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Abstract

M.Pytel, H. Borecka (Research Institute of Pomology and Floriculture, Pomologiczna 18,
96-100 Skierniewice, Poland> Acta Agrobotanica 35, (2): 235-242, 1982.

Production of patulin by various isolates of Penicillium expansum {Link) Thom

The production of patulin by fourteen isolates of Penicillium expansum {Link) Thom was
studied. The fungus was isolated from apples, pears and air in cold storage rooms in Poland.
Different isolates of fungus produced from 268 to 2225 pg/ml patulin into the liquid medium.
The productivity of the isolates depends on the source of carbon in the medium and
temperature during fungus growth. Production of patulin was not correlated with the
pathogenicity of the fungus isolate. The fungus produces less patulin when growing on apple
tissue than on Czapek liquid medium.

WSTEP

Grzyby z rodzaju Penicillium naleza do powszechnie wystgpujacych patoge-
now owocow w okresie przechowywania. Najczgsciej sprawca gnicia jablek jest
grzyb Penicillium expansum (Link) Thom (Borecka, 1962; 1977). Szkodli-
wos¢ tego gatunku polega nie tylko na rozktadzie gnilnym owocow, lecz takze na
wytwarzaniu toksyny patuliny, ktéra przenika do podloza {(Sommer i in,
1974, 1977; Wilson i Nuovo, 1973; Frank i in, 1976). Stwierdzono, ze
patulina jest toksyczna dla wszystkich grup systematycznych §wiata Zywego i ma
dzialanie hepatotoksyczne, rakotworcze, mutagenne i teratogenne (Ciegler i
in., 1971,1976;Ciegler, 1977;Reiss, 1970,1973; Sin gh, 1967). Dawki letalne
dla ssakOw wynosza przy podawaniu podskornym LDg, 15 mg/kg, a przy
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doustnym 35 mg/kg {(Ciegler, 1977). Systematyczne podawanie patuliny
powoduje jej kumulacj¢ w organizmie i progresywne dziatanie. Badania histopa-
tologiczne wykazaty w takich przypadkach degradacj¢ powierzchni kory
mozgowej, przekrwienie migsni i innych organéw, obrzek pluc, a takze zmiany w
watrobie i nerkach (Bullerman, 1979; Ciegler, 1977).

Patulina {4-hydroksy-4H-furo (3,2c) pyran-2{6H)»-1) wzo6r sumaryczny
C,H¢O,, ma ci¢zar molekularny 154, jest metabolitem wytwarzanym przez
niektore gatunki grzybow nalezacych do rodzajow Penicillium, Aspergillus,
Byssochlamys (Ciegler iin., 1971).

W badaniach przeprowadzonych na owocach porazonych przez grzyby z
rodzaju Penicillium ustalono wystepowanie podobnych ilosci patuliny w jabl-
kach, gruszkach, brzoskwiniach, morelach i czeres$niach, natomiast znacznie
mniej toksyny wystepowalo w migkiszu sliwek (Buchanan iin, 1974;Frank
iin, 1976; Harwig iin.,, 1973; Lovett iin, 1975;Sommer iin., 1974>. 50%
badanych jabtek z objawami mokrej zgnilizny, zawieralo patuline w ilosciach od
17,7 mg/jabtko do 20 mg/jabtko (Harwig iin., 1973). [lo$¢ patuliny w zgnilej
tkance owocu wzrasta wraz ze wzrostem plamy gnilnej, lecz koncentracja
toksyny w zgnilej tkance maleje (Buchanan i in, 1974>. Zdrowa tkanka
jabtka wokot plamy gnilnej zawiera patuling w matych ilosciach (Lovett iin.,
1975>. W owocach czeresni, moreli i sliwek przenikanie toksyny do zdrowe;j
tkanki jest male, natomiast w przypadku owocow brzoskwin, gruszek i
pomidoréw przenikanie to jest duze (Buchanan iin, 1974; Frank i in,
1977>.

Wszystkie badania dotyczace patuliny obejmuja gtdéwnie jej wystepowanie w
roznych gatunkach owocow i w ich przetworach oraz szkodliwo$¢ tej toksyny dla
zdrowia ludzi i zwierzat {Beer, 1974; Bullerman, 1979). Duza zmiennos$¢ w
zdolnosci grzyba do wytwarzania patuliny (Sommer iin., 1974) jest jednym z
czynnikéw decydujacych o stopniu skazenia ta toksyna owocow i ich przetwo-
row (Wilson i Nuovo, 1973; Scott iin, 1972; Lindroth i Miskanen,
1978; Meyer, 1978).

