Forseg med en biologisk metode til kvalitativ og kvantitativ
bestemmelse af fungicider pid sedekorn

Af Johannes Jorgensen *)

Metoder til kvalitativ og kvantitativ bestemmel-
se af fungicider pa korn har interesse i forbin-
delse med undersggelser over afsvampningens
kvalitet samt i forbindelse med undersggelser
af, om forbudet mod anvendelse af szdekorn
til foder- eller brgdkorn overtrades.

En tilfredsstillende metode til afprgvning af
afsvampningens kvalitet m& kunne svare pa, om
et seedekornsparti er afsvampet, og i sa tilfelde
om der er anvendt tilstrekkelige mengder af-
svampningsmiddel, og om afsvampningsmidlet
er fordelt ensartet pd kernerne. De to fgrst-
nevnte punkter kunne eventuelt besvares ved
hjelp af en kemisk analyse af en gennemsnits-
prgve af et szdekornsparti. Det sidste punkt
ville krave en undersggelse af prgvens enkelte
kerner, hvilket i praksis ikke lader sig ggre
med en kemisk analyse.

Forskellige forskere (Heatley, 1944; Mead,
1945; Machacek, 1950; Stapel et al, 1961; Ko-
vacs, 1963, m.fl.) har derfor interesseret sig for
en biologisk metode til pavisning af svampe-
drabende midler pd frg. Metoden gir ud pa at
anbringe frg pa agarplader med unge kulturer
af svampe eller bakterier og at méle den hem-
ningszone, der dannes omkring de enkelte frg
som fglge af tilstedeverelsen af fungicider pa
frgets overflade. Fungiciderne vil diffundere ud
i vakstmediet og danne en hemningszone, hvis
stgrrelse er afhengig af afsvampningsmidlernes
giftighed, koncentration og af deres diffusions-
hastighed.

De fleste forskere har anvendt svampearter
som testorganismer. Kovacs (1963) prgvede for-
uden 4 forskellige svampearter ogsd 6 bakterie-
arter og fandt, at bakteriearterne Corynebac-
terium rathay (E. F. Smith) Dowson og Pseu-
domonas medicaginis Sackett var de bedst egne-
de til formalet, iseer fordi de var nemme at ar-

*) Adr.: Statsfrgkontrollen, Thorvaldsensvei 57, Koben-
havn V.
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bejde med og meget hurtigvoksende. Dette med-
fgrer, at forureninger af testpladerne fra luften
ingen rolle spiller, idet haemningszonen allerede
kan ses tydeligt 24 timer efter kernernes anbrin-
gelse pd de nyspredte plader.

Formélet med de i det fglgende omtalte for-
s@g var at undersgge denne biologiske metodes
egnethed som rutinemetode til testning af szde-
frg, idet det ved frgundersggelse ofte er en for-
del at have en hurtig metode til afggrelse af,
om en prgve er afsvampet, og om den er af-
svampet med tilstreekkelige mangder fungicid.

Materialer og metoder

Ved undersggelserne brugtes i alle tilfxlde kul-
turer af Corynebacterium rathay, som blev dyr-
ket pa kpdpeptonagar (KPA).

Til hvert forsgg fremstilles en koncentreret
suspension af bakterier fra 24 timer gamle kul-
turer pa kgdpepton (KP). To dréber heraf blev
tilsat 15 ml KPA i rgrglas anbragt i vandbad
ved 48°C. Hvert r¢rglas rystedes derefter kraf-
tigt inden de 15 ml heldtes ud i plastikpetri-
skale med en diameter 4 14 cm. Efter agarens
stgrkning var skdlene ferdig til brug.

Til forsggene anvendtes hovedsagelig kerner
af Carlsbergbyg og Bonusbyg, som blev af-
svampet med forskellige afsvampningsmidler.
I de fleste tilfzlde anvendtes afsvampningsmid-
lerne Tillantin 1875 og Panogen 8, men ogsi
andre midler blev anvendt.

Afsvampningen af bygprgver a 50 g blev fo-
retaget i 150 ml kolber, Af tgrbejdsen tilsattes
den gnskede mengde, og kolberne rystedes i
30 min. eller mere. Af oliebejdserne afméltes
den ¢gnskede mangde, som blev oplgst i 5 ml
destilleret vand, som derefter blev tilsat kol-
berne under kraftig rystning. Efter tilseetningen
rystedes i 30 min. Prgverne fik derefter lov til
at ligge i et tyndt lag i abne skile ved stue-



temperatur som regel i 24 timer, indtil den til-
satte vandmangde var fordampet.

