sdet ud 1 mindre forsegsparceller, resulterede
heller ikke i vaesentlige kontamineringer af de hestede kerner (<1%) (Elmholt & Mortensen, 2003).
Derfor er der ikke noget, der tyder pé, at kernerne bliver inficeret systemisk. Elmholt og Mortensen
(2003) konkluderer, at ™...resultaterne stotter ikke hypotesen om, at kontamineret udsced foroger
risiko for P. verrucosum forekomst i den haostede afgrode” (Elmholt og Mortensen, 2003, s.2)
Kontamineringen foregdr mere sandsynligt fra:

e jorden (ved regnsprojt eller ophvirvlen af jorden, eller nar mejeterskeren forurenes med jord

(Flannigan, 1978; Elmholt, 2002) samt evt. fra muldvarpeskud)
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e mejeterskeren (det kan vere overforsler fra tidligere ar, eller ved brug af maskinstation kan
det veere smitte fra andre girde (Flannigan, 1978; Elmholt, 2002))
e fra bygninger, transportsystemer og terringsanlaeg (Elmholt, 2002, egne undersogelser)
Endelig kan der vaere en sammenhang mellem hgjere indhold af OTA og det, at skologiske
bedrifter generelt er mindre. Pa sma bedrifter, der eventuelt drives som hobbylandbrug, er der

muligvis ikke tid, erfaring og ekonomi til at investere i tilstrekkelige torringsforhold (Jergensen et

al., 1996; Elmholt, 2002).

Konkluderende kan det fremhaeves,

e at P. verrucosum er fundet 1 danske jorde tilsyneladende hyppigere i ekologiske end 1

konventionelt dyrkede (Elmholt, 2002)

at P. verrucosum kan overleve i jorden i flere maneder og opformeres her (Elmholt og
Hestbjerg, 2000)
at OTA kan nedbrydes i jord (Elmholt & Mortensen, 2003)

at P. verrucosum er fundet pd ekologisk udsaed (Elmholt, 2002)

at det ikke tyder pé, at P. verrucosum er udsadsbaren hverken i forsegsmarken eller ved

casestudies (Elmholt, 2002; Elmholt & Mortensen, 2003)

at der ingen tydelig sammenhang er mellem gode hestbetingelser og lave

kontamineringsverdier med P. verrucosum og OTA (Elmholt, 2002; Krogh ef al., 1974)

at P. verrucosum er fundet pd nytersket, okologisk korn (Elmholt, 2002)

at P. verrucosum trives under lagerbetingelser inden for et bredt temperatur- og

fugtighedsinterval (Northolt, 1979; Pitt & Hocking, 1997)

at det ikke tyder p4, at det skologiske dyrkningssystem som sadan giver gget risiko for
OTA-problemer (Elmholt, 2002; Elmholt og Haase, 2003)

Derfor synes dannelsen af OTA at kunne undgés, hvis terrings- og lagerforholdene er gode.

Ud fra egne resultater kan det konkluderes,
e at uhensigtsmassige torringsanleg og lagerfaciliteter (materialevalg og
rengeringsmuligheder) kan give problemer med P. verrucosum (delprojekt I)
e at P. verrucosum udger en risiko for dannelse af OTA. Svampen kan forarsage OTA-

forekomster langt over grensevardien, hvis den far de rette betingelser. Vi ved dog ikke
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med sikkerhed, om OTA er dannet pa lageret eller ved opbevaring pé kel — eller méske
begge steder (delprojekt I)

e at der kan vare potentiale for hotspots i1 lagerfaciliteterne (delprojekt I)

e atdet er vigtigt at veere opmarksom pa fugtbevegelse, temperaturgradienter og udvikling af

