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Abstract

The survey of deoxynivalenol (DON) content and mycological control of pathogenic fungi was
accomplished in the samples of wheat, barley and rye from different regions of the Czech Republic in
2000-2004. The samples were obtained from ZVU Kroméiiz (monitoring of yield quality) and from
SRS CR. Limit value for DON in grain is 2 mg/kg (according to Law No0.298/1997 and Official
Announcement 294/97). Samples containing more than 0,2 ppm (LOQ) were count as positive. DON
content was mostly under limit value. Fusarium graminearum was more frequent in the Czech Republic
than F. culmorum.
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Souhrn

Ve vzorcich psenice, jeémene a Zita z riiznych okresit CR (2000-2004) byl provadén priizkum
obsahu mykotoxinu deoxynivalenolu (DON) a mykologickd kontrola spektra patogennich vlaknitych
mikromycet. Vzorky byly ziskavany ze ZVU Kroméfiz v ramci provadéného monitoringu kvality
sklizn¢ a z odbért Statni rostlinolékai'ské spravy. Limitni hodnota pro DON ¢ini podle Z. 298/1997 Sb.,
vyhl. MZ 294/97 v zrnu 2 mg/kg. Za pozitivni byly povazovany vzorky s obsahem DON nad 0,2
ppm(LOQ). Vétsina vzorktl vykazala nenulovy, aviak podlimitni obsah DON. V CR byl zaznamenan
posun k CastéjSimu vyskytu Fusarium graminearum.

Uvod

Houby rodu Fusarium jsou vyznamnymi patogeny vétSiny zemédelskych plodin. Mezi nej€astéji se
vyskytujici druhy patii F. graminearum, F. culmorum, F. avenaceum, F. poae, F. tricinctum,
Microdochium nivale a dal$i. Nachazeji se jak ve vegetativnich, tak 1 reproduk¢nich organech a
zpusobuji vadnuti, poSkozeni a thyn rostlin, u ceredlii poskozeni klasii a ndsledné zrna a zakonité
dochazi 1 k poklesu vynosu. Dalsi riziko vSak piedstavuje produkce toxickych sekundarnich metabolit
v zrnu -mykotoxintl, z nichz v ceredliich jsou nejvyznamnéji zastoupeny trichothecenové derivaty —
deoxynivalenol (DON), nivalenol (NIV) a T2 toxin, které zpiisobuji jak u €lovéka, tak u hospodaiskych
zvitat mykotoxik6zy, projevujici se zvracenim a dal§imi zazivacimi potizemi. DON jako inhibitor
proteinové syntézy zplisobuje nejen ztraty riistu zvifat, ale znacné oslabuje obranné funkce organismu.
Snizuje chut’ pfijimat krmivo a ovlivilovanim neuropfenasecii podminuje nervové poruchy spojené
s agresivitou a kanibalismem. Typickym projevem plsobeni T-2 toxinu je hemoragicky syndrom
vedouci ke zna¢né ztraté krve krvacenim do stiev a bfi$ni dutiny, asto konc¢ici uhynutim. Pokusy s T-2
toxinem u potkant potvrdily schopnost iniciovat tvorbu karcinomu traviciho traktu. Dulezitymi
mykotoxiny druhi rodu Fusarium jsou také laktony kyseliny P-resorcylové - zearalenony. Hlavnim
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druhem produkujicim zearalenony je Fusarium graminearum. Zearalenony byly detekovany predevsim
v kukufici a dalSich obilninach a zptsobuji syndromy hyperestrogenismu u vepii, hovéziho dobytka a
driibeze.

Bylo zjisténo, ze vétSina odriid pSenice a jeCmene je nachylna k infekci piisobené t€émito houbami a
ze neexistuji vyraznéjsi specifické rozdily v reakci na napadeni riznymi patotypy F. graminearum nebo
F. culmorum. Napadeni cerealii houbami rodu Fusarium ma vliv nejen na jejich hygienickou
nezavadnost (kontaminace mykotoxiny), ale i na technologickou jakost, napt. pSeni¢né mouky, u
sladovnického je¢mene postizen¢ho fusaridzou prechdzi DON az do vysledného produktu — piva a je
jednim z faktort, které s velkou pravdépodobnosti zplisobuji spolu se Stavelany piepéiovani (tzv.
gushing).

