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ABSTRACT

The aim of this study was to monitor isolates of Alternaria and Fusarium species, isolated from Slovak wheat grains in
2006 — 2008, for ability to produce mycotoxins and to estimate a potential contamination risk of wheat grains by
mycotoxins. Toxinogenity of isolates was analyzed by means of thin layer chromatography (TLC) and liquid
chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC/MS/MS). A total of 302 Alternaria species (A. alternata,
A. arborescens, A. infectoria, A. tenuissima) were tested by TLC method and a total of 238 Fusarium species
(F. acuminatum, F. avenaceum, F. crookwellense, F. culmorum, F. equiseti, F. graminearum, F. langsethiae, F. oxysporum,
F. poae, F. proliferatum, F. semitectum, F. solani, F. sporotrichioides, F. subglutinans, F. tricinctum, F. verticillioides)
were analyzed by TLC as well as LC/MS/MS method. All Alternaria sp. strains, excepting A. infectoria strains, showed
high potention to produce altenuen, alternariol and alternariol monomethylether. None of A. infectoria species strains
produced any mycotoxins analyzed in this study. Fusarium sp. strains demonstrated, according to toxicology specificity,
ability to produce trichothecenes (deoxynivalenol, diacetoxyscirpenol, fusarenone X, HT-2 toxin, monoacetoxyscirpenol,
neosolaniol, nivalenol, T-2 toxin), fumonisins, zearalenones, moniliformine and rarely mentioned toxins as aurofusarine,
beauvericine, enniatins, equisetin and chlamydosporol. High potential production of mycotoxins and wide spectrum of toxic

metabolites represent high risk of toxins production in real field conditions.
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UVOD

Mikrobiologickd kvalita pSenice ma priamy vplyv na
kone¢nu kvalitu mlynskych produktov. Muky s va¢sim
mikrobidlnym zastipenim pochadzaju prednostne zo
pSenice nizSej mikrobiologickej kvality (Berghofer et
al., 2002). Kolonizacia obilnin mikroorganizmami za¢ina
uz pri  klieni. Baktérie si obyCajne prvymi
kolonizatormi, ale vel'mi skoro ich nasledujt kvasinky a
vlaknité mikroskopické huby. Mikromycéty pokracuji
vo vyvoji pocCas rastu rastliny, zvlast pri dozrievani
semien. Nasledne Zatva vyrazne nariia ekosystém zrna.
Zrno sa dostava z premenlivého prostredia klasu do

relativne staleho prostredia skladu. Tento proces
sprevadza znatna zmena Vv zlozeni mikrocendzy
(Lacey, 1989). Suvedenym stuvisia dve tradi¢ne
rozoznavané ekologické skupiny vlaknitych

mikroskopickych hib, ktoré osidl'uju obilné zrna — pol'né
a skladové huby (Pitt et Hocking, 1999; Jesenska,
1987). Polné huby si pre svoj rast vyZzaduji lahko
pristupnt vodu a naopak skladové huby su schopné rast’
v podmienkach s nizkou aktivitou vody (Magan et
Lacey, 1988). Medzi polné huby =zarad’ujeme
Acremonium sp., Alternaria sp., Cladosporium sp.,
Cephalosporium sp., Epicoccum sp., Fusarium sp.,
Helminthosporium sp., Nigrospora sp., Phoma sp.
a d’alsie. Ak sa zrno po zatve vysusi ¢o najrychlejSie, nie
si tieto polné huby schopné dalej rast. Len niektoré
z nich prezivaji v dormantnom $tadiu a znovu vyklicia
po zasiati zrna do pody (Jesenska, 1987). Ich neziaduce
produkty - mykotoxiny v8ak zostavaji v zrnach. Navyse
niektoré z nich su vysoko stabilné a ich koncentrécie sa
nemenia ani po technologickom spracovani pSeni¢nych
zin (Weidenbérner, 2001). Obilniny a olejnaté semena
vo vSeobecnosti patria medzi najvhodnejsie substraty pre
tvorbu mykotoxinov (Weidenbérner, 2001). Sposobujt
redukciu ich kvality, znizuju kli¢ivost' i nutricné

vlastnosti (Medina et al., 2006; Ramos et al., 1998;
Samson et al., 2002a).

