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Do grupy trichotecen6w nalezy okoto 100 zidentyfikowanych do tej pory zwigz-
kow [25], z ktorych jednak niewiele wykryto w produktach pochodzenia naturalne-
go [11, 31]. :

Do najczesciej wystepujacych w zbozach metabolitéw z tej grupy mikotoksyn
naleza: deoksyniwalenol (DON), niwalenol (NIV), 3-acetylodeoksyniwalenol (3-
-AcDON), 15-acetylodeoksyniwalenol (15-AcDON) oraz fuzarenon-X (FUS-X)
tworzone przez F. graminearum oraz F. culmorum [2, 6, 28]. Oprécz tych toksyn w
porazonych ziarnach spotyka si¢ czgsto réwnoczesnie posiadajacy wiasciwosci
estrogenne zearalenon.

Obydwa przedstawione powyzej gatunki Fusarium stanowig w Polsce giéwne
zagrozenie upraw zb06z takich jak pszenicy [2, 14], pszenzyta [17], jeczmienia [19,
32] oraz — obok F. subglutinans i F. moniliforme — kukurydzy [1, 16].

Prowadzone od kilku lat badania nad naturalnie porazong przez grzyby rodzaju
Fusarium pszenicg sg przedmiotem niniejszej pracy.

Metodyka prowadzonych badar

W badaniach przeprowadzonych w ramach tej pracy w latach 1986-1988 proby
polowe pszenic zbierano opierajac si¢ na obserwacjach zmian chorobowych roslin
uprawnych na terenie 18 wojew6dztw w okresie od stadium dojrzalosci mlecznej do
stadium dojrzalosci zbiorczej, tuz przed zniwami. Okre§lano procent klosow na
danym polu wykazujacych objawy fuzariozy, a klosy z takimi objawami w liczbie 20
(lub wickszej) z danego pola §cinano i traktujgc je jako pojedynczg prébe przecho-
wywano (wilgotno$¢ 15%) az do czasu analizy mikologicznej.

Na podstawie badafi mikroskopowych, stosujac klucz Nelsona [10], okreSlono
gatunek porazajacy poszczeg6lne klosy. W tabeli 1 przedstawiono gatunki grzybow
rodzaju Fusarium wyosobnione z kloséw pszenicy w latach 1986-1988. Klosy pora-
zone przez dominujace gatunki F. graminearum oraz F. culmorum oddzielono od
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Tabela 1
Garunki grzybow rodzaju Fusarium sp. wyosobnione z porazonych ktoséw pszenicy
| (wg klucza Nelsona)
Procentowa zawarto$§¢ grzyb6éw rodzaju Fusarium w porazonych klosach
Gatunek Pszeniica
1986 1987 1988

F. avenaceum 21 21 36
F. crookwellense 3 4 —
F. culmonum 31 17 49
F. gramincarum 18 13 6
F. nivale 21 42 9
E sp. 6 1 -

pozostatych (porazonych przez grzyby innego gatunku) i dzielono je recznie, ZazZwy-

czaj’ na 3 frakcje:

A) ziarniaki o wyraznych cechach porazenia przez grzyby rodzaju Fusarium (ré6zo-
we przebarwienie, ziarniaki lekkie, pomarszczone, z nitkami grzybni na po-
wierzchni), oznaczajac je jako ziarniaki porazone (Z.P.),

B) ziarniaki bez takich zmian, wygladajace na zdrowe, oznaczajac je jako ziarniaki
zdrowe (Z.2),

C) plewy razem z osadka klosows, oznaczajac je jako plewy (Plewy).

Po dokonaniu podziatu ziarniakéw na ziarniaki porazone oraz na wygladajgce na
zdrowe obliczano procent ziarniakéw wykazujacych typowe cechy porazenia przez
grzyby rodzaju Fusarium (% PFZ). llosci DON kumulowane w ziarnach oraz w
innych czgsciach pszenicy (plewy, osadki klosowe) sg zazwyczaj znacznie wyzsze od
innych toksyn, takich jak 3-acetylo- oraz 15-acetylodeoksyniwalenol (3-AcDON, 15-
-AcDON), niwalenol (NIV) i jego pochodne oraz zearalenon (ZEA) [6,8,17,21].

