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Savremeni trendovi na trziStu uticu na sve vecu potraznju za speltom (Triticum
aestivum ssp. spelta), alternativnom, plevicastom formom pSenice visoke nutritivne
vrednosti, koja doprinosi odrzavanju agroekoloskih sistema gajenja. Smatra se da prisustvo
plevicastih omotaca pruza zaStitu zrna od razli¢itih bolesti i StetoCina, Sto je od narocitog
znacaja za organsku proizvodnju gde upotreba hemijske zastite nije dozvoljena. Rod
Alternaria obuhvata veliki broj izrazito varijabilnih i Siroko rasprostranjenih saprofitnih i
fitopatogenih vrsta. Znacaj Alternaria spp. se ogleda ne samo u smanjenju prinosa i
naruSavanju kvaliteta zrna pSenice, ve¢ i u tome Sto mnoge vrste ovog roda produkuju
toksicne metabolite, koji su Stetni za zdravlje ljudi i Zivotinja. U cilju preduzimanja
blagovremenih i efikasnih mera suzbijanja fitopatogenih vrsta roda Alternaria i monitoringa
dominantnih toksigenih vrsta, veoma je znacCajna njihova pouzdana i prezicna identifikacija.

[straZivanja su obuhvatila identifikaciju i molekularnu karakterizaciju Alternaria
spp- na zrnu spelte u Republici Srbiji uz analizu intenziteta zaraze posebno plevicastih i
oljustenih zrna spelte kako bi se ispitala efikasnost plavicastih omotaca u zastiti zrna spelte.
Istovremeno je odreden sadrzaj najznacajnijih Alternaria toksina (alternariol-AOH i
alternariol monometil-etar-AME), kao i sveobuhvatni uticaj ovih gljiva na komponente
prinosa, zdravstvenu bezbednost i tehnoloski kvalitet spelte. I1zolovano je ukupno 25
Alternaria spp. sa zrna spelte roda 2011. god. iz razli¢itih regiona Vojvodine i na osnovu
morfoloskih, patogenih i molekularnih karakteristika utvrdeno je prisustvo dve vrste: A.
tenuissima (22 izolata) i A. infectoria (3 izolata). Dobijeni rezultati predstavljaju ujedno i
prvo naucno saopStenje od vrstama roda Alternaria na spelti u Srbiji. Vestackom
inokulacijom tri razli¢ita genotipa spelte (Nirvana, Austria i Ostro) odabranim Alternaria
izolatima u 2011.1i 2012. god. uocena je znacajna razlika u intenzitetu zaraze Alternaria spp.
na zrnima sa plevicastim omotacima gde se intenzitet infekcije kretao od 87-100% dok je na
oljuStenim zrnima iznosio od 16-72% u 2011. god., odnosno od 95-100% na plevicastim
zrnima i 42-68% na oljustenim zrnima u 2012. god. Efekat hemijske zaStite fungicidom se
pokazao znacajan za redukciju Alternaria spp. u obe istraZivacke godine kako na plevicastim
tako i na oljuStenim zrnima spelte. Kolorimetrijskim merenjima intenziteta zaraze
plevicastih omotaca i oljustenih zrna inokulisanih biljaka u 2011. i 2012. god. potvrdena su
standardna vizuelna fitopatoloska ispitivanja, Sto ukazuje na to da se metoda instrumentale
ocene zaraze moZe Koristiti kao efikasna i brza metoda detekcije tamnokli¢nih zrna, gde uz
dodatne verifikacije postoji mogu¢nost primene i u praksi. AOH i AME detektovani su u
proseku Cetiri puta vecoj koncentraciji u plevicastim omotacima nego u oljustenim zrnima,
Sto potvduje efikasnost pleviCastih omotaca u zastiti zrna spelte, ne samo od prodiranja
Alternaria spp. vec¢ i od njihovih toksi¢nih metabolita. Najmanja koncentracija Alternaria
toksina zabeleZena je na oljuStenim zrnima bijaka tretiranih fungcidom (AOH - 84 pg/kg i
AME - 153 pg/kg). Ispitivanja prometnog i tehnoloskog kvaliteta spelte zaraZene Alternaria
spp. su pokazala da tamnoklicna zrna znacajno naruSavaju parametre prometnog i
tehnoloSkog kvaliteta spelte, negativno uticuci na nalivanje i sazrevanje zrna kao i sintezu
skroba i proteina.

Prikazani rezultati ukazuju na to da plevicasti omotaci predstavljaju efikasnu
barijeru u zastiti zrna od infekcije vrstama roda Alternaria, Sto ima izuzetan znacaj za
otpornost spelte narocito u uslovima gajenja u sistemu organske proizvodnje gde upotreba
hemijske zaStite nije dozvoljena. Medutim, uprkos prirodnoj otpornosti i genetskoj
predodredenosti spelte za organsku proizvodnju, rezultati efikasne primene fungicida u
suzbijanju Alternaria spp. opravdavaju adekvatan hemijski tretman u dobroj
poljoprivrednoj praksi i proizvodnji zdravstveno bezbedne hrane. Multidisciplinarni
pristup ove doktorske disertacije, ukazuje na neophodnost komplementarnog sagledavanja
agronomskih i tehnoloSkih aspekata u poljoprivrednoj i prehrambenoj industriji, kao
jedinstvenog modela koji omogucava pracenje savremenih tendencija u proizvodnji
zdravstveno bezbedne hrane visokog nutritivnog kvaliteta.
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encourages agroecogical production systems. Accodrding to literture overview, it is
considered that hulls protect kernels aginst different pests and pathogens, which is of great
importance in organic production where chemical treatment is forbidden. Alternariais a
ubiquitous fungal genus that includes saprobic, and pathogenic species associated with yield
losses and reduction of technological quality of small grains. Moreover, some of
Alternaria spp. has high toxigenic potential and can be harmful for human and animal health.
In order to conduct efficient disease control and monitoring of toxigenic Alternaria species,
precise and reliable identification is highly important issue.

This study include identification and molecular characterisation of Alternaria spp.
isolated from spelt kernels in the Republic of Serbia, followed by assessing of level of
infection of hulled and dehulled kernels, separately. Additionally, the content of the most
important Alternaria toxins (alternariol-AOH and alternariol monomethyl-etar-AME) is
analysed, as well as the overall impact of infection on yield parameneters, food safety and
technological quality of spelt wheat. Out of 25 Alternaria strains isolated from spelte kernels
harvested in 2011. from different regions of Vojvodina and according to morphological,
pathogenic and molecular characteristics, the most dominant species was A. tenuissima (22
isolates) followed by A. infectoria (3 isolates). This is the first report of Alternaria spp.
detected on species level on spelt wheat in Serbia. After artificial inoculation of three
different spelt genotypes (Nirvana, Austria i Ostro) with Alternaria isolates in 2011. and
2012, the sighnificant difference in the level of infection on hulled and dehulled kernels is
noted. On the hulled kernels infection was in the range of 87-100%, while on the dehulled
kernels was from 16 to 72% in 2011., and from 95 to 100% on hulled kernels and from 42
to 68% on dehulled kernels in 2012., respectivelly. Chemical treatment showed positive
effect in the reduction of Alternaria disease in both years, on hulled and dehuled kernels as
well. Colorimetric measurements of the level of infection proved conventional
phytopatholoical analyses, which indicates that such instrumental method can be efficiently
used in rapid detection of black point kernels and with additional verifications might be use
in practise. AOH and AME were detected in four time higher concetrations in hulls compared
to dehulled kernels, which confirms that hulls act as barriers against fungal infection and
their toxic metabolities. The minimum concetration was detected on dehulled kernels
treated with fungicide (AOH - 84 ug/kg i AME - 153 pg/kg). In the technological quality
analysis of infected kernels, it was found that black point disease reduced tecnhnological
quality, due to negeative impact of infection on maturation of grains and sinthesis of
proteins and starch.

Presented results indicate that hulls on spelt kernels act as efficient barrires in the
protection of kernels against Alternaria spp. and their toxic metabolities, which is of great
importance for the resistance of spelt wheat particulary in the organic farming where
chemical treatment is forbidden. Inspite of the fact that spelt is suitable for organic
production, adequate fungicide application against Alternaria spp. is justified from the
aspect of the good agriculture practise and food safety. Multidisciplinary approach of this
doctoral dissertation points to necessity of complementary perception of agronomic and
technological aspects in agriculture and food industry, as the unique model that supports
contemporary trends in the production of food safety products with high nutritional value.
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1.UVOD

U novije vreme, paZnja javnosti je sve viSe okrenuta ka proizvodnji i potrosnji
zdravstveno bezbedne hrane visokog kvaliteta. Promene u trendu ishrane uticale su na
formiranje specificnih zahteva trziSta koji su doveli do toga da se pored konvencionalnih u
ishrani sve viSe koriste i alternativna Zita visoke nutritivne vrednosti. Alternativne kulture
podrazumevaju stare i pomalo zanemarene biljne vrste koja imaju znacajna hranljiva
svojstva, a u isto vreme doprinose odrZavanju agroekoloskih sistema gajenja. To narocito
ima znacaja u organskoj proizvodnji hrane koja je poslednjih godina u ekspanziji (Bavec i
Bavec, 2006).

Spelta (Triticum aestivum ssp. spelta L.) je stara podvrsta meke pSenice poznata od
davnina, ali je vremenom, upotrebom modernih visokoprinosnih sorti Zita skoro potpuno
zanemarena. Zbog svojih bioloskih i agronomskih karakteristika, kao i bogatih nutritivnih
svojstava, spelta zauzima znacCajno mesto u grupi alternativnih Zita (Ugrenovi¢, 2013).
Skromni zahtevi prema klimatskim i zemljiSnim ¢iniocima i agrotehnici i visoka tolerantnost
prema bolestima StetoCinama, predstavljaju niz preduslova za proizvodnju ove plevicaste
vrste Zita u ekoloSkim sistemima gajenja, od kojih organska proizvodnja ima narocit znacaj
(BodroZa-Solarov i sar., 2009; Lacko-BartoSova i sar., 2010; Grobelnik-Mlakar i sar., 2014).
Takode, visok sadrzaj nutritivno vrednih komponenti, ¢ini speltu pogodnom za proizvodnju
Sirokog spektra organskih i tradicionalnih prehrambenih proizvoda sa dodatom vredno$éu
(Kohajdova i Karovicova, 2008).

Zvanicna statistika o povrSinama i proizvodnji spelte ogranicena je na zemlje srednje
Evrope. Kako navodi Escarnot i sar. (2010), u Belgiji spelta se proizvodi na 10 000 ha, u
Nemackoj na 23 000 ha (Statistisches Bundesamt Deutschland, 2008), dok u Svajcarskoj ¢ini
10 000 tona od ukupnih Zitarica (Office fédéral de la statistique Suisse, 2008). U Australiji
ukupna proizvodnja spelte iznosi 4 000 tona, dok se procenjuje sa su zahtevi trzista na ovom
kontinetu oko 10 000 tona (Neeson, 2008). Evidentno je da se povrSine na kojim se gaji
spelta sve viSe povecavaju, a proizvodi na bazi ove Zitarice postaju sve trazeniji na trziStu
(Vukoje i sar., 2013). U Republici Srbiji postoji nekoliko proizvodaca spelte, kao i onih koji se
bave preradom u cilju dobijanja finalnih proizvoda. Na trZistu u naSoj zemlji moZe se nadi
Siroka paleta prehrambenih proizvoda na bazi spelte kao Sto su hleb, testenine, mekinje,
keksovi i drugi proizvodi. Sirenjem svesti o kvalitetu i zdravstvenoj bezbednosti hrane,

potraznja za ovim proizvodima sve viSe raste.
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Brojni naucni literaturni podaci ukazuju na sve c¢eSce prisustvo razli¢itih patogenih
gljiva na zrnu spelte, Sto je znacajno sa stanoviSta smanjenja prinosa i kvaliteta zrna (Lacko-
BartoSova i sar., 2012; Kurowski i sar., 2012; Wachowska i sar., 2012). U tom pogledu
najviSe su izucavane vrste roda Fusarium. Medutim, novija istraZivanja su pokazala da na
zrnima spelte dominiraju gljive iz roda Alternaria (Kurowski i Wysocka, 2009). Alternaria
spp- su Siroko rasprostanjene na Zitaricama u svim krajevima sveta, a njihova ucestala
pojava uzrokuje velike ekonomske gubitke. Kao razlog za ovu pojavu, navode se klimatske
promene i visoka prilagodljivost i otpornost kako saprobnih tako i fitopatogenih Alternaria
vrsta (Corden i sar., 2003). Znacaj Alternaria spp. ogleda se ne samo u narusavanju prinosa i
kvaliteta zrna pSenice, ve¢ i u tome Sto mnoge vrste ovog roda produkuju toksicne
metabolite, koji su Stetni po zdravlje ljudi i Zivotinja. U prilog aktuelnosti ove naucne
problematike govori i nedavno objavljena studija od strane Evropske uprave za bezbednost
hrane (European Food Safety Authority) o rizicima i uticaju Alternaria toksina na zdravlje
ljudi i Zivotinja (EFSA, 2011).

Predmet viSegodiSnjih istrazivanja ove doktorske disertacije su Alternaria spp. na
zrnu spelte, sa akcentom na plevicaste omotace kao potencijalne barijere u zastiti zrna
prilikom gljivi¢ne infekcije i prodiranja njihovih toksi¢nih metabolita u zrno. U fokusu ovog
naucno-istrazivackog rada je i biosinteza najznacajnijih Alternaria toksina koje produkuju
izolovane gljive, kao i ispitivanje uticaja zaraze Alternaria spp. na produktivnost i tehnoloski
kvalitet spelte.

Istrazivanja su obuhvatila preciznu identifikaciju dominantnih vrsta roda Alternaria
izolovanih sa zrna spelte u Srbiji, zatim ocenu intenziteta zaraze plevicastih i oljustenih zrna
spelte uz analizu efikasnosti plevicastih omotaca kao barijera u prodiranju ovih gljiva.
Istovremeno je odreden i sadrzaj najzastupljenijih Alternaria toksina, kao i sveobuhvatni
uticaj ovih gljiva na komponente prinosa i tehnoloski kvalitet spelte. Multidisciplinarni
pristup ove doktorske disertacije, ukazuje na neophodnost komplementarnog sagledavanja
agronomskih i tehnoloskih aspekata u poljoprivrednoj i prehrambenoj industriji, kao
jedinstvenog modela koji omogucava pracenje savremenih tendencija u proizvodnji

zdravstveno bezbedne hrane visokog nutritivnog kvaliteta.
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2.PREGLED LITERATURE

2.1. Spelta

Spelta (Triticum aestivum ssp. spelta L. syn Triticum spelta L.) je heksaploidna
plevicasta forma hlebne, meke pSenice (Cubadda i Marconi, 2002). U naSem govornom
podrudju poznata je i kao krupnik ili pir. Postoje razliCiti literaturni podaci o poreklu i
Sirenju spelte (Andrews, 1964; Nezbitt i Sammuel, 1996; Stallknecht i sar., 1996; Salamini i
sar., 2002). Prema najnovijim istrazZivanjima smatra se da je spelta nastala na Bliskom Istoku
7000 godina pre nove ere, na podrucju Transkavkazja, severno od Crnog mora, spontanim
ukrstanjem travnih vrsta, odakle se migracijama stanovni$tva spontano Sirila ka Evropi i
drugim krajevima sveta (Blatter i sar., 2004). Ovu izuzetno hranjivu vrstu pSenice koristili
su u ishrani i stari Rimljani koji su je gajili u severno alpskim predelima i delovima Panonske
nizije. Tri veka nakon Rimskog carstva proizvodnju su preuzela nemacka plemena pokraj
Rajne i Dunava (Dark i Gent, 2001; Blagojevi¢, 2012). U XII veku uticajna namacka
misionaraka, nutricionista i zagovornik holisticke medicine, St. Hildegrad von Bingen,
promovisala je blagodetna svojstva spelte kroz istoriju i mnogi proizvodi i dan danas nose
ime po njoj (Portman, 1991).

Do pocetka dvadesetog veka, spelta je bila glavna Zitarica u prozvodnji hleba
pretezno u zemljama srednje Evrope (alpska podru¢ja Nemacke, Austrije i Svajcarske). U
tom periodu, kod nas najviSe je gajena u brdsko-planinskom podrucju Raske oblasti
(Mirzinska i Miladinovi¢, 1956). Vremenom, razvojem intenzivne poljoprivredne prozvodnje
i stvaranjem modernih visokorodnih genotipova psenice, ova vrlo znacajna Zitarica je skoro
potpuno iScezla. Do polovine XX-og veka gajena je samo sporadi¢no, na ve¢im nadmorskim
visinama i marginalnim podrucjima na kojima druga Zita nisu uspevala.

Poslednjih nekoliko decenija, budenjem ekoloske svesti i povecanim interesovanjem
za organskim prozvodima, spelta postaje sve atraktivija kultura na svetskom trzistu, pre
svega u srednjoj i istocnoj Evropi kao i u severnoj Americi i Australiji. Vodece zemlje u
proizvodnji spelte su Nemacka, Belgija, Svajcarska, Austrija, Poljska, Slovenija, deo Spanije i
Italija (Cubadda i Marconi, 2002). Sve veéa potraznja za alternativnim proizvodima iz
odrzivih sistema proizvodnje, koji pruzaju zdravstveni benefit i imaju dodatu vrednost,
doveli su do toga da je spelta postala proizvod trzisne niSe (Shober i sar., 2006). Zbog svojih

agronomskih, prehrambenih i medicinskih karakteristika proizvodanja spelte ima
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tendenciju konstantnog porasta (Trocolli i Cordianni, 2005). Spelta, kao i ostala prava Zita,
ima znacaj i u stocarskoj industriji (Abdel-Aal i Wood., 1998). MoZe se gajiti u kombinaciji sa
mahunarkama za proizvodnju sveZe biomase ili sena. Slama se koristi kao prostirka u
stoCarskim objektima ili u industrijskoj preradi kao sirovina za dobijanje celuloze, metil
alkohola i dr. Takode, spelta i njeni nus proizvodi predstavljaju znacajan resurs za
proizvodnju biomase i imaju veliki potencijal za upotrebu u odrZivim sistemima obnovljive

enegije (Brleki sar., 2012).

2.1.1. Agronomske Kkarakteristike spelte

Spelta (Triticum aestivum ssp. spelta L. syn Triticum spelta L.) je podvrsta hlebne,
meke pSenice koja pripada heksaploidnoj grupi gajenih vrsta roda Triticum. Ve¢ina nau¢nih
radnika (Percival, 1921; McFadden i Sears, 1946; Kuckuck, 1959; Helbaek, 1960, Endruz,
1964; Nezbitt i Sammuel, 1996; Gonachrov, 2011; Hammer i sar., 2011; Dvorak i sar., 2012)
slaZu se da je spelta predak obi¢ne, hlebne pSenice (Triticum aestivum L). Morfoloski, spelta
se od hlebne pSenice razlikuje po tankom, viskom stablu, koje je sklono poleganju. Klasovi su
dugacki, rastresiti, bez osja i sa lomljivim klasnim vretenom (Onishi i sar., 2006). Prilikom
zrenja, klasovi se raspadaju na klasi¢e u kojima se nalaze dva do tri zrna koje su ¢vrsto
obavijena plevic¢astim omotacima (slika 1). Udeo plevicastih omotaca u klasi¢ima se krece od
21-32% i prvenstveno je sortna karakteristika (Percival, 1921). Konvalina i sar. (2010)
navode da je prosefan udeo plevicastih omotaca u ukupnom prinosu zrna 15 razli¢itih
genotipova spelte bio 30.67%. Sli¢ne vrednosti za domace populacije saopstili su i Medovic¢
(2003) - 25% do 35%, kao i Bodroza-Solarov i sar. (2010a)- 22,7%-28,3%. Ova osobina
spelte smanjuje prinos zrna i uveliko oteZava Zetvu. Stoga, pre procesa prerade, neophodno
je ljus¢enje plevicastih omotaca $to dodatno poskupljuje troskove u proizvodnji (Campbell,
1997; von Biiren i sar., 2001). Medutim, pojedini literaturni podaci ukazuju na to da upravo
ova morfoloska karakteristika utiCe na povecanu rezistentnost spelte prema bolestima i
Steto¢inama (Riesen i sar., 1986; Bodroza-Solarov i sar., 2010a). Veliki broj autora je
ustanovio da su plevicaste forme Zita generalno otpornije na gljivicna oboljenja (Kema,
1992; Adler i sar., 2003; Khatibi 2012). Do sada je na spelti proucavana kontaminacija
vrstama roda Fusarium (Moudry i sar., 2009; Suchowilska i sar., 2010; Wiwart i sar., 2009;
BodroZa-Solarov i sar., 2010a, Konvalina i sar., 2010), Penicillium (Elmholt i Rasmussen,
2004) i Puccinia (Kema i Lange, 1992; Wang i sar.,2010; Konvalina i sar., 2010) prilikom
Cega su svi navedeni autori ustanovili ve¢u rezistentnost spelte na ispitivane patogene.

Takode, Riesen i sar. (1986) su uocili vecu otpornost spelte i prema zemljiSnim patogenima.
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Pojedini autori bavili su se ispitivanjima geneti¢kih markera koji uti¢u na otpornost spelte
prema razli¢itim patogenima (Dyck i Sykes, 1994; Keller i sar, 1999, Sun i sar., 2002).
Medutim, postoji vrlo malo literaturnih podataka u kojoj meri plevic¢asti omotaci uticu na
otpornost spelte prema patogenim gljivama. U istrazivanjima BodraZa-Solarov i sar. (2010b)
i Almasi i sar. (2010) ispitivani su zastitni uticaj plevi¢astih omotaca na skladiSne StetocCine i
zaklju¢eno je da pirincani zizak (Sitophilus oryzae Linneaeus) ne moZe da se hrani i
razmnozava na plevicastim plodovima spelte. U prilog tvrdnjama da plevice pedstavljaju
zastitne barijere koje poboljSavaju zadrzavanje hranljivih materija u zrnu i produzavaju
njegovu sveZzinu, govore i istraZivanja Solarske i sar. (2012) koji navode da plevicasti

omotaci predstavljaju barijere i za kontaminante kao Sto su ostataci pesticida i teski metali.
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Slika 1. Plevicasto i oljusteno zrno spelte (Ugrenovi¢, 2013)

Sa agroekoloskog stanovisSta, spelta, za razliku od hlebne pSenice, ima izrazito
skromne zahteve prema prema klimatskim i zemljiSnim c¢iniocima i agrotehnici (Gomez-
Becerra i sar., 2010). Istrazivanja koje su sprovodili Castagne i sar. (1996) i Koutroubas i sar.
(2011) o moguénostima gajenja spelte na podrucju Mediterana ukazuju da se spelta moze
uspesSno gajiiti u marginalnim podruéjima i na viSim nadmorskim visinama. To potvrduju i
istrazivanja Glamoclija i sar. (2010), Ugrenovi¢ i sar., (2012) i Dolijanovi¢i sar. (2012, 2013)
u Srbiji. Zahvaljuju¢i visokoj tolerantnosti i prilagodljivosti na razliCite uslove proizvodnje,
kao i prirodnoj tolerantnosti na bolesti i Stetocine, brojna istrazivanja potvrduju da spelta
ima veliki potencijal za gajenje u odrZzivim i low-input sistemima gajenja (Ruegger i Winzler,

1993; Stalenga i Jonczyk, 2004; Bavec i Bavec, 2006; Bodroza-Solarov i sar., 2009, Lacko-
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BartoSova i sar., 2010; Ugrenovi¢ i sar., 2010). Takode, stabilni prinosi u razliCitim
agroekoloSkim uslovima ¢ine ovu Zitaricu izuzetno znacajnom u svetlu tendencije klimatskih
promena. Zbog svoje geneticke divergentnosti, spelta je znacajna i sa stanovista povecanja
agrobiodiverziteta (Moudry i sar., 2011), Sto je joS jedan od faktora koji ukazuje da je ova
kultura posebno interesantna za ekoloSke sisteme gajenja. Sve gore navedene Cinjenica
ukazuju na to da je spelta kultura koja ima niz preduslova i veliki potencijal za organsku

proizvodnju.

2.1.2. Prometni i tehnoloski kvalitet spelte

Hranjiva vrednost spelte ogleda se u visokom sadrZaju nutritivnih komponenti koji
stimuliSu imunolo$ki sistem organizma i imaju niz pozitivnih uticaja na zdravlje ljudi.

Veliki broj literaturnih navoda saopstilo je da spelta ima veci sadrzaj proteina (oko
10-25%) u odnosu na hlebnu psSenicu (Abdel-Aal i sar., 1995, 2002; Ranhotra i sar., 1995,
1996; Grela i sar., 1996; Piergiovanni i sar., 1996; Jorgensen i sar., 1997; Marconi i sar., 1999,
2002; Moudry i sar., 1999; Bonafaccia i sar., 2000; Matuz i sar., 2000; Abdel-Aal i sar., 2002;
Kohajdova i Koravi¢ova, 2007; Bonafaccia et al., 2009; BodrozZa i dr., 2009; Pasqualone i sar.,
2011; Escarnot i sar., 2012; Filipcev i sar., 2013). Pruska-Kedzior i sar. (2008) su pronasli
signifikantno veci sadrzaj proteina u brasnu spelte u odnosu na brasno hlebne pSenice, sto
su potvrdili Wilson i sar. (2008). U razli¢itim nau¢nim publikacijama saoStene su veoma
varijabilne vrednosti sadrzaja proteina spelte, Sto je generalno bilo uslovljeno razli¢itim
sortimentom i uslovima gajenja (Dupont i sar., 2003, BodroZa-Solarov i sar., 2009; Filipcev i
sar., 2013). Prema Ugrenovi¢u (2013) sadrzaj proteina spelte u razli¢itim rokovima setve
kretao se od 17,5% do 18,1%.

Veci sadrzaj proteina dovodi do sporije sedimentacije, odnosno uslovljava vece
sedimentacione vrednosti kod spelte u odnosu na hlebnu pSenicu. Kako navode Filipcev i
sar. (2013) gluten indeks kod spelte je znatno manji u poredenju sa hlebnu pSenicom, Sto je
indikator siromasnog kvaliteta glutena kod spelte. To potvrduju Schober i sar. (2006)kao i
Pruska-Kedzior i sar. (2008) koji tvrde da uprkos vecem sadrzaju proteina i glutena, kvalitet
glutena spelte je 1oSiji u odnosu na hlebnu psenicu, tako da daje mekse, manje elasti¢no,
lepljivo i manje stabilno testo. Proteini Zitarica se karakteriSu malim sadrZajem esencijalnih
amino Kkiselina, narocito lizina i treonina, ali sa druge strane bogati glutaminskom kiselinom
i prolinom, glavnim aminokiselinama u formiranju testa (Abdel-Aal i sar., 2002). Kako

navode Ranhotra i sar. (1995), Grela i sar.(1996), Bonafaccia i sar. (2000), Abdel-Aal i sar.
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(2002) aminokiselinski sastav spelte se neznatno razlikuje u odnosu na hlebnu pSenicu.
Spelta ima viSe prolina (Jorgensen i sar., 1997), glutaminske kiseline (Jorgensen i sar., 1997;
Abdel-Aal i sar., 2002), tirozina (Ranhotra i sar., 1995; Jorgensen i sar., 1997) i asparaginske
kiseline (Ranhotra i sar., 1995).

Razlicite studije su pokazale da ne postoji velika razlika u sadrZaju ukupnih ugljenih
hidrata, skroba i prostih Se¢era izmedu brasna od celog zrna hlebne pSenice i brasna od
celog zrna spelte (Abdel-Aal i sar., 1995; Ranhotra i sar., 1995; Grela, 1996; Ranhotra i sar.,
1996; Zorb i sar., 2007, Escarnot i sar., 2012).

Uprkos tome, brojna istraZivanja potvduju da je spelta bogatija lipidima od hlebne
pSenice (Abdel-Aal i sar., 1995; Ranhotra i sar., 1995; Grela, 1996; Ranhotra i sar., 1996;
Ruibal-Mendieta i sar., 2002; Ruibal-Mendieta i sar., 2005). Ova zapaZanja vode ka zaklju¢ku
da je klica prisutna u ve¢em udelu u spelti nego u hlebnoj pSenici (Marconi i sar., 1999).
Dominantne masne Kiseline kod hlebne psSenice i spelte su linoleinska, palmitinska, oleinska
i linoleinska (Grela, 1996; Ruibal-Mendieta i sar., 2005). Pri komparativnoj analizi
nutritivnog sastava spelte i hlebne pSenice Grela (1996) je saopStio da je sadrzaj oleinske
kiseline u masnim kiselinama veci kod spelte (20,40%) nego kod hlebne pSenice (11,30%),
za razliku od linolne i linoleinskekiseline kojih ima manje kod spelte. ZasiCene masne
kiseline se nalaze viSe u hlebnoj pSenici nego u spelti i to u procentu od 19.8% u hlebnoj
odnosno 18,9% u spelti. U ispitivanjima Marques i sar. (2007) udeo mononezasi¢enih
masnih Kkiselina u speltinom brasnu bio je dva puta ve¢i u odnosu na pSeni¢no brasno.
Ranhotra i sar. (1995) zaklju¢uju da s obzirom da je speltino zrno bogatije mastima,
skrobom i Secerima, ono sadrZi oko 3% viSe energije nego hlebna pSenica. Vec¢i sadrzaj lipida
i nezasi¢enih masnih kiselina u zrnu i brasnu spelte u poredenju sa hlebnom pSenicom
dokazali su i BodroZa-Solarov i sar. (2014) ekstrakcijom liposolubilnog dela GC-MS
metodom, koja uz primenu multivariacione statistike ujedno predstavlja i novu metodu za
dokazivanje autentiCnosti speltinog brasna, Sto je narocito znacajno imajuci u vidu vecu
trziSnu cenu speltinog brasna u odnosu na psenic¢no.

Visok sadrzaj mineralnih elemenata i bolja bioloSka raspoloZivost usled niskog
sadrZaja fitinske kiseline predstavlja veliku prednost spelte nad hlebnom pSenicom (Lopez i
sar., 2002). Veliki broj autora utvrdio je komparativnom analizom da spleta ima u proseku
30-60% vecu koncentraciju gvozda, cinka, bakra, magenzijuma i fosfora (Ranhotra i sar.,
1995; Grela, 1996; Piergiovanni i sar., 1997; Ruibal-Mendieta i sar., 2005; Zielinski i sar.,
2008).
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U pogledu sadrzaja vitamina A, D i E grupe nisu zabeleZene znacajnije razlike izmedu
spelte i hlebne pSenice (Abdel-Aal i sar., 1995; Kohajdova i sar., 2008).

Analiza vlakana spelte u odnosu na hlebnu pesnicu pokazala je da spelta ima visi
sadrzaj rastvorljivih vlakana i lignina (Marconi i sar, 1999) dok je siromasnija
hemicelulozom i celulozom (Escornoti sar., 2010).

Upravo zbog ovih nutritivnih svojstava, spelta se koristi kao poboljsiva¢ kvaliteta i
ukusa pSeni¢nog hleba i drugih hlebno-pekarskih proizvoda (Galova i Knodlochova, 2000).
Bogata hranjiva svojstva zrna spelte, kao i niz preduslova za gajenje u sistemu organske
proizvodnje, ¢ini ovu Zitaricu pogodnom za proizvodnju Sirokog spektra organskih i
tradicionalnih prehrambenih proizvoda visoke nutritivne vrednosti (Gomez-Becerra i sar.,
2010). Pored hleba i peciva, spelta se koristi za proizvodnju muslija, pasti, mekinja, krekera
(Abed-Aal, 1998, Marquew i sar., 2007). U istrazivanjima uticaja razliitih sistema
poljoprivredne proizvodnje (konvencionalne, integralne, organske, i biodinamicke) na
parametre tehnoloskog kvaliteta splete, Grobelnik-Mlakar i sar. (2014) su zakljucili da nacin
proizvodnje ne utic¢e na kvalitet spelte, te da odrZivi i low-input sistemi proizvodnje kao Sto
su organska i biodinamicka proizvodnja omogucavaju proizvodnju zrna dobrog tehnoloskog
kvaliteta zrna i optimalnih pecivnih osobina.

