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Jabyka je Beoma IemeHa BOhHa BpcTa, YHMjH IUIONOBH cy 300r moryhHOCTH
JIyror d4yBama JIOCTYIIHH HAa TPXKHIUTY Leie roxuHe. MelhyTum, Tokom
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[{wibeBu OBOr pasia cy OWiM Aa ce YTBPAM MPUCYCTBO M PACHPOCTPAEEHOCT
BpcTa Fusarium avenaceum u Fusarium graminearum Ha yCKJIaIUIITCHUM
wronoBuMa jabyke y Al BojBoanuu; Hajgasbe, a ce JeTEKTOBAbEM pasiiiKa y
MOPQOJIOMIKIM,  HAaTOTEHUM,  MOJIEKYJApHHM,  (HIOT€HETCKUM |
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O OBHM BpcTamMa, a (HUIOTEHETCKOM aHalM30M JompuHece O0oJbeM
carjiefaBampy OWOMUBEp3WTETa IIOMyNAIMje OBe JABE BpcTe y PemyOmumm
Cpbuju; ma ce yTBpOM Ja JIM TOTEHNHWjad u3oiara Fusarium spp. 3a
NPOU3BOAKY MUKOTOKCHHA TPEICTaB/ba PU3UK O] KOHTAaMUHALMjE IIJI0N0BA U
mpousBona oj jadbyke. Takohe, mmp je 6wo ma ce maeduuumy moryhHOCTH
cy3bujama Fusarium Bpcra Ha miomoBuMa jabyke GHONOMIKAM U (U3UYKUAM
Mepama.

Y1BpheHo je aa ce 3acTymbeHOCT BpcTa poaa Fusarium Ha miogoBuma jabyke
ca CUMTOMHMa Tpynexxu Ha Teputopuju All Bojeoaune kperana ox 17,74%,
toxkoMm 2016. ronune, npeko 7,94% toxom 2017. romune, no 11,21% Toxom
2018. romuue, pu YeMHu je moMuHAHTHa Bpcra F. avenaceum. Ha ocHoBy
MOP(}OJIOMKUX KapaKTePUCTHKA CaKyIUbCHU H30JIaTH Cy IPYIHCAHH Y YETHPH
Mopdoromke Tpyme. YTBpheHo je ma wmsomat Bpcre F. graminearum
(dbopMupajy MOTHH CTaAXjyM y JTaOOPaTOPHjCKIM YCIOBHMA, TOK m3onaTh F.
avenaceum HHUCY pa3BWIM IIOJHH CTaIMjyM. YHUBEp3aJIHHM IpajMepuma
ITS1/ITS4 u EF1/EF2 cexkBeHIe WIWBHAX pErHOHAa C€ MOTY YCIEIIHO
AMIUTU(UKOBATH ¥ KOPUCTUTH 32 PUIOTCHETCKY aHAJIU3Y, IOK CE MpajMepruMa
crienmpuaanM 3a Bpery F. avenaceum (FA-ITSF/ FA-ITSR) noysnano mosxke
JICTEKTOBAaTH OBa BpcTa. YTBplEH je KanaureT 3a NpOU3BO/IlbY MUKOTOKCHHA
3eapanieHoH M jaeokcuHuBaieHod ELISA TectoM y XpaHJbMBOj HOAJIO3U OX
jabyke W Ha WHOKYJIMCAaHHM IUIOZOBMMa jaOyke. AHQJIM30M TreHOMaA
OononmH(pOPMATHIKAM allaTIMa YTBphEH je M3y3eTHO BEJWKH MOTCHIMjal 00a
UCIIUTUBAHA W30JIaTa 3a MPOAYKLHMjy PA3IMYUTHX CEKYHIApHUX MeTaboJuTa,
YKJbY4yjyiil 1 MEKOTOKCHHE. YTBpljeHO je Ja Cy cBa UCIHTaHA eTapcKa yJba
(Origanum vulgare, Satureja hortensis, Ocimum basilicum u Salvia sclarea),
Ka0 W XHUJApoJaT eTapckor yiba Satureja hortensis wucrnosbuiaa CHaxHO
aHTHU(YHTAIHO JEjCTBO NPOTHB INPOY3POKOBa4Ya (hy3apHO3HE TPYJICIKH
mwionoBa jabyke. YTBpljeHO je CHaXHO HMHXHOMTOPHO JEjCTBO OHMOJIOIIKUX
areHaca Ha pa3BOj] KOJOHHje TECTHpaHMX H3ojaTa y cieachum
koHueHrpanjama: Bacillus spp. (1,5, 2 wu 2,5%) wu Streptomyces
hygroscopicus (4 u 5%) in vitro, 1ok je y in VivO nCIUTHBAaY BUINIA HCTIHTAHA
kouteHrparmja (5%) Ouonomkor arexca Bacillus spp. ucmossmna cHaxHO
UHXMOMTOPHO JIEjCTBO HA Pa3Boj TPYJEKH, a y ciydajy S. hygroscopicus oGe
koHueHrpanuje (5 u 100%) cy ucrnosbmiie CHaXXHO WHXHOMTOPHO IEjCTBO.
YTBpheHa je cHaxkHAa WHXMOWIMja pacTa KOJOHHja TECTUPAHUX H30J1aTa
npumenoM Ouononikor arenca Bacillus velezensis y in vitro orieay y cBum
TECTHPAaHUM KOHLICHTpauujama. Y in Viv0o oriexy yTBpheHO je na TpeTMaHu
TOIIOM BOJIOM IOCEIYjy BHCOKH IOTCHIHUjall 3a cy30Hjame 00a MCIUTHBaHA
mpoy3pokoBadya (y3apro3He TpyJekH Ha IUI0JoBHMa jaOyke, MehyTmm,
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Abstract in English
language:

Apple is a highly valued fruit, and due to the possibility of long-term storage,
apple fruits are available on the market all year round. However, during the
storage period, significant losses can occur as a consequence of physiological
and parasitic diseases. In recent years, Fusarium species have been
increasingly detected as causal agents of apple rot in storages, and in the
Republic of Serbia two species Fusarium avenaceum and Fusarium
graminearum were detected. Furthermore, these pathogens have the ability to
produce mycotoxins, which can lead to contamination of apple fruits and
products with mycotoxins.

The objectives of this study were to determine the presence and distribution of
Fusarium avenaceum and Fusarium graminearum on stored apple fruits in AP
Vojvodina; furthermore, by detecting differences in morphological,
pathogenic, molecular, phylogenetic and toxicological characteristics of these
species the objective was to expand the overall knowledge about these
species, and phylogenetic analysis to contribute to a better understanding of
the biodiversity of the population of these two species in the Republic of
Serbia; to determine whether the potential of Fusarium spp. for the production
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of mycotoxins carries a risk of apple fruits and apple products contamination;
Also, the goal was to define the possibilities for control of Fusarium apple
fruit rot by biological and physical measures.

It was determined that the occurrence of Fusarium species on apple fruits with
symptoms of rot on the territory of AP Vojvodina ranged from 17.74% in
2016, 7.94% in 2017, to 11.21% in 2018, ant that the dominant species is F.
avenaceum. Based on the morphological characteristics, the isolates were
grouped into four morphological groups. Isolates of F. graminearum were
found to form sexual stage under laboratory conditions, while isolates of F.
avenaceum did not develop sexual stage. With universal primers ITS1/ITS4
and EF1/EF2 sequences of target regions can be successfully amplified and
used for phylogenetic analysis, while species-specific primers for F.
avenaceum (FA-ITSF/FA-ITSR) can be used for reliable detection of this
species. The production of mycotoxins zearalenone and deoxynivalenol by
ELISA was determined in apple agar medium and in inoculated apple fruits.
Genome analysis with bioinformatics tools revealed an extremely high
potential of both tested isolates for the production of various secondary
metabolites, including mycotoxins. It was determined that all tested essential
oils (Origanum vulgare, Satureja hortensis, Ocimum basilicum and Salvia
sclarea), as well as the hydrolate of the essential oil of Satureja hortensis
expressed a strong antifungal effect against the causal agent of Fusarium apple
fruit rot. A strong inhibitory effect of biological agents on the colony
development of tested isolates was determined at the following
concentrations: Bacillus spp. (1.5, 2 and 2.5%) and Streptomyces
hygroscopicus (4 and 5%) in vitro, while the higher tested concentration (5%)
of the biological agent Bacillus spp. exhibited a strong inhibitory effect on the
rot development, and in the case of S. hygroscopicus both concentrations (5
and 100%) exhibited strong inhibitory effect in vivo. Strong inhibition of
colony growth of the tested isolates was determined after application of the
biological agent Bacillus velezensis in vitro at all tested concentrations. In vivo
experiments showed that hot water treatments have a high potential to control
both causal agents of Fusarium apple fruit rot, however, higher temperature
and longer exposure periods are required to inhibit the growth of F.
avenaceum, compared to F. graminearum. Treatment with 1-MCP, as well as
DCA storage conditions were found to significantly affect the rot
development, however, upon the termination of the storage period, the
inhibitory effect ceases.
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1. UvOD

Jabuka je visoko hranljivo vocée koje se Siroko koristi u ljudskoj ishrani pre svega zbog
mogucénosti dugog ¢uvanja plodova u skladi$tu i dostupnosti na trziStu tokom cele godine.
Medutim, odrzavanje visokog kvaliteta plodova nije jedini izazov tokom skladiStenja, vec je
veoma vazno osigurati mikrobiolosku bezbednost plodova tokom i nakon skladiStenja, jer osim
fizioloskih poremecaja, gubitke uzrokuju i brojni fitopatogeni mikroorganizmi medu kojima se
posebno isti¢u fitopatogene gljive. U slucaju nesprovodenja adekvatnih mera zastite, ovi gubici
se mogu kretati u rasponu od 5 do 25% u razvijenim zemljama, pa ¢ak i do 50% u zemljama u
razvoju (Ewekeye et al., 2013).

Vrste roda Fusarium su poznate kao patogeni velikog broja biljnih vrsta. Infekcije biljaka
vrstama roda Fusarium mogu se ispoljiti na semenu, korenu, stablu, listu i plodu biljaka u vidu
pegavosti, trulezi, uvenuca, raka i dr. (Leslie and Summerell, 2006). Najzastupljenije vrste ovog
roda koje prouzrokuju trulez ploda jabuke su: F. avenaceum (Fr.) Sacc., F. culmorum (W. G.
Sm.) Sacc., F. lateritium Nees, F. solani (Mart.) Sacc. (Trkulja, 2008; Snowdon, 1990), F.
equiseti (Gao et al.,, 2013), F. proliferatum (Konstantinou et al., 2011), a prema novijim
istrazivanja i vrsta F. graminearum (Petres i sar., 2017). Prema podacima iz Hrvatske, vrste ovog
roda se javljaju na 9,4 — 33,2% trulih jabuka u hladnjacama sa veoma niskim procentom
kiseonika (Ultra Low Oxygen - ULO) u zavisnosti od sorte (Sever et al., 2012). U Republici
Srbiji zastupljenost ovih vrsta na plodovima sa simptomima trulezi iznosi 4 — 22% (Krsmanovi¢ i
sar., 2018), dok Wenneker (2019) navodi da se u Holandiji F. avenaceum javlja na do 25%
plodova sorte Elstar. Ipak, zastupljenost Fusarium spp. u populacijama fitopatogenih gljiva koje
prouzrokuju trulez plodova jabuke je varijabilna i razlikuje se od godine do godine. Do sada je
vrsta F. avenaceum detektovana kao prouzrokovac trulezi plodova jabuke u Sloveniji (Serensen
et al., 2009), Hrvatskoj (Sever et al., 2012), Italiji (Sanzani et al., 2013), SAD (Kou et al., 2014),
Holandiji (Wenneker et al., 2016) i Srbiji, zajedno sa vrstom F. graminearum (Petres$ i sar.,
2017).

Ekonomski gubici koji nastaju kao posledica delovanja prouzrokovaca trulezi u skladistu
mogu da premase gubitke koji mogu nastati u samom procesu proizvodnje (Grahovac i sar.,

2011). Medutim, Stete koje pri¢injavaju ove vrste se ne ogledaju samo u direktnom narusavanju
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kvaliteta uskladistenih plodova, ve¢ i u tome $to su vrste roda Fusarium sposobne da produkuju
mikotoksine. Mikotoksini su termostabilni, sekundarni metaboliti gljiva koje je u procesu
prerade gotovo nemoguce ukloniti iz kontaminiranih proizvoda, a imaju dokazano Stetno
delovanje na zdravlje ljudi i zivotinja. Vrste F. avenaceum i F. graminearum sintetiSu veéi broj
mikotoksina, i to F. graminearum: deoksinivalenol (DON), nivalenol (NIV) i zearalenon (ZEA)
(Obradovi¢, 2017; Levi¢, 2008), dok F. avenaceum produkuje: moniliformin, eniatine (A, Al, B,
B1, B2 i B3), fuzarin C, antibiotik Y, 2-amino-14,16-dimethiloktadekan-3-ol (2-AOD-3-ol),
hlamidosporol, aurofuzarin, fuzaristatin A i dr. (Serensen et al., 2014; Sgrensen et al., 2009). U
istrazivanjima Petre$ et al. (2018) utvrdeno je da su ove dve vrste sposobne da produkuju
mikotoksine u zarazenim plodovima jabuke, te zbog toga postoji moguénost kontaminacije kako
plodova, tako i proizvoda od jabuke ovim $tetnim materijama.

Klasi¢cne metode identifikacije vrsta roda Fusarium podrazumevaju ispitivanje
makroskopskih i mikroskopskih morfoloskih i odgajivackih karakteristika kao §to su: boja
kolonije, veli¢ina 1 oblik mikrokonidija i makrokonidija, stvaranje hlamidospora, optimalna
temperatura i pH za rast i razvoj, kao i sposobnost formiranja teleomorfnog stadijuma Gibberella
(Levi¢, 2008; Leslie and Summerell, 2006). Identifikacija patogena klasi¢nim fitopatoloskim
metodama uz upotrebu hranljivih podloga i mikroskopa jeste jednostavna metoda, ali oduzima
dosta vremena i ¢esto moze biti nepouzdana, jer se pojedini mikroorganizmi, pogotovo srodni,
teSko mogu razlikovati na osnovu morfoloskih karakteristika. U sluc¢aju roda Fusarium
identifikacija do nivoa vrste primenom klasi¢nih metoda je veoma nepouzdana. Zbog nedovoljne
preciznosti i pouzdanosti klasi¢nih metoda, neophodna je potvrda identifikacije primenom
molekularnih metoda - metoda lancane reakcije polimeraze (Polymerase chain reaction, PCR)
(Grantina-levina, 2015; Sever et al., 2012; Tanci¢ i sar., 2009). Molekularna identifikacija i
filogenetsko proucavanje izolata roda Fusarium moguce je na osnovu razlika u sekvenci TEF-/a
(translation elongation factor 1-o) regiona kod razli¢itih vrsta. Region TEF-/a uspes$no se
umnozava PCR metodom pomocu prajmera EF1/EF2 (Geiser et al., 2004). Sa druge strane, vrsta
F. avenaceum veoma pouzdano se moze identifikovati pomo¢u PCR metode primenom prajmera
specifi¢nih za ovu vrstu (Turner et al., 1998; Schilling et al., 1996).

Za suzbijanje truleZi plodova jabuke u Republici Srbiji registrovani su sinteticki fungicidi
koji se primenjuju najkasnije sedam dana pre berbe, dok karenca kod pojedinih preparata moze

biti kraca i iznosi tri dana. Sa druge strane, vreme primene i karenca kod registrovanih bioloskih
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preparata namenjenih za suzbijanje trulezi plodova iznosi tri dana (Petrovi¢ i Sekuli¢, 2021).
Medutim, nakon poslednjeg tretmana plodovi ostaju nezasti¢eni od prouzrokovaca trulezi. Zbog
nedostatka preparata koji bi se mogli primenjivati nakon berbe i tokom skladistenja plodova
jabuke, kao i zbog nepovoljnih ekotoksikoloskih svojstava sinteti¢kih fungicida, na ¢ijoj primeni
je zasnovana savremena zaStita plodova jabuke od prouzrokovaca trulezi, neophodno je
pronalazenje novih, alternativnih metoda za suzbijanje ovih patogena. Ove metode mogu da
budu zasnovane na primeni bioloskih agenasa (biofungicida), ali i primeni fizickih mera
suzbijanja (npr. tretmani toplom vodom, tretmani vodenom parom, tretmani toplim vazduhom,
ali i jonizujuce zraCenje, UV zraCenje, itd.). Biofungicidi mogu biti na bazi mikroorganizama
izolovanih iz prirodne sredine koji su sposobni da inhibiraju ili spree razvoj fitopatogenih
organizama (Degtyareva et al., 2009). Neki od organizama koji se ve¢ duze vreme istrazuju i
koriste u bioloSkom suzbijanju pripadaju rodovima Bacillus (Burr et al., 1978), Streptomyces
(Tahvonen, 1982), Pseudomonas, Stenotrophomonas, Pantoea, Paenibacillus, itd. (Carmona-
Hernandez et al., 2019).

Vrste roda Bacillus su $iroko izucavane i komercijalno dostupne kao bioloski preparati u
poljoprivrednoj proizvodnji (Nicholson, 2002), a koji su ispoljili znacajnu efikasnost u
suzbijanju mnogih prouzrokovaca trulezi (Grahovac et al., 2019; Wachowska et al. 2013).
Takode, metaboliti vrste Streptomyces hygroscopicus su ispoljili znaajan potencijal za
suzbijanje fitopatogenih vrsta gljiva iz rodova Colletotrichum, Fusarium i Alternaria (Grahovac
etal., 2017; Mitrovi¢ et al., 2017; Tadijan et al., 2016; Grahovac, 2014).

Osim toga, etarska ulja pojedinih biljaka se namecu kao logi¢an izbor u zastiti od
prouzrokovacéa trulezi zbog snazne antifungalne aktivnosti, lake biorazgradivosti, povoljnih
ekoloskih svojstava i malom riziku za razvoj rezistentnosti patogena (Grahovac et al., 2012;
Duduk et al., 2010; Daferera et al., 2003).

S obzirom da temperatura zna¢ajno utiCe na razvoj fitopatogenih mikroorganizama
(Caffarra et al., 2012), tretmani plodova voca toplotom vodom predstavljaju ekoloski prihvatljivu
i zdravstveno bezbednu alternativnu metodu suzbijanja patogena i insekata na plodovima voca
(Petres i sar., 2016).

Jedinjenje 1-metilciklopropen (1-MCP) deluje kao inhibitor biljnog hormona etilena, te
usporava proces sazrevanja plodova vezujuéi se za etilenske receptore (Mao et al., 2007). Koristi

se za spreCavanje pojave fizioloskih oboljenja uskladistenih plodova, kao i za oCuvanje kvaliteta
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i svezine nakon skladiStenja (Magazin et al.,, 2010; Akbudak et al., 2009). Takode, vise
istrazivaa u svetu je ispitivalo uticaj 1-MCP na razvoj prouzrokovaca trulezi uskladistenih
plodova jabuke (Li et al., 2017; Xu et al., 2017; Cameldi et al., 2016). Hladnjace sa dinamicki
kontrolisanom atmosferom (Dynamic Controlled Atmosphere — DCA) su sistemi za skladiStenje
gde se koncentracija Kiseonika postepeno smanjuje i dinamicki optimizuje tokom skladiStenja i
odrzava iznad donje granice kiseonika (lower oxygen limit — LOL) (Maxin, 2012; Prange et al.,
2013). 1-MCP i DCA mogu da uspore sazrevanje plodova jabuke i da produze rok ¢uvanja
plodova (Kdpcke, 2015).

Imajué¢i u vidu znaCaj i Stetnost vrsta roda Fusarium na plodovima jabuka, kao i
nedostatak podataka o ovim patogenima na plodovima jabuke u Srbiji, u ovom istrazivanju
ispitana je zastupljenost vrsta roda Fusarium na uskladistenim plodovima jabuke, njihov
potencijal za sintezu mikotoksina kako bi se procenio rizik od kontaminacije koji prisustvo ovih
patogena nosi sa sobom, kao i mogucnosti suzbijanja ovih patogena u skladu sa odrzivim

razvojem proizvodnje jabuke.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Znacaj jabuke

Jedna od ekonomski najisplativijin grana poljoprivrede jeste proizvodnja voca, dok je
jabuka jedna od vodecih voénih vrsta. Prema podacima FAO, tokom 2019. godine jabuka se
proizvodila na 4.717.384 hektara, sa ukupnim prinosom od 87.236.221 tona. Najveci proizvodaé
jabuke u svetu je Kina sa 42.425.400 tona, odnosno 48,63% svetske proizvodnje, dok su SAD sa
4.997.680 tona drugom mestu. Najveci evropski proizvodaci su Poljska sa 3.080.600 tona i Italija
sa 2.303.690 tona. U Republici Srbiji povrsine pod zasadima jabuke u 2019. godini iznosile su
26.089 hektara, sa ukupnim prinosom od 499.578 tona (FAOSTAT, 2019). Od proizvodnje
jabuke postoje visestruki ekonomski benefiti, s obzirom da proizvodnja jabuka donosi zaradu po
jedinici povrsine koja je 10 do 15 puta veca od vrednost proizvodnje po hektaru u odnosu na
zitarice 1 kukuruz. Takode, proizvodnja jabuka zahteva i do 20 puta vise radne snage od
proizvodnje strnih zita. Jabuka je visoko hranljivo voce, koje se Siroko koristi u ljudskoj ishrani,
¢iji plodovi sadrze razne hranljive materije koje doprinose ocuvanju zdravlja. Poznata je narodna
izreka na engleskom jeziku ,,An apple a day, keeps a doctor away*, koja govori o blagotvornom
dejstvu jabuke na zdravlje ljudi. Zbog svoje sposobnosti dugog ¢uvanja u skladiStu, plodovi

jabuke dostupni su na trzistu tokom cele godine (Vico et al., 2014).

2.2. Znacaj Fusarium vrsta na jabuci

Rod Fusarium je jedna od najznacajnijih grupa patogena biljaka, ali sve ¢esce se javlja i
kao patogen ljudi i zivotinja. Medu nekoliko vrsta koje se javljaju kao ljudski patogeni
najzastupljenije su F. solani (oko 50%) i F. oxysporum (oko 20%), dok se ostale vrste (F.
verticillioidis, F. moniliforme, itd.) javljaju u znacajno manjem procentu (Batista et al., 2020;
Al-Magqtoofi and Thornton, 2016; Nucci and Anaissie, 2007). Fuzarioze su, nakon aspergiloza,
najéeSce oportunisticke gljiviéne infekcije kod ljudi (Guarro, 2013). Kao prouzrokova¢ bolesti
kod ljudi Fusarium vrste mogu prouzrokovati Sirok spektar oboljenja, od lokalnih, kao $to je
gljiviéni keratitis, do teskih sistemskih infekcija kod imunokompromitovanih pacijenata (Hof,

2020; Nucci and Anaissie, 2007). lako oportunisticki patogeni, Fusarium vrste su vodeci
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uzrocnik slepila medu pacijentima obolelih od gljivicnog keratitisa, dok je smrtnost kod
sistemskih infekcija veoma visoka 1 moze da dosegne i 100% (Zhang et al., 2020). Takode,
zabelezeni su kao patogeni vise vrsta zivotinja i insekata (Gleason et al., 2019; Sharma and
Marques, 2018; Makkonen et al., 2013; Evans et al., 2004; Ortoneda et al., 2002).

Ipak, Fusarium vrste su najznacajnije kao prouzrokovaci bolesti biljaka i predstavljaju
jedan od ekonomski najznacajnijih rodova fitopatogenih gljiva (Ferrigo et al., 2016). Kako
navode Leslie i Summerell (2006), a prema podacima Americ¢kog fitopatoloskog drustva (APS),
od 101 ekonomski znacajne biljne vrste, najmanje 81 biljna vrsta ima barem jednu bolest koju
prouzrokuju vrste roda Fusarium. Simptomi infekcije ovim gljivama se mogu ispoljiti na
semenu, korenu, stablu, listu i plodu biljaka u vidu pegavosti, trulezi, uvenuca, raka i dr. (Leslie
and Summerell, 2006), a najpoznatije su kao prouzrokovaci oboljenja zitarica i kukuruza, ali i
soje 1 graska (O’Donnell et al., 2013). Mozda i najbolji primer u kome se ogleda znacaj
Fusarium vrsta kao biljnih patogena jeste pojava devastirajuc¢e bolesti banane koja je izazvala
gotovo potpuno izumiranje sorte Gros Michel, a uzro¢nik je Fusarium oxysporum f. sp. cubense
tropska rasa 1 (TR1). To je dovelo do velikih promena u proizvodnji banana, pa se tako danas
proizvodi sorta Cavendish. Medutim, poslednjih godina pojavila se tropska rasa 4 (TR4), koja
sve viSe ugrozava proizvodnju sorte Cavendish (Dale et al., 2017).

Osim toga, Fusarium vrste se sve ¢esce javljaju i kao prouzrokovacdi trulezi uskladistenih
plodova jabuke. NajceS¢e vrste ovog roda koje su identifikovane kao prouzrokovaci trulezi
plodova jabuke jesu F. avenaceum, F. culmorum, F. lateritium, F. solani (Trkulja, 2008;
Snowdon, 1990), F. equiseti (Gao et al., 2013), F. proliferatum (Konstantinou et al., 2011), a
prema novijim istrazivanja i vrste F. graminearum (Petres i sar., 2017) i F. decemcellulare (Lee
et al., 2017). Stete koje prouzrokuju vrste ovoga roda na plodovima jabuke se razlikuju u
zavisnosti od sorte i vrste skladista. Tako, prema dostupnim podacima iz naSe zemlje
zastupljenost ovih vrsta kao prouzrokovaca trulezi iznosi 4 — 22% (Krsmanovi¢ i sar., 2018), a
slicni podaci su zabelezeni i u susednoj Republici Hrvatskoj gde zastupljenost vrsta ovog roda
kao prouzrokovaca trulezi u ULO hladnjacama, u zavisnosti od sorte, iznosi 9,4 — 33,2% (Sever
et al., 2012). U Holandiji na sorti Elstar trulez prouzrokovana vrstom F. avenaceum iznosi i do
25%, navodi Wenneker (2019). Vrsta F. avenaceum potvrdena je kao prouzrokovac trulezi

plodova jabuke u vise zemalja i to: Sloveniji (Sgrensen et al., 2009), Hrvatskoj (Sever et al.,
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2012), Italiji (Sanzani et al., 2013), SAD (Kou et al., 2014), Holandiji (Wenneker et al., 2016) i
Srbiji, zajedno sa vrstom F. graminearum (Petres i sar., 2017).

Stete koje vrste ovog roda prouzrokuju se ne ogledaju samo u direktnom narusavanju
kvaliteta uskladistenih plodova. Mora se uzeti u obzir da vrste roda Fusarium imaju sposobnost
za proizvodnju mikotoksina na supstratima na kojima se razvijaju. Mikotoksini su sekundarni
metaboliti gljiva za koje se smatra da nemaju ulogu u njihovom rastu i razvoju, ve¢ im je uloga
odbrana od drugih mikroorganizama (Pitt, 2000). Kod zivotinja koje konzumiraju kontaminiranu
hranu mogu prouzrokovati poremecaje metabolizma koji, opet, mogu dovesti do uginuca, a
znacajnu opasnost predstavljaju i po zdravlje ljudi (Ferrigo et al., 2016; Marasas, 1984). Imajuci
u vidu da su plodovi jabuke znac¢ajna sirovina u prehrambenoj industriji i da, vrlo ¢esto, plodovi
slabijeg kvaliteta i oni sa simptomima trulezi zavrSavaju upravo kao osnovna sirovina za
proizvodnju prehrambenih proizvoda, veoma je znacajno proucavanje ovih vrsta, a posebno
pronalazenje reSenja za spreCavanje njihove pojave i njihovih metabolita na uskladiStenim
plodovima jabuke. Vrste roda Fusarium imaju sposobnost da produkuju ve¢i broj mikotoksina.
Najznacajniji mikotoksini koje sintetiSu vrste za koje je dokazano da prouzrokuju trulez
uskladistenih plodova jabuke su slede¢i: F. graminearum sintetise deoksinivalenol (DON),
nivalenol (NIV) i zearalenon (ZEA) (Obradovi¢, 2017; Levi¢, 2008); F. avenaceum sintetise
moniliformin, eniatine (A, Al, B, Bl, B2 i B3), fuzarin C, antibiotik Y, 2-amino-14,16-
dimethiloktadekan-3-ol (2-AOD-3-ol), hlamidosporol, aurofuzarin, fuzaristatin A itd. (Sgrensen
et al.,, 2014; Sgrensen et al., 2009; Uhlig et al., 2005). Potencijal ovih vrsta za sintezu
mikotoksina na plodovima jabuke je, takode, utvrden u Republici Srbiji u istraZivanjima Petres et
al. (2018).

2.3. Koncept vrste u rodu Fusarium

Aktuelna taksonomska klasifikacija vrsta roda Fusarium je sledeca: anamorfni stadijum
Fusarium je svrstan u razdeo Ascomycota, klasu Sordariomycetes, red Hypocreales, familiju
Nectriaceae (Ma et al., 2013), dok se teleomorfni stadijum najcesce svrstava u rod Gibberella, a
manji broj vrsta u rodove Hemanectria i Albonectria (Moretti, 2009), mada su Geiser et al.
(2013) predlozili da se, po principu jedna vrsta jedan naziv, zadrzi i koristi samo naziv Fusarium

prilikom imenovanja vrsta iz ovog roda. Kriterijumu za definisanje vrste mogu biti morfoloski,
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bioloski (sposobnost da se ukrStanjem izolata dobiju fertilne askospore) i filogenetski (ispitivanje
srodnosti vrsta na osnovu zajedni¢ke evolutivne istorije) (Aoki et al., 2014; Moretti, 2009; Leslie
and Summerell, 2006). Rod Fusarium je prvi put opisao Link 1809. godine (Manawasinghe et al,
2021; Summerell, 2019) i to na osnovu prisutnosti i morfologije karakteristi¢nih makrokonidija
zakrivljenog oblika. Mnogo kasnije, 1935. godine Wollenweber i Reinking u Nemackoj
objavljuju delo “Die Fusarien”, u kom su prema morfoloskim svojstvima opisali 65 vrsta, 55
varijeteta i 22 forme i klasifikovali ih u 16 sekcija, a 1940. godine u SAD Snyder i Hansen uvode
novi taksonomski sistem u rod Fusarium (Summerell, 2019; Babadoost, 2018). Rad na
taksonomiji Fusarium vrsta nastavljen je i u narednim decenijama. U Ujedinjenom Kraljevstvu
Booth 1971. godine izdaje delo “The Genus Fusarium”, koje je donelo znacajna unapredenja u
taksonomiji, te su opisane 44 vrste (Summerell, 2019). Od sredine 1980-ih godina javljaju se i
razvijaju molekularne metode, te istrazivaci danas koriste kombinaciju morfoloskog, bioloskog i
filogenetskog koncepta u determinaciji Fusarium vrsta (Summerell, 2019). Naime, Leslie i
Summerell objavili su 2006. godine kapitalno delo “The Fusarium Laboratory Manual”, koje
objedinjuje sva tri koncepta i opisali 70 Fusarium vrsta. Neophodno je spomenuti delo od
izuzetnog znacaja za proucavanje vrsta iz roda Fusarium kakvo predstavlja monografija “Vrste
roda Fusarium”, koju je priredila Levi¢ (2008), $to je prva monografija takve vrste u nasoj
zemlji.

Molekularna filogenetska istrazivanja su ukazala da je podela na sekcije kakvu su uveli
Wollenweber i Reinking (1935) vestacka, odnosno da su vrste polifiletskog porekla, sto je
dovelo do definisanja kompleksa vrsta kao monofiletskih kategorija (Thomas et al., 2019; Aoki
et al.,, 2014). Prema Summerell (2019) kompleks vrsta, iako nema formalno priznati status u
nomenklaturi, moze doprineti stabilizaciji nomenklature 1 pripomo¢i u jasnom definisanju vrsta.
Vise od 300 vrsta roda Fusarium, koliko ih je danas poznato, grupisano je u 23 kompleksa vrsta
(Dongzhen et al., 2020; Bansal et al., 2019; Moretti, 2009), a vecina biljnih patogena iz ovog
roda su svrstani u Cetiri kompleksa vrsta: Fusarium fujikuroi species complex (FFSC), Fusarium
graminearum species complex (FGSC), Fusarium oxysporum species complex (FOSC) i
Fusarium solani species complex (FSSC) (Aoki et al., 2014). Nadalje, infraspecifi¢éna odrednica
koja se danas najvise koristi kod Fusarium vrsta jeste forma specialis i najcesce se povezuje sa
F. oxysporum. Forma specialis je vestacka taksonomska grupa koja se oslanja na sposobnost da

se prouzrokuje bolest na odredenom domacinu, a ona dalje moze da se deli na nizu kategoriju
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rase (Ma et al., 2013; Leslie and Summerell, 2006). Veliki doprinos izu¢avanju dali su Ma et al.
(2010) kada su prilikom ispitivanja F. oxysporum f. sp. lycopersici utvrdili postojanje
prekobrojnih hromozoma, odnosno utvrdili da je genom podeljen na osnovni (core) genom i
adaptivni genom. Ti prekobrojni (lineage specific — LS chromosomes) hromozomi su nosioci
virulentnosti prema specificnom domacinu i horizontalnim transferom mogu se prenositi na
nepatogene sojeve, koji na taj nacin postaju patogeni. Na ovaj nain se moze objasniti
polifiletsko poreklo specificnosti za domacina unutar F. oxysporum kompleksa vrste (Zhang et
al., 2020; Ma et al., 2013).