P. verrucosum 1 hele terrings- og lagringsperioden (delprojekt I + II)

Torring

De to mest anvendte terringssystemer i Danmark er lagerterringsanleg/planlager og
gennemlebstorring (Hougaard, teknisk medarb., Foulum, pers. komm.). Blandt gkologiske bedrifter
er lagertorring det mest anvendte (Hay, pers. komm.). Fordelene ved planlagre er, at de har stor
modtagekapacitet, at kornet keles ned, og at terring kan foregd med og uden varmetilforsel.
Ulempen ved planlagre er, at det kan tage op til flere uger eller mineder at fa kornet torret ned,
eftersom bunden af kornet ved beluftning terres forst. Fugten bevager sig op gennem lageret, og
derfor vil de averste lag forblive forholdsvis véde, til toerreprocessen er nasten ferdig (Scudamore
& Wilkin, 1999). Denne uhomogene nedterring kan vere arsag til, at der dannes ideelle betingelser
for udvikling af P. verrucosum og dannelse af OTA. Seitz et al. (1982) konkluderer, at lagring af
korn ved temperatur og vandindhold, der er favorable for svampevekst, kan producere et
uacceptabelt antal svampeinvasioner, for de anbefalede vardier for tab af vand er opnéet.

Systemet er desuden tidskraevende for landmanden, der lobende skal udtage prover og folge
udviklingen i lageret. Hvis der bliver anvendt omgivende luft til terring, er terringsperioden
begranset til morgen- og nattetimer med lave temperaturer (Scudamore & Wilkin, 1999). Ifelge
Kristensen (Bygholm, pers. komm.) ber kornet torres 1 lobet af dagtimerne, hvor RH er lavest.

I en undersogelse af 24 planlagre finder Scudamore & Wilkin (1999) dog ikke, at planlagre har aget
risiko for svampevakst og dermed dannelse af mykotoksiner.

Alternativt kan kornet bl.a. terres ved hjelp af et gennemlebsterreri. Det er en hurtig
torringsmetode, der giver en homogen torring af kornet. Svagheden ved torringssystemet er, at det
har en begrenset kapacitet. Ar med darlige hestbetingelser og store mangder vadt korn medferer en
risiko for, at korn ma vente i op til dage for at blive terret ned (Scudamore & Wilkin, 1999).
Desuden kraver systemerne fortlabende tilsyn, flytning af kornet og et stort energiforbrug (Hej,

1995).
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Forebyggelse
Det bor sa vidt muligt undgéds, at P. verrucosum findes pa kornet. De vigtigste anbefalinger til
forebyggelse af vaekst af P. verrucosum og dannelse af OTA (ifelge Chelkowski et al., 1981,
Elmholt og Haase, 2003) er opsummeret i folgende:
e Gode hestprocedurer og hgstudstyr der undgar beskadigelse af kerner og forurening med
jord, ukrudt og andre urenheder
e Valg af modstandsdygtige sorter/arter
e Gode rensningsmuligheder af kornet siledes at lagring med urenheder forhindres
e Gode tarringsfaciliteter der kan rengeres
e Gode torringsmuligheder der sikrer en hurtig og homogen nedterring, saledes at der ikke
opstér fugtige lommer

e God overvdgning

I fremtiden er det vigtigt til stadighed at informere om, hvordan kontaminering med
mykotoksindannende svampe forebygges. Et udbygget moniteringsapparatur, der pa en hurtig og
nem made kan registrere vandindhold, temperatur, e.r.h. og tilstedevarelse af svampe i korn og
foderblandinger, ville vaere enskeligt. Sdledes ville primarproducenterne kunne foregribe eller
hindre risikoen for vakst af svampe og sundhedsskadelige konsekvenser af mykotoksiner. Med
tanke pa den store variation, der kan vare i et lager, er det vigtigt, at moniteringssystemerne ogsa
udvikles 1 de naeste led af produktionssystemet og i overvagningssystemet. Endelig er det vigtigt at
arbejde pé en oget forstdelse af P. verrucosums biologi. Undersegelserne viser, at der stadig er
behov for mere viden om P. verrucosums livscyklus, specielt det led, der er mellem forekomster i
marken og pa lager. Desuden mangler vi viden om, hvornar der dannes OTA og om, hvorfor det
under tilsyneladende ens forhold dannes i nogle tilfelde, men ikke i andre. Séledes ville

mulighederne for forebyggelse kunne forbedres.
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