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Det er ikke kun mennesker og dyr, der s&tter pris pa vores korn. Mange svampe kan leve af korn,
og nogle kan danne giftige stoffer (mykotoksiner). Allerede mens kornet star pd marken bliver det
koloniseret af forskellige sékaldte ”marksvampe”. I vade hestar kan kornaksene og dermed
markerne blive nasten helt sorte af disse svampe. Pa lageret er det andre arter, der er almindelige,
de sékaldte "lagersvampe”. Man ser altsd en succession af forskellige svampe og en mikrobiel
balance mellem arterne. Denne balance athanger bl.a. af kornets temperatur og fugtighed. Det er
vigtigt, at kornet torres og derefter nedkeles sa hurtigt og effektivt som muligt for at undgd at
svampene opformeres og — hvis de rette arter er til stede — danner mykotoksiner. I Farm 4U
projektet ser vi pa svampene ved to forskellige torringsmetoder.

Forsogsbeskrivelse

I skal undersgge svampefloraen pa korn fra to garde:

1) Gérdnr. 1:

a) Tersket korn Prove 1

b) Terret korn (planterreri) Prove 2
2) Géardnr. 2

a) Tersket korn Prave 3

b) Terret korn (tromletorreri) Prove 4

Den vigtigste svamp, vi kigger efter, er en art af sleegten Penicillium, der kan danne giftstoffet
ochratoksin. Den hedder Penicillium verrucosum. Til at bestemme den bruger vi et
selektivt/indikativt substrat, der hedder Dichloran Yeast extract Sucrose agar med 18% Glycerol, i
daglig tale kaldet DYSG. At substratet er ’selektivt” betyder at det holder mange andre svampe
vaek. At substratet er “indikativt” betyder at man kan kende P. verrucosum fra de gvrige svampe pa
substratet. Det man kan kende den pa, er dens murstensrgde (terrakotta) farve pa bagsiden af
kolonien, dvs. at I bestemmer den vha. af makroskopiske kendetegn (det man kan se uden
mikroskop). Desuden skal I lere nogle af de evrige svampe pé korn at kende.

Baggrund



Svampe findes overalt i naturen. Ligesom bakterier, dyr og planter har de deres eget rige”
(Kingdom). Pa latin hedder det Mycota, derfor hedder leeren om svampe mycologi. Man har
skeonnet, at der findes omkring 1,5 millioner forskellige arter af svampe.

Langt de fleste arter er gavnlige: de er med til at nedbryde og omsatte plante- og dyrerester til
naeringsstoffer, de giver jorden struktur (jord-krummer”), de hemmer sygdomsfremkaldende
organismer og de tjener som fade for mange dyr. En del svampe er dog skadelige, f.cks. ved at
fremkalde plantesygdomme eller ved at danne stoffer, der er giftige over for mennesker og dyr.
Disse giftstoffer kaldes mykotoksiner.

De mest problematiske mykotoksiner pa dansk korn er ochratoksin A (OTA), som dannes af
Penicillium verrucosum, og deoxynivalenol (DON) og zearalenon, som dannes af flere forskellige
arter af Fusarium. OTA er kendt for sin nyretoksiske effekt pa svin og mennesker, og er pa listen
over kreftfremkaldende stoffer. I vide hestér er der risiko for at indtage sd meget OTA via
kornprodukter, at man overskrider den nordiske graenseverdi pa Sng/kg legemsvagt pr. dag. OTA
dannes primert 1 lagret korn. DON tilherer en stor gruppe af mykotoksiner, som kaldes
trichothecener. Nogle trichothecener dannes, mens kornet star pd marken. Det galder f.eks. DON.
Béde OA og DON er varmestabile og findes derfor ogsa i forarbejdede produkter. DON har
toksiske effekter pa fordejelsessystemet og medferer opkastning (deraf tilnavnet vomitoksin) og
reduceret @&delyst hos husdyr. Der er endnu ingen danske grensevardier, men den DON-mangde,
korn normalt indeholder, ligger oftest under de amerikanske grenseverdier. Zearalenon, som
dannes af flere forskellige Fusarium arter, er kendt for sin @strogeneffekt, dvs. det er et af de
naturligt forekommende hormonlignende stoffer.