Pro DON byl v CR vyhlaskou Ministerstva zdravotnictvi 298/1997 stanoven hygienicky limit
2 mg/kg (ppm) pro zrno, 1 mg/kg (ppm) pro mouku, nové od 20.5.2004 Vyhl.€.305/2004 Sb. upravuje
limity pro DON v obilovinach pro ptimou spotiebu a zpracované obili, kromé tvrdé pSenice na 0,5 ppm;
chléb a jemné pecivo — 0,35 ppm; obiloviny pro détskou vyzivu — 0,1 ppm, pro zearalenon v détské a
kojenecké vyziveé z obilovin 0,02 ppm; pro obiloviny a vyrobky z obilovin 0,05 ppm.

Veskera manipulace s trichotheceny podléhd od 1.1.2003 povoleni Statniho ufadu pro jadernou
bezpecnost (SUIB) podle zakona ¢&. 281/2002 Sb. o zékazu biologickych a toxinovych zbrani.

Ve VURV Praha byl v letech 2000 az 2002 fesen projekt mezinarodni spoluprace programu COST,
akce 835, v némz jsme kromé¢ reakce riznych odriid pSenice a je¢mene na umélou infekci definovanym
izolatem Fusarium culmorum také zjistovali, jaké hladiny hlavniho fusariového mykotoxinu
deoxynivalenolu se nachazeji ve vzorcich psenice, jeémene a Zita z provoznich ploch v CR v letech
2000, 2001 a 2002 a jaké je u nich druhové zastoupeni houbovych patogenli (Sykorova et al., 2002,
2003; Sip et al., 2003). Od roku 2003 pokra¢ovala tato innost v ramei vyzkumného zaméru VURV a
nové byla navazdna spolupriace se Statni rostlinolékatskou spravou tykajici se vytipovavani
problematickych partii pSenice jiz v pribéhu vegetace, odbéru piislusnych vzorkt pted sklizni pro
mykologické stanoveni pfitomnosti fusarii a pii sklizni pro stanoveni obsahu DON. V soucasné dobé
pokra¢uje monitorovani obsahu DON v ramci Vyzkumného zaméru VURV.

Metodika

Studovanym materidlem byly soubory vzorkii zrna odrid ozimé pSenice, jarniho je¢mene a Zita
z riznych okresii CR v pisluiném roce. Tyto vzorky byly ziskany z kazdoroniho monitoringu kvality
sklizng obilovin, ktery provadi ZVU Krométiz, s.r.o. a vzorky psenice v roce 2003 prostiednictvim
inspektord SRS. Pro mykologické rozbory bylo z kazdého primérného vzorku vyclenéno 300 ndhodné
odebranych zrn, zbytek vzorku byl rozemlet na laboratornim mlynku ZM 100 (Retsch) a pouzit ke
stanoveni deoxynivalenolu (DON) kvantitativni imunochemickou metodou (ELISA) s vyuzitim
komercnich kith RIDASCREEN FAST DON, vyrabénych firmou R-Biopharm GmBH, Darmstdt,
Germany. Stanoveni bylo provedeno podle protokolu piedepsaného vyrobcem tak, Ze kazdy standard i
vzorek byl nandsen paralelné do dvou jamek titraéni desticky a méfen spektrofotometricky. Vypocet

ziskanych vysledki byl uskuteénén pomoci softwaru RIDA® SOFT Win.

Pro mykologickou kontrolu byla pouZzita metodika mykologicky sledovanych zrn. Zrna byla
dezinfikovana ponofenim (5 minut) do 5% roztoku chlornanu sodného. Po okapani byla zrna umisténa
na sladinkovy agar v Petriho miskach. Kultiva¢ni teplota byla 24 °C. Petriho misky byly inkubovany po
dobu 14 dni a odecitany pripravou mikroskopickych preparati z narostlych kolonii mikromycet kolem
studovaného zrna a uréovanim podle morfologickych charakteristik.

