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3.Povzetek raziskovalnega projektal

SLO

V projektu smo proucevali ergot alkaloide oziroma alkaloide rzenega rozi¢ka in mikotoksine,
ki jih izloCajo glive iz rodu Alternaria. V Sloveniji nismo imeli podatkov o njihovi razsirjenosti.
V letih od 2014 do 2016 smo na vsebnost ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov
preiskali 542 vzorcev. Analizirali smo vzorce zit (185 pSenica, 113 jeCmen, 89 tritikala, 31 rz,
18 pira in 15 oves), obroke za govedo (19) in njihove posamezne sestavine (70) ter obroke
za prasice (2).

S 37 razli¢nih lokacij po Sloveniji smo s samoniklih trav in zit pobrali 113 vzorcev rZzenega
rozicka.

Najvec pozitivnih vzorcev na ergot alkaloide je bilo v letu 2014 (47 %), najmanj pa leta 2016
(9 %). V vzorcih smo dokazali vseh 12 ergot alkaloidov. Najvec vzorcev (19 %) je vsebovalo
ergozinin (0,001-16,194 mg/kg), ergozin (17%; 0,001-0,625) in ergokristinin (17%; 0,01-
0,856 mg/kg).

147 vzorcev oziroma 27 % je vsebovalo enega ali vec alternarijskih toksinov. Najvel
pozitivnih vzorcev je bilo leta 2014 (35 %) in najmanj leta 2016 (20 %). Koncentracije
celokupnih alternarijskih toksinov so bile od 0,015-3,205 mg/kg. Ugotovili smo, da ne
obstaja povezava (korelacija) med stopnjo okuzenosti zrnja in vsebnostjo alternarijskih
mikotoksinov.

Vzorce, v katerih smo potrdili ergot alkoloide smo preiskali na vsebnost sklerocijev.
Sklerocije smo nasli le pri 41,7 % vzorcev, ki so vsebovali ergot alkaloide. Rezultat
pripisujemo nehomogenosti vzorcenja in priprave vzorca ter ugotovitvi, da so sklerociji
vecinoma (razen pri rzi) pripadali plevelnim travam. Povprena masa sklerocijev v
onesnazenih vzorcih je bila 0,25 g/kg.

Na kmetijah, kjer so imeli tezave z gangrenami repov, smo vzorcili obroke in posamic¢na
krmila. Pregledali smo 8 kmetij in skupno odvzeli 17 obrokov. Skupaj s posameznimi
sestavinami za obroke je bilo vseh vzorcev 85. Ugotovljene koncentracije so premajhne, da
bi povzrocale taksne klini¢ne znake.

Pri molekularni identifikaciji predstavnikov rodu Alternaria smo uspesno pomnoZzili in
sekvencirali 34 vzorcev, ki so bili izolirani iz tritikale, rzi, pire, ovsa, jeCmena in pSenice.
Genetska raznolikost je bila sorazmerno nizka, saj je vecCina izolatov kazala veliko
podobnost med seboj in z vrstama Alternaria alternata in Alternaria tenuissima. Molekularne
analize sklerocijev iz samoniklih in gojenih vrst trav iz osmih razli¢nih regij v Sloveniji so
pokazale porazdelitev v tri genetske skupine z nekaj preferencami za specifi¢ne
taksonomske skupine gostitelja. Na podlagi rezultatov se zdi, da C. purpurea kaze nizko
preferenco do vrstno specificnega gostitelja.

Preventivni ukrepi za zmanjSanje onesnazenja z alternarijskimi toksini so dobra kmetijska in
skladis¢na praksa, pri ergot alkaloidih pa se je potrebno zavedati tudi, da so okuzene
samonikle trave na robovih njiv pomemben vir okuzb.

ANG

Within the project, ergot alkaloids and mycotoxins produced by fungi of the
genus Alternaria were studied. So far, there were no data on their prevalence
in Slovenia.

In the years 2014-2016, 542 samples were examined for ergot alkaloids and
Alternaria toxins. The samples of cereals (185 wheat, 113 barley, 89 triticale,
31 rye, 18 spelt and 15 oat samples), rations for cattle (19) and their
individual components (70), as well as rations for pigs (2) were analysed.

At 37 locations in Slovenia, 113 samples of rye ergot were collected from
self-grown grass species and cereals.

Samples were most frequently contaminated with ergot alkaloids in 2014
(47%) and least frequently in 2016 (9%). All 12 ergot alkaloids were found in
the samples. Most of the samples (19%) contained ergosinine (0.001-
16.194 mg/kg), ergosine (17%; 0.001-0.625) and ergocristinine (17%;
0.01-0.856 mg/kg).
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In total, 147 samples (27%) contained one or more Alternaria toxins. Most
positive samples were found in 2014 (35%) and least in 2016 (20%). The
concentrations of total Alternaria toxins were 0.015-3.205 mg/kg. No
correlation between grain contamination rates and the content of Alternaria
toxins was observed.

The samples in which ergot alkaloids were detected were examined for the
sclerotium content. Sclerotia were found in only 41.7% of the samples
containing ergot alkaloids. The result is attributed to the inhomogeneity of
sampling and the preparation of the sample and to the fact that sclerotia
belonged mainly to weeds (except in rye). The average content of sclerotia in
contaminated samples was 0.25 g/kg.

On the farms where problems with tail tip necrosis appeared, meals and feed
materials were sampled. Altogether, eight farms were examined and 17 meals
were collected. Together with meal ingredients, in total 85 samples were
inspected. However, the determined concentrations are too low to produce
such clinical signs.

Within the molecular identification of the representatives of the genus
Alternaria, 34 samples isolated from triticale, rye, spelt, oat, barley and wheat
were amplified and sequenced. Genetic diversity was relatively low, as most
isolates showed a high degree of similarity among themselves and towards
Alternaria alternata and Alternaria tenuissima.

Molecular analysis of sclerotia from self-grown and cultivated grass species
from eight different regions of Slovenia showed a distribution in three genetic
groups. On the basis of the results, C. purpurea appears to show a low
preference to a species-specific host.

Preventive measures for reducing the contamination with Alternaria toxins are
good agricultural and storage practice, while with ergot alkaloids it should be
also noted that the infected grass at the edges of fields is an important source
of infection.

4.Porodilo o realizaciji predloZzenega programa dela oz. ciljev raziskovalnega projekta2

Planirali smo 5 ciljev, ki smo jih izpolnili.

Cilj 1/5: Uvesti laboratorijske kemijske metode za dolocanje glavnih ergot alkaloidov
(ergometrin, ergotamin, ergozin, ergokristin, ergokriptin in ergokornin ter njihovi -inini) in
toksinov, ki jih izlocajo glive iz rodu Alternaria (tenuazojska kislina, TeA; alternariol monometil
eter, AME, alternariol, ALT in tentoksin, TT)

- V skladu s planom dela smo na Veterinarski fakulteti Univerze v Ljubljani razvili
metode za dolocanje ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov s tehniko LC MS/MS.

- Usposobili smo se za dolo¢evanje 12 ergot alkaloidov (ergometrin, ergotamin,
ergozin, ergokristin, ergokriptin in ergokornin ter njihovi -inini) in sStirih alternarijskih toksinov
(tenuazojska kislina, alternariol, alternariol monometil eter in tentoksin).

- Opisana tehnika LC MS/MS je primerna za dolocanje ergot alkaloidov in
alternarijskih toksinov. Metodo za ergot alkaloide smo tudi validirali in akreditirali.

Cilj 2/5: Oceniti obseg pojavljanja alkaloidov in prisotnost ter razsirjenost gliv Claviceps
purpurea in Alternaria spp. v Sloveniji

- Planirali smo odvzem 50 vzorcev trav in zit na leto, skupaj torej 150 vzorcev,
dejansko pa smo jih odvzeli 384; 217 vzorcev zit in 167 trav. Plan smo presegli za 156 %.

- Na travnikih oziroma pasnikih smo prvi v Sloveniji dokazali okuzbo trav z rzenim
rozickom.

- Po vizualnem pregledu vzorcev Zit smo ugotovili, da vecina rozickov (razen pri rzi)
ne izvira iz okuzenega zita, temvec od okuzenih samoniklih trav, ki rastejo kot plevel med
zitom. Iz tega sledi, da bomo morali v prihodnje vec¢ pozornosti posvetiti izboljSanju metod
za ucinkovito CiS¢enje Zitnega zrnja po zZetvi, tudi tistega namenjenega krmi za zivali, kar pa
do sedaj ni bila ustaljena praksa.

- Sklerocije smo nasli le pri 41,7% vzorcev, ki so vsebovali ergot alkaloide. Rezultat
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pripisujemo nehomogonosti vzorcenja in priprave vzorca ter ugotovitvi, da so sklerociji
vecinoma pripadali plevelnim travam. Povprecna masa ni presegala dovoljenih mejnih
vrednosti 1g/kg.

- Z ergot alkaloidi je bila najbolj kontaminirana pSenica, sledi ji rz. PSenica je
vsebovala vse epimere ergot alkaloidov, rZ pa ve¢inoma ergokristin.

- V vseh letih sta bila z alternarijskimi toksini najbolj kontaminirana pira in oves, ki
sta vsebovala najvec alternariola in tenuazojske kisline. Najmanj je bila z alternarijskimi
toksini kontaminirana psenica.

Cilj 3/5: Ugotoviti povezave in vplive prisotnosti ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov na
tezave v nekaterih intenzivnih rejah govejih pitancev

- v planu dela smo opisali tudi spremljanje zdravstvenega stanja zivali, odvzem urina in krvi.
Tega po enem letu nismo vec opravljali, ker v obrokih nismo dokazali ergot alkaloidov.

- V planu smo imeli dve reji in skupno predvideno Stevilo vzorcev je v vsaki reji 20 na leto, se
pravi konc¢no 120. Analizirali smo 85 vzorcev.

V Casu prijave projekta smo bili prepricani, da bomo v rejah govejih pitancev, kjer se
pojavljajo gangrene repov, v obrokih dokazali ergot alkaloide. Po zakljucku projekta
menimo, da temu ni tako, ¢eprav smo v nekaj obrokih dokazali nizke koncentracije ergot
alkaloidov. Ugotovljene koncentracije so premajhne, da bi povzrocale taksne klinicne znake,
poleg tega pa naslednje leto kljub klini¢nim znakom ergot alkaloidov nismo vec nasli.
Mogoce so ergot alkaloidi eden od dejavnikov, ki samo pripomorejo k pojavljanju klini¢nih
znakov, glede na to, da smo pri rejcih, kjer imajo te tezave, potrdili prisotnost sklerocijev na
travnikih.

Cilj 4/5: Pridobiti podatke o prisotnosti alkaloidov rzenih rozickov v Zitih in voluminozni krmi,
pridelanih v Sloveniji ter ugotoviti njihovo povezanost s prisotnostjo sklerocija

- V planu smo imeli odvzem 210 vzorcev iz mesalnic, odvzeli smo jih 232

- PSenica, jeCmen in tritikala so bili najbolj kontaminirani z ergot alkaloidi leta 2014.
Leta 2016 je bila kontaminirana samo psenica, v ostalih vzorcih zit EA nismo ugotovili. RZ je
bila najbolj kontaminirana leta 2015. Od vseh pregledanih Zit je bil najmanj kontaminiran
je€men, saj je bilo kontaminiranih le 16,67% in sicer samo v letu 2014.

- V vseh treh letih je bilo najvec ergozinina in sicer v rzi (7,814 mg/kg). RZ je bila
najbolj kontaminirano zito, sledi ji tritikala, nato pa pSenica. Najmanj kontaminiran je bil
je¢men.

- Z alternarijskimi toksini je bila najbolj kontaminirana rz, ki je vsebovala najvec
tenuazojske kisline. Najvec tenuazojske kisline je vsebovala tudi tritikala. Najmanj je bil z
alternarijskimi toksini kontaminiran jeCmen.

- Molekularne analize sklerocijev iz divjih in gojenih vrst trav iz osmih razli¢nih regij v
Sloveniji so pokazale porazdelitev v tri genetske skupine z nekaj preferencami za specifi¢ne
taksonomske skupine gostitelja. Na podlagi rezultatov se zdi, da C. purpurea kaze nizko
preferenco do gostitelja.

- Pri razlicnih genetskih skupinah smo ugotovili tudi nekaj razlik v sestavi EA.
Razli¢ne genetske skupine kazejo doloCene preference za individualne gostiteljeve
taksonomske tribuse, kar se kaze tudi v tem, da so doloCeni EA bolj znacilni za dolocene
skupine trav. Nasi izsledki se skladajo s hipotezami drugih avtorjev, ki so ugotovili, da
nastanek specificnih EA ni pod vplivom gostiteljske vrste trave, temvec lahko gostitelj vpliva
na razmerje med posameznimi alkaloidi. Kljub temu, se zdi, da so razlike v sestavi EA pri
razli¢nih gostiteljih bolj posledica kolonizacije s specificnimi genetskimi skupinami glive C
purpurea. To podpirajo tudi rezultati statisticne analize.

- Pri povezovanju rezultatov molekularnih analiz sklerocijev in vsebnosti ergot
alkaloidov je vcasih nastopila tezava, ker so bili sklerociji trav majhni in jih ni bilo dovolj za
kemijske analize.

Cilj 5/5: Oblikovati navodila in predloge za zmanjSanje tveganja pojavljanja ergot
alkaloidov in toksinov, ki jih izlocajo glive iz rodu Alternaria
Preventivni ukrepi in varstvo pred rzenim rozickom (Claviceps purpurea /Fr./ Tul)
Preventivni ukrepi in varstvo pred alternarijskimi toksini
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5.0cena stopnje realizacije programa dela na raziskovalnem projektu in zastavljenih
raziskovalnih ciljev3

V projektu smo si zastavili Stiri delovne hipoteze.

1. Tehnika LC MS/MS je primerna za dolocanje ergot alkaloidov in alternarijskih
toksinov.

2. Vsebnosti ergot alkaloidov v sklerocijih bodo primerljive s podatki iz literature in
razlicne glede na gostiteljsko rastlino.

3. Travniki oziroma pasniki v Sloveniji niso okuZeni z glivo rzenega rozicka.

4, V rejah govejih pitancev, kjer se pojavljajo gangrene repov, bomo v obrokih

dokazali ergot alkaloide.

Od stirih delovnih hipotez smo 2 potrdili in 2 ovrgli.

1. S tem projektom smo pridobili prve podatke o koncentraciji ergot alkaloidov in
alternarijskih toksinih v zitih v Sloveniji.

2. Predvidevali smo, da na travnikih ali pasnikih v Sloveniji ne bomo nasli sklerocijev
(hipoteza 3). To trditev smo ovrgli in dokazali okuzbo trav z rzenim rozickom.

3. Opisana tehnika LC MS/MS je primerna za dolo¢anje ergot alkaloidov in
alternarijskih toksinov (potrditev hipoteze 1). Metodo za ergot alkaloide smo tudi validirali in
akreditirali.

4, Vsebnosti ergot alkaloidov v sklerocijih so primerljive s podatki iz literature in
razlicne glede na gostiteljsko rastlino (potrditev hipoteze 2).

5. Predvidevali smo, da bomo v rejah govejih pitancev, kjer se pojavljajo gangrene
repov, v obrokih dokazali ergot alkaloide. Ugotovljene koncentracije so premajhne, da bi
povzrocale taksne klini¢ne znake, poleg tega pa nismo ergot alkaloidov potrdili v vseh rejah.
Mogoce so ergot alkaloidi eden od dejavnikov, ki samo pripomorejo k pojavljanju klini¢nih
znakov, glede na to, da smo pri rejcih, kjer imajo te tezave, potrdili prisotnost sklerocijev na
travnikih (delno smo ovrgli hipotezo 4).

6. Ugotovili smo, da ne obstaja nikakrsna povezava (korelacija) med stopnjo
okuzenosti zrnja z vsebnostjo alternarijskih mikotoksinov. Pri enaki okuzenosti zrnja je
lahko vsebnost mikotoksinov zelo razli¢na oziroma pri razli¢ni okuzenosti enaka. To velja
tako za posamezna Zzita kot za vsa Zita skupaj.

7. Rezultati o onesnazenosti zit z ergot alkaloidi in alternarijskimi mikotoksini ter
vsebnost ergot alkaloidov v sklerocijih se po letih razlikujejo. Po zakljuc¢ku projekta ne
moremo podati jasnih odgovorov, katero zito je v Sloveniji najbolj onesnazeno in s katerimi
ergot alkaloidi ali alternarijskimi mikotoksini. V letu 2014 je bilo v sklerocijih ugotovljeno
najvec ergokristina, najmanj pa ergometrinina. V letu 2015 je bilo v rozickih trav najvec
ergozina in ergokristina, najmanj pa ergometrinina.

6.Spremembe programa dela raziskovalnega projekta oziroma spremembe sestave
projektne skupine?

V c¢asu izvedbe projekta ni bilo bistvenih odstopanj ali sprememb od predvidenega
programa raziskovalnega projekta.

Clani projektne skupine so bili med projektom stalni, razen tehni¢ne sodelavke, ki ji je
delovno razmerje sporazumno prenehalo 31.12.2016.

7.Najpomembnejsi dosezki projektne skupine na raziskovalnem podro&ju2

Dosezek
1. [COBISS ID 3656328 Vir: COBISS.SI

Naslov |sLo |Pojavnost ergot alkaloidov v Sloveniji v letu 2014
ANG [ THE INCIDENCE OF ERGOT ALKALOIDS IN SLOVENIA 2014

Raziskav o vsebnosti ergot alkaloidov na gojenih zitih in samoniklih travah
v Sloveniji do sedaj ni bilo. Leta 2014 smo zato na 37 razli¢nih lokacijah
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Dosezek

Opis

SLO

odvzeli 113 vzorcev razli¢nih trav in 70 vzorcev zit na razli¢nih odkupnih
mestih po Sloveniji. Rzeni rozicek smo dokazali na 22 samoniklih vrstah
trav iz 15 rodov. Ugotovljena vsebnost skupnih ergot alkaloidov v
sklerocijih je bila od 1059 do 4200 mg/kg. Vzorce smo analizirali na 12
razli¢nih ergot alkaloidov: ergometrin, ergotamin, ergozin, ergokristin,
ergokriptin, ergokornin in njihove -inine. V vzorcih zZit smo ergot alkaloide
dokazali v 26 % vzorcev (0,01 do 3,99 mg/kg).

ANG

So far, there was no research on the presence of ergot alkaloids in
cultivated cereals and wild grasses in Slovenia. Therefore, 113 samples of
various grasses were taken at 37 different locations and 70 cereal
samples at various purchase points in Slovenia. Sclerotia were found in 22
wild grass species from 15 different genera. The total alkaloid content in
sclerotia was in the range from 1059 to 4200 mg/kg. Samples were
analyzed on 12 different ergot alkaloids: ergometrine, ergotamine,
ergosine, ergocristine, ergocriptine, ergocornine and their -inines.
Regarding the cereal samples, ergot alkaloids were detected in 26% of
the samples (0.01 to 3.99 mg/kg).

Objavljen

ov

Kmetijsko gozdarska zbornica Slovenije, Kmetijsko gozdarski zavod;
Zbornik predavanj; 2015; Str. 53-58; Avtorji / Authors: Jakovac-Strajn
Breda, Tavcar-Kalcher Gabrijela, Kos Katarina, Cervek Matjaz, Celar Franci
Aco

Tipologija

1.08 Objavljeni znanstveni prispevek na konferenci

2. [COBISS ID

4361338 Vir: COBISS.SI

Naslov

SLO

Pojavljanje ergot alkaloidov v pSenici iz Albanije

ANG

Occurrence of ergot alkaloids in wheat from Albania

Opis

SLO

The occurrence of ergot alkaloids in wheat harvested in Albania was
investigated. A total of 71 samples of winter wheat collected in 2014 and
2015 were analysed for the 12 most important ergot alkaloids using liquid
chromatography-tandem mass spectrometry. In the harvesting year

2014, 48.6% of samples were contaminated with ergot alkaloids, whereas
in 2015 only 19.4% of samples were contaminated.

ANG

Raziskali smo pojavljanje alkaloidov ergot pri pSenici, pridelanih v Albaniji.
Skupno smo na 12 najpomembnejsih ergot alkaloidov analizirali 71
vzorcev zimske pSenice, zbranih v letih 2014 in 2015. Uporabili smo
tehniko tekocinske kromatografije s tandemsko masno spektrometrijo. V
letu 2014 je bilo 48,6% vzorcev onesnazenih z ergot alkaloidi, medtem ko
je bilo v letu 2015 onesnazenih samo 19,4% vzorcev.

Objavljen

ov

Taylor & Francis; Food additives & contaminants. Part A., Chemistry,
analysis, control, exposure & risk assessment; 2017; Vol. 34, no. 8; str.
1333-1343; Impact Factor: 2.047;Srednja vrednost revije / Medium
Category Impact Factor: 1.703; WoS: DW, JY, YO; Avtorji / Authors: Topi
Dritan, Jakovac-Strajn Breda, Pavsi¢ Vrta¢ Katarina, Tavcar-Kalcher
Gabrijela

Tipologija

1.01 Izvirni znanstveni ¢lanek

3. [COBISS ID

3896442 Vir: COBISS.SI

Naslov

SLO

Nekroze repov pri govejih pitancih

ANG

TAIL TIP NECROSIS IN FATTENING BULLS

Opis

SLO

Nekroze repov se najpogosteje pojavljajo pri govejih pitancih tezjih od
300 kg. Bolezensko stanje se zacne z vnetjem in nekrozo na konici repa,
ki postopno napreduje po repu navzgor. Prizadete zivali imajo poviSano
temperaturo, postanejo nejesce, se tezko gibljejo ter pogosto tudi
oblezijo. Bolezen lahko povzrocijo razli¢ni dejavniki. Pogosteje se pojavlja
v poletnih mesecih, predvsem v hlevih z veliko koncentracijo zivali in rejah
na resetkah, ter v rejah kjer zivali v veCjem Stevilu Sepajo. K pojavu
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Dosezek

bolezni prispevajo tudi mikotoksini ter pomanjkanje strukturne viaknine v
krmi. Zaradi predcasne izloCitve zivali, nizjih klavnih tez in stroskov
zdravljenja bolezen povzrodi v reji veliko gospodarsko Skodo. Pred nekaj
leti se je bolezen pojavila v nekaterih velikih rejah govejih pitancev v
Sloveniji.

ANG

Tail tip necrosis occurs most frequently in fattening bulls weighing more
than 300 kg. A disease condition begins with inflammation and necrosis at
the tip of the tail, which gradually progresses up the tail. Affected animals
get fever, become inappetent, have difficulties to move and often get
recumbent. The disease can be caused by various factors. Frequently
occurs in the summer months, especially in the stables with a high
concentration of animals and slatted floor, and the farms where the
animals have a problem with lameness. The presence of mycotoxins in
feed and the lack of structural fibre contribute to the disease. The disease
can cause significant economic loss due to the premature culling of
animals, lower carcass weights and the cost of treatment. A few years
ago, the disease has occurred in some large farms of fattening bulls in
Slovenia.

Objavljeno v

Kmetijsko gozdarska zbornica Slovenije, Kmetijsko gozdarski zavod;
Zbornik predavanj; 2014; Str. 69-71; Avtorji / Authors: Jezek Jozica,
Jakovac-Strajn Breda, Mis Matija, Puhan Joze, Matavz Joze, Staric€ Joze

Tipologija

1.08 Objavljeni znanstveni prispevek na konferenci

8.Najpomembnejsi dosezek projektne skupine na podroéju gospodarstva, druzbenih in

kulturnih dejavnostié

Dosezek

1. |COBISS ID

4256890 Vir: COBISS.SI

Naslov |sLo

Koncentracije alkaloidov rozic¢ka v sklerocijih na travah

ANG

Ergot alkaloid content in sclerotia from grass

Opis SLo

V nasi raziskavi smo analizirali 23 vzorcev sklerocijev, izoliranih s trav,
zbranih na razli¢nih lokacijah po Sloveniji. V vseh sklerocijih so bili prisotni
vsi omenjeni alkaloidi. Najnizje so bile koncentracije ergometrinina (0,90-
43,5 mg/kg, povprecje 12,6 mg/kg) in ergokorninina (0,79-132 mg/kg,
povprecje 37,2 mg/kg), najvisSje pa koncentracije ergokristina (24,5-1495
mg/kg, povprecje 755 mg/kg), ergozina (30,2-942 mg/kg, povprecje 459
mg/kg) in ergozinina (16,0-906 mg/kg, povprecje 410 mg/kg).
Koncentracija skupnih alkaloidov v sklerocijih je bila 1060-4200 mg/kg. Ce
bi bile te trave uporabljene za krmo (seno, silaza), bi v primeru, ko bi
vsebovale 1 000 mg rZzenega rozi¢ka na kg, bila skupna koncentracija
alkaloidov rozicka med 1,06 mg/kg in 4,2 mg/kg.

ANG

In our study, 23 ergot samples, isolated from grass, collected in different
locations in Slovenia were analysed. In all sclerotia, all examined alkaloids
were present. The lowest concentrations were determined with
ergometrinine (0.90-43.5 mg/kg, mean 12.6 mg/kg) and ergocorninine
(0.79-132 mg/kg, mean 37.2 mg/kg) while the highest concentrations
were determined with ergocristine (24.5-1495 mg/kg, mean 755 mg/kg),
ergosine (30.2-942 mg/kg, mean 459 mg/kg) and ergosinine (16.0-906
mg/kg, mean 410 mg/kg). The total alkaloid content in sclerotia was in the
range 1060-4200 mg/kg. If these grasses were used as feed (hay, silage)
and contained 1 000 mg of rye ergot per kg, the total concentration of
ergot alkaloids would be between 1.06 mg/kg and 4.2 mg/kg.

