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POVEZAVA MED STOPNJO OKUZENOSTI KLASOV IN ZRN PSENICE S
FUZARIOZAMI TER VSEBNOSTJO MIKOTOKSINA DEOKSINIVALENOLA
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1ZVLECEK

Fuzarioza klasa (FK) je pomembna glivicna bolezen pSenice, predvsem v okoljih z
dolgotrajnimi vlaznimi vremenskimi razmerami med cvetenjem in mehko vosceno zrelostjo
zrnja. FK povzroca kompleks gliv iz rodu Fusarium, med katerimi so najpogostejse F.
graminearum, F. culmorum in F. avenaceum. Te glive tvorijo nevarne mikotoksine, katerih
kopicCenje je Skodljivo za zdravje zivali in ljudi. Namen te raziskave je bil oceniti pojavnost
razlicni vrst gliv iz rodu Fusarium na 19 sortah pSenice na dveh razli¢nih lokacijah (Jable,
Rakican) v dveh zaporednih rastnih dobah (2012-2013). Poleg tega smo hoteli ugotoviti, ali
obstaja kakSna povezava med ocenjeno stopnjo okuZenosti klasov na njivi, laboratorijsko
ugotovljeno okuzenostjo zrnja z glivami Fusarium spp. in vsebnostjo mikotoksina
deoksinivalenola (DON). Za ocenjevanje poljske okuZenosti klasov je bila uporabljena
ocenjevalna skala z 10 kategorijami. Vrste gliv rodu Fusarium so bile po metodi agarnih
plosc, ki jo priporoCa ISTA, determinirane v laboratoriju pod mikroskopom. Koncentracija
mikotoksina DON je bila ovrednotena z metodo ELISA. 1z pSeni¢nih zrn, pobranih na
razlicnih lokacijah, smo izolirali glive F. graminearum, F. culmorum, F. poae, F. avenaceum
in F. tricinctum. Potrjena je bila mocna pozitivna linearna povezava med pogostnostjo gliv F.
graminearum in F. culmorum na zrnih pSenice ter koncentracijo mikotoksina DON (r=0,71).
Med okuzenostjo klasov in vsebnostjo mikotoksina DON v zrnju pSenice ni bilo ugotovljene
signifikantne povezave.

Kljucne besede: Fusarium, fuzarioza klasa, okuzenost zrnja, pSenica, deoksinivalenol

ABSTRACT

THE RELATIONSHIP BETWEEN LEVEL OF WHEAT HEAD AND KERNEL INFECTION
WITH FUSARIOSIS AND MYCOTOXIN DEOXYNIVALENOL CONTENT

Fusarium head blight (FHB) is an important disease of wheat in environment with prolonged
wet climatic conditions from flowering through the soft-dough stage of kernel development.
FHB is caused by a complex of Fusarium species, of which F. graminearum, F. culmorum
and F. avenaceum are most frequently involved. These fungi produce dangerous
mycotoxins, which accumulation is harmful for health of animals and humans. The aim of this
work was evaluation of incidence of Fusarium species on 19 wheat varieties at two different
locations (Jable, Raki¢an) in two consecutive growing seasons (2012-2013). In addition, we
wanted to find out if there is a correlation between the field estimated severity of Fusarium
head blight, the laboratory detected kernel infection by Fusarium spp. and the content of
mycotoxin deoxynivalenol (DON). The head blight severity was estimated under field
conditions using a visual scale with 10 categories of infection. Species composition of the
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genus Fusarium was microscopically determined in laboratory using agar plate method
recommended by ISTA. The concentration of mycotoxin DON in kernels was evaluated by
ELISA method. Fusarium species isolated from wheat kernels collected at different locations
were following: F. graminearum, F. culmorum, F. poae, F. avenaceum and F. tricinctum. A
strong positive linear correlation between the incidence of F. graminearum and F. culmorum
on wheat kernels and concentration of mycotoxin DON was confirmed (r=0.71). No
significant correlation between head infection and DON mycotoxin content in grains was
found.

