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Rapport om biofumigation i GAU-LD projektet "Udvikling af nye teknikker i reekkeafgrader”
i forbindelse med aktiviteterne omkring alternativ jorddesinfektion.

Sennepsmel er afprgvet som desinfektionsmiddel pa frebede med skovplanter. Sennepsmel indehol-
der et glucosionat, der kan omdannes til isothiocyanat, dette stof er neert beslaegtet med aktivstoffet i
Basamid. Pa flere planteskoler er sennepsmel nedfreeset i sdbedet, i to forskellige dybder og i flere
forskellige koncentrationer.

Resultaterne er varierende, men viser lovende effekt mod ukrudt. De mikrobiologiske analyser, der er
lavet gav ikke noget resultat, pa grund af ringe biologisk liv i forsggsmarken.

Metoden er lovende, og der arbejdes videre med forsgg i andre projekter.

Ved formering i markjord af planteskoleplanter - enten fra frg eller med stiklinger - kan en stor forekomst af
jordbarne patogener og ukrudtsfrg vaere problematisk og forbundet med hgje omkostninger. Det er baggrun-
den for at man pa seerligt intensive dyrkningsarealer kan se sig nadsaget til at f& minimeret sygdomme og
ukrudtstrykket gennem en jorddesinfektion.

| 2015 og 2016 er der derfor gennemfgrt en raekke afpr@vninger af alternative muligheder i forhold til den
hidtidige anvendte jordesinfektion med produktet Basamid. Det mé i dag kun anvendes pa dispensation i
Danmark. Forsggene indgar i udviklingsprojektet om nye teknikker i reekkeafgrader, der er medfinansieret af
GAU og Landdistriktsordningen. Tilsvarende undersggelser gennemfgres i dag af Aarhus Universitet med
henblik pa at skaffe data til en ansggning om at fa sennepsfra godkendt som et basisstof til plantebeskyttel-
se af EU.

Baggrunden for at igangseette danske afpragvninger af effekten af biofumigation med pulveriseret frg af indisk
sennep (Brassica juncae 'Energy’) er undersggelser af Prof. Dr. Christian Neubauer fra Hochschule Osna-
briick i 2012-2014. Han paviste potentialet for biofumigation med tgrt, formalet sennepsfrg til at veere vae-
sentligt mere effektivt end friskt plantemateriale.

| planter som sennep, raps og olieraedikke findes der i cellernes vakuoler diverse glucosinater. | den omgi-
vende celleveeske findes enzymet myrosinase. Hvis cellen og vakuolen gdelsegges kommer enzymet i for-
bindelse med glucosinatet. Og med vand tilstede omdannes glucosinatet til et isothiocyanat, der i en til-
straekkelig koncentration er i stand til at draebe ukrudtsfrg og plantepatogene svampe og bakterier. Dette
udnyttes i sakaldt biofumigation, hvor man sa@nderdeler raps eller sennepsplanterne og indarbejder plante-
massen i jorden. Erfaringer viser at det er vanskeligt at findele plantemassen tilstreekkeligt til at opna en kon-
centration der er effektiv. Man kan kgbe et italiensk produkt Biofence®, der bestar af pelleteret materiale af
en sort af Brassica sp. Men de tyske forsgg har vist, at hvis man indarbejder tart formalet sennepsmel i en
meget fugtig jord, s& vil man kunne opnd effektive koncentrationer.

Med biofumigation udnytter man biologiske mekanismer til at bekeempe patogener og ukrudt. Aarhus Uni-
versitet har sammen med Danske Planteskoler afpragvet det biologiske jorddesinfektionsmiddel "Herbie 72”
som er udviklet af firmaet Thatctec i samarbejde med universitetet i Wageningen i Holland. Effekten baserer



sig pa at produktet ogsa bestar af bestemte svampe, der kan omszaette det organiske materiale under iltfatti-
ge (anearobe) forhold. Efter indblanding af Herbie 72 i jorden deekkes arealet af plast, der er uigennemtraen-
geligt for ilt. Konkurrence om ilten i jorden og dannelse af nedbrydningsprodukter, der er skadelige for mikro-
organismer kan under gunstige forhold, herunder hgje temperaturer, give en effektiv desinfektion. Afprgvnin-
gerne har dog vist behov for afdeekning af tilstreekkeligt store sammenhaengende arealer, for at sikre en reel
blokering af iltforsyningen til jorden. Og desuden at en leengere periode med hgje jordtemperaturer er afgga-
rende for et godt resultat.

