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DIVERZITET KOMPLEKSA VRSTE Fusarium graminearum
PATOGENA STRNIH ZITA I KUKURUZA U SRBIJI

REZIME

Za proucavanje diverziteta vrste F. graminearum odabran je 101 izolat iz
kolekcije Laboratorije za fitopatologiju Instituta za kukuruz "Zemun Polje" koji su
prethodno identifikovani konvencionalnim metodama na osnovu makroskopskih i
mikroskopskih svojstava. 1zolati su prikupljeni u periodu od 1993. do 2015. godine, a
poreklom iz uzoraka pSenice (42), kukuruza (37) i je¢ma (22) iz 41 lokaliteta na
teritoriji Srbije. Sa ciljem da se dobije uvid o rasprostranjenosti, prisustvu i diverzitetu
vrsta Fusarium graminearum kompleksa (Fg) kao i o trihotecenskim hemotipovima u
Srbiji, obavljena su proucavanja morfoloskih, patogenih, toksigenih i filogenetskih
svojstava odabranih izolata. Na osnovu svih proucenih svojstava utvrdeno je prisustvo
tri vrste u okviru Fg kompleksa: Fusarium graminearum sensu stricto, Fusarium
boothii i Fusarium vorosii. Po prvi put u Srbiji, detektovano je prisustvo F. boothii i F.
vorosii patogena strnih zita i kukuruza u nasoj zemlji.

Na osnovu morfoloskih, patogenih i toksigenih svojstava uocen je veliki
diverzitet ispitivanih izolata. Rezultati analize morfoloskih svojstava izolata F.
graminearum ss, F. boothii i F. vorosii, ukazuju da ne postoje razlike medu njima.
Izolati vrste F. boothii i F. vorosii ispoljili su generalno slabiju patogenost u poredenju
sa ostalim izolatima. Analiza potencijala produkcije mikotoksina deoksinivalenola i
zearalenona ELISA i HPLC metodom ukazala je na varijabilnost izmedu ispitivanih
izolata. Odredivanjem trihotecenskih hemotipova hemijskom analizom utvrdeno je da u
Srbiji postoje dva hemotipa - 15ADON (dominantan) i 3ADON.

Za razliku od hemijskih, molekularnim analizama na osnovu TRI3 i TRI12 gena,
utvrdeno je prisustvo samo 15ADON hemotipa. Dobijeni rezultati o biodiverzitetu
hemotipova su prvi nalaz u agroekoloskim uslovima Srbije. Analiza nukleotidnih
sekvenci tri genomska regiona (TEF—1a, f—tubulin i histon H3), pokazala je da postoje
razli¢iti potencijali za razdvajanje vrsta u okviru Fg kompleksa. Rezultati ove disertacije
ukazali su na postojanje dve vrste u okviru Fg kompleksa (F. boothii i F. vorosii), koje
do sada nisu identifikovane na teritoriji Srbije. Sekvenciranje ovih genomskih regiona

odabranih izolata i njihovo poredenje sa referentnim izolatima kao i poredenje sa



izolatima Fg kompleksa u svetu doprinelo je boljem poznavanju biodiverziteta ovih

vrsta u Srbiji.

Kljuéne reci: Fg kompleks, F. boothii, F. vorosii, F. graminearum, diverzitet, strna

zita, kukuruz
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DIVERSITY OF THE Fusarium graminearum SPECIES COMPLEX A
PATHOGEN OF SMALL GRAINS AND MAIZE IN SERBIA

ABSTRACT

One hundred and one isolates of the F. graminearum species have been isolated
from the collection of the Laboratory of Phytopathology of the Maize Research
Institute, Zemun Polje to study the species diversity. These isolates had been previously
identified using conventional methods based on macroscopic and microscopic
properties. Isolates, originating from samples of wheat (42), maize (37) and barley (22),
were collected from 41 locations in Serbia in the period from 1993 to 2015. In order to
gain insight into the distribution, presence and diversity of the Fusarium graminearum
species complex (Fg), as well as into thrichotecene chemotypes in Serbia, studies of the
morphological, pathogenic, toxigenic and phylogenetic properties of the selected
isolates were carried out. According to all observed properties, the presence of the three
following species was determined within the Fg complex: Fusarium graminearum
sensu stricto, Fusarium boothii and Fusarium vorosii. F. boothii and F. vorosii,
pathogens of small grains and maize in our country, were detected for the first time in
Serbia.

Based on morphological, pathogenic and toxigenic properties, a great diversity
of analysed isolates was observed. Results of analyses of morphological properties of
the isolates of F. graminearum ss, F. boothii and F. vorosii, pointed out that there had
been no differences among them. Isolates of F. boothii and F. vorosii species exhibited
generally less pathogenicity than remaining isolates. The analysis of the potential for the
production of mycotoxins deoxynivalenol and zearalenone by the ELISA and the HPLC
method pointed out to the variability among analysed isolates. The determination of
trichothecene chemotypes done by chemical analyses confirmed the presence of two
chemotypes in Serbia- 1I5ADON (dominant) and 3ADON. In contrast to chemical
analyses, the molecular analyses, based on the TRI3 and TRI12 genes, established the
presence of only 15ADON chemotype. The obtained results on the biodiversity of
chemotypes are the first finding under agroecological conditions of Serbia. The analysis
of nucleotide sequences of the three genomic regions (TEF—1a, f—tubulin and histone
H3), showed the existence of different potentials for separation of species within the Fg



complex. The results presented in this PhD thesis point out to the existence of two
species (F. boothii and F. vorosii) within the Fg complex, which have not yet been
identified in the territory of Serbia. Sequencing these portions of the genome of the
selected isolates and their comparison with the reference isolates, as well as, the
comparison with the Fg complex isolates in the world contributed to a better knowledge

of the biodiversity of these species in Serbia.

Key words: Fg complex, F. boothii, F. vorosii, F. graminearum, diversity, small

grains, maize

Scientific field: Biotechnical sciences
Narrow scientific field: Phytopathology
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Uvod

1. UVOD

Strna zita 1 kukuruz spadaju medu najstarije gajene biljke. Psenica je na prvom
mestu po povrsinama na kojima se gaji u svetu i znacaju u prehrambenoj industriji, a
zatim sledi kukuruz, dok jeCam zauzima peto mesto (FAO, 2014). Razli¢iti nacini
upotrebe zrna i suve mase zita u ishrani ljudi i zivotinja, kao i u industrijskoj preradi,
ukazuju na to da ona imaju veliku upotrebnu vrednost.

Strna zita 1 kukuruz apsolutno dominiraju u ukupnoj ratarskoj proizvodnji u
Srbiji, kako po jedinici povrSine, tako i po ukupnom prinosu. Medutim, proizvodnju Zita
ugrozava veliki broj patogena medu kojima se posebno isticu vrste roda Fusarium, koje
su $iroko rasprostranjene u svim delovima sveta. Vrste roda Fusarium poznate su kao
patogeni mnogih biljnih vrsta (Stankovi¢ et al., 2007). Smatra se da nema gajene ili
samonikle biljke iz koje nije izolovana bar jedna ili viSe vrsta ovoga roda. Zbog
navedenih razloga, rod Fusarium predstavlja najznacajniji rod u poljoprivredi Cije
patogene vrste inficiraju biljke i sintetiSu mikotoksine. Usled velike varijabilnosti, vrste
ovog roda su se odli¢no prilagodile razli¢itim agroekoloskim uslovima gajenja zbog
Cega su veé¢inom kosmopoliti (Stankovi¢ et al., 2007c).

Vrste roda Fusarium poznate su kao uzro¢nici trulezi korena, prizemnog dela
stabla, trulezi klipa kukuruza i Sturost klasova pSenice, kao 1 uvenuca velikog broja
biljaka. Promenom fizicko-hemijskih svojstava semena, ovi patogeni uti¢u na smanjenje
energije klijanja semena. Iako podaci o fuzariozama biljaka postoje viSe od dva veka,
znacajnija paznja im je posvecena tek tokom poslednjih decenija XX veka (Logrieco et
al., 2002). Fuzarioze biljaka su prisutne svake godine u odredenom procentu, a u
godinama epidemija mogu umanjiti prinos 70-90%, narocCito kada je zahvacen Kklip
(Stankovi¢ et al., 2012). Znacaj predstavnika ovog roda ne ogleda se samo u smanjenju
prinosa, ve¢ i u smanjenju kvaliteta zrna zbog njihove sposobnosti sinteze mikotoksina
u inficiranim biljkama i negativnog uticaja na zdravlje ljudi i1 Zivotinja.

Agroekoloski uslovi u Srbiji pogodni Su za razvoj patogenih i toksigenih vrsta
roda Fusarium u Sirim razmerama, a najzastupljenije vrste ovoga roda na zrnu zita
pripadaju sekciji Discolor (Fusarium graminearum Schwabe i F. avenaceum (Fr.)
Sacc.) i Liseola (F. verticillioides Sheldon) (Stankovié et al., 2007).
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Smatra se da je F. graminearum jedan od najznacajnijih patogena zrna Zita i
industrijskih biljaka Sirom sveta. Jedna je od najdestruktivnih, najrasprostranjenih, ali i
najranije identifikovanih vrsta ovoga roda. Stete koje pri¢injava su dodatno povecane
time S§to ova vrsta ima sposobnost sinteze vise od 17 mikotoksina, od kojih su
najrasprostranjeniji i najznacajniji deoksinivalenol i zearalenon (Logrieco et al., 2002).
Tokom protekle dve decenije, vrste u okviru Fusarium graminearum kompleksa (Fg
complex) su se istakle kao jedan od najdestruktivnijih uzro¢nika oboljenja na Zitaricama,
jer mogu izazvati gubitke prinosa u vrednosti od nekoliko milijardi dolara (Clear and
Patrick, 2000; Windels, 2000). U SAD-u je kao posledica ovog oboljenja zabeleZen
gubitak od tri milijarde dolara izmedu 1998. i 2000. godine (Nganje et al., 2001, 2002).
Dobro poznavanje svih €inilaca koji direktno ili indirektno uticu na razvoj oboljenja
predstavlja neophodan preduslov za uspeh u sprecavanju Steta koje prouzrokuje ova
patogena vrsta.

lako je kompleksna vrsta F. graminearum kao patogen strnih Zita i kukuruza
dosta proucavana Sirom sveta, o njenoj distribuciji, varijabilnosti u pogledu
morfoloskih, fizioloskih, toksikoloskih, geneti¢kih i drugih svojstava nema dovoljno
informacija u nasoj zemlji. Primenom molekularnih metoda u okviru Fg kompleksa u
svetu je do sada identifikovano 15 novih vrsta, zbog ¢ega je ova zbirna vrsta dobila
naziv Fusarium graminearum sensu lato. Tokom dosadasnjih istrazivanja
identifikovane su slede¢e wvrste: [1] F. graminearum sensu stricto [2] F.
austroamericanum, [3] F. meridionale, [4] F. boothii, [5] F. mesoamericanum, [6] F.
acacie—mearnsii, [7] F. asiaticum, [8] F. cortaderie, [9] F. brasilicum, [10] F. vorosii,
[11] F. gerlachii, [12] F. aethiopticum, [13] F. ussurianum, [14] F. louisianense i [15]
F. nepalense (O’Donnell et al., 2000, 2004, 2008; Starkey et al., 2007; Yli—Mattila et
al., 2009; Sarver et al., 2011). Vrste u okviru Fg kompleksa se medusobno razlikuju po
biogeografskoj rasprostranjenosti (Qu et al., 2008; Sampietro et al., 2011; Lee et al.,
2009; Desjardins et al., 2011), agresivnosti/ patogenosti, pripadnosti odredenom
hemotipu (O’Donnell et al., 2008; Ward et al., 2008; Yli-Mattila et al., 2009;
Boutigny et al., 2011), potencijalu produkcije mikotoksina i filogeniji, dok su razlike u
morfoloskim svojstvima veoma male (Starkey et al., 2007; O’Donnell et al., 2008).

Poslednjih godina globalne klimatske promene izazivaju varijabilnost

agroklimatskih uslova, §to moze doprineti sintezi viSih koncentracija mikotoksina u
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zrnu zita u toku vegetacije 1 prouzrokovati ekonomske gubitke u proizvodnji, kao 1
povecan rizik po zdravlje ljudi i zivotinja. Pomenuti razlozi, kao i ¢injenica da su u
okruzenju Srbije identifikovane nove vrste iz Fg kompleksa, ukazali su na potrebu

kontinuiranog prac¢enja ovih toksigenih vrsta u proizvodnji zitarica.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Privredni znacaj Zita
2.1.1. Privredni znacaj strnih Zzita

PSenica. Osnovni znacaj se ogleda u njenom koris¢enju kao glavne hlebne biljke
za najveci deo ljudske populacije. PSenica se najve¢im delom koristi u ljudskoj ishrani,
oko 53% od ukupne proizvodnje u razvijenim i oko 85% u zemljama u razvoju (Pena,
2007). Takode, upotrebljava se i za ishranu zivotinja, a veoma je znacajna i kao
industrijska sirovina u mlinsko-pekarskoj, pivskoj, farmaceutskoj, industriji skroba,
peciva, keksa, kolaca i sli¢no. PSeni¢na slama, kao nus proizvod koji se dobija u
znacajnim koli¢inama, najcesc¢e se koristi kao prostirka za stoku, ali je prikladna i za
njenu ishranu, kao i za kompostiranje, izradu hartije, celuloze, gradevinskog materijala i
raznih ukrasnih predmeta (slamnatih Sesira i sli¢no).

Privredno - ekonomski znacaj pSenice i zitarica uopste, ogleda se i u povrSinama
koje zauzimaju u svetu, u ukupnoj proizvodnji zrna 1 uc¢esc¢u u svetskoj razmeni dobara
(Ja¢imovié, 2012). PSenica se gaji na viSe hektara nego bilo koji drugi usev i jedna je
od najvaZznijih izvora hranljivih materija za ljude u mnogim oblastima u svetu. PSenica
se u svetu gaji na vise od 218 miliona hektara, pri ¢emu se postize ukupna proizvodnja
od oko 732 miliona tona, uz prosecan prinos od oko 4 t/ha (FAO, 2016). Najveci
proizvodaci pSenice u svetu su Kina, Indija, Rusija, SAD i Kanada, dok je u Evropi na
prvom mestu Francuska a zatim Nemacka, Velika Britanija i Poljska.

U Srbiji se pSenica u periodu 2014-2016. godine gajila na povrsini od oko
596.596 hektara, sa prosecnim prinosom od 4,27 t/ha, i ukupnom godisnjom
proizvodnjom od 2,3 do 2,8 miliona tona (izvor.: Republicki zavod za statistiku). Prema
zvani¢nim podacima, Vojvodina ucestvuje sa oko 50% u povrSinama pod strnim zitima
(Novkovié¢ i Mutavdzi¢, 2010).

JeCam. Znacaj jeCma proizilazi iz njegove Siroke upotrebe, kako u ishrani
zivotinja 1 ljudi, tako 1 u industriji. Za ishranu stoke koristi se kao koncentrovana ili
kabasta sto¢na hrana (zelena biljka), u silazi 1 kao suvi ili vlazni pivarski trop. Jecam

moze da se koristi 1 u ishrani ljudi, dosta se tro$i u oljustenom obliku sirov ili za
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proizvodnju kasa i1 hleba. Najveci znacaj ima u proizvodnji slada za pivo, viski, votku i
drugo. Pored toga, sladni sirup se Koristi u pekarstvu, poslasticarstvu, tekstilnoj i
farmaceutskoj industriji, u proizvodnji sladnog mleka, alkohola, sir¢etne kiseline i
kvasca. Od oljustenog zrna je¢ma, proizvodi se griz, jeémene pahuljice i surogat kafe
(divka).

Od ukupne proizvodnje je¢ma u svetu 55% - 60% Koristi se za proizvodnju
stoéne hrane, 30% - 40% za proizvodnju slada, 2% - 3% za ishranu ljudi i oko 5%
odlazi na semenatstvo (Ullrich, 2011). U Srbiji, u poslednjih nekoliko godina oko 50%
proizvodnje Koristilo se za ishranu stoke, a 50% u pivarskoj industriji. Medutim, zbog
niske profitabilnosti proizvodnje sto¢ne hrane, a sve vece potraznje pivara, povrsine pod
pivskim je¢mom su u porastu (AgroChart, 2013). U periodu od 2010. do 2014. godine
jeCam je zauzimao peto mesto po prose¢noj povrSini na Kojoj Se gajio u svetu
(50.183.974 ha), iza pSenice, kukuruza, pirin¢a i soje (FAO, 2014). Istu poziciju
zauzimao je i po prosecnoj povrsini na kojoj se u periodu od 2014. do 2016. godine
gajio u Srbiji (92.772 ha), sa prose¢nim prinosom od 3,9 t/ha i ukupnom godiSnjom
proizvodnjom od oko 360.329 tona (izvor: Republicki zavod za statistiku).

2.1.2. Privredni znacaj kukuruza

Privredni znacaj kukuruza proistie iz osobina same biljke, raznovrsnosti
njegove upotrebe i obima proizvodnje. Kukuruz se koristi kako u ishrani domacih
Zivotinja tako i u ishrani ljudi, kao i za industrijsku preradu. Za ishranu ljudi moze se
koristi direktno zrno ili preradeno (brasno, griz, pahuljice itd.). U ishrani Zivotinja
koriste se svi delovi biljke, a zrno predstavlja glavnu nutritivno bogatu hranu. Cela
biljka koristi se za proizvodnju silaze kao veoma kvalitetna hrana u ishrani Zivotinja.
Kukuruz ima veliki privredni znacaj i u industrijskoj preradi gde se moze dobiti do 1500
raznih proizvoda (alkohol, skrob, ulje, pivo, celuloza, vestacke smole itd.). Veruje se da
¢e se kukuruz usvajanjem novih tehnologija sve vise koristiti u industriji (prehrambenoj,
hemijskoj, farmaceutskoj, tekstilnoj itd.) (Marinkovi¢ i sar., 2012).

Ipak, kukuruz ima najveéi privredni znacaj u ishrani domacih Zzivotinja. U
razvijenim zemljama Sirom sveta kukuruz se koristi u ishrani zivotinja 85%, a oko 15%
u industrijskoj preradi i za ostale potrebe, dok se u nerazvijenim zemljama Afrike i

Azije koristi ¢ak 65-90% u ishrani ljudi. U naSoj zemlji za ishranu Zivotinja Kkoristi se
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oko 80%, a za ishranu ljudi i industrijsku preradu koristi oko 8% proizvedenog
kukuruza, dok se ostatak koristi za izvoz i druge namene (Milosavljevi¢ i sar., 2010).

Kukuruz u periodu 2010-2014. godine po povrSinama na kojima se gajio u svetu
zauzima drugo mesto odmah posle pSenice i iznosi oko 180 miliona ha i ukupnom
godiSnjom proizvodnjom od preko milijardu tona (FAO, 2014). U pogledu pozeljnih
osobina biljke kukuruza, u prvom redu treba napomenuti njen visok geneticki potencijal
rodnosti koji je najve¢i medu svim zitima. U SAD-u su zabeleZeni prinosi zrna
kukuruza od 25,0 t/ha, dok su iz nase proizvodne prakse poznati rekordni prinosi od
12,0 t/ha, na veéim povrSinama, a 14,0 - 18,0 t/ha na manjim povrSinama i u sistemima
za navodnjavanje. Kukuruz se pored visokog potencijala rodnosti odlikuje i velikim
brojem genotipova koji su prilagodeni razli¢itim agroekoloskim uslovima (Latkovi¢ i
sar., 2014).

U Srbiji se kukuruz u periodu 2014-2016. godine gajio na povr$ini od oko
1.026.067 ha, sa prosecnim prinosom od oko 6,7 t/ha, i ukupnom godi$njom

proizvodnjom od oko 6,9 miliona tona (izvor: Republicki zavod za statistiku).

2.2. Bolesti koje prouzrokuje Fusarium graminearum

S obzirom na veliki zna¢aj kukuruza i strnih Zita u proizvodnji hrane, danas se
dosta radi na stvaranju sorti 1 hibrida visokog geneti¢kog potencijala rodnosti, kao i na
poboljsanju tehnologije gajenja u cilju bolje zastite od bolesti. Medutim, poslednjih
nekoliko decenija bolesti kukuruza i strnih Zita nanele su velike Stete smanjujuci prinos i
kvalitet zrna kako u merkantilnoj, tako i u semenskoj proizvodnji. Strna Zita i kukuruz
izloZeni su napadu brojnih bolesti, a fuzarioze su jedna od najcesc¢ih 1 najznacajnijih
bolesti koje se javljaju na ovim biljnim vrstama. Stetno delovanje Fusarium vrsta
pojacano je njihovom sposobno$c¢u da stvaraju metabolite toksic¢ne za ljude i zivotinje.
Varijabilnost populacije patogena ima bitnu ulogu u razvoju strategije oplemenjivanja
biljaka. Svakako najsveobuhvatnija mera zaStite je oplemenjivanje biljaka, odnosno

selekcija otpornih hibrida/sorti prema prouzrokovacima bolesti.
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2.2.1. Trulez korena, stabla i plesnivost klipa kukuruza

Geografska distribucija i ekonomski znacaj. F. graminearum prouzrokuje
najvaznije i ekonomski najznacajnije oboljenje kukuruza u svetu. Ova kosmopolitska
vrsta dominantna je na zitima u oblastima sa toplijom klimom, narocito u kukuruznom
pojasu SAD-a, istoéne Australije, Kine i juzne Evrope (Italija, Spanija, Austrija,
Francuska, podrucje bivse Jugoslavije) (Teich, 1989). Ova bolest otkrivena je na nasim
prostorima poc¢etkom pedesetih godina proSlog veka (Perisi¢, 1953). Nekoliko godina
kasnije, vrsta F. graminearum postala je najstetniji patogen kukuruza svuda gde se ova
biljka gaji.

F. graminearum ubraja se medu najces$ée izolovane vrste iz zaraZzenih biljaka
kukuruza u Evropi (Logrieco et al., 2002). Pojava fuzarioze jafeg intenziteta
zabelezena je u Austriji, kada je iz zrna kukuruza izolovano 12 vrsta roda Fusarium, od
kojih je naj¢esce identifikovana vrsta F. graminearum (16 - 47%) (Lew et al., 2001). U
Srbiji intenzitet pojave F. graminearum utvrden je na zrnu kukuruza u opsegu 25-83,3%
u 2006. godini, dok je u 2007. godini taj procenat bio znatno manji (do 39,3%)
(Tan¢i¢, 2009). Takode Stankovié¢ et al. (2007a), na osnovu proucavanja uzoraka zrna
pSenice 1 kukuruza, prikupljenih neposredno pred Zetvu u 2005. i 2006. godini u
razli¢itim agroekoloskim uslovima u Srbiji, utvrdili su da je najveci broj uzoraka bio
zarazen vrstama iz roda Fusarium (65,0%, odnosno 81,8%). Od ukupno 13
identifikovanih vrsta roda Fusarium najucestalija vrsta bila je F. graminearum (12,5 -
35,2%). U periodu 2008-2010. godine u Ceskoj ova vrsta bila je dominantna na zrnu
kukuruza (Nedelnik et al., 2012).

Simptomi oboljenja. F. graminearum moze ostvariti egzogenu i endogenu
infekciju semena kukuruza. ZaraZzeno seme ima smanjenu klijavost i energiju klijanja
Sto utiCe nepovoljno na nicanje semena. U usevima zasnovanim sa jae zarazenim
semenom, seme propada pre nicanja ili dolazi do nekroze tkiva i njihovog propadanja u
ranoj fazi. Sejanci kod kojih je zahvacen veéi deo tkiva dolazi do izumiranja i takvi
usevi su sa smanjenim skolpom biljaka. Ukoliko biljke prezive ovu pocetnu fazu, one
nastavljaju sa porastom, jer bolest prelazi u fazu mirovanja i biljke daju smanjeni prinos
(Toit et al., 1997).

Osim na semenu kukuruza, simptomi oboljenja ispoljavaju se i na korenovom

sistemu u vidu pojave ruzicaste boje. Kod jacCih infekcija korenov sistem zahvata
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nekroza i tkivo je razoreno, zbog Cega se biljke lako ¢upaju iz zemlje. U drugom delu
vegetacije, nekoliko nedelja posle oprasivanja kukuruza, javljaju se simptomi na stablu.
Na uzduznom preseku vidi se dezorganizovana srz tamne ili crvenkaste boje, usled cega
biljka gubi ¢vrstinu i poleze, zbog Cega je mehanizovana berba kukuruza otezana ili
potpuno onemogucéena. Na povrSini stabla pojavljuju se tamne pege koje se Sire od
nodusa na internodije. LiS¢e takvih biljaka dobija sivkastu boju, a kasnije dolazi do
susenja listova (Ivanovi¢, 2001). Na klipu i zrnu kukuruza simptomi se uo¢avaju u vidu
pojave ruzicaste micelije na vrhu ili pri osnovi klipa. Kod ranih i jacih zaraza trulez
zahvata veci deo ili ceo klip, a komusina je prozeta micelijom i slepljena za klip. Sa
spoljasnje strane, na komusini, patogen obrazuje ruzic¢astu miceliju na njoj se formiraju
makrokonidije, dok se u vlaznim uslovima na klipu obi¢no formiraju peritecije. Kod
kasnih i slabih zaraza moze se javiti belicasta micelija izmedu zrna na klipu, a zatim se
Siri na koc¢anku koja postaje lako lomljiva. U zavisnosti od vremena ostvarene infekcije,
klipovi mogu biti potpuno ili delimi¢no zahvaéeni. DeSava se da zrno bude
kontaminirano u polju bez vidljivih simptoma zaraze. Trulez klipa dalje se razvija
tokom ¢uvanja ukoliko su povoljni uslovi temperature i vlage, posebno ako je sadrzaj
vlage u zmu veliki. Stetnost ovog oboljenja dodatno je pojadano jer patogen stvara
mikotoksine koji prouzrokuju razlicita oboljenja kod Zivotinja i ljudi.

Pojava bolesti jaceg intenziteta javlja se kada su biljke izlozene stresu, u
uslovima deficita zemljisne vlage. Takode, utvrdeno je da se osetljivost biljaka prema
trulezi povecava pri koris¢enju velikih koli¢ina azota, kao i u uslovima prevelike
gustine biljaka (Balaz, 1982). Jacoj pojavi fuzariozne trulezi stabla doprinose o$tecenja
na trulez klipa, dok su hibridi otporni na nedostatak vlage u isto vreme otporniji i prema
trulezi stabla (Ivanovi¢, 2001).

Ciklus razvoja patogena. Najznacajniji nacin prenosenje patogena je Semenom
kukuruza. Pored semena, znacajan izvor inokuluma predstavlja i zemljiste sa zarazenim
biljnim ostacima u kojima gljiva prezimljava u vidu peritecija, micelije ili
hlamidospora. Do palezi klijanaca kukuruza dolazi pri temperaturi od 8°C. Znacajan
izvor primarnih zaraza kukuruza su peritecije u kojima se formiraju askusi sa
askosporama. Peritecije sazrevaju za desetak dana pri optimalnim temperaturama od

29°C. Askospore se oslobadaju uglavnom nocu kada je relativna vlaznost preko 95%, a
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temperatura vazduha izmedu 13°C i 22°C i raznose se vetrom (Caron, 2000). Kod
odraslih biljaka infekcija se ostvaruje u fazi cvetanja, preko svile najc¢esce od vrha klipa
ili kroz mehanicka oste¢enja od grada ili insekata. Razvoju patogena pogoduje vlazno i
toplo vreme 2-3 nedelje nakon infekcije (Stankovi¢ et al., 2007a), jer je klip
al., 1996). Period infekcije klipa ogranic¢en je na jedan infekcioni ciklus zbog kratkog
perioda osetljivosti koji traje tokom svilanja i iznosi 10-20 dana (Teich, 1989).

Makrokonidije se formiraju na miceliji koja se razvija na zarazenim biljnim
ostacima pri povoljnim uslovima temperature i vlage i mogu biti znacajne za Sirenje
infekcije kukuruza. Za obrazovanje makrokonidija potrebne su ne$to viSe temperature
nego za obrazovanje peritecija i askospora. Optimalne temperature za njihovo
formiranje su od 28°C do 32°C. Osim toga, za obrazovanje makrokonidija neophodni su
i vlazni uslovi sredine. Makrokonidije se uglavnom raznose vetrom mada mogu i kiSom
koja ih spira (Caron, 2000).

2.2.2. Fuzarioza klasa pSenice i strnih Zita

Geografska distribucija i ekonomski znacdaj. Pojavu fuzarioze klasa psenice
prvi put je opisao Smith 1884. godine u Engleskoj (Parry et al., 1995), a u SAD-u
opisali su je Chester 1890. i Arthur 1891. godine (Adams, 1921). Ve¢i broj vrsta roda
Fusarium mogu prouzrokovati fuzariozu klasa, a medu njima je najznacajnija vrsta F.
graminearum (Sutton, 1982; Wiese, 1987; Parry, 1995), ¢ija je pojava u direktnoj
korelaciji sa temperaturnim uslovima. U toplijim krajevim ukljucujuéi delove SAD,
Australije 1 centralne Evrope ova vrsta najznacajniji je prouzrokova¢ fuzarioze klasa
strnih zita. Bolest je rasprostranjena u svim delovima sveta gde se pSenica gaji, a
posebno u humidnim i semihumidnim podruc¢jima gajenja. Poslednje decenije XX veka,
zabelezena je intenzivna pojava fuzarioze klasa u Japanu (Ban, 1997), Rusiji (Ablova
and Slusarenko, 1997), SAD-u (Windels, 2000), Belgiji (Kestemont et al., 2002),
Finskoj (Yli-Mattila et al., 2002), Poljskoj (Goral et al., 2002), Ceskoj (Ostry and
Ruprich, 2001) i Madarskoj (Hornok and Toth, 2001). Epidemijske razmere fuzarioza
klasa psenice zabelezene su i u nasoj zemlji 90-tih godina XX veka kada je prinos i
kvalitet bio drastiéno smanjen, a na pojedinim parcelama zetva nije ni obavljena

(Ivanovié, 2001).



Pregled literature

Ogromni ekonomski gubici zabelezeni su Sirom Evrope, kao i u celom svetu
usled pojave jaceg intenziteta fuzarioze klasa pSenice. U SAD-u i Kanadi procenjena je
Steta od tri milijarde dolara usled pojave fuzarioze klasa (Fusarium head blihgt- FHB) u
periodu 1998.-2000. godine (Windels, 2000). Zbog ucestalih pojava fuzarioze klasa
pSenice proizvodnja se smanjila za ¢ak 40% (Wang, 1997), sto ukupno predstavlja oko
2,5 miliona tona manje proizvedene pSenice u Kini (Dubin et al., 1997). Zbog
epidemija fuzarioze klasa pSenice u Rusiji prinos zrna je snizen 25-50%, dok je u lranu
prinos snizen ¢ak i do 70% (Levitin, 2000).

