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Accumulation of zearalenone in winter wheat grain
in the artificial inoculation conditions

Akumulacja zearalenonu w ziarnie pszenicy ozime;j
w warunkach sztucznej inokulacji

Agnieszka Waskiewicz', Romuald Gwiazdowski’, Monika Beszterda®, Krzysztof Kubiak?,
Halina Wiéniewska®, Tadeusz Praczykz, Piotr Golinski*

Summary

Fusarium culmorum have traditionally been associated with temperate cereals, since these fungi require somewhat lower
temperatures for growth and mycotoxin production as compared to the aflatoxigenic Aspergillus species. The aim of the experiment
was to determine, using chromatography analysis (HPLC — High Performance Liquid Chromatography), the concentration of secondary
metabolite — zearalenone (ZEA) in grain of different cultivars of winter wheat inoculated with F. culmorum (isolate KF 350). There were
statistically significant differences in the degrees of contamination zearalenone in analyzed grains of winter wheat. The highest mean
content of ZEA was found in grain of Kris (734.45 ng/g) and Zyta (154.35 ng/g) cultivars.
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Streszczenie

Grzyby strzepkowe gatunku Fusarium culmorum powszechnie kojarzone sg z kolonizacjg zbdz uprawianych w klimacie
umiarkowanym, ze wzgledu na nizsze wymagania temperaturowe dla wzrostu i produkcji mikotoksyn w poréwnaniu z syntetyzujgcymi
aflatoksyny grzybami z rodzaju Aspergillus. Celem przeprowadzonego doswiadczenia byta chromatograficzna (HPLC — High
Performance Liquid Chromatography) analiza stezenia metabolitu wtérnego — zearalenonu (ZEA) w ziarnie réznych odmian pszenicy
ozimej inokulowanych F. culmorum (izolat KF 350). Stwierdzono, ze badane odmiany pszenicy ozimej byly istotnie zréznicowane pod
katem zawartosci zearalenonu. Najwyzsze $rednie stezenie toksyny odnotowano w odmianach: Kris (734,45 ng/g) oraz Zyta (154,35
ng/g).

Stowa kluczowe: pszenica ozima, Fusarium culmorum, zearalenon, HPLC
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Wstep / Introduction

Pszenica nalezy do zbdz drobnoziarnistych szczeg6lnie
podatnych na atak i kolonizacje grzybami z rodzaju
Fusarium, przy czym w obrebie gatunku wystepuje
zrdznicowanie podatnos$ci genotypdéw zar6wno na samo
porazenie kloséw przez patogen, jak 1 zawarto$¢
mikotoksyn w ziarnie (Golinski i wsp. 2010; Weber 1 wsp.
2011). Jednoczesnie wystgpowaniu infekcji sprzyja obec-
no$¢ patogendow w poprzednim sezonie wegetacyjnym oraz
udziat zb6z przekraczajacy 70% w ogdlnym plodozmianie.

Od kilku lat prowadzone sa, zakrojone na szeroka
skalg, badania monitoringowe majace na celu okreslenie
skali zanieczyszczenia Srodowiska naturalnego toksycz-
nymi zwigzkami o silnym dziataniu estrogennym (Gro-
madzka i wsp. 2008). Zearalenon — mikotoksyna syntety-
zowana przez grzyby z rodzaju Fusarium, strukturg
chemiczna przypomina naturalnie wystgpujace estrogeny,
takie jak: estradiol, estron i estriol i jest trzecia sposrod
najczgsciej stwierdzanych mikotoksyn w tkankach
zwierzat i ro§lin (Waskiewicz i wsp. 2008; Golinski i wsp.
2009; Suchorzynska i Misiewicz 2009). Zearalenon
syntetyzowany jest poprzez szlak octanowo-polimalonia-
nowy. Wykazano, iz w jego syntezie bierze udzial wiele
gendéw, ktore koduja enzymy okre$lane mianem syntaz
poliketydowych (PKSs — polyketide synthase) (Bingle
iwsp. 1999). Najwigksze ilosci zearalenonu syntetyzo-
wane sa przy wilgotnosci okolo 16% 1 temperaturze
ponizej 25°C (Golinski i wsp. 2010).

