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Two factorial analysis of variance
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1 UVOD

Dobijanje stabilnih i visokih prinosa zrna velike hranljive vrednosti koji su zdravstveno
bezbedni 1 ekonomski isplativi, predstavlja primarni cilj proizvodnje kukuruza. U najStetnija
oboljenja kukuruza u nas$oj zemlji ubrajaju se trulez zrna i klipa. Ova bolest u povoljnim
uslovima za nastanak infekcije smanjuje prinos i do 50%, pogorSava kvalitet kukuruza 1 na taj
nacin dovodi do ozbiljnih gubitaka u proizvodnji.

Trulez klipa 1 zrna kukuruza prouzrokuju mnoge patogene i toksigene vrsta gljiva, medu
kojima su po Stetnosti najznacajnije vrste roda Fusarium, kao i vrste roda Aspergillus sekcije
Flavi. Najznacajnije vrste u svetu na ovom usevu, koje sintetiSu aflatoksine su vrste koje
pripadaju rodu Aspergillus, Aspergillus flavus Link i A. parasiticus Speare (Bennett i Klich,
2003).

Vrste roda Aspergillus se javljaju Sirom sveta na velikom broju gajenih vrsta biljaka u
toku vegetacije, kao 1 za vreme skladiStenja. Patogene vrste gljiva koje prouzrokuju trulez klipa
su u vecini slucajeva i toksigene, odnosno imaju sposobnost sinteze mikotoksina, koji u lancu
lancu ishrane dospevaju u hranu za ljude i zivotinje i izazivaju oboljenja tipa mikotoksikoza.

Mnoge vrste roda Aspergillus su i korisne, jer se upotrebljavaju u proizvodnji raznih
antibiotika, organskih kiselina, lekova ili enzima, ili kao agensi u mnogim prehrambenim
fermentacijama.

Kontaminacija kukuruza aflatoksinima zavisi od osetljivosti domacina, pogodnih uslova
spoljasnje sredine za infekciju, i u nekim slucajevima aktivnosti vektora (Munkvold, 2003). Kod
kukuruza, ranija setva u umerenom klimatskom pojasu smanjuje rizik od kontaminacije, ali
godisnja fluktuacija vremenskih uslova moze ugroziti pozitivne rezultate ove mere.

Agroklimatski uslovi i dinamika leta kukuruznog moljca (Ostrinia nubilalis Hbn.) su
vazni faktori za pojavu i Sirenje Aspergillus vrsta u usevu u toku vegetacije (Levi¢ i sar., 2013).
Temperatura i vlaga su abioticki faktori sa najve¢im uticajem na rast i razvoj Aspergillus vrsta
(Dhanasekaran 1 sar., 2011). Uslovi poviSene temperature i smanjene koli¢ine padavina znatno
doprinose intenzitetu pojave vrsta gljiva ovog roda. U uslovima suse i visoke temperature razvoj
ostalih patogenih vrsta gljiva uglavnom je onemogucen, ¢ime se smanjuje njihova sposobnost

konkurencije, §to doprinosi razvoju Aspergillus vrsta (Payne, 1998). Obzirom da su vrste roda



Aspergillus oportunisticki patogeni, vecina izvrsi infekciju biljnih proizvoda u skladistima koja
su neuslovna.

Mikotoksini su stabilna jedinjenja, koja se mogu naéi i u gotovom proizvodu Koji je
prosao tehnoloski proces obrade. S obzirom da ve¢ina nema ukus ni miris, posebna opasnost
nastaje zbog odsustva receptornog upozorenja prilikom konzumiranja hrane koja koja je
kontaminirana, kao i zbog njihove visoke toksi¢nosti u malim koli¢inama (Giovati i sar., 2015).

Aflatoksini su najtoksi¢niji i najkancerogeniji prirodno stvoreni toksini (Bennett i Klich,
2003; Yu i sar. 2004). Oni predstavljaju rizik po ljudsko zdravlje zbog visoke koncentracije u
kontaminiranom kukuruzu, pamuku, soji, Kikirikiju i orasastim plodovima pre Zetve. Osim toga,
veoma brzo nakon unosa aflatoksina B1 putem hrane u organizam sisara, dolazi do njegove
transformacije u aflatoksin M1 i ekskrecije u mleko. Aflatoksini izazivaju kancerogene,
mutagene, teratogene i imunomodulatorne promene kod ljudi i Zivotinja. Tipi¢ni su hepatotoksini
koji oSte¢uju morfolosku i funkcionalnu strukturu ¢elija jetre i stimuliSu razvoj karcinoma jetre
(Sinovec i sar., 2006).

Vrsta A. parasiticus prvi put je identifikovana na $ecernoj trski 1912. godine na Havajima
(Speare, 1912). Znacajnost vrste A. parasiticus ogleda se u njenoj sposobnosti sinteze aflatoksina

G grupe, koji su direktno toksi¢ni za Coveka.

lako se vrste roda Aspergillus mogu pronaci u svim klimatskim zonama, njihova pojava
je ce$¢a u suptropskom pojasu (geografska Sirina 26-35°), u odnosu na tropske i hladnije

umerene zone, a retko kad je prisutna na geografskim Sirinama preko 45° (Klich, 2002b).

Populacije vrste A. parasiticus se uglavnom javljaju na zemljis§tima na kojima se uzgaja
Kikiriki u SAD i Australiji (Horn, 2003). Klich i Pitt (1988) navode da je ova vrsta izolovana iz
kikirikija u SAD, Australiji i Ugandi. A. parasiticus je izolovan i iz kikirikija u Argentini
(Vaamonde i sar., 2003) i Bocvani (Mphande i sar., 2004), Australiji (Pitt i Hocking, 2009).

A. parasiticus na pirin¢u i drugim pirinanim derivatima se retko javlja (Sales i
Yoshizawa, 2005). Ostali izvori ukljuc¢uju soju (Vaamonde i sar., 2003), preradeno meso (El-
Tabiy, 2006), crni biber (Gatti i sar., 2003) kao 1 grickalice od korenjaca, lekovi na biljnoj bazi,
seme sirka i crnackog prosa (Pitt 1 Hocking, 1997).

Ova vrsta je detektovana u manjem obimu u Zitnim poljima (Horn, 2003). Infekcija useva

zitarica vrstama roda Aspergillus je blaga u klimatskim uslovima koji preovladavaju u evropskim



zemljama: Austriji (Ohlinger i sar., 2004), Belgiji (Chandelier i sar., 2004), Nemackoj (Curtui i
sar., 2004), Madarskoj (Varga i sar., 2004), Poljskoj (Perkowski i sar., 2004), Rumuniji (Ittu i
sar., 2004), Engleskoj (Scudamore, 2004). Dobijeni izolati sa zrna pSenice identifikovani su kao
A. parasiticus, po prvi put u klimatskim uslovima Srbije 2017. godine (Nikoli¢ i sar., 2018).

Istrazivanja u svetu su ukazala da se vrsta A. parasiticus pojavljuje u slabijem intezitetu
na kukuruzu (Aja-Nwachukwu and Emejuaiwe, 1994). Nedavno istrazivanje na kukuruzu u
Italiji je ukazalo na prisustvo ove vrsta A. parasiticus u slabom intenzitetu i u umerenom
klimatskom pojasu u toku vegetacije (Giorni i sar., 2007). Postoji nekoliko izvestaja (Bennett i
Klich, 2003; Dutton i Westlake, 1985) iz Juznoafricke Republike o kontaminaciji krmnih smesa
vrstom A. parasiticus. Vrsta A. parasiticus identifikovana je u Nigeriji (Atehnkeng i sar., 2008),
u Keniji (Okun i sar., 2015), u Kini (Gao i sar., 2007, kao i u Iranu (Razzaghi-Abyaneh i sar.,
2006) na kukuruzu. Vrste roda Aspergillus sekcije Flavi su §iroko rasprostranjene u Izraelu, a u
okviru nje, u nesto manjem procentu i A. parasiticus (Cotty, 1997; Joffe, 1969; Lisker et al.,
1993; Schroeder and Boller, 1973).

Kao posledica klimatskih promena, poslednjih godina, utvrdene su promene u okviru
mikopopulacija na kukuruzu u proizvodnim uslovima Srbije. Visoke temperature i dugotrajne
suse pogoduju povecanoj ucestalosti Aspergillus vrsta, dok umerene temperature vise odgovaraju
Fusarium vrstama (Nikoli¢ i sar., 2015). Detaljnim mikotoksikolo$kim prou¢avanjima populacije
roda Aspergillus, koja je prozrokovala intenzivnu pojavu aspergiloze klipa kukuruza u 2012.
godini, utvrdeno je prisustvo vrste A. parasiticus, po prvi put na zrnu kukuruza u Srbiji
(Stankovi¢ i sar., 2015).

Klimatske promene ogledaju se u povecanju temperaturnog gradijenta, i u skladu s tim
areal vrsta roda Aspergillus se sve vise §iri. Iz pomenutih razloga moze se ocekivati intenzivna
pojava A. parasiticus i u nasim agroekoloskim uslovima.

Obzirom na rasprostranjenost i Stetnost aspergiloze klipa i zrna kukuruza u skladistima, a
sada i prisustvo A. parasiticus u poljskim uslovima Srbije, neophodna su dalja istrazivanja ovog
biljnog patogena kroz detaljnu identifikaciju i karakterizaciju.

Istrazivanja obuhvacena ovom doktorskom disertacijom, usmerena su na utvrdivanje

rasprostranjenosti, divergentnosti i znacaja gljive A. parasiticus na zrnu kukuruza u nasoj zemlji.



2 PREGLED LITERATURE

2.1 Privredni znacaj kukuruza

Kukuruz (Zea mays L.) je biljka sa izuzetno visokim bioloskim potencijalom rodnosti.
Pripada grupi biljaka sa najve¢om proizvodnjom organske materije po jedinici povrsine. Osnovni
privredni znacaj kukuruza ogleda se u njegovoj raznovrsnosti upotrebe u ishrani ljudi, domacih
zivotinja 1 industrijskoj preradi, kao i u obimu proizvodnje. Poseban privredni znac¢aj kukuruza
ogleda se u mogucénosti iskoriSéenja skoro celokupne nadzemne biomase biljke. Razli¢itim
tehnoloskim postupcima mogucée je od biljke kukuruza proizvesti vise od 1.500 raznih
industrijskih preradevina (Glamoclija, 2012).

U celokupnoj svetskoj poljoprivrednoj proizvodnji najvaznija mesta pripadaju kukuruzu,
pSenici i pirin¢u. Kukuruz, po ukupnim zasejanim povrSinama u svetu, zauzima tre¢e mesto. Na
osnovu podataka Organizacije za hranu i poljoprivredu (eng. Food i Agriculture Organisation,
FAO) iz 2016. godine gajenje kukuruza odvijalo se na povrsini od 187.959.116 ha. Po ukupnoj
svetskoj proizvodnji od 1.060.107.470 tona u 2016. bio je na drugom mestu.

U razvijenim zemljama, primarna upotreba kukuruza usmerena je na proizvodnju stocne
hrane (78% od ukupne svetske proizvodnje), a potom na proizvodnju prehrambenih i
industrijskih proizvoda, kao Sto su skrob, ulje, zasladivaci i alkohol. IskoriS¢enost kukuruza za
proizvodnju bioetanola poprima velike razmere poslednjih godina (Ragauskas i sar., 2006;
Farrell i sar., 2006). U nerazvijenim i zemljama u razvoju, primarna upotreba kukuruza je
prvenstveno namenjena za ljudsku ishranu, gde se predvida i stopa porasta od 1,3% do 2020.
godine (Ortiz 1 sar., 2010). Na osnovu globalnih predvidanja, kukuruz ¢e postati usev sa
najve¢om proizvodnjom do 2025. godine, a potreba za ovom kulturom ¢e se udvostruciti u
zemljama u razvoju do 2050. godine (Rosegrant i sar., 2008).

Zbog velikog privrednog znacaja, povrSine pod kukuruzom se u svetu povecavaju iz
godine u godinu, a proizvodnja se Siri i na nova geografska podrucja. Prema FAO podacima, u
2016. godini kukuruz je najviSe gajen u Severnoj i Juznoj Americi (70.072.218 ha), Aziji
(63.452.629 ha), Africi (36.610.956 ha) i u Evropi (17.746.047 ha) (FAO, 2018).



Najvece povrSine u Evropi u 2013. godini pod kukuruzom bile su u Ukrajini (4.252.200
ha), Rusiji (2.777.019 ha), Rumuniji (2.578.523 ha), Francuskoj (1.487.041 ha), Madarskoj
(1.198.207 ha) i Srbiji (1.010.097 ha) (FAO, 2018).

Kukuruz je jedna od najvaznijih gajenih Zitarica na svetu, a u Srbiji se po proizvodnji
nalazi na prvom mestu. Ova ratarska kultura zadovoljava domace potrebe, a takode predstavlja i
strateski proizvod namenjen izvozu. Primarni cilj proizvodnje kukuruza je ostvarivanje stabilnih
i visokih prinosa zrna velike hranljive vrednosti, koje je u isto vreme i zdravstveno bezbedno. U
Srbiji se kukuruz u periodu 2014-2016. godine gajio na povrSini od oko 1.026.067 ha, sa
prose¢nim prinosom od oko 6,7 t/ha, i ukupnom godi$njom proizvodnjom od oko 6,9 miliona
tona (Republicki zavod za statistiku, 2017). Prema FAO podacima, 2011. godine Srbija je
izvezla viSe od 1,6 miliona tona (FAO, 2014).

U nasoj zemlji kukuruz se najvise koristi u ishrani zivotinja u zrnu, ali i u vidu silaze, kao
cela biljka. Postoji veliki broj proizvoda za ljudsku ishranu, kao §to su brasno, griz, skrob, ulje i
sirup. Sastavni deo je 1 mnogih namirnica (hleb, kolaci, keks, supe, sosovi, kase, kokice). U
industrijskoj proizvodnji, procesima fermentacije i destilacije dobija se alkohol (¢ak i neki tipovi
viskija), a kukuruz se sve vise koristi i za proizvodnju bioetanola i biorazgradive plastike

(Torney i sar., 2007; Schgiwietzke i sar., 2008).

2.2 Gljive roda Aspergillus

Aspergillus je jedan od najvaznijih rodova patogenih vrsta gljiva, i ukljucuje veliki broj
vrsta koje imaju znaCajan uticaj kao humani, animalni 1 biljni patogeni, kao posrednici u
kvarenju hrane i producenti toksi¢nih supstanci. Medutim, neke od najvaznijih vrsta ovog roda
koriste se u fermentaciji i biotehnologiji hrane za proizvodnju antibiotika, organskih kiselina,
lekova i enzima (Samson i sar., 2014).

Aspergillus je anamorfni rod koji pripada familiji Aspergillaceae, redu Eurotiales,
podklasi Eurotiomycetidae, klasi Eurotiomycetes, pododeljku Pezizomycotina, odeljku
Ascomycota, carstvu Fungi. KarakteriSe ga okruglasta do izduZena aspergila koja nosi duge lance
konidija, zbog kojih gljiva ima karakeristicnu morfologiju. Neke vrste roda se seksualno
razmnoZzavaju, imaju teleomorfe, koji su po pravilu kleistotecije koje nose nepravilno rasporedene

askospore u raspuknutim/pucajué¢im askusima.



Za vrste roda Aspergillus karakteristicno je da obrazuju konidiofore sa velikom,
pojacanom drSkom/stipom 1 uvecanim vrhovima koji se nazivaju vezikule. Vezikule su
uglavnom okrugle, ali mogu biti i izduzene. Vezikule nose veliki broj fijalida, ili metula 1
fijalida, koje se sve obrazuju u isto vreme. Jo§ dva svojstva su karakteristi¢na za veéinu, ali ne i
za sve vrste roda Aspergillus. Prvo, stipe su obi¢no obrazovane iz kratkih ¢elija koje se nazivaju
Celije stopala unutar fertilne hife. Drugo, stipe su obi¢no neseptirane, tako da vezikula, stipa i

¢elija stopala zajedno obrazuju jednu jedinu veliku ¢éeliju (Pitt i Hocking, 2009).

Vrste Aspergillus spp. se smatraju oportunistickim patogenima mnogih useva (kukuruz,
pamuk, Kikiriki, razne vrste oraha) jer su im potrebne povrede ili ve¢ oslabljeni domacini da bi ih
kolonizovali (Raper i Fennell, 1965). Vrsta A. flavus ima ograni¢ene parazitske sposobnosti, a u
nekim slu¢ajevima moze direktno da zarazi seme i kolonizuje Ziva tkiva (Payne i Brown, 1998).
Ova vrsta sintetiSe mnoge sekundarne metabolite, ukljucujuc¢i aflatoksine, najtoksi¢nija 1
najkancerogenija prirodna jedinjenja koja mogu izazvati rak kod ljudi. Ove vrste ne snizavaju
samo prinos poljoprivrednih kultura, ve¢ i smanjuju kvalitet zrna.

Rod Aspergillus je podeljen u dve osnovne grupe, na osnovu sposobnosti sinteze
aflatoksina. Prva grupa obuhvata vrste A. flavus, A. parasiticus i A. nomius, koje sintetiSu
aflatoksine, dok druga ukljucuje vrste A. oryzae, A. sojae i A. tamarii, koje su atoksigene i koriste

se u procesu fermentacije u zemljama Azije (Kumeda i Asao, 2001).

2.3 Klasifikacija i taksonomija roda Aspergillus

Taksonomija roda Aspergillus je sloZena i stalno se razvija. Klasi¢na sistematika roda

Aspergillus bazirana je pre svega na morfoloskim i odgajivackim karakteristikama (Raper i
Fennell, 1965; Samson, 1979; Klich i Pitt, 1988; Kozakiewicz, 1989). U pojedinim sekcijama
ovog roda javljaju se znacajna morfoloska variranja, €iji je rezultat kompleksna taksonomska
Sema. Poslednjih decenija, taksonomija ovog roda evoluirala je od jednostavnog morfoloskog
koncepta do polifaznog pristupa ukljucujuci biohemijske, ekoloske, geneticke i molekularne
karakteristike. S obzirom da metode vremenom postaju osetljivije i preciznije, vrste konstantno
bivaju dodate ili reklasifikovane u okviru roda (Peterson, 2000, 2008; Rigo0 i sar., 2002; Klich i
sar., 2003; Samson i sar., 2004b; Frisvad i sar., 2005; Hong i sar., 2005; Serra i sar., 2006; Varga

i sar., 2007a, 2007b; Mares i sar., 2008; Peterson i sar., 2008; Pildain i sar., 2008).



Raper i Fennell (1965) su objavili prvu monografiju o rodu Aspergillus, u kojoj su opisali
132 vrste i 18 varijeteta. Oni su podelili vrste u 18 neformalnih grupa, koje ne poseduju
kategoriju klasifikacije u Medunarodnom kodeksu botanicke nomenklature (International Code
of Botanical Nomenclature, ICBN). Oni su zadrzali genericki naziv Aspergillus za savrSeni
(teleomorf) i nesavrSeni stadijum (anamorf). Samson (1979) identifikovao je jo§ 90 novih
taksona, od kojih je samo 34 prihvaceno.

Taksonomija roda je preradena i uvedene su kategorije kao §to su sekcije 1 podrodovi
(Gams i sar., 1985). Pitt i sar. (2000) su objavili spisak prihvac¢enih vrsta i sinonima u okviru
familije Trichocomaceae. Ova lista obuhvatala je 204 vrste u okviru roda Aspergillus. Peterson je
iste godine, nakon filogenetskih istrazivanja koriste¢i ribozomalne RNK od 215 Aspergillus
vrsta, predlozio izmene na postoje¢oj nomenklaturi, grupisanjem vrsta u tri podroda i 16 sekcija
(Peterson, 2000).

Tokom kratkog perioda od sedam godina, Geiser i sar. (2007) su identifikovali novih 40
vrsta. Peterson i sar. (2008) su predlozili da se rod podeli u 8 podrodova i 18 sekcija, s 12
povezanih teleomorfnih rodova. Nakon toga, identifikovane su brojne vrste (Mares i sar., 2008;
Pildain i sar., 2008), tako da je ukupan broj vrsta iznosio 260. Ovaj broj ukazuje na poteskoce u
formiranju stabilne, funkcionalne 1 taksonomski pouzdane Seme za ovaj rod.

Poslednja revizija roda datira iz 2014. godine kada su Houbraken i sar. (2014) i Hubka i
sar. (2014) predlozili 4 podroda (Aspergillus, Circumdati, Fumigati i Nidulantes) i 20 sekcija.
Filogenetska istraZivanja (Berbee 1 sar. 1995, Ogawa 1 sar. 1997, Tamura 1 sar. 2000, Geiser 1 sar.
2008, Peterson 2008, Peterson i sar. 2008, Houbraken i Samson 2011) rasvetlila su odnose
izmedu vrsta, ali su ostala nereSena pitanja u vezi generi¢kog koncepta. Zbog nove nomenklature
gljiva (McNeill 1 sar. 2012), od velike vaznosti je definisati filogenetske odnose vrsta u okviru
roda Aspergillus i blisko povezanih rodova. MorfoloSka identifikacija roda Aspergillus se
uglavnom pridrzava protokola koje su opisali Raper i Fennell (1965), Klich (2002), Pitt i
Hocking (2009) i Samson i sar. (2010).

2.4 Taksonomija vrste Aspergillus parasiticus

Raznolikost staniSta u kojima se javljaju vrste roda Aspergillus sekcije Flavi i sposobnost
nekih vrsta da produkuju aflatoksine ¢ini ovu grupu najproucavanijom u okviru roda Aspergillus.

Raper i Fennell (1965) su prvobitno ukljucili devet vrsta i dva varijeteta u tadasnju A. flavus
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grupu: A. flavus, A. flavus var. columnaris, A. parasiticus, A. oryzae, A. oryzae var. effesus, A.
zonatus, A. clavato-flavus, A. tamarii, A. flavofurcatus, A. subolivaceus i A. avenaceus. Od tada
su usledile brojne izmene dodavanjem novih vrsta ili premestanjem ve¢ postojecih u okviru
sekcije Flavi.

Imajuéi u vidu najtipi¢nije Seme identifikacije, rod Aspergillus sekcija Flavi obuhvata
Sest ekonomski vaznih vrsta: A. flavus, A. parasiticus, A. nomius, A. oryzae, A. sojae i A. tamari
po svojim morfoloskim i filogenetskim svojstvima. lako ove vrste dele znacajan broj svojstava,
razlikuju se u glavnom: sposobnosti da sintetiSu aflatoksine. Vrste roda Aspergillus sekcije
Flavi su podeljene u dve grupe. Grupa kojoj pripadaju siroko rasprostranjene aflatoksigene
vrste, A. flavus, A. parasiticus i A. nomius predstavlja ozbiljan problem po zdravlje ljudi i
domacih zivotinja, jer vrste ove grupe mogu da se razvijaju u skoro svim usevima ili hrani.

Raper i Fennell (1965) su razlikovali vrste A. parasiticus i A. flavus samo po obrazovanju
fijalida. Klich 1 Pitt (1985, 1988) su pokazali da ovaj kriterijum nije zadovoljavajuci, jer neke A.
flavus vrste obrazuju veoma mali broj metula. Pazljivim ispitivanjem ukazano je na nekoliko
razlika izmedu ove dve vrste, od kojih su najkorisnije nazubljenost povrSinskog zida spora i
sinteza mikotoksina.

Kurtzman i sar. (1986) su snizili status vrste A. parasiticus na podvrstu, kao A. flavus
podvrsta parasiticus (Speare) Krutzman i sar., ali postoje obavezujuéi razlozi za o€uvanje
razlic¢itih naziva vrsta za ove taksone. A. parasiticus i srodne vrste, iako manje problemati¢ne od
A. flavus, su takode predmet kontroverzi. A.sojae ¢iji su status Kurtzman i sar. (1986) redukovali
na varijetet/podvrstu, izgleda da je oblik kulturne vrste/odomacena forma A. parasiticus. Kao i
A. oryzae, A. sojae se $iroko koristi u fermentaciji/vrenju hrane, i njeno priznavanje kao posebne
vrste je prakticno neophodno. Pored A. sojae, vrsta A. toxicarius nije jasno razdvojena od A.
parasiticus (Pildain i sar., 2008). Druge vrste srodne vrsti A. parasiticus, takode produkuju
AFBI1, AFB2, AFG1 i AFG2, morfoloski su sli¢ne vrsti A. flavus, a opisane kao A. arachidicola
(Pildain i sar., 2008).

2.5 Biodiverzitet i biogeografija vrste Aspergillus parasiticus

U pogledu distribucije 1 ekonomskog znafaja aflatoksigenih vrsta, samo vrste koje
pripadaju sekciji Flavi znacajne su za zdravstvenu bezbednost hrane i prehrambenih proizvoda.

Vrste A. flavus i A. parasiticus su reprezentativni predstavnici aflatoksigenih vrsta koji se
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prirodno javljaju u prehrambenim proizvodima Sirom sveta. Dugi niz godina, istrazivaci nisu, u
poljskim uslovima, razlikovali vrstu A. flavus od A. parasiticus, $to je dovelo do konfuzije u
pogledu njihove distribucije. Cak i danas, kada nove vrste bivaju stalno opisivane, neke sumnije i
dalje ostaju vezane za stvarnu identifikaciju pojedinih izolata koji fenotipski podsecaju na
pomenute vrste. Stoga bi, biodiverzitet i biogeografiju aflatoksigenih vrsta trebalo razmatrati s
oprezom.

Vrsta A. parasiticus prvi put je identifikovana na SecCernoj trski 1912. godine na
Havajima. lako se vrste roda Aspergillus mogu pronaci u svim klimatskim zonama, njihova
pojava je ¢eS¢a u suptropskom pojasu (geografska Sirina 26-35°), u odnosu na tropske i hladnije
umerene zone, a retko kad je prisutna na geografskim Sirinama preko 45° (Klich, 2002b). Stoga
ne iznenaduje Cinjenica da su hronicni aflatoksikoloski problemi povezeni s usevima koji se gaje
na geografskoj Sirini manjoj od 35° i zato ne predstavljaju glavni problem u usevima koji se gaje
u Evropi.

Vrste roda Aspergillus su Siroko rasprostranjene u raznim prehrambenim proizvodima, a
najéeS¢e su pronadeni u semenu uljarica, orasima, zitaricama i suvom vocéu. Takode, visoko
varijabilni aflatoksikoloski profil vrsta roda Aspergillus zavisi kako od geografskog porekla, tako
i od biljne vrste. Na primer, izolati ovih vrsta poreklom iz kikirikija su uglavnom toksigeni (70-
100% od svih izolata) i proporcionalno znacajno vise od drugih useva, nezavisno od geografskog
porekla (Joffe, 1969; Schroeder i Boller, 1973; Lisker i sar., 1993; Barros i sar., 2003, 2005;
Vaamonde i sar., 2003; Pildain i sar., 2004; Nakai i sar., 2008). Isto tako, brazilski orah (Arrus i
sar., 2005), suvo grozde bez kostica i suve smokve (lamanaka i sar., 2007) su povezani s veoma
visokim koli¢inama toksigenih izolata. S druge strane, populacije iz useva kao §to su kukuruz,
pSenica, zrna kafe i pamuk poseduju aflatoksigene izolate u opsegu 5-50% (Cotty, 1997;
Wicklow i sar., 1998; Vaamonde i sar., 2003; Razzaghi-Abyaneh i sar., 2006; Atehnkeng i sar.,
2008).

Vrsta A. parasiticus je manje rasprostranjen u prirodi, i viSe je adaptiran na uslove
prezivljavanja u zemljistu i u manjoj meri zavisi od infekcije useva u odnosu na A. flavus (Horn,
2007). Ova vrsta je retko izolovana iz veéine prehrambenih proizvoda i smatra se da je znacajnija
u zemljistu i biljkama koje se razvijaju ispod povrsine zemlje (Klich, 2002b; Vaamonde i sar.,
2003; Horn, 2005). Geografski je ograni¢ena na SAD, Juznu Ameriku i Australiju (Frisvad i sar.,
2006), a retko se javlja i u jugoisto¢noj Aziji (Pitt i sar., 1993a).
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Vrsta A. parasiticus je Siroko rasprostranjen u SAD, ali u manjem obimu od A. flavus
(Horn, 2005). Ova vrsta izolovana je i u Argentini (Nesci i Etcheverry, 2002). lako je vrsta A.
parasiticus Siroko rasprostranjen u zemljistima i krmnoj hrani u SAD, Juznoj Americi, juznoj
Africi, Indiji i Australiji, skoro je u potpunosti nepoznat u jugoisto¢noj Aziji (Pitt i sar., 1993a,
1994, 1998). Odsustvo A. parasiticus iz jugoistoéne Azije ukazuje na njegovu ograni¢enu
rasprostranjenost. U zemljiStima, populacije vrste A. parasiticus se uglavnom javljaju na
kikirikiju u SAD 1 Australiji (Horn, 2003). Ova vrsta je detektovana u manjem obimu u zitnim
poljima (Horn, 2003). Klich i Pitt (1988) navode da je najvazniji izvor iz hrane kikiriki, u kome
je A. parasiticus endemican, ali o ovom podatku skoro da nema pouzdanih podataka. Isti autori
navode da je ova vrsta izolovana iz kikirikija u SAD, Australije i Ugandi. A. parasiticus je
izolovan i iz kikirikija u Argentini (Vaamonde i sar., 2003) i Bocvane (Mphande i sar., 2004).
Broj izolata A. parasiticus iz australijskog kikirikija je mnogo veci od broja izolata A. flavus (Pitt
1 Hocking, 2009). Ostali tipovi jezgrastog voca mogu, takode, biti zaraZeni: leSnik, orah, pistaci i
pekan orasi (Pitt i Hocking, 1997).

Istrazivanja u svetu su ukazala da se vrsta A. parasiticus pojavljuje u slabijem intenzitetu
u kukuruzu (Aja-Nwachukwu and Emejuaiwe, 1994). Nedavno istrazivanje na kukuruzu u Italiji
je ukazalo na prisustvo ove vrsta A. parasiticus u slabom intenzitetu i u umerenom klimatskom
pojasu u toku vegetacije (Giorni i sar., 2007). A. parasiticus na pirinu i drugim pirin¢anim
derivatima se retko javlja (Sales 1 Yoshiziwa, 2005). Ostali izvori ukljucuju soju (Vaamonde 1
sar., 2003), preradeno meso (EI-Tabiy, 2006), crni biber (Gatti i sar., 2003) kao i grickalice od
korenjaca, lekovi na biljnoj bazi, seme sirka i crnackog prosa (Pitt i Hocking, 1997).

Postoji nekoliko izveStaja (Bennett i Klich, 2003; Dutton i Westlake, 1985) iz
Juznoafricke Republike o kontaminaciji poljoprivrednih proizvoda vrstom A. parasiticus.
Prisustvo vrste A. parasiticus je utvrdeno i u Nigeriji (Atehnkeng i sar., 2008), u Keniji (Okun i

sar., 2015) na kukuruzu.

U Kini (Gao i sar., 2007), kao i u Iranu (Razzaghi-Abyaneh i sar., 2006) identifikovana je
vrsta A. parasiticus. Vrste roda Aspergillus sekcije Flavi su Siroko rasprostranjene u lzraelu, a u
okviru nje, u neSto manjem procentu i A. parasiticus (Cotty, 1997; Joffe, 1969; Lisker et al.,
1993; Schroeder and Boller, 1973).
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Infekcija useva zitarica vrstama roda Aspergillus je blaga u klimatskim uslovima koji
preovladavaju u evropskim zemljama: Austriji (Ohlinger i sar., 2004), Belgiji (Chandelier i sar.,
2004), Nemackoj (Curtui i sar., 2004), Madarskoj (Varga i sar., 2004), Poljskoj (Perkowski i sar.,
2004), Rumuniji (Ittu i sar., 2004), Engleskoj (Scudamore, 2004).

Poslednjih godina, klimatske promene pogodovale su neuobicajeno visokom intenzitetu
pojave patogenih i toksigenih vrsta roda Aspergillus u agroekoloskim uslovima u toku vegetacije
kukuruza u Srbiji (Nikoli¢ i sar., 2015). Visoke temperature, kao i1 visoka relativna vlaznost
vazduha su neophodne za pojavu i intenzivniji razvoj aspergiloze klipa u poljskim uslovima. U
Srbiji vrsta A. parasiticus prvi put izolovana je sa zrna kukuruza u vegetaciji 2012. godine
(Stankovi¢ i sar., 2015). Dobijeni izolati sa zrna pSenice identifikovani su kao A. parasiticus, po

prvi put u klimatskim uslovima Srbije 2017. godine (Nikoli¢ i sar., 2018).

Razlike u strukturi zajednica aflatoksigenih gljiva ogledaju se u povecanoj brojnosti
aflatoksina grupe B i G u usevima proizvedenim u pojedinim regionima (Cotty, 1997). Prose¢ni
potencijal produkcije aflatoksina zajednica gljiva varira po regionima (Cotty, 1997; Jaime-Garcia
i Cotty, 2006). Na primer, ucestalost geografske divergentnosti kod visoko aflatoksigenih S-
sojeva se povezuje sa povecanim sadrzajem aflatoksina u usevima. Takode, regioni i kulture u
kojima je viSe prisutna vrsta A. parasiticus se obi¢no vezuju za viSe nivoe kontaminacije
aflatoksinima G za razliku od regiona u kojima dominira vrsta A. flavus.