Simptomi oboljenja. Karakteristi¢ni simptomi oboljenja koje prouzrokuje F.
graminearum na strnim Zzitima uocavaju se na mladim biljkama, posle nicanja, gde
dolazi do propadanja mladih biljaka i trulezi korena. Ipak, najStetnija je pojava patogena
na klasu. Ispoljavanje simptoma uoc¢ava se u vreme formiranja i dozrevanja zrna. Nakon
infekcije na plevicama zaraZenih klasova pojavljuju se mrke, vodenaste pege. Zarazeni
klasovi prevremeno izumiru i dobijaju bledu boju. Pri povoljnim vremenskim uslovima
za razvoj oboljenja patogen se Siri preko vretena a delovi klasa iznad zahvacenog
vretena izumiru. U zaraZzenim klasi¢ima zrna se ne formiraju ili su smezurana i prozeta
micelijom. Ukoliko do zaraze dode u kasnijim fazama, zrno je manje zahvaceno
micelijom i loSijeg je kvaliteta, smanjuje se Klijavost, dolazi do promena fizi¢ko-
hemijskih svojstava, kao i kontaminacije zrna mikotoksinima. Ukoliko se zarazeno
seme Koristi za setvu dolazi do propadanja klijanaca. U zarazenim zrnima manji je
procenat proteina, a veci sadrzaj pepela (Berova and Mladenova, 1974) $to u znatnoj
meri smanjuje kvalitet brasna. Posledice oboljenja se ogledaju u smanjenju prinosa i
kvalitetu zrna, a osim direktnih §teta otezana je i zetva usled poleganja biljka.

Ciklus razvoja patogena. Kao i kod kukuruza, seme pSenice predstavlja
najznacajniji nacin prenosenja gljive F. graminearum. Medutim, pored semena, 0vaj
patogen moze prezimeti i u zemljiStu na zarazenim biljnim ostacima u obliku peritecija
kao i u vidu micelije sa makrokonidijama. Zetveni ostaci prethodnog useva su osnovni
izvor inokuluma u zemljiStu, Sto za posledicu moze imati infekciju biljaka, palez
klijanaca, trulez korena i prizemnog dela stabla (Dill-Macky and Jones, 2000).
Utvrdeno je da F. graminearum izaziva zarazu klijanaca pSenice na temperaturi od
24°C. Tokom vegetacije psenice inokulum iz vazduha, u obliku makrokonidija ili

askospora, moze ostvariti infekciju klasova sto za posledicu ima pojavu fuzarioze klasa.
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Primarnu infekciju pSenice ostvaruju askospore iz zemljiSta ili iz zaraZenih biljnih
ostataka, dok makrokonidije formirane na cvetovima i klasu mogu da prouzrokuju
sekundarne infekcije. Smatra se da je vetar kod psenice jedan od glavnih cinilaca
prenosenja askospora i inokuluma na vecu udaljenost (Parry et al., 1995; Gilbert and
Tekauz, 2000). Takode, kisa je joS jedan faktor koji igra vaznu ulogu u prenosenju
inokuluma, naroé¢ito makrokonidija (Parry et al., 1995; Fernando et al., 2000;
Horberg, 2002).

Ostvarenju infekcije i razvoju bolesti pogoduju visoke temperature, Ceste
padavine i visoka vlaznost vazduha (Lacey et al., 1999). Padavine imaju najveci uticaj
na rasejavanje i klijanje spora. Vlazan period od najmanje 24h i temperature iznad 15°C
potrebne su za znacajnu infekciju klasa pSenice (Doohan et al., 2003). U periodu
cvetanja biljaka strna Zita su najosetljivija na infekciju, a osetljivost se smanjuje sa
razvojem zrna. Period infekcije klasa jako je ogranicen i traje od pojave klasi¢a do
cvetanja. Kao i kod kukuruza, zbog kratkog perioda osetljivosti, F. graminearum
ogranicen je na samo jedan infekcioni ciklus tokom vegetacije (Bai and Shaner, 1994).

Utvrdena je interakcija izmedu biljke domacina (pSenica i kukuruz) i patogena
na razli¢itim temperaturama. Do palezi klijanaca kukuruza dolazi na niskoj temperaturi
(8°C) koja usporava pocetni razvoj biljaka (Kabeere et al., 1997), za razliku od palezi

klijanaca pSenice, gde je optimalna temperatura za razvoj patogena znatno veéa (24°C).

2.3. Mikotoksini (Fuzariotoksini)

Mikotoksini su sekundarni metaboliti nekih vrsta gljiva koji se stvaraju u
zarazenim ili kontaminiranim biljkama pod odredenim uslovima spoljasnje sredine.
Kontaminacija hrane plesnima i mikotoksinima predstavlja ogroman problem na
svetskom nivou. Prema podacima FAO oko 25% proizvodnje zitarica u svetu je
kontaminirano miotoksinima (Devegowda et al., 1998). S obzirom da se mikotoksini u
prirodi pojavljuju pojedinacno ili u kombinaciji dva ili vise mikotoksina smatra Se da je
navedeni procenat kontaminacije Zitarica mikotoksinima ¢ak i veéi. Evidentno je da
plesni i mikotoksini predstavljaju ozbiljan problem (SCOOP, 1996), ne samo u smislu
kvaliteta zrna, ve¢ i u odnosu na produktivnost i zdravlje Zivotinja (Masi¢ i sar., 2002),

kao i ispravnost namirnica animalnog porekla sa aspekta zdravlja ljudi (Miller and
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Trenholm, 1994). Smatra se da su gubici izazvani kontaminacijom hrane
mikotoksinima gotovo neprocenjivi (Devegowda and Aravind, 2002).

Pojava mikotoksina cesta je u tropskim i suptropskim oblastima, zbog povoljnih
uslova temperature i vlaznosti za razvoj toksigenih gljiva, kao i u nerazvijenim
zemljama, zbog malih mogucénosti za suSenje i skladiStenje proizvoda i niskog nivoa
obrazovanja ljudi. Klimatski faktori zajedno sa brojnim fizickim i agrotehnickim
¢iniocima utiu na geografsko i sezonsko variranje pojave toksigenih vrsta, kao i na
nivo sinteze mikotoksina.

Fuzariotoksini spadaju u grupu najce$¢e identifikovanih mikotoksina u
hranivima. Vrste roda Fusarium imaju Sirok spektar produkcije mikotoksina, ali njihova
koncentracija nije uvek proporcionala intenzitetu bolesti tipa fuzarioze (Champeil et
al., 2004; Wegulo, 2012; Krnjaja et al., 2015a). Mikotoksini su po hemijskom sastavu
veoma heterogene supstance koje nastaju razli¢itim metabolickim putevima.
Identifikovano je preko 300 toksi¢nih metabolita gljiva, od ¢ega 139 ¢ine fuzariotoksini
(Logrieco et al., 2002; Leslie and Summerell, 2006). Medu njima su najzastupljeniji
trihoteceni [tipa A (T-2 toksin) i tipa B (deoksinivalenol-Don)], a zatim zearalenoni
(ZEA), fumonizini (FB1) i drugi mikotoksini (moniliformin, bovericin, fuzaproliferin,
fuzarin, itd.), koji se razlikuju po hemijskoj strukturi, mehanizmu delovanja i
karakteristiénim simptomima oboljenja koje prouzrokuju kod ljudi 1 Zivotinja.

Razlicite vrste roda Fusarium produkuju razli¢ite mikotoksine, a isto tako jedna
vrsta moze produkovati viSe razli¢itih mikotoksina koji deluju na zdravlje ljudi i
zivotinja. Jedan od primera je vrsta F. graminearum koja sintetiSe vise od 17 vrsta
mikotoksina: ZEA, DON, mono- acetildeoksinivalenol (3ADON i 15ADON), nivalenol
(NIV), trihotecene tipa A, kulmorin, fuzarin C, fuzarohormanon i steroide (Logrieco et
al., 2002; Leslie and Summerell, 2006). S druge strane, toksin kao $to je ZEA mogu
sintetisati osim vrste F. graminearum i vrste F. culmorum, F. equiseti, F. semitectum i
F. sporotrichioides.

Toksikoloski profil kontaminiranog useva ne zavisi samo od dominantnih vrsta,
ve¢ i od drugih vrsta koje Cine taj kompleks (Logrieco et al., 2003). Analizom
deoksinivalenola i zearalenola u svetu uoceno je veliko variranje u koncentraciji ovih
mikotoksina u zrnu zitarica. U Madarskoj, Varga et al. (2002) ustanovili su da je u

uzorcima zrna pSenice koncentracija ZEA varirala od 3,5 do 18 pg/g, dok su
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koncentracije DON-a varirale od 93,7 do 903 pg/kg, sa prosecnom koncentracijom od
304,7 ng/kg. Ittu et al. (2004) utvrdili su da je u Rumuniji kod prirodne kontaminacije
zrna pSenice 100% uzoraka sadrzalo DON u opsegu od 0,097 do 5,6 pg/g (prosecna
koncentracija 1,5 pg/g). Uzorci zrna kukuruza bili su kontaminirani u ne$to nizem
procentu u odnosu na pSenicu (46,6%) sa koncentracijom DON-a od 0,05 do 160 ug/g.
Kontaminacija uzoraka zrna kukuruza sa ZEA bila je svega 13% sa maksimalnom
koncentracijom od 2,5 pg/g, dok je kontaminacija zrna pSenice bila 100% sa
maksimalom koncentracijom od 0,17 pg/g. U Poljskoj, Tomczak et al. (2002) uocili su
visok procenat kontaminacije zrna p$enice deoksinivalenolom (do 95%), a koncentracija
je varirala od 0,01 do 24,29 pg/g. Heier et al. (2005) pokazali su da je koncentracija
ZEA u 2001. godini u ispitivanom uzorku bila ispod limita detekcije, dok je u 2002.
godini koncentracija ZEA bila do 28,7 pg/kg.

2.3.1. Istrazivanja mikotoksina deoksinivalenola i zearalenona u Srbiji

Utvrdeno je da neke toksigene vrste poreklom iz Srbije imaju visok potencijal
za produkciju mikotoksina, kao i da su ovi fuzariotoksini prisutni u visokom procentu u
zrnu zita u nasoj zemlji (Stankovié et al., 2007b). Vlaznost tokom proleca i leta utice
na intezivnu pojavu F. graminearum i sintezu mikotoksina DON i ZEA (Stankovi¢ et
al., 2007a). Prema literaturnim podacima u Srbiji, DON je proucavan najées¢e na zrnu
pSenice 1 kukuruza, dok na je¢mu, soji 1 suncokretu postoji manje podataka.

Tokom 2004. godine na zrnu pSenice Jaji¢ et al. (2008a) detektovali su
prisustvo DON-a u opsegu od 630,0 do 1840,0 ug/kg (prosek 1235,0 pg/kg), dok su
2005. godine utvrdili vise od 6 puta manje koncentracije DON-a (prosek 182,0 pg/kg).
Medutim, proucavajuc¢i uzorke zrna pSenice prikupljene 2005. godine Stankovi¢ et al.
(2012) uodcili su daleko vece koncentracije DON-a od 52 do 3306 pg/kg (prosek 605,5
ng/kg). U istrazivanjima Krnjaja et al. (2011) na zrnu psenice prikupljene tokom 2009.
godine detektovali su prosecne koncentracije DON-a od 490,0 pg/kg, takode na zrnu
pSenice prikupljene 2014. godine, Krnjaja et al. (2015c) su uocili prosecne
koncentracije DON-a 424,0 pg/kg. Ispitivajuc¢i uzorake zrna pSenice Stepani¢ et al.
(2011) utvrdili su prisustvo DON-a u 73,2% sa prose¢nom koncentracijom od 1988,1
pa/kg, a Jajié et al. (2011) su takode ustanovili visoko prisustvo DON-a (82,4%), ¢ije
su koncentracije bile u opsegu od 68 do 1572 pg/kg.
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Analizom uzoraka zrna je¢ma Stankovié¢ et al. (2010) detektovali su prisustvo
DON-a u 70% uzoraka ¢ije su koncentracije bile u opsegu 50,0 do 3197,0 pg/kg.
Medutim, Jaji¢ et al. (2014) ustanovili su znatno manji opseg variranja koncentracija
DON-a (118,0 pg/kg do 355,0 pg/kg).

U zrnu kukuruza u toku 2005. godine zabeleZena je koncentracija DON-a od
40,0 do 2210,0 pg/kg (prosek 363,0 ug/kg), dok je u 2007. godini opseg variranja
koncentracija bio znacajno manji 27,0-172,0 pg/kg (prosek 58,0 pg/kg) (Jaji¢ et al.,
2008a, Jaji¢ et al., 2008b). Tokom 2011. i 2014. godine u zrnu kukuruza Krnjaja et al.
detektovali su proseéne koncentracije DON-a 128,2 pg/kg odnosno 117,83 pg/kg
(Krnjaja et al., 2013; Krnjaja et al., 2015c). Medutim, Jaksi¢ et al. (2012) su tokom
2010. godine u zrnu kukuruza uocili znacajno vece koncentracije DON-a koje su
varirale od 154,0 do 16528,0 pg/kg (prosek 1263,0 pg/kg). Kos et al. (2016) na zrnu
kukuruza detektovali su prose¢ne koncentracije DON-a 921,1 pg/kg.

Analizom uzoraka zrna p$enice Stankovié et al. (2007c) detektovali su prisustvo
ZEA u 64,52% uzoraka ¢ije su koncentracije bile u opsegu 37-331 pg/kg. Na zrnu
pSenice prikupljene tokom 2005. godine utvrdene su prosecne koncentracije ZEA 19,7
pg/kg, dok su 2007. godine prose¢ne koncentracije pomenutog mikotokina bile 29,0
Hg/kg (Stankovi¢ et al., 2008). Krnjaja et al. (2011) su tokom 2009. godine na zrnu
pSenice uocili prisustvo ZEA kod 10% uzoraka ¢ije su prosene koncentracije bile 70,0
po/kg. U daljim istrazivanjima, Stepani¢ et al. (2011) ustanovili su visok procenat
(90,2%) kontaminacije mikotoksinom ZEA na pSenci koja je prikupljena tokom 2010.
godine iz razli¢itih agroekoloskih uslova u Srbiji. U ovom istraZivanju detektovana je
prosecna koncentarcija ZEA od 442,6 pg/kg, a koncentracije su varirale u rasponu 0 -
1000 pg/kg.

U zrnu kukuruza Jaksi¢ et al. (2011) su tokom 2009. godine uocili kod 26,5 %
uzoraka niske koncentracije ZEA prosek 2,7 pg/kg. Znacajno vece prosecne
koncentracije 71,8 pg/kg ZEA utvrdili su Krnjaja et al. (2013) u zrnu kukuruza.
Takode, Ljubojevi¢ et al. (2014) su kod 35,7% uzoraka detektovali prosecne
koncentracije ZEA 73,3 pg/kg.
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2.3.2. Najvaznije grupe fuzariotoksina

Trihoteceni su prirodni kontaminanti pSenice, kukuruza i drugih Zita, kao i
njihovih preradevina i ujedno ¢ine najveéu grupu toksina koje sintetiSu vrste roda
Fusarium, sa vise od 170 razli¢itih hemijskih struktura (Jurié et al., 2007). Proucavanje
ovih mikotoksina u Srbiji zapoceto je osamdesetih godina XX veka, pre svega u Cistim
kulturama gljiva i do sada je uo¢ena znac¢ajna prirodna pojava trihotecena tipa A, koji je

.....

intenzivnija prouc¢avanja DON-a zapoceta u drugoj polovini prve decenije XXI veka
(Levié¢, 2008).
proizvoda, kao §to su kukuruz, pSenica, jeCam, ovas, kao i drugih supstrata na kojima se
razvijaju gljive iz roda Fusarium. Dosadasnja istrazivanja u svetu pokazala su da
mikotoksin ZEA moze da sintetiSe 18 vrsta roda Fusarium. Najpoznatije vrste koje
sintetiSu ZEA su F. graminearum i F. culmorum, mada i druge vrste roda Fusarium
mogu sintetisati ovaj mikotoksin pod odredenim uslovima (Marasas et al., 1984). U
Srbiji ZEA je utvrden u zrnu kukuruza, pSenice, je¢ma i ovsa. U agroekoloskim
uslovima Srbije vrste roda Fusarium imaju relativno visok potencijal za sintezu ZEA,
posebno F. graminearum (Bo¢arov — Stanéi¢ i sar., 1996).

Poslednjih godina, zbog sve strozih zakonskih propisa u mnogim zemljama
Sirom sveta, paZznja istrazivaCa usmerena je na mikotoksikoloske analize uzoraka
zitarica 1 njihovih proizvoda. S obzirom na ekonomske Stete koje prouzrokuje vrsta F.
graminearum usled razvoja na Zitaricama, neophodno je primeniti mere kojima bi se
smanjila infekcija zrna, a samim tim i kontaminacija mikotoksinima. Medutim, zbog
uslova spoljasnje sredine ¢esto je nemoguce u potpunosti spreciti infekciju biljaka, kao 1
sintezu mikotoksina. Kada se jednom stvori mikotoksin, ne moze se nikada u potpunosti
odstraniti, zato je neophodno preduzeti preventivne mere koje ¢e spreciti infekciju

biljaka ili je bar ublaziti i na taj nac¢in smanjiti rizik od mikotoksina na prihvatljiv nivo.
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2.3.3. Uticaj mikotoksina na Ziva bi¢a

Mikotoksini dovode do poremecaja zdravstvenog stanja kod ljudi i Zivotinja, §to
prouzrokuje tzv. mikotoksikoze. Oni su podjednako toksicni za ljude i1 zivotinje pa su i
klini¢ki znaci trovanja slicni. Poseban uticaj na stepen Stetnih i1 toksi¢nih efekata
pojedinih mikotoksina ispoljava prisustvo drugih mikotoksina u hrani (Wyatt, 2005).
Mikotoksini se u prirodi pojavljuju pojedinac¢no ili u kombinacijama dva, tri ili viSe sa
aditivnim ili sinergickim efektima. Promenom njihove strukture ¢esto nastaju derivati
razli¢itih mikotoksina poslednjih nekoliko godina je u porastu zbog boljeg razumevanja
biodiverziteta mikotoksina.

Uticaj trihotecena na Zivotinje. Uloga trihotecena u etiologiji mikotoksikoza
zivotinja prvi put je dokazana u SAD-u 1971. godine kada je doslo do oboljenja i
uginuca krava posle ishrane plesnivim kukuruzom (Hsu et al., 1972). Razli¢iti klinicki
simptomi toksikoza prouzrokovani trihotecenima ukljucuju: upalu koze i rane u usnoj
duplji, poremecaje varenja (povracanje, dijareja, odbijanje hrane), krvarenje u
parenhimatoznim organima, povecan broj leukocita, razaranje koStane srzi 1 smanjen
broj leukocita i drugo (Ueno, 1983; Marasas, 1984). Smatra se da trihoteceni uglavnom
uti¢u na smanjenje prirasta zivotinja i imunolos§kog odgovora zivotinja i ljudi.

DON moze da prouzrokuje:

- Emeticki sindrom 1 odbijanje hrane - dovodi do promena u koStanoj srzi i
limfnim tkivima, kao 1 do odbijanja hrane, slabosti u miSi¢ima 1 drhtanja, kome 1
na kraju smrti (OZegovi¢ i Pepeljnjak, 1995). Kod svinja DON se brzo
apsorbuje u bubrezima i jetri odakle se rasporeduje 1 u ostala tkiva, dok je kod
prezivara i zivine apsorpcija ovog toksina daleko manja.

- ,,Akakabi byo* ili ,,bolest crvenog zrna“- ¢ija je pojava zabelezena u Japanu kao
posledica 100% kontaminacije zrna pSenice i je¢ma vrstama F. graminearum i
F. sporotrichioides, koje sintetiSu DON, NIV, T-2 i ZEA (Marasas et al., 1984;
Desjardinis and Hohn, 1997). Ovo oboljenje se manifestuje odbijanjem hrane,

krvarenjem u Zelucu i crevima kod Zivotinja.

Kada se razmatra potencijalni rizik od mikotoksina, potrebno je uzeti u obzir

kontaminaciju poljoprivrednih proizvoda mikotoksinima poreklom od viSe vrsta roda
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Fusarium, kao i toksigenih vrsta drugih rodova gljiva. Trihoteceni u kombinaciji sa
drugim mikotoksinima imaju aditivni i sinergistic¢ki efekat.

Uticaj trihotecena na ljude. Alimentarna toksi¢na aleukija (ATA) kod ljudi,
kao posledica ishrane fuzarioznim zitima, prvi put je zabelezena u Rusiji tokom XVIII
veka. U literaturi se, kao drugi tezak oblik mikotoksikoza ljudi, navodi ,,akakabi byo*
bolest koja je karakteristiCna za vlazne regione s hladnim sezonama kao $to su Japan i
Koreja. Klinicki simptomi bolesti su povracanje, dijareja, glavobolja i pospanost ljudi.
Za ovu bolest je utvrdeno da je prouzrokovana mikotoksinima koje sintetiSe F.
graminearum (Marasas et al., 1984).
mikotoksikoza zivotinja, mada neki podaci pokazuju da i pasnjaci mogu biti
kontaminirani zearalenonom (Hagler et al., 2001). Dijareja, povracanje, odbijanje
hrane, gubitak telesne mase i hemoragija su neki od efekata, osim estrogenog, koji se
javljaju kao posledica konzumiranja hrane kontaminirane ZEA-om (Lon¢arevié i sar.,
1972; Mirocha et al., 1977). Sudec¢i prema povredama i funkcionalnim smetnjama na
razli¢itim organima miSeva izgleda da ovaj fuzariotoksin ne deluje samo na seksualne
organe ve¢ i na nervni sistem (Ito and Outsubo, 1997).

U mnogim slucajevima zearalenoni su zdruzeni sa drugim toksinima vrsta roda
Fusarium koji doprinose ispoljavanju razlic¢itih simptoma. Male koncentracije ZEA i
DON-a u kombinaciji mogu prouzrokovati neplodnost, smanjeni prirast ili konverziju
hrane, kao i gubitke koje je tesko proceniti (Morriessey and Vesonder, 1985).

Uticaj zearalenona na ljude. Zearalenon i njegovi derivati kao estrogeni agensi
prouzrokuju prevremeni pubertet kod dece, a mogu da deluju i kao kontraceptivno
sredstvo (Hagler et al., 2001). Prevremeni pubertet je zabeleZen poslednje dve decenije
XX veka u Italiji i Madarskoj (Szuets et al., 1997; Sinovec i sar., 2006). Szuets et al.
(1997) smatraju da je ova pojava rezultat hroni¢ne intoksikacije osetljivih osoba i

zaklju€uju da je potrebna stroga kontrola decije hrane na prisustvo ZEA.
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2.4. Varijabinost gljive Fusarium graminearum Schwabe

Fusarium graminearum Schwabe je anamorfni stadijum gljive Giberella zeae
Schwein (Petch). Pripada carstvu Fungi, klasi Chitridiomycetes, redu Hypocreales,
familiji Hypocreaceae i rodu Giberella (lvanovi¢, 2001). To je jedna od
najrasprostranjenijin i najdestruktivnijih vrsta roda Fusarium. Prvi put je opisana
pocetkom XIX veka za vreme epidemije fuzarioze klasa i trulezi klipa kukuruza.
Identifikovana je 1822. godine kao Sphearia zeae (Fries), a 1838. godine reimenovana
je u sadasnje ime F. graminearum ( Schwabe). Nakon 100 godina (1936.) opisan je
teleomorfni stadijum Gibberella zeae (Petch). Nazivi anamorfnog i teleomorfnog
stadijuma gljive pretrpeli su nekoliko izmena. Teleomorfni stadijum je nazvan G.
saubnetii, dok se anamorfni stadijum zvao F. roseum, a zatim F. roseum sp. cerealis,
prema sistematici Snydera i Hansena (1945). Kasnije 1968. godine Messiaen i Cassini
su iz pomenute vrste koja je objedinjavala F. culmorum i F. avenaceum izdvojili
varijetet F. roseum var. graminearum. Booth je 1971. godine ovu vrstu nazvao F.
graminearum, §to je prihvaceno u kasnijoj taksonomiji (Nelson et al., 1983; Burgess et
al., 1988, 1994).

U okviru vrste F. graminearum 1966. godine utvrdene su dve grupe na osnovu
simptoma koje prouzrokuju na biljkama (McKnight et al., 1966), kao i na osnovu
sposobnosti formiranja peritecija (Francis and Burgess, 1977). Grupa | prouzrokuje
simptome truleZi osnove stabla strnih Zita, dok grupa II prouzrokuje ruZicastu trulez
stabla, korena i klipa kukuruza, kao i fuzariozu klasa pSenice i drugih zita. Drugi razlog
zbog kojeg su se grupe razdvojile je formiranje peritecija u laboratorijskim uslovima.
Obe vrste formiraju peritecije u polju, dok grupa Il formira peritecije i u laboratorijskim
uslovima. Na osnovu morfoloSkih karakteristika teSko se mogu razlikovati jedna od
druge, pa su Aoki i O'Donnell 1999. godine primenom molekularnih metoda grupu |
izdvojili u posebnu vrstu pod nazivom F. pseudograminearum (teleomorfni stadijum: G.
coronicolla), dok je grupa Il dobila naziv F. graminearum sensu lato (teleomorfni
stadijum: G. zeae).

Proucavanja na molekularnom nivou ukazala su da je vrsta F. graminearum
sensu lato genetski veoma heterogena. Dugo se smatralo da je u pitanju jedna vrsta koja
je rasprostranjena na svim kontinentima. Medutim, primenom filogenetske analize DNK

sekvenci 6 nuklearnih gena i GCPSR metode (Genealogical Concordance Phylogenetic
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Species Recognition) otkriveno je devet biogeografski razli¢itih vrsta u okviru F.
graminearum kompleksa (Fg kompleks) (O’Donnell et al., 2000). Kasnija istrazivanja
koja su se zasnivala na upotrebi multilokusne DNK sekvence 13 nuklearnih gena i
GCPSR metode ukazala su na postojanje jos Sest vrsta (Starkey et al., 2007;
O’Donnell et al., 2008; Yli—Mattila et al., 2009; Sarver et al., 2011).

Ranije poznata vrsta F.gramineaeum sensu lato ili grupa Il danas je poznata kao
kompleks vrsta koji sadrzi najmanje 15 odvojenih filogenetskih vrsta. Ove nove vrste
razlikuju se na osnovu geografske rasprostranjenosti, sposobnosti produkcije
trihotecena, kao i na osnovu razli¢ite patogenosti, odnosno sposobnosti da prouzrokuju
bolest na pojedinim usevima (O’Donnell et al.,, 2000; Cumagun et al., 2004;
O’Donnell et al., 2004).

2.4.1. Varijabilnost morfoloskih svojstava

Usled velike varijabilnosti vrsta roda Fusarium u pogledu morfoloskih,
patogenih i fizioloskih svojstava, bilo je dosta promena u taksonomiji. Jo§ uvek nije
definisan sistem koji bi potpuno zadovoljio identifikaciju i karakterizaciju ovog roda.
Identifikacija vrsta u okviru roda Fusarium tesko je ostvarljiva iz vise razloga: brza
promena u populacijama (Booth,1971; McDonald, 1997), razli¢ita distribucija vrsta
(Leslie et al., 2001; Zeller et al., 2003), dvostruki nezavisni na¢ini razmnozavanja, kao
i stalno menjani taksonomski sistemi (Samuels et al., 2001). Krajem XX veka
molekularna biologija nasla je primenu u identifikaciji vrsta roda Fusarium. Moze se
oc¢ekivati da ¢e detaljnija filogenetska istrazivanja utvrditi postojanje novih vrsta i
promeniti dosadasnju taksonomiju. Prema najprihvacenijoj klasifikaciji (Siefert and
Levesque, 2004) anamorf, rod Fusarium, svrstan je u razdeo Ascomycota, klasu
Sordariomycetes, red Hypocereales i familiju Nectriaceae (Siefert and Levesque,
2004).

Anamorf je stadijum u zivotnom ciklusu kojeg karakteriSe razmnoZzavanje
bespolnim sporama. Stadijum anamorfa razlikuje se u makroskopskim i mikroskopskim
svojstvima. U makroskopska svojstva ubrajaju se porast i izgled kolonije, boja vazdusne
micelije 1 formiranje pigmenta u podlozi. Varijabilnost makroskopskih svojstava
najbolje se moze uoditi gajenjem gljiva na krompir dekstroznoj podlozi (PDA) na 25°C

(Nelson et al., 1983). Na PDA F. graminearum moze dostié¢i porast od 7,5 do 8 cm za
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pet dana (Levi¢, 2008). Kolonija F. graminearum na PDA raste veoma brzo, vazdu$na
micelija je gusta i pamucasta, najcesce Zzute, ruzi¢aste do mrke boje sa belom do karmin
crvenom ivicom. Uglavnom lu¢i karakteristiCan karmin crveni pigment sa smedom
nijansom (Burgess et al., 1994; Leslie and Sammerell, 2006).

U mikroskopska svojstva ubrajaju se izgled i veli¢ina makrokonidija, kao i
prisustvo ili odsustvo hlamidospora. Makrokonidije sa bazalnom c¢elijom u obliku
stopala su karakteristicna odlika vrsta roda Fusarium. Ovaj rod je dobio ime po
fuzoidnom obliku makrokonidija koji je opisao Link 1809. (loc. cit. Samueles et al.,
2001), a potice od reci fusus (lat. vreteno). Makrokonidije kod Fusarium vrsta mogu da
variraju u obliku (Nelson et al., 1983; Burgess et al., 1994; Leslie and Sammerell,
2006), koji moze biti izduzen, vretenast, skoro prav (F. graminearum), oblika igle,
blago zakrivljen ili srpasto savijen, itd. Takode, za identifikaciju su kljucni oblik vr$ne i
bazalne Celije, kod vrste F. graminearum bazalna ¢elija je izduZzenog oblika stopala. U
zavisnosti od vrste postoji velika varijabilnost oblika vr$nih ¢elija (Burgess et al., 1994;
Leslie and Sammerell, 2006), koja moze biti kupasta (F. graminearum), prstasta,
koncasta i savijena, klinasta, u obliku papile, itd. Makrokonidije su prozirne, blago
povijene i suzene prema krajevima, debelih zidova. Vrine ¢elije su kupaste ili Suzene,
dok su bazalne ¢elije karakteristicnog oblika stopala (Leslie and Summerell, 2006).

Makrokonidije su viSecelijske, tako da broj septi varira zavisno od vrste 1 uslova.
Vecina vrsta roda Fusarium imaju makrokonidije sa 3-5 septi, dok wvrsta F.
graminearum ima 5-6 septi, a nekada i vise. Varijabilnost makrokonidija se ogleda i u
njihovoj veli¢ini, kako izmedu vrsta tako i u okviru jedne vrste, u zavisnosti od broja
formiranih septi. Postoje razliciti literaturni podaci za dimenzije makrokonidija. Duzina
makrokonidija kod vrste F. graminearum krece se od 21 do 106 pm, a $irina od 3 do 8
um. Za pouzdanu identifikaciju je najbolje uzeti makrokonidije koje su formirane u
sporodohijama jer su one najujednacenije. Vrsta F. graminearum moze da formira pod
odredenim uslovima, hlamidospore ali je varirabilnost u okviru vrste veoma velika pa se
smatra nepouzdanim svojstvom za identifikaciju. Hlamidospore su loptastog oblika,
bezbojne do bledo smede i mogu se obrazovati pojedinacno ili u nizovima (Leslie and
Summerell, 2006).

