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Utredning av skillnader i svampflora i vete och konprover med olika ergosterolinnehall
predikterat med NIT

Bakgrund

Sedan 1998 har data samlats in for uppbyggnad &aldmrering med vilken svampférekomst i
spannmal kan detekteras med hjalp av Nara Infrradsmittans (NIT). Analysen medfor inget
merarbete eftersom vardet erhalles samtidigt samagmarametrar mates med NIT-utrustningen
vid mottagning av spannmal. Metoden bygger pa kaibg mot etablerad vatskekromatografisk
metod for bestamning av ergosterol som ar en svaefgk sterol (NMKL, 2002). Sambandet ar
tydligt, men tycks inte n& motsvarande precisiom soer etablerade kalibreringarna som t.ex.
vatten och protein. Metoden har visat pa sambarimimelférekomst uppmatt med andra
metoder och en viss korrelation mot olika mykot@xihar ocksa konstaterats. Framforallt har
sambandet mellan prediktion av ergosterol med NIM{Ergo) och forekomsten av
Fusariumtoxinerna deoxynivalenol (DON) och zearate(ZEA) studerats. Prover med hdga
NIT-Ergo varden ger ofta hoga halter ZEA och deh$i ocksa ett tydligt samband mellan NIT-
Ergo och DON, om an inte lika starkt som for ZEAsken for héga ZEA och DON halter okar
markant for vete med hdgre halt NIT-Ergo an camigflkg. For korn ar underlaget inte lika stort,
men den kritiska gransen tycks aven har ligga k2idgng/kg eller mojligen nagot hogre. Var
erfarenhet ar vidare att halten generellt stigeleurskdrdeperioden, maojligen kopplat till
nederbdrd, men detta har inte studerats systerhatisk

Efter att ha kort ett antal prover fran faltfors&kinde man konstatera dels att sortskillnader kan
vara ganska betydande medan olika svampbekamptriatggger inte verkar ge nagra storre
skillnader i NIT-Ergo varden. Det vore av stortdgiom metoden skulle kunna anvandas t.ex.
som en forsta screening for att sortera bort fimgdmaterial med hog kanslighet for
svampinfektion. Eftersom metoden ar indirekt fiies$ risk for artefakter, d.v.s. att vardet
paverkas av andra faktorer an skillnader i svangh@mst. Detta kan enklast studeras genom att
systematiskt jamfora NIT-Ergo med referensanaliggeda med vatskekromatografi (REF-Ergo).
Ergosterol har i sin tur visat sig vara en brakathbr pa svampbiomassa (Matcham m.fl., 1985).
Syftet med hér redovisat projekt var darfor atihmgire studera dessa samband med hjélp av vete
och korn fran olika typer av forsok. Metoden hataenagra ar tillbaka bdrjat anvandas pa allt
vete och korn som kommer in till AgriLab i Uppsaleh HS lab i Skara sa det finns ett stort urval
av forsok att valja ut prover fran for dessa studiad vi aven velat narmare studera ar om olika
svampslakten paverkar avlasningarna mer an anéteas&m det finns samband mellan NIT-
Ergo varden och halten Fusariumtoxiner, ar detiginaitt anta att det aven finns samband mellan
infektionsgrad av Fusarium och Ergo. Forutom atytifa forsok som lagts ut for andra andamal,
lades aven skordetidsforsok ut for att systemasisidera hur en fordréjd skord paverkar halten
ergosterolhalterna.

Malséattning
« Avgora om uppmatta skillnader i Ergo predikterads=lNIT beroende pa sort, skordetid,
godsling och ograsbekdmpning motsvaras av verkkgbader i svampbiomassa.
« Utreda om olika mégelslakten paverkar prediktioaemMNIT-Ergo i olika hog grad.
« Systematiskt understka effekten av skérdetid pa-REe, NIT-Ergo och
svampforekomsten.



Material och metoder

Totalt gjordes analyser av135 prover, nagot fanrplan p.g.a. stora problem med skorden 2008
som gjorde att skordetidsprojektet inte kunde gdioas som planerats (se nedan). Samtliga
prover analyserades med NIT-Ergo och REF-Ergo tiRéneal om 87 prover gjordes dessutom
mikrobiologiska analyser enligt nedan. Samtligalyse utfordes av Eurofins, Sverige.

