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Sammanfattning

Risken for infektion av viaxtpatogena svampar kommer troligen att bli hogre i Sverige i och med
klimatférandringar som skapar en mer gynnsam miljo for infektion och tillvixt av svampar.
Alternaria ar en vanligt forekommande vaxtpatogen virlden dver och kan orsaka sjukdomarna
sotdagg och “black point” i spannmal. Vid infektion produceras i vissa fall mykotoxiner som kan
vara hélsofarligt vid konsumtion. Félt kraftigt drabbade av sotdagg observerades 2006 och ater
igen 2023. For att undersoka vilka sektioner av Alternaria som &r mest forekommande i Sverige
samt undersoka halten av mykotoxiner samlades spannmaélsprover in fran infekterade
spannmalspartier 2023. I detta arbete undersoktes kiarnorna for bedémning av infektionsgrad,
sektionsforedelning och toxinhalt. Resultatet visade att infektionsgraden varierade mellan 10—
100% med en median p& 90% och att den mest forekommande sektionen var Alternaria sektion
Infectoriae. Toxinanalysen visade att fem av de mest forekommande Alfernaria-toxinerna
aterfanns med varierande koncentrationer i majoriteten av proverna dér Alternariol var den mest
forekommande toxinet. Det visar pa en dkad risk for Alternaria-toxiner i svensk spannmal.

Nyckelord: Alternaria sektion Alternaria, Alternaria sektion Infectoriae, mykotoxiner, sotdagg.



Abstract

The risk of infection by plant pathogenic fungi is expected to increase in Sweden due to climate
changes, which create more favourable conditions for fungi growth and infection. Alternaria is a
globally prevalent plant pathogen that can cause the diseases sooty mould and black point in
cereal. In infected grain, Alternaria sections may produce mycotoxins, which pose potential health
risks upon consumption. Fields affected by sooty mould was observed in 2006 and again in 2023.
To investigate which sections of Alternaria are most prevalent in Sweden and to determine the
concentration of the associated mycotoxins, cereal samples were collected from infected grain lots
in 2023. In this study, the kernels were analysed to assess extent of infection, distribution of
sections, and toxin concentration. The result show that the extent of infection ranged from 10% to
100% of kernels with a median of 90%, and that the most dominant Alternaria section was
Alternaria section Infectoriae. The toxin analyses revealed the presence of five Alternaria toxins
in most of the samples, with Alternariol being the most abundant. This indicates an increasing risk
of mycotoxins in Swedish cereals.

Keywords: Alternaria section Alternaria, Alternaria section Infectoriae, mycotoxins, sooty mould
(mold).
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1. Inledning

Infektion av olika vixtpatogena svampar kommer troligen att bli vanligare 1
Sverige 1 och med den globala uppvirmningen som skapar ett mer gynnsamt
klimat for infektion och tillvaxt (Puvaca et al. u.4.). Sliktet Alternaria ir en
vanligt forekommande véxtpatogen varlden 6ver (Thomma 2003). I spannmal
orsakas infektion framst av tva sektioner, Alternaria sektion Alternaria och
Alternaria sektion Infectoriae som béada kan ge upphov till sjukdomarna sotdagg
och ”black point”. Angreppen paverkar framst den fotosyntetiska formégan men
kan dven ge negativa effekter pa kiirn- och groningskvalitet (Unal & Cakir u.4.).
Sektion Alternaria kan vid infektion pa spannmal producera flera olika
mykotoxiner som vid konsumtion kan vara toxiska for ménniskor och djur (EFSA
2011). EU kommissionen publicerade 2022 en ny rekommendation (2022/553)
om att Overvaka halten A/ternaria-toxiner i livsmedel (European Commission
2022). I Europa kan Alternaria-toxiner framst vara farliga for spadbarn och
smabarn eftersom de ofta iter en kost riklig pa spannmal. Aven en viixtbaserad
kost okar risken for hog ackumulering av Alternaria-toxiner (EFSA et al. 2016).

Vid 6kad risk for infektion av svampar pa spannmal 6kar dven risken for
mykotoxiner i svenskproducerade vixtbaserade livsmedel vid angrepp av
mykotoxinproducerande svampar (Puvaca et al. u.a.). I Sverige sdgs kraftigt
drabbade filt av sotdagg och troligen ’black point” 2006 och ater igen 2023. For
att skapa en uppfattning av toxinprofilen och vilka Alternaria-sektioner som finns
1 svensk spannmal samlades 25 spannmalsprover in fran drabbade partier vid
spannmalsmottagningen 2023.

I detta arbete undersoktes de insamlade vixtproverna laborativt genom inkubering
av mjol- och kdrnprover pa agar och isolering av Alternaria med syfte att besvara
fragestéllningarna (1) Vad ar infektionsgraden av Alternaria i
spannmélsproverna? (2) Vad dr férekomsten av sektionerna Alternaria och
Infectoriae 1 spannmalsproverna? En toxinanalys pa spannmalsproverna gjordes
2023 pa Cranfield University for att besvara fragestdllningen (3) Vad ér
koncentrationen av 6 utvalda A/ternaria-toxiner i spannmalsproverna?
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2. Bakgrund

2.1 Alternaria spp.

Alternaria ar ett sldkte svampar som bestar av over 250 arter och ar vanligt
forekommande vérlden 6ver. De flesta arter kan véxa saprotrofiskt och dven
orsaka olika véxtsjukdomar hos de flesta odlade grodorna (Thomma 2003). I
manga spannmalgrodor ar Alternaria en av de vanligast forekommande
vixtpatogenerna och i ldnder dér forekomsten har undersokts var uppskattningsvis
90% av spannmélet drabbat (Pinto & Patriarca 2017). Merparten Alternaria-arter
som kan orsaka vixtsjukdomar foljer samma infektionsmdnster och har liknande
livscykler, trots taxonomiska olikheter. Alternaria producerar inga kinda sexuella
sporer utan utvecklar konidier, som dr asexuella sporer, som formar kedjor som
kan vara grenade eller ogrenade. Konidierna karaktériseras av att vara relativt
stora och har ofta morkt pigmenterad cellvigg av melanin som dven stirker
cellvidggarna och ger sporerna skydd. Konidierna kan ha bade longitudinella och
transversella septa som skiljer cellerna 4t och dr oftast tjockast i botten och
avsmalnade i den apikala dndan vilket ger sporerna sitt karaktériserande
klubbliknande utseende. Svampen &r en relativt svag védxtpatogen som ofta
angriper véxter med nedsatt forsvar som framst beror pa forsvagad vivnad pa
grund av faktorer som innefattar stress, dldrande eller direkt skada. A/ternaria kan
Overleva lange i1 form av sporer eller mycel 1 dott vixtmaterial eller som latent
infektion 1 fron. Sporerna sprids frimst med vinden och orsakar infektion nér de
landar pa en véardvéxt. Nér sporer gror penetrerar groddslang stomata eller
kutikula och vixer in 1 vixtvivnaden. Vid tillvixt av svampen efter
primérinfektion kan det bildas mork beldggning eller nekrotiska fldckar beroende
pa Alternaria-art (Figur 1) (Thomma 2003). Alternaria karaktiriseras dven av att
de ofta kan producera mykotoxiner (Patriarca et al. 2019).