Teleomorfni stadijum roda Fusarium karakteriSe formiranje peritecija. U

zavisnosti od nacina formiranja peritecija vrste mogu biti homotalusne ili heterotalusne.
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F. graminearum je homotalusna vrsta koja formira peritecije u prirodi na brojnim
domacinima, posebno iz familije Poaceae, a njen teleomorfni stadium je G. zeae.
Takode, ova vrsta moze formirati peritecije 1 U laboratorijskim uslovima.
Monosporijalni izolati formiraju peritecije na podlozi sa sterilnim listom karanfila
nakon 30 dana. Peritecije G. zeae formiraju se na povrSini supstrata samostalno ili u
grupama, jajastog oblika sa ¢vornovitim zidom, vrlo malo variraju po obliku i boji,
obi¢no su tamno plave do crne boje. U peritecijama formiraju se askusi koji su izduzeni
(oblika palice) s kratkom osnovom i tankim neizdiferenciranim zidom, u pocetku su
providni a kasnije prilikom oslobadanja askospora postaju smedi. Askusi sadrze 4-6
askospora koje su koso poredane u jednom ili dva reda. Askospore koje se formiraju u
vrsnom delu askusa imaju jednu poprecnu pregradu, dok one koje se formiraju prema
osnovi imaju tri pregrade. Askospore su bezbojne sa savijenim i zaobljenim krajevima
(Levié, 2008).

Proucavanja na molekularnom nivou su ukazala da je vrsta F. graminearum
genetski veoma heterogena. Iz populacije ove gljive izdvojeno je 15 novih vrsta
ukljucuju¢i F. graminearum sensu stricto (O’Donnell et al., 2000, 2004, 2008;
Starkey et al., 2007; Sarver et al., 2011). Vrste u okviru F. graminearum kompleksa
(Fg complex) tesko se mogu razlikovati jedna od druge na osnovu morfoloskih
svojstava. U istrazivanjima Starkey et al. (2007) i Sarver et al. (2011) poredeni su
izolati na osnovu fenotipskih svojstava kako bi se utvrdilo da li je moguce razlikovati
vrste na osnovu morfoloskih karakteristika. Na osnovu §irine makrokonidija izdvojene
su tri grupe. U grupu cija je Sirina makrokonidija ispod 4,5 pm svrstane su vrste F.
austroamericanum, F. meridionale, F. boothii, F. mesoamericanum i F. louisianense u
grupu 4,5-5 um Sirine makrokonidija ubrojane su vrste F. acaciae-mearnsii, F.
graminearum sensu stricto, F. asiaticum, F. cortaderie, F. brasilicum, F. gerlachii i F.
nepalense dok Sirinu konidija preko 5 pm imaju dve vrste F. vorosii i F. ussurianum.
Utvrdeno je da dve nove vrste F. gerlachii i F.vorosii formiraju konidije koje su nesto
Sire od konidija koje formiraju druge vrste Fg kompleksa. Istrazivanja Starkey et al.
(2007) ukazuju na to da je tesko samo na osnovu morfoloskih karakteristika
identifikovati vrste u okviru Fg kompleksa s obzirom na preklapanje srednjih vrednosti
u duzini i Sirini makrokonidija kao Sto je slucaj kod vrste F. graminearum ss i F.

acaciae-mearnsii. Pored morfoloskih karakteristika, neophodno je proveriti patogenost

21



Pregled literature

izolata, njihov toksikoloski profil, kao i molekularnim analizama potvrditi identifikaciju

vrsta.

2.4.2. Varijabilnost patogenih svojstava

Vrste roda Fusarium, kako u morfoloskim, tako i u patogenim svojstvima,
ispoljavaju visok stepen interspecijske i intraspecijske varijabilnosti. Izolati mogu da
variraju od nepatogenih do veoma patogenih za odredenu biljnu vrstu ili za viSe biljnih
vrsta. Isto tako jedna vrsta moze biti patogena za jednu, a nepatogena za drugu biljnu
vrstu. Mnogi autori ustanovili su postojanje varijabilnosti u stepenu patogenosti
odnosno agresivnosti izolata F. graminearum (Carter et al., 2002; Brennan et al.,
2003; Mesterhazy et al., 2005; Krnjaja et al., 2007, 2008).

Patogenost izolata F. graminearum ispitivana je u mnogim zemljama $irom
Amerike i Evrope (Varga et al., 2002; Brennan et al. 2003; Fernandez and Chen
2005; Broders et al., 2007; Kuhnem et al., 2015). Prouc¢avanjem patogenosti Fusarium
vrsta u Kanadi, Fernandez and Chen (2005) uocili su da su najpatogenije vrste na
pSenici F. graminearum i F. culmorum, dok su najmanje patogene vrste F. equiseti i F.
poae. Agresivnost u in vitro uslovima 112 izolata F. graminearum sa 30 lokaliteta iz 13
zemalja pokazala je da su svi ispitivani izolati bili veoma patogeni na semenu kukuruza
i umereno do visoko patogeni na semenu soje (Broders et al., 2007). Istrazivanje koje
su sproveli Kuhnem et al. (2015) u Njujorku, imalo je za cilj da utvrdi da li su izolati F.
graminearum poreklom sa pSenice i kukuruza agresivniji na biljci domacinu sa koje
vode poreklo i da li je agresivnost dodatno uticala na produkciju trihotecena. Ovi
rezultati pokazali su da je agresivnost izolata F. graminearum varirala u Sirokom opsegu
I na pSenici i na kukuruzu, kao i to da nema statisticke znacajnosti u agresivnosti izmedu
izolata razlic¢itog porekla. U istrazivanjima koja su sprovedena u Evropi, Brennan et al.
(2003) su od pet proucavanih vrsta u okviru roda Fusarium, uocili da su izolati F.
graminearum bili najpatogeniji na zrnu psSenice. Takode, na teritoriji Madarske i
Poljske, ova vrsta identifikovana je kao najagresivnija vrsta roda Fusarium na pSenici
(Vargaet al., 2002; Tomczak et al., 2002).

Proucavajuéi varijabilnost patogenih svojstava Fusarium spp. poreklom sa zrna
kukuruza i pSenice gajenih u Srbiji, Tan¢i¢ i sar. (2009) uocili su da je intraspecijska
varijabilnost u agresivnosti bila najizrazenija kod izolata F. graminearum. Takode, ovi

autori navode da su izolati F. graminearum poreklom sa zrna pSenice ispoljili manju
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patogenost u poredenju sa izolatima poreklom sa zrna kukuruza. Stankovi¢ et al.
(2007a) utvrdili su da je najagresivnija vrsta na zrnu kukuruza i pSenice bila F.
graminearum u razli¢itim agroekoloskim uslovima u Srbiji. Proucavajuci uticaj
agroekoloskih faktora na osetljivost razliCitih sorti pSenice prema fuzariozi klasa,
Krnjaja et al. (2015b) su tokom 2011. i 2012. godine nakon vestacke inokulacije klasa

pSenice utvrdili varijabilnost u patogenosti izolata F. graminearum.
2.4.3. Varijabilnost toksigenih svojstava

Zbog toksigenih svojstava za ljude 1 Zivotinje, pojedinim vrstama iz roda
Fusarium pridaje se ve¢i znacaj kao potencijalno toksigenim nego kao patogenim
vrstama. Diverzitet vrsta Fg kompleksa pokazuju i rezultati istrazivanja o sintezi
razli¢itth mikotoksina. Ova vrsta sintetiSe veéi broj mikotoksina od kojih su
najznacajniji trihoteceni tipa B deoksinivalenol (DON), njegovi acetil- estar derivati
(3ADON i 15ADON), nivalenol (NIV) i zearalenon (ZEA). U pogledu sinteze
trihotecena (hemijske strukture, ukljucujuéi poziciju acetil- estar derivata) opisana su
dva hemotipa. Hemotip | koji sintetiSe DON i njegove acetil- estar derivate, dok
hemotip II sintetiSe nivalenol i fuzarenon - X (Mulé et al., 1998). Ukoliko sinteti$u
3ADON pripadaju hemotipu Ia, a ukoliko sintetiSu 15-ADON pripadaju hemotipu Ib
(Ward et al., 2002). Filogenetska proucavanja vrste F. graminearum ukazuju na razlike
u potencijalu produkcije mikotoksina medu izolatima razli¢itog geografskog porekla.

Osim Sirokog spektra produkcije mikotoksina, varijabilnost se uofava i u
koli¢ini sinteze jednog toksina od strane vise izolata jedne vrste. U istrazivanjima koja
su sprovedena u Srbiji, koncentarcije DON-a koje su sintetisali izolati F. graminearum
varirale su od 0,7 do 45,3 ug/g, zavisno od potencijala produkcije izolata, dok su
koncentracije ZEA bile u opsegu od 0,11 do 97,5 pg/g (Tanéi¢, 2009). Znatno veci
potencijal produkcije DON-a (do 465,9 ug/g) i ZEA (do 4,416 pg/g) kod izolata F.
graminearum uocili su Jaji¢ et al. (2007). Takode, uocena je varijabilnost u
koncentraciji produkovanog mikotoksina kod razli¢itih vrsta. Istrazivanja su pokazala
da koncentracije zearalenona i deoksinivalenola koje produkuju razli¢ite vrste roda
Fusarium dosta variraju (Moretti et al., 2002; Varga et al., 2002; Tomczak et al.,
2002; Ittu et al., 2004). U Srbiji je takode uocena varijabilnost u produkciji DON-a kod

izolata poreklom sa zrna psenice, koja je varirala od 0,25 do 45,26 pg/g (Stankovié et
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al., 2008) i ZEA od 0,03 do 12,8 ug/g (Bo¢arov-Stanéi¢ i sar., 2000; Stankovi¢ et al.,
2007c). Analizom 39 izolata Fusarium spp. poreklom sa zrna pSenice i kukuruza
sakupljenih iz 10 lokaliteta u Srbiji, Tan¢i¢ et al. (2015) ustanovili su da su izolati F.
graminearum produkovali najveée koncentracije DON i ZEA u poredenju sa drugim
Fusarium vrstama. Uoceno je da nije bilo jasne razlike u produkciji mikotoksina ZEA
izmedu izolata F. graminearum poreklom sa pSenice i kukuruza, dok su veée prosecne
koncentracije DON-a produkovali izolati poreklom sa pSenice. Proseéne koncentracije
DON-a kod svih ispitivanih izolata F. graminearum bile su 10,1 pg/g, a prose¢ne
koncentracije ZEA 30,61 pg/g. Proucavanjem izolata F. graminearum Koji su
prikupljeni tokom 2011. i 2012. godine poreklom sa pSenice i kukuruza u Americi,
Kuhnem et al. (2015) uo¢ili su potencijal produkcije DON-a na p$enici u rasponu od
10,65 do 97,05 pg/g, dok je na kukuruzu koncentracija DON-a bila u ve¢em rasponu od
5,9 do 132,2 pg/g. Medutim, mikotoksin ZEA na pSenici u ovom istraZivanju nije
detektovan, dok je na kukuruzu koncentracija ZEA uocena u opsegu od 0,08 do 1,0
Mg/g. Na osnovu dosadasnjih istrazivanja koli¢ina produkovanih toksina varira U zavisi

od izolata, spoljasnjih uslova, biljke domacina i ekoloskih faktora (Levi¢, 2008).
2.4.3.1. Rasprostranjenost hemotipova u svetu

Od sustinskog znacaja za poljoprivredu kao i prehrambenu industriju jedne
zemlje je poznavanje toksikoloSkog profila vrste F. graminearum, jer trihotecenski
hemotipovi (NIV, 3ADON i1 15ADON) imaju znacajnu ulogu u etiologiji bolesti.
Uoceno je da razli¢iti mikotoksini imaju razliCita toksikoloska svojstva, nivalenol je
produkuju 3ADON superiorniji su od izolata koji produkuju NIV u fenotipskim
osobinama, kao i to da se agresivnost 3ADON producenata §iri (Zhang et al., 2012;
Ward et al., 2008). Poznavanje hemotipova vazna je informacija za uspostavljanje
strategije za procenu rizika u pogledu zastite zdravlja ljudi 1 zivotinja.

U dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je da postoji nekoliko novootkrivenih
vrsta u okviru Fg kompleksa koje pripadaju samo jednom hemotipu: la (3ADON) F.
ussurianum (Yli-Mattila et al., 2009), Ib (15ADON) F. aethiopicum, F. boothii i F.
vorosii (Starkey et al., 2007; Yli-Mattila et al., 2009; O’Donnell et al., 2008; Ward
et al., 2008) i hemotip Il (NIV) F. meridionale i F. gerlachii (Starkey et al., 2007;
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O’Donnell et al., 2008; Ward et al., 2008; Sampietro et al., 2011). Dve vrste, F.
graminearum sensu stricto i F. asiaticum, pripadaju hemotipu I i Il jer sintetiSu
3ADON, 15ADON i NIV. Preostalin pet wvrsta, F. acaciae-mearnsi, F.
mesoamericanum, F. austroamericanum, F. cortaderiae i F. brasilicum mogu da
sintetisu i 3ADON i NIV (Ward et al., 2008).

(i) Distribucija_ hemotipova u Aziji. Prema literaturnim podacima na azijskom

kontinentu rasprostranjena su sva tri hemotipa (3ADON, 15ADON i NIV) u zavisnosti
od vrste Fg kompleksa kao i od biljke domacina sa koje su izolovane. Vrsta F.
graminearum ss uglavnom produkuje 15ADON a rede NIV, za razliku od vrste F.
asiaticum koja produkuje 3ADON ili NIV. Geografsku rasprostranjenost hemotipova u
Kini opisali su Gale et al. (2002), Zhang et al. (2007) i Qu et al. (2008), a Karugia et
al. (2009) u Japanu. Rezultati ovih istrazivanja pokazali su da populacije F.
graminearum ss na p$enici i je¢mu u Kini pretezno produkuju 15ADON, za razliku od
populacije F. asiaticum, koje uglavnom produkuju 3ADON ili NIV. U istrazivanjima
koja su sprovedena u Japanu od ukupno 179 izolata F. asiaticum, 80 izolata je pripadalo
NIV hemotipu, a preostalih 99 izolata pripadali su 3BADON hemotipu (Karugia et al.,
2009). Uoceno je da dominantan hemotip medu izolatima poreklom sa kukuruza varira
u zavisnosti od geografskog podrucja (Lee et al., 2010). U okviru Fg kompleksa izolati
sa NIV hemotipom izolovani su dvostruko ¢eS¢e nego izolati sa DON hemotipom iz
uzorka semena kukuruza u Nepalu (Desjardins et al., 2008, 2011). U Juznoj Koreji, F.
asiaticum je uglavnom izolovan sa pirinca i vecina izolata (95%) pripadaju NIV
hemotipu. Nasuprot tome, dominantna vrsta na zrnu kukuruzu je F. graminearum ss, a
dominantni hemotip medu izolatima poreklom sa kukuruza je varirao u zavisnosti od
regiona. DON hemotip je identifikovan u ve¢em procentu (66%) u odnosu na NIV
hemotip u severoistocnom delu, dok je NIV hemotip (70%) bio dominantan u
centralnom delu (Lee et al., 2010). Jos jedan ocigledan primer geografskog variranja
zabelezen je u Iranu, gde je na zapadu zemlje identifikovano 125 od 129 izolata kao F.
graminearum ss, medu kojima je 121 izolat imao 15ADON hemotip. Nasuprot tome, na
istoku Irana, od ukupno 12 analiziranih izolata F. gramineaeum, 11 izolata je pripadalo
NIV hemotipu (Davari et al., 2013). Do sli¢nih rezultata dosli su Haratian et al.
(2008) koji su utvrdili da je vecina izolata na severoistoku lIrana pripadala NIV

hemotipu.
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(ii) Distribucija hemotipova u Africi. Rezultati istrazivanja sprovedini u Africi

ukazuju da je dominantan hemotip 15ADON na pSenici, je¢mu i kukuruzu, a takode i
3ADON i NIV hemotip su prisutni ali u nizem procentu. Boutigny et al. (2011) su
proucavanjem 560 izolata Fg kompleksa, koji su prikupljeni sa psSenice, je¢ma i
kukuruza u Juznoj Africi, potvrdili da je 535 izolata pripadalo 15ADON hemotipu, 22
izolata pripadalo NIV hemotipu, a samo 3 izolata su bila 3SADON hemotip. Vrsta koja je
identifikovana samo u Etiopiji, F. aethiopicum, pripada 15ADON hemotipu (O’Donnell
et al., 2008; Boutigny et al., 2011).

(iii) Distribucija _hemotipova u Americi. Rezultati istrazivanja u Americi
pokazali su da je 15ADON hemotip dominantan (oko 95%), dok je 3ADON hemotip

uocen u dosta manjem procentu, medutim poslednjih godina uocen je sve veéi porast
prisustva 3ADON hemotipa (Abramson et al., 1993, 2001; Gale et al., 2007).
Poredenjem izolata prikupljenih u periodu 1980-2000. i 2008. godine uocéeno je
povecanje prisutnih 3ADON hemotipa sa 3% na 44%. Takode, primeéeno je da izolati
koji pripadaju 3ADON hemotipu prouzrokuju intenzivnije bolest i produkuju vece
kolicine DON-a nego izolati koji pripadaju 15ADON hemotipu (Puri and Zhong,
2010). Osim toga, pojava 3ADON hemotipa detektovana je na je¢mu, gde je primeéeno
povecanje 11 puta u 2008. godini u odnosu na period 1997-2000. godine (Burlakoti et
al., 2011). U istotnom SAD-u od ukupno 998 izolata G. zeae koji su prikupljeni sa
ozime pSenice iz 39 oblasti, utvrdeno je da je 92% izolata pripadalo 15ADON
hemotipu, 7% 3ADON hemotipu i 1% NIV hemotipu, sa rastu¢im trendom izolata koji
su pripadali 3ADON hemotipu od juga ka severu (Schmale et al., 2011). lako se
smatralo da je NIV hemotip kod izolata F. graminearum ss redak u SAD-u, novija
istrazivanja Gale et al. (2011) pokazala su da je u juznom delu SAD-a visok procenat
izolata F. graminearum ss (79%) pripadao NIV hemotipu.

U Kanadi od zapada ka istoku takode je doslo do znacajnog povecanja
ucCestalosti 3ADON hemotipa, Ward et al. (2008) su analizom 492 izolata F.
graminearum utvrdili da je oko 25% izolata pripadalo 3ADON hemotipu, dok je 75%
svrstano u 15ADON hemotip. Uoceno je da je 100% uzoraka poreklom sa istoka
pripadalo 3ADON hemotipu, u poredenju sa manje od 10% izolata na zapadu koji
pripadaju 3ADON hemotipu (Ward et al., 2008; Guo et al., 2008).
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U okviru kompleksa Fg, u Argentini 15ADON hemotip bio je najées¢i (Alvarez
et al., 2009; Reynoso et al., 2011; Castanares et al., 2014; Malbran et al., 2014), a
raznolikost trihotecenskih hemotipova medu izolatima direktno je vezana za razlicite
vrste (Sampietro et al., 2011). Znacajan porast sa 29% na 49%, kod izolata koji su
pripadali 3ADON hemotipu zabelezen je u Argentini u periodu 2001-2004. godine
(Alvarez et al., 2009). Ispitivanja uzorka zrna psenice u Juznom Brazilu pokazala su da
je 15ADON hemotip bio dominantan sa vise od 92% izolata, zatim sledi NIV i na kraju
3ADON hemotip (Scoz et al., 2009; Astolfi et al., 2011a). Istrazivanja koja su
sprovedena na uzorcima zrna je¢éma U Juznom Brazilu, otkrila su da je samo 4% izolata
pripadalo 3ADON hemotipu, 66% 15ADON hemotipu, dok je NIV hemotipu pripadalo
29% (Astolfi et al.,, 2011b). U Urugvaju, zabeleZene su znaCajne razlike u
rasprostranjenosti hemotipova izmedu zapadnih i isto¢nih oblasti. NIV hemotip
dominira u podru¢jima na istoku gde je proizvodnja pirin¢a uobicajena (Umpierrez et
al., 2013). Zanimljivo je da je vecina izolata koji produkuju NIV poreklom od izolata F.
asiaticum. U Juznoj Americi na kukuruzu uoc¢ene su vrste koje pripadaju Fg kompleksu,
izolati vrste F. meridionale pripadali su NIV hemotipu, dok su izolati vrste F. boothii
pripadali 15ADON hemotipu (Sampietro et al., 2010). Uoceno je da izolati F.
graminearum ss poreklom sa psenice proizvode 15ADON, dok je na kukuruzu i pirincu
uobicajen NIV hemotip, s tim da se na kukuruzu javlja vrsta F. meridionale, a na
pirin¢u F. asiaticum (Del Ponte et al., 2013).

(iv) Distribucija hemotipova u Austarliji i Novom Zelandu. Malo informacija

dostupno je o trihotecenskim hemotipovima koje produkuju vrste Fg kompleksa u
Australiji i Novom Zelandu. Vrsta F. cortaderiae pronadena je na Novom Zelandu i svi
izolati sintetisali su NIV (Monds et al., 2005). Medutim, na Novom Zelandu Monds et
al. (2005) utvrdili su da su medu izolatima F. graminearum ss podjednako bili
zastuljeni NIV i DON hemotipovi. U zapadnom delu Australije identifikovana je vrsta
F. graminearumn ss na uzorcima pSenice koja je pripadala 3ADON hemotipu (Tan et
al., 2012).

Filogenetska proucavanja vrste F. graminearum ukazuju na razlike u sintezi
mikotoksina medu izolatima razli¢itog geografskog porekla, usled razlic¢itih klimatskih
faktora. Dosadasnja istrazivanja ukazala su da su izolati F. graminearum ss poreklom iz

Evrope i Amerike veceg potencijala za sintezu 15ADON, u Aziji za sintezu 3ADON,

27



Pregled literature

dok na Novom Zelandu preovladava NIV (Starkey et al., 2007; Ward et al., 2008;
Gale et al., 2011, 2007). Medutim, novija istrazivanja koja su sprovedena Sirom sveta,
ukazuju na promene u sintezi mikotoksina usled promene klime.

(v) Distribucija hemotipova u Evropi. Istrazivanja o FHB i mikotoksinima

sprovedena su u mnogim zemljama u Evropi tokom poslednje decenije. Podaci o
rasprostranjenosti hemotipova u Evropi pokazuju da je 15ADON hemotip prevalentan u
ve¢ini zemalja, za razliku od 3ADON i NIV hemotipa koji su detektovani znacajno
rede. Istrazivanja su pokazala da je hemotip 15SADON dominantan u Velikoj Britaniji
(prisutan sa vise od 90%) (Jennings et al., 2004), Nemackoj (Talas et al., 2011),
Luksemburgu (Pasquali et al., 2010), Holandiji (Waalwijk et al., 2003), Italiji (Prodi
et al., 2011; Somma et al.,, 2014), dok je 3ADON i NIV hemotip detektovan u
Norveskoj (Aamot et al., 2015; Uhlig et al., 2013), Svedskoj i Finskoj (Fredlund et
al., 2013; Lindblad et al., 2013) kao i na severozapadu Rusije (Yli-Mattila et al.,
2009). U Francuskoj, Boutigny et al. (2014) utvrdili su da je dominantan hemotip na
zrnu pSenice, je¢ma i kukuruza bio 15ADON, dok je NIV hemotip redi i prisutan samo
na pSenici i kukuruzu. Takode, 15SADON hemotip je dominantan u Italiji pretezno u
regionima sa hladnijom klimom (Prodi et al., 2009, 2011). Do sli¢nih rezultata dosli su
Somma et al. (2014) koji su analizom populacije Fg kompleksa utvrdili da je 88%
pripadalo hemotipu 15ADON, 11% NIV hemotipu, dok je 3ADON hemotipu pripadao
samo jedan izolat. U Engleskoj, Jennings et al. (2004) su proucavanjem 76 izolata F.
graminearum ss poreklom sa pSenice ustanovili da 72 izolata pripada hemotipu
15ADON. Nasuprot tome, u Finskoj, kao i na severu Rusije, identifikovan je F.
graminearum koji je sintetisao isklju¢ivo 3ADON (40/46), dok je na jugu 15ADON
hemotip bio dominantan sa 93,5% (Yli-Mattila et al., 2009).

U agroekoloskim uslovima Srbije do sada nema podataka o diverzitetu i
distribuciji trihotecenskih hemotipova. U Rumuniji je proucavanjem 35 izolata F.
graminearum uoceno da samo jedan izolat pripada NIV hemotipu, dok su svi ostali
izolati pripadali 15ADON hemotipu (Bozac et al., 2016). Ovo je ujedno i jedini podatak
0 rasprostranjenosti i varijabilnosti hemotipova u zemljama u okruzenju.

Istrazivanja u svetu u pogledu sinteze trihotecena u okviru Fg kompleksa kod

Zitarica vazna SU da bi se uspostavile osnove za ove genotipove prema kojima ¢e se
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svako pomeranje populacija u budué¢nosti moci pratiti (Starkey et al., 2007; Ward et
al., 2008; Gale et al., 2011, 2007; Guo et al., 2008; Schmale et al., 2011).

2.5. Genetic¢ka i biogeografska varijabilnost vrsta Fg kompleksa

Dugo se smatralo da je F. graminearum jedna vrsta koja se javlja na svim
kontinentima, sve dok nisu primenjene molekularne tehnike za proucavanje
rasprostranjenosti izolata poreklom iz razli¢itih delova sveta (O’Donnell et al., 2000;
Ward et al., 2002) ¢ime je dokazano da se radi o geneticki veoma heterogenoj vrsti.

Za molekularnu identifikaciju vrsta Fg kompleksa primenjuje se GCPSR pristup
zasnovan na koriS¢enju informacija o genealogiji viSe gena u cilju dokazivanja vrsta
(Taylor et al., 2000). O’Donell et al. (1998) koriste¢i ovaj pristup identifikovali su
vrste roda Fusarium. Ispitivali su veliki broj izolata, najpre sekvencirajuéi gen za beta
tubulin, a zatim i druge gene. Na ovaj nacin identifikovali su 45 vrsta, od kojih su 23
nove vrste. Sve vrste koje su prethodno dokazane na osnovu bioloskog koncepta,
potvrdene su i primenom GCPSR pristupa. Ovaj pristup zasniva se na filogenteskoj
saglasnosti viSe nevezanih gena u cilju ukazivanja na odsustvo geneticke razmene i
evolutivnu nezavisnost ispitivanih genotipova. Na ovaj nafin omogucava se razdvajanje
vrsta u slucajevima kada to nije mogucée na osnovu morfoloskih karakteristika, kao i kod
vrsta gljiva koje su aseksualne (homotalusne), sto je slucaj kod vrste F. graminearum.
Prema podacima iz literature najvise kori$¢eni geni za uspesnu identifikaciju vrsta Fg
kompleksa su elongacioni faktor (TEF—1/a), beta tubulin (f—tubulin), histon (H3),
reduktaza gen (RED), mating-type geni (MAT), gen koji kodira 3-O-acetiltransferazu
(TRI101) i drugi (O’Donell et al., 1998; Cai et al., 2011; Starkey et al., 2009; Somma
et al., 2014).

Primenom filogenetske analize multilokusne DNK sekvence 11 nuklearnih gena
i GCPSR metode, u okviru kompleksne vrste F. graminearum Schwabe identifikovano
je 9 razlic¢itih vrsta: [1] F. austroamericanum, [2] F. meridionale, [3] F. boothii, [4] F.
mesoamericanum, [5] F. acacie—mearnsii, [6] F. asiaticum, [7] F. graminearum sensu
stricto, [8] F. cortaderie i [9] F. brasilicum (O'Donnell et al., 2004).

Starkey et al. su 2007. godine upotrebom multilokusne DNK sekvence 13
nuklearnih gena i GCPSR metode opisali dve nove vrste u okviru Fg kompleksa: F.
vorosii i F. gerlachii, a kasnije su opisane jo$ dve vrste F. aethiopticum poreklom iz

Etiopije (O’Donnell et al., 2008) i F. ussurianum poreklom iz Rusije (Yli—-Mattila et
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al., 2009). Nedavno su otkrivene jo$ dve nove vrste - F. nepalense poreklom iz Nepala i
F. louisianense poreklom iz Luizijane u SAD-u (Sarver et al., 2011).

Poreklo vrsta Fg kompleksa je sa juzne hemisfere, izuzev vrsta F. gerlachii i F.
graminearum ss, koje su kosmopoliti (O’Donnell et al., 2004). Usled klimatskih
promena doslo je do migracije ovih vrsta, tako da su se one sada prosirile Sirom sveta.
Biogeografsku rasprostranjenost kompleksne vrste F. graminearum u svetu dao je
Kerry O’Donnell (2004) i ukazao na to da je F. graminearum ss najrasprostranjenija i
najdominantnija vrsta u svetu, preovladava u Severnoj Americi i Evropi. Istrazivanja su
pokazala da su vrste F. austroamericanum, F. meridionale, F. cortaderiae i F.
brasilicum verovatno lokalizovane u Juznoj Americi (O’Donnell et al., 2004; Starkey
et al., 2007; Sampietro et al., 2011), F. acaciae-mearnsi u Australiji i Juznoj Africi
(O’Donnell et al., 2004; Boutigny et al., 2011), F. vorosii i F. ussurianum su
endemske u Aziji (Starkey et al., 2007; Yli—Mattila et al., 2009), F. asiaticum u Aziji i
Juznoj Americi (O’Donnell et al.,, 2004), F. aethiopicum je lokalizovana u Africi
(O’Donnell et al., 2008), F boothii i F. mesoamericanum u Centralnoj Americi
(O’Donnell et al., 2004, 2008), F. gerlachii i F. louisianense u SAD-u (Starkey et al.,
2007; Sarver et al., 2011) i F. nepalense u Nepalu (Sarver et al., 2011).

(i) Rasprostranjenost vrsta Fg kompleksa u Aziji. Proucavanjem

rasprostranjenosti F. graminearum ss i F. asiaticum u Kini uoceno je da je vrsta F.
graminearum ss uglavnom prisutna u hladnijim regionima. Nasuprot tome, 95% izolata
F. asiaticum prisutno je u toplijim regionima (Qu et al., 2008; Zhang et al., 2007). Ovi
rezultati ukazuju na to da je ekoloski faktor imao znaCajan uticaj na geografsku
rasprostranjenost ovih vrsta (Qu et al., 2008; Sampietro et al., 2011; Ji, 2007; Lee et
al., 2009; Desjardins and Proctor, 2011). Na osnovu istrazivanja koja su sprovedena u
juznoj Kini, vrsta F. asiaticum izolovana je u visokom procentu (preko 90% na zrnu
je¢ma), dok su druge wvrste identifikovane u znacajno manjem procentu: F.
graminearum ss 2,7%, F. meridionale 1,4%, i ostale vrste 3,5%. Takode, vrsta F.
asiaticum bila je glavni prouzrokova¢ FHB na pSenici u juznoj Kini (97%), za razliku
od severne i severo-isto¢ne Kine gde je od ukupno 169 izolata (76%), 129 izolata
identifikovano kao F. graminearum ss (Zhang et al., 2012).