Af de afsvampede prgver udtoges det ¢n-
skede antal kerner, som blev anbragt i petri-
skale pd agarpladerne med bakterier. Skilene
var ikke fuldstendig plane i bunden, idet denne
skranede lidt opad ind mod centrum. Derfor
anbragtes kernerne i en enkelt kreds efter ska-
belon, siledes at de kom til at ligge pé et agar-
lag af ens tykkelse med en indbyrdes afstand
af ca. 2,5 cm. De anbragtes pd bugsiden med
den ene ende pegende mod skalens centrum.
(Se fig. 1).

Fig. 1. Testplade 24 timer efter anbringelsen af
afsvampede bygkerner ca. 12 nat. str.

24 timer efter kernernes anbringelse pa agar-
pladen blev de dannede hzmningszoner malt
ved diameteren parallelt med kernernes lengde-
akse, hvorefter der beregnedes gennemsnit af
zonediameter samt middelfejl p& denne.

Resultater
a. Forskellige underspgelser vedrgrende testens
udfprelse

Hamningszonen omkring kernerne er ikke helt
cirkul;er, fordi kernernes bergringsflade med
agareh er lidt aflang. Forskellen mellem leng-
ste og korteste diameter var som regel ca. 10
procent. Variationen pa de to diametre var ens,

og der blev derfor i hovedparten af forsggene
kun mélt den lengste diameter.

Agarlagets tykkelse har stor indflydelse pa
zonediameteren, idet aftagende tykkelse forgger
zonediameteren. Meget tynde agarlag er van-
skelige at fremstille i tilstreekkelig ensartet tyk-
kelse. Ved sammenligning af 15,0, 17,5 og
20,0 ml agar pr. skil fandtes ved brug af Til-
lantin 1875 som afsvampningsmiddel, at 15,0
ml var mest hensigtsmassig, idet zonediamete-
ren her var stgrst, uden at variation pa denne
var vasentlig stgrre end hos de stgrre mangder.

For at lette fordelingen af agaren i skélene
blev disse forsggsvis opvarmet til 40°C inden
ophaldningen. Denne fremgangsméade blev for-
ladt igen, idet plastikskéalene ved denne tempe-
ratur blev noget vandskyende, hvilket vanske-
liggjorde fordelingen af agaren.

Koncentrationen af agaren i mediet er ogsa
af afggrende betydning for stgrrelsen af zone-
diameteren, idet denne gges ved aftagende kon-
centration. 1 forsggene anvendtes fra 1,25-2,00
procent agar. Den anvendte koncentration vil
afhange af, hvilket afsvampningsmidde! der ar-
bejdes med, idet der skal tilstreebes en passende
zonediameter, siledes at zonerne ikke flyder
sammen.

Bakteriekoncentrationen i agarmediet har
iszer ved lav koncentration en del indflydelse pa
zonediameteren, siledes at zonediameteren bli-
ver mindre, nir bakteriekoncentrationen for-
dges. Det er derfor vigtigt, at der ved samme
forsgg bruges lige store bakteriekoncentrationer
i alle testplader. Vil man kunne sammenligne
direkte mellem forsgg, er det ngdvendigt at
bruge ens koncentration fra forsgg til forsgg,
og i sidanne tilfzelde mi der foretages kimtel-
ling. Men i almindelighed vil det vere tilstrek-
keligt at benytte en standardiseret fremgangs-
made ved fremstillingen af bakteriesuspensio-
nen og blot efterse, at pladerne er ensartede
indenfor hvert forsgg.

Zonediameteren maéltes som ngvnt 24 timer
efter, at kernerne var anbragt i skalene. For-
s@gsvis blev foretaget senere aflesninger, hvil-
ket viste, at zonediameteren ret hurtig for-
mindskedes. Allerede efter 48 timer er diame-
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teren formindsket med 2-3 mm. Ved langere
tids udseattelse af malingerne formindskes dia-
meteren stadig, men i langsommere tempo.

b. Indflydelsen af fungicidernes koncentration
pd zonediameterens stgrrelse

Til belysning af indflydelsen af afsvampnings-
midlets koncentration pd zonediameteren ud-
fgrtes nogle forsgg med tgrbejdse (Tillantin
1875), hvoraf der anvendtes varierende meang-
der. For hver mangde testedes 100 kerner. Re-
sultaterne fra to forsgg er vist i fig. 2. De to
kurver er omtrent ens af form, men beliggen-
heden er ret forskellig, hvilket skyldes, at der
anvendtes forskellig agartykkelse i de to forsgg.
De lodrette streger angiver 3 X middelfejlen
pd gennemsnittet pid begge sider af kurvens
punkter.