2.4. Metode identifikacije vrsta roda Fusarium

Identifikacija vrsta roda Fusarium klasicnim metodama podrazumeva ispitivanje
makroskopskih i mikroskopskih morfoloskih, ali i odgajivackih karakteristika kao $to su: boja
kolonije, veli¢ina i oblik mikrokonidija i makrokonidija, stvaranje hlamidospora, optimalna
temperatura i pH za rast i razvoj, kao i sposobnost formiranja teleomorfnog stadijuma (Levi¢,
2008; Leslie and Summerell, 2006). Prema Levi¢ (2008) micelija vrste F. avenaceum na PDA
podlozi raste 5 — 8 cm za deset dana pri 25 °C. Micelija je vazdusna, obilna, bela do ruzicasta. U
podlogu lu¢i pigment sivkasto ruzi¢aste do tamno crvene boje. Formira sporodohije na CLA
podlozi svetlo narandzaste do smede boje u sredini kolonije (Levié, 2008; Leslie and Summerell,
2006). Konidiofore mogu biti tipa monofijalida i polifijalida. Prema Levi¢ (2008) i Yli-Mattila et
al. (2018) vrsta ne formira mikorokonidije i hlamidospore, dok mezokonidije (sa 3 — 5 septi) i
makrokonidije (sa 3, 5 ili 7 septi) formira. Leslie i Summerell (2006) ne prave razliku izmedu
mikrokonidija i mezokonidija. Kod vrste F. graminearum na PDA podlozi porast micelije je brz,
i to 7,5 — 8 cm za pet dana pri 25 °C (Levi¢, 2008). Micelija je vazdu$na, gusta, bela, svetlo
narandzasta do zuta, sa karmin crvenim pigmentom u podlozi (Levi¢, 2008; Leslie and
Summerell, 2006). Sporodohije su Zute, narandzaste, do crveno smede, konidiofore su tipa
monofijalida (Levi¢, 2008). Mikrokonidije i mezokonidije ne formira, dok su makrokonidije
karakteristi¢ne, ujednaceno savijene, umereno srpaste sa najcesce 5 — 6 septi, izuzetno 3 — 4 ili 7
— 9 septi, vr$ne celije su kupaste, a bazalna celija oblika stopala. Hlamidospore su loptaste,
bezbojne do bledosmede, pojedinacne ili u nizovima, ¢e$¢e u makrokonidijama nego u miceliji

(Levi¢, 2008; Leslie and Summerell, 2006).
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Identifikacija klasi¢nim metodama, iako jednostavna, oduzima dosta vremena i vrlo ¢esto
moze biti nepouzdana. Naime, pojedini mikroorganizmi, pogotovo srodni, teSko se mogu
razlikovati samo na osnovu morfoloskih karakteristika. Tako su Snyder i Hansen 1940. godine
opisali metodologiju identifikacije Fusarium vrsta samo na osnovu vizuelnog posmatranja
kolonija na hranljivoj podlozi u Petri kutiji, na osnovu ¢ega su opisali svega devet vrsta, §to se
pokazalo kao preterano upro$cavanje (Aoki et al., 2014). Iako najznacajnije fitopatogene vrste
roda Fusarium mogu da se, uz neophodno iskustvo, identifikuju na osnovu morfologije
(Summerell, 2019), vrlo Cesto je identifikacija do nivoa vrste primenom klasi¢nih metoda veoma
teSka, zbog veoma malih razlika izmedu pojedinih vrsta (Zhu et al., 2014). Zbog nedovoljne
preciznosti i pouzdanosti klasi¢nih metoda, potvrda identifikacije je neophodna primenom
molekularnih metoda, u prvom redu metodom lancane reakcije polimeraze (Polymerase chain
reaction — PCR) (Grantina-levina, 2015; Sever et al., 2012; Tanci¢ i sar., 2009). Molekularna
identifikacija vrste F. avenaceum se veoma pouzdano izvodi PCR metodom primenom prajmera
specifi¢nih za ovu vrstu (Turner et al., 1998; Schilling et al., 1996). Takode, opisani su prajmeri
specifi¢ni i za druge vrste iz ovog roda kao Sto su F. graminearum, F. culmorum (Schilling et al.,
1996), F. redolens (Bogale et al., 2007), itd. Na osnovu filogenetskih markera mogucée je utvrditi
postojanje razlicitih vrsta i genetskih populacija gljiva (Walkowiak et al., 2016). Filogenetska
proucavanja vrsta roda Fusarium se vrse na osnovu razlika u sekvenci nekoliko gena kao §to su
TEF-Ia (translation elongation factor 1-a), TUB (B-tubulin), URA (UTP-ammonia ligase),
TRI101 (trichothecene 3-O-acetyltransferase), PHO (phosphate permase genes), RPB1 i RPB2
(RNA polymerase Il), MAT1 (mating type locus) i drugi (Stakheev et al., 2016; O’Donnell et al.,
2013; Kawabe et al., 2007; Geiser et al., 2004; O’Donnell et al., 2000).

2.5. Mikotoksini i sekundarni metaboliti roda Fusarium

Sekundarni metaboliti filamentoznih gljiva su jedinjenja male molekulske tezine koji
nemaju esencijalnu ulogu u rastu i razvoju, ve¢ im daju prednost u razli¢itom okruZzenju i u
odnosu na druge mikroorganizme. Njihova uloga je veoma raznolika, od pigmenata do
mikotoksina, hormona i antibiotika (Ma et al., 2013). Produkcija ovih jedinjenja je kontrolisana
od strane vise gena koji su grupisani u klastere gena pozicioniranih duz hromozoma (Sieber et

al., 2014). Vecina sekundarnih metabolita se sintetiSe kroz aktivnost poliketid sintaza (PKS), a za
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njima slede neribozomalne peptid sintaze (NRPS) i terpen sintaze (TS) (Brown and Proctor,
2016; Ma et al., 2013). Produkti ovih gena tzv. backbone gena su klju¢ni enzimi koji su kasnije
podvrgnuti modifikacijama od strane enzima i drugih produkata koji su kodirani preostalim
genima iz klastera, sve do formiranja bioloski aktivnih materija (Theobald et al., 2018). Vise
autora je dokazalo da Fusarium vrste poseduju ogroman potencijal za sintezu sekundarnih
metabolita (Brown and Proctor, 2016; Ma et al., 2013; Cuomo et al., 2007), medutim detekcija
tih jedinjenja hemijskim analizama je otezana, jer ekspresija klastera gena nije uvek moguca u
laboratorijskim uslovima (Sieber et al., 2014).

Veliki broj vrsta roda Fusarium poseduje sposobnost za sintezu mikotoksina. Ova
jedinjenja mogu prouzrokovati poremecaje metabolizma domacih Zivotinja koji dovode do
uginuc¢a, a mogu predstavljati znacajnu opasnost i po zdravlje ljudi (Marasas, 1984). Prema
Levi¢ (2008), 35 vrsta ovog roda sposobno je da produkuje 137 mikotoksina. Vrste F.
avenaceum i F. graminearum sintetiSu veéi broj mikotoksina, i to F. graminearum:
deoksinivalenol (DON), nivalenol (NIV) i zearalenon (ZEA) (Obradovi¢, 2017; Levi¢, 2008),
dok F. avenaceum produkuje: moniliformin, eniatine (A, Al, B, B1, B2 i B3), fuzarin C,
antibiotik Y, 2-amino-14,16-dimetiloktadekan-3-ol (2-AOD-3-ol), hlamidosporol, aurofuzarin,
fuzaristatin A 1 dr. (Serensen et al., 2014; Serensen et al., 2009). U istraZzivanjima Petres et al.
(2018) utvrdeno je da su ove dve vrste sposobne da produkuju mikotoksine u zaraZenim
plodovima jabuke.

U nastavku ¢e biti opisane najvaznije grupe mikotoksina koje produkuju vrste roda
Fusarium, sto ukljucuje trihotecene, fumonizine, zearalenon, moniliformin i eniatine (Lysge et
al., 2014).

Trihoteceni su derivati seskviterpena i najée$¢e kontaminiraju kukuruz, jecam i druga
strna zita (Levi¢, 2008). Mehanizam delovanja trihotecena se ogleda u inibiciji sinteze
ribozomalnih proteina, te na taj nacin ispoljavaju svoju toksi¢nost (Desjardins and Proctor,
2007). Trihoteceni su podeljeni u dve grupe: tip A i tip B, na osnovu prisustva, odnosno odsustva
odredenih hemijskih grupa na molekulu ugljenika C-8. Tip A uklju¢uje nekoliko mikotoksina: T-
2, HT-2, monoacetoksiscirpenol, diacetoksiscirpenol i druge, dok tip B ukljucuje:
deoksinivalenol, nivalenol i fuzarenon-X (Logrieco et al., 2002). Intoksikacija trihotecenima se
manifestuje razlic¢itim simptomima (povracanje, dermatitis, hemoragicne lezije, gastroenteritis i

bolesti kosStane srzi, poremecaj humoralnog i celijskog imunoloskog odgovora, nervne
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poremecaje, itd.) kod zivotinja, kao i kod ljudi (Jimenez-Garcia et al., 2018; Logrieco et al.,
2002). Deoksinivalenol (DON), poznat i kao vomitoksin, i njegovi derivati (3-ADON, 15-ADON
I 3,15-ADON) najcesci su trihoteceni Koji kontaminiraju strna zita i kukuruz, kao i prehrambene
proizvode od kukuruza i zitarica. Intoksikacija moze biti hroni¢na i akutna i manifestuje se
pojavom razli¢itih simptoma: mucnina, povracanje, dijareja i drugi gastrointestinalni simptomi,
reproduktivni poremecaji, hematoloski poremecaji, itd. (Ferrigo et al., 2016; Sobrova et al.,
2010).

Fumonizini su derivati poliketida i Siroko su prisutni kao prirodni kontaminanti zitarica,
kukuruza, kao i hrane za ljude i Zivotinje (Ferrigo et al., 2016; Levi¢, 2008). Postoje Cetiri vrste
fumonizina, i to A, B, C i P (Logrieco et al., 2002). Fumonizini imaju hemijsku strukturu sli¢nu
sfinganinu i sfingozinu koji se nalaze u sfingolipidima. Kao inhibitori biosinteze sfingolipida,
njihova toksi¢nost je povezana sa poremecajem metabolizma sfingolipida (Glenn et al., 2008).
Kod oglednih zivotinja izlaganje fumonizinima dovelo je do hepatotoksi¢nih i kancerogenih
efekata. Kod ljudi je utvrdena veza izmedu fumonizina i raka jednjaka (Myburg et al., 2002).
Prema Levi¢ (2008), intoksikacija fumonizinima moze izazvati hepatotoksi¢ne, nefrotoksicne,
mijelotoksi¢ne i neurotoksi¢ne poremecaje. Do sada nije otkriveno prisustvo fumonizina u
zarazenim plodovima jabuke.

Zearalenon (ZEA) je derivat poliketida i najcesci je prirodni prouzrokova¢ kontaminacije
uskladistenih poljoprivrednih proizvoda (kukuruz, jeCam, pSenica, sirak, itd.), smesa za ishranu
zivotinja, itd. (Levi¢, 2008). ZEA i DON se vrlo Cesto javljaju zajedno (Ferrigo et al., 2016). S
obzirom da je hemijska struktura zearalenona sli¢na strukturi estrogena, ovaj mikotoksin moze
izazvati kod Zivotinja i1 ljudi neplodnost, hipertrofiju mlecnih Zlezda, hiperestrogenizam i
stimulaciju rasta ¢elija raka dojke kod ljudi (Jimenez-Garcia et al., 2018; Logrieco et al., 2002).
Takode, intoksikacija zearalenonom povezana je sa pojavom preuranjenog puberteta kod
devojcica koje su bile izlozene kontaminiranoj hrani. 1z tog razloga neophodna je stroga kontrola
hrane za bebe na prisustvo zearalenona (Obradovi¢, 2017). Prisustvo mikotoksina
deoksinivalenola i zearalenona detektovano je u uskladistenim plodovima jabuke zarazenim F.
graminearum u Srbiji (Petres et al., 2018).

Moniliformin je natrijumova ili kalijumova so 1-hidroksi-ciklobut-1-en-3,4-diona. Dobio
je naziv po vrsti F. moniliforme iz koje je prvi put izolovan (Levi¢, 2008). Moniliformin je

inhibitor tiamin pirofosfat zavisnih enzima, toksi¢an je za zivinu, glodare i svinje, a takode je
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povezan sa hematoloskim poremecajima 1 hipertrofijom miokarda kod sisara, dok je u Kini
utvrdeno da su osobe izlozene moniliforminu obolele od lezija srca (Uhlig et al., 2007; Logrieco
et al., 2002). Moniliformin je takode detektovan u plodovima jabuke vestacki i prirodno
zarazenim vrstom F. avenaceum (Sgrensen et al., 2009).

Eniatini i bovericin su neribozomski, ciklicni heksadepsipeptidi koji ispoljavaju
antibiotsku aktivnost, a proizvode ih razli¢ite Fusarium vrste (Levi¢, 2008; Desjardins and
Proctor, 2007). Bovericin je prvi put detektovan kao produkt entomopatogene gljive Beauveria
bassiana (Liuzzi et al., 2017), a utvrdeno je da poseduje antifungalno, antibiotsko i insekticidno
delovanje (Sgrensen et al., 2009). Eniatini takode imaju antibiotsko, insekticidno i fitotoksi¢no
delovanje (Levi¢, 2008). Prema Liuzzi et al. (2017), do sada je prijavljeno 29 prirodnih analoga
eniatina: eniatini A (Al, A2, A3, A4), eniatini B (B1, B2, B3, B4), te eniatini C, D, E i F.
Eniatini A, Al, B i B1 detektovani su u plodovima jabuke, vestacki i prirodno zarazenim sa F.
avenaceum u ogledima Sgrensen et al. (2009).

Postoji nekoliko mikotoksina koji se sve ceS¢e detektuju i ¢ija znacajnost kao
kontaminanata je sve veca. Jedan od njih je 2-amino-14,16-dimetiloktadekan-3-ol (2-AOD-3-ol).
Sli¢no fumonizinima, sekundarni je metabolit sa strukturom sli¢nom sfinganinu i pripada grupi
sfinganin analognim metabolitima (SAM). Do sada nije bilo drugih podataka o SAM osim
fumonizina (Kim et al., 2020), medutim, za razliku od fumonizina, dokazano je da F. avenaceum
proizvodi 2-AOD-3-ol (Uhlig et al., 2007). Serensen et al. (2009) detekovali su ovaj mikotoksin
U plodovima jabuke vestacki 1 prirodno zarazenim sa F. avenaceum. Takode, Serensen et al.
(2009) otkrili su znacajne koli¢ine i drugih mikotoksina, kao §to su akuminatopiron, hrizogin,

hlamidosporol, aurofuzarin i antibiotik Y u plodovima jabuke zarazenim sa F. avenaceum.

2.6. Bioloske i fizicke mere zastite plodova jabuke od Fusarium spp.

Suzbijanje trulezi plodova jabuke pomocu sintetickih fungicida u Republici Srbiji
dozvoljeno je najkasnije sedam dana pre berbe, dok karenca preparata moze iznositi tri, sedam ili
14 dana. U slucaju bioloskih preparata namenjenih za suzbijanje trulezi plodova vreme primene i
karenca iznose tri dana (Petrovi¢ i Sekuli¢, 2021). S obzirom da infekcije plodova mogu da se
ostvare i nakon berbe, odnosno tokom skladistenja, plodovi ostaju nezasti¢eni od prouzrokovaca

trulezi. Prema istrazivanjima Ewekeye et al. (2013) i Nunes (2012), gubici koji se javljaju tokom
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perioda skladiStenja se kre¢u od 5 do 25% u razvijenim zemljama, pa ¢ak do 50% u zemljama u
razvoju. Nedostatak adekvatnih preparata koji mogu da se primenjuju nakon berbe i tokom
skladiStenja plodova jabuke, kao i zbog nepovoljnih ekotoksikoloskih svojstava sintetiCkih
fungicida njihovog negativnog uticaja na Zivotnu sredinu, namece potrebu pronalazenja novih,
alternativnih metoda za suzbijanje ovih patogena (Grahovac i sar., 2009). Ove metode mogu da
se zasnivaju na bioloskim agensima (biofungicidi) i fizickim merama. Biofungicidi mogu biti na
bazi mikroorganizama izolovanih iz prirodne sredine koji su sposobni da inhibiraju ili sprece
razvoj fitopatogenih organizama (Degtyareva et al., 2009), ali i na bazi etarskih ulja i biljnih
ekstrakata (Grahovac i sar., 2009). Prema Grahovac i sar. (2009) mehanizam delovanja
biofungicida se zasniva na jednoj od slede¢ih pojava: direktna kompeticija, antibioza,
predatorstvo, odnosno parazitizam i indukovana otpornost biljke domacina. Organizmi koji se
ve¢ duze vreme istrazuju i koriste u bioloSkom suzbijanju najéesée su iz rodova Bacillus (Burr et
al., 1978) i Streptomyces (Tahvonen, 1982). Takode, zbog visoke antifungalne aktivnosti etarskih
ulja biljaka ona se mogu koristiti kao alternativna sredstva u zastiti od patogena (Grahovac et al.,
2012; Duduk et al., 2010), dok mali rizik od razvoja rezistentnosti patogena na etarska ulja, kao i
netoksi¢nost za sisare, ptice i ribe, te njihova biorazgradivost potvrduju njihov visok potencijal u
zastiti bilja (Pavela, 2014; Daferera et al., 2003).

Toplotni tretmani kao fizicka mera u suzbijanju pojave patogena uskladiStenih plodova
jabuke mogu da budu jedna od alternativnih i efikasnih metoda borbe protiv ovih patogena
imajudi u vidu da temperatura znacajno utice na razvoj fitopatogenih mikroorganizama (Caffarra
et al., 2012). Oni predstavljaju ekoloski prihvatljivu i zdravstveno bezbednu metodu suzbijanja
patogena 1 insekata na plodovima voca, s obzirom da je primena sintetickih hemijskih sredstava
izostavljena, te je iskljuCena i moguénost da se rezidue nadu u tretiranim plodovima (Petres i
sar., 2016). Prema Lurie (1998) toplotni tretmani mogu da se podele na tretmane toplom vodom,
tretmane vodenom parom i tretmane toplim vazduhom. Na osnovu duzine trajanja dele se na
kratkotrajne (do jednog casa) i dugotrajne (0d nekoliko ¢asova do nekoliko dana). Osim za
suzbijanje patogena i $tetocina u skladiStu, toplotni tretmani se mogu koristiti i za usporavanje
sazrevanja plodova voca, ali 1 da bi se sprecila pojava ozleda od niskih temperatura (Petres i sar.,
2016; Fruk, 2014; Maxin, 2012).

Etilen je biljni hormon koji pospesuje zrenje plodova. Jedinjenje 1-metilciklopropen (1-

MCP) deluje kao inhibitor etilena i usporava proces sazrevanja plodova vezujuéi se za etilenske
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receptore (Mao et al., 2007), te na taj nacin spreava vezivanje ectilena za receptore i smanjuje
respiraciju, te, posledi¢no, i sazrevanje plodova (Magazin et al., 2010; Akbudak et al., 2009).
Takode, prema navodima nekoliko autora, tretman plodova jabuke pre skladiStenja moze da
uspori razvoj trulezi tretiranih plodova (Li et al., 2017; Jeziorek et al., 2010; Rizzoli and Acler,
2009).

2.6.1. Primena bakterija rodova Bacillus i Streptomyces u biolo$koj zastiti plodova
jabuke od Fusarium spp.

Vrste roda Bacillus jesu jedne od najéesce izucavanih vrsta, a koje su dostupne kao
komercijalni bioloski preparati namenjeni za primenu u poljoprivrednoj proizvodnji (Nicholson,
2002). Uz Bacillus spp. znacajna paznja je posveéena i vrsti Streptomyces hygroscopicus. Oba
agensa su ispoljila znac¢ajan potencijal, ne samo u zastiti uskladistenih plodova jabuke, ve¢ i u
zaStiti drugih gajenih biljaka, Sto potvrduju istrazivanja mnogih autora (Paj¢in et al., 2020;
Anusha et al., 2019; Grahovac et al., 2019; Mitrovi¢ et al., 2017; Grahovac et al., 2017; Tadijan
et al., 2016; Grahovac, 2014; Wachowska et al., 2013). Bacillus vrste se smatraju bezbednim za
upotrebu u ekoloskoj zastiti bilja i kao takve su oznacene i od strane Administracije za hranu 1
lekove SAD (United States Food and Drug Administration) (Lastochkina et al., 2019; Grahovac,
2014). Vrste roda Bacillus su stapicaste, gram-pozitivne bakterije koje stvaraju endospore koje
im omogucavaju da prezive razli¢ite uticaje spoljne sredine, kao §to su nepovoljne temperature i
pH vrednost, desikanti, UV zracenje, itd. (Lastochkina et al., 2019; Hartig and Jahn, 2012). Ove
osobine koje olakSavaju formulisanje preparata, koriste se pri proizvodnji biopesticida baziranih
na Bacillus vrstama. Bacillus vrste zauzimaju istu ekoloSku niSu kao i ve¢ina patogena, ali
takode produkuju Sirok spektar bioaktivnih supstanci sa antibiotskim svojstvima (Lastochkina et
al., 2019; Grahovac, 2014). Postoji vise vrsta roda Bacillus za koje je utvrdeno da mogu da se
koriste u suzbijanju skladi$nih patogena, i to: B. pumilus, B. subtilis, B. velezensis, B.
amyloliquefaciens, B. cereus (Grahovac, 2014; Li et al., 2013; Jamalizadeh et al., 2009). U
Republici Srbiji su sprovedena istrazivanja o efikasnosti vrsta ovog roda u suzbijanju patogena
uskladiStenih plodova jabuke (Pajcin, 2019; Grahovac et al., 2017). Preparati na bazi B. subtilis
registrovani u naSoj zemlji za suzbijanje biljnih bolesti su Ekstrasol F, Bacillomix Aurum B,
Erwix i Skladix, dok je za suzbijanje prouzrokovaca trulezi uskladistenih plodova jabuke

registrovano dva preparat - Ekstrasol F i Skladix (Petrovi¢ i Sekuli¢, 2021).
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Bakterije iz razdela Actinobacteria, gde se ubrajaju i vrste roda Streptomyces, su gram-
pozitivne bakterije ¢iji metaboliti ¢ine oko treéine svih poznatih antibiotika (van der Meij et al.,
2018). U ispitivanjima koja su sprovedena u Republici Srbiji metaboliti vrste S. hygroscopicus su
ispoljili visok potencijal za suzbijanje fitopatogenih vrsta gljiva iz rodova Colletotrichum,
Fusarium i Alternaria (Mitrovi¢ et al.,, 2017; Grahovac et al., 2017; Tadijan et al., 2016;
Grahovac, 2014). Mitrovi¢ et al. (2020) su dokazali da vrsta S. hygroscopicus ima sposobnost da
asimiluje glicerol iz sredine i pretvara ga u metabolite koji imaju antifugalnu aktivnost protiv
prouzrokovaca trulezi plodova jabuke Alternaria alternata i F. avenaceum. Prapagdee et al.
(2008) navode da upravo ova vrsta produkuje ekstracelularnu hitinazu i -1,3-glukanazu koje su
odgovorne za inhibiciju rasta kultura Colletotrichum gloeosporioides i Sclerotium rolfsii.
Takode, u istrazivanjima Grahovac (2014) je utvrdeno da primena S. hygroscopicus ispoljava
znacajnu inhibiciju rasta vrsta Colletotrichum acutatum i C. gloesporioides, prouzrokovaca
gorke trulezi plodova jabuke u in vitro i in vivo ogledima. Medutim, prema raspolozivim
podacima, nijedan bioloSki preparat zasnovan na S. hygroscopicus nije registrovan za upotrebu u
Republici Srbiji (Petrovié¢ i Sekuli¢, 2021).

2.6.2. Primena etarskih ulja u bioloskoj zastiti uskladiStenih plodova jabuke od
prouzrokovaca trulezi

Etarska ulja biljaka su produkti sekundarnog metabolizma biljaka, od kojih neka
ispoljavaju antimikrobno dejstvo. Ona su smeSe razlicitih jedinjenja, od kojih najznacajnija
pripadaju dvema razli¢itim grupama terpena i terpenoida i aromati¢nih jedinjenja (Werrie et al.,
2021; Tripathi et al., 2009; Bakkali et al., 2008). Ona se razlikuju u sastavu i odnosu jedinjenja
koja ulaze u njihov sastav, pa je tako najzastupljenije jedinjenje u etarskom ulju bosiljka
(Ocimum basilicum) eugenol (Joshi, 2014), u etarskom ulju origana (Origanum vulgare) i ¢ubra
(Satureja hortensis) najzastupljeniji je karvakrol (Teixeira et al., 2013; Mihajilov-Krstev et al.,
2009), a kod etarskog ulja muskatne zalfije (Salvia sclarea) linalool (Ac¢imovié¢ et al., 2018;
Kuzma et al., 2009), itd. Vise autora su u svojim ispitivanjima uocili da etarska ulja biljaka
poseduju antifungalna svojstva (Tarlanovi¢ et al., 2017; Grahovac et al., 2012; Duduk et al.,
2010). Zbog lake biorazgradivosti i bezbednosti upotrebe za ljude i zivotnu sredinu (Tanovi¢ et

al., 2020), kao i zbog malog rizika za razvoj rezistentnosti patogena (Daferera et al., 2003),
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ctarska ulja se sve viSe pozicioniraju kao alternativna sredstva sa visokim potencijalom u zastiti
plodova jabuke nakon berbe. Zbog visoke isparljivosti, upotreba etarskih ulja u zastiti plodova
jabuke je prikladnija u zatvorenom prostoru nego u voénjaku (Tarlanovi¢ et al., 2017). Vise
istrazivaca je do sada radilo na ispitivanju moguénosti primene etarskih ulja u suzbijanju
prouzrokovaca trulezi plodova jabuke: Botrytis cinerea, Penicillium expansum (Banani et al.,
2018; Abd-El-Latif, 2016; Lopez-Reyes et al., 2010), F. avenaceum, A. alternata (Tarlanovi¢ et
al., 2017), C. acutatum, C. gloeosporioides (Grahovac et al., 2012), itd. U Republici Srbiji su
registrovani slede¢i preparati na bazi etarskih ulja: Timorex Gold (ulje ¢ajnog drveta) i Biox M
(ulje mente). Ovde treba dodati i preparat Mevalone, koji kao aktivne supstance sadrzi eugenol,

geraniol i timol, klju¢na jedinjenja iz etarskih ulja biljaka (Petrovi¢ i Sekuli¢, 2021).

2.6.3. Primena tretmana toplom vodom u zastiti uskladistenih plodova jabuke od
prouzrokovaca trulezi

Alternativna metoda borbe protiv prouzrokovaca trulezi uskladiStenih plodova jabuke
mogu biti toplotni tretmani, s obzirom da temperatura znacajno uti¢e na razvoj fitopatogenih
mikroorganizama (Caffarra et al., 2012). Toplotni tretmani mogu se podeliti na tretmane toplom
vodom, tretmane vodenom parom i tretmane toplim vazduhom (Lurie, 1998). Tretmani toplom
vodom predstavljaju ekoloski prihvatljivu 1 zdravstveno bezbednu metodu suzbijanja patogena
(Petres i sar., 2016), pogotovo u organskoj proizvodnji (Gasser et al., 2015; Maxin et al., 2006).
Prema Maxin (2012), postoje tr1 na¢ina delovanja tretmana toplom vodom: fizicko uklanjanje
inokuluma ispiranjem, toplotna inaktivacija spora i aktivacija odbrambenog odgovora plodova
jabuke, odnosno stresom indukovana aktivacija proteina toplotnog Soka (heat shock proteins —
HSP). Do sada je efikasnost ovih tretmana ispitivana na plodovima vise vrsta voéa. Karabulut et
al. (2010) su u svojim ispitivanjima dokazali da na odgovaraju¢im temperaturama toplotni
tretmani vodom mogu biti veoma efikasni u suzbijanju smede trulezi (Monilinia fructicola)
plodova breskve, nektarine i Sljive. Takode, Spadoni et al. (2014) su dobili dobre rezultate u
suzbijanju smede trulezi na plodovima breskve. Ispitivanja na ananasu su pokazala da tretmani
toplom vodom znacajno smanjuje pojavu trulezi na plodovima vesStacki inokulisanim sa
Fusarium verticillioides (Vilaplana et al., 2019). Isto tako, Yasser et al. (2019) su ispitali uticaj

ovih tretmana na sprecavanje pojave trulezi plodova paradajza prouzrokovane od A. alternata, B.

17



Mladen Petres Doktorska disertacija

cinerea i Geotrichum candidum i utvrdili da je pojava trulezi zna¢ajno smanjena. U Danskoj je
utvrdeno da tretmani toplom vodom mogu inhibirati razvoj trulezi plodova jabuke u skladistu
prouzrokovane od P. expansum, Neonectria galligena, B. cinerea i Phacidiopycnis
washingtonensis (Maxin, 2012; Maxin et al., 2012). Trierweiler et al. (2003) su u svojim
istrazivanjima utvrdili da tretmani toplom vodom znacajno smanjuju pojavu trulezi plodova
jabuke koju prouzrokuje Gloeosporium spp. U Italiji su takode vrSena ispitivanja tretmana
toplom vodom na razvoj B. cinerea, C. acutatum i Neofabraea vagabunda na plodovima jabuke i
dobijeni rezultati ukazuju na znaCajan potencijal tretmana. Takode, u Republici Srbiji
sprovedena su preliminarna istrazivanja kojima je utvrden potencijal ovog metoda u zastiti

plodova jabuke od skladisnih patogena, prvenstveno vrsta roda Fusarium (Petres i sar., 2018).

2.6.4. Uticaj primene 1-MCP i dinamic¢ki kontrolisane atmosfere (DCA) na razvoj

prouzrokovaca truleZi uskladistenih plodova jabuke

Vrste voca se prema nacinu sazrevanja plodova mogu podeliti u dve grupe: klimakteri¢ne
1 neklimakteri¢ne vrste. Sazrevanje klimakteri¢nih plodova, u koje se svrstava 1 plod jabuke, je
kontrolisano od strane biljnog hormona etilena, a samo sazrevanje odlikuje znacajno povecanje
intenziteta disanja (Li et al., 2017; Busatto et al., 2017). 1-metilciklopropen (1-MCP) je derivat
ciklopropena koji se vezuje za receptore etilena, te na taj nacin sprecava njegovo delovanje i
usporava proces sazrevanja plodova (Mao et al., 2007). 1-MCP se uspes$no koristi za sprecavanje
pojave posmedivanja pokozice zelenih plodova (skalda) tokom cuvanja u skladiStu, kao i za
sprecavanje naruSavanja kvaliteta i oCuvanje svezine plodova nakon iskladiStenja (Magazin et
al., 2010; Akbudak et al., 2009). McCormick et al. (2012) navode da plodovi tretirani sa 1-MCP
mogu uspeSno da se ¢uvaju i na viSim temperaturama, Sto rezultira u uStedi energije 1 zahteva
manje troSkove Cuvanja. ViSe istrazivaca je vrsilo ispitivanja uticaja 1-MCP na razvoj vise
prouzrokovaca trulezi plodova jabuke u skladistu, 1 to Li et al. (2017) na razvoj P. expansum,
Tarlanovi¢ et al. (2018) na razvoj F. avenaceum, Cameldi et al. (2016) na pojavu Neofabraea
spp. na plodovima jabuke. Juhnevica-Radenkova et al. (2016) su ispitali uticaj ovog jedinjenja na
razvoj mikroflore na povrs$ini uskladistenih plodova jabuke, dok su Xu et al. (2017) ispitali uticaj
1-MCP na prouzrokovaca antraknoze ploda manga (C. gloeosporioides). Dinamicki kontrolisana
atmosfera (DCA) je sistem skladistenja gde se koncentracija kiseonika postepeno smanjuje i

dinamicki optimizuje tokom skladiStenja i odrzava iznad donje granice kiseonika (lower oxygen
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limit - LOL) (Maxin, 2012; Prange et al., 2013). Donja granica kiseonika je koncentracija pri
kojoj se metabolizam c¢elije menja od aerobnog ka fermentativnom (Wright et al., 2012).
Dinamicka kontrola pra¢enja LOL je moguéa kroz praéenje Stvaranja produkata anaerobnog
metabolizma (proizvodnje etanola), praéenjem respiratornog koeficijenta ili pracenje
fluorescencije hlorofila (DCA-CF), koja je zasnovana na detekciji nagle promene fluorescencije
na donjoj granici kiseonika, od kojih se upravo detekcija fluorescencije hlorofila najéesce koristi
(Zanella et al., 2008; Wright et al., 2012; Prange et al., 2013; Weber et al., 2017).
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3. ZADACI I CILJEVI ISTRAZIVANJA

Zadaci ovog istrazivanja bili su:

1. Prikupljanje plodova jabuke sa karakteristicnim simptomima fuzariozne trulezi u
hladnjatama sa veoma niskim sadrzajem Kkiseonika (Ultra Low Oxygen — ULO),
hladnja¢ama sa dinamicki kontrolisanom atmosferom (Dynamic Controlled Atmosphere
— DCA), hladnja¢ama sa normalnom atmosferom (NA), marketima, pijacama i
proizvodnim voénjacima tokom tri uzastopne godine.

2. lzolacija Fusarium spp. na hranljivu podlogu i formiranje kolekcije monohifalnih izolata.

3. Provera Kohovih postulata: provera patogenosti monohifalnih Fusarium spp. izolata na
plodovima jabuke, reizolacija patogena, provera patogenosti reizolata.

4. Utvrdivanje morfoloskih i odgajivackih karakteristika na hranljivim podlogama PDA
(podloga od krompira, dekstroze i agara), CLA (podloga od lista karanfila) i CA (podloga
od mrkve i agara).

5. Molekularna identifikacija i filogenetsko proucavanje — identifikacija do nivoa vrste
prajmerima specifi¢nim za vrstu, umnozavanje TEF-/a regiona primenom univerzalnih
prajmera, sekvenciranje TEF-/a regiona, analiza sekvenci i izrada filogenetskog stabla.

6. Procena potencijala izolata Fusarium spp. za sintezu mikotoksina deoksinivalenola
(DON) i zearalenona (ZEA) na hranljivim podlogama i na vestacki inokulisanim
plodovima jabuke ELISA metodom.

7. Sekvenciranje, sklapanje i anotacija celog genoma izolata KA13 (F. avenaceum) i TaB10
(F. graminearum) i predikcija potencijala za sintezu sekundarnih metabolita
bioinformati¢kim alatima.

8. Ispitivanje moguénosti suzbijanja patogena bioloskim agensima Bacillus spp. (kompleks
vrsta), Streptomyces hygroscopicus i Bacillus velezensis, kao i etarskim uljima i
hidrolatima etarskih ulja u ogledima in vitro i in vivo.