Sifra

B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci

Veterinarska fakulteta; 6. Slovenski veterinarski kongres 2016; Slovenian
veterinary research; 2016; Str. 270-271; Impact Factor: 0.250;Srednja
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Dosezek

Objavljeno v |vrednost revije / Medium Category Impact Factor: 1.047; WoS: ZC; Avtorji
/ Authors: Tavclar-Kalcher Gabrijela, Celar Franci Aco, Kos Katarina, Pavsic
Vrtac Katarina, Grandi¢ Marjana, Jakovac-Strajn Breda

Tipologija 1.12 Objavljeni povzetek znanstvenega prispevka na konferenci
2. |COBISS ID (8304249 Vir: COBISS.SI

Pojavnost rzenega rozicka (Claviceps purpurea (Fr.) Tul.) v Sloveniji na

Nasl SLo . v.
aslov vrstah iz druzine trav (Poaceae) v letu 2014

The incidence of ergot (Claviceps purpurea (Fr.) Tul.) in the species of the

ANG
grass family (Poaceae) in Slovenia 2014

Sklerociji rzenega rozicka vsebujejo strupene spojine, poznane kot ergot
alkaloidi. Ti alkaloidi so strupeni za ljudi in zivali. Namen nase raziskave je
bil ugotoviti razsirjenost rzenega rozicka na zitih in travah v Sloveniji. Leta
2014 smo na 37 razli¢nih lokacijah z zit in trav pobrali 116 vzorcev

Opis SLo |rzenega rozicka. Prisoten je bil na 22 samoniklih vrstah trav iz 15 rodov
(Elyrtigia, Agrostis, Alopecurus, Arrhenatherum, Brachypodium, Bromus,
Calamagrostis, Dactylis, Festuca, Holcus, Lolium,Molinia Phalaris, Phleum in
Sesleria). V vzorcih zrnja krmnih zit pa smo nasli rozicke tudi na rzi,
tritikali, pSenici in piri.

The ergot sclerotia contain poisonous compounds known as ergot-
alkaloids. These alkaloids are toxic to humans and animals. The aim of our
research was to assess the prevalence of ergot in cereals and grasses in
Slovenia. In year 2014, at 37 different locations, 116 samples of ergot
ANG | sclerotia were collected in cereals and grasses, Ergot was present in 22
wild species from 15 genera of grasses (Elyrtigia, Agrostis, Alopecurus,
Arrhenatherum, Brachypodium, Bromus, Calamagrostis, Dactylis, Festuca,
Holcus, Lolium,Molinia Phalaris, Phleum and Sesleria). In samples of feed
grain, we find ergot in rye, triticale, wheat and spelt.

Sifra B.03 Referat na mednarodni znanstveni konferenci

Drustvo za varstvo rastlin Slovenije = Plant Protection Society of Slovenia;
Zbornik predavanj in referatov 12. slovenskega posvetovanja o varstvu
Objavljeno v [rastlin z mednarodno udelezbo, Ptuj, 3.-4. marec 2015; 2015; Str. 206-
210; Avtorji / Authors: Celar Franci Aco, Eler Klemen, Jakovac-Strajn
Breda, Kos Katarina

Tipologija 1.08 Objavljeni znanstveni prispevek na konferenci

9.Drugi pomembni rezultati projektne skupine?

Konec leta 2017 so nam sprejeli v objavo originalni znantveni ¢lanek, ki Se ni zaveden v
COBISS.

Links between genetic groups, host specificity, and ergot-alkaloid profiles within Claviceps
purpurea (Fr.) Tul. on Slovenian grasses

Dr. Matevz Likar, Dr. Marjana Grandi¢, Dr. Breda Jakovac Strajn, Dr. Katarina Kos, and Prof.
Franci Celar

Plant Disease, Volume 0, Number ja

https://doi.org/10.1094/PDIS-08-17-1179-RE

The screening study explored the genetic relationships and ergot-alkaloid production of the
fungus C. purpurea on grasses, in order to determine any associations between grass host
specificity, ergot-alkaloid production, and geographic origin. Molecular analysis showed three
C. purpurea genetic groups, with some associations with specific grass host. As, these show
different ergot-alkaloid compositions, ergot-alkaloid composition in plant hosts can vary
significantly.

V studiji smo preverili povezavo med genetsko diverziteto glive C. purpurea in njeno
proizvodnjo ergot-alkaloidov. Nas namen je bil raziskati povezavo med rastlinskimi gostitelji,
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proizvodnjo ergot-alkaloidov in geografsko razsirjenostjo. Molekularne raziskave so
pokazale obstoj razlicnih genetskih skupin C. purpurea, ki so kazale dolo¢eno preferenco do
rastlinskih gostiteljev. Posamezne genetske skupine C. purpurea so se razlikovale tudi v
sestavi ergot-alkaloidov, kar posledi¢no pomeni, da lahko njhova sestava in koncentracijo
mocno variira med razlicnimi rastlinskimi gostitelji.

10.Pomen raziskovalnih rezultatov projektne skupineg

10.1. Pomen za razvoj znanosti2

SLO

Direktiva 2002/32/ES Evropskega parlamenta in Sveta z dne 7. maja 2002 o nezazelenih
snoveh v Zivalski krmi prepoveduje uporabo proizvodov, namenjenih za zivalsko krmo, pri
katerih vrednosti nezazelenih snovi presegajo mejne vrednosti iz Priloge I k navedeni
direktivi. Za krmo, ki vsebuje nezmleta Zita, je bila za sklerocij rzenega rozicka (Claviceps
purpurea) dolo¢ena mejna vrednost 1000 mg/kg.

V zadnjih letih je postalo jasno, da je fizicna dolocitev stopnje onesnazenosti zZita z rzenim
rozickom pogosto nenatancna, saj se velikost in teza posameznih sklerocijev lahko znatno
razlikujeta. Poleg tega je stopnjo onesnazenosti nemogoce dolociti v predelani krmi in hrani.
Zato je predlagano, da se poleg nadzora potencialno onesnazene krme in hrane s fizi¢nimi
metodami omogodi tudi nadzor s kemic¢nimi analizami, saj je na razpolago vec
kromatografskih metod za doloCanje alkaloidov rozickov v krmi in hrani. Z namenom boljSega
poznavanja razmerja med vsebnostjo sklerocija in ravnijo posameznega alkaloida rozi¢ka je
smiselno njuno socasno doloCevanje (EFSA, 2012).

Druga skupina toksinov, ki pridobiva na pomembnosti, so mikotoksini gliv iz rodu Alternaria.
EFSA je za to skupino mikotoksinov leta 2011 izdelala mnenje, v katerem navaja, da so
presnovki omenjenih gliv skodljivi za zivali in ljudi, vendar je premalo podatkov, da bi lahko
postavili varne meje.

Zaradi vsega navedenega smo v tem projektu najprej uvedli laboratorijsko kemijsko metodo
s tehniko LC MS/MS za dolocanje glavnih ergot alkaloidov (ergometrin, ergotamin, ergozin,
ergokristin, ergokriptin in ergokornin ter njihovi -inini) in toksinov, ki jih izlo¢ajo glive iz rodu
Alternaria (tenuazojska kislina, tentoksin, alternariol in alternariol monometil eter). Metodo
za dolocanje ergot alkaloidov smo tudi akreditirali.

V letih od 2014 do 2016 smo na vsebnost ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov preiskali
542 vzorcev.

ANG

Directive 2002/32/EC of the European Parliament and of the Council of 7 May 2002 on
undesirable substances in animal feed forbids the use of products intended for animal feed
in which the levels of undesirable substances exceed the limits laid down in Annex I to the
Directive. For feed containing unground cereals, a maximum content of rye ergot (Claviceps
purpurea) in feed was set at 1000 mg/kg.

In recent years, it become clear that the physical determination of the degree of infection of
grains is often imprecise, as the size and weight of individual sclerotia can vary significantly.
In addition, the level of infection cannot be determined in processed feed and food. It is
therefore proposed that in addition to the control of potentially contaminated feed and food
by physical methods, chemical analysis shall be used. However, several chromatographic
methods for determination of ergot alkaloids in feed and food are available. In order to
understand the relationship between the content of sclerotia and the level of ergot
alkaloids better, it is appropriate to determine both of them (EFSA, 2012).

Another important group of emerging mycotoxins are toxins produced by fungi of the genus
Alternaria. For this group of mycotoxins, the EFSA issued an opinion in 2011 stating that the
metabolites of these fungi are harmful to animals and humans, but there are not enough
data to set up safe limits.

For all these reasons, a chemical analytical method using LC-MS/MS for the determination of
the main ergot alkaloids (ergometrine, ergotamine, ergosine, ergocristine, ergocriptine and
ergocornine as well as their —inine epimers) and an LC-MS/MS method for the determination
of Alternaria toxins (tenuazonic acid, tentoxin, alternariol and alternariol monomethyl ether)
were introduced within the project. Further, the method for the determination of ergot
alkaloids got accredited.
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In the years 2014-2016, 542 samples were examined for ergot alkaloids and Alternaria
toxins.

10.2. Pomen za razvoj Slovenijel?

SLO
V projektu smo proucevali ergot alkaloide oziroma alkaloide rzenega rozicka in mikotoksine,
ki jih izlocajo glive iz rodu Alternaria. V Sloveniji nismo imeli podatkov o njihovi razsirjenosti.
V letih od 2014 do 2016 smo na vsebnost ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov preiskali
542 vzorcev. Analizirali smo vzorce zit (185 pSenica, 113 jeCmen, 89 tritikala, 31 rz, 18 pira in
15 oves), obroke za govedo (19) in njihove posamezne sestavine (70) ter obroke za prasice
(2). Vzorci Zit so bili odvzeti na odkupnih mestih slovenskih mesalnic in pri slovenskih
pridelovalcih zit.

S 37 razli¢nih lokacij po Sloveniji smo s samoniklih trav in Zit pobrali 113 vzorcev rzenega
rozicka.

Iz rezultatov nasega projekta se jasno vidi, da je bilo v letu 2014 najvec¢ mikotoksinov. Po
vremenskih podatkih je to leto v koli¢ini povprecnih padavin odstopalo od povprecja.
Padavin je bilo vsaj za desetino vec kot v dolgoletnem povprecju.

Preventivni ukrepi za zmanjSanje onesnazenja z alternarijskimi toksini so dobra kmetijska in
skladis¢na praksa, pri ergot alkaloidih pa se je potrebno zavedati tudi, da so okuzene
samonikle trave na robovih njiv pomemben vir okuzb. Pred cvetenjem Zzit jih je potrebno
pokositi oziroma odstraniti. Travnike in pasnike v okolici pridelovalnih povrsin je potrebno
pokositi oziroma popasti Se pred cvetenjem. Do zdaj pri nas ni obic¢ajna praksa, da bi Zita, ki
so namenjena krmi, po zetvi dodatno predistili v Cistilnikih. Vendar bi s tem ukrepom mocno
zmanjsali potencialno nevarnost, ki jo predstavljajo morebitni rzeni rozic¢ki v zrnju.

ANG
Within the project, ergot alkaloids and mycotoxins produced by fungi of the genus Alternaria
were studied. So far, there were no data on their prevalence in Slovenia.

In the years 2014-2016, 542 samples were examined for ergot alkaloids and Alternaria
toxins.

The samples of cereals (185 wheat, 113 barley, 89 triticale, 31 rye, 18 spelt and 15 oat
samples), rations for cattle (19) and their individual components (70), as well as rations for
pigs (2) were analysed. Cereal samples were taken at purchase points of Slovenian feed
plants and at cereal producing farms.

At 37 locations in Slovenia, 113 samples of rye ergot were collected from self-grown grass
species and cereals.

It is clear from the results of our project that in 2014 the mycotoxin occurrence rate was the
highest. According to weather data, the 2014 average precipitation amount departed from
the long-term average, i.e. it was at least for one tenth higher than the long-term average.
Preventive measures for reducing the contamination with Alternaria toxins are good
agricultural and storage practice, while with ergot alkaloids it should be also noted that the
infected grass at the edges of fields is an important source of infection. They must be cut or
removed before the flowering time of cereals. Also, meadows and pastures in the vicinity of
cultivated areas should be cut or got pastured before flowering time. Until now, after-
harvest cleaning of grains intended for feed was no common practice. However, this
measure would significantly reduce the potential danger posed by the presence of rye ergot
in grains.

11.Vpetost raziskovalnih rezultatov projektne skupine

11.1. Vpetost raziskave v domace okolje

Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?

1| v domacih znanstvenih krogih

> | pri domacih uporabnikih

Kdo (poleg sofinancerjev) Ze izraza interes po vasih spoznanjih oziroma rezultatih?11

Svetovalne sluzbe na terenu, rejci zivali, veterinarji. Podatki so zanimiva tudi za EFSA. |
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11.2. Vpetost raziskave v tuje okolje

Kje obstaja verjetnost, da bodo vasa znanstvena spoznanja delezna zaznavnega odziva?

1| v mednarodnih znanstvenih krogih

2 | pri mednarodnih uporabnikih

Navedite stevilo in obliko formalnega raziskovalnega sodelovanja s tujini raziskovalnimi

institucijami:12

V Casu trajanja projekta je bil v nasem laboratriju na uciteljski izmenjavi ERAZMUS kolega iz
Univerze v Tirani. Razvoj metode smo takoj prenesli v njegovo okolje in objavili ¢lanek o
pojavljanju ergot alkaloidov v Albaniji.

Kateri so rezultati tovrstnega sodelovanja:13

Skupni objavljeni ¢lanek.

12.0znacite, katerega od navedenih ciljev ste si zastavili pri projektu, katere konkretne

rezultate ste dosegli in v kakSni meri so dosezeni rezultati uporabljeni

Cilj
F.01 |Pridobitev novih prakti¢nih znanj, informacij in vescin
Zastavljen cilj DA pa NENE
Rezultat | Dosezen J|
Uporaba rezultatov |V celoti J|
F.02 |Pridobitev novih znanstvenih spoznanj
Zastavljen cilj DA pa NENE
Rezultat | Dosezen J|
Uporaba rezultatov |V celoti Jl
F.03 |Vecja usposobljenost raziskovalno-razvojnega osebja
Zastavljen cilj DA pa NENE
Rezultat | Dosezen J
Uporaba rezultatov |V celoti J|
F.04 [Dvig tehnoloske ravni
Zastavljen cilj DA pa NENE
Rezultat | Jl
Uporaba rezultatov | J|
F.05 |Sposobnost za zacetek novega tehnoloskega razvoja
Zastavljen cilj DA pa NENE
Rezultat | J|
Uporaba rezultatov | J|
F.06 |Razvoj novega izdelka
Zastavljen cilj DA pa NENE
Rezultat | J|

ARRS-CRP-ZP-2018/38
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Uporaba rezultatov || J|
F.07 |IzboljSanje obstojecega izdelka

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | J|

5|

Uporaba rezultatov

F.08 |Razvoj in izdelava prototipa

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | J

Uporaba rezultatov

B

F.09 [Razvoj novega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | Jl

B

Uporaba rezultatov

F.10 |Izboljsanje obstojecega tehnoloskega procesa oz. tehnologije

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov

E|

F.11 [Razvoj nove storitve

Zastavljen cilj DA pa NENE
Rezultat | Dosezen J|
Uporaba rezultatov |V celoti Jl

F.12 |IzboljSanje obstojece storitve

Zastavljen cilj DA pa NENE
Rezultat | DosezZen J
Uporaba rezultatov |V celoti J|

F.13 |Razvoj novih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih procesov

Zastavljen cilj DA pa NENE
Rezultat | Dosezen Jl
Uporaba rezultatov |V celoti J|
F.14 IzboljSanje obstojecih proizvodnih metod in instrumentov oz. proizvodnih
procesov
Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | Jl

Uporaba rezultatov

B

F.15 |Razvoj novega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | J|

E|

Uporaba rezultatov

ARRS-CRP-ZP-2018/38
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F.16 |IzboljSanje obstojecega informacijskega sistema/podatkovnih baz

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat |

B

Uporaba rezultatov |

E|

F.17 |Prenos obstojecih tehnologij, znanj, metod in postopkov v prakso

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | Dosezen

B

Uporaba rezultatov |V celoti

H|

Posredovanje novih znanj neposrednim uporabnikom (seminarji, forumi,

F.18 konference)
Zastavljen cilj DA pa NENE
Rezultat | Dosezen J|

Uporaba rezultatov |V celoti

H|

F.19 |Znanje, ki vodi k ustanovitvi novega podjetja ("spin off")

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat |

E|

Uporaba rezultatov

B

F.20 |Ustanovitev novega podjetja ("spin off")

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat |

5|

Uporaba rezultatov

B

F.21 |Razvoj novih zdravstvenih/diagnosti¢nih metod/postopkov

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | Dosezen

B

Uporaba rezultatov |V celoti

E|

F.22 |IzboljSanje obstojecih zdravstvenih/diagnosticnih metod/postopkov

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat |

B

Uporaba rezultatov

H|

F.23 |Razvoj novih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih resitev

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat |

E|

Uporaba rezultatov

B

F.24 resitev

Izboljsanje obstojecih sistemskih, normativnih, programskih in metodoloskih

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat |

E|

Uporaba rezultatov

B

F.25 |Razvoj novih organizacijskih in upravljavskih resitev

ARRS-CRP-ZP-2018/38
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Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | J|
F.26 [IzboljSanje obstojecih organizacijskih in upravljavskih resitev

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | J|
F.27 [Prispevek k ohranjanju/varovanje naravne in kulturne dediscine

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | Dosezen Jl

Uporaba rezultatov | Delno J
F.28 [Priprava/organizacija razstave

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | Jl
F.29 |Prispevek k razvoju nacionalne kulturne identitete

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | J|
F.30 |Strokovna ocena stanja

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | DosezZen J|

Uporaba rezultatov |V celoti J|
F.31 |Razvoj standardov

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | Jl

Uporaba rezultatov | J
F.32 |Mednarodni patent

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | Jl
F.33 |Patent v Sloveniji

Zastavljen cilj DA pa NENE

Rezultat | J|

Uporaba rezultatov | J|
F.34 |Svetovalna dejavnost

Zastavljen cilj DA pa NENE
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Rezultat | Dosezen

—

Uporaba rezultatov |De|no

B

F.35 |Drugo

Zastavljen cilj

DA pa NENE

Rezultat |

5|

Uporaba rezultatov

B

Komentar

13.0znadite potencialne vplive oziroma ucinke vasih rezultatov na navedena podrodja

Vpliv N_i Majh_en Sred_nji Vel_ik
vpliva | vpliv vpliv vpliv

G.01 Razvoj visokosolskega izobrazevanja
cot01. |Retval dodipomsies: BEERE
G.01.02. f;%zb"r‘;jigsgirfj’.goms"ega 1 2 3 4
G.01.03. [Drugo: 1 2 3 4
G.02 Gospodarski razvoj
.02.01 |Razitey ponudbe no HEEERE
G.02.02. |Siritev obstojecih trgov 1 2 3 4
G.02.03. |Znizanje stroskov proizvodnje 1 2 3 4
G.02.04. irrlr;argjijs:nje porabe materialov in 1 2 3 4
G.02.05. [Razsiritev podrocja dejavnosti 1 2 3 4
G.02.06. [Vecja konkurenc¢na sposobnost 1 2 3 4
G.02.07. |Vedji delez izvoza 1 2 3 4
G.02.08. [Povecanje dobicka 1 2 3 4
G.02.09. [Nova delovna mesta 1 2 3 4
G.02.10. zD;/IiJ%silzg:irl‘lazbene strukture 1 5 3 4
G.02.11. [Nov investicijski zagon 1 2 3 4
G.02.12. |Drugo: 1 2 3 4
G.03 Tehnoloski razvoj
G.03.01. '(Ij':?an\;)rllgilt(? razsSiritev/posodobitev 1 5 3 4
G.03.02. 'é'z?an\f)rl]zéslt(io prestrukturiranje 1 5 3 4
G.03.03. [Uvajanje novih tehnologij 1 2 3 4
G.03.04. [Drugo: 1 2 3 4
G.04 Druzbeni razvoj
G.04.01 |Dvig kvalitete zivljenja 1 2 3 4
G.04.02. |IzboljSanje vodenja in upravljanja 1 2 3 4
G.04.03. ;Zd?':l)iliéistr:'i\ii?ee Ii?wvfar:/jr?e uprave 1 2 & ¢
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G.04.04. [Razvoj socialnih dejavnosti 1 2 3 4
G.04.05. [Razvoj civilne druzbe 1 2 3 4
G.04.06. [Drugo: 1 2 3 4
Ohranjanje in razvoj nacionalne
G.05. naravne in kulturne dediscine in 1 2 3 4
identitete
G.06. Varov?nje okolja in trajnostni 1 5 3 4
razvoj
G.07 Razvoj druzbene infrastrukture
Informacijsko-komunikacijska
G.07.01. infrastruktura : : 5 i
G.07.02. [Prometna infrastruktura 1 2 3 4
G.07.03. [Energetska infrastruktura 1 2 3 4
G.07.04. (Drugo: 1 2 3 4
Varovanje zdravja in razvoj
G.08. zdravstvenega varstva . : E 2
G.09. Drugo: 1 2 3 4
Komentar

14.Naslov spletne strani za projekte, odobrene na podlagi javnih razpisov za sofinanciranje

C.

raziskovalnih projektov za leti 2015 in 201614

Projekt nima svoje spletne strani, ker je bil odobren leta 2014, trajal pa je do 2017.

IZJAVE

Podpisani izjavljam/o, da:
so vsi podatki, ki jih navajamo v porocilu, resnic¢ni in tocni;

se strinjamo z obdelavo podatkov v skladu z zakonodajo o varstvu osebnih podatkov za
potrebe ocenjevanja in obdelavo teh podatkov za evidence ARRS;

so vsi podatki v obrazcu v elektronski obliki identi¢ni podatkom v obrazcu v pisni obliki (v
primeru, da porocilo ne bo oddano z digitalnima podpisoma);

so z vsebino zaklju¢nega porocila seznanjeni in se strinjajo vsi soizvajalci projekta;

bomo sofinancerjem istoCasno z zaklju¢nim porocilom predlozili tudi elaborat na zgoscenki (CD),
ki ga bomo posredovali po posti, skladno z zahtevami sofinancerjev.

Podpisi:

zastopnik oz. pooblasc¢ena oseba
raziskovalne organizacije:

Univerza v Ljubljani, Veterinarska

fakulteta

Datum:

13.3.2018

Oznaka porocila: ARRS-CRP-ZP-2018/38

vodja raziskovalnega projekta:

Breda Jakovac Strajn
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1 NapisSite povzetek raziskovalnega projekta (najvec¢ 3.000 znakov v slovenskem in angleSkem jeziku). Nazaj

2 Navedite cilje iz prijave projekta in napisite, ali so bili cilji projekta dosezeni. Navedite klju¢ne ugotovitve,
znanstvena spoznanja, rezultate in ucinke raziskovalnega projekta in njihovo uporabo ter sodelovanje s tujimi
partnerji. Najvec¢ 12.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno dve strani, velikost pisave 11). Nazaj

3 Realizacija raziskovalne hipoteze. Najvec¢ 3.000 znakov vklju¢no s presledki (priblizno pol strani, velikost
pisave 11). Nazaj

4 Navedite morebitna bistvena odstopanja in spremembe od predvidenega programa dela raziskovalnega
projekta, zapisanega v prijavi raziskovalnega projekta. Navedite in utemeljite tudi spremembe sestave projektne
skupine v zadnjem letu izvajanja projekta (t. j. v letu 2016). . Ce sprememb ni bilo, navedite »Ni bilo spremeb«.
Najve 6.000 znakov vkljuéno s presledki (priblizno ena stran, velikosti pisave 11). Nazaj

5 Navedite dosezke na raziskovalnem podrocju (najvec deset), ki so nastali v okviru tega projekta.

Raziskovalni dosezek iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zakljuc¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite
COBISS kodo dosezka - sistem nato sam izpolni naslov objave, naziv, IF in srednjo vrednost revije, naziv FOS
podrocja ter podatek, ali je dosezek uvrsc¢en v A" ali A'. Nazaj

® Navedite doseke na podrocju gospodarstva, druzbenih in kulturnih dejavnosti (najvec pet), ki so nastali v
okviru tega projekta.

Dosezek iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) vpiSete tako, da izpolnite COBISS kodo
doseZka, sistem nato sam izpolni podatke, manjkajocCe rubrike o dosezku pa izpolnite.

Dosezek na podrocju gospodarstva, druzbenih in kulturnih dejavnosti je po svoji strukturi drugacen kot
znanstveni dosezek. Povzetek znanstvenega dosezka je praviloma povzetek bibliografske enote (¢lanka,
knjige), v kateri je dosezek objavljen.