Vysledky a diskuse

Ziskané vysledky stanoveni obsahu DON a mykologické kontrole ve vzorcich pSenice, jeCmene a
zita v letech 2000 - 2004 jsou dokumentovany tabulkami 1, la, 2 a 3. Jak je patrno z tabulky 1, u
pSenice byl zaznamenan vyskyt nadlimitniho obsahu DON u 1 vzorku v roce 2001 a u 2 vzorkl v roce
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2003. Mezi soubory vzorkl pSenice v roce 2001 a 2003 je vSak rozdil v tom, ze vzorky v roce 2001
pochéazely znédhodnych odbérii vzorkd z bézné sklizné, vzorky v roce 2003 byly ziskdny z cilenych
odbért, které provedli inspektofi Statni rostlinolékaiské spravy (SRS) z vytipovanych problematickych
partii. Vyskyt vzorkl pSenice s vy$§im obsahem DON v roce 2003 se tedy dal predpokladat. Tabulka la
uptesnuje udaje o predploding, agrotechnice a pfipadném chemickém oSetieni u vzorkl psSenice z roku
2003 s obsahem DON vyssim nez 0,7 ppm. Z tabulky je jasné patrné, Ze kumulaci rizikovych faktort
(ptedplodina kukufice, minimalizace, chemicky neoSetieno) muze jiz na poli dojit ke znacné
kontaminaci zrna mykotoxiny.

Tab. 1: Vysledky stanoveni obsahu DON ve vzorcich pSenice (2000-2003)

Poé.vz. Pram. Pocet
Rok | (odrud, [obsah DON| Min - max | nadlimitnich Mykologicka kontrola
okresii) (ppm) vzorki
2000 | 56 (21,48) 0,14 0,003 — 0,74 0 F.oxy, tr.,po. Alt.
2001 | 55 (14,44) 0,21 0,01 —2.49 1 F.gr.,oxy. tr.,av.,po., sol., Alt.
2002 (19937) 0,19 0-1,45 0 F.po.tr.gr.,oxy.,cul,av. Alt. Epi.,Drech.
2003 97 0.36 0-10.1 ) obodovano, posun k ¢astéjSimu vyskytu
SRS | (38,51) ’ — F.gr. (75% vzorki)

Vysvetlivky zkratek: F.gr.,culm.,oxy..tr.,av.,po., sol. — Fusarium graminearum, culmorum, osysporum, tricinctum, avenaceum, poae, solani
Alt. — Alternaria sp.

Drech. — Drechslera sorokiniana

Epi.- Epicoccum sp.

NIV — zjisten vyskyt chemotypu Fusaria produkujici nivalenol

Tab. 1a: Dopliiujici udaje u vzorkii pSenice ze sklizné 2003 s obsahem DON > 0,6 ppm.

DON Fusarium tedolodina zpracovani oSetieni
(ppm) |zjiSténo (body) preap pudy
0,72 6 fepka ozima orba Artea + Atlas
. 25.5.Juwel,
0,66 6 cukrovka diskov. 78.6.2003 Caramba
0,65 5 kukutice orba Amistar+Charisma
10,10 6 kukufice [minimalizace ne
silaz. .
3,20 5 kukuFice podmitka Tango Super
1,00 4 kukufice minimalizace Archer
Zrno
” C Sportak Alpha,
0,78 1 kukufice |minimalizace Archer 425 EC

Ve vzorcich je¢mene (tab. 2) byl vyskyt vzorkll s nadlimitnim obsahem DON zaznamenan
vroce 2001 a 2004 (vzdy po 1 vzorku). V roce 2003 sice nebyl nalezen zadny vzorek s nadlimitnim
obsahem DON, avSak u 1 vzorku byla zjisténa ptitomnost chemotypu Fusarium graminearum
produkujiciho jiny trichothecenovy derivat nivalenol, jehoz toxicita je ve srovnani s DON mnohem
vyssi. U tohoto vzorku byla totiz zjisténa velmi nizké koncentrace DON, avSak vysoké procento zrn
napadenych F. graminearum. Ptitomnost nivalenolu v tomto vzorku byla prokdzdna analyzou pomoci
plynové chromatografie (GC), ktera byla provedena na Ustavu chemie a analyzy potravin VSCHT
v Praze. Tento piiklad doklada potiebnost soucasné provadéné chemické analyzy obsahu mykotoxinl a
mykologické kontroly pfitomnosti houbovych patogenti. Ve vzorcich je¢mene ze sklizné¢ 2004
mykologické kontrola dosud probiha.
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Tab. 2: Vysledky stanoveni obsahu DON ve vzorcich jarniho jeCmene (2000-2003)