Det ses, at tilvaksten i zonediameteren er
steerkest i begyndelsen, og at stigningen er ve-
sentlig svagere, nar mangden overstiger den
anbefalede mangde af afsvampningsmidlet. Det
fremgar ogsd af kurverne, at de forskellige
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Fig. 2. Zonediameterens afhengighed af afsvamp-
ningsmidlets koncentration pd kernerne. Som af-
svampningsmiddel benyttedes i begge forsgg Tillan-
tin 1875. Den store forskel mellem zonediametrene
i de to forsgg skyldes, at der ikke blev benyttet
samme koncentration af agar i mediet.
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Fig. 3. Hemningszonens diameter ved anvendelse
af forskellige afsvampningsmidler i halv og hel
dosis. 1-3 tgrbejdser, 4-5 fugtbejdser og 6-9 olie-
bejdser.

mengder alle har, givet zonediametre, der er
signifikant forskellige fra hinanden.

I fig. 3 er angivet resultaterne fra et lignende
forspg med 9 forskellige afsvampningsmidler,
nemlig 3 tgrbejdser, 2 vadbejdser og 4 olie-
bejdser. Af hvert middel anvendtes den pa eti-
ketten anbefalede mengde samt det halve af
denne mangde. P4 grundlag af nulpunktet og
disse to forsggsled er kurverne i fig. 3 tegnet.
Der méltes 30 zoner pr. forsggsled.

Figuren viser, at zonediameteren for alle af-
svampningsmidlers vedkommende er mindre,
hvor den halve mengde er anvendt, end hvor



den normale mangde afsvampningsmiddel er
anvendt. Stigningen er ikke ens for alle kemi-
kalier, men forskellen i zonediameteren ved de
to mangder af det enkelte afsvampningsmiddel
er signifikant i alle tilfaxlde. Tgrbejdserne har
gennemgéende givet de stgrste zoner, medens
fugtbejdserne har givet de mindste zoner. Mid-
delfejlen pa gennemsnittene varierede i dette
forsgg mellem 0,22 og 0,56 mm.

Ved gentagelse af forsgget opndedes i det
vasentlige de samme resultater med kun smé
forskydninger mellem afsvampningsmidlernes
indbyrdes placering.

Kviksglvindholdet er ikke ens i de 9 afsvamp-
ningsmidier, men forskellene mellem de mang-
der kviksglv, der er i de forskellige midler,
kan ikke alene forklare de fundne forskelle
mellem zonediametrene.

c. Indflydelsen af kernernes vandindhold pa
zonediameterens stgrrelse

For at undersgge, om det afsvampede korns
vandindhold ved testens udfgrelse har betyd-
ning for den dannede hamningszone, blev der
udfgrt tre forsgg, hvor prgver af byg indstilledes
til forskelligt vandindhold. Prgver af byg med
14-16 procent vand blev dels nedtgrret til 9-10
procents vandindhold dels fugtet med destilleret
vand for at opni et vandindhold p& omkring
22 procent. Efter regulering af vandprocenten
blev prgverne anbragt i lukkede glas eller pla-
stikposer, hvori de henstod nogle dage, inden
de blev afsvampet med Tillantin 1875 eller
Panogen 8. Efter afsvampningen med Panogen
8 blev pragverne stillet til tgrring for at lade den
med afsvampningsmidlet tilsatte vandmengde
fordampe, men det lykkedes ikke altid at opna
den ¢gnskede vandprocent i prgverne med det
hgjeste og det laveste vandindhold.

Samtidig med, at kernerne blev anbragt pa
agarpladerne, blev der foretaget vandbestem-
melse i udtagne parallelprgver.

