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Wptyw inokulacji grzybami z rodzaju Fusarium
na zawartos$¢ beta-sitosterolu w ziarnie r6znych
odmian pszenicy ozimej*

The influence of inoculation with fungi of the genus Fusarium on beta-sitosterol
content in grain of different varieties of winter wheat

Celem badan bylo okreslenie wplywu inokulacji grzybami z rodzaju Fusarium na zawarto$¢ beta-
sitosterolu w ziarnie pszenicy. Analizie poddano 30 odmian pszenicy ozimej, uprawianej w tych
samych warunkach agrotechnicznych i klimatycznych w dwoch wariantach do$wiadczalnych.
Pierwszy z nich byly to proby kontrolne wzrastajace bez ingerencji, natomiast drugim wariantem byty
proby inokulowane zarodnikami grzybow z rodzaju Fusarium. Beta-sitosterol, jako najwazniejszy
sposrod steroli endogennych ro$lin analizowano po wczesniejszej saponifikacji wspomaganej
promieniowaniem mikrofalowym i ekstrakcji pentanem za pomoca UPLC z detektorem DAD. Na
podstawie uzyskanych wynikow analiz chemicznych stwierdzono istotne rdznice w zawartoSci
analizowane sterolu miedzy probami kontrolnymi i inokulowanymi, jak rowniez migdzy odmianami.
Srednie stezenie beta-sitosterolu w probach kontrolnych wynosito 433,51 mg/kg, natomiast
w probach inokulowanych byto istotnie nizsze i wynosito 340,88 mg/kg. Niniejsze badania wskazuja
jednoznacznie, iz proponowany do tej pory w literaturze, a przedstawiony dla innych
mikroorganizméw mechanizm metabolizowania roslinnych steroli jest podobny dla grzybow
z rodzaju Fusarium.

Stowa kluczowe: beta-sitosterol, Fusarium, pszenica

The aim of the study was to determine the effect of inoculation with Fusarium fungi on the
content of beta-sitosterol in wheat grain. Thirty varieties of winter wheat cultivated under the same
agronomic and climatic conditions were tested in two experimental variants. The first of these was a
control trial growing without interference, while the second variant was an inoculation experiment
with fungal spores of the genus Fusarium. Beta-sitosterol, the most important among the endogenous

* Badania zostaly cz¢sciowo zrealizowane w ramach $rodkow z projektu badawczego NCN nr 2012/07/B/N29/02385
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sterols of plants, was analyzed after microwave assisted saponification and pentane extraction with
UPLC with DAD detector. Based on the results of the chemical analyzes, significant differences in
sterol contents between control and inoculated samples as well as between varieties were found. The
mean concentration of beta-sitosterol in the control samples was 433.51 mg/kg, whereas in the
inoculated samples it was significantly lower and was 340.88 mg/kg. This study clearly indicates that
the mechanism of metabolism of plant sterols presented in the literature for the other microorganisms
is similar to that of Fusarium species.

Key words: beta-sitosterol, Fusarium, wheat
WSTEP

Sterole endogenne ro$lin nalezace do alkoholi alicyklicznych z grupy steroidow
nazywane fitosterolami sg grupg metabolitow wtornych, do ktorych zalicza si¢ zarowno
sterole, jak i ich nasycone formy, czyli stanole. Badania literaturowe wskazuja, iz w
ziarnie pszenicy zawarto$¢ fitosteroli ogdtem wynosi od 344 do 2050 ug/g ziarna
(Bryngelsson i in., 1997). Ich najwigkszg koncentracje stwierdzono w okrywie owocowo-
nasiennej oraz w zarodku ziarniaka pszenicy. Zréznicowanie zawartosci fitosteroli zalezy
gtéwnie od genotypu pszenicy. Wsrod steroli endogennych pszenicy dominujacym
zwigzkiem jest [-sitosterol, a w nastepnej kolejnosci a-sitosterol, stigmasterol,
kampesterol, AS5-awenasterol, A7-awenasterol oraz kampestanol 1 [-sitostanol
(Bryngelsson i in., 1997). Fitosterole w btonach komorkowych roslin odgrywaja
analogiczng funkcje do tej, jaka peini cholesterol w btonach komoérkowych zwierzat.
W zwigzku z powyzszym podjeto badania dotyczace wptywu infekcji grzybami z rodzaju
Fusarium na poziom fitosteroli w ziarniakach pszenicy z uwzglednieniem zréznicowania
odmianowego. W ziarnie pszenicy fitosterole wystepuja glownie w zarodku, ale takze
w okrywie owocowo-nasiennej w postaci frakcji niezmydlajacej si¢ lipidow, w postaci
wolnej, estrow lub glukozydéow (Jong i in., 2003). Ich estrowe formy to gltownie
potaczenia z kwasami hydroksycynamonowymi (ferulowy, p-kumarynowy). Zawarto$¢
beta-sitosterolu w zbozach okreéla si¢ na poziomie 50% wszystkich steroli. Pod
wzgledem zawartosci fitosteroli pierwsze miejsce sposrod zbdz zajmuje pszenica i zyto,
w dalszej kolejnosci jeczmien, pszenzyto i owies (Piironen i in., 2000; Quilez i in., 2003;
Nurmi i in., 2010).