Tidigare har sliktet Alternaria delats in taxonomiskt baserat pa morfologiska
karaktdrer som utgatt fran konidiernas form, farg, hur cellerna i en konidia ar
placerade och mdnster péd sporbildningen (Lawrence et al. 2015). Manga
smasporiga Alternaria-arter som vanligen infekterar livsmedel &r svéra att
fysiologiskt kategorisera eftersom de morfologiskt ar lika (Patriarca et al. 2019).
Det beror till stor del pa att Alternaria inte har sexuella sporer och ménga arter
uppvisar fenotypisk plasticitet, vilket kan leda till att tillvixt inom samma art
skiljer sig &t och olika arter kan vara mer lika beroende pd anpassningar till
omgivningen (Dettman & and Eggertson 2022). I och med nya analysmetoder for
att kategorisera arter taxonomiskt som fylogenetisk och molekylér bestdimning har
man omdefinierat hur Alternaria delas in (Pinto & Patriarca 2017). I en nyare
studie har Alternaria delats in 1 27 sektioner som alternativ till arter eftersom det
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framkom att manga arter var genetiskt ndra besldktade. I de nya sektionerna delas
arter in baserat pa taxonomiska och fysiologiska likheter (Woudenberg et al.
2013).

De Alternaria-arter som primart infekterar spannmal &r A. alternata, A.
arborescens, A. tenuissima och A. infectoria (Andersen & Thrane; Samson et al.
2004). I den sektionsbaserade taxonomiska klassificeringen av Alternaria-arter
ingér A. alternata, A. arborescens och A. tenuissima 1 sektion Alternaria och A.
Infectoria ingér 1 sektion Infectoriae. Det innebér att de sektioner som framst
infekterar spannmal &r sektion Infectoriae och sektion Alternaria enligt det
sektionsbaserade klassificeringssystemet (Woudenberg et al. 2015).

Sporer gror och orsakar

wi virdvixt
\ A
R

Sporer som vixt pa
virdvaxt sprids med vind
och infekterar fler
virdvixter

Sporer sprids med vinden
och landar pé virdvaxt

Konidier borjar vixa,
sektion Alternaria

%
(vénster) och sektion < %
Infectoriae (hoger) Pé spannmal utvecklas
A vanligen sotdagg (vinster)
‘ﬂ \E\J a och/eller "black point”
L A0 f (hoger)
W ¢ R b =

a Sporer och mycel
Overvintrar pa dott
vixtmaterial eller som
latent infektion i kdrnan

e

Figur 1. Livscykel for Alternaria i spannmadl.

2.2 Sotdagg

Sotdagg ar en vanligt forekommande viaxtsjukdom som orsakas av flera olika
svampar inom divisionen Ascomycota, varav de flesta tillhor klassen
Dothideomycota. Globalt sett dr utbrott vanliga i tropiska, subtropiska och varma
tempererade omraden och kommer troligen bli vanligare i tempererade omréaden 1
och med global uppvarmning (Chomnunti et al. 2014). Vilka svampar som ingar i
ett sjukdomsutbrott av sotdagg varierar mycket globalt och beror pa faktorer som
klimat, viader och virdvéxt. Vid sjukdom bildas en mork beldggning pa den
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angripna vaxtdelen eftersom de flesta svampar som orsakar sotdagg karakteriseras
av konidier och hyfter som har cellviggar med det morka pigmentet melanin.
Beldggningen paverkar vixten negativt genom att minska den fotosyntetiska
forméagan samt i viss utstrickning minska gasutbytet. Svamparna ar overviagande
saprotrofa, vilket innebér att de lever pa dott organiskt material. Vid infektion pa
en virdvixt lever de frimst pd honungsdagg som utsondras fran insekter inom
ordningen homoptera (véxtsugare) och olika &mnen som utsondras fran véixten
(Flessa et al. 2021).

I spannmal angrips oftast blad eller ax, och vanliga svampslédkten att orsaka
sotdagg 1 spannmal dr Cladosporium, Alternaria och Cochliobolus. Inom sliktet
Alternaria dr det framst sektionerna Alternaria och Infectoriae som orsakar
sotdagg i spannmal. Sporerna sprids med vinden och infektion gynnas av hog
luftfuktighet och regn i DC 71-87 (mjélkmognad-degmognad) (Unal & Cakir
u.d.). I en studie utford i Iran gjord pa vete- och kornkédrnor drabbade av sotdagg
dér Alternaria isolerats var sektion Infectoriae vanligast forekommande
(Poursafar et al. 2018). Pa engelska anvénds termen “black head” for att beskriva
sotdagg pa spannmal. Typiska symptom &r svart beldggning pa ax som ger en
mork firg samt morka flickar pa bladen (Unal & Cakir u.d.).

2.2.1 Black point

Alternaria kan dven orsaka en ytterligare vixtsjukdom i spannmal som pé
engelska heter “black point”. Vid angrepp ér det kdrnorna som infekteras vilket
resulterar i en morknande férg, framfor allt vid basen. Sjukdomen paverkar karn-
och groninskvaliteter och kan bidra till nedgradering av skdrdat spannmél (Unal
& Cakir u.4.). En studie utford i Italien pa vetekdrnor som uppvisade symptom pa
”black point” dar Alternaria isolerades visade att majoriteten tillhdrde sektionerna
sektion Alternaria och sektion Infectoriae (Masiello et al. 2020). En annan studie
utford pa vete som uppvisade symptom av “black point” i Kazakstan visade ocksa
att det framst ar sektion Alternaria och sektion Infectoriae som orsakade
sjukdomen (Turzhanova et al. 2020).

2.3 Mykotoxiner

Mykotoxiner dr sekundédra metaboliter som ofta dr sméa och stabila molekyler som
kan orsaka hélsoproblem for ménniskor och djur vid konsumtion. De tillkommer
till livsmedel och foder nir jordbruksgrodor drabbas av svampsjukdomar som
orsakas av svampslékten som ar mykotoxinproducerande. Globalt uppskattas att
omkring 25% av livsmedel och foder innehdller mykotoxiner som vid konsumtion
kan vara cancerogena, mutagena, teratologiska, hepatoxiska, immunotoxiska,
nefrotoxiska och neurotoxiska. Vid hoga halter av mykotoxiner i1 foder finns risk
att de dven ackumuleras 1 animalieprodukter och eftersom de ofta &r stabila
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molekyler forstors de inte av vanliga tillagningsprocesser. Mykotoxiner
produceras framst av svampar inom sliakterna Aspergillus, Fusarium, Penicillium
och Alternaria. Faktorer som paverkar produktionen av mykotoxiner ar
vardvéxtens mottaglighet, geografiskt plats och klimatbetingelser. Om den
infekterade véxten har ett nedsatt forsvar pa grund av stressfaktorer sdsom brist pa
ndringsdmnen, vattenbrist, syrebrist eller angrepp av véxtskadegorare okar risken
for att mer mykotoxiner produceras. Mykotoxiner kan produceras bade i filt och
vid lagring (Moretti et al. 2017).

Det ér relativt vanligt att spannmalsgrodor far svampinfektioner, vilket dels beror
pa odlingsatgirder som kort véxtfoljd och reducerad jordbearbetning, dels
abiotiska faktorer som vider dér de flesta svampar som infekterar spannmal
gynnas av fuktigt och varmt klimat, sdrskilt vid blomning och skord (Rozewicz et
al. 2021). Efter skord &r det dven vanligt att kdrnor lagras ldnge, vilket kan leda
till 6kad risk for tillvixt av mykotoxinproducerande svampar (FelSociova et al.
2021). Att spannmal ar ett livsmedel med hog risk for mykotoxiner utgér en
riskfaktor for vérldshélsan eftersom spannmal utgér majoriteten av energiintaget
for stora delar av virldens befolkning. Koncentrationen och diversiteten av
mykotoxiner i spannmal beror dels pé lagring, klimat och temperatur, dels pa
fysikaliska och kemiska egenskaper i kirnan sdsom pH, kemisk sammanséttning
och vattenhalt (Khodaei et al. 2021).