En anden type biofumigation bestar i at en raekke plantearter indeholder nogle stoffer der med bestemte
enzymer og under iltrige forhold (aerobe) kan omdannes til stoffer, der desinficerer pa lignende vis som Ba-
samid. Basamid omdannes i fugtig jord blandt andet til det toksiske stof Methyl-Isothiocyanat. Planter fra
korsblomstfamilien, som eksempelsvis arter af Brassica, Sinapis og Raphanus, indeholder alle glucosinater
(GLS) der har disse egenskaber. Glucosinater kan omdannes til stoffer der er mere eller mindre toksiske
overfor patogener og ukrudtsfrg. De mest interessante stoffer er isothiocyanater (ITC). Sinigrin er det gluco-
sinat der danner mest toksisk ITC, hvorfor de planter, der indeholder mest Sinigrin, som eksempelvis Indisk
sennep (Brassica juncae 'Energy)’, er mest anvendelige.

Der har gennem mange ar veeret gennemfgart jorddesinfektion med sennep, raedikke eller sudangraes med
varierende effekt. Prof. Dr. Chr. Neubauer fra Hochschule Osnabriick konstaterede i sine undersggelser en
mekanisme, som er vaesentlig for at opna det bedste resultat. Enzymet myrosinase medvirker til at omdanne
sinigrin til et isothiocyanat (ITC), safremt der er vand og en passende hgj temperatur til stede. ITC’s toksiske
virkning pa insekter udnyttes af sennep og raeddike, som en naturlig forsvarsmekaniske. Det sker ved at de
indeholder glucosinater i cellernes vakuoler, mens enzymet myrosinase er adskilt fra dette i cellevaesken.
Ved et angreb gdelaegger insektet nogle celler, hvorved enzymet kommer i forbindelse med glucosinatet og
vandet i vakuolen, og en gjeblikkelig omdannelse til ITC udlgses.

og

Intakt celle Celle et insekt har penetreret

| sit arbejde med biofumigation har Prof. Chr. Neubauer erkendt at sgnderdeling af sennepsplanter medvir-
ket til at danne ITC — men ikke det maksimalt mulige, idet ikke alle celler er blevet gdelagt. Og da materialet
ofte ikke er blevet indarbejdet i jorden hurtigt nok, sa er en del ITC fordampet inden nedmuldningen. Det
bidrager til at den teoretisk maksimale koncentration i jorden ikke opnas.



Frg af Brassica juncae 'Energy’ har et hgjt indhold af sinigrin. Nar frgene er tgrre og har et lavt vandindhold
er det muligt at pulverisere disse til sennepsmel, uden at der dannes ITC. Det sker farst nar sennepsmelet
indarbejdes i jord med en relativ hgj jordfugtighed.

For at bestemme hvor meget sennepsmel der skal anvendes for at opna en tilfredsstillende jorddesinfektion

har Prof. Chr. Neubauer lavet en teoretisk beregning over ITC koncentrationer i forhold til Basamid ved ind-
arbejdes i 10 cm jorddybde.

Sennepsmel af Indisk sennep (Brassica juncae ‘Energy’)
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Christian Neubauer: 500 g/m2(overdaekket) eller 1.000 g/m2 (uden plast) med sennepsmel med et sinigrin ind-
hold p& 100 umol/g vil forventeligt danne en koncentration af ITC pa mellem 300 og 600 nmol/g jord (i 10 cm
dybde). Dette svarer omtrent til niveau ved anvendelse af 40 gram Basamid per m?

Bestemte mikroorganismer som Phytium sp., Phytophthora sp. og Fusarium sp. er sensitive overfor koncen-
trationer pa 0,5 mM, hvorimod Alternaria sp. og de gavnlige Thrichoderma sp. svampe skal udseaettes for
langt hgjre koncentrationer.
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P& den baggrund har planteskolerne i Danmark afprgvet anvendelsen af Brassica juncae 'Energy’ i samar-
bejde med Dr. Andreas Wrede (Forsggsstationen i Ellerhoop) og faet bestemt ITC indholdet i jordpraver
hos).

