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Infection of panicles with Fusarium poae (Peck) Wollenw. and mycotoxin content in oat grain
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Summary

Field experiments were performed during three years (1999, 2000 and 2001) to
study fusariosis on oat panicles. The percentage of panicles with fusariosis symptoms
ranged from 0,5 to 6%. Fusarium panicle blight was caused mainly by Fusarium ave-
naceum and F. poae. The experiment with panicles artifical infection of 12 genotypes
of oat was performed in 2001. The panicles of oat were inoculated with F. poae strain
nr 37, which caused a reduction in yield by 37%. In the infected kernels the following
toxins were detected: nivalenol (from 0.06 to 2.18 mg-kg™'), deoxynivalenol (from 0.02
to 0.47mg/kg"), T-2 toxin (from 0.02 to 0.71 mgkg"'), HT-2 toxin (from 0.03 to 0.59
mg-kg™), scirpentriol (from 0.06 to 1.98 mg-kg™).
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WSTEP

Fuzarioz¢ wiech owsa, obok najczg$ciej wymienianych gatunkéw Fusari-
um avenaceum, Fusarium culmorum i Fusarium graminearum powoduja, takze
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Fusarium poae i Fusarium sporotrichioides(Haave wg Langseth iin., 1995,
Kiecana i Perkowski, 1998, Mielniczuk, 2001, Cromey i in., 2001).
W Norwegii F. poae zajmowal trzecie miejsce jako czynnik sprawczy fuzarizy wiech
owsa, a za wazniejsze w powodowaniu tej choroby uznano F. avenaceum i F. culmorum
(Haave 1985 wg Langseth 1 in., 1995). Dla owsa uprawianego w Kanadzie
w latach 90-tych ubieglego stulecia gatunek F. poae byl wymieniany jako czwarty
w powodowaniu fuzariozy owsa, po F. avenaceum, F. culmorum i F. graminearum,
natomiast dla jeczmienia uprawianego w tym kraju byt drugim co do waznosci
w powodowaniu fuzariozy ktosow (McCallum i in. 2001), podobnie jak w przy-
padku owsa uprawianego w tym kraju w latach 2002 1 2003 (Tekauz i in., 2004).
F. poae powszechnie wystgpowal takze na wiechach owsa w woj. lubelskim (Kie-
cana i Perkowski, 1998; Mielniczuk, 2001). Gatunek ten moze by¢
przyczyna fuzariozy ktosow innych gatunkéw zboz uprawianych w Europie i na $wiecie,
zwlaszcza w klimacie chtodniejszym (Kiecana, 1986,1994, Sugiura in., 1993,
Salas 1 in., 1999, Cromey i in., 2001, McCallum i in. 2001, Tekauz
i in. 2004) oraz zgnilizny kolb kukurydzy (Chetkowski i in. 1994). F. poae byt
réwniez wyizolowywany z ziarna owsa (Clear i in., 2000, Kosiak i in. 1997),
pszenicy (Lacicowa, 1964, Clear i Patric, 1990, Kosiak i in., 1997,
Obst iin., 1997, Toth, 1997), pszenzyta(Kiecana, 1988),jeczmienia(Clear
i Patric, 1990, Kosiak iin., 1997)izyta(Lacicowa, 1968).

F. poae porazajac wiechy i ktosy zb6z ma zdolno$¢ syntetyzowania w porazonym
ziarnie zwiazkow trichotecenowych takich jak: niwalenol (NIV), diacetoksyscirpe-
nol (DAS), monoacetoksyscirpenol (MAS), scirpentriol (STO), fusarenon X (FUS-
X) oraz T-2 toksyna, HT-2 toksyna i neosolaniol (NEO) (Sugiura i in., 1993,
Chetkowski iin., 1994, Pat iin., 1995wgLangseth iin., 1997, Lang-
seth iin., 1997, Perkowski iin., 1997, Kiecana i Perkowski 1998,
Salas iin., 1999).

Biorac pod uwagg powszechno$¢ wystgpowania £ poae na ktosach zbdz, a takze
wiasciwosci toksynotworcze tego gatunku, podjeto badania nad jego wystgpowaniem na
owsie oraz zanieczyszczeniem ziarna szkodliwymi metabolitami tego grzyba. Problem
uznano za wazny zwlaszcza dlatego, ze zboze to coraz czgsciej wykorzystywane jest
w produkcji zdrowej zywnosci oraz w przemystach farmaceutycznym i kosmetycznym.

