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Harmfulness of Fusarium crookwellense Burgess, Nelson & Toussoun
to panicles of selected genotypes of oat (Avena sativa L.)
concerning the content of mycotoxins in grain

Szkodliwos$¢ Fusarium crookwellense Burgess, Nelson & Toussoun
dla wiech wybranych genotypéw owsa (Avena sativa L.)
z uwzglednieniem zawartosci mikotoksyn w ziarnie

Elzbieta Mielniczuk'*, Irena Kiecana®, Matgorzata Cegie’fkol, Alina Pastucha’, Juliusz Perkowski®

Summary

The study was conducted on nine oat genotypes in the experimental plots in south-eastern part of Poland in the years 2014-2015.
Oat panicles were inoculated with conidial suspension of Fusarium crookwellense no. 72. The mean reduction in the number of grain
per panicle compared to the control was 31.66% in 2014 and 21.52% in 2015, while decrease in grain yield amounted to 38.96% and
21.76% respectively, and 1000 grain weight 12.72% and 6.02% respectively. The presence of nivalenol, deoxynivalenol, 3-Ac DON and
fusarenone X was detected in grain of all oat genotypes. The mean concentration of these metabolites in the years 2014 and 2015
ranged respectively: 1.764 and 0.085 mg/kg, 0.050 and 0.027 mg/kg, 0.017 and 0.009 mg/kg, and 0.066 and 0.024 mg/kg. The
presence of zearalenone was detected in the grain of some oat genotypes.
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Streszczenie

Badania przeprowadzono w latach 2014-2015, na polach doswiadczalnych w potudniowo-wschodniej Polsce. Materiat infekcyjny
stanowita zawiesina konidiéw Fusarium crookwellense nr 72. Srednia obnizka liczby ziarniakéw w wiesze, w poréwnaniu do kontroli
wynosita w 2014 r. 31,66%, zas w 2015 r. 21,52%, natomiast redukcja plonu ziarna wynosita odpowiednio 38,96% i 21,76%, zas obnizka
masy 1000 ziaren odpowiednio 12,72% i 6,02%. W prdbach ziarna wszystkich genotypdw owsa stwierdzono obecnosé niwalenolu,
deoksyniwalenolu, 3-Ac DON oraz fuzarenonu X, srednie stezenie tych metabolitéw w latach 2014 i 2015 wynosito odpowiednio:
1,764 10,085 mg/kg, 0,050 0,027 mg/kg, 0,017 i 0,009 mg/kg oraz 0,066 i 0,024 mg/kg. Ponadto w ziarnie niektorych genotypdw owsa
stwierdzono obecnos¢ zearalenonu.

Stowa kluczowe: Fusarium crookwellense; fuzarioza wiech; mikotoksyny; owies
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Wstep / Introduction

Porazenie zbdz przez Fusarium spp. wiaze si¢ z niebez-
pieczenstwem zanieczyszczenia ziarna mikotoksynami
szkodliwymi dla organizméw stalocieplnych (Logrieco
1 wsp. 2003; Nielsen i wsp. 2011; Kiecana i wsp. 2012).
W r6znych rejonach uprawy fuzarioze wiech owsa powo-
duja F. aveneceum, F. poae, F. langsethiae, F. culmorum
i F. graminearum (Tekauz i wsp. 2004; Nielsen i wsp.
2011; Martinelli i wsp. 2014). W warunkach potudniowo-
-wschodniej Polski za glowna przyczyng tej choroby uzna-
no F. avenaceum 1 F. poae. Wérdd innych gatunkow z ro-
dzaju Fusarium, na wiechach owsa w wymienionych
warunkach uprawy stwierdzano obecnos¢ F. crookwellense
(syn. F. cerealis) (Mielniczuk 2001; Kiecana i wsp. 2012).
Gatunek ten zostal uznany za jedna z glownych przyczyn
fuzariozy kloséw pszenicy ozimej uprawianej w Japonii
(Sugiura 1 wsp. 1994), uzyskiwany byl rowniez z klosow
pszenicy w Kanadzie i Europie (Srobarova i wsp. 2008;
Amarasinghe i wsp. 2015) oraz z klosow zyta i jeczmienia
w Polsce (Kiecana 1994; Kiecana i Mielniczuk 2010),
a takze z ziarna jgczmienia w Argentynie 1 Chinach (Zhang
1 wsp. 2011; Castafiares i wsp. 2013). F. crookwellense
charakteryzuje si¢ rowniez znaczna szkodliwoscia dla lisci
i kolb kukurydzy uprawianej w Nowej Zelandii (Lauren
i Di Menna 1999). Gatunek ten porazajac ziarno, zanie-
czyszcza je szkodliwymi dla organizméw statocieplnych
mikotoksynami, takimi jak: niwalenol (NIV), deoksyniwa-
lenol (DON) i jego acetylowe pochodne (3-Ac DON,
15-Ac DON), a takze zearalenon (Perkowski i Kiecana
1998; Mielniczuk i wsp. 2004; Christ i wsp. 2011;
Amarasinghe 1 wsp. 2015). Niektore szczepy F. crook-
wellense mogg wytwarza¢ takze fuzarenon X, aurofuza-
ryn¢ oraz beauwerycyne (Christ i wsp. 2011).