Zawarto$¢ DON, kt6ry jest odpowiedzialny za poziom skazenia, jest czgsto sko-
relowana z innymi cechami badanymi w porazonych ziarnach. Sporadycznie poréw-
nywano zawartoS¢ DON w ziarnie ze zmniejszeniem wagi ziarna oraz ze spadkiem
plonowania [26, 30]. Najczesciej jednak badana byla zaleznos¢ pomiegdzy zawartos-
cig DON w ziarnie a procentem ziaren porazonych przez Fusaria (DON/PFZ) [5,
15, 29, 33]. Przygotowane w ten sposéb pr6bki poddno analizie chemicznej. Wszy-
stkie proby pszenic porazone grzybami rodzaju Fusarium analizowano w nastepujg-
Cy sposob: w kolbie stozkowej o pojemnosci 200 cm3® z korkiem szlifowym, do
nawazki 10 g zmielonego ziarna dodano 50 cm? rozpuszczalnika ekstrahujacego

metanol — 1,5% roztw6r wodny chlorku potasu (60:40) i wstrzasano prébe 15
minut.

W celu catkowitej ekstrakeji pozostawiano jg do nastgpnego dnia. Wytrzasano
10 minut i sgczono pod zmniejszonym ci§nieniem, uzywajac zestawu prozniowego z

* Pr6by pszenicy zebrane w 1986 r. podzielono jedynie na ziarniaki i plewy.
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lejkiem prozniowym Biichnera wylozonym bibulg filtracyjna. Celem odtluszczenia
do rozdzielacza pobierano 25 cm? klarownego przesaczu, dodawano 25 cm> heksa-
nu i wytrzgsano 3 minuty. Oddzielong dolng warstw¢ metanolowa wytrzasano
ponownie z 20 cm> heksanu (warstw¢ heksanowa odrzucano). Warstwe metanolo-
wa umieszczong w rozdzielaczu wytrzasano trzykrotnie 3 minuty z chloroformem
(15 cm3 kazda porcja). Zebrane w kolbie okraglodennej warstwy chloroformowe
odparowywano do sucha pod zmniejszonym ciSnieniem (wyparka prozniowa) w
temp. 50°C. Suchg pozostatos¢ rozpuszczono w niewielkiej objetosci (ok. 5 cm?)
metanolu i przenoszono ilosciowo do szczelnego naczynka, a nastgpnie odparowy-
wano do sucha w strumieniu gazowego azotu. Oczyszczanie wykonywano przy uzy-
ciu minikolumny wypetnionej oktadecylows faza zwigzang Cjg8 wg nastgpujacej
metodyKi:

Do suchej pozostato$ci dodawano 0,1 cm3 metanolu, a nastepnie dopetniano do
2 cm?® mieszaning metanol-woda (45:55). Ekstrakt przenoszono ilo$ciowo na
kolumne o pojemnosci 3 cm® napetniong fazg odwrécong Cig (Sep-Pak Cjg firmy
J. T. Baker) uprzednio przemyta 10 cm? metanolu, a nastgpnie 5 cm3 wody destylo-
wawnej (nie dopuszczajac do wysuszenia kolumny). Zaadsorbowane metabolity
wymywano za pomocg 2 cm3 mieszaniny metanol-woda (45:55). Ekstrakty przeno-
szono ilosciowo do szczelnego naczynka i odparowywano do sucha w temp. 50°Cw
strumieniu gazowego azotu.

Po dokonaniu ekstrakcji i oczyszczania do sucha ekstraktow dodawano po
0,15 cm® metanolu.

Na oczyszczone i zaimpregnowane AlCI3 [13] plytki do chromatografii cienko-
warstwowej (TLC) oraz do wysokorozdzielczej chromatografii cienkowarstwowej
(HPTLC) firmy Merck nanoszono badane ekstrakty oraz standardy i badano zawar-
tos¢ toksyn w sposOb opisany w pracach [12, 13, 20, 21, 22, 26].

Po wykonaniu analizy metodg TLC wyniki jej potwierdzano metodami chroma-
tografii gazowej sprz¢zonej ze spektrometrem masowym GC/MS oraz tandemowej
spektrometrii masowej MS/MS [23, 24].