MATERIAL I METODY

Badania dotyczace wystgpowania fuzariozy wiech owsa przeprowadzono na po-
lach Stacji Doswiadczalnej Oceny Odmian w Uhninie, w latach 1999-2001. W kazdym
sezonie wegetacji, w fazie dojrzatosci petnej ziarna analizowano wiechy 12 genotypow
owsa, tacznie we wszystkich latach dos§wiadczen przeanalizowano 24 genotypy tego
zboza (ryc. 1).

Kazdy z genotypow wzrastal na 4 poletkach o pow. 10m* Podczas lustracji
uwzgledniano po 400 wiech kazdej odmiany i rodu hodowlanego (z kazdego poletka
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po 100 wiech), a nastgpnie okreslano udziat wiech z objawami fuzariozy. Dla kazdego
genotypu pobierano do badan laboratoryjnych po 20 wiech uznanych za porazone przez
grzyby z rodzaju Fusarium. Sposob prowadzenia analizy laboratoryjnej i mikologicz-
nej byly takie same jak w przypadku badan pszenzyta (Kiecana, 1986).

Doswiadczenie polowe ze sztucznym zakazaniem wiech 12 genotypow owsa
(tab. 2) przez F. poae szczep nr 37 przeprowadzono w 2001 roku, na polach doswiad-
czalnych koto Zamos$cia. Oceng chorobotworczosci uzytego do inokulacji wiech izo-
latu F. poae przeprowadzono wg metody opisanej przez Mishr¢ i Behra (1976),
a material infekcyjny przygotowano wg Mesterhazego (1978), przy czym mo-
dyfikacja byta hodowla grzyba na pozywce SNA przygotowanej na wywarze z lisci
owsa (Kiecana i in. 2002). Sposob zakazania roslin owsa w polu byt taki sam jak
w przypadku jeczmienia (Kiecana 1994). Material infekcyjny stanowita zawiesina
F poae zawierajaca ok. 5x10° konidiéw. Rosliny, ktorych wiechy zakazano oraz rosliny
kontrolne wzrastaty na poletkach o pow. 10 m?. Inokulacji wiech (80 wiech kazdego
genotypu) dokonywano w fazie kwitnienia. Kontrolg stanowity wiechy opryskiwane
tylko sterylng woda destylowana. Po zbiorze dla kazdego genotypu ustalano plon ziar-
na z 10 wiech, masg¢ 1000 ziaren oraz liczbg ziarniakow w wiesze, a nastgpnie porow-
nywano z kontrola.

Uzyskane wyniki opracowano statystycznie przy pomocy analizy wariancji oraz
wielokrotnych przedziatéw ufnosci T-Tukey’a. Najmniejsze istotne roznice T-Tukey’a
obliczono przy poziomie istotnosci 0.05 (Oktaba, 1972).

Analiza chemiczna zawartos$ci trichotecenow:

Proby ziarna ekstrahowano mieszaning acetonitryl — woda 82 : 18 (v/v), a na-
stepnie oczyszczano przy uzyciu kolumienek wypetionych (5 cm®) mieszaning wegla
aktywnego (Draco G 60, 100 mesh), celitu (Celite 545) i oboj¢tnego tlenku glinu (70-
-230 mesh) zmieszanych w stosunku wagowym 1:1:1.

Trichoteceny grupy A analizowano jako pochodne trifluoroacetylowe, natomiast
trichoteceny grupy B jako pochodne trimetylosililowe. Analiza wykonywana byta w
trybie szukania wybranych jonéw (SIM). Dla trichotecenéw grupy A byty to: STO 456
1555; T-2 tetraol 4551 568; T-2 triol 4551 569; DAS 402 1 374; HT-2 455 1327; T-2 327
1401 oraz Mirex 332 i 509. Czas retencji dla tych toksyn wynosit odpowiednio: 14,71;
15,18; 18,23; 18,62; 19,54; 21,56 1 21,32 minut.