9. Ispitivanje mogucnosti suzbijanja patogena tretmanima toplom vodom u in vitro i in vivo

ogledima na plodovima jabuke pre skladiStenja.
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10. Ispitivanje uticaja primene 1-MCP (1-metilciklopropen) i dinamicki kontrolisane

atmosfere (DCA) u hladnjaci na razvoj fuzariozne trulezi plodova jabuke.

Ciljevi istrazivanja bili su slede¢i:

1. Utvrditi prisustvo i rasprostranjenost vrsta F. avenaceum i F. graminearum na
uskladistenim plodovima jabuke u AP Vojvodini.

2. Detektovanjem razlika u morfoloskim, odgajivackim, patogenim, molekularnim,
filogenetskim i toksikoloskim karakteristikama vrsta F. avenaceum i F. graminearum
prosiriti ukupno znanje o ovim vrstama, a filogenetskom analizom doprineti boljem
sagledavanju biodiverziteta populacije ove dve vrste kod nas.

3. Utvrditi da li postoji potencijal izolata F. avenaceum i F. graminearum za sintezu
mikotoksina koji predstavlja rizik od kontaminacije plodova jabuke i proizvoda od jabuke
ovim materijama.

4. Definisati mogucénosti suzbijanja Fusarium vrsta na plodovima jabuke bioloskim i

fizickim merama, u cilju doprinosa ekoloski odrzivoj proizvodnji jabuke.
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4. RADNE HIPOTEZE

Pregledom aktuelne nauc¢ne literature utvrdeno je da se vrste roda Fusarium sve cesce
javljaju kao prouzrokovaci trulezi uskladiStenih plodova jabuke. Pored direktnih Steta koje ove
gljive nanose uskladi$tenim plodovima u vidu trulezi, kao mikotoksigene gljive sa visokim
potencijalom za proizvodnju mikotoksina i raznih drugih sekundarnih metabolita, ove vrste
mogu kontaminirati plodove jabuke. Plodovi jabuke se, nadalje, koriste kao znacajna sirovina za
proizvodnju mnogih prehrambenih proizvoda (sokovi, kaSe za bebe, itd.), a kako se mikotoksini
teSko uklanjaju i razgraduju, za ocekivati je da ¢e oni dospeti u krajnje proizvode. S obzirom da
literatura ukazuje da pojedini mikroorganizmi, etarska ulja, kao i fizicke mere borbe mogu
delovati antifungalno na prouzrokovace uskladistenih plodova jabuke, pretpostavlja se da ove
metode suzbijanja mogu ispoljiti antifungalno dejstvo i na prouc¢avane Fusarium vrste. Polazeci
od saznanja iz literature, kao i ciljeva i zadataka ovog istrazivanja postavljene su slede¢e radne
hipoteze:

e Na osnovu morfoloskih, odgajivackih i molekularnih metoda identifikacije potvrdice
se da prouzrokovaci fuzariozne trulezi uskladiStenih plodova jabuke pripadaju
vrstama F. avenaceum i F. graminearum;

e Procenom potencijala za sintezu mikotoksina ELISA testom ¢e se utvrditi sposobnost
izolata da sintetisu mikotoksine tokom razvoja na hranljivim podlogama i plodovima
jabuke;

e Sekvenciranjem, sklapanjem i anotacijom celog genoma izolata obe ispitivane vrste i
upotrebom bioinformatickih alata i softvera utvrdi¢e se potencijal za sintezu
sekundarnih metabolita;

e Ispitivanjem nekoliko reSenja za biolosko i fizi¢ko suzbijanje prouzrokovaca
fuzariozne trulezi uskladiStenih plodova jabuke u in vitro i in vivo ogledima utvrdice

se njihov potencijal za sprecavanje pojave trulezi 1 smanjenje potencijalnih gubitaka.
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5. MATERIJAL | METODE

Eksperimentalna istrazivanja izvedena su u Laboratoriji za bioloska istrazivanja i
pesticide, Univerzitet u Novom Sadu, Poljoprivredni fakultet, Departman za fitomedicinu i
zastitu zivotne sredine; u Laboratoriji za fitopatologiju, Institut za pesticide i zaStitu zivotne
sredine Zemun, Beograd; u Laboratoriji za fitopatologiju i entomologiju, Institut za kukuruz
,Zemun Polje, Beograd; u ULO hladnjaci kompanije “Pollino Agrar”, Jazak, u DCA hladnjaci
kompanije PIK ,,Juzni Banat“, Bela Crkva i u hladnjaci sa normalnom atmosferom Oglednog
dobra na Rimskim San&evima, Univerzitet u Novom Sadu, Poljoprivredni fakultet, Departman za
vocarstvo, vinogradarstvo, hortikulturu i pejzaznu arhitekturu. Genomska istrazivanja su
izvedena u laboratoriji Prof. Li-Jun Ma na Univerzitetu Masacusets Amherst, SAD (University
of Massachusetts Amherst, College of Natural Sciences, Department of Biochemistry and
Molecular Biology) u okviru istrazivatkog boravka preko programa Fulbrajt Vlade SAD
(Fulbright Doctoral Research Program). Etarska ulja i hidrolati kori$¢eni u ovom radu su
pripremljeni na Institutu za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu, dok su metaboliti S.
hygroscopicus i kultivaciona te¢nost B. velezensis pripremljeni na Tehnoloskom fakultetu,

Univerzitet u Novom Sadu.

5.1. Prikupljanje uzoraka, izolacija patogena i priprema monohifalnih

izolata

Plodovi jabuke sa simptomima truleZi prikupljeni su u periodu od 2016. do 2018. godine
na 10 lokaliteta u Autonomnoj pokrajini Vojvodini: Tavankut, Ljutovo, Hajdukovo, Backi
Vinogradi, Ridica, Jazak, Mala Remeta, Ka¢, Titel i Novi Sad. Na ovim lokalitetima plodovi
jabuke sa simptomima trulezi su uzorkovani u hladnjacama sa veoma niskim sadrzajem
kiseonika (Ultra Low Oxygen - ULO), hladnjatama sa dinamicki kontrolisanom atmosferom
(Dynamic Controlled Atmosphere — DCA), hladnja¢ama sa normalnom atmosferom (NA),
marketima, pijacama i proizvodnim vo¢njacima.

Uzorci su obelezeni i upakovani pojedinacno u polietilenske kese i transportovani u

laboratoriju na Departman za fitomedicinu i zastitu zivotne sredine, Univerzitet u Novom Sadu,
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Poljoprivredni fakultet, gde su zavedeni u dnevnik istrazivanja i fotografisani. Nazivi izolata su
formirani pomocu latini¢nih slova i brojeva koji redom oznacavaju sledece: lokalitet (T -
Tavankut i sl.), objekat (u slucaju lokaliteta Tavankut, a - Agroprom, i — Imgrund, h — Horvat),
naziv sorte (J — Jonagold, GS - Granny Smith, B — Braeburn i sl.) i redni broj ploda, a ukoliko je
iz istog ploda izolovano viSe izolata, tada je to oznaCeno superskriptom posle broja ploda (npr.
TaB10?).

Iz zarazenih plodova jabuke izvrSena je izolacija patogena standardnim fitopatoloskim
metodama na hranljivu podlogu od krompira, dekstroze i agara (eng. PDA - potato dextrose
agar). Podloga je pripremljena od 200 g krompira, 20 g agara, 20 g dekstroze i 1000 ml
destilovane vode, a zatim je sterilisana autoklaviranjem (20 min, pri temperature od 121 °C i
pritisku od 1,5 bar). Ovako pripremljena podloga je razlivena u sterilne Petri kutije.

Plodovi jabuke su povrsinski dezinfikovani 70% alkoholom, zatim su sterilnim skalpelom
preseceni po sredini nekroze, te su fragmenti tkiva uzeti na prelazu zdravog i obolelog tkiva
obuhvatajuéi oba dela. Fragmenti tkiva su postavljeni na hranljivu PDA podlogu, od tri do pet
isecaka, te inkubirani u termostatu u mraku pri temperaturi 25 + 1 °C u trajanju od sedam dana.
Nakon inkubacije novoformirana micelija je prenesena u Petri kutije sa sterilnom PDA
podlogom u cilju dobijanja Cistih kultura. 1z kolekcije ¢istih kultura zadrzani su oni izolati za
koje se vizuelnim pregledom moglo pretpostaviti da pripadaju rodu Fusarium, dok su ostali
izolati izdvojeni iz kolekcije.

Formiranje monohifalnih izolata izvrSeno je metodom opisanom od strane Leslie i
Summerell (2006) za 15 izolata, odabranih iz kolekcije na osnovu razlika u morfoloskim
karakteristikama: TaB10, TaB10?, TaB62, TaB12, LjG15/17, TAV18!, JF1!, Bv4/172, JGS3?,
JZ13/17%, JvZ8/18, R2G11%, KA13, HG3 i HGS. Izolati su zasejani u Petri kutije na slabo
hranljivu podlogu vodeni agar (WA). Podloga je pripremljena od 20 g agara i 1000 ml
destilovane vode i nakon sterilizacije u autoklavu izlivena u tankom sloju u Petri kutije (& 90
mm). Iz prethodno razvijene ciste kulture uzet je kruzni iseCak precnika 3 mm i stavljen u
sredinu svake Petri kutije na podlogu. Petri kutije su zatim inkubirane u termostatu u mraku na
temperaturi 25 £ 1 °C. Kako kolonija ne bi prekrila celu povrSinu kutije, inkubacija je bila kraca
I trajala je 3 — 4 dana. Nakon inkubacije, pod mikroskopom u sterilnim uslovima je pomocéu
kopljaste igle isecen vrh pojedina¢nih hifa i prenesen u nove Petri kutije sa sterilnom PDA

podlogom na inkubaciju u termostatu pri 25 + 1 °C kako bi se formirale uniformne kolonije.
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Nakon sedam dana inkubacije ovako dobijene kulture su asepti¢no usitnjene i uskladiStene u 1,5

ml mikrotube za dalji rad i ¢uvanje u frizideru pri 4 £ 1 °C.

5.2. Provera patogenosti izolata i zastupljenost vrsta roda Fusarium

Test provere patogenosti za svaki od 62 prikupljena izolata izvrSen je ozledivanjem i
vestackom inokulacijom plodova jabuke sorte Zlatni deliSes, prema izmenjenoj metodi
Vignutelli et al. (2002), opisanoj od strane Grahovac (2014). Plodovi su oprani vodom iz ¢esme,
povrsinski dezinfikovani 70% etanolom, isprani destilovanom vodom, te ostavljeni da se osuse.
Izolati su gajeni sedam dana na PDA podlozi pri 25 + 1 °C. Sterilnim buSa¢em na plodovima su
napravljena po dva ujednacena udubljenja promera 4 mm i dubine 3 mm. Za svaki izolat su
pripremljena po tri ploda. Plodovi jabuke su inokulisani okruglim fragmentima micelije sa
podlogom pre¢nika 3 mm tako da micelija naleZe na ozledeno tkivo jabuke. Negativna kontrola
je inokulisana iseccima sterilne PDA podloge. Inokulisani plodovi su inkubirani u plastiénim
kutijama, prethodno dezinfikovanim alkoholom, u laboratoriji na sobnoj temperaturi i pri
prirodnim uslovima smene dana i no¢i tokom 16 dana uz odrzavanje visoke vlaznosti unutar
kutija. Nakon perioda inkubacije u sluc¢aju 15 prethodno definisanih reprezentativnih izolata
izmereni su preénik nekroze i dubina nekroze presecanjem plodova po srediSnjem delu mesta
inokulacije. Nakon merenja, izmerene vrednosti su umanjene za precnik/dubinu ostecenja
formiranih na plodu pre inokulacije (4 mm/3 mm, respektivno). Zatim je izvrSena reizolacija
patogena iz plodova na isti na¢in kao inicijalna izolacija patogena, kao i provera patogenosti
reizolata. Zastupljenost Fusarium spp. utvrdena je poredenjem broja uzorkovanih plodova sa

simptomima trulezi, sa brojem dobijenih patogenih izolata Fusarium spp.

5.3. Morfoloske i odgajivacke odlike izolata Fusarium spp.

Zbog velike varijabilnosti u morfoloskim svojstvima, identifikacija izolata klasicnim
metodama moguca je proucavanjem makroskopskih i mikroskopskih svojstava izolata (Levi¢,
2008). Makroskopska (intenzitet rasta, izgled i boja kolonije, pigment u podlozi) i mikroskopska
(oblik 1 veli¢ina makrokonidija, na¢in obrazovanja mikrokonidija, obrazovanje hlamidospora, tip

fijalida) svojstva su ispitana gajenjem izolata iz kolekcije na tri hranljive podloge: PDA, CA
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(carrot agar; hranljiva podloga pripremljena od 400 g mrkve, 20 g agara i 1000 ml destilovane
vode) i CLA (carnation leaf agar; hranljiva podloga pripremljena od 20 g agara, 1000 ml

destilovane vode i sterilnih fragmenata lista karanfila).

5.3.1. Morfoloske odlike vegetativnih struktura

Kruzni fragmenti micelije pre¢nika 3 mm zasejani su na PDA, CA i CLA podlogu, te su
makroskopska svojstva proucavana na kulturama gajenim sedam dana pri temperaturi 25 = 1 °C
u mraku. Na osnovu izgleda oboda micelije, izgleda i boje micelije i pigmentacije podloge svi
prikupljeni izolati (62 izolata) su razvrstani u morfoloske grupe. Ogled je postavljen u tri

ponavljanja, a pojedina¢na Petri kutija predstavljala je jedno ponavljanje.

5.3.2. Morfoloske odlike reproduktivnih struktura

Mikroskopska morfoloska svojstava reproduktivnih struktura ispitana su pregledom
kultura 15 reprezentativnih izolata predstavnika sve Cetiri morfoloske grupe, starosti sedam dana
i gajenih na podlogama koje stimuli$u sporulaciju i obrazovanje konidija (CA i CLA) u mraku,
na temperaturi 25 = 1 °C, direktnim pregledom pod svetlosnim mikroskopom Kriiss MBL 2100
(Germany) in situ pri uvecanju od 4x i 10x, kao i pregledom nativnih preparata pripremljenih od
kultura svih izolata gajenih na svim ispitivanim podlogama, posmatranjem pod uve¢anjem od 4x
i 10x. Merenje dimenzija konidija je izvrSeno pomocu svetlosnog mikroskopa Carl Zeiss Axiolab
Al (Germany) u Laboratoriji za fitopatologiju i entomologiju Instituta za kukuruz ,,Zemun
Polje*, Beograd. Ogled je postavljen u tri ponavljanja, a pojedina¢na Petri kutija predstavljala je

jedno ponavljanje.
5.3.3. Odgajivacke odlike izolata Fusarium spp.

5.3.3.1.  Uticaj razli¢itih hranljivih podloga na rast kolonija izolata Fusarium spp.

Uticaj razlic¢itih hranljivih podloga na rast kolonija izolata Fusarium spp. ispitan je
merenjem prec¢nika kolonija kultura 15 reprezentativnih izolata gajenih na tri ispitivane hranljive

podloge (PDA, CA i CLA) u dva pravca pod uglom od 90 stepeni nakon sedam dana inkubacije
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u termostatu na 25 = 1 °C. Ogled je postavljen u tri ponavljanja, a pojedina¢na Petri kutija

predstavljala je jedno ponavljanje.

5.3.3.2.  Uticaj temperature na rast kolonija izolata Fusarium spp.

Uticaj temperature na rast kolonija Fusarium spp. ispitan je na temperaturama od 0, 5, 10,
15, 20, 25, 30 i 35 °C. Zbog slozenosti ogleda, odabrano je 8 od 15 reprezentativnih izolata, iz
svake morfoloSke grupe. Fragmenti micelije pre¢nika 3 mm i starosti sedam dana zasejani su na
PDA, inkubirani sedam dana u termostatu na odredenoj temperaturi, a nakon ovog perioda
izvr$eno je merenje precnika kolonije u dva pravca pod uglom od 90 stepeni. Ogled je postavljen

u tri ponavljanja, gde je pojedina¢na Petri kutija predstavljala jedno ponavljanje.

5.3.3.3.  Uticaj kiselosti podloge na rast kolonija izolata Fusarium spp.

Uticaj kiselosti podloge na rast kolonija Fusarium spp. ispitan je pri pH vrednostima
podloge od 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 i 10. Fragmenti micelije 15 reprezentativnih izolata pre¢nika 3
mm 1 starosti sedam dana zasejani su na PDA odredene kiselosti. Kiselost podloge je podesena
dodavanjem hlorovodoniéne kiseline (HCI), odnosno kalijum hidroksida (KOH). Nakon sedam
dana inkubacije u termostatu na 25 = 1 °C izvrSeno je merenje precnika kolonije u dva pravca
pod uglom od 90 stepeni. Ogled je postavljen u tri ponavljanja. Pojedinac¢na Petri kutija, zasejana
sa jednim fragmentom predstavljala je jedno ponavljanje.

5.3.4. Obrazovanje polnog stadijuma

Razvoj teleomorfnog stadijuma je pracen na hranljivoj podlozi od mrkve (CA) prema
delimi¢no korigovanoj metodi Cavinder et al. (2012). Isecci pre¢nika 3 mm su zasejani u Petri
kutije, koje su, zatim, inkubirane na sobnoj temperaturi pod fluorescentnim svetlom dok micelija
nije ispunila celu Petri kutiju. Micelija je zatim paZljivo uklonjena sterilnom plasticnom
bakterioloskom petljom, te je u Petri kutiju unet 1 ml 2,5% vodenog rastvora Tween 60 i
ravnomerno rasporeden po povrsSini podloge pomocu Spatule po Drigalskom. Petri kutije su
ponovo vracene pod svetlo. Parafilm nije stavljen na kutije. U sluCajevima gde se micelija
ponovo pojavila, postupak uklanjanja micelije i dodavanja rastvora Tween 60 je ponovljen.

Razvoj peritecija je pracen tokom narednih sedam dana. Nakon toga, razvijene peritecije i
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askospore su posmatrane pod mikroskopom. Ogled je postavljen u tri ponavljanja, a pojedina¢na

Petri kutija predstavljala je jedno ponavljanje.

54. Molekularna identifikacija i karakterizacija izolata Fusarium spp.

Svi prikupljeni izolati (ukupno 62) su molekularno identifikovani pomo¢u metode
lancane reakcije polimeraze (Polymerase chain reaction - PCR). Identifikacija izolata izvrSena je
pomoc¢u prajmera specificnih za vrstu, dok je pomocu univerzalnih prajmera izvrSena
amplifikacija regiona TEF-/a, za 19 odabranih morfoloski razli¢itih izolata. Na osnovu TEF-/a
sekvenci je izvrSena filogenetska analiza i izradeno je filogenetsko stablo, kao i identifikacija

vrsta koje nisu identifikovane kao F. avenaceum upotrebom prajmera specifi¢nih za vrstu.

5.4.1. Ekstrakcija DNK i provera uspesnosti ekstrakcije

Ekstrakcija genomske DNK iz kultura starosti sedam dana je izvrSena pomocu DNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen, Germany) prema uputstvu proizvodac¢a. Uspesnost ekstrakcije DNK je

proverena u PCR reakciji pomocu para univerzalnih prajmera ITS1/1TS4 (Tabela 1).

Tabela 1. Univerzalni prajmeri ITS1/ITS4 koris¢eni u PCR reakciji

Naziv
Vrsta prajmera prajmera  |Sekvenca Literaturni izvor
Forward prajmer ITS1 5’-TCC GTAGGT GAACCTGCG G -3
: White et al., 1990
Reverse prajmer ITS4 5>-TCCTCCGCTTATTGATATGC -3’

Reakciona smesa za PCR reakciju se sastojala od 1 ul DNK ekstrakta, 12,5 ul Pag5000
Hotstart PCR Master Mix (Agilent Technologies, Inc., USA), 1 ul svakog prajmera 1 9,5 pl
DNA-free vode. Kona¢na zapremina reakcione smese je iznosila 25 pl. Kao negativna kontrola
koriS¢ena je reakciona PCR smesSa bez dodate DNK.

Amplifikacija PCR produkata izvedena je u PCR reakciji pomocu Agilent SureCycler 8800
(USA) aparata, sa slede¢im parametrima:
e inicijalna denaturacija: 1 min 30 s na 94 °C,

e 29 ciklusa
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o denaturacija: 30 sna 94 °C
o hibridizacija: 30 s na 55 °C
o elongacija: 30 s na 72°C,
e finalna elongacija: 9 min 30 s na 72 °C.

Produkti PCR reakcije (5 pl) su pomesani sa bojom (2 ul DNA Gel Loading Dye (6X) -
Thermo Fisher Scientific), a razdvajanje produkata je izvrSeno pomocu horizontalne
elektroforeze u 1,5% agaroznom gelu (sa 1,5 pl rastvora etidijum bromida koncentracije 2,5
mg/ml) u 1x TAE puferu, pri konstantnom naponu od 100 V u trajanju od 60 minuta. Produkti
razdvojeni na gelu vizuelizovani su na UV transiluminatoru DP-CF-011.C (Vilber Lourmat,
France). Na osnovu pozicije u odnosu na DNK lestvicu (GeneRuler 100 bp DNA Ladder -
Thermo Scientific) odredena je veli¢ina produkata. Ocekivana veli¢ina PCR produkata za

ITS1/1TS4 par prajmera iznosila je oko 600 bp.

5.4.2. ldentifikacija prajmerima specifi¢énim za vrstu

Za PCR identifikaciju pomocu prajmera specificnih za vrstu F. avenaceum koriscen je
par prajmera FA-ITSF/FA-ITSR (Tabela 2).

Tabela 2. Prajmeri specifiéni za vrstu Fusarium avenaceum koris¢eni u PCR reakciji za
identifikaciju

Naziv
Vrsta prajmera prajmera  |Sekvenca Literaturni izvor
Forward prajmer FA-ITSF |5°-CCAGAG GACCCAAACTCT AA-3° o
Schilling et al., 1996
Reverse prajmer FA-ITSR [5’- ACC GCA GAA GCAGAG CCAAT-3

PCR reakcija umnozavanja je izvrSena prema modifikovanoj metodi Schilling et al.
(1996). Reakciona smesa za PCR reakciju je pripremljena od 1 pl DNA ekstrakta, 12,5 pl
Paq5000 Hotstart PCR Master Mix (Agilent Technologies, Inc., USA), 1 ul svakog prajmera (25
pmol/ul) 1 9,5 ul DNA-free vode, konac¢ne zapremine 25 pl. Kao negativna kontrola koriS¢ena je
reakciona PCR smesSa bez dodavanja DNK.

Amplifikacija PCR produkata izvedena je u PCR reakciji pomocu Agilent SureCycler

8800 (USA) aparata, sa slede¢im parametrima:
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e inicijalna denaturacija: 2 min na 94 °C,
e 30 ciklusa

o denaturacija: 1 min na 94 °C

o hibridizacija: 1 min na 59 °C

o elongacija: 2 min na 72°C,

e finalna elongacija: 5 min na 72 °C.

Produkti PCR reakcije (5 pl) su pomesani sa bojom (2 ul DNA Gel Loading Dye (6X) -
Thermo Fisher Scientific), a razdvajanje je uradeno pomocu horizontalne elektroforeze u 1,5%
agaroznom gelu (sa 1,5 pl rastvora etidijum bromida koncentracije 2,5 mg/ml) u 1x TAE puferu,
pri konstantnom naponu od 75 V u trajanju od 45 minuta. Produkti razdvojeni na gelu
vizuelizovani su na UV transiluminatoru DP-CF-011.C (Vilber Lourmat, France). Na osnovu
pozicije u odnosu na DNK lesticu (GeneRuler 100 bp DNA Ladder - Thermo Scientific)
odredena je veli¢ina produkata. Ocekivana veli¢ina PCR produkata za FA-ITSF/FA-ITSR par
prajmera bila je 272 bp.

5.4.3. Amplifikacija sekvence gena TEF-1a

Za izradu filogenetskog stabla koris¢ene su sekvence gena TEF-/a. Ovaj gen je
esencijalan u procesu translacije proteina, a zbog visoke konzerviranosti veoma je informativan
do nivoa vrste kod Fusarium spp. i koristi se za proucavanje filogenije ovih vrsta (Geiser et al.,
2004). Za umnoZzavanje ciljnog regiona koriscen je par prajmera EF1/EF2 (Tabela 3), opisan od
strane O’Donnell et al. (1998).

Tabela 3. Prajmeri EF1/EF2 koris¢eni u PCR reakciji za amplifikaciju sekvence gena TEF-/a

Naziv
Vrsta prajmera prajmera  |Sekvenca Literaturni izvor
Forward prajmer EF1 5’ - ATG GGT AAG GAG GAC AAG AC -3’
O’Donnell et al., 1998
Reverse prajmer EF2 5’- GGA AGT ACC AGT GAT CATGTT -3’

Za PCR reakciju pripremljena je reakciona smeSa od 1 pul DNK ekstrakta, 12,5 pl
Pag5000 Hotstart PCR Master Mix (Agilent Technologies, Inc., USA), 1 ul svakog prajmera (10
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pmol/ul) 1 9,5 ul DNA-free vode, kona¢ne zapremine 25 pl. Kao negativna kontrola koris¢ena je
reakciona PCR smeSa bez dodate DNK, a amplifikacija PCR produkata izvedena je u PCR
reakciji takode u aparatu Agilent SureCycler 8800 (USA) pri slede¢im uslovima reakcije:
e inicijalna denaturacija: 2 min na 94 °C,
e 35 ciklusa
o denaturacija: 1 min na 94 °C
o hibridizacija: 1 min na 53 °C
o elongacija: 2 min na 72°C,

e finalna elongacija: 10 min na 72 °C.

Produkti dobijeni PCR reakcijom (5 pl) su pomesani sa bojom (2 ul DNA Gel Loading
Dye (6X) - Thermo Fisher Scientific). Razdvajanje je uradeno pomoc¢u horizontalne
elektroforeze u 1,5% agaroznom gelu (sa 1,5 pl rastvora etidijum bromida koncentracije 2,5
mg/ml) u 1x TAE puferu, pri konstantnom naponu od 100 V u trajanju od 60 minuta.

Produkti razdvojeni na gelu vizuelizovani su na UV transiluminatoru DP-CF-011.C
(Vilber Lourmat, France). Na osnovu pozicije u odnosu na DNK lesticu (GeneRuler 100 bp
DNA Ladder - Thermo Scientific) odredena je veli¢ina produkata. Ocekivana veli¢ina PCR

produkata za par prajmera EF1/EF2 ocekivana veli¢ina PCR produkata iznosila je oko 700 bp.

5.4.4. Filogenetska analiza

PCR produkti amplifikovani univerzalnim prajmerima EF1/EF2 su usluzno sekvencirani
u kompaniji Macrogen Inc. (http://dna.macrogen.com, Korea), na ABI 3730XL Automatic
Sequencer, u oba smera. Sekvence su zatim obradene u programu FinchTV version 1.4.0., nakon
¢ega su dobijene konsenzus nukleotidne sekvence koje su koriS¢ene za dalje analize. Pomocu
National Center for Biotechnology Information (NCBI) i programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) uradeno je viSestruko poravnavanje sekvenci sa sekvencama iz
GenBank baze 1 izraCunata je geneticka slicnost. Za izracunavanje geneticke udaljenosti 1
odredivanje filogenetskih odnosa konstruisano je filogenetsko stablo pomocu programskog
paketa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2011) koris¢enjem Maximum Likelihood metode i bootstrap

analize u 1000 ponavljanja. Za ove analize koris¢ene su sekvence 16 izolata (Tabela 4), od kojih
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15 identifikovanih kao F. avenaceum i jedan identifikovan kao F. graminearum, dok je iz

GenBank preuzeta sekvenca C. gloeosporioides (GU994503.1) koja je koris¢ena kao

najudaljenija vrsta (outgroup).

Tabela 4. Izolati ¢ije su sekvence koriS¢ene za filogenetsku analizu

Vrsta Izolat
Fusarium avenaceum HGS8
Fusarium avenaceum JGS3
Fusarium avenaceum JGS3?
Fusarium avenaceum JGS3®
Fusarium avenaceum JGS3*
Fusarium avenaceum KA13
Fusarium avenaceum HG3
Fusarium avenaceum TaB62
Fusarium avenaceum Thi4!
Fusarium avenaceum BV/4/17*
Fusarium avenaceum JF1!
Fusarium avenaceum JZ/13/17
Fusarium avenaceum LjG/15/17
Fusarium avenaceum R2G112
Fusarium avenaceum TAV18!
Fusarium graminearum TaB10?
5.5. Potencijal za sintezu mikotoksina izolata Fusarium spp.

Potencijal za sintezu mikotoksina odabranih izolata ispitan je na hranljivoj podlozi od
jabuke (eng. apple agar - AA) (TaB10, TaB10? TaB62, TaB12, LjG15/17, TAV18!, JF1l,
Bv4/172, JGS33, JZ13/17%, JvZ8/18, R2G11%, KA13, HG8 i HG3) i na vestacki inokulisanim
plodovima jabuke sorte Zlatni deliSes (TaB10, TaB10?%, TaB6?, TaB12, JGS3?%, JGS3%, TvJ3,
Thi4t, KA12, KA13, HG8 i HG3). Izolati su uzgajani sedam dana na PDA na 25 + 1 °C, a zatim

su kruzni isecci micelije sa podlogom prec¢nika 3 mm korisc¢eni za inokulaciju podloge od jabuke

(apple agar — AA) i plodova jabuke.

Za pripremu podloge od jabuke koriS¢eno je 300 g homogenizovanih svezih plodova

sorte Zlatni deliSes, 1 ml rastvora metala (10 g/l ZnSO4+7H20 i 5 g/l CuSO4+5H20), 30 g agara i

1000 ml destilovane vode, prema Sgrensen et al. (2009). Nakon zasejavanja izolati su 14 dana
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gajeni na podlozi pri temperaturi 23 = 1 °C u tami. Za ekstrakciju je uzeto po devet iseCaka iz
centra kolonije sa AA podloge za svaki izolat koji su stavljeni u 70% rastvor metanola u staklene
bocice sa poklopcem. Bocice su, zatim, stavljene na mesa¢ (Sejker) u trajanju od 45 minuta, a
nakon toga smesa je profiltrirana kroz Whatman filter hartiju broj 1, a filtrat prikupljen u Ciste
staklene bocice sa poklopcem.

Plodovi kori$¢eni za ispitivanje potencijala za sintezu mikotoksina na plodovima jabuke
su oprani vodom, osuSeni, povrSinski sterilisani, a potom inokulisani ise¢cima micelije.
Inokulisani plodovi su inkubirani u plasti¢nim kutijama u kojima je odrzavana visoka vlaznost na
sobnoj temperaturi tokom 14 dana. Po zavrSetku inkubacionog perioda razdvojen je zdrav od
trulog dela ploda, koji su zatim zasebno suseni u susnici na temperaturi od 80 °C tokom 24 sata
do vlaznosti uzorka od 5%, nakon ¢ega su uzorci samleveni.

Ekstrakcija mikotoksina iz samlevenih uzoraka uradena je prema izmenjenoj metodi
Obradovi¢ (2017). Po 5 g svakog uzorka je pomeSano sa 25 ml 70% rastvora metanola, a zatim
je smesa homogenizovana u mikseru Osterizer blender (Oster Manufacturing, USA) pri 1300
rpm tokom 3 minuta. Ovako pripremljena homogenizovana smesa filtrirana je kroz Whatman
filter hartiju broj 1, a filtrat je prikupljen u staklene bocice sa poklopcem.

Kvalitativna i kvantitativna analiza mikotoksina je uradena pomoc¢u ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) testa. ELISA testovi su brzi imunohemijski testovi koji se koriste
u detekciju supstanci sa antigenim osobinama. Analiza je izvedena prema uputstvima
proizvodaca ELISA testa (Celer® ZEA i Celer® DON v3, Tecna Srl Italija). U svaki bunar je
uneto po 100 pl enzimskog konjugata. Nakon toga dodato je po 50 pl standarda, odnosno
uzoraka promeSanih uz pomo¢ viSekanalne mikropipete. Neposredno nakon meSanja, 100 pl
smese je prebaceno u odgovarajuci bunar oblozen antitelima. Nakon inkubacije od 10 minuta na
sobnoj temperaturi bunari su isprani puferom za ispiranje, a potom su prosuseni na papirnoj vati.
U prosusene bunare dodato je po 100 pl rastvora za razvijanje i nakon inkubacije na sobnoj
temperaturi od 10 minuta u svaki bunar je dodato po 50 pl reagensa za zaustavljanje reakcije,
koji menja boju rastvora iz plave u zutu. Koncentracija mikotoksina je izmerena na 450 nm
pomoc¢u ELISA ¢itaca BioTek EL x 800 (USA).
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5.6. Procena potencijala za sintezu sekundarnih metabolita izolata

Fusarium spp.

Vrste roda Fusarium imaju sposobnost da produkuju Sirok spektar sekundarnih
metabolita, medu njima i mikotoksine, od kojih neki mogu biti veoma Stetni ukoliko dospeju u
lanac ishrane. Kako bi se izvrsila procena potencijala za sintezu sekundarnih metabolita,
neophodno je izvrsiti sekvenciranje DNK molekula odabranih izolata, sklapanje i anotaciju celog
genoma. Ovo istraZivanje je uradeno pomocu bioinformatickih programa i alata u Sjedinjenim
Ameri¢kim Drzavama na Univerzitetu Masacusets (University of Massachusetts Amherst) u
okviru istrazivackog boravka preko programa Fulbrajt Vlade SAD (Fulbright Doctoral Research

Program).