Celem przeprowadzonych badan bylo ustalenie roznic w zdolnosci polskich
izolatow grzyba Penicillium expansum do wytwarzania patuliny.

MATERIAL I METODYKA

Zbadano wytwarzanie patuliny przez czternascie izolatéw grzyba Penicillium
expansum {Link» Thom. Izolaty pochodzily z owocow réznych odmian jablek i
gruszek oraz z powietrza w chtodni (tab. 1. Wytwarzanie patuliny przez grzyb
analizowano metoda opisana przez Lovett’a i in. {1975 przy uzyciu chromato-
grafii cienkowarstwowej i spektrofotometru siatkowego. Podstawa do oceny
poziomu wytwarzania patuliny przez izolat byla ilo$¢ tej toksyny w plynnej
pozywce Czapka, na ktorej grzyb rost siedem dni w temperaturze 25°C. Pozywke
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te zaszczepiono krazkami grzyba wycigtymi z pasa srodkowego siedmiodniowe)
kultury macierzystej. Trzy kultury jednego izolatu, rosnace na 25 ml pozywki
ptynnej kazda, stanowito jedno powtorzenie. Doswiadczenie wykonano w trzech

powtorzeniach.

Tabela 1-Table 1

Pochodzenie izolatdw grzyba Penicillium expansum (Link) Thom

Origin of Penicillium expansum (Link) Thom isolates

Nr izolatu Pochodzenie
No. of isolate Origin
Jablka odmian:
Apple varieties:
879 ‘Malinowa Oberlandzka’ Skierniewice, chlodnia +4°C, 5%
Co, + 2% 0,
‘Oberlinder Himbeerapfel’ Skierniewice, cold storage +4°C,
5% CO2 + 2% 02
783 ‘Starking’ Nowa Wieé k/Warki
‘Starking’ Nowa Wies near Warka
86 ‘Landsberska’ Lubiankdéw k/Skierniewic
‘Landsberger Renette’ Lubiankéw near Skierniewice
630 ‘Malinowa Oberlandzka Dabrowice k/Skierniewic
‘Oberlinder Himbeerapfel’ Dabrowice near Skierniewice
404 ‘Jonatan’ Warszawa — Ursynéw
‘Jonathan’ Warsaw — Ursynéw
696 ‘Ksigze Albrecht Pruski’ Skierniewice, chiodnia 0°C
‘Prinz  Albrecht von Preussen’ Skierniewice, cold storage 0°C
611 ‘Malinowa Oberlandzka’ Skierniewice, chiodnia 0°C
‘Oberkinder Himbeerapfel” Skierniewice, cold storage 0°C
Gruszki odmian:
Pear varieties:
240 ‘Lukaséwka’ Skierniewice, chiodnia +4°C
‘Alexander Lucas’ Skierniewice, cold storage +4°C
47 ‘Salisbury’ Skierniewice, chdodnia 0°C
‘Princesse Marianne’ Skierniewice, cold storage 0°c
Powietrze, chlodnia:
Air, cold storage:
744 +4°¢C Skierniewice
742 +4°C Skierniewice
2 +4°C Skierniewice
729 0°c Skierniewice
19 0°c Skierniewice

W celu ustalenia zwiazku pomiedzy patogenicznoscia badanych izolatow, a
ich zdolnoscia do wytwarzania patuliny, zakazono kazdym izolatem grzyba po
10 sztuk jabtek odmiany ‘Starking’. Do zakazen uzyto krazkéw kultur, ktore
umieszczano z dwoch stron jabtka, w miejscu usunigtej skorki. Jabtka przecho-
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wywano w temperaturze 15°C i 95% RH. Po siedmiu dniach, na podstawie
wielkosci powstalych plam gnilnych, ustalano patogeniczno$¢ izolatu oraz
analizowano wydzielanie patuliny do zgnilej tkanki jablek przez cztery reprezen-
tatywne izolaty grzyba Penicillium expansum. Kazdy z tych izolatow wytwarzal
r6zna iloéé patuliny do ptynnej pozywki Czapka. Te same izolaty grzyba uzyto
do wstepnego ustalenia wplywu temperatury na wytwarzanie patuliny. Kultury
rosty w temperaturach 15°C i 25°C. Dobor temperatur miat na celu wyelimino-
wanie czynnika zahamowania wzrostu grzyba przez zbyt niskg temperaturg.

Wstepnie przeanalizowano wplyw glukozy i sacharozy, jako zrédla wegla w
pozywce, na wytwarzanie patuliny przez grzyb. Badania przeprowadzono na
plynnej pozywce Czapka.

Wyniki opracowano statystycznie przy zastosowaniu analizy wariancyjnej,
pordownujac $rednie przy pomocy testu t Studenta.