Povzetek dosezka na podrolju gospodarstva, druzbenih in kulturnih dejavnosti praviloma ni povzetek
bibliografske enote, ki ta dosezek dokumentira, ker je dosezek sklop vec rezultatov raziskovanja, ki je lahko
dokumentiran v razli¢nih bibliografskih enotah. COBISS ID zato ni enoznacen izjemoma pa ga lahko tudi ni (npr.
prehod mlajsih sodelavcev v gospodarstvo na pomembnih raziskovalnih nalogah, ali ustanovitev podjetja kot
rezultat projekta ... - v obeh primerih ni COBISS ID). Nazaj

7 Navedite rezultate raziskovalnega projekta iz obdobja izvajanja projekta (do oddaje zaklju¢nega porocila) v
primeru, da katerega od rezultatov ni mogoce navesti v tockah 7 in 8 (npr. v sistemu COBISS rezultat ni
evidentiran). Najvec 2.000 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj

8 pomen raziskovalnih rezultatov za razvoj znanosti in za razvoj Slovenije bo objavljen na spletni strani:
http://sicris.izum.si/ za posamezen projekt, ki je predmet porocanja. Nazaj

9 Najvec 4.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj

10 Najvec 4.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj

11 Najvec 500 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj

12 Najvec 500 znakov, vklju¢no s presledki. Nazaj

13 Najvec 1.000 znakov, vkljuéno s presledki. Nazaj

14 Izvajalec mora za projekte, odobrene na podlagi Javnega razpisa za izbiro raziskovalnih projektov Ciljnega
raziskovalnega programa »CRP 2016« v letu 2016 in Javnega razpisa za izbiro raziskovalnih projektov Ciljnega
raziskovalnega programa »Zagotovimo.si hrano za jutri« v letu 2016, na spletnem mestu svoje RO odpreti
posebno spletno stran, ki je namenjena projektu. Obvezne vsebine spletne strani so: vsebinski opis projekta z
osnovnimi podatki glede financiranja, sestava projektne skupine s povezavami na SICRIS, faze projekta in

njihova realizacija, bibliografske reference, ki izhajajo neposredno iz izvajanja projekta ter logotip ARRS in drugih
sofinancerjev. Spletna stran mora ostati aktivna Se 5 let po zakljucku projekta. Nazaj

Obrazec: ARRS-CRP-ZP/2018 v1.00
1B-7B-07-7C-34-C8-75-61-B5-F3-24-49-95-81-62-93-64-3D-37-41
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POJAVLJANJE NOVIH TOKSICNIH SUBSTANC V SLOVENSKI KRMI

EMERGING TOXIC SUBSTANCES IN THE SLOVENIAN FEED

Porodilo pripravili: 1*Breda Jakovac Strajn, 'Gabrijela Tavéar Kalcher, Marjana Grandic,
2Franci Aco Celar, ?Katarina Kos, 2Matevz Likar, *Matjaz Cervek

YWUniverza v Ljubljani, Veterinarska fakulteta, Gerbiceva 60, 1000 Ljubljana; *Univerza v Ljubljani,
Biotehniska fakulteta, Jamnikarjeva ulica 101, 1000 Ljubljana; 3Emona RCP, Kavéiceva ulica 72,
1000 Ljubljana.

*Qdgovorna oseba: Breda.JakovacStrajn@vf.uni-Ij.si

Povzetek

V projektu smo proucevali ergot alkaloide oziroma alkaloide rzenega rozicka in mikotoksine,
ki jih izlocajo glive iz rodu Alternaria. VV Sloveniji nismo imeli podatkov o njihovi
razs§irjenosti.

Ergot alkaloide izlo¢ajo razli¢ne vrste gliv, ki pripadajo redovoma Hypocreales in Eurotiales.
Iz redu Hypocreales so poznane vrste glive rodu Claviceps, med njimi pa je v Evropi najbolj
razsirjena gliva Claviceps purpurea ali rzeni rozi¢ek. Gliva najraje okuzuje rz, sicer pa tudi
druge gospodarsko pomembne vrste iz druzine trav (Poaceae), npr. tritikalo, pSenico, jeCmen
in bolj poredko oves ter Stevilne samonikle in sejane trave. Za okuzbo so bolj dovzetne
tujeprasne vrste in tiste, ki cvetijo bolj odprto in daljsi Cas.

Izraz rozi¢ek se nanaSa na glivno strukturo vrste Claviceps, Ki se razvije namesto zrn na
zitnem klasu/latu ali semen trav in je videti kot velik temno obarvani sklerocij. Navedeni
sklerocij vsebuje razli¢ne razrede alkaloidov, med katerimi so najpomembnejsi ergometrin,
ergotamin, ergozin, ergokristin, ergokriptin in ergokornin ter njihovi -inini. Ceprav so
epimerne oblike (-inini) bioloSko inaktivne, pa se lahko pod razlicnimi pogoji spremenijo v
aktivne oblike. Opisanih je ve¢ kot 50 razli¢nih ergot alkaloidov, vendar se pri kemijskih
analizah ve¢inoma osredoto¢amo na prej omenjene. Koli¢ina in vzorec toksina se razlikujeta
glede na vrsto glive, poleg tega pa sta odvisna tudi od rastline gostiteljice in geografske regije.
Zato je pri pridobivanju podatkov izredno pomembno, da povezemo prisotnost alkaloidov
rozicka s koli¢ino prisotnega sklerocija (EFSA, 2012). Veljavna zakonodaja za krmo se
nanasa samo na vsebnost sklerocija.

Direktiva 2002/32/ES Evropskega parlamenta in Sveta z dne 7. maja 2002 o nezazelenih
snoveh v zivalski krmi prepoveduje uporabo proizvodov, namenjenih za Zivalsko krmo, pri
katerih vrednosti nezaZelenih snovi presegajo mejne vrednosti iz Priloge I k navedeni
direktivi. Za krmo, ki vsebuje nezmleta zita, je bila za sklerocij rZzenega rozicka (Claviceps
purpurea) dolo¢ena mejna vrednost 1000 mg/kg.

V zadnjih letih je postalo jasno, da je fizi¢na dolocitev stopnje onesnazenosti Zita z rzenim
rozickom pogosto nenatanc¢na, saj se velikost in teza posameznih sklerocijev lahko znatno
razlikujeta. Poleg tega je stopnjo onesnazenosti nemogoce doloditi v predelani krmi in hrani.
Zato je predlagano, da se poleg nadzora potencialno onesnazene krme in hrane s fizi¢nimi
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metodami omogo¢i tudi nadzor s kemicnimi analizami, saj je na razpolago vec
kromatografskih metod za dolocanje alkaloidov rozi¢kov v krmi in hrani. Z namenom
boljSega poznavanja razmerja med vsebnostjo sklerocija in ravnijo posameznega alkaloida
rozicka je smiselno njuno socasno dolocevanje (EFSA, 2012).

Druga skupina toksinov, ki pridobiva na pomembnosti, so mikotoksini gliv iz rodu Alternaria.
EFSA je za to skupino mikotoksinov leta 2011 izdelala mnenje, v katerem navaja, da so
presnovki omenjenih gliv skodljivi za zivali in ljudi, vendar je premalo podatkov, da bi lahko
postavili varne meje.

Glive tega rodu so glavni kontaminanti pSenice, je¢mena in sirka (Deshpande, 2002), ¢eprav
jih najdemo tudi na drugih Zzitih in koruzi. Razen na zitih najdemo Alternaria vrste tudi na
semenih oljnic (son¢nica, oljna repica), paradizniku, jabolkih, oljkah in Stevilnih drugih vrstah
sadja in zelenjave. Glive so sposobne rasti tudi pri nizkih temperaturah, zato lahko povzrocajo
kvarjenje pridelkov tudi med prevozom in skladis¢enjem.

Vrste Alternaria spp. tvorijo ve¢ kot 70 sekundarnih metabolitov, ki so toksi¢ni za rastline,
vendar je le majhen deleZ le teh strupen tudi za ljudi in zivali. Gliva Alternaria alternata je
najbolj pogosta vrsta, ki jo najdemo na skladis¢enem sadju, zelenjavi in Zitnem zrnju ter je
hkrati najpomembnejsa tvorka mikotoksinov. Nekateri gostiteljsko nespecifi¢ni toksini, kot so
alternariol, alternariol monometil eter, tenuazojska Kislina in altertoksini so omenjeni kot
povzrocitelji Skodljivih uéinkov pri sesalcih (Barkai-Golan, 2008). Za nekatere gostiteljsko
specifi¢ne toksine, kot so AAL-toksini, ki imajo odloc¢ilno vlogo pri povzroc¢anju rastlinskih
bolezni, toksi¢nost za Zivali Se ni popolnoma raziskana. Tvorba toksinov pri Alternaria vrstah
je odvisna od seva, rastnega substrata in okoljskih dejavnikov (Barkai-Golan, 2008).
Ugotovljeno je bilo, da vrste Alternaria lahko tvorijo toksine na naravnih in umetnih
substratih, ¢e je vsebnost vode v njih nad 25-30 %, za rast micelija pa je optimalen pH med 4
in 6,6, medtem ko je celotni razpon pH od 2,7 do 8.

V Sloveniji smo v zadnjih petih letih v intenzivnih rejah govejih pitancev opazali klini¢na
znamenja, ki jih do sedaj nismo poznali: gangrene repov, gangrene skrotuma, razpokane in
odlomljene rogove, Sepanje in v kon¢ni fazi, kljub zdravljenju, pogin Zivali. V taksnih rejah
smo izlo¢ili moZnost kuznih povzrociteljev bolezni ter dejavnikov okolja in se na koncu
osredotocili na prehrano. Opisane spremembe bi lahko povzrocali mikotoksini oziroma
alkaloidi saprofitskih in endofitskih gliv, ki jih do sedaj v Sloveniji Se nismo dolocali.

Zaradi vsega navedenega smo Vv tem projektu najprej uvedli laboratorijsko kemijsko metodo s
tehniko LC MS/MS za dolocanje glavnih ergot alkaloidov (ergometrin, ergotamin, ergozin,
ergokristin, ergokriptin in ergokornin ter njihovi -inini) in toksinov, Ki jih izlocajo glive iz
rodu Alternaria (tenuazojska kislina, tentoksin, alternariol in alternariol monometil eter).
Metodo za dolocanje ergot alkaloidov smo tudi akreditirali.

V letih od 2014 do 2016 smo na vsebnost ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov preiskali
542 vzorcev.



Analizirali smo vzorce zit (185 pSenica, 113 je¢men, 89 tritikala, 31 rz, 18 pira in 15 oves),
obroke za govedo (19) in njihove posamezne sestavine (70) ter obroke za prasice (2). Vzorci
zit so bili odvzeti na odkupnih mestih slovenskih mesalnic in pri slovenskih pridelovalcih Zit.

S 37 razli¢nih lokacij po Sloveniji smo s samoniklih trav in Zzit pobrali 113 vzorcev rZzenega
rozicka. Ker je bilo nekaterih sklerocijev premalo ali pa so bili tako majhni, da jih ni bilo
dovolj za analizo, smo vsega skupaj lahko pripravili za kon¢no analizo na ergot alkaloide 48
vzorcev sklerocijev.

Najve¢ pozitivnih vzorcev na ergot alkaloide je bilo v letu 2014 (47 %), najmanj pa leta 2016
(9 %). V vseh treh letih je bilo 27 % pozitivnih vzorcev zit. V vzorcih smo dokazali vseh 12
ergot alkaloidov. Pojavljali so se v 9 do 19 % vzorcev. Najve¢ vzorcev (19 %) je vsebovalo
ergozinin (0,001-16,194 mg/kg), ergozin (17%; 0,001-0,625) in ergokristinin (17%; 0,01—
0,856 mg/kg).

Leta 2014 je najve¢ vzorcev vsebovalo ergozinin (0,001-16,194 mg/kg) in ergokristinin
(0,001-10 mg/kg), v letu 2015 ergometrin (0,001-0,197 mg/kg) in ergozin (0,03-0,137
mg/kg) ter v letu 2016 ergokristin (0,011-0,187 mg/kg), ergokristinin (0,011-0,140 mg/kg),
ergozin (0,015-0,590 mg/kg), ergozinin (0,012-0,950 mg/kg) in ergometrin (0,010-0,432
mg/kg). Stevilo vzorcev posameznih vrst Zit je bilo v vseh treh letih priblizno enako, zato
lahko zaklju¢imo, da se v nasi zitih najpogosteje pojavljajo ergometrin, ergokristin, ergozin in
ergozinin. Glede na dolocene koncentracije pa smo ugotovili, da je v zitih najve¢ ergozinina,
ergokristina in ergokristinina.

Na vsebnost alternarijskih toksinov smo preiskali vseh 527 vzorcev. 147 vzorcev oziroma 27
% je vsebovalo enega ali ve¢ alternarijskih toksinov. Najve¢ pozitivnih vzorcev je bilo leta
2014 (35 %) in najmanj leta 2016 (20 %). Koncentracije celokupnih alternarijskih toksinov so
bile od 0,015-3,205 mg/kg. V vseh letih so bili z alternarijskimi toksini najbolj kontaminirani
vzorci pire in ovsa, ki so vsebovali najve¢ alternariola in tenuazojske kisline. Najmanj so bili
z alternarijskimi toksini kontaminirani vzorci pSenice.

Za vse vzorce zit, pri katerth smo ugotovili prisotnost alternarijskih mikotoksinov, smo
naredili tudi fitopatolosko analizo za prisotnost gliv Alternaria spp. na zrnju in to izrazili v
odstotkih. Ugotovili smo, da ne obstaja povezava (korelacija) med stopnjo okuzenosti zrnja in
vsebnostjo alternarijskih mikotoksinov. Pri enaki okuzenosti zrnja je lahko vsebnost
mikotoksinov zelo razli¢na oziroma pri razliéni okuZenosti enaka. To velja tako za posamezna
zita kot za vsa Zita skupaj.

Vzorce, v katerih smo potrdili ergot alkoloide smo preiskali na vsebnost sklerocijev. Po
vizualnem pregledu vzorcev smo ugotovili, da vecina rozi¢kov (razen pri rZi) ne izvira iz
okuzenega Zita, temvec od okuzenih samoniklih trav, ki rastejo kot plevel med zitom. 1z tega
sledi, da bomo morali v prihodnje ve¢ pozornosti posvetiti izboljSanju metod za ucinkovito
¢iSCenje zitnega zrnja po zetvi, tudi tistega namenjenega krmi za zivali, kar pa do sedaj ni bila
ustaljena praksa.

Sklerocije smo nasli le pri 41,7 % vzorcev, ki so vsebovali ergot alkaloide. Rezultat
pripisujemo nehomogenosti vzor¢enja in priprave vzorca ter ugotovitvi, da so sklerociji



ve¢inoma (razen pri rzi) pripadali plevelnim travam. Povpre¢na masa sklerocijev v
onesnazenih vzorcih je bila 0,25 g/kg in ni presegala dovoljene mejne vrednosti 1g/kg.

Na kmetijah, kjer so imeli tezave z gangrenami repov, smo vzorc¢ili obroke in posamicna
krmila. Pregledali smo 8 kmetij in skupno odvzeli 17 obrokov. Skupaj s posameznimi
sestavinami za obroke je bilo vseh vzorcev 85. Ergot alkaloide sta vsebovala 2 obroka s
povpreéno koncentracijo 0,03 mg/kg. Vsebnost ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov se
je razlikovala po letih in sicer je bilo najve¢ toksinov leta 2014, v katerem je bilo tudi najvec
padavin. Ugotovljene koncentracije so premajhne, da bi povzrocale tak$ne klini¢ne znake,
poleg tega pa naslednje leto kljub klinicnim znakom ergot alkaloidov nismo ve¢ nasli.
Verjetno so ergot alkaloidi eden od dejavnikov, ki samo pripomorejo k pojavljanju klini¢nih
znakov, glede na to, da smo pri rejcih, kjer imajo te tezave, potrdili prisotnost sklerocijev na
travnikih.

Pri molekularni identifikaciji predstavnikov rodu Alternaria smo uspe$no pomnozili in
sekvencirali 34 vzorcev, ki so bili izolirani iz tritikale, rzi, pire, ovsa, jeCmena in pSenice.
Genetska raznolikost je bila sorazmerno nizka, saj je vecina izolatov kazala veliko podobnost
med seboj in z vrstama Alternaria alternata in Alternaria tenuissima. Na podlagi dobljenih
rezultatov nismo opravljali nadaljnjih raziskav.

Molekularne analize sklerocijev iz samoniklih in gojenih vrst trav iz osmih razli¢nih regij v
Sloveniji so pokazale porazdelitev v tri genetske skupine z nekaj preferencami za specifiéne
taksonomske skupine gostitelja. Na podlagi rezultatov se zdi, da C. purpurea kaze nizko
preferenco do vrstno specifi¢nega gostitelja.

Pri razli¢nih genetskih skupinah smo ugotovili tudi nekaj razlik v sestavi ergot alkaloidov.
Razlicne genetske skupine kazejo dolocene preference za individualne gostiteljeve
taksonomske tribuse (plemena), kar se kaze tudi v tem, da so doloceni ergot alkaloidi bolj
znacilni za doloCene skupine trav.

Iz rezultatov naSega projekta se jasno vidi, da je bilo v letu 2014 najve¢ mikotoksinov. Po
vremenskih podatkih je to leto v koli€ini povpre¢nih padavin odstopalo od povprecja. Padavin
je bilo vsaj za desetino vec¢ kot v dolgoletnem povprecju.

Preventivni ukrepi za zmanj$anje onesnazenja z alternarijskimi toksini so dobra kmetijska in
skladis¢na praksa, pri ergot alkaloidih pa se je potrebno zavedati tudi, da so okuzene
samonikle trave na robovih njiv pomemben vir okuzb. Pred cvetenjem zit jih je potrebno
pokositi oziroma odstraniti. Travnike in pasnike v okolici pridelovalnih povr$in je potrebno
pokositi oziroma popasti Se pred cvetenjem. Do zdaj pri nas ni obicajna praksa, da bi zita, ki
so namenjena krmi, po Zetvi dodatno precistili v Cistilnikih. Vendar bi s tem ukrepom mo¢no
zmanjSali potencialno nevarnost, ki jo predstavljajo morebitni rZeni rozicki v zrnju.

Abstract

Within the project, ergot alkaloids and mycotoxins produced by fungi of the genus Alternaria
were studied. So far, there were no data on their prevalence in Slovenia.



Ergot alkaloids are produced by various types of fungi belonging to the genera Hypocreales
and Eurotiales. From the genus Hypocreales, Claviceps are known types of fungi. Among
them, fungus Claviceps purpurea is most widespread in Europe. It infects preferably ryea, but
also other economically important species of grass family (Poaceae), e.g. triticale, wheat,
barley and oat as well as many self-grown and cultivated grass species can be affected. Open
pollinated species are more susceptible to infection because they flower more openly and
longer.

The term ergot refers to fungal structures from Claviceps species developing instead of
kernels on grain ears or seeds on grass heads, being visible as large dark coloured sclerotia.
Sclerotia contain different classes of alkaloids, the most prominent being ergometrine,
ergotamine, ergosine, ergocristine, ergocryptine and ergocornine as well as their related -
inines. Although the epimeric forms (-inines) are biologically inactive, they can, under
different conditions, be converted into active forms. More than 50 different ergot alkaloids
have been described, but chemical analysis mostly focuses on those mentioned above. The
amount and toxin pattern vary between fungal strains, depending on the host plant and the
geographical region. Therefore, it is of the utmost importance to connect the presence of ergot
alkaloids with the amount of sclerotia present (EFSA, 2012). Concerning feed, the legislation
applies only to the content of sclerotia.

Directive 2002/32/EC of the European Parliament and of the Council of 7 May 2002 on
undesirable substances in animal feed forbids the use of products intended for animal feed in
which the levels of undesirable substances exceed the limits laid down in Annex | to the
Directive. For feed containing unground cereals, a maximum content of rye ergot (Claviceps
purpurea) in feed was set at 1000 mg/kg.

In recent years, it become clear that the physical determination of the degree of infection of
grains is often imprecise, as the size and weight of individual sclerotia can vary significantly.
In addition, the level of infection cannot be determined in processed feed and food. It is
therefore proposed that in addition to the control of potentially contaminated feed and food by
physical methods, chemical analysis shall be used. However, several chromatographic
methods for determination of ergot alkaloids in feed and food are available. In order to
understand the relationship between the content of sclerotia and the level of ergot alkaloids
better, it is appropriate to determine both of them (EFSA, 2012).

Another important group of emerging mycotoxins are toxins produced by fungi of the genus
Alternaria. For this group of mycotoxins, the EFSA issued an opinion in 2011 stating that the
metabolites of these fungi are harmful to animals and humans, but there are not enough data
to set up safe limits.

The fungi of this genus are the main contaminants of wheat, barley and sorghum (Deshpande,
2002), although they are also found on other cereals and maize. Apart from cereals,
Alternaria species are also found on oil seeds (sunflower, rape), tomatoes, apples, olives and
many other types of fruits and vegetables. Fungi are able to grow also at low temperatures, so
they can spoil crops also during transport and storage.



Alternaria spp. produce more than 70 secondary metabolites that are toxic to plants, but only
a small part of them are also toxic for humans and animals. Alternaria alternata is the most
common and the most important mycotoxin producing species found on stored fruits,
vegetables and cereals. Some host non-specific toxins, such as alternariol, alternariol
monomethyl ether, tenuazonic acid, and altertoxins are mentioned to have adverse effects in
mammals (Barkai-Golan, 2008). For some host-specific toxins, such as AAL-toxins, which
play a decisive role in the production of plant diseases, the animal toxicity has not yet been
fully explored. The formation of Alternaria toxins depends on strain, growth medium and
environmental factors (Barkai-Golan, 2008). It has been found out that Alternaria species can
form toxins on natural and artificial substrates if their water content is above 25-30%; the
optimum pH for the mycelium growth is between 4 and 6.6 and the total pH range is from 2.7
to 8.

In the last five years, in intensively farmed fattening cattle in Slovenia, clinical signs have
been observed, which were not known before: tail tip necrosis, scrotal necrosis, cracked and
chipped horns, limping and ultimate death in spite of a treatment. In such breeding, a
possibility of presence of infectious pathogens and environmental factors was eliminated and
the attention was focused on the nutrition. The described changes could be caused by
mycotoxins as well as alkaloids of saprophytic and endophytic fungi that have not been
determined in Slovenia until now.

For all these reasons, a chemical analytical method using LC-MS/MS for the determination of
the main ergot alkaloids (ergometrine, ergotamine, ergosine, ergocristine, ergocriptine and
ergocornine as well as their —inine epimers) and an LC-MS/MS method for the determination
of Alternaria toxins (tenuazonic acid, tentoxin, alternariol and alternariol monomethyl ether)
were introduced within the project. Further, the method for the determination of ergot
alkaloids got accredited.

In the years 2014-2016, 542 samples were examined for ergot alkaloids and Alternaria
toxins.

The samples of cereals (185 wheat, 113 barley, 89 triticale, 31 rye, 18 spelt and 15 oat
samples), rations for cattle (19) and their individual components (70), as well as rations for
pigs (2) were analysed. Cereal samples were taken at purchase points of Slovenian feed plants
and at cereal producing farms.

At 37 locations in Slovenia, 113 samples of rye ergot were collected from self-grown grass
species and cereals. Since the quantity of some sclerotia was not enough or sclerotia were too
small for analysis, altogether 48 samples of sclerotia were prepared for the determination of
ergot alkaloids in them.

Samples were most frequently contaminated with ergot alkaloids in 2014 (47%) and least
frequently in 2016 (9%). Altogether, in three years, 27% of cereal samples were positive. All
12 ergot alkaloids were found in the samples. Singular ergot alkaloids appeared in 9-19 % of
samples. Most of the samples (19%) contained ergosinine (0.001-16.194 mg/kg), ergosine
(17%; 0.001-0.625) and ergocristinine (17%; 0.01-0.856 mg/kQ).



In 2014, most samples contained ergosinine (0.001-16.194 mg/kg) and ergocristinine (0.001-
10 mg/kg), in the year 2015 ergometrine (0.001-0.197 mg/kg) and ergosine (0.03-0.137
mg/kg), and in the year 2016 ergocristine (0.011-0.187 mg / kg), ergocristinine (0.011-0.140
mg/kg), ergosine (0.015-0.590 mg/kg), ergosinine (0.012-0.950 mg/kg) and ergometrine
(0.010-0.432 mg/kg). The number of samples of individual types of cereals was similar in all
three years, so it can be concluded that ergometrine, ergocristine, ergosine and ergosinine are
most frequently found in our cereals. Regarding the concentrations, the order was ergosinine,
ergocristine and ergocristinine.

All 527 samples were examined for the content of Alternaria toxins. | total, 147 samples
(27%) contained one or more Alternaria toxins. Most positive samples were found in 2014
(35%) and least in 2016 (20%). The concentrations of total Alternaria toxins were 0.015-
3.205 mg/kg. In all three years, most contaminated were spelt and oat. Most frequently they
contained alternariol and tenuazonic acid. Least contaminated were wheat samples.

In samples of cereals where Alternaria toxins were detected, also phytopathological analysis
on the presence of Alternaria spp. on the grains was carried out and the results were
expressed in percentage. No correlation between grain contamination rates and the content of
Alternaria toxins was observed. In the case of the same grain infection, the content of
mycotoxins may be very different or with different infection the content of mycotoxins may
be similar. This applies both to individual cereals and to all cereals together.

The samples in which ergot alkaloids were detected were examined for the sclerotium
content. After a visual inspection of the samples, it was concluded that most of sclerotia
(except in rye) do not originate from infected grains, but from infected self-grown grasses that
grow as weed among cereals. It means that in the future, more attention has to be paid to
effective cleaning of grains after harvest, including those intended for animal feed which was
not usual so far.

Sclerotia were found in only 41.7% of the samples containing ergot alkaloids. The result is
attributed to the inhomogeneity of sampling and the preparation of the sample and to the fact
that sclerotia belonged mainly to weeds (except in rye). The average content of sclerotia in
contaminated samples was 0.25 g/kg and did not exceed the permitted maximum content of 1

a/kg.