Stadia tykajuca sa sledovania mikrocendzy psenice
slovenského poévodu ukazala pomerne vysoké zastipenie
izolatov pol'nych mikromycét rodov Alternaria a Fusarium,
ato v povrchovej iendogénnej mykocendéze pSenice
(Maskova, 2010). Ich vysoké pocty sposobuju znepokojenie
predovsetkym kvoli ich potencidlnym toxinogénnym
vlastnostiam. Je znamych vySe 70 alternariovych
metabolitov roznej Struktury a biologickej aktivity. Ich
toxicita doteraz nebola prestudovana do takej miery ako
u inych rodov, ako st napriklad Fusarium alebo Aspergillus
(Chielkowski et Visconti, 1992). Jednotlivé Stidie vSak
odhaduji, ze okolo 68 % alternariovych kmenov je
toxickych. Vysledky toxikologického hodnotenia
jednotlivych alternariovych mykotoxinov st zamerané
hlavne na akatnu toxicitu, mutagenitu a karcinogenitu. Ich
mykotoxiny vSak nie si vyznamne akutne toxické, a preto
im je venovana niz$ia pozornost’ (Schrader et al., 2001).
Najdolezitejsie toxiny produkované rodom Alternaria
kontaminujiice potraviny st alternarioly, altenuény,
altertoxiny a kyselina tenuazénova, ktorych produkcia je
privilegovana vysokou vlhkostou a dazdivym pocasim pred
zberom ato  vrelativne  vysokych  mnozstvach
(Weidenborner, 2001). Izolaty rodu Fusarium su bohatym
zdrojom  Sirokej palety Dbioaktivnych sekundarnych
metabolitov, trichotecénov, zearalenonov a fumonizinov
a Vv poslednych rokoch vstupili do pozornosti i mnohé d’alSie
dolezit¢é mykotoxiny, ako su moniliformin, enniatiny,
beauvericin a fuzaproliferin (Sorensen, 2009). Diaz (2005)
uvadza, ze v globdlnom meradle su prave fuzariové
mykotoxiny ekonomicky najvyznamnejSie mykotoxiny
V potravinach a krmivach.

Autori Andersen et Thrane (2006) pokladajua vyskyt
$pecifickych alternariovych a fuzariovych metabolitov a ich
potencidlnu toxicitu za vazny problém a do buducnosti ho
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povazuju za hlavni vyzvu pre mykolégov. Z toho
dévodu bolo cielom predkladanej Studie sledovat
schopnost’ izolatov rodov Alternaria a Fusarium
produkovat’ sekundarne toxické metabolity a tak
odhadniit’ potencidlne riziko kontaminacie pSeni¢nych
zin mykotoxinmi. Stidia by mala zaroveti poskytnit
prehl’ad o potencii izolatov z naSich komodit produkovat’
uréité mykotoxiny a nasmerovat’ ich sledovanic aj
v podmienkach in vivo.

MATERIAL A METODIKA

Izolaty pol'nych mikroskopickych hiib rodov Alternaria
a Fusarium (Tabul'ka 1), testované v predkladanej $tadii
na potencidlnu schopnost produkcie vybranych
mykotoxinov, boli izolované z endogénnej a exogénnej
mykobioty pSenice (Triticum aestivum L.) slovenského
povodu vrokoch 2006 az 2008, podla metodiky
Maskova (2010). Vzorky pSenice pochadzali zo
vsetkych krajov Slovenska (s vynimkou Kosického
kraja) a izolaty boli ziskané vyluéne z asymptomatickych
zin.

Vybrané izolaty uvedenych rodov boli naockované na
platne s YES agarom (kvasni¢ny agar so sachardzou)
(Samson et al., 2002a) a kultivované v tme pri teplote
25 £ 1 °C po dobu 7 dni. V pripade nejasného, alebo

negativneho vysledku bola kultivacia predizena na 14 dni.
Vyrastené kolonie boli pouzité na analyzu toxinogenity, t. j.
schopnost’ produkovat’ vybrané mykotoxiny kvalitativnou

metoédou tenkovrstvovej chromatografie (TLC) aich
kvantitativne stanovenie pomocou kvapalinovej
chromatografie  spojenej s tandemovou hmotnostnou

spektrometriou (LC/MS/MS).

Kvalitativne stanovenie mykotoxinov TLC metédou
Kvalitativne analyzy toxinogenity vybranych izolatov TLC
metodou boli prevedené podla metodiky Samson et al.
(2002b) s modifikaciou podla Labuda et Tancinova
(2006). Z narastenych kolonii boli aj so zivnou pddou
vykrojené Stvorce o pribliznej velkosti 2 cm x 2 cm
a v malych kaskoch vlozené do Eppendorfovej skimavky
spolu s 0,5 ml extrakéného ¢inidla. Obsah skiimaviek bol po
dobu 5 minat mieSany rychlostou ¢islo 7 pomocou pristroja
Vortex Genie® 2 (MO BIO Laboratories, Inc. — Carlsbad,
CA). Ziskané extrakty boli nanesené na chromatograficka
platiiu so silikagélom (Alugram“SIL G, Macherey — Nagel,
Nemecko) anasledne ponorené do vyvijacej shstavy.
Identita stanovenych mykotoxinov bola potvrdena
porovnanim so S$tandardmi mykotoxinov. Analyzované
mykotoxiny a pouzité metodiky st uvedené v Tabulke 2.

