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Mycotoxigenic phythopathogenic fungi of Fusarium genus and their identification by PCR techniques

Abstract: Fungi belonging to the genus Fusarium are recognized as one of the most dangerous pathogens causing serious plant,
human and animal diseases. In addition, they are able to produce very toxic compounds knows as mycotoxins. Mycotoxins have
various toxic effects on microorganisms, plants, animals and humans. The most common mycotoxins found in the natural environ-
ment are zearalenone and trochothecenes, including deoxynivalenol. These compounds cause disorders and deformations during
plant growth. They also cause human and animal diseases connected with digestive, reproductive and immune system. Lots of genes
are recognized in the biosynthesis of these mycotoxins. Essential genes in trichothecenes synthesis are 7775 and 7ri7 genes, and in
zearalenone synthesis another two genes PKS4 and PKS14.

Molecular methods based on PCR allow to evaluation of mycotoxicity of filamentous fungi. The easiest and most frequently
used method is SCAR. Other molecular analyses like RT-PCR and Real-Time PCR are very expensive methods but are also very
sensitive and less and less labour-intensive and thus are used in this kind of tests as well.
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1. Wprowadzenie

Grzyby z rodzaju Fusarium naleza do najczeSciej
izolowanych patogendéw upraw rolniczych na $wiecie
[28]. Sa one przyczyna olbrzymich strat gospodar-
czych, ktore wynikaja z wysokiej patogennosci i tok-
synotworczosci, dlatego tez uznano je za jedne z naj-
grozniejszych grzybow strzgpkowych. Fusaria infekuja
uprawy roslinne o podstawowym znaczeniu gospodar-
czym dla cztowieka [15]. Posiadaja takze zdolno$¢
do syntezy wysoce niebezpiecznych i toksycznych
metabolitow, zwanych mikotoksynami [47].

Mikotoksyny tworzone przez Fusaria okreslono
mianem mikotoksyn fuzaryjnych. Uwaza sig, iz ode-
graly one istotna rol¢ w historii, poczawszy od $rednio-
wiecznej Europy, przez czasy kolonialne obu Ameryk,

az do czasow obecnych. Dodatkowo wysuwano liczne
hipotezy, iz mikotoksyny produkowane przez Fusaria
mogly by¢ przyczyna wyginigcia Etruskéw czy pomo-
ru w Atenach w V w p.n.e. [15, 60].

W $rodowisku naturalnym wykrywa si¢ obecnos¢
kilku klas mikotoksyn fuzaryjnych: zearalenonu, tricho-
tecenow, fumonizyn, moniliforminy oraz bowerycyny.
Wykazuja one dziatanie toksyczne w stosunku do
mikroorganizmoéw, roslin, a takze ludzi i zwierzat [57].
Zwiazki te wytwarzane sg przewaznie przez: F. cul-
morum, F. graminearum, F. nivale, F. avenaceum,
F. sporotrichioides, F. poae, F. oxysporum, F. verti-
cillioides [49, 52, 58]. Na tereniec Polski dominuja
F. culmorum, F. graminearum 3, 38].

Problemy wynikajace z patogennos$ci i zdolnosci do
syntezy mikotoksyn przez grzyby z rodzaju Fusarium
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sa jednym z wazniejszych zagadnien rolnictwa zaro6w-
no w krajach ubogich jak i bogatych. O randze tego
problemu moze §wiadczy¢ fakt, iz w 2006 r. Unia Euro-
pejska wprowadzita ujednolicone normy dla zawartosci
mikotoksyn, ktore najczesciej wystepuja w produktach
pochodzenia zbozowego. Ponadto coraz wigksze zna-
czenie przywiazuje si¢ do metod majacych zapobiegac
zakazeniom plodow rolnych przed zbiorem [38, 57].
Ogromne znaczenie maja techniki pozwalajace na
wczesne wykrycie obecno$ci patogena i okre$lenie jego
zdolno$ci do tworzenia mikotoksyn. Sa to decydujace
1 obecnie podstawowe elementy profilaktyki ochrony
przed zanieczyszczeniem toksynami upraw rolniczych
oraz uzyskiwanych z nich produktow spozywczych
i paszowych [28]. W celu uniknigcia strat upraw spo-
wodowanych tworzeniem przez patogeny mikotoksyn
wykorzystuje si¢ rozne metody biologii molekularne;.
Metody te umozliwiaja szybkie zastosowanie srodkow
zaradczych i1 unikanie skazonej zywnosci [3, 28].

2. Charakterystyka rodzaju Fusarium
2.1. Morfologia

Rodzaj Fusarium zostal utworzony w roku 1809
przez Link’a na podstawie charakterystycznych cech
tj. obecnos¢ kajakowato- Iub bananowato-ksztattnych
zarodnikow konidialnych [43]. Zgodnie z najnowsza
systematyka [43] grzyby z rodzaju Fusarium zostaly
zaliczone do:

Gromady: Eumycota — Grzyby wlasciwe
Podgromady: Fungi imperfecti — Grzyby niedoskonate
Klasy: Hyphomycetes — Strzgpczaki

Rzedu: Moniliades — Moniliowce

Rodziny: Tuberculariaceae — Gruzetkowate

Grzyby z rodzaju Fusarium sa szeroko rozpowszech-
nione w glebie, szczegdlnie zasiedlaja zyzne, urodzajne
gleby, za$ stosunkowo rzadko lesne [33]. Moga rozwi-
jac sig¢ rowniez na réoznych czesciach roslin, resztkach
ros$linnych i innych zwiazkach organicznych [12].