Svampe er heterotrofe, dvs. de lever af dedt organisk materiale. Pa alt korn findes der svampe. De
findes 1 rodsystemet, pa bladene og i akset. I labet af vaekstsesonen @ndres sammensatningen af
svampefloraen pa en kornplante, der sker en succession. Denne succession fortsatter, nar kornet er
hestet, idet "marksvampe” (Cladosporium, Alternaria, Fusarium) gradvist afleses af
’lagersvampe” som Penicillium og Aspergillus.

I vaekstsaesonen athaenger svampefloraens sammensatning blandt andet af arts- og sortsvalg,
pesticidanvendelse, temperatur og nedber. Pa lager afhanger svampefloraen af tgrrings- og
lagringsbetingelser.

I Danmark er der nasten altid behov for at terre kornet efter hest. For at undga svampevaekst er
det vigtigt at sgrge for en hurtig og effektiv nedterring og nedkgling til vandindhold og
temperatur, der er for lave til at svampe kan vokse. Hvis korn hestes, torres og nedkeles efter
forskrifterne kan det lagres 1 flere ar uden at kvaliteten forringes. Omvendt kan det ved
uhensigtsmassig handtering edelaegges meget hurtigt af svampe, insekter og/eller mider.

Der findes forskellige tarringsteknikker. I 50’erne begyndte man at terre korn pa gardene. Mest
almindelige var sakaldte portionstgrrier. Her nedterres forholdsvis sma portioner ved 30 — 45°C.
Kapaciteten er dog oftest for lille i forhold til den mejetaerskerkapacitet landmendene rader over i
dag, og anlegget kraever meget arbejdskraft. Fordelen er at man kan terre meget vadt korn hurtigt
ned. I 60’erne blev der etableret mange gennemlgbstarrerier. Her sker en kontinuert terring og
koling af kornet i tynde lag med samtidig pafyldning af uterret korn foroven og fjernelse af det
torrede korn forneden. Torringen er hurtig og effektiv og med stor kapacitet. Ulemperne er krav om
transport til og fra terringsanlegget og ofte et behov for senere nedkeling af kornet. Processen kan



desuden vare hard ved kornets spireevne pga hgj temperatur (60 — 120 °C),. Gennemlgbsterrerier er
1 dag mest udbredt 1 foderstofforretninger og pé store garde. Mange landmand har i dag et
plantgrreri. Det bestar typisk af hovedkanal og sidekanaler, der er lagt ud pa gulvet. Kornet leegges
1 et lag herover og gennembleases med eller uden varmetilsetning. Et sidant anleg stiller store krav
til styring af luftens relative fugtighed, da det er den eneste méde hvorpa der kan opnas ensartet
vandindhold fra bund til top. I forhold til portions- og gennemlebsterring tager planterring ofte lang
tid. Derfor er der stor risiko for svampevaekst, hvis det ikke gores rigtigt. Fordelene ved planterring
er deres store kapacitet, og at anleegget kan bruges til bdde terring, beluftning og keling i hele
lagerperioden. Dvs. at der ikke skal bruges penge og arbejdskraft pé at flytte kornet.

De traditionelt anvendte tarringsteknikker har vist sig ikke altid at veere tilstraekkelige. Vi har
resultater, der viser en kraftig foragelse 1 antallet af toksinproducerende svampe umiddelbart efter
torringens afslutning. Dette kan ske som folge af en utilstraekkelig torring eller via et forurenet
torringsanlag. F.eks. har vi kunnet vise, at terringsanlaeggets konstruktion kan give vanskeligheder
i forbindelse med rengering, sa sporerne overlever og kan overfores fra ar til ar. Det er tilsvarende
af betydning at indlaegning og lagring sker i rengjorte siloer. Her kan iser peges pa, at materialer
som tree og hessian ifelge vores resultater ser ud til at give problemer.

Derfor vil terringsteknikker, som kan eliminere eller reducere svampeforekomsten uden i gvrigt at
skade kornets kvalitet, vaere af stor veerdi. Undersggelser med tromletarring af maltbyg og
bradkorn har vist, at det er muligt at pavirke og ofte forbedre kvaliteten ved denne terringsmetode.
De gennemforte forseg viser en optimal behandlingstemperatur - mélt som kernetemperatur ved
afgang fra terretromle - pa 50-70°C. Kornet opholder sig kun i tromlen i fa minutter. Indledende
undersggelse har vist, at tromletgrring er i stand til markant at reducere svampe pa
kornkernernes overflade og dermed forhindre eller reducere risikoen for dannelse af
mykotoksiner i1 kornet.