2.3.1 Alternaria-toxiner

Det finns 70 kdnda mykotoxiner som produceras av svampar inom sléktet
Alternaria. Toxinerna kan vara vérdspecifika, HST (Host specific toxin) eller
icke-vérdspecifika, nHSTs (non-host-specific toxin) och delas in i fem klasser
baserat pa kemiskt struktur. Klasser dr: (1) dibenzopyronderivat som inkluderar,
AOH (Alternariol), AME (Alternariol-monometyleter) och ALT (Altenuen), (2)
tetramiksyraderivat som inkluderar, TeA (Tenuazonsyra) och iso-TeA (iso-
Tenuazonsyra), (3) med ursprung fran perylen, som inkluderar ATX-1, ATX-II
och ATX-III (Altertoxin I, II, and III), (4) Alternaria alternata f. sp. lycopersici,
som inkluderar AAL- ,TA1-, TA2-, TBI- och TB2- toxiner (TA1, TA2, TBI och
TB2), (5) ett brett spektrum av olika kemiska strukturer, som inkluderar TEN
(Tentoxin), iso-Ten (iso-Tenoxin) och DHT (Dihydrotenoxin) (Meena & Samal
2019).

En studie gjord pa forekomsten av sekundira metaboliter producerade av sektion
Infectoriae respektive sektion Alternaria 1 argentinska livsmedel visade att sektion
Infectoriae inte producerade ndgra av de vanliga Alternaria-toxinerna medan
sektion Alternaria producerade mykotoxiner. De mest forekommande Alternaria-
toxiner som sektion Alternaria producerade var AOH, AME, TeA, ALT, och TEN
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(Patriarca et al. 2019). Alternaria-toxiner som kommer fran perylen (klass 3) och
omfattar toxinerna ATX-I, ATX-II och ATX-III visade sig produceras av bade
sektion Alternaria och sektion Infectoriae 1 en studie gjord pa sekundéra
metaboliter producerade av smasporig Alternaria (Zwickel et al. 2018).

EFSA (European Food Safety Authority) utférde en utredning 2011 for att dels
undersoka forekomsten av Alternaria-toxiner i livsmedel och foder, dels
undersdka koncentrationerna av toxinerna for att bedoma hélsorisker for
ménniskor och djur vid konsumtion. Resultatet visade att AOH och AME var 6ver
TTC (threshold of toxicological concern) for livsmedel vilket visar pa att
toxinerna kan utgdra en halsorisk for mianniskor. For AOH och AME ar TTC 2,5
ng/kg kroppsvikt och dag (EFSA 2011).
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3. Material och metod

3.1 Litteratursokning

En litteratursokning gjordes genom att soka efter vetenskapliga artiklar pa
databaserna Google Scholar och Web of Sience. S6kord som anvédndes innefattade
”Alternaria toxins”, "Alternaria cereal”, “Alternaria taxonomy”, "Mycotoxins”
”Sooty Mould (Mold)”, ”Black point”. I litteratursammanstéllningen inkluderades

dven artiklar som rekommenderats frdn handledare och bitrddande handledare.

3.2 Insamling av vaxtmaterial

Vid spannmaélsmottagningen i september 2023 samlade medlemsforetag i
branchorganisationen Foder och Spannmél in prover pa ca 1,5 kg for att
representera partier som var kraftigt drabbade av sotdagg. Proverna skickades till
SVA dir 100 kérnor frén varje prov togs ut och forvarandes 1 frys (-20°C) for
senare mykologisk analys. Proverna kom fran olika spannmalsgrodor (vete, korn
och havre) fran olika delar av syd- och mellansverige.

3.3 Bedodmning av Alternaria-infektion

Samtliga spannmélsprover delades upp, och en del maldes till mjdl for
toxinanalys och en del sparades som kérnor for taxonomisk bestdimning. Fran
varje insamlat spannmalsprov anvindes kdrnproverna for att undersoka
infektionsgraden av Alternaria samt att sektionsbestimma isolat. For att
undersdka om mjolprover kan anvindas for taxonomisk bestdmning och jamfora
skillnader mellan mjolprover med kidrnprover 1 svamptillvixt och sammanséttning
av svampslikten valdes fyra mjolprover ut slumpmaéssigt.

3.3.1 Infektionsgrad av Alternaria

Karnprov

Frén varje prov valdes 50 kdrnor ut slumpmaéssigt och ytsteriliserades for att ta
bort eventuella svampsporer pé utsidan av kirnorna men som ej infekterat insidan
av kédrnorna. Forst skoljdes kdrnorna 1 vatten och for att ytsteriliseras rordes
kérnorna runt i natriumhypoklorit (0,4% tillgédngligt klor) i 2 minuter. Per
petriskal placerades 10 kérnor ut jaimnt férdelat pA DCMA (Dichloran
chloramphenicol maltagarpetriskalar; maltextrakt 10 g, dichloran 2 mg,
chloramphenicol 0,1 g, agar 12 g, destillerat vatten 1 1). Agarplattorna med karnor
inkuberades sedan under ljusror med vitt ljus respektive UV-ljus som var paslagna
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under 8 timmar per dygn och avstingda 16 timmar per dygn i 25°C under 5-8
dagar (Figur 2).

Figur 2. Exempel pa plattor som inkuberas i ljuscykel med
8 timmars ljus och 16 timmar mérker per dygn.

Kérnorna undersoktes i stereolupp och antalet kirnor med Alternaria-tillvaxt
bestdmdes genom morfologisk karaktarisering. Kédrnor med Alternaria-tillvaxt
uppvisade karakteristisk spormorfologi med svarta konidier som formar kedjor,
med eller utan forgreningar (Figur 3), (Figur 4), (Figur 5), (Figur 6).

Figur 3. Exempel pa agarplatta déir Figur 4. Exempel pa agarplatta dir
kornkdrnor har placerats péa DCMA och vetekdrnor har placerats pd DCMA och
inkuberats under ljus (8 h ljus/16 h inkuberats under ljus (8 h ljus/ 16 h
morker) i 25°C i 67 dagar. Prov 15. morker) i 25°C i 5—7 dagar. Prov 13.
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Figur 5. Exempel pd Alternaria-konidier Figur 6. Exempel pd Alternaria-konidier
som véxter pd en kornkdrna (svart pd som vixter pd en vetekdrna (svart pd
kérnan). kérnan).

Mjélprov

Fran fyra insamlade spannmalsprover dir kirnorna malts till mj6l vigdes 10 g
mjol upp vardera och homogeniserades med 90 g peptonvatten (0,1%) med en
Stomacher® 400 under 1 minut. Suspensionen fick koncentration 10! g/ml
mjolprov:peptonvatten och en spadningsserie utfordes till koncentrationen

1 % 1075 g/ml. Fran varje koncentration och spannmalsprov tillfordes 0,1 ml
suspension till totalt 20 petriskalar med DCMA. Suspensionen racklades ut jamt
over petriskdlen och inkuberades sedan under ljus (8 h ljus/16 mérker) 1 25°C
under 7 dagar. Fran varje platta observerades antalet kolonier av Alternaria samt
eventuella ovrig svamptillvaxt (Figur 7), (Figur 8). Baserat pa antalet kolonier
riknades méangden Alternaria-sporer i vaxtprovet enligt ekvation (1).

Koncentrationen av sporer ges av

_ ZCy
Wy

(1)

Dir y ar sporkoncentrationen uttryckt i antal sporer/massa prov [antal/g], C,, dr
antalet kolonier per petriskdl [antal] och W, &r den korresponderande
provvolymen uttryckt i massa prov/volym [g/ml] spddningsmedium.
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Figur 7. Exempel pd agarplatta med Figur 8. Exempel pd agarplatta med

mjolprov. Prov 10 med spddning mjélprov. Prov 19 med spddning (1*10)(-
(1*10)\-3) g/l som vixt pd DCMA. 3) g/l som viixt pad DCMA. Observerbara
Observerbara kolonier av Alternaria (grd) kolonier av Alternaria (grd) och

och Cladosporium (svarta) samt Cladosporium (svarta) samt oidentifierade
oidentifierade vita kolonier. vita och gula kolonier.