Fusaria tworza zarodniki bezptciowe zwane ko-
nidiami. Wyr6znia si¢ trzy typy zarodnikéw: makro-
konidia, mikrokonidia oraz chlamydospory [43]. Przy
pomocy tych zarodnikow nastepuje rozprzestrzenianie
si¢ grzybow z wiatrem czy deszczem w $rodowisku
naturalnym.

Makrokonidia sa wielokomoérkowe zaokraglone Iub
wydtuzone. Najczesciej przyjmuja ksztalt sierpowaty,
prosty lub grzbietowo-brzuszny. Wielko§¢ makroko-
nidiéw jest stosunkowo stala dla danego gatunku, dla-
tego wykorzystuje sig je do okreslania przynaleznos$ci
do danego gatunku Fusarium sp.

Drugim typem zarodnikéw sa mikrokonidia, wy-
twarzane na pojedynczych fialidach, w rzekomych
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glowkach czy tancuszkach. Przybieraja ksztalt owal-
ny, eliptyczny lub maczugowaty. Obecnos¢ lub brak
mikrokonidiéw jest cecha diagnostyczna za pomoca
ktérej mozna okresli¢ dany izolat do gatunku. Trze-
cim rodzajem zarodnikéw sa chlamydospory. Podob-
nie jak w przypadku mikrokonidiow ich tworzenie
przez izolaty Fusarium sp. jest wazna cecha w iden-
tyfikacji gatunkowej. Zarodniki te moga wystgpowaé
pojedynczo, w parach lub skupieniach [43, 56].

2.2. Charakterystyka waznych gatunkéw Fusarium

2.2.1. Fusarium culmorum

Fusarium culmorum nalezy do sekcji Discolor.
Powszechnie wystgpuje w klimacie umiarkowanym,
dominuje w rejonach chtodniejszych tj. Péinocna, Za-
chodnia Europa. Izolowany jest ze wszystkich czg$ci
ro$lin rolniczych tj. pszenicy, jeczmienia, Zyta, owsa,
kukurydzy, pomidoréw. Toleruje zmiany temperatury
oraz moze rozwija¢ si¢ w warunkach matego poten-
cjalu wodnego. Syntetyzuje zearalenon oraz mikotok-
syny z grupy trichotecenow w tym deoksyniwalenol,
niwalenol [3, 43].

Fusarium culmorum nie tworzy stadium doskonate-
go. Wytwarza krotkie, grube, z mocno wygigta czgscia
grzbietowa makrokonidia. Makrokonidia przedzielone
sa zazwyczaj 3-ma lub 4-ma przegrodami. F. culmorum
nie produkuje mikrokonidiow. Chlamydospory moga
wystgpowac pojedynczo, w tancuszkach i skupieniach
[43, 69]. Z filogenetycznego punktu widzenia jest po-
dobny do F. graminearum oraz do F. crookwellense.

2.2.2. Fusarium graminearum

Fusarium graminearum jest kolejnym waznym fito-
patogenem. Podobnie jak F. culmorum nalezy do sekcji
Discolor. Gatunek ten dominuje na obszarach o kli-
macie cieplejszym jak $rodziemnomorski (Europa
Potudniowa) czy zwrotnikowy porazajac gldwnie zbo-
za drobnoziarniste oraz kukurydzg [3]. Wytwarza dwa
typy konidiéw. Cienkie, dlugie makrokonidia, o ksztal-
cie sierpowatym i prostym, sktadajace si¢ z 5-ciu do
6-ciu przegrod. Drugim typem zarodnikow sa okragte
chlamydospory wystepujace w grzybni pojedynczo,
w skupieniach oraz tancuszkach. Izolaty Fusarium
graminearum przypominaja wygladem F. culmorum,
F crookwellense oraz F. pseudograminearum. Patogen
ten jest zdolny do tworzenia m.in. zearalenonu, fuza-
ryny C oraz metabolitoéw z grupy trichotecenow [43].

2.2.3. Fusarium poae

Fusarium poae jest patogenem zaliczonym do sek-
cji Sporotrichiella, izolowanym przewaznie w klima-
cie umiarkowanym. Jest on czynnikiem chorobotwor-
czym owsa, a takze jeczmienia, pszenicy czy zyta [36].
Krotkie, sierpowate przedzielone 3-ma przegrodami
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makrokonidia oraz chlamydospory tworzone sa bardzo
rzadko. Wytwarza on glownie okragle, nie przedzielo-
ne przegrodami mikrokonidia na monofialidach. F. poae
porazajac wiechy i klosy zboz posiada zdolnos¢ two-
rzenia fuzaryny X, oraz trichotecenow (niwalenolu, fu-
zaryny X, diacetoksyscirpenolu, T-2 toksyny) [36, 43].

2.3. Choroby powodowane przez Fusarium sp.

Stosowane w nowoczesnym rolnictwie uprawy mo-
nokultur bez tradycyjnego ptodozmianu, oszczgdnos-
ciowe systemy uprawy (minimum tillage system) oraz
jednostopniowy zbior plondéw skutkuje wzrostem po-
razenia upraw rolniczych przez patogeny [38].