WYNIKI I DYSKUSJA

~ Wszystkie badane izolaty grzyba Penicillium expansum {Link) Thom
wydzielaly patuling do ptynnej pozywki Czapka, lecz ilosci wytwarzanej toksyny
byty r6zne i zalezaty od izolatu grzyba {tab. 2). Najwigcej patuliny, w granicach
od 1900 pg/ml do 2225 pg/ml pozywki, wydzielaly izolaty 879 i 744, a najmnie;j
izolaty 19, 240, 404, ktére wytwarzaly zaledwie od 268 pg/ml do 523 pg/ml

Tabela 2—Table 2
Wydzielanie patuliny i patogenicznos¢ 14 izolatéw grzyba Penicillium expansum |

(Link) Thom
Patulin production and pathogenicity of 14 isolates of Penicillium expansum
(Link) Thom

Nr Tloéé patuliny Tlogé patuliny Patogenicznoéé wyrazo-

zolatu w g/l g zgnilej w ug/l ml pozyw-  na przecigtng drednicy
tkanki jablka ki Czapka plamy gnilnej w mm

I Amount of patulin  Amount of patulin Pathogenicity expressed
solate . . -

no. in g/l g of rotten in pg/l ml as mean diametre of rot

apple tissue Czapek’s medium in millimetres

744 157 b 2225 ¢ 25,1 d

879 - 1900 f 244 od

630 - 1525 e 249 d

86 - 1323 de 23,6 ¢

2 - 1190 d 249 d

611 171 b 1038 cd 224 b

783 - 1013 cd 20,8 a

696 90 a 975 cd 23.8 ¢

742 - 938 ¢ 245 cd

729 120 ab 933 ¢ 271 e

47 — 790 ¢ 26,5 e

19 — 523 b 23,6 ¢

240 - 375 ab 250 d

404 - 268 a 25,0 d

NUR przy p = 0,05. LSD at p = 0.05
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Wydzielanie patuliny, przez cztery wybrane izolaty Penicillium expansum, do
zgnilej tkanki jablek odmiany ‘Starking’ bylo rézne i takze zalezalo od izolatu
grzyba. Najwigcej toksyny wydzielat izolat numer 611, a najmniej izolat numer
696 (tab. 2. Badane izolaty grzyba Penicillium expansum ro2nity si¢ patogeni-
cznoscia w stosunku do jablek odmiany ‘Starking’ {tab. 2). Nie stwierdzono
jednak zaleznodci pomigdzy patogenicznoscig izolatu a iloScia wytwarzanej
patuliny.

Wszystkie polskie izolaty Penicillium expansum wytwarzaly znacznie wigcej
patuliny od tych, ktére badali Sommer i in. {(1974). Rdznicg t¢ mozna
ttumaczy¢ wplywem podloza na zdolno$¢ grzyba do wytwarzania patuliny.
Autorzy ci prowadzili do§wiadczenia na poZzywce ziemniaczanej nie standardo-
wej, podczas gdy przedstawione badania prowadzono na pozywce Czapka.
Izolaty polskie wykazaly takze mniejsza patogenicznos¢ w stosunku do jabtek od
tych, jakie badat Sommer iin. {(1974). Przyczyny tego zjawiska nalezy szukaé
w skladzie chemicznym odmiany jablek uzytych do zakazen. W naszym
przypadku byla to odmiana ‘Starking’, Sommer i in., zakazali odmiang
‘Golden Delicious’.

Wstepne badania nad wplywem zrodta wegla w pozywce na wytwarzanie
patuliny przez grzyb wykazaly, ze reakcja wszystkich badanych izolatow byla
podobna pomimo, ze roznily si¢ one znacznie zdolnoscia do wytwarzania
patuliny. Wiecej patuliny wytwarzat grzyb rosnac na podtozu z glukoza niz z
sacharoza (tab. 3).

Tabela 3—-Table 3
Wplyw glukozy i sacharozy w pozywece na wytwarzanie patuliny
przez izolaty grzyba Penicillium expansum (Link) Thom

Influence of glucose and sucrose in medium on patulin
production by Penicillium expansum (Link) Thom

“ Iloéé patuliny w pg/l ml pozywki
Nr izolatu Amount of patulin in yg/l ml medium

Isolate no.

sacharoza glukoza

sucrose glucose

879 920 e 1900 e
630 595 b 1525 d
783 288 a 1013 ¢

NUR przy p = 0,05. LSD at p = 0.05.

