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1. WSTEP

Do najczgsciej identyfikowanych sprawcow czerni krzyzowych na rzepaku naleza
Alternaria brassicae (Berkeley) Saccardo, 4. alternata (Fr.) Keissel oraz A. brassicico-
la (Schweinitz) Wiltshire (Kochman i Wegorek 1997; Korbas i wsp. 2008). Objawy
czerni krzyzowych obserwowaé mozna juz na siewkach, potem na lisciach, todygach,
aw okresie dojrzewania roéwniez na luszczynach. Grzyby przerastaja tkanki tuszczyn
i zasiedlaja nasiona. Nasiona takie sa czgsto niedojrzate i charakteryzuja si¢ mniejsza
masg oraz zmieniong kompozycja sktadu chemicznego (Humpherson-Jones i Maude
1982; Conn i wsp. 1990; Rotem 1998). Niepozadanym skutkiem obecnosci grzybow
w lub na nasionach jest mozliwo§¢ wytwarzania toksycznych metabolitow wtornych
zwanych mikotoksynami. Powszechnie wystepujacy gatunek A. alternata moze wydzie-
la¢ ponad 30 toksycznych substancji, z ktdrych najczesciej wystepujacymi sa alternariol
(AOH - alternariol) i eter monometylowy alternariolu (AME — alternariol monomethyl
ether). Mikotoksyny te moga by¢ produkowane réwniez przez A. brassicae (Scott 2001;
Ostry 2008).

Celem badan byla ocena zasiedlenia nasion rzepaku ozimego przez grzyby rodzaju
Alternaria oraz okres$lenie zawartosci AOH i AME w tych nasionach.

II. MATERIAL I METODY

Materiat badawczy stanowily nasiona rzepaku ozimego odmiany Lisek, zebrane
z doswiadczen $cistych przeprowadzonych w latach 2006-2008, w Polowej Stacji Do-
$wiadczalnej Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego w Win-
nej Gorze. Nasiona pochodzily z roslin niechronionych fungicydami oraz z 4 obiek-
tow chronionych, na ktoérych podczas wegetacji zastosowano w fazie pakowania
(BBCH 57-59) i pod koniec kwitnienia (BBCH 68-69) fungicydy: Amistar 250 SC
(azoksystrobina 250 g/1) i Caramba 60 SL (metkonazol 60 g/1).
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Z kazdego obiektu pobrano po zbiorach, po 400 nasion (4 proby po 100 nasion). Na-
siona odkazano przez 4 minuty w 5% podchlorynie sodu, ptukano i suszono, a nastgpnie
wyktadano na ptytki Petriego z zakwaszong pozywka PDA. Gatunki grzybow identyfi-
kowano po 2-3-tygodniowej inkubacji w temperaturze 18°C, przy fotoperiodzie 12/12 h
(Neergaard 1945; Simmons 2007). Otrzymane w doswiadczeniach wyniki poddano ana-
lizie wariancji oraz zastosowano wielokrotny test Tukeya dla poréwnan parami bada-
nych kombinacji.

Okreslenie zawartosci alternariolu i eteru monometylowego alternariolu w nasio-
nach rzepaku z poszczeg6lnych obiektdéw wykonano wedhug metody opracowanej przez
Wickiela i wsp. (2010). AOH i AME ekstrahowano z probki nasion rzepaku mieszaning
metanolu i wody. Przefiltrowany ekstrakt oczyszczano na polimerycznych kolumien-
kach do ekstrakcji do fazy statej — Oasis HLB firmy Waters. Toksyny eluowano mie-
szaning metanolu i acetonitrylu. Eluat odparowywano, a pozostalo$¢ rozpuszczano
w fazie ruchomej do analizy chromatograficznej. Wymienione mikotoksyny oznaczano
z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwréco-
nych (RP-HPLC — Refersed-Phase High-Performance Liquid Chromatography), z de-
tekcja fluorometryczng (FLD — Fluorometric detection).