TabuPka 1 Kmene rodov Alternaria a Fusarium, testované metédami tenkovrstvovej chromatografie (TLC) a
kvapalinovej chromatografie spojenej standemovou hmotnostnou spektrometriou (LC/MS/MS) na produkciu

vybranych mykotoxinov (v zatvorkach st uvedené poéty testovanych kmeiiov)
Metoda Testované kmene
Alternaria alternata (9), A. arborescens (21), A. infectoria (136), A. tenuissima (133), Alternaria
TLC alternata / arborescens (1), Alternaria sp. (2), Fusarium acuminatum (2), F. avenaceum (28),
(446) F. crookwellense (1), F. culmorum (8), F. equiseti (1), F. graminearum (48), F. langsethiae (1),
F. poae (33), F. semitectum (1), F. sporotrichioides (17), F. tricinctum (4)
Fusarium acuminatum (2), F. avenaceum (2), F. crookwellense (1), F. culmorum (6), F. equiseti
LC/MS/MS (1), F.graminearum (2), F. langsethiae (1), F. oxysporum (1), F. poae (57), F. proliferatum (10),
(94) F. semitectum (1), F. solani (1), F. sporotrichioides (2), F. subglutinans (2), F. tricinctum (4),
F. verticillioides (1)

Tabul’ka 2 Extrakéné ¢inidla, vyvijacie ststavy a sposoby vizualizacie pouZité pri analyze vybranych
myKkotoxinov metédou tenkovrstvovej chromatografie

Mykotoxin E)i?rz.tkcne Vy,VlJ acta Sposob vizualizacie
Cinidlo sustava
altenuén ch:m TEF UV svetlo s vin. dizkou 254 a 366 nm
alternariol _ UV svetlo s vin. dizkou 254 a 366 nm
. ch:m TEF

monometyléter
alternariol ch:m TEF UV svetlo s vin. dizkou 254 a 366 nm
deoxynivalenol ch:m TAM 20 % AICI; v 60 % etanole, zahriatie

. . ) ) 20 % AICI; v 60 % etanole, zahriatie,
diacetoxyscirpenol ch:m/aw TAM 20 % H,S0, vo vode, zahriatie
HT-2 toxin aw TAM 20 % H,SO, vo vode, zahriatie
moniliformin aw BAW MBTH v 1 % metanole, zahriatie
T-2 toxin aw TAM 20 % H,SO, vo vode, zahriatie

. . 20 % AICI; v 60 % etanole, zahriatie,

zearalenon ch:m/aw TAM 20 % H,SO, vo vode, zahriatie

ch:m — chloroform :

metanol (2:1) (Samson et al.,, 2002a); a:w — acetonitril

: voda (50:50)

(Mubatanhema et al., 1999); TEF — toluén : etylacetat : kyselina mravéia (5:4:1) (Samson et al., 2002a);

TAM — toluén : aceton :

metanol (5:3:2) (Thrane, 1986); BAW — butanol : kyselina octova :

H,0

(20:10:7) (Mubatanhema et al., 1999); MBTH — 0,5 % metylbenzotiazolon-hydrochlorid vo vode

(Samson et al., 2002a)
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Kvantitativne  stanovenie = mykotoxinov

LC/MS/MS  (kvapalinova chromatografia
s tandemovou hmotnostnou spektrometriou)

Kvantitativne stanovenie bolo zamerané na mykotoxiny
aurofuzarin (AUR), beauvericin (BEA), deoxynivalenol
(DON), diacetoxyscirpenol (DAS), equisetin (EQU),
fumoniziny B,, B,, B3 (FUM B3, B,, Bj), fuzarenon-X
(FX), HT-2 toxin (HT-2), moniliformin (MON),
monoacetoxyscirpenol  (MAS), neosolaniol (NEO),
nivalenol (NIV), T-2 toxin (T-2) a zearalenon (ZEA).
Extrakcia mykotoxinov (ako pri TLC metode) bola
vykonana pomocou 0,5 ml roztoku chloroform : metanol
(2:1), vydatnym mieSanim ststavy po dobu 5 min na
vortexe (V1 plus, Boeco, Nemecko), pricom surové
extrakty boli nasledne prefiltrované a koncentrované
vysuSenim pri teplote cca 60 °C. Pred samotnou
detekciou bola vzorka (extrakt) zmieSanda s 1000 pl
roztoku acetonitril voda (1:1; v/v) anasledne
premieSand na pristroji IKA MS1 Minishaker (IKA
Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nemecko). Filtracia
zriedeného extraktu do HPLC vialiek bola vykonana
pomocou filtrovacej  strickacky  (Minisart SRP
4 Satorius, Nemecko) o priemere 4 mm, s vel'kost’ porov
0,45 pm. Toxiny boli detegované a kvantifikované podla
metodiky Sulyok et al. (2006) na zariadeni QTrap 4000
LC/MS/MS vybavenom TurbolonSpray ESI zdrojom a
1100 Series HPLC systémom. Chromatograficka
separacia bola vykonana pri teplote 25 + 1 °C na
zariadeni Gemini 5 p Cgg, 150 mm x 4,6 mm
(Phenomenex, USA).