Komparativni pregled najznacajnijih agronomskih i tehnoloskih parametara spelta u

odnosu na hlebnu pSenicu prikazan je u tabeli 1.

Tabela 1. Komparativni prikaz najznacajnijih agronomskih i tehnoloskih pokazatelja spelte u
odnosu na hlebnu psenicu

Spelta Hlebna pSenica Literaturni izvor
Botanicki naziv Triticum aestivum ssp. Triticum aestivum Mac Key (2005)
spelta
Stablo Tanko visoko sklono Relativno ¢vrsto Mielke i Rodemann
poleganju (2007)
Cvet Klas dugacak, rastresit, Klas rastresit, bez osja Onishi i sar.
bez osja, sa lomljivim (ako ima ono je katko | (2006); Ugrenovic¢
klasnim vretenom i i lepezasto), sa 2-7 (2013)
naizmenic¢no cvetova u jednom
rasporedenim Kklasi¢u

petocvetnim klasi¢ima u
kojima se nalaze 2-3 zrna

Plod Zrno ¢vrsto obavijeno Zrno sa plevicama Mlinar i Ili¢ (2012);
plevicastim omotacCima koje se lako Ugrenovic¢ (2013)
(25-35%) odstranjuju
Proteini Ve(i sadrzaj proteina Manji sadrZaj proteina Abdel-Aal i sar.
(15.6-19.5%) (14,9%) (2008), Pasqualone

isar.(2011)
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Ugljeni hidrati

Lipidi

Minerali

Vlakna

Vitamini A, D, E
grupe

Nema razlike

Vise lipida i nezasi¢enih
masnih kiselina

Vedi sadrzaj Fe, Zn, Cu,
MgiP

Visi sadrzaj rastvorljivih
vlakana i lignina

Nema znacajnijih razlika

Nema razlike

Manje lipida i
nezasi¢enih masnih
kiselina

Manji sadrzaj
mikroelemenata u
odnosu na spletu
Visi sadrzaj
hemiseluloze i
celuloze
Nema znacajnijih
razlika

Zorbisar. (2007);
Escarnoti sar.
(2012)
Ruibal-Mendieta i
sar. (2002, 2005);
BodroZza-Solarov i
sar. (2014)
Ranhotra i sar.
(1995); Zielinski i
sar. (2008)
Marconi i sar.,
(1999); Escornot i
sar. (2010)
Kohajdova i sar.,
2008

2.2. Gljive roda Alternaria
2.2.1. Sistematika roda Alternaria

Rod Alternaria prvi put je opisan 1816. god. (Nees von Esenbeck, 1816-1817) sa A.
tenuis kao tipi¢nim i jedinim ¢lanom. Dijagnosticke osobine ovog roda podrazumevale su
obrazovanje lanaca tamno obojenih viSecelijskih konidija sa longitudalnim i transverzalnim
septama (feodiktiospore) i kljunasto zaSiljenim apikalnim ¢elijama. Iz kompleksa vrsta gljiva
sa feodiktiospornim konidijama, koje su svrstane u rod Alternaria, tokom istorijskog razvoja
klasifikacije, prvo je izdvojen rod Macrosporium (Fries, 1832, loc. cit. Rotem, 1994). Medutim
kasnije, su istrazivaci (Wiltshire, 1933, loc. cit. Rotem, 1994) zakljucili da su ova dva roda
ista i da ime Alternaria bolje odgovara. Nakon toga je potisnut naziv Macrosporium.
Istorijske polemike oko taksonomije roda Alternaria najbolje potvduju Cinjenice da su
mnoge “atipicne”vrste ovog roda od svog otkri¢a bile svrstane u vise rodova istovremeno.
Od tog vremena pa do danas, Klasifikacija pojedinih izolata gljiva sa osobinama koje

odgovaraju najSirem opisu za rod Alternaria, ostala je tesSka i komplikovana.

Postoji vise razlicitih klasifikacija roda Alternaria, a najCeS¢e se navodi sledeca

(Bulaji¢, 2006; Battilani i sar., 2009; USDA ARS Fungal Database):
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Carstvo: Fungi
Razdeo: Ascomycota
Klasa: Fuascomycetes
Red: Pleosporales
Familija: Pleosporaceae
Rod: Alternaria

Obzirom da kod vecine Alternaria vrsta nije identifikovan polni stadijum, ovaj rod je
klasifikovan u zbirnu grupu Deuteromycetes (Fungi Imperfecti-nesavrSene gljive) (Thomma,
2003; Balaz i sar., 2010 b). Cooke i sar. (1998) i Thomma (2003) smatraju da neke vrste
roda Alternaria predstavljaju bespolni stadijum askomiceta Pleospora, dok se za druge
spekuliSe da su anamorfi Clathrospora i Leptosphaeria (Battilani i sar., 2009). Iako kod
veline Alternaria vrsta nije utvrden polni stadijum, poznati telemorfi Alternaria pripadaju

rodu askomiceta Lewia Barr&Simmons (Ivanovi¢ i Ivanovi¢, 2001; Simmons, 2007).

Rod Alternaria obuhvata veliki broj izrazito varijabilnih i Siroko rasprostranjenih
vrsta. Procenjuje se da postoji nekoliko stotina vrsta ovog roda (Rotem, 1994). U prirodnoj
populaciji vrsta Alternaria postoji puno prelaznih oblika, ¢ije se pojedine osobine ponekad
preklapaju sa osobinama druge vrste istog roda. Zbog varijabilnosti njihovih morfoloskih
osobina, taksonomija vrsta Alternaria je veoma sloZena. Rotem (1994) navodi da cak i
katenulacija kod nekih izolata nekih vrsta moze biti promenljiva u odnosu na uslove gajenja.
Pored uslova spoljaSnje sredine, na morfoloSku varijabilnost konidija utiCu i unutrasnji
faktori. U skladu sa tim, sistematika i klasifikacija ovih gljiva je veoma sloZena i u velikoj

merii danas nepotpuno resena (Pryor i Michailides, 2002; Simmons, 2007).

Razlicite vrste roda Alternaria bile su Cest predmet proucavanja istrazivaca iz celog
sveta. Najpre je Elliot 1917. god. predlozio da se vrste roda Alternaria grupiSu u Sest
podgrupa na osnovu zajedniCih Kkarakteristika konidija u pogledu duZine, Sirine i
septiranosti. Neergard (1945) je zatim sugerirao da se formiraju tri grupacije na osnovu
lanaca konidija razlic¢itih duzZina i to na vrste sa dugackim lancima (Longicatenateae),
kratkim lancima (Brevicatenateae) i vrste sa jednostrukim kondijama (Noncatenateae).
Simmons je 1992. god preuzeo oba koncepta i organizovao rod Alternaria u 14 podgrupa na

bazi karakteristika konidija i izgleda formiranih lanaca (Simmons, 1992).
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Kako navodi Bulaji¢ (2006) vazni morfoloski kriterijumi koji odvajaju vrste unutar
roda Alternaria ukljuc¢uju veli¢inu konidija, odnos duZine/Sirine konidija, izgled povrsine
konidije, ornamentaciju, prisustvo i duZinu kljuna, septiranost (stepen i vidljivost) konidija i

nacin katenulacije (stepen i nacin trodimenzionalne sporulacije).

Klasifikacija vrsta u okviru roda Alternaria je veoma kompleksna. U literaturi se
navode razlicite grupacije od kojih je najprihvatljivija slede¢a podela (Andersen i sar., 2001,

2002 i 2009; Serdiani i sar., 2002; Polizzotto i sar., 2012):

- A.alternata grupa (pripadaju vrste: A. alternata, A. tenuissima, A. arborescens, A.

destruens, A. longipes, A.gaisen, A.citri)

- A. radicina grupa (pripadaju vrste: A. radicina, A. carotiincultae, A. petroselini, A.

selini, A. smyrnii)

- A. porri grupa (pripadaju vrste: A. dauci, A. crassa, A. macrospora, A. porri, A. solani,
A.tomatophila)

- A. infectoria grupa (pripadaju vrste: A.arbusti, A. ethzedi, A. infectoria, A.

metachromatica, A.conjuncta, A.oregonensis, A. photistica, A. triticimaculans, A. triticina, A.

viburni, A.intercepta i A.novae-zelandinae)

Vrste koje pripadaju grupi A. alternata proizvode mikotoksine kao $to su alternariol

(AOH), alternariol metil etar (AME) i tenuazoi¢nu kiselinu i osim S$to naruSavaju zdravlje
biljaka, uzrokuju smanjenja kvaliteta gotovih proizvoda i dovode do znacajnih ekonomskih
gubitaka u proizvodnji i preradi. Vrste Alternaria iz grupe A. porri prouzrokuju oboljenja na
mrkvi, crnom luku, krompiru i paradajzu i proizvodaci su mikotoksina AOH, altertoksina i
altersolanol. Grupi A. radicina pripadaju najznacajniji patogeni semena mrkve koji
produkuju fitotoksi¢ne metabolite radicin i radicinol. Za razliku od prethodnih vrsta u grupi
A. infectoria su saprofitni i endofitni paraziti strnih zita i skladiStenih Zitarica koji stvaraju
metabolite infektopirone i novae-zelandin koji su specifi¢ni iskljuc¢ivo za ovu grupu i ne

javljaju se kod drugih vrsta.

Na osnovu istrazivanja osobina Alternaria spp. na razli¢itim supstratima Andersen i
sar. (2002) predlazu da se na osnovu sli¢nosti konidija mogu podeliti u tri grupe A.infectoria,
A. tenuissima i A. arborescens. Takode, analizom pomocu te¢ne hromatografije visoke
preformace (High Performance Liquid Chromatograpy-HPLC metoda) ovi autori utvrdili su

da se A .infectoria grupa znatno razlikuju na osnovu hemijskih metabolita od druge dve

21



grupe (Andersen i sar., 2015). Na osnovu rezultata dobijenih sekvencioniranjem nukleotida
(Woudenberg i sar., 2013) a s obzirom da nisu utvrdene varijabilnosti na molekularnom
nivou (Andrew i sar., 2009), nedavna molekularna istraZivanja su predlozila grupisanje A.
arborescens i A. tenuissima grupacija sa vrstama iz grupe A. alternata (Lawrence i sar., 2013),

koju €ini viSe od 50 vrsta.

Simmons (2007) smatra da je za taksonomiju i klasifikaciju gljiva iz bilo kog roda, pa
tako i iz roda Alternaria, neophodno da se poveZe ime neke vrste sa stalnim morfoloskim
osobinama, kao i sa biologijom te vrste, odnosno patogenoscu, reprodukcijom, fiziologijom i
drugim osobinama, te i da savremene metode identifikacije zahtevaju detaljnija proucavanja

radi utvrdivanja morfoloskih i fizioloskih osobina kao i filogenetske pripadnosti.

2.2.2. Znacaj roda Alternaria

Vrste roda Alternaria su izraziti kosmopoliti sa izuzetnom sposobnosSc¢u
prilagodavanja razli¢itim uslovima spoljasnje sredine. Mogu se naci kako u vlaznim tako i u
semi-aridnim regionima gde napadaju brojne kulture. Veliki broj saprobnih vrsta izolovan je
sa niza supstrata ukljucujuci biljke, zemljiSte i razli¢ite materijale, a smatra se da imaju
ulogu u procesu razgradnje organske materije (Thomma, 2003). Medutim, pojedine vrste
imaju izrazito fitopatogeni potencijal i mogu prouzrokovati ekonomski znacajna oboljenja
biljaka. Kao biljni patogeni, Alternaria spp. su prouzrokovaci karakteristicnog oboljenja
poznatog kao crna pegavost i javljaju se na velikom broju biljnih vrsta napadaju¢i listove,
stabljike, cvetove i plodove. Glavni su kontaminenti pSenice, jeCma, raZi i ovsa (Culshaw i
sar., 1988; Kwasna i Kosiak, 2003; Kosiak, 2004; Medina i sar., 2006, Zur i sar. 2002;
Mercado Vergnes i sar, 2006; Bensassi i sar., 2009; T6th i sar., 2011; Andersen i sar., 2015).
Pored zitarica, vrste roda Alternaria su registrovane i na uljanim kulturama (suncokret,
uljana repica) (Meena i sar., 2010; Udayashankar i sar., 2012; Wang, 2014) kao i na
paradajzu (Somma i sar., 2009; Pose i sar., 2010, Noser i sar., 2011; Andersen i sar., 2015),
paprici, krompiru (Edin, 2012; Zheng i sar., 2014), kupusnjacama (Guillemette i sar., 2004),
mrkvi (Konstantinova i sar., 2002; Pryor i Gilbertson, 2002; Farrar i sar., 2004), jabukama
(Johnson i sar., 2000; Reuveni i sar., 2002; Serdiani i sar., 2002; Ntasiou i sar., 2015),
jagodic¢astom vocu (Tournas i Katsoudas, 2005; Andersen i sar., 2015), vinovoj lozi (Swart i
Holz, 1994) citrusima (Magnani, 2007), maslinama (Visconti i sar., 1986) i drugom vocu i

povr¢u (Mmbaga i sar., 2001, Lagauskas i sar., 2006). Javljaju se i kao vazni prouzrokovaci
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bolesti pri gajenju u zatvorenom prostoru (Agostini i sar., 2003). Alternaria spp. su znacajni
patogeni i uskladiStenih proizvoda i mogu uticati na smanjenje kvaliteta gotovih proizvoda

od 20-40% (de Miranda i sar., 2006; Pavén i sar., 2010).

ZabeleZeno je preko 4000 kombinacija Alternaria/domacin (USDA ARS Fungal
Database) i kako navodi Pryor (2011) ovaj rod je na desetom mestu po ukupnom broju
zabeleZenih domacina, od ukupno opisanih 2000 rodova gljiva. Nasuprot, fitopatogenim
osobinama, nekoliko Alternaria spp. su pokazale pozitivne rezultate kao bioloski agensi
protiv odredenih korova ili kao mikroparaziti drugih patogenih gljiva (Ghorbani i sar., 2000;

Babu i sar., 2003; El Morsy i sar., 2006)

Alternaria spp. su znacajni prouzrokovaci bolesti biljaka i u Srbiji, kako u polju, tako i
u skladistu. NajceSce opisane vrste zabeleZene kod nas su prouzrokovaci crne pegavosti liS¢a
krompira, paradajza i drugih biljaka iz familije Solanacea (Ivanovi¢ i sar., 1999; Rajkovi¢ i
sar., 1999; Stojanovi¢, 2004; Rekanovi¢ i sar., 2004), zatim na povrtarskim i zacinskim
biljakama familije Apiaceae (Ivanovi¢ i Mijatovi¢, 2003; Bulaji¢ i sar., 2006), na lubenici i
dinji (Duduk i sar., 2002), kupusnjacama (Antonijevi¢, 2000, 2007), uljanim kulturama
(Masirevic i Jasni¢, 2006; Jasnic i sar., 2011), SeCernoj repi (Stojsin i sar., 2006); jabukama
(Bulaji¢ i sar., 1996) i drugim biljnim vrstama. Na dominantnost ove mikopopulacije na
strnim Zitima ukazuju viSegodiSnja istraZivanja autora Ivanovic¢ i sar. (2001), BalazZ i sar.

(2003, 2010 a), Bagi i sar. (2005).

ViSe autora bavilo se proucavanjem antifungalne aktivnosti etarskih ulja iz lekovitog
bilja na Alternaria vrste (Simic i sar., 2001; Sokovi¢ i i sar., 2007; DZamic i sar., 2008; JoSi¢ i
sar.,, 2011; Maskovi¢ i sar., 2011), kao i suzbijanjem i razli¢itim aspektima kontrole

fitopatogenih gljiva iz roda Alternaria (Smit-Klokoéar i sar., 2001).

Ekonomski gubici strnih Zita kontaminiranih Alternaria spp. su uglavnom manji u
poredenju sa drugim patogenima i ne ogledaju se u tolikoj meri u smanjenju prinosa, koliko
u gubicima koji nastaju u postZetvenim delatnostima, tokom transporta i skladiStenja (Ostry,
2008). Kosiak i sar. (2004) isticu da se negativan uticaj Alternaria spp. ogleda pre svega u
smanjenju prometnog i tehnoloskog kvaliteta Zitarica usled opadanja nutritivne vrednosti,
promene boje i ukusa. To potvrduju i Sarié¢ i sar. (2008) i BalaZ i sar. (2011) koji navode da
prisustvo ovih patogena znacajno utice na promenu bioloSkog kvaliteta zrna, odnosno da
jaka infekcija ovim gljivama moZe da ima katastrofalne posledice na semenski kvalitet i

mogucénost reprodukcije. Tokom viSegodisSnjih istrazivanja u Argentini Perell6 i Larran
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(2013). su uocilili ekonomski znacaj uticaja Alternaria spp. na smanjenje energije semena
pSenice a Sto se negativno odrazZava na Kklijanje i nicanje. Do sli¢nih zakljucka su dosli i
Rajputi sar. (2005) u Pakistanu, gde su Alternaria spp. uzrokovale smanjenje klijanja zrna za
Cak 82% i takode su negativno uticale na energiju semena.

Pored Steta kao primarni paraziti, znacaj vrsta Alternaria se ogleda u tome Sto ovi
mikroorganizmi spadaju medu najproduktivnije proizvodace mikotoksina i domadin-
specifi¢nih fitotoksina (Magan i sar., 1984; Logrieco i sar., 2009; Amatulli i sar., 2013). A.
alternata ima sposobnost sinteze specificnih fitotoksina koji su detektovani na jabukama,
kruSkama, citrusima, duvanu i paradajzu (Otani i sar., 1995; Strange, 2007). Suprotno
fitotoksinima, mikotoksini nisu specifi¢ni za odredenu biljnu vrstu, njih sintetiSe veliki broj
Alternaria spp. na razlic¢itim kulturama, $to mozZe dovesti do akumulacije kako u sirovim
tako i u preradenim biljnim proizvodima. Stoga, pojava Alternaria toksina u prehrambenim
proizvodima i hrani za Zivotinje predstavlja vrlo znacajan problem sa aspekta zdravstvene
bezbednosti (Loiveke i sar., 2004). U prilog tome govori i nedavno objavljena studija
Evropske uprave za bezbednost hrane (EFSA, 2011) koja istice neophodnost monitoringa
Alternaria toksina u prehrambenim proizvodima i hrani za Zivotinje i procene rizika na

zdravlje ljudi.

U humanoj medicinskoj mikologiji gljive roda Alternaria privlace paZnju kao noviji
patogeni, narocito kod pacijenata sa imunodeficijencijom, a u pojedim slucejevima zaraze
mogu imati i fatalne posledice (Fernandez-Cruz i sar., 2011). Takode, spore Alternaria spp.
imaju alergeno dejstvo, uzrokovano glikoproteinom ALTal i kod osetljivih osoba mogu
uticati na smetnje u respiratornom sistemu, kao i na razvoj astme kod dece (Corden i sar.,
2003; Kilic i sar., 2010). Smatra se da su ovi patogeni cest uzrok pojave “pekarske astme”
usled prisustva ovih patogena u pekarama (Klaustermeyer i sar., 2006). Kako navodi Linas i
sar. (1998) ove spore mogu prouzrokovati infekcije, koje se manifestuju kao epidermalna
oSteCenja i najcesce se javljaju kod pacijenata sa slabo kontrolisanim dijabetesom ili koji

primaju terapiju kortikosteroidima.

Iz svega navedenog, moze se zakljuciti da su Alternaria spp. od izuzetnog znacaja sa
agronomskog, tehnoloSkog, medicinskog i ekonomskog aspekta, Sto opravdava Cinjenica da
je u poslednjih cetrdeset godina objavljeno vise od 3000 publikacija sa osvrtom na rod

Alternaria (Simmons, 2007).
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2.3. Pojava i rasprostranjenost Alternaria vrsta na strnim
Zitima

Rod Alternaria priCinjava velike Stete Sirom sveta. Obzirom na varijabilnost
fitopatogenih vrsta, znacaj i Stetnost zavise pre svega od vrste ovog patogena. A.triticina
pojavila se jo§ 1924.god. u Indiji, ali joj se nije pridavao veliki znacaj, sve do 50-tih godina
proslog veka kada je postala Siroko raprostranjena. Opisana je 60-tih godina XX veka kao
folijarni patogen na brojnim vrstama iz familije trava (Poaceae), pricinjavajuci Stete pre
svega u juznoj, isto¢noj i centralnoj Aziji (Prasada i Prabhu, 1963.). Narocito su osetljive
stare sorte durum pSenice. Danas je prisutna u Argentini, Indiji, Italiji, Meksiku i severnoj
Africi gde ima visok fitosanitarni znacaj. Novija istrazivanja pokazuju da genotipovi pSenice
iz Juzne Azije i Meksika su otporne na A.triticina, sugeririaju¢i da ovaj patogen ne
prouzrokuje ekonomski znacajne Stete na savremenim sortama psSenice (Diekmann i Putter,
1995). Pored oStecenja na listovima, mnoge Alternaria vrste napadaju zrna gde prouzrokuju

znatno vece gubitke.

U mnogim zemljama Sirom sveta na strnim Zitima opisan je veci broj infektivnih vrsta
roda Alternaria kao Sto su: A .alternata, A. triticola, A. tenuissima, A .metachromatica, A.
frumenti, A. oregonensis, A. triticimaculens, A. californica, A .longissima, A. triticina, A.
arborescens, A. tenuissima, A. graminicola, A. infectoria (Simmons 2007). Logriecco i sar.
(1990, 2003) objavili su da u zemljama Mediterana na strnim Zitima dominiraju vrste
A.triticina i A.alternata. Isti autori zabelezili su A.tenuissima i Alternaria stadijum vrste
Pleospora infectoria. Kossiak i sar. (2004) su na pSenici u Norveskoj uocili da dominantne
Alternaria vrste pripadaju grupi A .infectoria, za kojom sledi A .tenuissima, mada se mogu
nadi i vrste iz grupe A. arborescens i A.alternata. Ovi autora su opisali i dve nove vrste, od
kojih je na ovsu identifikovana Lewia avenicola sa Alternaria anamorfom A.avenicola
(Kwasna i Kosiak, 2003), dok je na je¢mu opisana vrsta nalik vrsti Lewia infectoria, od koje
se razlikuje po Alternaria stadijumu i metabolickom profilu (Kosiak i sar., 2002). Loiveke i
sar.(2004) saopstili su da se u Estoniji, najceSce javljaju A.alternata i A.tenuissima. Slicna
zapazanja objavili su i Bensassi i sar. (2009) koji su na pSenici u Tunisu identifikovali vrste
A. alternata, A. tenuissima i A. japonica. U Argentini su zabeleZene vrste A .tenuissima, A.
alternata, A. longipes, A. arborescens, A.gaisen i A.mali (Gonzales i sar., 1998; Patriaca i sar.,
2007) kao i A. triticimaculans (Perell6 i Ménaco, 2007) i A.infectoria (Oviedo i sar., 2013,

Andersen i sar., 2015). Toth i sar. (2011) su nedavno na pSenici u Madarskoj izolovali novu
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vrstu A. hungarica, koju su opisali kao patogena na liS¢u pSenice od slabijeg ekonomskog

znacaja.

U viSegodi$njim ispitivanjima mikopopulacije semena strnih Zita sa veceg broja
lokaliteta u Srbiji, Balaz i sar. (2003, 2008) i Bagi i sar. (2005) su naveli da su
najzastupljenije bile gljive roda Alternaria (60-70% mikopopulacija) pored rodova
Fusarium, Aspergillus, Cladosporium, Penicillium i Mucor. U regionu Pancevackog rita,

registrovane su vrste A .alternata i A. longipes (Ivanovié i sar., 2001).

Prema literaturnim podacima na zrnu spelte je registrovano prisustvo Alternaria spp.
u Italiji (Castoria i sar., 2005) i Poljskoj (Kurowski i Wysocka, 2009) gde je naj¢eSce prisutna

vrsta identifikovana kao A. alternata.

Sumarni podaci o rasprostranjenosti Alternaria spp. na strnim Zitima su prikazani u

tabeli 2.

Tabela 2. Rasprostranjenost Alternaria spp. na strnim Zitima u svetu

Zemlja Alternaria spp. Literaturni izvor
Argentina A.tenuissima Patriacai sar. (2007)
A.arborescens
A.gaisen
A.mali
A.triticimaculans Perell6 i Ménaco (2007)
A.infectoria Oviedo i sar. (2013); Andersen i sar.(2015)
Estonia A.alternata Kiitt i sar. (2010)
A.tenuissima
Izrael A.alternata Zurisar. (2012)
Juzna Azija A.triticina Mercado Vergnes i sar. (2006)

A.alternata
A.arborescens
A.tenuissima

Madarska A.hungarica Tothisar. (2011)
Mediteranske A.triticina Logriecco i sar. (1990, 2003)
zemlje A.alternata

A.tenuissima
Norveska A.infectoria Kossiak i sar. (2004)

A.tenuissima
A.alternata
a.aborescens

Poljska A.alternata Grabarkiewicz-Szczesna i sar. (1989);Kurowski i
Wysocka (2009)
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Rusija A.tenuissima Gannibal i sar. (2007)
Slovacka A.alternata Maskovai sar. (2012)
A.arborescens
A.infectoria
A.tenuissima
Srbija A.alternata Ivanoviéisar. (2011); Vuckovic i sar. (2012)
A.tenuissima
A.longipes
Tunis A.alternata Bensassi i sar. (2009)
A.tenuissima
A.japonica

2.3.1. Simptomi bolesti

Alternaria spp. napadaju sve nadzemne organe strnih Zita prouzrokujuci oboljenje
poznato kao mrka pegavost. Simptomi su oCigledni na biljkama nakon Zetve, te je izuzeteno
teSko registrovati oboljenje na zarazenim usevima u polju (Cromey i Mulholland, 1988).
Inficirani delovi biljaka nekrotiraju i dobijaju crnu boju, sSto dovodi do raspadanja biljnog
tkiva i inhibiranja fotosinteze. Usled infekcija, na zaraZenom tkivu, formiraju se mrki
koncentri¢ni krugovi u kojima se nalaze toksi¢ni metaboliti. Pored ovih simptoma, na
oStecenom tkivu formira se fina, crna paperjasta prevlaka kao rezultat sporulacije patogena
(Laemmlen, 2001; Thomma, 2003).

Izgled pega zavisi pre svega od organa na kojima se formira. Prilikom infekcije klasa
simptomi se najpre javljaju u vidu crne pegavosti, nakon ¢ega dolazi do gubljenja margina i
formiranja pega nepravilnog oblika sive do sivo crne boje (slika 2). Mrka boja klasa je cesto
povezana sa i sa bolestima korena i stabla, Sto zajedno dovodi do prevremenog sazrevanja
biljaka. Kasna Zetva u vlaznim vremenskim uslovima dovodi do jac¢eg crnila na klasovima $to
uzrokuje promenu boje i crnilo zrna. Crna plesan na povrsini zrelih klasova registrovana je

kod pSenice, razi, jecmai ovsa (Murray i sar., 2008).

27



Slika 2. Simptomi Alternaria spp. na klasu pSenice (Cereal Disease Encyclopedia,

www.hgca.com)

Karakteristicni simptom koji se javlja na zrnu Zitarica je crna obojenost najcesSce
lokalizovana oko Klice i po ivici zrna, koja sa razvojem oboljenja postepeno zahvata celu
povrSinu zrna zadrzavajuci se samo na perikarpu (slika 3). Smatra se da je to rezultat
aktivnosti enzima peroksidaza lociranih u aleuronskom omotacu, koji uti¢u na formiranje
obojenih fenolnih jedinjenja (Lehmensiek i sar., 2004). U kasnijoj fazi zaraze, crna pegavost
se Siri zahvataju¢i celu povrS$inu zrna. Za razliku od drugih patogena koji prouzrokuju sli¢ne
simptome, Alternaria spp. se zadrZava samo na perikarpu, dok Helminthosporium spp. i
Fusarium spp. prodiru u endosperm uzrokovajuci Sturost zrna (Prescott i sar.,1986; Culshaw
i sar., 1988). Kada je infekcija lokalizovana oko Kklice i ne prelazi preko omotaca perikarpa,
moguce ju je odstraniti tokom procesa mlevenja. Kako navodi Mitchell (1985) mnogo je vece
Stete nastaju kada se infekcija proSiri u unutrasnjost zrna i tada se ne moze tako lako
ukloniti. Brasno dobijeno od zaraZenog zrna je tamnije boje Sto naruSava kvalitet Zita
prilikom mlevenja i drugih tehnoloskih procesa u preradi. OSte¢enja na zrnu Zitarica su
ekonomski najznacajnija, te u zavisnosti od intenziteta zaraze, tamno obojena zrna su za
trziste neprihvatljiva (Fernandez i Conner, 2011). Simptomi na zrnima se javljaju na svim
strnim Zitima, mada su naj¢eS¢e inficirane pSenica i jecam. Durum pSenica se smatra

narocito osetljivom.
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Slika 3. Simptomi Alternaria spp. na zrnu pSenice (Fernandez i Conner, 2011)

Pored zaraze na klasovima, pojedine vrste roda Alternaria mogu prouzrokovati
oboljenja u vidu mrke pegavosti i na listovima strnih Zita. NajceS$¢i prouzrokova ovog
oboljenja, koje se najcesce se javlja u toplim klimatskim podrucjima juzne i isto¢ne Azije na
osetljivim genotipima hlebne i durum psenice, je Alternaria triticina (Prasada i Prabhua,
1962). Uprkos brojnim navodima iz razlicitih krajeva sveta o prisutnosti ovog patogena kao i
nedavnoj morfoloskoj (Dugan i Peever, 2002) i molekularnoj karakterizaciji (Mercado
Vergnes i sar.,, 2006), Simmons (2007) i Mercado Vergnes i sar. (2006) smatraju da
pouzdano i precizno identifikovana A.triticina dolazi iz Indije i Irana te da su u ostalim
zemljama neophodni testovi provere patogenosti.

Ova vrsta je jedina od Alternaria spp. izolovanih sa liS¢a koja ima patogene osobine,
za razliku od ostalih koje su saprobi (Mercado Vergnes i sar., 2006; Simmons, 2007). Crna
pegavost liS¢a je Cesto povezana sa rodom Helminthosporium, obzirom da se u okviru mrkih
pega, Alternaria vrste nalaze zajedno u kompleksu sa Cochliobolus sativus i Pyrenophora
tritici-repentis, stoga ih je teSko razlikovati od ostalih prouzrokovaca pegavosti na liScu.
Kako navode Mercado Vergnes i sar. (2006), simptomi A.triticina se javljaju na lis¢u u vidu
malih (<1 mm), ovalnih, Zu¢kastih hloroti¢nih pega nepravilnog oblika. Simptomi se najpre
javljaju na donjem lis¢u. Razvojem oboljenja, hloroti¢ne pege postaju tamno braon do sive
boje sa Zutim marginama (slika 4). U uslovima velike vlaznosti crna praskasta masa konidija
se moze uoCiti na povrsini zarazenih delova. U kasnijim stadijumima oStecenja zahvataju
veCe povrSine lista prilikom Cega jaCe zaraZeni listovi nekrotiraju i suSe se, ponekad
uzrokuju¢i uvenuce biljaka (Chalkley, 2015). Domacini A. triticina su pre svega hlebna i
durum pSenica (Prasada i Prabhu 1962,; Mercado Vergnes i sar., 2006), mada je
detektovana i na jecmu (Mehiar i sar., 1976), ovsu i razi (Logrieco i sar., 1990), kao i na
starim vrstama pSenice T. dicoccum (Kulshrestha i Rao, 1976) i T. sphaerococcum (Kumar i

sar., 1974a), T. triticale (Chaudhuri i sar., 1976).
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4. Simptomi A.triticina na liS¢u pSenice (Perell6 i Sisterna, 2008)

2.3.2. Osobine patogena, epidemiologija i ekologija

Klju¢na osobina roda Alternaria je formiranje velikih (7-10 x 23-34 pm), viSecelijskih,
tamno obojenih (melaniziranih) konidija sa popretnim i wuzduZnim septama
(feodiktiospore). Konidije su Sire u osnovi i postepeno se suzavaju ka izduZenom kljunu,
tako da imaju izgled kupe ili ,buzdovana“. Juvenilne kondije su usko elipsoidnog oblika, a sa
razvojem dobijaju tackasto hrapavu teksturu i tamno maslinastu boju, sa 3-7 poprecnih i 1-5
uzduznih septi. Dijagnosticke osobine roda Alternaria ukljuc¢uju formiranje jednostrukih ili
razgranatih nizova tamno obojenih viSecelijskih konidija na kratkim, uspravnim
konidioforama i kljunastim zavrSecima na apikalnim ¢elijama (slika 5 b). Pojedinac¢ni lanci
se sastoje od 5-15 konidija, dok kompleks razgranatih lanaca moze sadrzati 50-60 konidija.
Konidiofore posamatrane na PCA supstratu (krompir-Sargarepa agar) formiraju Zbunaste
forme koje se sastoje od 4-8 krupnih lanaca konidija. Sekundarne konidiofore su uglavnom
kratke i jednocelijske (Thomma, 2003; Battiliani i sar., 2009). Medutim, ove osobine nisu
karakteristi¢ne za sve vrste u okviru roda, te je klasifikacija izolata ovog roda gljiva vrlo

komplikovana.