3.3.2 Isolering av Alternaria-kolonier

Kdrnprov

Totalt 10 kirnor med tillvaxt av Alternaria per prov valdes ut slumpmaissigt.
Sporer och mycel ympades 6ver med en ympnal och streck- och punktiokulerades
pa DCMA. Agarplattorna med de ympade isolaten inkuberades i 25°C (8 h ljus/16
morker) under 6-8 dagar (Figur 9), (Figur 10).

Fran varje prov anvindes en ympnal for att punktinokulera en Alternaria-koloni
till DCMA och DRYES (Dichloran Rose bengal Yeast Extract Sucrose agar;
jastextrakt 20 g, Sackaros 150 g, Dichloran 2 mg, Rose bengal 25 mg,
Chloramphenicol 0,1 g, agar 20 g, avjoniserat vatten 1 1) (DRYES; Pitt &
Hocking 1997). DCMA plattorna inkuberades i 25°C (8 h 1jus/16 mdrker) och
DRYES plattorna i 25°C (morker) under 68 dagar.

Mjélprov

Frén fem kolonier av Alternaria per prov ympades sporer och mycel 6ver med en
steril ympnal och dubbelpunktiokulerades till DCMA och DRYES. Om det fanns
mindre dn fem kolonier av Alternaria isolerades alla som fanns. Agarplattorna
med de ympade isolaten inkuberades i ljus (8 h ljus/16 morker) for DCMA eller
mork for DRYES i 25°C under 68 dagar.
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Figur 9. Exempel pd agarplatta med isolat Figur 10. Exempel pd agarplatta med

fran kdrnprov som punkt- och isolat frdan kdrnprov som punkt- och
streckinokulerats till DCMA. Prov 6. streckinokulerats till DCMA. Prov 23.
Observerbara kolonier av Alternaria (grd) Observerbara kolonier av Alternaria (grd)
och oidentifierade kolonier (brun och gul). och oidentifierade kolonier (réd och gul).

3.3.3 Identifiering av Alternaria till sektion

For varje spannmalsprov och koloni av kdrnprov och mjdlprov observerades
fargen pa kolonin pa DRYES dar vit innebér att det dr sektion Infectoriae och
koloni med mork och graaktig farg innebar att det dr sektion Alternaria (Figur
14), (Figur 13), (Figur 11), (Figur 12) (Samson et al. 2010). Kolonierna som véxt
pa DCMA undersoktes i stereolupp med transmitterande ljus (ljuskélla underifran)
for att faststilla att det var en Alternaria-koloni genom morfologisk bestimning
av sporer. Varje koloni som blev mork pA DRYES undersoktes dven 1 mikroskop
genom att ta tejprover fran korresponderande koloni som vixt pA DCMA for att
bekrifta att det var sektion Alternaria. Ett urval av de kolonier som blivit vita pa
DRYES undersoktes dven i mikroskop for att sdkra att det dr sektion Infectoriae.
(Figur 15), (Figur 16).

I mikroskop soktes efter spormdnster, tillvixtmonster och konidier som dr
karakteristiska for respektive sektion av Alternaria for att bekrifta fargen att pa
DRYES stidmde som identifiering av sektion. Bade narvaron och avsaknaden av
typiska monster frén respektive sektion anvindes for bedomning. Sektion
Infectoriae sérskiljer sig genom att konidier kan véxta fran en boj 1 mycelet samt
har ett tillvixtmonster som grenar sig 1 v-liknande monster. Det kan dven finnas
langa band med omogna konidier (Figur 15). For sektion Alternaria varierar
tillvixtmonstret mellan olika arter inom sektionen. Vissa arter sérskiljer sig
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genom ett kompakt tillvixtmonster dér forgreningar av konidier ser ut som

buskar. Andra arter sdrskiljer sig genom langa parliknande band av fullt
utvecklade konidier (Simmons 2007 se Samson et al. 2010).

Figur 14. Exempel pd agarplatta med
isolat som punktinokulerats frdn en
Alternaria-koloni som odlats pa DCMA
fran kdrnprov. Prov 10 som vixt pd
DCMA, observerbara kolonier av sektion
Infectoriae (grd).

Figur 11. Exempel pd agarplatta med
isolat som punktinokulerats frdan en
Alternaria-koloni som odlats pa DCMA
fran kdrnprov. Prov 12 som vixt pd
DCMA, observerbara kolonier av sektion
Infectoriae (6verst) och sektion Alternaria
(under).
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Figur 13. Exempel pd agarplatta med
isolat som punktinokulerats fran en
Alternaria-koloni som odlats pa DCMA
frdn kdarnprov. Prov 19 som vixt pd
DRYES, observerbara kolonier av sektion
Infectoriae (vit).

Figur 12. Exempel pd agarplatta med
isolat som punktinokulerats frdan en
Alternaria-koloni som odlats pa DCMA
fran kdrnprov. Prov 12 som vixt pd
DRYES, observerbara kolonier av sektion
Infectoriae (vit) och sektion Alternaria
(brun).



Figur 15. Exempel pd sporer frdan sektion Figur 16. Exempel pd sporer firdn sektion
Infectoriae i mikroskop firdn en Alternaria- Alternaria i mikroskop frdn en Alternaria-
koloni som vdixt pd DCMA. koloni som viixt pd DCMA.

3.4 Toxinanalys

Totalt 25 insamlade véxtprover och tre blanka prover (prover utan tydligt angrepp
av sotdagg) analyserades pd Cranfield Univeristy av Andrea Patriarca for ndrvaro
av 6 Alternaria-toxiner (AOH, AME, TeA, ALT, ATX-I, TEN). Metoden som
anvindes for att analysera nirvaron av toxiner var en optimering av en metod som
utvecklats av Walravens et al. (2014) och Sulyok et al. (2020).

Proverna homogeniserades och 2,500 g (£0,0025) av varje prov vagdes upp och
extraherades med 12,5 ml av acetonitril:vatten:édttiksyra (79:19.5:1.5,v/v/v) 1 60
min. Blandningen centrifugerades sedan (3000 x g, 10 min) och filtrerades genom
Whatman-papper 2V. Extraktionerna avfettades tva ganger med 5 ml hexan och 4
ml av vattenfasen overfordes till ett ror och torkades med en strém av
kvavetorkande gas 1 40°C. Det av proverna som var kvar efter torkning 19stes
sedan upp i 200 pl av mobila faserna A:B (70:30, v/v) och virvlades kraftigt samt
centrifugerades pa 13,000 rpm under 15 min. Fran varje prov togs 100 pul och
fordes over till en HPLC-flaska och forvarades i -20°C till vidare analys.

Standardiserad isotopmirkning U-['3C1¢]-Tenuazonsyra och U-['3C4]-Alternariol
anvindes 1 syfte att kvantifiera analysen. Linjdra samband faststilldes genom att
anvinda MMC-kurvor (matrismatchad kalibrering) samt anvdnda blanka prover
pa 6 olika koncentrationer (0,25-50 pg/kg) for de tre olika spannmalsslagens
matriser. Gransvérdarna for LOD (Limits of detection) och LOQ (Limits of
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quantification) faststélldes genom att anvinda MMC-kurvorna pé 5 olika
koncentrationer for varje undersokt matris.