Resultaterne fra forsggene er vist i fig. 4. Det
ses, at zonediameteren aftager nogenlunde jaevnt
med stigende vandindhold i kornet. Formind-
skelsen er af en sddan stgrrelsesorden, at man
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Fig. 4 Zonediameterens afhengighed af det testede
korns vandindhold vist ved tre forsgg med Tillan-
tin 1875 og Panogen 8.

ikke kan se bort fra forskelle i vandindhold,
hvis man gnsker et blot nogenlunde sikkert ud-
tryk for den mangde afsvampningsmiddel, der
findes pa kernerne.

d. Testmetodens anvendelighed ved undersg-
gelse af sadekorn opbevaret flere mdneder
efter afsvampningens gennemfgrelse
For at belyse, om testmetoden kan anvendes til
afsvampet szdekorn, som har vearet opbevaret
i kortere eller lengere tid efter afsvampningens
gennemfgrelse, blev der udfgrt et opbevarings-
fors¢g med byg afsvampet med Tillantin 1875
og Panogen 8. Til forsgget anvendtes prgver af
byg pa 50 g, der blev afsvampet med de anbe-
falede mzengder af de to midler. Prgverne blev
opbevaret i papirposer anbragt i papasker kun
dakket af et stykke gaze for at tillade eventuel
fordampning af afsvampningsmidlerne.

Ved forsggets begyndelse afvejes alle prgver,
og en tredjedel af prgverne blev straks afsvam-
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Fig. 5. Zonediameterens afhengighed af opbeva-

ringstiden for kornet efter afsvampningen ----- Til-
lantin 1875 og — Panogen 8.

pet. En tredjedel blev afsvampet efter 3 méne-
ders forlgb, og sidste tredjedel af pr@gverne blev
afsvampet efter 6 maneders forlgb d.v.s. umid-
delbart fgr forsggets afslutning. Der var 3 gen-
tagelser af hvert forsggsled.

Halvdelen af prgverne blev efter afsvamp-
ning opbevaret ved 12°C i et ret fugtigt rum,
medens den anden halvdel blev opbevaret ved
20-25°C. Inden afsvampningen opbevaredes
prgverne ved 20-25°C.

Der blev anbragt parallelprgver til vandbe-
stemmelse pid de to opbevaringssteder. En
gang om méineden udtoges en prgve fra hvert
sted til vandbestemmelse.

Seks méneder efter forsggets begyndelse blev
60 kerner fra hver prgve testet pa agarplader.
Prgverne henstod derefter ved henholdsvis 12°
og 20-25°C j to uger, hvorefter der blev fore-
taget en kemisk analyse for indhold af kviksglv
pa en del af prgverne reprasenterende de fleste
forsggsled. Ved analyserne benyttedes de af
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Stapel et al (1961) anfgrte analysemetoder A
og C.

Resultaterne af testen pd agarpladerne er vist
i fig. 5. Det ses som i de fgr omtalte forsgg, at
zonediameteren er stgrre for Tillantin 1875 end
for Panogen 8. Zonediameteren falder omtrent
lige steerkt for de to midler ved opbevaring efter
afsvampningen. Som det fremgér af figuren, er
der en afggrende forskel mellem prgverne op-
bevaret ved 12°C og prgverne opbevaret ved
20-25°C, idet zonediameteren er betydelig min-
dre efter opbevaring ved den lave temperatur.

Forskellen mellem prgverne opbevaret ved de
to temperaturer skyldes antagelig delvis for-
skelle i vandindhold, idet, som det ses af tabel
1, vandindholdet i prgverne opbevaret ved 12°C
steg fra 12,1 pet. til 17,6 pct. i de seks méneder,
medens det i pr@gverne opbevaret ved 20-25°C
faldt fra 12,1 til 8,6 pct.

Tabel 1. AEndringer i vandindholdet i de opbevarede
prover ved 12° og 20-25°C

Opbevaringstid efter Procent vand i prever ved

afsvampning 12°C 20°C
Ingen ................. 12,1 12,1
1 méneds opbevaring. ... 14.2 11.6
2 méaneders opbevaring. . 15,5 11,6
3 » » .. 16,1 10,8
4 » » 15,9 9,8
5 » » 17,0 9,3
6 » » 17,6 8,6

Selv hos de prgver, hvor vandindholdet faldt
under opbevaringen, aftog zonediameteren,
hvorfor man kan konkludere, at de @ndringer,
der sker under opbevaringen, vil formindske
zonediameteren ved test pa agarplader.