Znacajna korelacija uocena je izmedu ucestalosti F. graminearum ss i F.

asiaticum u zavisnosti od plodoreda. Na severu Kine u podru¢jima gde se pSenica i
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kukuruz gaje u plodoredu vrsta F. graminearum S$iroko je rasprostranjena. Nasuprot
tome, u podru¢jima gde se pSenica gaji u plodoredu sa pirin¢em uglavnom je prisutna
vrsta F. asiaticum (Zhang et al., 2012). Takode, Lee et al. (2010) utvrdili su da se F.
asiaticum javlja ¢esc¢e na pirincu. U Japanu je takode zabelezena razlicita distribucija
vrsta F. graminearum ss i F. asiaticum u zavisnosti od plodoreda (Index Mundi, 2014).
Rasprostranjenost vrsta Fg kompleksa na pSenici i je¢mu Sirom Japana pokazuje jasnu
geografsku razliku. Na severu je izolovana vrsta F. graminearum ss dok je na jugu
dominantna vrsta F. asiaticum (Suga et al., 2008). Rasprostranjenost ove dve vrste
znacajno zavisi i od srednjih temperatura. F. graminearum javlja se na temperaturama
ispod 15°C, dok se F. asiaticum pojavljuje na temperaturama preko 15°C (Suga et al.,
2008). Preliminarni rezultati koji su objavljeni u Koreji pokazali su da su izolati
poreklom sa kukuruza pripadali F. graminearum ss (74%), dok su tri vrste F.
meridionale, F. boothii i F. asiaticum, takode bile prisutne ali u niskom procentu (Jeon
et al., 2003). Lee et al. (2010) su u Juznoj Koreji identifikovali vrstu F. asiaticum u
visokom procentu (95%) na pirin¢u. Nasuprot tome, dominantna vrsta na kukuruzu je
bila F. graminearum ss. Od 568 proucavanih izolata Fg kompleksa identifikovane su
Cetiri vrste: F. graminearum (75%), F. boothii (12%), F. asiaticum (12%) i F.
meridionale (1%) (Lee et al., 2012). U Iranu, u zapadnom delu zemlje, dominantna
vrsta na pSenici je F. graminearum ss (96%) (Davari et al., 2013). U Nepalu,
Desjardins and Proctor (2011) utvrdili su da su glavni prouzrokovaci trulezi klipa
kukuruza vrste F. asiaticum, F. meridionale i F. boothii, dok vrsta F. graminearum ss,
koja dominira na kukuruzu Sirom sveta, nije detektovana.

(if) Rasprostranjenost vrsta Fg kompleksa u Africi. Istrazivanja o diverzitetu

vrsta Fg kompleksa u Africi sproveli su O’Donnell et al. (2008) i po prvi put su
identifikovali vrstu F. aethiopicum na psenici. Pretpostavlja se da je F. aethiopicum
zajedno sa vrstom F. acacia-mearnsii endemska vrsta na juznoj hemisferi. Svi izolati F.
aethiopicum izolovani su u Etiopiji, dok su izolati F. acacia-mearnsii poreklom iz Juzne
Afrike (O’Donnell et al., 2000). Opsirnije istrazivanje 0 diverzitetu vrsta Fg kompleksa
je sprovedeno u Juznoj Africi gde su Boutigny et al. (2011) analizirali 560 izolata
poreklom sa psenice, je¢ma i kukuruza. Vise od 85% izolata sa pSenice i jecma svrstani
su u F. graminearum ss, nasuprot tome, na kukuruzu je izolovana vrsta F. boothii. U

Keniji, Wagacha et al. (2010) identifikovali su 19 razli¢itih vrsta na pSenici, oko 80%
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su ¢inile vrste F. graminearum i F. boothii zajedno sa drugim vrstama koje nisu
pripadnici Fg kompleksa.
(iii) Rasprostranjenost vrsta Fg kompleksa u Americi. Istarzivanja o FHB u

Juznoj Americi uglavnom su sprovedena u umerenim regionima severne Argentine,
Juznom Brazilu i Urugvaju, kao glavnim podru¢jima gajenja zita. U okviru Fg
kompleksa sa kukuruza izolovane su vrste F. meridionale i F. boothii koje su endemske
u Juznoj Americi (Sampietro et al., 2011; Aoki et al., 2012). Nasuprot tome, prethodna
istrazivanja koja su sproveli Ramirez et al. (2007) u Argentini pokazala su da je svih
113 izolata koji su prikupljeni sa pSenice pripadalo vrsti F. graminearum ss. Uoceno je
da se na pSenici javlja F. graminearum ss, na kukuruzu F. meridionale, dok se na
pirin¢u javlja F. asiaticum (Del Ponte et al., 2013).

(iv) Rasprostranjenost vrsta Fg kompleksa u Australiji. Malo informacija je

dostupno kada je u pitanju rasprostranjenost vrsta Fg kompleksa u Australiji. Monds et
al. (2005) su sa zrna pSenice poreklom sa Novog Zelanda izolavali dve vrste F.
graminearum ss i F. cortaderie, dok su Hussein et al. (2002) uodili prisustvo F.
graminearum ss na zrnu kukuruza.

(vi) Rasprostranjenost vrsta Fg kompleksa u Evropi. U Evropi postoji malo

informacija o distribuciji vrsta Fg kompleksa. Utvrdeno je da je u Francuskoj
(Waalwijk et al., 2008), Nemackoj (Talas et al., 2011) i Italiji (Prodi et al., 2009,
2011) dominantna vrsta F. graminearum ss. U istrazivanjima koja su sprovedena u
Italiji na zrnu pSenice i kukuruza, Somma et al. (2014) su pored vrste F. graminearum
ss koja je dominantna (88/90), identifikovali prvi put vrstu F. cortaderiae (2/90). Sa
zrna pSenice sakupljene tokom 2002. godine na teritoriji Madarske prvi put je izolovana
vrsta F. vorosii (Toth et al., 2005; Starkey et al., 2007) i F. boothii (Backhouse,
2014). Boutigny et al. (2014) su identifikovali F. graminearum ss kao dominantnu
vrstu Fg kompleksa na pSenici, je¢mu i kukuruzu u Francuskoj.

U Srbiji do sada nema informacija o rasprostranjenosti vrsta Fg kompleksa. U
Madarskoj, identifikovane su vrste F. vorosii i F. boothii, pa se, s obzirom na
geografsku blizinu kao i slicne klimatske i agroekoloSke uslove, moze ocekivati pojava
pomenutih vrsta i u Srbiji.

lako su osnovni faktori za geografsku rasprostranjenost vrsta, a samim tim i

hemotipova u okviru Fg kompleksa nepoznati, pojava odredenih vrsta se poklapa sa
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ekoloskim, odnosno temperaturnim zahtevima odredenih vrsta u okviru Fg kompleksa.
Utvrdeni su razli¢iti genotipovi iste vrste kao i razli¢itih vrsta Fg kompleksa u razli¢itim
lokalitetima (Zhang et al., 2010). Ovo ukazuje na to da moze do¢i do ukrstanja

genotipova.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Rezultati dosadasnjih istrazivanja u svetu ukazali su da se primenom
filogenetske analize multilokusne DNK sekvence i GCPSR metode moze razdvojiti 15
razli¢itih vrsta u okviru Fg kompleksa. Medutim, u Srbiji ne postoje podaci o prisustvu i
eventualoj rasprostranjenosti ovih vrsta. Stoga je osnovni cilj ove disertacije bio da se
analizom morfoloskih, patogenih, toksigenih i molekularnih karakteristika izolata F.
graminearum poreklom iz uzoraka pSenice, kukuruza i jeCma iz razli¢itih
agroklimatskih uslova, utvrdi prisustvo, rasprostranjenost i diverzitet vrsta Fg
kompleksa na teritoriji Srbije.

S obzirom na literaturne podatke o prisustvu novootkrivenih vrsta u susednim
zemljama - F. boothii i F vorosii, jedan od ciljeva bio je da se utvrdi njihovo eventualno
prisustvo na zrnu strnih zita i kukuruza gajenih u Srbiji.

Brojni rezultati iz svetske literature ukazuju na veliki diverzitet vrsta u okviru Fg
kompleksa, pa je jedan od ciljeva ove disertacije bio da se prouc¢i varijabilnost
ispitivanih izolata vrste F. graminearum u pogledu morfoloskih svojstava na osnovu
makroskopskih i mikroskopskih karakteristika monosporijalnih kultura ispitivanih
izolata. Patogenost ispitivanih izolata vrste F. graminearum primenom vestacke
inokulacije biljaka u poljskim i laboratorijskim uslovima, ispitivana je u cilju
utvrdivanja ovog svojstva, kao i ispitivanja varijabilnosti patogenih svojstava izolata.

Sposobnost sinteze mikotoksina je, s obzirom na veliki zna¢aj u proizvodnji
zdravstveno bezbedne hrane, jedna od znacajnijih karakteristika vrsta roda Fusarium, pa
je cilj u okviru ovih istrazivanja bio i da se odredi sposobnost ispitivanih izolata da
sintetiSu mikotoksine DON i ZEA, kao i da se kvantitativnom i kvalitativnom analizom
ispita njihova varijabilnost u sintezi mikotoksina. Jedan od ciljeva ove disertacije bio je
da se hemijskim i molekularnim analizama izolata F. graminearum razli¢itog porekla
utvrdi njihova pripadnost odredenom hemotipu (3ADON, 15ADON i NIV).

U cilju molekularne karakterizacije izolata F. graminearum poreklom sa zrna
zita u Srbiji, u ovoj disertaciji izvrSi¢e se sekvenciranje vise genomnih regiona

odabranih izolata, kao i njihovo medusobno poredenje i odredivanje filogenetskog

34



Ciljevi istraZivanja

meduodnosa sa izolatima F. graminearum deponovanih u NCBI bazi podataka, $to ¢e

doprineti boljem poznavanju diverziteta vrsta Fg kompleksa u svetu.
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4. MATERIJAL | METODE

Za proucavanje diverziteta vrste F. graminearum koris¢eni su izolati iz kolekcije
Laboratorije za fitopatologiju Instituta za kukuruz "Zemun Polje". Odabran je 101 izolat
koji su prikupljeni u periodu od 1993. do 2015. godine, poreklom iz uzoraka psenice
(42), kukuruza (37) i je¢ma (22) iz 41 lokaliteta na teritoriji Srbije (Tabela 1). Izolati su
prethodno identifikovani konvencionalnim metodama na osnovu makroskopskih i
mikroskopskih karakteristika. Oni su za dalji rad ¢uvani u ampulama sa zakoSenom
PDA podlogom u frizideru na temperaturi od 4°C. lzolati su presejavani jednom

godisnje.
4.1. Dobijanje ¢istih kultura i njihovo ¢uvanje

Kulture gljive F. graminearum precis¢ene su postupkom monosporijalne
izolacije u cilju dobijanja uniformnih i ¢istih kultura (Nelson et al., 1983; Burgess et
al., 1994; Leslie and Summerell, 2006). Izolati F. graminearum gajeni su 10 dana na
podlozi vodenog agara sa sterilnim fragmentima lista karanfila (carnation leaf agar,
CLA) (Fisher et al., 1982), koja stimulativno deluje na sporulaciju ove vrste i obilno
formiraju sporodohije sa makrokonidijama ujednaenog oblika i veliine, pri
kombinaciji fluorescentne i ultraljubicaste svetlosti na 20°C. Podloga je pripremana od
20 g agara (Agar, Merck KgaA, Germany), 1000 ml destilovane vode i sterilisanih
fragmenata lista karanfila (gama zracima) veli¢ine oko 6 mm. U Petri kutije pre
razlivanja podloge stavljano je po 5 fragmenata lista karanfila na 10 ml podloge.

Sterilnom kopljastom iglom zahvacena je jedna sporodohija gljive koja je
preneta u epruvetu sa 10 ml sterilne vode. Suspenzija spora je protresena na vorteksu u
trajanju od 10 sekundi, a zatim je 1 ml suspenzije (1:10) nanesen kruZznim pokretima po
celoj povrsini krompir dekstrozne podloge (potato dextrose agar, PDA) (Burgess et al.,
1994) u Petri kutije (@100 mm). Kutije su zatim drzane u mraku pod uglom od 45°C u
trajanju od 24 h na temperaturi od 25°C. PDA podloga je pripremana od 42 g krompir
dekstroznog agara (potato dextrose agar, Biolife, Italia) u koji je doliveno 1000 ml
destilovane vode a zatim je meSano na magnetnoj mesalici do rastvaranja agara. Nakon

mesanja, podloga je sterilisana u autoklavu 20 min na 120°C pri pritisku od 1,2 bara.
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Nakon inkubacije, pomocu stereomikroskopa pregledana je povrsSina Petri kutije,
a zatim je sterilnom iglom iseCen komadi¢ podloge sa proklijalom pojedinaénom
sporom koja je preneta na PDA, a zatim su kulture inkubirane sedam dana u mraku na
25°C. Nakon inkubacije izolati su presejani u ampule sa zakosenom PDA podlogom.
Ovako pre¢is¢ene monosporijalne kulture svakog izolata su nakon sedam dana

inkubacije u termostatu na 25°C ¢uvane za dalji rad u frizideru na +4°C.

Tabela 1. Lista ispitivanih izolata Fusarium graminearum

Izolat Lokalitet Godina Biljka
izolacije domacdin
257 Z.Polje 2004 Kukuruz
581 Z.Polje 2005 Kukuruz
656 Z.Polje 2005 Kukuruz
699 Z.Polje 2005 Kukuruz
762 Titel 2005 Kukuruz
880 Bac 2006 Kukuruz
914 Z.Polje 1996 Kukuruz
943/2 Novi Sad 2006 Kukuruz
971 Novi Sad 2006 Kukuruz
1010 Novi Sad 2006 Kukuruz
1030 Indija 1999 Kukuruz
1133 Senta 2006 Kukuruz
1165 Z.Polje 2006 Kukuruz
1195 Krnjesevci 2006 Kukuruz
1199 Krnjesevci 2006 Kukuruz
1211 Kikinda 2006 Kukuruz
1249 Loznica 2006 Kukuruz
1255 Kovin 2006 Kukuruz
1268 Sombor 2006 Kukuruz
1282/2 B.Topola 2006 Kukuruz
1368 Sabac 2007 Kukuruz
1408 Kraljevo 2007 Kukuruz
1419 Kraljevo 2007 Kukuruz
1482/2 Apatin 2007 Kukuruz
1495 Z.Polje 2007 Kukuruz
1554/2 B.Petrovac 2007 Kukuruz
1649 Loznica 2007 Kukuruz
1673 Z.Polje 2008 Kukuruz
1696 Zrenjanin 2008 Kukuruz
1751 Pozarevac 1994 Kukuruz
2533 Z.Polje 2010 Kukuruz
2624 Bajmok 2010 Kukuruz
2811 Pozarevac 1993 Kukuruz
2812 V.Plana 1998 Kukuruz
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Izolat Lokalitet Godina Biljka
izolacije domadin
2813 S.Mitrovica 1999 Kukuruz
2815 Z.Polje 1999 Kukuruz
2822 Srbobran 1999 Kukuruz
203 S.Mitrovica 2003 Psenica
618 Z.Polje 2005 PSenica
670 Sombor 2005 Psenica
677 Sombor 2005 PSenica
681 Sombor 2005 Psenica
687/2 Kikinda 2005 PSenica
744 Nis 2005 Psenica
749 Loznica 2005 PSenica
763 Ruma 2005 Psenica
764 Novi Sad 2005 PSenica
766 Pozarevac 2005 Psenica
767 Cagak 2005 P3enica
779/2 Zobnatica 2005 Psenica
789 Krsmanovaca 2005 PSenica
795 B.Palanka 2005 Psenica
800 N.Pazova 2005 Psenica
825 Despotovo 2005 Psenica
831 V.Radinci 2005 PSenica
836 S.Banovci 2005 Psenica
864 Taras$ 2005 PSenica
866 Vrsac 2005 Psenica
870 Knic¢anin 2006 PSenica
892 V.Radinci 2006 Psenica
1012 Kraljevo 2006 PSenica
1337 Kovin 2006 Psenica
1339/2 Kikinda 2006 PSenica
1343 B.Petrovac 2006 Psenica
1348 V.Radinci 2006 PSenica
1351/2 Novi Sad 2007 Psenica
1370 Kikinda 2007 PSenica
1443 Kraljevo 2007 PSenica
1485 Indija 2007 PSenica
1486/2 Aleksinac 2007 Psenica
1490/2 Sombor 2007 PSenica
1746 Z.Polje 2010 Psenica
2621 Bela Crkva 2010 Psenica
2625 Pad.Skela 2010 Psenica
2635 Z.Polje 2010 Psenica
2818 Ruma 2002 Psenica
2820 Pad.Skela 1997 PSenica
2823 Erdevik 2002 Psenica
4135 Z.Polje 2015 Psenica
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Izolat Lokalitet Godina Biljka
izolacije domacdin
654 Z.Polje 2005 JeCam
770/2 Bag 2005 JeGam
798 Zobnatica 2005 JeCam
805 N.Pazova 2005 JeGam
891/2 S.Mitrovica 2006 JeCam
1217/2 Kraljevo 2006 JeCam
1493 Loznica 2007 JeCam
1517 Novi Sad 2007 Jecam
1526 B.Petrovac 2007 JeCam
1528 Indija 2007 Je¢am
1534 N.Pazova 2007 JeCam
1772 Sombor 2008 Jecam
1800 Sombor 2008 JeCam
1801 Sombor 2008 JeCam
1812 Sombor 2008 JeCam
1839 Sombor 2009 JeCam
2045 Z.Polje 2009 JeGam
2078 Z.Polje 2009 Je¢am
2254 Z.Polje 2009 JeGam
2630 Sabac 2010 JeGam
2672 Z.Polje 2010 JeGam
2627 R.Sancevi 2010 JeGam

4.2. Metode za proveru patogenih svojstava Fusarium graminearum

Varijabilnost patogenih svojstava ispitivanih izolata vrste F. graminearum
prouavana je primenom vestacke inokulacije biljaka koriS¢enjem tri testa patogenosti:
test patogenosti na listu je¢ma, na klipu kukuruza i klasu pSenice. Za ova proucavanja

koriS¢eni su svi ispitivani izolati (101).
4.2.1. Test patogenosti na listu je¢ma

U cilju provere patogenosti ispitivanih izolata koriS¢ena je metoda koju su
opisali Imathiu et al. (2009). Prema ovoj metodi izvrSena je inokulacija prvog lista
je¢ma pomocu suspenzije spora ispitivanih izolata F. graminearum.

U saksije velic¢ine 15x30 cm, u supstratu za cvece Floragard (Germany),
posejano je seme jecma ozime sorte Nektar. Biljke su gajene u fitotronu dve nedelje pri
dnevnoj temperaturi 20°C i no¢noj 18°C sa duzinom fotoperioda od 12 h. Zalivanje

biljaka je vrSeno po potrebi u zavisnosti od vlaznosti supstrata. Nakon dve nedelje prvi
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list klijanca seCen je na duzinu od 4 cm od vrha. Po osam iseCaka lista je stavljano u
Petri kutije @ 150 mm prethodno obloZenih sa filter papirom koji je navlaZen sterilnom
destilovanom vodom. Listovi su u srediSnjem delu inokulisani sa 5 ul suspenzije
konidija gljive F. graminearum.

Inokulum je pripreman od kultura izolata starih 14 dana, odgajanih na SNA
podlozi - sinteticka hranljiva podloga (sintetic nutrition agar) (Burgess et al., 1994) pri
kombinaciji fluorescentne i ultraljubiCaste svetlosti na 20°C. SNA podloga je
pripremana od 23 g agara (Agar, Merck KgaA, Germany), 1 g KH,PO,, 1 g KNO3, 0,5
g MgSO,4x 7H,0, 0,5 g KCl, 0,2 g glukoze (D- Glucose, Fisher Scientific UK), 0,2 g
saharoze (Saharose, Fisher Scientific UK), 0,6 ml 1M NaOH i 1 | destilovane vode.
Komponente za ovu podlogu rastvorene su u 100 ml destilovane vode uz meSanje na
magnetnoj meSalici. Agar je rastvoren u 900 ml destilovane vode i smese su sjedinjene
pre sterilizacije u autoklavu (na 120°C pri pritisku od 1,2 bara u trajanju od 20 min). Na
povrsinu podloge, koja je prethodno prohladena stavljen je sterilisan filter papir veli¢ine
1x2 cm koji stimulise sporulaciju gljiva.

U Petri kutije @ 100 mm sa razvijenom kolonijom gljive naneseno je po 10 ml
sterilne vode, a zatim je sterilnim Stapi¢em, blagim pokretima, skinuta micelija gljive u
cilju oslobadanja formiranih konidija. Dobijena suspenzija spora procedena je kroz
sterilnu gazu, a koncentracija konidija je podeSena pomocu hemocitometra na priblizno
1x10° konidija/ml. Tako pripremljenom suspenzijom inokulisano je 8 listova u &etiri
ponavljanja, ukupno 32 lista po izolatu. Kao negativna kontrola koris¢eni su listovi
inokulisani sterilnom destilovanom vodom. Inkubacija inokulisanih listova obavljena je
u termostatu na temperaturi od 25°C. U cilju obezbedivanja uslova povisene vlaznosti,
filter papir je kvasen sa 2 ml sterilne destilovane vode svaki drugi dan. Pojava simptoma

posmatrana je svakodnevno a nakon pet dana merena je duzina pega.
4.2.2. Test patogenosti na klipu kukuruza

Patogenost izolata F. graminearum na kukuruzu u poljskim uslovima izvrsena je
vestackim inokulacijama klipa po metodi koju su opisali Reid et al. (1996).

Patogenost izolata proveravana je tokom 2011. i 2012. godine na hibridu
kukuruza ZP434, na oglednoj parceli Instituta za kukuruz u Zemun Polju. Ogled je

postavljen po slucajnom split-plot eksperimentalnom dizajnu. Setva kukuruza obavljena
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je u 101 red posto je svaki red inokulisan sa po jednim izolatom. U redu je bilo po 20
biljaka na medurednom rastojanju 70 cm, a biljke su sejane na 25 cm u redu.

Za ova ispitivanja kori$¢eni su svi ispitivani izolati F. graminearum. Vestacka
inokulacija je izvrSena tre¢i dan nakon svilanja biljaka, injektiranjem 2 ml suspenzije
konidija priblizno 1x10° konidija/ml u kanal svile klipa kukuruza vodeéi raduna da
prilikom uno$enja patogena ne dode do povredivanja klipa. Inokulum je pripremljen na
isti nacin kao za test patogenosti u laboratorijskim uslovima. Patogen je direktno unosen
u tkivo domacina pomocu sterilnog Sprica i igle. Inokulisano je po 5 biljaka u 4
ponavljanja, $to je ukupno 20 biljaka po izolatu. Kod kontrolnih biljaka primenjen je isti
postupak, a umesto inokuluma koriS¢ena je sterilna voda.

Ocenjivanje stepena patogenosti izolata je izvrSeno na 0sSnovu prisustva
simptoma ruziCaste trulezi koju prouzrokuje ispitivani patogen. U fazi tehnoloske
zrelosti kukuruza ocenjen je intenzitet fuzarioze klipa prema skali od 1 do 7 (Reid et al.,
1996) gde je:

1- bez simptoma zaraze

2- 1-3% zarazene povrsine klipa
3- 4-10% zaraZene povrsine klipa
4- 11-25% zarazene povrsine klipa
5- 26-50% zaraZene povrsine klipa
6- 51-75% zaraZene povrsine klipa

7- 76-100% zarazene povrsine klipa

4.2.3. Test patogenosti na klasu pSenice

Za proveru patogenosti izolata F. graminearum na psenici u poljskim uslovima
izvrSena je veStacka inokulacija klasa po metodi koju su opisali Mesterhazy et al.
(1999). Patogenost izolata proveravana je tokom 2011. i 2012. godine na sorti pSenice
Renesansa, na oglednoj parceli Instituta za kukuruz u Zemun Polju. Ogled je postavljen
po slucajnom split-plot eksperimentalnom dizajnu.

Za proveru patogenosti koris¢eni su svi ispitivani izolati F. graminearum (101).
Vestacka inokulacija klasa izvrSena je u vreme cvetanja pSenice suspenzijom spora vrste
F. graminearum, &ija je koncentracija bila priblizno 1x10° konidija/ml. Inokulum je

pripremljen na isti nacin kao za test patogenosti u laboratorijskim uslovima. Patogen je
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pomocu ru¢ne prskalice nanoSen na klas pSenice. Inokulisano je po 30 biljaka po
izolatu, u tri ponavljanja. Koli¢ina inokuluma koji je koris¢en po ponavljanju je bio 30
ml, dok su biljke u kontroli tretirane istom koli¢inom destilovane vode. Posle
inokulacije klasovi su izolovani prethodno vodom navlazenim PVC kesama, koje su
uklonjene nakon 48 h.

Dve nedelje nakon inokulacije izvrSena je ocena stepena infekcije, na osnovu

prisustva simptoma fuzarioze klasa po skali od 1-7 (Blandino et al., 2012) gde je:

1- 0 do 5% zahvacene povrsine klasic¢a
2- 5 do 15% zahvacene povrsine klasica
3- 15 do 30% zahvacene povrsine klasica
4- 30 do 50% zahvacene povrsine klasica
5- 50 do 75% zahvacene povrsine klasi¢a
6- 75 do 90% zahvacene povrsine klasi¢a

7- 90 do100% zahvacene povrsine klasi¢a

4.3. Utvrdivanje varijabilnosti morfoloskih svojstava Fusarium graminearum

Varijabilnost vrste F. graminearum u pogledu morfoloskih svojstava prou¢avana
je na osnovu makroskopskih i mikroskopskih svojstava monosporijalnih kultura svih

101 izolata gajenih pri odredenim uslovima.
4.3.1. Varijabilnost anamorfnog stadijuma

(i) Makroskopske karakteristike. Ove karakteristike prouc¢avane Su gajenjem
izolata F. graminearum na PDA podlozi u tami na 25°C tokom sedam dana. Za
proucavanje ovih svojstava kod svih izolata pracen je:

a) izgled i boja kolonija, izgled i boja ivice kolonije

b) pigmentacija podloge i

C) brzina porasta micelije merenjem pre¢nika kolonije drugog i Cetvrtog dana

nakon presejavanja

d) prisustvo plodonosnih tvorevina (Muntafiola-Cvetkovié, 1987)

(if) Mikroskopske karakteristike. Od mikroskopskih karakteristika prouc¢avani

su oblik i dimenzije makrokonidija. Ova morfoloSka svojstva prouc¢avana Su gajenjem
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izolata u trajanju 10-14 dana na SNA i CLA podlozi (Nirenberg and O’Donell, 1998)
pri smenjivanju ultraljubicaste svetlosti i tame u intervalu od po 12 h. Ove kulture su
pregledane in situ pomocu optickog mikroskopa (Opton) pri uvecanju od 40x, a zatim
su od svih izolata pravljeni nativni preparati za merenje duzine i Sirine makrokonidija.
Za svaki izolat izmereno je po 50 makrokonidija koje su odabrane na slucajan nacin u

vidnom polju nativnog preparata.
4.3.2. Varijabilnost teleomorfnog stadijuma

Pored prouCavanja anamorfnog stadijuma ispitivano je prisustvo teleomorfnih
struktura-peritecija koje formira vrsta F. graminearum. Na podlozi od Sargarepe (CA —
carrot agar) (Kllitich and Leslie, 1994) zasejani su ispitivani izolati F. graminearum
koji su gajeni na 20°C u mraku. Podloga je pripremana od 400 g ociSéene i isecene
Sargarepe na kolutove sa 400 ml destilovane vode i sterilisana 20 min u autoklavu.
Nakon hladenja, Sargarepa je izmiksana do kasastog stanja, a zatim joj je dodato 500 ml
destilovane vode i 20 g agara (Agar, Merck KgaA, Germany). Ovako pripremljena
podloga je ponovo sterilisana na 120°C pri pritisku od 1,2 bara, u trajanju od 20 min.
Sterilna podloga razlivena je u Petri kutije @ 60 mm, po 15-17 ml podloge ili skoro do
vrha kutije zbog duzeg vremenskog perioda gajenja gljive. Nakon pet nedelja, u
intervalima od nedelju dana, pregledane su kulture pod binokularom. Peritecije su
izdvojene pomocu sterilne kopljaste igle i prenete u kap tecnosti na mikroskopskoj
plocici, a zatim smrvljene iglom radi ispitivanja prisutva reproduktivnih struktura i

posmatranja izgleda i osobina askospora, pri uvecanju od 40x.

4.4. Utvrdivanje varijabilnosti toksigenih svojstava Fusarium graminearum

Za kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje mikotoksina primenjuju se razlicite
analiticke metode, ali su svakako najzastupljenije tecna hromatografija visokog ucinka
(HPLC) i enzimski imunosorpcioni test (ELISA). Analiza potencijala produkcije
najznacajnijih mikotoksina DON i ZEA koje sintetiSe vrsta F. graminearum uradena je
pomocu ELISA metode, dok je HPLC metodom odredena koncentarcija i trihotecenski
hemotip (3ADON, 15ADON i NIV).

Pripremanje uzorka za kvantitativne i kvalitativne mikotoksikoloske analize

izvrSeno je na sterilnom zrnu kukuruza po metodi koju su opisali Logrieco et al. (1995).

43



Materijal i metode

Postupak se sastojao iz nekoliko koraka koji su obuhvatali pripremu supstrata za
inokulaciju, inokulaciju supstrata, suSenje, mlevenje i ¢uvanje inokulisanog supstrata.

Priprema supstrata. U Erlenmajerove kolbe od 250 ml izmeSano je po 50 g

zrna kukuruza i 22,5 ml destilovane vode, a zatim su boce zatvorene aluminijumskom
folijom i ostavljene 24 h na sobnoj temperaturi kako bi se postigla vlaga semena od
45%. Nakon 24 h Erlenmajerove kolbe sa zrnom kukuruza su sterilisane 30 minuta u
autoklavu na temperaturi od 120°C i pritisku od 1,2 bara. Kada se supstrat u Erlenmajer
kolbama ohladio izvrSena je inokulacija zrna.

Inokulacija supstrata. Za inokulum kori$éeni su izolati F. graminearum koji su

gajeni na PDA sedam dana pri temperaturi od 25°C. Inokulacija sterilnog zrna kukuruza
izvrSena je sa tri isecka (veli¢ine 0,5x0,5 cm) kolonije gljive razvijene na PDA podlozi.
Nakon inokulacije, Erlenmajerove kolbe su zatvorene i oblozene celom povrSinom
aluminijumskom folijom, kako bi se spre€io prodor svetlosti i odloZzene su u termostat
pri temperaturi od 25°C. Kolbe su svakodnevno protresane tokom dve nedelje radi
ujednacenog razvoja gljive i sprecavanja slepljivanja (konglomeracije) uzorka.