Do oznaczania trichotecenéw grupy B rowniez wykonana byta analiza wybra-
nych jonow (SIM). Byty to dla DON 103 1 512; 3-AcDON 117 1 482; 15-AcDON 193
1482; FUS 103 1 570; NIV 191 1 600. Czas retencji dla tych toksyn wynosit odpowied-
nio: 19,53; 20,88; 21,07; 21,01; 21,25 minut.

Celem potwierdzenia obecnosci w probie oznaczanych toksyn wykonana zostata
analiza w pelnym zakresie mas (od 100—700 amu) dostarczajaca widmo masowe, kto-
re pordwnywano z analogicznie otrzymanym widmem dla standardu. Widmo to wraz
z porownywaniem czasow retencji analizowanego zwiazku ze standardem jest podsta-
wa do identyfikacji toksyn. Obok analizy jako$ciowej oznaczano stezenie badanych
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toksyn poprzez porownanie wzglednych wysokosci wybranych jonow. Otrzymane wy-
niki poddane byly obrébce w programie Chem Station.

Odzysk dla analizowanych toksyn wynosit: T-2 86+3,8%; T-2 tetraol 88+4,0%;
HT-2 91+43,3%; DAS 84+ 4,6%; DON 84+3,8%; 3AcDON 78+4,8%; 15 AcDON
74+2,2%; NIV 81+3,8%. Natomiast limit detekcji dla analizowanych toksyn wynosit
0,01 mg/kg.

WYNIKI

Przeprowadzone badania wykazaly obecno$¢ wiech z objawami fuzariozy
w kazdym sezonie wegetacji. Procent takich wiech wahat si¢ w 1999 roku od 0,5 (STH
3497) do 6 (POB 4398), w 2000 r. od 0.5 (Bajka, Borowiak, CHD 2099, STH 4599)
do 2.5 (STH 4699) natomiast w 2001 r. od 0.5 (Bajka) do 3.5 (Akt) (ryc. 1). W wyniku
analizy mikologicznej plew i ziarniakéw, w kazdym roku badan otrzymywano grzyby
z rodzaju Fusarium. Najwigkszy udzial izolatéw F. poae wsrod ogotu Fusurium spp.,
zanotowano w 2000 roku i wynosit on 38% (344 izolaty, w tym 268 z ziarniakow i 76
z plew). W latach 1999 i 2001 izolaty nalezace do tego gatunku stanowity odpowied-
nio 26.8 % (141 izolatow) i 35.4% (194 izolaty) wyosobnien wszystkich Fusarium
spp. Przy czym czgéciej uzyskiwano F. poae z ziarniakéw anizeli z plew (tab. 1). Inne
gatunki Fusarium spp. byly reprezentowane przez F. avenaceum, F. crookwellense,
F. culmorum i F. sporotrichioides.
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Ryc. 1 Procentowy udziat wiech owsa z objawami fuzariozy w latach 1999-2001
Fig. 1 Percentage of oat panicles with fusariosis symptoms in 1999-2001
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Tabela 1
Grzyby wyosobnione z ziarniakow i plew owsa w latach 1999-2001

Table 1
Fungi isolated from kernels and chaffs of oat in 1999-2001

Liczba izolatow
Isolates numbers
Gatunek grzyba 1999 2000 2001 1999 2001 ?.g"L"a
Fungi species Hezba
izolatow
ziarniaki| plewy |ziarniaki| plewy |ziarniaki| plewy |ziarniaki| plewy Total
kernels | chaffs | kernels | chaffs | kernels | chaffs | kernels | chaffs m}mber of
isolates
Fusarium poae| 122 19 268 76 132 62 522 157 679
Inne
Fusarium spp.
308 78 340 216 277 99 925 393 1318
other
Fusarium spp.
Inne grzyby 606 | 289 | 532 | 128 | 363 | 118 | 1501 | 535 2036
other fungi
?gfjm 1036 | 386 | 1140 | 420 | 772 | 279 | 2048 | 1085 4033

Sztuczne zakazanie wiech owsa przez F. poae okazalo si¢ skuteczne. Wiechy te nie
wykazywaty typowych dla fuzariozy oznak etiologicznych w postaci pomaranczowych
sporodochiow, jednak byly one mniejsze od wiech kontrolnych i wykazywaly objawy
zbielenia kloskow. Ziarniaki pochodzace z wiech inokulowanych F. poae byly lekkie
i migkkie, czgsto takze wewnatrz przero$nigte grzybnia patogena. Pozyskane w tym
czasie ziarniaki z wiech kontrolnych byty normalnie wyksztatcone.