Tabel 2. Rest af kviksglv i afsvampet byg efter
forskellig opbevaringstid

Procent af tilsat Hg genfundet i analysen

Tillantin 1875 Panogen 8
Opbevaringstid 12° 20-25° 12° 20-25°
Ingen ...... 82,9 82,9 81,3 81,3
14 dage. .. .. 56,1 — 66,6 —_
3% méaned. .. 63,3 — 52,8 —
6% maned. .. 57,3 63,4 62,0 66,4
— = ingen data



Kviksglvindholdet blev bestemt i prgver fra
de fleste forsggsled, og i tabel 2 er angivet de
mengder, der blev fundet i forhold til den
mangde, der blev tilsat ved afsvampningen. I
de prgver, der blev analyseret straks efter af-
svampningens gennemfgrelse, blev der fundet
godt 80 procent af den tilsatte mengde, medens
der i de andre prgver blev fundet fra 53 til 66
procent. Arsagen til, at ikke alt kviksglv gen-
findes ved analyse af nylig afsvampede prgver,
er ikke kendt, men vedrgrende diskussion heraf
henvises til Stapel et al (1961). Forskellen mel-
lem de prgver, der blev analyseret efter af-
svampning, og de, der blev opbevaret i kortere
eller lengere tid, viser, at der er sket ct tab af
kviksglv under opbevaringen. Tabet ser ud til at
vare sket i lgbet af de fgrste 14 dage, og der
er ingen klar forskel i tabet ved opbevaring ved
de to temperaturer.

Bestemmelse af kviksglvmazngden blev ogsi
foretaget ved dithizonmetoden, men kun fire
prgver, der var afsvampet med Tillantin 1875,
gav reaktion for indhold af kviksglv. De nylig
afsvampede prgver gav kraftig reaktion, me-
dens een prgve opbevaret i 14 dage ved 12°C
og een prgve opbevaret i 64 méned ved 20-
25°C gav svag reaktion.

Resultaterne tyder péd, at den mindre zone-
diameter efter opbevaring af afsvampet korn
delvis skyldes tab af kviksglv ved fordampning,
men det ser ud til, at nedgangen i diameteren
ogsad skyldes andre forhold herunder maéske
kviksglvets diffusion ind i kernerne. Resulta-
terne af analysen ved dithizonmetoden kunne
ogsa tyde pa, at en stor del af kviksglvet ikke
findes pa overfladen af kernerne efter nogen
tids opbevaring.

e. Overfgrsel af fungicider fra kerne til kerne
i uensartet afsvampede prdver

For at belyse, i hvor stor udstrekning bejdse-
midlerne overfgres fra kerne til kerne under
transport og behandling, blev der fremstillet en
uensartet afsvampet prgve ved at blande af-
svampet og uafsvampet materiale. Til disse for-
sgg anvendtes t@rbejdsemidlet Tillantin 1875.
Efter blandingen drejedes pr@verne i kolber, og
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Fig. 6. Overfgrsel af Tillantin 1875 fra kerne til
kerne i uensartet afsvampede prgver vist ved to
forsgg. — = forsgg a; ----- = forsgg b. De to
vandrette linier viser s2 for de ensartede afsvam-
pede prgver.

efter henholdsvis 40, 80, 200, 400, 800 og 1600
roteringer udtoges 100 kerner, som testedes pa
agarplader.

I fig. 6 er angivet resultaterne fra to forsgg.
Kurverne viser middelkvadratet pa afvigelserne
fra den gennemsnitlige zonediameter. Under de
forste 400 omdrejning sker der stor overfgrsel
fra kerne til kerne, men herefter er overfdrse-
len ringe. Selv efter 1600 omdrejninger var
variation i zonediameteren betydelig stgrre for
den uensartet afsvampede prgve end for kon-
trolprgven.
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Disse resultater tyder pa, at uensartet af-
svampet prgver og fr@partier ikke vil blive
egaliseret under forsendelse. Det er heller ikke
sandsynligt, at rystelse under transport af sek-
ke med afsvampet korn og omhaldning af dette
vil medvirke vasentligt til en egalisering.

J. Testmetodens anvendelse pd sdsedsprover af
vinterhvede

For at fa et indtryk af testmetodens anvendelig-
hed prgvedes den pa et antal af de til statsfrg-
kontrollen indsendte sisadsprgver af vinter-
hvede. Der blev tilfweldigt udtaget 44 prgver,
om hvilke der kunne skaffes oplysninger om det
anvendte afsvampningsmiddel. Af disse 44 prg-
ver testedes 100 kerner, og ved alle forsgg an-
vendtes som Kontrol en standardprgve afsvam-
pet pa laboratoriet med samme middel, som de
testede prgver var afsvampet med. Vandind-
holdet i prgverne blev ikke bestemt, men da
alle, inclusive kontrolprgven, havde varet op-
bevaret i laboratoriet gennem nogle uger, mé
det formodes, at deres vandindhold har varet
omtrent ens. Efter testen blev de enkelte prg-
vers gennemsnitlige zonediameter beregnet.