Celem pracy bylo okres§lenie wptywu inokulacji wiech
przez F. crookwellense na wielko$¢ plonu oraz poziom za-
nieczyszczenia ziarna owsa mikotoksynami, a takze wska-
zanie réznic w podatnosci wybranych genotypéw na pora-
zenie przez tego patogena.

Materialy i metody / Materials and methods

Badania przeprowadzono w latach 2014-2015, na po-
lach do$wiadczalnych w potudniowo-wschodniej Polsce,
w okolicach Zamoscia. Objeto nimi 9 genotypéw owsa,
ktore zostaty wytypowane przez hodowcow i sg przygoto-
wywane dla praktyki rolniczej (tab. 1). Szkodliwos¢
F. crookwellense dla owsa okreslono na podstawie $cistego
doswiadczenia polowego ze sztucznym zakazaniem wiech
w fazie kwitnienia. Chorobotwodrczo$¢ szczepu F. crook-
wellense nr 72, uzytego do inokulacji okre$lono metoda
Mishry i1 Behra (1976). Sposob zakazania w polu byt taki
sam, jak we weczesniejszych badaniach owsa (Kiecana
i wsp. 2012). Do inokulacji uzyto zawiesing konidiow
F. crookwellense nr 72, o zaggszczeniu 5 x 10° zarodnikow
na 1 ml Rosliny, ktorych wiechy sztucznie zakazano
wzrastaly na poletkach doswiadczalnych, o powierzchni
10 m*. Wokot poletek znajdowaly sie jednometrowe pasy
ochronne oraz 40 cm $ciezki. Inokulacje wiech przepro-
wadzono w fazie kwitnienia (65 w skali Zadoksa), materia-
lem infekcyjnym zakazano po 100 wiech kazdego genoty-
pu owsa, uznajac za jedno powtorzenie 25 wiech. Wiechy
z kombinacji kontrolnej opryskiwano tylko woda destylo-
wang.

W fazie dojrzalosci pelnej ziarna, wiechy zainokulo-
wane i kontrolne zebrano, a nastepnie wydzielono ziarniaki
i okreslono: liczbe ziarniakow w wiesze (4 x 10 wiech),
plon ziarna z 10 wiech (w 4 powtdérzeniach) oraz mase

Tabela 1. Wptyw sztucznego zakazania wiech owsa przez Fusarium crookwellense na liczbg ziarniakow w wiesze, plon ziarna

z 10 wiech oraz mase¢ 1000 ziaren (MTZ)

Table 1. Effect of artificial infection of oat panicles with Fusarium crookwellense on the number of grain per panicle, grain yield