pomocou
spojend

VYSLEDKY A DISKUSIA
Toxinogenita izoldtov zistend pomocou tenkovrstvovej
chromatografie (TLC)

Celkom 302 kmenov rodu Alternaria bolo pomocou
tenkovrstvovej chromatografie (TLC) testovanych na
produkciu altenuénu (ALT), alternariolu monometyléteru
(AME) a alternariolu (AOH) (Tabul’ka 3). Najvacsi pocet
testovanych kmefiov pochadzal zo skupin A. infectoria
a A. tenuissima, ato z dévodu ich vysokej frekvencie
vyskytu arelativnej denzity na pSenici slovenského
povodu, zistenej v predchadzajucej $tadii (Maskova et
Tancinova, 2009). Z celkového poctu 136 testovanych
izolatov skupiny A. infectoria sa ani v jednom pripade
nepotvrdila produkcia mykotoxinov ALT, AME a AOH.
| podl'a inych autorov sa tato skupina vyrazne odlisuje od
ostatnych izolovanych skupin v produkcii sekundarnych
metabolitov, pretoze dodnes nimi nebola preukazana
produkcia nijakych znamych mykotoxinov (Andersen et
al. 2002; Andersen et Thrane, 1996; Labuda et al,
2008; Piovarciova et al., 2007; Pitt et Hocking, 1997).
Pravdou vsak je, ze donedavna bolo metabolitom rodu
Alternaria, a Specialne skupiny A. infectoria, venované
len malo pozornosti. Az v poslednej dobe sa objavili
publikacie o moznych toxickych uéinkoch niektorych jej
menej znamych metabolitov, ktoré uvadzaji Larsen et
al. (2003) a Christensen et al. (2005). Podl'a nich sa
jedna omozné fytotoxiny a potencialne mykotoxiny.
Ivanova et al. (2010) d’alej odhalili spojitost’ niektorych
produktov izolatov skupiny A. infectoria (kyselina
linolova, kyselina a-linolénova, pyréon) s cytotoxicitou.
Testované izolaty skupiny A. tenuissima sa ukazali ako

vysoko toxinogénne a z poctu 133 izolatov len
1 neprodukoval ziadny z testovanych mykotoxinov. Vsetky
ostatné kmene produkovali minimalne 1 mykotoxin.
U niektorych kmenov sa prejavila pomalSia produkcia ALT
a na 7. dei nebola na TLC platniach zistend jeho
pritomnost’. V takych pripadoch bola kultivacia predizena
a analyza toxinogenity zopakovana. Naopak produkcia AOH
a AME bola obycajne vidite'na uz na 7. dei. Izolaty skupin
A. alternata a A. arborescens taktiez preukazali vysoku
schopnost’ produkcie sledovanych toxickych metabolitov.
Z celkového poétu 9 izolatov skupiny A. alternata len
1 kmen neprejavil schopnost produkovat ziadny zo
sledovanych mykotoxinov a 1 kmen neprodukoval AOH, ale
tvoril ostatné toxiny. Bottalico et Logrieco (1992)
uvadzaju, Zze podla ich vyskumov je A. alternata schopna
produkovat’ velké mnozstvd toxinov auvadzaju, ze jej
prirodzeny vyskyt v obilnindch predstavuje skutoéné riziko.
Co sa tyka skupiny A. arborescens, z poétu 21 izolatov sa
vsetky kmene prejavili ako toxinogénne. Len jediny izolat
neprodukoval ALT, no tvoril AME a AOH.