5.6.1. Sekvenciranje, sklapanje i anotacija celog genoma

Sekvenciranje je izvrSeno koristeé¢i Illumina MiSeq Sequencing System u 150 ciklusa sa
pokrivenos¢u 100x za F. avenaceum (izolat KA13) i 113x za F. graminearum (izolat TaB10).
Kvalitet sekvenciranja je proveren pomocu softvera FastQC verzija 0.11.5

(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/).  Program  Trimmomatic  0.32

(Bolger et al., 2014) korisc¢en je za trimovanje ocitavanja i uklanjanje adaptera koji su koriséeni
prilikom sekvenciranja sa slede¢im parametrima: ILLUMINACLIP: TruSeq3-PE-2.fa:2:30:10
TRAILING:10 MINLEN:36. Za sklapanje genoma primenjen je prilagodeni protokol opisan od
strane Ayhan et al. (2018). Program ABySS 1.5.2 (Simpson et al., 2009) je koriséen za inicijalno
sklapanje genoma, zatim je mapiranje genoma uradeno pomocu programa BWA 0.7.12 (Li and
Durbin, 2009), dok su za ¢iséenje i poliranje sklopljenog genoma korisé¢eni SAMtools 1.3 (Li et
al., 2009) i Picard 2.0.1 (http://broadinstitute.github.io/picard/). Za identifikaciju veza izmedu

skafolda u inicijalnom genomu koriséen je program GRIDSS 1.4.1. (Cameron et al., 2017). Ovaj
program se koristi za detekciju strukturnih varijanti (structural variants - SV), koje obuhvataju
razliCite tipove alteracija genoma, kao S§to su delecije, duplikacije, inverzije, translokacije 1
insercije. Posebno pripremljena skripta sa instrukcijama dostupne na github.com/d-
ayhan/tools/scaffolding.m je korisc¢ena za skafolding (proces spajanja sekvenci bez kontiuiteta u

jedinstveni skafold). GreSske uocene prilikom sklapanja genoma su popravljene manuelno
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pomocu programa R Studio (https://rstudio.com/). Softver MUMmer 3.23 (Kurtz et al., 2004) je

koris¢en za poravnavanje genoma sa referentnim genomima (F. avenaceum FaLH27, GenBank
broj: GCA_000769295.1 i F. graminearum PH-1, GenBank broj: GCA_000240135.3) uz
koriS¢enje standardnih parametara i duzinom poklapanja od 50 bp. Konacna verzija genoma je
dobijena nakon ponovnog mapiranja i poliranja genoma. Mitohondrijalni skafold je uklonjen iz
oba genoma. Zatim su pomoc¢u programa RepeatScout 1.0.5 (Price et al., 2005) otkriveni
repetitivni elementi, dok je RepeatMasker 4.0.5 (Tarailo-Graovac and Chen, 2009) koriséen za
skrining 1 maskiranje ponavljajucih sekvenci. Output programa RepeatScout se koristi kao input
za program RepeatMasker, kako bi se ponavljaju¢e sekvence u novosklopljenom genomu
maskirale (oznake nukleotida se zamenjuju sa N). Nakon procesa maskiranja, pomoc¢u programa
AUGUSTUS 3.3.2 (Stanke et al., 2004) izvrSena je predikcija gena u oba genoma.

5.6.2. Predikcija potencijala za sintezu sekundarnih metabolita

Bioinformatickim metodama i softverima je, na osnovu informacija koje se mogu dobiti
iz genoma, moguce predvideti geneticki potencijal gljiva za sintezu sekundarnih metabolita. U
ovom istrazivanju su za otkrivanje klastera gena odgovornih za sintezu sekundarnih metabolita u
genomima F. avenaceum i F. graminearum, koris¢ena dva softvera, SMURF (Secondary
Metabolite Unknown Regions Finder) i antiSMASH (antibiotics and Secondary Metabolite
Analysis SHell). Predikcija klastera gena za sintezu sekundarnih metabolita se zasniva na
identifikaciji gena koji kodira kljuéni enzim u biosintezi, tzv. backbone geni. Klju¢ni enzim je
kasnije podvrgnut modifikacijama od strane enzima i drugih produkata koji su kodirani
preostalim genima iz klastera (Theobald et al., 2018). Softver SMURF moze da detektuje gene
koji kodiraju sledece tipove klju¢nih enzima: poliketid sintaze (PKS), neribozomalne peptid
sintaze (NRPS), hibride NRPS-PKS i dimetilalil triptofan sintaze (DMATS) (Khaldi et al.,
2010). Softverom antiSMASH mozZe da se uradi predikcija gena vise tipova klju¢nih enzima, pa
tako, pored gore nabrojanih, mogu da se identifikuju indoli, terpeni i drugi (Blin et al., 2019;
Medema et al., 2011).
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5. 7. Bioloske i fizicke mere zastite plodova jabuke od Fusarium spp.

Nekoliko potencijalnih alata za biolosko i fizi¢ko suzbijanje prouzrokovaca fuzariozne
trulezi uskladistenih plodova jabuke je ispitano u in vitro i in vivo ogledima. Kao bioloska
reSenja sa visokim potencijalom ispitani su: etarska ulja i hidrolati etarskih ulja razlicitih biljaka,
kao i bioloski agensi Bacillus spp. (kompleks vrsta), S. hygroscopicus i B. velezensis. Od fizi¢kih
mera ispitani su tretmani plodova jabuke toplom vodom i uticaj 1-metilciklopropen (1-MCP) na

razvoj fuzariozne trulezi.

5.7.1. Proizvodnja etarskih ulja, hidrolata i bioloskih agenasa koriS¢enih u ogledima

Etarska ulja tri vrste biljaka (Ocimum basilicum — bosiljak; Salvia sclarea — muskatna
zalfija; Satureja hortensis — cubar) koja su koris¢ena u ogledima in vitro dobijena su
ekstrakcijom u procesu destilacije vodenom parom, dok su hidrolati ovih etarskih ulja dobijeni
kao sporedni proizvodi u procesu ekstrakcije etarskih ulja. Etarsko ulje divljeg origana
(Origanum vulgare) koris¢eno u in vitro i in vivo ogledu je komercijalno dostupno i namenjeno
za humanu upotrebu.

U ogledima sa bioloskim agensima koriS¢eni su kompleks vrsta roda Bacillus, koji je
komercijalno dostupan kao mikrobiolosko dubrivo, dok su metaboliti S. hygroscopicus i
kultivaciona te¢nost B. velezensis namenski pripremljeni za oglede. Sekundarni metaboliti i
kultivaciona te¢nost dobijeni su trodnevnom kultivacijom S. hygroscopicus, odnosno B.

velezensis u te¢noj podlozi ¢iji je sadrzaj dat u Tabeli 5.

Tabela 5. Sastav hranljive podloge za kultivaciju Streptomyces hygroscopicus i Bacillus
velezensis

Sastojci Koli¢ina (g/1)

Glukoza 15
Sojina sa¢ma 10
CaCOs3 3
NaCl 3
MgSO4 0,5
(NH4)2HPO4 0,5
K2HPO4 1
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Kiselost podloge je prilagodena na pH 7,2 + 0,1. U erlenmajer posudu zapremine 100 ml
dodato je 30 ml te¢ne podloge za kultivaciju (Tabela 5), koja je inokulisana sa 10% (v/v)
polaznom kulturom S. hygroscopicus, odnosno B. velezensis starom 48 sata. Inkubacija je trajala
72 sata na 26 £ 1 °C pri 150 o/min u uslovima spontane aeracije. Nakon inkubacije, kultura je
centrifugirana 10 minuta pri 10.000 g, a dobijeni supernatant sa sekundarnim metabolitima S.
hygroscopicus koris¢en za potrebe ispitivanja, dok je kultivaciona te¢nost sa celijama B.

velezensis koris¢ena za ogled nakon inkubacije od 72 sata.

5.7.2. lzolati Fusarium spp. koriséeni u in vitro i in vivo ogledima

U ispitivanjima uticaja bioloskih i fizickih mera na razvoj fuzariozne trulezi na
uskladiStenim plodovima jabuke koriS¢eni su izolati koji su izabrani kao predstavnici
morfoloskih grupa. lzolati su gajeni sedam dana na PDA podlozi pri 25 £ 1 °C u mraku.
Koris¢eni su slede¢i izolati:

e Uticaj etarskih ulja i hidrolata etarskih ulja razli¢itih biljaka in vitro - KA13 (F.
avenaceum) i TaB10 (F. graminearum);

e Ulticaj etarskog ulje divljeg origana (O. vulgare) na fuzarioznu trulez ploda jabuke pri
razli¢itim uslovima skladistenja - KA12 i KA13 (F. avenaceum);

e Uticaj bioloskih agenasa Bacillus spp. i S. hygroscopicus na Fusarium spp. in vitro -

KA12, KA13 i BVA14! (F. avenaceum);

e Uticaj bioloskih agenasa Bacillus spp. i S. hygroscopicus na Fusarium spp. in vivo -

JGS32 (F. avenaceum);

e Uticaj bioloskog agensa B. velezensis na Fusarium spp. in vitro - KA12, HG3 i JF1! (F.
avenaceum) i TaB10 (F. graminearum);

e Uticaj bioloskog agensa B. velezensis na Fusarium spp. in vivo - KA12 (F. avenaceum);

e Zastita plodova jabuke od prouzrokovaca truleZi tretmanima toplom vodom in vitro i in
vivo - KA12 (F. avenaceum) i TaB10? (F. graminearum);

e Uticaj primene 1-MCP i dinamicki kontrolisane atmosfere (DCA) u skladiStu na razvoj

fuzariozne trulezi plodova jabuke - KA12 (F. avenaceum).
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5.7.3. Uticaj etarskih ulja i hidrolata etarskih ulja na fuzarioznu trulez ploda jabuke

5.7.3.1.  Uticaj etarskih ulja i hidrolata etarskih ulja razli¢itih biljaka na Fusarium spp. in
vitro

U ovom ogledu ispitan je uticaj Cetiri etarska ulja i tri hidrolata etarskih ulja razlicitih
biljaka na izolate KA13 (F. avenaceum) i TaB10 (F. graminearum). Etarska ulja, hidrolati

etarskih ulja i ispitivane koncentracije dati su u Tabeli 6.

Tabela 6. Etarska ulja, hidrolati etarskih ulja i ispitane koncentracije

Tretman Koncentracija
Etarsko ulje Ocimum basilicum (bosiljak) 0,16 pl/ml
Salvia sclarea (muskatna Zalfija) vazduha

Satureja hortensis (¢ubar)

Origanum vulgare (divlji origano)

Hidrolat Ocimum basilicum (bosiljak) 100 pl/ml

etarskog ulja Salvia sclarea (muskatna zalfija) podloge

Satureja hortensis (¢ubar)

Uticaj etarskih ulja je ispitan na slede¢i nacin: fragmenti precnika 3 mm micelije izolata
sedam dana stare kulture gljiva zasejani su u Petri kutije sa PDA podlogom, tako da micelija
naleze na podlogu. U svim varijantama pripremljeno je po tri Petri kutije svakog izolata, gde je
pojedina¢na Petri kutija predstavljala je jedno ponavljanje. Etarsko ulje je naneto na unutrasnju
stranu poklopca Petri kutije u koli¢ini kojom se obezbeduje koncentracija ulja u Petri kutiji 0,16
ul/ml vazduha. Odmah po nanoSenju etarskog ulja, kutije su zatvorene parafilmom 1 postavljene
u obrnuti polozaj. Ispitivanje uticaja hidrolata etarskih ulja je izvrSeno inkorporacijom hidrolata
u hranljivu podlogu tako $to je u laboratorijsku ¢asu sa magnetom dodata prohladena PDA
podloga, a zatim uneta odgovarajuca koli¢ina hidrolata do koncentracije 100 pl/ml podloge, te je
smeSa homogenizovana na magnetnoj mesalici. U kontrolnoj varijanti su zasejani izolati bez
primene etarskih ulja/hidrolata. Petri kutije su inkubirane u termostatu u mraku na temperaturi 25
+ 1 °C u trajanju od sedam dana. Ocena je uradena na kraju sedmodnevnog inkubacionog
perioda merenjem pre¢nika razvijene micelije u dva pravca pod uglom od 90 stepeni. Posle

oCitavanja, iseCci micelije izolata iz Petri kutija u kojima nije doSlo do rasta izolata su ponovo
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presejani na PDA podlogu, bez aplikacije etarskog ulja, kao i novi iseCci sa periferije kultura iz
kontrolne varijante. Presejavanje se vrsilo kako bi se utvrdilo da li je doSlo do letalnog efekta,
odnosno da li su ulja delovala fungistaticno (ukoliko dode do porasta nakon presejavanja) ili
fungicidno (ukoliko porast izostane i nakon presejavanja). Ocitavanje je izvrSeno tri dana nakon

ponovnog presejavanja.

5.7.3.2.  Uticaj etarskog ulja divljeg origana (Origanum vulgare) na fuzarioznu trulez

ploda jabuke pri razli¢itim uslovima skladistenja

Inhibitorno delovanje etarskog ulja divljeg origana na razvoj fuzariozne trulezi ploda
jabuke prouzrokovane izolatima KA12 i KA13 (F. avenaceum) ispitano je tako Sto su Petri kutije
sa etarskim uljima postavljene u dezinfikovane, zatvorene, plasti¢ne Kutije sa plodovima jabuke,
tako da se u Kutiji postigne koncentracija ulja 0,16 ul/cm®. Plodovi jabuke su prethodno
povrsinski sterilisani, na njima su napravljeni otvori pre¢nika 4 mm i dubine 3 mm, a zatim su
inokulisani ise¢cima sedam dana stare micelije pre¢nika 3 mm. Kontrolnu varijantu, u odnosu na
koju je posmatran efekat etarskog ulja, predstavljali su plodovi koji su smesteni u plasti¢nu
kutiju bez prisustva etarskog ulja. Ogled je postavljen u tri ponavljanja, gde su tri ploda ¢inila
jedno ponavljanje. Plodovi su inkubirani u hladnja¢i sa normalnom atmosferom (NA,
temperatura vazduha 3 £+ 1 °C, relativna vlaznost vazduha 70%), u hladnjaci sa veoma niskim
sadrzajem kiseonika (ULO, temperatura vazduha 1 + 0,5 °C, relativna vlaznost 92 — 94%, sastav
atmosfere 1% O i 1% CO3) i na sobnoj temperaturi. Plodovi su ¢uvani 95 dana u NA i ULO
hladnjaci. Pre¢nik nekroze (mm) izmeren je na dan prestanka skladiStenja, a zatim je merenje
izvrSeno nakon 4, 14 i 21 dana dodatne inkubacije na sobnoj temperaturi (shelf life). Ukoliko je
do razvoja nekroze na plodovima doslo tokom perioda skladistenja, precnik razvijene nekroze
oduzet je od ukupnog pre¢nika nekroze razvijene tokom perioda inkubacije na sobnoj
temperaturi. Nakon oduzimanja, dobijeni podaci su koriséeni za dalje analize. Pre¢nici nekroze
na plodovima inkubiranim na sobnoj temperaturi takode su izmereni nakon 4, 14 i 21 dana
inkubacije. Brzina razvoja nekroze (eng. necrosis development rate - NDR) (mm/dan) izraunata

je deljenjem precnika nekroze (mm) sa trajanjem perioda posmatranja (broj dana).
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5.7.4. Uticaj bioloskih agenasa Bacillus spp. i Streptomyces hygroscopicus na Fusarium

Spp.

5.7.4.1.  Uticaj bioloskih agenasa Bacillus spp. i Streptomyces hygroscopicus na Fusarium

spp. in vitro

U in vitro ogledu efekat bioloskih agenasa je ispitan inkorporacijom agenasa u hranljivu
podlogu u koncentracijama datim u Tabeli 7. Inkorporacija preparata (Bacillus spp.), odnosno
kultivacione te¢nosti (S. hygroscopicus) u podlogu uradena je na slede¢i nacin: u caSu sa
magnetom je uneta prohladena PDA podloga, te je zatim Casa stavljena na magnetnu mesalicu.
Tokom meSanja podloge uneta je odgovarajuca koli¢ina bioagensa, razli€ito za svaku varijantu,
kako bi se dobila podloga sa odgovaraju¢im procentom bioagensa. Nakon homogenizacije,
podloga je razlivena u oznacene Petri kutije. Kao kontrolna varijanta koris¢ene su Petri kutije sa
hranljivom podlogom bez bioagensa. Po stezanju podloga, fragmenti micelije izolata KA12,
KA13 i BVA14! (F. avenaceum) pre¢nika 3 mm, uzeti iz sedam dana starih kultura, zasejani su u
centar Petri kutije, posebno za svaku varijantu i svaki izolat. Zasejane Petri kutije su inkubirane u
termostatu pri temperaturi 25 + 1 °C. Ogled je postavljen u tri ponavljanja, a pojedina¢na Petri

kutija predstavljala je jedno ponavljanje.

Tabela 7. Primenjene koncentracije ispitivanih bioloskih agenasa inkorporirane u PDA podlogu

Kultivaciona te¢nost
Streptomyces
Bacillus spp. hygroscopicus
(%) (%)

0,5 1
1 2
1,5 3
2 4
2,5 5
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5.7.4.2.  Uticaj bioloskih agenasa Bacillus spp. i Streptomyces hygroscopicus na Fusarium

spp. in vivo

U in vivo ogledu ispitivanja uticaja bioloskih agenasa kori$¢eni su plodovi jabuke sorte
Zlatni deliSes. Plodovi su oprani pod teku¢om vodom i osuSeni, a zatim povrsinski sterilisani
70% alkoholom. Nakon toga, svaki plod je ozleden tako §to su napravljena Cetiri otvora precnika
4 mm i dubine 3 mm.

U pripremljena udubljenja mikropipetom je uneto po 2 pl pripremljenih rastvora
bioloskih agenasa. Primenjene koncentracije ispitivanih bioloskih agenasa unete u otvore na
plodovima bile su 1 i 5% za Bacillus spp., 5 i 100% za kultivacionu te¢nost S. hygroscopicus.
Nakon 10 minuta u otvore ploda su uneti fragmenti micelije izolata JGS32 (F. avenaceum) sedam
dana starih kultura pre¢nika 3 mm. U pozitivnoj kontroli u otvore je uneta sterilna, destilovana
voda, a potom su uneti fragmenti micelije. Kao negativna kontrola, koris¢eni su plodovi u ¢ije
otvore je uneta sterilna, destilovana voda, ali nije izvrSena inokulacija. Ogled je postavljen u tri
ponavljanja, gde su tri ploda ¢inila jedno ponavljanje.

Inkubacija plodova u plasti¢noj kutiji pri sobnoj temperaturi i prirodnim uslovima smene
dana i no¢i, u uslovima visoke relativne vlaznosti je trajala 10 dana. Po isteku inkubacije,

izmeren je preCnik razvijene nekroze na tretiranim i kontrolnim plodovima jabuke.

5.7.5. Uticaj bioloskog agensa Bacillus velezensis na Fusarium spp.

5.7.5.1.  Uticaj bioloskog agensa Bacillus velezensis na Fusarium spp. in vitro

U in vitro ogledu u laboratorijsku ¢asu sa magnetom uneta je prohladena PDA podloga,
zatim je inkorporirana kultivaciona tec¢nost B. velezensis, te je smeSa homogenizovana na
magnetnoj mesalici. Nakon homogenizacije ovako pripremljena podloga je razlivena u sterilne
Petri kutije, gde je jedna Petri kutija predstavljala jedno ponavljanje. Ogled je postavljen u tri
ponavljanja. Ispitane su koncentracije 1, 2, 5 i 10%. Kruzni isecci micelije pre¢nika 3 mm izolata
KA12, JF1!, HG3 (F. avenaceum) i TaB10 (F. graminearum) zasejani su u Petri kutije tako da

micelija naleze na podlogu. U kontrolnoj varijanti je koris¢ena PDA bez dodavanja agensa.
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Nakon zavrSetka inkubacionog perioda od sedam dana izmeren je pre¢nik razvijenih kolonija u

dva pravca pod uglom od 90 stepeni.

5.7.5.2.  Uticaj bioloSkog agensa Bacillus velezensis na Fusarium spp. in vivo

In vivo ispitivanje dejstva agensa je sprovedeno tako Sto su plodovi sorte Zlatni deliSes
povrsinski dezinfikovani, a zatim ozledeni tako §to su formirani ujednaceni otvori pre¢nika 4 mm
i dubine 3 mm. U svaki otvor je uneto po 10 ul kultivacione tecnosti B. velezensis u
koncentracijama koje su u in vitro ogledu ispoljile najjacu inhibiciju porasta micelije, a zatim je
izvrSena inokulicija ise¢cima sedam dana stare micelije izolata KA12 (F. avenaceum) pre¢nika 3
mm. Ogled je postavljen u tri ponavljanja, gde su tri ploda ¢inila jedno ponavljanje. Plodovi su
inkubirani u uslovima visoke relativne vlaznosti vazduha u plastiénim kutijama na sobnoj
temperaturi tokom 14 dana. Nakon inkubacionog perioda izmeren je precnik razvijene nekroze

na plodovima.

5.7.6. Uticaj toplotnih tretmana na Fusarium spp.

5.7.6.1.  Uticaj toplotnih tretmana na klijavost spora i porast micelije Fusarium spp. in

vitro

U in vitro ogledu u Petri Kkutije sa sedam dana starim kulturama izolata KA12 (F.
avenaceum) i TaB10? (F. graminearum) dodato je po 10 ml sterilne destilovane vode, a zatim
ostavljeno da odstoji 15 minuta. Nakon toga, micelija je sastrugana sterilnom plasticnom petljom
za inokulaciju, pri ¢emu se vodilo ra¢una da se ne otkinu delovi podloge. Sadrzaj Petri kutije je
zatim proceden kroz sterilnu gazu u ¢asu sa magnetom, a sadrzaj koji se zadrZao na gazi ispran je
sa dodatnih 10 ml sterilne destilovane vode. Casa sa magnetom je potom preneta na magnetnu
meSalicu, kako bi se sadrZaj u ¢aSi homogenizovao. Zatim je po 500 pl ovako pripremljene
suspenzije spora preneto pipetom u mikrotube od 1,5 ml. Mikrotube sa suspenzijama spora su u
termomikseru Eppendorf ThermoMixer C (Germany) izlozene delovanju razli¢itih kombinacija
temperatura i vremena izlaganja (Tabela 8). Ogled je postavljen u tri ponavljanja, a pojedina¢na

mikrotuba sa suspenzijom spora predstavljala je jedno ponavljanje.
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Tabela 8. Vrednosti parametara izlaganja (temperatura i vreme izlaganja) suspenzija spora
Fusarium spp. u ogledu ispitivanja uticaja toplotnih tretmana na klijavost spora i porast micelije
in vitro

Tretman | t (°C) \ Vreme | Tretman | t (°C) Vreme
Kontrola / 11 53 | 10 min
1 90 | 30s 12 50 | 1 min
2 90 | 1 min 13 50 | 3 min
3 60 | 30s 14 50 | 5 min
4 60 | 1 min 15 50 | 10 min
5 57 | 1 min 16 50 | 15 min
6 57 | 3min 17 45 | 1 min
7 57 | 5min 18 45 | 5 min
8 53 | 1 min 19 45 | 10 min
9 53 | 3min 20 45 | 15 min
10 53 | 5min 21 45 | 20 min

U kontrolnoj varijanti suspenzije spora nisu bile izlozene delovanju visokih temperatura.
Nakon tretmana, po 5 pl svake suspenzije spora je preneto pipetom u bunare u centru Petri kutije
pre¢nika 3 mm, koji su napravljeni nakon hladenja PDA podloge, za svaki tretman po tri Petri
kutije. Nakon inkubacije od sedam dana izmeren je prec¢nik razvijene micelije u Petri kutiji u dva

smera, pod uglom od 90 stepeni.

5.7.6.2.  Zastita plodova jabuke od prouzrokovaca fuzariozne trulezi tretmanima toplom

vodom

Za in vivo ogled odabrani su tretmani 53 i 57 °C u trajanju od 3 i 5 minuta, jer su to
kombinacije najniZih temperatura i najkrac¢ih vremena izlaganja gde je zabeleZena potpuna
inhibicija rasta micelije izolata u in vitro ogledu, a za koje se pretpostavilo da nece izazvati
Stetne efekte na plodovima. Za potrebe in vivo ogleda plodovi jabuke sorte Fuji su prethodno
inkubirani 24 ¢asa na sobnoj temperaturi, kako bi se izjednacila temperatura plodova, a zatim su
plodovi oprani i povrSinski sterilisani 70% alkoholom. Na svakom plodu su napravljena po dva
ujednacena otvora precnika 4 mm i dubine 3 mm. Vestacka inokulacija plodova izvrSena je
fragmentima sedam dana stare micelije preénika 3 mm izolata KA12 (F. avenaceum) i TaB10?
(F. graminearum), a zatim su plodovi podvrgnuti toplotnim tretmanima u vodenom kupatilu.
Ogled je izveden u tri ponavljanja, a za svaki tretman pripremljeno je 10 plodova po ponavljanju,

ukupno 30 po tretmanu. Nakon tretmana, plodovi su smesSteni u plasticne kutije. Polovina
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plodova je inkubirana sedam dana na sobnoj temperaturi, a druga polovina je inkubirana u
hladnjac¢i sa normalnom atmosferom na temperaturi 3 °C tokom 30 dana. Po isteku inkubacije
izmeren je precnik nekroze razvijene na plodovima.

Kako bi se doslo do optimalnih vrednosti temperatura i vremena trajanja na osnovu
dobijenih rezultata, ogled je ponovljen. Za planiranje ponovljenog ogleda koris¢en je Box-
Behnken dizajn ogleda koji omogucava kasniju optimizaciju primenjenih faktora (temperatura 1
vreme izlaganja) u cilju ostvarivanja maksimalnih efekata, odnosno maksimalne inhibicije

fuzariozne trulezi. Vrednosti parametara tretmana date su u Tabeli 9.

Tabela 9. Vrednosti parametara (temperatura i vreme izlaganja) u ponovljnom ogledu ispitivanja
uticaja toplotnih tretmana na razvoj fuzariozne trulezi in vivo

Redni broj Temperatura vode Vreme
tretmana (°C) izlaganja (min)
1 1
2 2
3 52 3
4 1
5 2
6 54 3
7 1
8 2
9 56 3
centralna tacka
10 54 2
11 Kontrola Netretirano

Ogled je izveden na gore opisan nacin, s tom razlikom da su u ponovljenom ogledu

koriséeni plodovi dve sorte, Zlatni delises i Fuji. Plodovi su inkubirani na sobnoj temperaturi
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tokom deset dana, a dobijeni rezultati dalje su obradeni u softverskom paketu Design-Expert
7.1.5, a metod Zeljene funkcije je primenjen u cilju determinacije optimalnih vrednosti
ispitivanih parametara, odnosno definisanja tretmana (temperatura i vreme izlaganja) koji bi
potencijalno ispoljio najjacu inhibiciju razvoja fuzariozne trulezi na plodovima jabuke. Tako
definisani tretmani (za sortu Fuji za F. avenaceum 53,7 °C u trajanju 3 minuta, za F.
graminearum 53,7 °C u trajanju 1 minut i 6 sekundi, a za sortu Zlatni deliSes za F. avenaceum
53,9 °C u trajanju 2 minuta i 42 sekunde, za F. graminearum 52 °C u trajanju 2 minuta i 54

sekundi) su, zatim, ispitani u in vivo ogledu.

5.7.7. Uticaj primene 1-MCP i dinamic¢ki kontrolisane atmosfere (DCA) u skladi$tu na

razvoj fuzariozne trulezi plodova jabuke

Kao blokator receptora etilena, 1-MCP se primenjuje kako bi se usporilo sazrevanje
plodova. Takode, skladistenje plodova u skladiStima sa niskom temperaturom i izmenjenom
atmosferom ima za cilj da se zadrzi visok kvalitet plodova jabuke. Cilj ovog ogleda bio je da se
ispita uticaj primene 1-MCP i uslova dinamicki kontrolisane atmosfere (DCA) na razvoj F.
avenaceum na plodovima jabuke sorte Granny Smith. Od ukupno 60 plodova koris¢enih u
ogledu, 30 plodova je tretirano sa 1-MCP (komercijalno dostupan kao SmartFresh™), a
preostalih 30 nije tretirano. Na povrsinski sterilisanim plodovima su napravljeni otvori pre¢nika
4 mm 1 dubine 3 mm, te su veStacki inokulisani ise€cima pre¢nika 3 mm sedam dana stare
micelije izolata KA12 (F. avenaceum) gajenim na PDA podlozi. Kao negativna kontrola su
koriséeni plodovi tretirani i netretirani sa 1-MCP inokulisani sa sterilnim ise¢cima PDA. Plodovi
su smesteni u dezinfikovane, plasti¢ne kutije i Cuvani na sobnoj temperaturi ili u hladnjac¢i pod
DCA uslovima (sastav atmosfere 0,5% O i 0,8% CO., temperatura vazduha 1 = 0,5 °C, relativna
vlaznost 92 — 94%). PreCnici nekroti¢nih lezija izazvanih sa F. avenaceum na plodovima
c¢uvanim na sobnoj temperaturi su izmereni nakon 7, 14 i 21 dana inkubacije. Precnici nekroze
razvijene na plodovima skladiStenim u DCA hladnjadi su izmereni odmah nakon perioda
skladistenja (143 dana), te nakon 7, 14 1 21 dana dodatne inkubacije na sobnoj temperaturi.
Vrednosti pre¢nika nekroze razvijene na netretiranim plodovima i plodovima tretiranim sa 1-

MCP izmerene su neposredno nakon zavrsetka skladistenja i nakon dodatne inkubacije na sobnoj
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temperaturi i uporedeni su sa podacima dobijenim merenjem pre¢nika nekroze na tretiranim i
netretiranim plodovim inkubiranim na sobnoj temperaturi. Prec¢nici nekroze razvijeni tokom
perioda skladiStenja u hladnjaci oduzeti su od pre¢nika nekroze razvijenih nakon inkubacije na
sobnoj temperaturi, a podaci su uporedeni sa prec¢nicima nekroze razvijenim na plodovima
inkubiranim samo na sobnoj temperaturi. Brzina razvoja nekroze (eng. necrosis development rate
- NDR) (mm/dan) izraCunata je deljenjem precnika nekroze (mm) sa trajanjem perioda

posmatranja (broj dana).
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5.8. Statisticke metode i obrada podataka

Statisticka obrada podataka izvrSena je pomocu programskog paketa Statistica 13.5
(TIBCO Software, USA) primenom analize varijanse (ANOVA) i post hoc testova (Duncan
MRT, Tukey’s HSD, Fisher’s LSD) u intervalu poverenja 95%.

Molekularna identifikacija sekvenci regiona TEF-/a izvrSena je viSestrukim poravnanjem
sekvenci izolata (Multiple sequence alignment) sa sekvencama dostupnim u GenBank bazi
podataka  pomocu  BLAST  (Basic Local Alignment Search  Tool) alata

(http://blast.GenBank.nlm.nih.gov/Blast.cgi), dok je proraun geneticke sli¢nosti uraden pomocu

programskog paketa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2011). Potvrda identifikacije dobijenih sekvenci
uradena je pomocu programa Clustal W (Thompson et al., 1994).

Box-Behnken dizajn je koris¢en za planiranje ogleda optimizacije temperatura toplotnih
tretmana, dok je za optimizaciju faktora primenjena metoda Zeljene funkcije u programskom

paketu Design-Expert 7.1.5. (StatEase, Inc., USA).

47


http://blast.genbank.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Mladen Petres Doktorska disertacija

6. REZULTATI
6.1. Prikupljanje uzoraka, izolacija patogena i priprema monohifalnih
izolata

Uzorci jabuke sa simptomima trulezi su prikupljeni sa 10 lokaliteta, i to iz hladnjaca sa
veoma niskim sadrzajem kiseonika (ULO), hladnjace sa dinamicki kontrolisanom atmosferom
(DCA), hladnjacama sa normalnom atmosferom, marketima, pijacama i proizvodnim
vocnjacima. Svi uzorkovani plodovi su bili sa simptomima trulezi, sa ili bez vidljive micelije.
Pocetni simptomi su se javljali u vidu sitnih, okruglih, svetlo smedih pega. Napredovanjem
zaraze, pege su se povecavale, tkivo ulegalo, postajalo vodenasto i lako se odvajalo od zdravog
tkiva, a kasnije se javljala beli¢asta, ruzicasta ili zuckasta micelija na povrSini ploda. Na
popre¢nom preseku plodova po duzini precnika pege uoceno je da se nekroza Sirila u dubinu
ploda u obliku slova V (Slika 1). Ovakvi simptomi su primeéeni kod plodova sa simptomima
truleZzi za koje se pretpostavljalo da su prouzrokovani od strane gljiva iz roda Fusarium,
uzorkovani su u devet ULO hladnjaca, tri hladnja¢e sa normalnom atmosferom, iz jedne
prodavnice i iz jednog proizvodnog vocnjaka. Na plodovima uzorkovanim iz hladnjaca sa
dinamicki kontrolisanom atmosferom (DCA) i na pijacama nisu se razvili opisani simptomi.
Tokom trogodisnjeg perioda prikupljanja uzoraka dobijeno je 320 izolata fitopatogenih gljiva. Za
mnoge od njih se, na osnovu izgleda kolonije 1 spora, moglo sa sigurnos$¢u zakljuciti da ne
pripadaju rodu Fusarium, te su izuzeti iz kolekcije i daljih istrazivanja. Ukupno je prikupljeno 59
izolata Fusarium spp. (Tabela 10). Ovim izolatima pridruzena su tri izolata dobijena 2012.
godine u okviru drugih istraZivanja kada je u populaciji patogena na uskladiStenim plodovima
jabuke zabelezen znacajan udeo Fusarium vrsta, $to je iniciralo istrazivanja sprovedena u ovom
radu. Na ovaj nacin se doSlo do ukupnog broja od 62 izolata koja su ukljuc¢ena u kolekciju.