Podczas infekcji grzybami z rodzaju Fusarium dochodzi do m.in. rozktadu tkanek
roslinnych, a jednym z istotnych etapow penetracji grzybni do wnetrza komorki roslinne;
jest enzymatyczny rozktad $cian komorkowych ziarniaka. W zwiazku z powyzszym
biodegradacja steroli jako jednego z waznych elementéw budulcowych jest konieczna
(Esche i in., 2012). W literaturze nie zaprezentowano dotychczas danych na temat
zwigzku poziomu beta-sitosterolu, czy innych steroli ze zmasowana infekcja grzybicza.
Beta-sitosterol na skutek podobienstwa strukturalnego do ergosterolu czy cholesterolu
(rys. 1) wywotuje w stosunku do nich silny efekt konkurencyjny (Brown i in., 2010).
Dzieki temu jest on prawdopodobnie wykorzystywany przez mycobiota w ich szlaku
metabolicznym (Alignan i in., 2009).
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Rys. 1. Wzory strukturalne: beta-sitosterolu (A), cholesterolu (B) i ergosterolu (C)
Fig 1. Structural patterns: beta-sitosterol (A), cholesterol (B) and ergosterol (C)

W ramach niniejszej pracy przeprowadzono analiz¢ zawarto$ci beta-sitosterolu
w ziarnie 30 odmian pszenicy ozimej uprawianej w 2 wariantach doswiadczalnych.
Pierwszy to proby kontrolne (K) pozyskane z pszenicy uprawianej w standardowych
warunkach, drugi to proby inokulowane (I) grzybami z rodzaju Fusarium. Celem badan
bylo okreslenic zawartosci beta-sitosterolu w probach ziarna pszenicy uprawianej
w obydwu wariantach dos$wiadczalnych. Wyniki analiz chemicznych majg daé
odpowiedz na pytanie czy zmasowana infekcja patogenami zb6z ma zwigzek ze zmiang
zawartosSci beta-sitosterolu w ziarnie pszenicy oraz czy jest to skorelowane z odpornoscia
analizowanych odmian.
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MATERIAL I METODY

Do badan wybrano 30 odmian pszenicy zwyczajnej ozimej (Triticum aestivum L.)
(tab. 1). Odmiany te znajdujg si¢ w Krajowym Rejestrze Centralnego Osrodka Badania
Odmian Roslin Uprawnych (COBORU). Zostaly one wprowadzone do rejestru w okresie
od 1998 (Mewa) do 2009 (Belenus, Kampana). Wedlug danych COBORU (2010)
odmiany Bogatka, Tonacja, Ludwig, Zyta, Legenda, Batuta miaty najwickszy udziat
w nasiennictwie. Analizowane odmiany pszenicy ozimej roznity si¢ pod wzgledem cech
morfologicznych, odporno$ci na choroby oraz pochodzenia.