Susenje., mlevenje i c¢uvanje inokulisanog supstrata. Inokulisana zrna

kukuruza nakon inkubacije prebacena SU u aluminijumske posude i1 suSena u
ventilacionoj susnici na temperaturi od 50°C. Nakon tri dana, zrna su samlevena
pomocu laboratorijskog mlina (A11 IKA, Germany) do praskastog stanja. Posle svakog
samlevenog uzorka mlin je cis¢en sa alkoholom i vatom kako bi se sprecila
kontaminacija. Samleveni uzorci ¢uvani su do analize mikotoksina u frizideru na +4°C,

najduze u trajanju od 15 dana.
4.4.1. Odredivanje potencijala produkcije mikotoksina ELISA testom

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) je brz imunohemijski test koji
se koristi za detekciju supstanci koje imaju antigena svojstva. Ovi testovi visoko su
osetljivi 1 specificni.

Princip ELISA metode zasnovan je na postojanju bunarci¢a sa anti-toksin
antitelom. U toku inkubacije toksin prisutan u uzorku i enzimski toksin iz konjugata su
u kompeticiji za vezujuca mesta na anti-toksin antitelima koja se nalaze u bunarci¢ima.
U procesu ispiranja svi nevezani molekuli toksina i enzimskog konjugata se uklanjaju.

Enzimska aktivnost odreduje se dodavanjem odredene koli¢ine hromogenog supstrata
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koji boji enzim u plavo. Dodavanjem stop reagensa boji se postoje¢i plavi rastvor u
zuto. Merenje apsorbance vr$i Se na 450 nm, a jaCina obojenosti obrnuto je
proporcionalna koncentraciji toksina u uzorku. Opti¢ka gustina uzorka poredi se sa
optickom gustinom standarda na osnovu kojih Elisa ¢ita¢ preracunava koncentraciju
toksina u uzorku.

ELISA metoda se sastoji iz dva koraka: ekstrakcije mikotoksina iz uzorka
odredenim rastvara¢em i odredivanje koncentracije mikotoksina pomo¢u ELISA Ccitaca
na talasnoj duzini od 450 nm.

Ekstrakcija __mikotoksina. Ekstrakcija mikotoksina za kvalitativhu i

kvantitativnu analizu potencijala produkcije mikotoksina obavljena je prema uputstvu
proizvodaca: za ZEA koriséen je Celer ZON Test Kit (Tecna S.r.l., Italy), a za DON
koris¢en je Celer DON Test Kit (Tecna S.r.l., Italy).
Ekstrakcija mikotoksina za detekciju prisustva oba mikotoksina obavljena je na
slede¢i nacin:
- odmereno je po 5 g mlevenog uzorka (pripremljen na prethodno opisan nacin) i
1 g NaCl a zatim pomeSani sa 25 ml rastvaraca (70% rastvor metanola i
destilovane vode) i homogenizovani u mikseru (Osterizer blender) na 1300
obrtaja u trajanju od 3 min,
- homogenizovana smeSa uzorka procedena je kroz Whatman filter papir No 1, a

filtrat je sakupljen u staklene bocice.

Ukoliko je koncentracija mikotoksina u uzorcima bila preko 1000 pg/kg kod
ZEA, odnosno preko 5 pg/g kod DON-a, tada su filtrati ovih uzoraka razblazeni prema
upustvu proizvodafa. Sva razblaZzenja koja nisu predvidena metodom uraCunata Su

prilikom preracunavanja koncentracije mikotoksina.

ELISA postupak. Analiza je obuhvatala nekoliko koraka:

- U bunarc¢ice za razblaZenje sipano je po 100 ul konjugata

- zatim je dodato po 50 ul standarda/uzorka, koji su promeSani pomocu
viSekanalne mikropipete,

- nakon mesanja po 100 pl preneseno je u bunarci¢e prekrivene antitelima i

inkubirani na sobnoj temperaturi 10 min,
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- posle inkubacije bunarcici su isprani puferom za ispiranje a zatim prosuseni na
papirnoj vati,

- U prosusene bunarc¢i¢e sipano je po 100 pl razvijaca i inkubirano na sobnoj
temperaturi 5 min,

- nakon inkubacije, u svaki bunar¢i¢ dodato je po 50 pl reagensa za zaustavljanje

procesa, koji boji plavi rastvor u zuto.

Celer ZON Test kit sadrzi pet standarda koncentracija od 0; 10; 50; 200 i 1000
pg/kg, dok Celer DON Test kit sadrzi standarde koncentracija 0; 0,04; 0,25; 1,251 5
Ha/g. Koeficient iskoristljivosti (recovery coefficient) za DON bio je 109 (£ 16) %, a za
ZEA 108 (x 7) %. Odredivanje koncentracije mikotoksina vrSeno je na talasnoj duzini
od 450 nm pomoéu ELISA ¢&itata (BioTek EL x 800™) koji preradunava koncentraciju

mikotoksina izraZzenu u jedinicama pug/kg za ZEA i pg/g za DON.

4.4.2. Kvalitativno i kvantitativno odredivanje nivalenola i acetil-estar

derivata deoksinivalenola metodom visoko efikasne te¢ne hromatografije sa

UV detekcijom

Visoko efikasna teCna hromatografija (High Performance Liquid
Chromatography — HPLC) je analiticka metoda koja se koristi za razdvajanje,
identifikaciju 1 kvantifikaciju razli¢itih komponentni u uzorku na osnovu razlicite
raspodele izmedu stacionarne (nepokretne) i mobilne (pokretne) faze. Uzorak se u
sistem injektuje, pomocu autosemplera, i u struji mobilne faze unosi na kolonu, gde se
analizirane komponente, u zavisnosti od svoje hemijske prirode, razli¢ito zadrzavaju.
Vreme koje je potrebno da se ispitivana komponenta eluira sa kolone naziva se
retenciono vreme (retention time - tg). Poredenjem tg analizirane komponente sa tg
standarda vr$i se identifikacija. Svaki HPLC sistem povezan je sa detektorom (ili viSe)
gde se registruje izdavajanje odgovarajue komponente sa kolone 1 Salje elektri¢ni
signal. Pomocu specijalnog softverskog programa elektricni signal se obraduje i
dobijaju se hromatogrami koji sluZze za identifikaciju 1 kvantifikaciju komponenti u
uzorku.

U analitici NIV-a, DON-a, kao i njegovih acetil-estar derivata (3ADON i
15ADON), zbog apsorpcije u ultraljubicastoj (UV) oblasti, najveéu primenu ima visoko

efikasna tecna hromatografija sa fotodiodnim detektorom (Diode Array Detector -
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DAD). Shodno tome, pomenuta metoda primenjena je za analizu mikotoksina NIV,
DON, 3ADON i 15ADON i na osnovu nje odredena je pripadnost ispitivanih izolata
gljive F. graminearum odgovaraju¢em hemotipu.

Priprema uzorka obuhvata ekstrakciju, precis¢avanje i filtriranje ekstrakta. Svrha
ekstrakcije je da iz ispitivanog uzorka u rastvara¢ prede $to veca koli¢ina mikotoksina.
Kako bi se osigurala maksimalna ekstrakcija, najvazniji je dobar izbor organskog
rastvaraca ili njegove meSavine. Rastvara¢ mora biti niske toksic¢nosti, isparljiv i
stabilan. MeSavina rastvaraca sa vodom je Cesto efikasnija od Cistog rastvaraca, jer voda
omogucava bubrenje u pucanje ¢elija i pomaze oslobadanju mikotoksina (Scudamore,
2005). Mateo et al. (2001) u svojoj studiji pokazali su da je najbolji odnos acetonitrila
(organskog ratvaraca) i vode za ekstrakciju trihotecena iz uzorka 21:4, v/v stoga je taj
odnos i koris¢en. Takode, prema uputstvu proizvodaca MycoSep kolona (Romer Labs)
za preciS¢avanje uzoraka preporucéen je isti odnos acetonitrila i vode. U odmeren uzorak
(5 g) dodato je 25 ml smeSe acetonitril:voda, (84:16, v/v), a zatim je smeSa
homogenizovana u blenderu na maksimalnoj brzini u trajanju od 60 sekundi. Nakon
cedenja kroz Whatman filter papir br. 41, filtrat je podeljen na dva dela. Prvi deo filtrata
propusten je kroz MycoSep 113 Trich (Romer Labs, USA) kolonu u cilju dobijanja
preciscenog filtrata koji je o¢is¢en od necistoca i koji sadrzi 3ADON i 15ADON. Drugi
deo filtrata propusten je kroz MycoSep 230 Niv (Romer Labs, USA) koji sadrzi samo
NIV. Precis¢avanje je veoma bitan postupak u analizi mikotoksina, a narocito kada je
koncentacija mikotoksina veoma niska, jer se povecava uspes$nost analize. RazliCite
necistoce mogu ometati detekciju i odredivanje mikotoksina i zato je neophodno izvrsiti
preciS¢avanje ekstrakta. Koris¢ene MycoSep kolone su za jednokratnu upotrebu, a
punjene su adsorbensima pomoc¢u kojih se kroz kolonu propuSta samo zeljeni
mikotoksin. U toku rada sa kolonama vazno je da se adsorbens u koloni ne osusi i da
sadrzaj protice ujednaceno.

Nakon propustanja kroz odgovaraju¢u MycoSep kolonu, ekstrakti su profiltrirani
(17 mm, PTFE membrane 0,45 um) i pomoc¢u autosemplera (WPS-300SL) injektovani u
Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, Germany) te¢ni hromatografski sistem sa
DAD-3000 detektorom (Thermo Scientific, Germany). Hromatografsko razdvajanje
kako 3ADON i 15ADON tako i NIV izvrSeno je na analitickoj koloni Acclaim Polar

Advantage Il, C18 (150 x 4.6 mm, 3 um) na 25°C. Injekciona zapremina za obe analize
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bila je 10 ul. Za razdvajanje 3ADON i 15ADON kao mobilna faza koris¢ena je smeSa
voda:acetonitril (90:10; v/v) pri linearnom protoku od 1 ml/min, u toku 15 minuta.
Hromatogrami su praceni na 221 nm (Mateo et al.,, 2001). Kao mobilna faza za
hromatografsko razdvajanje NIV kori$¢ena je smesa voda:acetonitrile:metanol (90:5:5;
vIv) pri linearnom protoku od 0,8 ml/min, u toku 15 minuta. Hromatogrami su praceni
na 218 nm (Yue et al., 2010). Poc¢etne koncentracije standardnih rastvora 3ADON i
15ADON (Romer Labs, USA) bile su 100,5 odnosno 101,2 pg/ml. Njihovim
razblazivanjem na Kkrajnje koncentracije: 0,01; 0,1; 0,5; 1; 5 i 10 pg/ml, dobijeni su
radni rastvori, pomoc¢u kojih je konstruisana i kalibraciona kriva, postavljanjem
povrSine pika (odgovor detektora) prema datoj koncentraciji standarda. Granica
detekcije za 3ADON i 15ADON iznosila je 27,63 odnosno 46,80 ng/ml, a granica
kvantifikacije 92,11 odnosno 156,0 ng/ml. Pocetna koncentracija standardnog rastvora
NIV (Romer Labs, USA) bila je 100,5 pg/ml. Daljim razblaZivanjem na Krajnje
koncentracije: 0,01; 0,1; 0,5; 1; 2 i 5 ug/ml, dobijeni su radni rastvori, pomoc¢u kojih je
konstruisana kalibraciona kriva, postavljanjem povrsine pika (odgovor detektora) prema
datoj koncentraciji standarda. Granica detekcije iznosila je 48,96 ng/ml, a granica
kvantifikacije 163,21 ng/ml. Ispitivani mikotoksini identifikovani su poredenjem sa
retencionim vremenom standarda. Za kvantitativna izraCunavanja kori$¢ena je
kalibraciona kriva konstruisana nanosenjem vrednosti povrSine pika (odgovor detektora)
na y osu, odnosno odgovarajuce koncentracije standarda na x osu. Za te svrhe koris¢en
je kompjuterski program Microsoft Excel 2010. Sadrzaj mikotoksina je izrazen kao pg/g

suve mase a dobijen, kao srednja vrednost tri nezavisna injektovanja.
4.5. Molekularne analize
4.5.1. Priprema izolata

Za potrebe molekularne identifikacije F. graminearum kao i odredivanja
hemotipa, svi izolati su zasejavani na PDA podlogu i inkubirani u mraku na temperaturi
od 25°C u trajanju od sedam dana. Nakon inkubacije sakupljena je vazduS$na micelija
sterilnim skalpelom iz razvijene kolonije gljive koja je dalje koris¢ena za ekstrakciju
ukupne DNK. Sakupljanje micelije uradeno je paZzljivo kako bi se izbeglo unoSenje

fragmenata podloge u pocetni materijal za ekstrakciju DNK.
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4.5.2. 1zolacija DNK

Izolacija ukupne koli¢ine dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) uradena je
kori$¢enjem komercijalnog kita DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany) po
uputstvu proizvodaca.

Odmereno je 100 mg micelije koja je prebacena u tube zapremine 1,5 ml, a
zatim je vrSena homogenizacija pomoc¢u tucka za jednokratnu upotrebu uz dodavanje
teCnog azota. Nakon homogenizacije u tube dodato je po 400 ul AP1 pufera i 4 pl
enzima RNase kako bi se eliminisale ribonukleinske Kkiseline (RNK). Tube sa
suspenzijom su zatim lagano okretane kako bi se sadrzaj promesao i stavljene u vodeno
kupatilo na 65°C u trajanju od 15 minuta uz povremeno meSanje sadrzaja tokom
inkubacije, kako bi se celijski zid razgradio i oslobodio sadrzaj a RNK razgradile u
prisustvu enzima RNase. Posle zavrSene inkubacije u tube je dodato po 130 pl P3
pufera, a zatim su inkubirane na ledu 5 minuta. Nakon inkubacije sadrzaj tuba je
centrifugiran 5 minuta na 14000 rpm. Dodavanjem ovog pufera omoguceno je taloZenje
proteina i polisaharida. Kada je zavrSeno centrifugiranje, oko 400 pl lizata je polako
preneto u Qiashredder mini spin kolone sa filterom, vodec¢i racuna da se komadi¢i taloga
ne prenesu na filter. Tube od 2 ml na kojima se nalazi kolona sa filterom su
centrifugirane 2 minuta na 14000 rpm. Sadrzaj koji je propusten kroz filter (oko 400 pl)
prebacen je u nove tube od 2 ml. Dodato je 600 ul AW1 pufera i suspenzija je
promesana pomoc¢u mikropipete. Nakon mesanja, oko 650 pl suspenzije preneto je na
DNeasy mini spin kolone sa filterom. Sadrzaj tuba centrifugiran je 1 minut na 10 000
rpm, a tecna faza koja je propuStena kroz filter je odbacena. Preostala koliina
suspenzije preneta je na filter za koji se vezuju molekuli DNK i ponovljen je isti
postupak. Posle centrifugiranja DNeasy mini spin kolone prebacene su u nove tube od 2
ml a zatim je usledilo ispiranje u dva navrata sa po 500 ul AW2 pufera. Posle prvog
dodavanja AW?2 pufera DNeasy Mini spin kolone centrifugirane su 1 minut na 10 000
rpm, a posle drugog 2 minuta na 14 000 rpm. Na ovaj nacin uklonjene SU sve necistoce
koje su se vezale za filter a ostala je samo DNK. Kolone su zatim prebacene u nove tube
od 2 ml i dodato je po 100 pl AE pufera. Uzorci su inkubirani 5 minuta na sobnoj
temperaturi. Tokom inkubacije doslo je do oslobadanja DNK koje su bile vezane za

filter. Posle zavrSene inkubacije usledilo je centrifugiranje od 1 minuta na 10 000 rpm.
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Propustena te¢na faza predstavljala je ukupnu izolovanu DNK koja je ¢uvana za dalje

analize na -20°C.
4.5.3. Odredivanje koncentracije i proveravanje kvaliteta DNK

Nakon izolacije, koncentracija i kvalitet DNK provereni su pomocéu
spektrofotometra (Biochrom Libra S22, EU). VrSeno je merenje apsorbance 300X
razblazenog uzorka u 0.1 X TE puferu na talasnim duzinama A =260 i A=280 nm.

Koncentracija DNK je izra¢unata po formuli:

conc.(ug/uL) = OD260 x R x 50/1000

gde je:
OD260 - apsorbanca na talasnoj duzini A=260;
R - razblazenje uzorka;
50 - koncentracija 50 pg/pl koja ima apsorbancu OD=1.
Cistoéa uzorka procenjuje se preko odnosa OD260/0D280, ukoliko je dobijena
vrednost u intervalu 1.8 - 2.0 onda je DNK dovoljno ¢ista za dalju analizu. Po

utvrdivanju koncentracije i kvaliteta, izolovana DNK je do upotrebe ¢uvana na -20 °C.

4.5.4. Molekularna detekcija gena za produkciju trihotecenskih hemotipova
(3ADON, 15ADON i NI1V)

Toksikoloski profil ispitivanih izolata F. graminearum je pored potencijala
produkcije koji je uraden ELISA 1 HPLC metodom, potvrden i1 multipleks PCR
reakcijom. Hemotipovi su detektovani pomocu dva seta specifiénih prajmera (Ward et
al., 2002) dizajniranih na osnovu sekvenci gena ukljucenih u produkciju trihotecena
(TRI3 — gen za 15-O-acetiltransferazu i TRI12 — gen za efluks pumpu) i prikazani su u
Tabeli 2.
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Tabela 2. Pregled prajmera kori$¢enih za detekciju hemotipova

Gen Prajmer Sekvenca 5'-3" Veli¢ina  Literaturni
fragmenta izvor

3CON TGGCAAAGACTGGTTCAC
3NA GTGCACAGAATATACGAGC 840 bp
TRI3  3D15A ACTGACCCAAGCTGCCATC 610 bp

3D3A CGCATTGGCTAACACATG 243 bp

Ward et al.,

(2002)
12CON  CATGAGCATGGTGATGTC

12NF TCTCCTCGTTGTATCTGG 840 bp
12-15F TACAGCGGTCGCAACTTC 670 bp
12-3F CTTTGGCAAGCCCGTGCA 410 bp

TRI12

Prvi set specificnih prajmera ukljucuje prajmer zajednicki za sve hemotipove
(3CON), i tri specifi¢na prajmera (3NA, 3D15A 1 3D3A) za hemotipove NIV, 15ADON
i BADON. Ocekivana veli¢ina amplifikovanih produkata za prvi set prajmera je 840bp
(NIV), 610bp (15ADON) i 243bp (3ADON). Drugi set specifiénih prajmera ukljucuje
prajmer zajednicki za sve hemotipove (12CON), i tri hemotip specificna prajmera
(12NF, 12-15F, 12-3F). Ovaj set specifiénih prajmera za detekciju hemotipova
omogucéava umnozavanje fragmenata veli¢ine 840 bp (NIV), 670 bp (15ADON) i 410
bp (BADON).

Obe multipleks PCR reakcije izvedene su u reakcionoj smesi finalne zapremine
10 ul, koja je pripremljena od: 1x komercijalni puffer (Thermo Fisher Scientific, USA),
2mM MgCl,, 0,2mM dNTP, po 0,2 uM svakog prajmera, 0,5U Taq polimeraze, 50
ng/ul DNK i RNase—free voda (Molecular Biology Grade Water, Eppendorf) do
zapremine od 10ul. Kao negativna kontrola kori$¢ena je reakciona smeSa u koju je
umesto DNK wuzorka dodata RNase—free voda. Reakcija umnozavanja zeljenih
fragmenata izvedena je u PCR masini (Thermocycler T1, Biometra, Germany) pri
slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija na 94°C utrajanju od 2 minuta, denaturacija
na 94°C u trajanju od 30 sekundi, vezivanje prajmera za ciljne sekvence na 52°C u
trajanju od 30 sekundi i elongacije na 72°C u trajanju od 1 minut. Denaturacija,

vezivanje prajmera za ciljne sekvence i elongacija ponavljaju se u 25 ciklusa.
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4.5.5. Vizuelizacija PCR produkata

Nakon zavrSene PCR reakcije produkti su elektroforetski razdvojeni na 1%
agaroznom gelu u 1xTBE puferu, a vizuelizacija je obavljena bojenjem etidijum
bromidom i posmatranjem pod UV svetlom transluminatora. Gelovi su fotografisani
pomocu sistema za dokumentaciju (gel documentation system, Bio Doc Analyze,
Biometra, Germany). Gel za clektroforezu je pripremljen na slede¢i nacin: u 35 ml
IXTBE pufera (90 mM Tris, 90 mM H3BO3, 1mM EDTA, Thermo Fisher Scientific,
USA) dodato je 0,35 g agaroze i nakon rastvaranja usledilo je zagrevanje do
temperature kljucanja u mikrotalasnoj peénici. Kada je gel ohladen na priblizno 60°C,
razliven je u prethodno pripremljen kalup sa postavljenim ceSljevima, a zatim je
ostavljen da se polimerizuje oko 20 minuta. U kadicu za horizontalnu elektroforezu
sipan je 1XTBE pufer do odredene Vvisine, i u njega je uronjen kalup sa polimerizovanim
gelom. Prethodno je izvucen ¢eSalj, koji je postavljen da bi se formirali bunarc¢iéi u gelu
u koje se nanose uzorci. U prvi bunaréi¢ nanesen je marker 100 bp DNK (Thermo
Fisher Scientific, USA) radi odredivanja veli¢ine produkta. MeSanjem 5 pl PCR
produkta i 1 ul boje 6x Loading dye (Thermo Fisher Scientific, USA), uzorci su
naneseni u bunarci¢e po odredenom redosledu. Elektroforeza je izvedena pri naponu od
100 V u trajanu od 40 minuta u aparatu za horizontalnu elektroforezu (BluePower 500,
Serva, UK). Posle zavrsene elektroforeze, gel je obojen u rastvoru etidijum bromida (0,5
pug/ml) u trajanju od 20 minuta, a zatim su gelovi posmatrani pod UV svetlom
transluminatora i fotografisani. Veli¢ina produkata ocenjena je na osnovu poredenja sa

markerom.

4.5.6. Molekularna identifikacija Fusarium graminearum primenom PCR
reakcije

Izolati F. graminearum su pored morfoloskih, patogenih i toksigenih
karakteristika identifikovani i potvrdeni primenom PCR reakcije, umnozavanjem tri
genomska segmenta gljive (elongacioni faktor TEF—Ia, histon H3 i pS—tubulin)
koris¢enjem odgovaraju¢ih parova prajmera (Tabela 3). Reakciona smesSa, finalne
zapremine 25 pl, pripremljena je od: 1x komercijalni pufer (Thermo Fisher Scientific,
USA), 1,5mM MgCl,, 0,8mM dNTP, po 0,5uM prajmera (forward i reverse), 1U Taq
polimeraze, 50 ng/ul DNK i RNase—free voda do 25 ul. Kao negativna kontrola
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koriS¢ena je reakciona smeSa u koju je umesto DNK uzorka dodata RNase—free voda.
Umnozavanje Zeljenih sekvenci izvedeno je u PCR masini (Thermocycler T1, Biometra,
Germany).

Nakon umnozavanja specificnih fragmenata, usledilo je njihovo sekvenciranje i
poredenje sa sekvencama iz GenBank baze podataka

(http://blast.GenBank.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Na osnovu  dobijenih  podataka,

rekonstruisano je flogenetsko stablo primenom odgovarajuéih softvera.

Tabela 3. Prikaz prajmera koris¢enih za identifikaciju F. graminearum

Gen Prajmer Prajmer Sekvenca Veli¢ina  Literaturni
(5'-....-3") fragmenta izvor

TEF-1a efl ATGGGTAAG GAGGACAAG ~700bp  Geiseretal.
ef2 GGAAGTACCAGTGATCATG (2004)

Histon H3 H3-1a ACTAAGCAGACCGCCCGCAGG ~600bp O’Donnell

H3-1b GCGGGCGAGCTGGATGTCCTT et al. (2004)
S—tubulin Tl AACATGCGTGAGATTGTAAGT  ~1300bp  O’Donnell
T22 TCTGGATGTTGTTGGGAATCC and
Cigelnik
(1997)

PCR reakcija sa parom prajmera efl/ef2 (TEF- 1a). Ovaj par prajmera

omogucava umnozavanje proteinskog gena (elongacioni faktor, TEF- /a), koji je
odgovoran za translaciju proteina prilikom rasta hifa gljiva. Utvrdeno je da ovaj gen
pokazuje visok polimorfizam izmedu sekvenci kod blisko srodnih vrsta (Summerell et
al., 2003; Geiser et al., 2004; Kristensen et al., 2005). PCR reakcija je izvedena pri
slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija na 94°C u trajanju od 2 minuta, denaturacija
na 94°C u trajanju od 1 minut, vezivanja prajmera za ciljne sekvence na 53°C u trajanju
od 1 minuta i elongacije na 72°C u trajanju od 2 minuta. Zavrsni korak elongacije traje
10 minuta. Denaturacija, vezivanje prajmera za ciljne sekvence i elongacija ponavljaju
se u 35 ciklusa. Ocekivana veli¢ina traka za ovaj par prajmera je - 700 bp.

PCR reakcija sa parom prajmera H3-1a/H3-1b. Omogucava amplifikaciju

gena za histon H3 koji pokazuje visok polimorfizam sekvenci izmedu blisko srodnih
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vrsta, tj. sekvenca ovog dela genoma smatra se visoko informativnom na nivou vrste F.
graminearum (O’Donnell et al., 2004). PCR umnoZavanje izvedeno je pri slede¢im
uslovima: inicijalna denaturacija nukleinskih kiselina 10 minuta pri 94°C; 30 ciklusa
koji se sastoje od denaturacije 30 sekundi pri 94°C, hibridizacije 30 sekundi pri 58°C,
elongacije 30 sekundi pri 72°C i finalne elongacije pri 72°C u trajanju od 10 minuta
(Somma et al., 2014). Prajmeri H3-1a/H3-1b umnozavaju segment DNK finalne duzine
~600 bp.

PCR sa parom prajmera T1/T22. Omogucava amplifikaciju gena za protein

S—tubulin, PCR reakcija je izvedena pri slede¢im uslovima: inicijalna denaturacija
nukleinskih Kiselina 10 minuta pri 94°C; 35 ciklusa koji se sastoje od denaturacije 30
sekundi pri 94°C, hibridizacije 30 sekundi pri 52°C, elongacije 90 sekundi pri 72°C i
finalna elongacija pri 72°C u trajanju od 10 minuta (O’Donnell et al., 1998).
Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava traka produkta o¢ekivane veli¢ine oko ~1 300
bp.

Nakon zavrSene PCR reakcije produkti su elektroforetski razdvojeni na 1%
agaroznom gelu u 1XTBE puferu, a vizuelizacija je obavljena bojenjem etidijum
bromidom i posmatranjem pod UV svetlom transluminatora, kao §to je prethodno

opisano kod odredivanja hemotipova molekularnim metodama.
4.5.7. PreciS¢avanje PCR produkata i sekvenciranje

Posle uspesno obavljene amplifikacije, usledilo je precis¢avanje PCR produkata
pomocu QIAquick PCR Purification Kit-a (Qiagen, Hilden, Germany), po uputstvu
proizvodaca. U tubice sa PCR produktima dodat je PBI puffer i to u zapremini pet puta
vecoj od koli¢ine PCR smese 1 sve je dobro promeSano. Zatim je smeSa prebacena u
QIAquick kolonu smestenu u kolekcionu tubicu i centrifugirana 1 min na maksimalnom
broju obrtaja (12 800 rpm) na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja te¢na faza je
odbacena, a u QIAquick kolonu dodato je 750 ul PE pufera i centrifugirano 1 min pri
brzini od 12 800 rpm na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja, tecna faza je
odbacena, a u QIAquick kolone dodato je jos 250 ul istog pufera, centrifugirano pri
istim uslovima i na kraju filtrat je odbacen. QIAquick kolona prebacena je u novu tubicu

od 1,5 ml dodato je 50 ul EB pufera i centrifugirano 1 min na 12 800 rpm. Propustena
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teCna faza predstavljala je pre¢iS¢enu DNK koja je ¢uvana na 4°C do kvantifikacije i
pripreme za slanje na usluzno sekvenciranje.

Ovako preciséeni uzorci elektroforetski su razdvojeni na 1% agaroznom gelu
kako bi se proverila Cistoca, koncentracija i kvalitet pre¢iS¢enih amplikona. Veli¢ina
umnozenih fragmenata je odredena vizuelnim putem poredenjem dobijenih produkata sa
fragmentima koriS¢enog markera 100 bp DNK (Thermo Fisher Scientific, USA).
Precis¢eni amplikoni poslati su na usluzno sekvenciranje u oba smera na ABI 3730XL
Automatic Sequencer u Macrogen Inc. (http://dna.macrogen.com, Korea). Dobijene
sekvence obradene su u programu FinchTV Version 1.4.0., nakon ¢ega su dobijene
konsenzus  nukleotidne sekvence podnete u GenBank bazu podataka
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/) i dodeljen im je pristupni broj (GenBank
Accession Number).