Proverna analyserades med UHPLC-MS/MS (hogpresterande vétskekromatograf-
tandemmasspektrometri) i ett gTRAP-LCMS 6500+ system (Exion Series) som
var kopplat med IonDrive™ Turbo Spray (bida Sciex Technologies, Warrington,
UK). Datainsamling utférdes med Analyst® version 1.6.3 och kvantifiering
utfordes genom att anvinda MultiQuant™ v. 3.0.3. Kromatografiseparation
uppndddes genom att anvéinda en Waters HSS 2,1 x 100mm, 1,8p C18 kolumn.
Kolumn-och autsamplertemperatur var 40°C respektive 15°C. Den mobila fasen
utgjordes av A (vatten:1% dttiksyra, 99:1, v/v), och B (acetonitril: 1% attiksyra,
99:1, v/v). Flodeshastigheten var 0,4 ml/min och elueringsgradienten var 5% B
under 0,5 min och 6kades till 30% B under 1 min och 6kades sedan linjart till
35% B under 1-4 min. 80% B uppnaddes efter 4-6 min och upprittholls tills 6,6
min och 100% B uppnéddes mellan 6,67 min. En isokratisk fas av 100% B
upprittholls under 9 min och sedan uppstod édter jamvikt i kolumnen vilket
resulterade i en tid pa totalt 12 min. Injektionsvolymen var 5 pl.

ESI-MS/MS (elektrosprejjonisering-tandemmasspektrometri) utférdes i multipel
reaktionsdvervakningslige (SMRM) 1 bade positiv och negativ polaritet. MS/MS
instrumentella parametrar optimerades genom direkt infusion av stimningsvitska
(10 ng/ul) for varje analyt som var upplost i metanol/ultrarent vatten (50/50; v/v,
0,1% myrsyra). MRM-0vergéngar, den optimala konspénningen och vald
kollisionsenergi for varje dvergang samt retentionstiden (Rt) for varje toxin
presenteras i (Tabell 1). Den forsta 6vergdngen som korresponderar till den jonen
som var mest forekommande anvindes for att kvantifiera analysen och den nist
med forkommande jonen anvéndes for att konfirmera analysen. Instéllningarna
for ESI var; kdlltemperatur 300°C, gardingasen (CUR) 35 psi, mantelgas (gas med
hogladdade droppar) 40 psi, nebuliserande gas 60 psi, jonspray med spanningen
+4500 V.
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Tabell 1. Optimerade LC-MS/MS instrumentella parametrar for Alternaria-toxiner och
forhdllandet mellan massa och laddning (m/z) for 6 toxiner (AOH, AME, TeA, ALT, ATX-
I, TEN). De optimerade parametrarna utgérs av Rt (Retention time), DP (Declustering
potential), EP (Entrance Potential), CE (Collision Energy) och CXP (Collision cell exit
potential). Standardiserad isotopmdrkning for U-["Cyo]-Tenuazonsyra och U-[C}4]-
Alternariol.

Toxin Foregéngsjon  Produktjon DP EP CE CXP Rt (min)
(m/z) (m/z)
AOH 256,8 2123 -110  -10 -32 21 4,84
256,8 2147 -110  -10 -36 -36 4,84
AME 271,0 256,0 -10 -10 -25 -10 6,27
271,0 227,8 -14 -10 -35 -10 6,27
TeA 195,7 138,7 -150  -10 -26 -15 4,33
195,7 111,7 -150  -10 -32 -13 4,33
ALT 293,0 256,9 46 10 23 28 3,61
293,0 275,0 46 10 11 16 3,61
ATX-1 350,8 314,7 -125  -10 -22 -31 4,68
350,8 296,7 -125 -10 -36 -45 4,68
TEN 412.9 140,8 -115  -10 -26 -17 5,48
412.9 270,8 -115  -10 -22 -13 5,48
13C10-Tenuazonsyra 205.,8 144,7 -100  -10 -28 -15 4,33
13C14-Alternariol 270,8 225,5 -140  -10 -32 -25 4,83

3.5 Dataanalys

Undersokningen av infektionsgrad av Alternaria, identifiering av Alternaria till
sektion och koncentrationen av Alfernaria-toxiner var obalanserad 1 sin design
eftersom spannmalsproverna valdes ut frén partier som uppvisade kraftiga
symptom av sotdagg. Spannmalsproverna som undersoktes var darfor
hogriskprover och inte slumpmaéssigt utvalda vilket innebér att designen begransar
mojligheten att utfOra statistiska analyser pd insamlad data. Fran insamlade data
undersoktes trender och samband mellan Alternaria-toxiner, Alternaria-
forekomst, Alternaria-sektion samt skillnader mellan mjol- och kédrnprov.
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4. Resultat

4.1 Alternaria och Alternaria-toxiner i svensk spannmal

Tabell 2. Alternaria-forekomst uttryckt i procent for 25 insamlade spannmdlsprover,
antalet isolerade kolonier som bestimdes till sektion Alternaria respektive sektion
Infectoriae. (<) innebdr 0 observerade Alternaria-kolonier. Koncentrationen (ug/kg) av 6
Alternaria-foxiner som produceras av sektion Alternaria (AOH, AME, TeA, ALT, ATX-1,
TEN) och sektion Infectoriae (ATX-1). Toxinkoncentrationen visar medelvirdet av 3
tekniska replikat for varje prov. (*) innebdr ett virde mellan LOD och LOQ (Tabell 4).

Prov Spannmals- Kéarnor med Isolerade Isolerade AOH AME TeA ALT ATX-1 TEN
nr. sort Alternaria spp. kolonier kolonier [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg] [ng/kg]
Alternaria  Infectoriae
1 Vete 80% - 8/8 429 <LOD <LOD <LOD 14 <LOD
2 Korn 52% 1/6 5/6 2,4 <LOD 7,6  <LOD 0,1*  <LOQ
3 Havre 100% /5 4/5 137,3 27,2 0,2*  <LOD 9,0 9,9
4 Havre 86% - 4/4 25,8 6,6 <LOD <LOD 0,6* 1,8
5 Korn 34% - 717 19,1 0,6 3,7 <LOD 0,8 <LOD
6 Havre 100% 2/9 7/9 369,5 75,6 83,9 <LOD 29,0 23,1
7 Korn 10% - — 2,8 <LOD 6,5 <LOD <LOD <LOD
8 Havre 98% - 6/6 43,5 8,6 <LOD <LOD 0,8 <LOD
9 Havre 94% - 77 8.4 36 <LOD <LOD 3,3 <LOD
10 Havre 90% - 77 47,5 5,3 <LOD <LOD 45 <LOD
11 Havre 98% — 3/3 17,3 56 <LOD <LOD <LOD <LOD
12 Havre 100% 1/8 7/8 50,1 12,8 <LOD <LOD 19,2 <LOD
13 Vete 96% - 8/8 29 <LOD <LOD <LOD 1,3 <LOD
14 Korn 66% - 8/8 2,1 <LOD 4,0 <LOD 0,6* <LOD
15 Korn 72% - 77 12,4 0,5 2,9 <LOD 0,9 <LOD
16 Korn 42% - 4/4 14,5 <LOD <LOD <LOD 0,1* <LOD
17 Korn 34% — 6/6 80 <LOD <LOD <LOD 0,9 <LOD
18 Korn 96% - 4/4 75,6 0,4%* 68,1 <LOD 1,1 0,4
19 Korn 98% - 6/6 100,5 6,6 10,5 <LOD 0,5 <LOD
20 Korn 92% — 5/5 76,2 0,8 2,5 <LOD 1,1 <LOD
21 Korn 22% - 77 13,0 <LOD 2,4 <LOD 0,4* 0,2
22 Havre 92% - - 34,0 2,8 22,3  <LOD 5,0 13,7
23 Vete 90% - 10/10 6,7 <LOD 0,8 <LOD 1,5 0,8
24 Korn 94% - 6/6 51,6 <LOD <LOD <LOD 0,9 0,5
25 Korn 60% 1/7 6/7 <LOD <LOD <LOD <LOD 0,5* <LOD
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4.2 Forekomst och sammansattning av Alternaria i
svensk spannmal