per 10 panicles and 1000 grain weight

Liczba ziarniakow w wiesze Plon ziarna z 10 wiech — Grain yield [Masa 1000 ziaren — 1000 grain weight
Genotypy owsa Number of grain per panicle from 10 panicles [g] [e]
Ge;lfogfes 2014 2015 2014 2015 2014 2015
F.cr. K F.cr. K F.cr. K F.cr. K F.cr. K F.cr. K
DC 06011-8 82,87* | 106,57 | 86,4* | 108,6 | 23,02* | 30,83 | 29,46* | 39,24 | 27,83 | 29,13 | 34,00 | 36,00
DCO07116-11/2 50,77*% | 67,92 | 63,9* 86,4 | 16,87* | 22,48 | 24,81* | 3443 | 3321 | 34,00 | 3831 | 39,88
DC 14-8 54,30*% | 79,60 | 54,9* 80,4 | 17,14* | 25,00 | 21,84* | 27,73 | 31,68 | 31,81 | 32,56 | 34,61
POB 4109/10 33,00*% | 65,40 | 58,5* 84,8 9,39* | 23,67 | 22,05*% | 30,75 | 28,63* | 36,25 | 36,00 | 38,81
POB 6020/10 68,95 | 73,40 | 80,6* 93,5 17,82 | 21,52 | 31,15 | 33,04 | 25,81* | 30,38 | 34,63 | 35,38
POB 961-1344/13 | 74,75% | 102,62 | 66,6* 86,5 | 17,91* | 29,25 | 23,37* | 33,31 | 23,81* | 29,13 | 34,50* | 38,50
STH 1.230 43,25% | 74,20 | 63,5% 81,6 | 10,69* | 25,30 | 20,78* | 27,5 | 24,50* | 33,81 | 32,50 | 33,69
STH 2.388 42,47*% | 72,45 | 68,7* 90,0 | 12,75% | 22,98 | 24,21* | 32,32 | 29,88 | 32,00 | 34,69 | 35,88
Denar 42,35% | 70,25 | 68,88 | 70,00 | 11,00% | 22,18 | 26,98 | 29,50 | 25,69*% | 31,69 | 36,75% | 42,19
Srednia — Mean 54,75 | 79,16 | 68,00 | 86,87 | 15,18 | 24,80 | 2496 | 31,98 | 27,89 | 32,02 | 34,88 | 37,22

*$rednie w poszczegdlnych latach réznia si¢ istotnie w poréwnaniu do kontroli, przy p < 0,05 — compared to the control, the means differ significantly in

the following years at p < 0.05
F. cr. — Fusarium crookwellense, K — kontrola — control
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1000 ziaren. Uzyskane wyniki opracowano statystycznie
wykorzystujac polprzedziaty ufnosci T-Tukeya. Najmniej-
sze istotne roznice obliczono dla poziomu istotnosci
o= 0,05 (Zuk 1989).

Analizg zawartos$ci mikotoksyn w ziarnie pochodzacym
z wiech inokulowanych F. crookwellense przeprowadzono
w Katedrze Chemii Uniwersytetu Przyrodniczego w Poz-
naniu. Oznaczanie trichotecendw z grupy B przeprowadzo-
no po wczesniejszej ekstrakcji analizowanych zwiazkow —
acetonitryl : woda (82:18, v/v) oraz oczyszczaniu metoda
ekstrakcji do fazy stalej. Trichoteceny grupy B analizowano
jako pochodne trimetylosililowe. Rozdzial chromatografic-
zny oraz analiza prowadzona byla oddzielnie za pomoca
chromatografu gazowego (Hewlett Packard 6890) na kolum-
nie kapilarnej (HP-SMS, 0,25 mm x 30 m) sprz¢zonego
z detektorem masowym (Hewlett Packard 5972 A). Ce-
lem potwierdzenia obecnosci w probie oznaczanych
toksyn wykonana zostala analiza w pelnym zakresie mas
(od 100-700 amu). Otrzymane wyniki poddano obrobce
w programie Chem Station. Ziarno badanych genotypéw na
zawarto$¢ zearalenonu poddano ekstrakcji i po przesaczeniu
poddano procesowi oczyszczania na kolumienkach
powinowactwa immunochemicznego firmy Vicam®. Iden-
tyfikacja jako$ciowa i ilosciowa zearalenonu zostata wyko-
nana metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC — high-performance liquid chromatography) z za-
stosowaniem aparatu Waters 2695, z zestawem detektorow
Multi Fluorescence Detector Waters 2475, Photodiode
Array Detector Waters 2996 oraz kolumna C18 Nova Pak
3,9 x 150 mm. Fazg no$ng stanowila mieszanina rozpusz-
czalnikow — acetonitryl : woda : metanol (46:46:8, v/v/v),
rozdziat zostal dokonany przy przeptywie 0,5 ml/min.
i limicie detekeji 0,3 ng/g.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Do badan réznych aspektéw fuzariozy klosow i wiech
dobiera si¢ najbardziej skuteczne metody inokulacji
(Kiecana 1994; Christ i wsp. 2011). W przedstawionych
badaniach, wzorujac si¢ na przeprowadzanych wczesniej
testach przez Mielniczuk i wsp. (2004), wiechy opryski-
wano zawiesing makrokonidiow F. crookwellense, uznajac
ten sposob za najbardziej odpowiadajacy naturalnej
infekcji. Sztuczne zakazanie wiech przez F. crookwellense
przy zastosowaniu opisanej metody okazalo si¢ skuteczne.
Na wiechach inokulowanych wystapity objawy fuzariozy
typowe dla naturalnej infekcji, przy czym na wigkszej
liczbie ktoskow. Na plewach i plewkach obserwowano
pomaranczowo-ré6zowe sporodochia z zarodnikami koni-
dialnymi. Z przeprowadzonych testow w warunkach dos-
wiadczenia polowego wynika, ze zakazenie wiech przez
F. crookwellense w fazie kwitnienia wplywa na zmniejsze-
nie liczby ziarniakow, w mniejszym stopniu za$ na stabsze
wyksztalcenie ziarna w wiesze. W 2014 r. istotne rdznice
w liczbie ziarniakow w wiesze oraz w plonie ziarna, w po-
rownaniu do kontroli zanotowano u 8 genotypéw owsa, wy-
jatek stanowit rod hodowlany POB 6020/10, za§ w 2015 r.
istotnej obnizki liczby ziarniakow w wiesze oraz w plonie
ziarna nie zanotowano w przypadku odmiany Denar,
istotnej redukcji plonu w tym roku badan nie stwierdzono