III. WYNIKI I DYSKUSJA

Przeprowadzona analiza mikologiczna pozwolila zidentyfikowa¢ na badanym mate-
riale kilkanascie gatunkéw grzybow patogenicznych i saprotroficznych, wsrdd ktdrych
dominowaty grzyby rodzajow: Alternaria, Cladosporium oraz Penicillium. Zréznico-
wane zasiedlenie odmian rzepaku przez grzyby uzyskano réwniez w innych badaniach
(Mrugas i Gwiazdowski 1998; Jajor 2006; Gwiazdowski 1 Wickiel 2009). Sposrod
grzybow rodzaju Alternaria obserwowano wystepowanie gatunkow: A. alternata,
A. brassicae 1 A. brassicicola. W badaniach nie stwierdzono istotnych rdéznic w zasie-
dleniu nasion pochodzacych z poszczegoélnych obiektow przez grzyby rodzaju Alterna-
ria (tab. 1-3). Ilo$¢ nasion porazonych przez Alternaria spp. pochodzacych z obiektow
niechronionych byla jednak czgsto, w stopniu nieistotnym statystycznie, wyzsza
w poréwnaniu do ilosci porazonych nasion pochodzacych z obiektow chronionych przy
pomocy fungicydow. Zasiedlenie nasion rzepaku przez grzyby zalezato od warunkow
pogodowych panujacych podczas sezonu wegetacyjnego (tab. 4). Najwigkszy odsetek
nasion porazonych przez wymienione gatunki grzyboéw (od 7,75 do 15,5%) obserwo-
wano w drugim roku badan (2007), ktory charakteryzowat si¢ w okresie kwitnienia
i dojrzewania rzepaku wysokimi opadami deszczu (tab. 2, 4).

Wyniki do§wiadczen potwierdzaja wystgpowanie na nasionach rzepaku trzech wcze-
$niej omawianych gatunkow rodzaju Alternaria, ale ich procentowy udziat byt zrdzni-
cowany (Jajor 2006). Najliczniej izolowany byt gatunek A. alternata i wystgpowat on
w pierwszym (2006) i trzecim (2008) roku badan na 0,5 do 4,25% nasion (tab. I, 3).
W roku 2007 przez ten gatunek zasiedlonych byto od 6,25 do 12% nasion (tab. 2). Uzy-
skane w badaniach wyniki znajduja potwierdzenie w pracach innych autoréw, ktorzy
podaja, ze z nasion najczesciej izolowanym gatunkiem jest A. alternata (Clear i Patrick
1995; Mrugas i Gwiazdowski 1998). Gatunek A. brassicae wystapit na mniejszej ilosci
nasion (0-3,25%), podobnie jak 4. brassicicola (0-1,75%). Oba gatunki najliczniej byty
wyosabniane w sezonie o najwigkszych opadach deszczu (tab. 2, 4).
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Przeprowadzona analiza chromatograficzna pozwolita na oznaczenie w nasionach
rzepaku eteru monometylowego alternariolu (AME) oraz alternariolu (AOH) (tab. 1-3).
Poziom AME w nasionach rzepaku pochodzacych z poszczegdlnych obiektow byt
w wigkszosci powyzej granicy wykrywalno$ci. Najwyzsze skazenie AME stwierdzono
w nasionach pochodzacych z roku 2007 (49,4 1 56,0 ng/g). W nasionach z obiektu po-
chodzacego z tego samego sezonu oznaczono rowniez AOH (31,4 ng/g). W pozostatych
przypadkach zawartos¢ AOH byla najczgsciej nizsza niz granica wykrywalnosci (LOD
— limit of detection) lub oznaczalnos$ci tego zwiazku (LOQ — limit of quantitation). Na
mozliwo$¢ produkowania przez grzyby rodzaju Alternaria mikotoksyn — AOH i AME
wskazywali réwniez Scott (2001); Ostry (2008); Gwiazdowski i Wickiel (2009). W ba-
daniach Gwiazdowskiego i Wickiela (2009), zawarto$¢ mikotoksyn w nasionach jarych
odmian rzepaku byla wyzsza niz w ozimych, co bylo zwiazane z wigkszym zasiedle-
niem tych nasion przez grzyby rodzaju Alternaria. Zwigkszone zasiedlenie przez grzyby
nie zawsze jednak wptywa na wysoka ilo§¢ wytwarzanych przez nie mikotoksyn i od-
wrotnie (Horoszkiewicz-Janka 1 wsp. 2010). Na wydzielanie przez grzyby toksyn
wplywa wiele determinantow powodujacych stres srodowiskowy (warunki pogodowe,
czynniki chemiczne i biologiczne) oraz genotyp grzyba.