On the farms where problems with tail tip necrosis appeared, meals and feed materials were
sampled. Altogether, eight farms were examined and 17 meals were collected. Together with
meal ingredients, in total 85 samples were inspected. Ergot alkaloids were present in two
meals; the average concentration was 0.03 mg/kg. The content of ergot alkaloids and
Alternaria toxins differed with years, with the highest occurrence rate in 2014, when most
precipitation was present. However, the determined concentrations are too low to produce
such clinical signs. Further, in the following year, in contrast to the persisting clinical signs no
ergot alkaloids were detected. It is likely that ergot alkaloids are only one of the factors that
contribute to the emergence of clinical signs, since sclerotia were found in the meadows of
farms where the described problems occurred.



Within the molecular identification of the representatives of the genus Alternaria, 34 samples
isolated from triticale, rye, spelt, oat, barley and wheat were amplified and sequenced.
Genetic diversity was relatively low, as most isolates showed a high degree of similarity
among themselves and towards Alternaria alternata and Alternaria tenuissima. Based on the
obtained results, no further research was carried out.

Molecular analysis of sclerotia from self-grown and cultivated grass species from eight
different regions of Slovenia showed a distribution in three genetic groups with some
preferences for specific taxonomic groups of a host. On the basis of the results, C. purpurea
appears to show a low preference to a species-specific host.

With different genetic groups, differences in the ergot alkaloid patterns were found. Different
genetic groups show certain preferences for individual host taxonomic tribes, which is also
reflected in the fact that certain ergot alkaloids are more characteristic for certain groups of
grasses.

It is clear from the results of our project that in 2014 the mycotoxin occurrence rate was the
highest. According to weather data, the 2014 average precipitation amount departed from the
long-term average, i.e. it was at least for one tenth higher than the long-term average.

Preventive measures for reducing the contamination with Alternaria toxins are good
agricultural and storage practice, while with ergot alkaloids it should be also noted that the
infected grass at the edges of fields is an important source of infection. They must be cut or
removed before the flowering time of cereals. Also, meadows and pastures in the vicinity of
cultivated areas should be cut or got pastured before flowering time. Until now, after-harvest
cleaning of grains intended for feed was no common practice. However, this measure would
significantly reduce the potential danger posed by the presence of rye ergot in grains.



1 OPIS PROBLEMA IN CILJEV

V Sloveniji nismo imeli podatkov o razsirjenosti in vsebnosti ergot alkaloidov v krmi, prav
tako nismo imeli laboratorijskih metod za njihovo dolocanje. Za toksine, ki jih izlo¢ajo glive
Alternaria spp., imamo nekaj podatkov o vsebnosti tenuazojske kisline v silazi.

1.1 Ergot alkaloidi

Ergot alkaloide v glavnem izlo¢ajo glive iz rodov Claviceps in Neotyphodium. V Evropi je
gliva Claviceps purpurea ali rzeni roZi¢ek najbolj razsirjena vrsta iz rodu Claviceps. Poznano
je, da lahko okuzi ve¢ kot 400 razlicnih rastlinskih vrst, med katerimi so nekatere
gospodarsko zelo pomembne: rZ, pSenica, tritikala, jemen, proso in oves. Gliva Claviceps
purpurea okuzuje preko 200 vrst trav. Med najpomembnejse rodove gostiteljskih samoniklih
trav na njivah in robovih njiv sodijo ljulke (Lolium), pirnice (Agropyron), stoklase (Bromus),
bilnice (Festuca) in ovsike (Avenochloa). Na sen¢nih in mokrih travnatih povrSinah so
najpogostejsi rodovi samoniklih trav, ki gostijo rozicke, trsti (Phragmites), stozke (Molinia),
SaSulice (Calamagrostis) in medene trave (Holcus). V obeh habitatih pa so pomembni
pahovke (Arrhenotherum), pasje trave (Dactylis) in macji repi (Phleum). Ostali gostiteljski
rodovi so $e Danthonia, Glyceria, Brachypodium, Elymus in Milium. Zanimivo pa je, da je
rozi¢ek pogosto prisoten tudi na morskem metli¢ju (Spartina maritima), ki je izrazit halofit in
raste predvsem na solinah (Bové, 1970; Taber, 1985; Haarman et al., 2009).

Ergot alkaloide lahko izlo¢a tudi vrsta Claviceps paspali, ki pa je v Evropi redka. Prav tako
lahko ergot alkaloide izlocajo endofitske glive rodu Neotyphodium spp., ki okuzujejo trave
rodu Festuca. Zastrupitve so opisane v ZDA, Avstraliji in Novi Zelandiji. V Juzni Ameriki je
ve¢ kot 90 % pasnikov okuzenih z glivo Neotyphodium coenophialum. V Evropi so pasniki v
glavnem sejani, pri ¢emer se uporablja seme, ki ne vsebuje endofitov, zato je izpostavljenost

zivali tem vrstam toksinov redka in v Evropi nima posebnega pomena (Hopkins in sod.,
2010).

Ergot alkaloidi so triptofanski alkaloidi in njihovi u¢inki so poznani Ze zelo dolgo ¢asa. V
srednjem veku je uzivanje Zit, ki so vsebovala ergot alkaloide povzocalo epidemije, ki so jih
imenovali »ogenj Sv. Antona« oziroma Zitna bozjast. Razumevanje ucinkov in
izpopolnjevanje kmetijske prakse in tehnologij mletja (sejanje, sortiranje) je v zadnjem
obdobju preprecilo pojavljanje izbruhov ergotizma. Poleg poznanih Skodljivih u¢inkov pa
imajo ergot alkaloidi vrsto zaZelenih farmakoloskih u¢inkov, ki jih v medicini uporabljamo Ze
stotine let. Ergot alkaloide in njihove derivate uporabljamo oziroma testiramo za inhibicijo
prolaktina, zdravljene Parkinsonove bolezni, cerebrovaskularne insuficience, venske
insuficience, tromboze, embolije ter za stimulacijo cerebralnega in perifernega metabolizma.
Prav tako jih raziskujejo in uporabljajo pri migrenah in za stimulacijo maternice (EFSA,
2012).



Gospodarsko pomembne Zzivali in domaci ljubljencki so ergot alkaloidom lahko izpostavljeni
zaradi sestave obroka, v katerega redno vkljuCujemo zita in stranske proizvode iz njih. Tu
mislimo predvsem na rz, sirek, proso in njihove stranske proizvode. V EU omenjenih Zit ne
uporabljamo pogosto, Ceprav jih gojimo in uporabljamo predvsem v ekstenzivnih pogojih
reje. Na taksnih podrocjih je nevarnost okuzbe z voluminozno krmo, ker se okuzba prenasa iz
Zit na trave in obratno. Kontaminirana voluminozna krma predstavlja potencialno nevarnost
za zivali v tistih podrocjih, kjer podnebne razmere omogocajo razvoj sklerocijev. Pomembno
je, da je tudi EU v svojem Priporocilu z dne 15.3.2012 o spremljanju prisotnosti alkaloidov
rozi¢ka v krmi in hrani (2012/154/EU) pozvala ¢lanice, da naj z dejavno vkljucitvijo nosilcev
krmne in zivilske dejavnosti spremljajo prisotnost alkaloidov rozic¢ka v zitih in zitnih izdelkih,
ki so namenjeni za prehrano ljudi ali Zivalsko krmo, na pasnih/krmnih travah za Zivalsko
krmo ter v (nepredelanih) krmnih mesanicah in hrani.

Ergot alkaloidi se resorbirajo v prebavnem traktu in se s pomo¢jo citokromov, predvsem
P450 3A4 v jetrih oksidativno biotransformirajo. Nekateri ergot alkaloidi (npr. ergometrin) se
lahko kasneje konjugirajo z glukoronsko kislino. Do danes najpomembnejsi opisan ucinek
ergot alkaloidov je vazokonstrikcija. Potrdili so jo s poskusom na podganah, 13 tednov
hranjenih z obrokom, ki je vseboval ergotamin in objavili akuten referen¢ni odmerek 1 pg/kg
telesne mase (t.m.) dnevno. Se sprejemljiv dnevni odmerek je 0,6 pg/kg t.m. dnevno.
Ugotovljena BMDL1o (Benchmark dose lower confidence limits) je bila v omenjenem
poskusu na podganah 0,33 mg/kg t. m. dnevno in je povzrocila atrofijo miSic na repu podgan.

Tudi pri govedu so kot klini¢ni znak zastrupitve z ergot alkaloidi opisani vazokonstrikcija in
gangrene, pri konjih pa nevrotoksi¢nost in podaljSan ¢as poroda. Pri svinjah so opazili
manjS$o mle¢nost (EFSA, 2012).

Naslednje pomembno vpraSanje je, ali se ergot alkaloidi akumulirajo v tkivih in zaradi tega
pojavljajo v Zivilih zivalskega izvora. Omejeni in nepopolni podatki o razporeditvi in
vsebnosti ergot alkaloidov v razli¢nih tkivih zivali, mleku in jajcih, ki so nam danes dostopni
ne omogocajo ocene prenosa iz krme v zivila zivalskega izvora, vendar pa je iz njih razvidno,
da za akumulacijo ergot alkaloidov v tkivih ni dokazov (EFSA, 2012).

Mulder in sod. (2012) so analizirali 48 vzorcev sklerocijev, ki so jih zbrali v letih 2008-2010
od r7i (n = 32), tritikala (n = 14), pSenice (n = 1) in je¢mena (n = 1). Zita so bila pridelana na
Nizozemskem. Vzorci so vsebovali enega do 17 sklerocijev iz ene serije. Dolocali so 24
razli¢nih ergot alkaloidov, 16 jih je bilo zaznanih vsaj enkrat (12 poglavitnih ergot alkaloidov,
poleg njih pa Se drugi: B-ergokriptin, agroklavin). Koncentracije je bila od < LOD (1 pg/g) do
3258 pg/g (<0,0001 do 0,33 %) za rzeni rozi¢ek in od < LOD do 6003 pg/g (< 0,0001 do 0,60
%) za sklerocije iz tritikala. Povpre¢na koncentracija za sklerocije rzi je bila 521 pg/g (0,052
%) in za sklerocije iz tritikale 959 pg/g (0,096 %). Povpreéna koncentracija vseh 48. vzorcev
je bila 659 pg/g (0,066 %). Povprecna koncentracija za 12 poglavitnih ergot alkaloidov je bila
642 pg/g (0,064 %).

Dolocili so ergometrin, ergokornin, ergotamin (vsakega po 12 %) in majhno vsebnost
ergokristina (5,4 %). Osnovne oblike ergot alkaloidov so bile 79 % od celokupne vsebnosti, -
inini pa so predstavljali 21%. Opazili so, da doloc¢eno Stevilo vzorcev sklerocijev (10 rZ in 4
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tritikala) ni vsebovalo merljivih koncentracij ergot alkaloidov, kar dodatno potrjuje nujnost
uvedbe kemijskih analiznih metod in potrjuje dejstvo, da sedanja zakonodaja za krmo, Ki
dovoljuje 1000 mg sklerocija na kilogram nezmletih zit, ni dovolj zanesljiva.

Za ugotavljanje prisotnosti alkaloidov rozi¢ka se uporabljajo razlicne analizne metode. Kot
najprimernejSe in najpogosteje uporabljene EFSA omenja metode, ki uporabljajo tekoc¢insko
kromatografijo s fluorescencno detekcijo ali tekocinsko kromatografijo s tandemsko masno
spektrometrijo (LC-MS/MS). Z omenjenimi metodami bi bilo potrebno pridobiti podatke o
razsirjenosti in koncentraciji ergot alkaloidov v zitih in voluminozni krmi v drzavah ¢lanicah
EU.

1.2 Mikotoksini, ki jih izlo¢ajo glive iz rodu Alternaria

Druga skupina toksinov, o katerih bi radi dobili podatke, so mikotoksini gliv iz rodu
Alternaria. EFSA je za to skupino mikotoksinov leta 2011 izdelala mnenje, v katerem navaja,
da so presnovki omenjenih gliv Skodljivi za Zivali in ljudi, vendar je premalo podatkov, da bi
lahko postavili varne meje.

Glive tega rodu so glavni kontaminanti p$enice, je¢mena in sirka, ¢eprav jih najdemo tudi na
drugih zitih in koruzi. Razen na zitih najdemo Alternaria vrste tudi na semenih oljnic
(sonc¢nica, oljna repica), paradizniku, jabolkih, oljkah in Stevilnih drugih vrstah sadja in
zelenjave. Po okuzbi zahtevajo Alternaria vrste ve¢ kot 20 % vsebnost vode v tkivih, zato so
bolj pogoste na plodovih in zelenjavi, manj pa v/na zrnju, Ki vsebuje manj vlage. Kljub temu
se lahko Alternaria spp. razvijejo na zrnju zit, ¢e je v Casu zetve mokro vreme in ga
skladi§¢imo v vlaznih razmerah oz. z manj suSine (Bottalico in Logrieco, 1998). Ve¢ okuzb
zrnja zit so ugotovili, ¢e je bilo v ¢asu med mle¢no in zgodnjo vosceno zrelostjo zrnja vec
padavin. Glive se lahko $irijo in okuZzujejo pridelke tudi med skladiS¢enjem (Rotem, 2004;
Barkai-Golan, 2008). Brez prisotnosti kisika glive Alternaria spp. ne rastejo (Bottalico in
Logrieco, 1992). Temperature, pri katerih se tvorijo toksini, so podobne tistim, ki so bile
opisane za okuZzbo, rast micelija in sporulacijo. Kljub temu so bile signifikantne kolicine
toksinov ugotovljene tudi pri suboptimalnih temperaturah (Ozcelik et al., 1990, Barkai-Golan,
2008). Glive iz tega rodu lahko dolgo ¢asa prezivijo kot saprofiti na ostankih rastlin in ne
potrebujejo gostiteljske rastline. So tipicen primer fakultativnih parazitov.

Glive Alternaria spp. tvorijo ve¢ kot 70 sekundarnih metabolitov, ki so toksi¢ni za rastline,
vendar je le majhen delez le-teh strupen tudi za ljudi in zivali. Gliva Alternaria alternata je
najbolj pogosta vrsta, ki jo najdemo na skladis¢enem sadju, zelenjavi in zitnem zrnju ter je
hkrati najpomembnejSa tvorka mikotoksinov. Nekateri izmed njih imajo $kodljive u¢inke tudi
na zivali. Gostiteljsko nespecificni toksini, kot so alternariol, alternariol monometil eter,
tenuazojska kislina in altertoksini so omenjeni kot povzrocitelji Skodljivih ucinkov pri
sesalcih. Tvorba toksinov pri Alternaria vrstah je odvisna od seva, rastnega substrata in
okoljskih dejavnikov.
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Za dolocanje toksinov, ki jih izlo¢ajo glive iz rodu Alternaria, so v literaturi navedene
metode, ki vkljuCujejo ekstrakcijo toksinov z meSanico organskih topil, ¢is€enje in
koncentriranje ekstrakta ter dolocitev toksinov z LC-MS/MS. Z omenjenimi metodami bi bilo
potrebno pridobiti podatke o razSirjenosti in koncentraciji alternarijskih toksinov v zitih in
voluminozni krmi v drZzavah ¢lanicah EU.

1.3 Gangrene repov na farmah govejih pitancev

Ob zacetku projekta, leta 2014, smo opozarjali tudi na klini¢na znamenja, ki smo jih opazili v
intenzivnih rejah govejih pitancev in jih nismo znali pojasniti: gangrene repov, gangrene
skrotuma, razpokane in odlomljene rogove, Sepanje in v kon¢ni fazi, kljub zdravljenju, pogin
zivali. V tak$nih rejah smo izloc¢ili moznost kuznih povzroditeljev bolezni ter dejavnikov
okolja in se na koncu osredotocCili na prehrano. Opisane spremembe bi lahko povzrocali
mikotoksini oziroma alkaloidi saprofitskih in endofitskih gliv, ki jih do takrat v Sloveniji Se
nismo dolocali. Na osnovi preliminarnih rezultatov, ki smo jih v tistem ¢asu pridobili, smo
sklepali, da v Sloveniji obstaja moznost pojavljanja gliv in njihovih mikotoksinov, ki jih do
sedaj $e nismo opisali: ergot alkaloidov (izloca jih gliva Claviceps purpurea ali rzeni rozicek,
lahko pa tudi druge glive) in toksini gliv iz rodu Alternaria.

1.4 Cilji projekta

Vse do sedaj navedeno pomeni, da je omenjena problematika zelo aktualna v drugih drzavah
in tudi pri nas. Zato smo s to nalogo Zeleli razjasnili, kak$na je nevarnost pojavljanja
omenjenih novih substanc, ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov, v slovenski krmi. V ta
namen smo si zastavili naslednje cilje:

1. Vpeljati laboratorijske kemijske metode za dolocanje glavnih ergot alkaloidov
(ergometrin, ergotamin, ergozin, ergokristin, ergokriptin in ergokornin ter njihovi -
inini) in toksinov, ki jih izlocajo glive iz rodu Alternaria (tenuazojska Kislina,
alternariol, alternariol monometil eter, tentoksin).

2. Oceniti obseg pojavljanja alkaloidov in prisotnost ter razsirjenost gliv Claviceps
purpurea in Alternaria spp. v Sloveniji.

3. Ugotoviti povezave in vplive prisotnosti ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov
na tezave v nekaterih intenzivnih rejah govejih pitancev.

4. Pridobiti podatke o prisotnosti alkaloidov rZenih rozi¢kov v zitih in voluminozni
krmi, pridelanih v Sloveniji, ter ugotoviti njihovo povezanost s prisotnostjo
sklerocija.

5. Oblikovati navodila in predloge za zmanjSanje tveganja pojavljanja ergot
alkaloidov in toksinov, ki jih izlo¢ajo glive iz rodu Alternaria.
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2 PODATKI IZ LITERATURE

2.1 Rzeni rozi¢ek (Claviceps purpurea /Fr./ Tul.) in njegovi alkaloidi

RZeni rozicek je ena izmed redkih rastlinskih bolezni, ki lahko tudi pri ¢loveku in Zzivalih
povzroca bolezenske spremembe. Zastrupitve, ki jih povzrocajo alkaloidi iz rzenega rozicka
(ergot alkaloidi) pri ljudeh so znane v Evropi ze veC stoletij. Ergot alkaloidi povzrocajo
toksi¢ne ucinke tudi pri vseh zivalskih vrstah.

Povzrociteljica rastlinske bolezni poimenovane rzeni rozi¢ek je gliva Claviceps purpurea.
Gliva okuzuje le klas/lat oziroma pesti¢. Po nekaj dneh, ko rz ali druga gostiteljska rastlina
odcvete, se pojavijo na posameznih klasih/latih drobne kapljice lepljive in sladke tekocine, ki
jo imenujemo medena rosa. To so prva bolezenska znamenja. Okuzena plodnica naglo
propade in na njej se razvije belkast micelij, ki izloca prej omenjeno medeno roso. V njej
najdemo ovalne letne trose nespolnega stadija glive (Sphacelia segetum). Micelij se v plodnici
preoblikuje v psevdoparenhim, iz katerega nastane sklerocij, ki postopoma raste, pomoli iz
plev in plevic ter na rzi doseze dolzino do 4 cm. Rozi¢ki — sklerociji so rahlo upognjeni,
valjasti, v prerezu nepravilno okrogli ali trioglati. Dokler so mladi, so sivo vijoli€asti, pozneje
barva preide v vijolicasto ¢rno. Notranje tkivo pa je belo ali bledo rumeno (Macek, 1991;

Vv v

Rozicki ze pred Zetvijo ali med njo popadajo na zemljo ali pa s semenom, ki ni bilo o¢is¢eno ,
dospejo v zemljo. Tu spomladi vzkale. Iz vsakega rozicka zraste povprec¢no do deset rdece
rumenih strom, podobnih pecljem in na njihovih koncih oblikuje glavice. V slednjih najdemo
vrcasta spolna trosi$¢a (periteciji) v katerih se oblikujejo askusi z nitastimi spolnimi trosi
(askospore). V ugodnih vremenskih razmerah askusi izbrizgajo askospore na plano in jih nato
zracni tokovi prenesejo na odprte cvetove gostiteljskih rastlin, kjer izvrsijo primarno okuzbo.
Sledi pojav medene rose, v kateri so nespolni trosi glive. Le to uzivajo razne zuzelke in s tem
nehote prenaSajo spore glive, ki so v njej. Prenos trosov v medeni rosi je mozen tudi z
dotikom sosednjih rastlin in deznimi kapljicami. Nespolni trosi dospejo na Se odprte zdrave
cvetove in na njih povzrocajo sekundarne okuzbe. Razvoj v plodnici, okuzenimi z letnimi
trosi, poteka enako kot pri okuzbi s spolnimi trosi, le rozi¢ki so obi¢ajno manjsi (Macek,
1991).

Ruhland in Tischer (2008) sta dokazovala vsebnost ergot alkaloidov v 64 vzorcih Zit in 64.
krmnih meSanicah v Nemciji. Vzorce sta analizirala na pet ergot alkaloidov: ergometrin,
ergokornin, ergokristin, ergokriptin in ergotamin. LOD je bil 5 pg/kg. Ergot alkaloide sta
dokazala v 91 % vzorcih. Vecina vzorcev (66 %) je vsebovala koncentracijo 10 do 250

ng/kg.
Diana Di Mavungu in sod. (2011) so s tehniko HPLC-MS/MS analizirali 148 vzorcev rzi, 137
vzorcev pSenice in 27 vzorcev tritikala, zbranih v meSalnicah krme v letih 2009 in 2010 iz

desetih razli¢nih evropskih drzav. Ergot alkaloide so dokazali v 52 % vzorcev rzi za krmo, 95
% rZ1 za prehrano ljudi, 34 % vzorcev pSenice za krmo, 86 % psenice za prehrano ljudi, 48 %
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tritikala za krmo in 76 % v proizvodih iz razli¢nih trgovin. Ugotovljena koncentracija skupnih
ergot alkaloidov je bila 1 do 12340 pg/kg. Najve&jo koncentracijo je vsebovala rz iz Svedske,
namenjena za krmo zivali.

2.2 Glive Alternaria spp. in njihovi toksini

Glive rodu Alternaria iz debla zaprtotrosnic (Ascomycota) so splosno razsirjene in jih
najdemo v vecini tal kot obi¢ajno komponento talne mikroflore. Nekatere vrste so obligatni
saprofiti, druge fakultativni paraziti gojenih in samoniklih rastlin. RazSirjene so tako v
humidnih kot semi-aridnih obmogjih, kjer pogosto okuzujejo liste, stebla, cvetove in plodove
gostiteljskih rastlin (Agrios, 2005).

Opisanih je ve¢ kot 70 toksinov, ki jih izlo¢ajo Alternaria spp., njihovi ucinki pa so slabo
poznani. Toksine razvr§¢amo v 5 razli¢nih razredov: (1) dibenzo-a-pironi (alternariol, AOH,;
alternariol monometil eter, AME in altenuen, ALT); (2) tenuazojska kislina (TeA); (3)
perilenski kvinoni (altertoksini, ATX); (4) Alternaria alternata f. sp. lycopersici toksini
(AAL-toksini) in (5) razli¢ne strukture kot je tentoksin (TEN) (EFSA, 2011).

Analiz o vsebnosti alternarijskih toksinov v krmi je zelo malo. Med preiskanimi 300 vzorci
krme iz EU, je bil alternariol ugotovljen v 31 % vzorcev v koncentraciji 6,3 do 1840 ug/kg.
Najvec¢je vsebnosti so bile v vzorcih son¢ni¢nih semen. Alternariol monometil eter je bil
ugotovljen v 6 % vzorcev v koncentraciji od 3 do 184 pg/kg, altenuen v 73 % vzorcev v
koncentraciji 6,3 in 41 ug/kg. Tenuazojska kislina je bila ugotovljena v 15 % vzorcev (500 do
4310 pg/kg) (EFSA, 2011).

O obstojnosti alternarijskih toksinov je malo podatkov. Obstajajo dokazi, da se lahko
koncentracija med skladis¢enjem ali obdelavo $e poveca (EFSA, 2011).

Podatki o obcutljivosti gospodarsko pomembnih Zivali in domacih ljubljenc¢kov so zelo
omejeni, zato §e ne moremo dolociti dopustnih mej. Akutno oralno toksi¢nost tenuazojske
Kisline so preucevali na razli¢nih vrstah in doloc¢ili LDso, ki je 37,5 do 225 mg/kg t.m.
Spodnja in zgornja meja izpostavljenosti je izraCunana le za brojlerje in kokoSi nesnice (3
pg/dan in 6 pg/dan) (EFSA, 2011).

2.3 Tehnike doloc¢anja ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov

Za dolocanje alkaloidov rozicka in alternarijskih toksinov se uporabljajo razli¢ne analizne
tehnike kot so tankoplastna kromatografija, kapilarna elektroforeza, plinska kromatografija z
masno detekcijo, ELISA, vendar pa je najpogosteje uporabljena teko¢inska kromatografija s
fluorescen¢no detekcijo ali s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS) (Scott, 2007;
Krska in sod., 2008). Treba je poudariti, da standardi oziroma referencni materiali niso
dostopni za vse, ampak samo za nekatere ergot alkaloide in alternarijske toksine.
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2.4 Molekularne metode doloc¢anja gliv

Poleg precej bolje raziskane glive Claviceps purpurea je v zadnjem ¢asu veéja pozornost
usmerjena tudi na glive iz rodu Alternaria. Vrste iz tega rodu so kozmopolitanska skupina
gliv, ki vkljucuje Stevilne saprofitske, patogene and endofitske predstavnike (Thomma, 2003).
Znacilnost endofitskih gliv je, da so vecinoma prisotne v obliki micelijev brez opaznih
znaCilnih morfoloskih oblik, ki bi omogocale ustrezno identifikacijo. Zato so za njihovo
ugotavljanje najbolj primerne molekularne metode, s katerimi lahko hitro in ucinkovito
identificiramo glivne endofite (Likar in sod., 2013). V vecini primerov iz literature so
molekularne metode za identifikacijo predstavnikov askomicet (zaprtotrosnic) uporabljene na
rDNA operonu jedrne DNA, kar omogoca identifikacijo do nivoja rodu in vrste (Pavon in
sod., 2010).

