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Do grupy trichotecenów należy około 100 zidentyfikowanych do tej pory związ- 

ków [25], z których jednak niewiele wykryto w produktach pochodzenia naturalne- 

go [11, 31]. 

Do najczęściej występujących w zbożach metabolitów z tej grupy mikotoksyn 

należą: 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]. Oprócz tych toksyn w 

porażonych ziarnach spotyka się często równocześnie posiadający właściwości 

estrogenne zearalenon. 

Obydwa przedstawione powyżej gatunki Fusarium stanowią w Polsce główne 

zagrożenie upraw zbóż takich jak pszenicy [2, 14], pszenżyta [17], jęczmienia [19, 

32] oraz — obok F. subglutinans i F. moniliforme — kukurydzy [1, 16]. 

Prowadzone od kilku lat badania nad naturalnie porażoną przez grzyby rodzaju 

Fusarium pszenicą są przedmiotem niniejszej pracy. 

Metodyka prowadzonych badań 

W badaniach przeprowadzonych w ramach tej pracy w latach 1986-1988 próby 

polowe pszenic zbierano opierając się na obserwacjach zmian chorobowych roślin 

uprawnych na terenie 18 województw w okresie od stadium dojrzałości mlecznej do 

stadium dojrzałości zbiorczej, tuż przed żniwami. Określano procent kłosów na 

danym polu wykazujących objawy fuzariozy, a kłosy z takimi objawami w liczbie 20 

(lub większej) z danego pola ścinano i traktując je jako pojedynczą próbę przecho- 

wywano (wilgotność 15%) aż do czasu analizy mikologicznej. 

Na podstawie badań mikroskopowych, stosując klucz Nelsona [10], określono 

gatunek porażający poszczególne kłosy. W tabeli 1 przedstawiono gatunki grzybów 
rodzaju Fusarium wyosobnione z kłosów pszenicy w latach 1986-1988. Kłosy pora- 

żone przez dominujące gatunki F. graminearum oraz F. culmorum oddzielono od
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Tabela 1 
Ganunki grzybów rodzaju Fusarium sp. wyosobnione z porażonych kłosów pszenicy 

| (wg klucza Nelsona) 

Procentowa zawartość grzybów rodzaju Fusariumnm w porażonych kłosach 
Gatunek Pszenica 

1986 1987 1988 

Е. avenaceum 21 21 36 

F. crookwellense 3 4 — 

Е. сштопит 31 17 49 

F. graminearum 18 13 6 

F. nivale 21 42 9 

F. sp. 6 1 —             

pozostałych (porażonych przez grzyby innego gatunku) i dzielono je ręcznie, zazwy- 
czaj na 3 frakcje: 
A) ziarniaki o wyraźnych cechach porażenia przez grzyby rodzaju Fusarium (16z0- 

we przebarwienie, ziarniaki lekkie, pomarszczone, z nitkami grzybni na po- 
wierzchni), oznaczając je jako ziarniaki porażone (Z.P.), 

B)  ziarniaki bez takich zmian, wyglądające na zdrowe, oznaczając je jako ziarniaki 
zdrowe (Z.Z), 

Ć)  plewy razem z osadką kłosową, oznaczając je jako plewy (Plewy). 
Po dokonaniu podziału ziarniaków na ziarniaki porażone oraz na wyglądające na 

zdrowe obliczano procent ziarniaków wykazujących typowe cechy porażenia przez 
grzyby rodzaju Fusarium (% PFZ). Ilości DON kumulowane w ziarnach oraz w 
innych częściach pszenicy (plewy, osadki kłosowe) są zazwyczaj znacznie wyższe 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]. 

Zawartość DON, który jest odpowiedzialny za poziom skażenia, jest często sko- 
relowana z innymi cechami badanymi w porażonych ziarnach. Sporadycznie porów- 
nywano zawartość DON w ziarnie ze zmniejszeniem wagi ziarna oraz ze spadkiem 
plonowania [26, 30]. Najczęściej jednak badana była zależność pomiędzy zawartoś- 
cią DON w ziarnie a procentem ziaren porażonych przez Fusaria (DON/PFZ) [5, 
15, 29, 33]. Przygotowane w ten sposób próbki poddno analizie chemicznej. Wszy- 
stkie próby pszenic porażone grzybami rodzaju Fusarium analizowano w następują- 
cy sposób: w kolbie stożkowej o pojemności 200 cm3 z korkiem szlifowym, do 
naważki 10 g zmielonego ziarna dodano 50 cm rozpuszczalnika ekstrahującego 
metanol — 1,5% roztwór wodny chlorku potasu (60:40) i wstrząsano próbę 15 
minut. 