Faktori odgovorni za toksikoloski profil gljive A. parasiticus u nekom regionu ili
supstratu nisu dovoljno razjasnjeni. Bilgrami i sar. (1988) ukazuju da Stetni/negativni uticaji
sredine koji su uobicajent u prirodi (kompeticija s drugim mikroorganizmima 1 izloZenost
stresnim uslovima) stabilizuje sposobnost produkcije aflatoksina, i ostala svojstva divljeg tipa,
koji su izgubljeni u nutritivno bogatim sredinama. Perrone i sar. (2007) dalje ukazuju na to da su
izolati sekcije Flavi pre svega saprofiti, da poliketidni metaboliti kao Sto su aflatoksini mogu da
povecavaju prezivljavanje gljiva u zemljiStu, kao 1 da su ti benefiti nepotrebni u okruzenjima
bogatim ugljenikom, u kojima sposobnost produkcije aflatoksina moze biti suviSna funkcija.
Prilagodenost vrsta roda Aspergillus odredenim usevima pre svega onima bogatim ugljenikom,
mozda doprinosi gubitku gena, jer mnogi izolati koji nisu sposobni da produkuju aflatoksine

imaju viSestruke mutacije u svojim genskim klasterima aflatoksina (Chang i sar., 2005).
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U odsustvu normalnih uslova, izolati vrste A. parasiticus mogu izgubiti neke od svojih
osnovnih razvojnih funkcija, pa je tako gubitak produkcije aflatoksina obi¢no povezan s
gubitkom obrazovanja konidija (Guzman-de-Pena i Ruiz-Herrara, 1997; Kale i sar., 2003;
Wilkinson i sar., 2004). Nedostatak izolata vrste A. parasiticus opravdava ¢injenicu da su skoro
svi izolati aflatoksigeni. Ova teorija moZze biti podrzana ¢injenicom da je pregledom zemljista ili
biljaka koje rastu ispod povsine zemlje (kikiriki) zapazena veca ucestalost vrste A. parasiticus i
aflatoksigenih vrsta A. flavus, u odnosu na useve koji nemaju direktan kontakt sa zemljistem, kao
S§to su kukuruz i badem (Barros i sar., 2003, 2005). Takode, prisustvo vrste A. parasiticus je

obi¢no veée u zemljiStu, nego u odgovaraju¢em usevu koji se gaji na tom zemljistu (Doster i sar.,

1996).

2.6 Ciklus razvoja i epidemiologija vrste Aspergillus parasiticus

Vrste A. flavus i A. parasiticus su srodne gljive, koje se razvijaju kao saprofit na semenu i
biljnim ostacima. Vrsta A. parasiticus je viSe adaptirana na zemljiSte, uglavnom naseljavajuci
kikiriki u tropskim i suptropskim krajevima, dok je vrsta A. flavus vise prilagodena vazdusnim i
folijarnim uslovima i u najvecoj meri kontaminira kukuruz (Diener i sar., 1987). Vrste roda
Aspergillus sekcije Flavi su veoma rasprostranjene gljive koje se mogu naci u zemljistu, vazduhu
i ostacima biljnog materijala (Horn i sar., 1998). Ukoliko postoje odgovarajuc¢i povoljni uslovi,
do pojave razvoja i razmnozavanja gljiva roda Aspergillus i sinteze aflatoksina moze do¢i tokom
rasta kukuruza na njivi, za vreme Zetve, transporta, skladiStenja 1 prerade kukuruza (Bankole 1
Adebanjo, 2003).

Ciklus razvoja gljive A. parasiticus se, kao i kod ostalih vrsta sekcije Flavi, moze podeliti
u dve glavne faze. Prva faza podrazumeva kolonizovanje ostataka biljaka u zemljistu, a druga
infekciju delova semena i biljke u razvoju (Horn, 2007). Gljiva prezimljava u vidu micelije u
zarazenim biljnim ostacima ili u obliku sklerocija u zemljistu (Diener i sar., 1987). U povoljnim
uslovima temperature i vlaznosti vazduha tokom vegetacionog perioda, iz sklerocija se stvaraju
konidije koje se dalje rasprSuju u zemljistu i vazduhu (Bennett i sar., 1986). Posredstvom vetra ili
insekata, spore gljiva se prenose na velika rastojanja i tako dospevaju na kukuruz.

Kada je kukuruz izloZen stresnim uslovima suSe, odnosno deficitu vlage u kritiénim

periodima svoga razvoja, infekcija se obavlja preko svile ili oSte¢enja na klipu (O'Brian 1 sar.,
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2007). Ukoliko su insekti, ptice ili glodari ostetili pojedine delove biljke kukuruza, prodor gljive

u biljku ¢e biti intenzivniji (Payne i sar., 1998).

Infekcija se obavlja preko svile ili oStecenja na klipu kukuruza. Konidije klijaju na svili 1
obrazovana micelija dalje prodire niz klip, koloniziraju¢i komus$inu i povrs§inu zrna, a retko i
kocCanku. Prisustvo gljiva na povr$ini zrna omogucava brzo naseljavanje klipa posle ostecenja

tkiva od mehanic¢kih uzroka ili od insekata.

Infekcija se ostvaruje na visokoj temperaturi i relativnoj vlaznosti vazduha (Mari¢ i sar.,
2002). Vrste roda Aspergillus sekcije Flavi su Siroko rasprostranjene u tropskom i suptropskom
klimatu (Raper i Fennell, 1965), izmedu 26° i 35° severne i juzne geografske Sirine (Klich,
2007). Minimalne temperature za porast gljiva ovog roda su 10-12,8°C, maksimalne 43-48,8°C,
dok su optimalne oko 34°C. Optimalna vrednost aktivnosti vode na temperaturi 25,8°C je 0,82,
na 30,8°C je 0,81, a na 37,8°C predstavlja 0,80 (Pitt i Hocking, 2009).

2.7 Polifazni pristup u identifikaciji gljive Aspergillus parasiticus

Vrste roda Aspergillus su tradicionalno identifikovane prema morfoloskim
karakteristikama. ObelezZje roda karakteriSe jedinstven konidiofor, pri ¢emu je identifikacija na
nivou vrste znacajno slozenija. U stvari, struktura slicna aspergili koja nosi spore predstavlja
karakteristicno stvojstvo roda. Tokom diferencijacije micelije odredene celije se uvecavaju,
razvijaju masivan celijski zid i stvaraju Celije pojacanih hifa u obliku slova 'T" ili 'L' koje stvaraju
jednu konidioforu upravnu na dugacku osu ¢elije. Ova uspravna grana hife se uvecava na vrhu i
formira zaobljenu, elipticnu ili vezikulu u obliku palice. Kod nekih vrsta, fertilna povrSina
vezikule se izdiZe do sloja Celija koje se nazivaju fijalide koje stvaraju dugacke lance mitotskih
spora, koje se nazivaju konidije ili konidiospore. Ovaj tip se naziva jednoredni. U drugim
slucajevima, sloj celija zvanih metule se stvara izmedu vezikule i1 filijada, a aspergile su
rasporedene u dva niza. Taj tip se naziva dvoredni.

Veli¢ina i ornamentacija konidiofora koji nosi konidije, kao i boja spora koje nose
predstavljaju vazne karakteristike na osnovu kojih se vrsi identifikacija. Mikromorfoloska
karakterizacija, takode, zavisi od morfologije stipa, ornamentacije konidija, prisustva hille ¢elija,

kao i od morfologije kleistotecija i askospora, ako su prisutne (Kozakiewicz, 1989; Klich,
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2002a). Kleistotecije predstavljaju seksualno reproduktivne tvorevine koje sadrze askuse sa
askosporama. Hulle ¢elije su zadebljale, cesto okruglaste, cCelije koje se povezuju s
kleistotecijom, i ¢ija funkcija nije poznata (Rodrigues, 2011).

Boja i pre¢nik kolonija, stvaranje eksudata i rastvorljivih pigmenata, brzina porasta, otpornost na
visoke temperature, kao i prisustvo sklerocija i Kleistotecija predstavljaju glavna
makromorfolo$ka i fizioloska svojstva koja se koriste u identifikaciji vrsta. Sklerocije su okrugle
mase micelije, melanizovane sa spoljne strane. Veruje se da je njihova uloga znacajna prilikom
odrzavanja vrste u nepovoljnim uslovima. Morfoloske karakteristike sklerocija (boja, oblik,
dimenzije), takode pomazu u identifikaciji. Pored ovih svojstava, izolati vrsta roda Aspergillus
odlikuju se svojim fizioloskim odgovorima na razliite uslove: porast na odredenim
temperaturama (Samson i sar., 2007), aktivnost vode i pH vrednost, porast na razliitim
podlogama (Samson i sar., 2007), stvaranje ekstracelularnih/izvancelijskih enzima, profili
masnih kiselina (Blomquist i sar., 1992; Fraga i sar., 2007).

Savremena identifikacija vrsta A. flavus i A. parasiticus zasniva se na opisima i kljuénim
odrenicama istrazivaca Raper i Fennell (1965). Osnovno razdvajanje ovih dveju vrsta je
prisustvo metula i fijalida (glava konidije rasporedena u dva niza) za vrstu A. flavus i samo
fijalida (glava konidije rasporedena u jednom nizu) za vrstu A. parasiticus. Jedini izazov je $to, u
kljucu za vrstu A. parasiticus reci "strogo/isklju¢ivo rasporeden u jednom nizu/jednoredni" su
zamenile ranije izraze "obi¢no" ili "uglavnom jednoredni", kao S§to je koris¢eno u prethodnim
kljuc¢evima (Thorn i Raper, 1945). Kozakiewicz (1995) je ispitivanjem veceg broja izolata A.
parasiticus pokazao da do 10% glava konidija u koloniji A. parasiticus moze da ima metule i
fijalide (raspored u dva niza). Pored toga, svi izolati vrste A. flavus ne stvaraju stalno metule
(Klich i Pitt, 1988). Ornamentacija zida konidija se sada smatra primarnim znakom za
utvrdivanje razdvajanja ove dve vrste. Konidije vrste A. flavus imaju relativno tanke zidove, koji
su fino ili umereno hrapavi/neravni. Njihov oblik moZe da varira od okruglog do elipti¢nog.
Konidije A. parasiticus su vise loptaste/sfericne, imaju relativno debele zidove i primetno su
bodljikaste ili ¢ekinjaste. Takode, vezikule vrste A. flavus su veée, precinika do 50 pm, i obi¢no

imaju metule, dok pre¢nik vezikule A. parasiticus retko prelazi 30 pm, a metule nisu uobicajene.

Nijedan metod koji se primenjuje u identifikaciji (morfoloski, fizioloski, molekularni)
ovih vrsta nije savrSen/pouzdan. To je razlog zasto taksonomisti svoja istrazivanja zasnivaju na

osnovu kombinacija svih podataka. Karakteristike koje se koriste u klasifikaciji i identifikaciji
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vrsta roda Aspergillus su: morfoloske u kombinaciji s fizioloskim i ekoloskim, sekundarni
metabolizam i DNK sekvence. Sto je vise parametara dostupno, pouzdanost klasifikacije je veca.
U slucaju da nisu svi pristupi polifazne Seme u saglasnosti, klasifikacija treba da bude

kompromis koji sadrzi minimum protivreénosti (Samson i Varga, 2009).

2.7.1 Morfoloska svojstva Aspergillus parasiticus

Kolonije vrste A. parasiticus na CYA podlozi iznose 50-70 mm u pre¢niku. Ravne su,
niske, guste i prekrivene gustim, pravim, dugackim i mekim trihomama. Micelija je
neupadljiva/neprimetna, bele boje. Glavice konidija su u ujedna¢enom, gustom sloju, tamnozuckasto
zelene. Povremeno se obrazuju sklerocije. Nali¢je kolonije je bezbojno ili mrko. Kolonije na MEA
podlozi iznose 50-65 mm u preéniku, u osnovi su sli¢ne kao na CYA podlozi, ali mnogo manje
guste i sa bezbojnim nali¢jem. Nema porasta na 5°C. Na 37°C, kolonije izolata sliéne su onima na
CYA podlozi na 25°C, tamnozelene ili mrkaste/smedkaste. Nali¢je kolonije je bledo. Sklerocije se
povremeno obrazuju, i one su u pocetku bele, a zatim postaju crne, okrugle, 400-800 pm u pre¢niku
(Pitt i Hocking, 2009). Otkriven je i polni stadijum razmnoZavanja, ¢iji se teleomorf nalazi u
okviru roda Petromyces, prema kome je ova vrsta dobila ime Petromyces parasiticus (Horn i sar,
2009).

Konidiofori se stvaraju pod povrSinom i na povrSini hifa; stipe su duge 250-500 pm, sa
bezbojnim ili bledomrkim, glatkim zidovima; vezikule su loptaste, 20-35 um u pre¢niku, fertilne
na viSe od % povrSine, uglavnom samo sa fijalidama, ali kod nekih izolata 1 do 20% glavica ima 1
metule; fijalide su duge 7-11um; konidije su loptaste, uglavnom 4,0-6,0 um u prec¢niku, sa
izrazito hrapavim zidovima, obi¢no se nalaze u "zrakastim" glavicama (Pitt 1 Hocking, 2009).

Ono $to je zajednicko vrstama A. parasiticus i A. flavus je da brzo rastu i na 25 i na 37°C,
kao i izrazito sjajna Zuto-zelena boja konidija. Ono po ¢emu se A. parasiticus razlikuje od A.
flavus je obrazovanje okruglih konidija sa masivnim, hrapavim zidovima, dok je oblik konidija
A. flavus promenljiv, a zidovi relativno tanki, obi¢no fino hrapavi (Pitt i Hocking, 2009).

U okviru roda, identifikacija vrsta koje pripadaju sekciji Flavi se bazira na morfoloskim i
toksigenim karakteristikama.

Osim mikroskopije, postoji jo§ nekoliko izabranih podloga, koje mogu biti koriS¢ene da
se na jednostavan nacin utvrdi razlika izmedu vrsta: (i) podloga za diferencijaciju Aspergillus
flavus i parasiticus (AFPA); (ii) Coconut Cream agar (CCA) i (iii) Czapek Dox podloga (CZ).
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AFPA je selektivna identifikaciona podloga za detekciju vrsta roda Aspergillus sekcije Flavi (Pitt
i sar., 1983). Ovim metodom je moguce razlikovati ove vrste od ostalih Aspergillus vrsta na
osnovu narandzaste boje koja se razvija sa nali¢ja petri kutija. U ovoj podlozi, smesa
hloramfenikola i dihlorana, ogranic¢ava Sirenje kolonije gljive, sprecava rast bakterija i pomaze u
identifikaciji gljiva. SmesSa peptiCkog rastvaraca od zivotinjskog tkiva 1 kvascev ekstrakt
ubrzavaju rast vrsta gljiva koje stvaraju aflatoksine, a narocito vrste roda Aspergillus, kao $to je
vrsta A. parasiticus. Vrsta A. flavus razvija intenzivnu zuto-narandzastu boju u osnovi kolonija,
Sto je karakteristika na osnovu koje se ove vrste razlikuju od drugih vrsta. Assante i sar. (1981)
su pokazali da je narandzastozuta boja posledica reakcije jona gvozda iz ferocitrata sa
molekulima aspergilne kiseline koja formira obojeni kompleks, a svojstva kulture se razvijaju
posle inkubacije na 30°C wu trajanju od 48-72 h. CCA podloga se Kkoristi za
otkrivanje/detektovanje sojeva producenata aflatoksina. Stvaranje aflatoksina se detektuje
plavom fluorescecijom kada su sojevi izlozeni UV-svetlosti (Davis i sar., 1987). Tokom
njihovog porasta na Capekovoj podlozi (CZ), kolonije ove dve vrste se mogu taksonomski
razdvojiti. lzgled kolonije vrste A. flavus je Zzuto-zelen, dok je kod vrste A. parasiticus
karakteristi¢no tamnozelen, skoro kao brsljen (Klich, 2002a; Samson et al., 2004a).

Problem u oceni fizioloSkih svojstava za A. flavus i srodne vrste je neprecizna
identifikacija. Vecina fizioloskih istrazivanja o vrsti A. flavus do 1990. godine, su zapravo bila

istrazivanja o vrsti A. parasiticus ili A. nomius (Pitt, 1993b).

2.7.2 Ekoloska i odgajivacka svojstva Aspergillus parasiticus

Brojna istrazivanja koja su se bavila vrstom A. flavus su se u stvari bavili pogresno
identifikovanim sojevima vrste A. parasiticus (Pitt, 1993b). Ove dve vrste su fizioloski veoma
sli¢ne, tako da istrazivanja koja su saopStavala rezultate o vrsti A. flavus se podjednako mogu
odnositi i na vrstu A. parasiticus. Vrsta A. parasiticus raste u temperaturnom opsegu 12-42°C, sa
optimalnom temperaturom od 32°C (ICMSF, 1996). Minimalna aktivnost vode (aw) za rast na
25°C je 0,82, na 30 °C je 0,81, a na 37 °C je 0,80 (Pitt i Miscamble, 1995). Porast vrste A.
parasiticus je registrovan na pH vrednostima podloge od 2,4 do 10,5 na temperaturama od 25, 30
i 37 °C, ali ga nije bilo na pH 2,2 na 25 °C. Optimalan rast se javljao na pH vrednostima podloge
u opsegu 3,5-8, dok je rast na pH 10,5 jos uvek bio za 50% manji nego u optimalnim uslovima
(Wheeler i sar., 1991).
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2.7.3 Toksigena svojstva Aspergillus parasiticus

Biohemijska identifikacija izolata rutinski se izvodi na osnovu mikotoksikoloskog profila
AFB, AFG i CPA. Sojevi vrste A. parasiticus su obi¢no izrazito aflatoksigeni, i produkuju AFB,
AFG, ali ne i CPA. Atoksigeni sojevi se retko javljaju (Horn i sar., 1996; Razzaghi-Abyaneh i
sar., 2006; Tran-Dinh i sar., 1999; Vaamonde i sar., 2003). S druge strane, populacija A. flavus
podeljena je u grupe u zavisnosti od toksikoloskog profila (Vaamonde i sar., 2003; Razzaghi-
Abyaneh i sar., 2006; Giorni i sar., 2007). Vaamonde i sar., 2003, su predlozili podelu na pet
grupa: (i) hemotip | za AFB i CPA producente; (ii) hemotip Il za AFB, AFG i CPA producente;
(iii) hemotip 11l za AFB producente; (iv) hemotip IV za CPA producente; i (v) hemotip V za

atoksigene izolate (Tabela 1).

Tabela 1. Uporedni prikaz osnovnih morfoloskih i biohemijskih karakteristika koje se koriste za

razlikovanje vrsta roda Aspergillus sekcije Flavi

Grad e @
Seri | altek Velici Boja i
Uista | it | etus | 18| Skleroci] kolfm Naligje | kolonij | AF | AF | cP
Jacly 1 Stra 1 o nidij e ) AFPA ena | B | G | A
a | konid ije CZ42
i a (um)
j (cm)
Aspergillu | dili | glatk okruglast | 2 dzast
berg | 9K 355 | OV ey | RATANGZASL 5436 |+ | - | +
s flavus dij* | e e/loptaste 3 0
Aspergillu tamn
S jili nazu 0 narandZast
. . bljen | 3.5-5.5 | izduzene 1.8-3.3 + + -
parasiticu | j/d* e zelen |0
S a

*Dvoredni ili dvoredni/jednoredni
*Jednoredni ili jednoredni/dvoredni

2.7.4 Molekularna svojstva Aspergillus parasiticus

Vreme kao parametar 1 nepouzdanost identifikacije na osnovu morfoloSkih 1 biohemijskih
karakteristika zahteva molekularne metode koje su testirane za identifikaciju i razlikovanje vrsta

I sojeva u okviru sekcije Flavi, kao i za uspostavljanje filogenetskih odnosa izmedu vrsta. Jo§ od
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devedesetih godina proslog veka, primenjivano je nekoliko metoda s ciljem pronalazenja
molekularnih markera pogodnih za razlikovanje bliskih vrsta A. flavus, A. oryzae, A. parasiticus,
A. sojae i A. nomius. Metode otiska (fingerprinting methods), kao §to su AFLP, RFLP, RAPD i
ISSR su primenjene u brojnim istrazivanjima (Klich i Mullaney, 1987; Moody i Tyler, 1990;
Yuan i sar., 1995; Montiel i sar., 2003; Batista i sar., 2008; Godet i Munaut, 2010). Takode se
koriste i druge metode koje se baziraju na analizi amplifikovanih produkata PCR reakcija: PCR-
SSCP, PCR-RFLP, PCR-HPA, SNP (Chang i sar., 1995; Kumeda i Asao, 1996, 2001;
Somashekar i sar., 2004). 1 analiza DNK sekvenci iz jedarne i mitohondrijalne DNK je nasla
primenu (Wang i sar., 2001). Druge inovativne metode, kao $to su masena spektrometrija i
spetroskopija se, takode, koriste u identifikaciji i razdvajanju vrsta (Li i sar., 2000; Garon i sar.,
2006).

Iako ova istrazivanja obezbeduju vazne informacije o filogenetskim odnosima izmedu
vrsta, nijedna od njih zasebno nije pouzdana prilikom identifikacije. Jako velika sli¢nost izmedu
vrsta u okviru sekcije Flavi, kao i visok stepen unutarcelijske varijabilnosti, onemogucava

dizajniranje jedinstvenih bioloskih markera pogodnih za dosledno razlikovanje izmedu vrsta.

2.8 Aflatoksini

Pored direktnih gubitaka od zaraza zrna kukuruza, vrsta A. parasiticus sintetiSe
aflatoksine, koji sa aspekta uticaja na zdravlje ljudi i zivotinja predstavljaju najznacajniju grupu
mikotoksina (Bennett i Klich, 2003). Usled izrazene toksi¢nosti, zakonom je regulisana njihova

maksimalno dozvoljena koli¢ina u hrani, u Evropi i kod nas.

Aflatoksini su sekundarni metaboliti koji stvaraju poliketide. Njih mogu sintetisati Sest
vrsta roda Aspergillus sekcije Flavi: A. flavus, A. parasiticus, A. nomius, A. bombycis, A.
pseudotamarii i A. tamarii (Goto i sar., 1996; Ito i sar., 2001; Varga i sar., 2003). Medutim, A.
flavus i A. parasiticus, su dve najvaznije vrste koje sintetiSu aflatoksine. Vrsta A. flavus
produkuje samo aflatoksine grupe B (AFB1 1 AFB2) i ciklopiazoni¢nu kiselinu (CPA), ali takson
slican S sojevima, nazvan Sgg, moze da sintetiSe i aflatoksine grupe G (AFG1 i AFG2). S druge
strane, vrsta A. parasiticus je sposobna za sintezu sva Cetiri aflatoksina (AFB1, AFB2, AFG1 i
AFG2), ali ne i CPA (Amaike i Keller, 2011).
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Nisu svi aflatoksini jednako toksi¢ni. AFBI1 je najfrekventniji, a ujedno i najtoksi¢niji, 1

ima veoma izrazeno kancerogeno i mutageno dejstvo (IARC, 1993).

Aflatoksini su dobili ime po plavoj (blue, B) ili zelenoj boji (green, G) fluorescencije
koja se ispoljava kada su izlozeni ultraljubiCastoj svetlosti (366 nm) u tankoslojnoj
hromatografiji na silika gelu (Hartley i sar., 1963). Pored toga, veoma su znac¢ajni aflatoksini
grupe M (metaboliti aflatoksina grupe B) u mleku krava, $to je posledica koriS¢enja hrane koja je

kontaminirana AFB1 i AFB2 (Van Egmond, 1989).

Kontaminacija hrane i hrane za zivotinje mikotoksinima predstavlja globalni problem.
Prema literaturnim podacima viSe od 25% zita u svetu kontaminirano je mikotoksinima
(Charmley i Prelusky, 1995; Kabak 1 sar., 2006), §to povecava potrebu za stalnim istrazivanjima
u oblasti mikotoksikologije. Pojava mikotoksina pored negativnog uticaja na zdravlje ljudi i
zivotinja (Atroshi i sar., 2002; Azziz-Baumgartner i sar., 2005), uslovljava i velike ekonomske
izdatke/gubitke (Robens i Cardwell, 2003; CAST, 2003; Coulibaly i sar., 2008).

2.8.1 Vrste roda Aspergillus sekcije Flavi koje sintetiSu aflatoksine

Vecina poznatih aflatoksigenih vrsta pripadaju rodu Aspergillus. Veliki broj vrsta koje
sintetiSu aflatoksine pripada sekciji Flavi. Neke vrste teleomorfnog stadijuma roda Emericella
sintetiSu aflatoksine (Frisvad i sar., 2005). Do sad je identifikovano 14 vrsta koje imaju
sposobnost sinteze najmanje jednog od cetiri vrste aflatoksina. Devet od njih pripada sekciji
Flavi, medu kojima su najznacajnije A. flavus i A. parasiticus, koje su odgovorne za veéinu
kontaminacija aflatoksinima. Vrsta A. flavus je naro¢ito raznovrsna u pogledu toksi¢nosti i samo
40% poznatih izolata produkuje aflatoksine (Frisvad i sar., 2006). A. parasiticus sojevi su
ujednaceniji $to se tiCe toksigenih sposobnosti: oni su obi¢no strogo aflatoksigeni, produkuju
aflatoksine grupe B i G. Atoksigeni sojevi se retko javljaju (Horn i sar., 1996; Tran-Dinh i sar.,
1999; Vaamonde i sar., 2003; Razzaghi-Abyaneh i sar., 2006). 1zolati vrste A. parasiticus koji se
prirodno javljaju, a ne produkuju aflatoksine kre¢u se od 3 do 6% (Horn i sar., 1996; Vaamonde i
sar., 2003; Barros i sar., 2006). Razzaghi-Abyaneh i sar., (2006) su objavili prisustvo 100%
aflatoksigenih sojeva vrste A. parasiticus, a samo 27,5% aflatoksigenih sojeva vrste A. flavus.

Rodrigues i sar. (2009) su pronasli 77% atoksigenih izolata vrste A. flavus, dok su svi izolati
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vrste A. parasiticus bili aflatoksigeni. Ostale vrste ovog roda imaju ograni¢enu
distribuciju/rasprostranjenost (EFSA, 2007). Druge vrste roda Aspergillus sekcije Flavi, kao §to
su A. nomius, A. bombycis, A. ochraceoroseus, A. tamarii i A. pseudotamarii takode sintetiSu
aflatoksine, ali se rede javljaju u prirodi (Alberts i sar., 2006). Vrsta A. parasiticus ne stvara
ciklopiazoni¢nu kiselinu (Vaamonde 1 sar., 2003; Horn, 2003, Frisvad 1 sar., 2005), ali stvara
kojik kiselinu (CeHsO4), metabolit niske toksi¢nosti koji ima Siroku primenu u medicini i
kozmetici (El-Aasar, 2006).

2.8.2 Faktori koji uticu na sintezu aflatoksina

Ukoliko je na kukuruzu doslo do razvoja Aspergillus vrsta, do sinteze aflatoksina ce doci
ako: gljive imaju gensku predispoziciju za sintezu aflatoksina, kao 1 ako postoje odgovarajuci
spoljasnji uslovi (Widstrom, 1996; Abbas i sar., 2009).

Genetska predispozicija podrazumeva postojanje odredenih gena koji omogucavaju
sintezu aflatoksina. Vrsta A. flavus sintetiSe aflatoksine na osnovu postojanja 25 identifikovanih

gena grupisanih na 70-kb DNK hromozoma Il (Bhatnagar i sar., 2006; Cary i Calvo, 2008).

Najvazniji faktori koji uti€u na sintezu aflatoksina i1 porast gljiva su relativna vlaznost
vazduha, koja u najveéem broju slucajeva iznosi 88-95% (Park i Liang, 1993), kao i temperatura
vazduha 25-27°C za maksimalnu produkciju aflatoksina, i 36-38°C za maksimalni porast gljiva
(Abbas i sar., 2005). Uslovi pod kojima A. parasiticus stvara aflatoksine sli¢ni su uslovima pod
kojima ih stvara A. flavus. Dostupni podaci koji ukazuju na sintezu aflatoksina su temperaturni
opseg 12-40°C, aw do 0,86 i pH opseg 3-8 ili iznad (ICMSF, 1996).

Znacajnom povecanju verovatnoce prisustva gljiva ovog roda i sinteze aflatoksina u
kukuruzu doprinose uslovi poviSene temperature vazduha i smanjene koli¢ine padavina, tj. susni
uslovi (Payne, 1998). Susa je abiotic¢ki faktor koji ima izrazito negativan efekat na biljku, jer
biljka gubi vodu koja je neophodna za sve biohemijske procese. Nedostatak vode uslovljava
slabljenje odbrane i otpornosti biljke, ¢ime se povecava verovatno¢a razvoja gljiva i sinteze
aflatoksina (Gosal i sar., 2009; Guevara-Gonzalez i sar., 2011). Prisustvo vlage u zemljiStu, kao
vid stresa, pogorsava sintezu aflatoksina u polju. Kukuruz koji je izlozen stresu suSe u polju ima

vise zarazenih zrna vrstom A. flavus od onih koji su navodnajvani.
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Faktori koji, takode, mogu uticati na produkciju aflatoksina su: sastav podloge, aktivnost
vode, pH, atmosfera (koncentracija kiseonika i ugljen dioksida), konkurentna borba
mikroorganizama, mehanicke povrede semena, specifinost soja i varijacije, nestabilnost
produkcije aflatoksina, stres biljke, prisustvo insekata i primena fungicida ili dubriva (Goncalez i
sar., 2001; Hussein i Brasel, 2001; Magan i Olsen, 2004). Vreme Zetve ili suSenja, kao i uslovi
skladi$tenja mogu igrati vaznu ulogu u sintezi aflatoksina (Prandini i sar., 2009).

Koli¢ina vlage u zrnu uti¢e na njegov kvalitet i uspeh skladistenja. Dva najvaznija faktora
koja utiCu na zivotni ciklus svih mikroorganizama, ukljucuju¢i mikotoksigene gljive, su
raspolozivost/pristupa¢nost vode i temperatura skladiStenja (Magan, 2006). Ova dva interaktivna
faktora uti¢u na klijanje, porast, sporulaciju i sintezu mikotoksina (Sanchis i Magan, 2004).
Optimalna vlaznost zrna za porast Aspergillus vrsta i sintezu aflatoksina iznosi 13-20%, sa
relativnom vlaznoscu okolnog vazduha 62-99% (Sumner i Lee, 2012).

Povezanost sinteze aflatoksina u kukuruzu umnogome zavisi i od sorte kukuruza. Stoga,
novija istazivanja su usmerena na stvaranje novih sorti kukuruza koje ¢e imati vecu toleranciju
na suSne uslove i pojavu toksigenih vrsta gljiva (Marin i sar., 2001; Guevara-Gonzalez i sar.,
2011).

Razvoj Aspergillus vrsta i sinteza aflatoksina uglavnom se deSava na njivi a, u slucaju
kontinuiranog razvoja povoljnih uslova za dalji razvoj gljiva i sinteze toksina, moZe se nastaviti 1

tokom berbe 1 skladiStenja kukuruza.

2.8.3 Aflatoksikoze

lako je vrstu A. flavus prvi put opisao Link 1809. godine, pouzdana istrazivanja biologije
1 patogenosti vrste nisu zapoceta do otkri¢a aflatoksina koje je povezano sa smréu vise od
100.000 ¢urki u Engleskoj 1961. godine. Nekropsijom uginulih Zivotinja je utvrdena akutna
nekroza jetre. Uzrok smrti prvobitno nije bio poznat i zbog toga je ova bolest nazvana X bolest
¢uraka. Kasnija istraZivanja pokazala su da su kori$¢ena hraniva od samlevenog kikirikija bila
kontaminirana toksi¢énim metabolitima koje su stvorili odredeni sojevi vrste A. flavus. Opisana su
hemijska svojstva jedinjenja, koje je nazvano aflatoksin (AF) kao skracenica za Aspergillus
flavus toksini (Forgacs i Carll, 1962).

Ucestalost 1 koli¢ina unosa, pol, starost, imunoloski sistem i zdravstveno stanje individue

koja konzumira hranu kontaminiranu aflatoksinima moZe uzrokovati razlicite bolesti, koje se
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nazivaju aflatoksikoze (IARC, 2002). Razlikujemo akutne i hroni¢ne aflatoksikoze. Akutna
aflatoksikoza se javlja kada se udiSu ili se u organizam unosi hrana kontaminirana visokim
nivoom aflatoksina.

Zavisnost koncentracije aflatoksina i vremena izlozenosti ukazuje u kojoj meri ¢e se
ispoljiti negativno dejstvo aflatoksina na organizam. Hroni¢ne aflatoksikoze izaziva uno$enje
malih doza aflatoksina u duzem vremenskom periodu, dok su akutne aflatoksikoze izazvane
visokim koncentracijama aflatoksina tokom jednog ili ogranic¢enog broja izlaganja aflatoksinima.
Simptomi hroni¢ne aflatoksikoze su usporen rast, imunoloska supresija/suzbijanje otpornosti i u
nekim slucajevima moze do¢i do razvoja karcinoma jetre (Cardwell i Henry, 2004; Gong i sar.,
2004).