Za 15 reprezentativnih izolata su formirane monohifalne kulture (TaB10, TaB10?,
TaB62, TaB12, LjG15/17, TAV18?, JF1t, Bv4/172, JGS3®, JZ13/17%, JvZ8/18, R2G11?, KA13,
HG8 i HG3).
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Tabela 10. Prikupljeni izolati odabrani za formiranje kolekcije i prou¢avanje u ovom istrazivanju

Datum Tip Datum Tip
Izolat izolacije Lokalitet objekta Izolat izolacije Lokalitet objekta
KA12 jul 2012. Ka¢ ULO TVRR6® februar 2017. |Tavankut UuLoO
KA13 jul 2012. Ka¢ ULO TVvRR6* februar 2017. |Tavankut UuLoO
MRMzD3  |jul 2012. Mala Remeta ULO TVRRG%* februar 2017. |Tavankut ULO
BVA14! mart 2016. Backi Vinogradi | ULO JB/2/17* april 2017. Jazak UuLO
BVA14? mart 2016. Backi Vinogradi | ULO JB/2/17? april 2017. Jazak ULO
JGS3 mart 2016. Jazak uLoO JB/5/17 april 2017. Jazak uLO
JGS3? mart 2016. Jazak UuLoO JZ/13/17 april 2017. Jazak uLo
JGS3? mart 2016. Jazak uLo JZ/13/17  |april 2017. Jazak ULoO
JGS3* mart 2016. Jazak ULO LjG/15/17  |april 2017. Ljutovo NA
JF1! mart 2016. Jazak ULO BV/4/17* maj 2017. Backi Vinogradi| ULO
JF12 mart 2016. Jazak ULO BV/4/172 maj 2017. Backi Vinogradi| ULO
JF13 mart 2016. Jazak ULO BV/9/172 maj 2017. Backi Vinogradi| ULO
JF1# mart 2016. Jazak ULO N3/17 jul 2017. Novi Sad prodavnica
TaB6! mart 2016. Tavankut ULO N11/17 jul 2017. Novi Sad prodavnica
TaB6? mart 2016. Tavankut ULO N23/17 jul 2017. Novi Sad prodavnica
TaB12 mart 2016. Tavankut ULO JG/4/181 mart 2018. Jazak ULO
TaB10 mart 2016. Tavankut ULO JG/4/182 mart 2018. Jazak ULO
TaB10? mart 2016. Tavankut ULO JvG/5/18 mart 2018. Jazak ULO
ThJ4t mart 2016. Tavankut NA JvG/10/18  |mart 2018. Jazak ULO
Thi4? mart 2016. Tavankut NA JvG/13/18  |mart 2018. Jazak ULO
TiJ7* mart 2016. Tavankut NA JvG/23/18  |mart 2018. Jazak ULO
TiJ7? mart 2016. Tavankut NA JvG/26/18  |mart 2018. Jazak ULO
TvJ3 mart 2016. Tavankut ULO JvZ8/18 mart 2018. Jazak ULO
HG3 mart 2016. Hajdukovo ULO Jvz9/18! mart 2018. Jazak ULO
HG8 mart 2016. Hajdukovo ULO JvZ9/18? mart 2018. Jazak ULO
R2G11? februar 2017. |Ridica ULO JvZ11/18 mart 2018. Jazak ULO
BR2GS10' |februar 2017. [Backi Vinogradi | ULO JvZ15/18 mart 2018. Jazak ULO
BR2GS10? |februar 2017. [Backi Vinogradi | ULO TG5/18 mart 2018. Titel ULO
BR2GS10® |februar 2017. [Backi Vinogradi | ULO TAV18! jul 2018. Tavankut vocénjak
BR2GS10* |februar 2017. [Backi Vinogradi | ULO TAV182 jul 2018. Tavankut vocénjak
TVRRG* februar 2017. |Tavankut uLO TAV18® jul 2018. Tavankut voénjak

*Tip objekta iz kog su plodovi uzorkovani:

ULO — hladnjagama sa veoma niskim procentom kiseonika (Ultra Low Oxygen - ULO);

NA — hladnjaca sa normalnom atmosferom
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Slika 1. Trulez ploda jabuke prouzrokovana Fusarium avenaceum (prirodna infekcija):
povrsinski izgled (levo) i1 poprecni presek (desno)

6.2. Provera patogenosti izolata i zastupljenost vrsta roda Fusarium

Za svaki od 62 izolata proverena je patogenost, zatim je uradena reizolacija i ponovna
provera patogenosti reizolata. Simptomi koji su se razvili na plodovima sorte Zlatni deliSes su
bili istovetni sa simptomima plodova iz kojih su izolati izolovani u slu¢aju svih ispitivanih
izolata. Takode, izgled kolonija reizolata je potpuno odgovarao izgledu kolonija polaznih izolata.
Na kraju, proverom patogenosti reizolata ponovo su reprodukovani simptomi koji su odgovarali
simptomima fuzariozne truleZi ploda jabuke koje su prouzrokovali polazni izolati, te je utvrdeno
da je svaki od 62 izolata ispoljio patogenost. Na plodovima u kontrolnoj varijanti nije doslo do
pojave simptoma.

Merenje precnika i dubine razvijene nekroze je izvrSeno za 15 reprezentativnih izolata
nakon isteka inkubacionog perioda od 16 dana. Analizom varijanse utvrdeno je postojanje
znacajnih razlika (p<0,05) izmedu izolata u pre¢niku 1 dubini nekroze koje su prouzrokovali na

vestacki inokulisanim plodovima jabuke (Tabele 11 i 12).
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Tabela 11. Jednofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika nekroze na veStacki inokulisanim
plodovima jabuke sorte Zlatni deliSes izolatima Fusarium spp.

lzvori Suma Stepeni Sredina Nivo
varijacije kvadrata slobode kvadrata F-odnos znadajnosti
SS Df MS F p
I1zolat 3759,33 14 268,52 30,115 0,00
Greska 401,25 45 8,92

Tabela 12. Jednofaktorijalna analiza varijanse dubine nekroze na vesStacki inokulisanim
plodovima jabuke sorte Zlatni deliSes izolatima Fusarium spp.

Izvori Suma Stepeni Sredina Nivo
varijacije kvadrata slobode kvadrata F-odnos znacajnosti
SS Df MS F p
Izolat 1491,467 14 106,533 28,536 0,00
Greska 56,00 15 3,733

Najveéi preénik nekroze je izmeren kod izolata JGS32 od 31,25 mm i brzinom razvoja
nekroze egzokarpa od 1,95 mm/dan (Tabela 12). Medutim, na istom nivou znacajnosti su bili i
izolati R2G112, Bv4/172, JZ/13/17* i JvZ8/18 sa brzinom razvoja nekroze u rasponu od 1,69 do
1,89 mm/dan. Preostalih 10 izolata razvili su statisticki znaajno manji precnik nekroze. Brzinu
razvoja nekroze egzokarpa kod ovih izolata bila je takode manja i iznosila je od 0,19 do 1,16
mm/dan.

Sposobnost kolonizacije mezokarpa ploda procenjena je merenjem dubine nekroze.
Najveéa dubina nekroze je izmerena na plodovima inokulisanim izolatima JGS33, Bv4/172,
Jvz8/18, 25,5, 27,5, 24 mm respektivno (Tabela 13). Kod ostalih izolata izmerena dubina
nekroze je bila na statisticki znacajno nizem nivou i iznosila je od 3 do 21 mm. Brzina razvoja
nekroze mezokarpa kod izolata JGS3%i Bv4/172 iznosila je 1,56 mm/dan, odnosno 1,72 mm/dan,

dok je kod preostalih izolata iznosila od 0,19 do 1,5 mm/dan.
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Tabela 13. Precnik, dubina i brzina razvoja nekroze egzokarpa i mezokarpa na veStacki
inokulisanim plodovima jabuke sorte Zlatni deliSes izolatima Fusarium spp.

Izolat Pre¢nik (mm)  Brzina Dubina (mm) Brzina
+ Sd razvoja + Sd razvoja

nekroze nekroze
egzokarpa mezokarpa
(mm/dan) (mm/dan)

Bv4/172 27,2534 ¢ 1,7 275+354g 1,72

HG3 12,75+15bc 0,8 95+212bc 0,59

HG8 9,75+£0,95b 0,61 75+£0,71b 0,47

JF1t 18+4,76d 1,12 10,5+0,71bc 0,66

JGS33 31,25+ 2.87¢e 1,95 255+0,71g 1,56

JvZ8/18 30,25+3,1e 1,89 24 + 0 fg 1,5

JZ/13/17* 285+2,38e 1,78 21 + 2,83 ef 1,31

KA13 3+0a 0,19 3+0a 0,19

LjG/15/17 14,75+2,06cd 0,92 85+0,71b 0,53

R2G11? 27+183¢e 1,69 175+0,71de 1,09

TaB10 185+4,65d 1,16 12+283bc 0,75

TaB10? 18,5+4,65d 1,16 12+283bc 0,75

TaB12 15 + 3,46 cd 0,94 95+212bc 0,59

TaB6? 1425+126¢cd 0,89 10£0bc 0,62

TAV18! 17,5+289d 1,09 14+283cd 0,87

*Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju

Utvrdeno je da je tokom 2016. godine od prikupljena 62 ploda jabuke sa simptomima
trulezi na 11 plodova identifikovan Fusarium spp. kao prouzrokovac¢ trulezi, §to iznosi 17,74%.
Nadalje, tokom 2017. godine prikupljeno je 151 plod sa simptomima trulezi, a na 12 je
potvrdeno prisustvo Fusarium spp., Sto predstavlja 7,94%. Poslednje godine prikupljanja
uzoraka, od 107 prikupljenih plodova na 12 je utvrdeno prisustvo Fusarium spp., $to iznosi
11,21% (Grafikon 1). Prose¢na zastupljenost za trogodi$nji period iznosi 10,94%. U nekim
slucajevima vise izolata je prihvaceno iz istog ploda jer je na takvim plodovima uoceno vise
nekroti¢nih mesta ili su nakon izolacije izolati ispoljili razli¢ita morfoloska svojstva, $to je
rezultiralo ve¢im brojem izolata Fusarium spp. od broja prikupljenih plodova sa simptomima

fuzariozne trulezi.

52



Mladen Petres Doktorska disertacija

20.00%

17.74%

18.00%
16.00%
14.00%

11.21%

12.00%
10.00%

7.94%

8.00%
6.00%

Procenat zastupljenosti

4.00%
2.00%

0.00%
2016 2017 2018

Godina

Grafikon 1. Procentualna zastupljenost Fusarium spp. na plodovima jabuke po godinama

6.3. Morfoloske i odgajivacke odlike izolata Fusarium spp.

6.3.1. Morfoloske odlike vegetativnih struktura

Za potrebe ispitivanja morfoloskih odlika vegetativnih struktura izolati su uzgajani na tri
hranljiva medijuma (PDA, CLA i CA). Ve¢ nakon 24 sata inkubacije u mraku pri 25 + 1 °C, kod
svih izolata je uoCen razvoj vazdus$ne micelije beliCaste boje. Nakon nekoliko dana pocinje
pigmentacija kolonija, te one menjaju boju i uocava se da se kolonije vizuelno razlikuju. Nakon
sedam dana inkubacije svi izolati su na osnovu izgleda i boje kolonije razvijene na hranljivim
podlogama razvrstani u Cetiri morfoloske grupe (Slika 2).

U morfolosku grupu I su svrstana dva izolata TaB10 i TaB10? (3,23% od ukupnog broja
izolata). Micelija ovih izolata na PDA podlozi bila je vazdusna, ruzi¢aste boje koja je starenjem
kolonije poprimila Zuc¢kastu nijansu u centru. Obod kolonije bio je ravan. Pigmentacija podloge
bila je ruzicasta i uoceno je zrakasto Sirenje kolonije u podlozi. Morfologija na CA podlozi bila
je slicna kao na PDA, dok se izgled kolonije na CLA podlozi razlikovao. Micelija je bila

supstratna, prozirna, a samo u centru ruzicasta.
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Morfoloska Podloga

grupa
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Slika 2. Izgled kolonija izolata iz razli¢itih morfoloskih
grupa na razli¢itim podlogama nakon sedam dana inkubacije

U drugoj morfoloskoj grupi su
se nasli izolati sa slede¢im
karakteristikama: na PDA
podlozi  micelija je bila
vazdu$na, bledo ruziCaste boje
sa ravnim obodom. U podlozi
se stvarao pigment ruzicaste
boje, svetliji nego kod
prethodne grupe i zrakasto se
§irio u podlozi. Na CA je
uoceno da je micelija bila bela
sa koncentri¢nim krugovima, u
centru svetlo ruziCasta, sa
pigmentacijom podloge koja je
bela, u centru svetlo ruzicasta,
zrakasto se $irila u podlozi. Na
podlozi CLA micelija je bila
supstratna, dok je na listu
karanfila bujna 1 vazdusna,
bela do prozirna. U ovu grupu
svrstan je ukupno 21 izolat
(33,87%): TaB6', TaB6?
TaB12, TiJ7Y, TiJ7%2, Th4l,
Thi4?, JB/2/17, JB/2/172,
JG/4/182, JvG/13/18,
JvZ15/18, Bv/4/17%, Bv/4/17%,
N3/17,  N11/17, N23/17,
KA12, TAV18!, TAV18 i
TAV182,

Izolati iz tre¢e morfoloske

grupe se znacajnije razlikuju od
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prethodne dve grupe po izgledu micelije. Na PDA podlozi obod kolonije bio je talasast, micelija
je vazdus$na, gusta i pufnasta, ruziCaste boje sa primesama zute. Pigmentacija podloge bila je
bordo boje, sa rasponom od svetlih do tamnih nijansi, a takode su se mogle uociti mramoraste
Sare. Na CA podlozi boja kolonije i pigmentacija podloge je bleda, dok je na CLA micelija bila
supstratna, zuta do prozirna. U ovu grupu je svrstan najveci broj izolata (ukupno 34 izolata,
odnosno 54,84%) i to: BR2GS10!, BR2GS10%, BR2GS10%, BR2GS10% BVA14!, BVA14?,
Bv/9/172, JGS3, JGS3?, JGS33, JGS3*4, JF1Y, JF1%, JF13, JF1%, JB/5/17, JG/4/18, IvG/5/18,
JvG/10/18, JvG/23/18, IvG/26/18, JvZ8/18, JvZ9/18, IvZ9/182, IvZ11/18, JZ/13/17, JZ/13/17%,
LjG/15/17, MRMDZ3, TG/5/18, TVRR6, TVRR6®, TVRR6* i TVRR6%

U cetvrtoj morfoloskoj grupi su se nasli izolati koji se prvenstveno razlikuju od ostalih po
boji micelije. Naime, ovi izolati na PDA i CA podlozi formirali su kolonije ¢ija je micelija
vazdus$na, Zute do bele boje sa talasastim obodom. Pigmentacija podloge bila je bela do zuta. Na
CLA podlozi micelija je bila supstratna, ali bujna vazdu$na na listu karanfila, zuta do prozirna.
Podloga je bila prozirna. U ovu grupu je svrstano 5 izolata (8,06%) HG3, HG8, TvJ3, R2G11? i
KA13.

6.3.2. Morfoloske odlike reproduktivnih struktura

Posmatranjem 15 reprezentativnih izolata gajenih na podlogama CLA i CA pod
mikroskopom detektovane su reproduktivne
strukture izolata i uporedene sa opisima
Fusarium vrsta od strane Levi¢ (2008) i Leslie i
Summerell (2006). lzolati iz svih prethodno
opisanih  morfoloskih grupa su formirali
sporodohije na listu karanfila (CLA podloga) kao
i u centralnom delu kolonije starijih kultura (Slika
3). Boja sporodohija se kretala od svetlo
narandzaste do narandzaste kod pripadnika druge,

tree i Cetvrte grupe, dok su kod pripadnika prve

: morfoloske grupe one bile i crvenkaste.
Slika 3. Fusarium spp. — Formiranje
sporodohija na CLA podlozi
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Uocene konidije se razlikuju kod razli¢itih grupa izolata. Naime, u poslednje tri grupe,
pored karakteristiénih makrokondija, primec¢ene su i manje konidije, opisane od Levi¢ (2008)

kao mezokonidije. Makrokonidije i mezokonidije se formiraju na monofijalidama ili

polifijalidama (Slika 4).

Slika 4. Mikroskopske strukture izolata Fusarium spp.: a) makrokonidije izolata I grupe; b)
makro i mezokonidije izolata Il grupe; c) hlamidospora (I grupa); d) makrokonidije izolata 111
grupe; e) makrokonidije izolata IV grupe; f) snimak kolonije in situ

Makrokonidije su izduzene, savijene, sa zaSiljenom vrSnom ¢elijom i bazalnom u obliku
stopala, sa 4 do 6, a najces¢e 5 septi kod pripadnika druge, trec¢e i Cetvrte mofoloske grupe,
odnosno od 4 do 7 septi u prvoj morfoloskoj grupi. U Tabeli 14 prikazane su izmerene vrednosti
duZina i Sirina makrokonidija izolata iz sve Cetiri morfoloSke grupe. Mezokonidije su prave ili
vretenaste, a neke i blago savijene, sa jednom do tri septe. UoCene su kod predstavnika druge,
trece i Cetvrte grupe. Vrednosti duzine i Sirine mezokonidija za sve tri grupe su bile prilicno
ujednacene. Duzina mezokonidija se kretala od 13,28 do 18,16 um sa prose¢nom vrednosti od
15,88 um, dok se Sirina kretala od 3,61 do 4,27 pm, sa prosecnom vrednosti od 3,96 um. Kod
izolata iz prve morfoloSke grupe su uocene isklju¢ivo makrokonidije. Takode, kod izolata iz prve

grupe uocene su pojedinacne, interkalarne, okruglaste hlamidospore.
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Tabela 14. Vrednosti duzina i $irina makrokonidija izolata Fusarium spp.

Morfoloska duzina (um) Sirina (um)
grupa

srednja raspon srednja raspon

I 46,69 32,72 -68,62 5,57 4,21 -6,59

] 34,17 29,75-40,62 4,00 3,47 —-4,79

i 48,72 36,05-55,13 3,93 3,27 —4,96

\Y 39,85 27,4-50,77 4,08 2,99 — 4,86

6.3.3. Odgajivacke odlike izolata Fusarium spp.
6.3.3.1.  Uticaj razlic¢itih hranljivih podloga na rast kolonija izolata Fusarium spp.
Uticaj razli¢itih hranljivih podloga na brzinu rasta kolonija ispitivanih izolata Fusarium

spp. je takode pracen na podlogama PDA, CLA, i CA merenjem preénika kolonije (mm). Ocena

je vrsena nakon sedam dana inkubacije izolata na 25 + 1 °C.,

Tabela 15. Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika kolonije izolata Fusarium spp. gajenih na
razli¢itim podlogama nakon sedam dana

Izvori varijacije Suma Stepeni Sredina Nivo
kvadrata slobode kvadrata F-odnos znacajnosti
SS Df MS F p
Izolat 39000,2 14 2785,7 182,92 0,00
Podloga 2396,5 2 1198,3 78,68 0,00
Izolat*Podloga 12573,8 28 4491 29,49 0,00
Greska 2056,0 135 15,2

Na osnovu rezultata statisticke obrade moze se utvrditi da oba faktora, podloga i izolat,
jesu znacajan izvor variranja zavisne varijable, pre¢nika kolonije (Tabela 15). Na osnovu post
hoc Duncan MRT testa (Grafikon 2) vidi se da su najveci porast u periodu od sedam dana (90
mm) imali izolati TaB10 (na svim podlogama) i TaB10? (na podlogama PDA i CA) iz prve
morfoloske grupe, te izolati HG3 1 HGS8 iz Cetvrte morfoloske grupe na PDA podlozi. Najmanji
porast je imao izolat LjG/15/17 na svim podlogama (19 — 35,25 mm) iz tre¢e morfoloske grupe.
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U prvoj morfoloskoj grupi oba predstavnika su imali maksimalan porast (90 mm), odnosno
kolonija je ispunila Petri kutiju na svim podlogama, izuzev izolata TaB10%? na CLA podlozi.
Nadalje, na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da izmedu precnika kolonija izolata iz
druge morfoloske grupe nema statisti¢ki zna¢ajnih razlika, izuzev u slucaju izolata Bv4/172 na
podlozi CA, ¢ija je vrednost statisticki zna¢ajno manja u poredenju sa preostalim izolatima iz
ove grupe (TaB62, TAV18! i TaB12). Izolati koji pripadaju tre¢oj morfoloskoj grupi ispoljili su
razli¢ito ponasanje na razli¢itim podlogama. Naime, na PDA podlozi precnici kolonije izolata
JGS3% i JZ/13/17* su statisticki znacajno bili veéi u poredenju sa precnicima kolonija izolata
LjG/15/17, JvZ8/18 i JF11. Na CLA podlozi nisu uo¢ene znacajne razlike izmedu porasta izolata
Jvz8/18, JF1Y, JGS3% i JZ/13/17%, medutim pre¢nici kolonija svih izolata su bili statisticki
znacajno veéi od precnika kolonija izolata LjG/15/17. Na podlozi CA izmedu pre¢nika kolonija
izolata JvZ8/18, JF1! i JZ/13/17* nema statisticki znacajnih razlika, dok je pre¢nik kolonije
izolata LjG/15/17 znacajno manji, a pre¢nik kolonije izolata JGS32 je statisti¢ki zna¢ajno veéi u
odnosu na sve izolate iz ove grupe. Predstavnici ¢etvrte morfoloske grupe su se mogli podeliti u
dve podgrupe: prvu koju ¢ine izolati KA13 i R2G112 i drugu koju ¢ine HG3 i HGS. Naime,
izolati HG3 i HG8 razvijaju statisticki znacajno veci precnik kolonije nakon sedam dana u
odnosu na druga dva izolata, dok izmedu njih nema statisticki znacajne razlike. Ove razlike su
slabije uocljive na CLA podlozi, medutim i1 ovde se jasno vidi razdvajanje u brzini rasta izmedu

dve podgrupe cetvrte morfoloSke grupe.
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100

Preénik kolonije (mm)
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Hranljiva podloga

PDA
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HGS (V) MTaB101(1) © TaB102(1)

Grafikon 2. Pre¢nik (mm) kolonija izolata Fusarium spp. nakon sedam dana inkubacije na

razli¢itim podlogama; rimski broj u zagradi predstavlja morfolosku grupu
*Stubovi obeleZeni razli¢itim slovima se statisti¢ki znacajno razlikuju

6.3.3.2.  Uticaj temperature na rast kolonija izolata Fusarium spp.

Rezultati statistiCke obrade ukazuju da oba faktora, temperatura i izolat, jesu znacajan

izvor variranja zavisne varijable, odnosno pre¢nika kolonije (Tabela 16).

Tabela 16. Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika kolonije izolata Fusarium spp. gajenih na

PDA podlozi pri razli¢itim temperaturama nakon sedam dana

Izvori varijacije Suma Stepeni Sredina Nivo
kvadrata slobode kvadrata F-odnos znacajnosti
SS Df MS F p
1zolat 18291,1 7 2613,0 234,88 0,00
Temperatura 156218,8 7 22317,0 2006,02 0,00
Izolat*Temperatura 27081,1 49 552,7 49,68 0,00
Greska 2136,0 192 111
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Nakon sedam dana izlaganja razli¢itim temperaturama izmeren je pre¢nik kolonija svih
testiranih izolata. Na temperaturi 0 °C kod svih izolata je zabeleZeno odsustvo porasta kolonije.
Porastom temperature pre¢nik kolonija izolata je bio veci nakon istog inkubacionog perioda.
Razlika u porastu izolata gajenih na razliitim temperaturama je bila priliéno ostra na svakoj
narednoj viSoj temperaturi do temperature od 20 °C. Nakon ove tacke razlika izmedu razli¢itih
temperatura se smanjuje, tako da ako uporedimo preénike kolonija izolata razvijenih na 20 i 25
°C vidimo da razlika, iako statisti¢ki znacajna kod vecine izolata, ipak nije toliko velika. Na
temperaturi od 30 °C dolazi do o$trog pada, osim kod izolata TaB10, gde je precnik isti kao i na
prethodnoj temperaturi, da bi na temperaturi 35 °C ponovo bilo uocena inhibicija rasta kolonija
(Grafikon 3).

100.00

70.00

50.00

Preénik kolonile (mm)

30.00

2000

10.00

ab ab
88a3a@adaa 3 aadad aa

0.00
o°C 5°C 10°C 15°C 20°C 25°C 30°C 35°C

Temperatura

mLjG/15/17 (1) mIFL1 () WIZ/13/17 1 (1) mBv4/17 2 (1) mKAL3 (IV) mR2G112 (V) mTaB12 (Il) mTaB101(I)

Grafikon 3. Pre¢nik (mm) kolonija izolata Fusarium spp. nakon sedam dana inkubacije na

razli¢itim temperaturama; rimski broj u zagradi predstavlja morfoloSku grupu
*Stubovi obelezeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju

Kako bi se proverilo da li je inhibitorno dejstvo temperatura od 0 i 35 °C bilo ujedno i

letalno za miceliju, izolati gajeni na ovim temperaturama su, nakon zavrSetka inkubacionog
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perioda od sedam dana, dodatno inkubirani na sobnoj temperaturi pet dana. Tokom ovog
inkubacionog perioda izolati prethodno izlozeni temperaturi od 0 °C su nastavili da normalno
rastu, dok kod izolata prethodno gajenih na 35 °C nije zabelezen rast micelije ni nakon dodatnog
inkubacionog perioda na sobnoj temperaturi, $to navodi na zakljucak da je ova temperatura imala

letalni efekat na izolate tokom inkubacionog perioda od sedam dana.

6.3.3.3.  Uticaj kiselosti podloge na rast kolonija izolata Fusarium spp.

Na osnovu ostvarenih rezultata utvrdeno je da je pH vrednost podloge takode znacéajan i

ogranicavajuci faktor za razvoj izolata na hranljivoj podlozi (Tabela 17).

Tabela 17. Dvofaktorijalna analiza varijanse pre¢nika kolonije izolata Fusarium spp. gajenih na
PDA podlozi pri razli¢itim pH vrednostima nakon sedam dana

lzvori varijacije Suma Stepeni Sredina Nivo
kvadrata slobode kvadrata F-odnos znacajnosti
SS Df MS F p
pH vrednost 208710 8 26089 580,63 0,00
Izolat 93150 14 6654 148,08 0,00
pH vrednost*lzolat 65831 112 588 13,08 0,00
Greska 18198 405 45

Ispitivani izolati ispoljili su statisticki znacajnu razliku u brzini porasta micelije na
razli¢itim pH vrednostima podloge. Na porast kolonije izolata prve morfoloske grupe (TaB10 i
TaB10?) kiselost podloge, izuzev pri pH 2, nije znacajno uticala. Predstavnici druge morfoloske
grupe su ispoljili najbolji porast pri kiselosti podloge pH 7 i 8. Izolati trece morfoloske grupe su
razli¢ito reagovali na promenu kiselosti podloge. Najveéi porast kolonije su ispoljili TAV18! pri
pH 78, TaB62 pri pH 6, 7,819, TaB12 pri pH 7, 8, 9i 10. Izolati ¢etvrte morfoloske grupe su
ispoljili najveéi porast pri pH 7 i 8, kao i izolati HG3 i HGS8 pri pH 5 i 6, te R2G11? pri pH
podloge od 6 i 9 (Grafikon 4).
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Grafikon 4. Pre¢nik kolonija (mm) izolata Fusarium spp. nakon sedam dana inkubacije pri

razli¢itim pH podloge; rimski broj u zagradi predstavlja morfolosku grupu
*Stubovi obeleZeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju

6.3.4. Obrazovanje polnog stadijuma

Razvoj peritecija je pracen tokom inkubacionog perioda od sedam dana. Peritecije tamno
mrke do crne boje su se formirale u grupama i pojedinac¢no uronjene u podlogu tako da delom

izviruju iz podloge, dok su neke bile potpuno uronjene u podlogu (Slika 5).
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Po isteku inkubacionog perioda
formirane peritecije su
pregledane pod mikroskopom
kako bi se utvrdilo da li je doslo
do formiranja  askusa sa
askosporama. U sluaju izolata
iz prve morfoloske grupe
zabelezeno je prisustvo askusa sa
askosporama koje su bile na
razli¢itim stupnjevima razvoja i
zrelosti  (Slika 6). Askusi i
askospore nisu uocene kod

izolata iz preostalih morfoloskih

grupa posmatranjem peritecija
Slika 5. Peritecije izolata TaB10 formirane na hranljivoj
podlozi u Petri kutiji

pod mikroskopom.

Na  osnovu  predstavljenih
rezultata, odnosno na osnovu
mikroskopskih i makroskopskih
odlika vegetativnih [
reproduktivnih struktura,
odgajivackih odlika izolata, kao
i obrazovanja polnog stadijuma,
pretpostavljeno je da
predstavnici  druge, tre¢e i

Cetvrte morfoloske grupe

pripadaju vrsti F. avenaceum,

Slika 6. Askusi u grupi (levo) i pojedinaéno (desno) izolata
TaB10

dok izolati iz prve morfoloske
grupe (TaB10 i TaB10?
pripadaju drugoj vrsti, najverovatnije vrsti F. graminearum. Ova pretpostavka je ispitana

primenom molekularnih metoda.
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6.4. Molekularna identifikacija i karakterizacija izolata Fusarium spp.

6.4.1. Ekstrakcija DNK i provera uspesnosti ekstrakcije

Nakon uspesne ekstrakcije DNK iz sedam dana starih kultura proveren je kvalitet iste
pomocu PCR reakcije upotrebom para univerzalnih prajmera ITS1/ITS4. Produkti PCR reakcije
su razdvojeni elektroforezom u agaroznom gelu obojenom etidijum-bromidom na UV-
transiluminatoru. Koris¢en je marker (ladder) od 100 bp. Veli¢ina dobijenih amplikona je bila
oc¢ekivana, od oko 600 bp (Slika 7), ¢ime je potvrdeno da je ekstrakcija uspela i da izolovana

DNK moZe da se koristi za dalja ispitivanja.

Slika 7. Vizuelizacija PCR
—T i AT M produkata dobijenih upotrebom
E G L e R IEVED univerzalnih prajmera
ITS1/ITS4  (kolone  redom:

Ladder - marker, 1 - TaB10, 2 -
. TaB10?, 3 - KA13, 4 - R2G112,

: :.--hn---u

5-JGS3, 6 - JGS3?, 7-JGS3%, 8
- JGS3% 9 - JF1!, K — negativna
kontrola, Ladder - marker, 10 -
LjG/15/17, 11 - BV/4/17?, 12 -
ThJ4!, 13 - TaB6?, 14 - TaB12,
15 - HG3, 16 - HGS8, 17 -
JZ/13/17%, 18 - TAV18: 19 -
TvJ3)
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6.4.2. ldentifikacija prajmerima specifi¢énim za vrstu

Na osnovu dosadasnjih rezultata pretpostavljeno je da veéina izolata pripada vrsti F.
avenaceum, a da dva izolata pripadaju vrsti F. graminearum. Stoga su za molekularnu
identifikaciju kori$¢eni prajmeri specifi¢ni za vrstu F. avenaceum FA-ITSF/FA-ITSR (Schilling
et al., 1996). Nakon razdvajanja produkata dobijenih u PCR reakciji sa prajmerima FA-ITSF/FA-
ITSR elektroforezom u agaroznom gelu i vizuelizacijom na UV transluminatoru potvrdeno je da
60 od ukupno 62 izolata iz kolekcije pripadalo vrsti F. avenaceum. Veli¢ina amplikona je bila
ocekivane veli¢ine 272 bp (Slika 8).

adder' K 1 12 3% F'4a' Is' i 7 ig! 9 10 Ladder

Slika 8. Vizuelizacija PCR produkata dobijenih primenom prajmera specifi¢nih za vrstu
Fusarium avenaceum FA-ITSF/FA-ITSR (kolone redom: Ladder - marker, 1 - KA13, 2 - JGS3?,
3 - TaB6? 4 - JGS3* 5 - HGS, 6 - TaB12, 7 - Thl4!, 8 - HG3, 9 - TvJ3, 10 - JGS3, Ladder -
marker)

U slucaju preostala dva izolata (TaB10 i TaB10%) nije doslo do umnozavanja Zeljenog
regiona, te je zakljueno da ne pripadaju vrsti F. avenaceum, kao S§to je i pretpostavljeno.
Determinacija do nivoa vrste ova dva izolata je izvrSena kasnije, nakon sekvenciranja amplikona

dobijenih u PCR reakciji sa EF1/EF2 prajmerima.
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6.4.3. Amplifikacija sekvence gena TEF-1a

U PCR reakciji umnozavanja regiona TEF-/a koriséen je set prajmera EF1/EF2, opisani
od strane O’Donnell et al. (1998). Ispitano je 19 izolata, od ¢ega 17 izolata potvrdenih da
pripadaju vrsti F. avenaceum i dva izolata za koja se pretpostavljalo da pripadaju vrsti F.
graminearum. Nakon PCR reakcije i razdvajanja produkata elektroforezom, vizuelizacijom je
ustanovljeno da su dobijeni amplikoni Zeljene veli¢ine od oko 700 bp kod svih ispitivanih izolata
(Slika 9). Amplikoni su zatim poslati na usluzno sekvenciranje i dobijene sekvence su koris¢ene

za izradu filogenetskog stabla.

1O ESE L RS

‘f EREAEn s on @B c AR EN

L

Slika 9. Vizuelizacija PCR produkata dobijenih upotrebom prajmera EF1/EF2 (kolone redom:
Ladder - marker, K - negativna kontrola, 1 - TaB10, 2 - TaB10?, 3 - KA13, 4 - R2G11?, 5 -
JGS3, 6 - JGS3?%, 7 - JGS3?, 8 - JGS34, 9 - JF1%, 10 - LjG/15/17, 11 - BV/4/172, Ladder - marker,
K - negativna kontrola, 12 - ThJ4!, 13 - TaB62, 14 - TaB12, 15 - HG3, 16 - HGS, 17 - JZ/13/17%,
18 - TAV18?, 19 - Tv3)
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6.4.4. Filogenetska analiza

Filogenetskom analizom su obuhvacene delimi¢ne nukleotidne sekvence dobijene
amplifikacijom regiona TEF-/a, i to sekvence 15 izolata F. avenaceum i jednog izolata F.
graminearum iz Kkolekcije, dok je iz GenBank preuzeta sekvenca C. gloeosporioides
(GU994503.1) kao outgroup. Filogenetska stabla su rekonstruisana pomoc¢u metoda Maximum
Likelihood i bootstrap analize u 1000 ponavljanja (Slika 10). Na osnovu filogenetskog stabla

izradenog primenom metode Maximum Likelihood dobijena je prosecna bootstrap vrednost

87,4%.

KA13
R2G11
78— JZM3NMT
HG8
TAV181
HG3

8 JGS3
JGS33
JGSs3z2
JGS34
JF11

100 —— BVi4NT
TaBt2
ThJ41
LiGHMaM7
TaB102
C_gloeosporioides GU994503 .1

85

91

Slika 10. Filogenetsko stablo izradeno primenom metode Maximum Likelihood na osnovu
sekvence regiona TEF-/a izolata Fusarium avenaceum i Fusarium graminearum sa bootstrap
vrednostima u 1000 replikacija prikazanim na mestima grananja.