2.5 Sumi ergotizma v rejah govejih pitancev v Sloveniji

V zadnjih petih letih so se v Sloveniji zacele pojavljati gangrene repov. Gangrene repov lahko
povzroc¢ajo ergot alkaloidi, prenaseljenost zivali, salmoneloza, neprimerna tla in zastrupitve z
nekaterimi drugimi mikotoksini (Drolia et al., 1991). Najvec¢ klini¢nih primerov se je pojavilo
poleti pri masi zivali okoli 300 kg.

Najprej smo z mikrobioloskimi preiskavami izkljuéili salmonele in preverili koncentracijo
selena v obroku, ki je bila v dovoljenih mejah (0,23 mg/kg). Opravili smo patomorfolosko
preiskavo gangrenoznih repov, histoloSko preiskavo in mikrobioloSko preiskavo nekroti¢nega
tkiva. Vse omenjene preiskave nam niso dale odgovora, zato smo diferencialno diagnosti¢éno
posumili na ergot alkaloide. Nekaj vzorcev posami¢nih krmil iz omenjenih kmetij smo poslali
v laboratorij na Nizozemskem (Wageningen), kjer so ugotovili naslednje:

- v Koruzni silazi so ugotovili nizke koncentracije razlinih ergot alkaloidov ter
deoksinivalenola (DON) in zearalenona.

-V vzorcih sena je bil ugotovljen DON in tenuazojska kislina. Prav tako so bili
dokazani ergot alkaloidi (ergokristin 32 pg/kg, ergokristinin 11 pg/kg, ergotamin 6
ng/kg, ergometrin 5 pg/kg, ergozin 5 pg/kg. Koncentracija preostalih ergot alkaloidov,
vkljuéno z ergovalinom je bila manj kot 5 pg/kg.

-V koruzni silazi v drugi reji je bila ugotovljena visoka koncentracija DON (7 mg/kg),
0,16 mg/kg 15-acetil DON. Zearalenon in fumonizin B: sta bila ugotovljena v
koncentraciji 0,82 mg/kg in 0,16 mg/kg.

- Vzorec sena je vseboval penicilinsko kislino v koncentraciji 0,06 mg/kg.
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Ugotovljene koncentracije ergot alkaloidov so bile nizke, vendar obstaja moznost, da taksno
klini¢no sliko povzrocajo nizke koncentracije ve¢ ugotovljenih mikotoksinov (Stari¢ in sod.,
2013).

Od leta 2005 je bilo objavljenih nekaj klini¢nih primerov zastrupitve z ergot alkaloidi: pet pri
prasi¢ih, dva za govedo in eden za piS¢ance (EFSA, 2012). Nadalje so bili opisani primeri
ergotizma pri vodnih bivolih, losu in divjadi (Handeland in Vikeren, 2005; Uhlig in sod.,
2007).

7 raziskavami na pra$i¢ih so ugotovili odmerek, ki ¢ ne povzroca opaznih Skodljivih u¢inkov
(NOAEL,; No-observed-adverse-effect level: 0,15 mg ergot alkaloidov/kg krme). Perutnina je
na zastrupitev z ergot alkaloidi bolj odporna (NOAEL 1,4 mg ergot alkaloidov/kg krme)
(EFSA, 2012).

3 MATERIAL IN METODE

3.1 Material

V letih od 2014 do 2016 smo na vsebnost ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov preiskali
skupno 542 vzorcev. Analizirali smo vzorce zit (pSenica, je¢men, 1z, tritikala, Oves in pira),
obroke za govedo in njihove posamezne sestavine, obroke za praSic¢e in vzorce samoniklih
trav.

V letu 2014 smo skupno vzeli 206 vzorcev, leta 2015 199 vzorcev in leta 2016 137 vzorcev.
Stevilo vzorcev glede na vrsto vzorca je prikazano v spodnji tabeli (tabela 1).
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Tabela 1. Stevilo odvzetih vzorcev v letih 2014-2016.

Vrsta vzorca 2014 2015 2016 SKUPAJ
Psenica 72 50 63 185
Je¢men 41 37 35 113
Tritikala 29 39 21 89
Rz 16 10 5 31
Pira 7 2 9 18
Oves 8 4 3 15
Koruza 1 1 0 2
Proso 0 0 1 1
Obrok 8 9 0 17
Koruzna silaza 6 8 0 14
Slama 3 10 0 13
Seno 4 8 0 12
Travna silaza 2 6 0 8
Koruzni $rot 3 5 0 8
Trava 3 2 0 5
Koruzni storzi 1 2 0 3
Silirano koruzno zrnje 0 2 0 2
Pivske tropine 1 1 0 2
Krma za prasice 0 2 0 2
Koncentrat za govedo 1 1 0 2
Skupaj 206 199 137 542

Poleg teh 542 vzorcev smo v letu 2014 in 2015 po travnikih vzoréili Se sklerocije na
samoniklih travah.

3.1.1 Vzorci Zit

Vzorce zit smo odvzeli na odkupnih mestih slovenskih mesalnic in na terenu od slovenskih
pridelovalcev. Na ekoloskih kmetijah smo odvzeli 47 vzorcev. VVzorce smo ustrezno oznacili:
vrsta zita, izvor in datum odvzema. V laboratoriju smo jih preiskali na vsebnost ergot
alkaloidov in alternarijskih toksinov ter dolo¢ili stopnjo okuZenosti z glivami Alternaria spp.

Na odkupnih mestih slovenskih mesalnic smo skupno odvzeli 232 vzorcev (tabela 2).
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Tabela 2. Stevilo vzorcev Zit iz slovenskih mesalnic v letih 2014-2016.

Vrsta vzorca 2014 2015 2016 SKUPAJ
Psenica 28 27 38 93
Tritikala 20 29 16 65
JeCmen 24 17 18 59
Rz 10 4 14
Oves 0 0 1 1
Skupaj 82 77 73 232

Od slovenskih pridelovalcev zit smo preiskali 217 vzorcev (tabela 3). Pri terenskem delu smo
najprej na kmetijah, kjer pridelujejo rz, sledili rasti rastlin in okuzbi z rzenim rozickom. V
sodelovanju z obmoc¢nimi Kmetijsko gozdarskimi zavodi smo dolo¢ili lokacije za vzorcenje
rzenega rozicka; predvsem njive z rzjo in tritikalo ter njihovo okolico. Vzpostavljene smo
imeli kontakte s Kmetijsko gozdarskimi zavodi na obmog¢jih Prekmurja, Stajerske, Koroske,

Dolenjske, Gorenjske in Primorske.

Tabela 3. Stevilo vzorcev it od slovenskih pridelovalcev v letih 2014-2016.

Vrsta vzorca 2014 2015 2016 SKUPAJ
PSenica 44 23 25 92
JeCmen 17 18 17 52
Tritikala 9 10 5 24
Pira 7 2 9 18
Rz 6 6 5 17
Oves 8 4 2 14
skupaj 91 63 63 217

Skupno stevilo odvzetih vzorcev zit iz mesalnic in od slovenskih pridelovalcev v letih 2014-
2016 je bilo 421 (tabela 4).

Tabela 4. Stevilo vzorcev iz mesalnic in od slovenskih pridelovalcev v letih 2014-2016.

Vrsta vzorca 2014 2015 2016 SKUPAJ
Psenica 62 50 63 175
Je¢men 41 35 35 111
Tritikala 29 39 21 89
Rz 16 10 5 31
Oves 8 4 3 15
Skupaj 156 138 127 421

Iz ekoloske predelave je bilo odvzetih 47 vzorcev (tabela 5).
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Tabela 5. Stevilo in vrsta vzorcev iz ekologke pridelave v letih 2014-2016.

Vrsta vzorca 2014 2015 2016 SKUPAJ
Pira 5 1 7 13
PSenica 6 5 1 12
JeCmen 5 3 1 9
Rz 2 1 3 6
Oves 2 1 2 5
Tritikala 1 0 0 1
Proso 0 0 1 1
Skupaj 21 11 15 47

3.1.2 Vzorci obrokov in posamicnih krmil

V rejah govejih pitancev, kjer so se pojavljale gangrene repov, smo vzoréili obroke in
posamezne komponente obrokov. Obiskali smo 9 kmetij in skupno odvzeli 87 vzorcev.
Vzoréenje na kmetijah smo opravili v letu 2014 in 2015. Ker nismo potrdili povezave med
vsebnostjo ergot alkaloidov v krmi in gangrenami repov, v letu 2016 na kmetijah nismo ve¢
vzorcili (tabela 6).

Tabela 6. VVzorci krme, odvzeti na kmetijah, kjer so se pojavljale gangrene repov.

Vrsta vzorca 2014 2015 SKUPAJ
Obrok 8 9 17
Koruzna silaza 6 8 14
Slama 3 10 13
Seno 4 8 12
Koruzni Srot 3 5 8
Travna silaza 2 6 8
Koruzni storzi 1 2 3
Silirano koruzno zrnje 0 2 2
Koruza 1 1 2
JeCmen 0 2 2
Pivske tropine 1 1 2
Krmna mes$anica za govedo 1 1 2
Krmna mesSanica za prasice 0 2 2
Skupaj 30 57 87

V letu 2015 so se gangrene repov zacele pojavljati tudi na farmi prasicev, zato smo preiskali
tudi dva vzorca krmne meSanice za prasice.
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3.1.3 Vzorcenje sklerocijev

V letu 2014 in 2015 smo vzor¢ili tudi sklerocije na samoniklih travah. Osredoto¢ili smo se
predvsem na samonikle trave v blizini njiv z rzjo in tritikalo. Vzorc¢ili smo le na lokacijah, na
katere so nas usmerili terenski svetovalci iz kmetijskih zavodov na obmocju Prekmurja in
Koroske, kjer je najveC rzi in so preverjene lokacije s prisotnostjo rozicka. Vzorcili smo v
osmih regijah Slovenije: Dolenjska, Gorenjska, Koroska, Notranjska, §tajerska, Prekmurje,
Primorska in Osrednja Slovenija. V sklerocijih smo v primeru, da je bilo dovolj vzorca
(sklerociji na nekaterih travah so bili zelo majhni), doloc¢ali vsebnost ergot alkaloidov. Na
takSen nacin smo dobili vpogled, kateri ergot alkaloidi in v kak§Snem razmerju se v Sloveniji
pojavljajo.

V rejah govejih pitancev, kjer so se pojavljale gangrene repov, smo prav tako opravili pregled
travnikov, ki so jih kosili za seno.

Leta 2014 smo na 37 razli¢nih lokacijah z Zit in trav pobrali 113 vzorcev rZzenega rozicka. V
letu 2015 smo pobrali 54 vzorcev rzenega rozicka, in sicer na 16 lokacijah po Sloveniji.

Glede na koli¢ino nabranih sklerocijev smo Vv letu 2014 za analizo lahko pripravili 28
vzorcev, V letu 2015 pa 20 vzorcev, skupaj torej 48 vzorcev.

V letu 2016 smo nasli okuzene posamezne trave. Rozi¢ka je bilo premalo, da bi lahko
pripravili vzorce za analize.

3.2 Metode

3.2.1 Dolocanje ergot alkaloidov

Za dolocanje alkaloidov rozi¢ka smo uporabili postopek, sestavljen iz ekstrakcije toksinov iz
vzorcev Zit z meSanico acetonitrila in raztopine amonijevega karbonata in doloCitve s
tekoc¢insko kromatografijo s tandemsko masno spektrometrijo (LC-MS/MS). Priprava vzorcev
in dolocanje toksinov sta temeljila na analiznih postopkih, opisanih v literaturi (Krska in sod.,
2008;. Crews in sod., 2009; Kokkonen in Jestoi, 2010; Diana di Mavungu in sod., 2012;
Mulder in sod., 2012). Vzorce smo zmleli z laboratorijskim mlinom Retsch ZM 100 (Haan,
Nemcija) do velikosti delcev 1 mm. 20 g zmletega vzorca smo 0,5 ure stresali s 100 ml
ekstrakcijske meSanice (acetonitril in raztopina 0.2 g amonijevega karbonata na liter
deionizirane vode v razmerju 84:16) na stresalniku IKA HS (IKA Labortechnik, Staufen,
Nemcija). 4 ml ekstrakta smo ocistili na koloni MycoSep, 1 ml pre€iSCenega ekstrakta pa
uparili pri 40 °C v vakuumu do suhega (s pomocjo sistema Syncore Polyvap, Biichi, Flawil,
Svica). Suhi ostanek smo raztopili v 0,5 ml meSanice acetonitrila in raztopine amonijevega

karbonata (50:50). 10 ul raztopine smo injicirali v sistem Acquity UPLC H Class sklopljen z
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masnim spektrometrom s tremi kvadrupoli Xevo TK MS, opremljenim z vmesnik za
ionizacijo z elektrosprejem (ESI) in programsko opremo MassLynx za zbiranje in obdelavo
podatkov (Waters, Milford , MA, ZDA). Viale smo hranili v avtomatskem vzorcevalniku pri
15 °C. Kromatografsko lo¢evanje smo izvedli na koloni Ascentis Express fenil-heksil, 2,7
um, 10 x 2,1 cm (Supelco). Dve komponenti mobilne faze smo mesali v gradientnem nacinu.
Komponenta A je bila deionizirana voda, ki je vsebovala 0,2 g amonijevega karbonata na
liter, komponenta B pa acetonitril, ki je vseboval 1 ml mravljincne kisline na liter. ZaCetna
sestava eluenta je bila 95 % A in 5 % B. Delez komponente B smo linearno povecali na 25 %
v 1 minuti in nadalje na 60 % v naslednjih 7 minutah. V naslednji 0,1 minute smo delez
komponente B zmanjsali nazaj na 5 % in nato to razmerje vzdrzevali 17 minut. Pretok
mobilne faze je bil 100 pl/min, temperatura kolone pa 30 °C. Analiza MS/MS je bila izvedena
v na¢inu ESI+, trojni kvadrupol je deloval v na¢inu MRM. Napetost na kapilari je bila 3,8 kV,
temperatura odparevanja topila 500 °C in temperatura ionskega izvora 150 °C. Kvantifikacijo
smo izvedli s kalibracijo na matriksu. Metodo smo validirali. Meja dolocanja (limit of
quantification, LOQ) posameznih alkaloidov rozicka je bila ocenjeni na 10 pug/kg. Izkoristek
ter ponovljivost in obnovljivost analiznega postopka smo doloéili z analizo vzorcev, ki smo
jim dodali alkaloide rozi¢ka v koncentracijah 10, 200 in 500 ug/kg.

Za dolocitev koncentracije alkaloidov v rozickih smo rozic¢ke zdrobili in jih nato analizirali na
enak nacin kot vzorce zit. Zatehtali smo samo 0,1 g vzorca, po ekstrakciji pa smo ekstrakt Se
dodatno razred¢ili.

V skladu s Clenom 3(2) Uredbe ES §t. 273/2004 in Clenom 6(1) Uredbe ES §t. 111/20054
smo v zvezi z analitiko alkaloidov rozicka pridobili posebno licenco za uporabo substanc
ergometrina in ergotamina, ki sta uvrséeni na seznam predhodnih sestavin za prepovedane
droge. Posebno licenco (§t. 18700/17/2013/10) je izdalo Ministrstvo za zdravje RS, Urad za
kemikalije RS, 12. 2. 2014.

3.2.2 Dolocanje alternarijskih toksinov

Za ekstrakcijo alternarijskih toksinov iz vzorcev Zit smo uporabili meSanico acetonitrila in
deionizirana vode, za doloCanje pa prav tako LC-MS/MS. Priprava vzorcev in dolo¢anje
toksinov sta temeljila na analiznih postopkih, ki so jih opisali Driehuis in sod., 2008;
Lattanzio in sod., 2011 ter Rasmussen in sod., 2010. 10 g vzorca smo 1 uro stresali na
stresalniku s 100 ml meSanice acetonitril-deionizirana voda (84+16). 4 ml filtriranega
ekstrakta smo uparili pod vakuumom do suhega in suhi ostanek raztopili v 0,5 ml meSanice
metanola in deionizirane vode (20+80). 10 ul raztopine smo injicirali v Ze omenjeni sistem
LC-MS/MS. Kromatografsko locevanje smo izvedli na koloni Zorbax Eclipse Plus C18 Rapid
Resolution HD, 2,1 x 100 mm, 1,8 um (Agilent). Mobilna faza je bila sestavljena iz dveh
komponent, ki smo ju gradientno mesali. Mobilna faza A je bila mesanica deionizirane vode,
5 mM amonijevega acetata in 0,5 % ocetne kisline, mobilna faza B pa meSanica metanola, 5
mM amonijevega acetata in 0,5 % ocetne kisline. Zacetna sestava eluenta je bila 95 % A in 5
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% B. Delez komponente B smo linearno povecali na 40 % v 4 minutah in nadalje na 70 % v
naslednjih 8 minutah. To sestavo smo vzdrzevali 4 minute, nato pa smo komponenta B v 1,5
minute povecali na 90 %. Delez komponente B smo vzdrzevali pri 90 % 2,5 minute in ga nato
zmanj$ali nazaj na 5 % v 1 minuti. Kon¢na zmes smo vzdrZevali 4 min. Pretok mobilne faze
je bil 300 ul/min, temperatura kolone 40 °C. Analiza MS/MS je bila izvedena v na¢inu ESI-,
razen pri tentoksinu, kjer smo uporabili ESI+. Kvadrupolni masni spektrometer je deloval v
na¢inu MRM. Napetost na kapilari je bila 3,4 kV, temperatura odparevanja topila 500 °C,
temperatura ionskega izvora 150 °C in napetost kolizijske celice 20 V. LOQ za posamezne
alternarijske toksine je bil 25 pg/kg.

3.2.3 Dolocanje sklerocijev v vzorcih Zit

Vzorce, v katerih smo dokazali ergot alkaloide smo pregledali po metodi, ki jo predpisuje
International Association of Feedingstaff Analysis (IAG-metoda A4) in dolo¢ili utezni delez
sklerocijev na kilogram vzorca. S tak$nim pristopom smo povezali koli¢ino sklerocijev s
pojavljanjem posameznih ergot alkaloidov.

3.2.4 Dolocanje okuzenosti zrnja z glivami rodu Alternaria

Vzorce, v katerih smo ugotovili alternarijske mikotoksine je prevzel fitopatoloski laboratorij,
kjer so opravili analizo okuzenosti zrnja z glivami rodu Alternaria. Okuzenost zrnja so
ugotavljali na podlagi standardov, ki jih predpisuje ISTA (International Seed Testing
Association). Pridobljene glive Alternaria spp. so izolirali v ¢istih kulturah in jim s pomocjo
molekularnih metod dolocili njihovo vrstno pripadnost.

3.2.5 Molekularna analiza endofitskih gliv

Vzorce, v katerih smo dokazali ergot alkaloide in alternarijske toksine, smo obdelali tudi z
molekularnimi metodami in s tem pridobili podatke o genetski diferenciaciji rzenega rozicka
in Alternaria spp. glede na gostiteljsko rastlino in geografsko razsirjenost v Sloveniji.

DNA je bila iz sklerocijev izolirana z uporabo GenElute Plant Genomic DNA miniprep Kita,
po navodilih proizvajalca (Sigma). Za identifikacijo je bil uporabljen del regije 5.8S-1TS2-
28S, ki je bil pomnoZen s primer-ji ITS1F-ITS4. PCR analiza je bila izvedena pri naslednjih
pogojih: 1 min na 94 °C, nato 35 ciklov denaturacije za 35 s pri 94 °C, lo¢evanje verige pri 55
°C za 35 s, in podaljSevanje pri temperaturi 72 °C za 30 s. Faza podaljSevanja je bila
podaljsana v vsakem ciklu za 5 s. Kon¢na ekstenzija je bila pri 72 °C za 10 min. Reakcijska
mesanica za PCR je vsebovala: 2,5 pl 10x PCR pufra, 2,5 mM MgClz, 200 uM vsakega
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nukleotida, 500 nM vsakega primer-ja, 0,75 U DNA polimeraze in 12,5 ul stokrat razred¢ene
predloge. Sekveniranje je bilo izvedeno s ITS1F in ITS4 primer-ji z uporabo BigDye
terminator Ready Reaction Cycle Sequencing kitov na ABI 3730xI DNA analizatorju
(Applied Biosystems).

Dobljene sekvence so bile preiskane z GenBank z uporabo privzete moznosti gapped-BLAST
in usklajene s najblizjimi ujemanji in dodatnimi predstavniki skupin iz GenBank-e.
Robustnost notranjih vej je bila analizirana z analizo bootstrap (500 potovanj). Funkcijski
modelTest je bil uporabljen za primerjavo razli¢nih nukleotidnih modelov in je podal najnizjo
Aicikejevo merilo za informacije (AIC) za model HKY + G in najnizjo Bayesovsko merilo za
informacije (BIC) za model JC + G. Primerjava med modeli, ki uporabljajo statistiko razmerja
verjetnosti, ni pokazala nobenih statisticno pomembnih razlik, zato je bil izbran enostavnejsi
model JC + G. Najvecja verjetnostna drevesa (ML) smo izracunali z uporabo knjiZnice
Phangorn, ki se izvaja v statistiénem okviru R razli¢ice 3.3.2.

Minimalne mreze (haplotipa) so bile izdelane za podatkovni niz ITS rDNA z uporabo PopArt
(Populacijska analiza z mreznimi mrezami) s privzetimi nastavitvami. V teh analizah so bili
vkljuceni vsi podatki sekvenc.

3.2.6 Statisticne metode

Za dobljene podatke o vsebnosti ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov smo izracunali
Stevilo pozitivnih vzorcev, minimum, maksimum, povprecne vrednosti, mediano in
standardno deviacijo.

Pri rezultatih molekularnih metod je bila kompozicijska neskladnost ergot alkaloidov med
vzorci sklerocijev C. purpurea ocenjena z evklidskimi distancami in analizirana s hierarhi¢no
eksperimentalno zasnovo (z regijo, afiniteto gostiteljske plemenske skupine in genetsko
skupino C. purpurea kot skupinski faktor) z uporabo permutacijske multivariatne analize
variance (perMANOVA). Analize variance smo izvedli z adonisovo funkcijo R Vegan paketa
z uporabo 999 permutacij. Moznost signifikantnih ucinkov, ki so posledica razlik v
multivariatni disperziji in ne spremembi kompozicije, smo testirali na podlagi multivariatnih
disperzijskih meritev znotraj in med skupinami (z uporabo funkcije betadisperja paketa
Vegan). Genetska skupina 3 je bila izpu$cena iz analiz sestave ergot alkaloidov v razli¢nih
genetskih skupinah, saj je bila ugotovljena le enkrat.

Evklidske matrike razdalj, dobljene iz podatkovnih nizov sestavin ergot alkaloidov smo
analizirali z nemetricnim vecdimenzionalnim skaliranjem (NMDS) z uporabo metaMDS
funkcije paketa R Vegan. Statisticna analiza skupne koncentracije ergot alkaloidov je bila
izvedena v R z vgrajenimi funkcijami za ANOVA in Holm-Sidak post-hoc test (primerjava
med geografskimi regijami in rastlinskimi gosti) in t-test (primerjava med genskimi
skupinami 1 in 2) pri p <0,05. Korelacije med posameznimi ergot alkaloidi in skupnimi ergot
alkaloidi so bile opravljene s Pearsonovim korelacijskim testom z vgrajenimi funkcijami v R.
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Za izracun edinstvenih in skupnih ucinkov geografske lege, afinitete gostiteljev (tribus) in
genetske skupine C. purpurea ter sestave ergot alkaloidov, je bila izvedena variacijska
analiza particioniranja (delna RDA). Variacijska analiza particioniranja, z uporabo varpartove
funkcije, in pomembnost vsake testne frakcije pri variacijski analizi particije, smo dobili iz
funkcij rda in anova.cca. Funkcije varpart, rda in anova.cca so del paketa Vegan.

4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Metoda za doloc¢anje ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov

Vzorce smo preiskali na 12 ergot alkaloidov (ergometrin, ergotamin, ergozin, ergokristin,
ergokriptin in ergokornin ter njihove -inine) in §tiri alternarijske toksine (tenuazojska kislina,
alternariol, alternariol monometil eter in tentoksin) (Sliki 1 in 2). Metodo za ergot alkaloide
smo tudi validirali in akreditirali.
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Slika 1. Kromatogrami LC-MS/MS MRM vzorca je¢mena z dodatkom standardne raztopine
ergot alkaloidov.
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Slika 2. Kromatogrami LC-MS/MS MRM vzorca je¢mena z dodatkom standardne raztopine
alternarijskih toksinov.

4.2 Rezultati analiz na ergot alkaloide

Med skupno 421. odvzetimi vzorci zit je bilo najve¢ pozitivnih vzorcev na ergot alkaloide v

letu 2014, najmanj pa leta 2016 (tabela 7). Vseh pozitivnih vzorcev je bilo 27 %.

Tabela 7. Vsebnost skupnih ergot alkaloidov v Zitih (mg/kg).