Afprgvninger er i Danmark foretaget i henholdsvis 2015 og 2016 i HedeDanmarks planteskole, og fortseettes
i Frijsenborg Planteskole fra 2016. Der er sidelgbende med demonstrationsforsggene igangsat en raekke
afprgvninger i de samme planteskoler i et projekt ledet af Dansk Gartneri for Miljgstyrelsen med henblik pa at
skaffe data til en ansggning til EU om at f& godkendt sennepsfrg som basisstof.

P& den tyske forsggsstation i Ellerhoop nord for Hamborg gennemfarer Dr. Andreas Wrede i disse ar under-
sagelser af mulighederne for ophaevelse af jordtreethed. Her indgar ogsa afpravninger af sennepsmel. Nogle
af deres afprgvninger er henlagt til arealer hos Planteskolen Rudolf Krohn i Halstenbek. Der udbydes mange
sorter af Brassica — men undersggelser af indhold af glucosinolater viser at der er afggrende af skaffe frg
med et hgjt indhold af netop glucosinolatet Sinigrin. Det har man arbejdet med i frgfirmaet P.H.Petersen
Saatzucht Lundsgaard neer Flensborg under ledelse af Michaela Schlathdlter. De markedsfarer Brassica
juncae 'Energy’ med det meget hgje indhold af Sinigrin primeert til dyrkning af sennepsplanter, der skal bru-
ges til seerlig steerk sennep man blandt andet kender som Dijon sennep. | deres udviklingsarbejde arbejder
de sammen med Professor Dr. Kornelia Smalla ved Julius-Kiihn Instituttet | Braunschweig samt Dr. Franzis-
ka Hanschen, Leibniz-Institut fiir Gemuse- und Zierpflanzenbau ved Universitetet i Hannover i bestemmelse
af effekter p& patogener og gavnlige mikroorganismer. De danske afprgvninger i sket i samarbejde med Dr.
Andreas Wrede og P.H.Petersen Saatzucht Lundsgaard, og herigennem har det vaeret muligt at fa bestemt
koncentrationen af isothiocyanat i udtagne jordprgver samt af eendring i mikroflora gennem DCGG finger-
prints.

Den sanerende virkning af isothiocyanat er sammenlignelig med det isothiocyanat, der udvikles ved indar-
bejdelse af Basamid (dazomet) i en jordprofil. Undersggelserne har til hensigt at finde en praksis hvor det er



muligt at opna en tilstreekkelig koncentration i en jordprofil pa enten 4 cm i dybden eller 10 cm i dybden, hvor
man opnar at bekeempe patogener samt haemme spiringen af forekommende ukrudtsfra.

Der har altsa veeret behov for at afklare dosering af sennepsmel i forskellige dybder sammen med en raekke
andre faktorer som jordtemperatur, jordens reaktionstal, indhold af organisk materiale samt vandindhold i
jorden og metoder til at indarbejde af sennepsmelet. Det har veeret usikkert hvor hurtigt omdannelsen af
Sinigrin til Isothiocyanat sker i relation til de ovennaevnte forskellige faktorer. Det er ogsa af betydning for
hvor hurtigt det sorte plast skal deekke de behandlede bede efter indarbejdelsen af sennepsmelet. Der var
ogsa behov for at finde ud af hvor laenge plasten som minimum skal deekke bedene, og hvor leenge der gar
inden der kan sas kulturplanter i de behandlede bede.

For bedst at kunne sammenligne danske og tyske resultater blev det aftalt at bruge samme dosring og dyb-
der i forsggene. | Danmark valgte man at behandle savel forar som sensommer, hvor tyskerne alene be-
handlede i sensommeren. Som testplanter valgte man i Danmark efterfalgende at s& Picea sitchensis og
Sorbus aucuparia, hvor man i Tyskland alene anvendte Sorbus aucuparia, fordi den er den bedste indikator
for opheevelse af jordtreethed.

| 2015 blev de farste afprgvninger foretaget i HedeDanmarks Planteskole, Brandlundgard. Registreringerne
viste en god effekt af sével hgj dosering (250 g/m2) som lav dosering (125 g/mZ2). Vandindholdet var mark-
kapacitet. Jordprgverne til bestemmelse af indholdet af Isothiocyanat blev nedfrosset og sendt til laboratoriet
i Hannover — men desveerre var de optget da der ndede frem. | de fglgende forsagg blev prgverne sendt i
kasser med tgris for at sikre prgverne var frosne ved ankomsten. Derfor blev forsggene i 2015 alene vurde-
ret visuelt.