Grzyby z rodzaju Fusarium infekuja wiele upraw
ro$linnych, w tym zboza drobnoziarniste (pszenica,
pszenzyto, zyto, jeczmien), a takze kukurydze, ziem-
niaki oraz wiele innych ros§lin waznych dla cztowieka
[15, 40, 43]. Rosliny sa porazane w rdznych fazach
rozwojowych, powodujac choroby przed- i powscho-
dowe, tj. fuzaryjna zgorzel podstawy zdzbta i korzeni,
zamieranie ziarna, zgorzel siewek, fuzariozy klosow
i wiech owsa, choroby podsuszkowe czy fuzarioze
ktosow pszenicy (ang. scab, FHB) [15, 36, 46, 58].
Porazone uprawy cechuja si¢ obnizona wartoscia kon-
sumpcyjna i handlowa. Dodatkowo uzyskiwane plony
sa zanieczyszczone niebezpiecznymi dla ludzi i zwie-
rzat mikotoksynami [15, 58, 61]. Niektore z tych
mikotoksyn jak deoksyniwalenol wywieraja dziatanie
fitotoksyczne, przejawiajace si¢ wzmozong patogen-
no$cia grzyboéw [66].

3. Mikotoksyny

Mikotoksyny sa wtornymi metabolitami wytwarza-
nymi gltéwnie przez grzyby z rodzaju Aspergillus, Peni-
cillium 1 Fusarium. Choroby powodowane przez grzy-
by tworzace mikotoksyny to mikotoksykozy, za$ nauka
zajmujaca si¢ ich badaniem nosi nazwe mikotoksyko-
logii [6]. Mikotoksyny moga by¢ produkowane przez
grzyby zardbwno w czasie wzrostu roslin, ale takze
podczas ich przechowywania, transportu i przetwa-
rzania. Ww. zwiazki moga wykazywac dzialanie fito-
toksyczne, zootoksyczne. Poza tym sa szkodliwe dla
innych mikroorganizméw [57]. Metabolity te wykazuja
rozne dziatanie toksyczne tj. cytotoksyczne, genoto-
ksyczne, neurotoksyczne, hepatoksyczne czy immuno-
supresyjne. Wynika to z budowy strukturalnej tych
zwiazkow, ktore moga sktadaé sig od prostych piers-
cieni heterocyklicznych, po nieregularne 6 lub 8 czto-
nowe pierscienie [18, 57].

Zwiazki te moga wchodzi¢ w sposob posredni i bez-
posredni do tancucha pokarmowego ludzi i zwierzat:
posrednio przez spozywanie migsa i mleka zwierzat
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skarmianych skazonymi produktami lub bezposrednio
spozywajac produkty roslinne porazone przez Fusaria
czy inne grzyby strzgpkowe [24].

Obecnie do mikotoksyn zaliczono okoto 400 zwigz-
kow. Pod wzgledem ekonomicznym i toksykologicz-
nym w skali §wiatowej istotne znaczenie ma 5 klas
mikotoksyn: aflatoksyny, ochratoksyny, zearalenon,
fumonizyny i trichoteceny [57, 67].

Aflatoksyny i ochratoksyny sa wytwarzane glownie
przez gatunki grzybow z rodzaju Aspergllus i Penicil-
lium. Grzyby te rozwijaja si¢ w czasie ztego przecho-
wywania produktow zbozowych.

Pozostate klasy mikotoksyn sa produkowane przez
patogenne gatunki Fusarium sp. [18, 24, 57]. Miko-
toksyny tworzone przez Fusaria okreslono mianem
mikotoksyn fuzaryjnych [15, 60].

4. Mikotoksyny fuzaryjne

Grzyby z rodzaju Fusarium ze wzgledu na patogen-
no$¢ oraz wysoka toksycznos$¢ stwarzaja powazne pro-
blemy w nowoczesnym rolnictwie. Wsrod wszystkich
gatunkow Fusarium produkujacych mikotoksyny do
najbardziej mikotoksynotworczych gatunkéw na swie-
cie zaliczono: F. culmorum i F. graminearum. Fusarium
culmorum jest patogenem dominujacym w regionach
chtodniejszych np. w Europie Pdéinocnej, zas F. gra-
minearum w rejonach cieplejszych [24, 52, 58]. Wazne
znaczenie maja rowniez: F. sporotrichioides, F. poae,
E verticillioides, F. oxysporum i F.sambucinum [49].

Fusaria sa w stanie wytwarza¢ kilka mikotoskyn:
moniliforming, bowerycyng, fumonizyneg, zearalenon
oraz trichoteceny [23, 49]. Mikotoksyny fuzaryjne
wykazuja silne, zroznicowane dziatanie toksyczne.

Wystepowanie réznych gatunkow grzybdéw z ro-
dzaju Fusarium jest duzym problemem w rolnictwie.
Wynika to z porazania roslin oraz negatywnego wply-
wu mikotoksyn na ich rozwo6j. Negatywny wplyw na
ro§liny przejawia si¢ zamieraniem komorek, chloro-
zami, zahamowaniem wzrostu roslin, kietkowania na-
sion, zamieraniem ziarna. Mikotoksyny sa czynnikami
wywolujacymi zaburzenia w procesach mitozy
i metabolizmie biatkowym u ro$lin. Wytwarzanie mi-
kotoksyn w strefie korzeniowej roslin uwazane jest za
glowna przyczyng zmian w pobieraniu i rozmieszcza-
niu sktadnikéw pokarmowych w ro§linie m.in. na sku-
tek zahamowania rozwoju korzeni i wto$nikow. Moze
réwniez wplywac niekorzystnie na proces mikoryzy [9].