2014 2015 2016 SKUPAJ
St.vzorcev 156 138 127 421
St. pozitivnih vzorcev 74 28 12 114
% pozitivnih vzorcev 47 20 9 27
Povpr. konc. (mg/kg) 1,71 0,17 0,42 1,19
Minimum 0,01 0,01 0,02 0,01
Maksimum 55,00 0,94 2,19 55,00
Mediana 0,05 0,06 0,15 0,08

V letu 2014 je bila v primerjavi z naslednjimi dvemi leti najvecja koncentracija skupnih ergot

alkaloidov, najmanjsa pa v letu 2015. Leta 2016 se je ponovno nekoliko povecala (slika 3).
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Slika 3. Povpreéne koncentracije ergot alkaloidov (mg/kg) v zitih po posameznih letih.

V vzorcih smo dokazali vseh 12 ergot alkaloidov (tabela 8). Pojavljali so se v 9-19 %
vzorcev. Najved vzorcev (19 %) je vsebovalo ergozinin (0,001-16,194 mg/kg), ergozin (17 %;
0,001-0,625), ergokristinin (17 %; 0,01-0,856 mg/kg).

Leta 2014 je najve¢ vzorcev vsebovalo ergozinin (0,001-16,194 mg/kg) in ergokristinin
(0,001-10 mg/kg) (tabela 9), v letu 2015 ergometrin (0,001-0,197 mg/kg) in ergozin (0,03-
0,137 mg/kg) (tabela 10) ter v letu 2016 ergokristin (0,011-0,187 mg/kg), ergokristinin
(0,011-0,140 mg/kg), ergozin (0,015-0,590 mg/kg), ergozinin (0,012-0,950 mg/kg) in
ergometrin (0,010-0,432 mg/kg) (tabela 11). Stevilo vzorcev posameznih vrst Zit je bilo v
vseh treh letih priblizno enako, zato lahko re¢emo, da se v nasi zitih najpogosteje pojavljajo
ergometrin, ergokristin, ergozin in ergozinin.
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Tabela 8. Vsebnost ergot alkloidov v vzorcih Zzit v letih 2014 — 2016 (mg/kg)

VSA ZITA, 3 leta Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 421 421 421 421 421 421 421 421 421 421 421 421
Stevilo pozitivnih vzorcev 66 42 71 81 40 44 51 59 47 45 64 70

% pozitivnih vzorcev 16 10 17 19 9 10 12 14 11 11 15 17
Povpregje (mg/kg) 0,034 0,012 0,055 0,679 0,029 0,019 0,063 0,048 0,047 0,040 0,072 0,055
Minimum 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Maksimum 0,432 0,059 0,625 16,194 0,185 0,103 1,660 1,327 0,492 0,293 1,058 0,856
Mediana 0,014 0,006 0,014 0,014 0,010 0,009 0,017 0,012 0,011 0,012 0,017 0,014
Tabela 9. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v zitih leta 2014 (mg/kg).

VSA ZITA 2014 Ergometrin | Ergometrinin Ergozin Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 156 156 156 156 156 156 156 156 156 156 1560 156
Stevilo pozitivnih vzorcev 37 22 42 56 22 28 36 40 32 32 42 49

% pozitivnih vzorcev 24 14 27 36 14 18 23 26 21 21 27 31
Povpregje (mg/kg) 0,020 0,012 0,083 0,976 0,177 0,164 0,213 0,206 0,268 0,286 0,293 0,261
Minimum 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Maksimum 0,199 0,059 1,000 16,194 3,000 4,000 5,000 6,000 7,000 8,000 9,000 10,000
Mediana 0,010 0,006 0,019 0,023 0,023 0,010 0,014 0,011 0,012 0,013 0,015 0,014
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Tabela 10. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v Zitih leta 2015 (mg/kg).

VSA ZITA 2015 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138 138
Stevilo pozitivnih vzorcev 22 17 22 17 14 11 10 13 12 11 13 13

% pozitivnih vzorcev 16 12 16 12 10 8 7 9 9 8 9 9
Povpregje (mg/kg) 0,033 0,007 0,019 0,013 0,010 0,009 0,033 0,022 0,041 0,045 0,056 0,044
Minimum 0,001 0,001 0,003 0,002 0,001 0,002 0,005 0,002 0,002 0,002 0,005 0,001
Maksimum 0,197 0,021 0,137 0,052 0,043 0,026 0,086 0,094 0,213 0,293 0,208 0,197
Mediana 0,020 0,005 0,009 0,008 0,005 0,005 0,018 0,011 0,009 0,005 0,018 0,011
Tabela 11. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v zitih leta 2016 (mg/kg).

VSA ZITA 2016 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 127 127 127 127 127 127 127 127 127 127 127 127
Stevilo pozitivnih vzorcev 7 3 7 8 4 5 5 6 3 2 9 8

% pozitivnih vzorcev 6 2 6 6 3 4 4 4 2 2 7 6
Povpregje (mg/kg) 0,115 0,040 0,140 0,180 0,024 0,024 0,034 0,044 0,031 0,041 0,056 0,052
Minimum 0,010 0,034 0,015 0,012 0,016 0,010 0,011 0,018 0,011 0,030 0,011 0,011
Maksimum 0,432 0,050 0,590 0,950 0,037 0,037 0,075 0,126 0,043 0,051 0,187 0,140
Mediana 0,052 0,036 0,069 0,057 0,023 0,028 0,028 0,028 0,038 0,041 0,019 0,038
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V psenici smo dokazali vse ergot alkalode (tabela 12). Koncentracije so bile v vseh vzorcih
manj kot 1 mg/kg. Najve¢ vzorcev (21 in 20%) je vsebovalo ergokristinin in ergokornin. V
letu 2014 je najvec vzorcev vsebovalo ergozinin in ergokristinin (tabela 13), leta 2015 pa sta
prevladovala ergometrin in ergozin (tabela 14). V letu 2016 je bilo najve¢ vzorcev
onesnazenih z ergokristinom in ergokristininom (tabela 15). Leta 2016 je bil delez pozitivnih
vzorcev bistveno manjsi, poleg tega vzorci niso vsebovali ergometrinina, ergotamina in
ergotaminina.

V je¢menu smo prav tako kot v pSenici dokazali vse ergot alkaloide (tabela 16). Koncentracije
so bile v vseh vzorcih manj kot 1 mg/kg. Najve¢ vzorcev (12 in 11 %) je vsebovalo
ergozinin, ergozin in ergokriptin. Leta 2015 vzorci niso vsebovali ergokristinina. V letu 2014
je najve¢ vzorcev vsebovalo ergokriptinin in ergokristinin (tabela 17), leta 2015 pa smo v
enakem S$tevilu vzorcev dokazali ergometrin, ergozin, ergozinin in ergokornin (tabela 18). V
letu 2016 je bilo najve¢ vzorcev onesnazenih z ergometrinom, ergozin, ergozinin, ergokristin
in ergokristinin (tabela 19).

Prav tako smo v rzi dokazali vse ergot alkaloide (tabela 20). Koncentracije so bile v vseh
vzorcih manj kot 1 mg/kg, razen v letu 2014, ko je bila povpre¢na koncentracija ergozinina
0,045-16,194 mg/kg. Najve¢ vzorcev (52 in 29%) je vsebovalo ergozinin, ergozin in
ergokriptin. Leta 2015 vzorci niso vsebovali ergokristinina. V letu 2014 je najve¢ vzorcev
vsebovalo ergokriptinin in ergokristinin (tabela 21), leta 2015 pa smo v enakem S$tevilu
vzorcev dokazali ergozin in ergozinin in ergokornin (tabela 22). V letu 2016 je bilo najve¢
vzorcev onesnazenih z ergokorninom (tabela 23).

V vzorcih tritikale smo dokazali vse ergot alkalode (tabela 24). Koncentracije so bile manj kot
1 mg/kg, razen leta 2014 pri ergokristinu (0,017-1,058 mg/kg) in ergokriptinu (0,001-1,660
mg/kg) (tabela 25). V letu 2014 je najve¢ vzorcev vsebovalo ergozin (24 %), ergozinin (24 %)
in ergokriptin (24 %) (tabela 25). Leta 2015 so prevladovali ergozin (13 %), ergometrin in
ergometrinin (13 %) (tabela 26). V letu 2016 je enako Stevilo vzorcev (5 %) vsebovalo
ergozin, ergozinin, ergokornin, ergokriptin, ergokriptinin, ergotamin in ergokristin. Leta 2016
pa vzorci niso vsebovali ergometrina, ergometrinina, ergokorninina, ergotaminina in
ergokristinina (tabela 27).

V ovsu smo dokazali vse ergot alkaloide (tabela 28). Koncentracije v vzorcih so bile manj kot
1 mg/kg. Leta 2014 vzorci niso vsebovali ergometrinina in ergokornina. Vsako leto je bilo
preiskanih manj kot 10 vzorcev, zato rezultatov nismo predstavili v posebnih tabelah.
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Tabela 12. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih pSenice Vv letih 2014-2016 (mg/kg).

PSENICA, 3 leta Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 175 175 175 175 175 175 175 175 175 175 175 175
Stevilo pozitivnih vzorcev 32 20 29 35 21 17 24 22 22 22 32 36

% pozitivnih vzorcev 18 11 17 20 12 10 14 13 13 13 18 21
Povpregje (mg/kg) 0,029 0,011 0,054 0,061 0,029 0,016 0,025 0,019 0,047 0,029 0,060 0,037
Minimum 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Maksimum 0,199 0,059 0,625 0,913 0,185 0,057 0,164 0,079 0,492 0,231 0,810 0,413
Mediana 0,015 0,005 0,012 0,007 0,007 0,007 0,007 0,009 0,007 0,009 0,013 0,008
Tabela 13. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih psSenice leta 2014 (mg/kg).

PSENICA, 2014 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62 62
Stevilo pozitivnih vzorcev 19 13 19 27 14 12 20 18 18 18 23 27

% pozitivnih vzorcev 31 21 31 44 23 19 32 29 29 29 37 44
Povpregje (mg/kg) 0,024 0,014 0,068 0,073 0,041 0,019 0,027 0,021 0,054 0,033 0,072 0,040
Minimum 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Maksimum 0,199 0,059 0,625 0,913 0,185 0,057 0,164 0,079 0,492 0,231 0,810 0,413
Mediana 0,007 0,007 0,012 0,011 0,009 0,014 0,006 0,009 0,008 0,012 0,009 0,004
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Tabela 14. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih psSenice leta 2015 (mg/kg).

PSENICA, 2015 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
Stevilo pozitivnih vzorcev 10 7 8 5 6 4 3 3 4 4 5 5

% pozitivnih vzorcev 20 14 16 10 12 8 6 6 8 8 10 10
Povpregje (mg/kg) 0,037 0,005 0,024 0,004 0,004 0,004 0,016 0,006 0,014 0,011 0,040 0,025
Minimum 0,002 0,001 0,003 0,002 0,001 0,002 0,005 0,002 0,002 0,003 0,013 0,004
Maksimum 0,197 0,021 0,137 0,006 0,009 0,007 0,035 0,011 0,043 0,034 0,091 0,082
Mediana 0,018 0,003 0,008 0,004 0,002 0,004 0,007 0,004 0,006 0,004 0,022 0,010
Tabela 15. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih psSenice leta 2016 (mg/kg).

PSENICA, 2016 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 63 63 63 63 63 63 63 63 63 63 63 63
Stevilo pozitivnih vzorcev 3 0 2 3 1 1 1 1 0 0 4 4

% pozitivnih vzorcev 5 0 3 5 2 2 2 2 0 0 6 6
Povpregje (mg/kg) 0,041 0,000 0,046 0,046 0,019 0,037 0,011 0,030 0,000 0,000 0,014 0,029
Minimum 0,017 0,000 0,022 0,024 0,019 0,037 0,011 0,030 0,000 0,000 0,011 0,011
Maksimum 0,083 0,000 0,069 0,075 0,019 0,037 0,011 0,030 0,000 0,000 0,016 0,075
Mediana 0,024 0,000 0,046 0,038 0,019 0,037 0,011 0,030 0,000 0,000 0,014 0,015
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Tabela 16. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih je¢mena v letih 2014-2016 (mg/kg).

JECMEN, 3 leta Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111 111
Stevilo pozitivnih vzorcev 9 6 12 13 5 9 6 12 8 7 11 11

% pozitivnih vzorcev 8 5 11 12 5 8 5 11 7 6 10 10
Povpregje (mg/kg) 0,057 0,010 0,026 0,030 0,012 0,007 0,018 0,007 0,008 0,007 0,033 0,023
Minimum 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Maksimum 0,432 0,036 0,137 0,229 0,026 0,026 0,075 0,048 0,043 0,030 0,187 0,140
Mediana 0,008 0,006 0,006 0,005 0,005 0,004 0,006 0,002 0,002 0,002 0,011 0,004
Tabela 17. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih je¢mena leta 2014 (mg/kg).

JECMEN, 2014 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41 41
Stevilo pozitivnih vzorcev 4 3 7 8 1 6 3 9 6 5 8 9

% pozitivnih vzorcev 10 7 17 20 2 15 7 22 15 12 20 22
Povpregje (mg/kg) 0,003 0,003 0,003 0,004 0,001 0,003 0,003 0,002 0,003 0,003 0,012 0,007
Minimum 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
Maksimum 0,007 0,005 0,011 0,014 0,001 0,009 0,006 0,004 0,010 0,008 0,048 0,028
Mediana 0,003 0,002 0,001 0,001 0,001 0,002 0,001 0,001 0,002 0,002 0,003 0,002

34




Tabela 18. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih je¢mena leta 2015 (mg/kg).

JECMEN, 2015 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35
Stevilo pozitivnih vzorcev 3 2 3 3 3 2 2 2 1 1 1 0

% pozitivnih vzorcev 9 6 9 9 9 6 6 6 3 3 3 0
Povpregje (mg/kg) 0,018 0,007 0,009 0,011 0,010 0,016 0,011 0,010 0,003 0,004 0,011 0,000
Minimum 0,008 0,007 0,006 0,005 0,004 0,007 0,006 0,003 0,003 0,004 0,011 0,000
Maksimum 0,030 0,007 0,012 0,014 0,022 0,026 0,017 0,016 0,003 0,004 0,011 0,000
Mediana 0,016 0,007 0,009 0,014 0,005 0,016 0,011 0,010 0,003 0,004 0,011 0,000
Tabela 19. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih je¢mena leta 2016 (mg/kg).

JECMEN, 2016 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35 35
Stevilo pozitivnih vzorcev 2 1 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2

% pozitivnih vzorcev 6 3 6 6 3 3 3 3 3 3 6 6
Povpregje (mg/kg) 0,221 0,036 0,128 0,164 0,026 0,013 0,075 0,048 0,043 0,030 0,132 0,096
Minimum 0,010 0,036 0,119 0,098 0,026 0,013 0,075 0,048 0,043 0,030 0,076 0,052
Maksimum 0,432 0,036 0,137 0,229 0,026 0,013 0,075 0,048 0,043 0,030 0,187 0,140
Mediana 0,221 0,036 0,128 0,164 0,026 0,013 0,075 0,048 0,043 0,030 0,132 0,096

35




Tabela 20. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih rzi v letih 2014 - 2016 (mg/kg).

RZ, 3 leta Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31 31
Stevilo pozitivnih vzorcev 9 8 11 16 5 9 7 11 6 7 7 10

% pozitivnih vzorcev 29 26 35 52 16 29 23 35 19 23 23 32
Povpregje (mg/kg) 0,030 0,014 0,029 3,115 0,018 0,024 0,034 0,041 0,100 0,100 0,043 0,066
Minimum 0,008 0,003 0,003 0,006 0,001 0,002 0,016 0,002 0,004 0,002 0,005 0,002
Maksimum 0,066 0,034 0,064 16,194 0,035 0,103 0,086 0,153 0,308 0,293 0,156 0,264
Mediana 0,021 0,009 0,017 0,220 0,024 0,010 0,024 0,025 0,036 0,059 0,014 0,028
Tabela 21. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih rzi leta 2014 (mg/kg).

RZ, 2014 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16 16
Stevilo pozitivnih vzorcev 4 4 5 10 3 4 4 6 3 4 3 6

% pozitivnih vzorcev 25 25 31 63 19 25 25 38 19 25 19 38
Povpregje (mg/kg) 0,030 0,015 0,052 4,978 0,028 0,042 0,027 0,051 0,127 0,101 0,072 0,096
Minimum 0,010 0,003 0,027 0,045 0,024 0,004 0,016 0,002 0,031 0,011 0,014 0,018
Maksimum 0,066 0,029 0,064 16,194 0,035 0,103 0,045 0,153 0,308 0,215 0,156 0,264
Mediana 0,021 0,015 0,058 1,230 0,025 0,030 0,023 0,040 0,041 0,088 0,047 0,055
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Tabela 22. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih rzi leta 2015 (mg/kg).

RZ 2015 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
Stevilo pozitivnih vzorcev 4 3 5 5 2 3 2 4 3 3 4 4

% pozitivnih vzorcev 40 30 50 50 20 30 20 40 30 30 40 40
Povpregje (mg/kg) 0,025 0,006 0,009 0,010 0,003 0,003 0,051 0,031 0,074 0,100 0,021 0,023
Minimum 0,008 0,005 0,003 0,006 0,001 0,002 0,017 0,005 0,004 0,002 0,005 0,002
Maksimum 0,055 0,008 0,017 0,014 0,005 0,005 0,086 0,094 0,213 0,293 0,060 0,065
Mediana 0,018 0,006 0,009 0,009 0,003 0,003 0,051 0,012 0,005 0,005 0,010 0,012
Tabela 23. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih rzi leta 2016 (mg/kg).

RZ 2016 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Stevilo pozitivnih vzorcev 1 1 1 1 0 2 1 1 0 0 0 0

% pozitivnih vzorcev 20 20 20 20 0 40 20 20 0 0 0 0
Povpregje (mg/kg) 0,052 0,034 0,015 0,012 0,000 0,019 0,028 0,025 0,000 0,000 0,000 0,000
Minimum 0,052 0,034 0,015 0,012 0,000 0,010 0,028 0,025 0,000 0,000 0,000 0,000
Maksimum 0,052 0,034 0,015 0,012 0,000 0,028 0,028 0,025 0,000 0,000 0,000 0,000
Mediana 0,052 0,034 0,015 0,012 0,000 0,019 0,028 0,025 0,000 0,000 0,000 0,000
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Tabela 24. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih tritikale v letih 2014 - 2016 (mg/kQ).

TRITIKALA 3 leta Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 89 89 89 89 89 89 89 89 89 89 89 89
Stevilo pozitivnih vzorcev 10 6 13 11 6 5 9 9 5 3 6 5

% pozitivnih vzorcev 11 7 15 12 7 6 10 10 6 3 7 6
Povpregje (mg/kg) 0,020 0,007 0,067 0,075 0,051 0,038 0,233 0,180 0,045 0,054 0,225 0,207
Minimum 0,001 0,001 0,004 0,004 0,006 0,002 0,001 0,002 0,009 0,008 0,017 0,001
Maksimum 0,047 0,013 0,410 0,395 0,141 0,101 1,660 1,327 0,128 0,086 1,058 0,856
Mediana 0,012 0,007 0,023 0,017 0,029 0,023 0,057 0,041 0,013 0,069 0,024 0,015
Tabela 25. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih tritikale leta 2014 (mg/kg).

TRITIKALA 2014 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29 29
Stevilo pozitivnih vzorcev 6 2 7 7 3 4 7 5 1 1 3 2

% pozitivnih vzorcev 21 7 24 24 10 14 24 17 3 3 10 7
Povpregje (mg/kg) 0,013 0,007 0,109 0,106 0,081 0,041 0,286 0,309 0,065 0,069 0,369 0,436
Minimum 0,001 0,001 0,004 0,004 0,010 0,002 0,001 0,034 0,065 0,069 0,018 0,015
Maksimum 0,042 0,013 0,410 0,395 0,141 0,101 1,660 1,327 0,065 0,069 1,058 0,856
Mediana 0,010 0,007 0,053 0,054 0,093 0,031 0,073 0,052 0,065 0,069 0,030 0,436
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Tabela 26. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih tritikale leta 2015 (mg/kQ).

TRITIKALA 2015 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39 39
Stevilo pozitivnih vzorcev 4 4 5 3 2 1 1 3 3 2 2 3

% pozitivnih vzorcev 10 10 13 8 5 3 3 8 8 5 5 8
Povpregje (mg/kg) 0,032 0,007 0,016 0,020 0,024 0,023 0,057 0,017 0,050 0,047 0,113 0,055
Minimum 0,001 0,003 0,005 0,007 0,006 0,023 0,057 0,002 0,009 0,008 0,017 0,001
Maksimum 0,047 0,012 0,037 0,037 0,043 0,023 0,057 0,041 0,128 0,086 0,208 0,157
Mediana 0,039 0,007 0,008 0,017 0,024 0,023 0,057 0,009 0,013 0,047 0,113 0,006
Tabela 27. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih tritikale leta 2016 (mg/kg).

TRITIKALA 2016 Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
Stevilo pozitivnih vzorcev 0 0 1 1 1 0 1 1 1 0 1 0

% pozitivnih vzorcev 0 0 5 5 5 0 5 5 5 0 5 0
Povpregje (mg/kg) 0,000 0,000 0,028 0,013 0,016 0,000 0,033 0,018 0,011 0,000 0,019 0,000
Minimum 0,000 0,000 0,028 0,013 0,016 0,000 0,033 0,018 0,011 0,000 0,019 0,000
Maksimum 0,000 0,000 0,028 0,013 0,016 0,000 0,033 0,018 0,011 0,000 0,019 0,000
Mediana 0,000 0,000 0,028 0,013 0,016 0,000 0,033 0,018 0,011 0,000 0,019 0,000
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Tabela 28. Koncentracije posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih ovsa v letih 2014 — 2016 (mg/kg).

OVES 3 leta Ergometrin | Ergometrinin | Ergozin | Ergozinin | Ergokornin | Ergokorninin | Ergokriptin | Ergokriptinin | Ergotamin | Ergotaminin | Ergokristin | Ergokristinin
Stevilo vzorcev 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15 15
Stevilo pozitivnih vzorcev 6 2 5 5 2 3 3 4 5 5 7 7

% pozitivnih vzorcev 40 13 33 33 13 20 20 27 33 33 47 47
Povpregje (mg/kg) 0,058 0,032 0,158 0,226 0,030 0,022 0,038 0,058 0,045 0,036 0,085 0,072
Minimum 0,010 0,014 0,022 0,022 0,024 0,016 0,013 0,017 0,022 0,014 0,002 0,014
Maksimum 0,186 0,050 0,590 0,950 0,037 0,030 0,079 0,126 0,066 0,053 0,205 0,197
Mediana 0,031 0,032 0,061 0,053 0,030 0,021 0,021 0,045 0,044 0,044 0,078 0,058
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Najvecja ugotovljena koncentracija je bila v vseh treh letih 41,993 mg/kg ergozinina in sicer
leta 2014 v rzi. V letu 2015 je bilo najve¢ ergometrina (0,354 mg/kg), ugotovili pa smo ga v
pSenici. V letu 2016 je bilo ponovno najve¢ ergozinina, vendar je bil dokazan v manjsi
koncentraciji (0,950 mg/kg) in v drugem matriksu kot leta 2014 (oves) (slika 4).

V vseh treh letih smo v vseh zitih dokazali najve¢ ergozinina, sledita ergokristin in
ergokristinin.

60,000
50,000
40,000
30,000
20,000
10,000 ==

0,000

Psenica JeCmen Rz M Tritikala Oves

Slika 4. Vsota koncentracij posameznih epimerov ergot alkaloidov v vzorcih zit v letih 2014
do 2016.

Na sliki 5 so zbrani podatki o koncentraciji (vsoti) posameznih epimerov ergot alkaloidov po
posameznih zitih v vseh treh letih. Vidimo, da je bila pSenica najbolj kontaminirano zito in da
je vsebovala najvec posameznih ergot alkaloidov, sledi ji rZ. Ostala Zita (je€men, oves in pira)
so bila kontaminirani z nizkimi koncentracijami ergot alkaloidov.

Vzorci zit iz ekloskih kmetij so vsebovali ergot alkaloide v koncentraciji 0,01-0,746 mg/kg.
Pozitivnih je bilo 30 % vzorcev. Alternarijske toksine je vsebovalo 53 % vzorcev v
koncentraciji 0,049-0,389.
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Ergokristinin 11,323 0,251 0,663 1,036 0,501
Ergokristin 10,905 0,368 0,302 1,350 0,594
W Ergotaminin 8,647 0,049 0,703 0,163 0,180
W Ergotamin 8,037 0,064 0,602 0,226 0,226
B Ergokriptinin 6,425 0,081 0,453 1,616 0,232
Ergokriptin 5,590 0,106 0,256 2,094 0,113
B Ergokorninin 4,279 0,065 0,215 0,188 0,067
Ergokornin 3,614 0,058 0,089 0,309 0,061
Ergozinin 4,136 0,390 49,842 0,820 1,132
Ergozin 2,575 0,308 0,319 0,870 0,792
Ergometrinin 0,219 0,058 0,115 0,043 0,064
W Ergometrin 0,944 0,509 0,268 0,205 0,347

Slika 5. Vsota epimerov v vzorcih zit v letih 2014 — 2016.