Key words: Fusarium, Fusarium head blight, kernel infection, wheat, deoxynivalenol
1 uvoD

Na obmocjih zmernega podnebja, predvsem v okoljih z dolgotrajnimi vlaznimi vremenskimi
razmerami med cvetenjem in mehko vosc¢eno zrelostjo zrnja, okuZuje pSenico vec vrst gliv iz
rodu Fusarium. Poleg klasov oziroma zrn okuzujejo tudi korenine, stebla in liste. Do sedaj je
evidentiranih 12 vrst. Okuzbe z njimi povzrocajo v povprecju od 10 do 40 % izpade pridelka.
Poleg tega te glive pred in po Zzetvi tvorijo mikotoksine. Z njimi so predvsem mocno
onesnazeni pridelki pSenice in jeCmena, ki predstavljata kar 80 % pridelave Zit v Evropi.
Ostala vrste zit (rz, tritikala, oves) so manj obcCutljive na okuzbo klasov s fuzariozami in so
zaradi tega njihova zrna tudi manj kontaminirana z mikotoksini (Bottalico in Perrone, 2002).
Najpogosteje zastopane Fusarium vrste, izolirane iz okuzenih klasov pSenice v Evropi in pri
nas, so F. graminearum, F. avenaceum in F. culmorum, nekoliko manj F. poae, F. equiseti, v
manjSi meri 0z. sporadi¢no pa se pojavljajo vrste F. tricinctum, F. cerealis, F. acuminatum, F.
sporotrichioides, F. subglutinans. F. oxysporum in F. solani (Bottalico in Perrone, 2002;
Zemlji€ in sod., 2008).

Podobno kot pSenico tudi koruzo okuzujejo Stevilne fuzarioze. Od 17 skupno ugotovljenih
Fusarium vrst se jih kar 11 pojavlja tako na p3enici kot koruzi (Bottalico in Perrone, 2002),
kar omogoCa njihovo ohranjanje v ozkem kolobarju koruza-zita in posledicno vecjo
gospodarsko Skodo. Slovensko kmetijstvo je Zivinorejsko usmerjeno, tako da na njivah
pretezno gojimo rastline, ki so namenjene zivalski krmi (koruza, zita itn.). Ugotovimo lahko,
da pri nas v poljedelski pridelavi prevladuje ozek kolobar (koruza, Zita) ali v nekaterih
primerih celo monokultura koruze (Kocjan AZko in Santavec, 2010 ). Predominatni glivni
vrsti, povzrociteljici fuzarioz, tako pri koruzi kot Zitih, sta F. graminearum in F. avenaceum,
ki tvorita pomembne mikotoksine, kot so DON, nivalenol (NIV), zearalenon (ZEN) in
moniliformin (MON). Kot tretja pomembna vrsta se pri koruzi pojavlja F. subglutinans
(MON), pri pSenici pa F. culmorum (DON, ZEN) (Milevoj, 2002; Logrieco in sod., 2002;
Zemlji¢ in sod., 2008). Zavedati se moramo, da glive iz rodu Fusarium ne Zivijo samo na
rastoCi koruzi oz. zitih, temveC se lahko zelo dobro razvijajo kot saprofiti na uskladis¢enih
pridelkih, silazni koruzi in celo na izdelkih Zivilske industrije. Pojavnost gliv Fusarium spp. v
pridelkih, krmi in izdelkih zivilsko predelovalne industrije je odvisno od Stevilnih dejavnikov
okolja kot tudi nacCina pridelave in skladisCenja (izbor sort, gnojenje, obdelava tal, kolobar,
kemicno varstvo, tehnologija skladisCenja in obdelave zrnja ipd.).

2 MATERIALI IN METODE

2.1 Ugotavljanje poljske okuZenosti klasov pSenice in zastopanosti gliv Fusarium
spp. v okuzenem zrnju

2.1.1 Poskusna zemljis¢a
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.....

razvoj kmetijstva in podezelja Jable (centralna Slovenija) izvajajo sortne makroposkuse
strnih Zit in koruze. V okviru teh poskusov je vsakoletno posejanih veC deset sort pSenice.
Gre za nabor perspektivnih sort, namenjenih pridelavi v Sloveniji, ki se med seboj razlikujejo
po ranosti, tipu, izvoru idr. Poskusni lokaciji se med seboj mocno razlikujeta po vremenskih
razmerah, predvsem mnoZzini padavin, ki mo¢no vplivajo na pojavnost fuzarioz. Na poskusnih

.....

dvopolju izmenjujeta koruza in p3enica.