Do sredine 90-ih godina proslog veka, ozbiljne bolesti i smrtni ishodi zabelezeni su u
zemljama u razvoju, unutar zone rizika. Siromasno stanovniStvo prinudeno je da koristi hranu
loSijeg kvaliteta, koja je obi¢no 1 kontaminirana. Simptomi akutne hroni¢nosti su: poviSena
temperatura, jaka obojenost urina, povracanje, oticanje stopala, hipertenzija i visoka stopa
smrtnosti (Keeler i Tu, 1983; loc. cit. Dhanasekaran i sar, 2011). Akutna aflatoksikoza je veliki
problem u zemljama u razvoju, posebno u Aziji i Africi. U Keniji su prijavljene epidemije bolesti
1981-1982, 2001, 2004-2006. i 2008. godine (Ngindu i sar., 1982; Farombi, 2006; Probst i sar.,
2007). Vise od 150 ljudi je umrlo u periodu 2004-2005. godine nakon konzumiranja kukuruza
kontaminiranog aflatoksinima (Strosnider i sar., 2006). U zemljama u razvoju, kao posledica
unosa aflatoksina putem zitarica, oko 4,5 milijardi ljudi izloZeno je hroni¢nim oboljenjima
(Gebrehiwet i sar., 2007).

Akutnu toksi¢nost karakteriSe brz pocetak sa jasno definisanim simptomima, za razliku
od hroni¢ne gde je teZe uspostaviti dijagnozu jer su organizmi izloZeni manjim dozama toksina u
duZzem vremenskom periodu, $to moze dovesti do kancera 1 ostalih nepovratnih efekata (James,
1985; loc. cit. Bennett i sar., 2007). Nije uvek moguce jasno ustanoviti razliku izmedu akutnih 1
hroni¢nih efekata. Hepatocelularni karcinom nalazi se na vode¢em mestu kao uzrok mortaliteta
ljudi u svetu (Magnussen 1 Parsi, 2013). Brojna istrazivanja su dokazala korelaciju izmedu
pojave hepatocelularnog karcinoma i izlozZenosti ljudi aflatoksinu B1 (Sinovec i sar., 2006).
Aflatoksin predstavlja jedan od etioloskih faktora koji dovodi do ispoljavanja Rejovog sindroma
kod dece, Sto je ustanovljeno istrazivanjima koja su sprovedena na Tajlandu 1 Novom Zelandu.

Rejov sindrom se manifestuje masnom degeneracijom parenhimatoznih organa. Ustanovljena je i
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povezanost aflatoksina sa Kwashiorkor proteinskom deficijencijom koja se manifestuje pojavom
edema, dermatozom i oSte¢enjima jetre (Dhanasekaran i sar., 2011).

Aflatoksini su takode opasni i za zivotinje. Pored navedenih epidemija kod ¢uraka u
Engleskoj, u SAD uginulo je preko stotinu pasa, kao posledica konzumiranja suvog hraniva koje
je bilo kontaminirano aflatoksinima grupe B (Stenske i sar., 2006; Dereszynski i sar., 2008).
Kontaminacije aflatoksinima predstavljaju problem i u mlekarskim farmama za proizvodnju
mleka. Tako su, u Italiji 2003. godine, otkriveni visoki nivoi aflatoksina grupe M u kravljem
mleku kao posledica povisenih koncentracija aflatoksina grupe B u kukuruznim hranivima
(Giorni i sar., 2007; Piva i sar., 2006).

Osetljivost na dejstvo aflatoksina zavisi od koliine i vrste unetog aflatoksina, duzine
unoSenja, opSteg stanja organizma, kao i od pola i starosne granice ljudi. Mladi organizmi
obzirom da se osetljivost povecava u zavisnosti od nivoa testosterona. Jetra je primarni organ na
koji deluju aflatoksini (Williams 1 sar., 2004). U organizmu Zivotinja citohrom P450 enzim
prevodi AFB1 u 8,9-epoksid. Reakcija 8,9-epoksida sa proteinima uslovljava razliite toksi¢ne
efekte, a reakcija sa DNK dovodi do kancera (Eaton i Groopman, 1994).

Po Klasifikaciji kancerogenih jedinjenja iz 1993. godine, Internacionalna agencija za
ispitivanje kancera (IARC) uvrstila je aflatoksin B1 u prvu grupu, u kojoj se nalaze jedinjenja sa
izrazitim kancerogenim efektom, dok su aflatoksini B2, G1, G2 i M1 klasifikovani u 2B grupu.
Klasifikacija iz 2002. godine (IARC) uvrstila je navedene aflatoksine u jedinjenja prve grupe po
kancerogenosti. Klasifikacijom iz 2012. godine (IARC) aflatoksini B1, B2, G1 i G2 pripadaju
prvoj grupi, dok aflatoksin M1 pripada 2B grupi.

2.8.4 Zakonska regulativa/Dozvoljene koncentracije aflatoksina u kukuruzu

Na nivou Evropske unije postoji jedinstven pravilnik koji propisuje maksimalno
dozvoljene koli¢ine (MDK) za mikotoksine u prehrambenim proizvodima (European
Commisssion, EC/1881/2006). Od 2006. godine do danas usledilo je nekoliko izmena navedenog
Pravilnika. U Republici Srbiji kontrola aflatoksina u prehrambenim proizvodima vrsi se na
osnovu Pravilnika (“Sluzbeni glasnik RS”, 28/2011) koji je 2011. godine delimi¢no uskladen sa
Pravilnikom Evropske unije. Od 2011. godine do danas usledilo je nekoliko izmena navedenog
Pravilnika u Srbiji (“Sluzbeni glasnik RS”, 20/13; “Sl. glasnik RS, 29/14; “Sl. glasnik RS”,
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37/14, 39/14, 37/14-ispravka, 39/14, 72/14, 80/15, 84/15, 35/16, 81/16, 21/17, 81/17) sa ciljem

njegovog potpunog uskladivanja sa evropskim (Tabela 2, Tabela 3).

Tabela 2. Referentne vrednosti za maksimalno dozvoljene koli¢ine (MDK) mikotoksina u

kukuruzu-hrani za ljude za AFB1 i ukupne aflatoksine

MDK (ug/kg)
Zemlja Pravilnici
AFB1 | Ukupni AFLA
Kukuruz namenjen za ljudsku ishranu
»Sluzbeni glasnik RS* 28/2011. 5 10
Srbija | Sluzbeni glasnik RS* 20/2013, RS
29/2014. 5 10
EU | European Commission 1881/2006. 5 10
SAD Food i Drug Administration, 2000. 20

Tabela 3. Referentne vrednosti za maksimalno dozvoljene koli¢ine (MDK) mikotoksina u

kukuruzu-hrani za zivotinje za AFB1 i ukupne aflatoksine

MDK (ug/kg)
Zemlja Pravilnici

AFB1 | Ukupni AFLA

Kukuruz za Zivotinjsku ishranu

»Sluzbeni glasnik RS“ 4/2010, RS

Srbija 113/2012 50
»Sluzbeni glasnik RS* 27/2014. 30
EU European Commission 32/2002. 20
SAD | Food i Drug Administration, 2011. 20-300
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Tabela 4. Referentne vrednosti za maksimalno dozvoljene koli¢ine (MDK) mikotoksina u

mleku AFM1
MDK
Zemlja Pravilnici (ng/kg)
AFM1
Mileko i mle¢ni proizvodi

Srbija ,,Sluzbeni glasnik RS 81/2017 0.25

EU European Commission 1881/2006. 0.05

SAD Food i Drug Administration 2011. 0.5

Vrednosti MDK za AFM1 u mleku najviSe puta su promenjene u Republici Srbiji.

Naime, MDK za AFM1 u mleku Cesto je menjana u rasponu 0,50 ug/kg, preko 0,25 pg/kg, do

0,05 pg/kg. Trenutna vrednost MDK AFM1 u mleku, koju reguliS§e Ministarstvo poljoprivrede,

Sumarstva i vodoprivrede iznosi 0,25 pg/kg (Tabela 4).
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3 CILJEVI ISTRAZIVANJA

U programu istrazivanja ove doktorske disertacije postavljeni su sledeci ciljevi:
- Utvrdivanje rasprostranjenosti, biodiverziteta i znacaja vrste A. parasiticus izolovane sa zrna
kukuruza u Srbiji;
- Precizna i pouzdana identifikacija izolata, dobijenih iz uzoraka zrna kukuruza, do nivoa vrste
primenom morfoloskih i molekularnih metoda identifikacije;
- U cilju utvrdivanja diverziteta ove vrste, detaljno ¢e se prouciti morfoloske makroskopske 1
mikroskopske karakteristike, kao i patogene, i toksigene odlike pomenute vrste;
- Ispitivanje toksigenog potencijala produkcije ukupnih aflatoksina i aflatoksina B1, B2, G1 i G2
izolata A. parasiticus.
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4 RADNA HIPOTEZA

Rezultati dosadasnjih istrazivanja, osim pojave i prisustva aspergiliozne trulezi zrna i
klipa kukuruza, ukazuju da sastav mikopopulacije koja prouzrokuje ovo oboljenje, kao i
druge karakteristike ovih patogena, nisu dovoljno proucavani. U istrazivanjima ove
doktorske disertacije poslo se od pretpostavke da je doSlo do znacajnijeg rasprostranjenja
vrste A. parasiticus na zrnu kukuruza, obzirom na promenu agroklimatskih uslova u
Srbiji;

Pretpostavka je da ¢e ova doktorska disertacija ukazati na puteve i nacine Sirenja ovog
patogena i da ¢e doprineti unapredenju metoda identifikacije, molekularne karakterizacije
patogena i pouzdanoj dijagnozi oboljenja na kukuruzu, $to je osnova za odgovarajuce
mere kontrole bolesti;

S obzirom da rezultati istraZivanja u svetu ukazuju na diverzitet vrste A. parasiticus,
pretpostavka je da Ce i ispitivani izolat poreklom iz Srbije pokazati veliku varijabilnost u
ispoljavanju proucavanih karakteristika;

Vrste roda Aspergillus sekcije Flavi imaju sposobnost sinteze velikih koncentracija
mikotoksina, pa se poslo od pretpostavke da ¢e ispitivani izolati imati ovu sposobnost,
kao 1 da ¢e ispoljiti razli¢it potencijal sinteze aflatoksina B1, B2, G1 i G2 i ukupnih
aflatoksina;

Rezultati ovih ispitivanja doprineée potpunijem sagledavanju prisustva ovog oboljenja na

podrucju Srbije u usevu kukuruza kao jednom od najvaznijih biljaka domacina.
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S MATERIJAL I METODE

5.1 Izolacija i identifikacija vrste Aspergillus parasiticus

5.1.1 Pregled terena i uzorkovanje aspergilioznih klipova

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije obuhvatila su pregled useva kukuruza i
skladista tokom petogodisnjeg perioda (2012-2016). Kao izvorni materijal za izolaciju patogena
kori$¢ene su biljke sa simptomima maslinastozelene praskaste prevlake na klipu i zrnu kukuruza.
Sakupljanje poCetnog materijala za ispitivanje obavljeno je sa oko 70 lokacija iz razli¢itih okruga
na teritoriji Republike Srbije.

Uzorkovanje klipova kukuruza sa simptomima aspergiloze vrSeno je dijagonalno na
svakoj parceli u razli¢itim agroekoloskim uslovima. Sa deset klipova kukuruza po lokaciji, uzet
je poduzorak od 10 zrna po klipu za izolaciju i identifikaciju vrsta roda Aspergillus, $to iznosi
100 zrna po lokaciji. U toku vegetacije, klipovi kukuruza sa simptomima oboljenja, prikupljeni
su u periodu 2012-2016. godine iz useva sa 37 lokacija: Slatina, Zminjak, Lozni¢ko Polje,
Valjevska Loznica, Stublenica, Juzni Banat, Orlovat, Radojevo, Ostoji¢evo, Zemun Polje,
Bajmok, Velika Plana, Sakule, Debeljaca, Feketi¢, BajSa, Padina, Telecka, Sremska Mitrovica,
Nova Crnja, Becej, Kraljevo, Izbiste, Banatsko Novo Selo, Crepaja, Padina, Jabuka, Belosavci,

Salinac, Ladevci, Kovin, Skobalj, Toponica, Sibac, Deronje, Zmajevo 1 Gospodinci.
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Slika 1. Mapa lokacija uzorkovanja zrna kukuruza u toku vegetacije

Uzorkovanje zrna kukuruza iz skladista vrSeno je tokom 2016. godine sa 27 lokacija:
Mramorak, Kikinda, Gakovo, Zarkovac, Apatin, Pandevo, Po¢ekovina, Medveda, KnjaZevac,
Zemun Polje, Krusevac, Kraljevo, Budanovci, Platicevo, Prahovo, Kozarica, Veliki Siljegovac,
Novo Selo, Adrani, Kamenica, Leskovac, Bojnik, Lebane, Gornja Dobrinja, Tresnjevica, Trnava

i Stupcevici.
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Slika 2. Mapa lokacija uzorkovanja zrna kukuruza iz skladista

Analiza zrna uzoraka vrena je iz poduzoraka mase 2 kg koji su izdvojeni od osnovnog
uzorka. Osnovni uzorak je dobijen meSanjem viSe manjih uzoraka, uzetih sa viSe razliitith mesta
u skladistu. Dobijena koli¢ina osnovnog uzorka podeljena je na Cetiri dela 1 od svake Cetvrtine
uzorkovano je po 0,5 kg zrna, ukupno 2 kg. Ovaj uzorak je pomocu separatora podeljen na osam
jednakih delova, od kojih su Cetiri nasumicna dela koriS¢ena za dalje analize. Za analizu vrsta
roda Aspergillus koris¢eno je po 25 zrna u Cetiri ponavljanja iz svakog poduzorka (ukupno 100
zrna).

Nakon formiranja, uzorak je obeleZen, upakovan u papirne kese i dopremljen do

Laboratorije za fitopatologiju, Instituta za kukuruz, za dalja prou€avanja.

5.1.2 1zolacija gljiva i dobijanje Cistih kultura

Izolacija gljiva sa uzorkovanih zrna kukuruza radena je prema standardizovanoj metodi
Laboratorije za fitopatologiju Instituta za kukuruz ,,Zemun Polje* na slede¢i nacin:
a) Ispitivana zrna kukuruza sterilisana su rastvorom NaClO i H20 u odnosu (1:3)

u trajanju 3-5 minuta.
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b) Ispiranje uzoraka destilovanom vodom.

c¢) Sterilisana zrna su osuSena na sterilnom filter papiru 1 stavljana na krompir
dekstroznu podlogu (potato dextrose agar, PDA). Po pet zrna kukuruza je stavljano u
svaku Petri kutiju.

d) Identifikacija vrsta vrsena je nakon sedmodnevne inkubacije u termostatu na
temperaturi od 25°C u mraku, mikroskopskim pregledom in situ kolonija razvijenih na i
oko zrna, kao i pregledom nativnih mikroskopskih preparata.

e) Nakon sedam dana, kolonije koje su razvijene na i oko zrna kukuruza, a
mikroskopskim pregledom identifikovane kao Aspergillus spp., presejane su na agar
sladnog ekstrakta (malt extract agar, MEA) radi dobijanja Cistih kultura.

Inkubacija gljiva zasejanih u Petri kutijama vrSena je u termostatu na temperaturi od
25°C u mraku, do trenutka razvoja kolonija gljiva.

Kohovi postulati su koriS¢eni za dokazivanje patogenosti prouzrokovaca oboljenja.
Reizolacijom patogena iz inokulisanih klipova kukuruza dobijene su kulture koje su po svojim
morfoloskim svojstvima bile identi¢ne kao i izolovana gljiva, ¢ime je potvrdena patogenost

izolata i zadovoljeni su Kohovi postulati.

5.1.3 Dobijanje monospornih izolata i ¢uvanje cultura

Proucavanja svih znac¢ajnih svojstava Aspergillus vrsta u ovoj disertaciji su izvrSena na
monospornim kulturama (Burgess i sar., 1994), koje su dobijene gajenjem odabranih kultura
Aspergillus spp. na sobnoj temperaturi na PDA u trajanju od sedam dana.

Fragmenti micelije su sterilnom laboratorijskom iglom preneti u epruvetu u kojoj se
nalazilo 10 ml sterilne destilovane vode. Sadrzaj epruvete, koji ¢ine micelija i spore, je potpuno
homogenizovan brzim, vrtoznim meSanjem na muckalici (vortex) u trajanju od 10-15 sekundi,
nakon ¢ega je 1 ml ove suspenzije (107) nanesen na povrsinu MEA u Petri kutiji. Zatim je
ponovo 1 ml suspenzije prenet iz te epruvete u epruvetu sa 9 ml sterilne destilovane vode, kako
bi se dobila suspenzija razredenja 1072, RazblaZene suspenzije su takode brzo, vrtlozno mesane, a
disperzija spora i razblaZenja su potvrdena na mikroskopu pomocu Neubauerove komore za
brojanje. Suspenzija koja pokazuje smanjen broj spora po mikrolitru, i $to je najvaznije, manji
broj klastera spora, kori$¢ena je za inokulaciju 4 Petri kutije (pre¢nika 9 cm) u kojima se nalazio

veoma tanak sloj (priblizno 10 ml) MEA sa 2% agara. Posle meSanja na muckalici (vortex), 1 ml
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suspenzije je prenet na MEA. Inokulacija ovih kutija vrSena je tako $to je kruznim pokretima
sadrzaj Petri kutije razliven po celoj povrSini hranljive podloge. Zatim su kutije postavljene pod
uglom od 30° i kultura je inkubirana na sobnoj temperaturi tokom 24h, §to je neophodno vreme
za klijanje spora. Posle inkubacije, klijanje je proveravano na stereomikroskopu, a zatim je
sterilnom ezom isecen komadi¢ podloge sa pojedinacnom proklijalom sporom. Komadi¢ podloge
sa klijalom sporom je postavljen u centar Petri kutije sa 10 ml MEA, da bi se dobile 4
monosporne Kulture, koje su inkubirane sedam dana u mraku na temperaturi od 25°C.

Na ovaj nacin dobijene su geneticki Ciste monosporne kulture za dalja istrazivanja.
Monosporne kulture ¢uvane su za dalji rad u ampulama sa zakoSenim PDA, MEA 1 kvascevog
autolizata po Capeku (Czapek yeast extract agar, CYA). ObloZene su aluminijumskom folijom i

parafilmom, odlozene u frizider i Cuvane na +4°C za dalja proucavanja.

5.1.4 Identifikacija izolata Aspergillus parasiticus na osnovu morfoloskih svojstava

Za identifikaciju monospornih izolata ispitivane su makroskopske (izgled, porast i boja
kolonija s lica 1 nali¢ja kulture, formiranje sklerocija, pigmentacija podloge, prisustvo eksudata),
kao i mikroskopske (izgled i oblik stipa, vezikula i fijalida, prisustvo ili odsustvo metula,
nazubljenost povrSinskog zida spora, njihova veli¢ina 1 oblik) morfoloSke karakteristike.
Makroskopska svojstva posmatrane su na PDA i CYA nakon sedmodnevne inkubacije na
temperaturi od 25°C u mraku. Mikroskopska svojstva proucena su na MEA posle inkubacije na
temperaturi 25°C u mraku u trajanju od sedam dana (Samson i sar., 2014).

Pored morfoloske karakterizacije svi identifikovani izolati Aspergillus gajeni su na
Aspergillus flavus i parasiticus agar (AFPA; Dindori, Nashik, India) u trajanju od 48-72h na
30°C u tami da bi se potvrdila identifikacija na nivou sekcije Flavi putem boje nali¢ja kolonije.

Gajenje gljiva na CZ pomaze pri diferenciranju boje kolonija za slicne vrste roda

Aspergillus sekcije Flavi.

5.1.4.1 Proucavanje morfoloskih svojstava izolata Aspergillus parasiticus

Za morfoloSku karakterizaciju odabrani su izolati Aspergillus spp. na osnovu pripadnosti

vrsti, geografskog porekla, kao 1 ispoljenih morfoloSkih svojstava. Referentni izolat A.
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parasiticus (CBS 100926), koji je deponovan u CBS-KNAW kolekciji u Holandiji, koris¢en je u
daljim istrazivanjima.

Proucavani izolati gljive su zasejani na hranljive podloge nanoSenjem fragmenata
kolonija cistih kultura proucavanih izolata u centar Petri kutija pomocu kopljaste igle. Nakon

toga, kulture su inkubirane u termostatu na temperaturi od 25°C, bez prisustva svetlosti.

5.1.4.1.1 Makroskopska morfoloska svojstva proucavanih izolata

Makroskopska svojstva ispitivanih izolata prouc¢avana su na PDA posmatranjem izgleda,
porasta i boje kolonija s lica i nali¢ja kulture, formiranja sklerocija, pigmentacija podloge,
prisustva eksudata. Sa oboda sedmodnevnih kultura koje su odgajane na PDA, uzeti su fragmenti
micelije koji su naneseni na PDA, a inkubacija u trajanju od 7 dana vrSena je na temperaturi od
25°C u termostatu. Tokom perioda inkubacije, svakodnedno je meren porast kolonije, koji je

prikazan kao prose¢ni porast (mm/dan).

5.1.4.1.2 Mikroskopska morfoloska svojstva proucavanih izolata

Mikroskopska svojstva odabranih izolata A. parasiticus prouc¢avana su na PDA i MEA
prema metodi Samson i sar. (2014), posmatranjem izgleda hifa i reproduktivnih organa gljiva
pod svetlosnim mikroskopom. Privremeni mikroskopski preparati pripremani su nanoSenjem
fragmenata micelije na povrSinu predmetnog stakla, u kapi destilovane vode.
Ljuspicom/zastitnim (pokrovnim) staklom je prekriven nanet materijal i posmatran pod
mikroskopom.

Kod odabranih izolata A. parasiticus prouc¢avani su oblik i dimenzije konidija, tako $to je
iz kultura ispitivanih izolata starih sedam dana posmatrano po 30 slu¢ajno izabranih konidija
pomocu svetlosnog mikroskopa Carl Zeiss Axiolab A1l. Dobijeni rezultati statisticki su obradeni
jednofaktorskom analizom varijanse (ANOVA) po potpuno slucajnom planu sa po 30 konidija
po izolatu. Upotrebom Dankanovog testa (Duncan's test), pri p 0,05 utvrdene su znacajnosti

razlike izmedu pojedinih vrednosti podataka.
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Pojava sklerocija pracena je na CZ podlozi u kulturama starim 14 dana, odrzavanim u
mraku na temperaturi od 25°C. Sklerocije su isprane u 96% alkoholu i direktno mikroskopirane.

Prec¢nik sklerocija odreden je prosekom obracunatim za 30 ponovljenih merenja.

5.1.4.1.3 Pracenje brzine porasta izolata Aspergillus parasiticus

Odabrano je 10 izolata koji su uzeti sa ivice sedam dana stare kolonije koja je gajena na
PDA 1 nanoSeni su na PDA. Period inkubacije je iznosio 7 dana, a vrSena je na temperaturi od
25°C. Merenje je izvedeno u dva pravca pod pravim uglom, nakon Cega je izraCunat dnevni

porast izolata. Ogled je izveden u tri ponavljanja.

5.1.4.2 Proucavanje ekoloskih i odgajivackih svojstava izolata Aspergillus parasiticus

Ispitivanje uticaja ekoloskih i odgajivackih faktora obuhvatilo je ispitivanje porasta i
precnika micelije na razli€itim vrstama hranljive podloge, na razli¢itim temperaturama 1 u

uslovima razlic¢itog kvaliteta svetlosti.

5.1.4.2.1 Uticaj temperature na razvoj izolata Aspergillus parasiticus

Ispitivanje uticaja temperature na porast izolata posmatrano je na PDA podlozi pri
temperaturama 15°C, 25°C, 30°C, 37°C 1 42°C. Porast i prec¢nik kolonije praceni su
svakodnevno u periodu od sedam dana. Ogled je postavljen u tri ponavljanja.

5.1.4.2.2 Uticaj razli¢itih uslova osvetljavanja na razvoj izolata Aspergillus parasiticus
Uticaj svetlosti na morfologiju kolonija i porast izolata ispitivan je na PDA podlozi u

razli¢itim uslovima osvetljenja pri temperaturi 25°C tokom 7 dana. Izolati su izlagani stalnom
mraku i smeni 12h svetlo/12h tama. Porast micelije na razli¢itim hranljivim podlogama pracen je
svakodnevno merenjem precnika kolonije 1 izracunavan je prosecan dnevni porast. Ogled je

postavljen u tri ponavljanja.
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5.1.4.2.3 Uticaj razli¢itih hranljivih podloga na razvoj izolata Aspergillus parasiticus

Ispitivanje uticaja hranljivih podloga na morfologiju i porast izolata vrSeno je na 3
razli¢ite podloge: CYA podloga, MEA 1 PDA. Fragmenti micelije izolata (precnika 5 mm)
gajenih 7 dana na PDA podlozi, zasejavani su u centar Petri kutije i postavljeni na inkubaciju u
termostat na temperaturu od 25°C u mraku. Porast izolata na razli¢itim hranljivim podlogama
pracen je svakodnevno merenjem precnika kolonije i izracunavan je prosecan dnevni porast.
Opisivani su boja, izgled i tekstura micelije, ivice kolonije, izgled nali¢ja kolonije. Eksperiment

je postavljen u tri ponavljanja.

Hranljive podloge kori$¢ene u ispitivanjima:

Krompir dekstrozna podloga (PDA) pripremljena je od:
- 42 g ekstrakta podloge (PDA, Biolife, Italiana S.r.l. Viale Monza, Milano, Italia)
i 1000 ml destilovane vode.

Agar sladnog ekstrakta (MEA) pripremljena je od:
- 35,6 g ekstrakta podloge (MEA, Biolife, Italiana S.r.l. Viale Monza, Milano, Italia)

i 1000 ml destilovane vode.

Podloga kvaséevog autolizata po Capeku (CYA) pripremljena je od:

Koncentrata po Capeku: 10 ml
- Saharoze: 30 g

- Ekstrakta kvasca: 5 g

- KoHPO4: 19

- CuSO4x5H,0: 0,005 g

- ZnSO4x7H20: 0,01 g

- Agara: 209, i

- 1000 ml destilovane vode prema recepturi Pitt i sar. (1979).
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5.1.5 Proucavanje patogenih svojstava izolata Aspergillus parasiticus

5.1.5.1 Provera patogenosti i reizolacija patogena u laboratorijskim uslovima

Metoda koju su opisali Imathiu i sar. (2009) koriS¢ena je u cilju provere patogenosti
ispitivanih izolata u laboratorijskim uslovima. IzvrSena je inokulacija prvog lista je¢ma pomocu
suspenzije spora ispitivanih izolata A. parasiticus.

Priprema listova jeCma. PovrSinski sterilisana semena ozime sorte jecma Nektar su
posejana u saksiju (27x15 c¢m), u supstratu za cvece i gajena u fitotronu dve nedelje na 20°C sa
duzinom fotoperioda od 12h. Zalivanje biljaka vrSeno je po potrebi u zavisnosti od vlaznosti
supstrata. Prvi list klijanca prese€en je na duzinu od 4 cm od vrha. U Petri kutije @ 150 mm
oblozene filter papirom koji je navlazen sterilnom destilovanom vodom, stavljano je po osam

isecaka lista.

Slika 3. Porast listova ozime sorte jeéma Nektar u fitotronu na 20°C sa duzinom

fotoperioda od 12h (A); Petri kutije obloZene filter papirom sa ise¢cima listova (B)

Priprema suspenzije spora. lzolati A. parasiticus su odrzavani na PDA na temperaturi
od 25°C u mraku. Po 10 ml sterilne vode sa 0,01% Tween 20 naneseno je u Petri kutije @ 100
mm sa razvijenom kolonijom gljive, a zatim je sterilnim Stapic¢em, skinuta micelija gljive u cilju
oslobadanja formiranih konidija. Nakon sedam dana dobijena je suspenzija spora koja je
procedena kroz sterilnu gazu, a koncentracija konidija je podeSena pomocu hemocitometra na
priblizno 1x107 konidija/ml.

Inokulacija i inkubacija. Prema ovoj metodi izvrSena je inokulacija prvog lista jeCma,
pomocu suspenzije spora gljive A. parasiticus, unosenjem 10 ul suspenzije koncentracije 3x10’
spora/ml sa Tween 20. Kao pozitivna kontrola koriS¢eni su listovi inokulisani suspenzijom spora

gljive A. flavus. Negativni kontrolni listovi inokulisani su unoSenjem iste koliine sterilne
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destilovane vode. Tako pripremljenom suspenzijom konidija inokulisano je osam listova u Cetiri
ponavljanja, §to je ukupno 32 lista po izolatu, i odrzavani su u termostatu na temperaturi od
27+0,5°C. U cilju obezbedivanja uslova povisene vlaznosti, filter papir je po potrebi kvaSen sa 2
ml sterilne destilovane vode. Pojava simptoma i intenzitet bolesti posmatran je svakodnevno, a
nakon 3, 5. i 7. dana ocenjen je intenzitet bolesti ocenom od 1 do 5. U cilju potvrde Kohovih

postulata, patogen je reizolovan iz inokulisane biljke.

Slika 4. Listovi je¢ma inokulisani suspenzijom spora gljive A. parasiticus

5.1.5.2 Provera patogenosti i reizolacija patogena u poljskim uslovima

Za testiranje patogenosti izolata A. parasiticus, u poljskim uslovima izvr$ena je vestacka
inokulacija klipa kukuruza injektiranjem suspenzije spora gljive A. parasiticus u kanal svile, po
metodi koju su opisali Reid i sar. (1996).

Na oglednoj parceli Instituta za kukuruz u Zemun Polju tokom 2016. i 2017. godine
proveravana je patogenost svih 50 A. parasiticus izolata na hibridima kukuruza FAO grupa
zrenja 300, 500 i 800. Ogled je postavljen po slu¢ajnom split-plot eksperimentalnom dizajnu.

Setva kukuruza je obavljena u 100 redova, po 20 biljaka u redu, na medurednom
rastojanju od 70 cm, dok je razmak izmedu biljaka u redu iznosio 25 cm. Treceg dana po svilanju
biljaka izvrSena je veStacka inokulacija biljaka, tj. injektiranje 2 ml suspenzije koncentracije
priblizno 3x10” konidija/ml u kanal svile klipa kukuruza, sa posebnom paznjom da se ne povredi
klip, prilikom unoSenja patogena.

Priprema inokuluma izvrSena je na isti nacin, kao u testovima provere patogenosti u
laboratorijskim uslovima. Sterilnim Spricem i iglom je direktno unoSen patogen u tkivo

domacina. Ukupno 40 biljaka je inokulisano po izolatu, odnosno 10 biljaka u 4 ponavljanja. Kod
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pozitivne kontrole injektirane su suspenzije spora gljive A. flavus, dok je kod kontrolnih biljaka,
kao inokulum, kori$¢ena sterilna voda.

Intenzitet aspergiloze klipa ocenjen je u fazi tehnoloske zrelosti kukuruza prema skali od
1 do 7, na osnovu prisustva maslinastozelenih simptoma, karakteristicnih za pomenutog
patogena (Reid i sar., 1996):

ocena 1- bez simptoma aspergiloze klipa,

ocena 2— 1-3% zarazene povrsine klipa,

ocena 3— 4-10% zarazene povrsine klipa,

ocena 4— 11-25% zaraZene povrsine klipa,

ocena 5— 26-50% zaraZene povrsine klipa,

ocena 6— 51-75% zarazene povrsine klipa,

ocena 7— potpuno zahvaéen klip (76-100%).

5.1.6 ToksikolosKi profil izolata Aspergillus parasiticus

Obzirom da se aflatoksini, kao kontaminenti hrane za ljude i Zivotinje, nalaze u izuzetno
niskim koncentracijama (ng/kg ili ng/g) pri kojima ispoljavaju i toksicno dejstvo, za njthovo
odredivanje potrebne su izuzetno osetljive i precizne metode (Turner i sar., 2009).

Razli¢ite analiticke metode koriste se za odredivanje mikotoksina. Medju njima
najzastupljenije su te¢na hromatografija visokog ucinka (High Performance Liquid
Chromatograph, HPLC) sa fluorescentnim detektorom (fluorescence detector, FLD),
imunoenzimatske metode - enzimski imunosorpcioni test (The enzyme-linked immunosorbent
assay, ELISA), kao 1 kombinovana tehnika tecne hromatografije sa masenom spektrometrijom
(liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS/MS) (Lin i sar., 1998).

Pomoc¢u ELISA metode uradene su kvalitativne i kvantitativne analize mikotoksina
dobijenih iz micelije, kao i potencijala produkcije aflatoksina Bl i ukupnih aflatoksina
ispitivanih izolata. Princip ELISA testa zasniva se na slede¢im koracima: priprema uzoraka za
ekstrakciju, ekstrakcija mikotoksina iz uzoraka i kvantifikacija rezultata mikotoksina.

PRIPREMA UZORKA za mikotoksikoloSke analize je neophodan postupak za
odredivanje potencijala produkcije mikotoksina, i izvrSena je po metodi koju su opisali Logrieco

i sar. (1995). Uslovi izvodenja sastojali su se iz sledecih koraka:
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UmnozZavanje kulture gljive. 1zolati A. parasiticus su presejani na PDA, a inkubacija je
vr§ena na temperaturi od 25°C u trajanju od 7 dana.