Nasi rezultati so primerljivi z rezultati drugih avtorjev tako glede Stevila pozitivnih vzorcev
kot glede dobljenih koncentracij. Vecina raziskav potrjuje, da so najvisje koncentracije ergot
alkaloidov v zitih in izdelkih iz njih. O prisotnosti ergot alkaloidov v zivilih in krmi iz
razliénih drzav obstaja ve€ poroc€il. Raziskava 66-ih izdelkov iz rzi v Nem¢iji (Biirk in sod.,
2006) je pokazala prisotnost ergot alkaloidov pri 31,8 % analiziranih vzorcev. Ruhland in
Tischler (2008) sta porocala o 86-100 % stopnji kontaminacije z ergot alkaloidi v razli¢nih
krmnih Zitih in meSani krmi v Nem¢iji. Mediana koncentracij v razli¢nih proizvodih je bila
25-96 pg/kg, najvecje koncentracije pa so dosegale 149-4883 ng/kg (0,149 — 4,883 mg/kg). V
rZi in rZenih izdelkih iz nemskih supermarketov (Miiller et al., 2009) so porocali o zelo
podobni pogostnosti (100 % v rZeni moki, 85,7 % v rzi in rzenih otrobih in 66,7 % v rzenih
kosmicih). Najvi§ja raven ergot alkaloidov je bila 739,7 pg/kg (0,739 mg/kg). Meister in Batt
(2014) sta v letu 2013 porocala o pojavnosti ergot alkaloidov pri 67 % vzorcev psenice in rzi
iz nemske zvezne drzave Brandenburg. Najvisja dolo¢ena koncentracija je bila 4850 pg/kg
(4,850 mg/kg). Zelo onesnazeni vzorci so vsebovali 10-12 razli¢nih ergot alkaloidov (Meister
& Batt 2014). V raziskavi izdelkov na osnovi rzi je bila dolo¢ena 89 % stopnja kontaminacije
(Crews et al., 2009), vendar so bile koncentracije ergot alkaloidov sorazmerno nizke (do 340
ug/kg (0,340 mg/kg)). V znanstvenem porocilu za EFSO (Diana Di Mavungu in sod., 2011),
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so objavili podatke o analizi 803 vzorcev zit in zitnih izdelkov iz 13 evropskih drzav. Ergot
alkaloide so dokazali v 52 % rzi, 95 % izdelkov iz rZi, 34 % pSeni¢ne krme, 86 % izdelkov iz
psenice, 48 % tritikale in 76 % ostalih prehrambenih izdelkov iz trgovin. Ceprav je bila
pojavnost ergot alkaloidov najvecja v vzorcih Zivil, pa so najvisje koncentracije ugotovili v
vzorcih krme. V nizozemski raziskavi (Mulder et al., 2012) so analizirali 184 vzorcev zit in
krmnih meSanic, od teh je 53 % vsebovalo ergot alkaloide. Stopnja kontaminacije je bila 43
% v zitih, v kremnih meSanicah pa 83 %. Malysheva in sod. (2014) so izvedli raziskavo na
1065-ih vzorcih zit in zitnih proizvodov, zbranih v ve¢ evropskih drzavah v obdobju treh let.
Ergot alkaloidi so bili prisotni v 84 % rzenih izdelkov (zrna, moka in ostali rzeni izdelki), 67
% pSenic¢nih izdelkov (zita, moka in pSeni¢ni izdelki), 48 % izdelkov iz ve¢ zit, 52 % krme iz
rZi (zrn), 27 % pSenice (zrnje) in 44 % tritikale (krmno Zito). Skupna raven ergot alkaloidov je
znasala od <1 do 12340 ng/kg (<0,001 — 12,340 mg/kg). Zachariasova in sod. (2014) so
porocali o kontaminaciji z ergot alkaloidi v razliénih vzorcih krme iz Ceske, vkljuéno z 21-
imi vzorci pSenice in 16-imi vzorci je¢mena. Dali so podatke o povprecni koncentraciji,
ergokristin in ergokristinin. V vzorcih pSenice je bil glavni ergot alkaloid ergokriptin s
povprecno, srednjo in najvisja koncentracijo 6 ug/kg, 1,3 pg/kg in 118 pg/kg. V vzorcih
pSenice so bile najvisje vrednosti ergokornin in ergokristin in sicer 54 pg/kg in 81 pg/kg. V
je¢menu je bil prisoten samo ergokriptin. Povpreéna, srednja in najvisja koncentracija so bile
2,5 ng/kg, 1,3 ng/kg in 33 pg/kg. Martos je s sodelavci (2010) izvedel $tudijo o pojavljanju
razli¢nih toksinov v razli¢nih proizvodih zetve v sezoni 2008 - 2009 v Kanadi (2010). V 25
vzorcih zimske pSenice, 15 vzorcih spomladanske psenice, 20 vzorcih je¢mena in 15 vzorcih
rzi, SO bile navedene koncentracije ergokornina in ergotamina. Ergokornin in ergotamin sta
bila prisotna v 1. od 25. vzorcev zimske pSenice (4 %) in v 3. od 15. vzorcev spomladanske
pSenice (20 %). Prisotnost rzenega rozicka v evropskih drzavah je bila v zadnjih nekaj letih
poroCana preko sistema hitrega obveSc¢anja za Zivila in krmo (RASFF), vendar porocil o
prisotnosti ergot alkaloidov ni bilo (RASFF 2016).

ey e

za krmo niti za zivila. V krmi, ki vsebuje nezmleta zrna Zit je najvi§ja dovoljena vsebnost
rzenega rozi¢ka 1000 mg/kg (Evropska komisija, 2012). Vsebnost rozicka v Zitu za prehrano
ljudi je bila najprej dolocena za t.i. intervencijska zita (Biirk et al., 2006; Miinzing 2006). V
Uredbi Komisije o uvedbi postopkov za prevzem Zit s strani intervencijskih agencij (Evropska
komisija 2000, 2009b) je bila navedena najvisja dovoljena koli¢ina rozicka (sklerocijev) pri
pSenici in rzi 500 mg/kg (0,05 %). Pozneje je bila v nepredelanih zitih, namenjenih za
prehrano ljudi, dolo¢ena ista najvi§ja dovoljena koli¢ina rZenega rozicka (0,5 g/kg), razen v
koruzi in rizu (Evropska komisija, 2015). Glede na predpostavljeno povprecno vsebnost ergot
alkaloidov v skerocijih (0,2 %) v osrednji Evropi je bila predlagana Se dovoljena
koncentracija skupnih ergot alkaloidov v hrani 1000 pg/kg in 2000 pg/kg v krmi (Biirk in
sod., 2006; Miinzing (2006). Kljub temu, da zakonsko dolo¢enih mej za ergot alkaloide $e ni,
je EFSA priporocila spremljanje in porocanje 0 koncentracijah ergot alkaloidov v zitih in
zitnih proizvodih (Evropska komisija 2012; 2015).
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4.3 Rezultati preiskav na alternarijske toksine

Na vsebnost alternarijskih toksinov smo preiskali vseh 527 vzorcev. 147 vzorcev oziroma 27
% je vsebovalo enega ali ve¢ alternarijskih toksinov (tabela 29). Najve¢ pozitivnih vzorcev je
bilo leta 2014 (35 %) in najmanj leta 2016 (20 %). Koncentracije celokupnih alternarijskih
toksinov so bile od 0,015 — 3,205 mg/kg.

Tabela 29. Podatki o koncentraciji skupnih alternarijskih toksinov v letih 2014-2016 (mg/kg).

2014 2015 2016 SKUPAJ
St.vzorev 206 199 137 542
St. pozitivnih vzorcev 73 46 28 147
% pozitivnih vzorcev 35 23 20 27
Povpregje (mg/kg) 0,211 0,304 0,450 0,288
Minimum 0,015 0,025 0,037 0,015
Maksimum 3,205 2,126 2,277 3,205
Mediana 0,083 0,104 0,229 0,104

Najvec vzorcev (72 %) je vsebovalo tenuazojsko kislino v koncentraciji 0,015 — 2,279 mg/kg.
Alernariol metil eter je vsebovalo 67 % vzorcev. Najmanj vzorcev je vsebovalo tentoksin
(tabela 30). Nobeden od vzorcev ni vseboval vseh $tirih toksinov.

Tabela 30. Vsebnost pozameznih alternarijskih toksinov v zitih (mg/kg).

tenuazojska kislina tentoksin alternariol alternariol metil eter
St.vzorev 147 147 147 147
St. pozitivnih vzorcev 106 15 54 67
% pozitivnih vzorcev 72 10 37 46
Povprecje (mg/kg) 0,193 0,038 0,341 0,185
Minimum 0,015 0,021 0,025 0,027
Maksimum 2,276 0,116 3,205 1,121
Mediana 0,088 0,035 0,079 0,069

Alternarijskih toksinov nismo dokazali v koruzi (1 vzorec), koruznem S$rotu (8 vzorcev) in
siliranem koruznem zrnju (2 vzorca), nadalje v vzorcih trave (5 vzorcev), sena (12 vzorcev),
pivskih tropin (2 vzorca) in krmnih meSanicah za govedo (2 vzorca) in prasice (2 vzorca).

Najbolj onesnazeni so bili vzorci pire, kjer je bilo 89 % pozitivnih vzorcev, pri rzi 87 % in pri
ovsu 73 %. Najmanj onesnazena sta bila pSenica (8 %) in je¢men (9 %) (tabela 31).
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Tabela 31. Stevilo in vrsta vzorcev, ki so vsebovali alternarijske toksine.

Vrsta vzorca Stevilo vzorcev Stevilo pozitivnih vzorcev % pozitivnih vzorcev
PSenica 185 15 8
JeCmen 113 10 9
Tritikala 89 42 47
Rz 31 27 87
Pira 18 16 89
Obrok 17 10 59
Oves 15 11 73
Koruzna silaza 14 4 29
Slama 13 46
Travna silaza 8 1 13

V vseh letih so bili z alternarijskimi toksini najbolj kontaminirani vzorci pire in ovsa, Ki so
vsebovali najve¢ alternariola in tenuazojske kisline. Najmanj so bili z alternarijskimi toksini

kontaminirani vzorci pSenice (Slika 6).
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Slika 6. Kontaminacija posameznih Zit z alternarijskimi toksini.

Za vse vzorce zit, pri katerth smo ugotovili prisotnost alternarijskih mikotoksinov, smo
naredili tudi fitipatolosko analizo za prisotost gliv Alternaria spp. na zrnju in to izrazili v
odstotkih. Na spodnjih slikah (slike 7-14) je prikazana ugotovljena okuzenost zrnja z glivami
Alternaria spp. in skupna vsebnost alternarijskih toksinov v posameznem vzorcu. Iz
prikazanega se vidi, da ne obstaja povezava (korelacija) med stopnjo okuzenosti zrnja z
vsebnostjo alternarijskih mikotoksinov. Pri enaki okuZenosti zrnja je lahko vsebnost
mikotoksinov zelo razli¢na oziroma pri razli¢ni okuzenosti enaka. To velja tako za posamezna
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zita kot za vsa Zita skupaj (slika 13). Ta ugotovitev je razvidna tudi iz slike 14. V prikaz smo
vkljucili tudi okuzenost zrnja z glivami Epiccocum spp., ker so tudi te potencialne tvorke
alternarijskih mikotoksinov. Skratka, na podlagi okuzenosti zrnja z glivami Alternaria spp. in
Epiccocum spp. ne moremo sklepati kako kontaminirano je zrnje z alternarijskimi

mikotoksini.
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Slika 7. Prikaz okuzenosti zrnja posameznih vzorcev pSenice in kontaminiranosti le teh z
alternarijskimi mikotoksini.

(52}

jecmen
.30
g R 2
A~
g 20
S o n
<
< 15 ©2014
s
§1o $ W 2015
g [ | 2016
4
o
N

0
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000 1,200

vsota alt toksinov (mg/kg)

Slika 8. Prikaz okuzenosti zrnja posameznih vzorcev jeCmena in kontaminiranosti le teh z
alternarijskimi mikotoksini.
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Slika 9. Prikaz okuzenosti zrnja posameznih vzorcev tritikale in kontaminiranosti le teh z
alternarijskimi mikotoksini.
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Slika 10. Prikaz okuzenosti zrnja posameznih vzorcev rzi in kontaminiranosti le teh z
alternarijskimi mikotoksini.

47



oves

IS
«

w w b
S ¢ &
ol

N
(6]

2014

"

W 2015
* |
A 2016

[
(2]

[E
o

% okuZenosti z Alternaria spp.
(03]

A

o

0,000 0,500 1,000 1,500 2,000
vsota alt toksinov (mg/kg)

Slika 11. Prikaz okuzenosti zrnja posameznih vzorcev ovsa in kontaminiranosti le teh z
alternarijskimi mikotoksini.
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Slika 12. Prikaz okuzenosti zrnja posameznih vzorcev pire in kontaminiranosti le teh z
alternarijskimi mikotoksini.
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Slika 13. Prikaz okuzenosti zrnja posameznih vseh vzorcev strnih Zzit in kontaminiranosti le
teh z alternarijskimi mikotoksini.
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Slika 14. Povpre¢na vsebnost skupnih alternarijskih mikotoksinov v posamezni vrsti zita in
povprecna okuzenost zrn z glivami Alternaria spp (alt). ter Epiccocum spp. (ecc).

Glive Alternaria spp. se naselijo na klase oziroma zrnje Zit v ¢asu dozorevanja zrnja, ko
zatnejo deli klasa (pleve, klasno vreteno) pocasi odmirati. Glive iz tega rodu so namrec
fakultativni paraziti in se kot gnilozivke ve¢inoma prehranjujejo z odmrlim tkivom klasov.
Tako obicajno naseljujejo predvsem pleve, v seme oz. pod pleve (jeCmen, oves) pa prodrejo
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predvsem v razmerah, ko je v fenofazah BBCH 87-89-92 (voscena zrelost-polna zrelost-
prezorevanje) dezevno vreme. Le to namre¢ pospeSi kolonizacijo zrn z glivami. Tudi
kakrsnekoli poskodbe zrn zaradi toce, insektov in pticev povecujejo obseg okuzb. Pozeto
zrnje je potrebno po spravilu ¢imprej posusiti v suSilnikih do optimalne vlage za skladiSc¢enje.
Cim dalj s tem odlasamo, vedja je verjetnost za nadaljnji razvoj gliv Alternaria spp in s tem
tvorbe alternarijskih mikotoksinov.

Rezultati $tudij razli¢nih avtorjev o vsebnosti alternarijskih toksinov v zitih in drugih
proizvodih so precej razliéni. Nekateri tako kot mi ugotavljajo, da je nabolj pogosta
tenuazojska Kislina, spet drugi pa ne potrjujejo taksnih rezultatov. Miiller in Korn (2013)
porocata o pojavu alternarijskih toksinov v pSenici. Stopnja kontaminacije je bila naslednja:
tenuazojska kislina (30,3 % vzorcev), alternariol (8,1 %), alternariol metil eter (3,1 %) in
altenuen (2,6 %). V raziskavi, ki jo je izvedel Monbaliu in sod. (2010) je samo eden izmed 82.
vzorcev krme vseboval alternariol metil eter, trije vzorci pa so vsebovali alternariol. Podatki o
nizki stopnji pojavnosti so razvidni tudi iz podatkov EFSA (2011). Tenuazojska kislina,
alternariol, alternariol metil eter (3,1%) in tentoksin so bili prisotni v 6%, 3%, 2% in 3%
preiskovanih vzorcev v zitih in Zitnih proizvodih iz Ceske, Nemdije, Italije, Poljske, Spanije
in Evropske unije. V drugih Studijah (Ostry, 2008; Ostry et al., 2012; Lépez in sod., 2016;
Hiaggblom in sod., 2007; Li in Yoshizawa, 2000) je bila stopnja kontaminacije precej vecja -
skoraj vsi vzorci so vsebovali vsaj en alternarijski toksin. Ostry (2008) in Ostry in sod. (2012)
so ugotovili prisotnost altenuena v 91,5 % oziroma 88 % vzorcih pSenice. Lopez in sod.
(2016) so ugotovili, da so vsi vzorci zit vklju€enih v Studijo vsebovali tentoksin. Higgblom in
sod. (2007) so ugotovili prisotnost alternariola v 16 od 18 vzorcev (88,8 %) krmnih Zit,
medtem ko so v Studiji Li in Yoshizawa (2000) vsi vzorci pSenice vsebovali tenuazojsko
kislino, 90,9 % vzorcev je vsebovalo alternariol in 95,5 % vzorcev je vsebovalo alternariol
metil eter.

Li in Yoshizawa (2000), Haggblom in sod. (2007), Noser in sod. (2011), Miiller in Korn
(2013) ter Jani¢ Hajnal in sod. (2015) so izvedli raziskave in ugotovili, da je bila tenuazojska
kislina najbolj pogosto najden alternarijski toksin. Li in Yoshizawa (2000) sta porocala, da se
je tenuazojska kislina pojavila v vseh analiziranih vzorcih pSenice, alternariol in alternariol
metil eter pa sta bila prisotna v 20 oziroma 21 od 22 vzorcev (90,9 % in 95,5 %). V raziskavi
kontaminiranosti je¢mena, pSenice in ovsa na Svedskem so leta 2006 ugotovili tenuazojsko
kislino v vseh 18. analiziranih vzorcih (Haggblom in sod., 2007). Z alternariolom je bilo
kontaminiranih 89 % vzorcev, z alternariol metil etrom pa je bilo kontaminiranih 39 %
vzorcev. Miiller in Korn (2013) sta poro€ala o prisotnosti tenuazojske kisline v 30,3 %
vzorcev pSenice, medtem ko je z alternariolom bilo okuzenih 8,1 % vzorcev, z alternariol
metil etrom 3,1 % vzorcev in altenuenom 2,6 % vzorcev pSenice. Jani¢ Hajnal in sod. (2015)
S0 v 68,5 % vzorcev pSenice ugotovili kontaminacijo s tenuazojsko kislino, alternariol so nasli
le v 12 % vzorcev in alternariol metil eter le v 6,5 % vzorcev. Tudi v preiskovanih zivilskih
proizvodih na Nizozemskem (proizvodi iz predelanega paradiZnika, suhe fige, soncni¢na
semena in vina; Lopez in sod., 2016) ter v paradiznikih in izdelkih iz paradiZznikov s
Svicarskega trga (Noser in sod., 2011) je bila tenuazojska kislina najpogostejsi alternarijski
toksin. Nasli so jo v vseh vzorcih suhih fig, son¢ni¢nih semen in paradiznikovih omak, v treh
od petih vzorcev vina (Lopez in sod., 2016), v vseh paradiznikovih izdelkih in v 25 %
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paradiznika iz Studije, ki so jo opravili Noser in sod. (2011). Kljub temu so nekateri avtorji
objavili Studije, kjer je bila tenuazojska kislina najmanj pogosto zastopan alternarijski toksin
(Ostry, 2008; Ostry in sod., 2012; Patriarca in sod., 2007, Uhlig in sod., 2013). Ostry (2008)
in Ostry in sod. (2012) do poro¢ali o pojavnosti alternariola v pSenici na Ceskem v 46,5-50 %
vzorcev in altenuena v 88-91,5 % vzorcev, medtem ko se tenuazojska kislina ni pojavila v
nobene vzorcu. V raziskavi norveskih zit, gojenih v izrednih podnebnih razmerah (Uhlig in
sod., 2013) je bila tenuazojska kislina prisotna le v 21 % vzorcev pSenice, alternariol in
alternariol metil eter pa sta bila prisotna v vseh vzorcih pSenice. Do podobnih rezultatov so
prisli raziskovalci iz Argentine, ki so Vv vzorcih argentinske pSenice ugotovili vecjo
kontaminacijo z alternariolom in alternariol metil etrom in manjSo kontaminacijo z
tenuazojsko kislino (Patriarca in sod., 2007).

4.4 Vsebnost ergot alkaloidov v sklerocijih

4.4.1 Sklerociji v vzorcih Zit

Vzorce, v katerih smo potrdili ergot alkoloide smo preiskali na vsebnost sklerocijev. Po
vizualnem pregledu vzorcev smo ugotovili, da vecina rozickov (razen pri rzi) ne izvira iz
okuzZenega Zita, temve¢ od okuzenih samoniklih trav, ki rastejo kot plevel med zitom. Iz tega
sledi, da bomo morali v prihodnje ve¢ pozornosti posvetiti izboljSanju metod za ucinkovito
¢is€enje Zitnega zrnja po Zetvi, tudi tistega namenjenega krmi za zivali, kar pa do sedaj ni bila
ustaljena praksa.

Sklerocije smo nasli le pri 41,7% vzorcev, ki so vsebovali ergot alkaloide. Rezultat
pripisujemo nehomogenosti vzorenja in priprave vzorca ter ugotovitvi, da so sklerociji
vecinoma (razen pri rzi) pripadali plevelnim travam. Povpre¢na skupna masa sklerocijev v
onesnazenih vzorcih je bila 0,25 g/kg in ni presegala dovoljene mejne vrednosti 1g/kg.

Povprec¢na koncentracija skupnih ergot alkaloidov je bila v sklerocijih z rZzi 2104,25 mg/kg.
Najvec je bilo ergotamina 644,55 mg/kg, ergokriptina 504, 05 mg/kg, ergokornina 234,82
mg/kg in ergotaminina 194,10 mg/kg. Sledijo ergozin 189,23 mg/kg, ergokriptinin 148,32
mg/kg, ergozinin 122,20 mg/kg, ergokorninin 33,49 mg/kg, ergometrin 22,64 mg/kg,
ergokristin 5,57 mg/kg, ergometrinin 4,11 mg/kg in ergokristinin 1,17 mg/kg.

4.4.2 Ergot alkaloidi v sklerocijih iz okuzenih trav

Leta 2014 smo na 37 razlicnih lokacijah z Zit in trav pobrali 113 vzorcev rZzenega rozicka.
Prisoten je bil na 22 samoniklih vrstah trav iz 15 rodov (Elyrtigia (Agropyron), Agrostis,
Alopecurus, Arrhenatherum, Brachypodium, Bromus, Calamagrostis, Dactylis, Festuca,
Holcus, Lolium, Molinia Phalaris, Phleum in Sesleria) (slika 15).
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Rozicki na samoniklih travah

Agropyron intermedium , 1% pR|
PRI Sesleria autumnalis, 2%

PM,$S, 0S, GO, DOL  Phleum pratense,, 11% Agropyron repens , 14% PM, §, 0S, GO, DOL, PRI
DOL Phalaris arundinacea , 1%
GO Molinia arundinacea, 1%
PM, 0, DOL Lolium perenne , 4% Agrostis gigantea , 1% §
Agrostis stolonifera , 3% PM, GO
Alopecurus pratensis , 3% PM, GO

37 lokacij po Sloveniji Arrhenatherum elatius , 5%
2 vrst samoniklih tra PM, §, 0S, GO
Lolium multiflorum , 16% iz 15 rodov e
113 vzorcev
PM, §, 0S, GO, DOL \ Brachypodium pinnatum , 2% 0S
Brachypodium rupestre, 1% OS

Bromus erectus, 4% 0S, GO, DOL
Calamagrostis epigeios ,3% PM, GO, DOL
Calamagrostis varia , 1% OS
Prekmurje - PM
§tajerska 8 Holcus lanatus, 11%
J Dactylis glomerata, 12% PM, §, 0S, GO, DOL

Osrednja SLO - OS PM, 5, 0S, GO, DOL
Festuca rubra, 5% Elytrigia elongata, 1% PRI

Gorenjska - GO
Dolenjska - DOL PM, 0S, GO, DOL  Festuca arundinacea, 1% DOL

Slika 15. Vrste trav na katerih so bili najdeni rZeni rozicki in njihov delez (%) ter obmocje
najdbe v letu 2014.

V letu 2015 smo pobrali 54 vzorcev rZzenega rozicka, in sicer na 16 lokacijah po Sloveniji.
Prisoten je bil na 15 wvrstah samoniklih trav iz 11 rodov (Agrostis, Alopecurus,
Arrhenatherum, Calamagrostis, Dactylis, Elytrigia, Festuca, Glyceria, Holcus, Lolium, in
Phleum).

V letu 2016 smo nasli okuzene posamezne trave. Rozicka je bilo premalo, da bi lahko
pripravili vzorce za analize. Razlike v velikosti sklerocijev na posameznih travah se vidijo na
sliki 16, dodatne fotografije pa so na koncu porocila.
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Slika 16. Sklerociji, ki smo jih nasli na razli¢nih obmocjih Slovenije na travah in strnih Zitih.

V letu 2014 je bilo v sklerocijih ugotovljeno najve¢ ergokristina, najmanj pa ergometrinina. V
letu 2015 je bilo v rozi¢kih trav najve¢ ergozina in ergokristina, najmanj pa ergometrinina

(slika 17).
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Slika 17. Povpre¢ne koncentracije posameznih ergot alkaloidov v sklerocijih.
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RZene rozi¢ke na samoniklih travah smo v Sloveniji nasli na vseh lokacijah, zato obstaja
potencialna nevarnost okuzbe zivali in okoliskih posevkov zit. VVsebnost ergot alkalodov v
sklerocijih je primerljiva s podatki iz literature. V zadnji $tudiji so Frazeman in sod. (2010)
analizirali sklerocije iz razli¢nih podroc¢ij Neméije (zetev 2005-2009). Koncentracija ergot
alkaloidov je med vzorci variirala od 115 do 2362 pg/g (0,01-0,24 %), srednja vrednost je
bila 757 pg/g (0,076 %). Koli¢ina ergotamina (22 %), ergokristina (20 %) in njunih izomer
ergotaminina (9,5 %) in ergokristinina (6,5 %) je skupaj predstavljala 57 % celokupnih ergot
alkaloidov.

4.5 Rezultati analiz krme v rejah, kjer so se pojavljale gangrene repov

Na kmetijah, kjer so imeli tezave z gangrenami repov, smo vzorc¢ili obroke in posami¢na
krmila. Pregledali smo 8 kmetij in skupno odvzeli 17 obrokov. Skupaj s posameznimi
sestavinami za obroke je bilo vseh vzorcev 85.