Tabela 1
Charakterystyka 30 odmian pszenicy ozimej (R — odporna, MR — §rednio odporna, S —podatna)
(Goral i in., 2015)
Characteristics of 30 winter wheat cultivars (R — resistant, MR — medium resistant, S — susceptible)
(Goral et al., 2015)
No Odmiana Pochodzenie Odporno$¢ !
) Cultivar Pedigree Resistant !
1 Akteur (87-308 x Astron) x Astron MR
2 Alcazar Charger x Lynx S
3 Anthus* Greif x (NFC2.192 x Zentos) MR
4 Batuta (Konsul x Korweta) x Kobra R
5 Belenus Cortez x ST x Hussar S
6 Bogatka Urban x Kobra MR
7 Boomer Haven x Torfrida x Transit R
8 Dorota 94ST85 x Tambor R
9 Figura (Juma x G 664/26) x Pegassos MR
10 Garantus Kris x Piko x Tambor R
11 Jenga 98/2574 x Dekan MR
12 Kampana CRT 9 x Kris S
13 Kohelia (Zentos x Kobra) x (Euris x Kobra) MR
14 Legenda N2015/85 x Astron MR
15 Ludwig Ares x Farmer MR
16 Markiza MIB 295 x Zyta R
17 Meteor Tarso x Contra x Hadmerslebener 91952-83 MR
18 Mewa (CHD 756/78 x FD 303) x Gama R
19 Mulan Drifter x Maverick R
20 Muszelka Kris x Rubens S
21 Naridana Rektor x Kobra MR
22 Nateja* (Emika x EGRQ ) x Kobra R
23 Ostka St. Gorbi x STH 48 MR
24 Ostroga CEB 9504 x Mewa MR
25 Slade Normann x [584-4-12 x (Haven x Consort)] S
26 Smuga KOC 1688 x CHD 498/84 MR
27 Sukces Jubilatka x SMH 8134 MR
28 Tonacja Jubilatka x SMH 8134 MR
29 Tirkis Tambor x Hadmerslebener 91639-89 R
30 Zyta Jubilatka x SMH 8134 R

! Odpornos¢ na fuzarioze ktoséw i akumulacje¢ toksyn fuzaryjnych
! Resistnce to Fusarium head blight and toxin accumulation

Doswiadczenia polowe zostaly zalozone w ukladzie split-plot. Odmiany wysiano na
poletkach o powierzchni 1 m? w trzech powtdrzeniach w dwoch kombinacjach. Pierwsza
stanowila kontrole, niechroniong fungicydami oraz nieinokulowang. Druga kombinacja
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inokulowana byla izolatami Fusarium culmorum. Dystans pomiedzy blokami wynosit
5 m. Bloki oddzielone zostaly pasami szerokosci 1 m obsianymi dtugostoma odmiang
pszenzyta ozimego.

Do produkcji inokulum zastosowano trzy izolaty Fusarium culmorum produkujace
deoksyniwalenol (KF846 — chemotyp DON), niwalenol (KF350 — chemotyp NIV)
i zearalenon (ZFR 16 — chemotyp DON). Izolaty nalezace do chemotyp u DON
pochodzity z Radzikowa i zostaly wyizolowane z kloséw pszenicy (Wisniewska
i Kowalczyk, 2005; Ochodzki i Goral, 2006). Izolat o chemotypie NIV pochodzit
z Holandii (oznaczony, jako IPO348) i zostal wyizolowany z klosa pszenicy (Snijders
i Perkowski, 1990).

Izolaty byly inkubowane na autoklawowanym ziarnie pszenicy w szklanych kolbach
przez okoto 4 tygodni a nastgpnie naswietlane cigglym $wiattem UV przez 4 do 7 dni
w temperaturze 18°C. Ziarno skolonizowane przez F. culmorum byto nastgpnie suszone
i przechowywane w lodéwce w temperaturze 4°C do momentu uzycia.

W dniu, kiedy wykonywana byla inokulacja, ziarno z grzybnig i zarodnikami F.
culmorum namaczano w wodzie przez okoto 2 godziny i nastepnie filtrowano w celu
uzyskania zawiesiny zarodnikdéw. Stezenie zawiesin zarodnikow poszczegolnych
izolatow ustalono na okoto 5 x 103 zar./ml za pomocg hematokrytu. Zawiesiny zostaty
zmieszane w rOwnych proporcjach.

Klosy pszenicy w fazie kwitnienia opryskiwano zawiesing zarodnikéw w ilosci okoto
100 ml zawiesiny na 1 m? Inokulacja prowadzona byta oddzielnie na kazdym poletku na
poczatku kwitnienia i powtarzana okoto 3 dni p6zniej w fazie petni kwitnienia. W fazie
tej pszenica jest najbardziej wrazliwa infekcje klosa przez Fusarium. Inokulacje
prowadzone byly w godzinach wieczornych okolo godziny 20., kiedy temperatura
wynosita ponizej 20°C i wzrastata wzgledna wilgotno$¢ powietrza.

W czasie zniw zebrano recznie po 100 ktoséw z kazdego poletka. Klosy mtocone byty
mlocarnig laboratoryjng o stabym nawiewnie w celu zapobiezenia utracie lekkich
porazonych ziarniakow (Goral i in., 2015).