Analizom filogenetskog stabla se vidi jasno razdvajanje outgroup sekvence (C.
gloeosporioides GU994503.1) od svih ispitivanih Fusarium izolata. Isto tako, izolat TaB10? (F.

graminearum) se veoma jasno razdvaja od svih izolata F. avenaceum. Nadalje, izolati koji
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pripadaju vrsti F. avenaceum se dele u dva klastera. Jedan klaster Cini izolat LjG/15/17 a drugi
klaster svi ostali izolati i deli se na dve grupe. Jednu grupu &ine izolati ThJ4!, TaB6? i BV/4/17%,
druga grupa se deli na podgrupu u kojoj se nalaze izolati KA13, R2G11?, JZ/13/17, HG3, HGS i
TAV18!, dok se unutar grupe, kao posebne podgrupe izdvajaju izolati JGS3, JGS3?, JGS3?,
JGS3tiJF1t,

Nadalje, poredenjem sekvenci 15 izolata vrste F. avenaceum utvrdena je velika
medusobna sli¢nost. Vecina izolata F. avenaceum se ne razlikuje medu sobom, za neke je
utvrdena razlika od dva do pet nukleotida, dok se sekvenca LjG/15/17 razlikuje za sedam do
osam nukleotida od ostalih ispitivanih sekvenci F. avenaceum. Sa druge strane, izolat TaB10? (F.
graminearum) veoma se razlikuje od svih ispitivanih izolata F. avenaceum. Dobijena razlika od
oko 300 nukleotida izmedu ispitivanih izolata F. graminearum i F. avenaceum podrzava

razdvajanje ovih izolata u razlicite vrste (Tabela 18).

Tabela 18. Geneticka udaljenost ispitivanih izolata na nivou nukleotida

Izolat  |HGS JGS3 JGS3?  [JGs3*  |KA13 HG3 TaB6>  |TaB10? |ThJ4! BV/4/17" |JF1! JGS3®  [JZ/13/17 |LjG15/17 |R2G11% |TAVi18*
HG8

JGS3 2

JGS3? 2 0

JGS3* 2 0 0

KA13 0 2 2 2

HG3 0 2 2 2 0

TaB6” 5 5 5 5 5 5

TaB10? 301 300 300 300 301 301 300

Thaat 5 5 5 5 5 5 0 300

BV/4/17" 5 5 5 5 5 5 0 300 0

JF1t 2 0 0 0 2 2 5 300 5 5

JGS3® 2 0 0 0 2 2 5 300 5 5 0

JZ/13/17 0 2 2 2 0 0 5 301 5 5 2 2

LjG15/17 8 8 8 8 8 8 7 299 7 7 8 8 8

R2G112 0 2 2 2 0 0 5 301 5 5 2 2 0 8

TAV18: 0 2 2 2 0 0 5 301 5 5 2 2 0 8 0

BLAST analiza devet sekvenci F. avenaceum (HG8, JGS3, JGS33, KA13, HG3, JF1Y,
JZ/13/17, R2G11%, TAV18Y) pokazala je 100% nukleotidne identi¢nosti sa velikim brojem
izolata F. avenaceum iz razli¢itih delova sveta: Poljske (KP674214, KP400709), Finske
(JX402176), Velike Britanije (EU744840, KP964905), Francuske (JF278604), Svedske
(MG674555, MG674546), Brazila (MK572765). Tri ispitivana izolata (BV/4/17%, Thi4!, TaB6?)
pokazala su najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti od 100% sa sekvencama F. avenaceum iz
Poljske (KP674208) i Spanije (KX215059), dok su sekvence JGS32, JGS3* pokazale najvisi
stepen idneti¢nosti od 100% sa sekvencama iz Francuske (JF278602, JF278600, JF278605),
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Nemacke (MG674560, MG674559) i Kanade (KC999490). Sekvenca izolata LjG/15/17
pokazala je identi¢nost pd 99,8% sa sekvencama F. avenaceum iz Spanije (KR002051,
KR002063), Novog Zelanda (JN595824, JX398938) i SAD (MH582385). Sa druge strane,
BLAST analiza sekvence izolata F. graminearum TaB10? pokazala je nukleotidnu identi¢nost
vecéu od 99% sa velikim brojem izolata F. graminearum poreklom iz Poljske (KM052641,
KP674201, MH572259), Holandije (JX118850), SAD (JF740867) i Kine (KY466690,
KY466699).

6.5. Potencijal za sintezu mikotoksina izolata Fusarium spp.

Potencijal za proizvodnju mikotoksina je uraden pomoc¢u ELISA testa. Inkubacioni
period za razvoj izolata na AA podlozi i na vestacki inokulisanim plodovima jabuke sorte Zlatni
deliSes je iznosio 14 dana. Ekstrakcijom mikotoksina iz micelije izolata gajenih na AA podlozi
kod oba izolata F. graminearum utvrdene su koncentracije mikotoksina koje su bile preko
granice detekcije. Kod vecine izolata F. avenaceum nije detektovan ni jedan od testiranih
mikotoksina, osim u slu¢aju dva izolata, gde je u niskim koncentracijama detektovan zearalenon
(7,005 pg/kg) kod izolata HG3 i deoksinivalenol (0,020 g/kg) kod izolata JvZ8/18. Prilikom
utvrdivanja koncentracije mikotoksina u suvim uzorcima vestacki inokulisanih plodova jabuke
rezultati su bili znacajno drugaciji. Naime, zearalenon je detektovan u gotovo svim uzorcima,
osim kod izolata KA12 i HG3. Koncentracija se kretala od 38,922 ug/kg do preko 1000 pg/kg u
zdravim delovima plodova, odnosno od 37,016 do 199,007 ug/kg u trulim delovima plodova.
Deoksinivalenol je detektovan jedino u uzorku inokulisanom sa TaB10 i to u koncentraciji 0,022
Mg/g u zdravom delu ploda i 0,011 pg/g u trulom delu ploda (Tabela 19). Veoma je zna¢ajno
istaci da je koncentracija detektovanih mikotoksina vrlo visoka, ne samo u trulom delu ploda,
ve¢ je i u zdravom delu detektovana visoka koncentracija. Uoceno je da je kod izolata TaB12

izmerena koncentracija ZEA visa u zdravom (132,962 pg/kg), nego u trulom delu ploda (97,309
Hg/kg).

69



Mladen Petres

Doktorska disertacija

Tabela 19. Proizvodnja zearalenona (ZEA) i deoksinivalenola (DON) na podlozi od jabuke i na
vestacki inokulisanim plodovima
Ekstrakcija iz micelija na AA podlozi

Izolat

TaB10
TaB10?

TaB6?
TaB12
LjG15/17
TAV18!
JF1!
Bv4/172
JGS3?
JGS3?
JZ13/17*
JvZ8/18
R2G11?
KA12
KA13
HG8
HG3
TvJ3

ThJ4!

Mikotoksin
ZEA DON (uo/g)
(Mg/kg)
>1000 >1000
>1000 >1000
nije nije
detektovano = detektovano
nije nije
detektovano = detektovano
nije nije
detektovano = detektovano
nije nije
detektovano = detektovano
nije nije
detektovano = detektovano
nije nije
detektovano = detektovano
nije mereno
nije nije
detektovano = detektovano
nije nije
detektovano = detektovano
nije 0,020
detektovano
nije nije
detektovano = detektovano
nije mereno
nije nije
detektovano = detektovano
nije nije
detektovano = detektovano
7,005 nije
detektovano
nije mereno
nije mereno

Ekstrakcija iz ploda

Mikotoksin
ZEA (ng/kg) DON (ug/9)

Zdrav Truo Zdrav Truo
145,575 172,962 0,022 0,011
65,519 199,007 nije nije

detektovano = detektovano

38,922 183,09 nije nije

detektovano = detektovano
132,962 97,309 nije nije
detektovano = detektovano
nije mereno
nije mereno
nije mereno
nije mereno

39,685 99,448 nije nije

detektovano = detektovano

97,384 nije nije nije

detektovano = detektovano | detektovano
nije mereno
nije mereno
nije mereno
nije nije nije nije
detektovano = detektovano = detektovano = detektovano
46,991 67,658 nije nije
detektovano = detektovano

189,649 37,016 nije nije
detektovano = detektovano

nije nije nije nije
detektovano = detektovano @ detektovano @ detektovano

>1000 61,729 nije nije
detektovano = detektovano

159,422 40,859 nije nije
detektovano @ detektovano
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6.6. Procena potencijala za sintezu sekundarnih metabolita izolata

Fusarium spp.

6.6.1. Sekvenciranje, sklapanje i anotacija celog genoma

Za sekvenciranje genoma je koris¢en Illumina MiSeq sekvencer. Prosecan kvalitet po
bazi za F. avenaceum je bio 35,56 sa duzinom ¢itanja od 35 do 301 bp, dok je u slucaju F.
graminearum iznosio 35,61 sa istom duzinom ¢itanja. Pre zapoclinjanja procesa sastavljanja
genoma sekvence su trimovane kako bi se uklonili adapteri i poboljsao kvalitet. Kvalitet
dobijenih genoma je nakon inicijalnog sklapanja nekoliko puta poboljsavan pre dobijanja
konac¢nih verzija genoma. Kona¢na verzija genoma izolata KA13 (F. avenaceum) je bila duzine
41,7 Mb, sastavljena od 34 skafolda (N50 je iznosio 2,23 Mb, najvec¢i skafold je bio duzine 3,71
Mb) sa GC sadrzajem od 48,47% i pokriveno$¢u od 113x. Poravnanje genoma izolata KA13 sa

genomom referentnog izolata FaLH27 prikazan je na Slici 11.
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Slika 11. Graficki prikaz poravnanja genoma izolata KA13 (Fusarium avenaceum) sa genomom
referentnog izolata FaLH27. Softver MUMmer 3.23 je koris¢en za poravnavanje.
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U slu¢aju genoma izolata TaB10 (F. graminearum), krajnja verzija je bila duzine 36,76
Mb (N50 je iznosio 1,67 Mb, najveci skafold je bio duzine 3,68 Mb), sastavljena od 54 skafolda
sa GC sadrzajem od 48,3% 1 pokrivenos¢u od 100x. Poravnanje genoma izolata TaB10 sa
genomom referentnog izolata PH-1 prikazan je na Slici 12.
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Slika 12. Graficki prikaz poravnanja genoma izolata TaB10 (Fusarium graminearum) sa
genomom referentnog izolata PH-1. Softver MUMmer 3.23 je kori$¢en za poravnavanje.

Pomocu alata AUGUSTUS je uradena predikcija potencijalnog broja gena. Za genom F.
avenaceum taj broj iznosio je 16067, dok je za genom F. graminearum iznosio 14327 gena.
Sekvence celih genoma su deponovane u bazi podataka GenBank pod brojem
JABCRAO000000000 (F. avenaceum), odnosno JABCRB000000000 (F. graminearum). Illumina
sekvence su deponovane u NCBI Sequence Read Archive (SRA) i dostupne su pod pristupnim
brojem SRR11662100 za F. avenaceum, odnosno SRR11665916 za F. graminearum.
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6.6.2. Predikcija potencijala za sintezu sekundarnih metabolita

S obzirom da dva softvera SMURF i antiSMASH, koji su kori$¢eni za predikciju klastera
gena za sintezu sekundarnih metabolita, identifikuju razli¢it broj i razli¢ite klase backbone gena,
dobijeni su razli¢iti rezultati. U slucaju F. avenaceum ukupan broj klastera gena otkriven
pomocu softvera SMUREF je 39, dok je taj broj otkriven pomoc¢u antiSMASH 59 klastera. Kod F.
graminearum taj broj je sledeci: 27 klastera gena je otkriveno pomocu softvera SMURF, a 44

pomocu antiSMASH softvera. Tipovi backbone enzima dati su u Tabeli 20.

Tabela 20. Predikcija backbone gena u genomima Fusarium avenaceum i Fusarium
graminearum pomocu softvera SMURF i antiSMASH

Fusarium avenaceum Fusarium graminearum
Klasa backbone Softver Klasa backbone Softver
gena SMURF antiSMASH gena SMURF antiSMASH
DMAT 4 0 DMAT 0 0
PKS 19 18 | PKS 15 14
PKS-like 2 0 | PKS-like 1 0
NRPS 16 24 | NRPS 11 14
NRPS-like 11 9 | NRPS-like 12 9
Hybrid 2 5 | Hybrid 0 1
Terpene 0 14 | Terpene 0 13
Betalactone 0 2 | Betalactone 0 1
Indole 0 4 | Indole 0 0
Siderophore 0 0 | Siderophore 0 1
CDPS 0 0 CDPS 0 1
UKUPNO 54 76 | UKUPNO 39 54

Rezultati ukazuju na razlicitu predikciju broja 1 vrste klju¢nih gena u zavisnosti od toga
koji softver je koris¢en. Naime, analizom PKS (poliketid sintaze) gena, SMURF softverom je
identifikovano 19 PKS, 2 PKS-like i 2 hibridna PKS-NPRS (hibrid poliketid sintaze i
neribozomalne peptid sintaze) gena, dok je antiSMASH identifikovao 18 PKS i 5 hibridnih PKS-
NPRS gena u genomu F. avenaceum. U slu¢aju genoma F. graminearum pomo¢u SMURF
softvera je identifikovano 15 PKS gena i jedan PKS-like gen, dok je pomoc¢u antiSMASH
identifikovano 14 PKS gena i jedan hibridni PKS-NPRS gen. Oba programa su identifikovala
jedinstvene gene koji nisu identifikovani pomoc¢u drugog programa i to je zabelezeno kod oba
genoma. U genomu F. avenaceum softverom SMUREF je identifikovan gen g2993 kao PKS-like
protein-kodiraju¢i gen. Medutim, proverom konzerviranih domena otkriveno je da ovaj gen

kodira protein tipa beta-ketoacil-ACP sintaza Il. Softverom antiSMASH identifikovan je gen
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92594 kao jedinstveni PKS gen u genomu, dok softverom SMURF ovaj gen nije identifikovan.
Proverom domena utvrdeno je da je ovo halkon i stilben sintaza (CHS) kodirajuc¢i gen. Nakon
NCBI BLAST poravnanja utvrdena je podudarnost od 92,39% izmedu gena g2594 i gena
FAVG1_04458 koji je ranije opisan kao PKS kodirajuci gen od strane nekoliko autora (Brown
and Proctor, 2016; Lysee et al., 2014). Nakon provere konzerviranih domena utvrdeno je da je i
ovaj gen kodiraju¢i za halkon i stilben sintazu (CHS). U genomu F. graminearum gen g4187
identifikovan je kao PKS-like samo pomoc¢u softvera SMURF, medutim proverom konzerviranih
domena utvrdeno je da je to beta-ketoacil-ACP sintaza II kodiraju¢i gen. Softverom antiSMASH
je gen g5573 identifikovan kao jedinstveni PKS gen, medutim, proverom domena utvrdeno je da
je taj gen, sli¢no kao i u genomu F. avenaceum, halkon i stilben sintaza (CHS) kodiraju¢i gen.
Gen g4900 je identifikovan softverom SMURF kao PKS kodirajuéi gen, dok je pomocu softvera
antiSMASH identifikovan kao PKS-NRPS hibridni gen. Proverom domena utvrdeno je da taj
gen jeste PKS-NRPS hibridni gen.

6.7. Bioloske i fizicke mere zastite plodova jabuke od Fusarium spp.

6.7.1. Uticaj etarskih ulja i hidrolata etarskih ulja razli¢itih biljaka na fuzarioznu

trulez ploda jabuke

6.7.1.1.  Uticaj etarskih ulja i hidrolata etarskih ulja razli¢itih biljaka na Fusarium spp. in
vitro

Uticaj etarskih ulja i hidrolata etarskih ulja ispitan je u ogledu in vitro na hranljivoj PDA
podlozi. Dobijeni rezultati (Grafikon 5) ukazuju na znacajne razlike u inhibitornom dejstvu koje
su ispoljila ispitivana etarska ulja i njihovi hidrolati. Kod oba izolata (KA13 i TaB10) zabelezeno
je da su sva testirana etarska ulja (O. vulgare, S. hortensis, O. basilicum i S. sclarea) ispoljila
veoma snazno inhibitorno dejstvo na izolate obe vrste u odnosu na kontrolu. Posmatrajuc¢i zbirno
etarska ulja 1 hidrolate, inhibitorno dejstvo etarskih ulja je mnogo ja¢e u odnosu na dejstvo
hidrolata etarskih ulja, izuzev hidrolata etarskog ulja S. hortensis. Naime, iako je inhibitorno
dejstvo hidrolata ovog etarskog ulja bilo na statisticko znacajno niZem nivou u poredenju sa

dejstvom etarskih ulja, ono je ipak bilo znacajno jace u odnosu na inhibitorno dejstvo preostala
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dva hidrolata etarskih ulja. Hidrolati etarskih ulja S. sclarea i O. basilicum nisu ispoljili
statisticki znacajnije inhibitorno dejstvo u odnosu na kontrolu u slu¢aju izolata TaB10, dok je u
sluc¢aju izolata KA13 inhibicija, iako statisti¢ki znacajna u odnosu na kontrolu, bila daleko

slabija u odnosu na etarska ulja i hidrolat etarskog ulja S. hortensis (Slika 13).

Slika 13. Uticaj etarskih ulja i njihovih hidrolata na razvoj kolonija izolata Fusarium avenaceum
i Fusarium graminearum na hranljivoj podlozi

(Fusarium graminearum)

Kontrola EO Salvia sclarea EO Satureja hortensis ~ EO Ocimum basilicum  EO Origanum vulgare  H Ocimum basilicum  H Satureja hortensis H Salvia sclarea

(Fusarium avenaceum)
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Grafikon 5. Uticaj etarskih ulja i njihovih hidrolata na razvoj kolonija izolata Fusarium

avenaceum i Fusarium graminearum na hranljivoj podlozi
*Stubovi obelezeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju

75



Mladen Petres Doktorska disertacija

Kompletna inhibicija razvoja micelije je zabeleZena u tretmanu sa etarskim uljem divljeg
origana kod izolata obe vrste. Ise€ci micelije iz tih tretmana su prenesni na PDA podlogu u Petri
kutije bez dodavanja etarskog ulja kako bi se utvrdilo da li je dejstvo fungistati¢no ili fungicidno.
Nakon dodatna tri dana inkubacije nije zabeleZen porast micelije izolata, te se moze smatrati da

je etarsko ulje divljeg origana ispoljilo fungicidino dejstvo.

6.7.1.2.  Uticaj etarskog ulja divljeg origana (Origanum vulgare) na fuzarioznu trulez

ploda jabuke pri razli¢itim uslovima skladistenja

Tokom tromese¢nog skladiStenja u hladnjacama pri razli¢itim uslovima izolati KA12 1
KA13 (F. avenaceum) su prouzrokovali razvoj trulezi na vestacki inokulisanim plodovima bez
obzira da li je tretman etarskim uljem primenjen ili ne. Kod izolata KA12 zabeleZena je
statisticki znacajna razlika izmedu tretmana i netretirane kontrole nezavisno od tipa hladnjace,
dok je u slucaju izolata KA13 razlika izmedu tretmana i kontrole na statisticki zna¢ajnom nivou

bila samo u slucaju skladistenja u uslovima kontrolisane atmosfere (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Uticaj etarskog ulja divljeg origana na razvoj nekroze na veStacki inokulisanim
plodovima izolatima vrste Fusarium avenaceum nakon tromese¢nog perioda ¢uvanja u hladnjaci
sa normalnom atmosferom (NA) i u hladnjaéi sa veoma niskim sadrzajem kiseonika (ULO)

*Stubovi obelezeni razlic¢itim slovima se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju
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Nakon iskladiStenja, plodovi su dodatno inkubirani na sobnoj temperaturi. U isto vreme
postavljen je ogled sa inokulisanim plodovima jabuke koji su inkubirani na sobnoj temperaturi
bez prethodnog ¢uvanja u hladnjaci. Merenje pre¢nika razvijene nekroze je izvrSeno nakon 4, 14
I 21 dan (Grafikon 7). U slucaju izolata KA12 samo je prilikom skladistenja u NA hladnjaci
razvijeni pre¢nik bio znafajno manji u tretmanu u poredenju sa kontrolom nakon cetiri dana
inkubacije na sobnoj temperaturi. Nakon 14 dana inkubacije na sobnoj temperaturi samo je u
slu¢aju NA hladnjace zabelezen manji precnik razvijene nekroze kod tretiranih plodova, dok je u
slu¢aju ULO hladnjace i plodova ¢uvanih na sobnoj temperaturi pre¢nik nekroze kod plodova u
tretmanu bio veéi u poredenju sa kontrolnom varijantom. Na kraju ogleda, nakon 21 dan dodatne
inkubacije kod plodova inkubiranih samo na sobnoj temperaturi i onih prethodno skladistenih u

NA hladnjaci zabelezen je manji pre¢nik u tretmanu, medutim, razlika nije bila statisticki

znacajna.
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Grafikon 7. Uticaj etarskog ulja divljeg origana na razvoj nekroze na veStacki inokulisanim
plodovima izolatom KA12 (Fusarium avenaceum) tokom dodatne inkubacije na sobnoj
temperaturi

*Stubovi obelezeni razlicitim slovima se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju
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U slucaju izolata KA13 nakon cetiri dana inkubacije na sobnoj temperaturi najveci
prec¢nik nekroze zabelezen je na plodovima ¢uvanim u ULO hladnjaci, dok u slucaju plodova
cuvanih na sobnoj temperaturi i u NA hladnjaci razlika izmedu prec¢nika nekroze razvijene na
tretiranim 1 netretiranim plodovima nije bila statisticki znac¢ajna. Nakon 14 i 21 dan inkubacije
pre¢nik nekroze koji se razvio na kontrolnim plodovima ¢uvanim u NA hladnjaci bio je zna¢ajno
vecli u poredenju sa pre€nikom na tretiranim plodovima, ali 1 u poredenju sa prec¢nicima nekroze
razvijenim na plodovima c¢uvanim u ULO hladnjaci, kao i onima na sobnoj temperaturi.
Medutim, razlika izmedu pre¢nika nekroze na tretiranim i netretiranim plodovima ¢uvanim u
ULO hladnjaci i na sobnoj temperaturi nije bila statisti¢ki znac¢ajna nakon 14 1 21 dan inkubacije

(Grafikon 8).
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Grafikon 8. Uticaj etarskog ulja divljeg origana na razvoj nekroze na veStacki inokulisanim
plodovima izolatom KA13 (Fusarium avenaceum) tokom dodatne inkubacije na sobnoj
temperaturi

*Stubovi obeleZeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju
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Tokom ogleda je pracena i brzina razvoja nekroze. Nakon perioda skladiStenja u
hladnjaCama uocene su statisti€¢ki znacajne razlike u brzini razvoja nekroze kod plodova u
varijanti sa etarskim uljem i1 u kontrolnoj varijanti u obe vrste hladnjace kod izolata KA 12, dok je
u slucaju izolata KA13 ta razlika statisticki znacajna kod plodova cuvanih u ULO hladnjaci
(Grafikon 9).
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Grafikon 9. Brzina razvoja nekroze na vestacki inokulisanim plodovima tokom tromeseénog

perioda skladiStenja pri razli¢itim uslovima
*Stubovi obelezeni razlicitim slovima se statisticki znacajno razlikuju

Nakon cetiri dana dodatne inkubacije na sobnoj temperaturi u sluéaju izolata KA12
inhibitorni uticaj etarskog ulja je bio znacajan samo kod plodova ¢uvanih u NA hladnjaci. Nakon
14 dana inkubacije uoceno je da se brzina razvoja nekroze povecala u odnosu na prethodno
merenje, pogotovo u varijanti sa etarskim uljem, te je samo u sluc¢aju plodova ¢uvanih u NA
hladnjac¢i zabeleZena manja brzina razvoja nekroze u poredenju sa kontrolnom varijantom,
premda razlika nije bila statisticki znacajna. Nakon 21 dana inkubacije na sobnoj temperaturi
primecen je rast brzine razvoja u kontrolnoj varijanti bez obzira na prethodne uslove ¢uvanja,
medutim, razlika izmedu brzine razvoja nekroze u varijanti sa etarskim uljem i kontroli nije bila

statisticki znacajna (Grafikon 10).
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Grafikon 10. Uticaj etarskog ulja divljeg origana na brzinu razvoja nekroze na vestacki
inokulisanim plodovima izolatom KA12 (Fusarium avenaceum) tokom dodatne inkubacije na

sobnoj temperaturi
*Stubovi obeleZeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju

U slucaju izolata KA13 nakon ¢etiri dana inkubacije na sobnoj temperaturi zabelezeno je
da statisticki znacajna razlika u brzini razvoja nekroze izmedu kontrole i tretmana postoji samo
kod plodova ¢uvanih u ULO hladnjaci. Nakon 14 dana uocava se da brzina razvoja nekroze raste
nezavisno od prethodnih uslova skladiStenja i tretmana, sa tim da je primeceno da je brzina
razvoja manja kod tretiranih plodova i da statisti¢ki znacajna razlika izmedu tretmana i kontrolne
varijante postoji samo kod plodova ¢uvanih u NA hladnjaci. Gotovo identi¢na situacija je

zabeleZena i nakon 21 dan inkubacije na sobnoj temperaturi (Grafikon 11).
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Grafikon 11. Uticaj etarskog ulja divljeg origana na brzinu razvoja nekroze na vestacki
inokulisanim plodovima izolatom KA13 (Fusarium avenaceum) tokom dodatne inkubacije na

sobnoj temperaturi
*Stubovi obelezeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju

6.7.2. Uticaj bioloskih agenasa Bacillus spp. i Streptomyces hygroscopicus na Fusarium
spp.

6.7.2.1.  Uticaj bioloskih agenasa Bacillus spp. i Streptomyces hygroscopicus na Fusarium

spp. in vitro

Rezultati statistiCke obrade in vitro ogleda ukazuju da oba faktora, primenjeni tretmani i

izolat, jesu znacajan izvor variranja pre¢nika kolonije (Tabela 21).
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Tabela 21. Dvofaktorijalna analiza varijanse: Uticaj tretmana bioloskim agensima Bacillus spp. i
Streptomyces hygroscopicus i izolata na porast pre¢nika micelije Fusarium avenaceum nakon
sedam dana

Izvori varijacije Suma Stepeni Sredina Nivo
kvadrata slobode kvadrata F-odnos znacajnosti
SS Df MS F p
Tretman 14265,21 10 1426,52 281,33 0,00
1zolat 3280,14 2 1640,07 323,44 0,00
Tretman*lzolat 3066,20 20 153,31 30,23 0,00
Greska 502,0 99 5,07

Dobijeni rezultati ukazuju da preparat na bazi Bacillus spp. i metaboliti S. hygroscopicus
statistiCki znacajno inhibiraju porast F. avenaceum u odnosu na kontrolu, nezavisno od izolata.
Primenom metabolita S. hygroscopicus pri koncentraciji 4 i 5% u slu¢aju izolata KA12 uocena je
najjaca inhibicija porasta micelije, dok razlike u ispoljenoj inhibiciji izmedu ove dve
koncentracije nisu bile znacajne. Znacajno slabija, ali, u odnosu na kontrolu, zna¢ajna inhibicija
uocena je primenom metabolita S. hygroscopicus u koncentracijama 1, 2 i 3%. Razlike izmedu
primenjenih koncentracija nisu bile znacajne. U slucaju primene preparata na bazi Bacillus spp.
je uocena znacajna inhibicija porasta micelije izolata KA12 u odnosu na netretiranu kontrolu, ali
je ipak inhibicija bila statisticki znacajno slabija u poredenju sa primenom metabolita S.
hygroscopicus, nezavisno od primenjene koncentracije. Primenom preparata na bazi Bacillus
spp. u koncentracijama 1,5, 2 i 2,5% uocena je najjaca inhibicija porasta kolonije izolata KA12,
dok razlike izmedu njih nisu bile statisticki znacajne.

Primena metabolita S. hygroscopicus u svim koncentracijama izazvala je znacajnu
inhibiciju porasta izolata KA13 u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je najjaca inhibicija uocena pri
koncentracijama 4 i 5%. Inhibicija koja je uocena primenom metabolita u koncentraciji 1, 2 i 3%,
iako slabija u odnosu na 4 i 5%, bila je statisticki znacajnija u poredenju sa inhibicijom koja je
zabeleZena primenom preparata na bazi Bacillus spp. Primenom ovog preparata najjaca inhibicija
je uocena pri primeni u koncentraciji 1,5, 2 1 2,5%, dok razlike izmedu njih nisu bile statisticki
znacajne. Takode, primenom preparata u koncentraciji 0,5% nije zabelezeno inhibirajuce dejstvo

na porast micelije, te razlike u odnosu na kontrolu nisu statisti¢ki znacajne.
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U sluéaju izolata BVA14!, primenom metabolita S. hygroscopicus ispoljena je zna¢ajna
inhibicija u odnosu na kontrolu, dok razlike izmedu primenjenih koncentracija nisu bile
statisticki znacajne. Primenom preparata na bazi Bacillus spp., nezavisno od primenjene
koncentracije, nije uocena statisticki znacajna inhibicija porasta micelije, u odnosu na kontrolu
(Grafikon 12).
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Grafikon 12. Pre¢nik kolonija (mm) izolata Fusarium avenaceum sedam dana nakon tretmana sa
bioloskim agensima Bacillus spp. i Streptomyces hygroscopicus

*Stubovi obelezeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju

6.7.2.2.  Uticaj bioloskih agenasa Bacillus spp. i Streptomyces hygroscopicus na Fusarium

spp. in vivo

U in vivo ogledu ispitan je uticaj bioloskih agenasa na razvoj nekroze prouzrokovane
izolatom JGS32 (F. avenaceum) na plodovima sorte Zlatni delises. Jednofaktorijalnom analizom

varijanse utvrdeno je da bioloski agensi predstavljaju znacajan izvor variranja precnika nekroze
(Tabela 22).
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Tabela 22. Jednofaktorijalna analiza varijanse: Uticaj Bacillus spp. i Streptomyces hygroscopicus
na razvoj nekroze na plodovima jabuke sorte Zlatni deliSes nakon 10 dana

lzvori varijacije Suma Stepeni Sredina Nivo
kvadrata slobode kvadrata F-odnos znadajnosti
SS Df MS F p
Tretman 5452.14 5 1090.43 46.97 0.00
Greska 1717.81 74 23.21

Ispitivani agensi su nezavisno od koncentracije primene, znacajno inhibirali razvoj
nekroze na plodovima jabuke (Grafikon 13). Najjac¢a inhibicija postignuta je primenom preparata
na bazi Bacillus spp. u koncentraciji 5%, kao i obe testirane koncentracije metabolita S.
hygroscopicus. Primenjen u koncentraciji 1%, preparat na bazi Bacillus spp. znaajno je
inhibirao razvoj nekroze u odnosu na kontrolu, medutim, ova inhibicija je bila znacajno slabija u
poredenju sa visom primenjenom koncentracijom ovog agensa, ali i u odnosu na obe
koncentracije metabolita S. hygroscopicus. U negativnoj kontroli nije doslo do razvoja

simptoma.
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Grafikon 13. Pre¢nik nekroze (mm) razvijene na plodovima jabuke sorte Zlatni deliSes deset
dana nakon tretmana sa bioloskim agensima Bacillus spp. i Streptomyces hygroscopicus

*Stubovi obelezeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju
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6.7.3. Uticaj bioloSkog agensa Bacillus velezensis na Fusarium spp.

6.7.3.1.  Uticaj bioloSkog agensa Bacillus velezensis na Fusarium spp. in vitro

Na osnovu dobijenih rezultata u ogledu in vitro bioloski agens B. velezensis je ispoljio
znacajno inhibitorno dejstvo na testirane izolate KA12, JF1!, HG3 (F. avenaceum) i TaB10 (F.
graminearum), nezavisno od koncentracije primene. Najjace inhibitorno dejstvo je zabelezeno
pri primeni bioloskog agensa u koncentraciji od 10% kod svih izolata. Znacajna inhibicija, u
poredenju sa kontrolom, ostvarena je primenom agensa u koncentraciji 1%, medutim ova
inhibicija je bila znacajno slabija u poredenju sa najviSom primenjenom koncentracijom od 10%.
Primenom bioloskog agensa B. velezensis u koncentracijama 2% i 5% razlika izmedu
inhibitornog efekta ovih koncentracija nije statisticki znacajna ili uopste ne postoji. To je vrlo

znacajan podatak, s obzirom da je ostvaren isti efekat i sa znacajno niZom koncentracijom

(Tabela 23).

Tabela 23. Uticaj Bacillus velezensis na razvoj izolata Fusarium avenaceum i Fusarium
graminearum na hranljivoj podlozi nakon sedam dana inkubacije

Tretman Precnik kolonije (mm) + Sd

TAB10 KA12 JF1! HG3
B 1% 22,75+ 2,22 hi 18,25 + 0,50 def 19,50 + 0,58 efh 20,75 £ 0,50 fh
B 2% 25,50 £ 2,38 i 15,75 £ 0,50 cde 14,00 + 1,41 bed 11,00 + 6,68 ab
B 5% 25,00+ 0,82 i 16,75 + 2,75 def 14,50 + 1,29 bed 9,00+£183a
B 10% 18,00 £ 0,82 def 12,25 + 2,63 abc 9,25+0,50a 12,00 + 2,45 ab
Kontrola 94,00 £ 0,00 | 81,50 + 0,58 k 56,75+ 7,18 ] 90,75+ 3,951

*Vrednosti obeleZene razli¢itim slovima se statisti¢ki znacajno razlikuju; Sd — standardna devijacija

6.7.3.2.  Uticaj bioloskog agensa Bacillus velezensis na Fusarium spp. in vivo

U in vivo ogledu ispitan je uticaj bioloSkog agensa na razvoj nekroze prouzrokovane
izolatom KA12 (F. avenaceum) u dve najvise koncentracije (5 i 10%) iz in vitro ogleda kod
kojih je zabeleZen najjaci inhibitorni efekat. Rezultati ovog ogleda (Tabela 24) ukazuju da je
ispitivani agens ispoljio znacajan inhibitorni efekat na razvoj nekroze na plodovima jabuke,

nezavisno od koncentracije primene. Takode, zapazen je veoma znacCajan rezultat da je sa nizom
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koncentracijom ostvaren ja¢i inhibitorni efekat u poredenju sa viSom, duplo vecom

koncentracijom ispitivanog agensa.