Podatki o poskusnih lokacijah:

Lokacija RakiCan (46°38°N, 16°11°E, nadmorska viSina: 184 m) lezi v osrednjem delu
Prekmurja v blizini Murske Sobote. Referen¢na meteoroloSka postaja je Murska Sobota, ki je
prav tako v RakiCanu v neposredni blizini poskusa. Povprecna dolgoletna srednja
temperatura zraka znaSa 9,3 °C, najhladnejSi je januar s povprecno temperaturo -2 °C,
maksimalna povpre€na mesecna temperatura je 19,5 °C. Povprecna letha mnoZina padavin
v dolgoletnem povprecju znaSa 812 mm. Tla na poskusni lokaciji so tipicna districna rjava na
holocenski prodnati naplavini.

Lokacija Jable (46°8'N, 14°34’E, nadmorska viSina: 305 m) leZzi v osrednjem delu
Ljubljanske kotline v predalpskem klimatskem obmocju Slovenije. Referencna meteoroloSka
postaja je Brnik. V dolgolethnem povprecju (1951-94) je srednja letna temperatura zna3ala
8,5 °C. NajhladnejSi mesec je januar s povprec¢no mesecno temperaturo —2,1 °C, najtoplejSi
pa julij z 18,8 °C. Na leto povprecno pade 1352 mm padavin. Tla na lokaciji Jable so zmerno
oglejena na silikatno apnencasti podlagi.

V raziskavo smo vkljucili tudi vzorce ekoloSko pridelane pSenice, da bi ugotovili, kakSna je
njihova okuzZenost, v primerjavi z integrirano pridelano pSenico. V ta namen smo pridobili
reprezentancno Stevilo vzorcev ekolosko pridelane pSenice, ki izvirajo z obmocja v bliZini
nasih poskusnih lokacij (Prekmurje, Gorenjska in osrednja Slovenija), nekaj pa tudi z drugih
pridelovalnih obmodij.

2.1.2 Spremljanje cvetenja in poljsko ugotavljanje okuzenosti klasov pSenice

V maju in juniju smo v rastnih sezonah 2012 in 2013 na obeh lokacijah spremljali cvetenje 30
razliCnih sort pSenice. ZabeleZili smo zaCetek cvetenja, polno cvetenje in konec cvetenja
(BBCH 61, 65 in 69). Pridobili smo tudi meteoroloSke podatke za omenjeni lokaciji.

Za ugotavljanje okuZenosti klasov pSenice smo v razvojni fazi BBCH 71-75 (vodena do
srednja mle€na zrelost) naklju¢no nabrali 3-krat po 30 klasov posamezne sorte pSenice in po
10-stopenijski skali (Stack in McMullen, 1998) vizualno ocenili okuZenost klasov in izraCunali
povpre€no okuzenost posamezne sorte s fuzariozami.

2.1.3 Identifikacija Fusarium vrst na zrnju pSenice in dolocCitev mikotoksina DON

Za vsako sorto oziroma hibrid smo po Zetvi na obeh lokacijah vzeli reprezentativhe vzorce
zrnja. Odvzeli smo jih iz 30 kg vrec, za vsako sorto po 2 kg. Polovico odvzetega vzorca smo
uporabili za fitopatoloSko analizo, drugo polovico pa namenili za analizo na mikotoksine. V
fitopatoloSkem laboratoriju smo po metodi, ki jo predpisuje ISTA (International Seed Testing
Association), ugotavljali okuzenost zrn pSenice s fuzariozami in dolocCili njihovo vrstno
sestavo. Iz dela vzorca, namenjenega za fitopatoloSko analizo, smo za vsako sorto naklju¢no
odvzeli po 100 zrn, jih povrSinsko sterilizirali z 1 % raztopino Na-hipoklorita, dobro sprali s
sterilno vodo in posusili na sterilnem vpojnem papirju. Po pet zrn smo v sterilnih razmerah
dali v petrijevke premera 9 cm, ki so vsebovale 15 ml modificiranega PDA agarja (15 g PDA,
10 g tehni¢nega agarja, 0,121 g penicilina G, 0,542 g streptomicin sulfata in dopolnjeno z
destilirano vodo do 1000 ml). Antibiotik smo dodali po avtoklaviranju. Za vsako sorto smo
tako uporabili po 20 petrijevk in skupaj fitopatolosko analizirali 100 zrn. Tako nacepljene
petrijevke smo inkubirali v rastni komori v temi pri 20 °C in 60 % r.v.z. Po desetdnevni
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inkubaciji smo zaceli dnevno pregledovati iz zrn zrastle kolonije gliv z mikroskopom pod 100
in 400-kratno poveCavo. NaSa opazovanja so bila osredototena na morfologijo
makrokonidijev, prisotnost 0z. odsotnost mikrokonidijev ter drugih anatomsko morfoloSkih
pokazateljev, pomembnih za identifikacijo vrst. Pri tem smo si pomagali z determinacijskimi
klju€i za vrste rodu Fusarium (Gerlach in Nirenberg, 1982; Burgess in sod. 1994; Summerell
in sod., 2003; Leslie in Summerell, 2006). Vsebnost mikotoksina DON v vzorcih zrnja
pSenice so doloCili v laboratoriju InStituta za higieno in patologijo prehrane Zivali z ELISA-
testom.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA
3.1  OkuzZenost klasov pSenice