Tabela 1. Zasiedlenie nasion rzepaku ozimego odmiany Lisek przez grzyby rodzaju Alternaria
oraz wystgpowanie w nich mikotoksyn (Poznan, 2006)

Table 1. The colonization of seeds of winter oilseed rape of cultivar Lisek by the Alternaria
fungi and the occurrence of their mycotoxins in seeds (Poznan, 2006)

. . Zawarto$¢
Procent nasion zasiedlonych mikotoksyn
przez Alternaria spp. Content
) onten
Percentage of seeds colonized | . mycotoxins
. . by Alternaria spp.
Termin zabiegu . [ng/g]
Fungicyd
Date .
Fungicide 3
of treatment 3
s 3 2 "
S QO QO
S 3 S| %89 AOH | AME
) S S total
~ N N
3 < <
~ ~ ~

Amistar 250 SC 2,00 | 0,25 0,50 | 2,75a* | 3,60 | 6,00
BBCH 57-59 Caramba 60 SL 1,75 | 0,00 0,00 1,75a |<LOQ|<LOD
kontrola — control 4,25 | 0,25 1,00 5,50a [<LOD| 10,40
Amistar 250 SC 1,75 | 0,25 0,00 2,00a [<LOD| 8,10
BBCH 68-69 Caramba 60 SL 1,25 | 0,25 0,25 1,75a [<LOQ| 5,10
kontrola — control 2,75 | 0,00 0,00 2,75a |<LOD| 6,60

LOD - granica wykrywalnosci — limit of detection AOH =0,8 [ng/g], AME = 1,2 [ng/g]
LOQ — granica oznaczalnosci — limit of quantitation = AOH = 2,0 [ng/g], AME = 4,0 [ng/g]
*w kolumnach jednakowymi literami oznaczono wielko$ci nierézniace sig istotnie

the quantities varying insignificantly were marked with the same letters in the columns
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Tabela 2. Zasiedlenie nasion rzepaku ozimego Lisek przez grzyby rodzaju Alternaria oraz wystg-
powanie w nich mikotoksyn (Poznan, 2007)
Table 2. The colonization of seeds of winter oilseed rape of cultivar Lisek by the Alternaria
fungi and the occurrence of their mycotoxins in seeds (Poznan, 2007)

. iedl Zawarto$¢
Procent nasion zas.led onych mikotoksyn
przez Alternaria spp.
P ; £ seeds colonized Content
. ercentage of seeds colonize of mycotoxins
Termin by Alternaria spp. y
zabiegu Fungicyd [ng/e]
Date Fungicide 3 s,
of treatment 3 3 N 2
S| 2] f ] cesm | on | amE
3 g g S total
S| 5|88
~ ~ ~ <
Amistar 250 SC [12,00 | 3,25 | 0,25 | 0,00 | 15,50 a* 31,40 | 49,40
BBCH 57-59 | Caramba 60 SL |11,00 | 0,75 | 1,50 | 2,25 15,50 a <LOD | 6,90
kontrola — control [11,00 | 0,75 | 1,75 | 1,25 14,75 a <LOD |<LOQ
Amistar 250 SC | 6,25 | 1,00 | 0,50 | 0,00 7,75 a <LOD |<LOQ
BBCH 68-69 | Caramba 60 SL | 9,75 | 2,00 | 1,25 | 0,00 13,00 a <LOD | 56,00
kontrola — control [11,50 | 1,50 | 1,25 | 1,00 1525 a <LOD | 7,00

LOD - granica wykrywalnosci — limit of detection
LOQ — granica oznaczalnosci — limit of quantitation

*w kolumnach jednakowymi literami oznaczono wielko$ci nierézniace si¢ istotnie
the quantities varying insignificantly were marked with the same letters in the columns

AOH = 0,8 [ng/g], AME = 1,2 [ng/g]
AOH =2,0 [ng/g], AME = 4,0 [ng/g]

Tabela 3. Zasiedlenie nasion rzepaku ozimego Lisek przez grzyby rodzaju Alternaria oraz wyste-
powanie w nich mikotoksyn (Poznan, 2008)
Table 3. The colonization of seeds of winter oilseed rape of cultivar Lisek by the Alternaria
fungi and the occurrence of their mycotoxins in seeds (Poznan, 2008)