Generalno, Alternaria spp. se brzo razvijaju i micelija dostiZe precnik veli¢ine od 3 do
9 cm, pri inkubaciji na 25°C u toku sedam dana na PDA (krompir dekstroza agar). Micelija je
ravna, paperjasta, prekrivena sivim, kartkim vazduSastim hifama. U pocetnoj fazi razvica
povrsina je belicasto sivkaste boje, a kasnije postaje tamnija, zelenkasto crne do maslinasto
braon boje sa svetlom ivicom (slika 5 a). Nali¢je je braon do crne boje usled prisustva

melanina (St-Germain i Summerbell, 1996). Pored PDA, Simmons (2007) preporucuje V8
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agar (hranjivu podloga na bazi soka od paradajza) kao i PCA za ispitivanje brzine porasta i
sporulaciju Alternaria spp. Optimalna pH vrednost za razvoj micelije je izmedu 4 i 6,6, iako
su tolerantne vrednosti u granicama od 2,7 do 8. U anaerobnim uslovima nije zabeleZen

razvoj micelije.

Alternaria spp. predstavljaju parazite slabosti, koji prvenstveno napadaju biljke

oslabljene dejstvom raznih faktora. U klimatskim uslovima Srbije najceS¢e dolazi do gubitka
otpornosti usled nedostatka vlage, temperaturnih ekstrema, zaraZenosti biljaka nekim
drugim patogenima ili starenja pojedinih biljnih organa. Infekcija od strane roda Alternaria.
se ostvaruje putem konidija u fazi cvetanja i formiranja zrna. S obzirom da kod Alternaria
spp. nije identifikovan polni stadijum, gljive ovog roda prezimljavaju na ostacima zaraZenih
biljaka ili na semenu u vidu micelije, konidija ili spora (Laemmlen, 2001). Parazit se tokom
vegetacije u zemljiStu Siri micelijom, dok vazdusSna strujanja prenose konidije i
feudiktiospore patogena na nadzemne delove biljaka. Gljive mogu da se prenose i putem
zaraZenog semena, insekata, kiSe, kao i posredstvom sistema za navodnjavanje (Battilani i
sar., 2009). Znacaj Alternaria vrsta. iz grupa A. alternarta i A. infectoria kao patogena semena
koji uti¢i na smanjenje energije zrna i samim tim na klijanje i nicanje istakli su Perello i
Larran (2013).

Uprkos razlikama u taksonomiji i patogenosti Alternaria vrsta, proces infekcije je
vrlo slican (slika 6). Kod strnih Zita infekcija se odvija u fazi cvetanja odnosno sazrevanja
zrna. Pod povoljnim temeperaturnim uslovima (15-24°C) i visokoj vlaZnosti vazduha
(aw=84) melanizovane spore klijaju formirajuci kratke apresorije. U tkivo domacina prodiru
kroz stome, kutikulu ili oSte¢ena mesta (Magan i sar., 1984; Lorenz, 1986). Kod manje

virulentnih vrsta penetracija se odvija kroz oStecena tkiva i stome, dok virulentije vrste
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prodiru direktno u tkivo domacina. Oslabljene i oStecene biljke kao i starija biljna tkiva su
viSe osetljiva na infekcije nego zdravi i snazni organizmi. Obzirom da u tom slu¢aju saprobne
forme Alternaria spp. postaju paraziti, ne moZe se uvek sa precizno$éu utvrditi razlika
izmedu saprobnih i parazitnih vrsta (Laemmlen, 2001; Logrieco i sar., 2003; Thomma,

2003).

Tokom infekcije odvijaju se enzimski procesi koji su u globalu sli¢ni kao i kod drugih
fitopatogenih gljiva. Kako navodi Thomma (2003), u procesu infekcije prilikom prodiranja
kroz kutikulu i éelijski zid domacina, klju¢nu ulogu imaju enzimi kutinaza, lipaze, kao endo- i
egzo- glukonaze, koji se aktiviraju kod patogenih sojeva roda Alternaria. Tokom infekcije
Alternaria vrste produkuju ekstracelularne enzime koji razaraju polimere celijskog zida
biljnih ¢elija. Vecina vrsta produkuje fitotoksine koji reaguju na razli¢ite nacine uzrokovajuci
uvenuce biljnog tkiva. Tyagi i sar. (2000 i 2001) utvrdili su aktivhu ulogu enzima
peroksidaze, polifenol oksidaze, 3-1-3-glikanaze i kitinaza u mehanizmima odbrane pSenice

od A.triticina.
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Slika 6. Ciklus razvoja infekcije Alternaria spp. na strnim Zitima (Cereal Disease

Encyclopedia, www.hgca.com)

Uslovi spoljasnje sredine koji pogoduju infekciji Alternaria spp . zavise pre svega od
vrste ovog roda kao i od domacina, ali i od interakcije odgovarajuce temperature i vlaznosti.

Obilne padavina, zadrzavanje rose ili prekomerno navodnjavanje povoljni su uslovi za razvoj
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ovog patogena. To potvrduju istraZivanja brojnih autora (Culshaw i sar., 1988; Prescott i
sar., 1986; Diekmann i Putter, 1995) koji ukazuju na to da se Alternaria spp. masovno
javljaju kada za vreme cvetanja i formiranja zrna preovladuje vlazno i toplo vreme, sa ¢estim
kiSama i visokom relativnom vlaZnos$¢u vazduha (iznad 75%). Optimalna temperatura za
razvoj micelije je 20-25 °C, dok su temperaturni minimum i maksimum 4°C odnosno 35°C.
Relativna vlazZnost vazduha i aktivnost vode (koli¢ina slobodne vode-aw) su takode znacajni
parametri u razvoju infekcije. U optimalnim temperaturnim uslovima, za razvoj micelije
potrebno je zadrZavanje vlage na biljnim delovima minimum 5-8 h (EFSA, 2011). Magan i
sar. (1984) navode da povoljni klimatski uslovi i prekomerne padavine, naroc¢ito u periodu
kasne vegetacije pogoduju ne samo razvoju crne pegavosti na strnim Zitima, ve¢ i produkciji
Alternaria toksina, kao Sto su altenuen (AE), alternariol (AOH), alternariol metil etar (AME) i

tenuazonicne Kiseline (TZA).

Pored infekcija na otvorenom polju, Alternaria spp. mogu prouzrokovati Stete i
nakon Zetve tokom skladitenja i transporta (Ostry, 2008). Zetva tokom ki$nog perioda ili
skladiStenje u uslovima visoke vlaZnosti pogoduju razvoju ovog patogena (Magan i sar.,
2003). U skladistima Alternaria vrste mogu se preneti i sa zaraZenih biljnih proizvoda na
zdrave putem sekundarnih infekcija. Zbog sposobnosti razvijanja na niskim
temeperaturama vrste roda Alternaria se mogu na¢i i u hladnjacama, gde ostaju u
latetntnom stanju sve dok se ne uspostave povoljni uslovi za razvoj infekcije. Alternaria spp.
imaju izuzetnu sposobnost da preZive duZi vremenski period i saCuvaju vitalnost i do

nekoliko godina (Rotem, 1994).

KarakteristiCan simptom Alternaria spp. su nekroticne pege u vidu mrkih
koncentri¢nih krugova. Tamna boja inficiranih delova biljnog tkiva potic¢e od crnog pigmenta
melanina koji se nalazi u ¢elijskom zidu parazita. Melanin koji produkuju Alternaria spp. je
derivat 1,8-dihidroksinaptalena (DHN) koji nastaje u toku sinteze pentaketida (slika 7).
Pokazano je da je melanin pentaketida znacajan virulentni faktor patogenih gljiva (Jacobson
i sar,, 1995; Thomma, 2003). DHN nastaje u citoplazmi odakle se eksportuje u Celijski zid i
ekstracelularni matriks, gde se uz enzim lakazu polimerizuje do melanina. Pored uloge u
razvoju konidija, melanin je znacajan i za zaStitu samog parazita. Naime, melanin ima
funkciju “oklopa” pruzaju¢i zastitu gljivama od nepovoljnih uslova spoljasne sredine,
temperaturnih stresova, UV zracenja i jedinjenja koja luce njihovi antagonisti, uticuc¢i na
vitalnost, opstanak i duzi zZivotni vek patogena (Linas i sar., 1998; Kawamura i sar., 1999).

Pored ovoga, prilikom infekcije biljaka melanin vrlo brzo reaguje sa slobodnim radikalima
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kiseonika fenolnih jedinjenja (koje su komponente sistema odbrane domacina od prodiranja

patogena) usled ¢ega dolazi do povecane osetljivost domacina (Jacobson i sar., 1995).

OH OH OH O OH OH O OH (OH OH
cnore G0, 72, 00,7%,00 200 ~ 68
HO OH HO OH HO HO
acetate 13,6 8-tetrahydroxy- scytalone 1,3, 8-trihydroxy- vermelone 1,8-dihydroxy-
naphthalene naphthalene naphthalene

Slika 7. Sinteza pentaketida (Thoma, 2003)

2.4. Alternaria toksini

Mikotoksini (mykes - gré¢. gljiva, toxikon - gr¢. otrov) su sekundarni metaboliti nekih
vrsta filomentoznih gljiva, koji su toksicni ili imaju druge negativne bioloske efekte po ljude i
Zivotinje (da Rocha i sar., 2014). Toksic¢ni efekti mikotoksina ispoljavaju se u vidu razlicitih
sindroma kod ljudi i Zivotinja, poznati kao mikotoksikoze. Pojava mikotoksina vezuje za sve
procese proizvodnje (uzgoj Zitarica, transport, procese prerade) gde usled prisustva
njihovih rezidua u hrani biljnog ili animalnog porekla mogu ispoljiti negativan uticaj na

zdravlje ljudi (Koci¢-Tanackov i Dimi¢, 2013).

Vrste roda Alternaria spadaju medu najproduktivnije proizvodace mikotoksina.
Registrovano je preko 70 mikotoksina razlicite toksi¢nosti, ali samo nekoliko se spontano
javljaju u prirodi i imaju toksikoloSki znacaj (Marin i sar., 2013). Alternaria toksini se
translociraju u okolne delove biljnog tkiva, tako da ova jednjena mogu biti prisutna ¢ak i
kada je micelija odstranjena. Takode, toksini se mogu na¢i i u preradenim biljnim
proizvodima (Logrieco i sar., 2009). Kako navode Andersen i sar. (2015), od ukupno 87
izolata Alternaria spp. izolovanih sa razli¢itih supstrata, viSe od 75% su imali sposobnost
biosinteze mikotoksina. IstraZivanja Liu (1992) ukazuju da su metaboliti koje produkuju ove
vrste razlicite toksi¢nosti, a neki od njih imaju mo¢ne mutagene i teratogene osobine i

povezuju se sa odredjenim formama kancera.
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Kako navode Botallico i Logrieco (1998), Ostry (2008), Logrieco i i sar., (2009) i Battilani

i sar., (2009) Alternaria toksini mogu se svrstati u tri strukturne grupe:

e derivati dibenzo-a-pirona: alternariol (AOH), alternariol monometil etar (AME) i

altenuen (ALT) i altenuisol (AS)

e derivati tetraminske kiseline: tenuazonic¢na kiselina (TeA) i izo-tenuazonic¢na kiselina
(iso-TeA)
e derivati perilena:altertoksini I, ITi III (ATX-LATX-II i ATX -III) i stemfiltoksin III

U izvestaju EFSA (2011) izdavajaju se jos dve grupe Alternaria toksina:

e AAL-toksini (odn. A.alternata f.sp. lycopersici toksini): AAL-TA i AAL-TB

e Toksini meSovite strukture kao Sto je tentoksin (TEN) (cikli¢ni tetrapeptid)

Hemijske strukture najznacajnijih Alternaria toksina prikazane su na slici 8.

AUl ALT AV

CH,

H,C

TEN TeA

Slika 8. Strukurne formule najznacajnijih Alternaria toksina

35



NajceSce detektovni i najznacajniji Alternaria toksini na strnim Zitima su alternariol
(AOH), alternariol monometil etar (AME), tenuazoni¢na kiselina (TeA) i altenuen (ALT)

(Tabela 3).

Tabela 3. Alternaria toksini detektovani na strnim zitima*

Zemlja Miko | N| n>LO | LOD/LOQ | Sred.vr. Maksi- Metod | Literaturni
toks. Q (ng/kg) (ng/kg) mum izvor
Nemacka AOH |1 1 1.05 - 4.01 HPLC- Asam i sar.
3 MS/MS (2010)
AME |1 1 0.03 - 0.06
3
TEA | 2 2 50 49 851 Siegel i sar.
7 (2009)
Belgija AOH |1 0 dic-23 n.d. n.d. Monbaliu i
LC- sar. (2010)
MS/MS
AME |1 0 18/39 n.d. n.d.
Republika AOH | 8 0 dic-23 n.d. n.d. LC- Monbaliu i
Ceska MS/MS | sar. (2010)
AME | 8 0 18/39 n.d. n.d.
Danska AOH |1 0 dic-23 n.d. n.d. LC- Monbaliu i
4 MS/MS | sar. (2010)
AME |1 0 18/39 n.d. n.d.
4
Estonija AOH | 4 3 100 - 340 HPLC- Kiitti sar.
DAD (2010)
Madarska AOH |7 0 dic-23 n.d. n.d. LC- Monbaliu i
MS/MS | sar. (2010)
AME |7 0 18/39 n.d. n.d.
Svedska AOH (1 16 35/45 - 335
8
HPLC- | Haggblom i
AME |1 7 35/45 - 184 uv sar. (2007)
8
TeA 1 18 100/135 - 4310
8
Argentina AOH | 6 4 50 1054 1388
4
AME | 6 15 50 2118 7451 HPLC- Azcarate i
4 uv sar. (2008)
TeA |6 12 80 2313 8814
4
Egipat AOH |1 4 50 - 2320 El-Aal
5 HPLC- (1997)
AME |1 2 300 - 1890 uv
5
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ALT |1 2 100 - 1480
5
ATX-1 | 1 2 200 - 1678
5
TeA |1 5 100 - 658
5
Rusija AOH |2 | 4 20 98 192 ELISA Burkin i
8 Kononenko
(2011)
Kina AOH |2 20 50 335 731
2
HPLC-
AME |2 21 50 443 1426 FLD Lii
2 Yoshizawa
ALT |2 0 100 n.d. n.d. (2000)
2
ATX-1 | 2 0 200 n.d. n.d. HPLC-UV
2
TeA 2 22 100 2419 6432
2
Australija AOH |5 0 10 n.d. n.d.
AME 5| 0 10 n.d. nd. | HPLC-UV | Webleyi
TeA |5| 1 10 i 15 sar. (1997)

* Izvor: European Food Safety Authority (2011). AOH:alternariol; AME: alternariol monometil etar;
ALT:altenuen; TEA:tenuazoicna kiselina; ATX:altertoksin I; N: broj uzroraka; LOD: limit detekcije; LOQ:
Limit kvantifikacije; n.d.:nije detektovan

Kako navodi Thomma (2003) u okviru roda Alternaria identifikovani su mikotoksini
specifi¢ni za odredenu biljnu vrstu kao i oni sa vrlo Sirokim spektrom delovanja. Nekoliko
fitopatogenih tipova Alternaria vrsta je identifikovano na bazi toksina specificnih za
odredenog domacina (Andersen i sar., 2001, 2002, 2008). Ipak, obzirom na razliCite
kriterijume koji su koris¢eni prilikom utvrdivanja taksonomije i klasifikaciji roda Alternaria,
teSko je uspostaviti precizan odnos izmedu odredene Alternaria vrste i produkcije
specificnog mikotoksina. Pregled Alternaria toksina i vrsta koje ih produkuju prikazan je u
tabeli 4. A.alternata se smatra najznacajnijom vrstom ovog roda u pogledu produkcije

mikotoksina (Bhaat, 2010; Pose i sar., 2010).
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Tabela 4. Mikotoksini i vrste roda Alternaria koje ih produkuju (Battilani i sar., 2009; Oviedo
isar., 2013)

Alternaria toksini AKkronim Vrsta koje ga proizvodi
Alternariol AOH A. alternata, A. infectoria
Alternariol monometil etar AME A. alternata, A .solani
Tentoksin TA A. alternata

Tenuazoicna kiselina TeA A. alternata, A.tenuissima
Altertoksini ATX A. alternata

A. alternata f. sp. lycopersici | AAL-toksini A. alternata f.sp. lycopersici
toksini

Stemphyltoksin III Stemphyltoksin III A. alternata

Alteuen ALT A. alternata

Mikotoksigeni potencijal roda Alternaria zavisi od vrste patogena, supstrata i uslova
spoljasne sredine, odnosno temperature i vlaznosti (Fernandez-Cruz i sar., 2010). Optimalni
uslovi za biosintezu toksina su slicni onima koje su potrebene za infekciju, razvoj micelije i
sporulaciju gljiva. Pri ispitivanju uticaja temperature i vodene aktivnosti (aw) na sintezu
Alternaria toksina na agaroznoj podlozi od ekstakta pSenice i na zrnu pSenice Magan i sar.
(1984) su zakljucili i da je najveca produkcija toksina AE, AOH i AME ostvarena pri
temperaturi od 25°C i aw=0.98 na oba supstrata. Hasan (1996) navodi da su razliCite
temperature uslovile sintezu razlicitih Alternaria toksina, te da optimalna temperatura za
produkciju AOH iznosi 28°C, dok je za TeA 21°C. Oviedo i sar. (2011) su ispitivali porast i
sintezu mikotoksina kod vrste A.alternata na sojinom agaru i zrnu soje i ustanovili da je
najveca produkcija AOH, AME i TeA bila na temperaturama od 15-30°C i aw = 0,96-0,99.
IsatrZzujuci Alternaria toksine na paradajzu, Pose i sar. (2010) su utvrdili da su optimalni
uslovi za sintezu AOH bili pri 0.954 aw nakon 28 dana inkubacije na 21°C, dok je najveca
koncentracija AME zabeleZena pri aw = 0.954 na 35°C. Optimalni uslovi za TeA su bili aw =
0.982 i 21 °C. Nijedan od navedenih toksina nije registrovan na temperaturi od 6°C, te se
smatra da skladi$tenje na temperaturi ispod 6°C ihibira produkciju toksina. Cinjenica da se
toksini mogu sintetisati i u uslovima poviSene temperature i vlage izvan optimalnih granica
je izuzetno znacajana, jer se u neadekvatnim skladiSnim uslovima povecava sadrzaj
mikotoksina, a Sto utiCe na smanjenje kvaliteta Zita (Oviedo i sar., 2009). IzloZenost
svetlosnim zracima razli¢itog spektra takode je jedan od faktora koji moze uticati na sintezu
mikotoksina. Istrazivanja Soderhall i sar. (1978), Haggblom i Unestam (1979) i Schmidt-
Heydt i sar. (2001) pokazuju da je inkubacija pod svetlom iz belog, plavog i crvenog spektra
imala inhibitorni efekat na produkciju AOH i AME, dok nije uticala na na porast i morfoloska

svojstva vrste A.alternata.
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Stabilnost Alternaria toksina tokom procesa prerade potvrdena je u nekoliko studija.
Siegel i sar. (2010) ispitivali su stabilnost AOH, AME i ALT u brasnu u razli¢itim uslovima
pecenja (vlazno i suvo pecenje). Rezultati ovih sitraZivanja pokazali su da su Alternaria
toksini u velikoj meri stabilni prilikom vlaznog pecenja, dok se pri pecenju sa odsustvom
vode razgraduju i to slede¢im redosledom AME>AOH>ALT. Lawley (2010) je ukazalo na
stabilnost AME i ATX I u voénim sokovima i vinu tokom 20 dana, kao i na 80 °C u toku 20
min, dok su Terminiello i sar. (2006) zabeleZili visok procenat toksina koji je ostao

nepromenjen nakon pasterizacije paradajza prilikom proizvodnje paradajz paste.

2.4.1. Toksikoloski znacaj Alternaria toksina

Alternaria toksini, AOH, AME, TeA, TEN i ALT registrovani su u velikom broju
namirnica koji se koriste u ljudskoj ishrani, od kojih su najznacajnije Zitarice i proizvodi na
bazi Zitarica, paradajz i proizvodi od paradajza, semenke suncokreta i suncokretovo ulje,
voce i razne preradevine na bazi voc¢a ukljucujuci sokove, vino i pivo (Scott, 2001; Ostry,
2008; Asam i sar., 2011; Fernandez-Cruz i sar., 2011, Siegel i sar., 2010, Andersen i sar.,
2015). Do sada nije doneta zakonska regulativa koja se odnosi na Alternaria toksine u hrani i
hrani za Zivotinje u Evropi i drugim regionima sveta. Medutim njihovo prisustvo u
sirovinama i proizvodima ukazuje na potencijalnu opasnost po zdravlje ljudi. Toksi¢nost,
mutagenost i genotoksi¢nost Alternaria toksina potvrdena je in vitro i in vivo ispitivanjima
(Schrader i sar., 2001; Zhou i sar., 2008; Koci¢-Tanackov i Dimi¢, 2013).

Na celijskom nivou neki mikotoksini reaguju sa nukleinskim kiselinama i inhibiraju
biosintezu makromolekula DNK i RNK ili proteina., dok drugi deluju na strukture i funkcije
bioloSkih membrana ili na nivou energetskog metabolizma. Stepen osetljivosti organizma
zavisi od pola, starosti, ishrane, stanja organizma, koli¢ine i vrste, kao i duZine perioda
njihovog unosSenja (Wyatt, 2005; Mayer i sar., 2008)

Toksi¢nost TeA je utvrdena kod biljaka, embriona pileta, nekoliko Zivotinjskih vrsta,
ukljucujuci miseve, zeceve, pse i majmune (Solfrizzo i sar., 2005). Kod pasa je ovaj metabolit
prouzrokovao krvarenja na nekoliko organa i subakutnu toksi¢nost kod pilica. Takode,
pretpostavlja se da je TeA ukljuCena u etiologiju hematoloskih poremecaja kod ljudi u Africi
(Scott, 2004).

Rizik od toksi¢nosti AOH i AME potvrden je istrazivanjima Scott i Stoltz (1980), An i
sar. (1989)i Prelle i sar. (2013) koja ukazuju na mutagene promene na sistemu mamalnih

¢elija usled izloZenosti ovim metabolitima. U Kini brojni autori smatraju da su ovi toksini
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odgovorni za kancer jednjaka kod ljudi koji su konzumirali zrna Zita kontaminirana A.
alternata i ukazuju da ova vrsta ima znacajnu ulogu u etiologiji ezofaganih karcinoma kod
ljudi (Dong i sar., 1987; Liu i sar., 1992). Lehmann i sar. (2006) ukazali su na estrogeni i
klastogeni potencijal AOH, inhibitorni efekat na proliferaciju celija i na genotoksi¢ne
posledice u kulturama celija sisara. U nedavno objavljenoj studiji Bensassi i sar. (2012)
potvrdili su da je AOH indukovao citotoksi¢nost u ¢elijama ljudskog organizma. Najnovija
istrazivanja ukazuju na visok genotoksi¢ni potencijal toksina ATX I i ATX II u humanim
Celijama i prema brojnim autorima smatraju se potentnijim mutagenom od AOH i AME
(Ostry, 2000; Schwartz i sar., 2012a,b).

U novije vreme, Alternaria toksini su u fokusu kako nauc¢ne javnosti tako i programa
procene rizika. Medutim, dosadasnji publikovani podaci ne pruZaju dovoljno informacija
kako bi se definisali propisi o grani¢nim vrednostima za Alternaria toksine (EFSA, 2011;
Amatulli i sar., 2013;). Takode, razliciti evropskih naucni komiteti smatraju da je neophodno
viSe relevantnih podataka o toksi¢nosti ovih jedinjenja u cilju boljeg razumevanja realnih
rizika za javno zdravlje. Tako je u 2003. God. Nemacki Federalni institiut za procenu rizika
pokrenuo inicijativu o prikupljanju viSe informacija o Stetnosti Alternaria toksina i
potencijalnom riziku za zravlje ljudi (BfR, 2003). Znacaj istraZivanja o genotoksicnosti i
kancerogenosti Alternaria toksina istaknuo je i Nau¢ni komitet za hranu Republike Ceske
(CSCF, 2008), dok se u Francuskoj smatra da ovi mikotoksini nemaju prioritet u pogledu
naruSavanja zdravstvenog stanja ljudi i Zivotinja (AFSSA, 2009). Andersen i sar. (2015)
isticu da je u programima monitoringa i zdravstvene bezbednosti hrane neophodna
prioritizacija 12 Alternaria toksina od strane argentinske agencije za bezbednost hrane. Na
zahtev Evropske komisije 2011. god. objavljeno je nau¢no misljenje Evropske uprave za
bezbednost hane (EFSA) o rizicima i uticaju Alternaria toksina prisutnih u hrani za ljude i

Zivotinje na zdravlje sa slede¢im zaklju¢cima:

e Utvrden je genotoksicni efekat AOH i AME kod bakterije i u ¢elijama sisara in vitro.
ATX su mutageni kod bakterija i indukuju trasformaciju ¢elija dok TEN i TaE nemaju
mutagena svojstva.

e Genotoksi¢nost i kancerogenost Alternaria toksina nije utvrdena in vivo. Indikacije
egzofagalne promene su registrovane kod miseva.

e Panel on Contaminants (CONTAM Panel) je za neke od Alternaria toksina utvrdio

prag toksikoloskog znacaja (TTC-treshold toxicological concern approach)
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e Procenjena hroni¢na izlozenost AOH i AME prilikom ishrane premasuje relevante
TTC vrednosti Sto ukazuje na potrebu za dodatnim podacima o toksi¢nosti
specificnih metabolita

e Procenjena hronicna izloZenost TeA i TEN prilikom ishrane je ispod relevantnih TTC
vrednosti i stoga se smatra da ovi metaboliti ne predstavljaju rizik za zdravlje ljudi i

Zivotinja.

U prilog aktuelnosti ove problematike govori i ¢injenica da je Evropski komitet za
standardizaciju (CEN, 2013) nedavno objavio poziv za tender za razvoj
standardizovanih metoda za analize Alternaria toksina u prehrambenim

proizvodima (Berthiler i sar., 2014).

2.5. Uticaj Alternaria spp. na prometni i tehnoloski
kvalitet pSenice

Fitopatogene i saprobne vrste roda Alternaria mogu naneti Stete u svim fazama
proizvodnog ciklusa, od kojih su narocito znacajni prometni i tehnoloski kvalitet koji
direktno uticu na ekonomske gubitke u prehrambenoj industriji. Alternarnia spp. kao
prouzrokovaci crne pegavosti (slika 9) su cesto prisutne u kompleksu sa drugim
prouzrokovacima tamnokli¢nih zrna (Helmithosporium spp., Bipolaris spp.) i drugim
plesnima (Aspergillus spp., Penicillium spp., Fusarium spp.) te se u literaturi u tumacenju
promena tehnoloSkog kvaliteta usled kontaminacije ovim patogenima Cesto posmatra
zajednicki uticaj ovih kontaminenata (Culshaw i sar., 1988; Sari¢ i sar., 1997; Antes i sar.,
2001; de Miranda i sar., 2006; Malaker i sar., 2009).

Negativan uticaj gljiva na prometni i tehnoloski kvalitet Zitarica ogleda se pre svega u
narusavanju organoleptickih svojstava (ukus, boja i miris), zatim i u smanjenju nutritivne
vrednosti krajnjih proizvoda (Kosiak i sar., 2004).

Pri ispitivanju reoloskih i pecivnih svojstva pSenice Antes i sar. (2001) su utvrdili da
je kontaminacija plesnima znacajno oStetila gluten, Sto se odrazilo na izrazito niZe vrednosti
zapremine hleba nakon probnog pecenja. Degradiranje glutenske mreZaste strukture kao
posledice infekcije zrna pSenice saopstili su i Dexter i sar. (1996), Prange i sar., (2005), de

Miranda i sar., (2006), Sari¢ i sar. (2008), Papouskova i sar. (2011). Uprkos smanjenom
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sadrzaju gluten, Lorenz i sar. (1986), Sari¢ i sar. (2008) i Malaker i sar. (2009) su ustanovili
veci porast proteina kod tamnokli¢nih zrna, usled prisustva gljivicne micelije.

Godisnji gubici u mlinskoj industriji u Velikoj Britaniji, procenjuju se na 3 miliona
funti, obzirom da su uzorci sa preko 15% zaraZenog zrna neprihvatljivi u procesnim
tehnologijama (Culshaw i sar., 1988). U SAD, zaraZena zrna vrstama roda Alternaria se
deklariSu kao oStec¢ena i samo 2% odn. 4% osStecenih zrna je dozvoljeno u prvoj odnosno
drugoj klasi pSenice (Murray i sar., 2008). U Australiji je taj procenat iznosio 5%
(Lehmensiek i sar., 2004). U nasoj zemlji, na osnovu Pravilnika o kvalitetu Zita, mlinskih i
pekarskih prozvoda, testenina i brzo smrznutih testa, maskimalno dozvoljena koli¢ina
primesa u Zitu u vidu zrna izmenjene boje inficiranih gljivicama i koja se deklarisu kao
pokvarena je 2% (“Sl. list SR]”, br. 52/95 i “Sl. list SCG”, br. 56/2003 - dr. pravilnik, 4/2004 -
dr. pravilnik i “Sl. glasnik RS”, br. 43 /2013 dr. pravilnik)

Proizvodne 2003/2004 godine nizak tehnoloski kvalitet zrna pSenice u nasoj zemlji
je bio ograniCavaju¢i faktor za preradu i izvoz. Energija testa se znatno smanjila usled
prisustva Alternaria spp. sa 60-70% zastupljenosti na zrnima pSenice. To je dovelo do
velikih problema u mlinskoj industriji, obzirom da su mlinari bili primorani da meSaju
takvu pSenicu sa visokokvalitetnom, kako bi dobili brasno pogodno za pecenje hleba drugih

peciva (Balaz i sar., 2005).

Slika 9. Alternaria spp. znacajan problem u mlinskoj industriji (University of California

Integrated Pest Management Program, 1990).
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3. CIL] ISTRAZIVANJA

S obzirom na specificnost spelte kao kulture koja je u ekspanziji na trZistu
alternativnih Zitarica iz organske proizvodnje i Siroku rasprostranjenost Alternaria spp. sa
mikotoksi¢nim potencijalom Stetnim po zdravlje ljudi i Zivotinja postavljeni su sledeci ciljevi

istrazivanja:

Precizna identifikacija i karakterizacija Alternaria spp. na zrnu spelte do nivoa vrste,
ispitivanjem morfoloSkih i patogenih osobina, kao i primenom molekularnih metoda u cilju

sagledavanja dominantnih vrsta koje su rasprostranjene na spelti u Republici Srbiji.