Zalozeniem niniejszego doswiadczenia byta chromato-
graficzna (HPLC — High Performance Liquid Chromato-
graphy) analiza stezenia metabolitu wtdrnego —
zearalenonu (ZEA) w ziarnie réznych odmian pszenicy

ozimej inokulowanych grzybem Fusarium culmorum
(KF350), o potwierdzonym doswiadczalnie potencjale
toksynotworczym.

Materialy i metody / Materials and methods

Doswiadczenia prowadzono w  Polowej  Stacji
Doswiadczalnej Instytutu Ochrony Ros$lin — Panstwowego
Instytutu Badawczego w Winnej Gorze, w sezonie
wegetacyjnym 2010/2011. Doswiadczenie zatozono w uk-

tadzie blokow losowanych kompletnych w trzech powto-
rzeniach, na poletkach o powierzchni 10,5 m?, na czterech
odmianach pszenicy ozimej: Bogatka, Kris, Muszelka oraz
Zyta (tab. 1). W fazie BBCH 65-69 (kwitnienie) wyko-
nano inokulacj¢ zawiesing zarodnikow grzybow Fusarium
culmorum (izolat KF 350) o stgzeniu 2 min zarodni-
kow/ml.

Uzyskane po zbiorze probki ziarna po uprzednim
zmieleniu, poddano ekstrakcji mikotoksyn i po przesazeniu
poddano procesowi oczyszczania na kolumienkach
powinowactwa immunochemicznego firmy Vicam®.
Odparowana do sucha pozostato§¢ rozpuszczano w 200 pl
mieszaniny acetonitryl:metanol:woda (70:20:10, v/v/v),
homogenizowano w tazni ultradzwigkowej i dozowano na
kolumng. Identyfikacje jakosciowa i ilosciowa zearalenonu
wykonano metoda wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) z zastosowaniem aparatu Waters 2695,
z zestawem detektorow Multi Fluorescence Detector
Waters 2475, Photodiode Array Detector Waters 2996 oraz
kolumna C18 Nova Pak 3,9 x 150 mm. Faze¢ no$na
stanowita mieszanina rozpuszczalnikow: acetonitryl: wo-
da: metanol (46:46:8, v/v/v), rozdzialu dokonano przy
przeptywie 0,5 ml/min i limicie detekcji 0,3 ng/g.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej,
stosujac analiz¢ wariancji do weryfikacji hipotez zerowych
o braku wplywu odmiany pszenicy ozimej na poziom
stgzenia zearalenonu w ziarnie. Obliczono warto$ci
najmniejszych istotnych réznic na poziomie a = 0,05 i na
ich podstawie wyznaczono grupy jednorodne.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Problemy wynikajace z patogennosci i zdolnosci do
syntezy mikotoksyn przez grzyby rodzaju Fusarium sa
jednym z wazniejszych zagadnien rolnictwa zaréwno
w krajach rozwijajacych sig, jak roéwniez w krajach
o wysokim poziomie praktyk agrotechnicznych. Podatnos¢
upraw pszenicy na Fusarium spp. i biosynteza mikotoksyn
zalezy od stopnia wirulencji patogendow oraz warunkow
pogodowych w trakcie okresu wegetacji roslin na polu
i podczas ich zbioru.

Tabela 1. Podstawowe wskazniki wartosci gospodarczej odmian pszenicy ozimej (wedtug COBORU)
Table 1. Basic indicators of the economic value of winter wheat cultivars (by COBORU)

Grupa warto$ci Plon ziarna — Grain yield M g L, Wyl .
. Rok wpisu technologicznej [dt/ha] 10200 p"ﬁn"s" Wysoko$¢ Y egan:e
Odmiana Year Gro - - Skala 9 Height Skala 9
Cultivar registration of technoliggical p?ZlOiIl pOZlOIn Resistance to frost [c rﬁ] Lodging
eve leve o o
value o > Scale 9 Scale 9
Bogatka 2004 chlebowa 80,0 89,9 5 102 6,1
bread making
Kris 2000 chlebowa 80,3 91,6 2,5 80 7.9
bread making
Muszelka 2008 chiebowa 84,1 94,6 4 83 7.3
bread making
Zyta 1999 jakosciowa 73,0 83,3 2,5 109 6,8
qualitative
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Tabela 2. Warto$ci $rednie poziomu zearalenonu [ng/g] w ziarnie badanych odmian pszenicy ozimej wraz z okre$leniem grup

jednorodnych (a = 0,05)

Table 2. Mean values of the level of zearalenone [ng/g] in grain of winter wheat cultivars with determined homogenous groups