Tabela 24. Uticaj Bacillus velezensis na razvoj nekroze prouzrokovane izolatom KA12
(Fusarium avenaceum) na plodovima jabuke nakon 14 dana inkubacije

Tretman Pre¢nik nekroze (mm) + Sd
B 5% 9,75+5,00 b

B 10% 13,50 £ 2,20 ab

Kontrola 19,37 +£3,66 ¢

*Vrednosti obelezene razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju;

Sd — standardna devijacija

6.7.4. Uticaj toplotnih tretmana na Fusarium spp.

6.7.4.1.  Uticaj toplotnih tretmana na klijavost spora i porast micelije Fusarium spp. in

vitro

Na osnovu dobijenih rezultata (Grafikon 14) u in vitro ogledu vidi se da je inhibitorni
efekat toplotnih tretmana znacajno varirao u zavisnosti od temperature i duzine izlaganja.
Potpuna inhibicija rasta micelije oba izolata je zabeleZena kod slede¢ih tretmana: 50 °C u
trajanju 10 i 15 minuta, 53 °C u trajanju 3, 5 i 10 minuta i 57 °C u trajanju od 3 i 5 minuta.
Tretmani 45 °C u trajanju od 15 i 20 minuta, 53 °C u trajanju od 1 minut i 60 °C u trajanju od 1
minut i 30 sekundi potpuno su inhibirali porast micelije izolata TaB10? (F. graminearum), dok
inhibicija nije bila potpuna u slucaju izolata KA12 (F. avenaceum). lako razvoj micelije nije bio
zaustavljen, ostali tretmani su ipak zna¢ajno inhibirali razvoj micelije obe vrste, uz izuzetak
tretmana 60 °C u trajanju od 30 sekundi u slucaju F. avenaceum i 45 °C u trajanju od 1 minut u
slucaju F. graminearum, gde je prec¢nik micelije bio na istom nivou znacajnosti sa kontrolom.
Isto tako, kod pomenutog tretmana (45 °C u trajanju 1 minut) zabeleZen je znacajan stimulativni

efekat na porast micelije F. avenaceum u odnosu na kontrolu (Slika 14).
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Slika 14. Uticaj toplotnih tretmana na porast micelije testiranih izolata u ogledu in vitro
*tretmani izabrani za in vivo ogled su zaokruzeni crvenom bojom; kontrole su zaokruZene plavom bojom
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Grafikon 14. Uticaj toplotnih tretmana na porast micelije testiranih izolata u ogledu in vitro

*Stubovi obeleZeni razli¢itim slovima se statisti¢ki znacajno razlikuju
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6.7.4.2.  Zastita plodova jabuke od prouzrokovaca fuzariozne trulezi tretmanima toplom

vodom

U ogledu in vivo testirani su sledeéi tretmani: Tretman 1 (53 °C, 3 minuta), Tretman 2
(53 °C, 5 minuta), Tretman 3 (57 °C, 3 minuta) i Tretman 4 (57 °C, 5 minuta). Ovi tretmani su
kombinacija najnizih temperatura 1 najkracih vremena izlaganja kod kojih je zabeleZena potpuna
inhibicija rasta micelije u in vitro ogledu, a za koje se pretpostavilo da nece izazvati Stetne efekte
na plodovima. Nakon sedmodnevne inkubacije na sobnoj temperaturi u sluéaju izolata KA12 (F.
avenaceum) najjaci inhibitorni efekat ispoljio je Tretman 1. Kod ostalih tretmana je takode
zabeleZeno znacajno inhibitorno dejstvo u poredenju sa kontrolom, medutim, ipak znacajno
slabije u poredenju sa Tretmanom 1. Isto tako, Tretman 1 je i kod izolata TaB10? (F.
graminearum) ispoljio statisti¢ki zna¢ajan inhibitorni efekat u poredenju sa kontrolom. S druge

strane, ostali tretmani su ispoljili stimulativni efekat na porast nekroze plodova (Grafikon 15).
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Grafikon 15. Uticaj razli¢itih tretmana toplom vodom na razvoj nekroze na vestacki
inokulisanim plodovima jabuke izolatima KA12 (Fusarium avenaceum) i TaB10? (Fusarium
graminearum) nakon sedam dana inkubacije na sobnoj temperaturi

*Stubovi obelezeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju
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Nakon 30 dana inkubacije u hladnja¢i sa normalnom atmosferom na 3 °C dobijeni
rezultati ukazuju da je u slu¢aju F. avenaceum najjaci inhibitorni efekat ostvario Tretman 4, dok
je Tretman 3 takode ostvario statisticki znacajnu inhibiciju porasta nekroze u poredenju sa
kontrolom. Tretmani 1 i 2 su pojacali Stetan efekat patogena na plodove. U slucaju F.
graminearum najjaca inhibicija je zabeleZena u slucaju Tretmana 4, dok je Tretman 1 takode
ispoljio statisti¢ki znacajno inhibitorno dejstvo u poredenju sa kontrolnom varijantom. Tretman 3
je ostvario izvesnu inhibiciju, medutim, ostvareni efekat je bio na istom nivou znacajnosti sa

kontrolom. Kod Tretmana 2 je zabelezeno stimulativno dejstvo na porast nekroze (Grafikon 16).
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Grafikon 16. Uticaj razli¢itih tretmana toplom vodom na razvoj nekroze na vestacki
inokulisanim plodovima jabuke izolatima KA12 (Fusarium avenaceum) i TaB10? (Fusarium

graminearum) nakon 30 dana inkubacije u hladnjaci sa normalnom atmosferom na 3 °C
*Stubovi obelezeni razlicitim slovima se statisti¢ki znac¢ajno razlikuju

U ponovljenom ogledu, pripremljenom prema Box-Behnken dizajnu ogleda, ispitano je
dejstvo tretmana toplom vodom na izolate KA12 (F. avenaceum) i TaB10? (F. graminearum) na
vestacki inokulisanim plodovima sorti Zlatni delises i Fuji. U ogledu sa plodovima sorte Zlatni
delises (Grafikon 17), u slucaju vrste F. avenaceum, rezultati ukazuju da svi primenjeni tretmani
ispoljavaju znacajnu inhibiciju razvoja trulezi na plodovima jabuke, u poredenju sa netretiranom

kontrolom. Najjac¢a inhibicija zabeleZena je u slu¢aju Tretmana 3 (52 °C, 3min) i Tretmana 5 (54
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°C, 2 min), kao i u slu¢aju tretmana Centralna tac¢ka (54 °C, 2 min). Nadalje, Tretman 1 (52 °C, 1
min) 1 Tretman 9 (56 °C, 3 min) ispoljili su slabije inhibitorno delovanje u poredenju sa
prethodna dva tretmana, ali ipak statisti¢ki znacajno u poredenju sa kontrolom. Preostali tretmani
su ispoljili znacajno slabiji inhibitorni efekat, iako statisticki znacajan ako se poredi sa
kontrolnom varijantom. Kod plodova inokulisanih sa F. graminearum svi tretmani, osim
Tretmana 8 (56 °C, 2 min) i Tretmana 9 (56 °C, 3 min), su ispoljili statisti¢ki znacajan
inhibitorni efekat u poredenju sa kontrolnom varijantom. Naime, pomenuti tretmani su delovali
stimulativno na razvoj nekroze. Najjaca inhibicija je zabelezena u slucaju slede¢ih tretmana:
Tretman 1 (52 °C, 1 min), Tretman 2 (52 °C, 2 min), Tretman 3 (52 °C, 3 min), Tretman 5 (54
°C, 2 min), dok je kod Tretmana 6 (54 °C, 3 min), Tretmana 7 (56 °C, 1 min) i tretmana

Centralna tacka (54 °C, 2 min) zabeleZena slabija, ali ipak statisticki znacajna inhibicija.
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Grafikon 17. Uticaj razli¢itih tretmana toplom vodom na razvoj nekroze na veStacki
inokulisanim plodovima jabuke sorte Zlatni deliSes izolatima KA12 (Fusarium avenaceum) i
TaB10? (Fusarium graminearum) nakon 10 dana inkubacije na sobnoj temperaturi

*Stubovi obeleZeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju

U ogledu sa plodovima sorte Fuji (Grafikon 18) inokulisanim sa izolatom F. avenaceum,

svi tretmani su ispoljili inhibitorno delovanje na razvoj nekroze, izuzev Tretmana 7 (56 °C, 1
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min), gde je zabeleZen stimulativni efekat na razvoj nekroze. Najjaci inhibitorni efekat su
ispoljili Tretman 1 (52 °C, 1 min) i Tretman 6 (54 °C, 3 min), dok je kod Tretmana 3 (52 °C, 3
min) zabelezena slabija, ali ipak statistiCki znacajna inhibicija. U sluc¢aju F. graminearum
inhibitorno delovanje tretmana toplom vodom je zabelezeno kod Cetiri tretmana: Tretman 1 (52
°C, 1 min), Tretman 3 (52 °C, 3 min), Tretman 5 (54 °C, 2 min) i Tretman 6 (54 °C, 3 min), ali i
kod tretmana Centralna tacka (54 °C, 2 min), koji je ujedno ispoljio najjacu inhibiciju od svih
tretmana. Ostali tretmani nisu ispoljili inhibitorni efekat na razvoj fuzariozne trulezi, ve¢ su,
naprotiv, delovali stimulativno, te je pre¢nik razvijene nekroze bio statisticki znacajno veéi u

poredenju sa kontrolnom varijantom.
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Grafikon 18. Uticaj razli¢itih tretmana toplom vodom na razvoj nekroze na veStacki
inokulisanim plodovima jabuke sorte Fuji izolatima KA12 (Fusarium avenaceum) i TaB10?
(Fusarium graminearum) nakon 10 dana inkubacije na sobnoj temperaturi

*Stubovi obelezeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju

Dobijeni rezultati su obradeni u softverskom paketu Design-Expert 7.1.5 metodom
zeljene funkecije u cilju optimizacije faktora, odnosno da bi se definisali tretmani koji bi ispoljili
najjacu inhibiciju razvoja trulezi (za obe Fusarium vrste) na plodovima jabuke sorti Zlatni

delises 1 Fuji. U slucaju sorte Zlatni deliSes metodom Zeljene funkcije definisani su sledeci
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tretmani: za vrstu F. avenaceum najjaca inhibicija bi se postigla primenom tretmana sa
temperaturom vode od 53,9 °C u trajanju od 2 minuta i 42 sekunde, a u slucaju vrste F.
graminearum optimalan tretman bi bio sa temperaturom od 52 °C u trajanju od 2 minuta i 54
sekunde. Kod sorte Fuji metod Zeljene funkcije je pokazao da bi za vrstu F. avenaceum tretman
sa najjacom inhibicijom bio onaj sa temperaturom od 53,7 °C u trajanju od 3 minuta, dok je za
vrstu F. graminearum ustanovljeno da bi toplotni tretman od 53,7 °C u trajanju od 1 minut i 6
sekundi ispoljio najbolji inhibitorni efekat. Ovako definisani tretmani su ispitani u in vivo ogledu
i dobijeni rezultati ukazuju da u slucaju izolata KA12 tretman toplom vodom nije ispoljio
inhibitorno dejstvo na sorti Zlatni deliSes, dok na sorti Fuji u tretmanu je zabelezeno inhibitorno
dejstvo, medutim, razvoj nekroze ipak nije zaustavljen. U sluaju izolata TaB10? kod obe sorte
zabelezena je statisti¢ki znaCajna inhibicija razvoja nekroze u odnosu na kontrolne varijante,
pogotovo kod sorte Zlatni deliSes gde je razvoj nekroze gotovo potpuno inhibiran na tretiranim

plodovima (Grafikon 19).
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Grafikon 19. Uticaj tretmana toplom vodom definisanih metodom Zeljene funkcije na razvoj
nekroze na vestacki inokulisanim plodovima jabuke sorti Zlatni deliSes i Fuji izolatima KA12
(Fusarium avenaceum) i TaB10? (Fusarium graminearum) nakon 10 dana inkubacije na sobnoj
temperaturi

*Stubovi obeleZeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju
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6.7.5. Uticaj primene 1-MCP i dinamicki kontrolisane atmosfere (DCA) u skladi$tu na

razvoj fuzariozne trulezi plodova jabuke

Tokom skladistenja u hladnjaci sa dinamicki kontrolisanom atmosferom (DCA) u trajanju
od 143 dana na vestacki inokulisanim plodovima jabuke izolatom KA12 (F. avenaceum) se

razvila nekroza bez obzira na tretman sa 1-MCP (Slika 15).

A-MCP TREATED
DA

Slika 15. Razvijena nekroza na tretiranim (levo) i netretiranim (desno) plodovima jabuke nakon
143 dana ¢uvanja u uslovima DCA hladnjace

Ipak, nakon iskladiStenja merenjem prec¢nika razvijene nekroze, utvrdeno je da postoji
znacajna razlika izmedu precnika nekroze razvijene na tretiranim i netretiranim plodovima.
Naime, nekroza koja se razvila na tretiranim plodovima bila je znacajno manja nego na
netretiranim plodovima. Plodovi su nakon toga inkubirani na sobnoj temperaturi, a razvoj
nekroze je pracen merenjem precnika nakon 7, 14 1 21 dan. Uporedo sa tim pracen je razvoj
nekroze na vestacki inokulisanim plodovima koji su inkubirani samo na sobnoj temperaturi.
Nakon sedam dana poredenjem prec¢nika nekroze koja se razvila na plodovima uoceno je da se
na plodovima ¢uvanim samo na sobnoj temperaturi razvila zna¢ajno manja nekroza, nezavisno

od primenjenog tretmana. Medutim, razlike izmedu nekroze razvijene na tretiranim i
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netretiranim plodovima ¢uvanim pri istim uslovima nisu bile znacajne. Znacajne razlike izmedu
prec¢nika nekroze razvijene na plodovima ¢uvanim na sobnoj temperaturi i hladnjaéi javljaju se
nakon 14 dana inkubacije. Naime, na tretiranim plodovima ¢uvanim samo na sobnoj temperaturi
pre¢nik nekroze je bio najmanji, dok je tretman, u slucaju plodova cuvanih u hladnjaci,
stimulisao razvoj nekroze. lako je precnik nekroze na netretiranim plodovima cuvanim u
hladnjaci bio ve¢i nego kod onih Cuvanih na sobnoj temperaturi, razlike nisu bile statisticki
znacajne. Nakon 21 dan inkubacije razlike izmedu tretiranih i1 netretiranih plodova ¢uvanih na
sobnoj temperaturi nisu bile statisticki znacajne. Plodovi ¢uvani u hladnjaci su potpuno istrulili
pre isteka inkubacionog perioda, te nije bilo moguce izmeriti pre¢nik. U kontrolnoj varijanti nije

doslo do razvoja nekroze nezavisno od tretmana i uslova ¢uvanja (Grafikon 20).
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Grafikon 20. Pre¢nik nekroze na plodovima jabuke ¢uvanim u hladnjaci i na sobnoj temperaturi

nakon iznoSenja iz hladnjace i nakon 7, 14 1 21 dan dodatne inkubacije na sobnoj temperaturi
*Stubovi obeleZeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju

Razlike izmedu brzine razvoja nekroze (NDR) tokom skladiStenja u hladnjaci i na sobnoj
temperaturi su bile znacajne. Takode, brzina razvoja nekroze je bila znacajno manja kod
tretiranih plodova u poredenju sa netretiranim tokom ¢uvanja u hladnja¢i. Nakon sedam dana

inkubacije na sobnoj temperaturi brzina razvoja nekroze kod plodova ¢uvanih na sobnoj
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temperaturi je bila znacajno manja u poredenju sa plodovima prethodno ¢uvanih u hladnjaci.
Medutim, razlike izmedu brzine razvoja nekroze nisu bile znacajne izmedu plodova ¢uvanih pri
istim uslovima, nezavisno od primenjenog tretmana. Nakon 14 dana inkubacije brzina razvoja
nekroze je bila najmanja na plodovima ¢uvanim na sobnoj temperaturi i tretiranih sa 1-MCP, dok
je na tretiranim plodovima ¢uvanim u hladnjaci brzina bila najveca. Nadalje, nakon 21 dan
inkubacije nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu brzina razvoja nekroze na tretiranim 1

netretiranim plodovima ¢uvanim na sobnoj temperaturi (Grafikon 21).
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Grafikon 21. Brzina razvoja nekroze (NDR) na plodovima jabuke ¢uvanim u hladnjaci i na
sobnoj temperaturi nakon iznoSenja iz hladnjace i nakon 7, 14 i 21 dan dodatne inkubacije na
sobnoj temperaturi

*Stubovi obeleZeni razli¢itim slovima se statisticki znacajno razlikuju
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7. DISKUSIJA

7.1. Rasprostranjenost i znacaj Fusarium spp. na plodovima jabuke

U rezultatima je navedeno da su plodovi sa simptomima fuzariozne trulezi, sa ili bez
vidljive micelije, pronadeni na svih 10 lokaliteta tokom trogodisnjeg perioda uzorkovanja.
Simptomi fuzariozne trulezi su pronadeni nakon viSemesecnog skladiStenja plodova, osim u
slu¢aju tri izolata koji su izolovani sa zarazenog ploda prikupljenog u proizvodnom voénjaku. Na
osnovu literaturnih izvora moze se zakljuciti da se fuzariozna trulez moze detektovati na
zarazenim plodovima nakon iskladiStenja (Wenneker et al., 2016; Kou et al., 2014; Sever et al.,
2012), ali i na plodovima u voénjaku (Sgrensen et al., 2009), Sto je u saglasnosti sa rezultatima
ovog rada.

Zastupljenost Fusarium vrsta kao prouzrokovaca trulezi uskladistenih plodova jabuke se
razlikovala od godine do godine. Tokom 2016. godine zabelezena je zasupljenost od 17,74%,
tokom 2017. godine 7,94%, dok je tokom 2018. godine zabelezena zastupljenost Fusarium vrsta
11,21%. Takode, i drugi istraziva¢i su zabelezili slicnu ucestalost pojave Fusarium spp. na
plodovima jabuke. Tako je u Republici Hrvatskoj registrovana zastupljenost 9,4 — 33,2% (Sever
et al., 2012), u Holandiji, prema Wenneker (2019), trulez prouzrokovana vrstom F. avenaceum
iznosila je i do 25% na sorti Elstar. Krsmanovi¢ i sar. (2018) su ispitivali zastupljenosti
prouzrokovaca trulezi uskladiStenih plodova jabuke u Republici Srbiji i zabelezili da je

zastupljenost Fusarium spp. 4 —22%, §to je saglasno sa rezultatima ovog rada.

7.2. Provera patogenosti izolata i zastupljenost vrsta roda Fusarium

Provera patogenosti izolata, reizolacija i ponovna provera patogenosti reizolata uradena
je za ukupno 62 izolata koja su imala miceliju nalik na miceliju vrsta roda Fusarium. Simptomi
koje su na plodovima sorte Zlatni delises prouzrokovali prvi izolati i reizolati su bili o¢ekivani i
isti kao i simptomi plodova iz kojih su izolati izolovani, ¢ime je potvrdena patogenost svih

izolata. Uoceno je da se pocetni simptomi javljaju u vidu svetlo smedih, sitnih i okruglih pega.
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Kako je zaraza napredovala pege su se povecavale, a tkivo postajalo vodenasto i lako se odvajalo
od zdravog tkiva, a na popreénom preseku plodova uoc¢eno je da se nekroza Sirila u mezokarp ka
srediStu ploda u obliku slova V. Sa napredovanjem nekroze na povrsini se javljala belicasta,
ruziCasta ili Zuckasta micelija. Ovi rezultati su saglasni sa nalazima Sever et al. (2012) i Kou et
al. (2014) koji su na uskladiStenim plodovima jabuke uocili simptome koji odgovaraju gore
opisanim i za koje je utvrdeno da ih prouzrokuje vrsta F. avenaceum. Ovu vrstu su na plodovima
jabuke uocili Sgrensen et al. (2009), Sanzani et al. (2013) i Wenneker et al. (2016), ali kao
prouzrokovaca vlazne trulezi srzi plodova jabuke, svetlo smede boje, koja se $iri iz srediSta ploda
zahvatajuci okolni mezokarp, te Cesto ostaje neprimecena sve dok se plod ne presece. Takode,
kolonije polaznih izolata i kolonije reizolata su bile identi¢ne, a njihov izgled je potpuno
odgovarao opisu Leslie i Summerell (2006), Levi¢ (2008) i Sever et al. (2012) za vrste roda
Fusarium.

Rezultati dobijeni u ovom radu pokazuju da postoji znacajna razlika izmedu izolata u
pre¢niku razvijene nekroze, a posledi¢no i brzine razvoja nekroze koja se kretala u rasponu 0,19
— 1,95 mm/dan. Sli¢ne rezultate su dobili Sever et al. (2012) koji su takode, uocili statisticki
znacajne razlike izmedu brzina razvoja nekroze razli¢itih izolata. Brzina razvoja nekroze u ovom

ogledu se kretala od 0,17 do 2,8 mm/dan, dok je kod dva izolata izostao razvoj nekroze.

7.3. Morfoloske i odgajivacke odlike izolata Fusarium spp.

7.3.1. Morfoloske odlike izolata Fusarium spp.

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja morfoloskih odlika vegetativnih struktura
izolata utvrdena je velika varijabilnost u izgledu kolonija ispitanih izolata na podlogama PDA,
CA i CLA. Ipak, izolate je bilo moguce grupisati na osnovu svojstava i rasporediti ih u Cetiri
morfoloske grupe. Najveéi broj izolata je svrstan u trecu grupu (34 izolata, odnosno 54,84%),
zatim u drugu (21 izolat, 33,87%) i cetvrtu grupu (5 izolata, 8,06%), dok je samo dva izolata
(3,23%) svrstano u prvu grupu. Razlike izmedu izgleda kolonija izolata iz razli¢itih grupa je bio
ocigledan, dok je izgled kolonija izolata unutar grupa bio prilicno homogen. Na osnovu opisa

kolonija Fusarium vrsta prema Leslie i Summerell (2006) i Levi¢ (2008), utvrdeno je da izolati
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iz prve grupe pripadaju vrsti koja je drugacija od izolata iz preostale tri grupe. Naime, na osnovu
boje micelije, nacina rasta 1 pigmenta koji se formira na hranljivim podlogama za izolate iz prve
grupe je pretpostavljeno da pripadaju vrsti F. graminearum, dok su izolati iz druge, trece i
cetvrte grupe identifikovani kao pripadnici vrste F. avenaceum, iako postoje morfoloske razlike
u izgledu kolonija. Medutim, kako Leslie i Summerell (2006) navode izgled kolonija kod vrste
F. avenaceum moze znacajno varirati. Takode, uoceni izgled kolonija u ovom radu u slucaju F.
avenaceum odgovara opisu koji su za ovu vrstu dali i drugi autori (Yli-Mattila et al., 2018;
Wenneker et al., 2016; Kou et al., 2014). U slucaju izgleda kolonija izolata iz prve grupe (F.
graminearum) isti odgovara opisu datom od strane Obradovi¢ (2017) za ovu vrstu.

Rezultati proucavanja morfoloskih odlika reproduktivnih struktura pokazali su da
gajenjem na CLA podlozi izolati formiraju sporodohije. Grupe izolata su se razdvojile i na
osnovu ove osobine. Naime, boja sporodohija kod izolata iz druge, trece i Cetvrte grupe bila je
svetlo narandzasta do narandzasta, dok je kod dva izolata prve morfoloske grupe boja
sporodohija bila crvenkasta. Ovi nalazi potpuno odgovaraju opisima Leslie i Summerell (2006) i
Levi¢ (2008) za F. avenaceum (druga, treca i ¢etvrta morfoloska grupa) i F. graminearum (prva
morfoloska grupa). Makrokonidije su uoc¢ene kod svih izolata, dok su kod izolata iz druge, trece i
Cetvrte grupe uocene 1 mezokonidije, dok mikrokonidije nisu zabeleZene. Prema Levi¢ (2008)
vrsta F. avenaceum formira mezokonidije, dok Leslie i Summerell (2006) ne prave razliku
izmedu mikrokonidija i mezokonidija, medutim, autori su saglasni da vrsta F. graminearum ne
formira mikrokonidije niti mezokonidije. Nadalje, hlamidospore nisu uoc¢ene kod izolata druge,
trece i etvrte morfoloske grupe, za razliku od oba izolata iz prve grupe kod kojih su detektovane
okruglaste, pojedina¢ne hlamidospore. Ovi rezultati su ponovo u saglasnosti sa podacima iz
literature da vrsta F. avenaceum, za razliku od F. graminearum, ne formira hlamidospore (Yli-
Mattila et al., 2018; Obradovi¢, 2017; Kou et al., 2014; Levi¢, 2008; Leslie and Summerell,
2006), odnosno navode na zakljucak da izolati iz druge, trece i Cetvrte morfoloske grupe

pripadaju vrsti F. avenaceum, dok izolati iz prve grupe pripadaju vrsti F. graminearum.
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7.3.2. Odgajivacke odlike izolata Fusarium spp.

Ispitivanjem uticaja razli¢itih podloga na rast kolonija Fusarium spp. zabelezene su
veoma znacajne razlike izmedu izolata, odnosno na rast pre¢nika kolonije su uticale i osobine
svakog izolata ponaosob, ali i osobine hranljive podloge. Medutim, na osnovu dobijenih rezultata
moze se re¢i da su gotovo svi izolati imali najbolji porast na PDA podlozi, kao i da su izolati iz
prve morfoloske grupe imali najbrzi rast, nezavisno od podloge. Dobijeni rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima drugih istrazivaca. Naime, Winder (1999) je ispitao uticaj vise
hranljivih podloga na porast izolata F. avenaceum (PDA, MEA, Czapek Dox agar, OA, NA, YA
i YGA), a najjaci porast izolati su ostvarili na PDA podlozi, kao $to je zabeleZzeno i u ovom radu.
U ovom radu prosecan dnevni porast micelije iznosio je 4,7 mm, dok Obradovi¢ (2017) navodi
da je prosecan dnevni porast micelije vrste F. graminearum iznosio od 26,34 do 27,36 mm, $to je
znacajno vise nego kod F. avenaceum, sto je opet saglasno sa rezultatima ovog rada.

Uticaj uslova sredine je od presudnog znacaja za razvoj gljiva. Faktori sredine koji
znacajno deluju na rast i razvoj jeste temperatura, te moze biti limitirajuci faktor ukoliko nisu
ispunjeni minimalni zahtevi organizma za ovaj faktor (Agrios, 2005). U ovom radu je potvrdeno
da je temperatura izuzetno znacajna za razvoj testiranih izolata. Izolati identifikovani kao F.
avenaceum (druga, treca i Cetvrta morfoloska grupa) su se najbolje razvijali na temperaturama od
20 i 25 °C, dok je na 0 i 35 °C rast izostao. Ovo je potpuno u saglasnosti sa rezultatima
Oleskevich et al. (1998) i Winder (1999), gde je rast kolonija izostao na 0 i 35 °C, dok su kao
optimalne temperature za rast ove vrste prepoznate 20 i 25 °C. Brennan et al. (2003) navode da
je optimalna temperatura za razvoj F. culmorum, F. graminearum i F. poae bila 25 °C, dok je za
F. avenaceum i M. nivale ta temperatura bila 20 °C, sto je takode u skladu sa rezultatima
dobijenim u ovom radu.

Prema Agrios (2005), kiselost podloge je, takode, jedan od faktora koji moze biti
ogranicavajuci za rast i razvoj izolata ukoliko nije odgovarajuci. Najveci broj izolata se najbolje
razvijao pri pH podloge u rasponu 6 — 8. lzolati prve grupe su iskazali visoku toleranciju na pH
podloge i izuzev pH 2, kiselost podloge nije uticala na razvoj ovih izolata. Do sli¢nih rezultata su
dosli Panwar et al. (2016) koji su uocili da je F. graminearum ispoljio visoku tolerantnost na pH
podloge, te da je razvoju ispitivanih izolata najvise odgovarala pH vrednost podloge u rasponu 5

— 8, dok je za vrste F. pallidoroseum i F. oxysporum, prema ovom istrazivanju, najpogodnija pH
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vrednost podloge bila 5, a porastom pH vrednosti brzina porasta kolonije je opadala. Forbes i
Dickinson (1977) u svojim istrazivanjima o uticaju pH zemljiSta na razvoj F. avenaceum su dosli
do zakljucka da razvoj ove vrste na zemljistima sa pH vrednosti od 4,7 1 7,3 je bio statisticki
znacajno redukovan u poredenju sa rastom na zemljistu sa neizmenjenom pH vrednosti od 5,8.
Ovo nije u potpunosti u skladu sa rezultatima dobijenim u ovom radu, jer kao Sto je gore

navedeno, najveci broj izolata se najbolje razvijao na pH 6 — 8.

7.3.3. Obrazovanje polnog stadijuma

Formiranje peritecija, plodonosnih tela polnog stadijuma, je uo¢en samo kod izolata iz
prve morfoloske grupe, dok izolati iz preostale tri grupe nisu razvili polni stadijum. Protokol
koris¢en u ovom radu su koristili Cavinder et al. (2012) za obrazovanje polnog stadijuma kod
vrste F. graminearum, te se stoga moze zakljuciti da F. graminearum moze na ovaj nacéin
formirati polni stadijum, odnosno da izolati iz prve grupe pripadaju ovoj vrsti. Nasuprot tome,
izolati iz ostalih grupa nisu razvili polni stadijum, te se stoga moze pretpostaviti da pripadaju
heterotalusnoj grupi, odnosno vrsti F. avenaceum, kao §to je to i ranije pretpostavljeno.

Razvoj polnog stadijuma je regulisan pomocu jednog lokusa za polno razmnozavanje
(MAT1). Homotalusne vrste u svom genomu sadrze obe alternativne forme gena MAT1-1 i
MAT1-2, koje se nazivaju idiomorfi, na lokusu MAT1, dok heterotalusne vrste poseduju samo
jedan idiomorf, MAT1-1 ili MAT1-2 na lokusu MAT1 (Ma et al., 2013; Lee et al., 2003). F.
graminearum je homotalusna vrsta, te moze formirati plodonosna telaSca bez prisustva
kompatiblinog partnera (Cavinder et al., 2012; Kerényi et al. 2004; Yun et al., 2000). Sa druge
strane, F. avenaceum u svom genomu sadrzi ili jedan ili drugi mating-type gen (Lysge et al.,
2014; Feng et al., 2010).

7.4. Molekularna identifikacija i karakterizacija izolata Fusarium spp.

Uspesnost ekstrakcije DNK i pogodnost za dalja ispitivanja su provereni u PCR reakciji
upotrebom para univerzalnih prajmera ITS1/ITS4 opisanih od White et al. (1990). Nakon
razdvajanja PCR produkata elektroforezom u agaroznom gelu sa etidijum-bromidom uoceni su

jasno vidljivi bendovi, ocekivane veli¢ine oko 600 bp. Drugi istrazivaci su, takode, koristili gore
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opisane prajmere za identifikaciju i filogenetska istraZivanja vise Fusarium vrsta, kao na primer
F. proliferatum (Zhou et al., 2021; Leyronas et al., 2018), F. equiseti (Ezrari et al., 2020), F.
avenaceum (Mei et al., 2020) i takode dobili amplikone priblizne veli¢ine 600 bp. Na ovaj nacin
je potvrdeno da je ekstrakcija uspela i da dobijena DNK moze da se koristi za dalja ispitivanja.

S obzirom da je najveci broj izolata, osim izolata iz prve morfoloske grupe, prethodno
identifikovan kao vrsta F. avenaceum pristupilo se testiranju ove tvrdnje. Za molekularnu
identifikaciju do nivoa vrste koriS¢eni su prajmeri specifini za vrstu F. avenaceum FA-
ITSF/FA-ITSR opisani od Schilling et al. (1996), kao i prethodno pripremljena DNK ¢iji je
kvalitet proveren u PCR reakciji. Kao $to je i o¢ekivano, razdvajanjem dobijenih produkata
elektroforezom na agaroznom gelu je potvrdeno. Prilikom vizuelizacije produkata, kod svih
izolata su uoceni jasni bendovi veli¢ine 272 bp, kao §to je bilo oc¢ekivano, izuzev kod dva izolata
prve morfoloske grupe (TaB10 i TaB10?). Dobijeni rezultati su saglasni sa navodima drugih
autora koji su koristili iste prajmere za identifikaciju F. avenaceum (Sever et al., 2012;
Akinsanmi et al., 2004). Kod izolata iz prve morfoloske grupe nije doslo do umnozavanja
specificnog regiona, $to je takode bilo ocekivano, jer su i ranije identifikovani kao F.
graminearum.

Pomocu para prajmera EF1/EF2 (O’Donnell et al., 1998) uspesno je amplifikovan region
TEF-1a kod svih testiranih izolata i dobijeni su amplikoni o¢ekivane duzine od 700 bp, koji su,
zatim, poslati na sekvenciranje, a dobijene sekvence su koris¢ene za ispitivanje filogenetskih
odnosa. Na osnovu dostupnih literaturnih podataka moze se videti da su i drugi istrazivaci
koriste¢i ovaj par prajmera dobili amplikone koji su nakon sekvenciranja koriS¢eni za
filogenetsku analizu Fusarium vrsta (da Silva et al., 2014; Holtz et al., 2011; Nitschke et al.,
2009).

Analizom dendograma, konstruisanog metodom Maximum Likelihood i kori$¢enjem
sekvenci TEF-/a, konstatovano je da se, bez obzira na primenjenu metodu, izolati F. avenaceum
jasno odvajaju sa 100% bootstrap vrednosti od izolata F. graminearum, kao i od outgroup
sekvence C. gloeosporioides (GU994503.1). Takode, uo¢eno je i grupisanje izolata u klastere
unutar vrste F. avenaceum. Na ovaj nacin se moze zakljuciti da se koris¢enjem sekvenci TEF-/a
u svrhu analiza filogenetskih odnosa, mogu dobiti pouzdani rezultati o razdvajanju razlicitih
Fusarium vrsta izmedu sebe. Ova tvrdnja je u saglasnosti sa navodima Barik i Tayung (2012)

koji su filogenetskom analizom sekvenci TEF-/a dobili dobro izdvojene klastere, Sto nije bio
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slu¢aj kada su za analize koriS¢ene sekvence ITS regiona. Fernandez-Ortuiio et al. (2010) ispitali
su pouzdanost sekvenci CYP51C, ITS regiona, S-tubulin i TEF-/a u ispitivanju interspecifi¢nih
odnosa vrsta roda Fusarium i zakljucili da sekvence CYP51C i TEF-Ia ispoljavaju najveci
nukleotidni diverzitet i topoloSki rezultat, te se mogu smatrati pouzdanim filogenetskim
markerima, za razliku od regiona ITS koji je ispoljio nizak diverzitet i topoloski rezultat, te se ne
moze smatrati pozdanim markerom u ovim istrazivanjima. Takode, Obradovi¢ (2017), Starkey et
al. (2007) i Geiser et al. (2004) navode da je TEF-/a visoko informativan, te tako pogodan za
ispitivanje filogenetskih odnosa vrste F. graminearum. Sa druge strane, Holtz et al. (2011) su u
svojim istrazivanjima dosli do zakljucka da ITS ima vecu diskriminacionu mo¢ od TEF-/a u

sluc¢aju vrste F. avenaceum.