Rozsireny vyskyt alternarii na psenici aich schopnost
produkovat’ mykotoxiny poukazuje zarovei na moznu
pritomnost’ toxinov v pSenici, prirodzene infikovanej touto
hubou. Udajov o pritomnosti tychto toxickych latok na
pSenici je vSak velmi malo. Na jednej strane autori
Chielkowski et Visconti (1992) a Medina et al. (2006)
uvadzaju, ze alternarioly a ostatné alternariové toxiny boli
na zrnach detegované len zriedkavo, na druhej strane Ostry
et al. (2005) vo svojej §tadii zistili pritomnost ALT vo
vetkych testovanych vzorkach psenice a AOH v 28,6 %
vzoriek. Znacny vyskyt tychto toxinov na obilninach,
vratane pSenice, uvadzaju aj Scott (2001) a Webley et al.
(1997).

Tabulka 3 Produkcia vybranych mykotoxinov
testovanymi kmefimi rodu Alternaria, izolovanymi zo
pSenice slovenského pévodu na kvasni¢nom agare so
sacharézou (YES), zistena metodou tenkovrstvovej
chromatografie (v zatvorkich si wuvedené pocty
testovanych kmeiiov)

; % pozitivnych testov
Skupina ALT' | AME? | AOH®
A. alternata (9) 88,9 88,9 77,8
A. arborescens (21) 95,2 | 100,0 | 100,0
A. infectoria (136) 0,0 0,0 0,0
A. tenuissima (133) 91,0 97,7 97,7
A. alternata / arborescens (1) | 100,0 | 100,0 | 100,0
Alternaria sp. (2) 50,0 50,0 50,0

1 r 2 L. . F3u)
altenuén, “alternariol monometyléter, “alternariol

Medzi dal$ich potencidlnych producentov mykotoxinov
zradov polnych mikroskopickych hub patria zastupcovia
rodu Fusarium. Spolu 144 kmeiov, testovanych na
pritomnost’ diacetoxyscirpenolu (DAS), deoxynivalenolu
(DON), HT-2 toxinu (HT-2), moniliforminu (MON), T-2
toxinu (T-2) azearalenonu (ZEA), preukazalo pomerne
vysoku schopnost’ ich produkcie (Tabulka 4).
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Tabul’ka 4 Produkcia vybranych mykotoxinov testovanymi kmefimi rodu
Fusarium, izolovanymi zo pSenice slovenského povodu na kvasniénom agare so
sacharézou (YES) vrokoch 2006 az 2008, zistena metédou tenkovrstvovej

chromatografie

ykotoxin Pocet testovanych kmenov / % pozitivnych testov
Druhy DAS! DON? | HT-2° | MON* T-2° ZEA®
F. acuminatum - - -| 2/500 - -
F. avenaceum - - -128/821 - -
F. crookwellense - - - - -11/100,0
F. culmorum - - - 8/0,0 -| 8/500
F. equiseti 1/100,0 -11/100,0 -1 1/100,0 -
F. graminearum -110/0,0 - - -1 48/729
F. langsethiae 1/100,0 -11/100,0 -11/100,0 -
F. poae 33/100,0 -1 23/47,8 -| 23/45 -
F. semitectum - - - 1/0,0 - 1/0,0
F. sporotrichioides | 17/47,1 -|11/100,0 | 16/62,5| 17/88,2 -
F. tricinctum - - - | 4/100,0 - 1/0,0
Idiacetoxyscirpenol, “deoxynivalenol, *HT-2 toxin, “moniliformin, >T-2 toxin, °zearalenon

Kvalitativne testy poukazujice na schopnost’ vybranych
kmetiov rodu Fusarium produkovat’ r6zne mykotoxiny
boli doplnené o kvantitativne analyzy metédou
LC/MS/MS. Najvdcsia pozornost bola venovana
kmeniom druhov F. poae, F. graminearum a
F. avenaceum, ktoré boli v predchadzajucej Stadii
(Maskova, 2010) vo vzorkach psenice diagnostikované
s najvyssou frekvenciou a zaroven s vysokou relativnou
denzitou v ramci tohto rodu. Celkom 57 kmetiov F. poae
bolo analyzovanych na produkciu trichotecénov skupiny
AaB, zearalenonu (ZEA), beauvericinu (BEA),
fumonizinov (FUM) a aurofuzarinu (AUR), ktoré patria
medzi ich najdéleZitejSie metabolity (Moss et Thrane,
2004; Thrane et al., 2004; Desjardins, 2006). Prave
produkciou B - trichotecénov sa F. poae chemicky
odlisuje od blizkych pribuznych v sekcii Sporotrichiella,
ato od druhov F. sporotrichioides aF. langsethiae
(Torp et Nirenberg, 2004; Thrane et al., 2004). Ako
vyplyva z Tabulky 5, je zrejmé, ze F. poae
nepredstavuje vyrazné riziko, pokial’ ide o produkciu A —
trichotecénov T-2 a HT-2 toxinov, avsak situacia je ina
v pripade A — trichotecénov diacetoxyscirpenolu (DAS),
monoacetoxyscirpenolu (MAS) a neosolaniolu (NEO),
ktoré boli detegované v pomerne vysokych kvantitach.