Ergot alkaloide sta vsebovala 2 obroka s povpre¢no koncentracijo 0,03 mg/kg. V enem
primeru leta 2014, so bile poleg obroka odvzete tudi sestavine obroka (pivske tropine in
koruzna silaza) vendar sta bila oba vzorca negativna na ergot alkaloide. Pri obeh lastnikih se
je vzorcenje ponovilo leta 2015, vendar so bili rezultati negativni.

Pozitivni vzorci na ergot alkaloide so bili stirje od 85, to je 4,71%. Pozitivna sta bila dva
vzorca sena in dva vzorca obrokov. V obrokih se je pojavil ergometrin, v senu pa
ergometrinin. Vsi vzorci ob ponovnem odvzemu leta 2015 niso vsebovali ergot alkaloidov.

Vsebnost alternarijskih toksinov prikazuje tabela 32. Tabela prikazuje koncentracije
posameznih alternarijskih toksinov v pozitivnih vzorcih. Najve¢ pozitivnih vzorcev je bilo
slame (n=6) in koruzne silaze (n=4). Najvecja je bila koncentracija alternariola, medtem ko
tentoksina v analiziranih vzorcih nismo nasli.

Vzorci je€mena, koncentratov, pivskih tropin, sena in siliranega koruznega zrnja so bili
negativni na alternarijske toksine.

Tabela 32. Povprecne koncentracije alternarijskih toksinov v posamicnih krmilih iz rej, kjer
se pojavljajo gangrene repov (mg/kg).

§t. pozitivnih na

o el sl Tegee | Tanoosin | Atermario | Al
koruza 2 2 0,08 0,00 0,80 0,00
koruzna silaza 14 4 0,04 0,00 0,06 0,00
koruzni Srot 8 1 0,00 0,00 0,28 1,00
slama 13 6 0,10 0,00 1,07 0,26
storzi 3 1 0,00 0,00 0,70 0,00
travna silaza 8 1 0,03 0,00 0,80 0,09
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V ¢asu prijave projekta smo predvidevali, da bomo v rejah govejih pitancev, kjer se pojavljajo
gangrene repov, v obrokih dokazali ergot alkaloide. Po zaklju¢ku projekta menimo, da temu
ni tako, Ceprav smo v nekaj obrokih dokazali nizke koncentracije ergot alkaloidov.
Ugotovljene koncentracije so premajhne, da bi povzrocale tak$ne klini¢ne znake, poleg tega
pa naslednje leto kljub klini¢nim znakom ergot alkaloidov nismo vec¢ nasli. Mogoce so ergot
alkaloidi eden od dejavnikov, ki samo pripomorejo k pojavljanju klini¢nih znakov, glede na
to, da smo pri rejcih, kjer imajo te tezave, potrdili prisotnost sklerocijev na travnikih.

Tudi vzorca krmne meSanice za praSice nista vsebovala ergot alkaloidov, kar pomeni, da je
potrebno vzrok za gangrene uses in repov v reh rejah iskati nekje drugje.

4.6 Rezultati molekularnih analiz

4.6.1 Molekularna analiza endofitskih gliv

Pri molekularni identifikaciji predstavnikov rodu Alternaria smo uspe$no pomnozili in
sekvencirali 34 vzorcev, ki so bili izolirani iz tritikale, rzi, pire, ovsa, jeCmena in pSenice.
Genetska raznolikost je bila sorazmerno nizka, saj je vecina izolatov kazala veliko podobnost
med seboj in z vrstama Alternaria alternata in Alternaria tenuissima. Na podlagi dobljenih
rezultatov nismo opravljali nadaljnjih raziskav.

4.6.2 Molekularne analize sklerocijev

Z molekularnimi metodami (PCR in sekvencioniranje) smo leta 2014 identificirali glivne
izolate iz 47 vzorcev. Uspesno smo pomnozili in sekvencirali 39 vzorcev.

Med sklerociji, ki so bili nabrani na samoniklih travah travah v letu 2015, smo v molekulsko
analizo vkljucili sklerocije iz trav, ki so bile v prvi analizi slabSe zastopane ali pa so kazale
vecjo molekulsko variabilnost. Tako smo vkljucili 33 novih vzorcev, od katerih smo jih
uspesno pomnozili in sekvencirali 23 vzorcev.

Z molekularno identifikacijo sklerocijev smo dobili 36 nukleotidnih zaporedij, ki ustrezajo
glivi Claviceps purpurea. S filogenetsko analizo smo pridobljene sekvence kombinirali z
znanimi sekvencami gliv iz skupine C. purpurea (nekateri avtorji delijo skupino na tri
podskupine na nivoju vrste). Skupina Grpl vkljucuje sekvence C. purpurea s.str in C.
humidiphila, skupina Grp2 sekvence C. purpurea s.str. in C. spartinae, in skupina Grp3 eno
samo sekvenco, ki smo ji pomnozili iz sklerocija na gostitelju Festuca arundinacea (slika 18).
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Slika 18. Molekularna filogenetska analiza (metoda maksimalne verjetnosti).



Na podlagi filogenetske analize smo dobljene podskupine (Grl-3) znotraj kompleksa C.
purpurea s. lato preverili na preferenco gostiteljev. Posamezne skupine so se izkazale kot bolj
pogoste na razli¢nih gostiteljih znotraj tribusov (plemen) druzine trav (Poaceae). Vrste iz
tribusa Triticeae so okuzevale le glive iz skupine Grl. Le-ta je najpogosteje okuzevala vrste
tribusa Poeae, medtem ko je bil tribus Aveneae okuzen predvsem z glivami iz skupine Gr2.
Skupino Gr3 pa smo identificirali kot ze omenjeno le na vrsti F. arundinaceae (tribus Poeae).
Vrste iz tribusov Arundineae, Brachypodieae, Bromeae in Seslerieae so kazale preferenco do
posamezne skupine C. purpurea, vendar je bil nabor predstavnikov nizek, zaradi Cesar ne
moremo s gotovostjo trditi, da gre za specifi¢nost interakcij (slika 19).
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Slika 19. a) Haplotipske mreze specifi¢nih ITS sekvenc glive Claviceps purpurea sensu lato.
Vsak krog predstavlja en haplotip. Med vsakim krogom in pre¢no ¢rto je en mutacijski korak
(predstavlja hipoteti¢ne haplotipe). Velikost kroga odraza koli€¢ino haplotipa, odtenek sive pa
predstavlja genetsko skupino glive C. purupurea alkaloidi. b) Mozai¢ni prikaz afinitete
gostitelja (t.i. tribe level) med genetskimi skupinami.
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Filogenetske podatke smo preverili tudi v povezavi z geografsko razporeditvijo najdis¢. Pri
tem smo lokacije najdiS¢ zdruzili v posamezne geografske regije. Najvecjo genetsko
diverziteto smo ugotovili za Prekmursko, Stajersko in Gorenjsko regijo, pri ¢emer so le-te
zajemale 70 % vseh sekvenc. Ceprav poslediéno ne moremo izklju¢iti, da ni za manjso
genetsko pestrost v preostalih regijah krivo manjse Stevilo najdb, se pri ostalih geografskih
regijah nakazuje nekoliko manjSa genetska pestrost.

Molekularne analize sklerocijev iz samoniklih in gojenih vrst trav iz osmih razli¢nih regij v
Sloveniji so, kot receno, pokazale porazdelitev v tri genetske skupine z nekaj preferencami za
specificne taksonomske skupine gostitelja. Na podlagi rezultatov se zdi, da C. purpurea kaze
nizko preferenco do specificnega gostitelja. Ker specifi¢nost za gostitelja na nivoju vrste ni
bila dovolj dobro izraZzena, smo raziskali taksonomske tribuse znotraj skupine Poaceae.
Izkazalo se je, da je podatek o tribusu bolj informativen in pokaze jasnejSo sliko glede
gostiteljske preference razli¢nih genetskih skupin glive C. purpurea. Ta podatek lahko
izbolj$a napoved katera specifi¢na skupina glive C. purpurea in kateri ergot alkaloidi se bodo
pojavili na travnikih in poljih.

Poleg nastetega, smo pri razlicnih genetskih skupinah ugotovili tudi nekaj razlik v sestavi
ergot alkaloidov. Razli¢ne genetske skupine kazejo doloCene preference za individualne
gostiteljeve taksonomske tribuse, kar se kaze tudi v tem, da so doloceni ergot alkaloidi bolj
znacilni za dolocene skupine trav. Nasi izsledki se skladajo s hipotezami drugih avtorjev, ki
so ugotovili, da nastanek specifi¢nih ergot alkaloidov ni pod vplivom gostiteljske vrste trave,
temve¢ lahko gostitelj vpliva na razmerje med posameznimi alkaloidi. Kljub temu se zdi, da
so razlike v sestavi ergot alkaloidov pri razliénih gostiteljih bolj posledica kolonizacije s
specifi¢nimi genetskimi skupinami glive C. purpurea (slika 20). Pri povezovanju rezultatov
molekularnih analiz sklerocijev in vsebnosti ergot alkaloidov je v¢asih nastopila tezava, ker
so bili sklerociji trav majhni in jih ni bilo dovolj za kemijske analize.
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Slika 20. Ne-parametri¢na multidimenzionalna velikostna analiza profilov ergot alkaloidov.
Razli¢ne oblike predstavljajo: a) lokacijo vzoréenja b) vrsta trave (tribus) in c) genetska

skupina glive Claviceps purpurea.
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4.7 Vremenski podatki za leta 2014 do 2016

Iz rezultatov nasega projekta se jasno vidi, da je bilo v letu 2014 najve¢ mikotoksinov. Po
vremenskih podatkih je to leto v koli¢ini povprec¢nih padavin odstopalo od povprecja. Padavin
je bilo vsaj za desetino vec¢ kot v dolgoletnem povprecju.

Spodnje slike 22 - 27 predstavljajo koli¢ino padavin zabelezenih na posameznih
meteoroloskih postajah v letih 2014-2016 ter absolutno koli¢ino padavin po Sloveniji za leta
2014-2016.

Padavin je bilo v letu 2014 povsod vsaj za desetino ve¢ kot v dolgoletnem povprecju, v veliki vecini je
bil presezek nad petino. na Goriskem pa je presegel 50 %. Drzavno povprecje padavin je bilo najvisje
po izjemno mokrem letu 1937. Podobno namoceno kot leto 2014 je bilo leto 1965. Na nekaterih
merilnih mestih je bila kolic¢ina padavin v letu 2014 najvisja od sredine minulega stoletja. V delu
Posogja je padlo nad 3800 mm. v delu Dolenjske in na severovzhodu drzave pa od 800 do 1400 mm.

Velik Dolenjci
Lendava
Murska Sobota
Sl. Gradec
Maribor

Sl Konjice
Celje
Ernomelj
Now mesto
Lisca
Bizeljsko
Ljubljana
Kotevje

Nowva vas
Postojna
Gaodnje
Portoroz

Bilje
Podljubelj
Kam. Bistrica
Ratece
Kredarica
Lesce

Kneske rame
Kobarid

Soca

Log pod Mangr.
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Slika 22. Padavine leta 2014 v primerjavi s povpre¢jem obdobja 1961-1990 (100 %) (vir: ARSO)
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Slika 23. Porazdelitev padavin, leto 2014 (vir: ARSO)

V Ljubljani so namerili 1851 mm, kar je 33 % ve¢ od dolgoletnega povpredja m najvec na sedanjem
merilnem mestu. Najbolj suho je bilo v Ljubljani leto 1949, ko je padlo 954 mm, leta 2011 pa je bilo
998 mm padavin, kar je 72 % dolgoletnega povprecja. Malo padavin so izmerili tudi leta 1953
(1041 mm). 2003 (1091 mm) 1n 1971 (1107). Pred letom 2014 je bilo najve¢ padavmn leta 1965
(1848 mm), sledita pa let1 1960 (1772 mm) 1n 2004 (1696 mm).

WV Murski Soboti je padlo 1093 mm, dolgoletno povprecie so presegli za 34 %, kar je najvec od sredine
minulega stoletja. V Portorozu so namerili 1462 mm 1n dolgoletno povpredje presegh za 47 %, tudi v
Portorozu je bilo to najbolj mokro leto od sredine minulega stoletja. Rekordno malo padavin od
zacetka meritev so v lefu 2011 od prikazanih posta] namerili v Novem mestu, in sicer 834 mm, ter v

Portorozu, kjer je padlo skromnih 614 mm |
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Slika 24. Padavine leta 2015 v primerjavi s povpre¢jem obdobja 1961-1990 (vir: ARSO)

V Ljubljani so namerili 1 106 mm. kar je 79 % dolgoletnega povprecja. Leto pred tem je padlo 1851 mm,
kar je 33 % vec¢ od dolgoletnega povprecja in najve¢ na sedanjem merilnem mestu. Najbolj suho je bilo
v Ljubljani leto 1949, ko je padlo 954 mm, leta 2011 pa je bilo 998 mm padavin, kar je 72 %
dolgoletnega povprec¢ja. Malo padavin so izmerili tudi v letih 1953 (1041 mm), 2003 (1091 mm) in 1971

(1107). Pred letom 2014 je bilo najve¢ padavin leta 1965 (1848 mm), sledita pa leti 1960 (1772 mm) in
2004 (1696 mm).



Slika 25. Porazdelitev padavin, leto 2015 (vir: ARSO)

Najve¢ padavin je leta 2015 padlo v Zgornjem Posoéju in delu Julijcev, namerili so nad 1700 mm.
Najmanj padavin je bilo v Slovenskem Primorju in na severovzhodu drzave, kjer je padio od 500 do
900 mm. Priblizno polovica Slovenije je zabelezila od 900 do 1300 mm.

Po izrazito namocenem letu 2014 je leta 2015 ve¢inoma opazno primanjkovalo padavin. Dolgoletno
povpreéje so presegli le v Beli krajini. V Crnomlju so namerili 1366 mm., kar je 8 % ve¢ od dolgoletnega
povpre¢ja. Drugod so za dolgoletnim povprecjem zaostajali. Najvecji relativni zaostanek je bil na
Primorskem in v ve¢jem delu Notranjske. Na Obali, na Letali§¢u Portoroz so namerili le 595 mm, kar
je le 60 % dolgoletnega povpre¢ja in najmanj v celotnem nizu podatkov za to lokacijo. 64 % so z
1010 mm dosegli v Postojni, v Godnjah pa 949 mm ustreza 67 % dolgoletnega povprecja. V Kobaridu
so dosegli 65 %, v Kneskih Ravnah 68 % in v logu Pod Mangartom 69 % dolgoletnega povprecja. Tudi
na Kocevskem so precej zaostajali za povpre¢nimi padavinami, s 1175 mm so dosegli 77 %. V dobri
polovici Slovenije so presegli tri Cetrtine dolgoletnega povprecja padavin.

Najve¢ padavin je leta 2016 padlo v hribovitem svetu severozahodne Slovenije, ponekod so padavine
presegle 2700 mm. Najmanj padavin, in sicer med 700 in 1200 mm je bilo na Obali in vzhodnem delu
Dolenjske, veé¢jem delu Stajerskem in v Prekmurju. V veéjem delu Slovenije je bilo dolgoletno
povprecje presezeno. Z redkimi pozitivnimi izjemami so bili odkloni med =10 %.
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Slika 26. Padavine leta 2016 v primerjavi s povpre¢jem obdobja 1981-2010 (vir:ARSO)
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Slika 27. Porazdelitev padavin, leto 2016 (vir: ARSO)

4.7 Preventivni ukrepi in varstvo pred rzenim rozi¢kom (Claviceps purpurea /Fr./ Tul.)

e Zmoznost prezivetja sklerocijev v (na) tleh je samo 1 do 3 leta. S primernim
kolobarjem, ko nimamo na pridelovalni povrS$ini gostiteljskih rastlin, lahko prekinemo
zivljenjski krog povzroditelja bolezni.

e Da ne bi prinesli na pridelovalno povrSino patogene glive uporabljamo za setev samo
certificirano seme, brez rozickov. Ce je seme razkuzeno s fungicidi na podlagi
triazolov, le ti delno preprecujejo kalitev sklerocijev, ki izvirajo iz semena.

e Ce zaorjemo sklerocije globlje od 4 cm, ti prej propadejo preden lahko kalijo.
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Sorte zit, ki cvetijo krajsi Cas in bolj zaprto, so manj dovzetne za okuzbo v Casu
cvetenja. Ko je cvet gostiteljske rastline oplojen do okuzbe ne more vec priti.

Okuzene samonikle trave na robovih njiv so pomemben vir okuzb. Pred cvetenjem zit
jih je potrebno pokositi oziroma odstraniti.

Travnike in paSnike v okolici pridelovalnih povrsin je potrebno pokositi oziroma
popasti e pred cvetenjem. Ce je po pasi ostalo na povriini Se kaj nedotaknjenih
rastlin, jih je potrebno obvezno pokositi. Zgodaj in pozno cvetoCe trave so manj
obcutljive za primarne okuzbe z glivo.

Travinja s travnikov, ki so mo¢no kontaminirani s sklerociji, ne uporabljamo za silazo
temveC ga posus$imo; pri suSenju vecina sklerocijev izpade in tako ne kontaminira
krme.

Na podlagi nasih rezultatov vecina sklerocijev v zrnju Zit izvira od plevelnih trav, ki
so rastle med zitom. Zaradi tega je potrebno le te karseda striktno zatirati le te s
herbicidi. V Zitih je nekatere zaradi neselektivnosti in nezadostne ucinkovitosti
herbicidov zelo tezko popolnoma zatreti. Veliko lazje in bolj ucinkovito pa jih je
potem zatreti v gojenih rastlinah iz skupine dvokali¢nic. Ravno zaradi tega je tako
pomemben dovolj Sirok kolobar, da lahko tekom nekaj rastnih dob, z razlicnimi
gojenimi rastlinami, iz pridelovalne povrsSine »pocistimo« trdovratne plevelne trave.

Zelo pogosto pridelovalci robnih delov pridelovalnih povrsin ne Skropijo s herbicidi
(obstaja nevarnost zanosa herbicidnega Skropiva na bliznje parcele in s tem do
fitotoksi¢nosti na tam gojenih rastlinah). Posledica tega je, da so robni deli Zitnih polj
veliko bolj zapleveljeni s travami, ki so potencialni vir rozi€¢kov v posevku in kasneje
v zrnju. Eden izmed predlaganih ukrepov je, da se posebej pozanjejo robni deli njiv
(za Sirino kombajna) in nato preostali posevek. Zrnje pozeto na robovih njiv naj se
pred uporabo obvezno ocisti v Cistilniku.

Do zdaj pri nas ni obicajna praksa, da bi Zita, ki so namenjena krmi, po Zetvi dodatno
precistili v Cistilnikih. Je pa dejstvo, da bi s tem ukrepom moc¢no zmanjSali
potencialno nevarnost, ki jo predstavljajo morebitni rzeni roZi¢ki v zrnju. Seveda to
posledi¢no pomeni dodatno delo in stroske, pa tudi koli¢insko je tako oc¢iS¢enega zrnja
manj (poleg roZi¢kov se odstranijo tudi semena plevelov in zdrobljena zrna).

4.9 Preventivni ukrepi in varstvo pred alternarijskimi toksini

Glive Alternaria spp. se naselijo na klase oziroma zrnje zit v Casu dozorevanja zrnja, ko
zacnejo deli klasa (pleve, klasno vreteno) pocasi odmirati. Glive iz tega rodu so namre¢
fakultativni paraziti in se kot gnilozivke ve¢inoma prehranjujejo z odmrlim tkivom klasov.
Tako obi¢ajno naseljujejo predvsem pleve, v seme oz. pod pleve (jeCmen, oves) pa prodrejo
predvsem v razmerah, ko je v fenofazah BBCH 87-89-92 (voscena zrelost-polna zrelost-
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prezorevanje) deZzevno vreme. Le to namre¢ pospeSi kolonizacijo zrn z glivami. Tudi
kakrsnekoli poskodbe zrn zaradi toCe, insektov in pticev povecujejo obseg okuzb. Pozeto
zrnje je potrebno po spravilu ¢imprej posusiti v susilnikih do optimalne vlage za skladiscenje.
Cim dalj s tem odlagamo, vedja je verjetnost za nadaljnji razvoj gliv Alternaria spp. in s tem
tvorbe alternarijskih mikotoksinov.

5 ZAKLJUCKI

S tem projektom smo pridobili prve podatke o koncentraciji ergot alkaloidov in alternarijskih
toksinov v zitih in travah v Sloveniji. Dosegli smo vse zastavljene cilje:

1. uvedli smo laboratorijsko kemijsko metodo za dolo¢anje glavnih ergot alkaloidov
(ergometrin, ergotamin, ergozin, ergokristin, ergokriptin in ergokornin ter njihovi -
inini) in laboratorijsko metodo za dolo¢anje toksinov, ki jih izlo¢ajo glive iz rodu
Alternaria (tenuazojska kislina, alternariol monometil eter, alternariol in tentoksin).

2. Ocenili smo obseg pojavljanja ergot alkaloidov in prisotnost ter razsirjenost gliv
Claviceps purpurea in Alternaria spp. v Sloveniji. Ugotovili smo, da je v zadnjih treh
letih 27 % vzorcev zit vsebovalo ergot alkaloide in alternarijske toksine. Dokazali smo
vse ergot alkoide in alternarijske toksine. Najve¢ pozivnih vzorcev je bilo leta 2014, ki
je po koli¢ini padavin odstopalo povprec¢ja. Padavin je bilo vsaj za dobro desetino vec
kot v dolgoletnem povprecju. Po vizualnem pregledu vzorcev zit smo ugotovili, da
veCina rozi¢kov (razen pri rZi) ne izvira iz okuzenega zita, temve¢ od okuzenih
samoniklih trav, ki rastejo kot plevel med Zitom. Iz tega sledi, da bomo morali v
prihodnje ve¢ pozornosti posvetiti izboljSanju metod za ucinkovito ¢iS€enje zitnega
zrnja po zetvi, tudi tistega namenjenega krmi za zivali, kar pa do sedaj ni bila ustaljena
praksa.

3. Predvidevali smo, da bomo v rejah govejih pitancev, kjer se pojavljajo gangrene
repov, v obrokih dokazali ergot alkaloide. Ugotovljene koncentracije so premajhne, da
bi povzrocale taksne klini¢ne znake, poleg tega pa nismo ergot alkaloidov potrdili v
vseh rejah. Verjetno so ergot alkaloidi eden od dejavnikov, ki samo pripomorejo k
pojavljanju klini¢nih znakov, glede na to, da smo pri rejcih, kjer imajo te tezave,
potrdili prisotnost sklerocijev na travnikih.

4. Na vseh obmocjih Slovenije smo na samoniklih travah nasli rzene rozicke ali
sklerocije. To posledicno pomeni, da je potrebno izvajati doloCene preventivne
ukrepe, ki do sedaj niso bili ustaljeni. Travinja s travnikov, ki so moc¢no
kontaminirani s sklerociji, ne uporabljamo za silazo temve¢ ga posuSimo; pri suSenju
vecina sklerocijev izpade in tako ne kontaminira krme. Travnike in pasnike v okolici
pridelovalnih povrsin je potrebno pokositi oziroma popasti Se pred cvetenjem.
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5. Molekularne analize sklerocijev iz samoniklih in gojenih vrst trav iz osmih razli¢nih
regij v Sloveniji so pokazale porazdelitev v tri genetske skupine z nekaj preferencami
za specificne taksonomske skupine gostitelja. Na podlagi rezultatov se zdi, da C.
purpurea kaze nizko preferenco do vrstno specifi¢nega gostitelja.

6. Rezultati o onesnazenosti zit z ergot alkaloidi in alternarijskimi mikotoksini ter
vsebnost ergot alkaloidov v sklerocijih se po letih razlikujejo. Po zakljucku projekta
ne moremo podati jasnih odgovorov, katero zito je v Sloveniji najbolj onesnazeno in s
katerimi ergot alkaloidi ali alternarijskimi mikotoksini, kar kaze na smiselnost
nadaljevanja raziskav. V letu 2014 je bilo v sklerocijih ugotovljeno najve¢
ergokristina, najmanj pa ergometrinina. V letu 2015 je bilo v rozickih trav najvec
ergozina in ergokristina, najmanj pa ergometrinin.

7. Smiselno bi bilo nadaljevati s pregledi travnikov in analizami sklerocijev na vsebnost
ergot alkaloidov, ker bomo lahko samo na osnovi vecletnih podatkov lahko spremenili
predpise. Postaviti zgornje meje za ergot alkaloide namesto mase sklerocijev, kar je
predlog EFSA, je izredno zahtevna naloga.

8. V prihodnosti bi bilo smiselno preveriti, ¢e se pridelovalci krme in kmetje drzijo
priporo¢il za zmanjasanje ergot alkaloidov in alternarijskih toksinov.
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Dodatne fotografije

RzZeni rozicki (sklerociji) na okuzenem klasu rzi (foto: dr. Franci Aco Celar in dr. Katarina
Kos)
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Rozi¢ki na mac¢jem repu (foto: dr. Franci Aco Celar in dr. Katarina Kos)

A\

Rozicki na medeni travi (foto: dr. Franci Aco Celar in dr. Katarina Kos)
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Na rzi se oblikujejo najvecji sklerociji — slikani na milimetrskem papirju (foto: dr. Franci Aco

Celar in dr. Katarina Kos)

Rozic¢ek iz ovsa in pleve na zrnju ovsa okuzene z glivo Alternaria sp. (viden ¢rnkast
poprh) (foto: dr. Franci Aco Celar in dr. Katarina Kos).

71



Dobro vidni sklerociji na rzi (dr. Katarina Kos).

Dr. Katarina Kos je iz sklerocijev naredila pravo umetnino.
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