Zwiazki te kumuluja si¢ w zainfekowanych komor-
kach roslinnych i w ten sposdéb moga takze dostawaé
si¢ do tancucha pokarmowego ludzi i zwierzat [57, 67].
Moga wowczas by¢ przyczyna powaznych chorob,
jak hyperestrogenizm, rozmigkania leukodystroficzne-
go uposledzen watroby, nerek, a takze nowotworow
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(przetyku, watroby) [3, 57]. W dodatku produkty zbo-
Zowe sa coraz czesciej wykorzystywane w przemysle
farmaceutycznym oraz kosmetycznym [36].

Ze wzgledu na powszechno$¢ wystepowania w $ro-
dowisku naturalnym, wynikajace z tego niebezpie-
czenstwo dla ludzi i zwierzat oraz straty gospodarcze
za najwazniejsze mikotoksyny fuzaryjne uznano tricho-
teceny oraz zearalenon [49].

4.1. Bowerycyna, moniliformina, fumonizyny

Bowerycyna (BEA) zostata odkryta jako naturalne
zanieczyszczenie kukurydzy we Wloszech, Austrii,
Polsce oraz Afryce Poludniowej Jest syntetyzowana
przez F. avenaceum, F. proliferatum, F. subglutinans,
F. semitectum [44]. Ten cykliczny heksapipeptyd wy-
kazuje specyficzng aktywno$¢ inhibicji acetylotrans-
ferazy cholesterolu. Moze powodowac apoptoze ko-
morek i fragmentacje DNA. BEA posiada aktywnos$¢
owadobojcza i jest wysoce toksyczna dla larw Arte-
mia salina [59].

Moniliformina (MON) jest wytwarzana przez F. ver-
ticilloides, F. proliferatum, F. subglutinas i F. oxyspo-
rum [65]. Moniliformina jest silnie kardiotoksyczna
mikotoksyna, Dlugotrwate spozywanie produktow za-
nieczyszczonych ta toksyna jest czynnikiem powodu-
jacym wady serca [24, 55].

Fumonizyny produkowane sa przez F. verticillio-
ides, F. proliferatum, F. nygamai, F. napiforme. Zostaty
podzielone na trzy grupy A, B, C, na podstawie roznic
w strukturze chemicznej. Do najwazniejszych fumo-
nizyn nalezy fumonizyna B1, fumonizyna B2 i fumo-
nizyna B3 [39, 50]. Fumonizyny stanowia powszechne
zanieczyszczenie produktéw konsumpcyjnych i pasz
otrzymywanych z kukurydzy, w takich regionach jak
Chiny, Europa, Afryka Potudniowa i Ameryka Ponoc-
na. Dziatanie tych mikotoksyn zostato skorelowane
z metabolizmem sfingolipidow zaangazowanych w re-
gulacje cyklu komérkowego w komorkach roslinnych,
roznicowaniem i zamieraniem komorek, indukowaniem
stresu oksydacyjnego [16, 57, 60, 67].

4.2. Zearalenon

Zearalenon (ZEA) tworzony jest glownie przez
F. culmorum 1 F. graminearum. Sklasyfikowano go
jako niesterydowy estrogen lub mikoestrogen, zwany
czasami fitoestrogenem. Zredukowana forma zeara-
lenonu, zwana zearalenolem wykazuje zwigkszona ak-
tywnos$¢ estrogeniczna Obecno$¢ mikotoksyny w rosli-
nach powoduje zmiany w réznicowaniu kalusa pszenicy
oraz rozwoju generatywnym roslin. U zwierzat, ktore
byly karmione zanieczyszczong pasza moze skutkowaé
uszkodzeniami organéw rozrodczych oraz zaktocenia-
mi reprodukcyjnymi [6, 24, 51, 57].
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4.3. Trichoteceny

Trichoteceny stanowia rodzing pochodnych ponad
60 seskwiterpenoidow, ktore sa wytwarzane przez
liczne rodzaje grzybow tj. Fusarium, Myrothecium czy
Trichoderma [6]. Trichoteceny zostaty podzielone pod
wzgledem budowy na 4 grupy: A, B oraz CiD. W $ro-
dowisku powszechnie wystgpuja trichoteceny nale-
zace do grupy A (T-2 toksyna, HT-2 toksyna oraz
diacetoksyscirpenol i neosolaniol) oraz B (deoksyni-
walenol oraz jego pochodne, niwalenol i fuzaryna X)
[20, 57]. Trichoteceny z grupy B posiadaja grupg funk-
cyjna, ketonowa w pozycji wegla C-8, natomiast
zwiazki z grupy A posiadaja w tym miejscu inng gru-
pe tlenowa [24].

Ze wzgledu na czestotliwosé wystgpowania w pro-
duktach pochodzenia ros§linnego przeznaczonych na
cele spozywcze i paszowe uwaza sig, iz trichoteceny
z grupy B wywieraja wickszy wplyw na czlowieka
i srodowisko. Zas w tej grupie do najwazniejszych mi-
kotoksyn zalicza si¢ deoksyniwalenol (DON, womi-
toksyna) i jego pochodne (3AcDON i 15AcDON) oraz
niwalenol (NIV) [3, 6, 38].