Analiza statystyczna wykazala istotne réznice w plonie ziarna uzyskanego
z wiech sztucznie zakazanych przez F. poae, w przypadku 4 badanych genotypow
(CHD 894, CHD 1607, STH 2393 i Stawko (tab. 2). Procentowa obnizka plonu ziarna
dla tych genotypéw wynosita od 44 (STH 2393) do 63 (Stawko) (ryc.2.)

Inokulacja wiech owsa spowodowata takze istotna redukcj¢ masy 1000 ziaren
u wigkszoéci badanych genotypow. Wyjatek stanowily rody hodowlane CHD 1607,
STH 2292, STH 2393. (tab. 2). Najwigksza procentowa obnizk¢ MTZ zanotowano
w przypadku rodu hodowlanego CHD 894 — 63,7%, za$ najnizsza u rodu CHD 1692
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— 11.6% (ryc. 2). Srednia liczba ziarniakow w wiesze zmniejszyta sig istotnie, w wyn-
iku inokulacji analizowanym gatunkiem grzyba, w przypadku 4 genotypow owsa (tab.
2). Najwigkszym ubytkiem liczby ziarniakow charakteryzowata si¢ odmiana Stawko
— 54%, natomiast w przypadku rodu hodowlanego CHD 1653 nie zanotowano redukcji
liczby ziarniakow (ryc. 2).

Tabela 2
Wplyw sztucznego zakazania wiech owsa przez F. poae na plon ziarna,
mase¢ 1000 ziaren i liczbg ziarniakow w wiesze

Table 2
Influence of oat panicles artifical infection with F. poae on kernels yield,
1000 kernels weight and kernels number per panicles

Plon 21arna.z 10 wiech Masa 1000 ziaren Liczba ziarniakow w wiesze
Kernels yl?ld from 1000 kernels weight Number of kernels
10 panicles .
Genotypy owsa ) per panicle
Oat genotypes (9]
" Kontrola " Kontrola " Kontrola
- poae control - poae control - poae control
CHD 894 6.47* 11.75 18.10%* 49.93 36.75 41.73
CHD 1095 9.72 14.00 22.25% 30.90 43.75 45.20
CHD 1296 8.80 14.58 25.40%* 33.50 34.70* 43.80
CHD 1607 9.10* 17.45 26.44 30.25 34.25% 50.45
CHD 1653 7.77 11.73 16.96* 32.81 45.75 45.60
CHD 1692 9.87 12.85 19.06* 30.63 39.25 42.05
STH 2292 8.32 10.25 21.69 24.75 39.25 40.78
STH 2393 6.85% 12.23 19.00 24.63 36.00* 49.13
STH 2494 9.42 13.20 21.91* 28.16 45.00 46.75
STH 2696 11.92 9.30 20.36* 26.13 45.75 46.85
Farys 7.25 11.57 18.81* 30.00 48.00 48.83
Stawko 7.95% 23.12 23.81% 33.75 32.75% 71.82

* §rednie roznia sig istotnie w pordwnaniu z kontrola, przy P <0 05
* means differ significantly compared to the control (P <0 05)
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Ryc. 2 Procentowy ubytek plonu ziarna, masy 1000 ziaren (MTZ) oraz liczby ziarniakow w wie-
sze (LZ) w wyniku sztucznego zakazania wiech owsa przez F. poae

Fig. 2 Percentage reduction of kernels yield, 1000 kernels weight (TKW) and number of kernels
(NK) after inoculation with F poae