Ocena intenziteta zaraze zrna spelte inokulisanih Alternaria spp. sa akcentom na plevicaste

omotace kao potencijalne barijere prilikom infekcije zrna.

Odredivanje sadrzaja Alternaria toksina posebno u plevicastim omotacima i oljustenim
zrnima. Razlike u oceni zaraze i sadrzaju mikotoksina u plevicastim omotacima i oljustenim
zrnima, bice merilo efikasnosti plevicastih omotaca kao zaStitnog sloja u prodiranju ovih

gljiva i njihovih toksi¢nih metabolita.

Uticaj infekcije Alternaria spp. na produktivnost klasa spelte.

Krajnji cilj ovih istrazivanja je evaluacija uticaja Alternaria spp. na tehnoloski kvalitet spelte,
koja osim teoretskog doprinosa ima i prakti¢ni znacaj u smislu proizvodnje zdravstveno

bezbednih proizvoda.

Hipoteza od koje se polazi je da plevicasti omotaci na zrnu spelte predstavljaju barijere koje

imaju zastitnu funkciju od prodiranja patogenih gljiva i njihovih toksi¢nih metabolita.
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4. MATERIJAL I METODE

Tokom 2011. god. prikupljena su zrna pet razlicitih genotipova spelte, komercijalnih
uzoraka dostupnih na trzistu u Srbiji i lokalnih populacija. Uzorci su upakovani u papirne
kese, obeleZeni i Cuvani za istraZivanja u okviru ove doktorske disertacije.

Eksperimenatlni deo istraZivanja uraden je u Departmanu za fitopatologiju,
Poljoprivrednog fakulteta u Novom Sadu, zatim na oglednim parcelama Instituta za
ratarstvo i povrtarstvo Novi Sad i na Nau¢nom institutu za prehrambene tehnologije u

Novom Sadu.

4.1. Ocena zaraze uzorkovanih zrna spelte i izolacija
gljiva roda Alternaria

U cilju pregleda zdravstvenog stanja zrna spelte koriS¢en je metod za odredivanje
procenta zaraze i klijavosti zrna na vlaZnom filter papiru prema Pitt i Hocking (1985). Od
svakog uzorka spelte izdvojeno je po 100 zrna sa plevicastim omotacima i 100 oljustenih
zrna, koja su povrsinski dezinfikovana sa po 100 ml 0,4% natrijum-hipohlorita (NaOCI)
neprekidnim mesSanjem u toku 2 min i zatim su u istom trajanju ispirana teku¢om vodom.
Po 25 zrna postavljano je u 4 ponavljanja u petri kutije (pre¢nika 150 mm) na sterilian filter
papir prethodno nakvasen sa po 9 ml sterilne destilovane vode. Nakon 6 dana inkubacije u
termostatu, izvrSena je ocena klijavosti zrna i zaraze gljivama roda Alternaria. Na osnovu
pregleda materijala izracunat je procenat klijavosti i procenat zaraze u svakom ponavljanju
(I-IV), i ukupno za svaki uzorak, posebno posmatrajuci plevicasta u odnosu na oljusStena
zrna splete.

Sa plevicastih omotaca zaraZenih klijanaca kao i iz zrna koja nisu kljijala, izolovane
su gljive roda Alternaria na podlogu krompir-dekstrozni agar (PDA) i inkubirane na 25 °C u
mraku. Sa svakog genotipa izolovano je po 5 izolata Alternaria spp. i formirana je kolekcija

od ukupno 25 izolata izolata roda Alternaria.
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4.2. Dobijanje Cistih kultura i monosporijalnih izolata

U ovom radu, za sva proucavanja Alternaria spp. ukljucuju¢i morfoloske i
molekularne metode identifikacije, kao i proveru patogenosti, koris¢ene su Ciste kulture
izolata dobijene primenom postupka monosporne izolacije (Burgess i sar., 1994; Leslie i
Summerell, 2006). Za izolaciju monosporne kulture koriS¢ene su 7 dana stare kulture
gajene na PDA podlozi. Fragmenti kolonija gde je doSlo do sporulacije su preneti sterilnom
laboratorijskom iglom (eza) u epruvetu sa 10 ml sterilne destilovane vode. SadrZaj epruvete
je dobro izmeSan na vorteksu kako bi se oslobodile spore gljive nakon Cega je 1 ml ove
suspenzije (razredenje 1:10) stavljen na povrSinu 2% podloge WA (vodeni agar) u
Petrijevoj kutiji. Zatim je iz epruvete sa gornjim razredenjem odmereno 1 ml suspenzije i
sadrzaj je prenet u epuvetu sa 9 ml sterilne destilovane vode, kako bi se dobilo razredenje
1:100. Nakon meSanja na vorteksu, 1ml suspenzije razredenja 1:100 je nanesen na povrsinu
2% WA podloge u drugoj Petrijevoj kutiji. Sadrzaj u kutijama je kruznim pokretima razliven
po celoj povrsini podloge, a zatim su kutije poredane pod uglom od 30° i inkubirane 24 sata
na 25 °C u mraku. Nakon 24 sata pregledana je povrSina petrijevih Kkutija
stereomikroskopom i komadi¢ podloge sa jednom isklijalom sporom je iseCenen sterilnom
stklenom iglom ru¢no napravljenom po postupku opisanom u radu Goh (1999). Podloga sa
klijalom sporom je posatvljena u centar Petrijeve kutije sa PDA podlogom. Kutije su
zatvorene parafilmom iinkubirane na 25 °C u mraku.

Dobijeni monosporijalni izolati su presejani u epruvete sa zakoSenom podlogom
PDA i inkubirani na 25 °C u mraku. Nakon razvoja micelije, epruvete zatvorene parafilmom
u stalcima upakovanim u plasticene kese su cuvane u frizideru na +4 °C. Ponovno
presejavanje (subkultivacija) formirane kolekcije izolata je vrSeno svakih 6 meseci radi

revitalizacije kultura (slika 10).

Slika 10. Formiranje kolekcije na kosoj PDA podlozi (original)
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4.3. Identifikacija vrsta roda Alternaria

Identifikacija vrsta roda Alternaria je izvrSena najpre na osnovu morfoloskih
osobina reproduktivnih organa prema determinatoru Simmons (2007). Obzirom da su
dosadasnja istraZivanja (Niessen 2007; Pryor i Michailides, 2002; Pavon i sar., 2012;)
pokazala da morfoloske i odgajivacke karakteristike nisu dovoljno informativne za pravilnu
determinaciju vrsta Alternaria, identifikacija odabranih izolata potvrdena i molekularnom

metodom lanc¢ane reakcije polimeraze (Polymerase Chain Reaction-PCR).

4.3.1. Determinacija Alternaria spp. na osnovu morfoloskih

osobina
Subkultivacija Alternaria spp. izvrSena je presejavanjem izolata sa PDA na specifi¢ne

podloge za Alternaria vrste, krompir Sargarepa agar (PCA) i podlogu sa dodatkom soka
paradajza (V8) (slika 11). Izolati su presejani u Petrijeve kutije (pre¢nika 90mm) i
inkubirani 5 dana u termostatu u mraku na temepraturi od 24 °C, a zatim izloZeni
fluorescentnom osvetljenju tokom 2 dana. Nakon 7 dana posmatrana su makroskopska i
mikroskopska svojstva izolata. Makroskopske osobine proucavane su na podlozi V8,
prilikom Cega je pracen intenzitet rasta, izgled i boja kolonije, kao struktura vazdusne i
supstratne micelije. Mikropskopske odlike izolata Alternaria spp. posmatrane su na podlozi
PCA, gde su opisane morfoloSke karakteristike reproduktivnih organa, katenulacija,
odnosno sporulacija i prostorni raspored sporonosnih tvorevina, duzina i Sirina kondija i
septiranost. Merene su dimenzije slu¢ajno odabranih, potpuno zrelih konidija; prosek je
obracCunat za najmanje 100 ponovljenih merenja. Mikroskopski preparat je pripreman u
kapi sterilne vodu u koju je kopljastom iglom nanet fragment kolonije ispitivanih izolata
Alternaria spp. Tako pripremljen materijal je potom prekrivren pokrovnim staklom i
posmatran uz pomo¢ optickog mikroskopa Olympus CX41 pod direktnim uvecanjima od

40x do 400x.

Slika 11. Priprema izolata Alternaria spp. za morfoloSku identifikaciju

46



4.3.2. Molekularna identifikacija izolata Alternaria spp.

Metoda lancane reakcije polimeraze (PCR) primenjena je u cilju molekularne
detekcije i identifikacije izolovanih Alternaria spp. sa zrna spelte, kao potvrda identifikacije
na osnovu koncencionalnih metoda. Najce$¢i region koji se koristi u dijagnostickim
postupcima determinacije gljiva je nuklearna ribozomalna DNK (nr DNK). U okviru ovog
regiona nalaze se konzervativni geni koji kodiraju 18S, 5.8S i 28S rRNK molekule (slika 12).
Selektivno umnoZzavanje genskih segmenata iz ITS regiona (Internal Transcribed Spacer) nr
DNK (ITS1, 5.8rRNA, ITS2) vrSeno je primenom odgovarajuceg para univerzalnih prajmera
koji omogucavaju umnoZavanje i kasnije sekvencioniranje ITS regiona ribozomalne DNK

Eukariota (White, 1990).

I8l —  ITS2
185 5.8S 288

Slika 12. ITS region eukariotske nrDNK

4.3.2.1. Ekstrakcija DNK.

DNK je ekstahovana po uputstvu proizvodaca koriS¢enjem komercijalnog kita DNA
Isolation kit (Agilent Tehnologies). PocCetni materijal 25 ispitivanih izolata je prethodno
odgajan na PDA u toku sedam dana, pri 24 °C u mraku i micelija je direktno nanoSena
sterilnim skalpelom u ependorf tubice. Sakupljanje vazduSne micelije vrSeno je vrlo paZljivo
kako bi se izbeglo unoSenje fragmenta podloge u pocetni meterijal za ekstrakciju. Odmerena
koli¢ina micelije (60 mg) od svakog uzorka preneta je u mikrotubicu zapremine 1,5ml, gde
je uz dodavanje je 500 pL Nucleic Acid Binding pufera vrSena homogenizacija na vorteksu.
Suspenzija je prebacena u DNA Binding Spin Cup kolonu sa filterom, koja se nalazi u
kolektorskoj tubici zapremine 2ml. Filter u DNA Binding Spin Cup kolonama u procesu
ekstrakcije ima ulogu da veZe molekule DNK i na taj nac¢in omogucava njihovo izdvajanje.
Nakon centrifugiranja u trajanju od 1 minut na 14 000 rpm, odstranjena je te¢na faza koja
je propustena kroz filter, dodato je 500 uL High Salt Wash pufera i ponovljen isti postupak
centrifugiranja i odbacivanja te¢ne faze. Nakon ovog procesa, sledio je postupak ispiranja
etanolom Kkako bi se uklonile necistoce koje su se pored DNK vezale za filter. Postupak
dodavanja 500 pL 80% etanola, centrifugiranje 1 minut na 14 000 rpm i odlivanje tecne

faze ponovljen je tri puta, s tim Sto je nakon treceg ispiranja sadrzaj centrifugiran 14 000
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rpm u toku 2 minuta da bi se potpuno otklonili ostaci tecnosti. Nakon centrifugiranja, DNA
Binding Spin Cup kolona sa filterom prebacena u novu ependorf tubicu sa poklopcem
zapremine 1,5ml i na ilter je sipano 100 pL Elution pufera. Uzorci su zatim inkubirani na
sobnoj temperaturi 1 minut da bi se omogucilo oslobadanje i ratvaranje DNK sa filtera,a
potom su tubice centrifugirane 1 minut na 14 000 rpm. Te¢na faza koja je prosla kroz filter
predstavljala je ukupnu ektrahovanu DNK i tako dobijeni uzorci su ¢uvani na -20 °C do dalje

upotrebe.

4.3.2.2. Lancana reakcija polimeraze (PCR)

Kod svih izolata ITS region je amlifikovan parom univerzalnih prajmera ITS1 (5_-
TTCGTAGGTGAACCTGCGG-3_) i ITS4 (5_-TCCTCCGTCTATTGATATGC-3_) (Tabela 5). PCR
reakcija obavljena je u radnoj zapremini od 50 pL koris¢enjem 25 pL Paq5000 Hotstart PCR
Master Mixa pripremljenog po uputstvu proizvodaca (Agilent Technologies, USA) , 22 uL
destilovane vode, po 1 pL svakog prajmera (100 pmol/ul, Metabion International,
Deutschland) i 1 pL ekstrahovane ukupne DNK. U svim reakcijama, negativnu kontrolu za
detekciju kontaminacije predstavljao je uzorak sa svim reagensima potrebnim za
umnoZavanje DNK u koji je umesto DNK uzorka dodana molekularna RNase-free voda
(Molecular Biology Grade Water, Eppendorf). LanCane reakcije polimeraze izvedene su na
uredaju PCR Thermo Cycler (Sure Cycles 8800; Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
pri slede¢im uslovima: 1 ciklus inicijalne denaturacije nuklinskih kiselina (2min na 95 °C );
30 ciklusa koji se sastoje od denaturacije (20 sek na 95 °C) hibridizacije (20 sek na 54 °C) i
elongacije prajmera (30 sek na 72 °C). Posle poslednjeg ciklusa nastupa finalna elongacija u
trajanju od 5 min na 72°C kako bi doslo do kompletiranja parcijalni elongiranih produkata

(Agilent technogies, USA).

Tabela 5. Prajmeri primenjeni za identifikaciju Alternaria spp.

Ciljna Naziv Sekvenca VeliCina Literaturni
sekvenca prajmera fragmenta izvor

ITS ITS 1 TTCGTAGGTGAACCTGCGG @ 500-600 bp* Bensassi i
Eukariota | ITS4 TCCTCCGTCTATTGATATGC sar. (2009)

*bp: bazni parovi
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4.3.2.3. Vizuelizacija i analiza produkata PCR reakcija

Ucinak amplifikacije proveren je vizuelizacijom umnoZenih PCR produkata pomocu
kapilarne lab-on-chip  elektroforeze na uredaju Agilent 2100 Bioanalyser (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA). Koncentracija DNK odredena je koriS¢enjem kita Agilent
DNA 1000 koji ¢ine sledeci reagensi:

DNA 1000 Ladder (Zuta )
DNA 1000 Markers 15/1500bp (zelena #)
DNA Dye Concentrate (plava %) - koncentrat boje
DNA Gel Matrix (crvena #)-gel matriks
Priprema uzoraka i njihovo nanoSenje na ¢ipove izvedeno je u skladu sa uputstvom

proizvodaca (Agilent Technologies, Santa Clara, CA).

Pripema smeSe gela i boje (Gel-Dye Mix)

Pre pocetka analize koncentrat boje, zasticen od svetla aluminijumskom folijom i gel
matriks su ekvilibrisani na sobnoj temperaturi 30 minuta. Nakon ekvilibracije, koncentrat
boje je vorteksovan 10 sek i 25 pl je dodato u DNK gel matriks (slika 13). Smesa gela i boje
je stavljena na vorteks 10 sek i ceo sadrzaj je prebacen u tubu sa filterom (Receptable Spin

Filter) nakon cega je centrifugiran 15 min na 6 000 rpm. Zatim je filter izvaden i odbacen a

gel-dye mix ¢uvan na 4 °C do daljeg koriSc¢enja.

ﬁ gel-dye mix
25 pl dye

L)
Vi

Slika 13. Priprema Gel- Dye Mix

NanosSenje Gel-Dye Mix

Pripremljen reagens Gel-Dye Mix je ekvilibrisan na sobnoj temperaturi 30 min pre
upotrebe. Svaki DNK Cip ima 16 otvora kruznog oblika, od kojih je 12 namenjeno za
ispitivane uzorke. Otvori ¢ipa koji sluZe za analize uzoraka su napunjeni meSavinom gela i
boje tako da se formiraju paralelni Suplji kanali¢i gela sa fluoroscentnom bojom za detekciju
(sa izgledom sita na poprecnom preseku). Naneto je i ubrizgano pod pritiskom uz pomoc¢

injektora u toku od 60 sekundi u predvideni otvor (obelezen G) 9 ul smese gela i boje (slika
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14 a, b). Pripremljena smesa gela i boje je dodata u istoj koli¢ini i u druga dva otvora cipa

(obeleZeni g, g) (slika 14c)

NanoSenje markera

Zatim je naneto 5 ul markera u otvor obeleZen # kao i u ostalih 12 otvora namenjenih za

uzorke (slika 14 d).

Nanosenje ladder-a i uzoraka

U otvor obeleZen # naneto je 1 pl ladder-a (slika 14e). Po 1 pl uzoraka je naneSeno u
mesta predvidena na ¢ipu za uzorke (slika 14 f). Pripremljen Cip je vortkesovan 1 minut na
2000 rpm i postavljen u leZiste uredaja za Cip elektroforezu Agilent 2100 Bioanalyzer.
Rezultati su analizirani pomocu ekspertskog softvera 2100 i predstavljeni su graficki
(elektroforegram) i tabelarno za svaki uzorak posebno. Prisustvo DNK fragmenata

ocekivane duZine od 500-600 bp smatrano je kao pozitivna reakcija.

Cooo cooe
o000 sRaRo) J
(aasy ] o000
oooo cooo

pressurize 9 pl gel-dye

eeeC o000 L X R No
L L R A8 o000 L R X Ja
LR X Je o000 *ee0
a0 QOOe L X R Neo

5 pl marker 1 pl ladder 1 pl sample

d) e) f)

Slika 14. Redosled nanoSenja ragenasa i uzoraka na Cip kapilarne elektroforeze
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4.3.2.4. Precis¢avanje PCR produkata i sekvencioniranje

Nakon uspesSne amplifikacije, PCR produkti preciS¢eni su pomocu QIAquick PCR
Purification Kit-a (Qiagen, Hilden, Germany), prema uputstvu proizvodaca. Jedna
zapremina reakcione smeSe i PCR produkta pomesSana je sa pet zapremina PB pufera, zatim
je prebacena u QIAquick kolonu smeStenu u kolekcionu tubicu zapremine 2 ml i
centrifugirana 1 min na maksimalnom broju obrtaja (13 000 rpm) u cilju vezivanja DNK za
filter. Nakon odlivanja tecne faze, u QIAquick kolonu je dodato 750 ul PE pufera u cilju
ispiranja necistoca, nakon ¢ega je tubica sa uzorkom centrifugirana ponovo 1 min na 13000
rpm. Tecna faza je zatim ponovo odbacena, a QIAquick kolona vracena u istu kolekcionu
tubicu i centrifugirana 1 min na 13 000 rpm kako bi se reziduali pufera potpuno uklonili. U
cilju rastvaranja DNK, QIAquick kolona je smeStenu u novu tubicu od 1,5 ml, dodato je 30ul
EB pufera i nakon stajanja 1 min na sobnoj temperaturi, centrifugirana je 1 min na 13 000
rpm. Dobijena DNK cuvana je na 4 °C do kvantifikacije i pripreme za slanje na usluzno
sekvencioniranje.

PreCiS¢eni uzorci su razdvojeni lab-on-chip elektroforezom kako bi se proverila
Cistoca amplikona, procenila molekularna teZina i odredila koli¢ina sintetisane DNK.
Koli¢ina umnoZenih fragmenata u svakom uzorku odredena je poredenjem dobijenih
produkata sa fragmentima komercijalnog markera 100 bp DNA Ladder (Serva GmbH, UK) sa
poznatim koli¢inama svih frakcija u markeru. UmnoZeni fragmenti su nakon precis¢avanja
poslati na usluzno sekvencioniranje u u oba smera na ABI 3730XL Automatic Sequencer-u

Macrogen Europe Inc.(Amsterdam, Holandija).

4.3.2.5. Analiza sekvenci i identifikacija BLAST metodom

Dobijene sekvence ITS regiona su primenom BLAST algoritma uporedene sa

dostupnim sekvencama u NCBI bazi podataka (www.ncbi.nlm.nih.gov) i na osnovu toga je
uradena identifikacija izolata. Nakon identifikacije, sekvence su poravnate pomoc¢u ClustalW
algoritma (Larkin i sar., 2007). Terminalni regioni skekvenci kojima su nedostajali podaci
su uklonjeni, tako da su sve sekvence svedene na jednak broj molekularnih karaktera.
KoriS¢enjem programa Mega 5 (Tamure i sar., 2011) izvrSeno je poredenje sekvenci izmedu
vrsta, ali i izmedu izolata iste vrste kako bi se ustanovio nivo varijabilnih sekvenci. Sve
sekvence su podnete u NCBI bazu podataka gde im je dodeljen pristupni broj (GenBank

Accession Number).
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4.4. Provera patogenosti odabranih izolata A.tenuissima i
A.infectoria vestackom inokulacijom u poljskim uslovima

[spitivanje patogenosti izolata A .tenuissima i A. infectoria na klasovima spelte vrSeno
je tokom 2011. i 2012. godine veStackom inokulacijom klasova 3 razli¢ita genotipa spelte
(Nirvana, Austria i Ostro) na ogledinim parcelama Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u
Rimskim Sanéevima. U ispitivanja su uklju¢ena 2 izolata A. tenuissima (u daljem radu A.
tenuissima 1 Sto odgovara uzorku Bsp5 i A.tenuissima 2 $to odgovara uzorku Esp5) i jedan
izolat A.infectoria (Sto odgovara uzorku Espl). Pored gljivicnog inokuluma, u tretmane su
bili ukljuceni, kao kontrole kombinacije, fungicid na bazi prohloraza (267 g/1) i
tebukanazola (133 g/1) i destilovana voda. Veli€ina elementarne parcele je iznosila 5 m?, sa
deset redova duZine 5m i medurednim rastojanjem od 10 cm. Ogledi su postavljeni po

metodi potpuno slucajnog blok sistema u Cetiri ponavljanja.

Radi umnoZavanja inokuluma, fragmenti micelija izolata A .tenuissima (1) i (2) i A.
infectoria presejani su u po pet velikih Petrijevih kutija (precnika 150 mm) na podlogu PDA i
inkubirani u termostatu na temperaturi od 25 °C. Tokom 10 dana micelija je potpuno
prekrila povrSinu Petrijeve kutije. Nakon razvoja gljiva, sadrzaj je prenet u blender i uz
dodatak 600 ml destilovane miksovanjem pripremljena je suspenzija za inokulaciju.
Koncentracija infektivnih cestica (fragmenata micelije) odredena je pomo¢u hemocitometra

i u proseku kretala se oko 106 infektivnih Cestica/ml.

Inokulacija klasova sve tri sorte spelte vrSena je u fazi cvetanja (2.06.2011. i
29.05.2012.), pomoc¢u rucne prskalice, u tri ponavljanja, tako Sto je u svakom tretmanu
nanosSeno po 200ml suspenzije inokuluma, odnosno po 200 ml fungcida i vode (slika 15).
Ovako inokulisani klasovi su po metodi Balaz i sar. (1992), pokriveni prvo polietilenskim
dZakovima (radi obezbedivanja dovoljne vlaZnosti za ostvarenje infekcije), a nakon toga i
papirnim dzakovima (radi zaStite od pregrejavanja). DZakovi su skinuti posle 24 casa.
Inokulacija je ponovljena nakon 14 dana. U fazi pune zrelosti, zaraZeni klasovi, kako i oni
tretirani fungicidom i vodom, skidani su ru¢no i ¢uvani u papirnatim vre¢ama u frizideru na

+4 °C za dalja ispitivanja.
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Slika 15. Vestacka inokulacija spelte u fazi cvetanja (original)

Pojava simptoma posmatrana je dve nedelje od inokulacije. Sa zrna na kojima su se
razvili simptomi, izvrSena je reizolacija i dobijene su monosporijalne kulture reizolata
koriS¢enjem istih metoda kao pri izolaciji. Kolonije dobijenih reizolata (izgled, boja,
zoniranost) uporedene su sa kolonijama izolata. Stepen zaraze je izraZen procentualno (%)

na oljustenim zrnima za svaku godinu pojedinacno.

4.5. Ocena zaraze biljaka spelte inokulisanih Alternaria
spp. uz poredenje intenziteta zaraze posebno oljustenih zrna
i zrna sa plevicastim omotacima

4.5.1. Odredivanje stepena zaraze zrna spelte Alternaria spp.

Intezitet zaraze zrna ocenjen je nakon veStacke inokulacije klasova spelte
(Nirvana, Austria i Ostro) tokom 2011. i 2012.god. izolatima A.tenuissima (1) i (2) i A.
infectoria, kao i na zrnima iz kontrolnih tertmana ( ungicid i voda). Ocena zaraze vrsena je
posebno za oljuStena i plevi¢asta zrna. Za odredivanje intenziteta zaraze zrna spelte
koriS¢en je prethodno opisan metod za ispitivanje zdravstvenog stanja zrna na vlaZnom
filter papiru (Pitt i Hocking, 1985). Pregledom uzoraka izracunat je procenat zaraze u

svakom ponavljanju (I-1V) za svaki tretman.
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4.5.2. Kolorimetrijska merenja intenziteta zaraze zrna spelte

Alternaria spp.

Boja zaraZenih zrna spelte od strane Alternaria spp. i zrna tretiranih fungicidom
odredena je hromametrom (MINOLTA, Chroma Meter CR-400, Minolta Co., Ltd, Osaka,
Japan) sa D-65 osvetljenjem, 2° standardnim uglom posmatranja i 8 mm otvorom u glavi
merenja. Merenja su vrSena posebno na plevicastim i oljuStenim zrnima. Kalibracija je
izvrSena na beloj kalibracionoj plocici, a merenja su radena u pet ponavljanja. Rezultati su

ocitani sa instrumenta prema CIE L*a*b* sistemu boja (Robertson, 1977) gde je:

- L* pokazatelj svetloce i krece se u rangu od 0 (crno) do 100 (belo)

- a* pokazatelj odnosa intenziteta crvene (a*+) /zelene boje (a-)

- b* pokazatelj odnosa intenziteta zZuto (b*+)/plave boje (b*).

Merenja su vr$ena na plevicastim omotacima i oljustenim zrnima posebno.

Imajuci u vidu cilj nasSih istrazivanja, koji se odnosi na utvrdivanje mere zastite
plevicastih omotaca na prodiranje Alternaria spp. i intenzitet zaraze zrna splete, u daljoj
statistiCkoj obradi podataka analizirana je varijabilnost parametra L* kao pokazatelja

svetloce odnosno tamne obojenosti zrna.

4.6. Odredivanje parametara prinosa inokulisanih
biljaka

Za analizu produktivnosti klasa odredena je masa inokulisanih klasova genotipova
Nirvana, Austria i Ostro nakon tretmana tj. inokulacije izolatima A.tenuissima (1),
A.tenuissima (2) i A.infectoria i kontrole fungicidom i vodom tokom 2011. i 2012.god. U
punoj zrelosti useva od svakog genotipa, iz svakog tretmana i iz svih ponavljanja uzeto je
metodom slucajnog uzorka po 100 klasova spelte za analizu produktivnosti klasova. Masa

klasova merena je na tehnickoj vagi i izraZena je u gramima (g).
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4.7. Odredivanje sadrzaja mikotoksina (AOH i AME)
tecnom hromatografijom visoke performance (HPLC
metodom) posebno u plevicastim omotac¢ima i oljuStenim
Zrnima

4.7.1. Priprema uzoraka

U cilju pripreme uzoraka za analizu alternaria toksina, klasovi tri raziCita
genotipa spelte (Nirvana, Austria i Ostro), veStacki inokulisani odabranim Alternaria spp. i
tretiranih fungicidom i vodom tokom 2011. god, oljuSteni su laboratorijskom ljustilicom
(model MDF1, RePietro, Gaggiano, Italija) u Institutu Tami$ u Pancevu. Oljustena zrna

Cuvana su odvojeno od plevicastih omotaca na tamnom i suvom mestu.

4.7.2. Ekstrakcija i precis¢avanje Alternaria toksina

Ekstrakcija mikotoksina iz spraSenog uzorka izvrSena je po postupku Li i Yoshizawa
(2000). Odmereno je po 15+0,001 g oljustenog zrna spelte i posebno plevic¢astih omotaca
uzeto od svih genotipova i iz svih tretmana. Svi uzorci su samleveni do frakcije praha u
laboratorijskom mlinu (Bag Mixer 400P; Interscience, St. Nom, France). Uzorci su rastvoreni
u 75 ml smeSe acetonitrila i 4% KCl (CH3CN/4%KCl=9/9) tokom 30 minuta muckanja u
rotacionom Sejkeru na sobnoj temperaturi (22-24°C) uz dodavanje 15 ml 1M HCI. Nakon
filtriranja, 45ml filtrata (Sto je odgovaralo 7,5 g uzorka spelte) je precis¢eno sa 90 ml 0,05M
Pb(CH3COO0): i uzorak je ponovo filtriran. Dobijeni filtrat (75 ml) ekstrahovan je tri puta sa
20 mL dihlormetana. Organske faze su kombinovane uparene do suva i rastvorene u 1mL
metanola za dalju analizu alternariol (AOH) i alternariol monoetil etra (AME) HPLC

metodom.
Hemikalije i reagensi

U analizama koriS¢eni su standardi AOH (Cistoce 97.8%) i AME (Cistoce 99.2%)
Romer Labs Diagnostic GmbH (Tulln, Austria). Radni rastvori standarda su dobijeni
dodavanjem 1,000 ml+0,014 ml metanola. Koncentracije standarda upotrebljene za
kalibracionu krivu kretale su se u rasponu od 0,625 do 10 pg mL-1. Koncentarcija AOH
osnovnog rastvora iznosila je 98,8 pg/ml * 3,2 pg/ml, dok je za AME bila 98,6 pg/ml + 2,0

ug/ml. Za pripremu mobilne faze koris¢en je metanol HPLC Cistoce.
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4.7.3. Detekcija mikotoksina HPLC metodom

Analize su izvedene na uredaju HPLC Agilent 1200 Series (Agilent Technologies Inc.,
USA) opremljenim degazerom, binarnom pumpom, delom za automatsko ubacivanje
uzoraka (eng. ,autosampler”), termostatiranog dela za hromatografsku kolonu i detektorom
od niza dioda (DAD) (slika 16). Za razdvajanje Alternaria toksina koriS¢ena je Agilent Eclipse
XDB-C18 kolona (50 mm x 4,6 mm; 1,8 um) (Agilent Technologies Inc., USA) pri konstantnoj
temperaturi od 40 °C. Zapemina injektovanja iznosila je 5 pl. U radu je koriS¢en gradijentni
model rada gde je mobilna faza bila metanol-voda (rastvarac A - voda sa 385 mg/l amonijum
acetata; rastvarac B - metanol) (1:9 v/v) pri protoku od 0,5 ml/min. PoCetna koncentracija
mobilne faze je odrzavana 0,5 min da bi nakon toga koncentracija metanola porasla do
100% u trajanju od 9,5 min. Nakon odrzZavanja ovih uslova 3,5 min, metanol je vra¢en na
pocetnu koncentraciju. Snimanje hromatograma je trajalo 20 minuta na talasnoj duzini od
275 nm za oba mikotoksina AOH i AME. Granica kvantifikacije je bila 83 ppb za obe
komponente. Pikovi su detektovani u UV spektru na osnovu vremena retencije. Podaci su
analizirani koriS¢enjem programa Software Agilent Chem Station for LC 3D Systems Rev.

B.02.01 SR1 (260).