4.3.1. Trichoteceny z grupy B

Deoksyniwalenol oraz niwalenol produkowane sa
gtownie przez F. culmorum, F. graminearum, a takze
przez F. poae [24]. Z przeprowadzonych badan wy-
nika, iz niwalenol wykazuje az o 14 razy wigksza tok-
syczno$¢ w stosunku do deoksyniwalenolu. Jednak-
ze niwalenol jest mniej toksyczny od trichotecenow
z grupy A [68].

Dziatanie fitotoksyczne DON-u i NIV-u oraz ich
pochodnych przejawia si¢ hamowaniem kietkowania
nasion, hamowaniem wzrostu korzeni i pedow, reduk-
cje Swiezej masy organdw roslinnych, wigdnigciami,
chlorozami i nekrozami. Spozywanie zakazonej zyw-
nosci przez zwierzeta i ludzi prowadzi do zaburzen:
ukladu pokarmowego, rozrodczego czy immunolo-
gicznego. Poza tym zwiazki te powoduja istotne zmia-
ny na poziomie komorkowym, obnizajac aktywnosé
bialek i enzymoéw oraz hamujac ich syntezg. Powo-
duja zaburzenia w przepuszczalnosci blon komorko-
wych. Mikotoksyny te ingeruja w fazy inicjacji, elon-
gacji iterminacji, przyczyniaja si¢ tez do indukcji
aberracji chromosomowych, zaburzen mitozy, a takze
apoptoz i nekroz [6, 9, 23, 24, 49, 57, 67, 71].

4.3.2. Trichoteceny z grupy A

Zwiazki te sa wytwarzane przez F. poae oraz
F. sporotrichioides. T-2 toksyna i diacetoksyscirpenol
(DAS) wykazuja dziatanie cytotoksyczne, immuno-
supresyjne [24].
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5. Wystepowanie mikotoksyn fuzaryjnych
w Polsce i na $wiecie

Uprawy ro$linne w tym uprawy zbdz drobno-
ziarnistych moga by¢ infekowane przez wiele gatun-
kow Fusarium. Istotne znaczenie ma to na terenach,
gdzie z jednej strony panuja warunki klimatyczne
dogodne dla wzrostu réznych gatunkéw Fusarium,
z drugiej za$§ zmienne warunki klimatyczne przyczy-
niajace si¢ do rozwoju réznych gatunkéw Fusarium
w kazdym roku uprawy. Do najczg$ciej wystgpujacych
Fusarium na $wiecie naleza F. culmorum oraz F. gra-
minearum [38, 49].

Fusarium culmorum przewaza w regionach o kli-
macie umiarkowanym, np. morskim, charakteryzuja-
cym si¢ Srednimi temperaturami w ciagu lata (Niemcy,
Holandia, Skandynawia, Polska). Fusarium gramine-
arum dominuje na obszarach o klimacie cieplejszym,
gdzie odnotowywane sa wysokie temperatury w okre-
sie letnim (Ameryka Péinocna), srodziemnomorskim
(Europa Potudniowa) i zwrotnikowym (Chiny) [3].
Grzyby te zdolne sa do syntezy najwazniejszych
mikotoksyn: deoksyniwalenolu i jego pochodnych
(15-AcDON, 3-AcDON) oraz niwalenolu. Patogeny
wytwarzajace 3-AcDON sa bardziej pospolite w Euro-
pie i Azji, natomiast tworzace 15-AcDON w Ameryce
Poocnej i Potudniowej. Na poczatku XXI wieku
wyizolowano w Kanadzie Fusaria zdolne do syntezy
zar6wno 3- 1 15-AcDON. Deoksyniwalenol (DON)
jest najczescie] wykrywany na pszenicy, jeczmieniu,
kukurydzy i owsie, za$ rzadziej w zycie i ryzu.

Niwalenol (NIV) jest powszechnie syntetyzowany
przez izolaty grzybow rozwijajacych si¢ w Japonii,
rzadko wykrywany w Ameryce Pdinocnej i Potud-
niowej [42, 57].

Na terenie Polski wystepuja grzyby produkujace
wszystkie rodzaje mikotoksyn fuzaryjnych. Stezenie
tych mikotoksyn jest jednak znacznie nizsze w pro-
duktach zbozowych niz w krajach Europy Zachodnie;j
i Pétnocnej. Fusaria tworzace DON oraz NIV izolo-
wane sa glownie na pszenicy, pszenzycie, zycie i ku-
kurydzy. Wysokie stgzenie moniliforminy wykryto na
pszenicy, pszenzycie oraz owsie, a fumonizyn na ku-
kurydzy [3, 38].

6. Najwazniejsze czynniki Srodowiska zwiazane
z tworzeniem mikotoksyn

Mikotoksyny moga by¢ wytwarzane przez grzyby
zarOwno w czasie przed- i pozniwnym, podczas prze-
chowywania, transportu i przetwarzania. Tworzenie
tych zwiazkéw powiazane jest ze stresem roslin, nad-
miernym uwodnieniem magazynowanych produktow.
Niewtasciwa praktyka przechowywania i niska jakoscia
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produktow zbozowych [17]. Grzyby produkujace
mikotoksyny rozwijaja si¢ w temperaturze o zakresie
10-40°C, przy pH 4-8, na suchej powierzchni [41] lub
na produktach zbozowych o wilgotnosci 12-13%.
Udowodniono, iz optymalne warunki dla wzrostu
grzybow nie musza by¢ najlepszymi dla syntezy miko-
toksyn [34]. Zwiazki te moga by¢ tworzone w trud-
nych warunkach dla wzrostu grzyba. Dowiedziono
iz, stosowanie Srodkéw grzybobojczych nie wplywa
hamujaco na wytwarzanie mikotoksyn, a moze powo-
dowaé efekt odwrotny. Pod wptywem fungicydow
grzyby moga by¢ poddane nadmiernemu szokowi, co
skutkuje zwigkszona produkcja mikotoksyn [10, 27].