7.5. Potencijal za sintezu mikotoksina izolata Fusarium spp.

Rezultati dobijeni u ovom radu ukazuju da postoji znacajan potencijal da plodovi jabuke,
a posledicno 1 produkti prerade plodova jabuke, budu kontaminirani zearalenonom i
deoksinivalenolom. Naime, u in vitro ogledu na podlozi AA oba izolata F. graminearum su
produkovali oba mikotoksina u znac¢ajnim koli¢inama, dok je u slucaju F. avenaceum zabelezeno
da je u slucaju izolata HG3 detektovan zearalenon, dok je u slucaju JvZ8/18 detektovan
deoksinivalenol. Na vestacki inokulisanim plodovima jabuke u in vivo ogledu gotovo svi
testirani izolati F. avenaceum i oba izolata F. graminearum su produkovali detektibilne koli¢ine
zearalenona, dok je kod izolata TaB10 detektovan i deoksinivalenol.

Osim vrsta roda Fusarium kao prouzrokovaé trulezi plodova jabuke javlja se vrsta
Penicillium expansum koja produkuje nekoliko veoma znacajnih mikotoksina, od kojih je
najznacajniji patulin (Zhong et al., 2018; Sanzani et al., 2012). Nadalje, toksini koje produkuju
vrste iz roda Alternaria, takode veoma Cesti prouzrokovaci trulezi plodova jabuke, su vrlo
znacajni zbog svoje toksiCnosti, ali i kancerogenosti. U ovu grupu ubrajaju se alternariol,
alternariol monometil etar (AME), altenuen, i dr. (Li et al., 2020; Fernandez-Cruz et al., 2010).
Sarensen et al. (2009) ispitali su potencijal F. avenaceum za sintezu mikotoksina na prirodno
zarazenim 1 veStacki inokulisanim plodovima jabuke i detektovali vec¢i broj sekundarnih

metabolita: moniliformin, eniatine (A, Al, B, B1, B2 i B3), fuzarin C, antibiotik Y, 2-amino-
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14,16-dimetiloktadekan-3-ol (2-AOD-3-ol), hlamidosporol, aurofuzarin, fuzaristatin A i dr. Na
0SnoVU 0VvOog istrazivanja moze se zakljuciti da vrsta F. avenaceum na plodovima jabuka, moze
da produkuje znacajne koli¢ine mikotoksina, ¢ija ingestija moze biti rizicna po konzumente
plodova jabuka i preradevina od jabuke. Na osnovu dostupnih literaturnih podataka uoc¢eno je da
do sada nisu vrSena ispitivanja kontaminacije plodova jabuke mikotoksinima zearalenon i
deoksinivalenol kao posledica infekcije plodova Fusarium vrstama. Premda je uobicajeno da se
ovi mikotoksini i obe Fusarium vrste povezuju sa kontaminacijom kukuruza i zitarica (Ferrigo et
al., 2016; Tancic et al., 2015; Logrieco et al., 2002), rezultati ovog istrazivanju ukazuju na to da
ovi mikotoksini potencijalno predstavljaju vrlo znacajne kontaminante plodova jabuke, a

posledi¢no i njihovih preradevina.

7.6. Procena potencijala za sintezu sekundarnih metabolita

Veli¢ina genoma izolata KA13 (F. avenaceum) iznosi 41,7 Mb, §to ukazuje na sli¢nost po
veli¢ini sa tri javno dostupna genoma F. avenaceum opisana od strane Lysge et al. (2014)
(Fa05001 41,6 Mb, FaLH03 42,7 Mb i FaLH27 43,1 Mb). Ukupan broj 16076 predvidenih gena
u genomu KA13 pomocu softvera programa AUGUSTUS 3.3.2 (Stanke et al., 2004) veci je u
poredenju sa brojem gena u genima Fa05001, FaLHO3 i FaLH27 (13217, 13293 i 13445,
respektivno).

Genom izolata TaB10 (F. graminearum) dobijen u ovom istrazivanju je ukupne duzine
36,76 Mb, dok broj predvidenih gena iznosi 14327. Ukupna duzina referentnog genoma (F.
graminearum, izolat PH-1) iznosi 36.1 Mb, dok broj predvidenih gena iznosi 13313 (Cuomo et
al., 2007), odnosno 36,56 Mb sa brojem predvidenih gena od 14164 prema King et al. (2015), §to
ukazuje da je rezultiraju¢i genom veci 1 sadrzi viSe gena.

lako kvalitet sastavljenog genoma i njegova duzina zavise od kvaliteta sekvenciranja i
kori$¢enih softvera za sastavljanje, dobijeni rezultati ukazuju da je kod oba genoma duzina veca,
kao i broj predvidenih gena. Ovo mozZe ukazivati na veéi potencijal za sintezu razli¢itih
metabolita.

Broj predvidenih klastera gena za sintezu sekundarnih metabolita u genomima izolata

KA13 i TaB10 razlikovao se u zavisnosti od toga koji je softver koris¢en. Ovo je bilo oc¢ekivano
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jer je softver antiSMASH dizajniran tako da moze da predvidi postojanje antibiotskih klastera
gena pored ostalih klastera gena za sintezu sekundarnih metabolita (Medema et al., 2011; Blin et
al., 2019). Ukupan broj backbone gena za sintezu sekundarnih metabolita identifikovanih
pomocu softvera antiSMASH je 76 za izolat KA13 (F. avenaceum), odnosno 54 u slu¢aju izolata
TaB10 (F. graminearum). Lysge et al. (2014) su u svojim istrazivanjima analizirali tri genoma F.
avenaceum i dobili razli¢ite brojeve backbone gena za svaki izolat. Tako je u genomu izolata
Fa05001 identifikovano 75, kod izolata FaLHO3 77, dok je u slucaju izolata FaLH27
identifikovano ¢ak 80 backbone gena, od ¢ega ukupno 25 — 27 tip | PKS gena, 2 — 3 tip 11l PKS
gena i 25 — 28 NRPS gena. Pomocu softvera antiSMASH u genomu KA13 analizom je
identifikovano 18 PKS gena, 24 NRPS i 9 NRPS-like gena, kao i 5 hibridnih PKS-NRPS gena.
Kao $to je navedeno u rezultatima, pomoc¢u antiSMASH softvera kao jedinstveni PKS gen u
genomu izolata KA13 identifikovan je gen 92594, ali isti nije identifikovan softverom SMURF.
Proverom domena utvrdeno je da je ovaj gen halkon i stilben sintaza kodiraju¢i gen (CHS), a
pomoc¢u NCBI BLAST poravnanja utvrdena je podudarnost od 92,39% izmedu gena g2594 i
gena FAVG1_04458, koji je ranije opisan kao PKS kodiraju¢i gen od strane Brown i Proctor
(2016) i Lysge et al. (2014). Proverom konzerviranih domena ustanovljeno je da i ovaj gen
kodira halkon i stilben sintazu (CHS). Prema Yu et al. (2012), halkon sintaza (CHS) jeste enzim
koji pripada tipu 11l PKS gena, pa se i ovaj gen moze smatrati PKS kodiraju¢im genom. Nadalje,
Sieber et al. (2014) navode da su u genomu F. graminearum identifikovali, izmedu ostalih, 15
PKS i 23 NPS/NPS-like kodiraju¢ih gena. U ovom istrazivanju softverom antiSMASH
identifikovano je 14 PKS, 14 NPRS i 9 NPRS-like gena u genomu izolata TaB10 (F.
graminearum). Takode, dimetilalil triptofan sintaze (DMATS) kodiraju¢i geni nisu
identifikovani, kao §to je bio slucaj u istrazivanju Sieber et al. (2014). Gen g5573 identifikovan
kao jedinstveni PKS gen pomocu softvera antiSMASH, ali je proverom domena utvrdeno je da je
taj gen halkon i stilben sintaza (CHS) kodiraju¢i gen. Kao $to je prethodno receno, halkon

sintaza (CHS) je enzim koji pripada tipu 11l PKS enzima (Yu et al., 2012).
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7.7. Bioloske i fizicke mere zastite plodova jabuke od Fusarium spp.

7.7.1. Uticaj etarskih ulja i hidrolata etarskih ulja razli¢itih biljaka na fuzarioznu

trulez ploda jabuke

Ispitivanjem dejstva etarskih ulja i njihovih hidrolata na razvoj Fusarium vrsta je
zapazeno da su sva ispitivana etarska ulja (O. vulgare, S. hortensis, O. basilicum i S. sclarea)
ispoljila jako antifungalno dejstvo. U slucaju ispitivanih hidrolata etarskih ulja, jedino je hidrolat
etarskog ulja S. hortensis ispoljio znac¢ajno inhibitorno dejstvo, iako mnogo slabije u poredenju
sa etarskim uljima. Perczak et al. (2019) navode da su etarska ulja biljnih vrsta Cinnamomum
zeylanicum, O. vulgare i Cymbopogon martini ispoljili najja¢e inhibitorno dejstvo od svih
ispitivanih ulja prema vrstama F. graminearum i F. culmorum. Nadalje, uocili su da je F.
rezultatima ovog rada, gde je uoceno da su etarska ulja O. vulgare i S. hortensis ispoljila najjace
inhibitorno dejstvo prema obe ispitivane vrste roda Fusarium. Takode, Har¢arova et al. (2021) su
ispitali uticaj viSe etarskih ulja na rast dva izolata F. graminearum i dosli do zakljuc¢ka da najjaci
efekat ispoljava etarsko ulje O. vulgare, sto je saglasno sa rezultatima ovog rada. Prema Lahooji
et al. (2010) minimalna koncentracija etarskog ulja S. hortensis koja potpuno inhibira rast
kolonije F. graminearum na PDA podlozi iznosi 31,5 pl/100 ml, $to je gotovo dvostruko vise od
koncentracije primenjene u ovom ogledu (0,16 pl/ml). Tabti et al. (2014) su ispitivali etarsko ulje
i hidrolat Thymus capitatus i uocili da minimalna koncentracija za potpunu inhibiciju rasta F.
solani iznosi 0,2 pl/ml.

lako su objavljeni brojni rezultati istrazivanja antifungalnih efekata etarskih ulja in vitro
(Grahovac et al., 2012; De Billerbeck et al., 2001), mnogo je manje rezultata o mogucnosti
primene etarskih ulja in vivo. Na osnovu rezultata ovog istrazivanja moze se re¢i da su etarska
ulja ispoljila inhibitorni efekat na razvoj trulezi prouzrokovane izolatima KA12 i KA13 (F.
avenaceum) tokom skladistenja u hladnjatama, ali je nakon iskladiStenja, tokom dodatne
inkubacije na sobnoj temperaturi, njihov efekat postajao sve slabiji. Ovo je u saglasnosti sa
Lopez-Reyes et al. (2010) koji su, takode, dosli do zakljucka da efekat etarskih ulja opada tokom
vremena, te predlazu da bi, nakon izvesnog perioda, tretmani trebali biti ponovljeni. Takode, isti

autori navode da razliCite sorte razliCito reaguju na etarska ulja, te je neophodno utvrditi
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optimalnu koncentraciju primene za svaku vo¢nu vrstu i sortu. Banani et al. (2018) potvrduju

tvrdnju da efikasnost zavisi od duzine trajanja skladistenja, ali i sorte koja se tretira.

7.7.2. Uticaj bioloskih agenasa Bacillus spp., Bacillus velezensis i Streptomyces

hygroscopicus na Fusarium spp.

Literaturni podaci ukazuju na visok potencijal S. hygroscopicus protiv vrsta C. acutatum,
C. gloeosporioides i F. avenaceum (Grahovac et al., 2014), odnosno A. alternata i F. avenaceum
(Mitrovi¢ et al., 2020). U ovom radu je potvrdena antifugalna aktivnost S. hygroscopicus.
Medutim, u ovom istrazivanju, kori§¢ena je kultivaciona te¢nost S. hygroscopicus razblazena do
koncentracija 1 — 5 %, te je i u ovako niskim razblazenjima ispoljila antifungalnu aktivnost na
izuzetno visokom nivou, $to ukazuje na visok potencijal ovog agensa za prakti¢nu primenu.

U sluc¢aju Bacillus spp. postoje brojni literaturni podaci koji ukazuju na visok potencijal
ovog agensa u suzbijanju fitopatogenih mikroorganizama (Lastochkina et al., 2019; Ju et al.,
2013; Jamalizadeh et al., 2010; Fu et al., 2010). U ovom istrazivanju je potvrden antifungalni
potencijal ovog agensa. Ipak, efekat ovog agensa je bio slabiji u odnosu na S. hygroscopicus.

Osim toga, dobijeni rezultati govore da je agens B. velezensis znacajno inhibirao porast
vrsta roda Fusarium u in vitro uslovima bez obzira na primenjenu koncentraciju. Kao $to je
prethodno ve¢ spomenuto, postoje podaci istrazivanja koji potvrduju inhibitorno delovanje
bioloSkog agensa na bazi Bacillus spp. prema F. avenaceum. Nadalje, rezultati Cheffi et al.
(2019) ukazuju na visoku efektivnost B. velezensis protiv F. avenaceum i F. sulphureum, dok
rezultati Cao et al. (2021) ukazuju na jako inhibitorno dejstvo protiv F. oxysporum, §to je u
skladu sa rezultatima dobijenim u ovom radu. Medutim, Hwang (1994) navodi da B. subtilis ne
ispoljava zadovoljavajuéi inhibitorni efekat prema F. avenaceum sve do koncentracije 50 ml/l,
odnosno 5%. U ovom ogledu dokazano je da B. velezensis ve¢ pri koncentraciji od 1% znacajno
inhibira porast micelije Fusarium vrsta. Ove razlike mogu da ukazuju na razli¢iti antifungalni
potencijal razli¢itih vrsta iz roda Bacillus.

Podaci o ispitivanju in vivo efekata Bacillus spp. na rast i razvoj F. avenaceum postoje u
literaturi i ukazuju da ispoljava snazno inhibitorno dejstvo (Petres et al., 2019; Grahovac et al.,

2017; Mardanova et al., 2017; Wachowska et al., 2013). Isto tako, u istrazivanjima je dokazan
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inhibitorni efekat ovog agensa i prema drugim prouzrokovacima truleZi plodova jabuke (Li et al.,
2013; Jamalizadeh et al., 2009). Sve prethodno navedeno je potvrdeno u ovom radu gde je,
takode, zabelezena znacajna inhibicija razvoja nekroze na plodovima jabuke u svim primenjenim
koncentracijama.

Snazno antifungalno dejstvo agensa S. hygroscopicus zabelezeno je u istrazivanjima
drugih autora (Mitrovi¢ et al., 2020; Grahovac et al., 2014) koji ukazuju na visok antifungalni
potencijal ovog agens prema vrsti F. avenaceum. Ovim rezultatima je to potvrdeno i to u in vivo
uslovima na plodovima jabuke. Takode, veoma znacajan rezultat predstavlja zabelezeni isti
stepen inhibicije razvoja nekroze primenom dve veoma razli¢ite koncentracije metabolita S.
hygroscopicus. Naime, primenjene koncentracije se veoma razlikuju, gde je prva koncentracija
20 puta niza od druge, a ostvareni efekat je isti, Sto, sa aspekta ekonomi¢nosti proizvodnje
metabolita S. hygroscopicus kao bioloSkog agensa, ukazuje na potrebu ispitivanja efekata nizih
koncentracija.

Ispitivani bioloski agens B. velezensis je ispoljio znacajan inhibitorni efekat na razvoj
nekroze na plodovima jabuke, nezavisno od koncentracije primene. Veoma je znacajan rezultat
da je sa nizom koncentracijom zabeleZen jaci inhibitorni efekat u poredenju sa viSom, dvostruko
vecom koncentracijom ispitivanog agensa. Medutim, drugi istraziva¢i nisu dobili ovakve
rezultate. Naime, Grahovac i sar. (2019) ispitali su uticaj B. velezensis na razvoj C. acutatum i
dosli do zakljucka da, iako je snazno inhibitorno dejstvo agensa zabelezeno u in vitro ogledu,
isto nije dokazano u in vivo ogledu na plodovima jabuke. Ipak, Kim et al. (2021) su svojim
ogledima utvrdili da B. velezensis uspesno suzbija razvoj nekroze prouzrokovane od C.
gloeosporioides u in vivo ogledu sa plodovima jabuke, ali i smanjuje incidencu pojave zaraze u

toku vegetacije ukoliko se primeni u proizvodnom zasadu.

7.7.3. Uticaj tretmana toplom vodom na Fusarium spp.

Dobijeni rezultati u in vitro ogledu ukazuju da inhibitorni efekat toplotnih tretmana
znacajno varira u zavisnosti od temperature i duZine izlaganja odredenoj temperaturi. Potpunu
inhibiciju micelijskog rasta u slucaju oba izolata ispoljilo je nekoliko tretmana: 50 °C u trajanju
10 i 15 minuta, 53 °C u trajanju 3, 5 i 10 minuta i 57 °C u trajanju od 3 i 5 minuta. U slucaju
vrste F. graminearum, tretmani 45 °C u trajanju od 15 i 20 minuta, 53 °C u trajanju od 1 minut i

107



Mladen Petres Doktorska disertacija

60 °C u trajanju od 1 minut i 30 sekundi su u potpunosti inhibirali porast micelije, dok u sluc¢aju
vrste F. avenaceum inhibicija nije bila potpuna. Prema podacima Maxin et al. (2012) efektivna
temperatura na kojoj inhibirano klijanje 50% spora nakon izlaganja u trajanju od 3 minuta se
razlikuje kod razliitih vrsta, pa je tako najosetljivija N. alba, zatim N. galligena i B. cinerea,
dok je vrsta P. expansum ispoljila najvecu toleranciju prema poviSenoj temperaturi. OVO je
saglasno sa podacima u ovom radu, gde je uoéeno da razliCite vrste istog roda razlicito reaguju
na uticaj temperature. Tako je micelijski rast F. graminearum bio potpuno inhibiran primenom
odredenih temperatura i perioda izlaganja, dok u slu¢aju F. avenaceum isti tretmani nisu izazvali
potpunu inhibiciju.

Rezultati in vivo ogleda ukazuju da je Tretman 1 (53 °C, 3 min) ispoljio najjac¢i
inhibitorni efekat na razvoj nekroze na plodovima, §to je u skladu sa rezultatima istrazivanja
Petres i sar. (2018) gde je toplotni tretman 53 °C u trajanju 3 minuta na plodovima jabuke sorte
Zlatni deliSes ispoljio znacajan potencijal za suzbijanje fuzarione trulezi. Ovo se svakako moze
objasniti antifungalnim dejstvom primenjene temperature. Medutim, Di Francesco et al. (2017)
navode da se odbrambeni odgovor plodova jabuke protiv patogena moze aktivirati tretmanima
toplom vodom, pa se antifungalna aktivnost tretmana iz ovog ogleda moze vrlo verovatno
objasniti i aktiviranjem odbrambenog odgovora u plodovima jabuke. Nadalje, Maxin et al.
(2014) navode da temperature izmedu 50 i 52 °C ispoljavaju visoku efikasnost protiv vecine
prouzrokovaca trulezi plodova jabuke, osim F. avenaceum, sto je dokazano i u in vitro i u in vivo
ogledu. Takode, isti autori navode da je primeé¢eno da temperatura od 53 °C i visa utiCe na
pojacano propadanje plodova, jer se na tim temperaturama javljaju fizioloska ostecenja ploda
jabuke. lako u ovom ogledu nisu otkrivena vidljiva oSteCenja na tretiranim plodovima, u
istrazivanju Petre$ i sar. (2018) registrovana su znac¢ajna vidljiva oStec¢enja na 57 °C i periodu
izlaganja od 3 min na tretiranim plodovima sorte Zlatni deliSes. Ovo se moze objasniti razlic¢itom
tolerancijom razli¢itih sorti na temperature. Takode, Petres et al. (2020) navode da veoma male
razlike u temperaturi i trajanja perioda izlaganja mogu da dovedu do izostanka efekta tretmana ili
do umanjenja kvaliteta, pa ¢ak i do oStecenja tretiranih plodova. Nadalje, Trierweiler et al.
(2003) utvrdili su da je na plodovima jabuka sorte Elstar, skladistenim u hladnjaci na 1 °C,
prethodno tretiranim toplotnim tretmanima (53 °C tokom 2 minuta) pojava trulezi na plodovima
prouzrokovane vrstom Gloeosporium bila znacajno manja u poredenju sa netretiranim

plodovima. Takode, isti autor navodi da je tretiranjem plodova toplom vodom pri 57 °C tokom 2
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minuta prouzrokovano smanjenje kvaliteta plodova. Ove tvrdnje su u suprotnosti sa rezultatima
dobijenim u ovom ogledu, jer je Tretman 4 (57 °C, 5 minuta) ispoljio najjacu inhibiciju nekroze
bez stetnih efekata na plodovima ¢uvanim u hladnjaci, a takode je visoka efikasnost zabeleZena i
u slucaju plodova skladiStenim na sobnoj temperaturi. Karabulut et al. (2010) su utvrdili da je
razvoj trulezi na plodovima nektarine tretiranim toplom vodom pri temperaturi od 60 °C bio
intenzivniji na plodovima ¢uvanim u hladnja¢i nego na plodovima skladistenim na 20 °C, zbog
opstanka inokuluma gljive. Kako je Tretman 4 (57 °C, 5 min) ispoljio jacu inhibiciju u poredenju
sa ostalim tretmanima tokom skladiStenja u hladnjaci, mozemo pretpostaviti da je ovaj tretman
ispoljio znacajno jaci dugorocan antimikrobni efekat.

U ponovljenom ogledu utvrdene su optimalne temperature i periodi izlaganja za obe vrste
i za sorte jabuke Fuji i Zlatni delises, medutim predvidene temperature nisu iskazale
zadovoljavajuc¢i inhibitorni efekat u slucaju F. avenaceum, dok je kod F. graminearum
zabeleZena statisticki znacajna inhibicija. Ovaj rezultat je ponovo u skladu sa gore spomenutm
tvrdnjom Maxin et al. (2014) da temperature izmedu 50 i 52 °C ispoljavaju visoku efikasnost
protiv vecine prouzrokovaca trulezi plodova jabuke, medutim, nisu dovoljne za suzbijanje F.

avenaceum.

7.7.4. Uticaj primene 1-MCP i dinamic¢ki kontrolisane atmosfere (DCA) u skladi$tu na

razvoj fuzariozne trulezi plodova jabuke

U ovom ogledu zabeleZeno je da je tretman 1-MCP znacajno uticao na razvoja nekroze
na plodovima jabuke. Tokom ¢uvanja u hladnjaci nekroza na plodovima jabuke tretiranim sa 1-
MCP bila je znatno manja u poredenju sa netretiranim plodovima. Dobijeni rezultati su u skladu
sa rezultatima koje su objavili Jeziorek et al. (2010) koji ukazuju da tretman sa 1-MCP smanjuje
gubitke uzrokovane fitopatogenim gljivama, uglavnom B. cinerea, N. perennans i P. expansum.
Sa druge strane, Kittemann et al. (2015) navode da je pojava trulezi bila nesto vec¢a na plodovima
jabuke sorte Jonagold ¢uvanim u ULO uslovima na 5 °C tretiranim sa 1-MCP, dok je pojava
trulezi bila znacajno smanjena na sorti Pinova. Sposobnost 1-MCP da smanji pojavu trulezi
plodova jabuke varira u zavisnosti od faze sazrevanja plodova, pa su tako efekti bili minimalni ili

su izostali na kasno ubranim plodovima (Lafer, 2006). Prema Su i Gubler (2012) tretman 1-MCP
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moze smanjiti trulez plodova paradajza nakon berbe prouzrokovane gljivama A. alternata, B.
cinerea i Fusarium spp. tokom odredenog perioda skladistenja. Stavise, McArtney et al. (2011)
zabelezili su znacajan efekat 1-MCP tretmana u smanjenju pojave trulezi na plodovima jabuke
uzrokovane fitopatogenim gljivama. Takode, kvalitet plodova jabuke je ¢ak poboljsan primenom
1-MCP, jer su, prema Moor et al. (2007), tretirani plodovi sadrzavali viSe vitamina C, gubitak
ukupnih kiselina je bio smanjen, dok je pojava trulezi plodova smanjena za 30%. Li et al. (2017)
utvrdili su da 1-MCP pojacava oksidativno oStec¢enje spora i micelija P. expansum i uniStava
integritet membrane spora i tako inhibira razvoj trulezi na plodovima jabuke. Prema Gago et al.
(2015), tokom ¢uvanja na sobnoj temperaturi tokom sedam dana, a nakon ¢uvanja u hladnjaéi,
pojava trulezi je bila manja kod plodova tretiranih sa 1-MCP nego u slu¢aju netretiranih plodova.
Kopcke (2015) navodi da 1-MCP i DCA odlazu sazrevanje i produzavaju rok ¢uvanja plodova,
medutim, uticaj 1-MCP se pokazao kao znacajniji od DCA uslova ¢uvanja. Ove tvrdnje su
delimi¢no saglasne sa rezultatima dobijenim u ovom ogledu. Nakon §to su plodovi iskladisteni,
na plodovima tretiranim sa 1-MCP i ¢uvanim u DCA razvijeni pre¢nik nekroze posle sedam dana
je bio nesto manji u poredenju sa netretiranim plodovima, ali posle 14 dana na plodovima
tretiranim sa 1-MCP i ¢uvanim u DCA hladnjaci se razvila veca nekroza nego na netretiranim
plodovima ¢uvanim u DCA i onim ¢uvanim na sobnoj temperaturi. Zbog toga se moze
pretpostaviti da 1-MCP inhibira razvoj nekroze tokom skladistenja, ali po prestanku skladiStenja,
inhibitorni efekat 1-MCP prestaje. Ovo je u skladu sa rezultatima Fallik et al. (2001) koji navode
da je brzi razvoj nekroze zapoceo nakon iskladistenja. Medutim, nakon Sest meseci ¢uvanja u
hladnjaci, Juhnevica-Radenkova et al. (2016) navode da nema znacajnijih razlika u broju CFU
(colony forming units) mikroorganizama prisutnih na plodovima tretiranim sa 1-MCP i ¢uvanim
u hladnja¢ama u poredenju sa netretiranim plodovima. Grahovac et al. (2016) navode dugotrajni
inhibitorni efekat ¢uvanja plodova u hladnjaci na agresivnost C. gleosporoides i C. acutatum.
Medutim, isti autori su primetili da, ukoliko inokulum nije u potpunosti inaktiviran, simptomi se
javljaju nakon ¢etiri dana inkubacije na sobnoj temperaturi.

Brzina razvoja nekroze (NDR) je varirala u zavisnosti od uslova skladistenja i primene
tretmana sa 1-MCP. Najmanji NDR je zabelezen na tretiranim plodovima tokom 143 dana dugog
perioda skladistenja u DCA hladnjaci. Ovi rezultati su sli¢ni rezultatima Tarlanovi¢ et al. (2017)
koji navode da je NDR bio veoma nizak tokom c¢uvanja na niskim temperaturama. Nadalje,

utvrdeno je da se NDR brzo povecava tokom inkubacije na sobnoj temperaturi. Najve¢i NDR
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zabelezen je nakon 14 dana inkubacije na sobnoj temperaturi na tretiranim plodovima ¢uvanim u
DCA hladnjaci, kao i nakon 21 dana i na tretiranim i na netretiranim plodovima ¢uvanim samo
na sobnoj temperaturi. Rezultati ukazuju da i 1-MCP i DCA uslovi skladiStenja imaju sposobnost
da inhibiraju razvoj trulezi na plodu jabuke, ali jac¢ina inhibicije u velikoj meri zavisi od

karakteristika samog patogena.
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8. ZAKLJUCCI

Na osnovu sprovednih istrazivanja mogu se doneti sledec¢i zakljuccei:

» Zastupljenost Fusarium vrsta na plodovima jabuke sa simptomima trulezi na teritoriji AP
Vojvodine se kretala od 17,74%, tokom 2016. godine, 7,94% tokom 2017. godine, do
11,21% tokom 2018. godine, dok prosec¢na zastupljenost za trogodi$nji period iznosi
10,94%. Ovo ukazuje da, iako je prisustvo varijabilno, svake godine postoji znacajna
zastupljenost vrsta roda Fusarium na uskladistenim plodovima jabuke, a imajuci u vidu
njihov toksigeni kapacitet, prisutan je znacajan rizik od kontaminacije plodova i
proizvoda od plodova jabuke mikotoksinima.

> lspitivani izolati ispoljavaju veliku varijabilnost u morfoloskim karakteristikama na
hranljivim podlogama. Izolati su grupisani na osnovu izgleda kolonije i rasporedeni u
Cetiri morfoloske grupe. Na osnovu karakteristika izolati prve grupe su identifikovani kao
vrsta F. graminearum (vazdu$na micelija, ruziCaste boje koja starenjem pozuti u centru,
ravan obod kolonije, pigmentacija podloge je ruzicasta, kolonija se zrakasto Siri u
podlozi), dok su izolati druge, trece i Cetvrte grupe identifikovani kao pripadnici vrste F.
avenaceum (vazdu$na micelija, boja se krece od bele preko zute, bledo ruzicaste do
ruzicaste, obod ravan ili talasast, pigmentacija podloge od bele, zute, ruzicaste do bordo
boje sa mramorastim Sarama, kolonija se zrakasto se $iri u podlozi).

» lzolati vrste F. graminearum formiraju polni stadijum u laboratorijskim uslovima,
odnosno homotalusni su, dok izolati iz ostalih grupa ne formiraju polni stadijum i
pripadaju heterotalusnoj vrsti F. avenaceum.

» Univerzalnim prajmerima ITS1/ITS4 i EF1/EF2 sekvence ciljnih regiona se mogu
uspesno amplifikovati i koristiti za filogenetsku analizu, dok se F. avenaceum moze
pouzdano detektovati prajmerima specificnim za vrstu (FA-ITSF/FA-ITSR).

» lzolati F. avenaceum i F. graminearum izolovani iz plodova jabuke u AP Vojvodini
tokom tri godine (2016 — 2018) ispoljavaju kapacitet za proizvodnju mikotoksina

zearalenon i deoksinivalenol, kako na hranljivoj AA podlozi, tako i na plodovima jabuke,
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Sto ukazuje na neophodnost daljeg prouc¢avanja ovog problema, pronalazenja resenja, kao
i unapredenja kontrole i nadzora, s obzirom da su Pravilnikom o maksimalnim
koncentracijama odredenih kontaminenata u hrani (,,SI. glasnik RS* br. 81/2019,
126/2020, 90/2021) i Regulativom Evropske komisije (EC) broj 1881/2006 definisane
samo maksimalno dozvoljene koncentracije patulina u proizvodima od jabuke.

» Analizom genoma bioinformati¢kim alatima potvrden je izuzetno veliki potencijal oba
ispitivana izolata za proizvodnju razlic¢itih sekundarnih metabolita, ukljucujuci i
mikotoksine.

> Etarska ulja Origanum vulgare, Satureja hortensis, Ocimum basilicum i Salvia sclarea,
kao i hidrolat etarskog ulja Satureja hortensis ispoljavaju snazno antifungalno dejstvo
protiv prouzrokovaca fuzariozne trulezi plodova jabuke, Sto ukazuje na njihov veliki
potencijal za suzbijanje fuzariozne trulezi uskladistenih plodova jabuke.

> Bioloski agensi Bacillus spp. i S. hygroscopicus snazno inhibiraju razvoj izolata
Fusarium spp. poreklom u slede¢im koncentracijama: Bacillus spp. (1,5; 2 i 2,5%) i S.
hygroscopicus (4 i 5%) in vitro. U in vivo ispitivanju visa ispitana koncentracija (5%)
bioloskog agensa Bacillus spp. je ispoljila snazno inhibitorno dejstvo na razvoj trulezi,
dok su u sluéaju S. hygroscopicus obe koncentracije (5 i 100%) ispoljile snazno
inhibitorno dejstvo na razvoj truleZi. Utvrdeno je da razlike izmedu testiranih
koncentracija nisu statisticki znacajne Sto, sa aspekta ekonomi¢nosti proizvodnje
metabolita S. hygroscopicus kao bioloskog agensa, ukazuje na potrebu ispitivanja efekata
nizih koncentracija,

» Bioloski agens B. velezensis snazno inhibira rast kolonija testiranih izolata u in vitro
ogledu u svim testiranim koncentracijama. Najjaca inhibicija zabeleZena je prilikom
primene najviSe koncentracije (10%), dok razlika izmedu inhibitornog efekta primenjenih
koncentracija 2% 1 5% nije statistiCki znacajna ili uopSte ne postoji, Sto je vrlo znacajan
podatak, s obzirom da je ostvareni efekat isti sa znacajno nizom koncentracijom. U in
vivo ogledu takode je dobijen veoma znacajan rezultat da se sa nizom koncentracijom
(5%) ostvaruje jaci inhibitorni efekat u poredenju sa dvostruko visom koncentracijom

(10%) ispitivanog agensa;
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» Tretmani toplom vodom poseduju visoki potencijal za suzbijanje oba prouzrokovaca
fuzariozne trulezi plodova jabuke, s time da je za inhibiciju vrste F. avenaceum
neophodna visa temperatura i duzi period izlaganja u odnosu na vrstu F. graminearum;

» Tretman jedinjenjem 1-MCP znacajno uti¢e na razvoja nekroze na plodovima jabuke.
Nekroza na plodovima tretiranim sa 1-MCP tokom cuvanja u hladnjaci bila je znatno
manja u poredenju sa netretiranim plodovima. Medutim, utvrdeno je da 1-MCP i DCA
uslovi skladi$tenja inhibiraju razvoj nekroze tokom skladiStenja, ali po prestanku

skladistenja njihov inhibitorni efekat prestaje.
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