rowniez u rodu hodowlanego POB 6020/10 (tab. 1). Bada-
ne genotypy owsa charakteryzowaly si¢ zr6znicowang po-
datnoscia na porazenie wiech przez F. crookwellense,
podobnie jak we wczesniejszych badaniach tego zboza
(Mielniczuk 1 wsp. 2004). Obnizka liczby ziarniakow
w wiesze w latach 2014 i 2015 wynosita odpowiednio od
6,1 (POB 6020/10) do 49,5% (POB 4109/10) i od 1,6 (De-
nar) do 31,7% (DC14-8) i roznita si¢ istotnie u poszcze-
gblnych genotypoéw (rys. 1, 2). Ubytek plonu ziarna
w poréwnaniu do kontroli byt takze zroznicowany statys-
tycznie 1 wynosit w 2014 r. od 17,2 (POB 6020/10) do
60,3% (POB 4109/10) oraz od 5,7 (POB 6020/10) do
29.8% (POB 961-1344/13) w 2015 r. (rys. 1, 2). Srednia
obnizka plonu ziarna w wyniku porazenia wiech przez
F. crookwellense w 2014 roku wynosita 38,96% (rys. 1)
i byla wyzsza anizeli w badaniach owsa przeprowadzonych
w latach 1996-1998 (Mielniczuk i wsp. 2004), natomiast
w 2015 r. zanotowano 21,76% redukcje plonu ziarna
(rys. 2). Badania przeprowadzone w Kanadzie takze
wykazaty znaczng agresywnos¢ szesciu izolatow F. crook-
wellense w stosunku do kloséw analizowanych genotypoéw
pszenicy (Xue i wsp. 2004). Stwierdzono roéwniez, ze
sztuczne zakazanie wiech przez F. crookwellense wptyneto
istotnie na obnizke masy 1000 ziaren w przypadku
5 genotypow owsa w 2014 r. oraz w przypadku 2 geno-
typow owsa w roku 2015 (tab. 1). Srednia obnizka MTZ
dla wszystkich analizowanych genotypow owsa wynosila
12,72% w 2014 r. i 6,02% w 2015 r. (rys. 1, 2). Gatunek
ten w warunkach sztucznego zakazania klosoOw jeczmienia
jarego spowodowat wieksza obnizke masy tysigca ziaren,
wynoszaca az 52%, przy czym udziat porazonych ziar-
niakoéw wynosit 42% (Perkowski i Kiecana 1998).