Porovnate'né vysledky uvadzaju aj Thrane et al.
(2004), ktori zaznamenali produkciu T-2 a HT-2 toxinov
len u malého percenta testovanych kmetiov z roéznych

oblasti Eurdpy, pricom DAS a MAS produkovalo 46, resp.
45 70 49 testovanych kmenov. Z B — trichotecénov, izolaty
F. poae testované v Studii autorov produkovali najcastejsie
fuzarenon X (FX) (88 % kmetiov), zatial’ ¢o nivalenol (NIV)
bol produkovany len 12 % kmenov. V naSej studii sice FX
produkovalo porovnatelne 88,7 % izolatov, no zaroven i
pocet producentov NIV bol pomerne vysoky (80 %). Vsetky
testované kmene boli zaroven schopné syntetizovat
aurofuzarin (AUR) abeauvericin (BEA), ¢o uvadzaju
i Logrieco et al. (2002) a Thrane (2001).

Izolaty druhu F. graminearum boli analyzované na
schopnost’ produkovat mykotoxiny uvedené v Tabulke 6.
V ramci Stadie boli testované 2 kmene na produkciu DON,
no ich priemerné mnozstvo 37,1 pg.1™ bolo pomerne nizke.
Navyse 10 kmeniov sa metédou TLC prejavilo negativne. Je
potrebné vsak brat’ na vedomie, ze produkcia mykotoxinov
je determinovana nielen genetickymi faktormi, ale
aj podmienkami prostredia (Sudakin, 2003), ktoré su tazko
ovplyvnitelné. Dalim &astym produktom tohto druhu je
zearalenon (ZEA) (Bottalico et Perrone, 2002). Metédou
TLC sa ukazala jeho pomerne ¢asta produkcia testovanymi
izolatmi. Zo 48 kmetiov celkom 72,9 % syntetizovalo tento
metabolit. Metdédou LC/MS/MS boli sledované 2 kmene
a1 z nich sa ukazal ako vysoko produkény (3 900,0 pg.I™).
Okrem ZEA a DON Desjardins (2006) tiez uvadza ako
mozné produkty aurofuzarin (AUR) a chlamydosporol
(CHS), no nestretol sa s produkciou beauvericinu (BEA)

TabuPka 5 Produkcia vybranych mykotoxinov kmefimi Fusarium poae, izolovanymi zo slovenskej pSenice
na kvasni¢nom agare so sacharézou (YES) v sezénach 2006 az 2008, zistena metédou kvapalinovej
chromatografie spojenej s tandemovou hmotnostnou spektrometriou (LC/MS/MS)

Pocet % MnoZstvo vyprodukovaného mykotoxinu (ug.1™")
Mykotoxin testovanych pozitivnych . _— .
Kmefiov testov priemer minimum maximum
aurofuzarin 9 100,0 12139 8,3 5050,0
beauvericin 57 100,0 537,9 3,6 1910,0
diacetoxyscirpenol 57 100,0 31539 2,7 15800,0
fuzarenon X 53 88,7 271,6 0,0 3690,0
monoacetoxyscirpenol 53 96,2 683,3 0,0 5540,0
neosolaniol 50 98,0 220,0 0,0 1460,0
nivalenol 5 80,0 375,7 0,0 1860,0
T-2 toxin 24 29,0 4,2 0,0 36,0
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Tabul’ka 6 Produkcia vybranych mykotoxinov kmefimi druhu Fusarium graminearum, izolovanymi zo
pSenice slovenského povodu na kvasni¢nom agare so sacharézou (YES) v sezénach 2006 az 2008,
zistena metodou kvapalinovej chromatografie spojenej standemovou hmotnostnou spektrometriou

(LC/IMS/MS)
Pocet % MnoZstvo vyprodukovaného mykotoxinu (pg.1™”)
Mykotoxin testovanych pozitivnych . . .
Kkmeiiov testov priemer minimum maximum

aurofuzarin 2 100,0 798,5 71,9 15251
diacetoxyscirpenol 2 100,0 37,1 22,4 51,7
equisetin 2 50,0 26450,0 0,0 52900,0
zearalenon 2 50,0 1950,0 0,0 3900,0

Tabul’ka 7 Produkcia vybranych mykotoxinov k

mefimi druhu Fusarium avenaceum, izolovanymi zo

pSenice slovenského pévodu na kvasnicnom agare so sacharézou (YES) v sezonach 2006 az 2008,
zistena metédou kvapalinovej chromatografie spojenej standemovou hmotnostnou spektrometriou