4.5.8. Molekularna identifikacija i karakterizacija patogena

Nakon sekvenciranja TEF- /a, f—tubulin i H3 genomnog regiona, uradena je
molekularna identifikacija izolata F. graminearum, koji su poreklom iz razli¢itih
lokaliteta na teritoriji Srbije. Molekularna identifikacija ispitivanih izolata obavljena je
viSestrukim uparivanjem sekvenci izolata sa drugim sekvencama dostupnim u GenBank
bazi podataka koris¢enjem BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) alata i
proratunom geneticke sli¢nosti pomocu softverskog paketa MEGA 6.0 (Tamura et al.,
2011). Koris¢enjem CLUSTAL W programa (Thompson et al., 1994), obavljena je
potvrda identifikacije dobijenih sekvenci, na osnovu viSestrukih poredenja dobijenih
sekvenci odgovaraju¢ih genomnih regiona gljiva sa sekvencama dostupnim u GenBank

bazi podataka (http://blast.GenBank.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Molekularna karakterizacija ispitivanih izolata obavljena je rekonstrukcijom
filogenetskog stabla na osnovu TEF- /a, p—tubulin i H3 gena ¢ime je pruzen uvid u
taksonomiju vrste F. graminearum u okviru Fg kompleksa, i ukazala na srodnost sa
vrstama u okviru ovog kompleksa. Molekularna identifikacija svih ispitivanih izolata
(101) F. graminearum obavljena je amplifikacijom TEF-/a gena pomocu efl/ef2 para
prajmera i sekvenciranjem dobijenog fragmenta. Nakon obrade dobijenih sekvenci,
vrseno je njihovo medusobno poredenje koris¢enjem softverskog paketa MEGA 6.0.
Uoceno je da su neke sekvence bile identicne medu sobom i izdvojile su se u 12

razli¢itih grupa (u okviru jedne grupe bile su identi¢ne sekvence) tako da je iz svake
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grupe izabran po jedan predstavnik (687/2, 914, 1339/2, 1343, 1348, 1486/2, 1495,
1517, 1772, 2812, 2822, 4135). Ovih 12 izolata koris¢eni su za dalje filogenetske
analize (sekvenciranje p—tubulina i histon H3 gena). Uporedivanje je vrSeno sa 25
sekvenci razli¢itih filogenetskih vrsta unutar Fg kompleksa poreklom iz razlicitih
delova sveta koje su dostupne u GenBank bazi podataka (Tabela 4). KoriS¢enjem
Maximum Parsimony metode, koja je integrisana unutar programa MEGA 6.0 i
bootstrap analize u 1000 ponavljanja, rekonstruisano je filogenetsko stablo.
Filogenetsko stablo je ukorenjeno sa spoljasnjom grupom vrste F. pseudograminearum
(NRRL 28062), ranije poznata kao F. graminearum grupa | (Aoki and O’Donnell,

1999), koja je genetski bliska vrstama u okviru Fg kompleksa.
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Tabela 4. Lista izolata koris¢enih za filogenetske analize (referentni izolati preuzeti iz

GenBank baze podataka)
Vrsta Gen Gen Bank Brojizolatau Literaturni
pristupni  u Gen Bank navod
broj kolekciji
F. graminearum TEF- la AF212460 NRRL 28439  O’Donnell et
AF212461 NRRL 29169  al., 2000
AF212459 NRRL 28336
histon H3  AY452839 NRRL 28439  O’Donnell et
AY452836 NRRL 29169  al., 2000
AY452818 NRRL 28336
S—tubulin  AF212777 NRRL 28439  O’Donnell et
AF212778 NRRL 29169  al., 2000
AF212776 NRRL 28336
F. boothii TEF- la GQ915503 NRRL 26916  O’Donnell et
AF212443 NRRL 29020  al., 2000
histon H3  GQ915470 NRRL 26916  O’Donnell et
AY452829 NRRL 29020  al., 2000
p—tubulin  GQ915437 NRRL 26916  O’Donnell et
AF212760 NRRL 29020  al., 2000
F. vorosii TEF- la DQ459745 NRRL 37605  Starkey et
DQ459747 NRRL 38207  al., 2007
histon H3  DQ459728 NRRL 37605  Starkey et
DQ459730 NRRL 38207  al., 2007
p—tubulin  DQ459660 NRRL 37605  Starkey et
DQ459662 NRRL 38207  al., 2007
F. austroamericanum TEF- la AF212439 NRRL 28585  O’Donnell et
AF212438 NRRL 2903 al., 2000
histon H3  AY452825 NRRL 28585  O’Donnell et
AY452822 NRRL 2903 al., 2000
p—tubulin  AF212756 NRRL 28585  O’Donnell et
AF212755 NRRL 2903 al., 2000
F. meridionale TEF- la AF212436 NRRL 28723  O’Donnell et
AF212437 NRRL 29010 al., 2000
histon H3  AY452846 NRRL 28723  O’Donnell et
AY452845 NRRL 29010  al., 2000
S—tubulin  AF212753 NRRL 28723  O’Donnell et
AF212754 NRRL 29010 al., 2000
F. mesoamericanum TEF- la AF212441 NRRL 25797  O’Donnell et
AF212442 NRRL 29148  al., 2000
histon H3  AY452826 NRRL 25797  O’Donnell et
AY452847 NRRL 29148  al., 2000
S—tubulin  AF212758 NRRL 25797  O’Donnell et
AF212759 NRRL 29148  al., 2000
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Vrsta Gen Gen Bank  Broj kolekcije Literaturni
pristupni  izolatau navod
broj Gen Bank
F. acaciae—mearnsii TEF- la AF212448 NRRL 26754  O’Donnell et
AF212449 NRRL 26755  al., 2000
histon H3  AY452841 NRRL 26754  O’Donnell et
AY452842 NRRL 26755  al., 2000
S—tubulin  AF212765 NRRL 26754  O’Donnell et
AF212766 NRRL 26755  al., 2000
F. asiaticum TEF- la  AF212452 NRRL 26156  O’Donnell et
AF212450 NRRL 6101 al., 2000
histon H3  AY452843 NRRL 26156  O’Donnell et
AY452820 NRRL 6101 al., 2000
S—tubulin  AF212769 NRRL 26156  O’Donnell et
AF212767 NRRL 6101 al., 2000
F. cortaderiae TEF- la AY225885 NRRL 29297 Wardetal.,
AY225886 NRRL 29306 2002
histon H3  AY452856 NRRL 29297 Wardet al.,
AY452855 NRRL 29306 2002
S—tubulin  AH012625 NRRL 29297 Wardetal.,
AHO012626 NRRL 29306 2002
F. gerlachii TEF- la DQ459742 NRRL 36905  Starkey et
DQ459743 NRRL 38380  al., 2007
histon H3  DQ459725 NRRL 36905  Starkey et
DQ459726 NRRL 38380  al., 2007
p—tubulin  DQ459657 NRRL 36905  Starkey et
DQ459658 NRRL 38380  al., 2007
F. aethiopicum TEF- la FJ240297 NRRL 46722  O’Donnell et
FJ240295 NRRL 46710  al., 2008
histon H3  FJ240243  NRRL 46722  O’Donnell et
FJ240241 NRRL 46710  al., 2008
S—tubulin  FJ240287 NRRL 46722  O’Donnell et
FJ240285 NRRL 46710 al., 2008
F. ussurianum TEF- la FJ240300 NRRL 45665  Yli-Mattila et
FJ240301 NRRL 45681  al., 2008
histon H3  FJ240246  NRRL 45665  Yli-Mattila et
FJ240247 NRRL 45681  al., 2008
p—tubulin  FJ240290 NRRL 45665  Yli-Mattila et
FJ240291 NRRL 45681  al., 2008
Autgrupa TEF-la  AF212468 NRRL 28062  O’Donnell et
al., 2004
F. pseudograminearum histon H3  AY452848 NRRL 28062  O’Donnell et
al., 2004
S—tubulin  AF107867 NRRL 28062  O’Donnell et
al., 2004

Skracenice kolekcije kultura: NRRL—National Center for Agricultural Utilization Research, Peoria,

Illinois, USA
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4.6. Statisticke metode i analiza podataka

Dobijeni rezultati u okviru brzine porasta (precnika) kolonija obradeni su
jednofaktorijalnom analizom varijanse (ANOVA), a znacajnost razlika srednjih
vrednosti odredena je Dankanovim post-hok testom (p<0,05). Rezultati testova
patogenosti u poljskim i laboratorijskim uslovima obradeni su dvofaktorijalnom
analizom varijanse, znacajnost razlika srednjih vrednosti odredena je Dankanovim post-
hok testom (p<0,05). Obrada podataka uradena je u softverskom paketu Statistika 12.0,
a dobijeni rezultati prikazani su u tabelama u obliku srednjih vrednosti i standardne
devijacije.

Koeficijent korelacije koris¢en je za utvrdivanje meduzavisnosti stepena
patogenosti izolata na listu je¢ma, klasu pSenice i klipu kukuruza, kao i potencijala

produkcije izolata u sintezi mikotoksina DON i ZEA pomocu Elisa metode.
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5. REZULTATI

5.1. Izolati odabrani za proucavanja

Izolati gljive F. graminearum za proucavanje u ovom radu uzeti su iz kolekcije
gljiva koja se nalazi u Laboratoriji za fitopatologiju Instituta za kukuruz Zemun Polje.
Izolati su odabrani na osnovu razli¢itog biogeografskog porekla, koje je obuhvatalo
razlicite biljke domacine, razliite biljne organe sa kojih je izolovan patogen (stablo,
zrno, vreteno, klas, plevice), kao i razlicite lokalitete na teritoriji Srbije u periodu od
1993. do 2015. godine. Odabran je 101 izolat koji su poreklom iz uzoraka pSenice (42),
kukuruza (37) i jeCma (22) iz 41 lokaliteta na teritoriji Srbije (Slika 1).

W —pSenica

B - jecam

VAT walt meatasn ety
L‘; ZEMUN POLJE

Slika 1. Geografska distribucija odabranih izolata Fusarium graminearum
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5. 2. Varijabilnost morfoloSkih svojstava

Varijabilnost makroskopskih svojstava. Izolati F. graminearum pokazali su
veliku divergentnost u makroskopskim svojstvima (boja, izgled i porast kolonije). Na
PDA podlozi ispitivani izolati formirali su obilnu vazdu$nu miceliju koja je bila gusta,
vunastog ili pamucastog izgleda. Boja vazdu$ne micelije varirala je od bele,
bledoruzicaste, ruzicaste do zutosmede boje (Slike 2, 3 i 4). lzolat 2822 poreklom sa
kukuruza (Slika 2) i 4135 poreklom sa pSenice (Slika 3), koji su na molekularnom nivou
identifikovani kao F. boothii, imali su gustu vunastu vazdu$nu miceliju zute boje. lzolat
1339/2 poreklom sa pSenice (Slika 3) na molekularnom nivou identifikovan kao F.
vorosii imao je gustu belu do bledozutu vazdu$nu miceliju. S obzirom na veliku

varijabilnost u izgledu micelije kod ispitivanih izolata nije se moglo na osnovu izgleda

kolonije uociti razlika izmedu pomenutih vrsta.

Slika 2. Varijabilnost u izgledu micelije izolata Fusarium graminearum ss (762, 1010,
1408, 1255, 880) i Fusarium boothii (2822) poreklom sa kukuruza na PDA, lice (A) i
nalicje (B)
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Ispitivani izolati znacajno su varirali po boji pigmenta stvorenog u podlozi, koji
je bio od bele, bledoruzicaste, ruziCaste, tamnonarandzaste do izrazito crvene (karmin
crvene ili burgund) boje (Slika 2, 3 i 4). Izolati vrste F. boothii (Slika 2 i 3) stvorili su
bledoruzicasti do ruzicastosmedi pigment u podlozi, a izolat vrste F. vorosii imao je
izrazito crveni (burgund) pigment u podlozi (Slika 3).

Poreklo izolata nije uticalo na ispoljavanje makroskopskih svojstava, odnosno
izolati su izrazito varirali u izgledu vazdusne micelije, kao i u boji stvorenog pigmenta u
PDA podlozi, bez obzira na to sa koje biljke domacina su izolovani. Na osnovu ovog
svojstva nisu se mogle izdvojiti i identifikovati vrste u okviru Fg kompleksa (F.

graminearum ss, F. boothii i F. vorosii).

Slika 3. Varijabilnost u izgledu micelije izolata Fusarium graminearum ss (789, 1443,
866, 749), Fusarium boothii (4135) i Fusarium vorosii (1339/2) poreklom sa psenice na
PDA, lice (A) i nali¢je (B)
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Slika 4. Varijabilnost u izgledu micelije izolata Fusarium graminearum ss (2672, 1812,
1526, 798, 2045, 2630) poreklom sa je¢ma na PDA, lice (A) i nali¢je (B)

Tokom ispitivanja makroskopskih svojstava ispitivanih izolata F. graminearum
poreklom sa kukuruza, pSenice i je¢ma, pracen je dnevni porast micelije na PDA
podlozi na 25°C u mraku koja je izraZzena vrednostima pre¢nika kolonije. Takode, pored
dnevnog porasta pracen je i porast micelije drugog i Cetvrtog dana nakon presejavanja.

Prose¢na brzina dnevnog porasta kolonija nije se znacajno razlikovala izmedu
izolata u odnosu na njihovo poreklo. Kod izolata poreklom sa kukuruza uocen je najveci
prosecan dnevni porast micelije 27,36 mm, kod izolata sa pSenice iznosio je 26,88 mm,
dok je kod izolata poreklom sa je¢ma uocen najmanji proseCan dnevni porast (26,34
mm) (Tabela 5). Varijabilnost u dnevnom porastu micelije najviSe je bila izrazena kod
izolata poreklom sa kukuruza, opseg variranja bio je od 13,16 mm kod izolata 2813 do
32,00 mm kod izolata 2815. Dnevni porast micelije kod izolata poreklom sa je¢ma bio
je od 14,83 mm (izolat 1801) do 30,16 mm (izolat 798). Najmanja varijabilnost u
dnevnom porastu micelije uocena je kod izolata poreklom sa pSenice i bila je od 19,5
mm (izolat 767) do 32,16 mm kod izolata 4135 koji je na molekularnom nivou
identifikovan kao F. boothii (Tabela 5).
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Tabela 5. Dnevni porast kolonije (mm) kod izolata Fusarium graminearum poreklom

sa kukuruza, psenice i je¢ma na PDA podlozi

Izolati Dnevni porast Izolati Dnevni porast Izolati Dnevni porast
sa kolonije (mm) sa kolonije (mm) sa kolonije (mm)
pSenice kukuruza jeCma
767 19,50 a 2813 13,16 a 1801 14,83 a
1443 19,66 a 1419 15,50 ab 805 18,16 ab
681 20,00 ab 1408 20,16 bc 1812 22,83 bc
1339/2 22,33 abc 1282/2 22,00 cd 2630 24,83 cd
1485 22,33 abc 1554/2 23,00 cde 2254 26,16 cd
2625 24,83 abcd 1165 24,33 cdef 1772 26,33 cd
764 25,33 abcde 1482/2 24,66 cdefg 2045 26,33 cd
749 26,00 bcde 971 25,50 cdefgh 1526 26,50 cd
763 26,33 cde 1495 25,66 cdefgh 1839 26,50 cd
1348 26,83 cde 1133 26,00 cdefgh 2672 26,66 cd
892 26,83 cde 1673 26,50 cdefgh 1528 27,00 cd
870 26,83 cde 1199 26,50 cdefgh 2078 27,33 cd
677 27,00 cde 1010 26,66 defgh 654 27,66 cd
1337 27,00 cde 581 26,83 defgh 1517/2 28,00 cd
800 27,00 cde 2533 27,00 defgh 1217 28,16 cd
2621 27,16 cde 1368 27,16 defgh 1493 28,16 cd
1746 27,16 cde 1696 27,16 defgh 891/2 28,66 cd
789 27,33 cde 2811 27,33 defgh 1534 28,66 cd
1012 27,50 cde 1211 27,50 defgh 77012 28,66 cd
866 27,66 cde 1751 27,50 defgh 2627 29,00 cd
1343 27,83 cde 914 27,66 defgh 1800 29,00 cd
1370 27,83 cde 1195 27,66 defgh 798 30,16 d
1490 28,00 cde 880 28,00 defgh
1486 28,16 cde 1649 28,50 defgh
670 28,16 cde 1030 29,00 efgh
836 28,16 cde 762 29,33 efgh
203 28,33 cde 257 29,33 efgh
1351/2 28,50 cde 2624 29,50 efgh
825 28,83 cde 2822 29,66 efgh
2823 29,00 cde 699 29,66 efgh
2818 29,16 de 2812 30,16 fgh
744 29,16 de 943/2 30,33 fgh
795 29,33 de 1255 30,50 fgh
618 29,83 de 656 30,83 fgh
831 30,00 de 1268 31,00 fgh
864 30,00 de 1249 31,33 gh
766 30,16 de 2815 32,00 h
779/2 30,33 de
687/2 30,33 de
2635 30,50 de
2820 30,83 de
4135 32,16 e
Prosek 27,36 26,88 26,34

*Vrednosti obelezene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%
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Homogene grupe izolata i znacajnost razlika utvrdeni su Dankanovim testom za
interval poverenja 95% (Tabela 5). Na osnovu jednofaktorijalne analize varijanse za
brzinu dnevnog porasta izolata na PDA podlozi utvrdeno je da postoje statisticki
znacajne razlike u brzini rasta kolonije izmedu izolata poreklom sa istog domacina
(Tabela 6). Izolat 1339/2 identifikovan kao F. vorosii i izolati 4135 i 2822 koji je na
molekularnom nivou identifikovan kao F. boothii nisu se statisti¢ki znacajno razlikovali
od vecine ispitivanih izolata. Medutim, izolat 1339/2 (F. vorosii) se statisti¢ki znacajno

razlikovao od izolata 4135 i 2822 (F. boothii) (Tabela 5).

Tabela 6. Jednofaktorijalna analiza varijanse za brzinu dnevnog porasta kod izolata

poreklom sa kukuruza, pSenice i jema

Kukuruz
lzvor Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti
SS Df MS F P
Izolat 1736,34 36 48,23 4,331 0,00**
Greska 824,00 74 11,14
PSenica
lzvor Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti
SS Df MS F P
Izolat 1049,65 41 25,60 2,308 0,00**
Greska 931,67 84 11,09
JeCam
lzvor Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti
SS Df MS F P
Izolat 814,82 21 38,80 3,114 0,00**
Greska 548,17 44 12,46

*Statisticki znacajna razlika (p<0,05) ; **Statisticki visoko zacajna razlika (p<0,01)

Prilikom ispitivanja porasta micelije na PDA podlozi uoceno je da su se svi
ispitivani izolati F. graminearum veoma brzo razvijali. Drugi dan posle presejavanja
(48 h) uoceno je da su izolati poreklom sa kukuruza imali najvecu varijabilnost u
porastu micelije (Grafikon 1), a zatim izolati poreklom sa pSenice (Grafikon 2), dok je

najmanja varijabilnost u porastu micelije uocen kod izolata poreklom sa je¢ma
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(Grafikon 3). Kod izolata poreklom sa kukuruza, izolat 1408 ispoljio je najintenzivniji
porast micelije, dok je najslabiji porast uo¢en kod izolata 2822 (F. boothii) (Grafikon 1).
Kod izolata poreklom sa pSenice izolat 1339/2 (F. vorosii) ispoljio je najveéi porast
micelije, dok je najmanji porast uocen kod izolata 4135 (F. boothii) (Grafikon 2). 1zolat
2672 ispoljio je najintezivniji porast a izolat 2254 najslabiji porast micelije kod izolata
poreklom sa jeCma (Grafikon 3).

Cetvrti dan posle presejavanja (96 h) maksimalni porast uo¢en je kod izolata
2811 i 2812 poreklom sa kukuruza (Grafikon 1), 1339/2 poreklom sa pSenice (Grafikon
2), i izolat 2672 poreklom sa je¢ma (Grafikon 3). Najmanji porast micelije uocen je kod
izolata 2813 sa kukuruza (Grafikon 1), a zatim kod izolata poreklom sa je¢ma 1801
(Grafikon 3), dok je kod izolata poreklom sa pSenice najmanji porast uo¢en kod izolata
767 (Grafikon 2).

Svi ispitivani izolati poreklom sa istog domacina pokazali su vecu divergentnost

u brzini razvoja micelije posle ¢etvrtog dana merenja u odnosu na drugi dan (Grafikoni

1,2i3).

——— |l dan (48h) ——IV dan (96h)
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Grafikon 1. Brzina porasta micelije izolata Fusarium graminearum poreklom sa

kukuruza
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Grafikon 2. Brzina porasta micelije izolata Fusarium graminearum poreklom

pSenice
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Grafikon 3. Brzina porasta micelije izolata Fusarium graminearum poreklom sa je¢ma
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Varijabilnost _mikroskopskih svojstva. Proucavani izolati F. graminearum

razlikovali su se u pogledu veli¢ine makrokonidija (duzina i $irina), kao i u formiranju
hlamidospora (Slika 5). Medutim, nije uocena razlika u izgledu peritecija, kao ni askusa
I askospora.

Slika 5. Fusarium graminearum: izgled hlamidospora (a), makrokonidija u sporodohiji

(b) i makrokonidija (c) izolata na CLA podlozi in situ
5.2.1. Varijabilnost anamorfnog stadijuma

(i) Hlamidospore. Prou¢avanje mikroskopskih svojstava, odnosno utvrdivanje
prisustva i izgleda hlamidospora praceno je na CLA podlozi tokom 10-14 dana na UV
svetlu na 25°C, pri cikli¢nom smenjivanju svetlosti i tame u intervalima od po 12 sati.
Kod nekih izolata F. graminearum utvrdeno je prisustvo mehurastih celija -
hlamidospora. Hlamidospore su se ve¢inom obrazovale u makrokonidijama, dok se kod
nekih izolata hlamidospore formirale u hifi (Slika 6), dok neki izolati nisu formirali
hlamidospore u uslovima postavljenog eksperimenta. One su bile loptaste, glatkih
zidova, bezbojne, pojedina¢ne ili u grupama. Hlamidospore u najve¢em procentu
formirali su izolati poreklom sa kukuruza 35,13% (13/37), a zatim izolati poreklom sa
je€ma 27,27% (6/22), dok su izolati poreklom sa pSenice procentualno formirali

najmanje hlamidospora 26,19% (11/42).
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Slika 6. Fusarium graminearum: izgled hlamidospore

formirane u hifi (a) i formiranih u konidiji (b)

(i) Makrokonidije. Svi proucavani izolati formirali su makrokonidije sa
karakteristicnom bazalnom ¢elijom u obliku stopala (engl. foot cell) koje su tipi¢ne za
rod Fusarium. Vr$na ¢elija makrokonidija je konusnog oblika, a bazalna ¢elija je u
obliku stopala. Dorzalna strana je lu¢no savijena za razliku od ventralne koja je skoro
prava. Makrokonidije se javljaju u sporodohijama u kulturama starim vise od mesec
dana. Ispitivani izolati F. graminearum formirali su makrokonidije sa 4-6 septi.
Proucavanja mikroskopskih svojstva obuhvatila su merenje duzine i Sirine

makrokonidija pri uvec¢anju od 40x (Slike 7 i 8).

Slika 7. Fusarium graminearum: Sirina makrokonidija

merena u softverskom programu ZEN
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Slika 8. Fusarium graminearum: duzina makrokonidija

merena u softverskom programu ZEN

Ispitivani izolati F. graminearum obrazovali su makrokonidije koje su izmedu
izolata bile izuzetno varijabilne, njihova duzina je bila u opsegu od 25,30 um (izolat
1199) do 74,70 pum (izolat 892), dok je Sirina makrokonidija bila od 4,12 um (izolat
4135) do 6,12 um (izolat 1339/2). lzolati F. graminearum poreklom sa kukuruza
obrazovali su konidije ¢ije su dimenzije u opsegu 25,30-71,30 um x 4,13-6,03 um
(Tabela 7), izolati poreklom sa pSenice 25,70-74,70 um x 4,12-6,12 um (Tabela 8), dok
su izolati poreklom sa je¢ma obrazovali konidije u opsegu 25,40-73,70 pm x 4,41-5,88
um (Tabela 9). Na osnovu proseénih dimenzija, najveca varijabilnost duzine i $irine
makrokonidija uocena je kod izolata poreklom sa pSenice. Ovi izolati su U proseku
formirali makrokonidije koje su najduze i najuze (prosek 45,30 um x 4,88 um), dok su
najkrace i najsire makrokonidije formirali izolati poreklom sa kukuruza (prosek 40,71
pm x 4,99 um). Uporedni pregled prose¢nih dimenzija makrokonidija ispitivanih izolata
F. graminearum prikazan je u Tabelama 7, 8 i 9. Na osnovu prose¢nih dimenzija Sirine
makrokonidija uoceno je da su izolati vrste F. boothii (2822 i 4135) obrazovali
makrokonidije ¢ija je Sirina bila uZza od vecine ispitivanih izolata, dok su kod izolata
1339/2 (F. vorosii) uo¢ene prose¢no najsire makrokonidije. Izgled izolata sa najduzim
(izolat 836) i najkrac¢im (izolat 770/2) makrokonidijama, kao i najuzim (izolat 2822) i
najSirim (izolat 1339/2) makrokonidijama prikazani su na slici 9. Na osnovu
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mikroskopskih svojstava izgleda makrokonidija ne mogu se razlikovati vrste F.
graminearum ss, F. boothii i F. vorosii u okviru Fg kompleksa.

Slika 9. Izgled najduzih (a) i najkra¢ih makrokonidija (b) izolata Fusarium

graminearum; izgled makrokonidija izolata Fusarium boothii (c) i

Fusarium vorosii (d)
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Tabela 7. Prikaz prose¢nih dimenzija duzine i Sirine makrokonidija izolata F.

graminearum poreklom sa kukuruza

Rezultati

Izolat Duzina makrokonidija (um) Sirina makrokonidija (um)  Hlamido
Min  Max Prosek Min  Max Prosek spore
257 31,50 64,70 43,23 438 570 5,00 -
581 28,10 65,40 40,24 459 570 4,93 -
656 31,40 58,10 39,94 447 579 5,00 +
699 27,20 55,20 37,62 421 540 4,84 +
762 32,90 54,10 43,05 4,17 5,66 4,83 -
880 30,80 50,50 39,16 515 5,60 5,33 -
914 34,40 55,10 43,80 483 5,68 5,28 -
943/2 27,70 70,00 44,79 451 6,03 5,70 +
971 27,50 50,40 35,81 458 521 4,80 -
1010 28,60 51,30 39,59 459 501 4,76
1030 26,50 65,50 34,83 472 545 512 -
1133 31,60 51,80 39,14 459 489 4,73 -
1165 38,20 52,60 45,35 452 505 4,78 +
1195 26,80 44,60 32,51 451 501 4,89 -
1199 25,30 58,00 35,65 551 6,12 5,72 +
1211 33,20 60,90 46,96 481 511 4,99 -
1249 30,50 52,80 43,15 455 515 4,72
1255 30,00 55,20 42,32 500 554 5,34 -
1268 26,40 55,70 38,08 431 488 4,65 -
1282/2 28,50 53,40 42,24 489 549 5,00 +
1368 35,00 56,40 45,13 453 513 4,96 -
1408 31,50 71,30 46,22 432 501 4,57 +
1419 29,60 65,40 46,45 442 490 4,68 +
1482/2 27,00 64,60 47,37 4,67 5,07 4,90 -
1495 33,40 61,00 42,73 458 4,83 4,63 -
1554/2 29,40 45,40 34,78 455 551 4,97 +
1649 29,50 46,70 37,75 445 534 5,00 -
1673 26,00 50,60 38,57 489 569 5,20 -
1696 33,60 58,50 44,33 443 520 4,98 -
1751 34,40 64,90 42,79 468 521 4,94 +
2533 26,60 48,80 36,17 493 561 5,34 +
2624 27,90 47,50 36,87 4,36 4,89 4,65 +
2811 28,40 50,20 38,07 4,71 549 5,27 -
2812 26,70 61,80 38,48 480 5,65 5,35 -
2813 25,40 58,80 39,15 432 491 4,74 -
2815 29,10 49,40 37,58 4,77 595 5,69 -
2822 32,70 69,80 46,53 413 447 4,35 +
Prosek 29,82 56,65 40,71 461 533 4,99
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Tabela 8. Prikaz prose¢nih dimenzija duzine i Sirine makrokonidija izolata F.

graminearum poreklom sa pSenice

lzolat Duzina makrokonidija (rm) Sirina makrokonidija (um) Hlamido
Min  Max Prosek Min Max Prosek spore
203 32,60 67,20 48,38 430 4,90 4,55
618 28,10 62,90 41,57 437 4,73 4,58 -
670 35,40 67,00 44,68 432 5,07 471 -
677 35,60 63,10 49,83 434 4,89 4,58 +
681 31,20 57,80 42,09 470 5,10 4,90 +
687/2 35,30 78,10 47,94 444 5,02 472 -
744 39,50 56,60 47,47 434 590 5,00 -
749 29,60 60,70 43,26 430 5,50 4,82 -
763 30,40 48,70 39,63 435 552 4,94 -
764 30,40 45,80 39,15 455 5,28 4,82 -
766 32,30 53,50 44,75 465 555 4,97 +
767 31,60 69,90 47,58 459 5,30 4,96 -
779/2 38,70 69,80 51,13 455 531 4,96 -
789 28,10 74,50 48,52 468 5,79 5,00 +
795 32,90 64,30 47,06 435 5,08 4,65 -
800 26,50 58,50 41,56 4,75 5,56 5,00 -
825 30,00 48,90 40,24 442 504 4,87 -
831 32,70 55,40 44,62 495 587 5,54 -
836 37,90 73,80 53,98 461 5,02 4,95
864 25,70 64,90 42,07 495 5,38 511 -
866 25,90 57,00 39,09 4,42 5,00 4,86 -
870 28,20 63,40 43,97 465 518 4,87 +
892 26,60 74,70 47,80 468 5,09 4,97 +
1012 36,20 54,40 44,36 442 490 4,64 -
1337 30,10 61,20 42,58 475 511 4,94 -
1339/2 31,40 52,20 44,84 5,04 6,12 5,77 +
1343 39,10 71,10 53,09 4,48 552 5,22 -
1348 26,50 61,40 41,06 423 5,03 4,73 -
1351/2 27,60 59,60 46,75 452 4,87 4,64 -
1370 29,00 57,10 43,40 454 4,96 4,77 +
1443 29,20 58,10 45,69 445 514 4,82 -
1485 30,10 62,50 41,01 488 523 5,00 -
1486/2 37,30 62,50 49,88 448 4,99 477 +
1490/2 34,20 61,60 42,23 478 5,23 4,90 -
1746 29,10 57,30 41,28 449 489 4,76 -
2621 33,00 60,70 43,91 466 5,09 4,88 -
2625 34,70 64,80 45,61 462 5,19 4,91 -
2635 35,30 64,00 49,41 452 488 4,75 -
2818 27,70 65,20 40,59 437 4,87 4.43 -
2820 26,30 72,40 49,78 487 559 4,94 +
2823 38,50 73,70 53,90 487 598 5,29 -
4135 31,25 73,52 46,73 412 4,88 4,45 +
Prosek 31,71 62,61 45,30 455 523 4,88
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Tabela 9. Prikaz prose¢nih dimenzija duzine i Sirine makrokonidija izolata F.

graminearum poreklom sa je¢ma

1zolat DuZina makrokonidija (um) Sirina makrokonidija (um) Hlamido
Min  Max Prosek Min  Max Prosek spore
654 25,40 56,20 39,83 4,63 4,94 4,77 +
770/2 25,70 48,50 31,00 4,86 5,65 513 -
798 36,10 57,30 46,55 4,52 5,09 4,78 +
805 27,20 58,60 42,46 4,82 534 5,00 -
891/2 31,30 54,80 41,96 4,85 5,65 5,20 -
1217 26,30 55,90 41,52 4,66 5,03 4,90 -
1493 33,00 60,20 45,89 4,41 4,97 4,67 -
1517/2 37,20 67,40 44,49 4,83 5,57 5,00 -
1526 33,40 73,70 45,87 4,57 521 4,95 -
1528 34,90 56,00 43,41 4,50 4,93 4,74 +
1534 36,90 65,70 52,72 4,54 5,22 4,95 -
1772 30,50 63,40 42,66 4,51 541 4,98 -
1800 29,80 64,10 42,56 4,49 5,22 4,91 -
1801 37,90 64,10 48,60 4,81 5,29 5,00 +
1812 34,30 63,20 46,21 4,66 519 4,79 -
1839 35,50 59,40 46,11 4,71 5,54 4,96 +
2045 36,90 66,70 47,02 4,79 5,73 5,49 -
2078 38,20 71,80 52,77 4,84 5,48 5,00 -
2254 34,80 54,60 45,72 4,74 5,06 4,89 -
2627 33,00 72,00 42,65 4,78 5,09 4,95 -
2630 38,30 70,50 50,02 4,66 5,88 5,16 -
2672 30,20 71,20 46,80 4,73 5,35 4,97 +
Prosek 33,04 62,51 44,85 4,67 5,31 4,96

5.2.2. Varijabilnost teleomorfnog stadijuma

Tokom ispitivanja morfoloskih svojstava, izolati F. graminearum gajeni su na
CA podlozi tokom pet nedelja na 25°C u mraku, kako bi se utvrdilo prisustvo
teleomorfnih struktura - peritecija. Pregledom kolonija ispitivanih izolata in situ, uo¢eno
Je da su svi ispitivani izolati formirali peritecije pre¢nika od 141,2 do 250,2 um, koje su
bile crne, jajaste sa ¢vornovitim zidom. Askusi su imali oblik palice sa kratkom

osnovom i tankim zidom. U njima je uo¢eno 4-6 askospora, koje su bile bezbojne sa
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zaobljenim krajevima. Kod ispitivanih izolata F. graminearum ss, F. boothii i F. vorosii

nije uocena razlika u izgledu peritecija, kao ni askusa i askospora (Slika 10).