Priprema supstrata. U erlenmajer kolbi od 250 ml pomesano je 50 g zrna kukuruza i
22,5 ml destilovane vode, nakon Cega je zatvorena aluminijumskom folijom i ostavljena 24 h na
sobnoj temperaturi. Na taj nacin je zrnima kukuruza poviSena vlaga do 40%, koji su posluzili kao
idealna sredina za razvoj gljiva. Posle 24 h, kolba je sterilisana 30 minuta u autoklavu na 120°C

pod pritiskom od 1,2 bara.

Slika 5. Erlenmajer kolbe sa zrnima kukuruza i destilovanom vodom

Inokulacija supstrata. Sterilna zrna kukuruza inokulisana su izolatima A. parasiticus
koji su se prethodno razvijali sedam dana na PDA podlozi u mraku. Tri isecka kolonije gljive
(veli¢ine 0,5x0,5 cm) pomeSana su sa sterilnim zrnima kukuruza u Erlenmajer kolbi, koja je
nakon toga bila obloZena aluminijumskom folijom i1 ¢uvana 7 dana u termostatu na temperaturi
od 25°C. U cilju ravnomernog razvoja gljive i sprecavanja slepljivanja (konglomeracije) uzorka,

boca je protresana svakog dana.
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Slika 6. Erlenmajer kolbe sa zrnima kukuruza inokulisanim izolatima A. parasiticus

Susenje, mlevenje i cuvanje inokuluma. Radi bolje ekstrakcije mikotoksina inokulisana
zrna su se susila u ventilacionoj susnici na temperaturi od 60°C u trajanju od dva dana. Nakon
toga su zrna samlevena do praSkastog stanja u mlinu i odlozena u plasti¢ne kese u frizider na
+4°C do analize mikotoksina. Pre mlevenja svakog sledeceg uzorka, obavezno je ¢is¢enje mlina,

u cilju sprecavanje kontaminacije.

Slika 7. Samlevena zrna kukuruza u plastiénim kesama koja se do analize mikotoksina odlazu u

frizider na +4°C

5.1.6.1 Odredivanje potencijala produkcije aflatoksina ELISA testom

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je polukvantitativna (Munari i sar.,
2003) i/ili kvantitativna (Reiter i sar., 2009) skrining tehnika koja se koristi za detekciju

supstanci koje imaju antigena svojstva. Ovi testovi su visoko osetljivi i specifi¢ni.
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Slobodni toksini iz uzorka i standarda su u kompeticiji sa enzim-vezanim toksinom
(konjugatom) u bunari¢ima za vezivna mesta antitela. Nakon inkubacije bunari¢i se ispiraju
rastvorom za ispiranje, kada se svi nevezani molekuli toksina i enzimskog konjugata uklanjaju.
Dodaje se supstrat koji reaguje sa vezanim konjugatom i dolazi do razvijanja boje. Posle
odredenog perioda inkubiranja, dodaje se stop reagens i vrSi oCitavanje intenziteta boje na
ELISA ¢itacu. Koncentracija aflatoksina odreduje se na osnovu kalibracione krive stiarda i
koncentracija je obrnuto proporcionalna intenzitetu razvijene boje. Merenje apsorbance vrsi se na
450 nm. Opticka gustina uzorka poredi se sa optickom gustinom stiarda na osnovu kojih Elisa
Cita¢ prera¢unava koncentraciju toksina u uzorku.

Prednosti ELISA tehnike su: jednostavnost izvodenja, minimalna priprema uzorka, i
niska cena analize, dok se kao nedostaci navode pojava “crossreactivity”, S§to ukazuje na
mogucnost dobijanja lazno pozitivnih rezultata. “Cross-reactivity” predstavlja sposobnost
jedinjenja slicne hemijske strukture da reaguje sa antitelima. Usled toga, potrebno je svaki
detektovani aflatoksin ELISA metodom potvrditi i nekom hromatografskom tehnikom, posebno
ako je koncentracija aflatoksina blizu MDK vrednosti (Anklam i sar., 2002).

ELISA metoda se sastoji iz dva koraka: ekstrakcije mikotoksina iz uzorka odredenim
rastvaracem 1 odredivanje koncentracije mikotoksina pomocu ELISA C¢itaca.

EKSTRAKCIJA MIKOTOKSINA za kvalitativnu i kvantitativnu analizu potencijala
produkcije mikotoksina obavljena je prema uputstvu proizvodaca: za AFBI1 koriScen je Celer
AFBI1 Test Kit (Tecna S.r.l., Italy). za AFLA koriScen je Celer AFLA Test Kit (Tecna S.r.l.,
Italy):

- masa samlevenog uzorka kukuruza od 5+0,001 g ekstrahovana je sa 25 ml 70% MeOH
(70% rastvor metanola i destilovane vode) i homogenizovana u mikseru (Osterizer blender) na
1300 obrtaja u trajanju od 3 min

- homogenizovana smeSa uzorka je nakon ekstrakcije 1 filtriranja kroz Whatman No. 1
filter papir spremna za analizu, a filtrat je sakupljen u staklene bocice.

U slucaju poviSene koncentracije mikotoksina u uzorcima preko 40 pg/kg kod AFBI,
odnosno preko 80 pg/kg kod AFLA, filtrati ovih uzoraka se razblazuju prema upustvu
proizvodaca.

ELISA postupak

Analiza se odvijala kroz sledece korake:
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- 100 pl aflatoksin HRP-konjugata i 50 pl standarda tj. uzorka dodaje se visekanalnom
mikropipetom u bele bunarice.
- sadrzaj u bunari¢ima se promesa tri puta mikropipetom i 100 pl se prenese u
bunarice, ¢ije je dno obloZzeno antitelima.
- Nakon perioda inkubacije (10 minuta) bunari¢i se ispiraju puferom za ispiranje i suse
na papirnoj vati.
- dodaje se 100 ul supstrata koji reaguje sa vezanim konjugatom uz razvoj plave boje i
inkubira na sobnoj temperaturi 5 minuta.
- Nakon toga, u svaki bunari¢ dodaje se 50 ul stop reagensa za zaustavljanje procesa,
koji plavi rastvor boji u zuto. Koncentracija aflatoksina obrnuto je proporcionalna
intenzitetu Zute boje.
Celer AFBI Test kit sadrzi pet stiarda koncentracija od 0; 1; 5; 20 i 40 pg/kg. Celer
AFLA Test kit sadrzi stiarde koncentracija 0; 2; 8; 30 1 80 pg/kg.

KVANTIFIKACIJA KONCENTRACIJE MIKOTOKSINA vrsi se na 450 nm talasne
duzine, pomoéu ELISA ¢itata (BioTek EL x 800TM) koji preracunava koncentraciju
mikotoksina za AFB1 i AFLA izrazenu u pg/kg.

5.1.6.2 Kvalitativno i kvantitativno odredivanje aflatoksina metodom visoko

efikasne te¢ne

Visoko efikasna te¢na hromatografija (High Performanse Liquid Chromatography —
HPLC) predstavlja savremenu analiticku tehniku pomocu koje se vrsi razdvajanje, identifikacija i
kvantifikacija jedinjenja od interesa iz uzoraka na osnovu razlicite raspodele izmedu stacionarne
(nepokretne) i mobilne (pokretne) faze. Mala koli¢ina (ul) profiltriranog ekstrakta se injektuje u
sistem, pomocu autosemplera, 1 u struji odgovaraju¢e mobilne faze biva uneta na kolonu. Na
koloni dolazi do interakcija izmedu komponenata uzorka i stacionarne faze (punjenja kolone)
gde se u zavisnosti od njihove hemijske prirode, analizirane komponente razli¢ito zadrzavaju.
Vreme Koje je potrebno da se neko jedinjenje eluira (,,ispere) sa kolone naziva se retenciono
vreme (,,retention time“, tr). lzdvojene komponente sa kolone dolaze u detektor, koji ih

registruje, prevodi u elektri¢ni signal 1 pretvara u pikove koji formiraju hromatogram. Pomocu
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specijalnog softverskog programa dobijeni hromatogrami se mogu Koristiti za identifikaciju i
kvantifikaciju. Identifikacija se vr$i na osnovu poredenja tr analizirane komponente sa tr
standarda. Na osnovu povrsine pikova stiarda razli¢itih koncentracija formira se kalibraciona
kriva pomocu koje se na osnovu povrSine pika zeljenog jedinjenja izraCunava njegova

koncentracija u uzorku.

Fluorescentni detektor (FLD)

Fluorescencija je sposobnost ekscitacije (pobudivanja) jedinjenja sa specificnim
funkcionalnim grupama) pri kra¢im talasnim duZinama i emisija zraenja na viSim talasnim
duzinama. Jedinjenja koja imaju sposobnost da fluoresciraju ili jedinjenja koja se procesom
derivatizacije prevode u oblik koji moze da fluorescira moguce je detektovati pomocu
fluorescentnog detektora (Fluorescence detector - FLD).

Prirodnu fluorescenciju visokog inteziteta pokazuju aflatoksini B2 i G2. Nasuprot njima,
AFB1 i AFG1 moraju biti derivatizovani pre detekcije na FLD detektoru, zbog slabije prirodne
fluorescencije. Prekolonska (trifluorsircetna kiselina - TFA) i poslekolonska derivatizacija
(jodidi, bromidi, Kobra celija) koriste se u cilju povecanja njihove fluorescencije. U prisustvu
TFA, AFB1 i AFG1 prelaze u derivatizovane oblike AFB2A i AFG2A, respektivno koji
pokazuju znatno jacu fluorescenciju. Do povecanja fluorescencije dolazi usled ubacivanja vode u
furanski prsten AFB1 i AFG1 (Reiter i sar., 2009). Nakon Sto se uzorak precisti i upari, u njega
se dodaje TFA. Radi izdvajanja aflatoksina sa zidova suda u kome je vrSeno uparavanje, dodaje
se n-heksan, a potom TFA. Nakon zavrSene derivatizacije, smesa n-heksana i TFA se upari i

uzorak se rastvori u mobilnoj fazi (Oliveira i sar., 2009).

Za identifikaciju 1 kvantifikaciju aflatoksina B1, B2, G1 1 G2 pored ELISA, koris¢ena je 1
visoko efikasna te¢na hromatografija i sa fluorescentnim detektorom (HPLC-FLD). Uzorci za
ekstrakciju pripremljeni su po metodi koju su opisali Abbas i sar. (2004). Izolati A. parasiticus,
prethodno presejani na PDA, gajeni su na temperaturi od 28+1°C u tami u trajanju od pet dana.
Kao pozitivna kontrola kori$éen je izolat A. flavus. Posle pet dana sa povrSine kulture prikupljana
je micelija, koja je prebacena u staklene mikrotube. Dodat je rastvor acetonitril-voda (90:10 v/v)
koji je muckan 30 minuta na muckalici/tresilici. Uzet je 1 mL supernatanta i centrifugiran 10

minuta. Nakon filtriranja (Whatman No.1) i pre¢i§¢avanja pomocu MycoSep 224AflaZon®
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(Romer Labs, USA) kolone, ekstrakti su derivatizovani smeSom trifluorsiréetne
kiseline/glacijalne sir¢etne kiseline/vode (20:10:70; v/v/v). Derivatizacija je vrSena u
vremenskom periodu od 10 minuta, u vodenom kupatilu na 65°C (AOAC Official Method
994.08). Nakon zavrsene derivatizacije, ekstrakti su profiltrirani kroz PTFE filter (17mm, 0,45
um) i injektovani u Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Germany) te¢ni hromatografski
sistem povezanim sa fluorscentnim detektorom (Thermo Scientific, Germany). Hromatografsko
razdvajanje aflatoksina (B1, B2, G1, G2) izvr$eno je na koloni Acclaim Polar Advantage 1l, C18
(150%4,6 mm, 3 um). Za razdvajanje ispitivanih aflatoksina kao mobilna faza kori$¢ena je smesa
acetonitril/metanol/voda (1:1:4; v/viv) pri linearnom protoku od 1 mL/min, u toku 20 min
(AOAC Official Method 994.08). Injekciona zapremina iznosila je 10 pL, dok je kolona
termostatirana na 30°C. U cilju detekcije aflatoksina, talasne duzine za eksitaciju podeSene su na
365 nm, odnosno za emisiju na 455 nm.

Pocetne koncentracije standardnih rastvora aflatoksina (B1, B2, G1, G2) (SUPELCO)
iznosile su 3000 pg/kg za svaki. Njihovim razblazivanjem na krajnje koncentracije: 1; 3; 5,62;
15; 1 30 pg/kg, dobijeni su radni rastvori, pomoc¢u kojih je konstruisana i kalibraciona kriva,
postavljanjem povrsine pika (odgovor detektora) prema datoj koncentraciji standarda. Granica
detekcije za AFLA G1, B1, G2 i B2 iznosila je 0,53, 0,57, 0,30 i 0,14 ng/L, respektivno, a
granica kvantifikacije 0,65, 0,71, 0,42, 0,28, respektivno. Ispitivani aflatoksini su identifikovani
poredenjem sa retencionim vremenom stiarda, dok je kalibraciona kriva odgovarajucih stiarda
koris¢ena za kvantitativna izraCunavanja. Kalibraciona kriva dobijena je unoSenjem odredene
vrednosti povrSine pika i odgovarajuée koncentracije stiarda u kompjuterskom programu
Empower pro. Sadrzaj aflatoksina je izrazen u pg/kg, kao srednja vrednost tri nezavisna

injektovanja.

5.1.6.3 Erlich-ov test

Ehrlich-ovim testom, koris¢enjem filter papir metode (Lund, 1995) ispitivana je
proizvodnja ciklopiazoni¢ne kiseline dobijenih izolata. Izolati su gajeni 7 dana na CYA podlozi.
Iseceni su fragmenti kolonije (@ 1 cm) na koje je postavljen filter papir (Whatman No. 1)
natopljen Ehrlich-ovim reagensom (2g 4-dimetil aminobenzaldehid + 85 ml 96% etanola + 15ml

10 NHCI). Promena boje filter papira pra¢ena je nakon 2 minuta.
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5.1.7 Molekularna detekcija izolata Aspergillus parasiticus

Izolati koji su prethodno identifikovani na osnovu patogenih, morfoloskih, ekoloskih,
odgajivackih 1 toksikoloskih karakteristika, potvrdeni su molekularnom detekcijom i
identifikacijom, primenom RFLP-PCR metode (Khoury i sar., 2011) koja moze detektovati male
varijacije u sekvencama. Iz ispitivanih izolata prvo je izolovana genomska DNK primenom
metode prema Atoui 1 sar. (2007). Slede¢i korak ove metode je umnozavanje fragmenta DNK
koji sadrzi varijaciju. Nakon toga sledi digestija produkta umnozavanja odgovaraju¢im
restrikcionim enzimom. Prisustvo/odsustvo mesta prepoznavanja restrikcionih enzima rezultira
nastajanjem restrikcionih fragmenata razli¢ite duzine koji mogu biti detektovati elektroforetskim
razdvajanjem.

IGS region (intergenic spacer) gena aflJ i aflR ukljucenih u biosintezu aflatoksina
posluzio je za detekciju i1 razdvajanje vrsta A. flavus i A. parasiticus. Za ovu analizu, i kultura A.
parasiticus (CBS 100926), koja je deponovana u CBS-KNAW kolekciji u Holandiji, je koris¢ena
kao pozitivna kontrola.

Za potrebe molekularne detekcije i identifikacije vrste A. parasiticus odabrani izolati
zasejavani su na CYA podlogu i inkubacija je vrSena u termostatu na temperaturi od 25°C, u
trajanju od dva dana. Micelija je sastrugana sterilnim skalpelom iz razvijene kolonije gljive, a
potom je koriS¢ena za ekstrakciju nukleinskih kiselina. Posebna paznja prilikom sakupljanja
micelije usmerena je na izbegavanje unoSenja fragmenata podloge u pocetni materijal za
ekstrakciju DNK.

Hranljiva podloga koriS¢ena u ovim istrazivanjima:

CYA podloga pripremljena je od:

- Saharoze: 30 g

- 1 ml (Cu + Zn) rastvora

- 1gKoHPO4

- Koncentrata po Capeku: 10 ml

- Ekstrakta kvasca: 5 g (Pitt i Hocking, 1997).
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5.1.7.1 Ekstrakcija nukleinskih kiselina

Micelija ispitivanih izolata (oko 100 mg) sastrugana je sa povrSine podloge sterilnim
Stapi¢em 1 naneta u mikrotest tube zapremine 1,5 ml. U mikrotest tube je prethodno naliveno 500
ml lizinskog pufera. Tube sa suspenzijom su zatim lagano okretane kako bi se sadrzaj promesao i
stavljene u vodeno kupatilo na 65°C u trajanju od 15 minuta uz povremeno mesanje sadrzZaja
tokom inkubacije, kako bi se Celijski zid razgradio. Zatim su tube ostavljene na sobnoj
temperaturi 10 minuta. Nakon dodavanja 150 ml kalijum acetata, sadrzaj tuba je dobro promesan
na vorteksu, a zatim centrifugiran na 10.000 obrtaja/minuti na 20°C u trajanju od 1 minuta.
Dodavanjem ovog pufera omoguéeno je talozenje proteina i polisaharida. Posle centrifugiranja,
gornja faza sadrzaja tuba je preneta u nove tube (1,5 ml). U svaku tubu je zatim dodato po 150
ml izopropanola. Usledilo je centrifugiranje na 10.000 obrtaja/minuti u trajanju od 2 minuta. Na
ovaj nacin uklonjene su sve necistoc¢e koje su se vezale za filter, a ostala je samo DNK. Po
centrifugiranju gornja faza je pazljivo odlivena, a talog je ispran koris¢éenjem 1 ml hladnog 70%
etanola. Otvorene mikrotest tube su ostavljene na sobnoj temperaturi u trajanju od 30 min. Posle
susenja, talog dezoksiribonukleinske kiseline (deoxyribonucleic acid, DNA) je resuspendovan u
30 ml dejonizovane vode. Koncentracija i kvalitet izolovane DNK je proverena na Eppendorf
BioSpectrometer uredaju merenjem absorbance na 280nm, 260nm i 230nm. Napravljena su

radna razblaZenja od 50 ng/ul koja su kori$¢ena u daljim analizama.

5.1.7.2 Lan¢ana reakcija polimeraze (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Pripremljena je PCR reakciona smeSa zapremine 50 pl koja je sadrzala: 1xPCR pufera,
10mM dNTPs, 50 mM MgCl., 1U Tag DNK polimeraze (ThermoFisher Scientific, SAD), 1 mM
svakog prajmera, sdH20 2 pl i 100 ng ciljane DNK.

PCR amplifikacija dobijenih uzoraka izvedena je na TProfessional Stiard Thermocycler-u
(Biometra, Nemacka) prema slede¢em programu:

- Pocetna denaturacija na 94°C u trajanju od 4 minuta.

- 35 ciklusa (denaturacija na 94°C u trajanju od 40 s; vezivanje prajmera na 58°C u
trajanju od 40 s 1 izduzivanje prajmera na 72°C u trajanju od 1 min)

- Finalno izduzivanje na 72°C u trajanju od 10 min.

Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava traka produkata ocekivane veli¢ine od 674 bp.

48



5.1.7.3 Vizuelizacija i analiza produkata PCR reakcije

Analiza dobijenih PCR proizvoda uradena je nakon elektroforetskog razdvajanja
dobijenih produkata u 1% agaroznom gelu i 0,5X-TBE puferu. Priprema agaroznog gela
podrazumeva rastvaranje odgovarajuée koli¢ine agaroze (Lonza, Switzerli) u 0,5X TBE puferu i
zagrevanje do temperature klju¢anja u mikrotalasnoj pe¢nici. Potom se pristupa hladenju, nakon
ega se gel razliva u kalupe aparata za horizontalnu elektroforezu. Cesalj se uranja u gel tako §to
se postavi u odgovarajuca lezista kalupa i1 kada gel o¢vrsne vadi se iz kalupa, nakon Cega se
kalup sa gelom postavlja u aparat za elektroforezu. U aparat se sipa 0,5X TBE pufer do nivoa
kada je gel potpuno uronjen u pufer. Pre unosenja, Sul svakog uzorka je pomesano sa 1,5 ul boje
za nalivanje (MBI Fermentas, Vilnius, Litvanija). Pri elektroforezi kori§¢en je marker 100 bp
ladder (ThermoFisher Scientific, SAD), radi odredivanja veli¢ine produkata poredenjem sa
oc¢ekivanom veli¢inom DNK fragmenata markera.

Elektroforeza je izvedena pri naponu od 60 V u trajnju od 1h 45 minuta. Nakon zavrSene
elektroforeze agarozni gel je inkubiran u rastvoru etidijum-bromida (0,5 pg/ml) u trajanju od 15
minuta. Amplifikovani fragmenti u gelu posmatrani su pod UV svetlom pomocu transiluminatora
i fotografisani.

Prajmeri 1GS-F/IGS-R specifi¢ni za IGS region su koriS¢eni za umnoZavanje ciljnog
DNK fragmenta veli¢ine 674bp primenom PCR metode. Khoury i sar. (2011) su pokazali da je
fragment ove veli¢ine detektovan samo kod vrsta A. flavus i A. parasiticus. U Uniplex PCR
metodi pozitivnom reakcijom smatrana je pojava amplikona veli¢ine oko 674 bp specifi¢nih za

A. parasiticus i A. flavus.

5.1.7.4 ITS rDNK region izolata Aspergillus parasiticus za RFLP analizu

Sekvence IGS rDNK regiona su koris¢enjem paketa Clustal X verzija 1.83 analizirane na
prisustvo specificnih mesta za restrikcione enzime koji se mogu koristiti za specifi¢nu detekciju i
razdvajanje A. parasiticus od A. flavus. Za ovu analizu koris¢ene su sekvence izolata A.
parasiticus poreklom iz Srbije. Takode je koriS¢ena i kultura A. parasiticus koja je deponovana u
CBS-KNAW kolekciji. Potvrda dobijenih razlika u virtuelnoj restrikcionoj analizi je uradena

digestijom amplifikovanih 1GS-F/IGS-R produkata izolata A. parasiticus Bglll restrikcionim
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enzimom (Sigma, Nemacka) prema uputstvu proizvodaca. Reakcije RFLP analize su se odvijale
u reakcionoj smesi od 40 ul, koja se sastojala od 15 jedinica (U) Bglll restrikcionog enzima, 4 pl
pufera za restrikcioni enzim i 15 pl PCR produkta, i sterilne vode. Reakcione smesSe su
inkubirane na temperaturi od 37°C u trajanju od 1h. Produkti RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism - polimorfizam restrikcionih fragmenata za razliite duzine) analize

razdvojeni su u 2% agaroznom gelu i obojeni prema ve¢ opisanom postupku za vizuelizaciju
PCR produkata.
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6 REZULTATI

6.1 Izolacija i identifikacija izolata Aspergillus parasiticus

6.1.1 Pregled terena i uzorkovanje aspergilioznih klipova

Prikupljanje uzoraka obolelih klipova kukuruza za istrazivanja obuhvatila su pregled
useva kukuruza i1 skladiSta na prisustvo maslinasto zelene praSkaste prevlake na pojedinim
zrnima ili celom klipu u Srbiji, u periodu 2013-2016. godine (Slika 8). Klipovi kukuruza sa
simptomima oboljenja prikupljeni su iz useva sa 37 lokaliteta u toku vegetacije. Uzorkovanje

zrna kukuruza iz skladiSta vrSeno je tokom 2016. godine sa 27 lokaliteta.

Slika 8. Aspergillus parasiticus. Simptomi bolesti koje ispoljeni na klipu kukuruza sa

karakteristicnom sporulacijom patogena (A, B)
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6.1.2 lzolacija gljiva, odabir izolata i dobijanje monospornih izolata

Za izolaciju gljiva odabrani su fragmenti biljnog tkiva na prelazu izmedu zdravog i1
obolelog, koji su povrsinski sterilisani i postavljeni na PDA podlogu. Posle inkubacije u trajanju
od 5 dana, oko zrna kukuruza razvile su se kolonije gljiva i odabrane su one koje su ispoljile
morfoloske odlike (izdvojene na osnovu vizuelnih pregleda i mikroskopiranjem) karakteristicne

za vrste roda Aspergillus (Slika 9).

Slika 9. Izgled kolonija gljiva Aspergillus spp. petog dana nakon inkubacije (A, B, C, D)

Izolati su grupisani prema makroskopskim morfoloskim osobinama, a zatim su odabrani
predstavnici grupa. Na taj na¢in je dobijeno ukupno 46 izolata razli¢itog geografskog porekla, od
cega je 20 izolata poreklom sa zrna uzetog iz polja, a 26 izolata sa zrna iz skladista. Kao
pozitivna kontrola koris¢eni su izolat MRI 3937 (A. flavus) i referentni izolat A. parasiticus
(CBS100926) deponovan u kolekciji CBS Culture Collection of Fungi, Yeast, Bacteria, Plasmids
and Phages, Netherlands (Tabela 5, Slika 10).
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Tabela 5. Izolati Aspergillus sp. odabrani za dalja ispitivanja

Oznaka izolata

Lokalitet

Godina izolacije

© © N o o &~ w »poE

N NN NN NN PR P PR R R PR R R e
S 0 A& ®W N P O © ® N O U~ ®W N PO

MRI 3802
MRI 3808
MRI 3812
MRI 3817
MRI 3819
MRI 3822
MRI 3930

MRI1 3937 (A. flavus)

MRI 3977
MRI 3990
MRI 3994
MRI 4003
MRI 4008
MRI 4033
MRI 4045
MRI 4194
MRI 4195
MRI 4197
MRI 4198
MRI 4196
MRI 4232
MRI 4239
MRI 4251
MRI 4252
MRI 4253
MRI 4254

Slatina (Podrinje)
Zminjak (Macva)
Loznicko Polje (Podrinje)
Valjevska Loznica
Valjevska Loznica
Stublenica
Juzni Banat
Orlovat
Radojevo
Ostoji¢evo
Zemun Polje
Zemun Polje
Zemun Polje
Zemun Polje
Bajmok
Velika Plana
Zemun Polje
Zemun Polje
Zemun Polje
Sakule
Debeljaca
Feketi¢
Mramorak
Mramorak
Mramorak

Mramorak

2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2013
2014
2014
2015
2015
2015
2015
2015
2016
2016
2016
2016
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Tabela 5. (nastavak)

217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.

MRI 4255
MRI 4256
MRI 4257
MRI 4258
MRI 4259
MRI 4260
MRI 4261
MRI 4262
MRI 4263
MRI 4264
MRI 4265
MRI 4266
MRI 4267
MRI 4268
MRI 4269
MRI 4270
MRI 4271
MRI 4272
MRI 4273
MRI 4274
MRI14275

Kikinda
Gakovo
Gakovo
Gakovo
Gakovo
Zarkovac
Kikinda
Apatin
Pancevo
Medveda
Medveda
Medveda
Medveda
Medveda
Medveda

KnjaZevac

Zemun Polje
Zemun Polje

Zemun Polje

Krusevac

Kraljevo

2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
2016
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46°

45°
44°
43°
42°

22°30' 23

20° 297 22°

19°30'

19°

Slika 10. Geografska distribucija dobijenih izolata Aspergillus sp.

55



Patogenost izolata je potvrdena vestackom inokulacijom klipova kukuruza. Sa
inokulisanih klipova obavljena je reizolacija patogena i reizolati su uporedeni sa izolatima
kori§¢enim za inokulaciju. Dobijeni reizolati su, po izgledu kolonije i morfologiji reproduktivnih
organa, u potpunosti odgovarali izvornim izolatima Cime je potvrdena patogenost izolata i
ispunjeni Kohovi postulati.

Svi dobijeni izolati Aspergillus spp. pre¢iséeni su do monospornih i koris¢eni za dalji rad.

6.1.3 Identifikacija izolata Aspergillus parasiticus na osnovu morfoloskih svojstava
6.1.3.1 Proucavanje morfoloskih svojstava izolata

Identifikacija fitopatogenih gljiva u pogledu morfoloskih karakteristika predstavlja vazan
taksonomski karakter. Od makroskopskih morfoloSkih odlika proucavane su osnovne
karakteristike kolonija (boja, izgled i struktura, pigmentacija podloge), pored kojih je odredena i
brzina porasta micelije. Od mikroskopskih karakteristika proucavani su izgled i oblik stipa,
vezikula i fijalida, prisustvo ili odsustvo metula, nazubljenost povrSinskog zida spora, njihova
veli¢ina i oblik. Pra¢eno je obrazovanje i porast sklerocija. Na osnovu makroskopskog i
mikroskopskog pregleda monospornih kultura 46 izolata vrste A. parasiticus utvrdena je

intraspecijska varijabilnost ove vrste.

6.1.3.1.1 Makroskopska morfoloSka svojstva proucavanih izolata

Svi izolati koji su na CYA podlozi imali boju kolonije u nijansi zelene ili bronzanomrke,
testirani su 1 na AFPA podlozi. U ranijim istrazivanjima potrvrdeno je da su oni izolati koji su
istovremeno imali zelenu boju kolonije na CY A i kadmijum narandzastu na AFPA pripadali rodu
Aspergillus sekciji Flavi. Za razliku od pripadnika ove sekcije, vrste roda Aspergillus koje

pripadaju drugim sekcijama ne stvaraju ovu boju u podlozi (Slika 11).
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Slika 11. Izgled kolonija izolata MRI 3812 (3) (a-lice kolonije; b-nali¢je kolonije), referentnog
izolata CBS100926 (A. par. CBS) (c-lice kolonije; d-nali¢je kolonije) i izolata A. niger (A. niger,
MRI 4444) (e-lice kolonije; f-nali¢je kolonije) nakon 48-72h inkubacije u tami na temperaturi od
30°C na AFPA podlozi

Svi izolati A. parasiticus na PDA podlozi, 24 h nakon zasejavanja, obrazuju zacetak
micelije, bele boje i vazdusastog izgleda, pre¢nika oko 3-4 mm. Nakon par dana dolazi do
promena u konzistenciji i obojenosti kultura, a primetan je i neujednacen porast ispitivanih
izolata. Posle sedam dana porasta na PDA podlozi na temperaturi 25°C, ispitivani izolati A.
parasiticus ispoljili su divergentnost u makroskopskim svojstvima (izgled, boja i porast
kolonije). Na PDA podlozi ispitivani izolati formirali su obilnu tamnozelenu, vazdusnu, gustu

miceliju, pamucastog izgleda (Slika 12).
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Slika 12. 1zgled kolonija izolata prve (a-lice kolonija; b-nali¢je kolonija), druge (c-lice kolonija;

d-nali¢je kolonija) i trece (e-lice kolonija; f-nali¢je kolonija) grupe na KDA podlozi.

Prva grupa izolata na PDA podlozi formira tamno zelenu vazdusnu koloniju s primesama
sive, ravnih ivica. Obod kolonije je Zuckasto-belicast. U podlozi je uo¢ena pigmentacija u vidu
zute boje (Slika 12: a-lice kolonija; b-nali¢je kolonija). Druga grupa od 15 izolata obrazovala je
vazdus$ne kolonije tamno zelene boje, ravnih ivica, dok su mase spora sivkaste boje obrazovane
na njoj, u sredisnjem delu kolonije (Slika 12: c-lice kolonija; d-nali¢je kolonija). Centralna zona
kolonije je maslinasto zelene do sive boje. Na nali¢ju Petri kutija nije uoCena pigmentacija
kolonija. Obod kolonije je zuckaste boje. Izgled tre¢e grupe izolata je tamno zelene boje (boja
brsljena), ravnih do blago talasastih oboda kolonije, sa prisutnim koncentricnim prstenovima
spora. Na nali¢ju Petri kutija kolonije nisu imale pigmentaciju (Slika 12: e-lice kolonija; f-nali¢je
kolonija). Ivicna zona je bela do prljavo bela. Referentni izolat CBS100926, poreklom iz
Holandije, obrazovao je koloniju slicnog izgleda kao i izolati poreklom iz Srbije, koji su svrstani

u ovu grupu.
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6.1.3.1.2 Mikroskopska morfoloska svojstva proucavanih izolata

Mikroskopskim pregledom kolonija izolata A. parasiticus, gajenin na PDA i MEA
podlogama pri temperaturi od 25°C, proucavani su izgled i oblik stipa, vezikula i fijalida,
prisustvo ili odsustvo metula, nazubljenost povrsinskog zida spora, njihova veli¢ina i oblik. Svi
odabrani izolati A. parasiticus obrazuju jednocelijske, nazubljene konidije sedam dana nakon

zasejavanja (Slika 13).

Slika 13. Izolat A. parasiticus MRI 3808: izgled i pre¢nik konidija

Oblik konidija je okruglast, dok su dimenzije u opsegu 3,41-6,86 pum. Uporedni prikaz
prose¢nih pre¢nika konidija izolata A. parasiticus ukljucenih u ispitivanjima mikroskopskih
odlika prikazan je u Tabeli 6. lzolati A. parasiticus varirali su u pre¢niku konidija. Konidije
najmanjeg prosecnog prec¢nika 4,27 um obrazovao je izolat MRI 3937 (A. flavus), koji je
koris¢en kao pozitivna kontrola. Izolat MRI 4197 obrazovao je konidije koje su u prosecnoj
vrednosti imale najmanji prec¢nik (4,95 mm), dok je izolat MRI 4265 formirao konidije prose¢no
najveceg precnika (5,79 um). Ostali izolati obrazovali su konidije pre¢nika prose¢nih duzina od

4,95-5,79 um. Referentni izolat CBS100926 formirao je konidije pre¢nika prosecne vrednosti
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5,49 um. Kada su u pitanju minimalne i maksimalne vrednosti, pre¢nik konidija medu izolatima
varirao je od 3,41um MRI 3937 (kontrolni izolat A. flavus) do 6,86um (MRI 3802, MRI 4254)
(Tabela 6, Grafikon 1).