Slika 16. Osnovana Sema HPLC-a (ConHelius, 2003)- A - posude za rastvarace,mobilne faze;
B - meSanje mobilnih faza C - gradijent ventil; D - visoko-pritisna pumpa;E - komora za
mesanje; F - rucni injektor; G - kolona;H - HPLC-jedinica; I - detektor; J,K - rac¢unar; L -

Stampac
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4.8. Metode ocene prometnog i tehnoloskog kvaliteta

spelte inokulisane Alternaria spp. i tretirane fungicidom

Ocene prometnog i tehnoloSkog kvaliteta spelte u ovim istraZivanjima
sprovodene su po standardnim metodama ispitivanja kvaliteta Zita i brasna (Kaluderski i
Filipovi¢, 1998). U cilju odredivanja u kojoj meri zaraza Alternaria spp. utice na prometni u
tehnoloski kvalitet zrna i brasna spelte, prilikom ocenjivanja su kori§¢ena zrna tri razlicita
genotipa spelte (Nirvana, Austria i Ostro) veStacki inokulisani Alternaria spp. i tretirani
fungicidom u poljskim uslovima na oglednim parcelama na Rimskim San¢evima tokom
2013. godine. Nakon ru¢nog skidanja klasova izvrsena je vrSidba laboratorijskom vrsilicom
Wintersteiger LD180. Za analize prometnog i tehnoloSkog kvaliteta spelte ispitivane su

fizicko-hemjske osobine oljuStenog zrna kao i tehnoloska svojstva brasna i testa.
Analizirani su slede¢i pokazatelja prometnog i tehnoloSkog kvaliteta zrna i brasna:

Zapreminska masa

Masa 1000 zrna

Veli¢ina zrna

Sadrzaj proteina

Broj padanja po Hagberg-u
Mlevenje

SadrZaj vlaznog glutena
Gluten-indeks

Kvalitet brasna na ekstenzografu

Miksolab

YV V.V V V V V V V V
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4.8.1. Odredivanje zapreminske mase

Za odredivanje zapreminske (hektolitarske) mase ispitivanja su vrSena prema
standardnoj metodi prema Pravilniku o metodama fizickih i hemijskih analiza za kontrolu
kvaliteta Zita, mlinskih i pekarskih proizvoda, testenina i brzosmrznutih testa ( "Sluzbeni list
SFRJ" br. 74/1988). Zpreminska masa odredena je merenjem pomoc¢u Soperove (Schopper)

vage uz koriS¢enje tablica za oCitavanje zapreminske mase i izrazena je u kg/hl.

4.8.2. Odredivanje mase 1000 zrna

Masa 1000 zrna svakog uzorka spelte odredena je merenjem dva puta po 500 celih
zrna bez primesa, sa tacno$¢u 0,1g, nakon cega su dobijene vrednosti sabrane. Masa 1000
zZrna izrazena je u gramima (g).
Dobijena masa preracunata je pomocu formule:
mx(100-v)
Masa 1000 zrna = ——————
100

m - izmerena masa 1000 celih zrna; v - sadrZaj vlage u pSenici izrazen u %.

4.8.3. Odredivanje velicine zrna

Za merenje veli¢ine zrna odmereno je po 100 g uzorka bez primesa koji su
propusteni kroz laboratorijski uredaj za reSetanje na mehanicki pogon sa otvorima
prilagodenim osobinama pSenice. Otvori reSeta su pravougaonog oblika duZine 20mm i

Sirine 2,2; 2,5; 1 2,8mm. Udeo zrna razlic¢itih veli¢ina prikazan je procentualno (%).

4.8.4. Odredivanje sadrzaja proteina

Odredivanje sadrZaja proteina u ispitivanim uzorcima spelte izvrSeno je metodom
bliske infracrvene spektroskopije (Near Infarared Reflectance, NIR) na uredaju Infratec 1241
Grain Analyzer (Foss Analytical AB,Hillergd, Denmark) uz primenu kalibracija validovanih u
sklopu akreditovane Laboratorije za tehnologiju, kvalitet i bezbednost hrane FINSLab

(FINSLab-5.4-3M-001,2007). Sadrzaj proteina izraZzen je u procentima i automatski
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preracunat na suvu materiju. Podaci o sadrzaju vlage su iskoriS¢eni u cilju izracunavanja
sadrzaja vode za kondicioniranje pSenice pre mlevenja, kao i da bi se dobili podaci o masi

uzorka koja je potrebna za odredivanje broja padanja po Hagbergu.

4.8.5. Metoda laboratorijskog mlevenja pSenice

Cilj mlevenja ociS¢ene i nakvaSene pSenice u laboratorijskom mlinu je simulacija
mlevenja u industrijskim uslovima pri ¢emu se dobija brasno koje je po svojim osobinama
slicno brasnu iz industrijskog mlina. OciS¢eni uzorci zrna spelte iz svih tretmana (3 kg)
nakvaSeni su do 13,5% vlage, a zatim ostavljeni da odleze 24 h. Pola sata pre mlevenja
uzorci su dodatno nakvaseni do sadrzaja vlage od 15% a potom samleveni na mlevnom
automatu MLU - 202 (Biihler, Uzwil, Switzerland) koji daje tri brasna sa prolazista krupljenja
(I, ITi 1) i tri brasna sa prolazista mlevenja (1, 2 i 3) (Kaluderski i Filipovi¢, 1998).

Dalja ispitivanja izvedena su na 60%-nom laboratorijskom brasnu, koje predstavlja
maseni procenat izdvojenog belog brasna iz pSenice mlevene na laboratorijskom mlinu.
Ovakvo brasno dobijeno je spajanjem brasna 1 i 2 prolaziSta krupljenja i 1 i 2 prolazista
mlevenja, nakon Cega je izmerena masa ove mesSavine. MeSavini brasna zatim je dodato
tacno toliko mase brasna 3 prolaziSta mlevenja, koliko je nedostajalo da bi se dobilo 60 %

izbrasnjavanje. Uzorak 60%-nog brasna je homogenizovan.

4.8.6. Odredivanje broja padanja po Hagberg-u

Brojenjem padanja meri se aktivnost enzima alfa-amilaze. Metoda se zasniva na brzoj
Zelatinizaciji skroba u suspenziji brasna i vode, merenju viskoziteta skrobnog gela, odnosno
merenju likvefakcije skroba (prevodenja c¢vrste faze u tecnu) izazvane dejstvom alfa-
amilaze. Broj padanja predstavlja ukupno vreme, izrazeno u sekundama, od momenta
unoSenja kivete sa suspenzijom u vodeno kupatilo pa do kraja penetracije meSalice
viskozimetra kroz zagrejani skrobni gel. Za analizu se Korisiti aparat po Hagberg-u sa

pripadajuc¢im priboroma, kao i mlin Falling Number.
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4.8.7. Odredivanje sadrzaja vlaznog glutena

Princip odredivanja sadrZaja glutena zasniva se na osobini glijadina i glutenina,
osnovnih sastojaka glutena, koji su nerastvorljivi u rastvoru kuhinjske soli. Odvagom 10 g
(0, 01g) brasna dodaje se 5-5,5 ml 2% rastvora za ispiranje i formira se homogeno testo.
Ispiranjem testa i mehanickim pritiskom testo se oslobada rastvorljivih sastojaka i skroba,
prilikom Cega zaostaje gumasta masa glutena. Odredivanje sadrZaja vlaznog glutena radeno
je prema modifikovanoj metodi ICC standard method 137/1 uz maSinsko ispiranje glutena na
aparatu Theby (ICC Standards, 1996). Nakon prestanka izdvajanje skroba, vlaZan gluten je
centrifugiran (Perten Instruments, Huddinge, Sweden) i nakon suSenja pod presom izmeren

na tehnickoj vagi.

SadrZaj vlaznog glutena izraZen je u procentima (%) i izracunat po sledecoj formuli:
SadrZaj vlaZnog glutena (%)= ——
gde je:
a - masa vlaznog glutena dobijena nakon ispiranja u (g)

m - masa uzorka uzetog za analizu u (g).

4.8.8. Ekstenzografska analiza

Kvalitet brasna na ekstenzografu raden je prema proceduri Pravilnika o metodama
fizickih i hemijskih analiza za kontrolu kvaliteta Zita, mlinskih i pekarskih proizvoda,
testenina i brzo smrznutih testa ("Sluzbeni list SFR]" br. 74/1988). Fizicke osobine testa
tokom uzastopnog odmaranja i uniaksijalnog rastezanja mereni su na uredaju ekstenzograf
(C.W. Brabender, Duisburg, Germany). Izmereni su otpor, rastegljivost, energija i odnos

otpora prema rastegljivosti (O/R) a rezultati su predstavljeni u vidu krive-ekstenzograma.

4.8.9. Miksolab analiza

Miksolab je instrument najnovije generacije koji daje brojne podatke o interakciji
efekata mehanickog naprezanja (zamesa, premesa i oblikovanja) i temperaturnih promena
karakteriSuc¢i procese hidratacije, Zelatinizacije, struktuiranja glutenske mreze, enzimskih

procesa i dr. (Kahraman i sar., 2008). Postupak merenja obuhvata mesanje testa pod
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kontrolisanim temperaturnim uslovima i pri porastu temperature do 90°C, nakon Cega sledi
hladenje do 50°C. Pri tom, miksolab meri u realnom vremenu momenat torzije (Nm) koji se
javlja u testu izmedu dve lopatice. Nakon formiranja testa, uredaj meri njegovo ponasanja u
funkciji vremena, razvoja testa tokom mesanja i temperature. Uz pomo¢ miksolaba moguce
je pratiti ponaSanje testa u toku meSenja i zagrevanja, tj. omoguceno je odredivanje
doprinosa obe frakcije (proteina i skroba) na reoloSke osobine testa. Stoga, miksolab metod

simulira proces pecenja hleba, od trenutka zamesa do kraja pecenja.

Reolosko ponaSanje testa tokom mesSanja i zagrevanja praceno je pomocu miksolaba
(Chopin Technologies, Francuska) primenom "Chopin+" protokola prema ICC 173 (ICC
Standards, 1996). Test pocCiva na pripremi mase testa sa konstantnom vlagom kako bi se
dobila Zeljena konzistencija testa tokom prve faze ogleda. Po "Chopin+" protokolu, masa
testa iznosi 75 g, a njegova ciljana konzistencija je 1,1 Nm (*0,07). Miksolab profil je
podeljen u pet stadijuma koje karakteriSu pet tacaka (C1-C5) kao i drugi parametri koji su

rezultat nastalih razlika izmedu pojedinacnih tacaka (slikal7).

Torque (nm)

Temperature (°C)

1 251 501 751 1001 1251 1501 1751 2001 2251 2501

Time (s)
Slika 17. Standardna miksolab kriva (Papouskovai sar., 2011)
Nakon merenja dobijeni su sledec¢i parametri krive:

e MUV - mo¢ upijanja vode (%) odn. koli¢ina vode koju brasno moZe da apsorbuje da
bi se dobila Zeljena konzostencija u fazi konstantne temperature

e Vreme razvoja (min) - trajanje formiranja testa (Sto je brasno jace, to ono duZe traje)

e Stabilinost testa (min) - otpor testa prilikom meSanja (Sto ono duZe traje, to je testo
sjace”)

e Amplituda (Nm) - elasti¢nost testa( Sto je vrednost veca, to je elasti¢nost basna veca)
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e (1 - maksimum torzije nakon meSanja na 30°C (inicijalna maksimalna konzistencija
koja sluzi za odredivanje moci upijanja vode

e (2 - minimalna vrednost torzije na pocetku zagrevanja -Nm (merenje slabljenja
proteinske mreZe na osnovu mehanickog rada i temperature)

e (3 - maksimalna vrednost (pik) torzije u fazi zagrevanja-Nm (merenje klajsterizacije
skroba)

e (4 - minimalna vrednost torzije nakon perioda zagrevanja-Nm (merenje stabilnosti
gela nastalog na toplo)

e (5 - maksimalna vrednost torzije nakon period hladenja na 50°C- Nm (merenje

retrogradacije skroba u period hladenja)

4.9. Statisticka obrada podataka

Dobijeni ekperimentalni rezultati obradeni su primenom statistiCkog programa
Statistica 12.0 (StatSoft,Inc., 2012). Dvofaktorijalnom analizom varijanse (ANOVA) ispitana
je znacajnost uticaja genotipa i tretmana, kao i medusobna interakcija genotip x tretman na
intenzitet zaraze, produktivnost klasova, sadrZaj mikotoskina i tehnoloSke parametre
kvaliteta spelte. Za analizu znacajnosti razlika medu srednjim vrednostima analiziranih
parametara koriS¢en je Tukey-ev test sa pragom znacajnosti 0,05. Dobijene prosecne
vrednosti koje se statisti¢ki znacajno razlikuju obeleZene su razli¢itim slovima. Kod analize
rezultata koji se odnose na Alternaria toksine uradena je klaster analiza koriS¢enjem City-
block (Manhattan) algoritma, kao i analiza glavnih komponenti (Principal component
analyses, PCA). Svi dobijeni rezultati prikazani su tabelarno i grafikonima, dokumentovani

fotografijama.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1. Klijavost i zdravstveno stanje uzorkovanih zrna

spelte

Pregledom zdravstvenog stanja zrna 5 razlicitih genotipova spelte, kao i klijavosti

uzorkovanih zrna, uoCeni su simptomi intenzivne crne pegavosti. Gljive roda Alternaria bile

su dominantne u poredenju sa ostalim registrovanim fitopatogenim gljivama (Fusarium,

Penicillium, Helmithosporium, Aspergillus i dr.). Srednje vrednosti rezultata su procentualno

predstavljene u tabeli 6.

Tabela 6. Srednje vrednosti klijavosti i zaraze zrna spelte ispitivanih genotipova (%)

Genotip 1

Genotip 2

Genotip 3

Genotip 4

Genotip 5

Oljustena

Plevicasta

Oljustena
Plevicasta
Oljustena
Plevicasta
Oljustena
Plevicasta
Oljustena

Plevicasta

Klijala
Zrna
92+3,27

15+15,45

95+£3,83
37+13,22
93+6,83
76%26,93
78+17,44
7+6,83
96+1,63

768,33

Neklijala | Zdravstven

Zzrna
8+3,27

85+15,45

5+3,83
63+13,22

7+6,83
24+26,93
221744
93+6,83

4+1,63

248,33

o ispravna
64+13,49

44+23,64

48+4,62
21+3,83
64+11,60
30+6,93
38+6,83
29+11,97
23%9,38

28+5,60

Alternaria spp.
10+7,66

30+14,05

30+2,31
64+6,53
27+8,87
46+8,33
33+6,83
60+13,95
45+15,45

62+1,63

Ostali
patogeni
26%7,70

26+15,10

225,16
15+8,87
943,65
24+14,97
29+5,16
11+6,78
32+8,41

10+5,72

Uporednom ocenom zaraze oljuStenih i zrna sa plevicastim omotacima, dobijeni

rezultati preliminarnih istrazivanja ukazali su na potencijalnu ulogu pleviCastih omotaca u

zastiti zrna spelte od prodiranja Alternaria spp., Sto je bila polazna tacka za dalja ispitivanja

u okviru ove doktorske disertacije.
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5.2. Izolacija patogena i dobijanje monosporijalnih
izolata

Gljive roda Alternaria izolovane su sa zaraZenih zrna spelte koja su pokazivala
simptome crne pegavosti (Sa svakog genotipa spelte nasumi¢no je odabrano po 5 izolata

Alternaria spp. i formirana je kolekcija od ukupno 25 monosporijalnih izolata (slika 18).

Slika 18. Alternaria spp. na plevi¢astom i oljuStenom zrnu spelte (original)

5.3. Identifikacija Alternaria spp. na zrnu spelte

5.3.1. Determinacija na osnovu morfoloskih osobina izolata
Alternaria spp.

Prilikom proucavanja morfoloskih svojstava kolonija 25 izolata posmatrane su
njihove makroskopske i mikroskopske karakteristike. Za opis makroskopskih svojstava odn.
vazdusne i supstratne micelije koriS¢ena je podloga V8, dok je podloga PCA koriS¢ena za
posmatranje mikroskopskih svojstava tj. oblika i dimenzija konidija, septiranosti,
katenulacije, odnosno nacina sporulacije i prostornog rasporeda formiranih sporonosnih
tvorevina, pod mikroskopskim uveéanjem od 40x do 400x. Tokom ispitivanja morfoloskih
makroskopskih svojstava Alternaria spp. pokazalo se da se izolati po vaZnijim osobinama
mogu svrstati u dve grupe. U prvoj grupi su bila 23 izolata koji su formirali gustu i
kompaktnu miceliju zoniranu sa 2-3 koncentricna kruga. Boja micelije varirala je od
zelenkasto crne u centru do sive sa maslinasto zelenim marginama. Supstratna micelija je
bila slabo razvijena, sa slabije izraZenim zonama, koje su bile tamnosive u centru i svetlo

sive po obodu. Tekstura kolonija je bila pamucasta. Prosecan precnik kolonija nakon 7 dana
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inkubacije pri 25°C na podlozi V8 je iznosio 65mm (slika 19 a). Na PCA, izolati prve grupe
formirali su konidije u lancima koji su Cesto bili razgranati a retko simpodijalno razgranati
(slika 19 b i ¢). U glavnim lancima je uoceno 6-14 konidija. VrSne konidije u lancima su bile
ovalne, manje, bez izraZzenog kljuna i nisu imale pregrade. SrediSne konidije su bile vece,
izduZene do elipti¢ne, sa uzduznim i poprecnim pregradama. Konidije bliZze konidiofori su
bile izduZene, elipti¢ne sa izduZenim vratom, odnosno kljunom. U proseku, kondije su imale
3-7 transferzalne i 1-3 longitudalne septe. Kod nekih od njih uoCena je tacCkasta
ornamentacija. Prose¢ne dimenzije konidija su se kretale od 20.5-45 x 9-16.5 pum (slika 19
d). Prema literaturnim podacima morfoloske karakteristike ovih izolata su odgovarale vrsti

Alternaria tenuisima (Simmons, 2007).

el BT,

Ean_vy

(I

Slika 19. A.tenuissima: a) izgled kolonije na V8; b) formiranje lanaca; c) konidije u nizu na

PCA; d) pojedinacne konidije (original)

[zolati druge grupe formirali su vunaste belicaste kolonije, sa tamnim koncentri¢nim
zonama, Ciji je prosecni porast iznosio 60 mm nakon 7 dana inkubacije pri 25°C na podlozi
V8. Koncentri¢ni krugovi su varirali od sivkasto do maslinasto zelene boje sa svetlo

narandzastom pigmentacijom (slika 20 a). Na PCA, ovi izolati formirali su lance duZzine od 3-
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8 konidija sa brojnim sekundarnim, tercijalnim i kvarterarnim bo¢nim grananjem. Veoma
dugacke sekundarne konidiofore Cesto su se zavrSavale kompleksom pojedinacnih konidija
ili izuzetno gustih kratkih lanaca (slika 20 b i c). Sitne jednoceiljske ili dvocelijske konidije
imale su elipsoidni oblik sa piramidalnim apikalnim izduzenjima. Dimenzije konidija za ovu
grupu izolata iznosile su 15-25 x 4,5-7 um (slika 20 d). Na osnovu determinatora Simmons

(2007), opisani izolati su odgovarali vrsti A. infectoria.
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Slika 20. A.infectoria: a) izgled kolonije na V8; b)formiranje lanaca; c) konidije u nizu na

PCA; d) pojedinacne konidije (original)

Primenom konvencionalnih metoda identifikacije i prouc¢avanjem morfoloskih i
odgajivackih osobina izvrSena je identifikacija izolata roda Alternaria sa zrna spelte do nivoa
vrste. Medutim, pri klasicnim metodama determinacije, ponekad se formira isuviSe bujna
vazdus$na micelija koja sprecava razvoj karakteristicnih trodimenzionalnih sporulacijskih
struktura. Takode, usled mikroskopskog pregleda izolata ¢esto dolazi do narusavanja lanaca
konidija Sto otezava preciznu identifikaciju do nivoa vrste. Tokom osamdesetih i
devedesetih godina, mnogi autori su pri identifikaciji bili vodeni iskljuivo dimenzijama
konidija, medutim baziranje isklju¢ivo na ovim parametrima moZe dovesti do nepotpune i
nepravilne identifikacije Alternaria vrsta (Andersen i sar., 2001). Imajuci u vidu da klasi¢ne

metode identifikacije nisu u potpunosti precizne prilikom razlikovanja vrsta i podvrsta roda
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Alternaria, u novije vreme su postali sve primenjeniji molekularni pristupi. U skladu sa ovim
nau¢nim trendovima, a u cilju precizne determinacije i molekularane karakterizacije
ispitivanih izolata roda Alternaria, nakon morfoloSke identifikacije, pristupilo se

molekularnoj determinaciji Alternaria spp.

5.3.2. Molekularna identifikacija ispitivanih izolata Alternaria
Spp-

Molekularna metoda lancane reakcije polimeraze (PCR) i sekvencioniranje
umnoZenih fragmentata uspesSno je primenjeno za detekciju ispitivanih izolata Alternaria
spp. Nakon ekstrakcije ukupne DNK ispitivanih izolata, izvrSena je PCR reakcija sa parom
univerzalnih prajmera ITS1/ITS4. Rezultati amplifikacije ciljanog fragmenta rDNK koji
obuhvata ITS genomni region (deo 18S rRNA, ITS1, 5.8S rRNA, ITS2 i deo 28S rRNA)
posmatrani su na gelu lab-on-chip elektroforeze. Kod 22 uzoraka utvrdeno je prisustvo trake
veli¢ine oko 570 bp, sa jasnim razdvajanjem 3 uzorka cija je duzina iznosila oko 620 bp
(slika 21). Kod negativne kontrole nije zabeleZzena amplifikacija (PCR smeSa sa RNase free
vodom). Ovi rezultati ukazali su na potencijalno postojanje razlic¢itih vrsta Alternaria u

okviru ispitivanih izolata.
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Slika 21. Elektroforetska analiza amplifikovanih PCR produkata dobijenih koriS¢enjem par
prajmera ITS1/ITS4. Kolone: M- DNK marker (15/1500bp); 1-4, 6-8, 10-18, 20-25 -

A.tenuissima; 5, 9 i 19 -A.infectoria, K-kontrola
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Analiza sekvenci i identifikacija BLAST metodom

Nakon sekvencioniranja PCR produkata i njihove obrade, konsenzus nukleotidne
sekvence deponovane su u NCBI podataka nakon cega su im dodeljeni pristupni brojevi
KM516074-KM516085 (tabela 7). Identifikacija izolata izvrSena je viSestrukim uparivanjem
dobijenih sekvenci medusobno, kao i sa sekvencama drugih izolata dostupnih u GenBank
bazi podataka. Blast analiza 22 sekvence pokazala je 100% nukleotidnu identi¢nost sa
vrstom A.tenuissima kao dominantnom vrstom izolavanom sa zrna spelte, dok su 3 sekvence
imale 100% identi¢nost sa vrstom A. infectoria. Visok stepen sli¢nosti, potvrden je i nakon
poredenja sa referentnim izolatima Alternaria tenuissima CBS 918.96 (EF031053) odnosno
Alternaria infectoria CBS 210.86 (FM958526). Dvadeset i dve sekvence identifikovane kao A.
tenuissima (KM516074-KM516083) su bile potpuno identi¢ne. Takode, ni 3 sekvence
identifikovane kao A. infectoria nisu pokazivale nukleotidnu varijabilnost. Genotip spelte sa
koga su izolovane ove dve vrste Alternaria nije bio signifikantan za identifikaciju vrsta.
Razdvajanje amplifikovanih PCR produkata razli¢itth vrsta na gelu potvrdeno je
sekvencioniranjem, $to ukazuje na moguc¢nost da se metod lancane reakcije polimeraze u
kombinaciji sa lab-on-chip elektroforezom moZe uspeSno Kkoristiti za brzu detekciju

patogena.

Tabela 7. Rezultati identifikacije Altenaria spp. na razli¢itim genotipovima spelte

Gljivica Izolat Genotip spelte GenBank
pristupni broj

Alternaria tenuissima @ Aspl Genotip 1 KM516079
Asp2 KM516080
Asp3 KM516081
Asp4 KM516082
Asp5 KM516083
Bsp1l Genotip 2 KM516062
Bsp2 KM516063
Bsp3 KM516074
Bsp4 KM516075
Bsp5 KM516076
Esp2 Genotip 3 KM516068
Esp3 KM516069
Esp4 KM516070
Esp5 KM516077
Nsp1l Genotip 4 KM516071
Nsp2 KM516072
Nsp3 KM516073
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Nsp5 KM516078

Ospl Genotip 5 KM516064
Osp3 KM516065
Osp4 KM516066
Osp5 KM516067
Alternaria infectoria | Espl Genotip 3 KM516085
Nsp4 Genotip 4 KM516086
Osp2 Genotip 5 KM516084

Rod Alternaria obuhvata veliki broj izrazito varijabilnih i Siroko rasprostranjenih vrsta i
do sada opisano oko 300 razlicitih patogenih sojeva (Simmons, 2007). Zvog varijabilnosti
njihovih morfoloskih osobina, identifikacija do nivoa vrsta i sistematizacija je izuzetno
kompleksna. Savremena istrazivanja u identifikaciji Alternaria spp. primenjuju molekularne
metode analize DNK sekvenci koje pruZaju vecu pouzdanost rezultata i imaju niz prednosti.
PCR tehnologija zahteva minimalnu koli¢inu materijala i omogucuje amplifikaciju Zeljenog
segmenta DNK nekoliko miliona puta, pri ¢emu strukturna grada DNK ostaje neizmenjena u
razli¢itim fizioloskim stadijumima. Takode, pojedini delovi DNK lanca imaju visok stepen
varijabilnosti kod razliCitih vrsta Sto omogucuje identifikaciju Sirih taksonomskih grupa
(Pavon i sar., 2010). ITS region genomne DNK je visoko varijabilan izmedu morfoloski
razliCitih vrsta gljiva i sa druge strane konzervativan na nivou vrste i kod mnogih rodova
fitopatogenih gljiva te se koristi i za filogenetske analize. Obzirom da je ITS1/ITS4
univerzalni par prajmera koji moZe da amplifikuje ITS region svih eukariota, koristi se i za

proveru uspesnosti ekstrakcije DNK.

Molekularna detekcija PCR reakcijama uz KkoriS¢enje odgovarajuéih prajmera i
sekvencioniranje ITS regiona omogucila je dokazivanje prisustva nukleinskih kiselina
odgovarajucih Alternaria spp.ina taj nacin potvrdila razlikovanje morfoloskih grupa unutar
roda Alternaria. Potvrdeno je da izolati koji su na osnovu morfoloskih karakteristika
svrstani u prvu grupu pripadaju vrsti A.tenuissima, dok izolati druge grupe vrsti
A.infectoria. NaSi rezultati prikazuju divergentnost vrsta A.tenuissima i A.infectoria na
morfoloSkom i moleklarnom nivou. Istrazivanja Andersen i sar. (2002) ukazuju na to da se
ove dve vrste razlikuju i po profilu njihovih metabolita. U literaturi se navode razlicite
grupacije Alternaria vrsta (Chou i Wu 2002; Hong i sar.,, 2005) na osnovu filogenetske
analize u okviru kojih A. tenuissima pripada A. alternata grupi koja produkuje mikotoksine
kao $to su AOH, AME i TeA (Andersen i sar., 2002). S druge strane, A .infectoria pripada A.

infectoria grupi koji su tipi¢ni patogeni strnih Zita i skladiStenih Zzitarica koji stvaraju
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metabolite infektopirone i novae-zelandin koji su specificni samo za ovu grupu i ne javljaju

se kod drugih vrsta (Larsen i sar., 2003).

Rezultati naSih istraZivanja se u velikoj meri podudaraju sa prethodno identifikovanim
Alternaria vrstama na pSenici u Evropi i Sire koje su identifikovali drugi autori. Na osnovu
morfoloskih osobina na strnim Zitima u zemljama Mediterana Logrieco i sar. (1990, 2003)
detektovali su vrste A .alternata i A. triticina, A. tenuissima. Slicne rezultate saopstili su i
Kossiak i sar. (2004) u Norveskoj, Maskova i sar. (2012) u Slovackoji Loiveke i sar. (2004) u
Estoniji gde su dominantne vrste na pSenici bile A.tenuissima i A. infectoria i A. alternata. U
Argentini zabeleZen je veci broj razliCitih vrsta: A. tenuissima, A. alternata, A. longipes, A.
arborescens, A. gaisen i A. mali (Gonzales i sar., 1998; Patriaca i sar., 2007) kao i A
triticimaculans (Perell6 i Monaco, 2007) i A. infectoria (Oviedo i sar., 2013, Andersen i sar.,
2015). Nedavno su Perello i Sisterna (2008) ustanovili prisustvo vrste Lewia infectoria
(polni stadijum Alternaria infectoria) prouzrokovaca crne pegavosti pSenice u Argentini. U
Srbiji, na pSenici su identifikovane A. alternata i A. longipes (Ivanovic i sar., 2001) kao i A.

tenuissima (Stanojev i sar., 2010).

Primenom molekularnih metoda identifikacije, KkoriS¢enjem PCR metode i
sekvencioniranjem, na zrnu pSenice u Tunisu su detektovane su A.alternata, A. tenuissima i

A. japonica (Bensassi i sar., 2009), a u Izraelu A. alternata (Zur i sar., 2002).

O prisutnosti roda Alternaria na spelti svedoce pojedini literaturni podaci (Castoria i sar.,
2005; Kurowski i Wysocka 2009; Solarska i sar., 2012) sa A.alternata. kao jedinom
detektovanom vrstom U istrazZivanjima u okviru ove doktorske disertacije na molekularnom

nivou su prvi put identifikovane vrste A.tenuissima i A.infectoria na zrnu spelte.
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5.4. Patogenost odabranih izolata A. tenuissima i A.
infectoria na Klasovima i zrnu spelte

Za dalje istraZivanja odabrana su 2 izolata A.tenuissima (u daljem radu A .tenuissima
1 Sto odgovara uzorku Bsp5 i A.tenuissima 2 Sto odgovara uzorku Esp5) i jedan izolat A.
infectoria (Sto odgovara uzorku Espl) Cija infektivnost je ispitana na osnovu vestacke
inokulacije klasova tri razliCita genotipa spelte Nirvana, Austria i Ostro u fazi cvetanja u
poljskim uslovima tokom 2011.i2012. god.

Ispitivani izolati ispoljili su sposobnost da ostvare zarazu na klasovima spelte ¢ime
je potvrdena njihova patogenost. Provera patogenosti odabranih izolata potvrdena je tako
Sto su u uslovima poljskog eksperimenta reprodukovani simptomi prirodne infekcije. Na
inficiranim klasovima doSlo je pojave simptoma crne pegavosti ve¢ nakon dve nedelje, a
jasno vidljive promene uocene su i na zrnima inokulisanih klasova. Na biljkama koje su kao
kontrola tretirane fungicidom, doSlo je do znatno slabije pojave simptoma, dok je u
tretmanima sa destlilovanom vodom intenzitet infekcije varirao u zavisnosti od godine i
meteoroloskih uslova u periodu nakon inokulacije. Reizolacija patogena sa svih veStacki
inokulisanih biljaka na kojima su reprodukovani simptomi, obavljena je istim metodama kao
i izolacija, ¢ime su zadovoljeni osnovni Kohovi postulati. Po izgledu micelije i morfologiji
reproduktivnih organa dobijeni reizolati su u potpunosti odgovarali izvornim izolatima.

Stepen patogenosti odreden je na osnovu broja zarazenih zrna i predstavljen je
procentualno za svaku godinu posebno. Analizom varijanse ispitan je uticaj razlicitih
tretmana, genotipova i njihova medusobna interakcija na intezitet zaraze odnosno
patogenost ispitivanih izolata. Koriste¢i Tukey-ev HSD test (engl. "honestly significant
differences"), uporedene su srednje vrednosti tretmana inokulacije Alternaria spp. i
kontrolnih tretmana (fungicid i voda) posebno za svaku sortu i utvrdena je statisticki
znacajna razlika na nivou p<0,05, sa granicom poverenja od 95% .