Tabel 3. Fordelingen af 44 sdsedspartier af hvede ef-
ter m&ngden af afsvampningsmiddel pa kernerne malt
ved hemningszonens diameter

Zonediameter i procent

af kontrol Antal partier
L 1
1-20. ..ol 3
21-40. ...l 9
41- 60, ... ..., 16
61-80................ 9
81-100................ 5
>100.. .. ..., 1

Resultaterne er angivet i tabel 3, hvoraf det
fremgar, at der er stor spredning med hensyn
til zonediameteren. I tabellen er kontrolprgvens
zonediameter sat til 100. Den stgrste gruppe
ligger med en relativ zonediameter fra 41 til
60, medens gruppernes stgrrelse aftager jevnt
til begge sider. De fleste prgver blev testet i
januar og februar 1965, altsd ca. 5 méancder
efter at prgverne var blevet afsvampet, medens
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kontrolprgverne blev afsvampet umiddelbart fgr
testens udfg@relse. Dette er antagelig forklarin-
gen pé, at de fleste prgver gav relativt smi
zonediametre.

Alle de testede prgver blev undersggt for til-
stedevarelsen af smitstof af forskellige svampe
efter inkubation pa fugtigt filterpapir ved 8-
10°C i 14 dage og pa maltextraktagar ved
22°C i 10 dage.

Forckomsten af Fusarium- og Helmintho-
sporiumarter tilsammen 13 for de fleste prgver
fra 0-5 pct., og ingen havde over 10 pct. af
frgene med disse arter. Den hyppigste Fusa-
riumart var F.poae. Langt den hyppigste svam-
peart var Alternaria tenuis. For hyppigheden
af denne arts forekomst kunne der konstateres
en tendens til nedgang med tiltagenide zone-
diameter.

Diskussion og konklusioner
Den undersggte biologiske testmetode til kvali-
tativ og kvantitativ bestemmelse af fungicider
pa sedekorn mé betragtes som velegnet til for-
malet under visse forhold.

Variationen p4 hamningszonens diameter er
pa en velafsvampet prgve meget lille indenfor
den enkelte test. Hemningszonens diameter va-
rierer en del fra test til test. Iser agarlagets tyk-
kelse, agarens koncentration og bakteriekoncen-
trationen i agaren er afggrende for zonediame-
terens stgrrelse. Det vil vere ngdvendigt i alle
tests at have en eller flere kontrolprgver med
kendte mengder fungicid for at undgéd fejlbe-
stemmelser.

Hemningszonens diameter varierer fra fungi-
cid til fungicid, saledes at tgrbejdserne gen-
nemgdende giver de stgrste zoner, medens vad-
bejdserne og oliebejdserne giver mindre zoner.
Det er derfor ngdvendigt ved denne metode at
kende, hvilket afsvampningsmiddel en given
prgve er afsvampet med, for at en kvalitativ
bestemmelse kan foretages. Det skal bemarkes,
at de enkelte afsvampningsmidlers rekkefglge
med hensyn til zonediameterens stgrrelse ikke
bestemmes alene af deres procentiske indhold
af Hg, men ogsé af andre egenskaber ved mid-
lerne.



Det testede korns vandindhold har stor be-
tydning for hemningszonens diameter, idet den-
ne aftager med stigende vandindhold. Man ma
derfor sikre sig, at kontrolprgven altid har
samme procentiske vandindhold som det korn,
der skal testes.

Korn opbevaret en periode efter afsvamp-
ningens gennemfgrelse giver mindre hemnings-
zoner end nyafsvampet korn. Arsagen hertil
skal iser sgges i, at en del af kviksglvet for-
damper, og en del diffunderer ind i kernerne.
Dette forhold ggr det vanskeligt ved hjalp af
denne metode at foretage en kvantitativ bedgm-
melse af afsvampningsmidlet pd kernerne med
en rimelig sikkerhed.