7. Geny warunkujace formowanie zearalenonu
i trichotecenow

Przeprowadzone badania biochemiczne i genetycz-
ne nad gatunkiem Fusarium sporotrichioides umozli-
wily zidentyfikowanie wielu genéw zaangazowanych
w biosyntez¢ mikotoksyn [70]. Powiazano synteze
trichotecendw z kompleksem szlakoéw ktory rozpoczy-
na si¢ od zwiazku, zwanego trichodienem i zawiera
duza liczbg reakcji chemicznych tj. utlenienie, cykli-
zacje czy estryfikacje [21].

Wiele gendéw zwiazanych z produkcjg trichote-
cenow zostato zidentyfikowanych wewnatrz 26-kpz
segmentu DNA [11]. Wyr6zniono 16 gendéw bioracych
udziat w syntezie trichotecendow, wigkszo$¢ z nich
tworzy zgrupowanie genow okreslonych mianem zbio-
ru Tri. Znajduja si¢ w nim geny wykazujace szczegol-
ny wpltyw na formowanie trichotecenow. Sa to 7ri5,
Tri7, Tril3 oraz Tri3 [1, 2]. Poza zbiorem gendéw Tri
znajduja si¢ tam 4 inne geny wplywajace na syntezg
trichotecenow [24, 49].

Na przetomie ostatnich kilku lat zauwazono silne
oddziatywanie zearalenonu na §rodowisko [36]. Dla-
tego rozpoczgto doswiadczenia z wykorzystaniem
roznych metod molekularnych na detekcje genow
bioracych udziat w formowaniu zearalenonu [26, 45].
Zearalenon powstaje w szlaku octanowo-polimalonia-
nowym [22]. Wykazano, iz w jego syntezie bierze
udziat wiele genow, ktore koduja enzymy okres§lane
mianem syntaz poliketydowych (PKSs) [8]. Geny
te zostaty zaliczone do typu I syntaz poliketydowych
(PKSs). Dzieli si¢ je na redukujace PKS i nie-redu-
kujace geny PKS wsrod ktorych najwazniejsze to
PKS4 i PKS13.

7.1. Charakterystyka Tri5, Tri7, Tri3 i Tril3
Gen Tri5 koduje enzym syntaze trichodienu, kata-

lizujacy cyklizacje i izomeryzacjg fosforanu furanylu
do trichodienu. Jest on pierwszym genem bioracym
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udziat w biosyntezie trichotecendéw. Jezeli gen 7ri5 jest
nieobecny w genomie wowczas grzyby nie sa zdolne
do syntezy trichotecenow [24].

Geny 7ri7 1 Tri13 kontroluja typ powstajacej miko-
toksyny [69]. Z badan Lee iin. oraz Brown’a
i in. wynika, iz gen 7ri7 powoduje acetylacje niwalenolu
1jego przemiang do 4-acetyloniwalenolu (4-ANIV) [11,
42]. Przeprowadzone eksperymenty wykazaly, iz grzyby
posiadajace niefunkcjonalny gen 77i7 nie sa zdolne do
syntetyzowania NIV, ani jej pochodnej 4-ANIV [32].

Gen 7ri13 powoduje konwersje DON w NIV. Jesli
nastapia zaburzenia ekspresji tego genu grzyby nie sg
zdolne do syntezy niwalenolu [11, 42], natomiast two-
rza deoksyniwalenol [14]. Gen 7ri3 odpowiada za
tworzenie pochodnych deoksyniwalenolu, powodujac
jego acetylacje w pozycji 3 lub 15 [62].

7.2. Charakterystyka PKS4 i PKS13

Stwierdzono istnienie korelacji pomigdzy synteza
zearalenonu, a aktywnoscia jednego genu, oznaczone-
go jako PKS4. Uwaza sig, iz obecno$¢ genu PKS4,
swiadczy o potencjalnej zdolno$ci do syntezy zearale-
nonu przez izolaty Fusarium sp. PKS4 koduje enzym,
ktory stymuluje ekspresje innego genu PKS13 niezbed-
nego w syntezie zearalenonu. Bialko kodowane przez
gen PKS13, bierze udzial w koncowym etapie formo-
wania zearalenonu. Powoduje przylaczenie jednostki
weglowej do koncowego zwiazku posredniego [26, 45].

8. Metody molekularne

Ogromne znaczenie maja techniki pozwalajace na
wcezesne wykrycie obecno$ci patogenu i okreslenie jego
zdolnosci do tworzenia mikotoksyn. Sa to decydujace
i obecnie podstawowe elementy profilaktyki ochrony
przed zanieczyszczeniem toksynami produktéw spo-
zywezych i paszowych [28]. W celu uniknigcia strat
upraw spowodowanych wystepowaniem patogendw
wykorzystuje si¢ rozne metody biologii molekularne;.
Metody te umozliwiaja szybkie zastosowanie srodkow
zaradczych i unikanie skazonej zywnosci [3, 28, 29,
30]. Opieraja si¢ one na analizie struktury DNA, a wy-
niki z analiz molekularnych nie zaleza od stanu fizjolo-
gicznego badanego organizmu Metody te pozwalaja na
latwiejsza oraz szybsza oceng mikotoksynotworczosci
w poroéwnaniu do tradycyjnych metod [3, 53].