4.2.1 Karnprover

Forekomst av Alternaria

Fran samtliga kérnor som inkuberats pd DCMA observerades svamptillvaxt.
Alternaria-forekomsten varierades mellan 10%—-100% dér samtliga
spannmélsprover med 100% forekomst kom fran havre (prov 3, 6, 12). De 9
spannmalsproverna med ldgst infektionsgrad av Alternaria kom fran korn (prov 7,
21,5,17, 16, 2, 25, 14, 15) (Tabell 2). I de prover med ldgst forekomst av
Alternaria observerades ofta kraftig svamptillvéxt av andra svampar. P&
majoriteten av kdrnorna observerades tillvixt av minst tvd olika svampar varav
det ibland forekom snabbvixande svampar som véxte dver flera kiarnor pa
agarplattan. Forekomsten av Alternaria baserades pa morfologisk karaktérisering
dér morka konidierna formar kedjor, med eller utan forgreningar. Tillvaxtmdnstret
och hur cellerna dr organiserade i konidierna varierar mellan olika arter av
Alternaria. Pa kdrnorna observerades framst sektion Infectoriae och fran sektion
Alternaria observerades typiska spormdnster och tillvixtmdnster av arterna A.
tenuissima och A. alternata.

Sammansdttning av Alternaria

Frén 10 kdrnor per spannmalsprov som inkuberats p4 DCMA isolerades sporer
och mycel och inkuberades pa ytterligare en gdng pa DCMA. Efter forsta
isoleringen av sporer och mycel av Alfernaria observerades kolonier av flera olika
svampar pa majoriteten av agarplattorna, dér Alternaria ibland var en av de
observerade kolonierna (Figur 9), (Figur 10). P4 somliga av isolaten observerades
inga Alternaria-kolonier efter isoleringen fran kidrna och pé en del av isolaten
observerades enbart Alternaria-tillvéixt. Efter andra isoleringen dér sporer och
mycel av Alternaria omympats pA DCMA och DRYES frén forsta ympningen
fran kdrnor observerades i vissa fall tillvéxt av andra svampar. Andelen kolonier i
sista isoleringen som var Alternaria respektive andra svampar varierade mellan
proverna, mellan 0—10 Alternaria-kolonier/spannmalsprov. Att en svampkoloni pé
isolat som vixt pA DCMA var Alternaria faststilldes genom bestimning av
karaktéristisk spormorfologi i sterolupp. I en del av isolaten var kolonitillvixten
och mycelet karakteristiska for A/fernaria men det hade inte sporulerat vilket
medforde att det inte gick att bekréfta att dessa isolat var Alternaria eller

faststilla Alternaria-sektion. Andelen av isolat som bekriftades vara Alternaria
varierade stort mellan olika prover och spannmalsslag (Figur 17).
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Fran fem spannmalsprov isolerades kolonier av sektion Alternaria (prov 3, 12, 2,
25) varav ett prov hade tva kolonier av sektion Alternaria (prov 6). Majoriteten av
Alternaria-isolaten tillhorde sektion Infectoriae (Figur 17).
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Figur 17. Andelen av isolat som bestimdes till Alternaria efter att sporer och mycel av
Alternaria isolerats i tvd steg frdan kdrnor och inkuberats pa DCMA (hela stapeln).
Andelen av Alternaria-kolonier som var Alternaria sektion Alternaria (vod) och Alternaria
sektion Infectoriae (orange) efter inkubering pd DCMA och DRYES i andra isoleringen.
Identifiering av Alternaria-sektion genom morfologisk bestdmning i sterolupp och
mikroskop samt kolonifirg pa DRYES. I prov 7 och 22 bestimdes inga av isolaten till
Alternaria.

4.2.2 Mjolprover

I fyra slumpmaéssigt utvalda spannmalsprover som malts till mjol observerades
Alternaria-kolonier efter inkubation p4 DCMA med en variation pa 2—5
Alternaria-kolonier per prov. P& samtliga prover fanns kolonier av sektion
Infectoriae, medan kolonier av sektion Alternaria observerades pa tva prover
(prov 10, 18). Antalet Alternaria-sporer per massa mjolprov varierade mellan
27,3-2000 sporer per gram dér prov 8 hade ldgst antal och prov 18 hade hogst
antal (Tabell 3).
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Tabell 3. Antalet kolonier av sektion Alternaria respektive sektion Infectoriae samt
Alternaria-sporer per massa mjolprov for fyra slumpdssigt utvalda spannmdlsprov som
malts till mjol. Av proverna var tva havre (prov 8, 10) och 2 var korn (prov 18, 19).

Provnr. Spannmélsslag Antal kolonier  Antal kolonier Alternaria-sporer per
Alternaria Infectoriae massa mjolprov [antal/g]

8 Havre - 2/2 27,3

10 Havre 1/4 3/4 545

18 Korn 12 12 2000

19 Korn — 5/5 1090

4.3 Alternaria-toxiner i svensk spannmal

Tabell 4. Limits of detection (LOD) och limits of quantification (LOQ) for Alternaria-
toxiner (AOH, AME, TeA, ALT, ATX-I och TEN) och for varje spannmadlsslag (havre,
korn och vete).

AOH AME TeA ALT ATX-1 TEN
Vete LOD 0,3 0,3 0,1 2,5 0,2 0,1
LOQ 0,8 0,8 0,4 0,4 0,6 0,4
Havre LOD 0,3 0,3 0,1 2,5 0,3 0,3
LOQ 0,8 0,8 0,4 7,5 0,8 0,8
Korn LOD 0,3 0,2 0,1 1,3 0,3 0,1
LOQ 0,8 0,5 0,4 3,8 0,8 0,2

Koncentrationerna av de olika A/ternaria-toxinerna varierade inom de olika
spannmalsslagen och generellt hade havre hogst koncentrationer av de flesta
toxinerna och vete hade ldgst koncentrationer. Prov 6 hade dverlagset hogst
koncentration av samtliga mitbara toxiner. AOH var det mest forekommande
Alternaria-toxinet och forekom 1 olika koncentrationer 1 24 av
spannmalsproverna, enbart ett kornprov fick virde under LOD (prov 25).
Proverna med hogst koncentrationen av AOH var bada havre (prov 6, 3) dir ett
prov (prov 6) hade 6ver dubbelt s& hog koncentration som det provet med nést
hogst koncentration (prov 3). De fem proverna med hogst koncentration av AME
var havre (prov 6, 3, 12, 8, 4). Det provet med hogst koncentration av TeA kom
frdn havre (prov 6) och det prover med ndst hogst koncentration av TeA fran korn
(prov 18). I inget av spannmalsproverna uppmattes koncentrationer dver LOD for
ALT. De fem prover med hogst koncentration av ATX-I kom fran havre (prov 6,
12, 3, 22, 10). De fyra proverna med hogst koncentration av TEN kom frdn havre
(prov 6, 22, 3, 4) (Figur 18).
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spannmdlsproverna. Koncentrationer under LOD och LOQ eller ett virde mellan LOD och LOQ visas
inte i diagrammet.
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5. Diskussion

5.1 Forekomst och sammansattning av Alternaria

5.1.1 Forekomst av Alternaria

Syftet med undersokningen var att undersoka infektionsgraden av Alternaria i
sotdaggsinfekterad svensk spannmal. For kdrnproverna visar resultatet pa en
infektionsgrad mellan 10-100% med en median pd 90%. Eftersom
spannmaélsproverna kom fran partier med tecken pa sotdagg dr en hog
infektionsgrad ett vintat resultat. I proverna med lag infektionsgrad var det ofta
andra svampar som dominerade vilket kan betyda att kdrnan egentligen var
infekterad av Alternaria som inte véxte under inkuberingen pa agar pa grund av
att den blivit utkonkurrerad av annan tillvdxt. Det kan innebéra att ménga prover
egentligen hade en hogre infektionsgrad av Alternaria @n resultaten visar. Sotdagg
orsakas av ett komplex av olika svampar vilket innebér att det ar rimligt att det
aven blev tillvixt av andra svampar. Proverna med hog forekomst av Alternaria
hade ofta dven hoga koncentrationer av toxiner, vilket var véntat.