Spannmalsprover fran befintliga forsok

Nar det galler befintliga forsok i vete togs prouefran 5 sortférsok ur serien L7-101,
svampbehandlade led. Fran varje forsok togs 20&ttér ut: Oakley, Skalmeje, Akteur och
Tulsa. Att just dessa sorter valdes ut, berodde pielatt de ar relevanta for svensk vaxtodling
och kunde tankas fa betydelse i framtiden. Santtigjgresenterade de olika ergosterolnivaer, dar
Oakley uppvisade hoga nivaer, medan Akteur hadenagier med de bada andra daremellan.
Dessutom valdes tva godslingsforsok ut liksom tygasforsok. Anledningen var att man aven
har hade tydliga skillnader mellan de olika ledéHT-Ergovarden.

Foljande ar, 2008, togs samma sorter som 200%htdessutom sorten Hereford, som t.o.m.
hade lite hogre varden an Oakley detta ar. Tvaloiagdorsok valde ut dven detta ar och
dessutom sex stycken varveteprover. Anledningkattikomplettera med varvete var framforallt
att halterna av DON och ZEA var mycket hdga i végdetta ar och det kunde vara intressant att
studera eventuellt samband mellan dessa toxind#;lRBo och férekomsten av Fusarium. NIT-
Ergo har tidigare inte visat nagot tydligt sambamat dessa toxiner just i varvete. Sa dessa
forsok skulle kunna ge ytterligare upplysningar dessa forhallanden.

Nar det galler korn valdes samma antal prover daléen, 3 sorter ur serien L7-401fran 6
platser. Bada aren valdes Tipple och Sebastiaifiggte genomgaende uppvisade lagre
ergosterolhalter an genomsnittet, medan Sebasiipover genomsnittet. Undantaget var ett
forsok 2007 dar Sebastian saknades och ersattesstaf. Som sort med medelhdga halter
valdes 2007 Pasadena och 2008 Henley.

Spannmalsprover fran skoérdetidsforsok

For att specifikt studera tidsfaktorn planeradéskirda vete och korn vid tre tillfallen pa 3 alik
platser 2008, Helgegarden, Kristianstad, Logar@éstorp och Brunnby, Vasteras. Pa grund av
ovanligt besvarliga skordeforhallanden blev bard&kdel av planerade skérdar genomforda pa
Logéarden och Brunnby. Istéllet beslots att uppfépsdket pa Helgegarden 2009. Har skordades
bade vete och korn 1/8, 8/8 och 30/8 2008 och15 och 25/8 2009. De anvanda sorterna var
2008 Tulsa respektive Prestige och 2009 Tulsa kéispeGustav. Da nederborden fore skord och
vid skoérd har stor betydelse for ergosterol ochaFusbelastningen registrerades nederbérden
pa forsoksplatsen under juli och augusti: 2008neaterborden i juli 52 mm och i augusti 125
mm. Siffrorna fér 2009 var 125 mm i juli och 40 mm@ugusti.

En hypotes ar att svampbiomassan skulle kunnastaree pa farsk spannmal an da den
avmognat helt och blivit torrare och att detta Bkidlinna avspeglas i ergosterolavliasningarna.
Detta studerades i skordetidsprojektet 2009 gertbergosterolmatningar gjordes pa bade
otorkad och torr spannmal.

Mikrobiologiska analyser

Endogen infektion och utlagg av icke ytsteriliser&drnor pa DG 18-agar (Hoking och Pitt,
1980): uppdelning pa slaktefasarium, Aspergillus, Penicillium Alternaria och Cladosporium.
Dessutom gjordes utlagg av ytsteriliserade kardoCglD-agar, som rekommenderas som
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selektivt medium for Fusarium (Thrane, 1996) fdrfaten extra kontroll av forekomst av
Fusarium.

Kemiska analyser

Vatkemisk ergosterol analyserades med metoden NWMKL. Denna bygger pa extraktion med
etanol, vatskekromatografisk separation och deiektied UV-detektor. NIT-Ergo bestams
genom upptag av 10 NIT spektrum/prov. Spektra ommsé&dan till matvarden genom matchning
mot databas som innehaller hundratals spektra B&-ERgo ar kant.

Statistik
Statistiska samband studerades med hjalp av gtatigttionen i Microsoft Office Excel 2007.

Resultat

Befintliga férsok

Skdrdesasongen 2008 var betydligt bl6tare och blegaée an 2007, vilket avspeglar sig i att de
genomsnittliga vardena i hostvete for bade NIT-Evgb REF-Ergo var betydligt hogre i
sortférsoken 2008 an 2007. Medelvardet for NITeEvgr 12,2 2007 mot 14,5 2008, medan
REF-Ergo 6kade fran 7,7 2007 till 11,6 mg/kg ts&08ndelen ytsteriliserade karnor infekterade
med Fusarium var 4 % 2007 och 11,5 % 2008 (CAiB-a. DG18 utlaggen av osteriliserade
karnor visade ocksa pa lite hogre infektionsgrad-fisarium ochAlternaria 2008 an 2007.