Analiza chemiczna ziarniakdéw, pozyskanych z wiech sztucznie zakazanych
przez F. poae, wykazata obecnos$¢ u wszystkich analizowanych genotypow niwalenolu
(NIV), jego zawartos¢ wynosita od 0.06 do 2.18 mg-kg. Oprocz NIV w analizowanych
ziarniakach stwierdzono takze obecno$¢ deoksyniwalenolu, wyjatek stanowity ziarni-
aki rodow hodowlanych CHD 894, CHD 1607 oraz STH 2293 i STH 2393. Sredni
poziom DON wynosit 0.27 mg-kg'. W ziarnie analizowanych genotypéw owsa, oprocz
zwiazkoéw trichotecenowych z grupy B stwierdzono réwniez trichoteceny z grupy
A: toksyny T-2 i HT-2 oraz scirpentriol (STO). Srednia zawartos¢ tych metabolitow
w ziarnie analizowanych odmian i rodow hodowlanych wynosita odpowiednio 0.22,
0.39 oraz 0.55mg-kg™! (tab.3).
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Tabela 3
Zawarto$¢ mikotoksyn w ziarnie owsa pochodzacym z wiech sztucznie zakazanych F. poae

Table 3
Concentration of mycotoxins (mg/kg) in kernels of oat after inoculation with F. poae

Genotypy owsa
Genotypes of oat NIV DON T2 HT-2 STO
CHD 894 0,18 - 0,08 -
CHD 1095 0,14 0,07 0,36 0,52 0,50
CHD 1296 2,18 0,19 0,12 - 1,98
CHD 1607 0,45 - -- - 0,28
CHD 1653 1,34 0,35 0,02 0,59 0.58
CHD 1692 0,37 0,30 0,22 - 0,36
STH 2293 0,06 - - - 0,78
STH 2393 0,59 - 0,71 - 0,31
STH 2494 0,39 0,39 0,08 0,43 0,19
STH 2694 0,58 0,47 0,26 0,39 0,11
Farys 0,49 0,22 0,21 0,03 0,38
Stawko 0,04 0,13 0,06 - 0,06
Srednia
Mean 0.57 0.27 0.22 0.39 0.55
DYSKUSJA

Przedstawione wyniki badan wskazuja na znaczny udziat F. poae w powodowaniu
fuzariozy wiech owsa. Gatunek ten juz wczesniej zostat uznany za jedna z gléwnych
przyczyn tej choroby na owsie uprawianym w warunkach potudniowo-wschodniej Pol-
ski (Kiecana i Perkowski, 1998; Mielniczuk, 2001). W latach 90-tych
XX wieku F. poae zostal uznany za jedna z gtéwnych przyczyn fuzariozy kltosow psze-
nicy na Wegrzech (T 6th, 1997). Wzrastajace znaczenie tego gatunku w powodowa-
niu fuzariozy ktoséw i wiech zbo6z potwierdzaja doniesienia Bottalico (1998) oraz
Tekauz i wsp. (2004).

F. poae uzyskiwany byt rowniez z siewek oraz podstawy zdzbta owsa (Kie-
cana, 1998; Kiecana i Mielniczuk, 2001). O szkodliwosci tego gatunku
w stosunku do siewek pszenicy donosza Lacicowa (1964) oraz Fernandez
i Chen (2005).

Zarowno na wiechach pochodzacych z naturalnej infekcji, jak i na kloskach
wiech sztucznie zakazanych przez F. poae nie obserwowano typowych dla fuzariozy
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oznak etiologicznych w postaci sporodochiow. Ziarniaki z wyzej wymienionych wiech
nie wykazywaly takze istotnych zmian w wygladzie zewngtrznym. W badaniach
Schipilowej i Gagkaeve]j (1997) ziarniaki pochodzace z kltosow pszenicy
inokulowanych przez F. poae, nie wykazywaly takze widocznych objawow chorobo-
wych. Wedlugt acicowej (1963) F poae porazajac ziarno pszenicy nie powoduje
zmian w ich wygladzie zewngtrznym i nie wplywa na zdolnos¢ kietkowania. Na ziarnie
kukurydzy porazonym przez F. poae takze nie obserwowano znacznych roéznic w po-
kroju, przy czym na jego powierzchni obserwowano bialy nalot ztozony z grzybni tego
gatunku (Chetkowski iin. 1994).

Z przeprowadzonych badan wynika, ze sztuczne zakazanie wiech przez F. poae
w fazie kwitnienia wplywa na zmniejszenie liczby ziarniakow i hamuje ich rozwoj,
przez co sa one stabiej wyksztatcone.