W celu całkowitej ekstrakcji pozostawiano ją do następnego dnia. Wytrząsano 
10 minut i sączono pod zmniejszonym ciśnieniem, używając zestawu próżniowego z 

*__ Próby pszenicy zebrane w 1986 r. podzielono jedynie na ziarniaki i plewy.
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lejkiem próżniowym Biichnera wyłożonym bibułą filtracyjną. Celem odtłuszczenia 

do rozdzielacza pobierano 25 cm* klarownego przesączu, dodawano 25 cm? heksa- 

nu i wytrząsano 3 minuty. Oddzieloną dolną warstwę metanolową wytrząsano 

ponownie z 20 cm$ heksanu (warstwę heksanową odrzucano). Warstwę metanolo- 

wą umieszczoną w rozdzielaczu wytrząsano trzykrotnie 3 minuty z chloroformem 

(15 cm? każda porcja). Zebrane w kolbie okrągłodennej warstwy chloroformowe 
odparowywano do sucha pod zmniejszonym ciśnieniem (wyparka próżniowa) w 
temp. 50”C. Suchą pozostałość rozpuszczono w niewielkiej objętości (ok. 5 cm?) 
metanolu i przenoszono ilościowo do szczelnego naczynka, a następnie odparowy- 
wano do sucha w strumieniu gazowego azotu. Oczyszczanie wykonywano przy uży- 
ciu minikolumny wypełnionej oktadecylową fazą związaną Ci8 wg następującej 

metodyki: 

Do suchej pozostałości dodawano 0,1 cm* metanolu, a następnie dopełniano do 
2 cm* mieszaniną metanol-woda (45:55). Ekstrakt przenoszono ilościowo na 
kolumnę o pojemności 3 cm* napełnioną fazą odwrécong Cig (Sep-Pak Cig firmy 
J. T. Baker) uprzednio przemytą 10 cm? metanolu, a następnie 5 cm* wody destylo- 
wawnej (nie dopuszczając do wysuszenia kolumny). Zaadsorbowane metabolity 
wymywano za pomocą 2 cm* mieszaniny metanol-woda (45:55). Ekstrakty przeno- 
szono ilościowo do szczelnego naczynka i odparowywano do sucha w 1етр. 50°С \ 
strumieniu gazowego azotu. 

Po dokonaniu ekstrakcji i oczyszczania do sucha ekstraktów dodawano po 
0,15 cm* metanolu. 

Na oczyszczone i zaimpregnowane AICl3 [13] płytki do chromatografii cienko- 
warstwowej (TLC) oraz do wysokorozdzielczej chromatografii cienkowarstwowej 
(HPTLC) firmy Merck nanoszono badane ekstrakty oraz standardy i badano zawar- 
tość toksyn w sposób opisany w pracach [12, 13, 20, 21, 22, 26]. 

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

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

Tabela 2 

Poziom skażenia prób pszenic zebranych w latach 1986 — 1988 

Rozstęp zawartości toksyn w badanych próbach (mg/kg) | 

Rodzaj próby Rok 

1986 1987 1988 

% PFZ 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 

РОМ 7,7.” =" 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° 

5/7 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 prób zawierających toksyny/liczba prób ogółem przebadanych 
** w próbach Z.Z. nie wykryto 3-ACDON 

*** w próbach pszenic 1986 r. oznaczano DON w całej próbie ziarna bez podziału na frakcje Z.P.+Z.Z.
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W stosowanej metodzie procentowy odzysk DON wynosił 73,0+4,5%, 3-ACDON 
— 86,0+2,8%, natomiast poziom wykrywalności toksyn dla stosowanych płytek 
HPTLC — 0,05 mg/kg. | 

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

Uzyskane wyniki zawartości DON i 3-AcDON dla różnych frakcji badanego 
ziarna, jak również wyliczone ilości oznaczonych toksyn dla całkowitej ilości ziarna 
(Z.C. = Z.P.+Z.Z.) podano w tabeli 2 (rozstęp poziomu skażenia prób w mg/kg). 
Wyznaczenie tej ostatniej wartości miało na celu ilościowe określenie zawartości 
toksyn w skażonej partii ziarna, jak również umożliwiało ustosunkowanie do wyni- 
ków innych prac na ten temat. Podawane w literaturze wyniki odnoszą się zazwyczaj 
do całej parti ziarna, bez podziału na poszczególne frakcje. 

Porównanie wyników 

otrzymanych dla prób pszenic zebranych w latach 1986, 1987, 1988 

Po analizie prób w poszczególnych latach (tabela 3) porównano zawartość to- 
ksyn w mg/kg w różnych frakcjach oraz procentu porażonego ziarna dla pszenic ze- 
branych w latach 1986, 1987 oraz 1988 metodą t-Studenta [4, 7]. 