Sambandet mellan NIT-ergosterol och referensergudteskriver en korrelation pa 0,67.
Regressionsanalys och parat t-test visar att sysigka skillnader mellan metoderna inte kan
uteslutas (p=0,05). Ett tydligt tak da NIT-Ergodrdéingre okar med 6kad REF-Ergo kan iakttas.
(Figur 1)
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Figur 1. Vatkemisk ergosterol jamfort med NIT-engws| i hostveteprover fran sortférsok.

Bortser man fran de tre hogsta REF-Ergo varderdlsrdn korrelationkoefficient pa 0,81 och
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det linjara sambandet ser mycket battre ut. | Balien var sambandet signifikant. Studierna av
samband mellan ergosterol och svampinfektion f@mthken visade att framst Fusarium
paverkar halten ergosterol. Korrelationskoeffioggnvar hogst mellan NIT-Ergo o€tusarium

pa CZID-agar (0,51). Nast hogst var den mellan Bifje ochFusarium pa DG 18 (0,33) och i
bada dessa fall var sambanden signifikanta. Owageelationskoefficienter var mycket laga och
inte signifikanta. Vatkemisk ergosterol korreleradgot battre mdtusarium (CZID 0,76, DG

18 0,39) an NIT-prediktionerna. Det fanns skillnaaellan sorterna &ven om detta var ganska
otydligt 2008 (Tabell 1). Véart att notera ar atitecdningen fér REF-Ergo ar densamma 2007
och 2008. | stigande halt var ordningen Akteur,|®Blege, Tulsa och Oakley.

Tabell 1. Medelvarden for ergosterol (mg/kg), predikterat med NIT och uppmaétt med
referensmetod och andel infekterade vetekarnor vid utlagg pa CZID- och DG 18 agar
i procent (N =5 eller 6).

Fusariuminfektion
%

Ar Sort NIT-Ergo REF-Ergo CZID DG 18
2007 Akteur 10 6 3 3
2007 Oakley 14 10 6 2
2007 Skalmeje 12 7 3 2
2007 Tulsa 13 7 4 2
2008 Akteur 12 6 3 6
2008 Hereford 13 12 17 10
2008 Oakley 13 13 8 4
2008 Skalmeje 13 9 14 4
2008 Tulsa 14 11 9 9

Ograsforsoken visar en korrelationskoefficient g#80mellan NIT-ergosterol och
referensergosterol. Systematiska skillnader meliatoderna gar inte att utesluta for dessa data
(p=0,05, Tabell 2) aven om skillnaderna var mycha8. | dessa forsok var efter en normal
rensning halterna NIT-Ergo betydligt hogre i obatiahled, men efter extra noggrann rensning
da snarjmarefron rensats bort, var skillnaderndamééden sma.



Tabell 2. NIT-Ergo och REF-Ergo i extra valrensade prover fran ograsforsok 2007.

Lan ADB Behandling Sort NIT-Ergo REF-Ergo
R F35146 Obeh Olivin 14,7 14
R F35146 Obeh Olivin 14 12
R F35146 Beh Olivin 12,3 12
R F35146 Beh Olivin 12,3 12
E HCO0541 Obeh Mulan 9,2 7,9
E HCO0541 Obeh Mulan 9,5 8
E HCO0541 Beh Mulan 8,7 7,2
E HC0541 Beh Mulan 8,6 6,9

Daremot visade det sig att kvavegddsliian ge hojningar av NI'Ergo som inte motsvaras
en parallell hojning av REErgo (Figur ).
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Figur 2 NIT respektive vatkemisergosterol i tva godslingsférsok 2007 och tva 2(
Kvavegodslingsnivaerna varierade mellan 0 och 28ka
Inringade punkter ar alla fran samma forsok (03h@®Lt i Vastmanland 2007

Nar det galler varvetear sambandet N-Ergo och REF-Ergo svagt (Tabell Bade RE-Ergo
varden och andelen karnor endogent infekteradeFasdrium var mycket ho Aven
mykotoxinnivaerna var hogaliessa prover, sa for varvete NIT-Ergovardena inte e
tillfredsstallande bedémning av mogelste



Tabell 3. Ergosterol och mikrobiologiska analyser av varveteprover 2008.