Analiza chemiczna ziarniakow pochodzacych z wiech
inokulowanych F. crookwellense w latach 2014 i 2015
potwierdzita zdolno$¢ tego gatunku do produkcji zwigz-
koéw trichotecenowych z grupy B, glownie niwalenolu,
deoksyniwalenolu i fuzarenonu X (Perkowski i Kiecana
1998; Mielniczuk i wsp. 2004; Christ i wsp. 2011; Malihi-
pour i wsp. 2012; Amarasinghe i wsp. 2015). Badany
szczep F. crookwellense nr 72 w najwickszych ilos-
ciach wytwarzat niwalenol, $rednie st¢zenie tego meta-
bolitu w 2014 r. wynosilo 1,764 mg/kg, zas w 2015 r.
0,085 mg/kg (tab. 2) i bylo nizsze, anizeli we wczesniej-
szych badaniach polowych jeczmienia i owsa (Perkowski
i Kiecana 1998; Mielniczuk i wsp. 2004). Natomiast
w badaniach Christ i wsp. (2011), szczep O 45 F. cerealis
wytwarzal w ziarnie pszenicy znacznie mniejsze ilosci
niwalenolu. Zwigzek ten jest bardziej toksyczny dla
zwierzat anizeli DON, pomimo tego dotychczas nie ustalo-
no dopuszczalnego poziomu zanieczyszczenia ziarna zboz
NIV (Amarasinghe i wsp. 2015). W ziarnie analizowanych
genotypow owsa stwierdzono takze obecno$¢ deoksyniwa-
lenolu oraz fuzarenonu X. Srednia zawarto$¢ DON w ziar-
nie owsa wynosita 0,050 mg/kg w 2014 r. i 0,027 mg/kg
w 2015 r. i w przypadku zadnego z analizowanych genoty-
poéw nie przekraczata dopuszczalnego poziomu okreslo-
nego w Rozporzadzeniu Unii Europejskiej dla nieprzetwo-
rzonego ziarna owsa, czyli 1750 ng/kg (Rozporzadzenie
Komisji 2006). Znacznie wigksze ilo$ci deoksyniwalenolu
stwierdzano w ziarnie zb6z porazonym przez gatunek
F. culmorum (Logrieco i wsp. 2003; Golinski i wsp. 2010).



Progress in Plant Protection 56 (4) 2016

427

Srednie wartosci w obrebie poszczegdlnych elementéw struktury plonu oznaczone tg sama literg nie réznia sie istotnie przy p < 0,05

Mean values within individual yield components marked with the same letter do not differ significantly at p < 0.05
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Rys. 1. Redukcja liczby ziarniakow w wiesze, plonu ziarna i masy 1000 ziaren po inokulacji wiech przez Fusarium crookwellense

Fig. 1. Reduction in the number of grain per panicle, grain yield and 1000 grain weight after oat panicles inoculation with Fusarium

Rys. 2. Redukcja liczby ziarniakow w wiesze, plonu ziarna i masy 1000 ziaren po inokulacji wiech przez Fusarium crookwellense

w2015,

Fig. 2. Reduction in the number of grain per panicle, grain yield and 1000 grain weight after oat panicles inoculation with Fusarium

crookwellense in 2015
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Tabela 2. Zawartos¢ mikotoksyn w ziarnie owsa uzyskanym z wiech sztucznie zakazanych przez Fusarium crookwellense
w2014i2015.
Table 2. Content of mycotoxins in oat grain after panicles inoculation with Fusarium crookwellense in the years 2014 and 2015

Deoksyni‘walenol Niwalenol Fuzarenon X Zearalenon
Genotypy owsa Deoy(%rgl\:]a)lenol 3-[‘210 /]iO]N Nivalenol Fusarenone X Zearalenone
Genotypes of oat (me/ke] e [me/ke] [me/ke] [ne/ke]
2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015 2014 2015
DC 06011-8 0,032 0,113 0,017 0,010 2,285 0,384 0,089 0,021 0 0,005
DCO07116-11/2 0,010 0,016 0,016 0,009 1,457 0,209 0,000 0,012 0 0,001
DC 14-8 0,012 0,031 0,019 0,009 0,748 0,041 0,025 0,012 0 0,005
POB 4109/10 0,036 0,009 0,000 0,009 0,482 0,007 0,013 0,011 0,311 0,002
POB 6020/10 0,049 0,035 0,024 0,009 2,341 0,035 0,049 0,012 0 0,003
POB 961-1344/13 0,012 0,012 0,013 0,009 3,256 0,044 0,172 0,011 0 0,005
STH 1.230 0,205 0,009 0,016 0,008 3,144 0,020 0,162 0,011 0 0,000
STH 2.388 0,016 0,009 0,024 0,009 1,013 0,015 0,049 0,012 0 0,001
Denar 0,063 0,009 0,023 0,009 1,149 0,009 0,031 0,11 0 0,001
Srednia — Mean 0,050 0,027 0,017 0,009 1,764 0,085 0,066 0,024 0,00003 0,003