Proucavani izolati razlikovali su se u pogledu formiranja metula, dok su svi izolati
formirali fijalide 1 konidije. Konidije su sferi¢ne, nazubljene 1 sa debelim zidovima. Vezikule su

loptaste, 14-25 um u preéniku (Slika 14).

Slika 14. Izgled vezikule izolata A. parasiticus MR1 3802

Tabela 6. Pre¢nik konidija izolata A. parasiticus na MEA podlozi, nakon sedam dana na 25 °C

IZOLAT Srednja vrednost  St. dev. Minimum Maksimum CV (%)
MRI 3802 5.67 0.45 4.54 6.86 7.9
MRI 3808 5.22 0.33 4.39 577 6.4
MRI 3812 5.44 0.46 4.24 6.07 8.4
MRI 3817 5.29 0.35 4.45 5.96 6.6
MRI 3819 5.57 0.36 4.57 6.07 6.4
MRI 3822 5.58 0.37 4.47 6.14 6.6
MRI 3930 5.58 0.30 4.98 6.17 54
MRI 3937 (A. flavus) 4.27 0.42 341 511 9.8
MRI 3977 5.56 0.34 5.02 6.33 6.1
MRI 3990 5.47 0.29 4.97 5.98 5.3
MRI 3994 5.15 0.43 4.25 5.87 8.3
MRI 4003 5.46 0.37 4.54 6.00 6.8
MRI 4008 5.07 0.42 4.19 5.95 8.3
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MRI 4033 5.70 0.33 5.06 6.31 5.8

MRI1 4045 5.43 0.53 4.24 6.70 9.8
MRI 4194 5.56 0.30 5.01 6.07 5.4
MRI 4195 5.50 0.36 4.45 6.33 6.5
MRI 4197 4.95 0.46 4.08 5.89 9.3
MRI1 4198 5.43 0.45 4.13 6.23 8.2
MRI 4196 5.57 0.34 491 6.12 6.2
MRI 4232 5.45 0.27 5.02 5.96 5.0
MRI 4239 5.42 0.41 4.57 6.57 7.5
MRI 4251 5.63 0.38 4.45 6.33 6.8
MRI 4252 5.52 0.38 4.45 6.27 6.9
MRI 4253 5.46 0.28 4.98 6.08 5.0
MRI 4254 5.46 0.40 4.54 6.86 7.3
MRI 4255 5.37 0.43 451 5.96 7.9
MRI 4256 5.60 0.31 5.02 6.52 5.6
MRI 4257 5.36 0.33 4.42 5.99 6.1
MRI 4258 5.71 0.22 5.08 6.21 3.8
MRI 4259 5.58 0.29 491 6.07 5.2
MRI 4260 5.53 0.44 4.56 6.47 7.9
MRI 4261 5.02 0.42 4.08 5.89 8.5
MRI 4262 5.54 0.41 4.66 6.23 7.4
MRI 4263 5.30 0.43 4.45 6.57 8.0
MRI 4264 5.60 0.35 4.45 6.52 6.3
MRI 4265 5.79 0.47 5.03 6.76 8.1
MRI 4266 5.18 0.47 4.08 5.98 9.1
MRI 4267 5.72 0.32 5.04 6.31 5.6
MRI 4268 5.27 0.49 4.30 6.32 9.2
MRI 4269 5.46 0.41 4.63 6.47 7.5
MRI1 4270 5.40 0.44 4.24 6.06 8.1
MRI1 4271 5.42 0.43 4.66 6.48 8.0
MRI 4272 5.50 0.41 4.49 6.23 7.5
MRI 4273 5.41 0.39 4.56 6.17 7.3
MRI 4274 5.55 0.42 4.19 6.52 7.6
MRI 4275 5.45 0.45 4.15 6.04 8.2
CBS 5.49 0.43 4.25 6.50 7.9

Legenda: St. dev-standardna devijacija; Min-najmanja izmerena veli¢ina; Max-najveca izmerena veli¢ina;, CV-

koeficijent varijacije.
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Grafikon 1. Pre¢nik konidija izolata A. parasiticus. Legenda: vertikalni bar oznacava standardnu
gresku sredine.

6.1.3.1.2.1 Morfologija sklerocija

Cetrnaest dana posle zasejavanja na CZ podlozi, u miceliji se kod pojedinih izolata
uocavaju sklerocije — crne tvorevine, loptastog oblika, sastavljene od gusto isprepletenih hifa
(Slika 15).

Na osnovu prose¢nih dimenzija, najvece sklerocije formirao je izolat MRI 3990 (1168,6
pm), dok je najmanje obrazovao izolat MRI 3937 (A. flavus) (517,9 um), koji je koris¢en kao
pozitivna kontrola. Medu ispitivanim izolatima najmanje sklerocije obrazovao je izolat MRI
4198 (549,3 pum). Pre¢nik sklerocija je varirao medu izolatima od 395,2 um (MRI 4194) do
1550,6 um (MRI 3990). Referentni izolat (CBS100926) nije obrazovao sklerocije.

Tokom pracenja izgleda 1 porasta kolonija izolata na CZ podlozi na 30°C uocene su

sklerocije kod velikog broja (73%) izolata (MRI 3802, MRI1 3808 (Slika 13), MRI 3817, MRI
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3930, MRI 3977, MRI 3990, MRI 3994, MRI 4008, MRI 4033, MRI 4045, MRI 4194, MRI
4195, MRI 4197, MRI 4198, MRI 4232, MRI 4239, MRI 4254, MRI 4255, MRI 4256, MRI
4257, MRI 4260, MRI 4261, MRI 4262, MRI 4264, MRI 4268, MRI 4269, MRI 4270, MRI
4271, MRI 4272, MRI 4273, MRI 4274, MRI 4275, MRI 3937 (A. flavus)) nakon 14-odnevne
inkubacije, dok ostali izolati nisu formirali sklerocije (Tabela 7, Grafikon 2). Samo je izolat MRI

4033 formirao sklerocije ve¢ nakon pet dana inkubacije.

Slika 15. Izgled sklerocija kod izolata MRI 3808 na CZ podlozi (A, B)

Tabela 7. Preénik sklerocija izolata Aspergillus parasitucus na CZ podlozi, nakon 14-odnevne

inkubacije na 30°C

IZOLAT Srednja vrednost  St. dev. Minimum Maksimum CV (%)
MRI3802 954.7 152.5 668.9 1216.1 16.0
MRI3808 886.8 87.1 729.7 1064.1 9.8
MRI3817 757.0 91.9 638.5 1094.5 12.1
MRI3930 1086.4 204.0 760.1 1459.3 18.8
MRI3977 598.7 105.6 425.6 760.1 17.6
MRI3990 1168.6 226.4 699.3 1550.6 194
MRI3994 821.9 123.3 608.1 1124.9 15.0
MRI14008 743.9 82.5 547.3 912.1 111
MRI14033 791.5 97.9 608.1 1064.1 124
MRI14045 851.3 109.8 699.3 1216.1 12.9
MRI14194 584.7 82.9 395.2 760.1 14.2
MRI14195 836.1 147.5 699.3 1276.9 17.6
MRI14197 894.9 163.6 486.5 1276.9 18.3
MRI14198 549.3 125.0 395.2 851.3 22.7
MR14232 966.8 181.4 608.1 1337.7 18.8
MRI14239 868.5 122.3 668.9 1216.1 141
MRI14254 765.1 120.8 547.3 1064.1 15.8
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MRI14255
MRI14256
MRI14257
MRI14260
MRI14261
MR14262
MRI14264
MR14268
MRI14269
MRI14270
MRI14271
MRI4272
MRI4273
MRI14274
MRI14275

MRI13937 (A.flavus)

870.5
828.0
773.2
820.9
920.3
766.2
867.5
759.1
736.8
778.3
802.6
834.1
878.6
728.7
831.0
517.9

108.1
118.6
113.7
130.7
176.8
128.8
124.9
151.8
96.0
91.6
83.6
131.4
78.8
140.9
94.6
54.4

699.3
608.1
ST1.7
608.1
608.1
608.1
638.5
516.9
ST1.7
608.1
608.1
608.1
729.7
395.2
668.9
425.6

1094.5
1276.9
972.9
1094.5
1307.3
1064.1
1094.5
1216.1
942.5
972.9
972.9
1124.9
1094.5
942.5
1033.7
608.1

12.4
14.3
14.7
15.9
19.2
16.8
14.4
20.0
13.0
11.8
10.4
15.7
9.0
19.3
114
10.5

Legenda: St. dev-standardna devijacija; Min-najmanja izmerena veli¢ina; Max-najveéa izmerena

veli¢ina; CV-koeficijent varijacije.
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Grafikon 2. Pre¢nik sklerocija izolata A. parasiticus sa CZ podloge. Legenda: vertikalni bar
oznacava standardnu greSku sredine.
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6.1.3.2 Pracenje ekoloskih i odgajivackih svojstava izolata

6.1.3.2.1 Uticaj razlicitih uslova osvetljenja na razvoj izolata

Za ispitivanje uticaja svetlosnog rezima, na prosecan dnevni porast precnika kolonija na

KDA podlozi, koris¢ena je dvofaktorska analiza varijanse po potpuno slu¢ajnom planu:

Xijk =+ a; + B + (aB)ijteij,

gde je X;j, vrednost prosecnog rasta precnika u i-tom izolatu, j-tom svetlosnom rezimu (odnosno
temperaturi), i k-tom ponavljanju, a; efekat i-tog izolata, f; efekat j-tog svetlosnog rezima
(odnosntemperature), (af3);; efekat interakcije prvog reda i-tog izolata i j-tog svetlosnog rezima
(odnosno temperature), dok je €;;, slu¢ajna greska koja po pretpostavci ima normalnu raspodelu

sa nultim prosekom 1 varijansom koja odgovara slu¢ajnim varijacijama.

Za naknadna poredenja (post-hoc analizu) kori$¢en je Dankanov test. U svim testiranjima

je koris¢en 5%-tni nivo znacajnosti.

Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je statisticki znacajan uticaj interakcije izolata 1
svetlosnog rezima (p<0.01) na dnevni porast pre¢nika kolonija. Ova znacajnost namece potrebu
ispitivanja statistiCke znacajnosti razlika pojedinih izolata posebno za dva svetlosna rezima. Ove
razlike su ispitane Dankanovim testom, a njegovi rezultati graficki su dati na slikama 1 1 2.

Crvenim linijama su spojeni izolati koji se medusobno ne razlikuju.

Porast 46 ispitivanih izolata proucavan je u razli¢itim uslovima osvetljenja (24h mrak 1
svetlosni rezim 12 h svetlost/12 h mrak) na PDA podlozi. Rezultati ispitivanja su ukazali da

razliciti uslovi osvetljenja mogu uticati na morfologiju i porast ispitivanih izolata (Slika 16).
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Slika 16. Kolonije izolata A. parasiticus (MR 3812: a, b-24h no¢ i e, f-12h dan/12h) i A. flavus
(MRI 3937: ¢, d-24h no¢ i g, h-12h dan/12h no¢) pri razli¢itim svetlosnim rezimima (gornji red-
lice kolonija, donji red-nali¢je kolonija).

Prosecan dnevni porast ispitivanih izolata A. parasiticus prikazan je u Tabeli M i Grafiku
13. Izolati su, nakon inkubacije od sedam dana, imali brzi prosec¢ni porast u mraku. lzuzeci su
izolati MRI 3930, MRI 3977, MRI 3990, MRI 3994, MRI 4033, MRI 4252, MRI 4257, MRI
4258, MRI 4259, MRI 4260, MRI 4264, MRI 4272, MRI 4275 1 CBS 100926, koji su imali brzi
prosecan porast u svetlosnom rezimu 12h svetlost/12h mrak. Od svih ispitivanih izolata jedino
izolati MRI 4008, MRI 4194, MRI 4257, MRI 4259, MRI 4262 i MRI 4270 nisu ispoljili
variranje u prosecnom dnevnom porastu u svim svetlosnim rezimima (Tabela 8, Grafikon 3).

U svetlosnom rezimu 12h svetlo/12h tama treCeg, petog i sedmog dana po inokulaciji
najbrzi porast imao je izolat MRI 3994. Najmanji porast tre¢eg i petog dana imao je izolat MRI
4256, dok je sedmog dana nakon inokulacije imao izolat MRI 3812 (40,88 mm). U svetlosnom
rezimu 24h mrak treéeg i petog dana po inokulaciji najbrzi porast imao je izolat 4265, dok je
nakon sedam dana izolat 4045 (73,50 mm). Treceg i petog dana po inokulaciji najmanji porast

zabeleZen je kod izolata 4257, dok je nakon sedam dana izolat 4256 (41,25 mm).

66



Tabela 8. Uticaj razlic¢itih svetlosnih rezima na dnevni porast kolonija izolata A. parasiticus na
KDA podlozi

Svetlosni rezim
12h/12h No¢

JADEL Prosek St.dev Min Max C Prosek St Min Max oy
(%) dev (%)
MRI 3802 7.22 067 6.38 7.88 9.31 997 016 9.75 10.13 1.58
MRI 3808 7.72 024 738 788 3.07 913 0.14 9 925 1.58
MRI 3812 4.38 16 288 6  36.66 881 022 85 9 2.46
MRI 3817 10.25 054 9.75 11 5.27 1091 034 105 11.25 3.16
MRI 3819 753 0.5 7 813 6.69 966 041 9.38 10.25 4.28
MRI 3822 6.28 0.68 5.38 7 1082 894 013 875 9 1.4
MRI 3930 11.13 0.97 1025 125 8.7 1025 1.04 875 1113 10.11
MRI 3937 (A. flavus) 7.47 098 65 838 13.13 869 022 85 888 2.49
MRI 3977 10.69 043 10.25 11.25 3.99 10.03  0.62 9.5 10.63 6.14
MRI 3990 11.81 1.32 105 13.63 11.15  10.06 11 85 11 10.95
MRI 3994 11.13 1.17 963 1238  10.54 869 168 625 9.88 19.39
MRI 4003 5.69 052 513 6.38 9.06 6.88 238 375 9.13 3459
MRI 4008 9.81 048 9.38 105 4.93 947 019 925 963 1.98
MRI 4033 8.97 1.09 813 105 1217 934 099 7.8 10 1056
MRI 4045 9.53 036 9.25 10 3.77 10.38 0.1 1025 105 0.98
MRI 4194 10.5 419 425 1325 39.94 1059 0.16 10.38 10.75 1.48
MRI 4195 9.88 0.14 9.75 10 1.46 1028  0.21 10 105 2.08
MRI 4197 9.31 007 925 9.38 0.77 963 014 95 975 15
MRI 4198 10.63 0.92 10 12 8.7 1019  0.24 10 105 2.35
MRI 4196 10.25 054 975 11 527 1091 034 105 11.25 3.16
MRI 4232 8.31 0.16 8.13 8.5 1.94 991  0.66 9 105 6.63
MRI 4239 8.97 0.33 85 9.25 3.67 969 0.16 95 9.88 1.67
MRI 4251 9.78 006 975 9.88 0.64 10.44 013 1025 105 1.2
MRI 4252 10.84 04 105 11.25 3.69 997 153 775 1125 1534
MRI 4253 8.56 031 8.25 9 3.67 9.69 047 9 10 4.89
MRI 4254 8.5 061 7.75 9 72 1044 059 10 11.25 5.66
MRI 4255 8.72 1.09 7.75 10  12.52 988 014 9.75 10 1.46
MRI 4256 9.88 032 95 1025 3.27 866 345 35 10.75  39.87
MRI 4257 9.31 1.14 863 11  12.23 9.34 08 875 105 8.56
MRI 4258 11.97 041 115 12.38 345 1044 0.33 10 10.75 3.17
MRI 4259 9.81 048 9.38 105 4.93 953 0.19 925 963 1.97
MRI 4260 9.91 1.07 8.5 11 10.77 10 047 9.5 10.63 4.68
MRI 4261 9.13 0.77 8 975 8.44 85 209 538 963 2455
MRI 4262 9.75 0.29 9.5 10 2.96 978 0.34 9.38 10.13 3.52
MRI 4263 9.75 094 838 105 9.65 956 022 925 9.75 2.26
MRI 4264 115 059 10.63 11.88 5.1 956 016 9.38 9.75 1.69
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MRI 4265 10.53 118 9.13 11.63 11.19 10.06 038 9.75 105 3.73

MRI 4266 8.44 208 6.88 115 24.63 10.03  0.43 9.5 10.38 4.24
MRI 4267 7.75 157 5.63 9 20.27 831 083 725 9.25 9.94
MRI 4268 9.5 0.34 9 975 3.56 10.13  0.49 9.5 10.63 4.83
MRI 4269 9.38 018 9.25 9.63 1.89 1122 078 105 12.25 6.95
MRI 4270 9.72 0.33 9.38 10 3.38 991 0.39 9.38 10.25 391
MRI 4271 9.81 0.63 9.25 10.63 6.45 11.41 131 10 13 1151
MRI 4272 10.53 0.45 10.13 11.13 4.27 10.03 0.6 9.5 10.88 5.97
MRI 4273 8.91 061 813 95 682 1059 012 105 10.75 1.13
MRI 4274 8.84 1.9 65 10.88  21.45 10.34 012 1025 105 1.16
MRI 4275 9.19 22 713 115 2394 1053 074 95 11.13 7.01
CBS100926 9.66 0.47 9 10.13 4.89 11.13 04 10.75 11.63 3.55

Legenda: St. dev-standardna devijacija; Min-najmanja izmerena veli¢ina; Max-najveca izmerena veli¢ina; CV-
koeficijent varijacije.

Dnevni porast micelije, kao i porast micelije tre¢eg, petog i sedmog dana nakon
presejavanja, izrazeni vrednostima preénika kolonija, na PDA podlozi na 25°C u mraku, ukazali
su na intraspecijsku varijabilnost. Prose¢an dnevni porast kolonije za sve ispitivane izolate
iznosio je 9,83 mm, medutim uoceno je znacajno variranje u porastu. Najsporiji prosecni dnevni
porast u mraku ispoljio je izolat MRI 4256 (3,5 mm), dok je najbrzi prosecan dnevni porast od
13 mm ispoljio je izolat MRI 4271. Prose¢ni dnevni porast ostalih izolata iznosio je od 9,79 mm,
a referentnog izolata CBS100926 iznosio je 11,13 mm (Grafikon 4). Varijabilnost u dnevnom
porastu micelije najvise je bila izrazena kod izolata MRI 4256, opseg variranja bio je od 3,5 do
10,75 mm. Najmanja varijabilnost porasta micelije zabeleZena je kod izolata MRI 3808 (9-9,25
mm), MRI 3822 (8,75-9 mm), MRI 4045 (10,25-10,5 mm), MRI 4197 (9,5-9,75 mm), MRI 4251
(10,25-10,5 mm), MR1 4273 (10,5-10,75 mm) i MRI 4274 (10,25-10,5 mm) (Tabela 8).

Prilikom ispitivanja porasta micelije na PDA podlozi uoceno je da su se svi ispitivani
izolati A. parasiticus brzo razvijali. Najintenzivniji porast micelije ispoljio je izolat MRI 4045
(73,5 mm), dok je kod izolata MRI 4257 uocen najslabiji porast (49,9 mm).

Petog dana nakon inokulacije, kod izolata MRI 4265 (54,3 mm), uocen je maksimalni
porast kolonije, a minimalni kod izolata MRI 4257 (30,9 mm).

Najveca divergentnost u brzini porasta kolonija izolata pokazala se tre¢eg dana po

presejavanju (27-59,6 mm), poredeci sa petim i sedmim danom.
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Dnevni porast kolonije (mm/dan)
:
——
=N
1
=

1, \9;\ ; _bi\"‘?_b'«o‘:b'«é.;h'&;h;h;h{\;h{\_
ﬁwﬂ’@ f T ¢§§¢¢@£$£££§$‘

Sy 4} A S nel v g =3 A3
B e g O gl fwwﬁﬁﬁ

Yy
FEFFSS eﬁ‘a@ﬁ&&‘#‘ e

b&&h&;ﬁ{\mﬁ‘@é‘\mw@;gﬁ@ﬁéﬁ;
R

%ﬁb [
e

Grafikon 3. Prose¢an dnevni porast kolonije izolata Aspergillus parasiticus, na KDA podlozi, u
svetlosnom rezimu 12h/12h i rezultati ispitivanja statisticke znacajnosti Dankanovim testom.
Legenda: vertikalni bar oznacava standardnu greSku sredine. Crvenim linijama su spojene grupe
izolata koji se ne razlikuju statisticki znac¢ajno

14

= -
=] N
=
=
™
= =]
=
™H
=
= gl
= .
=
3
=1
=1
H
T
H
1
]
=
=
=
H
5
=
=
——

-]

=]

Dnevni porast kelonije (mm/dan)

B EDSL PSS PG I SS
FE e ‘e@“’;@“”f{% ST

u% :
%
5
%,
5
s
%
‘:J‘b [
3
.
3
Y‘J% [
Qy)) .
T
Y
Y
ﬂa@‘
D

"
K
L)
K
“y
3
p-2
%
%,
e
%,
2
Z
%
“,
-,
%
%
"
1

%,
%
%,
Y
£
%,
ER N
,
£y
Ky
Y
Y
,
3
4
.,
%
Y

Grafikon 4. Prosec¢an dnevni porast kolonije izolata Aspergillus parasiticus, na KDA podlozi, u
noénom svetlosnom reZimu i rezultati ispitivanja statisticke znaCajnosti Dankanovim testom.
Legenda: vertikalni bar oznacava standardnu greSku sredine. Crvenim linijama su spojene grupe
izolata koji se ne razlikuju statisticki znacajno.

Poredenjem porasta kolonija, ustanovljena je pozitivna korelacija (0,5-o0srednja
povezanost) izmedu proseCnog porasta kolonija izolata ispitivane vrste pri 24h mrak 1 12h

svetlost/12h mrak.
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6.1.3.2.2 Uticaj temperature na razvoj izolata

Uticaj temperatura (12, 25, 30, 37, 42 1 43°C) na porast 46 odabranih izolata pracen je na
na CYA podlozi. Nakon 7 dana porasta ispitivane su morfoloske karakteristike izolata. Razli¢ite

temperature uticale su statisticki znacajno na porast kolonija ispitivanih izolata (P<0,01).

Ispitivani izolati A. parasiticus su rasli u temperaturnom opsegu od 12-42°C. Veliki broj
(65,2%) ispitivanih izolata ispoljio je najveéi proseCan porast na temperaturi od 30°C nakon
sedan dana inkubacije, dok su pojedini izolati (34,8%) ispoljili najve¢i prose¢an porast na
temperaturi od 37°C.

Najveci prosecan porast kolonija (90 mm, odnosno ispunili su Petri kutije) ostvarili su
izolati MRI 3802, MRI 3937 (A. flavus), MRI 4045, MRI 4261 i MRI 4263 na 30°C. Najmanyji
prosecan porast (44,5 mm) na pomenutoj temperaturi imao je izolat MRI 4232. Na 37°C najveci
proseCan porast zabelezen je kod izolata MRI 4263 (80,75 mm), a najmanji kod MRI 3977
(59,13 mm). Nakon sedmodnevne inkubacije na 25°C zabeleZen je zna¢ajno nizi porast kolonija
izolata, gde je najveci porast ostvario izolat MRI 4045 (69,25 mm), dok je najmanji MRI 4232
(36,5 mm).

Temperature inkubacije nisu uticale na izgled kolonije izolata A. parasiticus, odnosno
izolati nisu ispoljili variranje u morfoloskim odlikama (Slika 17). Uticaj razlicitih temperatura na

porast i morfoloske karakteristike kolonija izolata A. parasiticus prikazan je na Slici M.
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Slika 17. Uticaj razli¢itih temperatura na porast kolonija izolata A. parasiticus (MRI 4263;

a,c,e,g-lice kolonije; b,d,f,h-nali¢je kolonije)

Tabela 9. Uticaj razli¢itih temperatura na prose¢an dnevni porast kolonija ispitivanih izolata A.

parasiticus
Temperatura
- 25C 30C 37C
zolat "o st : Sr. st . Sr st .
vred  dev il AR (B vred  dev il RSO vred  dev il e S

MRI 3802 7.56 0.9 6.4 8.38 12 12.22 1.05 11 138 86 2269 1.11 22 238 49
MRI 3808 9 0 9 9 0 9.13 0.14 9 925 16 2081 055 20 215 27
MRI 3812 5.88 0.7 49 6.5 12 8.19 0.65 7.5 9 79 1981 055 19 205 2.8
MRI 3817 10.19 0.13 10 10.3 12 12.38 1.03 11 136 83 1938 0.9 18 20 49
MRI 3819 6.19 0.22 5.9 6.38 35 7.97 0.68 7.3 888 85 2163 0.78 21 225 3.6
MRI 3822 5.72 0.33 5.3 6 5.8 8.81 0.52 8.1 938 59 1894 0.77 18 20 4.1
MRI 3930 10 0.74 9.3 10.8 74 11.66  0.28 11 119 24 1744 083 17 183 47
IR SR 8.56 0.71 75 9 8.3 11.06  0.56 10 115 51 1594 043 16 165 2.7
(A. flavus)
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MRI 3977
MRI 3990
MRI 3994
MRI 4003
MRI 4008
MRI 4033
MRI 4045
MRI 4194
MRI 4195
MRI 4197
MRI 4198
MRI 4196
MRI 4232
MRI 4239
MRI 4251
MRI 4252
MRI 4253
MRI 4254
MRI 4255
MRI 4256
MRI 4257
MRI 4258
MRI 4259
MRI 4260
MRI 4261
MRI 4262
MRI 4263
MRI 4264
MRI 4265
MRI 4266
MRI 4267
MRI 4268
MRI 4269
MRI 4270
MRI 4271
MRI 4272
MRI 4273
MRI 4274
MRI 4275
CBS

9.69
9.09
8.94
7.34
8.84
8.81
9.53
9.44
9.97
10.13
9.5
10.19
5.66
8.44
9.41
10.13
10.31
8.41
7.78
7.78
9.13
9.19
8.84
9.69
8.88
9.19
9.66
10
7.81
9.94
7.22
10.13
9.5
9.63
10.34
9.69
9.06
8.88
9.09
8.88

0.58
0.19
0.3
0.41
0.62
0.16
0.21
0.39
0.7
0.48
0.1
0.24
0.57
0.13
0.31
1.52
0.24
0.4
0.06
0.21
0.14
0.78
0.62
0.81
1.98
0.86
0.16
0.2
0.13
0.26
0.54
0.18
0.37
0.92
021
0.3
0.63
0.4
0.26
0.25

8.9

8.6
6.9
8.4
8.6
9.3

9.3
9.8
9.4
10

8.3

9.1
10

7.8
7.5

8.1
8.4
8.9

9.5
9.8
7.8
9.6
6.8
10
9.1
8.4
10
9.4
8.3
8.4
8.8
8.8

10.3
9.38
9.25
7.88
9.75

9.75
9.88
10.6
10.8
9.63
10.5
6.38
8.5
9.75
12.4
10.5
8.75
7.88

9.25
10
9.75
10.5
10.5
9.88
9.88
10.3

10.3

10.4
9.88
10.4
10.6
10
9.63
9.25
9.38
9.25

2.1
3.3
5.6
7.1
1.8
2.2
4.1

4.7
11
2.4
10
15
3.3
15
2.3
4.8
0.8
2.7
1.6
8.5
7.1
8.3
22
9.3
1.6

1.6
2.6
75
1.8
3.9
9.5
21
3.1

45
2.8
2.8

11.53
10.84
11.88
9.28

9.78

11.16
11.75
11.75
11.56
8.66

11.28
12.38
7.81

10.28
10.75

11

6.44

9.53

9.94

10.56
11.19
11.13
9.69

12.13
12.81
12.38
13.28
11.53
9.22

11.84
9.59

11.69
11.44
11.16
11.66
11.56
11.56
10.78
11.19
11.88

0.37
0.43
1.02
0.16
0.33
0.28

0.35
0.47
0.37
0.36
1.03
0.38
0.19
0.74
0.29
0.24
0.56
0.16
0.81
0.13
0.27
0.33
0.32
0.13
111
0.16
0.28
1.24
0.67
0.8
0.54
0.73
0.98
0.19
0.39
0.13
0.41
0.66
0.32

11
10
11
9.1
9.5
11
12
11
11
8.1
11
11
75
10
9.8
11
6.3
9.3
9.8
9.8
11
11
9.4
12
13
12
13
11
8.4
11
8.8
11
11
9.8
12
11
12
11
10
12

11.9
11.3
134
9.5
10.1
115
11.8
12
123

11.8
13.6
8.25
10.4
115
11.3
6.75
10.4
10.1
11.4
11.3
115
10.1
12.5
13
14
135
11.8
11
12.6
10.5
12.4
12.4
11.9
11.9
11.9
11.8
114
11.8
12.3

3.2
3.9
8.6
1.7
34
25

41
43
3.2
8.3
48
1.8
6.9
2.6
3.7
5.9
1.6
7.6
11
24
3.4
2.7

1.2
2.4
13
57
8.3
4.7
6.3
8.8
1.6
34
11
3.8
5.9
2.7

15.69
22.19
19.38
17.44
17.25
18.88
17.31
16.81
18.81
19.19
16.81
18.63
18.75
19.13
22.88
16.31
22
23.13
19.44
17.5
19.13
17.69
19.75
20.88
19.88
19.75
21
21
16.75
13.38
20
21.31
19.31
17.25
17.31
19.38
21.38
18.5
22.81
17.75

0.24
0.38
0.14
0.24
0.54
0.25
0.38
0.55
0.24
0.38
0.38
0.25
0.2
0.25
0.72
0.24
0.41
0.6
0.43
0.35
0.32
0.47
0.54
0.52
0.25
0.29
041
0.82
0.29
0.25
0.61
0.38
0.38
0.87
0.8
0.48
0.63
041
0.55
0.29

16
22
19
17
17
19
17
16
19
19
16
19
19
19
22
16
22
22
19
17
19
17
19
20
20
20
21
20
17
13
19
21
19
17
17
19
21
18
22
18

16
225
19.5
17.8
17.8

19
17.5
175

19
19.8

17

19

19
19.3
23.8
16.5
225
235

20

18
19.5

18
20.3
215

20

20
215

22

17
135
20.5
21.8
19.8
18.5

18

20

22

19
235

18

15
17
0.7
14
31
13
2.2
33
13

2.2
13
11
13
3.2
15
1.9
2.6
2.2

1.7
2.7
2.7
2.5
13
15
1.9
3.9
1.7
1.9
31
1.8
1.9

4.6
25
2.9
2.2
2.4
1.6
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Prosecan dnevni porast izolata A. parasiticus prikazan je u Tabeli 9. Svi ispitivani izolati
ispoljili su najveci proseCan dnevni porast (19,23 mm) na temperaturi od 37°C. Na temperaturi
od 30°C, prosecan dnevni porast ispitivanih izolata bio je znac¢ajno nizi nego na temperaturi od
37°C i iznosio je 10,75 mm. Priblizno proseénim dnevnim vrednostima zabelezenim na

temperaturi od 30°C, kretao se i prosecan dnevni prosek na 25°C (8,91 mm).

Na osnovu rezultata se moze zakljuciti da uticaj temperature na razvoj i izgled kolonija

izolata nije dovoljan kriterijum za izdvajanje odredenih grupa izolata.

6.1.3.2.3 Uticaj razli¢itih hranljivih podloga na razvoj izolata

Pracen je uticaj razlicitih hranljivih podloga (PDA, CYA, MEA) na porast 46 ispitivanih

izolata. Nakon 7 dana porasta ispitivane su morfoloske karakteristike izolata.

Ispitivani izolati rasli su razli¢itom brzinom, pri ¢emu je najveci porast zabelezen na PDA
podlozi, dok je najmanji bio na MEA podlozi (Tabela 10). Svi ispitivani izolati ispoljili su
statisticki znacajnu razliku u brzini porasta kolonije na razli¢itim hranljivim podlogama

(P<0,01).

Pored razlika u brzini porasta ispoljene su znafajne razlike u makroskopskim
morfoloskim osobinama izolata na hranljivim podlogama (Slika 18). Na PDA podlozi svi
ispitivani izolati imali su kompaktnu, somotastu miceliju, dok je na CYA podlozi micelija izolata
bila sli¢na, ali gusta, a na MEA podlozi micelija je imala karakteristi¢ne koncentri¢ne prstenove
spora tamno zelene boje, koji nisu zabelezeni na ostalim ispitivanim podlogama. Ispitivani izolati
su na PDA i MEA podlozi obrazovali kolonije ravnog oboda, dok su kolonije na CYA podlozi
bile neravnog ruba. Na nali¢ju Petri kutija bila je vidljiva pigmentacija kolonija izolata u vidu
zute boje (Slika 18).
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Slika 18. Kolonije izolata A. parasiticus na razli¢itim hranljivim podlogama: CYA
podloga (a, b-MRI 3812; ¢, d-MRI 3937 (A. flavus)); MEA podloga (CYA podloga; e, f-MRI
3812; g, h-MRI 3937 (A. flavus) (gornji red-lice kolonija, donji red-nali¢je kolonija).