Andel infekterade kérnor (%)

Lan ADB Sort Ergo Ergo Fusarium Fusarium Aspergillus Penicillium Alternaria Cladosporium
T 07BD40 Vinjett 11 21 30 32 58 6 10 40
T 07BD40 Triso 11 17 50 44 64 2 34 36
C 07BD55 Vinjett 13 23 30 0 48 4 32 18
C 07BD55 Triso 12 19 30 0 42 12 14 34
U 07BD56 Vinjett 17 16 60 2 38 10 8 22
U 07BD56 Triso 13 17 25 0 32 4 14 32

Aven for korn var bade NIT-Ergo och REF-Ergo hog0€8 an 2007. Medelvardet for NIT-
Ergo var 14,4 mg/kg 2007 mot 15,4 mg/kg 2008, meRIBR-Ergo tkade fran 12,2 2007 till 16,8
2008. Andelen ytsteriliserade karnor infekteradel fResarium okade fran 19 % 2007 till 30 %
2008 (CZID-agar,). DG18 utlaggen av osteriliserké@iamor visade pa lite hogre infektionsgrad
for Cladosporium och Alternaria 2008 an 2007, men daremot inte Fitsarium. Aven nar det
galler korn foljdes halterna NIT-Ergo och REF-E&ja sortférsoken. Korrelationskoefficienten
mellan NIT-Ergo och REF-Ergo var har 0,82 (Figuo8h signifikant.
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Figur 3. Vatkemisk ergosterol jamfort med NIT-engwsl i kornprover fran sortforsok

For dessa forsok visar parat t-test 0,61 (>0,0%pvivisar att det inte finns nagra systematiska
skillnader mellan metoderna (p=0,05). Korrelatiavedkicienterna mellan NIT-Ergo och
Fusarium pa CZID agar var 0,68 och Fusarium pa B®,29. Det forra sambandet var
signifikant, men inte det senare. Korrelationerra endra svamparter var aven har mycket laga,
ofta negativa och inte signifikanta. Skillnadernellan sorterna var nagot tydligare an for vete
och samma rangordning av sorterna kunde iakttas &dh (Tabell 3).
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Tabell 3. Medelvéarden for ergosterol (mg/kg), predikterat med NIT och uppmatt med
referensmetod och andel infekterade kornkarnor vid utldgg pa CZID- och DG 18 agar
i procent (N =5 eller 6).

Fusariuminfektion
%

Ar Sort NIT-Ergo REF-Ergo CZID DG 18
2007 Pasadena 16 12 17 7
2007 Sebastian 17 15 26 8
2007 Tipple 12 11 18 6
2008 Henley 14 13 22 0
2008 Sebastian 18 21 39 0
2008 Tipple 14 16 29 0

| bade hostvete och korn var det en tydlig regiakdlnad i férekomsten aslternaria. |
hostvete lag nivan pa 6ver 50% infektionsgrad béldéa skanska forsoken, medan
infektionsgraden var under 20% i 6vriga forsokotrkvarieradélternaria-forekomsten mycket
mellan olika férsok, med mycket hog andel infekdler&érnor i Kristianstads lan (89%). Hog
Alternaria-infektion var inte kopplat till hoga ergosteroléar.

Skordetidsforsok

Resultaten skilde sig at mycket kraftigt mellannarfedrsta aret, 2008, var halterna ergosterol
ganska laga vid forsta skordetillfallet, men stegftigt fran forsta till sista skordetillfallet. M@
gallde bade for vete och korn och NIT-Ergo och REtge. Omvanda forhallandet radde 2009.
Da var halterna hoga vid forsta skordetilfallet mhég darefter ganska konstant (Tabell 4).

Tabell 4. Ergosterolvarden predikterade med NIT och uppmatt med vatkemisk metod fran
skordetidsforsoket utlagt i Kristianstad.

2008 2009
Varkorn Hostvete Varkorn Hostvete
Skordetid NIT-Ergo REF-Ergo NIT-Ergo REF-Ergo NIT-Ergo  REF-Ergo NIT-Ergo REF-Ergo
tidig 9 5 6 6 21 18 13 10
normal 12 7 12 7 21 20 12 11
sen 20 16 15 12 20 19 11 8

Mikrobiologiska analyser utférdes pa proverna sogstut 2008. Sambandet var har ganska
svagt mellan ergosterol och Fusariumforekomst. iurséorekomsten steg inte pa samma satt
som ergosterolvarden mellan forsta och sista skitifdiet.