8.1. Metody detekcji i identyfikacji oparte
na procedurze PCR

Opracowanie w 1974 1. przez Kary Mullis’a
techniki stuzacej do specyficznego powielania sekwen-
cji okreslonych odcinkow DNA, stato si¢ poczatkiem
rozwoju duzej liczby badan w patologii roslin [19].
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Metoda reakcji tancuchowej polimerazy PCR zna-
lazta wiele zastosowan m.in. w klasyfikacji izolatow
grzybow, badan interakcji gospodarz-patogen. Szcze-
g6lny rozwoj tej techniki nastapil po 1988 r., kiedy
wykorzystano po raz pierwszy enzym polimerazg z bak-
terii Thermus aquaticus (Taq),wykazujaca stabilnosé
w wysokich temperaturach [31].

Wsrdd licznych metod molekularnych shuzacych
do wykrywania, identyfikacji i klasyfikacji patogenow
sa stosowane sg obecnie techniki tj. SCAR, RT-PCR,
Real-time PCR.

8.1.1. SCAR

Metoda SCAR (specyficzny PCR) polega na powie-
laniu za pomoca pary starteréw $cisle zdefiniowanego
obszaru genomu [5]. Startery, ktore sa wykorzystywa-
ne w tej technice moga by¢ uzyskane z badan metoda
RAPD, a ich dtugo$¢ wynosi 17-24 nukleotydow [28].

Analiza SCAR jest metoda bardzo przydatna w iden-
tyfikacji, wykrywaniu i charakteryzowaniu patogenicz-
nych grzyboéw z rodzaju Fusarium. Stosowana jest jako
analiza porownawcza genomow organizmow, do usta-
lania Iub weryfikowania przynaleznosci gatunkowej
badanych izolatow [28].

SCAR jest wykorzystywany do wykrywania okres-
lonych genow w populacjach grzybow. Ma to szcze-
g6lne znaczenie w kontekscie wlasciwosci patogendw
tj. r6znorodna patogenicznos$¢ oraz zdolnosci do syn-
tezy mikotoksyn.

Za pomoca starterow zaprojektowanych na podsta-
wie fragmentoéw genoéw odpowiedzialnych za formowa-
nie wielu mikotoksyn w tym, trichotecenéw mozna do-
kona¢ rozroznienia izolatow zdolnych do syntezy tych
zwiazkow. W takich badaniach wykorzystuje si¢ star-
tery ulokowane m.in. na genach 7ri5, Tri7 [14, 32, 30].
Na podstawie sekwencji genéw PKS4 i PKS13 mozna
okresli¢ potencjalna zdolno$¢ grzybow do syntezy ze-
aralenonu [45]. Przykladowe pary starterow pozwa-
lajace na analiz¢ genéw bioracych udzial w syntezie
trichotecendw i zearalenonu zamieszczono w tabeli 1.

8.1.2. RT-PCR

RT-PCR (Reverse-transcription — PCR) jest meto-
da wykorzystujaca enzym odwrotna transkryptaze do
przemiany RNA w cDNA przez amplifikacje PCR.
Analiza RT-PCR umozliwia zbadanie aktywnosci
genu i stanowi wazny krok do zrozumienia jego funk-
cji, dziatania i aktywnosci [4, 48].

Technika RT-PCR pozwala badaczom w jasny spo-
sob stwierdzi¢, czy dany grzyb wykazuje aktywnos$é
produkcji mikotoksyn. Okreslenie jej jest mozliwe
przez detekcje (mRNA) dla transkryptu genéw zaan-
gazowanych w formowanie metabolitow wtornych.
Jesli geny biosyntezy mikotoksyn ulegaja transkrypcji
wowczas dany metabolit jest wytwarzany [24].
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Tabela 1

Wybrane startery wykorzystywane w technice SCAR do detekcji genow TriS, Tri7 oraz PKS4 i PKS13

Gen P1§m1en- Para, Sekwencja starterow Wiclkose
nictwo starterOw produktu
Teis [25] HA TriF 5’-CAGATGGAGAACTGGATGGT-3 260pz
HA TriR | 5>-GCACAAGTGCCACGTGAC-3’
Tei7 [14] M Tri7F | 5’>-TGGATGAATGACTTGAGTTGACA-3 483pz
M _Tri7R | 5>~ AAAGCCTTCATTCACAGCC-3’
PKS4 [45] PKS4 F 5’-AGATGGCCATGGTGCTTCGTGAT-3 400 pz
PKS4R 5’-GTGGGCTTCGCTAGACCGTGAGTT-3’
PKSI3 [45] PKS13F 5’-AGCCGGGAAAGCCATACCATACAT-3 400pz
PKS13R 5’-GCTTGCAATCTCGATCGCCATAAT-3’

Analiza RT-PCR zostata szeroko wykorzystana
w genetyce grzybow do kontroli ekspresji specyficz-
nych genéw pod dziataniem réznych warunkow fizjo-
logicznych [4].