Formilet med undersggelserne var fgrst og
fremmest at undersgge den biologiske metodes
egnethed til at afggre, om en kornprgve er af-
svampet, idet det ved sundheds- og spirings-
undersggelser af frg ofte er ngdvendigt at have
kendskab hertil. Stort set er metoden tilfreds-
stillende til dette formél.

Testmetoden er szrlig velegnet ved testning
af nyafsvampet korn med kendt vandindhold
og kendt afsvampningsmiddel. Den vil derfor
ogsé vere velegnet til at teste bejdseapparaters
effektivitet, hvor testen kan foretages straks
efter bejdsningen, og resultaterne kan sammen-
lignes med en kontrolprgve af samme materiale.

Hvis der ved afsvampningen ikke har vaeret
benyttet helt minimale mengder af fungicidet,
vil man ved hjelp af metoden med ret stor sik-
kerhed kunne afggre, om en prgve har veret
afsvampet eller ikke, selv om prgven har veret
opbevaret gennem nogle méineder efter af-
svampningens gennemfgrelse.

Prgver af foderkorn med iblanding af af-
svampet korn vil ogsi kunne findes med ret stor
sikkerhed. Meget smi iblandinger vil dog van-
skeligt kunne pavises, med mindre man bruger
vasentlig stgrre arbejdsprgver end her anvendt,
Men herved bliver metoden meget arbejds-
kravende.

Derimod er metoden ikke szrlig velegnet til
en kvantitativ bestemmelse af de fungicid-
mangder, der er anvendt til siszd i almindelig-
hed, selv om bejdsetidspunkt, fungicidets navn

og kornets vandindhold kendes, Der er for
mange forhold, der har indflydelse pid zone-
diameterens stgrrelse til at en rimelig sikker
kvantitativ bestemmelse kan foretages, iszr
hvis der er relativ sma eller relativ store mang-
der fungicid pa kernerne. Ved undersggelse af
et stort antal prgver vil man dog uden tvivl
kunne finde frem til bejdseanleg, som ikke
bruger de mengder af afsvampningsmidlerne,
der skal bruges, og som ikke fordeler dem ens-
artet pa siseden. Yderligere undersggelser,
iser over hvad der sker ved fungiciderne pé
korn opbevaret under forskellige forhold, er
ngdvendige, fgr metoden kan anvendes til en
kvantitativ besternmelse af fungicider pa szde-
korn opbevaret efter behandlingen.

Sammendrag

En biologisk metode til kvalitativ og kvantita-
tiv bestemmelse af fungicider pa szdekorn blev
afprgvet. Metoden bestdr i at méle den hzm-
ningszone, der dannes pa en agarplade omkring
afsvampede kerner, nar Corynebacterium rathay
anvendes som testorganisme.

En rakke forhold gver indflydelse pd hem-
ningszonens diameter, hvilket ngdvendigggr, at
der altid som kontrol benyttes en prgve, der
umiddelbart i forvejen er afsvampet med en
kendt mangde af det samme fungicid som den
testede prgve.

De forskellige fungicider danner uens zone-
stgrrelse, hvilket tilsyneladende ikke alene skyl-
des deres forskellige procentiske indhold af
kviksglv. Det testede korns vandindhold har
stor indflydelse pd zonediameterens stgrrelse,
og szdekorn opbevaret efter afsvampningens
gennemfgrelse giver mindre hzmningszoner
end nyafsvampet korn.

Overfgrsel af fungicider fra kerne til kerne
ved omrystning er ringe, siledes at en forsen-
delse af en uensartet afsvampet prgve nzppe
endrer vasentlig pd fungicidets fordeling i
préven.

44 prgver af udsadspartier af vinterhvede
blev testet ved hjelp af metoden. Zonediame-
teren i procent af kontrolprgven varierende
mellem 0 og 102. 16 af prgverne 14 med en re-
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lativ zonediameter mellem 41 og 60, medens
ialt 34 14 mellem 21 og 80.

Der konkluderes, at metoden er velegnet til
afprgvning af nyafsvampet sedekorn, f.eks. i
forbindelse med afprgvning af bejdseapparaters
effektivitet, samt til kvalitativ bestemmelse af
fungicider pd smdekorn. Den er ogsd velegnet
af afslgring af iblandinger af afsvampet korn
i brgdkorn forudsat, at iblandingerne ikke er
meget smd, idet den ngdvendige prgvestgrrelse
da vil ggre afprgvningen meget arbejdskre-
vende. Metoden er derimod mindre velegnet til
en kvantitativ bestemmelse af fungicider pa
sedekorn, som har varet opbevaret i nogen tid
efter behandlingen.