Tabela 3 

Porównanie zawartości toksyn w różnych frakcjach oraz procentu porażenia ziarna 
pszenic zebranych w latach 1986, 1987, 1988 metodą t-Studenta 
  

  

  

  

  

  

      

  

  

  

                        

Rok zbioru pszenicy NIR 

Rodzaj 1986 ! 
próby | 1988 | „io, Różnica] NR | NIR 

średnia (0,05) 0,01 

1 2 3 NIN 
2 | 1 |-1,0220 | 17,4903 | 23,1627 

% PFZ 37,71 36,69 | 42,83 | 39,07 | 3 | 1 | 5,1319 | 17,4903 | 23,1627 
3 | 2 | 6,1538 | 14,6334 | 19,3793 
2 | 1 |-0,5385 | 7,7957 | 10,3240 

DON Z.C. 10,00 9,46 | 1454 | 1133 | 3 | 1 | 4,5385 | 7,7957 | 10,3240 
3 | 2 | 5,0769 | 6,5224 | 8,6377 

DON Z.P. = 21,07 | 2819 | 2463 | 2 | 1 | 7,1217} 69596] 93639 
DON Z.Z. — 1,97 1,70 1,84 nie ma istotnych różnic* 

DON Plewy 18,71 23,50 17,53 19,91 nie ma istotnych różnic** 

2 | 1 |-0,4033 | 0,6014 | 0,8054 
3-AcDON Z.C. 0,86 0,45 0,79 0,70 3 1 |-0,0655 | 0,6101 | 0,8170 

3 | 2 | 03378 | 0,5136 | 0,6877 
3-AcDON Z.P. = 1,20 1,42 133 | 2 | 1 | 0,2273 | 1,0067 | 1,3545 

2 | 1 |-4,8571 | 3,0527 | 4,1235 
3-ACDON Plewy | 6,26+ 2,00 1,73 1,87 | 3 | 1 |-5,1238 | 4,3570 | 5,8853 

3 | 2 |-0,2667 | 4,1124 | 5,5550 
Fobl. Fo,05 Fo,01 | | 

* 0,986 3,32 5,39 
* 1,161 3,55 6,01 
* wynik nie uwzgledniony do obl. średniej z 3 lat. 
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W przebadanych pszenicach wykryto głównie DON oraz 3-AcDON. Jednak 
oprócz tych toksyn stwierdzono także w niektórych próbach obecność 15-ACDON, 
NIV, 4,7-dideoksyniwalenolu oraz zearalenonu [21, 22]. 

Analizując otrzymane wyniki przedstawione w tabeli 3 można stwierdzić, że dla 
8 badanych cech pszenic porażonych naturalnie przez grzyby rodzaju Fusarium w 
latach 1986-1988 nie znaleziono istotnych różnic. Jedynie dla zawartości 3-ACDON 
w plewach zebranych w 1986 r. (6,26 mg/kg) różnice w stosunku do pozostałych lat 
są istotne i nie pozwalają na włączenie tego wyniku do obliczenia średniej. 

Średnie porażenie ziarna oraz zawartość DON w całości ziarna w 1988 r. było 
nieco wyższe niż w próbach zebranych w poprzednich latach, różnice te jednak nie 
są istotne dla badanych populacji pszenic w tych latach, a fakt ten można tłumaczyć 
wyższą procentowo liczbą prób porażonych przez F. culmorum. 

Otrzymane wyniki skażenia pszenic są zbieżne z wynikami innych prac prowa- 
dzonych w różnych częściach Świata nad pszenicami silnie porażonymi przez grzyby 

rodzaju Fusarium [6, 8, 9, 27, 34]. 

Tabela 4 

Wartości współczynników korelacji dla zależności zawartości DON/% PFZ 

w ziarnach pszenicy zebranych w latach 1986-1988 
  

  

  

  

    

Lata zbioru pszenicy 

Zależność Wartość współczynnika korelacji 

1986 1987 1988 1986/87 1986/88 1987/88 | 1986-88 

DON/%PFZ ** ** +* +* ** ** 

Z.C. 0,2078 0,8393 0,9348 0,7002 0,8449 0,8925 0,8380             
  

  
**_ poziom istotności a = 0,01 

Brak istotnych różnic pomiędzy badanymi cechami, takimi jak zawartość DON 
(mg/kg) oraz procentem ziarniaków porażonych przez grzyby rodzaju Fusarium (% 
PFZ) pozwolił na zestawienie współczynników korelacji dla tej zależności w ziar- 

DON 
k 4 2 mg/kg 45 Г" 0,7023 

r= 0,8390 °* 

    
Y=+0,6891 * 0,3118X    

  
  

70! 80 907 100 qT U e LJ 1 т or 20 30 "40 50 50 o PFZ 

Regresja liniowa zawartości DON w ziarnach pszenicy zebranych w latach 1986, 1987, 1988 w 

zależności od % porażenia ziarna. 
Rys. 1.
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niakach pszenicy zebranych w latach 1986-1988 (tabela 4). Zauważalny brak istot- 
nych różnic na poziomie istotności a = 0,01 pomiędzy tymi cechami dla poszczegól- 
nych lat (oprócz 1986), a także dla kombinacji par lat (tabela 4), jak również całego 
trzyletniego okresu, a także przeprowadzona analiza regresji liniowej, pozwoliły na 
wykreślenie z wyliczonego równania regresji (Y = 0,6891+0,3118X) wspólnej krzy- 
wej regresji dla tej zależności DON/% PFZ (rys. 1). 

Z wyznaczonego równania regresji wyliczyć można przyrost ilości DON skumu- 
lowanego w ziarnie pszenicy na 1% porażonego ziarna. Wnosi on 0,3118 mg/kg na 
1% PFZ. 
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