Veliki broj izolata (78,72%) vrste A. parasiticus najbrze su rasli na PDA podlozi nakon
sedmodnevne inkubacije, na kojoj je prosecan porast nakon sedam dana bio u intervalu od
41,25+13,86 do 73,50+0,29 mm. NesSto sporije razvijali su se na CYA podlozi (36,5+1,32-
69,25+0,48 mm). Prose¢no najsporiji porast ispitivanih izolata uocen je na MEA podlozi, i
kretao se od 40,63+0,47 do 62,25+0,32 mm.

Izolati A. parasiticus su ispoljili najbrzi proseéni dnevni porast kolonije na PDA podlozi
(9,86 mm), dok su na CYA (8,91 mm) i MEA (8,46 mm) podlozi sporije rasli. Prosecan dnevni
porast izolata A. parasiticus na PDA podlozi iznosio je 6,88-11,41 mm, na CYA podlozi od 5,66-
10,34 mm, na MEA podlozi od 7,28-9,19 mm (Tabela 10).
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Tabela 10. Uticaj razli¢itih hranljivih podloga na prosecan dnevni porast kolonija ispitivanih

izolata A. parasiticus

Hranljiva podloga

| CYA MEA PDA

Izolat 5 st . Sr. St . Sr. St  Ma CV
vred  dev pill) S (9 vred dev il e o vred  dev illl X (%)

MRI1 3802  7.56 09 638 838 119 9.06 0.3 8.6 9.25 3.28 9.97 016 9.75 101 1.58

MRI 3808 9 0 9 9 0 7.94 0.13 7.8 8 157 9.13 0.14 9 925 1.58

MRI 3812 588 07 488 6.5 119 791 019 78 813 237 881 022 85 9 246
MRI 3817 1019 013 10 103 123 894 033 86 938 37 1091 034 105 113 316
MRI 3819 619 022 588 638 35 772 028 75 813 359 966 041 938 103 4.28
MRI 3822 572 033 525 6 575 816 09 76 9.5 11 894 013 875 9 1.4

MRI 3930 10 074 925 108 736 903 021 88 925 236 1025 1.04 875 111 1011

MRI 3937
(A. flavus)

MRI 3977 969 058 888 103 601 856 0.96 8 10 112 10.03 0.62 95 106 6.14
MRI3990 9.09 0.19 9 938 206 919 013 91 938 136 1006 11 85 11 1095
MRI 3994  8.94 03 863 925 333 794 083 68 863 105 869 168 6.25 9.88 19.39
MRI 4003 734 041 688 788 562 7.28 0.21 7 75 293 688 238 375 9.13 3459
MRI14008 884 062 838 975 706 794 033 75 825 417 947 019 925 9.63 198
MRI 4033 881 016 863 9 183 872 028 85 913 318 934 099 7.88 10 10.56
MRI 4045 953 021 925 975 224 806 016 79 825 2 1038 01 103 105 0.98
MRI 4194 944 039 9 988 412 878 016 86 9 179 1059 016 104 108 1.48
MRI 4195  9.97 07 925 106 697 916 026 89 938 281 1028 0.21 10 105  2.08
MRI 4197 1013 048 975 108 473 881 033 84 913 375 963 014 95 0975 15
MRI 4198 9.5 01 938 963 107 85 016 84 875 188 1019 0.24 10 105 235
MRI 4196 1019 024 10 105 235 894 033 86 938 37 1091 034 105 113 3.16
MRI 4232 566 057 5 638 101 791 012 78 8 151 991 0.66 9 105 6.63
MRI4239 844 013 825 85 148 831 016 81 85 194 969 016 95 988 1.67
MRI 4251 941 031 9 975 332 847 024 81 863 279 1044 013 103 105 1.2
MRI 4252 1013 152 913 124 151 844 013 83 85 148 997 153 775 113 1534
MRI 4253 1031 024 10 105 232 831 052 79 888 6.2 9.69 047 9 10 4.89
MRI 4254 841 0.4 8 875 476 809 07 75 888 868 1044 0.59 10 113 5.66
MRI 4255 7.78 006 7.75 7.88 08 838 018 81 85 211 988 014 0975 10 1.46

856 071 75 9 83 838 0.67 8 938 799 869 022 85 888 249

MRI 4256 778 021 75 8 274 863 037 81 9 427 866 345 35 108 39.87
MRI 4257 913 0.14 9 925 158 841 0.31 8 87 372 934 08 875 105 856
MRI 4258 919 078 813 10 85 853 094 71 9 11 1044 0.33 10 108 3.17

MRI4259 884 062 838 975 706 794 033 75 825 417 953 019 925 963 197
MRI 4260 969 081 88 105 833 859 012 85 875 1.39 10 047 95 106 4.68
MRI 4261 888 198 6 105 224 913 04 88 963 433 85 209 538 963 2455
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MRI 4262 919 0.86 8 988 933 856 016 84 875 188 978 034 938 101 352
MRI 4263 9.66 016 95 988 163 916 006 91 925 068 956 022 925 975 226
MRI 4264 10 02 975 103 204 841 024 83 875 281 956 016 938 975 1.69
MRI 4265 781 013 775 8 16 856 022 83 875 253 1006 038 9.75 105 3.73
MRI 4266 994 026 963 103 262 919 007 91 925 079 1003 043 95 104 424
MRI 4267 722 054 6.75 8 7.53 8 018 79 825 221 831 083 725 925 9.9
MRI 4268 1013 018 10 104 175 806 046 74 838 573 1013 049 95 106 4.83
MRI 4269 9.5 037 913 98 387 759 127 58 85 168 1122 0.78 105 123 6.95
MRI4270 963 092 838 104 954 859 033 81 883 383 991 039 938 103 391
MRI 4271 1034 021 101 106 206 8.03 1.39 6 9 174 1141 131 10 13 1151
MRI 4272 9.69 03 938 10 307 856 0.96 8 10 112 1003 06 95 109 597
MRI 4273 906 063 825 963 699 847 021 83 875 252 1059 0.12 105 108 1.13
MRI 4274  8.88 04 838 925 445 891 019 88 913 211 1034 0.12 103 105 1.16
MRI 4275 9.09 026 875 938 283 9.13 032 88 95 354 1053 074 95 111 7.01
CBS 883 025 875 925 282 925 0.2 9 95 221 1113 04 108 116 355

Na PDA podlozi treceg (32,75 mm) i petog dana (54,25 mm) po inokulaciji najbrzi porast
imao je izolat MRI 4265, dok je nakon sedam dana MRI 4045 (73,5 mm). Tre¢eg (12,5 mm) i
petog dana (30,88 mm) po inokulaciji najmanji porast zabelezen je kod izolata MRI 4257, dok je
nakon sedam dana kod MRI 4256 (41,25 mm).

Na CYA podlozi tre¢eg dana po inokulaciji najveci porast imao je izolat MRI1 3937 (A.
flavus) (33,75 mm), koji je u ispitivanjima kori$¢en kao pozitivna kontrola i pored njega MRI
3802 (31,88 mm), dok je najmanji porast zabeleZen kod MRI 4256 (5,63 mm). Nakon pet dana,
najbrzi je bio izolat MRI 4045 (50,13 mm), a najsporiji je i dalje bio MRI 4256 (20,88 mm), dok
je nakon sedam dana najbrzi bio, takode MRI 4045 (69,25 mm), a najsporiji MRI 4232 (36,5
mm).

Na MEA podlozi tri dana posle inokulacije najbrZe su se razvijali izolati MRI 3930, MRI
3937 i MRI 4266 (25,5 mm), dok je najsporije MRI 4033 (5,75 mm). Petog (44,75 mm) i
sedmog dana (62,25 mm) nakon inokulacije najbrze se razvijao MRI 4266, a najsporiji porast 1
dalje je imao izolat MRI 4033 (24,13 mm), $to se nastavilo i nakon merenja sedmog dana (40,63

mm).
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6.1.4 Proucavanje patogenih svojstava izolata Aspergillus parasiticus
6.1.4.1 Provera patogenosti i reizolacija patogena u laboratorijskim uslovima

Patogenost dobijenih izolata A. parasiticus proverena je u laboratorijskim uslovima (in
vitro) inokulacijom povredenih listova je¢ma, kao test biljke. Kao pozitivna kontrola koris¢eni su
listovi inokulisani suspenzijom spora vrste A. flavus, a kao negativna kontrola listovi inokulisani
sterilnom destilovanom vodom. Provera patogenosti 46 dobijenih monospornih izolata A.
parasiticus primenom vestackih inokulacija povredenih listova je¢ma, pokazala je da su svi
proucavani izolati tri dana nakon inkubacije na temperaturi od 28°C prouzrokovali pojavu
nekrotiénih pega na inokulisanim listovina svetlo smede boje i oni su smatrani patogenim
izolatima (Slika 19).

Prvi simptomi se javljaju dva dana nakon inokulacije u vidu internervalne hloroze
pracene blagim zuc¢enjem listova na svim listovima je¢ma sorte Nektar inokulisanim izolatima A.
parasiticus. Simptomi se dalje razvijaju u vidu pege smede boje nepravilnog oblika oko mesta
inokulacije. Petog dana po inokulaciji, najagresivniji sojevi sporulisali su na povr$ini listova.
Kod pojedinih izolata primecena je pojava micelije na nalicju listova.

Od mesta inokulacije trulez se Sirila zahvataju¢i ve¢u povrsinu lista. UocCena je razlika u
intenzitetu sporulacije na listovima inokulisanim vrstom A. parasiticus, od toga da nije doslo do
formiranja spora, do veoma intenzivne sporulacije. Sa inokulisanih listova obavljena je
reizolacija patogena i reizolati su uporedeni sa izolatima koriS¢enim za inokulaciju. Dobijeni
reizolati su, po izgledu kolonije i morfologiji reproduktivnih tvorevina, u potpunosti odgovarali

izvornim izolatima ¢ime je potvrdena patogenost izolata i ispunjeni Kohovi postulati.
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Slika 19. Kontrola i A. parasiticus: pojava smedih pega na listovima je¢ma sorte Nektar
inokulisanim izolatima 3802 (ocena 2), 3812 (ocena 3), 3808 (ocena 4), 3819 (ocena 5) sedam
dana nakon vestacke inokulacije.

Ispitivani izolati su pokazali razli¢itu patogenost koja je merena ocenom pega (1-5). Na
listovima koji su kao negativna kontrola inokulisani sterilnom destilovanom vodom nije doslo do
pojave simptoma tipa trulezi, niti bilo kakvih drugih promena (Slika 19).

Od svih ispitanih izolata A. parasiticus, prema intenzitetu ispoljavanja simptoma,
izdvajaju se izolati MRI 3819 i MRI 4265, koji su ocenjeni ocenom 5.

Obzirom da izolati MRI 3819 i MRI 4265 predstavljaju izolate sa statisti¢ki znacajno
najvecom sposobnosScu da prouzrokuju simptome na listu je¢ma, mogu se smatrati izolatima koji
ispoljavaju najvecu agresivnost u laboratorijskim uslovima. Izolati koji spadaju u grupu sa nizim
nivoom patogenosti u laboratorijskim uslovima su MRI 3802, MRI 3930, MRI 3937, MRI 3994,
MRI 4008, MRI 4033, MRI 4256, MRI 4257, MRI 4258, MRI 4260, MRI 4269, MRI 4270,
MRI 4275 (Tabela 11).

Najveci broj izolata (po 34%) ocenjenom je ocenama 3 i 4, dok je 27% izolata ocenom 2,

dok je svega 4% ocenom 5.
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Tabela 11. Patogenost izolata A. parasiticus poreklom sa kukuruza na listu je¢ma

R. Ocena
br. Izolat patogenosti
1 MRI 3802 2
2 MRI 3808 4
3 MRI 3812 3
4 MRI 3817 4
5 MRI 3819 5
6 MR13822 3
7 MRI 3930 2
8 | MRI 3937 (A. flavus) 2
9 MRI 3977 4
10 MRI1 3990 4
11 MRI 3994 2
12 MRI 4003 3
13 MRI 4008 2
14 MRI 4033 2
15 MRI 4045 3
16 MRI 4194 3
17 MRI 4195 3
18 MRI 4197 3
19 MRI 4198 4
20 MRI 4196 4
21 MRI 4232 4
22 MRI1 4239 3
23 MRI 4251 3
24 MRI 4252 4
25 MRI 4253 4
26 MRI 4254 4
27 MRI 4255 3
28 MRI 4256 2
29 MRI 4257 2
30 MRI 4258 2
31 MRI 4259 3
32 MRI 4260 2
33 MRI 4261 4
34 MRI 4262 4
35 MRI 4263 3




36 MRI 4264 4
37 MRI 4265 5
38 MRI 4266 4
39 MRI 4267 4
40 MRI 4268 3
41 MRI 4269 2
42 MRI 4270 2
43 MRI 4271 3
44 MRI 4272 3
45 MRI 4273 3
46 MRI 4274 4
47 MRI 4275 2

6.1.4.2 Provera patogenosti i reizolacija patogena u poljskim uslovima

Za odabranih 46 monospornh izolata vrste A. parasiticus potvrdena je patogenost nakon
vestacke inokulacije klipova kukuruza koja je sprovedena u dvogodi$njim poljskim ogledima
(2016. i 2017. godine) na lokalitetu Zemun Polje. Na svim inokulisanim klipovima kukuruza
razli¢itih FAO grupa zrenja (FAO 300, 500 1 800) doslo je do pojave karakteristicnog simptoma,
u vidu maslinastozelene praskaste prevlake (Slika 20). Klipovi su bili delimic¢no ili potpuno
obuhvaceni micelijom gljive, §to je zavisilo od virulentnosti izolata. Pojava simptoma bila je
ucestalija u vrsnom delu klipa, dok je samo kod pojedinih ona obuhvatala osnovu klipa. Na
klipovima koji su, kao pozitivna kontrola, inokulisani vrstom A. flavus doslo je do pojave
simptoma maslinastozelene praskaste prevlake, ali svetlije zelene boje u odnosu na ispitivane
izolate. Kao negativna kontrola, koriS¢ena je sterilna destilovana voda i na tim klipovima nije
doSlo do pojave simptoma bolesti. Za ispitivanje uticaja izolata, FAO grupa zrenja i godina na
patogenost koriS¢ena je trofaktorska ANOVA. Za naknadna poredenja je koriS¢en Dankanov

test.
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Slika 20. Simptomi Aspergillus paras
berbe (A, B, C)

Sa inokulisanih klipova kukuruza obavljena je reizolacija patogena i reizolati su
uporedeni sa izolatima koriS¢enim za inokulaciju. Dobijeni reizolati su, po izgledu kolonije i
morfologiji reproduktivnih tvorevina, u potpunosti odgovarali izvornim izolatima ¢ime je
potvrdena patogenost izolata i zadovoljeni Kohovi postulati.

Rezultati su ukazali na razli¢itu patogenost koja je ocenjena na osnovu stepena infekcije

prema skali 1-7 u vreme berbe kukuruza. Skala za ocenu intenziteta patogenosti izolata posle
vestacke inokulacije:

Ocena 1 — klip bez simptoma;
Ocena 2 — (1-3%);

Ocena 3 — (4-10%);
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Ocena 5 — (26-50%);
Ocena 6 — (51-75%);
Ocena 7 — (76-100%) zarazene povrsine klipa.

VOCOOL

\

10000000000

M

Slika 21. Skala za ocenu intenziteta patogenosti izolata posle vestacke inokulacije: 1-
klip bez simptoma; 2- (1-3%); 3- (4-10%); 5- (26-50%); 6- (51-75); 7- (76-100%) zarazene

povrsine klipa

U uslovima vestacke inokulacije, tokom prve godine ispitivanja (2016. godina), ispitivani
izolati ispoljili su prose¢nu ocenu intenziteta zaraze u opsegu 1,00-2,35 na hibridima FAO grupe
300. Najmanju patogenost ispoljili su izolati MRI 4033 i MRI 4256, a najvecu (prosecna ocena:
2,60) izolat MRI 3937 (A. flavus) koji je u ispitivanjima kori$éen kao pozitivna kontrola. Pored
njega, najvecu prosecnu patogenost ispoljio je izolat MRI 4045. Na hibridima FAO grupe 500
ispitivani izolati ispoljili su prose¢nu ocenu intenziteta zaraze u opsegu 1,00-2,50. Najmanju
patogenost ispoljio je izolat MRI 4265, dok je najvecu (prose¢na ocena: 2,55) izolat MRI 3937
(A. flavus), a pored njega izolat MRI 4239. Ispitivani izolati ispoljili su prose¢nu ocenu
intenziteta zaraze u opsegu 1,00-2,00 na hibridima FAO grupe 800. Najmanju patogenost
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ispoljio je izolat MRI 4257, dok je najvecu (prose¢na ocena: 2,05) izolat MRI 3937 (A. flavus), a
pored njega izolat MR1 3802 (Slika 21).

Prosecna ocena intenziteta zaraze u drugoj godini ispitivanja, 2017. godini, kretala se u
rasponu 1,15-2,30 na hibridima FAO grupe 300. Najmanju patogenost ispoljili su izolati MRI
3812, 4262, a najvecu MRI 3808 1 MRI 3819. Na hibridima FAO grupe 500 ispitivani izolati
ispoljili su prose¢nu ocenu intenziteta zaraze u opsegu 1,40-2,25. Najmanju patogenost ispoljio
je izolat MRI 4255, dok je najvecu (prose¢na ocena: 2,80) izolat MRI 3937 (A. flavus), a pored
njega MRI 3977 1 MRI 4259. Ispitivani izolati ispoljili su prose¢nu ocenu intenziteta zaraze u
opsegu 1,00-2,10 na hibridima FAO grupe 800. Najmanju patogenost ispoljio je izolat MRI
3994, dok je najvecu (prosecna ocena: 2,45) izolat MRI 3937 (A. flavus) koji je u ispitivanjim
koris¢en kao pozitivna kontrola, a pored njega izolat MRI 3808 i MRI 4197 (Slika 21).

Uporednim prikazom prosecnih ocena stepena infekcije tokom dve ispitivane godine
(prosecna ocena za 2016. godinu: 1,46; prosecna ocena za 2017. godinu: 1,71) uoavamo da

izolati nisu ispoljili ujednacenu patogenost (Tabela 12).

Tabela 12. Patogenost izolata Aspergillus parasiticus na klipu kukuruza

Lzolati 2016. godina 2017. godina
FAO 300 FAO500 FAOB800 FAO300 FAO500 FAO 800
MRI 3802 1.50 1.65 2.00 2.10 1.85 1.80
MRI 3808 1.20 1.40 1.50 2.30 1.70 2.10
MRI 3812 1.25 1.10 1.15 1.15 2.00 1.60
MRI 3817 1.75 1.75 1.35 1.95 1.60 1.85
MRI 3819 1.50 1.85 1.15 2.30 2.15 2.05
MRI3822 1.60 1.95 1.30 1.95 2.15 1.40
MRI 3930 1.30 2.10 1.25 1.65 2.05 1.45
MRI 3937 (A. flavus) 2.60 2.55 2.05 1.35 2.80 2.45
MRI 3977 1.80 2.20 1.20 1.80 2.25 1.60
MRI 3990 1.75 1.15 1.05 1.80 2.05 1.05
MRI 3994 1.30 1.55 1.25 1.30 2.10 1.00
MRI 4003 1.35 1.60 1.60 1.45 2.15 2.00
MRI 4008 1.55 1.65 1.40 1.85 2.10 1.90
MRI 4033 1.00 1.05 1.90 1.50 1.65 2.00
MRI 4045 2.35 1.35 1.00 1.65 2.20 1.85
MRI 4194 2.15 1.30 1.25 1.90 2.10 1.05
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MRI 4195 1.50 1.25 1.20 1.85 2.20 1.10

MRI 4197 1.50 1.40 1.25 1.80 2.00 2.10
MRI 4198 1.35 1.60 1.30 1.65 1.95 1.60
MRI 4196 1.40 2.00 1.45 1.30 2.20 1.65
MRI 4232 1.50 1.40 1.15 1.65 1.80 1.70
MRI 4239 1.35 2.50 1.40 1.30 1.65 1.75
MRI 4251 1.60 2.05 1.05 1.30 1.95 1.95
MRI 4252 1.50 2.05 1.35 1.60 1.75 1.20
MRI 4253 1.45 1.45 1.40 1.40 1.70 1.70
MRI 4254 1.30 1.80 1.20 1.60 1.55 1.65
MRI 4255 1.65 1.60 1.25 1.40 1.40 1.55
MRI 4256 1.00 1.90 1.15 1.50 2.15 1.20
MRI 4257 1.60 1.45 1.00 1.65 1.50 1.65
MRI 4258 1.80 1.40 1.05 1.80 1.80 1.80
MRI 4259 2.00 1.70 1.00 1.65 2.25 1.20
MRI 4260 1.90 1.25 1.15 1.25 1.95 1.25
MRI 4261 1.45 1.75 1.05 1.50 1.60 1.40
MRI 4262 1.35 1.55 1.05 1.15 1.85 1.75
MRI 4263 1.30 1.30 1.10 1.90 1.55 2.00
MRI 4264 1.25 1.50 1.50 1.44 2.00 2.05
MRI 4265 1.05 1.00 1.30 1.55 1.65 1.90
MRI 4266 1.10 1.75 1.10 1.40 1.75 1.85
MRI 4267 1.10 1.60 1.20 1.60 1.95 1.85
MRI 4268 1.50 1.25 1.85 2.10 1.75 1.95
MRI 4269 1.55 1.30 1.30 1.60 2.10 1.60
MRI 4270 1.65 1.10 1.48 1.60 1.65 1.45
MRI 4271 1.25 1.70 1.10 1.35 2.05 1.45
MRI 4272 1.20 2.05 1.80 1.85 1.90 1.80
MRI 4273 1.95 1.25 1.30 1.50 2.00 1.10
MRI 4274 1.20 1.30 1.15 1.25 1.80 1.75
MRI 4275 1.20 1.70 1.35 1.40 1.65 1.65
Kontrola 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Prosek 1.49 1.59 1.30 1.60 1.89 1.64
Min 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Max 2.60 2.55 2.05 2.30 2.80 2.45
Prosek po godini 1.46 1.71

Rezultati Dankanovog testa ukazali su da je izolat MRI 4239 ispoljio najviSi nivo

patogenosti (prosecna ocena: 2,50) (Tabela 12).
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Prosecna ocena patogenosti kod ostalih izolata je na statisticki zna¢ajno niZzem nivou U
odnosu na pomenuti izolat. 1zolati MRI 4033, MRI 4256 na hibridima FAO grupe 300, zatim
izolat MRI 4265 na hibridima FAO grupe 500, kao i MRI 4045, MRI 4257, MRI 4259 na
hibridima FAO grupe 800, ispoljili su najslabiju patogenost, koja se nije statisticki znacajno

razlikovala u odnosu na patogenost ostalih izolata (Tabele 13, 14, 15; Grafikoni 5, 6, 7).

Tabela 13. Ocena patogenosti izolata A. parasiticus na hibridima kukuruza FAO grupe 300

Godina
2016 2017

et Prosek | St.dev | Min | Max | CV (%) | Prosek | St.dev | Min | Max | CV (%)
MRI 3802 1.50 51 1 2 342 | 210| .79 1 3 375
MRI 3808 1.20 52 1 3 436 | 230 | 1.08 1 4 47.0
MRI 3812 1.25 44 1 2 355 115 | .37 1 2 31.9
MRI 3817 1.75 1.12 1 5 63.9 1.95 | 1.15 1 4 58.8
MRI 3819 1.50 .76 1 4 50.7 230 | .80 1 3 34.8
MRI 3822 1.60 1.05 1 4 654 | 1.95| .76 1 3 38.9
MRI 3930 1.30 57 1 3 43.9 165 | .49 1 2 29.7
MRI3937 (A. flavus) | 260 | 154 1 6 591 | 135 .49 1 2 36.2
MRI 3977 1.80 1.01 1 4 55.8 1.80 | .83 1 3 46.3
MRI 3990 1.75 1.02 1 4 58.3 1.80 | .62 1 3 34.2
MRI 3994 1.30 57 1 3 43.9 1.30 | .66 1 3 50.5
MRI 4003 1.35 67 1 3 497 | 145| .69 1 3 473
MRI 4008 1.55 1.05 1 5 67.7 1.85 | .59 1 3 31.7
MRI 4033 1.00 .00 1 1 0.0 150 | .51 1 2 34.2
MRI 4045 2.35 1.73 1 5 73.4 165 | .81 1 3 49.3
MRI 4194 2.15 1.27 1 5 59.0 1.90 | .55 1 3 29.1
MRI 4195 1.50 .89 1 4 59.2 1.85 | .59 1 3 317
MRI 4197 1.50 51 1 2 34.2 1.80 | .62 1 3 34.2
MRI 4198 1.35 49 1 2 36.2 165 | .49 1 2 29.7
MRI 4196 1.40 50 1 2 35.9 1.30 | .47 1 2 36.2
MRI 4232 1.50 76 1 3 50.7 1.65 | .49 1 2 29.7
MRI 4239 1.35 67 1 3 49.7 1.30 | .57 1 3 43.9
MRI 4251 1.60 50 1 2 31.4 1.30 | .57 1 3 43.9
MRI 4252 1.50 .95 1 5 63.1 1.60 | .50 1 2 31.4
MRI 4253 1.45 51 1 2 35.2 1.40 | .50 1 2 35.9
MRI 4254 1.30 .66 1 3 50.5 1.60 | .50 1 2 31.4
MRI 4255 1.65 1.18 1 5 71.6 1.40 | .50 1 2 35.9
MRI 4256 1.00 .00 1 1 0.0 1.50 | .51 1 2 34.2
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MRI 4257 1.60 .60 1 3 374 | 1.65| .49 1 2 29.7
MRI 4258 1.80 1.15 1 4 64.0 1.80 | .70 1 3 38.7
MRI 4259 2.00 1.08 1 4 53.8 165 | .67 1 3 40.7
MRI 4260 1.90 1.37 1 5 72.2 125 | .44 1 2 355
MRI 4261 1.45 83 1 4 56.9 150 | .51 1 2 34.2
MRI 4262 1.35 67 1 3 497 115 | .37 1 2 31.9
MRI 4263 1.30 A7 1 2 36.2 190 | .72 1 3 37.8
MRI 4264 1.25 55 1 3 44.0 144 | 51 1 2 35.4
MRI 4265 1.05 22 1 2 21.3 155 | .60 1 3 39.0
MRI 4266 1.10 31 1 2 28.0 1.40 | 50 1 2 359
MRI 4267 1.10 31 1 2 28.0 160 | .50 1 2 314
MRI 4268 1.50 1.05 1 5 70.1 210 | .72 1 3 34.2
MRI 4269 1.55 1.23 1 5 79.6 160 | .68 1 3 425
MRI 4270 1.65 93 1 5 56.6 1.60 | .50 1 2 31.4
MRI 4271 1.25 55 1 3 44.0 135 | .49 1 2 36.2
MRI 4272 1.20 41 1 2 34.2 185 | .75 1 3 40.3
MRI 4273 1.95 1.19 1 5 61.1 150 | .51 1 2 34.2
MRI 4274 1.20 41 1 2 34.2 125 | .44 1 2 355
MRI 4275 1.20 52 1 3 436 1.40 | .50 1 2 35.9
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Grafikon 5. Ocena patogenosti izolata A. parasiticus na hibridima kukuruza FAO grupe 800.
Legenda: vertikalni bar oznacava standardnu gresku sredine
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Tabela 14. Ocena patogenosti izolata A. parasiticus na hibridima kukuruza FAO grupe 500

Godina
2016 2017

Izolat Prosek | St dev | Min | Max | CV (%) | Prosek | St dev | Min | Max | CV (%)
MRI 3802 1.65 67 1 3 407 | 185 37 1 2 19.8
MRI 3808 1.40 .68 1 3 48.6 1.70 57 1 3 33.6
MRI 3812 1.10 31 1 2 280 | 200 .00 2 2 0.0
MRI 3817 1.75 79 1 4 44.9 1.60 50 1 2 31.4
MRI 3819 1.85 1.09 1 4 58.9 2.15 37 2 3 17.0
MRI 3822 1.95 1.05 1 4 53.8 2.15 37 2 3 17.0
MRI 3930 2.10 .85 1 4 40.6 2.05 .39 1 3 19.2
MRI 3937 (A. flavus) | 255 1.36 1 5 532 | 2.80 1.15 2 5 411
MRI 3977 2.20 1.24 1 5 56.3 2.25 44 2 3 19.7
MRI 3990 1.15 37 1 2 31.9 2.05 22 2 3 10.9
MRI 3994 1.55 76 1 4 490 | 210 31 2 3 14.7
MRI 4003 1.60 75 1 3 47.1 2.15 37 2 3 17.0
MRI 4008 1.65 .99 1 4 59.9 | 2.10 97 1 4 46.1
MRI 4033 1.05 22 1 2 21.3 1.65 49 1 2 29.7
MRI 4045 1.35 67 1 3 49.7 2.20 41 2 3 18.7
MRI 4194 1.30 57 1 3 43.9 2.10 64 1 3 30.5
MRI 4195 1.25 44 1 2 355 2.20 41 2 3 18.7
MRI 4197 1.40 .68 1 3 48.6 2.00 46 1 3 22.9
MRI 4198 1.60 .82 1 3 513 | 195 .60 1 3 31.0
MRI 4196 2.00 .65 1 3 324 | 220 .95 1 4 43.2
MRI 4232 1.40 50 1 2 35.9 1.80 41 1 2 22.8
MRI 4239 2.50 1.19 1 5 47.7 1.65 49 1 2 29.7
MRI 4251 2.05 69 1 3 335 1.95 .60 1 3 31.0
MRI 4252 2.05 .69 1 3 335 1.75 44 1 2 25.4
MRI 4253 1.45 94 1 5 65.1 1.70 A7 1 2 27.7
MRI 4254 1.80 .70 1 3 38.7 1.55 51 1 2 32.9
MRI 4255 1.60 .68 1 3 425 1.40 50 1 2 35.9
MRI 4256 1.90 91 1 5 48.0 2.15 67 1 3 31.2
MRI 4257 1.45 .60 1 3 41.7 1.50 51 1 2 34.2
MRI 4258 1.40 .60 1 3 42.7 1.80 41 1 2 22.8
MRI 4259 1.70 1.03 1 4 60.7 2.25 A4 2 3 19.7
MRI 4260 1.25 55 1 3 440 1.95 83 1 4 423
MRI 4261 1.75 55 1 3 31.4 1.60 50 1 2 31.4
MRI 4262 1.55 .69 1 3 44.3 1.85 49 1 3 26.5
MRI 4263 1.30 57 1 3 43.9 1.55 51 1 2 32.9
MRI 4264 1.50 69 1 3 459 | 2.00 .65 1 3 324
MRI 4265 1.00 .00 1 1 0.0 1.65 49 1 2 29.7
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MRI 4266 1.75 .85 1 4 48.6 1.75 44 1 2 25.4
MRI 4267 1.60 .68 1 3 425 1.95 69 1 3 35.2
MRI 4268 1.25 64 1 3 51.1 1.75 44 1 2 25.4
MRI 4269 1.30 66 1 3 50.5 2.10 55 1 3 26.3
MRI 4270 1.10 31 1 2 28.0 1.65 49 1 2 29.7
MRI 4271 1.70 1.08 1 5 63.6 2.05 76 1 3 37.0
MRI 4272 2.05 1.88 1 7 91.6 1.90 55 1 3 29.1
MRI 4273 1.25 44 1 2 355 2.00 .00 2 2 0.0
MRI 4274 1.30 57 1 3 439 1.80 41 1 2 22.8
MRI 4275 1.70 1.03 1 4 60.7 1.65 67 1 3 40.7
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Grafikon 6. Ocena patogenosti izolata A. parasiticus na hibridima kukuruza FAO grupe 500.
Legenda: vertikalni bar ozna¢ava standardnu gresku sredine

Tabela 15. Ocena patogenosti izolata A. parasiticus na hibridima kukuruza FAO grupe 800

Godina
2016 2017
ek Prosek | St.dev | Min | Max | CV (%) | Prosek | St.dev | Min | Max | CV (%)
MRI 3802 2.00 73 1 4 363 | 1.80 77 1 3 427
MRI 3808 1.50 51 1 2 34.2 2.10 31 2 3 14.7
MRI 3812 1.15 37 1 2 319 | 160 50 1 2 31.4
MRI 3817 1.35 49 1 2 36.2 1.85 37 1 2 19.8
MRI 3819 1.15 37 1 2 31.9 2.05 22 2 3 10.9
MRI 3822 1.30 A7 1 2 362 | 140 50 1 2 35.9
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MRI 3930 1.25 64 1 3 51.1 1.45 51 1 2 35.2
MRI 3937 (A. flavus) | 205 83 1 3 403 | 245 51 2 3 20.8
MRI 3977 1.20 41 1 2 34.2 1.60 50 1 2 31.4
MRI 3990 1.05 22 1 2 21.3 1.05 22 1 2 21.3
MRI 3994 1.25 55 1 3 440 1.00 .00 1 1 0.0
MRI 4003 1.60 75 1 3 471 | 200 .65 1 3 32.4
MRI 4008 1.40 94 1 5 67.2 1.90 64 1 3 33.7
MRI 4033 1.90 1.68 1 6 88.6 2.00 .00 2 2 0.0
MRI 4045 1.00 .00 1 1 0.0 1.85 37 1 2 19.8
MRI 4194 1.25 44 1 2 355 1.05 22 1 2 21.3
MRI 4195 1.20 41 1 2 34.2 1.10 31 1 2 28.0
MRI 4197 1.25 55 1 3 44.0 2.10 64 1 3 30.5
MRI 4198 1.30 73 1 4 564 | 1.60 50 1 2 31.4
MRI 4196 1.45 .69 1 3 47.3 1.65 49 1 2 29.7
MRI 4232 1.15 37 1 2 31.9 1.70 .80 1 3 47.1
MRI 4239 1.40 75 1 3 53.9 1.75 79 1 3 44.9
MRI 4251 1.05 22 1 2 21.3 1.95 .76 1 3 38.9
MRI 4252 1.35 67 1 3 49.7 1.20 41 1 2 34.2
MRI 4253 1.40 .60 1 3 42.7 1.70 A7 1 2 27.7
MRI 4254 1.20 41 1 2 34.2 1.65 49 1 2 29.7
MRI 4255 1.25 55 1 3 440 1.55 51 1 2 32.9
MRI 4256 1.15 37 1 2 319 1.20 41 1 2 34.2
MRI 4257 1.00 .00 1 1 0.0 1.65 49 1 2 29.7
MRI 4258 1.05 22 1 2 21.3 1.80 41 1 2 22.8
MRI 4259 1.00 .00 1 1 00| 120 41 1 2 34.2
MRI 4260 1.15 37 1 2 31.9 1.25 44 1 2 35.5
MRI 4261 1.05 22 1 2 21.3 1.40 50 1 2 35.9
MRI 4262 1.05 22 1 2 21.3 1.75 44 1 2 25.4
MRI 4263 1.10 31 1 2 28.0 2.00 .00 2 2 0.0
MRI 4264 1.50 .89 1 4 59.2 2.05 1.28 1 5 62.3
MRI 4265 1.30 57 1 3 43.9 1.90 72 1 3 37.8
MRI 4266 1.10 31 1 2 28.0 1.85 37 1 2 19.8
MRI 4267 1.20 41 1 2 34.2 1.85 59 1 3 31.7
MRI 4268 1.85 49 1 3 26.5 1.95 .69 1 3 35.2
MRI 4269 1.30 57 1 3 439 1.60 50 1 2 31.4
MRI 4270 1.48 51 1 2 34.7 1.45 .69 1 3 47.3
MRI 4271 1.10 31 1 2 28.0 1.45 51 1 2 35.2
MRI 4272 1.80 70 1 3 38.7 1.80 41 1 2 22.8
MRI 4273 1.30 57 1 3 43.9 1.10 31 1 2 28.0
MRI 4274 1.15 37 1 2 31.9 1.75 44 1 2 25.4
MRI 4275 1.35 59 1 3 435 1.65 49 1 2 29.7
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Grafikon 7. Ocena patogenosti izolata A. parasiticus na hibridima kukuruza FAO grupe 800.
Legenda: vertikalni bar ozna¢ava standardnu gresku sredine

6.1.5 Toksikoloski profil izolata Aspergillus parasiticus

Koncentracije aflatoksina B1 i ukupnih aflatoksina u kulturama A. parasiticus na zrnu
kukuruza odredene su ELISA testom, a koncentracije pojedinacnih aflatoksina B1, B2, G1 1 G2,
HPLC metodom. Statistickom obradom podataka utvrdeno je da postoji pozitivna korelacija

izmedu koncentracija dobijenih pomocu ovih metoda.