ANOVA test ukazao je na statisticki znacajan uticaj (na nivou p<0,01), tretmana i
medusobne interakcije genotip x tretman na patogenost inokulisanih izolata u 2011. God.
(tabela 8). Najvecu zarazu ostvario je izolat A.tenuissima 2 na genotipu Austria (72%), a
takode visok stepen infekcije ovog izolata zabeleZen je i kod genotipova Nirvana (68%) i
Ostro (66%). Kod sva tri genotipa patogenost ovog izolata se statisti¢ki znacajno razlikovala
od ostalih tretmana inokulacije (tabela 9). Patogenost izolata A.infectoria je statisticki
znacajno bila razlic¢ita od tretmana A.tenuissima 1 i 2 i intenzitet zaraze se kretao od 44%

kod genotipa Nirvana i Austria do 54% kod genotipa Ostro. Tretman fungicidom se pokazao
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statistiCki znacajno razlicit od svih ostalih tretmana sa najmanjim stepenom zaraze kod sva
tri genotipa (16-22%), Sto ukazuje na efikasnost kontrolnog tretmana. U tretmanima vodom
patogenost odabranih izolata je bila neSto visa od tretmana fungcidom (24-25%) Sto je
objasnjivo uspostavljanjem povoljnih uslova vlaznosti koji uticu za razvoj Alternaria spp. u

prirodnom uslovima.

Tabela 8. Analiza varijanse intenziteta zaraze oljusStenih zrna razlicitih genotipova spelte

inokulisanim ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2011.god.

Izvor varijacije Suma Broj stepeni Varijansa F P
kvadrata slobode vrednost | vrednost
Genotip 174,4 2 87,2 2,074 0,137531
Tretman 18858,7+ 4 4714,7 112,135 0,000000
Genotip x 926,9* 8 115,9 2,756 0,014446
tretman
Greska modela 1892,0 45 42,0

*Statisticki znacajna razlika na nivou p<0,05; *Statisticki znacajna razlika na nivou p<0,01

Tabela 9. Tukey-ev HSD test- srednje vrednosti intenziteta zaraze (%) oljusStenih zrna

razlicitih genotipova spelte inokulisanim ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2011.godini

Tretman/Sorta Nirvana Austria Ostro Ccv

A.tenuissima 1 4045,29¢ 40+14,05¢< 56+10,74abc 5,22
A.tenuissima 2 68+4,132b 72+4,082 66+1,632b 9,19
A.infectoria 44+3,37¢ 44+6,93¢ 54+6,73bc 5,63
Fungicid 22+7,12f 20+3,65f 16+3,65f 9,76
Voda 24+3,644e 24+5,94de 25+4,76de 8,53

*Vrednosti obelezene razli¢itim slovom u koloni tabele su statisticki znacajno razli¢ite na nivou p<0,05 u
intervalu poverenja 95%; CV-koeficijent varijacije

U 2012. god., analizom varijanse utvrden je statisticki vrlo znacajan uticaj sva tri
izvora varijacije na patogenost odabranih izolata, koja se menjala u zavisnosti od razlicitih
genotipova, tretmana kao i medusobne interakcija genotip x tretman (tabela 10). Srednje
vrednosti intenziteta zaraze prikazane su u tabeli 11. Najvecu patogenost ispoljili su izolati A
.tenuissima 1 i 2 na genotipu Ostro (68%) , s tim Sto se u ovoj istrazivackoj godini intenzitet
zaraze ostalih tretmana inokulacije nisu stastisticki znacCajno razlikovali. Tretmani
fungicidom kod sva tri genotipa (8-16%) su bili statisticki znacajno razliciti od ostalih

tretmana, te je i ove godine ispoljen pozitivan efekat hemijske zaStite u kontroli Alternaria

Spp.
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Tabela 10. Analiza varijanse intenziteta zaraze oljuStenih zrna razlic¢itih genotipova spelte

inokulisanim ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2012.god.

Izvor varijacije Suma Broj stepeni Varijansa F p
kvadrata slobode vrednost | vrednost

Genotip 787,7+ 2 3939 12,041 0,000065

Tretman 18260,3* 4 4565,1 139,557 | 0,000000

Sorta x 2158,9+ 8 269,9 8,250 0,000001

tretman

Greska modela 1472,0 45 32,7

+Statistic¢ki znacajna razlika na nivou p<0,01

Tabela 11. Tukey-ev HSD test - srednje vrednosti intenziteta zaraze (%) oljusStenih zrna

razlicitih genotipova spelte inokulisanim ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2012.god.

Tretman/Sorta Nirvana Austria Ostro Ccv
A.tenuissima 1 52+1,63bcde 44+1,63defg 68+1,482 3,71
A.tenuissima 2 54+2,83abcd 64+1,93abc 68+4,92 7,2
A.infectoria 42+2,47defg 65+5,352b 50+0,89cdef 8,24
Fungicid 8+0,17h 16+1,32h 16+0,65h 8,25
Voda 38+1,33¢f2 32+1,89s 36+2,65f 7,36

*Vrednosti obeleZene razli¢itim slovom u koloni tabele su statisti¢ki znacajno razlic¢ite na nivou p<0,05 u
intervalu poverenja 95%; CV-koeficijent varijacije

Poredenjem patogenosti inokuluma tokom 2011 i 2012. God., ve¢i stepen infekcije je
zabeleZen u 2011. God. kako u tretmanima inolukacije Alternaria spp. tako i pri tretmanima
fungicidom, $to se moZe objasniti obilnim padavinama i visokim temperaturama u julu
mesecu 2011. God. koje su pogodovale razvoju Alternaria spp. U 2012. god. toplo i uglavnom
suvo vreme sa znatno manje padavina (32% od viSegodisnjeg proseka) tokom juna i jula
meseca nije pogodavalo razvoju Alternaria spp. te je pozitivan efekat kontrole fungicidom
ispoljen znatno jaCe. U naSim istraZivanjima Kkoeficijent varijacije, kao pokazatelj
reprezentativnosti uzorka, kretao se od 5,73-8,25% u 2011. god. odnosno od 3,71-8,25% u

2012. god. $to ukazuje na pouzdanost metodoloskog pristupa.
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5.5. Ocena zaraze inokulisanih biljaka Alternaria spp. uz
poredenje intenziteta zaraze posebno oljustenih zrna i zrna
sa plevicastim omotacima

5.5.1. Stepen zaraze Alternaria spp.

Intenzitet zaraze odabranih izolata A. tenuissima 1 i 2 i A. infectoria nakon veStacke
inokulacije klasova tri razlicita genotipa spelte (Nirvana, Austria i Ostro) u 2011.1i 2012. god.
izraZzen je procentualno posebno za plevicCasta i oljuStena zrna, uz poredenje intenziteta
zaraze iz tretmana fungicidom i vodom.

Na osnovu dvofaktorijale analize varijanse (ANOVA) uticaj tretmana je bio statisticki
vrlo znacajan (na nivou p<0,01) na intenzitet zaraze plevicCastih zrna u 2011. godini, dok se
uticaj genotipova i medusobnog dejsta genotip x tretman nije pokazao kao signifikantan.
Pregledom zrna inokulisanih odabranim Alternaria izolatima, kao i onih tretiranih
fungicidom i vodom, uocena je znacajna razlika u intenzitetu zaraze Alternaria spp. na
zrnima sa pleviCastim omotacima gde se intenzitet infekcije kretao od 87-100% dok je na

oljustenim zrnima iznosio od 16-72% (grafikon 1).
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Grafikon 1. Intenzitet zaraze plevicastih i oljuStenih zrna spelte nakon inokulacije u 2011.
godini (A.t Bsp5-A.tenuissima 1; A.t. Esp-A.tenuissima 2; A.i.-A.infectoria)

*Vrednosti obeleZene razli¢itim slovom u koloni tabele su statisticki znacajno razlic¢ite na nivou p<0,05 u
intervalu poverenja 95%
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Maksimalni nivo infekcije (100%) na plevicastim zrnima ostvaren je kod tretmana
A.tenuissima (2) na genotipu Ostro i A.infectoria na genotipu Austria i signifikantno se
razlikovao od ostalih inokulisanih tretmana. Najnizi nivo zaraze zabeleZen je kod tretmana
fungicidom na genotipu Austria (87%) i statisticki se znacajno razlikovao od ostalih
kontrolnih tretmana. Kod druga dva genotipa tretman fungicidom je uticao na manji stepen
zaraze ali se nije statisticki razlikovao od ostalih tretmana. Takode, infekcija nije bila
znacajno manjeg intenziteta ni u tretmanima vodom kod sva tri genotipa, Sto se moZe
pripisati obilnim padavinama u periodu nakon inokulacije u 2011. god. i povoljnom uticaju
agrometeoroloskih uslova na razvoj Alternaria spp.

Na oljuStenim zrnima, analiza varijabilnosti uticaja tertmana i medusobne interakcije
genotip x tertman pokazala se vrlo znacajno na intenitet zaraze (na nivou p<0,01). Najveci
stepen zaraze zabeleZen je kod tretmana A.tenuissima 2 na genotipu Austria (72%) i
znalajno je bio razli¢it od ostalih tertmana Alternaria spp. dok je najniZi nivo zaraze
registrovan u tretmanu fungicidom na genotipu Ostro gde je iznosio 16%. Kod oljustenih
zrna tretman fungcidom kod svih genotipova pokazao se statisticki znacajno razli¢itim od

ostalih tretmana.
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Grafikon 2. Intenzitet zaraze plevicastih i oljustenih zrna spelte nakon inokulacije u 2012.
godini (A.t Bsp5-A.tenuissima 1; A.t. Esp-A.tenuissima 2; A.i.-A.infectoria)

*Vrednosti obeleZene razli¢itim slovom u koloni tabele su statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%
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U 2012. god. uticaj genotipa, tretmana kao i medusobna interakcije genotipa x
tretman su se pokazali statisticki visoko znacajnim (na nivou p<0,01) na intenzitet zaraze
kako kod plevicastih tako i kod oljustenih zrna. Na grafikonu 2 prikazani su rezultati
inteziteta zaraze razlicitih genotipova spelte nakon inokulacije odabranim Alternaria spp.
gde je jasno izraZen znatno veci stepen infekcije na plevi¢astim zrnima u poredenju sa
oljuStenim zrnima spelte. Najveci stepen zaraze plevicastih zrna kod sva tri genotipa (100%)
detektovan je u tretmanima A. tenuissima 1 i 2. Izuzetno visok i statisticki vrlo slican stepen
zaraze registrovan je i kod tretmana A. infectoria (95-98%). Intenzitet zaraze pri kontrolnim
tertmanima fungicidom i vodom se znacajno razlikovao od zaraze klasova inokulisanih
Alternaria spp., pri ¢emu je najniZi stepen infekcije registrovan kod tretmana fungicidom na
genotipu Nirvana (6%) bio je statisticki znacajno razlicit od ostalih kontrolnih tertmana.

Kod oljustenih zrna najvec¢i intenzitet zaraze ostvaren je takode u tretmanima
A.tenuissima 1 i A.tenuissima 2 (68%) i kod genotipa Ostro stastisticki se znacajno razlikovao
od ostalih tretmana Alternaria spp. kod druge dva genotipa. Nivo zaraze pri tretmanu
fungicidom je bio najnizi kod genotipa Nirvana (8%) dok je kod genotipa Austria i Ostro
iznosio 16% i kod sva tri genotipa je bio statisti¢ki zanacajno razlicit od ostalih tretmana.

Prikazani rezultati ukazuju na to da pleviCasti omotaci predstavljaju potencijalne
barijere u prodiranju patogenih gljiva roda Alternaria, Sto je od izuzetnog znacaja za
otpornost spelte narocito u uslovima gajenja u sistemu organske proizvodnje gde upotreba
hemijske zaStite nije dozvoljena. O uticaj plevicastih omotaca spelte u zastiti zrna od
fitopatogenih gljiva (Septoria nodorum, Fusarium nivale i Alternaria spp., Pythium
aristosporum) u uslovima prirodne infekcije saopstili su Riesen i dr. (1986) gde je nivo
zaraze na pleviastim zrnima iznosio 26%, dok je na oljuStenim zrnima bio 17%. Rezultati
nasih istrazivanja su u skladu sa navodima BodroZa-Solarov i sar. (2010b) gde se procenat
zaraZenih zrna Alternaria spp. kretao od 98-100% na plevicastim zrnima sorti Nirvana,
Ostro i Eko 10, dok je na oljustenim iznosio 13-16%. Generalno govoreci broj literaturnih
podataka o tome u kojoj meri pleviCasti omotaci utiCu na zastitu zrna spelte od gljiva je
izuzetno oskudan i fokusiran je uglavnom na metabolite koje produkuju gljive, Sto
ogranicava dalji komparativni pregled nasih rezultata.

Uprkos prirodnoj otpornosti i genetskoj predodredenosti spelte za organsku
proizvodnju, rezultati efikasne primene fungicida u suzbijanju Alternaria spp. su dokazani i
u 2011. i 2012. god., Sto ukazuje na opravdanost upotrebe fungicida u dobroj
poljoprivrednoj praksi u cilju proizvodnje zdravstveno bezbedne hrane. Usled pojave

Alternaria spp. na usevima pSenice, folijarna upotreba fungicida nije uvek neophodna mera,
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jer dalji razvoj patogena u mnogome zavisi i od uslova spoljasnje sredine. Imajuci u vidu da
se infekcija Alternaria spp. odvija u fazi cvetanja i odmah nakon cvetanja u periodu do
mlecCne zrelosti, pravovremena upotreba fungicida je od odlucujuéeg znacaja za uspesnu
zaStitu spelte u poljskim uslovima (Li i sar., 2004). Istrazivanja Balaz i sar. (2008) pokazuju
da tretiranjem pSenice u fazi cvetanja postoje znacajne razlike razlike u stepenu zarazZenosti
semena izmedu netretiranih varijanati i tretiranim gljivama iz roda Alternaria kao i drugim
vrstama. Isti autori navode da je tretman fungicidima u ovoj fazi razvoja spelte doveo do
povecanja prinosa za 20%, a imao je pozitivan ucinak i na druge parametre tehnoloSkog
kvaliteta zrna (BalaZ i sar., 2011). Prethodna istraZivanja potvrduju Culshaw i sar. (1988)
gde hemijska zaStita pSenice u kasnijoj fazi tj. tokom sazrevanja, nije imala nikakvog efekta

na pojavu crne pegavosti na Zitima.

5.5.2. Kolorimetrijska merenja

Kolorimetrijskim merenjima intenziteta zaraze pleviCastih i oljuStenih zrna
inokulisanih biljaka u 2011. i 2012. god. ispitana je mogucnost ocene nivoa infekcije
metodom instrumentalne analize ¢ime su potvrdena standardna vizuelna fitopatoloska
ispitivanja. Uticaj razliCitih tretmana i genotipova, kao i medusobno dejstvo gentotip x
tretman, na boju posebno plevicastih i oljuStenih zrna, ispitan je analizom varijanse. Ocena
zaraze predstavljena je pomoc¢u parametra L* Kkoji je pokazatelj intenziteta svetloce, a
srednje vrednosti dobijenih rezultata uporedene su pomocu Tukey-evog HSD testa
znacajnosti razlika na nivou p<0,05, sa granicom poverenja od 95%.

U obe istrazivacke godine, dobijena p vrednost (p <0,01) ukazuje na statisticki vrlo
znacajan uticaj tretmana na boju zaraze, za razliku od uticaja sorte i intetrakcije genotip x

tretman koji nisu bili stat. znacajni ni kod plevicastih ni kod oljustenih zrna (tabele 12- 15).

Tabela 12. Analiza varijanse boje plevic¢astih zrna razlic¢itih genotipova spelte

inokulisanih ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2011. god.

Izvor varijacije Suma kvadrata Broj stepeni Varijansa F P
razlika slobode vrednost | vrednost
Uticaj sorte 0,6 2 0,3 0,03
0,966947
Uticaj tretmana 579,8+ 4 145,0 15,34 0,000000
Sorta x tretman 93,2 8 11,6 1,23 0,296219
Greska modela 566,9 60 9,4

*+Statistic¢ki znacajna razlika na nivou p<0,01
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Tabela 13. Analiza varijanse boje oljustenih zrna razli¢itih genotipova spelte inokulisanih

ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2011.god.

Izvor Suma kvadrata Broj stepeni Varijansa F p
varijacije razlika slobode vrednost | vrednost
Genotip 2,3 2 1,2 0,29 0,745737
Tretman 166,9+ 4 41,7 10,59 0,000001
Sorta x 18,9 8 2,4 0,60 0,773102
tretman

Greska 236,3 60 39

modela

*+Statistic¢ki znacajna razlika na nivou p<0,01

Tabela 14. Analiza varijanse boje plevicastih zrna razli¢itih genotipova spelte inokulisanih

ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2012. god.

Izvor Suma kvadrata Broj stepeni Varijansa F P
varijacije razlika slobode vrednost | vrednost
Uticaj sorte 22,9 2 11,5 2,14 0,126927
Uticaj 398,7+ 4 99,7 18,58 0,000000
tretmana

Sorta x 44,5 8 5,6 1,04 0,418762
tretman

Greska 3219 60 5,4

modela

*+Statisticki znacajna razlika na nivou p<0,01

Tabela 15. Analiza varijanse boje oljustenih zrna razli¢itih genotipova spelte inokulisanih
ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2012. god.

Izvor Suma kvadrata Broj stepeni | Varijansa F P
varijacije razlika slobode vrednost | vrednost
Uticaj sorte 59,4 2 29,7 1,97 0,148427
Uticaj 1711,6+ 4 4279 28,36 0,000000
tretmana

Sorta x 103,3 8 12,9 0,86 0,558655
tretman

Greska 905,4 60 15,1

modela

*+Statistic¢ki znacajna razlika na nivou p<0,01

Rezultati srednjih vrednosti kolorimetrijskih merenja na plevicastim zrnima u 2011.
god. prikazani su u tabeli 16. Najveca vrednost parametra L* (najsvetlija zrna) zabeleZena je
u tretmanu fungicidom kod genotipa Ostro (66,64) i Austria (66,38) i ona se statisticki
znacajno razlikovala od ostalih tretmana. Najmanja vrednost L* (najtamnije obojena zrna)
registrovana je kod istih genotipova pri tretmanima A.infectoria (57,39) i A.tenussima 2

(57,16) i statisticki znacajno se razlikovala od ostalih tretmana inokulacije. U tretmanima

78



vodom vrednosti L* su bile vee u poredenju sa tretmanima Alternaria spp., dok su nesto
manje bile u odnosu na tremane fungicidom kod sva tri genotipa i nisu se znacajno
razlikovale od ostalih termana inokulacije. To se moZe objasniti nepovoljnim
agrometeoroloSkim uslovima u 2011. god. tj. obilnim padavinama u prvoj dekadi jula,

neposredno nakon inokulacije, koje su pogodovale razvoju Alternaria spp.

Tabela 16. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti boje (L*) plevic¢astih zrna razlicitih

genotipova spelte inokulisanih ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2011.god.

Tretman/Sorta Nirvana Austria Ostro Ccv

A.tenuissima 1 60,64+4,93abc 60,34+3,92abc 62,58+2,75abc 8,13
A.tenuissima 2 60,16+3,92abc 61,59+4,31abc 57,16%2,34c 6,99
A.infectoria 59,88+2,37abc 57,39+2,13¢ 58,38+2,27bc 3,95
Fungicid 64,85+2,432b 66,38+2,222 66,64+2,462 5,88
Voda 63,60+2,452bc 64,47+3,792b 64,56+1,622b 3,74

*Vrednosti obeleZene razlicitim slovom u Kkoloni tabele su statisticki znacajno razli¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; CV-koeficijent varijacije

Kod oljustenih zrna u 2011. god. najvecu L* vrednost pokazali su tretmani
fungicidom kod sva tri genotipa (54,16-54,87), dok je slitna vrednost registrovana i kod
tretmana vodom kod genotipa Ostro (tabela 17). Svetlija boja kod kontrolnih tretmana se

statistiCki znacajno razlikovala od tretmana inokulacije, Sto potvrduje efektivno suzbijanje

Alternaria spp. fungicidom kao Sto je i pokazano kod prethodne vizuelne ocene.

Tabela 17. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti boje (L*) oljustenih zrna razlic¢itih

genotipova spelte inokulisanih ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2011.god.

Tretman/Sorta Nirvana Austria Ostro Ccv

A.tenuissima 1 52,45+1,062b 52,10+1,042b 51,51+1,582b 3,07
A.tenuissima 2 50,88+1,722b 48,79+1,49> 51,79+1,982b 3,82
A.infectoria 52,50+0,492b 52,99+1,802b 52,67+1,312b 3,39
Fungicid 54,8+2,312 54,602,902 54,16+3,042 5,62
Voda 53,71+2,32b 53,80+1,28P 54,09+2,882 5,23

*Vrednosti obelezene razlic¢itim slovom u koloni tabele su statisticki znacajno razli¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; CV-koeficijent varijacije

Rezultati obojenosti plevicastih zrna razlic¢itih geotipova spelte u 2012. god.
prikazani su u tabeli 18. Najveca i statisticki najznacajnija vrednost parametra L*
registrovana je na genotipu Nirvana kod tretmana fungicidom (59,04) kao i kod genotipa

Austria u tretmanu vodom (58,97). Najtamniju obojenost i najmanju L* vrednost (50,6)

imale su plevice biljaka inokulisanih A. tenuissima (1) na genotipu Nirvana.
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Tabela 18. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti boje (L*) plevicastih zrna razlicitih

genotipova spelte inokulisanih ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2012. god.

Tretman/Sorta | Nirvana Austria Ostro CcvV

A.tenuissima 1 50,60+1,204 53,47+1,71bcd 53,12+2,03bcd 3,82
A.tenuissima 2 50,25+2,87¢< 52,01+1,54¢d 54,7+3,33abcd 6,09
A.infectoria 54,53+2,8(02bcd 54,56+2,652bcd 54,7+3,33abcd 6,09
Fungicid 59,042,142 57,24+2,632bc 58,4+1,78ab 4,59
Voda 56,49+1,473bc 57,25+2,54abc 58,970,772 4,43

*Vrednosti obeleZene razli¢itim slovom u koloni tabele su statisticki znacajno razli¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; CV-koeficijent varijacije

Kod oljustenih zrna, najvecu vrednost L* su imala zrna iz tretmana fungicidom;
intenzitet svetlocCe se statisticki znacajno razlikovao od ostalih tertmana kao Sto je prikazano
u tabeli 19. Najtamnija zrna, Sto ukazuje na najveci nivo zaraze,su registrovana na genotipu

Ostro kod inokulacije A.tenuissima (11 2).

Tabela 19. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti boje (L*) oljuStenih zrna razli¢itih

genotipova spelte inokulisanih ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2011.god.

Tretman/Sorta | Nirvana Austria Ostro Ccv

A.tenuissima 1 55,76+2,27bcd 54,37+3,24bcd 49,41+3,674 7,43
A.tenuissima 2 53,44+2,7(Qbcd 52,99+3,50bcd 49,95+1,46¢< 6,60
A.infectoria 52,42+1,54bcd 54,54+2,26bcd 52,67+1,31bcd 4,14
Fungicid 64,86+3,482 64,56+1,862 65,19+1,252 5,37
Voda 58,71+3,262b 58,05+4,672abcd 58,19+1,58abc 7,94

*Vrednosti obeleZene razlicitim slovom u koloni tabele su statisti¢ki znacajno razlic¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; CV-koeficijent varijacije

U obe istrazivacke godine, koeficijenti vaijacije u svim tretmanima su bili ispod 10%,
Sto ukazuje na visoku tacnost primenjene instrumentalne metode, obzirom da opseg
variranja eksperimentalnih podataka mora biti pod stalnom kontrolom kao klju¢no pitanje
pouzadane ocene eksperimentlanih uslova (Mi¢i¢ i Bosanci¢, 2012).

Simptomi infekcije Alternaria spp. na zrnu Zitarica ogledaju se u promeni boje zrna,
koje postaje tamno mrko ili crno, usled produkcije pigmenta melanina (Thomma, 2003), te
su dobijeni rezultati u skladu sa oCekivanjima da se intenzitet svetlo¢e menja u zavisnosti od
stepena infekcije. Rezultati instrumentalnih merenja se u velikoj meri podudaraju sa
rezultatima vizuelne ocene, tako da su u tretmanima gde je ostvaren najjaci intenzitet zaraze
Alternaria spp., zrna imala najtamniju obojenost, za razliku od tretmana fungicidom gde su
zrna bila znatno svetlija. Medutim, medusobnim poredenjem vizuelne i instrumentalne

ocene intenziteta zaraze u odnosu na tretmane inokulacije razli¢itih Alternaria izolata nije
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bilo znacajnih razlika. Takode, ni uticaj genotipa se nije pokazao kao znacajan izvor
varijacije boje prilikom inokulacije, Sto je bilo suprotno nasim ocekivanjima obzriom da je
boja zrna pSenice vrlo ¢esto sortna karakteristika (Groos i sar., 2002; Bordes i sar., 2008).
Promena boje u zavisnosti od tretmana i stepena zaraze evidentna je kako na pleviCastim
omotacima, tako i na oljustenim zrnima. Dobijeni rezultati su u korelaciji sa istraZivanjima
Jani¢-Hajnal i sar. (2014) koji su utvrdili znacajne razlike u boji zrna pSenice inokulisanog
Alternaria spp. nego tretiranog fungicidom i vodom, gde je intenzitet svetlote na
inokulisanim zrnima iznosio 52,20 dok je na zrnima tretiranim fungicidom vrednost L* bila
53,34. Po ovim autorima, nije bilo statisticki znacajne razlike u tretmanima fungicidom i
vodom, kao $to je prikazano i u na$im istraZivanjima. Sto se ti¢e spelte, do sada su vr$ena
kolorimetrijska merenja proizvoda na bazi ove Zitarice, kao Sto su speltino brasno
(Angioloni i Collar, 2011), mekinje (Mastromatteo i sar., 2008), hleb (FilipCev i sar., 2013) i
testenine (Marconi i sar., 2002; Filipovi¢ i sar., 2012) ukazujuci na reoloski i pecivni kvalitet
speltinih proizvoda. U iscrpnom pregledu literature ne postoje podaci o promeni obojenosti
speltinog zrna usled infekcije gljivama, te rezultati ovih istrazivanja predstavljaju novi
doprinos u tom domenu. Takode, ova istraZivanja ukazuju da se metoda instrumentale
ocene zaraze moZe koristiti kao efikasna i brza metoda detekcije tamnokli¢nih zrna gde uz

dodatne verifikacije postoji mogu¢nost primene i u praksi.

5.6. Masa klasova inokulisanih biljaka spelte

Analizom uticaja razliCitih genotipova, tretmana kao i medusobne interakcije genotip
x tretman (tabela 20 i 21) uticaj tretmana se, za razliku od ostalih izvora varijacije, pokazao

statisticki veoma znacajan za masu klasa spelte u obe istraZivacke godine (na nivou p<0.01).

Tabela 20. Analiza varijanse mase Kklasova razlic¢itih genotipova spelte inokulisanih
ispitivanim izolatima Alternaria spp.u 2011. god.

Izvor varijacije Suma Broj stepeni Varijansa F P
kvadrata slobode vrednost | vrednost

Uticaj sorte 0,2681 2 0,1341 1,143 0,332179

8

Uticaj tretmana 7,1609+ 4 1,7902 15,268 0,000000

Genotip x 0,8679 8 0,1085 0,925 0,497875

tretman

Greska modela 15,8290 135 0,1173

+Statisticki znacajna razlika na nivou p<0,01
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Tabela 21. Analiza varijanse mase Kklasova razlic¢itih genotipova spelte inokulisanih

ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2012. god.

Izvor varijacije Suma Broj stepeni Varijansa F P
kvadrata slobode vrednost | vrednost

Uticaj sorte 0,2725 2 0,1363 1,218 0,295993

Uticaj tretmana 10,6353+ 4 2,6588 23,769 0,000000

Genotip x 1,1798 8 0,1474 0,318 0,239652

tretman

Greska modela 15,1010 135 0,1119

*Statistic¢ki znacajna razlika na nivou p<0,01, u intervalu poverenja 95%

Analizom srednje vednosti mase klasova Tukey-evim HSD testom i uporedivanjem
dobijene vrednosti u tretmanima inokulacije Alternaria spp. i kontrolnih tretmana (fungicid
i voda) posebno za svaki genotip, utvrdena je statisticki znacajna razlika na nivou p<0,05, sa
granicom poverenja od 95% .

U 2011. god., najve¢a masa je izmerena u tretmanu fungicidom kod genotipa Austria
(1,75 g) i ona se statisticki znacajno razlikovala od ostalih vrednosti izmerenih kod drugih
tretmana (tabela 22). Najmanju masu imali su klasovi genotipa Austria inokulisani sa
A.tenuissima 1 (1,03g ) i genotipa Ostro nakon inokulacije A.tenuissima 1 (1,03g) i
A.infectoria (1,13), koja se statisticki znacajno razlikovala od ostalih tretmana inokulacije.

Masa klasova tretranih vodom nije bila znacajno razli¢ita od ostalih tretmana inokulacije.

Tabela 22. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti mase klasova (g) razli¢itih genotipova

spelte inokulisanih ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2011. god.

Tretman/Genotip ' Nirvana Austria Ostro Ccv
A.tenuissima 1 1,19+0,09bc 1,03+0,09¢ 1,03+0,09¢ 8,74
A.tenuissima 2 1,25+0,062b¢ 1,45+0,052b¢ 1,23+0,11bc 8,94
A.infectoria 1,19+0,10¢bc 1,43+0,14abc 1,13+0,08¢ 9,72
Fungicid 1,65+0,122b 1,750,162 1,66+0,142> 8,7
Voda 1,52+0,0842bc 1,53+0,13abc 1,65+0,122b 8,44

*Vrednosti obeleZene razlicitim slovom u koloni tabele su statisti¢ki znacajno razlic¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; CV- koeficijent varijacije

U 2012. god. takode najvecu statisticki znacajno razli¢itu masu u odnosu na druge
tretmane imali su klasovi genotipa Austria tretirani fungicidom (2,2 g), dok je najmanja
statistiCki znacajno razli¢ita masa izmerena pri inokulaciji A.tenuissima 1 genotipa Austria
(1,076 g) odnosno A.tenuissima 1 (1.64 g) ) i A.infectoria (1,7 g) na genotipu Ostro.
Rezultati Tukeyev-og HSD testa prikazani su u tabeli 23.
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Tabela 23. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti mase klasova (g) razlic¢itih genotipova

spelte inokulisanih ispitivanim izolatima Alternaria spp. u 2012.god.

Tretman/Genotip @ Nirvana Austria Ostro Ccv

A.tenuissima 1 1,69+0,12bc 1,76+0,14¢ 1,64+0,09¢ 7,95
A.tenuissima 2 1,60+0,152b¢ 1,56+0,112bc 1,74+0,12b¢ 9,38
A.infectoria 1,77+0,16b¢ 1,63+0,132bc 1,7£0,16¢ 9,41
Fungicid 2,60+0,132b 2,2+0,162 1,82+0,122b 7,27
Voda 1,74+0,152b¢ 1,84+0,13ab¢ 2,32+0,122b 8,62

*Vrednosti obeleZene razli¢itim slovom u Kkoloni tabele su statisticki znacajno razli¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; CV- koeficijent varijacije

U obe istraZivacke godine tretmani fungicidom imali su znacajan uticaj na povecanje
mase klasa, dok su zaraZena zrna u svim tretmanima inokulacije Alternaria spp. imali znatno
manju masu Kklasova, Sto ukazuje na efikasnost preparata za zaStitu bilja u dobroj
poljoprivrednoj praksi u proizvodnji zdravstveno bezbedne hrane visokih prinosa. Takode,
koeficijenti varijacije su se kretali u intervalu od 8,7-9,72% u 2011.god., odnosno od 7,27-

9,38% u 2012. god. Sto potvrduje ta¢nost izvrSenih merenja.