Planteskoleforsag med biofumigation med formalet frg af Brassica juncae 'Energy’ i 2016.

Der udleegges de samme forsgg hos 2 planteskoler:
HedeDanmarks Planteskole, Brandlundgard (uge 16 og uge 36)
Frijsenborg Planteskole (uge 36)

I hver planteskole afseettes arealer til indarbejdning af henholdsvis:

1,25 kg i 10 m2i 2 dybder 4 cm og 10 cm (2 plots af 30 m2 med samme dosering og dybde)

2,50 kg i 10 m2i 2 dybder 4 cm og 10 cm (2 plots af 30 m2 med samme dosering og dybde)

2 kontrolfelter af 10 m2 til bestemmelse af ukrudt og mikroliv (DGGE fingerprints) uden behandling.
Se arealoversigterne.

Der blev udtaget praver i kontrolfelterne til bestemmelse af mikroliv far behandling.
Samt prgver af de behandlede plots (i henholdsvis 4 cm dybde og 10 cm dybde) til bestemmelse af koncen-
tration af ITC samt DGGE fingerprints.

Analyser af jordprgver fra forsggs parceller med biofumigation 2016.

De fgrste jordprgverne tages med henblik pa at bestemme koncentrationen af isothiocyanat (ITC) umiddel-
bart efter alt glucosinolat er omdannet til ITC. Det vil sige omkring 60 minutter efter indblanding i vad jord.
Der er palagt sort plastic straks efter at sennepsmelet er indarbejdet.

Prgverne er udtaget i henholdsvis 4 cm dybde og 10 cm dybde afhaengig hvor langt ned i jordprofilen sen-
nepsmelet er indarbejdet. Jordpraverne er herefter straks nedfrosset til minus 15 grader med taris i marken.
De sendes til Dr. Franziska S. Hanschen sammen med taris for at sikre et der ikke sker en optagning af jord-
prgven inden modtagelsen.

Adressen pa laboratoriet:
Leibniz-Institut fir Gemuse- und Zierpflanzenbau

GroRRbeeren/Erfurt e.V.

Dr.rer.nat. Franziska S. Hanschen
Theodor-Echtermeyer-Weg 1
D-14979 Grol3beeren

De andre jordprgver blev taget med henblik pa at bestemme mikroflora ved en sakaldte DGGE fingerprints.

Her tager man jordprgver i samme dybde som for ITC. Man udtager prgver fgr indblanding med sennepsmel
(bestemmelse af mikroflora far behandling) og et defineret tidpunkt efter at sennepmelet har haft sin effekt
og alt ITC er fordampet og derfor ikke leengere er i jordprofilen. Sennepmelet er 10 dage under sort plast.
Nar plasten er fiernet venter man op til 10 dage, sa det er det er fordampet og ikke leengere findes i jorden.
Man tager pa det tidspunkt en jordpregve for at lave en karsetest, hvor spiringen af karse viser om ITC er ude
af jorden. Hvis dette er tilfaeldet kan man udtage jordprave til DGGE fingerprint test. Jordpragven skal sies
med 0,1 mm si — og 12 gram afvejes og der sendes 4 prgver fra hvert forsggsled til Professor Kornelia Smal-
la. Hun har brug for en beskrivelse af forsggsdesign, meta data og prgveudtagnings metoden.

Adressen pé laboratoriet:




Professor Dr. Kornelia Smalla

Julius Kiihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fir Kulturpflanzen
Institut fur Epidemiologie und Pathogendiagnostik

Messeweg 11-12

D-38104 Braunschweig

Phone: +49-531-2993814

FAX:  +49-531-2993013
http://www.researcherid.com/rid/H-4002-2011

Planen for udfgrelsen af de 2 forsgg i uge 36 var som fglger:

BL bestiller formalet frg til begge forsgg hos P.H:Petersen: Hver planteskole skal bruge 22,5 kg.
Det leveres hos HedeDanmark. BL tager de 22,5 kg med til Frijsenborg pa dagen det skal bruges.