Plon ziarna z wiech sztucznie zakazanych przez F. poae obnizyl si¢ przecigtnie
0 37%. Mozna zatem wnioskowa¢, ze grzyb ten wplywa na zmniejszenie wielko-
$ci plonu owsa w podobnym stopniu jak F. avenaceum oraz w wyzszym stopniu jak
F. sporotrichioides (Mielniczuk i in. 2000, Kiecana i in., 2002). Za bar-
dziej szkodliwe w stosunku do ktosow zboz uznano F. culmorum i F. graminearum
(Kiecana, 1994, Fernandez i Chen, 2005).

W proébach ziarna uzyskanego z wiech owsa sztucznie zakazanych przez F. poae
stwierdzono obecnos¢ trichotecendw grupy A i B. Sposrod trichotecendw z grupy A,
T-2 toksyng wykryto w 10 probach, HT-2 toksyng w 6, a scirpentriol w 11 prébach
ziarna badanych genotypow. We wszystkich 12 badanych probach stwierdzono nato-
miast obecno$¢ niwalenolu, w 8 za§ deoksyniwalenolu. Sktad wytwarzanych toksyn
w ziarniakach genotypow owsa pochodzacych z wiech sztucznie zakazanych przez
F. poae w warunkach polowych jest podobny do profilu drugorzgdowych meta-
bolitow tego grzyba wytwarzanych w warunkach laboratoryjnych (Thrane i in.,
2004). Dotyczy to gtdwnie grupy A trichotecenow, z ktdrej stwierdzono przedsta-
wione powyzej metabolity — T- toksyng, HT-2 toksyn¢ oraz scirpentriol. W ziar-
nie owsa nie odnotowano natomiast pozostalych, typowych dla F. poae, metaboli-
tow takich jak: 15-MAS, DAS, T-2 tetraolu oraz NEO (Liu i in., 1998, Thrane
i in., 2004). W porazonych ziarniakach owsa wykryto niwalenol, ktory takze uwa-
zany jest za metabolit charakterystyczny dla profilu mikotoksyn wytwarzanych przez
FEpoae(Thrane iin., 2004). Podobny sktad drugorzgdowych metabolitow stwierdzao
w ziarnie innych gatunkéw zbo6z, w tym kukurydzy, porazanych przez F. poae (Su -
giura iin., 1993; Chetkowski iin. 1994; Bottalico, 1998; Kiecana,
i Perkowski, 1998; Cromey i in., 2001).

W ostatnich latach izolaty F. poae wytwarzajace toksyny T-2 i HT-2, neosola-
niol, diacetoksyscirpenol oraz scinpentriol wydzielono jako odrgbny gatunek o nazwie
F langsethiae. (Torp 1 Langseth, 1999). Wedlug Thrane i wspotautorow (2004)
zaden z izolatow F. langsethiae nie wytwarzat NIV ani FUS-X, uznanych za metabolity
wlasciwe dla F. poae.
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Obecno$¢ w ziarnie owsa deoksyniwalenolu, moze sugerowac wtorne zakazenie
wiech w okresie wegetacji przez inne gatunki z rodzaju Fusarium, w tym F. culmorum
1 F. graminearum, na co wskazuja takze badaniaSalas i in. (1999), dotyczace zawar-
tosci metabolitdow wtérnych w porazonym ziarnie jgczmienia.
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Streszczenie

Przeprowadzone w latach 1999-2001 badania wykazaty obecno$¢ w kazdym se-
zonie wegetacji, wiech z objawami fuzariozy. Odsetek takich wiech wahat si¢ od 0,5
do 6%. Glowna przyczyna fuzariozy wiech owsa byty gatunki Fusarium avenaceum
i F. poae. W 2001 roku przeprowadzono takze $ciste do§wiadczenie polowe obejmujace
12 genotypoéw owsa, w ktorym wiechy sztucznie zakazano F. poae. W wyniku tych
badan stwierdzono, ze $rednia obnizka plonu ziarna wynosita 37%. Analiza chemiczna
ziarniakow pozyskanych ze sztucznie zakazanych wiech, wykazata obecno$¢ w nich
niwalenolu (od 0,06 do 2,18 mg-kg"), deoksyniwalenolu (od 0,02 do 0,47 mg-kg"),
T-2 toksyny (od 0,02 do 0,71 mg-kg'), HT-2 toksyny (od 0,03 do 0,59 mg-kg"') oraz
scirpentriolu (od 0,06 do 1,98 mg-kg™).
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