6.1.5.1 Odredivanje potencijala produkcije aflatoksina ELISA metodom

Rezultati kvantitativne analize potencijala produkcije aflatoksina B1 i ukupnih
aflatoksina ELISA metodom ukazali su na prisustvo mikotoksina u zrnu kukuruza inokulisanih
izolatima A. parasiticus. Kvalitativna analiza potencijala produkcije ELISA testom ukazala je na
varijabilnost izolata u sintezi razliCitih koncentracija AFBI.

Prosecna sinteza ovog toksina ne moze se precizno utvrditi, zbog prisustva velikog broja

izolata ¢iji je potencijal produkcije AFBI bio visi od praga detekcije upotrebljenog kita.
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Najvece prosecne koncentracije AFB1 detektovane su kod izolata MRI 3802, MRI 3930,
MRI 3937, MRI 3977, MRI 3990, MRI 4045, MRI 4194, MRI 4195, MRI 4197, MRI 4198,
MRI 4196, MRI 4232, MRI 4251, MRI 4252, MRI 5253, MRI 4258, MRI 4261, MRI 4263,
MRI 4264, MRI 4266, MRI 4274 (koncentracije uzoraka su izvan opsega primenjenog test kita).
Najmanje prose¢ne koncentracije ovog mikotoksina detektovane su kod izolata MRI 4267 (3.68
Ma/kg), MR1 4270 (4.62 pg/kg) i kod MRI1 3819 (4.86 ug/kg) (Tabela 16).

Najmaniji broj izolata (13%) je sintetisao AFB1 u koncentraciji 1-10 pg/kg. Sinteza AFB1

bila je, u najve¢em procentu (54% izolata), u koncentracijama vis§im od 50 pg/kg (Tabela 16).

Tabela 16. Potencijal produkcije aflatoksina Bl (AFB1) izolata Aspergillus parasiticus

analiziranih ELISA metodom (Tecna Italy)

Koncentracioni opseg (1g/kg)

1-10 10-50 >50
Izolat AFB1 Izolat AFB1 Izolat AFB1
MRI3819 4.86 MRI3808 17.74 MRI3802 toxic
MRI4265 7.20 MRI3812 1591 MRI3930 toxic
MRI 4267 3.68 MRI3817 16.40 MRI3937 toxic
MRI4270 462 MRI3822 35.18 MRI3977 toxic
MRI14273 492 MRI13994 32.86 MRI3990 toxic
MRI 4275 8.92 MRI14033 36.13 MRI4003 78.31

MR14255 36.30 MRI4008 78.20
MRI 4256 25.16 MRI4045 toxic
MRI 4257 19.14 MRI4194 toxic
MRI 4259 28.23 MRI4195 toxic
MRI4260 37.75 MRI4197 toxic
MRI 4262 37.42 MRI4198 toxic
MRI 4268 19.21 MRI4196 toxic
MRI 4269 22.48 MRI4232 toxic
MR14271 1396 MRI4239 66.10
MRI 4272 20.34 MRI4251 toxic
MRI 4252  toxic
MRI 4253  toxic
MRI 4254 62.17
MRI 4258  toxic
MRI 4261 toxic
MRI 4263 toxic
MRI 4264  toxic
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MRI 4266 toxic
MRI 4274  toxic

Toxic-uzorci koji su sadrzali koncentracije koje su izvan opsega primenjenog test kita

Prosecna sinteza ovog toksina ne moze se precizno utvrditi, zbog prisustva velikog broja

izolata ¢iji je potencijal produkcije AFLA bio izvan opsega koncentracija upotrebljenog kita.

Najvece koncentracije AFLA detektovane su kod izolata MRI 3802, MRI 3808, MRI
3817, MRI 3930, MRI 3937, MRI 3977, MRI 3993, MRI 3994, MRI 4008, MRI 4033, MRI
4045, MRI 4194, MRI 4195, MRI 4197, MRI 4198, MRI 4196, MRI 4232, MRI 4239, MRI
4251, MRI 4252, MRI 4253, MRI 4254, MRI 4258, MRI 4260, MRI 4261, MRI 4263, MRI
4264, MRI 4266, MRI 4274 (koncentracije uzoraka su izvan opsega primenjenog test Kita)
(Tabela K). Najmanje koncentracije ovog mikotoksina detektovane su kod izolata MRI 4267
(5,57 pg/kg) (Tabela 17).

U najmanjem procentu detektovane su koncentracije AFLA 1-10 pg/kg, ta¢nije samo kod
jednog izolata. Sinteza AFLA bila je, u najveCem procentu, u koncentracijama viSim od 50

ng/kg, medu ispitivanim izolatima (82%) (Tabela 17).

Tabela 17. Potencijal produkcije ukupnih aflatoksina (AFLA) izolata Aspergillus parasiticus

analiziranih ELISA metodom (Tecna Italy)

Koncentracioni opseg (1g/kg)

1-10 10-50 >50
Izolat AFLA Izolat AFLA Izolat AFLA
MRI 4267 557 MRI3812 36.34 MRI3802 Toxic
MRI 3822 21.26 MRI3808 Toxic
MRI 4256 42.60 MRI 3817 Toxic
MRI 4257 32.82 MRI3819 78.09
MRI 4265 49.00 MRI3930 Toxic
MRI 4270 29.36 MRI 3937 Toxic
MRI 4273 44.85 MRI3977 Toxic
MRI 4275 29.68 MRI3990 Toxic
MRI 3994 Toxic
MRI 4003 65.24
MRI14008 Toxic
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MRI 4033 Toxic
MRI 4045 Toxic
MRI 4194 Toxic
MRI 4195 Toxic
MRI 4197 Toxic
MRI 4198 Toxic
MRI 4196 Toxic
MRI 4232 Toxic
MRI 4239 Toxic
MRI 4251 Toxic
MRI 4252 Toxic
MRI 4253 Toxic
MRI 4254  Toxic
MRI1 4255 76.13
MRI 4258 Toxic
MRI 4259 78.26
MRI 4260 Toxic
MRI 4261 Toxic
MRI 4262 65.81
MRI 4263 Toxic
MRI 4264  Toxic
MRI 4266 Toxic
MRI1 4268 51.75
MRI4269 75.21
MRI1 4271 61.89
MRI 4272 79.36
MRI 4274  Toxic

Toxic-uzorci koji su sadrzali koncentracije koje su izvan opsega primenjenog test kita

Rezultati Elisa testa pokazali su da postoji statisticki visoko znacajna pozitivna korelacija
izmedu potencijala produkcije AFB1 i AFLA kod izolata A. parasiticus (r=0,66**) (Tabela 18).

Tabela 18. Korelacija izmedu sinteze aflatoksina B1 i ukupnih aflatoksina kod izolata
Aspergillus parasiticus dobijenih HPLC metodom

. . Koeficijent korelacije (r)
Mikotoksin AFLA
AFB1 0,66**

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05);
**Statisticki visoko za€ajna razlika (p<0,01)
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6.1.5.2 Kvantitativno i kvalitativno odredivanje pojedina¢nih aflatoksina metodom visoko
efikasne te¢ne hromatografije sa FLD detekcijom (HPLC-FLD)

Kvantitativna i kvalitativna analiza potencijala produkcije HPLC metodom pokazala je da
postoji velika varijabilnost koncentracija pojedinacnih aflatoksina (B1, B2, G1 i G2) medu
izolatima.

Odredivanje pojedinacnih aflatoksina izolata A. parasiticus uradeno je pomoc¢u hemijskih

analiza, primenom visoko efikasne tecne hromatografije sa FLD detekcijom (HPLC/FLD).

Toksikoloski profil izolata A. parasiticus, odnosno sposobnost sinteze aflatoksina B1 (AFB1),
aflatoksina B2 (AFB2), aflatoksina G1 (AFG1) i aflatoksina G2 (AFG2) dobijen je primenom
ove metode (Slika 22).
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Slika 22. Hromatogram aflatoksina B1, B2, G1, G2 u inokulisanom uzorku kukuruza izolatom
MRI 3930

Prosecna sinteza aflatoksina B1 bila je 4385,63 pg/kg, $to izolate ove vrste svrstava u
jake producente AFBI1. Prosec¢na sinteza aflatoksina B2 bila je 559,47 pg/kg. Prosecna sinteza
aflatoksina G1 bila je 3880,12 pg/kg, Sto izolate ove vrste svrstava u jake producente AFG1, dok
je prosecna sinteza aflatoksina G2 iznosila 168,65 ug/kg.

Najvecée koncentracije AFB1 detektovane su kod izolata MRI 4194 (7361,03 pg/kg), dok
su najmanje koncentracije zabelezene kod izolata MRI 3808 (14,24 pg/kg). Najvece
koncentracije AFG1 detektovane su kod izolata MRI 4198 (7421,58 ug/kg), MRI1 4195 (7191,62
pa/kg), MRI 4197 (7122,59 pg/kg). Najmanje koncentracije ovog mikotoksina detektovane su
kod izolata MRI 3808 (3,27 pg/kg) (Tabela 20).

Kod izolata MRI 4194, MRI 4252 i MRI 4265 nije doslo do sinteze AFG2, dok izolati
MRI 3808 i MRI 4275 nisu bili sposobni za sintezu AFB2 i AFG2.

Medutim, utvrdili smo 1 osam izolata koji su sintetisali AFG1 u viS§im koncentracijama, u
odnosu na AFB1. Ipak, dominantan aflatoksin izolata A. parasiticus poreklom iz Srbije bio B1,
dok je u znacajno niZem procentu zabelezen aflatoksin G1 (84,78%, odnosno 15,22%).

Veliki procenat (50%) isipitanih izolata nije sintetisalo aflatoksine B1, B2, G1 i G2 ili
jeste u veoma niskim koncentracijama uz nemogucnost odredivanja njihovih vrednosti (Tabela
20).

Na osnovu dobijenih rezultata uo€ava se veliki diverzitet u produkciji svih pojedinaénih
aflatoksina.

Rezultati HPLC metode ukazali su na postojanje statisticki visoko znacajne pozitivne
korelacije izmedu potencijala produkcije AFB1 i AFG1 kod izolata A. parasiticus (r=0,82*%*),
kao i izmedu potencijala produkcije AFB2 i AFG2 (r=0,63**) (Tabela 19).

Tabela 19. Korelacija izmedu sinteze aflatoksina B1, B2, G1, G2 kod izolata Aspergillus
parasiticus dobijenih HPLC metodom

: . Koeficijent korelacije (r)
Mikotoksin AFGL AFG2

AFB1 0,82**

AFB2 0,63**

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05);
**Statisticki visoko zacajna razlika (p<0,01)
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Tabela 20. Toksikoloski profil izolata Aspergillus parasiticus poreklom sa kukuruza

Izolat AFB1 AFB2 AFG1 AFG2
Hg/kg Hg/kg  pa/kg Hg/kg
3802 3429.82 544,25 3461.35  260.47
3808 14.24 X 3.27 X
3812 X X X X
3817 X X X X
3819 X X X X
3822 X X X X
3930 3438.01 331.92 3437.81  306.65
3937 (A. flavus) 646.05 0.27 12.04 X
3977 911.03 561.35  554.22 47.69
3990 5698.47 303.94 6518.88 90.52
3994 X X X X
4003 X X X X
4008 X X X X
4033 X X X X
4045 6716.42 1543.80 5189.43 181.76
4194 7361.03 995.41  3085.11 X
4195 6431.77 287.25 7191.62 110.11
4197 5850.87 527.31 712259  395.18
4198 6741.07 652.58 742158 374.93
4196 4409.10 143.97 5357.14 68.92
4232 5708.12 142.81 6495.07 86.92
4239 X X X X
4251 5918.46 254.03  6606.65 98.25
4252 6816.08 721.28 2166.36 X
4253 15.46 X X X
4254 X X X X
4255 89.67 X X X
4256 X X X X
4257 X X X X
4258 6884.01 1.590,6 2946.52 10.43
4259 X X X X
4260 X X X X
4261 5198.68 403.79 5.13 128.02
4262 5776.73 629.68 5746.97 217.83
4263 X X X X
4264 X X X X
4265 5968.77 173352 634.79 X
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4266 5168.79 351.97 5157.56  119.18

4267 X X

4268 X X X X
4269 X X X X
4270 X X X X
4271 X X X X
4272 X X X X
4273 X X X
4274 6029.33 500.80 6240.54  201.47
4275 33.05 X 8.03

X — uzorci koji su sadrzali veoma niske koncentracije koje su izvan opsega primenjenih Mycoseb kolona

6.1.5.3 Erlich-ov test

Ehrlich-ov test na filter papiru je pokazao da izolati A. parasiticus daju negativnu
reakciju. Izostala je pojava zutog prstena, Sto ukazuje da ovi izolati ne stvaraju ciklopiazoni¢nu
kiselinu. Kao kontrola koris¢en je izolat MRI 3937 (A. flavus), koji daje pozitivnu reakciju

pojavom zutog prstena, Sto ukazuje da kod ovog izolata dolazi do obrazovanja ciklopiazoni¢ne
kiseline (Slika 23).

Slika 23. Obrazovanje zutog prstena kod MRI 3937 (A. flavus) (B) i njegov izostanak
kod MRI 3808 (A)
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6.1.6 Molekularna identifikacija izolata Aspergillus parasiticus
6.1.6.1 RFLP analiza ITS rDNK regiona

Za RFLP-PCR analizu kori$¢eno je ukupno 46 izolata okarakterisanih kao A. parasiticus,
i referentni izolat CBS100926. Kao pozitivna kontrola posluzio je izolat vrste A. flavus, MRI
3937 (A. flavus).

Kao rezultat lancane reakcije polimeraze, koriS¢enjem prajmera IGS-F/IGS-R, po
protokolu koji su opisali Khoury et al. (2011), amplifikovani su fragmenti nukleinske kiseline
oc¢ekivane veli¢ine 674bp. Kod 48 uzoraka doslo je do amplifikacije fragmenta veli¢ine 674 bp,
specifi¢nog za izolate vrsta A. flavus i A. parasiticus (Slika 25).

PCR produkti dobijeni umnozavanjem parom prajmera IGS-F/IGS-R koji umnozavaju
region introna gena za glutamin sintetazu (GS) tretirani su sa restrikcionim enzimom Bglll.
Analizom RFLP proizvoda u agaroznom gelu dobijeni su restrikcioni profili koji su jasno
pokazali razlike izmedu analiziranih uzoraka. Virtuelna RFLP analiza dobijenih sekvenci ITS
rDNK regiona sa odabranim Bglll restrikcionim enzimom pokazala je dva restrikciona mesta za
ovaj enzim kod izolata A. flavus poreklom iz Srbije, dok su sekvence izolata A. parasiticus imale
jedno restrikciono mesto. Posle digestistije BglIl enzimom, oéekivane veli¢ine fragmenata kod
vrste A. flavus su 102 bp, 210 bp i 362 bp, a kod vrste A. parasiticus 311 bp i 363 bp. RFLP
analiza sa Bglll enzimom IGS-F/IGS-R PCR produkata odabranih izolata A. parasiticus i A.
flavus, potvrdila je rezultate virtualne RFLP analize (Slika 26).

Nakon digestije Bglll restrikcionim enzimom svi ispitivani izolati A. parasiticus imali su
medusobno identi¢ne elektroforetske profile, koji su se razlikovali od izolata MRI 3937 (A.
flavus) vrste A. flavus. Fragmenti veli¢ina 363 i 311 bp amplifikovani su kod svih uzoraka
detektovanih kao A. parasiticus, kao i kod referentnog izolata A. parasiticus (CBS100926), dok
su veli¢ine fragmenata 102 bp, 210 bp i 362 bp amplifikovane kod izolata MRI 3937 (A. flavus)
(Slika 26). Do amplifikacije nije doslo kod negativne kontrole. Multiplex PCR detekcijom
potvrden je identitet svih izolata prethodno okarakterisanih na osnovu morfoloskih, ekoloskih,

odgajivackih i toksigenih karakteristika kao vrsta A. parasiticus.
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Slika 24. Odredivanje koncentracije i provera kvaliteta DNK
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100bp
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Slika 25. Elektroforetska analiza PCR proizvoda dobijenih koriScenjem para prajmera
IGSF/IGSR: -K negativna kontrola; 1 — izolat MRI 3937 (4. flavus); 2, 3, 4, 5 — A. parasiticus; 6
— A. parasiticus CBS100926; M — 100 bp DNA marker.
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363bp

311bp

Slika 26. 2% agarozni gel sa restrikcionim profilima IGSF / IGSR amplikona posle
digestije Bglll enzimom. 1 - izolat A. flavus (MRI 3937 (A. flavus)); 2, 3, 4 - izolati A.
parasiticus (MRl XXXX, MRI BBBB, MRI CCCC i MRI DDDD); 5 - A. parasiticus
CBS100926; M - 100 bp DNA marker.
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7 DISKUSIJA

7.1 Morfoloska karakterizacija Aspergillus parasiticus

Na osnovu ispoljenih makroskopskih morfoloskih karakteristika kolonija na PDA
podlozi, uo¢avamo da je dosSlo do varijabilnosti medu ispitivanim izolatima A. parasiticus, u
okviru ove disertacije. lzolate A. parasiticus nije bilo potrebno grupisati u morfoloske grupe
(boja 1 izgled kolonije). UocCena je divergentnost u makroskopskim morfoloskim
karakteristikama izmedu ispitivanih izolata A. parasiticus. Prvu grupu ¢ini 26 izolata koji na
PDA podlozi imaju tamno zelenu koloniju s primesama sive, ravnih ivica. Obod kolonije je
zuckasto-beliast. Na nalicju kolonija uocena je pigmentacija, ivica u vidu zute boje. Druga
grupa od 15 izolata obrazovala je somotaste kolonije tamno zelene boje, ravnih, koje su vunaste
u srediSnjem delu kolonije. Centralna zona kolonije je maslinasto zelene do sive boje. Na
povrsini micelije obrazovale su se mase spora. Na nali¢ju Petri kutija nije uocena pigmentacija
kolonija. Obod kolonije je zuckaste boje. U trec¢u grupu svrstano je 5 izolata tamno zelene boje
(boja brsljena), ravnih do blago talasastih oboda kolonije, sa prisutnim koncentricnim
prstenovima spora. Na nali¢ju Petri kutija kolonije nisu imale pigmentaciju. Ivi¢na zona je bela
do prljavo bela. Referentni izolat CBS100926, poreklom iz Holandije, obrazovao je koloniju
slicnog izgleda kao 1 izolati poreklom iz Srbije, koji su svrstani u ovu grupu.

Na PDA podlozi svi ispitivani izolati imali su kompaktnu, somotastu miceliju, dok je na
CYA podlozi micelija izolata bila sli¢na, ali gusta, a na MEA podlozi micelija je imala
karakteristi¢ne koncentri¢ne prstenove spora tamno zelene boje, koji nisu zabeleZeni na ostalim
ispitivanim podlogama. Ispitivani izolati su na PDA i MEA podlozi obrazovali kolonije ravnog
oboda, dok su kolonije na CYA podlozi bile neravnog ruba. Na nali¢ju Petri kutija bila je vidljiva
pigmentacija kolonija izolata u vidu Zute boje. Medutim, Pitt i Hocking (2009) su ispitujuci vrste
roda Aspergillus opisali morfoloske odlike vrste A. parasiticus, koje su se razlikovale u odnosu
na izgled kolonija izolata opisanih u ovoj doktorskoj disertaciji. Ova vrste je na CYA podlozi
formirala kolonije ravne, niske, guste i prekrivene gustim, pravim, dugac¢kim i mekim trihomama.
Micelija je bila neupadljiva, bele boje. Glavice konidija su u ujedna¢enom, gustom sloju, tamno zelene.
Nalicje kolonije je bezbojno ili mrko.

Rezultati nasih istrazivanja ukazali su da izolati A. parasiticus imaju prosecan porast

micelije, jer nakon sedam dana gajenja na PDA podlozi na 25°C dostizu pre¢nik kolonije 50-70
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mm. Oscilacije u proseénom dnevnom porastu A. parasiticus nisu ispoljene. Prema Pitt i
Hocking (2009), kolonije vrste A. parasiticus na CYA podlozi iznosile su 50-70 mm u pre¢niku.
Kolonije na MEA podlozi iznose 50-65 mm u pre¢niku, u osnovi su sli¢ne kao na CYA podlozi, ali
mnogo manje guste i sa bezbojnim nali¢jem. Nema porasta na 5°C. Na 37°C, kolonije izolata
slicne su onima na CYA podlozi na 25°C, ili sa kolonijama tamnozelene ili smedkaste boje.
Nalicje kolonije je bledo. Nikoli¢ i sar. (2018) su, ispituju¢i diferencijaciju izmedu izolata
toksigenih vrsta A. flavus i A. parasiticus poreklom sa zrna pSenice, utvrdili da proseCan porast
micelije izolati A. parasiticus ostvaruju nakon sedam dana gajenja (65 mm) na PDA podlozi, a
izolati A. flavus neSto ve¢i porast (75 mm). Zabelezili su i da je boja kolonija izolata A.
parasiticus tamno zelene boje, za razliku od izolata A. flavus, koji su formirali maslinasto zelenu
miceliju.

Postoji nekoliko izabranih podloga, koje mogu biti koriS¢ene da se na jednostavan nacin
utvrdi razlika izmedu vrsta: (i) podloga za diferencijaciju Aspergillus flavus i parasiticus
(AFPA); (i) Coconut Cream agar (CCA) i (iii) Czapek Dox podloga (CZ). AFPA je selektivna
identifikaciona podloga za detekciju vrsta roda Aspergillus sekcije Flavi (Pitt i sar., 1983).
Tokom njihovog porasta na Capekovoj podlozi (CZ), kolonije ove dve vrste se mogu
taksonomski razdvojiti. Izgled kolonije vrste A. flavus je Zuto-zelen, dok je kod vrste A.
parasiticus karakteristicno tamnozelen, skoro kao brsljen (Klich, 2002a; Samson i sar.,
2004a).

Nalic¢je kolonije A. parasiticus u eksperimentu koji je postavljen u ovoj doktorskoj disertaciji je
bilo narandzaste boje kod svih ispitivanih izolata, nakon inkubacije od 48-72h na AFPA hranljivoj
podlozi. Baquiao i sar. (2013) su posmatrali porast izolata na CZ podlozi na temperaturama od 25, 37 i
42°C, i zabelezili da se pre¢nik kolonija kretao od 50-70 mm, 50-70 mm i 1,8-3,3 mm. Posmatrali su i
izgled izolata na AFPA hranljivoj podlozi i zabeleZili narandZastu boju s nali¢ja kolonije, kao znak
pripadnosti rodu Aspergillus sekciji Flavi. Do sli¢nih rezultata dosli su i Rodrigues i sar. (2007),
Dovicicova 1 sar. (2012). Rodrigues i sar. (2011) su zabeleZili tamno zelenu boju kolonije, kao 1 dobar
porast kolonija na 25°C na razli¢itim podlogama, premaSuju¢i precnik od 70 mm. Dovicicova 1 sar.
(2012) su zabelezili dobar porast kolonija izolata na 25°C 1 37°C. Ehrlich i sar. (2007) su zabelezili
porast izolata A. parasiticus na temperaturi od 42°C, u Tajlandu. Frisvad i sar. (2019) su zabelezili

solidan porast izolata (>50 mm) na CYA i MEA podlogama i tamno zuto-zelene kolonije izolata.

102



Mikroskopske morfoloske odlike opisali su Pitt i Hocking (2009). Konidiofori se stvaraju
pod povrsinom i na povrSini hifa; stipe su duge 250-500 pm, sa bezbojnim ili bledomrkim,
glatkim zidovima. Vezikule su loptaste, 20-35 um u precniku, fertilne na vise od % povrsine,
uglavnom samo sa fijalidama, ali kod nekih izolata i do 20% glavica ima i metule. Fijalide su
duge 7-11um. Konidije su loptaste, uglavhom 4,0-6,0 um u pre¢niku, sa izrazito hrapavim
zidovima, obi¢no se nalaze u "zrakastim" glavicama. lzgled i oblik stipa, vezikula i fijalida,
prisustvo ili odsustvo metula, veli¢ina i oblik spora su manje pouzdani pokazatelji u identifikaciji
Aspergillus vrsta. Medutim, ornamentacija zida konidija se smatra pouzdanim Kriterijumom za
razlikovanje morfoloski slicnih vrsta. Konidije A. parasiticus su loptaste/sferi¢ne, imaju
relativno debele zidove i primetno su bodljikaste ili ¢ekinjaste. Pe¢nik vezikula A. parasiticus

retko prelazi 30 pm, a metule nisu uobicajene.

U ovoj disertaciji, mikroskopske morfoloSke odlike izolata, prouc¢avane su i u kulturama
starim sedam dana na MEA podlozi. Pripremom nativnih preparata i posmatranjem pod
binokularom i svetlosnim mikroskopom, posebna paznja posvecena je utvrdivanju sferi¢nih
konidija, nazubljenih povrSina, S$to su svi ispitivani izolati i potvrdili. Kao $to literatura nalaze,
pre¢nik vezikula nije prelazio 30 um kod svih ispitanih izolata. Kod pojedinih izolata A.
parasiticus poreklom iz Srbije, doslo do obrazovanja i metula i fijalida 15%, $to je u skladu sa
procentualnom zastupljenoS¢u metula po ugledu na literaturno opisane vrednosti za vrstu A.
parasiticus (Kozakiewicz, 1995). Baquiao i sar. (2013) su zabelezili nazubljene, sferi¢ne
konidije debelih zidova i prisustvo vezikula sa fijalidama, ali i sa fijalidama i metulama.
Medutim, minimalne i maksimalne vrednosti izmerenih pre¢nika konidija odstupale su, u
pojedinim slucajevima, u odnosu na ekstremne vrednosti pre¢nika konidija (3,41-6,86 pm).
Prosecan precnik konidija izolata A. parasiticus na MEA podlozi poreklom iz Srbije bio je u
opsegu 4,95-5,79 um (prosek 5,43 um), po ugledu na literaturne podatke za pomenutu vrstu. Ove
dimenzije konidija slicne su prose¢nim dimenzijama konidija (4,4 um) ispitivanih izolata A.
parasiticus u istrazivanjima Nikoli¢ i sar. (2018). Dovi¢icova i sar. (2012) su objavili rezultate
svojih istrazivanja, u kojima ukazuju da su stipe nazubljene, da su vezikule sfericne, fertilne na
gornjoj polovini ili duz ¢itave povrSine, uglavnom samo sa fijalidama (9,5 pm), kao i na
prisustvo nazubljenih konidija (4,9-5,2 um). Nyongesa i sar. (2015) su zabelezili prisustvo i

metula i fijalida, preénik vezikula od 24-30 pum, a pre¢nik konidija 4-5,8 um kod izolata A.
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parasiticus. Podatak o veli¢ini konidija vrsta roda Aspergillus je vise informativan i ne smatra se

osnovnim pokazateljem pri identifikaciji (Pitt i Hocking, 2009).

Pitt i Hocking (2009) su u opisu vrste A. parasiticus objavili da se sklerocije sporadi¢no
stvaraju, da su u ranom stadijumu razvoja bele boje i da vremenom postaju crne, kruznog oblika,

kao 1 da su veli¢ine 400-800 pm.

Zapazanja u okviru ove doktorske disertacije ukazuju da je vecéina obrazovanih sklerocija,
kada su u pitanju minimalne i maksimalne vrednosti, bila izvan tog opsega (395,2-1550,6 pm).
Na osnovu prose¢nih dimenzija, najvece sklerocije formirao je izolat MRI 3990 (1168,6 pm),
dok je najmanje izolat MRI1 3937 (A. flavus) (517,9 um), koji je koris¢en kao pozitivna kontrola.
Medu ispitivanim izolatima najmanje sklerocije obrazovao je izolat MRI 4198 (549,3 um). U

ovoj doktorskoj disertaciji zabeleZeno je da je vec¢ina izolata formirala sklerocije (73%).

Sli¢éno rezultatima do kojih smo dosli u okviru ove doktorske, dosli su i Giorni (2007),
Giorni i sar. (2007) u Italiji koji su zabelezili da je ¢ak 80% izolata A. parasiticus obrazovalo
sklerocije na CZ podlozi, na temperaturi od 30°C. U Portugalu, Rodrigues i sar. (2011) su
ustanovili da je 52,6% ispitanih izolata A. parasiticus obrazovalo sklerocije. Okoth i sar. (2012)
su zabelezili formiranje sklerocija, veli¢ine 935-1590 pm poreklom iz okruga Nandi, ali i
zacudujuce sitne sklerocije (240-280 pum) u okrugu Makueni, u Keniji. Frisvad i sar. (2019)
ustanovili su obrazovanje krupnijih sklerocija kod vecine ispitanih izolata na CYA podlozi na
25°C 1 37°C. Sli¢ni rezultati zabelezeni su i u okviru ove disertacije, samo $to je su se sklerocije

formirale na 30°C.

7.2 Ekoloske i odgajivacke karakteristike Aspergillus parasiticus

Proucavan je porast kolonija A. parasiticus pod uticajem razli¢itih svetlosnih rezima i
uocena je heterogenost medu ispitivanim izolatima. Utvrdeno je da je vecina izolata brze rasla
pri svetlosnom rezimu konstantnog mraka (24h). Jedino su izolati (MRI 3930, MRI 3977, MRI
3990, MRI 3994, MRI 4033, MRI 4252, MRI 4257, MRI 4258, MRI 4259, MRI 4260, MRI
4264, MRI 4272, MRI 4275 1 CBS 100926) ispoljili brzi prose¢ni porast pri svetlosnom rezimu
12h svetlo/12h mrak.
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Prilikom ispitivanja porasta micelije na PDA podlozi u mraku uoceno je da su se svi
ispitivani izolati A. parasiticus brzo razvijali. Najintenzivniji prose¢ni porast micelije nakon
sedam dana inkubacije ispoljio je izolat MRI 4045 (73,5 mm), dok je kod izolata MRI 4257
uocen najslabiji porast (49,9 mm). Pri svetlosnom rezimu 12h dan/12h no¢ najsporije se razvijao
izolat MRI 3812 (40,9 mm), a najbrze MRI 3990 (79,8 mm).