Der skal bestilles sort plast. 140 meter til hvert af de 2 bede: 280 meter til hver planteskole. Planteskolen
bestiller selv godt 300 meter.

Lars Bjerre Hansen bestiller taris til straks nedfrysning af prgverne i marken, samt til senere anvendelse til
forsendelse til Tyskland. Pragverne lsegges nedfrosne i dybfryser indtil de sendes til Leibniz-Institut far
Gemuse- und Zierpflanzenbau. Prgverne sendes i polystyrenplast kasser.

Hver planteskole skal bruge 2 gangel5 kg taris. Da tgris kun kan holde i 3-4 dage far det er fordampet, sa
skal der bestilles tgaris til levering 6.september til HedeDanmark samt igen til levering den 12. september.

Praver til DGGE fingerprints skal ikke veere nedkglede. De skal derimod veere siet i en kgkken si (0,1 mm),
hvor der udtages 12 gram der er repraesentative per prgve. Der udtages 4 prgver fra hvert plot samt de 2
kontrolfelter. Proverne sendes samlet til Julius Kuihn-Instituttet fra begge planteskoler af Bent Leonhard.
Disse praver udtages farst nar karsetest viser at alt ITC er ude af jorden.

Indarbejdelsen af det formalede sennepsfrg foretages hos HedeDanmark tirsdag den 6. september og hos
Frijsenborg onsdag den 7. september.

BL laner skovl til udtagning af jordprgver hos HedeDanmark og medbringer denne til Frijsenborg den 7. sep-
tember.

Oversigt over forsggsparceller for HedeDanmark i uge 16 samt efterfglgende for uge 36



http://www.researcherid.com/rid/H-4002-2011
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Oversigt over forsgg Frijsenborg Planteskole uge 36:
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Biofumigation 2016 Denmak 26.05.2016 nmol/g DW of soil

Datum Probenname|Seedmeal/mjdepth (cm) 3-Butenenitrile 2-propenyl isothiocyanate 3-butenyl isothiocyanate 2-phenylethyl isothiocyanate
09-11-2016 |1.1.b 1,25
09-11-2016 |1.2.b 1,25
09-11-2016 |2.1.b 2,5
09-11-2016 |2.2.b 2,5
09-11-2016 |5.1.b 1,25
09-11-2016 |5.2.b 1,25
09-11-2016 |6.1.b 2,5
09-11-2016 [6.2.b 2,5

Biofumigation 2016 11/2016 Bent Leonhard

Datum Probenname 3-Butenenitrile 2-propenyl isothiocyanate  3-butenyl isothiocyanate 2-phenylethyl isothiocyanate

15-11-2016 [11.2.A

15-11-2016 [12.2.A

15-11-2016 [13.2.A

15-11-2016 (14 .2.A

15-11-2016 [11.2.B

15-11-2016 [12.2.B

15-11-2016 [13.2.B

15-11-2016 [14.2.B

15-11-2016 |1,1

15-11-2016 [1.2

15-11-2016 |2.1

15-11-2016 [2.2

15-11-2016 (3.1

15-11-2016 [3.2

15-11-2016 |4.1

15-11-2016 |4.2




DGGE Fingerprint af jordprever fra HedeDanmark 2016:

16s rRNA fingerprints: bacterial community
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Oliemgille til sennepsmel.

Den bedste effekt opnas nar sennepsfrgene er frisk malet til mel umiddelbart inden brug.



[

Udvikling af nye teknikker i raekkeafgrader,
havebrug, med fokus pa biologiske midier og

sprojteteknik

Don Europmishe Landbrugstond for Uoviking af Landsrkdeme
ek o Eurcpa inveserer | landasirkdame

Fors;z;get er medfinansieret af LDP samt GAU



Sennepsmel HD 2015 .

Den doserede maengde sennepsmel er afmalt og strget ud med handkraft inden nedfreesning og plastdeekning.