Poé.vz. | Pram. Pocet
Rok | (odrid, [obsah DON|Min - max nadlimitnich| Mykologicka kontrola
okresi) | (ppm) vzorki
2000 33 (7,24) 0,23 0,02 — 0,55 0 ne
32 F.gr.,culm.,oxy.,tr.,av.,po.
2001 (7.24) 0,4 0,02 - 3,77 1 s
30 F.po.tr.,gr.,oxy.,cul,av.,
2002 (5,23) 0,23 0-1,15 0 Epi.,Drech.
70 F.po.,tr.,gr.,oxy.,cul,av.,
2003 (5.43) 0,15 0-0,25 0 (NIV)
’ Epi.,Drech.
73 iy
2004 (6.45) 0,10 0-2,4 1 dosud probiha

Ve vzorcich zita, jehoz péstovani neni zdaleka tak rozsifeno jako péstovani pSenice a je¢mene,
nebyl nalezen v letech 2000-2002 zadny vzorek s nadlimitnim obsahem DON, mykologickd kontrola
byla provadéna pouze v roce 2002. Spektrum houbovych patogent bylo velmi podobné jako u pSenice a
jecmene, avsak vyskyt toxigennich druhta (F. culmorum, F. graminearum) byl mnohem nizsi. Vzhledem
k vysledkim ziskanym u zita v letech 2000-2002 a jeho menSimu vyznamu nebyly jiz od r.2003
pruzkum obsahu DON ani mykologicka kontrola provadény.

Z literarnich udajt je znamo (Bottalico a Logrieco, 2002), ze v Evropé doslo v poslednich letech k
vyraznym zméndm v zastoupeni jednotlivych druhti rodu Fusarium. Je ziejmé, ze 1 v naSich
podminkach zacal prevladat teplomiln€j$i druh F. graminearum (Hysek et al., 1999, Sykorova et al.,
2003), avsak detailni, celoplo$né analyzy v tomto sméru nebyly dosud provedeny. Na zvySeni vyznamu
F. graminearum v naSich podminkach upozoriuji téz Sindelkova a Kostalova (2004) ze Statni
rostlinolékatské spravy. Je pravdépodobné, ze dominance F. graminearum je zpusobovana zménami
klimatu, tedy oteplovanim castéjSim v poslednich letech. Také osevni postupy, ve kterych se Casto stiida
pSenice s kukufici, vytvareji ptiznivé podminky pro rozsiteni F. graminearum.

Tab. 3: Vysledky stanoveni obsahu DON ve vzorcich Zita (2000-2002)

Pot.vz Prim. Pocet
) obsah DON|Min - max jnadlimitnich| Mykologicka kontrola
Rok |(odr, okr.) o
(ppm) vzorki
2000 [ 22 (6,22) 0,17 0,05 — 0,46 0 ne
2001 | 15 (4,15) 0,14 0,02 - 0,33 0 ne
32 F.po..tr.gr.,oxy.cul.,av.,
20021 650y 0,17 0-1,1 0 Epi Drech.
Zavér

Vysledky viceletého priizkumu obsahu fusariovych mykotoxind v obilovinach sklizenych v Ceské
republice maji zna¢ny vyznam jako zaklad databdze udajii, které mohou byt vyuzity napiiklad pfi
jednanich o stanoveni limitli pro obsah nékterych mykotoxind v ramci EU a je ziejmé, ze takovato
databaze by méla byt kazdorocné dopliiovana o aktualni tidaje a soucasné i roz§ifovana na vétsi rozsah
analyzovanych vzorkii. V soucasné dob¢, kdy je kladen opravnény diraz na bezpecnost potravin, ma
budovani delsi ¢asové fady udaji tohoto typu opravdu smysl.

Vyzkum zamétfeny na ziskani genotypll s vyS$$im stupném rezistence k fusariosam, ktery intenzivné
probiha prakticky na celém svété, mé i velky vyznam pro produkci zdravého osiva obilovin a nasledné
zdravych a bezpecnych potravin na bazi ceredlii.
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