Prema navodima literature, porast kolonija vrste A. parasiticus ispoljen je u
temperaturnom intervalu 12-42°C, s optimalnom temperaturom od 37°C (EFSA, 2012). Rezultati
nasih istrazivanja ukazali su da je porast kolonija bio u opsegu 12-42°C, dok je optimalna
temperatura za porast kolonija bila 30°C. Izolati vrste A. parasiticus zebelezili su najbolji dnevni

razvoj na temperaturi od 37°C, §to su zabelezili 1 Pitt i Hocking (2009).

U istrazivanjima u okviru ove disertacije uoc€ili smo pozitivnu korelaciju izmedu porasta
kolonije izolata A. parasiticus i povecanja temperatura gajenja, §to je u skladu s navodima iz
svetske literature (Pitt i Hocking, 2009).

Ispitivani izolati ispoljili su najveci prosean dnevni porast (19,23 mm) na temperaturi od
37°C. Na temperaturi od 30°C, prose¢an dnevni porast ispitivanih izolata bio je znacajno nizi
nego na temperaturi od 37 °C i iznosio je 10,75 mm. Priblizno prose¢nim dnevnim vrednostima
zabelezenim na temperaturi od 30°C, kretao se 1 proseCan dnevni prosek na 25°C (8,91 mm).
Medutim, najveéi prosecan porast nakon sedmodnevne inkubacije izolata zabelezen je na
temperaturi 30°C (90 mm), nesto nizi na 37°C (80,75 mm) i znacajno najmanji na 25°C (69,25

mm).

Ispitivani izolati A. parasiticus su rasli u temperaturnom opsegu od 12-42°C.
Temperature inkubacije nisu uticale na izgled kolonije izolata A. parasiticus, odnosno izolati

nisu ispoljili variranje u morfoloskim odlikama.

Rodrigues 1 sar. (2011) su zabelezili dobar porast kolonija na 25°C na razli¢itim podlogama,
premasujuci precnik od 70 mm. Dovicicova i sar. (2012) su uocili dobar porast kolonija izolata na
temperaturama od 25°C i 37°C. Ehrlich i sar. (2007) su zabelezili porast izolata A. parasiticus na
temperaturi od 42°C, u Tajlandu. Frisvad i sar. (2019) ukazuju na brz porast kolonija izolata A.
parasiticus na CYA i MEA podlogama, nakon sedmodnevne inkubacije (>50 mm). Zabelezen je i
precnik kolonija (>5 mm) na CY A podlozi na 42°C.

105



Na ispitivanim hranljivim podlogama, svi izolati su ostvarili porast kolonija. Najbrzi
porast zabelezen je na CYA podlozi. Pitt i Hocking (2009) su utvrdili da A. parasiticus najbrze
raste na CY A podlozi, takode.

Izolati vrste A. parasiticus najbrze su rasli na PDA podlozi, na kojoj je prose¢an porast
nakon sedam dana bio u intervalu od 41,25+13,86 do 73,50+0,29 mm. Nesto sporije razvijali su
se na CYA podlozi (36,5£1,32-69,25+0,48 mm). Prosecno najsporiji porast ispitivanih izolata
uocen je na MEA podlozi, i kretao se od 40,63+0,47 do 62,25+0,32 mm.

Izolati A. parasiticus su ispoljili najbrzi prose¢ni dnevni porast kolonije na PDA podlozi
(9,86 mm), dok su na CYA (8,91 mm) i MEA (8,46 mm) podlozi sporije rasli. Prosecan dnevni
porast izolata A. parasiticus na PDA podlozi iznosio je 6,88-11,41 mm, na CYA podlozi od 5,66-
10,34 mm, na MEA podlozi od 7,28-9,19 mm.

7.3 Patogene odlike Aspergillus parasiticus

U Indiji su ispitivali proveru patogenosti vrste A. terreus Thom na listovima krompira
metodom nanosenja inokuluma na listove ru¢nom prskalicom (Louis i sar., 2013). Prema ovim
autorima, simptomi su se uglavnom razvijali duz glavnog lisnog nerva. Zarazeni listovi su
pozuteli u odmaklom stadijumu bolesti. Pomenutu metodu su primenili 1 Iranci koji su izolovali
vrstu A. niger (Fr.) P. Karst s listova dumbira, i na istoj potvrdili patogenost (Pawar i sar, 2008).
Pored opisanin metoda, u Americi je radena provera patogenosti na listovima pasulja
injektiranjem inokuluma u sredi$nji lisni nerv (Leger 1 sar., 2000). Prema rezultatima koje su oni
objavili simptomi su poceli da se pojavljuju 2 dana nakon inokulacije. Poetni simptomi su se
razvijali oko mesta povrede, a potom su se Sirili na zdravo tkivo. Petog dana po inokulaciji
najagresivniji sojevi su sporusali na listovima. Sli€éno ovim rezultatima, 1 u naSem istraZivanju,
prvi simptomi javili posle drugog dana, kao i da je doslo do Zucenja listova i obrazovanja

micelije kod najagresivnijih sojeva.

Testovi patogenosti ispitivanih izolata ukazali su na statistiCki znaCajnu razliku u
agresivnosti medu izolatima, u poljskim uslovima. Izolati A. parasiticus ispoljili su znacajnu
varijabilnost, u oba primenjena testa patogenosti. Na inokulisanim klipovima kukuruza svi

monosporijalni izolati prouzrokovali su karakteristi¢an simptom maslinasto zelene praskaste
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previlake. Nakon izolacije sa inokulisanih klipova dobijeni su reizolati koji su po izgledu kolonije
1 morfoloskim svojstvima u potpunosti odgovarali izvornim izolatima, ¢ime je potvrdena
patogenost svih ispitivanih izolata 1 ispunjeni Kohovi postulati. U okviru ove doktorske
disertacije, u testovima patogenosti u poljskim i laboratorijskim uslovima, svi izolati vrste A.

parasiticus bili su sposobni da ostvare infekciju.

Ispitivani izolati su na osnovu dobijenih rezultata pokazali razli¢itu patogenost U
laboratorijskim uslovima koja je merena ocenom pega (1-5). Najveéi broj izolata (34,78%)
ocenjen je ocenama 3 i 4. U neSto manjem procentu (28,26%) izolata ocenom 2, dok su samo dva

izolata (4,35%) ocenjena ocenom 5.

Do slicnih rezultata istrazivanja doSli su i1 Nikoli¢ 1 sar. (2016) koji su ispitivali
patogenost izolata poreklom iz Srbije 1 utvrdili da se tokom 7 dana pracenja, kod svih izolata
veli¢ina pega povecavala sa duzinom inkubacije. Dva izolata (8%) su se izvojila kao
najvirulentnijija posle 7 dana inokulacije i svrstana su u grupu koja je ocenjena ocenom 5. Oni
predstavljaju izolate sa statisti¢ki znacajno najvec¢om sposobnoScu da prouzrokuju simptome na
listu jeCma, mogu se smatrati izolatima koji ispoljavaju najjacu agresivnost u laboratorijskim
uslovima. Na kraju istrazivanja, najve¢i broj izolata (40%) imao je ocenu 3, slede izolati

okarakterisani ocenom 4 (36%), pa izolati ocenom 2 (20%).

Rezultati testova patogenosti u poljskim uslovima, ukazali su na varijabilnost u
ispoljavanju agresivnosti ispitivanih izolata. U uslovima vestacke inokulacije, tokom prve godine
ispitivanja (2016. godina), ispitivani izolati ispoljili su proseénu ocenu intenziteta zaraze u
opsegu 1,00-2,35 na hibridima FAO grupe 300. Na hibridima FAO grupe 500 ispitivani izolati
ispoljili su prose¢nu ocenu intenziteta infekcije u opsegu 1,00-2,50. Ispitivani izolati ispoljili su
prose¢nu ocenu intenziteta zaraze u opsegu 1,00-2,00 na hibridima FAO grupe 800. Prose¢na
ocena intenziteta infekcije u drugoj godini ispitivanja, 2017. godini, kretala se u rasponu 1,15-
2,30 na hibridima FAO grupe 300. Na hibridima FAO grupe 500 ispitivani izolati ispoljili su
prosecnu ocenu intenziteta infekcije u opsegu 1,40-2,25. Ispitivani izolati ispoljili su prose¢nu

ocenu intenziteta zaraze u opsegu 1,00-2,10 na hibridima FAO grupe 800.
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Uporednim prikazom prosecnih ocena stepena infekcije tokom dve ispitivane godine
(prose¢na ocena za 2016. godinu: 1,46; prose¢na ocena za 2017. godinu: 1,71) uoavamo da su
izolati nisu ispoljili ujednacenu patogenost, ali i da je ona bila slabijeg intenziteta.

Rezultati do kojih smo dosli u okviru ove doktorkse disertacije sli¢ni su podacima o
varijacijama u patogenosti koje je u okviru svoje doktorske disertacije zabelezila Giorni (2007).
Rezultati ukazuju da je prosecna patogenost izolata bila 2,45 za istrazivanja sprovedena 2005.
godine, dok je 2006. godine agresivnost izolata bila znatno niza i iznosila je 1,30. Patogenost se
kretala 1-5,1 (2005. godina), a 1-1,8 (2006. godina). Smatra se da su razli¢iti vremenski uslovi
tokom ispitivanih godina (2005, 2006) umnogome uticali na drasti¢ne razlike u ostvarivanju

infekcije.

Bagi i sar. (2012) su, ispitujuéi patogenost izolata vrsta roda Fusarium i Aspergillus,
uocili da je prosecna ocena intenziteta infekcije izolata A. flavus bila 1,81 na razi¢itim hibridima

kukuruza, ispitivanih u dvogodi$njem eksperimentu, $to je ukazalo na njihovu slabu patogenost.

Szabo 1 sar. (2018) su, proucavajuéi novi koncept zastite bezbednosti hrane od vrsta
rodova Fusarium i Aspergillus, zabeleZzili da se u testovima otpornosti/resistentnosti hibrida
kukuruza procenat intenziteta infekcije vrstom A. flavus kretao 0,3-1,52, s prose¢nom vrednosti
0,78.

Malo je zabelezenih podataka o patogenosti vrste A. parasiticus. Pretpostavlja se da je to
zbog znacajnosti ove vrste na toksigenom nivou, pa se viSe paznje poklanja identifikaciji

toksikoloSkog profila.

7.4 Toksigena svojstva Aspergillus parasiticus

Utvrdena je varijabilnost toksigenih svojstava, odnosno razlike u kvantitativnoj i
kvalitativnoj sintezi mikotoksina, medu ispitivanim izolatima A. parasiticus. Sposobnost sinteze
mikotoksina AFB1 i AFLA, kao i njihova kvantifikacija utvrdeni su pomoc¢u ELISA metode.
Rezultati ELISA testa u okviru disertacije ukazali su da su najmanje prosecne koncentracije
aflatoksina B1 detektovane kod izolata MRI 4267 (3,68 ug/kg), MRI 4270 (4,62 pg/kg) i kod
MRI 3819 (4,86 pg/kg). U najmanjem procentu detektovane su koncentracije AFB1 1-10 pg/kg
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(13%). Sinteza AFB1 bila je, u najve¢em procentu, u koncentracijama visim od 50 pg/kg,
izmedu ispitivanih izolata (54%). Najmanje prose¢ne koncentracije ukupnih aflatoksina
detektovane su kod izolata MRI 4267 (5,57 pg/kg). U najmanjem procentu detektovane su
koncentracije AFLA 1-10 pg/kg, tacnije samo kod jednog izolata. Sinteza AFLA bila je, u

najvecem procentu, u koncentracijama visim od 50 pg/kg, medu ispitivanim izolatima (82%).

Nikoli¢ 1 sar. (2017) su ispitujuci, komparaciju metoda za utvrdivanje toksigenog
potencijala vrsta A. flavus i A. parasiticus izolovanih sa kukuruza, odredili sadrzaj ukupnih

aflatoksina pomoc¢u ELISA metode. Koncentracija aflatoksina bila je u opsegu 2,11-7,49 ug/kg.

U okviru ove disertacije uradena je i sposobnost sinteze (kvalitativna 1 kvantitativna
analiza) pojedina¢nih aflatoksina (B1, B2, G1 i G2) kod izolata A. parasiticus pomoc¢u HPLC-
FLD metode. Rezultati disertacije ukazuju da je bilo znacajnih razlika u prose¢noj produkciji
AFBI1 i AFGI, u odnosu na AFB2 i AFG2. Prosec¢na koncentracija aflatoksina B1 iznosila je
4385,63 ng/kg, Sto izolate ove vrste svrstava u jake producente AFBI. Prosecna sinteza
aflatoksina B2 bila je 559,47 pg/kg. Prose¢na sinteza aflatoksina G1 bila je 3880,12 pg/kg, Sto ih
svrstava u jake producente AFG1, dok je prose¢na sinteza aflatoksina G2 iznosila 168,65 pg/kg.
Uoceno je da je dominantan aflatoksin izolata A. parasiticus u Srbiji bio B1, dok je u znacajno
nizem procentu zabelezen aflatoksin G1 (84,78%, odnosno 15,22%). Kod izolata MRI 4194,
MRI 4252 1 MRI 4265 nije doslo do sinteze AFG2, dok izolati MRI 3808 1 MRI 4275 nisu bili
sposobni za sintezu AFB2 i AFG2.

Tokom ispitivanja potencijala sinteze kod izolata A. parasiticus, Donner i sar. (2009)
zabelezili su prose¢ne koncentracije AFB1 (90-2092 ug/kg), AFG1 (99-3450 pg/kg). Opseg
koncentracija sintetisanih AFB1 i AFG1 u ovim istrazivanjima bio je 90-4957 pg/kg, odnosno 0-
6131 pg/kg. U Portugalu, Rodrigues (2011) je zabelezila da je vecina ispitanih izolata (86%)
pokazala tipican toksikoloski profil vrste A. parasiticus. Dakle, jaki producenti aflatoksina B1 i
G1, i odsustvo proizvodnje CPA. Medutim, ispitivanja su pokazala i da 8 izolata (4%) nisu
sintetisali aflatoksine G grupe, kao 1 7% izolata koji su sintetisali aflatoksin G1 u viSim
koncentracijama, u odnosu na aflatoksin Bl. Prilikom istraZivanja potencijala produkcije
ukupnih aflatoksina kod izolata A. parasiticus poreklom iz okruga Nandi u Keniji, Okoth i sar.
(2012) detektovali su znatno vece opsege variranja koncentracija, od 9982 do 13662 npg/kg.
Koncentracije pojedina¢nih aflatoksina su se kretale u rasponu: AFB1 603-11077 pg/kg, AFB2
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208-2876 pg/kg, AFG1 24-5982 ug/kg i AFG2 0-7798 ug/kg. Potencijal produkcije izolata koji
vode poreklo iz okruga Makueni, ukazali su na znacajno vece vrednosti sintetisanih ukupnih
aflatoksina (22-55419 pg/kg), kao i pojedinacnih: AFB1 (22-15139 pg/kg), AFB2 (0-3141
pa/kg), AFG1 (0-28728 ug/kg), AFG2 (0-8411 ng/kg). Ovi autori nisu pronasli razlike u
povecanoj sintezi AFG1, nego li AFBI.

Baquiao i sar. (2013) su ustanovili prosecne koncentracije sintetisanih pojedinacnih
aflatoksina ovom vrstom na oraSastim plodovima u Brazilu: AFB1 6172 pg/kg, AFB2 184
ng’kg, AFG1 16,776 pg/kg 1 AFG2 313 pg/kg. Okun i sar. (2015) su zabelezili znatno vece
koncentracije ukupnih aflatoksina (1742-1670000 pg/kg) koje su sintetisali izolati A. parasiticus.
Svi izolati su bili sposobni da proizvedu aflatoksine B i G grupe, izuzev dva koji su sintetisali

samo aflatoksine B grupe.

Nikoli¢ 1 sar. (2017) su ispitujuci, komparaciju metoda za utvrdivanje toksigenog
potencijala vrsta A. flavus i A. parasiticus izolovanih sa kukuruza, ustanovili i koncentracije
pojedina¢nih aflatoksina grupe G pomocu HPLC-FLD metode, koje su bile u opsegu 8,03-
7421,58 pg/kg za AFG1 i 0-395,18 pg/kg za AFG2. Nikoli¢ i sar. (2018) su ispitivali potencijal
produkcije izolata A. parasiticus poreklom sa zrna pSenice iz razli¢itih agroklimatskih uslova u
Srbiji i utvrdili da su svi izolati imali sposobnost sinteze AFB1, u opsegu koncentracija 4859,15-
7361,03 pg/kg, AFB2 od 142,81 do 1543,8 pg/kg, kao i AFG1 3085,11-7191,62 ug/kg. Jedan
izolat nije sintetisao AFG2, dok su ostali bili u rasponu 86,92-181,76 pg/kg. Medutim, utvrdili su

1 dva izolata koji su sintetisali AFG1 u viS§im koncentracijama, u odnosu na AFB1.

Rodrigues (2011) je u okviru istrazivanja svoje doktorske disertacije, zabeleZila
postojanje izolata koji nisu sintetisali aflatoksine. Vaamonde i sar. (2003), Barros i sar. (2006) su
ukazali na izolate A. parasiticus koji se prirodno javljaju, ali nisu sposobni da sintetiSu
aflatoksine, 1 kre¢u se od 3 do 6%. IstraZivanja sprovedena u okviru ove disertacije, ukazala su
na na veliki procenat (50%) isipitanih izolata, koji nisu sintetisali aflatoksine B1, B2, G1i G2 ili
jesu u veoma niskim koncentracijama, uz nemogucnost odredivanja njihovih vrednosti.
Postojanje atoksigenih izolata ove vrste moze predstavljati znacajan pomak za Srbiju, jer oni
svoju primenu sve ¢eSc¢e nalaze u bioloskoj borbi virulentnih sojeva gljiva.

Prema navodima literature, vrsta A. parasiticus ne stvara ciklopiazoni¢nu kiselinu

(Vaamonde 1 sar., 2003; Horn, 2003; Frisvad 1 sar., 2005a). Istrazivanja u okviru ove doktorske
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disertacije, ukazala su da ni kod jednog od ispitivanih izolata nije doSlo do stvaranja
ciklopiazoni¢ne kiseline. Do istih rezultata dosli su Razzaghi-Abyaneh i sar. (2006), Giorni i sar.
(2007), Giorni (2007), Rodrigues (2011), Baquiao i sar (2013), Wee (2015), Frisvad i sar.
(2019). Klich i Pitt (1988) su utvrdujuci razlike izmedu vrsta A. flavus i A. parasiticus, dosli do
zakljucka da ciklopiazoni¢na kiselina nije ustanovljena ni kod jednog izolata vrste A. parasiticus.
U Iranu su Razzaghi-Abyaneh i sar. (2006) ispitujuci distribuciju vrsta roda Aspergillus sekcije
Flavi u zemlji$tu u kojem se gaji kukuruz, zasnovanih na sintezi aflatoksina, ciklopiazoni¢ne
kiseline i obrazovanju sklerocija, zakljucili da nijedan od ispitanih izolata vrste A. parasiticus
nije obrazovao ciklopiazoni¢nu kiselinu. Isto tako, Giorni i sar. (2007) su ispitujuci vrste roda
Aspergillus sekcije Flavi poreklom s kukuruza u severnoj Italiji ustanovili da 61% od svih izolata
koji su bili ukljuceni u istrazivanje stvaraju ciklopiazoni¢nu kiselinu. Medu njima, nijedan izolat
vrste A. parasiticus nije obrazovao ciklopiazoni¢nu kiselinu. Ispitujuci polifazne pristupe u
identifikaciji vrsta roda Aspergillus, Baquiao i sar. (2013) su utvrdili da kod izolata vrste A.
parasiticus ne dolazi do obrazovanja ciklopiazoni¢ne kiseline, za razliku od izolata vrste A.
flavus. Do zanimljivih zaklju¢aka dosla je Rodrigues (2011) u svojoj doktorskoj disertaciji. Ona
je ustanovila Cetiri razli¢ita hemotipa kod izolata vrste A. parasiticus. Vecina ispitanih izolata
(81%) su pokazali tipican profil vrste A. parasiticus, odnosno visoku sintezu aflatoksina B i G, i
odsustvo obrazovanja ciklopiazoni¢ne kiseline. Pronasli su samo 4% izolata koji ne stvaraju
aflatoksine G, i njihov hromatogram je pokazao sli¢ne pikove kao kod vrste A. flavus. Svega 7%
izolata je ukazalo na atipi¢ne rezultate, odnosno veéu sintezu aflatoksina G, nego li B, i oni su

pokazali razli¢ite hromatograme produkcije ciklopiazoni¢ne kiseline.

7.5 Molekularne odlike Aspergillus parasiticus

Nakon zavrSene PCR analize, umnozena DNK tretira se restrikcionim enzimima.
Dobijeni fragmenti razdvajaju se elektroforezom. Princip metode ukazuje da u zavisnosti od
prisustva odgovarajucih restrikcionih mesta nastaju DNK fragmenti razli¢itih duzina koji zajedno
¢ine profil karakteristiCan za odgovarajucu vrstu. Poredenjem dva profila utvrduje se pripadnost
izolata istoj ili razli¢itim vrstama. RFLP markeri daju realnu sliku polimorfizma i mogu biti

upotrebljeni za podrobno odredivanje razlika izmedu bliskih vrsta gljiva.
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Sekvence ITS rDNK regiona 46 izolata Aspergillus spp. analizirane su u cilju detekcije i
identifikacije vrste A. parasiticus, primenom PCR-RFLP metode. Nedovoljna pouzdanost
konvencionalnih metoda identifikacije vrsta roda Aspergillus sekcije Flavi, ukazala je na potrebu
razvoja neospornih molekularnih metoda identifikacije.

U ovom istrazivanju primenjena je PCR-RFLP metoda za molekularnu detekciju i
identifikaciju vrste A. parasiticus. Virtuelnom RFLP analizom dobijenih sekvenci i sekvenci ITS
rDNK regiona deponovanih u GenBank bazi podataka sa Bglll restrikcionim enzimom utvrdeno
je prisustvo jednog restrikcionog mesta kod A. parasiticus. Kao kontrolni izolat, koris¢en je CBS
100926, kod koga je digestijom IGS-F/IGS-R PCR produkata BglIl enzimom dobijen identi¢an
elektroforetski profil. 1zolat MRI 3937 (A. flavus), koris¢en u cilju pozitivne kontrole, je nakon
digestije pokazao prisustvo dva restrikciona mesta za ovaj enzim, i njegov elektroforetski profil

se jasno razlikovao od profila A. parasiticus.

Objavljeno je vise publikacija koje takode koriste ovu metodu za dokazivanje vrsta roda
Aspergillus (Khoury i sar., 2011, Ahmad i sar., 2014, Nikoli¢ i sar., 2018., Nikoli¢ i sar., 2018),
kao i u knjizi ,,Mikotoksigene gljive — metode i protokoli®, poglavlje — vrste roda Aspergillus i
mikotoksini koje sintetiSu (Atoui i Khoury, 2017) koji je opisuju kao pouzdanu i dovoljnu za
identifikaciju vrsta A. flavus i A. parasiticus. Khoury i sar. (2011) su molekularnim razdvajanjem
izolata iz Cistih kultura primenom PCR-RFLP metode, ukazali na postojanje dvaju vrsta, A.
flavus i A. parasiticus. Ahmad i sar. (2014) su detektovali i razdvojili izolate vrsta A. flavus i A.
parasiticus poreklom s kikirikija, primenom ove metode. Nikoli¢ i sar. (2018) su radili na
polifaznom pristupu identifikacije izolata poreklom sa zrna pSenice, i primenom PCR-RFLP
metode ustanovili prisustvo vrste A. parasiticus. Somashekar i sar. (2004) su, takode, primenom
ove metode razdvojili ispitivane izolate poreklom s zrna kukuruza. Primenom restrikcionih

enzima (Hincll i Pvull) ukazali su na postojanje dve vrste izolata, A. flavus i A. parasiticus.

Dobijeni rezultati primene PCR-RFLP za razlikovanje vrsta roda Aspergillus sekcije
Flavi patogenih za kukuruz i pSenicu u Srbiji ukazuju da ova metoda ima moguc¢nost velikog
Znacaja za brzu 1 pouzdanu rutinsku dijagnostiku. Primenljivost restrikcionih enzima ukazali su
na moguénost jasnog razdvajanja A. parasiticus od ostalih srodnih vrsta. Molekularna

proucavanja u okviru sekcije Flavi na kukuruzu u Srbiji, zapoceta su u okviru ove doktorske
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disertacije. Dobijene su sekvence izolata iz naSe zemlje, po prvi put, Sto je omogucilo uslov za

izbor novih enzima koji bi se mogli primeniti u budu¢im dijagnostickim protokolima.

U Laboratoriji za fitopatologiju Instituta za kukuruz ,,Zemun Polje je, po prvi put u
proizvodnim uslovima Srbije, otkriveno prisustvo vrste A. parasiticus na zrnu kukuruza i
pSenice. Nema mnogo podataka o rasprostranjenosti i diverzitetu vrste. S obzirom na klimatske
promene, moglo se i oc¢ekivati intenzivnije prisustvo pomenute vrste na zrnu kukuruza u Srbiji,

ali 1 Evropi, §to su rezultati ove disertacije 1 potvrdili.
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8 ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata dobijenih istrazivanjem u okviru ove doktorske disertacije mogu se izvesti

slede¢i zakljucci:

» U toku CetvorogodiSnjih ispitivanja (2013-2016) identifikovana je, po prvi put u Srbiji,
vrsta A. parasiticus kao prouzrokovac aspergilozne trulezi zrna i klipa kukuruza u polju i
skladiStima.

» Ispitivanjem makroskopskih morfoloskih karakteristika izolata A. parasiticus ukazano je
na mali biodiverzitet proucavanih izolata. Kolonije izolata na PDA podlozi formirale su
obilnu tamnozelenu, gustu navlaku od micelije gljive, pamucastog izgleda.

» Svi izolati A. parasiticus obrazuju jednocelijske, nazubljene konidije na MEA podlozi.
Pre¢nik konidija ispitivanih izolata varirao je od 4,08um (MRI 4197, MRI 4261, MRI
4266) do 6,86pum (MRI 3802, MRI 4254). Formiranje sklerocija zabelezeno je u miceliji
kod 32 izolata, 14 dana posle zasejavanja na CZ podlozi.

> Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je statisticki znafajan uticaj interakcije
ispitivanih izolata i svetlosnog rezima (p<0.01) na dnevni porast pre¢nika kolonija. U
svetlosnom rezimu 12h svetlo/12h tama na PDA podlozi treceg, petog i sedmog dana po
inokulaciji najbrzi porast imao je izolat MRI 3994. Najmanji porast treceg i petog dana
imao je izolat MRI 4256, a sedmog dana izolat MRI 3812 (40,88 mm). U svetlosnom
rezimu 24h mrak tre¢eg 1 petog dana po inokulaciji najbrzi porast imao je izolat MRI
4265, a nakon sedam dana kod izolata MRI 4045 (73,50 mm). Treéeg i petog dana po
inokulaciji najmanji porast zabelezZen je kod izolata MRI 4257, a nakon sedam dana kod
izolata MRI 4256 (41,25 mm).

» Razli¢ite temperature uticale su statisti¢ki znacajno na porast kolonija ispitivanih izolata
A. parasiticus (P<0,01). Najveci broj ispitivanih izolata ispoljio je najveéi prosecan
porast na temperaturi od 30°C, dok su pojedini izolati ispoljili neSto manji prosecan
porast na temperaturama od 37°C i 25°C. Na temperaturama od 12°C i 43°C prestaje
porast ispitivanih izolata.

» Svi ispitivani izolati A. parasiticus ispoljili su statisticki znacajnu razliku u brzini porasta
kolonije na razli¢itim hranljivim podlogama (P<0,01). Veliki broj (78,72%) izolata vrste
A. parasiticus najbrze je rastao na PDA podlozi, na kojoj je prosecan porast nakon sedam

dana bio u intervalu od 41,25+£13,86 do 73,50+0,29 mm. Sporiji prosecan porast uo¢en je
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na CYA podlozi (36,5+1,32-69,25+0,48 mm). Najsporiji porast za sve ispitivane izolate
je uocen je na MEA podlozi, i iznosio je od 40,63+0,47 do 62,25+0,32 mm.

Test patogenosti ukazao je da su svi ispitivani izolati A. parasiticus patogeni na Kklipu
kukuruza, jer su prouzrokovali simptome aspergiloze klipa, kao i da postoji divergentnost
u ispoljavanju virulentnosti. Patogenost izolata je potvrdena reizolacijom i ponovnom
identifikacijom, ¢ime su zadovoljeni Kohovi postulati.

Test patogenosti u laboratorijskim uslovima ukazao je da su svi ispitivani izolati
prouzrokovali simptome na listu jeéma. Uocena je velika varijabilnost u agresivnosti
izolata.

Ispitivanje potencijala sinteze mikotoksina, na osnovu rezultata Elisa testa, pokazalo je da
su svi izolati A. parasiticus sintetisali aflatoksine. Izolati su, u najmanjem procentu
(13%), sintetisali AFB1 u koncentracijama 1-10 pg/kg, a u najveéem (54%) u
koncentracijama viSim od 50 pg/kg. Izolati su, u najve¢em procentu, sintetisali AFLA u
koncentracijama viSim od 50 pg/kg. Samo kod izolata MRI 4267 detektovana je
koncentracija AFLA u najmanjem procentu (1-10 pg/kg).

Poredenjem koncentracija mikotoksina kod izolata dobijenih Elisa testom, pokazali su da
postoji statisticki visoko znacajna pozitivna korelacija izmedu potencijala produkcije
AFB1 i AFLA kod ispitivanih izolata (r=0,66**).

Ispitivanje potencijala sinteze mikotoksina, na osnovu rezultata HPLC metode, pokazalo
je da je najvece koncentracije AFB1 sintetisao izolat MRI 4194 (7361,03 pg/kg), dok je
najmanje koncentracije MRI 3808 (14,24 ng/kg). Najvece koncentracije AFG1 stvorili su
izolati MRI 4198 (7421,58 ug/kg), MRI 4195 (7191,62 pg/kg), MRI 4197 (7122.59
pa/kg). Najmanje koncentracije ovog mikotoksina sintetisali su izolati MRI 3808 (3.27
ng/kg). Kod izolata MRI 4194, MRI 4252 1 MRI 4265 nije doSlo do sinteze AFG2, dok
izolati MRI1 3808 i MRI 4275 nisu bili sposobni za sintezu AFB2 i AFG2.

Ispitivani izolati A.parasiticus koji su sintetisali aflatoksine (50%) su u najveéem
procentu sintetisali AFB1 (84,78%), dok je procenat izolata koji su sintetisali AFG1 bila
znatno manja (15,22%). Medutim, utvrdeno je osam izolata koji su sintetisali AFG1 u
viS§im koncentracijama, u odnosu na AFB1. Poredenjem koncentracija mikotoksina kod

izolata A. parasiticus, na osnovu rezultata HPLC metode, uoceno je da postoji visoko
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statistiCki znacajna pozitivna korelacija izmedu sintetisanih koncentracija AFB1 1 AFG1
(r=0,82*%*), kao 1 izmedu AFB2 1 AFG2 (1=0,63*%*).

Veliki procenat (50%) isipitanih izolata nije sintetisalo aflatoksine B1, B2, G1 i G2 ili
jeste u veoma niskim koncentracijama uz nemogucnost odredivanja njihovih vrednosti.
Ehrlich-ov test na filter papiru je pokazao da svi ispitivani izolati A. parasiticus daju
negativnu reakciju. Izostala je pojava zutog prstena, Sto ukazuje da ovi izolati ne stvaraju
ciklopiazoni¢nu kiselinu.

Multiplex PCR detekcijom potvrden je identitet svih izolata prethodno okarakterisanih na
osnovu morfoloskih, ekoloskih, odgajivackih i1 toksigenih karakteristika kao vrsta A.
parasiticus. Primenom RFLP-PCR metode kori§¢enjem restrikcionih enzima, omoguceno
je razlikovanje vrste A. parasiticus od morfoloski slicne vrste A. flavus, $to je ujedno i
prva identifikacija ove patogene vrste na molekularnom nivou u Srbiji.

Obzirom da su utvrdeni izolati A. parasiticus koji ne sinteti$u aflatoksine, treba razmotriti
mogucnost proucavanja atoksigenih izolata, i njihovu primenu u svojstvu bioloskih
agenasa u zastiti bilja

Morfoloska, patogena, ekoloska, odgajivacka, toksigena i molekularna karakterizacija
izolata A. parasiticus poreklom sa zrna kukuruza, pruzila je uvid u prisustvo,

rasprostranjenost i biodiverzitet ove vrste u Srbiji.
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tehnoloski razvoj Republike Srbije TR 31023 pod nazivom: ,,Redukcija toksigenih gljiva roda
Fusarium i njihovih mikotoksina u proizvodnji zdravstveno bezbedne hrane na bazi Zzita® i
,PoboljSanje svojstava kukuruza i soje molekularnim i konvencionalnim oplemenjivanjem®-
evidencioni broj projekta TR 31068. Doktorske studije na Poljoprivrednom fakultetu u Novom
Sadu, smer Agronomija, modul: Fitomedicina upisala je Skolske 2017/2018. godine.

Clan je Drustva za zastitu bilja Srbije i Drustva genetiara Srbije.

Autor 1 koautor je viSe nau¢nih radova.

Govori engleski jezik.
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