Mjo6lproverna visade en variation pa mellan 27 och 2000 sporer/g prov. Samma
prover (prov 8 och 18) gav en infektionsgrad pé 98% respektive 96% i
karnproverna. Forekomsten ar inte helt jamforbar mellan mjdl- och kdrnprover
eftersom forekomsten méts pé olika sétt men en sd stor variation kan ge en
indikation pd att mjOlproverna inte gav ett representerande resultat. Mjolprover
kan inte ytsteriliseras vilket &r en stor skillnad 1 metod eftersom den processen tar
bort eventuella svampsporer pa utsidan av kdrnorna men som ej infekterat insidan
av kédrnorna. Det gor att det finns hogre risk for tillvixt att svampar som inte ar
relevanta for toxinrisk vid analys av mjolprover jamfort med karnprover.

5.1.2 Sammansattning av Alternaria

I samtliga kérnprover tillhérde majoriteten av de isolerade kolonierna sektion
Infectoriae. Totalt fem prover hade efter isolering kolonier av sektion Alternaria.
Av dem var det enbart ett prov (prov 6) som hade tva kolonier av sektion
Alternaria och det var d@ven det provet som innehdll hogst koncentration av alla
mitbara toxiner. Sektion Alternaria producerar samtliga av de undersokta
toxinerna, vilket innebér att den relativt hoga procenten (29%) av sektion
Alternaria av isolaten korrelerar med toxinkoncentrationerna. En studie gjord pé
Alternaria i vete 1 Turkiet visade en hogre forekomst av sektion Alternaria dn
sektion Infectoriae. Studien gjorde med snarlik metod av kédrnor och blad som
uppvisade symptom pa sotdagg (Unal & Cakir u.4.). I en studie utford i Norge pa
forekomst av Alternaria pa spannmal visade resultaten att sektion Infectoriae
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ocksé var den mest forekommande och sektion 4lternaria den nist mest
forekommande (Kosiak et al. 2004).

I mjdlproverna var andelen kolonier av sektion Alternaria 0%, 0%, 25% och 50%
(prov 8, 19, 10, 18). P& grund av fa Alternaria-kolonier per prov kan resultaten
vara missvisande och inte representativa for den faktiska fordelningen av
respektive sektion. For samma prover som analyserades som kérnprov (prov 8,
19, 10, 18) var andelen av sektion Alternaria 0%. Skillnaderna kan bero
slumpmassiga orsaker eller visa pa en skillnad i analys av mjol- och kérnprover. I
ett mjOlprover gér det att variera spadningen vilket ger upphov till olika méngd
sporer per agarplatta. Det innebdr att varje spor kan vara utsatt for en lagre
konkurrens med andra mikroorganismer an pa ett kirnprov som oftast enbart
ytsteriliseras. Den storre andelen av sektion A/ternaria i mjolproverna kan darfor
bero pé en lagre konkurrenskraft hos den sektionen jamfort med sektion
Infectoriae. Variationen av sektionsforekomst kan dven bero pa hur mycel av
Alternaria 6verlever 1 spannmalsprover som dr malda till mjol jamfort med
spannmélsprover som forvaras som kdrnor. Nir proverna mals till mjo6l
sonderdelas mycelet till kortare bitar och om sektion Infectoriae 6verlever simre
efter malning kan det vara en forklaring till den ldgre forekomsten av den
sektionen 1 mjolproverna jaimfort med kérnprover.

5.2 Forekomst av Alternaria-toxiner

Resultatet av toxinanalysen visade att fem Alternaria-toxiner fanns i olika
koncentrationer i de flesta av spannmalsproverna (Tabell 2). Koncentrationen av
respektive mykotoxin varierade relativt mycket mellan de olika
spannmaélsproverna. I en studie gjord pa koncentrationen av fyra Alternaria-
toxiner (TeA, AOH, AME, ALT) pa durumvete som uppvisade symptom pa
“black point” 1 Italien var koncentrationsspannet for respektive toxin jimforbart
med resultaten fran toxinanalysen pa spannmalsproverna. I den undersékningen
var ocksd ALT under LOD for majoriteten av proverna (Masiello et al. 2020).

Eftersom resultaten visar forekomst av fem Alfernaria-toxiner och EU har en
rekommendation om att vervaka halten toxin visar resultaten stod for fortsatt
utredning av Alternaria i Sverige. Vid toxinanalysen anvidndes mjol av oskalade
spannmalsprover vilket motsvarar ett fullkornsmjol. Majoriteten av
mykotoxinerna som riskeras att produceras vid ett angrepp aterfinns 1 de yttre
delarna av kdrnan och skalet. Det innebér att spannmalsprodukter dir de yttre
delarna av kdrnan har tagits bort kommer innehalla ldgre koncentrationer av
Alternaria-toxinerna én vad toxinanalysen visade (Jani¢ Hajnal et al. 2019). I
Sverige ér ca 25% av spannmalsintaget fullkornsprodukter, vilket innebér att en
majoritet av livsmedel fran spannmal har en l4gre risk for mykotoxiner
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(Livsmedelsverket 2025). Enligt EFSA ar TTC f6r AOH och AME 2,5 ng/kg
kroppsvikt och dag (EFSA 2011). Fér AOH var medelvirdet pa koncentrationen
50 pg/kg och for AME 6,5 pg/kg (Tabell 2). Enligt Jordbruksverket dter en person
1 Sverige ca 63 kg spannmal per ar och enligt SCB dr medelvikten 76 kg
(Jordbruksverket 2022) (SCB 2018). Om det &r en fullkornsprodukt ger det ger en
konsumtion av AOH pa ca 115 ng/kg kroppsvikt och dag och AME 15,0 ng/kg
kroppsvikt och dag, vilket ar langt 6ver TTC for bade AOH och AME.
Exponeringen av toxiner dr berdknad pa hogriskprover av spannmaél, men det ger
en indikation pé att det finns hélsorisker vid konsumtion av infekterat spannmal.
Eftersom halten av AOH och AME var nidstan 50 respektive 6 ganger hogre én
TTC innebér det att en slutlig fullkornsprodukt som &r utblandad med friskt
spannmal kan innehélla koncentrationer 6ver TTC. Eftersom koncentrationerna av
respektive toxin varierade mycket ger inte ett medelvirde en representativ bild av
forekomsten av Alternaria-toxiner i enskilda spannmalspartier. P4 grund av att
spannmal ofta blandas 1 senare produktionssteg kan ett medelvirde ge en
uppfattning eftersom det dr vanligt att en slutlig livsmedelsprodukt kommer fran
flera spannmalspartier.

5.3 Arbete framover

Efter forsta inkuberingen av kédrnor pa agar var det ofta tillvaxt av flera olika
svampar. Det forsvarade isoleringen av Alternaria och gjorde att sporer och mycel
frén andra svampar ofta f6ljde med vid ympning. P4 grund av det utfordes
isoleringen i tvé steg och medforde att antalet isolerade Alternaria-kolonier
varierande mellan 0—10 av totalt 10 isolat fran varje kirnprov. Median var 6
Alternaria-kolonier per prov. For att & en béttre representationen av fordelningen
av sektion Alternaria respektive Infectoriae i sotdaggsinfekterat spannmal kan fler
1solat per kdrnprov tas. Det hade gett ett mer tillforlitligt resultat av fordelningen
av vardera sektion 1 spannmal.