. . Zawarto$¢
Procent nasion zasiedlonych mikotoksyn
przez Alternaria spp. Content
Percentage of seeds of mycotoxins
Termin colonized by Alternaria spp. [ng/e]
zabiegu Fungicyd s
Date Fungicide . 3 .
S B} 3
of treatment § .§ 3 ogélem § .§
N ~ LS N} ES)
~ ~ ~ ~ ~
1 2 3 4 5 6 7 8
Anmistar 250 SC 2,50 0,75 0,00 3,25a* |<LOD| 10,20
BBCH 57-59 | Caramba 60 SL 1,25 0,00 0,00 1,25a |<LOD |<LOD
kontrola — control 3,75 0,25 0,50 4,50a |<LOD |<LOD
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1 2 3 4 5 6 7 8
Amistar 250 SC 0,50 0,00 0,25 0,75a |<LOD | <LOD
BBCH 68-69 | Caramba 60 SL 1,75 0,50 0,00 2,25a |<LOD |<LOD
kontrola — control 2,00 0,25 0,00 2,25a |[<LOD| 8,00
LOD - granica wykrywalnosci — limit of detection AOH = 0,8 [ng/g], AME = 1,2 [ng/g]
LOQ — granica oznaczalnosci — limit of quantitation =~ AOH = 2,0 [ng/g], AME = 4,0 [ng/g]
*w kolumnach jednakowymi literami oznaczono wielkosci nier6znigce sig istotnie
the quantities varying insignificantly were marked with the same letters in the columns
Tabela 4. Warunki meteorologiczne w okresie kwitnienia i dojrzewania rzepaku
Table 4. Meteorological conditions at flowering and ripening of oilseed rape
Rok
N 2006 2007 2008
Year
Miesiac
Iv| VvV | VvlI|vl| IV VI | VI | IV | V | VI | VII
Month
Srednia temperatura
Mean temperature | 9,1 |13,8|18,5(23,9(10,4|153|19,3| 18,9 | 8,6 |13,8|18,1|19,5
[°C]
Suma opadoéw
Sum of rainfall 59,4147,5|14,3|20,3|13,0|78,6|88,0]|136,3|35,6|12,9| 84 |63,2
[mm]
Wilgotnos¢
wzgledna
. o 77,8171,4|72,2|57,6|67,1|76,3|77,0| 78,8 | 79,2 |73,7|62,5]| 65,7
Air humidity
[%]
IV. WNIOSKI

—

Na nasionach rzepaku identyfikowano najczesciej gatunek 4. alternata.

2. Poziom zasiedlenia nasion przez grzyby rodzaju Alternaria zalezat gtdwnie od wa-
runkow pogodowych panujacych podczas wegetacji.
3. Najwigksza zawarto§¢ AOH i AME obserwowano w nasionach, ktore byly najsilniej
zasiedlone przez grzyby rodzaju Alternaria.
4. Najwigksze ryzyko zasiedlenia nasion przez grzyby i obecno$ci w nich mikotoksyn

istnieje w sezonie o podwyzszonej wilgotnosci.
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EwA JAJOR, GRZEGORZ WICKIEL, JOANNA HOROSZKIEWICZ-JANKA

FUNGI OF THE ALTERNARIA GENUS AND THEIR TOXIC METABOLITES
IN SEEDS OF WINTER OILSEED RAPE

SUMMARY

The aim of this study was the evaluation of the oilseed rape colonisation by Alternaria
genus fungi and the determination of mycotoxins produced by them. The seeds of Lisek
cultivar were collected from untreated plants and four objects which were treated at the
budding stage (BBCH 58-59) and at the late flowering stage (BBCH 68-69) with fungicides
Amistar 250 SC and Caramba 60 SL. After harvesting, the seeds were evaluated for the
colonization by fungi of the genus of Alternaria and the content of the two alternaria toxins:
alternariol (AOH) and alternariol monomethyl ether (AME).

The most frequently occurring species was A. alternata. The level of colonization of the
seeds by Alternaria fungi depended mainly on the weather conditions prevailing during the
growing season. Higher content of AOH and AME was observed in the seeds which were
colonised the most by the fungus of Alternaria.

Key words: rapeseed, Alternaria genus, alternariol (AOH), alternariol monomethyl ether
(AME)
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