Analiza beta-sitosterolu

Do analizy pobrano préby o masie ok. 10 g, z ktérych po zmieleniu za pomoca
mtynka laboratoryjnego (WZ-1) do dalszych analiz pobrane zostaty probki o masie 0,1 g.
Probki umieszczono w zakrecanych probowkach do kultur o pojemnosci 17 cm?,
w ktérych przeprowadzono ekstrakcje beta-sitosterolu z jednoczesnym zmydlaniem.
Procesy te przebiegaly pod wplywem promieniowania mikrofalowego. W tym celu do
probowek dodano metanol (2 cm®) oraz 2 molowy wodny roztwor wodorotlenku sodu
(0,5 cm?). Szczelnie zamknigte probowki do kultur dla bezpieczenstwa umieszczono
w plastikowych butelkach, ktore z kolei umieszczono w kuchence mikrofalowej
(Whirlpool model AVM 401/1/WH, 2450 MHZ, 900W). Proby poddano wptywowi
promieniowania mikrofalowego o mocy 350W w dwoch sesjach po 20 sekund kazda. Po
schtodzeniu (ok. 15 min.) proby zobojetniono za pomoca 1 molowego wodnego roztworu
kwasu solnego (1 cm?). Nastepnie po dodaniu 2 cm® metanolu przeprowadzono ekstrakcje
beta-sitosterolu za pomocg pentanu (3 x 4 ¢cm?). Ekstrakty pentanowe zebrano i potgczo-
no w fiolce o pojemnos$ci 8 cm® i odparowano do sucha w strumieniu azotu. Przed analiza
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probki rozpuszezono w 1 cm?® metanolu. Analize przeprowadzono za pomocg ultraspraw-
nego chromatografu cieczowego (Acquity UPLC, Waters) z absorbcjometrycznym
detektorem diodowym (Acquity PDA, Waters). Rozdzial chromatograficzny odbywat si¢
na kolumnie Acquity UPLC Shield RP 18 1,7 um 2,1 x 150 mm w temperaturze 50°C;
jako faz¢ wymywajacg zastosowano mieszaning metanolu, acetonitrylu i wody
w stosunku 85:10:5 (v/v) przy przeptywie 0,5 ml/min. Pomiar st¢zenia beta-sitosterolu
prowadzono metodg wzorca zewngtrznego przy dtugosci fali A = 230 nm. Identyfikacja
zwiagzku odbywatla si¢ na podstawie porownania czasu retencji badanego piku z czasem
retencji standardu, ktory wynosi 1,4 min oraz przez dodanie do badanej probki okreslonej
ilosci standardu i powtorng analizg.

Analiza statystyczna

Zawarto$¢ beta-sitosterolu w ziarnie pszenicy wykonano w trzech powtdrzeniach
chemicznych. Uzyskane wyniki poddano jednoczynnikowej analizie wariancji
(ANOVA). Ocena istotnosci roéznic pomig¢dzy $rednimi zostata przeprowadzona przy
uzyciu testu Tukeya dla poziomu istotnosci P<0,05.

WYNIKI I DYSKUSJA

Wsrod badanych odmian w wariancie kontrolnym Boomer i Dorota cechowaty sie¢
najwyzszym stezeniem beta-sitosterolu na poziomie ok. 580 mg/kg, najnizsze natomiast
stezenie tego sterolu stwierdzono dla odmian Akteur i Alcazar na poziomie ok. 300

mg/kg (rys. 2).

700,00

=

S 600,00

E -

= 500,00 * *

5 _

[ *

% 400,00 - 4

=

& *

% 300,00

£ 300,

=

"3 200,00

=]

E

£ 100,00

[

4

0,00
Lo [ n & m m L cC m - m m o w M@
25228t E:22cs B2 S8-Ec8pE98¢CEa
BT FebES2E9Cc8ss222 832585 3¢8¢E
= das " g E‘B—'EE =i %O w2
(o]

OKontrola W Inckulowane

Rys. 2. Zawartos$¢ beta-sitosterolu (mg/kg) w ziarnie pszenicy inokulowanych grzybami z rodzaju
Fusarium oraz préb naturalnie porazonych okreslanych jako kontrolne (* - oznacza brak istotnych
réznic na poziomie ufnosci 0,05)

Fig. 2. The content of beta-sitosterol (mg/kg) in wheat grains inoculated with Fusarium fungi and in
naturally infested samples (* - there are no significant differences at the confidence level of 0.05)
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Rozpatrujac odpornos¢ badanych odmian podzielono je na 3 grupy (odporne, srednio
odporne i podatne) w ramach ktérych przeanalizowano 10 odmian odpornych, 15 odmian
srednio odpornych oraz 5 odmian podatnych (tab. 1).