Den morfologiska bestdmningen av sektion gjordes baserat pa dels pa kolonins
farg pd DRYES, dels péd spormonster, tillvixtmonster och konidier enligt E. G
Simmons identifikationsmanual som publicerats 1 boken ”Food and Indoor Fungi”
(2007). I manualen inkuberades Alternaria pd PCA- agar (Potato Carrot Agar)
och morfologiska sérskiljningar mellan sektioner (tidigare uppdelat i arter)
gjordes baserat pa tillvixt pa den typen av agar. Tillviaxt pa andra typer av agar
kan ge skillnad 1 spormonster, tillvixtmonster och konidier jamf{ért med Simmons
manual. I framtida arbeten med morfologisk bestimning av Alternaria kan det
darfor vara fordelaktigt att anvinda PCA 1 stéllet for DCMA. Alternativet att
utfora ytterligare isolering pd PCA overviages men pa grund av tidsbegransning
uteslots det. En del av isolaten hade inte sporulerat vilket medforde att det inte
kunde utféras en morfologisk bestimning eftersom det inte fanns sporer utan
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enbart mycel. Chansen for sporulering hade kunnat 6ka vid inkubering vid annan
typ av agar, forslagsvis PCA.

Eftersom EFSA har rekommenderat att 6vervaka halten av Alternaria-toxiner i
livsmedel och foder kan lantbrukssektorn behéva forbereda sig och anpassa sig till
nya riktlinjer for gransviarden av mykotoxinerna. For att forbereda infor nya
riktlinjer ar det fordelaktigt att utreda forekomsten av Alternaria i Sverige
ytterligare. Syftet med detta arbete var att undersdka Alternaria i spannmal och
skapa en uppfattning om lagesbilden i svensk spannmaél géllande nérvaron och
halten av mykotoxiner samt infektionsgrad och forekomst av Alternaria-sektioner
vid sotdaggsinfektion. For att erhalla en representativ riskbedémning av risken for
Alternaria-toxiner i svenska livsmedel och foder hade en annan typ av
forsoksdesign behdvt genomforas dér en slumpmaissig insamling av
spannmélsprover utfors. Regionala skillnader, eventuella riskgrédor och
mottagliga sorter samt mojliga forebyggande insatser och motatgarder dr dven av
intresse att undersoka. Det ar for att minska risker for konsumtion av mykotoxiner
av djur och ménniskor samt underlétta anpassningen for lantbrukssektor vid
eventuell inforsel av nya gransviarden av Alternaria-toxiner.

5.4 Slutsats

Resultaten visar att Alternaria-forekomsten varierade mellan 10-100% (median
90%) 1 de 25 kraftigt sotdaggsinfekterade spannmaélsprover som ingick i denna
studie. Den mest forekommande Alternaria-sektionen var sektion Infectoriae.
Toxinanalysen visar pé en stor risk for ndrvaro av minst en mykotoxin vid
symptom pd kraftig sotdaggsinfektion och att den vanligaste toxinet &r AOH. Vid
okad risk for angrepp av Alternaria som véxtpatogen pa grund av
klimatforandringar finns dven en 6kad risk mykotoxiner i svensk spannmal som é&r
viktig att overvaka.
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Tack

Jag vill borja med att ge ett stort tack till min handledare Hanna Friberg for all
hjélp, inspiration och vigledning genom hela arbetet. Jag vill d4ven ge en eloge till
min bitrddande handledare Su—Lin Hedén, utan dig hade jag inte klarat mig en
dag 1 labbet. Ett stort tack ska dven riktas till Andrea Patriarca som genomforde
toxinanalysen pa Cranfield University och bidrog med stor hjélp gillande
morfologisk sektionsbestimning. Jag vill 4ven tacka Gunnar Andersson och Neil
Roussos de Kock fran SVA som sett till att spannmalsproverna skickats for
toxinanalys och forvarat dem for senare analyser. For inspiration till arbetet ska
samradsgruppen for mégel och mykotoxiner tackas och till sist vill jag tacka
Maria Jonsson for hjdlp och stottning i labbet.
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Bilaga 1

Prowv 1D} Sparmmiils— Regian Providatum Kdmor Eimor Kdmor med AOH AME TeA ALT ATX-] TEN
sart md e A, 4. [pake]  [peke]l  (pebe]l  [eebel  (eehs]  (weks)
Altermarie Altermaria  Infectoriae
spp.

1 5-FODOOLINT Vet W irmland 2023-08-06 B0 - BE 419 [} [ [ 1.4 1]
2 253-FODOOIIE  Kom Vistra Gitaland  2023-09-06 52% LG 5 24 0 1.6 0 0,1 a
3 23-FODO0I319  Havre irmland 2023-0%-10 100%: 145 415 1373 32 02 0 9 4.9
4 23-FODO0I320  Havre irmland 2023-009-11 Bt - 414 58 .6 0 L] 0.6 (]
5 23-FODOOI3E]  Kom Orebro 2023-00-09 34% - n 19,1 0.6 5T 0 0,2 0
[ 23-FODO0I3ZE Havre irmland 2023-0%-08 100%: 2 7 3695 75,6 83,9 0 29 23,1
T 23-FODOOI3ZY  Kom W irmland 2023-09-12 1% - - IR L] 6,5 0 0 0
# 23-FODO0I329  Havre Visira Gotaland — 2023-08-11 TR - 't 43,5 5.6 0 0 03 0
G 23-FODO0I330  Havre Visira Gotaland — 2023-08-11 B4 - n 24 16 0 0 33 0
10 23-FODO0I33]  Hawre Visira Gotaland — 2023-08-11 L - n 47.5 53 0 0 4.5 0
11 23-FODO0I332  Hawre Visira Gotaland — 2023-08-11 TR - 313 173 56 0 0 0 0
12 23-FODO0I33Y  Hawre Visira Gotaland — 2023-08-11 100%: 178 Kl 50,1 128 0 L] 19,2 0
13 23-FODO0I334  Wete Vistra Gotaland — 2023-08-11 i - 8% 19 L] 0 L 13 0
14 23-FODO0I33S  Eom Vistra Gotaland — 2023-08-11 i - 88 21 L] 4 L 0.6 0
15 253-FODO0I33G  Kom Visira Gotaland — 2023-08-11 T2% - 7 124 0.5 20 0 09 0
& 23-FODO0I33T  Kom Visira Gotaland — 2023-08-11 42% - 414 14,5 L] 0 0 0,1 0
17 23-FODO0I33E  Kom Visira Gotaland — 2023-08-11 34% - 't 8 L] 0 0 0,9 0
18 253-FODOOIIS0  Kom Skine 2023-08-19 L - 414 156 0.4 63,1 0 LI 04
1% 253-FODOOI3IS]  Kom Skine 2023-08-19 WY - G 100.5 6,6 10,5 0 0.5 a
20 23-FODOOIISE  Kom Skine 2023-08-19 92% - 515 6.2 0.8 25 0 LI a
21 23-FODO0I35Y  Eom Skine 2023-09-19 22% - n 13 L] 24 L 0.4 0,2
a2 23-FODO0I485  Hawre Uppsala 2023-10-01 G2 - - 34 I8 23 L ] 13,7
23 23-FODO0148G6  WYete Uppsala 2023-10-01 W - 1o 6,7 L] 0,8 0 L5 08
24 23-FODO0I4ET  Eom Uppsala 2023-10-01 4% - i 516 L] 0o L] 0,9 0.5
25 253-FODOOI4EE  Kom Uppsala 2023-10-01 600 117 &7 252 0 0 0 0.5 a
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Publicering och arkivering

JA, jag, Malva Myrehed har list och godkdnner avtalet for publicering samt
den personuppgiftsbehandling som sker i samband med detta

(] NEJ, jag/vi ger inte min/var tillatelse till att publicera fulltexten av
foreliggande arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och
sammanfattning blir synliga och sdkbara.
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