(a.=10.05)
Odmiana Srednie stQZeI_lie zearalenonu
Cultivar Mean concentration of zearalenone 1 2
[ng/g]
Bogatka 29,66 HHE
Kiris 734,45 HoHk Hak
Muszelka 112,41 *kx
Zyta 154,35 Hk

***takie same symbole przy warto§ciach $rednich w danej kolumnie oznaczaja brak istotnych statystycznie réznic w poziomie stgzen zearalenonu
w obrgbie analizowanych probek ziarna pszenicy ozimej (Test HSD Tukeya) — the same symbols for average values in a particular column indicate no
statistically significant differences in the level of zearalenone concentrations within the analyzed samples of winter wheat grain (Tukey HSD test)
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Rys. 1. Wyniki testu HSD Tukeya grupujacego badane odmiany pszenicy (A — Bogatka, B — Kris, C — Muszelka, D — Zyta) ze wzgledu
na poziom zearalenonu. Warto$ci $rednie oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ istotnie statystycznie na poziomie

0=0,05

Fig. 1. The Tukey HSD test results grouping tested wheat cultivars according to the level of zearalenone (A — Bogatka, B — Kris, C —
Muszelka, D — Zyta). Mean values marked by the same letters are not statistically significantly different at the level of a = 0.05

We wszystkich analizowanych prébkach ziarna czte-
rech odmian populacyjnych pszenicy ozimej poddanych
weczesniejszej inokulacji zarodnikami grzyba F. culmorum
(izolat KF350) wykryto obecno$¢ mikotoksyny — zearale-
nonu, przy S$rednim poziomie stgzen Wwynoszacym
257,72 ng/g. W badanym ziarnie $redni poziom toksyny

byt istotnie statystycznie zréznicowany i ksztattowat sig
w zakresie od 29,66 ng/g (odmiana Bogatka) do
734,44 ng/g (odmiana Kris) (rys. 1, tab. 2).

Dla odmiany Bogatka $redni poziom toksyny w ziarnie
pochodzacym z trzech niezaleznych poletek, ksztattowat
si¢ w przedziale stezen od 24,84 do 32,87 ng/g (rys. 1A),
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natomiast w przypadku odmiany Kris wynosit od 66,55 do
2018,23 ng/g (rys. 1B). W ziarnie odmian Muszelka i Zyta
stwierdzono $redni poziom ZEA na poziomie: 112,41 ng/g

i wsp. (2008) w wyniku inokulacji réznych odmian
pszenicy ozimej F. culmorum poziom ZEA ksztattowat si¢
w granicach stezen od 10 do 174 ng/g.

oraz 154,35 ng/g (tab. 2). W obrebie badanych odmian
pszenicy ozimej wysoka zmienno$¢ stezenia toksyny
zaobserwowano u odmiany Kris, natomiast wzgledna
stabilno$¢ dla obserwowanej cechy odnotowano dla
odmian: Bogatka oraz Zyta. Uzyskane wyniki sa zbiezne 1.
z danymi literaturowymi, gdzie podobne wartosci stgzen
zearalenonu uzyskano w doswiadczeniu przeprowadzonym
jednoczesnie w dwoch niezaleznych lokalizacjach na 2.
dziesigciu réznych odmianach pszenicy ozimej. Poziomy
stgzen zearalenonu w ziarnie pochodzacym z klosow 3.
poddanych inokulacji zarodnikami F. culmorum (izolat KF
846), ksztaltowaly si¢ w zakresie od 20 do 480 ng/g
(Sitaniec, okolice Zamoscia) oraz od 10 do 100 ng/g
(Cerekwica, okolice Poznania) (Golinski i wsp. 2010).
W innych badaniach przeprowadzonych przez Waskiewicz

Whioski / Conclusions

Sposrod analizowanych odmian populacyjnych psze-
nicy ozimej, w ziarnie odmiany Bogatka stwierdzono
najnizsza zawartosci zearalenonu réwna 29,66 ng/g.
Dla odmiany Kris odnotowano najwyzszy S$redni
poziom stgzenia zearalenonu wynoszacy 734,45 ng/g.
Duza zmiennoécia w stopniu kontaminacji ziarna
zearalenonem charakteryzowata si¢ odmiana Kris,
w poréwnaniu do odmian: Bogatka oraz Zyta o stabil-
nych warto$ciach obserwowanej cechy.
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