Slika 10. Fusarium graminearum: izgled peritecija (a i b), askusa sa askosporama (c) i
askospora (d)

5.3. Varijabilnost patogenih svojstava
5.3.1. Patogenost izolata Fusarium graminearum na listu je¢ma

Patogenost odabranih izolata F. graminearum u laboratorijskim uslovima
proverena je i ocenjena nakon inokulacije listova je¢ma, kao test biljke. Ispitivanje
patogenosti monosporijalnih izolata F. graminearum (101) pokazalo je da su svi izolati
petog dana nakon inokulacije izazvali pojavu nekroti¢nih pega sa zutim oreolom (Slika
20). Nekroti¢ne povrsine u kasnijoj fazi razvoja prekrivene su beli¢astom previakom
micelije parazita. Kod veéine ispitivanih izolata sedam dana nakon inokulacije dolazi do
potpune nekroze i1 propadanja listova. Ova pojava je dosta slabije izraZena kod izolata
1339/2, 1408, 2254, 763, 2822, 1839, 581 i 4135. Reizolacija patogena obavljena je sa
inokulisanih listova i dobijeni reizolati su uporedeni sa izolatima koris¢enim za
inokulaciju. Po izgledu kolonija i morfoloSkim karakteristikama dobijeni reizolati su u
potpunosti odgovarali izvornim izolatima ¢ime je potvrdena patogenost izolata i Kohovi
postulati. Na osnovu dobijenih rezultata ispitivani izolati pokazali su razli¢itu
patogenost koja je merena duzinom pega (mm) (Tabela 10). Na listovima koji su kao
negativna kontrola inokulisani sterilnom destilovanom vodom nije doSlo do pojave

simptoma bolesti (Slika 11).
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Od svih ispitanih izolata F. graminearum, prema intenzitetu ispoljavanja
simptoma, izdvajaju se izolati 1493 (duzina pege: 37,19 mm za 5 dana) i 1534 (duzina
pege: 34,88 mm za 5 dana) poreklom sa jeCma (Tabela 10). Na istom nivou znacajnosti
su i izolati 1485 poreklom sa pSenice (duzina pege: 34,88 mm za 5 dana) i 971
poreklom sa kukuruza (duzina pege: 33,88 mm za 5 dana) (Tabela 10). Kod preostalih
izolata proseCna duzina pege krece se u opsegu 2,00-33,31 mm, Sto ukazuje da je
njihova patogenost na statisticki znac¢ajno nizem nivou u odnosu na pomenute izolate.
Budu¢i da izolat 1493 predstavlja jedan od izolata sa statisticki znac¢ajno najja¢om
sposobnosc¢u da prouzrokuje simptome na listu je¢ma, moZze se smatrati izolatom koji
generalno ispoljava najjacu agresivnost u laboratorijskim uslovima (Slika 11). Izolati
koji su ispoljili najslabiju patogenost u laboratorijskim uslovima su 1339/2 poreklom sa
pSenice (duzina pege: 2,00 mm za 5 dana) (Slika 11), a zatim izolat 1408 poreklom sa
kukuruza i 2254 poreklom sa jeéma (duzina pege: 2,06 mm za 5 dana) (Tabela 10).
Uoceno je da su izolati identifikovani kao F. boothii (2822 i 4135) i F. vorosii (1339/2)
ispoljili slabiju patogenost u poredenju sa ostalim izolatima (Tabela 10, Slika 11).
Izgled simptoma na listu jeCma izolata F. graminearum ss Kkoji su ispoljili najslabiju

(izolat 1408) i najjacu patogenost (izolat 1493) prikazani su na slici 11.
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Slika 11. Simptoma na listu je¢ma nakon vestacke inokulacije: (a) kontrola, (b)
Fusarium vorosii (izolat 1339/2), (c) Fusarium boothii (izolat 4135), (d)
Fusarium boothii (izolat 2822), (e) Fusarium graminearum (izolat 1408) i (f)

Fusarium graminearum (izolat 1493)
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Tabela 10. Patogenost izolata F. graminearum poreklom sa pSenice, kukuruza i je¢ma

na listu je¢ma

Izolati Duzina Izolati Duzina lzolati  Duzina
sa pege (mm) sa pege (mm) sa pege (mm)
pSenice kukuruza jeéma
1339/2 2,00 a 1408 2,06 a 2254 2,06 a
763 4,30 ab 2822 3,44 a 1839 3,56 ab
4135 4,44 ab 581 344 a 1801 7,00 abc
795 4,44 ab 2815 463a 798 7,94 be
203 5,31 ab 1199 4,88 a 1517 9,63 cd
831 6,31 abc 1010 4,94 a 2672 10,00 cd
1351/2 9,00 bcd 1696 5,88 ab 770/2 12,50 cde
870 11,56 cde 1368 7,56 abc 2045 14,19 def
836 11,88 cde 1133 11,56 bcd 891/2 14,25 def
866 12,45 def 1282/2 12,06 cd 1526 16,25 ef
749 12,75 def 2533 12,44 cd 2630 16,44 ef
2635 13,00 def 1249 12,94 cd 1772 17,31 efg
2820 13,13 def 2811 13,19 cd 654 18,44 efg
677 13,38 def 1673 14,50d 2627 19,31 fgh
1490/2 13,75 defg 943/2 15,75 de 1812 22,56 ghi
767 14,56 defg 1211 15,81 de 1528 22,81 ghi
1370 14,88 defg 762 16,00 de 805 24,69 hi
764 15,75 efgh 1419 16,44 de 1217/12 25,38 j
670 16,25 efgh 1554/2 17,75 def 2078 26,94 ij
2625 17,13 efghi 1165 17,94 def 1800 27,10 ij
77912 17,56 efghi 656 19,19 def 1534 34,88 j
687/2 17,81 efghij 2812 21,00 efg 1493 37,19
2818 18,19 efghijk 1195 21,56 efg
1343 18,25 efghijk 2813 21,63 efg
618 18,31 efghijk 914 21,75 efg
1486/2 20,25 ghijklm 257 22,25 efg
800 20,31 ghijklm 1495 23,75 fgh
789 21,69 hijklmn 2624 24,31 fgh
892 22,00 hijklmn 1030 25,13 gh
766 22,10 hijklmn 1255 25,38 gh
1443 23,07 ijklmno 1751 26,13 gh
825 23,19 ijklmno 1268 27,25 gh
1337 24,50 kimno 699 29,30 hi
1012 25,31 Imnop 1649 29,56 hi
681 26,56 mnopq 880 31,44 hi
1746 27,44 nopqr 1482/2 33,311
744 27,75 nopqr 971 33,88 i
864 29,38 opqrs
1348 30,94 pars
2823 31,44 pars
2621 32,69 grs
1485 34,88s
Prosek 18,85 17,57 17,75

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%
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Rezultati jednofaktorijalne analize varijanse dobijenih vrednosti za ispitivane

parametre prikazani su u tabeli 11. Homogene grupe izolata i znacajnost razlika

utvrdeni su Dankanovim testom za interval poverenja 95% (Tabela 10). Na osnovu

jednofaktoriojalne analize varijanse za stepen infekcije lista jema u kontrolisanim

uslovima, utvrdene su statisticki visoko znacajne razlike (p<0,01) u patogenosti izmedu

izolata kod sva tri domacina (kukuruz, pSenica, jeGam) (Tabela 11).

Tabela 11. Jednofaktorijalna analiza varijanse za uticaj izolata poreklom sa kukuruza,

pSenice i jeéma na ispoljenu patogenost na listu je¢ma

Kukuruz
lzvor Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti
SS Df MS F P
Izolat 11150,35 36 309,73 19,795 0,00**
Greska 1470,82 94 15,65
PSenica
lzvor Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti
SS Df MS F P
Izolat 12077,92 41 294,58 19,154 0,00**
Greska 2260,83 147 15,38
JeCam
Izvor Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti
SS Df MS F P
Izolat 7365,15 21 350,24 24,815 0,00**
Greska 889,17 63 14,11

*Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) ; **Statisticki visoko zacajna razlika (p<0,01)
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5.3.2. Patogenost izolata Fusarium graminearum na Klipu kukuruza

Patogenost izolata F. graminearum u dvogodisnjim poljskim ogledima
potvrdena je nakon vestacke inokulacije klipa kukuruza u toku 2011. i 2012. godine na
lokalitetu Zemun Polje. Dobijeni rezultati ukazali su da su svi ispitivani izolati bili
patogeni, jer se na svim inokulisanim klipovima pojavio karakteristi¢an simptom u vidu
crveno-ruzicaste trulezi. U zavisnosti od agresivnosti izolata, klipovi su bili potpuno ili
delimi¢no zahvaceni micelijom gljive (Slika 12). Simptomi izazvani sa vecinom
ispitivanih izolata javljali su se od vrha klipa u vidu micelije ruzi¢aste boje, dok se
izmedu zrna razvijala belicasta micelija. U pojedinim slu¢ajevima micelija je zahvatala
pojedinac¢na zrna ili grupe od nekoliko zrna duz celog klipa ili pri njegovoj osnovi
(Slika 12). Kod izolata F. graminearum koji su ispoljili ja¢u patogenost doslo je do
slepljivanja komusine za klip. Na klipovima koji su kao negativna kontrola inokulisani

sterilnom destilovanom vodom nije doslo do pojave simptoma bolesti.
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Slika 12. Simptomi Fusarium graminearum posle vestacke inokulacije
klipa kukuruza u vreme berbe
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Reizolacija patogena obavljena je sa inokulisanih klipova kukuruza i dobijeni
reizolati su po izgledu kolonija i morfoloskim karakteristikama u potpunosti odgovarali
izvornim izolatima, ¢ime je potvrdena patogenost izolata i zadovoljeni Kohovi postulati.
Dobijeni rezultati ukazuju na razliitu patogenost/agresivnost koja je ocenjena na

osnovu stepena infekcije prema skali 1-7 u vreme berbe kukuruza (Slika 13).
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Slika 13. Skala za ocenu intenziteta patogenosti izolata posle vestacke inokulacije: 1-
Klip bez simptoma; 2- (1-3%); 3- (4-10%); 5- (26-50%); 6- (51-75); 7- (76-100%)

zarazene povrsine klipa

Prose¢na ocena intenziteta zaraze u 2011. godini varirala je u Sirokom rasponu u
zavisnosti od izolata. Kod izolata poreklom sa pSenice ocena se kretala od 1,50 (izolat
1339/2) do 5,12 (izolat 1485) (Tabela 13), dok je kod izolata poreklom sa je¢ma bila u
intervalu od 1,75 (izolat 1839) do 5,10 (izolat 1493) (Tabela 14). Patogenost izolata
poreklom sa kukuruza bila je u opsegu od 1,55 (izolat 1408) do 5,37 (izolat 971)
(Tabela 12). U proseku, najmanju patogenost ispoljili su izolati poreklom sa pSenice
(2,88), dok su najvecu prose¢nu patogenost ispoljili izolati poreklom sa je¢ma (3,11).
Izolat koji je identifikovan kao F. vorosii (Tabela 13, Slika 14) ispoljio je najmanju
patogenost, dok su izolati F. boothii (2822 i 4135) ispoljili generalno slabiju patogenost

u poredenju sa ostalim izolatima (Tabele 12 i 13, Slika 15).
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Slika 15. Fusarium boothii: ruzic¢asta trulez inokulisanog klipa kukuruza
(@) izolat 4135 i (b) izolat 2822

U toku druge godine ispitivanja (2012. godina) u uslovima vestacke inokulacije
uoceno je da su ispitivani izolati ispoljili patogenost u opsegu od 1,95 (izolat 1408) do
5,27 (izolat 1649) kod izolata poreklom sa kukuruza (Tabela 12). Patogenost izolata
poreklom sa pSenice bila je u opsegu od 1,68 (izolat 1339/2) do 4,87 (izolat 1485)

(Tabela 13), dok su izolati poreklom sa jeéma imali opseg variranja od 2,10 (izolat
1839) do 5,42 (izolat 1493) (Tabela 14). Takode, i u 2012. godini uoc¢ava se da su

izolati F. vorosii i F. boothii ispoljili slabiju patogenost u polju. Kada se uporede
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prosecne ocene stepena infekcije u toku 2011. 1 2012. godine kod izolata poreklom sa
iste biljke domacina uocava se da su izolati ispoljili vrlo ujednac¢enu patogenost (Tabele

12,13 14).

Tabela 12. Patogenost izolata Fusarium graminearum poreklom sa kukuruza na klipu
kukuruza

Izolat 2011. godina 2012. godina
Ocena (1-7) Ocena (1-7)
Kontrola 1,00 a 1,00 a
1408 155D 1,95 cde
581 1,77 bc 2,35 fghij
2815 1,80 bc 3,35 tuv
2822 1,80 bc 2,05 cdefg
1199 1,85 bcd 2,00 cdef
1010 1,85 bed 2,30 efghij
1282/2 2,05 cdefg 2,57 ijklm
1368 2,05 cdefg 2,27 efghij
1696 2,22 efghi 2,47 hijk
2533 2,30 efghij 2,22 efghi
2811 2,40 ghij 3,45 uv
1495 2,45 hijk 2,40 ghij
1554/2 2,52 hijkl 2,20 defgh
1249 2,57 ijklm 2,60 jkImn
1211 2,60 jkImn 3,32 stuv
2624 2,85 Imnop 2,00 cdef
257 2,87 Imnopq 3,20 pgrstu
656 2,90 mnopq 2,45 hijk
2812 2,90 mnopq 3,00 opgrst
914 2,95 mnopgr 3,25 grstuv
762 3,00 opqrst 3,00 opqrst
2813 3,00 opgrst 2,80 klmno
1255 3,05 opgrst 2,90 Imnopq
1165 3,05 opgrst 2,30 efghij
1030 3,20 pgrstu 3,10 opgrstu
1195 3,25 pgrstuv 2,52 hijkl
1419 3,32 stuv 2,60 jkimn
943/2 3,35 tuv 3,42 uv
1133 3,60 uv 3,30 rstuv
1673 3,97 w 2,97 nopqrs
1751 4,32 xy 4,55 xyz
699 4,62 yz¢ 4,32 xy
1268 4,82 z¢&¢ 4,32 xy
1482/2 4,90 ¢¢ 4,27 wx
880 4,95 ¢¢ 4,95 ¢¢
1649 4,95 ¢&¢ 5,27 ¢§
971 537§ 4,27 wx
Prosek 3,05 3,03

*Vrednosti obeleZene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%
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Tabela 13. Patogenost izolata Fusarium graminearum poreklom sa pS$enice na Klipu

kukuruza
Izolat 2011. godina 2012. godina
Ocena Ocena (1-7)
Kontrola 1,00 a 1,10 a
1339/2 150b 1,68 bc
795 1,77 bed 2,45 defghijkmno
831 1,90 bcd 2,12 cdefg
4135 1,97 bcd 2,20 cdefgh
767 2,10 cdefg 2,40 defghijkl
763 2,17 cdefgh 2,42 defghijkl
687/2 2,20 cdefgh 2,57 efghijklmnopqrs
618 2,20 cdefgh 2,22 defghi
1351/2 2,27 defghij 3,37 wxy
866 2,30 defghijk 2,65 ghijklmnopgrst
203 2,30 defghijk 2,82 jkImnopqrstuvw
1370 2,42 defghijkl 2,45 defghijklmno
749 2,42 defghijkl 2,50 defghijklmnop
1012 2,45 defghijklmno 2,30 defghijk
1486/2 2,47 defghijklmnop 2,45 defghijklmno
744 2,50 defghijklmnop 2,07 cdef
766 2,52 defghijklmnopq 3,52 xyz
870 2,65 ghijklmnopqrst 3,00 mopgrstuvw
1490/2 2,65 ghijklmnopqrst 2,52 defghijklmnopq
836 2,70 hijkimnopqrstu 2,65 ghijklmnopgrst
2818 2,72 hijkimnopqrstu 3,57 yz¢
1337 2,77 ijklmnopgrstuv 2,62 fghijklmnopgrst
1746 2,80 ijkImnopgrstuv 3,02 pgrstuvwz
670 2,82 jklmnopgrstuv 3,00 opgrstuvwz
864 2,87 Imnopgrstuvw 2,85 kImnopgrstuvw
764 2,92 Imnopgrstuvw 2,77 ijklmnopgrstuv
677 3,00 mnopgrstuvw 2,30 defghijk
2635 3,05 grstuvwx 4,02 ¢¢s
892 3,07 rstuvwxy 2,50 defghijklmnopq
1343 3,07 rstuvwxy 2,72 hijklmnopgrstu
779/2 3,10 stuvwxy 2,30 defghijk
789 3,10 xstuvwxy 2,45 defghijkim
2820 3,15 tuvwxy 2,65 ghijklmnopgrst
1443 3,20 uvwxy 2,55 efghijklmnopqr
2625 3,22 uvwxy 2,02 bcde
825 3,30 vwxy 2,07 bcde
681 3,95 z¢¢ 2,37 defghijkl
1348 4,05 ¢8 4,40 ¢szd
800 4,30 ¢sz 2,90 Imnopgrstuvw
2621 4,40 ¢szd 4,57 zd
2823 4,57 zd 4,57 zd
1485 512 0 4,87 dl
Prosek 2,86 2,81

*Vrednosti obelezene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%
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Tabela 14. Patogenost izolata Fusarium graminearum poreklom sa je¢ma na Klipu

kukuruza
Izolat 2011. godina 2012. godina
Ocena (1-7) Ocena (1-7)
Kontrola 1,10 a 1,10 a
1839 1,75b 2,10 bc
2254 2,20 bed 2,72 defghij
1517 2,42 cdef 2,47 cdefg
1526 2,50 cdefgh 2,70 defghi
770/2 2,62 cdefghi 3,45 mn
1801 2,65 defghi 2,92 fghijklm
891/2 2,75 efghij 2,82 fghijk
2045 2,82 fghijk 2,50 cdefg
1812 2,90 fghijkim 2,52 cdefgh
2078 2,92 fghijklm 2,40 cdef
798 3,00 ghijklm 2,25 cde
2672 3,00 ghijklm 2,85 fghijkl
654 3,07 hijklm 2,20 bed
2627 3,10 hijklm 3,45 mn
1528 3,25 ijkImn 3,30 kImn
1217/2 3,35 Imn 2,45 cdefg
1772 3,37 Imn 2,62 cdefghi
2630 3,70 no 3,75n0
1800 3,85 op 2,82 fghijk
805 4,32 qr 4,35 pq
1534 5,00rs 525s
1493 510 s 5,42s
Prosek 3,11 3,06

*Vrednosti obelezene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%

Od svih ispitanih izolata F. graminearum, prema ispoljenim simptoma, na

osnovu Dankanovog testa izdvajaju se izolati 971 (prosec¢na ocena: 5,37) poreklom sa

kukuruza (Tabela 12) i 1485 (prose¢na ocena: 5,12) poreklom sa pSenice (Tabela 13).

Kod izolata poreklom sa je¢ma izdvaja se izolat 1493 (prose¢na ocena: 5,10) zajedno sa

izolatom 1534 (prose¢na ocena: 5,00) koji su na istom nivou znacajnosti (Tabela 14).

Prose¢na ocena patogenosti kod preostalih izolata je na statisticki znacajno niZzem nivou

u odnosu na pomenute izolate. lzolati koji su ispoljili najslabiju patogenost (1408,

1339/2, 1839) imali su ocenu patogenosti koja nije bila na statisticki znacajnom nivou

(Tabele 12, 13 i 14).

Kod izolata poreklom sa pSenice dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da

je godina kada je vrSena veStacka inokulacija statisticki znacajno (p<0,05) uticala na

ispoljenu patogenost, dok kod izolata sa kukuruza godina nije imala statisti¢ki znacajan
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uticaj na ovu osobinu. Izolati poreklom sa kukuruza i pSenice su statisticki visoko

znacajno (p<0,01) uticali na ispoljavanje ovog svojstva na klipu kukuruza (Tabela 15).

Tabela 15. Dvofaktorijalna analiza varijanse za uticaj godine inokulacije i izolata

poreklom sa kukuruza, psenice i je¢ma na ispoljenu patogenost na klipu kukuruza

Kukuruz

Izvor Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti

SS Df MS F P
Godina 0,065 1 0,065 1,46 0,23
Izolat 253,119 36 7,031 157,27 0,00**
Godina x lzolat 26,367 36 0,732 16,38 0,00**
Greska 9,925 222 0,045

PSenica

Izvor Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti

SS Df MS F P
Godina 0,458 1 0,458 4,75 0,03*
Izolat 149,477 41 3,737 38,78 0,00**
Godina x lzolat 30,725 41 0,768 7,97 0,00**
Greska 23,707 246 0,096

Jeam

Izvor Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti

SS Df MS F P
Godina 0,874 1 0,874 8,47 0,00**
Izolat 121,229 21 5,773 55,95 0,00**
Godina x lzolat 11,379 21 0,542 5,25 0,00**
Greska 13,620 132 0,103

*Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) ; **Statisticki visoko zacajna razlika (p<0,01)

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da je godina kada je vrSena

vestacka inokulacija, kao i1 izolat sa kojim je vrSena inokulacija visoko statisticki

znaCajno (p<0,01) uticali na ispoljenu patogenost na klipu kukuruza kod izolata

poreklom sa je¢ma (Tabela 15). Takode, interakcija ova dva faktora je visoko statisticki

znacajno uticala na zavisno promenljivu (p<0,01).
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5.3.3. Patogenost izolata Fusarium graminearum na klasu pSenice

Patogenost izolata F. graminearum u poljskim uslovima proveravana je i na
klasu pSenice nakon vestacke inokulacije, tokom 2011. i 2012. godine na lokalitetu
Zemun Polje. Kako bi se potvrdila patogenost izolata u vreme cvetanja pSenice izvrSena
je inokulacija klasa, a ocena patogenosti izvrSena je nakon tri nedelje na osnovu stepena
infekcije prema skali 1-7. Simptomi na klasu ispoljili su se u vreme formiranja i
dozrevanja zrna. Jedan ili viSe klasi¢a na nedozrelom klasu postaju svetli i po¢inju da
bele. Klas moze biti potpuno zahvacen ili samo njegov deo, koji izumire iznad mesta
zaraze, a zrna postaju Stura. Zaraza u vreme cvetanja se Siri na klasi¢e zbog ¢ega dolazi
do prevremenog dozrevanja. U uslovima poviSene vlage, na zarazenim klasovima
obi¢no se javlja crvenoruziCasta micelija. Ukoliko je zahvaéen ceo klas postaje tanak i
zakrzljava, a klasi¢i su slepljeni uz vreteno. Sa inokulisanog klasa pSenice izvrSena je
reizolacija patogena. Dobijeni reizolati u potpunosti su odgovarali izvornim izolatima
po izgledu kolonija i morfoloSkim karakteristikama, ¢ime je potvrdena patogenost
izolata i zadovoljeni Kohovi postulati. Izolati F. graminearum pokazali su veliku
varijabilnost u ispoljavanju patogenosti na klasu pSenice u polju. Na klasovima koji su
kao negativna kontrola inokulisani sterilnom destilovanom vodom nije doslo do pojave

simptoma bolesti (Slika 16).

Slika 16. Inokulisani klasovi psenice: a- kontrola, b- umereno i c- jako izrazeni
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Ispitivani izolati F. graminearum ispoljili su varijabilnost u patogenosti koja je
ispitivana na klasu pSenice tokom 2011. i 2012. godine. U 2011. godini patogenost
izolata je varirala u Sirokom opsegu u zavisnosti od izolata. Opseg variranja prosecne
ocene stepena infekcije bio je od 1,75 (izolat 1339/2) do 5,25 (izolat 1485) kod izolata
poreklom sa pSenice (Tabela 17), kod izolata poreklom sa je¢ma je bila u opsegu od
1,90 (izolat 1839) do 4,40 (izolat 1772) (Tabela 18), dok je kod izolata poreklom sa
kukuruza bila u intervalu od 1,62 (izolat 1408) do 5,10 (izolat 1673) (Tabela 16). Kada
se uporede prose¢ne vrednosti ocene stepena infekcije tokom 2011. godine izmedu
izolata poreklom sa razli¢itih domacina uocava se da nije bilo znacajne razlike izmedu
izolata poreklom sa kukuruza (3,05), pSenice (3,060) i jeCma (3,16) (Tabele 16, 17 i 18).

Tokom 2012. godine, u uslovima vestacke inokulacije uoceno je da su ispitivani
izolati u proseku ispoljili ve¢u patogenost kod izolata poreklom sa sva tri domacina sa
kojih su izolovani u odnosu na 2011. godinu kada je razvoj simptoma fuzarioze klasa
pSenice bio slabije izraZzen. Prose¢no najslabiju patogenost ispoljili su izolati poreklom
sa pSenice (3,15), dok su najvecu prosecnu patogenost ispoljili izolati poreklom sa
jecma (3,46) (Tabele 17 i 18). Opseg variranja prose¢ne ocene u 2012. godini je bio od
1,90 (izolat 1368) do 5,75 (izolat 1673) kod izolata poreklom sa kukuruza, od 2,10
(izolat 1337) do 5,57 (izolat 2823) kod izolata poreklom sa pSenice i od 2,10 (izolat
1839) do 4,82 (izolat 1772) kod izolata poreklom sa je¢ma (Tabele 16, 17 i 18). Kada se
uporede svi ispitivani izolati, takode i u ovom testu patogenosti, pored vestacke
inokulacije klipa kukuruza i lista jeéma, F. vorosii i F. boothii spadaju u grupu manje
patogenih izolata.