5.7. Sadrzaj Alternaria toksina (AOH i AME) u plevicastim
omotacima i oljustenim zrnima spelte

Primenom hromatografskih uslova dobijene su koncentracije ispitivanih Alternaria
toksina, alternariol (AOH) i aletrnariol-monometil etar (AME) u oljustenim zrnima spelte i
plevicastim omotacima posebno. Imajudi u vidu da je cilj ovih istraZivanja bio da se utvrdi u
kojoj meri plevicCasti omotaci Stite zrno od kontaminacije Alternaria toksinima, u proracunu
koncentracije mikotoksina razliciti genotipovi spelte uzeti su obzir kao broj ponavljanja.

[zvori varijacije bili su uticaji oljuStenih odnosno plevicastih zrna, razlic¢iti tretmani
inokulacije koji su obuhvatili izolate A. tenuissima 1, A. tenuissima 2 i A.infectoria i tretmane
fungicidom i vodom, kao i medusobna interakcija oljuSteno zrno/pleva x tretman. Na
osnovu rezultata analize varijanse uocava se statisticki vrlo znacajan uticaj (p<0,01) sva tri
izvora varijacije na promenu koncetracije ispitivanih Alternaria toksina (tabela 24 i 25).
Greska modela nije bila statisticki znacajna, Sto ukazuje na dobro poklapanje merenih

vrednosti AOH i AME i vrednosti predvidenih matematickim modelom.
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Tabela 24. Analiza varijanse alternariola (AOH) na oljustenim i pleviastim zrnima spelte

Izvor varijacije Suma Broj stepeni Varijansa F P
kvadrata slobode vrednost | vrednost
Zrno/pleva 2869607+ 1 2869607 59,6900 | 0,000000
Tretman 3339152+ 4 834788 17,3642 | 0,000003
Zrno/pleva x 1807401+ 4 451850 9,3988 0,000192
tretman
Greska modela 961504 20 48075

*+Statistic¢ki znacajna razlika na nivou p<0,01

Tabela 25. Analiza varijanse alternariol-monometil etra (AME) na oljuStenim i plevic¢astim

zrnima spelte

Izvor varijacije Suma Broj stepeni Varijansa F P
kvadrata slobode vrednost | vrednost
Zrno/pleva 6820147+ 1 6820147 56,5806 | 0,000000
Tretman 4646042+ 4 1161510 9,6360 0,000164
Zrno/pleva x 30371241+ 4 759281 6,2991 0,001893
tretman
Greska modela 2410771 20 120539

*Statisticki znacajna razlika na nivou p<0,01, u intervalu poverenja 95%

Srednje vrednosti koncetracije AOH u oljuStenima i plevicastim zrnima uporedene
su Tukey-evim HSD testom zanacajnosti na nivou p<0,05, a dobijeni rezultati prikazani su u
tabeli 26. Najveci sadrzaj AOH registrovan je u plevi¢astim omotacima uzoraka inokulisanih
izolatima A. tenuissima 1 (1647 pg/kg) i A.tenuissima 2 (1433 pg/kg) i on se statisticki
znacajno razlikovao od ostalih tretmana. Najmanja koncentracija AOH zabeleZena je na

oljuStenim zrnima tretiranim fungcidom (84 pg/kg).

Tabela 26. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti koncentracija aletrnariola (AOH) (ug/kg) u

oljustenim i plevic¢astim zrnima spelte

Tretman Oljustena zrna PlevicCasta zrna Ccv

A.tenuissima 1 322+16,8b 1647+66,632 5,22
A.tenuissima 2 331+30,34b 1433+64,212 9,19
A.infectoria 227+12,79b 433+14,56P 5,63
Fungicid 84+8,23" 338+24,54b 9,76
Voda 136+11,58P 342+24,39b 8,53

*Vrednosti obeleZene razli¢itim slovom u koloni tabele su statisticki znacajno razli¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; CV-koeficijent varijacije
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U svim tretmanima i kod oljusStenih i pleviCastih zrna, AME je dektovan u vecoj
koncetraciji u poredenju sa AOH (tabela 27). Najveca koncetracija AME bila je prisutna u
plevicastim zrnima inokulisanim izolatima A. tenuissima 2 (2183 nug/kg) i A.infectoria (1844
ng/kg) i statisticki se znacajno razlikovala od kontrolnih tretmana na nivou p<0,05.
Najmanji statisticki znacajno razliCit sadrZzaj AME detektovan je na oljuStenim zrnima
tretiranim fungicidom(153 pg/kg) odnosno vodom (219 pg/kg) , a izuzetno nizak sadrZaj

AME bio je prisutan i kod inokulacije sa A.infectoria (277 pg/kg).

Tabela 27. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti koncentracija alternariol-monometil etra

(AME) (ng/kg) u oljustenim i plevic¢astim zrnima spelte

Tretman Oljustena zrna Plevicasta zrna cv

A.tenuissima 1 428+30,8b¢ 1315+32,53ab 7,19
A.tenuissima 2 398+28,55b¢ 2183+186,332 8,54
A.infectoria 277%17,97 ¢ 1844+129,352 7,01
Fungicid 153+13,41°¢ 446+15,8bc 8,74
Voda 219+17,88¢ 454+31,01bc 8,18

*Vrednosti obelezene razli¢itim slovom u koloni tabele su statisticki znacajno razli¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; Prosek+SD: prosecna koncentracija (pg /kg) *+standardno odstupanje (ug /kg);
CV-koeficijent varijacije

Prisusutvo AOH i AME standardnih rastvora na vremenu retencije oko 7,4 odnosno

9,2, je potvrdeno DAD detekcijom kao Sto je prikazano na hromatogramu na slici 22.
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Slika 22. Hromatogram standarda alternariola i alternariol monometil etra

Takode, svi dobijeni hromatogrami ispitivanih toksina potvrduju visu koncentraciju
oba mikotoksina u plevi¢astim omotacima u poredenju sa oljuStenim zrnima.

Posmatrana je i pozitivna korelacija izmedu mikotoksina iz grupe alternariola (AOH i
AME). Statisticki znacCajna korelacija koncentracija AOH i AME u uzorcima spelte je
prikazana na grafikonu 3. Na osnovu dobijenog koeficijenta korelacije (r=0,603, p<0.01)
uocava se pozitivna visoko signifikantna linearana korelacija izmedu sinteze AME i sinteze
AOH. Sli¢an rezultat su saopstili Li i Yoshizawa (2000) ukazuju¢i na koprodukciju odnosno

istovremenu pojavu ovih toksina na pSenici u Kini (r=0,850, p <0.01).
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Grafikon 3. Korelacija izmedu ukupne koncetracije alternariola (AOH) i alternariol-
monometil etra (AME). Scatterplot: AOH vs. AME. AME=394,1+0,80374xA0H, korelacija:
r=0,6038

AOH i AME detektovani su u proseku cetiri puta vecoj koncentraciji u plevicastim
omotacima u poredenju sa oljuStenim zrnima, Sto potvrduje efikasnost plevicastih omotaca
u zaStiti zrna spelte ne samo u prodiranju Alternaria spp. nego i njihovih toksi¢nih
metabolita. Koeficijent varijacije kod oba ispitivana toksina u svim tretmanima je bio ispod
10% Sto ukazuje na uspeSnost primenjene eksperimentalne metode. Obzirom da je za
produkciju Alternaria toksina potrebna veca relativna vlaznost (Magan i sar., 1984) a $to je u
pririodnim uslovima uslovljeno obilnim padavinama narocito u periodu pre Zetve, time se
objaSnjava povecan sadrzaj AOH i AME u tretmanima vodom, u odnosu na tretmane
fungcidom. Imajudi u vidu tretmane inokulacije, nasi rezultati su u skladu sa istraZivanjima
Suchowilska i sar. (2010), gde je koncentracija AOH bila dva puta veca kod inuokulisanih
uzorka pSenice u odnosu na kontrolni tretman vodom i iznosila je 101 pg/kg odnosno 58
ug/kg. Kako navode ovi autori, dominantan Alternaria toksin na spelti je bio AOH, za razliku
od naSih rezultata gde je dominirao AME. [ako su ovi autori detektovali 2-2,5 puta nize
koncentracije AOH u odnosu na naSe analize, Li i Yoshizawa (2000) su saopstili priblizno
slitne vrednosti koncentracija ispitivanih Alternaria toksina na prirodno kontaminiranoj
pSenici u Kini. AOH i AME su detektovani u 90,9% ispitivanih uzorka u koncentracijama cija
je prosecna vrednost iznosila 335 pg/kg, odnosno u 95% slucajeva 443 pg/kg, Sto odgovara
rezultatima nasSih ispitivanja koja se odnose na plevicasta zrna iz tretmana destilovanom

vodom. U desetogodisSnjem monitoringu Alternaria toksina na pSenici u Nemackoj, Miiller i
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Korn (2013) su saopstili da je najceSc¢e prisutna bila tenuazoi¢na kiselina (TeA-30.3%),
zatim AOH-8,1%, AME-3,1% i ALT-2,6%. Visok procentan kontaminacije Alternaria
toksinima ustanovljen je i u nedavno sprovedenim istrazivanjima u nasoj zemlji, gde je od
92 analizirana uzorka pSenice iz Vojvodine, 72 (78,3%) bilo kontaminirano Alternaria
toksinima kao $to su AOH, AME i tenuazonska kiselina (TeA) u prose¢nim koncentracijama
od 18,6 pg/kg, 39,0 pg/kg odnosno 92,4 ug/kg (Jani¢-Hajnal, 2015).

Pored navedenih razmatranja, u cilju grupisanja uzorka na bazi sadrzaja Alternaria
toksina (AOH i AME) u plevicastim omotacima i oljuStenim zrnima u razliitim tretmanima
uradena je klaster analiza. Racunate su ukupne povezanosti tacaka (engl. complete linkage),
a rastojanja izmedu tacaka u 12-dimenzionalnom Kkoordinatnom prostoru su merena
koriS¢enjem City-block (Manhattan) algoritma. City-block distance, koje su prikazane na
apscisnoj osi grafika su merene kao srednje razlike izmedu dimenzija razli¢itih uzoraka.
Merenje udaljenosti City-block algoritmom daje rezultate slicne Euklidskom merenju, ali je
ovo merenje pogodnije zato Sto je smanjen uticaj pojedinacnih velikih udaljenosti (tzv.
autlajeri, engl. outlier), posto se ne racunaju kvadrati vrednosti pojedina¢nih koordinata.

Na dobijenom dendogramu jasno se uocavaju dva Kklastera (slika 23). Prvi klaster
Cine islju¢ivo promenjive sa plevicastim omotacima (sa prvim slovom "p" u imenu
promenljive), dok drugi klaster ¢ine oljuStena zrna sa uzuzetkom plevice/A.infectoria/AOH
(p/Ai/AOH). Dobijeni rezultati klaster analize ukazuju na veliku sli¢nost sa rezultatima
analize varijanse, potvrduju¢i ¢injenicu da plevic¢asti omotaci imaju zastitnu funkciju pri

prodiranju toksi¢nih metabolita.
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Slika 23. Dendogram za klaster analizu sadrZaja AOH i AME u plevi¢astim omotacima i
oljuStenim zrnima inokulisanim razli¢itim Alternaria spp. (Prefiksi naziva uzoraka: P-
plevicasta zrna; Z-oljusStena zrna; Atl-A. tenuissima 1; At2-A. tenuissima 2; Ai- A. infectoria;

AOH-alternariol; AME-alternariol-monometil etar)

Medutim kada se u klaster analizu ukljuce i kontrolni tretmani fungicidom i vodom,
razdvajanje na osnovu prisustva ili odsustva plevicastih omotaca nije toliko ocigledno (slika
24). 1 u ovom slucaju su racunate ukupne povezanosti tacaka, a rastojanja izmedu tacaka u
20-dimenzionalnom koordinatnom prostoru su takode merena koriS¢enjem City-block
(Manhattan) algoritma. Uticaj hemijske zaStite na oljusStenim zrnima se jasno uocava kao
poseban Kklaster, znacajno udaljen od ostalih, Sto ukazuje na efikasnost dobre proizvodacke
prakse i primene fungicida u zastiti useva od gljiva i potencijalnih mikotoksina.

Rezultati klaster analize u oba slu¢aja upucuju na zaklju¢ak da plevicasti omotaci
spelte mogu biti visoko kontaminirani gljivama i njihovim mikotoksinima, Sto ima narocitog
znacaja u zavisnosti za koje svrhe je predvidena dalja upotrebe spelte. U skladu sa tim,
ukoliko se plevice koriste za proizvodnju peleta odnosno kao bio-masa u odrzivim
sistemima obnovljive enegije (Brlek i sar.,, 2012), tretman hemijske zaStite nije neophodan.
Medutim, s obzirom na nutritivnu vrednost spelte, njeni nus proizvodi ukljucujudi i plevice
Cesto se upotrebljavaju kao hrana za Zivotinje, te je u tom slucaju, sa stanovista zdravstvene

bezbednosti, hemijski tretman obavezan.
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Slika 24. Dendogram za klaster analizu sadrZaja AOH i AME u plevi¢astim omotacima i
oljustenim zrnima pri razli¢itim tretmanima inokulacije (Prefiksi naziva uzoraka: P-
plevicasta zrna; Z-oljusStena zrna; Atl-A. tenuissima 1; At2-A. tenuissima 2; Ai- A. infectoria;

V-voda, F-fungicid, AOH-alternariol; AME-alternariol-monometil etar)

Analiza glavnih komponenti (Principal component analyses, PCA) omogucava da se
znacajno smanji broj promenljivih koje uc€estvuju u analizi, a omogucava i detektovanje i
analizu inherentne, skrivene, strukture izmedu mernih veli¢ina i promenljivih koje se
posmatraju. U cilju boljeg uvida i komparacije izmedu uzorka primenjena je i PCA, kako bi se
razdvojile grupe uzorka u faktorskoj ravni. Celokupna matrica merenih podataka koja se
sastoji od 12 razli¢itih merenih podataka je podvrgnuta PCA analizi. Graficki prikaz
trendova i efikasnost odvajanja grupa paramenatra na osnovu koriS¢enih deskriptivnih
faktora prikazana je na slici 25. Promenljive z/At2/AOH (koja prikazuje 11,0% ukupne
varijanse), p/Ai/AOH (11.0%), z/At1/AME (10,8%), z/At2/AME (10,7%), p/Atl/AME
(11,0%), p/At2/AME(10,6%) i p/Ai/AME(10,6%) su bile najznacajnije za reprezentaciju
prve glavne komponete, dok su doprinosi z/At1/AOH (koja prikazuje 22,1% ukupne
varijanse), z/Ai/AOH (25,0%), p/At2/AOH (20,4%) i z/Ai/AME(15,8%) bili najznacajniji za

izracunavanje druge faktorske koordinate.
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Slika 25. PCA analiza sadrZzaja AOH i AME u pleviCastim omotacima i oljuStenim zrnima
inokulisanim razli¢itim Alternaria spp. (Prefiksi naziva uzoraka: P-pleviCasta zrna; Z-
oljuStena zrna; At1-A. tenuissima 1; At2-A .tenuissima 2; Ai- A. infectoria; V-voda, F-fungicid,

AOH-alternariol; AME-alternariol-monometil etar)

Graficki prikaz trendova i efikasnost odvajanja grupa paramenatra kada se u klaster
analizu ukljuci i tretman fungicidom i vodom, na osnovu koriS$¢enih deskriptivnih faktora
prikazana je na slici 26, gde se uocava uspesSno odvajanje grupa podataka koje ukazuju da
sadrzaj AOH prati koncentracija AME, $to je od znacaja prilikom analiza ovih mikotoskina u
praksi.

Promenljive z/At2/AOH (koja prikazuje 8,7% ukupne varijanse), z/F/AOH (5,9%),
z/V/AOH (7,6%), z/At2/AOH (koja pokazuje 8,7% ukupne varijanse za prvu faktorsku
koordinatu), z/F/AOH (5,9%), z/V/AOH (7,6%), p/Atl1/AOH (9,7%), p/Ai/AOH (8,8%),
p/V/AOH (8,4%), z/At2/AME(8,7%), z/F/AME (5,9%), z/V/AME (7,6%), p/Atl/AME
(9,7%), p/Ai/AME (8,8%) i p/V/AME (8,4%) su bile najznacajnije za reprezentaciju prve
glavne komponete, dok su doprinosi z/At1/AOH (koja prikazuje 10,2% ukupne varijanse),
z/Ai/AOH (10,3%), p/At2/AOH (10,1%), p/F/AOH (9,6%), z/At1/AME(10,2%),
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z/Ai/AME(10,3 %), p/At2/AME (10,1%) i p/F/AME (9,6%) bili najznacajniji za

izracunavanje druge faktorske koordinate.
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Slika 26. PCA analiza sadrzaja AOH i AME u plevicastim omotacima i oljustenim zrnima pri
razliCitim tretmanima inokulacije (Prefiksi naziva uzoraka: P-plevicasta zrna; Z-oljustena
zrna; Atl-A. tenuissima 1; At2-A. tenuissima 2; Ai- A. infectoria; V-voda, F-fungicid, AOH-

alternariol; AME-alternariol-monometil etar)

Rezultati naSih istrazivanja doprinose nau¢nim saznanjima koja se odnose na zastitni
efekat plevicastih omotata u prodiranju toksi¢nih metabolita koje produkuju gljive.
Dosadasnji literaturni podaci se odnose na ispitivanje uticaja plevicastih omotaca na
kontaminaciju zrna spelte toksinima koje produkuju vrste roda Fusarium (Wiwart i sar.,
2009; Castoria i sar., 2005; Mouldry i sar., 2011; Mankeviciené i sar., 2014). Tako su Wiwart
i sar. (2009) saopstili 2-4 puta viSe koncentracije deoksinivalenola (DON) u plevicama u
odnosu na oljuStena zrna spelte u zavisnosti od proizvodne godine. Takode poredenjem
sadrzaja mikotoksina u zrnima hlebne pSenice i spelte, grupa ovih autora ustanovila je 73
puta niZe koncentracije mikotoksina DON u zrnima spelte (Wiwart i sar., 2011). Slicne

rezultate saopstili su i MankeviCiené i sar. (2014) koji su ustanovili znatno vece
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koncentracije DON-a, zearalenona (ZEA) i T-2/HT-2 toksina u plevi¢astim omotacima spelte
u odnosu na oljuStena zrna. Navedene Cinjenice ukazuju na opravdanost ljustenja zrna
splete nakon Zetve u cilju smanjenja kontaminacije zrna toksi¢nim metabolitima. Miiller i
sar. (2013) naroCitu isticu sinergistiCan toksican efekat usled istovremenog prisustva
Fusarium spp. i Aternaria spp. na Zitima usled pojave razli¢itih mikotoksina.

Imaju¢i u vidu morfoloSko genetsku predispoziciju spelte, koja se zbog svoje
prirodne otpornosti smatra idealnom Zitaricom za gajenje u sistemu organske proizvodnje,
gde se metode zastite baziraju na bioloSkim merama kontrole bez upotrebe hemijskih
sredstava, ne moZe se sa sigurnoscu trvditi koliki je uticaj ovakvog nacina proizvodnje na
produkciju i sadrzaj mikotoksina (Kralova i sar., 2006; Magkos i sar., 2006). Poredenje
koncentracije mikotoksina u konvencionalom i organskom sistemu proizvodnje otvara
prostor za nova naucna saznanja u domenu prozvodnje zdravstevno bezbedne hrane

visokog kvaliteta.

5.8. Prometni i tehnoloski kvalitet spelte inokulisane
Alternaria spp. i tretirane fungicidom

Kvalitet spelte, kao i kod pSenice zavisi od genetickog potencijala sorte, primenjenih
agrotehnickih mera i agroekoloskih uslova gajenja. Delovanje ovih faktora je veoma
kompleksno, a kvalitet je rezultat njihove interakcije. Tamnoklicna zrna, odnosno zrna
zarazena Alternaria spp. takode imaju znacajan uticaj na tehnoloski kvalitet zrna, jer visoka
kontaminacija dovodi do gubitka kvaliteta i pecivnih osobina Sto utice i na smanjenje
prometnog kvaliteta o ¢emu svedocCe brojni autori (Martin i Law, 1984; Rees i sar., 1984;
Cromey i Mulholland, 1988; Lorenz i sar., 1986; Dexter i sar., 1996; Sarié¢i sar., 1997 i 2008;
Prange i sar., 2005; de Miranda i sar., 2006; Malaker i sar., 2009; Balaz i sar., 2011;

Papouskova i sar., 2011; Bodroza-Solarov i sar., 2012).

5.8.1. Zapreminska masa

Zapreminska ili hektolitarska masa je sveobuhvatan pokazatel;j fizickih karakteristika
zrna i kao indirektni pokazatelj meljivosti ukljucen je u sve svetske standarde, na bazi kojih
se vrednuje pSenica na medunarodnom trziStu. Ova osobina je u pozitivnoj korelaciji sa

kvalitetom i poZeljno je da njene vrednosti budu Sto vece. Hektolitarska masa varira u
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rasponu od 60 do 84 kg/hl. Prema SRPS-E. B1. 200 ( bivsi JUS E. B1. 200), o opStim uslovima
kvaliteta pSenice, kao sirovine za mlinsku industriju, standardnim kvalitetom se smatra
pSenica Cija je zapreminska masa 76kg/hl. Generalno, spelta ima niZe vrednosti
zapreminske mase zrna nego Sto je to kod hlebne pSenice. Dugo i uzano zrno spelte utice na
smanjenje vrednosti ovog pokazatelja. U istraZivanjima Bodroza- Solarov i sar. (2009) ona
se kretala od 71,85-74,75 kg/hl za razliku od hlebne pSenice gde je iznosila 77,5kg/hl.

Nasi rezultati ispitivanja analize varijanse uticaja razli¢itih genotipova i tretmana na
zapreminsku masu zrna spelte pokazuju visoko znacajan uticaj ovih izvora varijacije kao i

njihove medusobne interakcije (na nivou p<0,01) kao $to je prikazano u tabeli 28.

Tabela 28. Analiza varijanse uticaja razliCitih genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i

tretiranih fungicidom na zapreminsku masu (kg/hl)

Izvor varijacije Suma Broj stepeni Varijansa F p
kvadrata slobode vrednost | vrednost
Genotip 1,1+ 2 0,6 27 0,000004
Tretman 4,6+ 1 4,6 225 0,000000
Genotip x 1,4+ 2 0,7 34 0,000000
tretman
Greska modela 0,4 18 0,0

*+Statisticki znacajna razlika na nivou p<0,01

Srednje vrednosti rezultata merenja uporedene su Tukey-evim HSD testom prilikom

Cega je izmedu tretmana uocena statisticki znacajna razlika na nivou p<0,05 (tabela 29).

Tabela 29. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti zapreminske mase (kg/hl) zrna razlic¢itih

genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i tretiranih fungicidom

Tretman/Sorta Nirvana Austria Ostro CcvV
Alternaria spp. 74,240,194 73,95+0,124 74,52+0,10¢ 0,26
Fungicid 75,65+0,162 74,85+10,16P 74,8+0,10bc 0,22

*Vrednosti obelezene razli¢itim slovom u koloni tabele su statisticki znacajno razli¢ite na nivou p<0,05 u
intervalu poverenja 95%; CV-koeficijent varijacije

Zrna inokulisana Alternaria spp. imala su manju i statisticki znacajno trazlicitu
zapeminsku masu od zrna tretiranih fungicidom, Sto se moZe objasniti uticajem
tamnokli¢nih zrna na Sturost zrna koja direktno uticu na smanjenje hektolitarske mase. Do
sli¢nih rezultata dosli su Martin i Law (1984), Dexter i sar. (2006), kao i Sari¢ i sar. (2008)
koji navode da je infekcija Alternaria spp. uticala na smanjenje zapeminske masu ispitivanih
zrna pSenice. BalaZ i sar. (2011) su potvrdili gore navedene €injenice isticu¢i da je prilikom

tetiranja pSenice fungicidom zapreminska masa bila statisticki znaCajno ve¢a u odnosu na
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zarazena zrna Alternaria spp. i Fusarium spp. De Miranda i sar. (2006) su ispitivali
tehnoloski kvalitet zaraZene pSenice tokom skladiStenja komentariSuci uticaj gljivicne
infekcije na zapreminsku masu, kao jednog od pokazatelja tehnoloSkog kvaliteta zrna. Kako
navode ovi autori, kod zrna zaraZenih Alternaria spp. zapreminska masa se kretala od 77,25-
83,10 kg/hl u zavisnosti od ispitivane sorte. Medutim, u istraZivanjima 12 uzoraka pSenica
koji su sadrzali od 10 do 50% tamnokli¢na zrna, Rees i sar. (1984) su saopstili da je
zapreminska masa zaraZenih zrna bila tek neSto niZa u odnosu na zdrava zrna te je uticaj

infekcije Alternaria spp. na ovaj parametar tehnoloSkog kvaliteta bio minimalan.

5.8.2. Masa 1000 zrna

Masa 1000 zrna, kao parametar prometnog kvaliteta zrna, ukazuje na nalivenost zrna
i mogucnost veceg iskoriS¢anja braSna. Ova osobina je posebno izraZena kod pSenice, i Sto su
vrednosti mase 1000 zrna vece to je zrno boljeg kvaliteta. Prema SRPS-E. B1. 200 ( bivsi JUS
E. B1. 200), o opStim uslovima kvaliteta pSenice kao sirovine za mlinsku industriju masa
1000 zrna treba da iznosi najmanje 35g. Kako navode BodroZa-Solarov i sar. (2009) masa
1000 zrna kod razlicitih genotipova spelte (Eko 10, Nirvana i Ostro) se kretala od 39,7-40,9
gibilaje niza u odnosu na hlebnu pSenicu (43,8g).

ANOVA test uticaja genotipa i razliCitih tretmana na masu 1000 zrna ispitivanih
uzoraka spelte pokazao je da za razliku od zapreminske mase, uticaj genotipa, nije imao
znacajan uticaj na masu 1000 zrna, dok su uticaj razli¢itih tretmana kao i medusobna

interakcija genotipxtretman bili statisti¢ki znacajni na nivou p<0,01 odn. p<0,05 (tabela 30).

Tabela 30. Analiza varijanse uticaja razli¢itih genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i

tretiranih fungicidom na masu 1000 zrna (g)

Izvor varijacije Suma Broj stepeni Varijansa | F vrednost P
kvadrata slobode vrednost
Genotip 7,32 2 3,66 2,80 0,089273
Tretman 36,02+ 1 36,02 27,55 0,000054
Genotip x 12,61* 2 6,31 4,82 0,021023
tretman
Greska modela 23,53 18 1,31

*Statisticki znacajna razlika na nivou p<0,05;
*Statisti¢ki znac¢ajna razlika na nivou p<0,01, u intervalu poverenja 95%
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Kao Sto je prikazano u tabeli 31 masa 1000 zrna biljaka inokulisanih Alternaria spp.
bila je manja od zrna tretiranih fungicidom i statisti¢ki se znacajno razlikovala od tretmana
fungicidom, osim kod sorte Austria gde nije bilo signifikantne razlike. Nasi rezultati su u
skladu sa istraZivanjima autora Suchowilska i Wiwart (2006) koji su nakon veStacke
inokulacije spelte Fusarium spp. ustanovili znacajnu razliku u masi 1000 zrna, koja se kod
zaraZenih zrna kretala od 20,84-29,91g, dok je u kontrolnim tretmanima iznosila 39,86-
46,63g, $to je ¢ak 20,45-53,89% vise. Sli¢ne rezultate saopstili su Sari¢ i sar. (2008) gde se
masa 1000 zrna smanjivala sa porastom intenziteta infekcije pSenice. Takode, BalaZ i sar.
(2011) su zakljucili da je hemijski zaSticena pSenica imala znacajno viSe vrednosti mase
1000 zrna. Suprotno ovim zapaZanjima, Martin i Law (1984) i Cromey i Mulholland (1988)

su registrovali ve¢u masu zrna kod tamnokli¢nih zrna.

Tabela 31. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti mase 1000 zrna (g) zrna razli¢itih

genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i tretiranih fungicidom

Tretman/Sorta Nirvana Austria Ostro Ccv
Alternaria spp. 40,45+0,532b 42,45+1,00¢bc 39,6+1,70bc 4,31
Fungicid 42,9+1,00b¢ 43,85+0,82b¢ 44,10+1,400b 3,20

*Vrednosti obelezene razlic¢itim slovom u koloni tabele su statisticki znacajno razli¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; CV-koeficijent varijacije

5.8.3. Velic¢ina zrna

VeliCina i oblik zrna su sortne osobine koji ukazuju na kvalitet i ponasanje zrna
tokom mlevenja. Veca zrna imaju povoljniji odnos endosperma i omotaca, Sto znaci i vecu
iskoriS¢enost u brasnu. Medutim za meljivost pSenice, pored veliine zrna znacajni su i
ujednacenost veli¢ine kao i oblik zrna. Sto zrna vise odstupaju od loptastog oblika udeo
omotaca u njima se povecava, a iskoriS¢enje u brasnu je manje (Kaluderski i Filipovi¢,
1998).

Analizom varijanse razlic¢itih izvora varijacije na veli¢inu zrna utvrdeno je da je uticaj

tretmana bio visoko znacajan na krupnoc¢u zrna na nivou p<0,01 (tabela 32).
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Tabela 32. Analiza varijanse uticaja razliCitih genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i

tretiranih fungicidom na veli¢inu zrna (mm)

Izvor varijacije Suma Broj stepeni Varijansa F p
kvadrata slobode vrednost | vrednost
Genotip 9,34 2 4,67 2,61 0,101351
Tretman 88,7+ 1 88,7 49,19 0,000002
Genotip x 3,76 2 1,88 1,05 0,370445
tretman
Greska modela 32,26 18 1,79

*Statistic¢ki znacajna razlika na nivou p<0,01, u intervalu poverenja 95%

Srednje vrednosti udela najkrupnijih zrna odn. zrna veli¢ine preko 2,8 mm,
uporedene su Tukey-evim testom znacajnosti na nivou p<0,05, a rezultati su procentualno
prikazani u tabeli 33. Statisticki znacajno ve¢i udeo najkrupnijih zrna uocava se kod
tretmana fungicidom kod sva tri genotipa (36,98-37,73%), Sto ukazuje da gljivicna infekcija

oStecuje zrno i negativno utiCe na nalivanje i sazrevanje zrna.

Tabela 33. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti procentualnog udela najkrupnijih zrna (2,8

mm) razli¢itih genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i tretiranih fungicidom

Tretman/Sorta Nirvana Austria Ostro Ccv
Alternaria spp. 33,78+3,65¢ 36,63+2,25bc 32,05+1,32¢ 4,20
Fungicid 36,98+0,962b 37,73+1,582 37,00+1,102b 4,61

*Vrednosti obelezene razlic¢itim slovom u koloni tabele su statisticki znacajno razli¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; CV-koeficijent varijacije

5.8.4. Sadrzaj proteina

SadrZaj proteina spada medu najznacajnije parametre, od njega zavisi variranje
tehnoloskog kvaliteta kako pSenice, tako i spelte. Kvantitativne razlike u sastavu proteinskih
komponenti uslovljavaju razlike u pecivnim osobinama sirovine. Proteini, kao S$to su
albumini, globulini, glutenini i glijadini, se nalaze u obi¢noj pSenici i spelti kao izvor energije
i esencijalnih aminokiselina. BioloSki aktivni proteini su ve¢inom albumini i globulini koji su
skoncentrisani u Celijama aleuronskog omotaca, perikarpa, klice i u malom procentu u
endospermu. Glutenini i glijadini su skladiSni proteini poznatiji kao prolamini. Oni se nalaze
u endospermu i aleuronskom sloju, ali ih nema u perikarpu i klici (Hoseney, 1994).