Tabela 2
Poziom skazenia prob pszenic zebranych w latach 1986 — 1988
Rozstep zawartoSci toksyn w badanych prébach (mg/kg) :
Rodzaj préby Rok
1986 1987 1988
% PEZ 21-61 11-72 15-100
DON Z.C. 5,0-18,0 2,4-23.0 2,7-35,0
DON Z.P. = 9,6-38,0 15,9-39,6
DONZ.Z."” - 0,6-3.6 0,4-3.6
DON Plewy 7,0-26,0 12,0-40,0 12,2-20,6
3-AcDON Z.C. 1,0-2,0* 0,1-1,5* 0,1-2,4°
57 9/13 11/13
3-AcDON Z.P. — 0,1-2,4° 0,3-3,0
11/13 11/13
3-AcDON Plewy 2,0-13,0 0,1-3,2° 1,6-3,6"
10/11 2/3

* liczba prob zawierajacych toksyny/liczba préb ogétem przebadanych

** w prébach Z.Z. nie wykryto 3-AcDON

*** w prébach pszenic 1986 r. oznaczano DON w calej prébie ziarna bez podziatu na frakcje Z.P.+Z.Z.
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W stosowanej metodzie procentowy odzysk DON wynosit 73,0+4,5%, 3-AcDON
— 86,0+2,8%, natomiast poziom wykrywalnosci toksyn dla stosowanych plytek
HPTLC — 0,05 mg/kg. |

Szczegblowe wyniki analiz chemicznych pszenic zebranych w latach 1986
(7 préb), 1987 (13 préb) oraz 1988 (13 préb) podano w pracach [3, 18, 21, 22].

Uzyskane wyniki zawartosci DON 1 3-AcDON dla r6znych frakcji badanego
ziarna, jak réwniez wyliczone ilosci oznaczonych toksyn dla catkowitej iloSci ziarna
(Z.C. = Z.P.+Z.Z)) podano w tabeli 2 (rozstgp poziomu skazenia prob w mg/kg).
Wyznaczenie tej ostatniej wartosci mialo na celu iloSciowe okreSlenie zawartosci
toksyn w skazonej partii ziarna, jak réwniez umozliwialo ustosunkowanie do wyni-
k6w innych prac na ten temat. Podawane w literaturze wyniki odnoszg si¢ zazwyczaj
do calej parti ziarna, bez podziatlu na poszczeg6lne frakcje.

Poréwnanie wynikow
otrzymanych dla prob pszenic zebranych w latach 1986, 1987, 1988

Po analizie prob w poszczegSlnych latach (tabela 3) poréwnano zawarto$¢ to-
ksyn w mg/kg w réznych frakcjach oraz procentu porazonego ziarna dla pszenic ze-
branych w latach 1986, 1987 oraz 1988 metodg t-Studenta [4, 7].

Tabela 3
Poréwnanie zawartosci toksyn w réznych frakcjach oraz procentu porazenia ziarna
pszenic zebranych w latach 1986, 1987, 1988 metodq t-Studenta

Rok zbioru pszenicy NIR
Rodzaj 1986 :
proby S L L OB s | e [Remica| NIR | NIR
$rednia (0,05) 0,01
1 2 3 N|N

2 | 1 |-1,0220 | 17,4903 | 23,1627
% PFZ 37,71 36,69 | 4283 | 3907 | 3 | 1 | 51319 | 17,4903 | 23,1627
3 | 26,1538 14,6334 | 19,3793
2 | 1 1]-05385| 7,7957 | 10,3240
DON Z.C. 10,00 9,46 14,54 1133 | 3 | 1 | 45385 | 7,7957 | 10,3240
3 [ 250769 65224 | 8,6377
DON Z.P. — 2107 | 2819 | 2463 [ 2 [ 1 | 7,0217| 69596 | 9,3639