(LC/MS/MS)
Pocet % MnoZstvo vyprodukovaného mykotoxinu (pg.1™)
Mykotoxin testovanych pozitivnych . _— .
KmeRov testov priemer minimum maximum
aurofuzarin 2 100,0 177911,0 80595,0 275227,0
enniatin A 2 100,0 1170,0 9,9 2330,0
enniatin A; 2 100,0 3986,8 173,5 7800,0
enniatin B 2 100,0 1182,5 770,0 1595,0
enniatin B, 2 100,0 5035,0 1120,0 8950,0
enniatin B, 2 100,0 3267,5 235,0 6300,0
enniatin B3 2 100,0 80,0 2,5 157,5
chlamydosporol 2 100,0 19950,0 18050,0 21850,0
moniliformin 2 50,0 996,5 0,0 1993,0
amoniliforminu  (MON). To sthlasi s naSimi langsethiae, F. oxysporum, F. proliferatum, F. sambucinum,
vysledkami, s vynimkou CHS, ktory metédou F. semitectum, F. solani, F. sporotrichioides, F.

LC/MS/MS u 2 testovanych kmetiov nebol detegovany.
Zaujimava bola tvorba equisetinu (EQU), s ktorym sme
sa stretli ul z 2 testovanych kmetov, ato vo vysokom
mnoZstve (52 900,0 pg.l™). So syntézou EQU izolatmi
F. graminearum sme sa V literatire doteraz nestretli, no
mohlo sa jednat’ aj o neziaducu kontaminaciu.

Tretim najfrekventovanejSim druhom vo vzorkéach
pSenice bolo F. avenaceum, ktoré je zname
predovsetkym syntézou moniliforminu (MON). Jeho
produkcia izolatmi F. avenaceum bola za poslednych
vySe 20 rokov potvrdend v Eurdpe, Severnej Amerike
a Juznej Afrike (Abramson et al., 2001; Morrison et
al., 2002; Rabie et al., 1982). Z celkového poctu 28
izolatov testovanych TLC metédou sa na pritomnost
MON prejavilo pozitivne 82,1 %. LC/MS/MS metddou
boli sledované len 2 kmene a MON tvoril iba jeden
znich (1993,0 pgl?). Podla Bottalico et Perrone
(2002) z vyskumov vyplyva, ze obsah MON v zrnach
pSenice koreluje s vyskytom izolatov tohto druhu.
Dal§imi zndmymi metabolitmi F. avenaceum st AUR,
BEA, CHS a enniatiny (ENS) (Thrane, 2001). Uvedené
latky, svynimkou BEA, syntetizovali vSetky nami
testované kmene, a to vV pomerne vysokych mnozstvach
(Tabulka 7). Preto inapriek tomu, ze F. avenaceum
neprodukuje trichotecény, zearalenony, alebo
fumoniziny, mala by mu byt venovand zvySena
pozornost.

ZriedkavejSie alebo obycajne len ojedinele vyskytujuce
sa druhy fuzarii, ako sa F. acuminatum,

F. crookwellense, F. culmorum, F. equiseti, F.

subglutinans, F. tricinctum a F. verticillioides (Maskova,
2010), samostatne sice nemusia vzbudzovat’ podozrenie na
vysoku kontaminaciu zfn toxickymi metabolitmi, no spolu
Sostatnymi izolatmi inych druhov moézu prispievat’
k znizovaniu ich kvality a toxikologickej bezpe¢nosti.
Andersen et Thrane (2006) uvadzaju, ze viaceré druhy hub
toho istého rodu, ziskané zjedného substraitu, mozu
produkovat’ tie ist¢ mykotoxiny (napr. trichotecény,
produkované viacerymi druhmi rodu Fusarium na
obilninach). V Tabulke 8 uvadzame metabolity, ktorych
produkcia bola zaznamenand pomocou LC/MS/MS. Tieto
latky moézeme povazovat za potencidlne kontaminanty
pSenice. Rozdielny mykotoxikologicky potencial
jednotlivych druhov, moze mat preto za nasledok
pritomnost’ Sirokého spektra mykotoxinov na obilninéach.
Vzhladom na to, ze pri metdde LC/MS/MS neboli pouzité
presné mnozstva substratu, uvedené vysledky nam
nepodavaju definitivny daj o potencii, ale slazia skor ako
skrining. Tato metdda taktiez nezaruCuje  Uplné
vyextrahovanie pozadovanych mykotoxinov v ur¢itom case,
pretoze mozu byt rézne Specificky viazané, a preto mézeme
predpokladat’ aj vyssie vyprodukované hladiny sledovanych
mykotoxinov. Okrem toho podla Andersen et Thrane
(2006) je dolezit¢é si uvedomovat, Ze mykotoxiny
nakumulované v polnych podmienkach alebo v skorych
obdobiach skladovania st odolné voc¢i skladovacim
podmienkam i technologickému spracovaniu zfn pocas
vyroby potravin, ¢i krmiv.
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TabuPlka 8 Druhy rodu Fusarium aich toxické
metabolity, ktorych produkcia bola zistena pomocou
LC/MS/MS, pri in vitro analyzach izolatov ziskanych
Zo pSenice