Z 10-stopenjsko skalo (Stack in McMullen, 1998) smo vsako leto vizualno ocenili okuZenost
klasov in izraCunali povprecno okuzenost posamezne sorte s fuzariozami. Hoteli smo namrec
ugotoviti, ali obstaja povezava med poljsko oceno okuzenosti klasov, laboratorijsko
ugotovljeno okuzenostjo zrnja in vsebnostjo DON.

Povprecna okuzenost klasov vseh preucevanih sort pSenice je bila v obeh letih (2012-13) na
obeh lokacijah relativno majhna; v Jablah 3,52 oziroma 1,40 % in v RakiCanu 1,87 oziroma
1,81 %. Ce te rezultate primerjamo s tistimi, kjer smo ugotavljali okuZenost zrn psenice v
laboratoriju, ugotovimo, da poljska ocena okuzenosti podceni dejansko kon¢no okuZenost zrn.
To lahko razlozimo s tem, da se fuzarioze na klasu od razvojne faze BBCH 71-75 progresivno
razvijajo naprej vse do Zetve pSenice in zaradi tega je poznejSa okuzenost vecja. S statisticno
analizo podatkov smo pozneje ugotovili, da ni statisticno znaCilne povezave med poljsko
okuzenostjo klasov in vsebnostjo DON v zrnju. 1z tega sledi, da z vizualno oceno okuZenosti
klasov na njivi ne moremo zadovoljivo napovedati, kakSna bo okuzenost zrnja in posledicno
vecja ali manjSa onesnazenost z mikotoksini.
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okuZenost zrnja (%)

-

0 R-2012 12012 EKO-2012 R-2013 EKO-2013
T 0,37 1,10 0,11 0,29 0,17
FP 2,53 1,27 0,78 2,29 0,67
mFG 1,87 9,50 1,28 1,35 0,89
OFC 0,13 0,53 0,61 1,03 0,33
HFA 0,17 0,47 0,22 0,26 0,17

Slika 1: Povprecna okuZenost zrnja vseh vzorcev (sort) pSenice v Raki¢anu (R), Jablah (J) in v ekoloSki pridelavi
z razliénimi vrstami gliv iz rodu Fusarium (FT - F. tricinctum, FP — F. poae, FG — F. graminearum, FC - F.
culmorum, FA — F. avenaceum) v letih 2012-13.
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3.2  Okuzenost zrn psenice

Po metodi, Ki jo predpisuje ISTA, smo v laboratoriju ugotavljali okuZenost zrn pSenice z
glivami Fusarium spp. V povprecju so bile sorte pSenice, ki so rastle v Jablah v letih 2012 in
2013, mnogo bolj okuZene z fuzariozami kot sorte pSenice, ki so rastle v Rakicanu. Tako je
bila skupna okuzenost zrnja s fuzariozami v Jablah v letu 2012 12,9 % in leta 2013 13,9 %,
medtem ko je bila okuzenost vzorcev pSenice iz Rakicana v istih letih 5,1 % oziroma 5,2 %.
Vrstna sestava fuzarioz in njihov delez med okuZenimi zrni se je spreminjal med lokacijami
kakor tudi med leti (slika 1).