Veliki broj naucnih publikacija ukazuje na ve¢i sadrzaj proteina u zrnu spelte u

odnosu na hlebnu pSenicu (Abdel-Aal i sar., 1995, 2002; Ranhotra i sar., 1995 i 1996; Grela,
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1996; Piergiovanni i sar., 1996; Jorgensen i sar., 1997; Marconi i sar., 1999; Moudry i sar.,
1999; Matuz i sar., 2000; Skarabanja i sar., 2001; Bojnanaska i Francakova 2002; Marconi i
sar., 2002; Kohajdova i Koravic¢ova., 2007; Bonafaccia i sar., 2009; BodroZa-Solarov i sar.,
2009; Pasqualone i sar., 2011; Escarnot i sar., 2012; Filipcev i sar., 2013). Prema Ugrenovicu
(2013) sadrzaj proteina spelte u razlic¢itim rokovima setve kretao se od 17,5% do 18,1% .
Takode, sadrZaj proteina zavisi i od razli¢itog sortimenta spelte (BodroZa-Solarov i sar.,
2009; Pasqualone i sar., 2011; Filipcev i sar., 2013). Veci sadrZaj proteina dovodi do sporije
sedimentacije, odnosno uslovljava vece sedimentacione vrednosti kod spelte u odnosu na
hlebnu psenicu (FilipCev i sar., 2013)

Analizom varijanse uticaja razli¢itih genotipova spelte iz razli¢itih tretmana uocen je
statistiCki visoko znacajan uticaj sva tri izvora varijacije na sadrzaj proteina na nivou p<0,01
(tabela 34). Kako navodi Dupont (2003) razli¢it sadrZaj proteina kod spelte varira u
zavisnosti od sortimenta, te se ova varijabilnost moZe objasniti i razli¢itim uslovima gajenja i

genetskim osobina sorte koji uticu na sadrzaj proteina.

Tabela 34. Analiza varijanse uticaja razli¢itih genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i

tretiranih fungicidom na sadrzaj proteina (%)

Izvor varijacije | Suma Broj stepeni | Varijansa | F p
kvadrata slobode vrednost | vrednost

Genotip 0,219+ 2 0,109 8,2 0,003018

Tretman 13,336 1 13,336 993,2 0,000000

Genotip X | 4,271+ 2 2,136 159,1 0,000000

tretman

Greska modela 0,242 18 0,013

+Statistic¢ki znacajna razlika na nivou p<0,01

Srednje vrednosti dobijenih rezultata ukazuju na ve¢i sadrZaj proteina u inficiranim
zrnima u poredenju sa zrnima tertiranim fungicidom, uz visoko statisticki znacajne razlike
izmedu tretmana i sva tri genotipa. Na osnovu rezulatata prikazanih u tabeli 35, najveci
sadrZaj proteina je izmeren kod genotipa Ostro inokulisanog Alternaria spp. (18,56%). Kod

istog genotipa registrovan je i najmanji sadrZaj proteina u tertmanu fungicidom (16%).

98



Tabela 35. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti sadrzaja proteina (%)u zrnu razli¢itih

genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i tretiranih fungicidom

Tretman/Sorta Nirvana Austria Ostro CcvV
Alternaria spp. 18,21+0,10P 17,70+0,18¢ 18,56+0,052 1,03
Fungicid 16,79+1,00¢ 17,20+0,104 16,00+0,13f 0,82

*Vrednosti obeleZene razli¢itim slovom u koloni tabele su statisticki znacajno razli¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; CV-koeficijent varijacije

Slicne rezultate saopstili su Lorenz i sar. (1986) proucavajudi uticaj tamnokli¢nih
zrna na pecivni kvalitet hlebne pSenice. Ovi autori navode da se sadrZaj proteina povecavao
usled vece zaraze zrna i kretao se od 9,8-11,2% odnosno 11-13% u zavisnosti od ispitivane
sorte. Sari¢ i sar. (2008) i Malaker i sar. (2009) takode su uocili da je veéi stepen zaraze
pSenice uticao na porast sadrzaja poteina (12,51-16,77%). Za razliku od njih, Dexter i sar.
(1996) i Girtner i sar. (2008) su zakljucili da se kod fuzarioznih zrna sadrzaj proteina nije
znacajno menjao. Da hemijska zastita moZe pozitivno da uti¢e na sadrzaj proteina potvrduju
istrazivanja BalaZ i sar. (2011) koji smatraju da se time stvaraju povoljni uslovi za sintezu
proteina za razliku od kontrole gde nije bilo hemijske zastite i infekcija patogenim glivama je

stoga bila znatno veca.

5.8.5. Laboratorijsko mlevenje pSenice

Podaci o koli¢ini izdvojenog brasna jednokratnim mlevenjem pSenice (I1) kao i
podaci o ukupnoj koli¢ini brasna (I.) su merilo tehnoloskog kvaliteta pSenice kao mlinske
sirovine, tj. moguc¢nosti da se od nje dobije Sto viSe brasna a da pri tom ono sadrzi Sto manje
usitnjiehih Cestica omotaca i klice. Koli¢ina brasana koja se dobija od odredene kolifine
psenice naziva se izbrasnjavanje (Zezelj, 1995). Meljivost je sortna karakteristika, te sorte
pSenice boljeg kvaliteta daju vecu koli¢inu brasna I1 i L..

Rezultati izbrasnjavanja prikazani su u tabeli 36 gde se kod sva tri genotipa u
tretmanima fungicidom jasno se uoCava veléi procenat brasna izdvojen jednokratnim
mlevenjem (I1) kao i ukupna koli¢ina brasna (I.) Sto ukazuje na bolji kvalitet i vecu
nalivenost zrna. Teorijski vrednost izbrasnjavanja je u pozitivnoj korelaciji sa
zapreminskom masom, kao i masom 1000 zrna medutim u praksi se pokazalo da je

izbrasnjavanje direktno vezano za sortu (ZeZelj, 1995).
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Tabela 36 . Rezultati laboratorijskog mlevenja spelte

Nirvana Austria Ostro

Alternaria | Fungicid | Alternaria | Fungicid @ Alternaria | Fungicid

Spp. Spp. Spp.
I 66 66,80 67,9 69,1 68,8 69,2
Iu 76,8 76,90 78,6 79,7 79,1 79,8
VlaZnost 12,47 12,41 12,25 12,3 12,27 12,29
zrna (%)

Vlaznost 12,8 13,30 13,5 13,5 13,3 13,4
brasna(%)

masa(g) 2650,00 2200,00 1400,00 1600,00 1400,00 1900,00

I1-kolic¢ina brasna izdvojena jednokratnim mlevenjem (%); I,-ukupna koli¢ina brasna (%)

Vrednost parametra I1 kod uzoraka inokulisanih Alternaria spp. kretao se od 66-
68,8%, dok je kod tretemana fungicidom iznosio od 66,8-69,2%. U naSem eksperimentu
procenat izbras$njavanja (I1) zrna inokulisanih Alternaria spp. i tretiranih fungicidom, bio je
na nivou procenta izbrasnjavanja hlebne psSenice (62-69%) Kkoji su saopstili Duric¢ i

Mladenov (2007).

5.8.6. Broj padanja po Hagberg-u

Broj padanja po Hagbergu, kao pokazatej alfa-amilazne aktivnosti jedna je od
pokazatelja kvaliteta obzirom da se na taj nacin posredno dokazuje prisustvo proklijalih
zrna Zita. Ako je broj padanja izmedu 200 i 300 sekundi (sek) pSenica je bez proklijalih zrna,
a aktivnost alfa-amilaze je normalna. Za potrebe pekarstva optimalni raspon broja padanja
je od 250 do 300 sek i u mnogim zemljama se podeSava dodavanjem sladnog brasna
pSeni¢nom brasnu.

ANOVA test uticaja razli¢itih izvora varijacije ukazuje da na broj padanja nema

statistiCki znacCajnog uticaja ni genotip spelte, ni razliciti primenjeni tretmani (tabela 37).
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Tabela 37. Analiza varijanse uticaja razliCitih genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i

tretiranih fungicidom na broj padanja (s)

Izvor varijacije Suma Broj stepeni | Varijansa F p
kvadrata slobode vrednost | vrednost

Genotip 8980 2 4490 0,9861 0,392314

Tretman 4483 1 4483 0,9845 0,334247

Genotip x 12758 2 6379 1,4010 0,271970

tretman

Greska modela 81960 18 4553

Takode, poredenjem srednjih vrednosti dobijenih rezultata Tukey-evim HSD testom,
uocava se da ne postoje statisticki znacajne razlike izmedu termana kao ni izmedu razlic¢itih
genotipova spelte. Broj padanja se u svim varijantama kretao iznad 350 sek, osim u slucaju
genotipa Austria inokulisanim Altenaria spp. gde je broj padanja bio nesto niZi (281,25sek).
[ako ne postoje statisticki znacajne razlike, na osnovu prikazanih rezultata u tabeli 38
uocava se da je infekcija Altenaria spp. uticala na povecanje aktivnosti alfa-amilaze, te je

broj padanja opadao.

Tabela 38. Tukey-ev HSD test: srednje vrednosti broja padanja (s)u zrnu razli¢itih

genotipova spelte inokulisanim Alternaria spp. i tretiranih fungicidom

Tretman/Sorta Nirvana Austria Ostro CcvV
Alternaria spp. 373,75%£12,692 361,25+6,102 353,25£14,1072 3,99
fungicid 374+9,932 373,50+8,742 363,75+5,852 3,39

*Vrednosti obeleZene razlicitim slovom u koloni tabele su statisti¢ki znacajno razlic¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; CV-koeficijent varijacije

Za ovu pojavu objasnjenja su dali Lorenz (1986) i Hareld i sar. (2003), koji su
zakljucili da gljivi¢na infekcija utice na razgradnju skroba i doprinosi povecanoj aktivnosti
alfa amilaze cije merilo je broj padanja. NaSi rezutati su u skladu sa podacima koje su
saopstili Martin i Law (1984). U uslovima razli¢itog intenziteta zaraze Alternaria spp. kod12
uzorka pSenice registrovali su smanjenje broja padanja usled povecanja infekcije. Sli¢no,
Gaértner i sar. (2008) i Papouskova i sar. (2011) su u ispitivanjima fuzarioznih zrna razli¢itih

nivoa infekcije zabelezili najniZi broj padanja u najjace zaraZenim zrnima.
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5.8.7. Gluten

Gluten predstavlja u vodi nerastvorljive proteine pSenice, odnosno brasna, koji u
dodiru sa vodom bubre, obrazujuci pri tom elasti¢nu, koherentnu masu koja tokom meSanja
testa stvara finu mrezastu strukturu i ¢ini osnovni skelet testa. SadrZaj glutena uslovljavala
razlike u pecivosti, a narocito je u veoma jakoj korelaciji sa zapreminom hleba. SadrZaj
vlaznog glutena od 25 % predstavlja minimum za prehrambenu industriju (Bojnanska i
Francakova, 2002). Makromolekul glutena cine dve frakcije glijadin i glutenin, te razlike u
kvalitetu glutena poticu od razli¢ite raspodele molekulskih masa ovih komponeneti
(Pakovi¢, 1980). Gluten-indeks je pokazatelj kvaliteta glutena i predstavlja odnos glutenina i
glijadina. Polimeri glutenina se smatraju odgovornim za pecivne osobine, jer testu daju
sjacinu“, nasuprot glijadinu koji se posmatra sa stanovista elasticnosti i povecéanja
viskoziteta testa (Li i sar., 2003). Vrednosti gluten-indeksa krec¢u se u granicama od 0 do
100% i predstavljaju udeo glutenina u vlaznom glutenu. Ukoliko je ova vrednost veca gluten
je kvalitetniji.

Ve(i sadrzaj proteina i glutena u zrnu spelte u odnosu na njihov sadrZaj u hlebnoj
pSenici ne daje spelti prednost kada je u pitanju preradivacki kvalitet brasna i testa, koje je
naprotiv manje elasti¢no, lepljivo i slabije energije (Schober i sar., 2002 i 2006; Kohajdova i
Karovicova, 2007; Pruska-Kedzior i sar, 2008). Tokom viSegodiSnjih istraZivanja razliCiti
autori su zabeleZili razli¢it sadrzaj vlaznog glutena kod spelte. On se kretao od 31,01-
39,50% (Lacko-BartoSova i Rédlova, 2007), 36,60-51,80 % (Bojiianska i Francakova, 2002),
49.9-52.6% (Pasqualonne i sar., 2006) i 34-46% (BodroZa-Solarov i sar., 2009) u zavisnosti
od sortimenta i agroekoloskih uslova. Zielinski i sar. (2008) saopstili su da je sadrzaj
vlaZnog glutena bio 1,3 puta veci u speltinom brasnu u odnosu na brasno hlebne psenice i
kretao se od 30,1-37,2%. Uprkos visokog uticaja uslova spoljne sredine na sadrzaj vlaznog
glutena spelte, kako navode Pasqualone i sar. (2006) rafinisano speltino brasno je imalo
elastican gluten sa dobrim pecivnim svojstvima. Filipc¢ev i sar. (2013) su saopstili da je
gluten indeks je kod spelte bio znac¢ajno manji u poredenju sa hlebnom pSenicom, Sto je
indikator siromasnog kvaliteta glutena kod spelte.

Analizom varijanse uticaja razli¢itih genotipova i tretmana na sadrZaj vlaznog
glutena uocava se visok statisticki znacajan uticaj svih izvora varijacije na nivou p<0,01

(tabela 39).
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Tabela 39. Analiza varijanse uticaja razliCitih genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i

tretiranih fungicidom na sadrZaj vlaznog glutena

Izvor varijacije Suma Broj stepeni | Varijansa F p
kvadrata slobode vrednost  vrednost

Genotip 331,24+ 2 165,62 801,4 0,000000

Tretman 26,46* 1 26,46 128,0 0,000000

Genotip x 10,36* 2 5,18 25,1 0,000006

tretman

Greska modela 3,72 18 0,21

+Statistic¢ki znacajna razlika na nivou p<0,01

Vrednosti vlaznog glutena varirale su u zavisnosti od tretmana sa statisticki
znacajnim razlikama u odnosu na sortiment. NajviSe vlaZznog glutena registrovano je kod
genotipa Ostro, i on je kod inokulisanih biljaka iznosio 49%, dok je u tretmanu fungicidom
bio 50,6%. Kao Sto se vidi iz rezultata prikazanih u tabeli 40, inokulacija Alternaria spp.
uticala je na smanjenje sadrzaja vlaZznog glutena, koji se osim kod genotipa Austria statisticki

znacajno razlikovao u odnosu na tretmane fungicidom.

Tabela 40. Sadrzaj vlaznog glutena (%) razlic¢itih genotipova spelte inokulisanih Alternaria

spp. i tretiranih fungicidom

Nirvana Austria Ostro
Alternaria Fungicid | Alternaria = Fungicid | Alternaria = Fungicid
Spp- Spp- Spp.
Sadrzaj
vlaznog 38,810,434 42,7+0,16¢ | 45,7+0,8¢ | 46,5+0,36¢ | 49+0,45> | 50,610,222

glutena (%)
*Vrednosti obeleZene razli¢itim slovom u redu tabele su statisticki znacajno razli¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%

Pozitivan efekat hemijske zaStite na sadrZaj glutena navode i Balaz i sar. (2011) u
ispitivanjima uticaja razli¢itih fungicida na intenzitet zaraze Fusarium spp. i Alternaria spp. u
korealciji sa tehnoloskim kvlalitetom. Smanjenje sadrzaja glutena i degradiranje glutenske
mreZaste strukture usled kontaminacije pSenice razlicitim gljivama potvrdili su Boyacioglu i
Hettiarachchy (1995), Dexter i sar. (1996) , Antes i sar. (2001), Prange i sar. (2005), de
Miranda i sar. (2006), Sari¢ i sar. (2008), Papouskova i sar. (2011). Antes i sar. (2001) su
zakljucili da je kontaminacija zZita Fusarium spp. neznatno uticala na smanjenje sadrzaja
glutena, za razliku od infekcije vrstama rodova Aspergillus i Penicillium. Prilikom toga su
ispitivani uzorci imali znac¢ajno manji sadrzaj glutena, Sto se dalje ogledalo u slabljenu testa i

maloj zapreminskoj masi hleba. Ova pojava se moze objasniti direktnim uticajem gljivicne
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infekcije na degradaciju glutena kao i time Sto infekcija dovodi do prevremenog odumiranja
klasova te i do nedovoljnog razvijanja zrna i njegove proteinske strukture (Dexter i sar.,

1996).

5.8.8. Rezultati ekstenzografskih ispitivanja

Ekstenzografom se ispituju fiziCke osobine testa, odnosno njegova energija,
rastegljivost i otpor pri rastezanju Sto ukazuje na ponaSanje testa u procesima zamesa i
fermentacije (Pakovi¢, 1980). U pekarstvu, za proizvodnju hleba poZeljno je da testo ima
veliku energiju i da je pri tom odnos otpora rastezanja prema rastegljivosti od 1,5 do 2,5
(Kaluderski i Filipovi¢, 1998).

Generalno, u pogledu prosecnih vrednosti ekstenzografski utvrdenih svojstava testa
pri rastezanju, zrno spelte ima malu energija (znak slabog kvaliteta brasna) i malu
zapreminu gotovog proizvoda (Ugrenovi¢, 2013). FilipCev i sar. (2013) navode da spelta
ima niZe vrednosi otpora testa i vec€u rastegljivost u poredenju sa hlebnom psSenicom.

Rezutati analize varijanse uticaja razliitih genotipova i tretmana prikazani su u
tabelama 41-43 za svaki parametar posebno, dok su rezultati Tukey-evog HSD testa
znacajnosti razlike srednjih vrednosti sumirani u tabeli 44. Dobijeni ekstezogrami

najznacajnijh rezultata dati su u prilogu.

Tabela 41. Analiza varijanse uticaja razli¢itih genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i

tretiranih fungicidom na energiju testa (cm?2)

Izvor varijacije Suma Broj stepeni | Varijansa F p
kvadrata slobode vrednost | vrednost

Genotip 19861,33* 2 9930,67 3310,22 0,000000

Tretman 6,00* 1 6,00 2,00 0,000017

Genotip x 192,00+ 2 96,00 32,00 0,000001

tretman

Greska modela 54,00 18 3,00

+Statisticki znacajna razlika na nivou p<0,01
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Tabela 42. Analiza varijanse uticaja razliCitih genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i

tretiranih fungicidom na otpor testa (Ej)

Izvor varijacije Suma Broj stepeni
kvadrata slobode

Genotip 123239,1+ 2

Tretman 782,0* 1

Genotip x 979,1+ 2

tretman

Greska modela 50,7 18

Varijansa

61619,5

782,0
489,5

2,8

+Statistic¢ki znacajna razlika na nivou p<0,01

F p
vrednost | vrednost
21855,2 0,000000
277,4 0,000000
173,6 0,000000

Tabela 43. Analiza varijanse uticaja razliCitih genotipova spelte inokulisanih Alternaria spp. i

tretiranih fungicidom na rastegljivost testa (mm)

Izvor varijacije Suma Broj stepeni
kvadrata slobode

Genotip 3525,3* 2

Tretman 66,7+ 1

Genotip x 485,3+ 2

tretman

Greska modela 98,00 18

Varijansa

1762,7

66,7
242,7

54

*+Statisticki znacajna razlika na nivou p<0,01

F p
vrednost | vrednost
323,8 0,000000
12,2 0,002561
44,6 0,000000

ANOVA test jasno ukazuje na visoko statisticki znacCajan uticaj sva tri izvora vaijacije

na sve posmatrane parametre na nivou p<0,01, sto ukazuje da su ekstenzografska svojstva

testa pre svega sortna karakteristika, ali je i pokazatelji kvaliteta testa.

Tabela 44. Ekstenzogafski pokazatelji brasna razli¢itih genotipova spelte inokulisanih

Alternaria spp. i tretiranih fungicidom

Nirvana
Alternaria Fungicid
spp-
Energija 85+0,82b 92+2,162
(cm?)
Otpor 240+0,96b 270+1,162
rastezanja
testana 5
cm(Ej)
Rastegljivost | 183+2,16de 179+1.52¢
(mm)
Odnosni 1,31 1,51
broj**

Austria
Alternaria | Fungicid
spp-
26+2,16de | 31+0,82c
110+1,63¢ | 110+2,16¢
194+0,82¢ | 186+3,564

0,57 0,59

Ostro
Alternaria | Fungicid
spp-
24+1,63¢ | 29+1,16¢
100+1,41¢ | 950+0.984
203£2,830 | 217+1,41a
0,49 0,44

*Vrednosti obelezene razlic¢itim slovom u redu tabele su statisticki znac¢ajno razli¢ite na nivou p<0,05, u
intervalu poverenja 95%; **Odnos otpora rastezanja prema rastegljivosti
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Veca energija testa registrovana je u uzorcima koji su tretirani fungicidom kod sva tri
genotipa, Sto ukazuje na to da je infekcija Alternaria spp. uticala na smanjenje energije testa
odnosno na smanjenje pecivnog kvaliteta. Najveca i statisticki znacCajno razli¢ita energija
testa zabeleZena je kod genotipa Nirvana i u tretmanu fungicidom je iznosila 92 cm? (prilog
1), dok je pri inokulaciji bila 85 cm? (prilog 2). Najmanju energiju imao je genotip Ostro 29
cm? u tretiranim odnosno 24 cm? u inokulisanim uzorcima. Otpor kao i rastegljivost testa su
takode bili znacajno niZi u inokulisanim uzorcima. Sli¢ne rezultate saopstili su i drugi autori.
U reoloskim ispitivanjima pSenice inokulisane Fusarium spp. Antes i sar. (2001) su dosli do
zakljucka da je infekcija gljivama uzorkovala blago smanjenje otpora testa Sto se nije
znacajno odrazilo na smanjeje zapremine hleba. Isti autori navode da je u uslovima skladisSta
infekcija Zita Aspergillus i Penicillium vrstama uzrokovala znacajno smanjenje otpora testa i
rastegljivosti, Sto je zatim uticalo na izuzetno malu zapreminu hleba. Prange i sar. (2005) su
dosli do zanimljivog stanovista da uprkos tome S$to infekcija Fusarium spp. dovodi do
degradacije strukture zrna i glutena, gljivicna kontaminacija ne uti¢e znacajno na smanjenje
pecivnih osobina, odnosno da se na osnovu analiza pecivnih osobina ne moZe ustanoviti
nivo zaraze Fusarium spp. kao ni mikotoksina koje oni produkuju. To je narocito znacajno sa
stanovista zdravstvene bezbednosti hrane, s obzirom da ocenjeni rezultati reoloskih analiza
(npr. zapemina hleba) ne ukazuju na mikrobioloSku kontaminiaciju. To povecava i rizik od
prisustva mikotoksina u gotovim proizvodima, narocito ukoliko se ima u vidu da se sadrzaj

mikotoksina teSko smanjuje termi¢ckom obradom (Scott, 1991).

5.8.9. Rezultati termo-mehanickih osobina testa dobijenih
primenom Miksolaba®

Miksolab® je uredaj koji se koristi za karakterizaciju reoloSkog ponasanja testa, koje
se istovremeno podvrgava i meSanju i temperaturnim promenama. Promene koje se javljaju
pri prolasku testa izmedu rotiraju¢ih z-mesilica registruju se kao promene obrtnog
momenta izrazenog u Nm. Prednost miksolaba je Sto istovremeno meri kako karakteristike
proteina brasna tako i osobine skroba. Dobijeni rezultati pruzaju informacije o reoloskim
osobinama testa (mo¢ upijanja vode, vreme potrebno za razvoj testa, jaCina i elasti¢nosti
testa), jaCini proteinskog kompleksa, Zelatinizaciji i retrogradaciji skroba, kao i enzimskoj
aktivnosti.

Komparativni prikaz rezultata dobijenih primenom miksolaba za tri razli¢ita roka

setve brasSna spelte ukazuje na relativno ujednacen, slab kvalitet brasna male moci
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apsorpcije, slabe glutenske mreZe i slabe viskoznosti, Sto e imati za posledicu manje
povoljne pekarske osobine finalnog proizvoda, koji ¢e biti i male zapremine (Ugrenovic,
2013).

U pogledu sortnih razlika, a na osnovu miksolab parametara, BodroZa- Solarov i sar.
(2009) su zakljucili da su uprkos ve¢em sadrzaju proteina, sorte Eké 10 i Ostro imale slabiji
tehnoloski kvalitet, nego genotip Nirvana.

Vrednosti parametra C2 miksolab profila sva tri genotipa spelte sa tretmanima

inokulacije Alternaria spp. i fungicidomrikazani sumirani su u tabeli 45.

Tabela 45. Miksolab parametar C2 (Nm) testa od spelte

Genotip Tretman C2 (Nm)
Nirvana Alternaria spp. 0,32b
Fungicid 0,362
Austria Alternaria spp. 0,29¢
Fungicid 0,32b
Ostro Alternaria spp. 0,28¢
Fungicid 0,28¢

*C2 - minimalna vrednost torzije na poCetku zagrevanja

Posmatrajuc¢i vrednosti parametra C2, kao pokazatelja slabljenja proteinske mreze,
uocava se signifikantan efekat hemijskog tretmana na jac¢inu glutenske mreze kod genotipa
Nirvana i Austria. Vrednost C2 je bila veca prilikom tretmana fungicidom kod genotipa
Nirvana (0,36 nm) i Austria (0,32 nm) dok se kod genotipa Ostro nije razlikovala od
tretemana inokulacije Alternaria spp. Imaju¢i u vidu da fitopatogene gljive deluju
inhibitorno na odvijanje fizioloskih procesa tokom rasta i sazrevanja biljaka, a koji
podazumevaju i biosintezu proteina i skroba, moze se zakljuciti da zrna zaraZena Alternaria
spp- imaju slabiju glutensku mrezu u odnosu na zdrava zrna. Nasi rezultati su u skladu sa
istrazivanjima Papouskova i sar. (2011) koji su ispitivali uticaj Fusarium spp. na tehnoloski
kvalitet pSenice, gde je vrednost parametra C2 bila najveca kod tretmana fungicidom (0,46
nm), dok je najmanja vrednost zebeleZena prilikom veStacke inokulacije na pocetku i kraju
cvetanja (0.35nm). Ovi autori takode ukazuju na visoku senzitivnost miksolab sistema u

monitoringu uticaja zaraze gljiva na tehnoloski kvalitet pSenice.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu sprovedenih istraZivanja i analize dobijenih rezultata mogu se izvesti sledeci

zakljucci:

» Poredenjem molekularnih, morfoloskih i patogenih karakteristika 25 odabranih
izolata utvrdeno je da su na zrnu spelte roda 2011. god. bile prisutne dve vrste: A.
tenuissima (22 izolata) i A. infectoria (3 izolata). Dobijeni rezultati predstavljaju

ujedno i prvo nau¢no saopStenje od vrstama roda Alternaria na spelti u Srbiji.

» Metoda lancane reakcije polimeraze u kombinaciji sa lab-on-chip elektroforezom

predstavlja brz i pouzdan metod za detekciju gljivicnih patogena.

» Vestackom inokulacijom tri razli¢ita genotipa spelte (Nirvana, Austria i Ostro)
odabranim Alternaria spp. izolatima u 2011. i 2012. god. ispoljen je visoko znacajan
uticaj tretmana (na nivou p<0,01) na intenzitet zaraze kako kod plevicastih tako i

kod oljustenih zrna u obe istraZivacke godine.

» UocCena je znacajna razlika u intenzitetu zaraze Alternaria spp. na zrnima sa
plevicastim omotaCima gde se intenzitet infekcije kretao od 87-100% dok je na
oljuStenim zrnima iznosio od 16-72% u 2011. god., odnosno od 95-100% na

plevicastim zrnima i 42-68% na oljuStenim zrnima u 2012. god.

» Efekat hemijske zaStite fungicidom se pokazao znacajan za redukciju Alternaria spp.
u obe istrazivacke godine kako na plevicastim tako i na oljustenim zrnima spelte.
Nivo zaraze kod tretiranih biljaka se na plevic¢astim zrnima kretao od 87-92% a na
oljuStenim od 16-22% u 2011. god., dok je u 2012. god. iznosio 6-28% na plevicastim

i 8-16% na oljustenim zrnima.

» Kolorimetrijskim merenjima intenziteta zaraze plevicastih omotaca i oljustenih zrna
inokulisanih biljaka u 2011. i 2012. god. potvrdena su standardna vizuelna
fitopatoloska ispitivanja. Vrednost parametra L* (pokazatelj intenziteta svetloce ) su
bile najvece kod oljustenih zrna tretiranih fungicidom i kretale su se u intervalu od

54,16-54,87 u 2011. god., odn. 64,56-65,19 u 2012. god., dok su najmanje vrednosti
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L* koje odgovaraju i najtamnije obojenim zrnima registrovane na biljkama
inokulisanim Alternaria spp. Na osnovu dobijenih rezultata moZe se zakljuciti da
metoda instrumentale ocene zaraze moZe Koristiti kao efikasna i brza metoda
detekcije tamnokli¢nih zrna, gde uz dodatne verifikacije postoji moguénost primene i

u praksi.

Ispitivani Alternaria toksini, AOH i AME detektovani su u proseku Cetiri puta vecoj
koncentraciji u plevicastim omotaima nego u oljustenim zrnima, Sto potvduje
efikasnost plevicastih omota¢a u zaStiti zrna spelte, ne samo od prodiranja
Alternaria spp. ve¢ i od njihovih toksi¢nih metabolita. Najmanja koncentracija
Alternaria toksina zabeleZena je na oljustenim zrnima bijaka tretiranih fungcidom
(AOH - 84 pg/kg i AME - 153 pg/kg). Klaster analiza potvrdila je rezultate analize
varijanse gde se jasno uocava grupisanje plevic¢astih odnosno oljustenih zrna

inokulisanih Alternaria spp. na osnovu sadrZaja ispitivanih Alternaria toksina.

Tamnokli¢na zrna, odnosno zrna zarazZena Alternaria spp. naruSavaju prometni i
tehnoloski kvalitet spelte, negativno uti¢u¢i na nalivanje i sazrevanje zrna kao i
sintezu skroba i proteina. Generalno siromasniji kvalitet glutena kod spelte u

poredenju sa hlebnom pSenicom, dodatno je narusen gljivicnom infekcijom.

Rezultati ovih istrazivanja ukazuju na to da plevicasti omotaci predstavljaju efikasnu
barijeru u zastiti zrna prilikom infekcije vrstama roda Alternaria, Sto opravdava
postavljenu hipotezu i ima izuzetan znacaj za otpornost spelte narocito u uslovima
gajenja u sistemu organske proizvodnje gde upotreba hemijske zaStite nije
dozvoljena. Medutim, uprkos prirodnoj otpornosti i genetskoj predodredenosti
spelte za organsku proizvodnju, rezultati efikasne primene fungicida u suzbijanju
Alternaria spp. opravdavaju adekvatan hemijski tretman u dobroj poljoprivrednoj

praksi i proizvodnji zdravstveno bezbedne hrane.
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Prilog 1. Ekstenzogram za genotip Nirvana-tretman fungicidom
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Prilog 2. Ekstenzogram za genotip Nirvana-inokulisan Alternaria spp.
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Prilog 3. Miksolab grafikon za genotip Nirvana-tretman fungicidom

Date : 12/18/2013 Hour : 12:56

Protocol :  Chopin+ a: -0.098| Nm/min
Sample : Douah weight : .
gh weight : 7509 B: 0.238 Nm/min
Water absorption: 51.1 % base 14% (b14) Tank temperature : 30.0°C 0.028| Nm/min
moisture content: 125 % Mixing speed : 80 rpm
Index: 1-41-388
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Prilog 4. Miksolab grafikon za genotip Nirvana-inokulisan Alternaria spp.

Date : 12/18/2013 Hour : 14:02
Protocol:  Chopin+
Sample : Dough weight : 75049
Water absorption: 52.0 % base 14% (b14) Tank temperature : 30.0°C
moisture content: 124 Mixing speed : 80 rpm
Index: 1-21-278
Time Torque temp. Amplitude Stability
(min) (Nm) Dough(°C) (Nm) (min) Retrogradation
C1 270 1.10 30.6 0.12 5.63
c2 17.97 0.32 57.0
C3 23.00 1.46 75.6
Cc4 30.00 1.70 86.8
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