Potencialny toxicky

LU metabolit
F. acuminatum AUR!
F. crookwellense AUR!, ZEAP
F. culmorum AUR' DON® ZEA”
F. equiseti BEA?
. AUR! DAS® ENS’, CHSY
F. langsethiae ’ ] ’ '

MAS® MON™

AUR!, BEA’, DAS*, DON?
HT-2°, NEO®, T-2%

BEA?, DAS®, EQU®, FUM' B,,
FUM’ B, FUM’ B, FX
MAS® MON, NEO®

BEA?, DAS®, HT-2°, CHS™,

F. oxysporum

F. proliferatum

F. semitectum MASlz, NEOlS, T_214

F. solani AUR!, DON?, ZEAP

F. sporotrichioides | AUR', BEA?, CHS™

F. subglutinans AUR' BEA? DON°®, ZEA®”

F. tricinctum AUR' ENS®, CHS™ MON™

F. verticillioides MON™

aurofuzarin, beauvericin, 3deoxyn ivalenol,

*diacetoxyscirpenol, ®enniatiny equisetin, 'fumonizin,
Suzarenon-X,  °HT-2  toxin,  *°chlamydosporol,
“moniliformin, *?monoacetoxyscirpenol, **neosolaniol,
1472 toxin, *zearalenon

ZAVER

Vysledky S$tadie poukazuju na to, ze zastupcovia
polnych mikromycét rodov Alternaria a Fusarium na
zrnadch pSenice predstavuju redlne riziko pritomnosti
mykotoxinov. Obilniny sa samozrejme len zriedkakedy
vyuzivaji na konzum v ich prirodzenom stave. R6znymi
sposobmi sa spracovavaji a kazdy krok pri uprave pred
spracovanim a mletim redukuje populécie
mikroorganizmov. AvsSak 1inapriek tomu je mozZny
znacny prenos mykotoxinov, pretoze sl rezistentné na
Cistenie zfn, mletie, varenie, pecenie a iné technologické
operacie.

Nami testované izolaty sa preukazali ako potencialni
producenti viacerych toxickych metabolitov a vzhl'adom
na ich frekventovany vyskyt predstavuji vazne riziko
kontaminacie pSeni¢nych zin nebezpecnymi
mykotoxinmi.  VSetky izolaty rodu  Alternaria
analyzované v tejto Studii (s vynimkou izolatov skupiny
A. infectoria) sa preukazali ako vysoko toxinogénne, t.j.
produkujuce  mykotoxiny  alternariol,  alternariol
monometyléter a altenuén. Mykotoxiny rodu Fusarium
st uz tradi¢ne spajané s obilninami mierneho pasma, ¢o
sa potvrdilo i v nasej $tadii. Najcastejsie sa vyskytujuce
druhy na obilninach slovenského povodu (F. avenaceum,
F. graminearum a F. poae) preukazali v podmienkach in

vitro  produkény potencial tvorit trichotecény,
zearalenony, fumoniziny a moniliformin. Okrem
»tradi¢nych* mykotoxinov bolo mnozstvo

analyzovanych kmenov schopnych produkovat' aj iné
sekunddrne toxické metabolity, ktoré vstipili do
povedomia az v poslednych rokoch. Bola zaznamenana
produkcia aurofuzarinu, beauvericinu, enniatinov,

equisetinu, ¢i chlamydosporolu. Az doposial’ je o tychto
metabolitoch aich produkcii k dispozicii len obmedzené
mnozstvo informadcii, ¢o je spdsobené az ich neskorSim
zaradenim medzi mykotoxiny.

Prevedené analyzy toxinogenity extraktov z Cistych kultar
mikromycét ndm indikuju ich vysoky produkény potencial a
poskytujii nam prehlad o Sirokom spektre produkovanych
metabolitov. V zaujme dosiahnutia bezpecnosti potravin na
baze obilnin, je nevyhnutné venovat velkl pozornost
mykotoxinom, detegovanym v predloZenej praci
v podmienkach in vitro.
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