Plastpélaegning efter fsig
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Ukrudtsteelling 2015 3



Overslag gkonomi:

Der kan forventes at blive hgstet 1 ton frg pa 1 hektar.

Frgene indeholder omkring 30 % olie. Ved udvinding af olien forbliver 650 kg som sennepsmel.

Prisen pa udseed af Brassica juncae 'Energy’ var 2016 mellem 6 og 7,5 euro per kg.( 45-55 DKr.per kg)
Der skal sas 8-12 kg/ha. De sas 1-2 cm dybde i begyndelsen af april (taler ned til minus 6 grader)
Reekkeafstanden er mellem 15 og 30 cm (180 planter / m2). Hgstes midt i august.

| 2016 kostede 1.000,- kg frg 50.000,- kr. hos P.H. Petersen, Saatzucht Lundsgaard
650 kg sennepsmel koster 50.000,- kr. 100 kg sennepsmel koster 7.700,- kr.
Ved en dosering pa 2,5 kg m2 bliver prisen pa sennepsmel for 1.000 m2 19.000,- kr.

Ved starre efterspgrgsel kan frget nu tilbydes 1.000 kg frg en pris af 12.000,- kr.
Herved kan man forvente en pris pa omkring 50.000,- kr. per hektar (netto) for en behandling med sen-
nepsmel.

HD forsgg april 2016.

Sennepsmel er nedfraeset og mangler blot deekning med sort plastik.






Sennepsplanter.

Det er vigtigt, at male sennepsfrgene helt, sa der ikke udlaegges spiredygtige fra.



Karsetest fra HD.

For at kontrollere om den desinficerende virkning er stoppet i jorden, udtages en jordprgve fra bedet, denne
kommes i et glas, og der sdes karse pa en tot vat nede i glasset. Hvis jorden stadig indeholder isothiocyanat,
kan karsen ikke spire.
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Ukrudtstryk sommer 2016. Her ses tydelig effekt af sennepsmel pa fremspiri

Behandling med sennepsmel forar 2016 pa Frijsenborg Planteskole.



Demonstration LDP/GAU Frljse-ri‘bﬂorg'
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Plastdeekning Frijsenborg. Forsgs arcellerne deekkes enkeltvis.
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Opsummering af erfaringer

De forelgbige afprgvninger af sennepsmel, der er pulveriseret kort far anvendelsen og noget der har veeret
opbevaret ¥ ar, viser en vaesentlig stgrre koncentrationer for det friske sennepsmel. De malte koncentratio-
ner er mellem 9,1 og 234 nmol/g jord. 250 gram/ m2 nedmuldet i 4 cm dybde giver stagrre koncentrationer
end samme maengde nedmuldet i 10 cm dybde. 125 gram / m2 viser forventeligt at koncentrationerne i jor-
den er omtrent halveret i forhold til den dobbelte dosering.

Effekterne overfor beksempelse af ukrudt er opgjort ved henholdsvis opteelling af ukrudtsplanter og anvendt
tid til lugning af forsggsfelterne. Der er desuden blevet udtaget jordpraver til bestemmelse af effekt pad mikro-
flora ved DGGE (DNA) undersggelser af svampe og bakterier.

Der er ingen tvivl om at man kan opna en effekt pa linje med Basamid. Det kreever man udbringer store
maengder og temperaturer over 15 °C samt et hgijt vandindhold i jorden for at muligggre dannelse af ITC i
koncentrationer pa linje med effektive behandlinger med Basamid. Med de eksisterende priser pa fra af
Brassica juncae 'Energy’ pa omkring 50 kr. per kg. vil en behandling af 1 hektar koste omkring 125.000,- kr.
En optimering af anvendelsen og en fremtidig lavere frapris pa 12 kr. vil kunne bringe prisen ned til omkring
40.000 kr. per hektar.

Resultaterne for ukrudt er varierende, der er derfor behov for yderligere forsgg.
De mikrobiologiske analyser ikke gav noget resultat i dette projekt, der er derfor behov for yderligere forsgg.
Der udfgres forsgg med ukrudt og mikrobiologi i et andet projekt i 2018.

Der skal stadig arbejdes med hvordan udbringning, nedfraesning og plastdeekning sker mest praktisk, nar der
er tale om brug af metoden i stor skala.