Ingen effekt av torkning noterades varken pa NIgeeeller REF-Ergo vardena, trots att det var
ganska stor skillnad i vattenhalt mellan otorkade rkade prover.
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Diskussion

Undersokningen visar tydligt att de sortskillnabéde i hostvete och korn som noteras med hjalp
av NIT-Ergo motsvaras av liknande skillnader avandet galler REF-Ergo. Daremot maste
NIT-Ergo vardena battre anpassas till REF-Ergo eidiid/avete. Ett arbete som paborjats inom
samarbetsprojektet ErgoNET. Det finns ocksa en kappill sorternas kanslighet for
Fusariuminfektion matt som andelen karnor infeldermmed Fusarium. Framforallt galler detta
vid utlagg av ytsteriliserade karnor pa CZID-agstt.man inte far lika tydligt samband mot
Fusariumutvaxt pa osterila karnor kan ha att géed att man har far med konkurrensférmagan
for respektive slakte jamfort med andra. Som exém@en sort som utmarker sig bade nar det
galler NIT-Ergo och Fusariumkéanslighet kan namnakl€y som hade hiégre NIT-Ergo varden
an genomsnittet och aven visat sig tillhora dees@dm ar mest kénsliga for Fusariuminfektion
(Lise Nistrup-Jorgensen, pers. komm.). Detta hanawsats i pagaende projekt dar olika sorters
Fusariumkanslighet testas. Man kan aven noteideatkornsort som hade den hdgsta halten
ergosterol (Sebastian) &ven visat sig uppvisa prolvhed sprickbildning (CG Pettersson, pers.
komm.) vilket kan vara en inkdrsport for Fusariufektion. Att man framforallt mater graden av
Fusariuminfektion med NIT-Ergometoden visas aveataman inte finner nagot samband
mellan infektionsgrad for andra svampar och ergobktatt prover med hdgre inblandning av
ograsfron gav hogre varden bade for NIT-Ergo oclirEEgo kan troligen da forklaras av att
ograsfron har storre yta i relation till volym gmasnmalskarnor och darmed mer utsatta for
svampinfektion &n spannmalskarnor. Daremot verkasain om de forhojda proteinhalterna som
man uppnar i godslingsforsok kan ge artefakteesisd fall var dock mycket stora skillnader i
proteinhalt mellan de olika leden i férs6ken. Exetajs varierade proteinhalten mellan 8,4 och
12,9 % mellan lagsta och hogsta N-givan (0-240 KwpNi forsoket 03h099. Detta tyder pa visst
overlapp mellan de vaglangder som utnyttjas fodigt@n av protein och ergosterol och ev. kan
man genom att lagga in flera prover fran sortforsa inte skiljer sig pa annat satt an
proteinhalten paverka ergosterol-prediktionernatpwsDaremot verkar inte detta fenomen
varas a patagligt nar det galler vattenhaltsskdémaProjektet har ocksa tydligt visat pa
effekterna av fordrojd skord. Har var ergosterdbrala mer féljsamma jamfort med matningarna
av Fusariuminfektion. Intressant att notera varsacktt en vat period fore skord resulterade i
hogre ergosterolvarden vid skord i borjan av alugirsen torr juli-manad.

Slutsatser

» Sortskillnader som registreras med NIT-Ergo metadetsvaras av liknande skillnader i
svampbiomassa uppmatts med referensmetoden REF-Ergo

» Detsamma tycks gélla for skillnader som upptradeolika mycket ograsinblandning

« Daremot kan kvavegodsling ge hojda varden pa NigeB#rden som inte motsvaras av
hojningar av REF-Ergo varden

* NIT-Ergo verkar vara kopplat till infektion éwsarium. | mindre grad, eller inte alls till
andra forekommande svamparter

« Fordrojd skord ger tydlig effekt bade pa NIT-ErgthdREF-Ergo och detta kan vara
kopplat till nederbérdsméangden.

* NIT-Ergo avlasningen ar inte kanslig for skillnadeattenhalter.

« | varvete maste NIT-Ergo metoden anpassas battt&rREaB-Ergovarden for att kunna
anvandas for riskvardering.



Resultatférmedling till naringen

Resultaten har rapporterats vid Vaxtskyddskonfenen®/axjo 2009. Ett féredrag med titeln
"Ergosterol — indirekt bestamning av svampforekori{sin halterna paverkas av
odlingsatgarder?” presenterades dar.
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