Forfatteren gnsker at bringe en tak til pro-
fessor N. Fabritius Buchwald, Plantepatologisk
laboratorium, Den kgl. veterinzr- og landbo-
hgjskole for modtagelse af en kultur af Coryne-
bacterium rathay (E. F. Smith) Dowson og til
lic. agro G. Kovacs samme sted for vardifuld
hjelp ved arbejdets pabegyndelse. Endvidere
bringes en tak til agronomerne H. Elbak Pe-
tersen, A/S Agro-Kemi og E. Ngddegaard, Sta-
tens plantepatologiske forsgg for hjzlp ved
fremskaffelse af bejdsemidler. De kemiske ana-
lyser for kviksglv blev udfgrt af Kemikalie-
kontrollen.
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Summary

Title of paper: Experiments with q biological assay
method for qualitative and quantitative determi-
nation of fungicides on seeds of cereals

The purpose of this work was to elucidate the pos-
sibilities of using a bioassay for qualitative and
quantitative determination of fungicides on seeds
of cereals when Corynebacterium rathay (E. F.
Smith) Dowson was used as test organism. This
organism was carlier found to be susceptible to
mercurial fungicides (Kowacs, 1963).

The test organism was stored at 5°C in meat
peptone agar. 24 hours before each test the orga-
nism was transferred to meat peptone and incuba-
ted at room temperature. The test was carried out
in plastic Petri dishes measuring 14 cm in diame-
ter. For each dish were prepared 15 ml 48°C warm
meat peptone agar to which were added two drops
of a 24 hour old culture of the test organism. When
the bacteria had been added to all test tubes with
the 15 ml meat peptone agar, the tubes were sha-
ken, and the agar was poured into the dishes.

For the experiments were used seeds of barley
treated with Tillantin 1875 or Panogen or — in
certain cases — with other fungicides of the same
types. In each dish were placed 10 seeds on the
ventral side with the one end pointing to the center
of the dish. Usually 100 seeds were used for each
experimental unit.

The inhibition zone was measured 24 hours after
the seeds had been placed on the agar. Usually
only the diameter parallel to the axis of the seed
was measured.

It was found that increasing thickness of the
agar layer, increasing concentration of agar in the
medium and increasing concentration of bacteria
in the medium decrease the size of the inhibition
zone.

All the fungicides gave inhibition zones the
size of which varied much from fungicide to fungi-
cide. In all cases there was a significant difference
in the size of the inhibition zones between seeds
treated with half the recommended dose and those
treated with the recommended dose.

The water content of the seeds tested had a
pronounced influence on the size of the inhibition
zone which was decreased by increasing water
content.

Seeds stored for up to six months after fungicidal
treatment produced smaller zones than did newly
treated seeds apparently partly due to evaporation



of the active compound of the fungicide, and partly
to diffusion of the compound into the seeds.

A mixture of untreated seeds and seeds treated
with the recommended dose of Tillantin 1875 in
the proportion 1:1 was rotated slowly up to 1600
times. Samples of 100 seeds were taken after 40,
80, 200, 400, 800 and 1600 rotations and were
tested for the distribution of the fungicide on the
seeds. Even after the 1600 rotations the mixed
sample had a significant larger variance of the zone
diameter than an evenly treated sample.

44 samples from commercial seed lots of winter
wheat were tested by the method using samples of
wheat treated with the fungicides in the laboratory
as control. The average zone diameters of the
collected samples varied from O til about 100 per
cent of the zone diameter of the respective control
samples. Most of the samples had zone diameters
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of 20 to 80 per cent of the control samples. The
main reason for the small zones is probably that
the test was carried out several months after the
commercial seed lots had been treated.

It is concluded that the bioassay method used
in these experiments is suitable for qualitative and
quantitative determination of fungicides on newly
treated samples when the mark of fungicide used
and the water content of the seeds are known.
Also it is a good qualitative method for determin-
ing the presence of fungicides in commercial seed
lots and for determining the uniformity of the
distribution of fungicides within a seed lot. How-
ever, until more work has been done on the
effect of storage and of variations in water content
of seed, the method cannot be considered suitable
for quantitative measures of fungicides on seeds
stored after treatment.
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