Poréwnano wytwarzanie patuliny przez izolaty rosngce w dwoch tempe-
raturach, ktore jednak nie uposledzaly wzrostu grzyba. Stwierdzono, ze wplyw
temperatury na wytwarzanie patuliny byl znaczny (tab. 4), lecz zalezal od
izolatu. Izolaty 611 i1 696 wydzielaly do pozywki podobne iloéci patuliny w 15°C i
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Tabela 4—Table 4

Wptyw temperatury na wytwarzanie patuliny
przez izolaty grzyba Penicillium expansum
(Link) Thom
Influence of temperature on patulin production
by Penicillium expansum

(Link) Thom isolates

llodé patuliny w g/l ml pozywki
Amount of patulin in pg/l ml

Nr izolatu .
medium
Isolate no.
15°C 25°C
729 1845 ¢ 933 a
744 1613 ¢ 2225 d
696 1275 b 975 ab
611 1258 ab 1013 ab

NUR przy p = 0,05. LSD at p = 0.05

25°C. Izolat 729 wytwarzal w temperaturze 15°C dwa razy wiecej toksyny niz w
temperaturze 25°C, a izolat 744 odwrotnie, wydzielal znacznie mniej patuliny w
15°C niz w 25°C.

BadaniaSommer’a iin. {1974), prowadzone w duzym przedziale tempera-
tur, pozwolily na ustalenie dwoch grup w zaleznosci od reakcji na temperaturg.
W naszym przypadku jest mozliwe wyodrebnienie trzech grup izolatow: pierwsza
obejmuje te, ktoére wytwarzaja wigcej patuliny w wyzszej temperaturze, druga
obejmuje izolaty nie reagujace na obnizenie temperatury obniZzeniem wytwarza-
nia patuliny, oraz trzecia grupa, do ktorej zaliczymy izolaty wytwarzajace wigcej
patuliny w nizszej temperaturze.

Patulina, jako metabolit szeroko rozpowszechnionych grzybow z rodzaju
Penicillium, a przy tym szkodliwy dla zdrowia ludzkiego, byla i jest szeroko
badana. Badania te obejmuja gldwnie wplyw réznych czynnikéw na zachowanie
si¢ toksyny. W badaniach tych autorzy korzystaja zwykle z jednego izolatu
grzyba. Jedynie Sommer i in. {(1974) przeprowadzili badania izolatow
pochodzacych z réznych cze$ci $wiata. Wyniki przez nich uzyskane moga
sugerowad, ze roznice w zdolnosci grzyba do wytwarzania patuliny wigza si¢ z ich
pochodzeniem z réznych stref klimatycznych. Uzyskane wyniki wlasne nie
potwierdzity tych przypuszczen, gdyz badane izolaty Panicillium expansum
rdznigce si¢ znacznie pod wzgledem wytwarzania patuliny, pochodzily nie tylkoz
jednego kraju, ale nawet z tego samego rejonu i z owocOw przechowywanych w
tej samej chiodni.



Wytwarzanie patuliny przez Penicillium 241

STRESZCZENIE 1 WNIOSKI

Zbadano wytwarzanie patuliny przez czternascie izolatow grzyba Pencillium expansum { Link >
Thom. Wstepnie przeanalizowano wplyw glukozy i sacharozy, jako zrodta wegla w pozywce oraz
wplyw temperatur 15°C i 25°C na wytwarzanie patuliny przez grzyb Penicillium expansum.
Patogenicznoé¢ izolatéw Penicillium expansum i wydzielanie patuliny do zgnilej tkanki owocow
badano na jabtkach odmiany ‘Starking’. ®--eprowadzone do§wiadczenia pozwalaja na wyciagniecie
nastepujacych wnioskéow:

1. Rozne izolaty grzyba Penicillium expansum, pochodzace z tego samego rejonu sadowniczego
lub tej samej chlodni, wykazuja r6zng zdolnoéé do wytwarzania patuliny.

2. Wplyw temperatury na wytwarzanie patuliny przez grzyb Penicillium expansum jest ztozony i
zalezy od izolatu grzyba. Niektore izolaty wytwarzaja wigeej toksyny w wyzszej temperaturze, inne
odwrotnie, a jeszcze inne nie reaguja na temperatur¢ w granicach 15-25°C.

3. Sktad podloza, na ktérym grzyb si¢ rozwija wptywa na wytwarzanie patuliny in vitro. Wiecej
patuliny grzyb wytwarza na pozywce z glukoza, znacznie mniej z sacharoza.

4. Wytwarzanie patuliny przez grzyb nie zalezy od patogenicznosci izolatu.

Autorzy dzigkujg Mgr Wt. K opackiemu za konsultacje w czasie wykonywania doswiadczen.
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