Zaobserwowano istotne réznice migdzy Srednim st¢zeniem beta-sitosterolu w zalez-
nosci od odpornosci badanych odmian pszenicy. Odporne odmiany cechowaly si¢
najwyzsza $rednig zawartoscig badanego sterolu wynoszacg 354,2+23,41 mg/kg, odmiany
srednio odporne 337,9+39,14 mg/kg, natomiast odmiany podatne $rednio 312,8+16,74
mg/kg.

W przypadku prob inokulowanych stwierdzono spadek zawartosci beta-sitosterolu
(rys. 2), jednoczeSnie zaobserwowano istotny zwigzek migdzy zawarto$cig tego sterolu w
probach kontrolnych i inokulowanych. Im wyzsza zawarto$¢ beta-sitosterolu w probach
kontrolnych tym wyzszy spadek jego zawarto$ci w probach inokulowanych. Stosunek
stezenia analizowanego fitosterolu w probach kontrolnych do inokulowanych jest w
zwigzku z powyzszym zwigzany z odpornoscig odmianowa. Najwyzsza wartos¢ liczbowa
niniejszej zaleznos$ci cechuja si¢ odmiany podatne, nizsza $rednio odporne, najnizsza
odporne (rys. 4). Przyktadowy chormatogram przedstawiajacy rdznice zawartosci beta-
sitosterolu w probie ziarna kontrolnego i inokulowanego pszenicy odmiany Slade
przedstawia rysunek 3.
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Rys. 3. Graficzne porownanie zawartosci beta-sitosterolu w ziarnie pszenicy odmiany Slade, pierwszy
chromatogram dotyczy wariantu kontrolnego (K), natomiast drugi wariantu inokulowanego (I)
Fig. 3. Graphical comparison of beta-sitosterol content in wheat grains of the Slade variety, the first
chromatogram concerned control variant (K), while the second variant inoculated (I)

Uzyskane wyniki dla dwoch wariantow doswiadczalnych wskazuja na wykorzystanie
lub biodegradacje beta-sitosterolu przez grzyby z rodzaju Fusarium. W przypadku
pierwsze] mozliwosci moze on by¢ wykorzystany w szlaku metabolicznym grzybow
poprzez przeksztatcenie go w ergosterol i transport do $ciany komodrkowej. Z drugiej
strony za pomocg mechanizmow enzymatycznych moze by¢ przeksztalcony w stigma-
sterol lub cholesterol (Sonaware i in., 2016). Autorzy przedstawili proponowany
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mechanizm metabolomiczny steroli pochodzacych z komoérek pomidora przez drozdze.
Stwierdzili, iz komorki drozdzowe za pomocg 12 enzymow w 10 etapach prowadza do
metabolizowania steroli roslinnych gtownie w kierunku cholesterolu i stigmasterolu.
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Rys. 4. ZaleznoSci iloSciowe beta-sitosterolu w wariancie kontrolnym i inokulowanym doswiadczenia
polowego z uwzglednieniem odpornosci odmian (* - oznacza brak istotnych réznic na poziomie ufnosci
0,05)

Fig. 4. The quantitative dependence of beta-sitosterol in the control variant and the inoculated field
experiment with respect to varietal resistance (* - there are no significant differences at the confidence
level of 0.05)

Badania dotyczace wptywu zmasowanej infekcji patogenicznymi gatunkami mikobiota
na zawarto$¢ steroli endogennych komorek roslinnych odpowiedzialnych zaréwno za
szczelnos¢ $cian komodrkowych jak rowniez wykazujacych dziatanie przeciwutleniajgce
nie byly do tej pory prowadzone. Dodatkowym aspektem prowadzonych badan w ramach
niniejszej pracy jest przebadanie reprezentatywnej liczby 30 odmian pszenicy ozimej o
zroéznicowanej odporno$ci. Uzyskane w ramach niniejszej pracy wyniki oraz dokonane
obserwacje wyznaczajag nowy kierunek w badaniach metabolizmu patogenow grzybo-
wych podczas infekcji zboz.
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