RT-PCR zostat takze uzyty do monitorowania eks-
pesji genéw mikotoksyn powiazanych z synteza tri-
chotecendéw [37] oraz zearalenonu [45]. W tabeli II
zamieszczono przyktadowo stosowane startery w me-
todzie RT-PCR.

8.1.3. Real-Time PCR

Real-Time PCR jest technika, ktéra w czasie prze-
prowadzania analizy umozliwia mierzenie powsta-
jacych produktéw automatycznie po kazdym cyklu
reakcji w zamknigtych probdwkach za pomoca spe-
cjalnych sond DNA [4, 24, 64].

Bezposredni pomiar gromadzonego produktu po-
zwala na kontrol¢ faz w czasie trwania reakcji. Poczat-
kowa ilo$¢ badanego DNA w analizie moze by¢
powiazana z liczba cykli, w ktorej obserwowany jest
znaczacy wzrost fluorescencji [4]. Produkty PCR
moga by¢ monitorowane przy uzyciu zaréwno fluo-
rescencyjnych, interkalujacych barwnikéw DNA tj.
SYBR Green lub sekwencje specyficznej sondy nu-
kleotydowej, Przykladem moze by¢ sonda 7agMan,
ktora obecnie jest najpowszechniej stosowana w tej

metodzie [4]. Burlakoti i in. przeprowadzili ba-
dania z wykorzystaniem tej techniki dowodzac tym
samym jej zastosowanie w analizach mikotoksyno-
tworczosci [13].

Analiza Real-Time PCR wraz ze specyficznymi star-
terami i sonda 7agMan umozliwila ocen¢ wytwarzania
trichotecendw roznych gatunkow Fusarium sp., w tym
F. graminearum z ziarna jgczmienia [63].

Uwaza sig, iz ilosciowy Real-Time PCR jest pra-
wdopodobnie w obecnych czasach najlepsza metoda
do detekcji grzybow syntetyzujacych mikotoksyny
[29, 35, 54].

Przyktadowe sekwencje starterow wykorzystywa-
nych w tej technice znajduja si¢ w tabeli I11.

9. Podsumowanie

Grzyby z rodzaju Fusarium uznano za najniebez-
pieczniejsze patogeny wywotujace powazne choroby
u ro$lin, a takze ludzi, zwierzat. W dodatku sa one zdol-
ne do syntezy wysoce toksycznych zwiazkdéw zwanych
mikotoksynami. Najczesciej wystepujace w Srodowisku
to zearalenon oraz trichoteceny, w tym deoksyniwale-
nol. Zwiazki te sa przyczyna zaburzen we wzro$cie
i rozwoju ro$lin, a takze choréb zwiazanych z uktadem

Tabela II

Wybrane startery uzywane do identyfikacji genow odpowiedzialnych za
synteze mikotoksyn w technice RT-PCR [wg 45]

Gen stalr)ti:rri)w Sekwencja starterow
PKS4 PKS4-1 5’-AGATGGCCATGGTGCTTCGTGAT-3’
PKS4-2 5’-GTGGGCTTCGCTAGACCGTGAGTT-3’
PKSI3 PKS13-1 | 5’~-AGCCGGGAAAGCCATACCATACAT-3’
PKS13-2 | 5>-GCTTGCAATCTCGATCGCCATAAT-3’
PKS14 PKS14-1 | 5>-AGGGCTCGATTGTTGCGGATTCT-3’
PKS14-2 | S>-TTCTTCCCGCCGACTTCAAAACA-3’
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Tabela III

Wybrane startery stosowane do detekcji genow bioracych udziat w syntezie mikotoksyn w technice
Real-Time PCR

Gen Pisfmien— Para' Sekwencja starteréw Wielkos¢
nictwo starterow produktu
Tris [13] Tri5-F 5’-TCTTAACACTAGCGTGCGCCTTCT-3’ 193pz
Tri5-R 5’-CATGCCAACGATTGTTTGGAGGGA-3’ 193pz
Pksd [45] PKS4-PS.1 5’GTGGGCTTCGCTAGACCGTGAGTT3’ 400pz
PKS4-PS.2 5’ATGCCCTGATGAAGAGTTTGAT3’ 400pz
PKS13 [45] PKS13-PS.1 | 5’>CCCCCAACTCGACGTCAAATCTAT 3’ 400pz
PKS13-PS.2 | 5’TTCTTCCCGCCGACTTCAAAACA3’ 400pz

pokarmowym, rozrodczym czy odpornosciowym u lu-
dzi i zwierzat. Za tworzenie trichotecenéw i zearale-
nonu odpowiedzialnych jest szereg genow. Istotna role
w biosyntezie trichotecenow odgrywaja geny TriS,
Tri7, a w syntezie zearalenonu geny PKS4 i PKS13.
Metody molekularne oparte o reakcj¢ PCR umozliwia-
ja dokonanie szybkiej oceny mikotoksynotwdrczosci
wsrod grzybow strzgpkowych. Do powszechnie sto-
sowanej metody molekularnej ze wzgledu na prostote
wykonania nalezy SCAR. Coraz czg$ciej stosowane sa
badania z wykorzystaniem technik Real-Time PCR
1 RT-PCR, ktoére pomimo wysokich kosztow analiz ce-
chuja si¢ wysoka wrazliwoscia, wigksza powtarzalno$-
cia 1 mniejsza pracochtonnos$cia.
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