Povprecna okuzenost zrnja pSenice iz ekoloSke pridelave (18 vzorcev) je bila v letih 2012 in
2013 izrazito manjSa kot pri integrirano pridelani. Skupna okuZenost s fuzariozami je bila leta
2012 v povpreju 3 % in v letu 2013 2,2 %. Ce pogledamo samo odstotek okuZenosti z
vrstama F. graminearum in F. culmorum, ki sta potencialni tvorki mikotoksina DON, je v
pridelovalnih sezonah 2012-13 njun skupni povprecni delez v okuzenih zrnih sort pSenice iz
Jabel 10 % oziroma 4,9 % ter precej manjsi v Rakicanu: 2 % oziroma 2,4 %. Pri pSenici iz
ekoloske pridelave je bilo s prej omenjenima glivama v povpre€ju okuzenih 1,9 % (2012) in
1,2 % (2013) zrn. Precej manjSo povprecno okuzenost pSenice iz ekoloSke pridelave velja
pripisati dejstvu, da v tem nacinu izvajajo precej bolj Sirok kolobar in ne samo dvopolje
koruza-pSenica. Poleg tega velja omeniti, da veCji del ekoloskih pridelovalcev nima v
kolobarju koruze ali pa pride na njivo Sele po treh do Stirih letih. OkuZeni ostanki koruze
imajo namreC velik infekcijski potencial za okuzbo pozneje posejane pSenice oz. ostalih strnih
Zit. NaSe rezultate potrjuje tudi raziskava Birzele in sod. (2002) v Nemciji. Vrstni nabor gliv
rodu Fusarium je bolj pester kot na pSenici iz integrirane pridelave, poleg tega so bile
ugotovljene nekatere vrste, ki jih na zrnju iz integrirane pridelave nismo nasli (F.
subglutinans, F. cerealis, F. solani in F. sporotrichioides).

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

0,4

DON (mg/kg)

0,3
0,2
"
0 RAKICAN | EKO-Prekmurje JABLE EKO-Gorenjska EKO-SLO.

2012 0,12 0,186 ' 0,747 ' 0,209 ' 0,227
®2013 0,12 0,131 0,785 0,109 0,162

Slika 2: Povprec¢na vsebnost DON (mg/kg) za vse vzorce pSenice iz Raki¢ana, Jabel in ekoloSke pridelave v letih
2012-13.
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3.3  Onesnazenost zrnja z mikotoksinom DON

MocnejSa okuZzba pSenice s fuzariozami, predvsem z glivama F. graminearum in F.
culmorum, v Jablah se je izrazila tudi v povecani vsebnosti mikotoksina DON v zrnju. V obeh
letih njegova povprecna vsebnost mocno presega tiste, ugotovljene v zrnju pSenice, pridelane
v Rakicanu in ekoloski pridelavi (slika 2).

4 SKLEPI

S statisticno analizo pridobljenih podatkov v letih 2012-13 za 19 sort na lokacijah Jable in
Rakican smo prisli do naslednjih ugotovitev.

e med sezonama ni bilo statisticnih razlik v povprecni vsebnosti DON v zrnju pSenice;

e Vv povpreCju obeh let se je vsebnost DON v Jablah (697 pg/kg) statisticno razlikovala od
tiste v Rakic¢anu (130 pg/kg);

e vse sorte, vkljuCene v raziskavo, so imele v dveletnem povprecju visje vsebnosti DON v
Jablah kot v RakiCanu. Vendar je bila ta razlika med lokacijama statisticno znacilna le pri
naslednjih sortah: Alixan, Ketchum, Lord, Lukullus in SY Moisson. Pri sortah Ketchum in
Lord je povprecna vsebnost v Jablah celo presegala zakonsko dovoljeno mejo 1250 pg/kg;

e po delezu okuzenih klasov se med seboj statisticno ne razlikujejo lokacije, niti rastne
sezone in posamezne sorte;

e v Jablah je bilo v povprecju z glivami iz rodu Fusarium okuzenih 12,9 % zrn, v RakiCanu
pa 5,4 %. Razlika je statisticno znacilna;

e Vv povprecni okuzenosti zrn z vsemi fuzariozami v obeh letih med sortami ni statisticno
znacilnih razlik;

e v Jablah je bila povpreCna okuZenost zrnja z glivama F. culmorum in F. graminearum,
potencialnima tvorkama DON, 7,1 % v RakiCanu pa 2,5%. Razlika je statisticno znacilna;

e oObstaja mocCna povezava med okuZzenostjo pSenice (izrazeno v delezih) z glivama F.
culmorum in F. graminearum ter vsebnostjo DON. (r = 0,71; r* = 50,7 %). Povezava je
linearna: DON = 0,0439 + 7,782 x DFgFc (DFgFc je v delezih od 0,0 do 1; DON je izrazen v
mg/kQ).
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