Tabela 3. Temperatura powietrza i opady w sezonach wegetacji owsa 2014 1 2015 w okolicach Zamo§cia
Table 3. Air temperature and rainfall in the Zamo$¢ region during the growing seasons of oat in 2014 and 2015

Srednie wieloletnie Odchyleme.temperatury Procent normy opadow
powietrza .
Long-term mean Deviation of air temperature Percentage of rainfall
Miesiac (1971-2000) [°C] (%]
Month -
temperatura powietrza opady
air temperatures rainfall 2014 2015 2014 2015
[°C] [mm]
Kwiecien — April 9 40 +0,4 -1,5 115 100
Maj — May 15 75 +1,2 -2,0 280 153
Czerwiec — June 17 110 -1,0 0,0 77 50
Lipiec — July 18 90 +2,5 +2,0 111 72
Sierpien — August 17 60 +0,3 +4,5 163 8

Deoksyniwalenol i jego acetylowe pochodne nalezg do
najczesciej spotykanych trichotecenow w ziarnie zb6z oraz
w paszach i produktach zywnosciowych, a dlugotrwale
przyjmowanie nawet niewielkich ilosci DON powoduje
miedzy innymi: podraznienia skory, zaburzenia nerwowe
i oslabienie systemu odpornosciowego (Plazek 2011).
Srednie stezenie fuzarenonu X w ziarnie analizowanych
genotypéw owsa wynosito odpowiednio 0,066 mg/kg
i 0,024 mg/kg (tab. 2). Podobnie, jak w przypadku sztucz-
nego zakazania klosoOw jeczmienia jarego przez F. crook-
wellense (Perkowski i Kiecana 1998), w ziarnie owsa po
inokulacji przez ten gatunek grzyba stwierdzono obecno$¢
3-Ac DON (tab. 2). Ponadto badany szczep F. crook-
wellense nr 72, produkowal w ziarnie niektérych genoty-
pOw owsa nieznaczne ilosci zearalenonu (tab. 2), uwaza-
nego za charakterystyczny dla tego gatunku grzyba (Botta-
lico i Perrone 2002; Christ i wsp. 2011).

Uzyskane wyniki potwierdzaja wptyw warunkow po-
godowych na porazenie wiech przez Fusarium spp. oraz
zawarto$¢ mikotoksyn w ziarnie (Xu i wsp. 2008; Goral
i wsp. 2012). Przebieg pogody w okresie wegetacji owsa

w 2014 roku, charakteryzujacy si¢ wigksza ilo$cig opadow,
anizeli w 2015 roku (tab. 3), okazat si¢ bardziej sprzyjaja-
cy dla rozwoju fuzariozy wiech owsa powodowanej przez
Fusarium spp., w tym F. crookwellense (Kiecana i wsp.
2012).

Whioski / Conclusions

1. Wielko$¢ plonu rodow hodowlanych owsa byta zrdzni-
cowana, a w przypadku rodéw POB 4109/10 i STH
1.230 porazonych przez F. crookwellense byla naj-
nizsza. Najmniejszy wplyw inokulacji wiech na plon
owsa stwierdzono u rodu hodowlanego POB 6020/10.

2. Obecno$¢ metabolitow F. crookwellense wplywala na
gorsza jakos¢ uzyskanego plonu ziarna.

3. Poziom zanieczyszczenia ziarna owsa mikotoksynami
byl zréznicowany u poszczegélnych genotypow. Za-
warto$¢ deoksyniwalenolu oraz zearalenonu w ziarnie
owsa nie przekraczata norm dopuszczalnych przez
Unie¢ Europejska.
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