DON Z.7Z. — 1,97 1,70 1,84 nie ma istotnych réznic*

DON Plewy 18,71 23,50 17,53 19,91 nie ma istotnych réznic**
2|1 |-04033 | 0,014 | 0,8054
3-AcDON Z.C. 0,86 0,45 0,79 0,70 3 1 |-0,0655 | 06101 | 0,8170
3 12 ]03378] 05136 | 06877
3-AcDON Z.P. - 1,20 1,42 133 [ 2] 1]02273| 1,0067 | 13545
: 2 | 1 |-48571| 3,0527 | 4,1235
3-AcDON Plewy | 6,26* 2,00 1,73 187 | 3 | 1 |-5,1238 | 43570 | 5,8853
3 | 2 [-02667 | 4,1124 | 55550
Fobl. Fo,o05 Fo,01 ' ‘

* 098 332 5,39
* 1,161 355 6,01

* wynik nie uwzgl¢dniony do obl. $redniej z 3 lat.
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W przebadanych pszenicach wykryto giéwnie DON oraz 3-AcDON. Jednak
oprocz tych toksyn stwierdzono takze w niektOrych probach obecnos$¢ 15-AcDON,
NIV, 4,7-dideoksyniwalenolu oraz zearalenonu [21, 22].

Analizujac otrzymane wyniki przedstawione w tabeli 3 mozna stwierdzi€, ze dla
8 badanych cech pszenic porazonych naturalnie przez grzyby rodzaju Fusarium w
latach 19861988 nie znaleziono istotnych réznic. Jedynie dla zawartoSci 3-AcDON
w plewach zebranych w 1986 r. (6,26 mg/kg) roznice w stosunku do pozostalych lat
sg istotne i nie pozwalajg na wlgczenie tego wyniku do obliczenia Srednie;j.

Srednie porazenie ziarna oraz zawartos¢ DON w caloci ziarna w 1988 r. bylo
nieco wyzsze niz w probach zebranych w poprzednich latach, r6znice te jednak nie
sg istotne dla badanych populacji pszenic w tych latach, a fakt ten mozna ttumaczy¢
wyzszg procentowo liczbg prob porazonych przez F. culmorum.

Otrzymane wyniki skazenia pszenic s zbiezne z wynikami innych prac prowa-
dzonych w réznych czesSciach $wiata nad pszenicami silnie porazonymi przez grzyby
rodzaju Fusarium [6, 8, 9, 27, 34].

Tabela 4
Wartosci wspolczynnikow korelacji dla zaleznosci zawartosci DON/% PFZ
w ziarnach pszenicy zebranych w latach 1986-1988

Lata zbioru pszenicy
Zalezno$¢ Warto$¢ wsp6iczynnika korelacji
1986 1987 1988 1986/87 1986/88 1987/88 | 198688
DON/%PFZ *% * % ¥k *% ** *k
Z.C. 0,2078 0,8393 0,9348 0,7002 0,8449 0,8925 0,8380

** poziom istotno$ci a = 0,01

Brak istotnych r6znic pomigdzy badanymi cechami, takimi jak zawartos¢ DON
(mg/kg) oraz procentem ziarniakéw porazonych przez grzyby rodzaju Fusarium .(%
PFZ) pozwolil na zestawienie wsp6iczynnikéw korelacji dla tej zaleznosci w ziar-

DON
kg
M9 (5

f=0,7023
r=0,8390°"

Y=-0,6891 +0.3118X

80’ go" 100’

T \| 18 ] u 1 |
107 200 30 40" s0' 60" 70 ) PFZ

Regresja liniowa zawarto$ci DON w ziarnach pszenicy zebranych w latach 1986, 1987, 1988 w
zaleznoSci od % porazenia ziarna.

Rys. 1.
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niakach pszenicy zebranych w latach 1986-1988 (tabela 4). Zauwazalny brak istot-
nych réznic na poziomie istotnosci a = 0,01 pomigdzy tymi cechami dla poszczeg6l-
nych lat (oprocz 1986), a takze dla kombinacji par lat (tabela 4), jak rOwniez catego
trzyletniego okresu, a takze przeprowadzona analiza regresji liniowej, pozwolily na
wykreslenie z wyliczonego roOwnania regresji (Y = 0,6891+0,3118X) wspélnej krzy-
wej regresji dla tej zalezno$ci DON/% PFZ (rys. 1).

Z wyznaczonego réwnania regresji wyliczy¢ mozna przyrost ilosci DON skumu-
lowanego w ziarnie pszenicy na 1% porazonego ziarna. Wnosi on 0,3118 mg/kg na
1% PFZ.
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