Mykotoksiner udger en risiko for kornkvaliteten. Vore resultater savel som resultaterne af
Veteriner og Fadevaredirektoratets overvagningsprogram tyder pd, at problemer opstér pa enkelte
gérde, og at godt landmandsskab i forbindelse med kornhéndtering er meget afgerende for, om der
bliver problemer. Hvis vi opnér en detaljeret viden om de mykotoksin-producerende svampes
livscyclus, bdde 1 marken og pé lageret, vil det i hojere grad vaere muligt at mélrette
landbrugsdriften, s& man effektivt imedegar opformering af toksinproducerende svampe og dermed
risikoen for toksindannelse.
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Gode links

http://www.dlg.dk/dk/planteavl/korn/kornopbevaring/biologi/kornbiologi.pdf
Her fortalles kort om god og dérlig kornhandtering, herunder ogsa lidt om svampe og insekter der
angriber lagret korn

http://www.botany.utoronto.ca/ResearchLabs/MallochLab/Malloch/Moulds/Moulds.html
Her fortaelles kort om svamperiget (pa engelsk)

http://www.botany.utoronto.ca/Researchlabs/MallochLab/Malloch/Moulds/Index_of Descriptions.

html
Her fortaelles ganske kort om de fleste af de slaegter der er vist i renkultur (pa engelsk)



Fremgangsmade

Aktivitet 1. I skal udlaegge 100 kerner pa DYSG af hver af de fire praver

Aktivitet 2. I skal opgere forekomst af P. verrucosum i de fire prever (udlagt for en uge siden)
Aktivitet 3. I skal se pa de evrige svampe pa kernerne og beskrive evt. forskelle i svampeflora
Aktivitet 4. I skal med hjlp fra mikroskopet undersege renkulturerne og forsege at sette et navn
pa dem

De forste tre aktiviteter foregar i laboratoriet 1 PV26 (2210), den sidste 1 PV26 og 1 Farm4U’s
laboratorium i Forskerparken.

Aktivitet 1. Udleegning af kerner

Arbejdet foregér 1 Flow-bank (sterilt) for at undgé forurening fra luftbarne svampe. Flowbanken
teendes og torres af med ethanol % time for brug. Der skal bruges folgende materialer til forsoget:
Spritflamme og taendstikker

4 petriskale med prover af korn (1-4)

Pincet

Baegerglas med ethanol (ren alkohol)

40 petriskale med DYSG

Sprittusch

Skabelon til udlegning af kerner (Figur 1)

4 plastposer med lufthuller

Inkubator der er indstillet til 25°C

1. I fér udleveret fire petriskdle med kornprever (1-4)

2. De 40 stobte skale nummereres med prevens nummer (10 skale til hver prove), I kan eventuelt
dele proverne mellem jer

3. For hver prove folgende fremgangsméde: Pincetten flamberes. Det gores ved at dyppe den i et
baegerglas med ethanol og brande ethanolen af over en spritflamme. Pas meget pa, at flammen
er gaet HELT ud inden | gar videre. Der overfores 10 kerner fra petriskilen til hver af de 10
stobte agarskale. Kerner leegges efter en skabelon (se Figur 1). Kernerne leegges tilfeldigt med
bugfure op- eller nedad (her kan man valge at gore det ens for alle kerner). Pincetten flamberes
mellem hver skil. I alt 10 skéle (=100 kerner) fra hver af de fire prover

4. Skélene med kerner stables med 10 i hver. De sattes i plastpose med lufthuller og inkuberes
retvendt ved 25°C 1 7 dogn



Figur 1. Aktivitet 1. Skabelon til udleegning af kerner:



Aktivitet 2. Forekomst af P. verrucosum i prgve 1-4

Arbejdet foregér i stinkskab for at beskytte “operateren”. Det er giftigt materiale, idet svampene er
meget villige til at danne mykotoksiner pé et substrat som DYSG. Skalene ma ikke atges ud af
stinkskabet. . De indeholder nemlig ogsa toksiner! Der skal bruges folgende materialer til forseget:
40 DYSG petriskale med kerner, der er udlagt for 7 dage siden

e Farveprint af P. verrucosum pad DYSG (ligger 1 stinkskabet)

e Skema til opgerelse af resultatet (Figur 2)

e Sprittusch

Fra de fleste kerner vokser der mere end én art frem. For hver petriskél afleeses og markeres med
tusch, hvor mange af kernerne der har vaekst af P. verrucosum, dvs. hvor mange af kernerne der er
kontamineret. Det gores fra bagsiden (petriskdlens revers), og svampen kendes pé sin rustrede farve
(se eksemplet der er lagt frem). Resultatet for hver petriskél indferes i skemaet (Figur 2). Til sidst
beregnes kontaminationsprocenten for de fire prover pa folgende made:

.. antal kontaminerede kerner
Kontaminations % = x 100 %

antal udlagte kerner ialt




Figur 2. Aktivitet 2. Skema til opggrelse af P. verrucosum

Prove 1 (taersket kort fra Gard 1)

Antal kerner: 100
Antal kerner med P. verrucosum:

Kontaminationsprocent:

Prove 2 (torret kort fra Gard 1)

Antal kerner: 100
Antal kerner med P. verrucosum:

Kontaminationsprocent:

Prove 3 (taersket kort fra Gard 2)

Antal kerner: 100
Antal kerner med P. verrucosum:

Kontaminationsprocent:

Prove 4 (torret kort fra Gard 2)

Antal kerner: 100
Antal kerner med P. verrucosum:

Kontaminationsprocent:



Aktivitet 3. Makroskopisk beskrivelse af de gvrige svampe pa kernerne

Arbejdet foregér i stinkskab. Skalene ma ikke atges ud af stinkskabet. Nu skal I sa godt det lader
sig gare beskrive eventuelle forskelle i de 4 prover. Herunder kan I vurdere folgende:

Prgvenummer:

Er der sterile kerner, dvs. kerner uden svampevakst ?

Vokser der kun en art fra hver kerne eller er det almindeligt med mange forskellige svampe fra hver
kerne ?

Er der forskel pd deres vaeksthastighed og kan det have betydning for resultatet ?

Er det bestemte svampe der dominerer 1 de fire prover?

Hvordan ser de dominerende svampe ud (se pd bade underside (revers) og overside (obvers) af
petriskal

Kan man makroskopisk se om svampene har dannet sporer ? Hvordan afslerer det sig?

Er der forskel pa de fire prover ?

Hvis der er forskel, hvad siger det jer sa umiddelbart om tagrringens effektivitet?

Har I set lignende svampe for (i kekkenet, 1 marken, 1 haven, pa fugtige vaegge) ?




Aktivitet 4. Mikroskopisk undersggelse af renkulturer af svampe

Nu skal renkulturer af vigtige kornsvampe bestemmes. En renkultur er en petriskél hvori der kun
findes én art, der er rendyrket f.eks. fra en kerne hvor der voksede forskellige arter. Arbejdet
udferes 1 Farm4U’s laboratorium 1 Forskerparken. Der kan/skal anvendes folgende:

e Mikroskop (transmissions og/eller stereomikroskop)

Objektglas

Tape eller dekglas

Skalpel

Shear’s Mounting Fluid (SMF)

Abn skélene s& lidt som muligt! Skale markeret med giftmarkat ma kun &bnes i stinkskab!
Preaeparater til mikroskopi fremstilles pa folgende méade og i stinkskab:

1. En lille drdbe SMF dryppes pa et objektglas.

2. Fremstilling af praeparat. En stykke tape (ca. 4 cm) skares af. Ca. 0.5 cm af det midterste af
tapen trykkes forsigtigt mod svampekulturen og svampematerialet leegges i SMF’en pé
objektglasset.

3. Man kan ogsa lave et preeparat ved med en skalpel at skere et lille stykke (ca. 0,3x0,3cm) ud af
svampekulturen og legge et deekglas over.

4. ”Find” svampematerialet pa objektglasset ved lav forsterrelse og gé forst derefter gradvist op i
forstorrelse (pas pa ikke at kvase preeparat og deekglas med objektivet, brug kun finskruen
pa mikroskopet ved store forstarrelser!) .

5. Brug begerne og billederne til at bestemme svampene sé godt [ kan. Hvis I kan bestemme
svampene til slegtsniveau er det meget fint. At bestemme til artsniveau kraver nasten altid

specialistviden og serlige bestemmelsesvarker. Her galder at nogle slaegter er vanskeligere end

andre!

6. 1kan indfere navne pa de svampe i har bestemt i skemaet pa naste side
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