Rezultati ispitivanja patogenosti izolata u laboratorijskim i poljskim uslovima
pokazali su da su svi ispitivani izolati bili patogeni. Agresivnost izmedu pojedinih
izolata je varirala kako u kontrolisanim uslovima, tako i u polju, ali isto tako i izmedu
izolata poreklom sa razli¢itih biljaka domacina (kukuruz, pSenica i jeCam). Nije uocena
povezanost izmedu porekla izolata i1 patogenosti na biljci domacdinu sa koje vode

poreklo.
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Tabela 16. Patogenost izolata Fusarium graminearum poreklom sa kukuruza na klasu

psSenice
Izolat 2011. godina 2012. godina
Ocena (1-7) Ocena (1-7)
Kontrola 1,00 a 1,15a
1408 162 b 2,10 cdefg
2811 1,90 bc 2,35 fghi
2822 1,95 cd 2,45 hi
1696 2,00 cde 3,65 tuv
2815 2,00 cde 2,40 ghi
1282/2 2,02 cdef 2,77 jk
1255 2,05 cdef 1,95 cd
1199 2,05 cdef 2,32 efghi
1165 2,15 cdefgh 3,30 nopgrs
1249 2,15 cdefgh 3,20 mnopgr
1482/2 2,17 cdefgh 3,17 Imnopq
1368 2,20 cdefgh 1,90 bc
2813 2,55 ij 1,97 cd
1030 2,57 ij 3,22 mnopqrs
656 2,77 jk 3,07 klmno
257 2,85 jkli 3,07 kimno
914 2,90 KkIm 2,35 fghi
2624 2,90 KkIm 3,00 kImn
1554/2 2,90 KIm 2,25 defghi
2812 3,10 kimnop 3,90 vwx
581 3,17 Imnopq 3,20 mnopgr
1195 3,20 mnopqq 2,55 ij
1419 3,30 nopgrs 3,52 rst
1010 3,30 nopgrs 3,37 opqrst
1751 3,37 opgrst 4,30 yz¢
1133 3,42 pgrst 3,90 vwx
943/2 3,47 qrst 3,90 vwx
1211 3,52 rst 3,85 uvw
762 3,55 stu 3,30 nopqrs
1495 3,70 tuv 4,17 xyz
699 4,10 wxy 4,32 yz¢
2533 4,20 xyz¢é 5,17¢
1649 4,45 z¢ 490 ¢
1268 4,50 ¢ 5,20 ¢
971 4,92 ¢ 522 &
880 4,95 ¢ 5,10¢
1673 5,10 ¢ 575¢
Prosek 3,05 3,41

*Vrednosti obelezene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%
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Tabela 17. Patogenost izolata Fusarium graminearum poreklom sa pSenice na klasu

psSenice
Izolat 2011. godina 2012. godina
Ocena (1-7) Ocena (1-7)
Kontrola 1,10 a 1,20 a
1339/2 1,75b 2,22 cdefg
831 185hb 2,30 efghi
870 1,87 bc 2,65 ijklmnop
866 1,90 bcd 2,75 kImnopgr
795 1,92 bed 2,40 fghijk
4135 2,00 bcde 2,35 efghij
767 2,05 bcdef 2,62 ijklmno
203 2,05 bedef 2,50 ghijkl
763 2,10 bcdef 2,25 defgh
687/2 2,10 bcdef 2,60 hijklmn
1370 2,30 efghi 3,00 opgrst
2621 2,35 efghij 3,15 st
744 2,52 ghijklm 2,10 bedef
789 2,65 ijklmno 3,10 rst
1490/2 2,72 jklmnogr 2,60 hijklmn
1337 2,90 mnopqrst 2,10 bcdef
1012 2,90 mnopgrst 3,75 uv
1343 2,90 mnopgrst 3,22 st
2818 2,92 nopqrst 3,95 uvwx
864 2,92 nopqrst 3,02 parst
677 3,00 opgrst 2,30 efghi
618 3,10 grst 3,75 uv
670 3,12 grst 2,10 bedef
1746 3,12 grst 3,65u
1443 3,22 st 2,65 ijklmnop
836 3,22 st 3,10 rst
2625 3,25u 2,85 Imnopgrs
892 3,25u 2,25 defgh
764 3,25 u 2,70 jkImnop
825 325 u 2,65 ijklmnop
2820 3,25 u 2,57 ghijklmn
1351/2 3,25 u 2,65 ijklmnop
779/2 3,75 uv 435y
749 3,90 uvwx 4,25 xy
1486/2 4,05 vwxy 3,65u
2635 4,10 vwxy 4,25 wxy
681 4,10 vwxy 3,77 uv
800 4,25 wxy 3,90 uwx
766 437y 4,90 z¢
1348 482 z 5,30 &8
2823 5,17 & 5,578
1485 5,25 ¢ 475z
Prosek 3,06 3,15

*Vrednosti obelezene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%
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Tabela 18. Patogenost izolata Fusarium graminearum poreklom sa je¢ma na klasu

psSenice
Izolat 2011. godina 2012. godina
Ocena (1-7) Ocena (1-7)
Kontrola 1,00 a 1,10 a
1839 1,90 bc 2,10 bc
1812 2,12¢ 2,90 fghi
891/2 2,25 cd 2,95 fghi
770/2 2,50 de 3,10 fghij
1801 2,75 ef 3,00 fghi
1517 2,80 ef 3,10 fghij
2254 2,87 fgh 3,00 fghi
1526 3,05 fghij 3,37 jki
1800 3,05 fghij 3,25ijk
2627 3,10 fghij 3,97 nopq
1528 3,10 fghij 3,05 fghij
2045 3,17 ghijk 3,22 hijk
654 3,25 ijk 3,00 fghi
1534 3,25ijk 3,62 Im
2672 3,25 ijk 2,85 fg
2078 3,50 ki 4,10 pqr
1493 3,65 Imn 4,25 qr
798 3,67 Imno 4,10 par
2630 3,87 mnop 4,25 qr
1217/2 3,95 mnopq 4,05 pq
805 4,12 pqr 4,00 opq
1772 440r 482s
Prosek 3,16 3,46

*Vrednosti obelezene istim slovom su na istom nivou znacajnosti u intervalu poverenja 95%

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na ispoljenu patogenost u

polju statisticki znacajno (p<0,01) uticali izolat sa kojim je vrSena inokulacija na klasu

pSenice, kao 1 godina istraZivanja. Interakcija ova dva faktora je takode visoko statisticki

znaajno uticala na zavisno promenljivu (p<0,01) kod izolata poreklom sa sva tri

domacina (Tabela 19).
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Tabela 19. Dvofaktorijalna analiza varijanse za uticaj godine inokulacije i izolata

poreklom sa kukuruza, psSenice i je¢ma na ispoljenu patogenost na klasu

pSenice
Kukuruz

Izvor Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti

SS Df MS F P
Godina 9,276 1 9,276 225,06 0,00**
Izolat 272,133 36 7,559 183,40 0,00**
Godina x lzolat 19,436 36 0,540 13,10 0,00**
Greska 9,150 222 0,041

PSenica

Izvor Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti

SS Df MS F P
Godina 0,598 1 0,598 12,09 0,00**
Izolat 239,633 41 5,991 121,25 0,00**
Godina x lzolat 27,250 41 0,681 13,79 0,00**
Greska 12,155 246 0,049

JeCam

Izvor Suma Stepeni Sredina Koli¢nik Nivo
variranja kvadrata slobode kvadrata znacajnosti

SS Df MS F P
Godina 3,811 1 3,811 85,53 0,00**
Izolat 65,076 21 3,099 69,54 0,00**
Godina x lzolat 4,560 21 0,217 4,87 0,00**
Greska 5,883 132 0,045

*Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) ; **Statisticki visoko zacajna razlika (p<0,01)

Utvrdena je statisti¢ki visoko znacajna pozitivna korelacija (p<0,01) izmedu

patogenosti ispitivanih izolata na listu je¢ma i klipu kukuruza, odnosno klasu psenice,

bez obzira na poreklo biljke domacina sa koje su izolovani (Tabela 20). Isto tako,

utvrdena je statisticki visoko znacajna pozitivna korelacija (p<0,01) izmedu patogenosti

ispoljene na klasu psenice i klipu kukuruza (Tabela 21).
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Tabela 20. Korelacija izmedu patogenosti izolata razli¢itog porekla na je¢mu, pSenici i

kukuruzu

Pat.na Patogenost u polju
listu je¢ma klas pSenice Klip kukuruza
4
Poreklo kukuruz pSenica jeCam kukuruz ~ pSenica jeCam
kukuruz 092" 0,90
psenica 0,89" 0,83"
jeGam 0,93" 0,87

*Statisti¢ki zacajna razlika (p<0,05);**Statisti¢ki visoko zacajna razlika (p<0,01)

Kk

Tabela 21. Korelacija izmedu patogenosti na klasu pSenice i klipu kukuruza

Pat. na klasu

pSenice Patogenost na klipu kukuruza

U

Poreklo Kukuruz pSenica jeCam

kukuruz 093"

pSenica 0,82

jeCam 081"
*Statisticki zacajna razlika (p<0,05); **Statisticki visoko za¢ajna razlika (p<0,01)

5.4. Varijabilnost toksigenih svojstava

5.4.1. Potencijal produkcije izolata Fusarium graminearum pomo¢u ELISA

metode

ELISA metodom utvrden je potencijal produkcije zearalenona i deoksinivalenola
ispitivanih izolata F. graminearum, kao najznacajnije toksigeno svojstvo.

Zearalenon (ZEA). Koncentracija ZEA varirala je kako izmedu izolata

poreklom sa istog domacina tako i1 izmedu izolata poreklom sa razli¢itth domacina.
Najveca ukupna prosecna koncentracija sintetisanog toksina (44,28 pg/kg) uocena je
kod izolata poreklom sa pSenice, dok je najmanja ukupna prosecna koncentracija (35,73
Hg/kg) bila kod izolata poreklom sa jecma (Tabela 24). Najsiri opseg variranja u
produkciji ZEA uocen je kod izolata poreklom sa pSenice od 2,11 do 162,8 pg/kg, a
najmanji opseg kod izolata poreklom sa je¢ma (2,26-114,3 pg/kg) (Tabela 22). Najvece
koncentracije ZEA detektovane su kod izolata 1339/2 (162,8 pg/kg) poreklom sa
pSenice, kod izolata 971 (123,17 pg/kg) poreklom sa kukuruza i kod izolata 805 (114,35
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Mo/kg) poreklom sa je¢ma (Tabela 24). Najmanje koncentracije ovog mikotoksina
detektovane su kod izolata 880 (0,25ug/kg) poreklom sa zrna kukuruza, 766 (2,11
Hg/kg) poreklom sa pSenice i kod 1217/2 (2,26 pg/kg) poreklom sa je¢ma (Tabela 24).
Uoceno je da je najveci procenat ispitivanih izolata sintetisao ZEA u koncentracijama
izmedu 10 i 50 pg/kg kod izolata poreklom sa sva tri domacina (Tabela 22). U
najmanjem procentu detektovane su koncentracije ZEA vece od 100 pg/kg, kod izolata
poreklom sa je¢ma (4,54,%), a kod izolata poreklom sa kukuruza u nesto vecem
procentu (5,40%), dok je kod izolata poreklom sa pSenice taj procenat bio najveci
(11,90%) (Tabela 22). 1zolat koji je na molekularnom nivou identifikovan kao F. vorosii
sintetisao je najveée koncentracije ZEA od svih ispitivanih izolata (162,8 pg/kg), dok su
izolati identifikovani kao F. boothii sintetisali ¢etiri puta manje ZEA 37,52 pug/kg (izolat
4135) i 26,88 ug/kg (izolat 2822) (Tabela 24).

Tabela 22. Potencijal produkcije deoksinivalenola i zearalenona kod ispitivanih izolata

Fusarium graminearum

Koncentracija DON (ug/g) ZEA (ug/ko)
mikotoksina kukuruz pSenica jeCam kukuruz pSenica jeCam
% izolata

<10 13,51 0 13,63 24,32 19,05 18,18

10-50 32,43 38,09 27,27 51,35 57,15 63,64

50-100 35,13 45,24 50,00 18,92 11,90 13,64

> 100 18,92 16,66 9,09 5,40 11,90 4,54
Opseg 0,5-334,4 13,3-441,3 2,3-202,7 | 0,25-123,2 2,11-162,8 2,26-114,3

Deokinivalenol (DON). Rezultati kvantitativne analize DON-a ispitivanih

izolata F. graminearum pokazali su da je izolat 2621 poreklom sa pSenice sintetisao
najviSe koncentracije DON-a (441,3 pg/g), dok je najmanje koncentracije (0,5 ug/g)
produkovao izolat 581 sa kukuruza (Tabela 24). Poredenjem ukupnih prosecnih
koncentracija DON-a poreklom sa razli¢itih domacina uoceno je da su izolati F.
graminearum poreklom sa je¢ma sintetisali najmanje koncentracije DON-a (62,82
Mo/g), a izolati poreklom sa pSenice najveée koncentracije (88,47ug/g) DON-a (Tabela
24). Uocen je najve¢i opseg variranja koncentracija ovog mikotoksina kod izolata
poreklom sa pSenice od 13,3 pg/g (izolat 4135) do 441,3 pg/g (izolat 2621), a najman;ji
opseg variranja od 2,3 ug/g (izolat 1801) do 202,7 ug/g (izolat 1812) uocen je kod
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izolata poreklom sa je¢ma (Tabela 24). Najveci procenat ispitivanih izolata poreklom sa
sva tri domacina imao je koncenracije DON-a izmedu 50 i 100 pg/g (Tabela 22). Svi
ispitivani izolati poreklom sa pSenice sintetisali su koncentracije DON-a veée od 10
Mg/g. Kod izolata poreklom sa je¢ma uocava se da je najmanji procenat izolata (9,09%)
imao koncentracije preko 100 ug/g (Tabela 22). Ispitivani izolati F. graminearum u
proseku su sintetisali veé¢e koncentracije DON-a nego ZEA kod sva tri domacina
(Tabela 24). lzolat F. vorosii sintetisao je manje DON-a u poredenju sa veéinom
ispitivanih izolata F. graminearum (29,4 pg/g). Takode, izolati F. boothii su sintetisali
niske koncentracije DON-a 0,6 pg/g (izolat 2822) odnosno 13,3 ug/g (izolat 4135)
(Tabela 24).

Rezultati Elisa testa pokazali su da postoji statisticki visoko znacajna korelacija
izmedu potencijala produkcije DON i ZEA kod izolata F. graminearum poreklom sa
kukuruza, dok kod izolata poreklom sa pSenice 1 jeCma nije uocena statisticki znacajna

korelacija izmedu ispitivanih mikotoksina (Tabela 23).

Tabela 23. Korelacija izmedu sinteze deoksinivalenola i zearalenona kod izolata

Fusarium graminearum

Mikotoksin Koeficient korelacije (r)
DON
Kukuruz PSenica Jecam
Kukuruz 0,55
ZEA Pienica 0,28
Jecam 0,36

*Statisti¢ki znacajna razlika (p<0,05) ; **Statisticki visoko zacajna razlika (p<0,01)
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Tabela 24. Potencijal produkcije deoksinivalenola i zearalenona izolata Fusarium

graminearum

PSenica Kukuruz JeCam
Izolat DON ZEA Izolat DON ZEA I1zolat DON ZEA
(ug/g)  (palkg) (Mg/g)  (pg/kg) (Mo/g)  (pg/kg)
203 40.2 12.93 257 149.8 102.33 654 68.1 29.29
618 91.5 46.73 581 0.5 39.48 770/2 70.2 7.03
670 42.4 13.81 656 240.8 35.92 798 50.7 13.21
677 21.7 38.36 699 334.4 88.93 805 93.9 114.35

681 170.1 45,21 762 65.7 31.55 891/2 21.2 44.39
687/2 89.8 15.99 880 33.3 0.25 1217/2 62.3 2.26
744 95.0 64.94 914 64.8 9.55 1493 76.6 37.94
749 58.2 32.33 943/2 20 96.47 1517 3,0 2.55
763 23.8 9.27 971 168.3  123.17 1526 28.8 18.89
764 82.1 12.87 1010 3.7 7.28 1528 89.3 65,12
766 66.7 2.11 1030 88.9 32.06 1534 174.9 36.35
767 16.6 4.26 1133 97.7 90.12 1772 53.2 39,27
779/2 75.8 30.26 1165 35.5 20.64 1800 67,56 59,16
789 51.6 9.67 1195 38.6 14.84 1801 2.3 15,19
795 65.7 48.74 1199 47.4 9.21 1812 202.7 46.46
800 42.5 25.65 1211 23.3 22.49 1839 16.4 31.06

825 80.0 122.79 1249 17.5 24.02 2045 48 27.52
831 41.2 18.67 1255 99.4 39.77 2078 98.4 22.15
836 13.4 7.47 1268 41.2 6.58 2254 2.8 7.43

864 353.1 39.57 1282/2 2.9 8.06 2627 23.5 47.26
866 14.2 21.87 1368 79.1 35,08 2630 45.2 32.23
870 53.8 25,32 1408 25 14,87 2672 83 87,06
892 15.9 12.22 1419 19.8 4.77 Prosek 62,82 35,73
1012 48.8 7.48 1482/2 155.2 59.77
1337 79.8 7.84 1495 64.5 37,98
1339/2 29.4 162,8 1554/2 97.5 38.49
1343 98.2 18,99 1649 373.8 92.14
1348 187.8 39.46 1673 41.9 24.69
1351/2 53.7 98.09 1696 47.3 21.03
1370 23.8 32.85 1751 96 51,26
1443 108.3 2.73 2533 51.5 20,26
1485 184.6 117.98 2624 84.5 46.53
1486/2 45.7 93.24 2811 99.6 67,51
1490/2 66.6 118.43 2812 72.6 1.12
1746 85.8 96.09 2813 193.7 0.54
2621 441.3 136.81 2815 2.6 28.34
2625 95.4 42.68 2822 0.6 26.88
2635 71.3 36.015 = Prosek 83,21 37,13
2818 93.8 94.26
2820 44.2 29.52
2823 338.7 26.07
4135 13.3 37.52
Prosek 88,47 44,28
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5.4.2. Odredivanje hemotipova izolata Fusarium graminearum pomocu
HPLC metode

Odredivanje hemotipova izolata F. graminearum wuraden je hemijskim
analizama, primenom visoko efikasne te¢ne hromatografije sa UV detekcijom
(HPLC/UV). Pomo¢u ove metode uraden je toksikoloski profil izolata F. graminearum,
odnosno sposobnost sinteze nivalenola (NIV) i deoksinivalenola kao i njegovih acetil
estar derivata (3ADON i 15ADON) (Slike 181 19).

Slika 17. Hromatogram 15ADON i 3 ADON u standardu (A) i inokulisanom uzorku
kukuruza izolatom 618 (B)

Slika 18. Hromatogram nivalenola u standardu (A) i inokulisanom uzorku kukuruza
izolatom 618 (B)
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Rezultati kvalitativne i kvantitativne analize pokazali su da postoji velika
varijabilnost izolata u ovom svojstvu (Tabele 25, 26 i 27). Uporedivanjem ukupnih
prosecnih koncentracija 15SADON, uocava se da su izolati poreklom sa kukuruza
sintetisali najvece koncentracije (31,96 ug/g) (Tabela 25), dok su najmanje produkovali
izolati poreklom sa je¢ma (24,79 ug/g) (Tabela 27). Ukupne prosecne koncentracije
3ADON su bile iste kod izolata poreklom sa pSenice 1 je¢ma, dok su izolati poreklom sa
kukuruza imali dvostruko vece prosecne koncentracije (Tabele 25, 26 1 27). lzolati vrste
F. boothii (izolat 2822 i izolat 4135) i F. vorosii (izolat 1339/2) produkovali su samo
15ADON, dok 3ADON i NIV nije detektovan (Tabele 25 i 26, Grafikoni 4i5).

Na osnovu dobijenih rezultata uocava se veliki diverzitet u produkciji DON
derivata. Vecina ispitivanih izolata F. graminearum ss bez obzira na poreklo (kukuruz,
pSenica ili jeCam) pripadali su 15ADON hemotipu. Detektovan je i 3ADON hemotip ali
u znacajno manjem broju (13/101) u odnosu na 15ADON hemotip (88/101), dok
nijedan ispitivan izolat iz Srbije nije pripadao NIV hemotipu (Tabele 25, 26 i 27).
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Tabela 25. Toksikoloski profil izolata Fusarium graminearum poreklom sa kukuruza

Rezultati

Izolat DON (ug/g) 15ADON (ng/g) 3ADON (ng/g) NIV (ug/g) Hemotip
581 64,97 20,92 41,11 ND 3ADON
656 29,68 10,78 14,78 0,51 3ADON
914 35,68 12,37 14,57 0,71 3ADON

943/2 3,18 0,63 1,03 0,42 3ADON
1010 6,38 0,71 3,01 ND 3ADON
1165 16,18 1,77 10,65 ND 3ADON
1195 97,41 24,72 59,60 0,28 3ADON
1249 159,25 72,47 72,85 1,65 3ADON
1368 10,55 ND 3,42 2,31 3ADON
257 31,88 18,57 5,85 0,75 15ADON
699 54,75 41,32 6,68 0,62 15ADON
762 27,32 14,66 4,39 0,36 15ADON
880 64,96 36,73 22,64 1,21 15ADON
971 27,49 22,66 1,73 ND 15ADON
1030 24,63 18,67 1,58 0,55 15ADON
1133 154,97 125,97 6,33 0,73 15ADON
1199 94,67 57,59 25,51 0,32 15ADON
1211 56,97 46,71 1,46 1,45 15ADON

1255 43,19 30,57 5,69 ND 15ADON

1268 107,31 54,67 42,20 1,63 15ADON

1282/2 42,18 25,12 5,18 1,25 15ADON
1408 39,63 26,62 5,32 0,40 15ADON
1419 40,38 20,79 13,97 0,59 15ADON

1482/2 42,67 32,14 2,52 0,68 15ADON
1495 17,69 12,12 1,67 ND 15ADON

1554/2 94,66 65,02 21,04 0,31 15ADON

1649 19,95 13,41 2,21 0,62 15ADON

1673 14,57 9,75 ND ND 15ADON

1696 31,62 25,36 0,19 1,08 15ADON

1751 22,23 15,36 1,96 0,55 15ADON

2533 19,22 11,40 0,59 0,96 15ADON

2624 78,47 55,61 20,10 0,53 15ADON

2811 135,67 114,68 7,74 0,47 15ADON

2812 8,97 5,47 0,89 0,49 15ADON

2813 45,58 33,58 6,40 0,37 15ADON

2815 100,97 93,07 0,82 0,87 15ADON

2822 12,58 11,61 ND ND 15ADON

Prosek 50,79 31,99 11,77 0,61

ND - nije detektovan
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Tabela 26. Toksikoloski profil izolata Fusarium graminearum poreklom sa pSenice

Izolat DON (ug/g) 15ADON (ung/g) 3ADON (pg/g) NIV (ug/g) Hemotip
800 12,31 2,73 3,73 1,43 3ADON
1370 64,36 18,99 36,51 1,48 3ADON
203 38,15 29,11 2,50 1,03 15ADON
618 57,68 46,81 6,66 0,24 15ADON
670 32,19 26,94 ND 1,19 15ADON
677 103,59 69,97 26,82 1,97 15ADON
681 71,26 58,76 3,90 1,54 15ADON
687/2 39,63 31,88 2,36 ND 15ADON
744 26,96 16,75 2,85 1,47 15ADON
749 95,95 78,14 9,77 ND 15ADON
763 9,18 5,68 ND 0,27 15ADON
764 40,36 23,31 9,52 1,34 15ADON
766 6,09 3,18 0,93 ND 15ADON
767 19,85 12,38 1,65 0,83 15ADON
779/2 72,22 46,58 17,81 1,25 15ADON
789 43,47 27,19 12,37 0,33 15ADON
795 18,56 11,69 1,61 ND 15ADON
825 21,59 16,07 1,76 0,60 15ADON
831 9,13 6,67 0,43 0,70 15ADON
836 24,56 15,40 2,39 0,73 15ADON
864 28,95 22,07 2,04 ND 15ADON
866 5,27 1,69 1,08 ND 15ADON
870 37,86 24,77 5,29 ND 15ADON
892 11,20 6,91 0,59 0,72 15ADON
1012 16,28 10,05 1,84 0,61 15ADON
1337 39,63 26,46 7,09 0,40 15ADON
1339/2 30,97 28,71 ND ND 15ADON
1343 46,38 24,69 16,41 0,64 15ADON
1348 75,69 46,84 22,79 0,88 15ADON
1351/2 101,97 90,97 5,91 0,67 15ADON
1443 52,97 35,66 9,06 0,75 15ADON
1485 59,25 50,05 1,49 0,57 15ADON
1486/2 14,69 9,58 0,38 1,05 15ADON
1490/2 46,74 40,66 1,89 0,31 15ADON
1746 41,78 32,15 4,25 1,25 15ADON
2621 46,32 37,75 1,79 0,67 15ADON
2625 19,82 14,37 0,85 ND 15ADON
2635 45,69 34,60 1,96 0,41 15ADON
2818 37,39 25,13 2,18 1,25 15ADON
2820 57,36 48,85 0,99 0,85 15ADON
2823 94,98 75,12 12,35 1,27 15ADON
4135 10,23 7,92 ND ND 15ADON
Prosek 41,15 29,60 5,80 0,68

ND - nije detektovan
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Tabela 27. Toksikoloski profil izolata Fusarium graminearum poreklom sa je¢ma

Izolat DON (pg/g) 15ADON (ng/g) 3ADON (ug/g) NIV (ug/g) Hemotip

1528 4,12 1,07 1,19 0,29 3ADON
2254 11,09 2,33 3,28 1,53 3ADON
654 61,23 26,71 26,63 0,61 15ADON
770/2 14,21 6,21 1,35 1,15 15ADON
798 12,83 7,20 0,22 0,68 15ADON
805 46,41 32,81 4,85 ND 15ADON
891/2 50,12 31,23 10,17 0,86 15ADON
1217/2 75,18 62,26 3,61 1,83 15ADON
1493 21,14 14,19 0,10 ND 15ADON
1517 15,36 10,34 2,49 0,19 15ADON
1526 41,87 25,89 8,87 0,35 15ADON
1534 8,74 6,23 0,68 ND 15ADON
1772 58,36 49,84 5,33 0,41 15ADON
1800 8,32 4,49 0,92 0,72 15ADON
1801 104,98 95,07 3,10 ND 15ADON
1812 31,69 23,68 3,25 1,31 15ADON
1839 17,38 10,59 0,11 0,92 15ADON
2045 19,61 9,86 3,71 1,73 15ADON
2078 29,97 21,10 4,61 1,36 15ADON
2627 42,55 19,98 15,08 1,36 15ADON
2630 22,43 13,44 0,67 0,24 15ADON
2672 102,32 71,05 26,76 1,32 15ADON
Prosek 36,36 24,79 5,77 0,76

ND - nije detektovan

Ispitivanjem izolata F. graminearum (101), poreklom iz razli¢itih agroekoloskih
uslova Srbije, pomo¢u HPLC metode uocena su dva hemotipa 3ADON 1 15ADON.
Veéina ispitivanih izolata pripadala je 15ADON hemotipu sa procentualnom
zastupljenoscu 87,13%, dok je 3ADON hemotipu pripadalo 12,87% izolata. Izolati
poreklom sa pSenice imali su najve¢i procenat izolata koji su pripadali 15SADON
hemotipu (95,24%), a zatim izolati poreklom sa je¢ma (90,91%), dok je kod izolata
poreklom sa kukuruza uocen najmanji procenat (75,67%) onih Kkoji su pripadali
15ADON hemotipu. Kod izolata poreklom sa kukuruza 3ADON hemotip detektovan je
u 24,33%, je¢ma 9,09% i pSenice 4,76% (Tabela 28).

Najveci opseg variranja koncentracija 15ADON uocen je kod izolata poreklom
sa kukuruza (0 - 125,97 pg/g), dok je najmanji opseg koncentracija uocen kod izolata
poreklom sa je¢ma (1,07 - 71,05 po/g) (Tabela 28). Takode, izolati poreklom sa
kukuruza imali su i najveéi opseg variranja koncentracija 3ADON (0 do 72,85 pg/g), a

najmanji opseg variranja ovog mikotoksina uocen je takode kod izolata poreklom sa
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jec¢ma (0,10 - 26,76 ug/g). Kod svih ispitivanih izolata F. graminearum poreklom sa sva

tri domacina uo¢ene su koncentracije NIV u niskom opsegu (do 2,31 pg/g) (Tabela 28).

Tabela 28. Stepen ucestalosti i opseg koncentracija 15ADON, 3ADON i NIV

Kukuruz
15ADON 3ADON NIV
Ucestalost
pozitivnih uzoraka 75,67 24,33 0
(%)
8@2&;’ 0— 125,97 0-72,85 0-2,31
PSenica
15ADON 3ADON NIV
Ucestalost
pozitivnih uzoraka 95,24 4,76 0
(%)
8@2&;’ 1,69 — 90,97 0-136,51 0-1,97
Jefam
15ADON 3ADON NIV
Ucestalost
pozitivnih uzoraka 90,91 9,09 0
(%)
a%s}zg 1,07 71,05 0,10 — 26,76 0-183
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Grafikon 6. Koncentracije mikotoksina izolata Fusarium graminearum poreklom sa
jecma



Rezultati

5.4.3. Odredivanje trihotecenskih hemotipova geneti¢kim analizama

Sa ciljem odredivanja trihotecenskih hemotipova uradena je multipleks PCR
reakcija koris¢enjem dva seta specificnih prajmera dizajniranih na osnovu sekvenci
gena ukljucenih u produkciju trihotecena. Hemotipovi su detektovani pomocu seta
prajmera TRI3 i TRI12. Kao rezultat PCR reakcije, kori§¢enjem ovih prajmera,
utvrdeno je prisustvo amplifikovanih fragmenata DNK veli¢ine 610 bp za TRI3 1 670 bp
za TRI12 (Slika 19). Ovo ukazuje da su svi ispitivani izolati F. graminearum (101) iz
razli¢itih agroekoloskih uslova u Srbiji, poreklom sa kukuruza, pSenice i je¢ma pripadali
15ADON hemotipu, bez obzira na poreklo izolata, odnosno sa koje biljke domacina su
izolovani (Slika 19).

7.8 9 10 11 12

Slika 19. Elektroforetska analiza PCR produkata dobijenog koris¢enjem
specifiénih prajmera: (A) TRI3 (amplifikovani produkti 610 bp) i (B) TRI12
(amplifikovani produkti 670 bp), M: 100 bp DNK marker (Thermo Fisher Scientific,
USA), 1-12: izolati F. graminearum (1- izolat 687/2, 2- izolat 914, 3- izolat 1339/2, 4-
izolat 1343, 5- izolat 1348, 6- izolat 1486/2, 7- izolat 1485, 8- izolat 1517, 9- izolat
1772, 10- izolat 2812, 11- izolat 2822 i 12- izolat 4135).
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5.5. Geneti¢ka varijabilnost izolata Fusarium graminearum

Molekularna identifikacija 101 ispitivanih izolata F. graminearum obavljena je
amplifikacijom TEF-/a gena pomocu efl/ef2 para prajmera i sekvenciranjem dobijenog
fragmenta. Nakon obrade dobijenih sekvenci, koris¢enjem softverskog paketa MEGA
6.0 i poredenjem sekvenci, uoc¢eno je da su se izolati grupisali u 12 razli¢itih grupa
(Tabela 29). U okviru jedne grupe izolati su bili identi¢ni tako da je iz svake grupe
izabran po jedan izolat kao predstavnik grupe, koji su dalje koris¢eni za filogenetske

analize (sekvenciranje f—tubulin i histon H3 gena).

Tabela 29. Nukleotidna sli¢nost izolata Fusarium graminearum na osnovu TEF-

la gena
Grupa Izolati u grupi Nukleotidna sli¢nost u okviru
grupe
1 677, 764, 831, 870, 1030, 1165,
1255, 2813, 1351/2, 1408, 1419, 100%
1746, 1800, 2078, 2533, 2621, 2624,
2672, 2815, 2822
2 618, 744, 779/2, 795, 825, 1211, 100%
1268, 1486/2, 2818
3 687/2, 866, 1010, 1370, 1839, 2254, 100%
2627
4 800, 805, 1217/2, 1801, 1493, 2812 100%
5 654, 749, 763, 766, 767, 892, 1482/2, 100%
1485, 1649, 1673, 1696, 1772, 2630,
6 257, 681, 943/2, 971, 1443, 1495,
2811 100%
7 203, 699, 789, 2635, 4135 100%
8 656, 762, 1012, 1133, 1199, 1249, 100%
1282/2, 1517, 1526, 1534, 1751
9 1339/2 100%
10 670, 914, 1368, 1554/2, 100%
11 836, 864, 1343, 1490/2, 2045 100%
12 581, 770/2, 798, 880, 891/2, 1195,
1337, 1348, 1528, 1812, 2625, 2820, 100%
2823

*QOznake izolata koje su napisane crvenom bojom su predstavnici grupe
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5.5.1. Molekularna identifikacija

Primenom PCR metode 1 sekvenciranjem umnoZzenih fragmenata DNK,
obavljena je identifikacija ispitivanih izolata F. graminearum. PCR reakcija obavljena
je koris¢enjem parova prajmera za umnozavnje specificnih regiona tri razliCita gena:
elongacioni faktor TEF—/a (efl/ef2), f—tubulin (T1/T22) i histon H3 (H3-1a /H3-1b).
Amplifikovani su fragmenti oCekivanih veli¢ina: koris¢enjem prajmera efl/ef2 doslo je
do amplifikacije fragmenta veli¢ine oko 700 bp (Slika 20), T1/ T22 fragmenta veli¢ine
oko 1300 bp (Slika 21) i H3-1a /H3-1b fragmenta veli¢ine oko 600 bp (Slika 22), kod

svih ispitivanih izolata.

700 bp

Slika 20. Elektroforetska analiza PCR proizvoda dobijenih koris¢enjem para
prajmera efl/ef2, M: 100 bp DNK marker (Thermo Fisher Scientific, USA), 1-12:
izolati F. graminearum (1- izolat 687/2, 2- izolat 914, 3- izolat 1339/2, 4-izolat 1343, 5-
izolat 1348, 6- izolat 1486/2, 7- izolat 1485, 8- izolat 1517, 9- izolat 1772, 10- izolat
2812, 11- izolat 2822 i 12- izolat 4135).

3 4 5% &7 8931911 12

Slika 21. Elektroforetska analiza PCR proizvoda dobijenih koris¢enjem prajmer
para T1/T22, M: 100 bp DNK marker (Thermo Fisher Scientific, USA), 1-12: izolati F.
graminearum (1- izolat 687/2, 2- izolat 914, 3- izolat 1339/2, 4-izolat 1343, 5- izolat
1348, 6- izolat 1486/2, 7- izolat 1485, 8- izolat 1517, 9- izolat 1772, 10- izolat 2812, 11-
izolat 2822 i 12- izolat 4135).
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M 1 23 45 6 7 8 951011 12

Slika 22. Elektroforetska analiza PCR proizvoda dobijenih kori§¢enjem prajmer
para H3-1a /H3-1b, M: 100 bp DNK marker (Thermo Fisher Scientific, USA), 1-12:
izolati F. graminearum (1- izolat 687/2, 2- izolat 914, 3- izolat 1339/2, 4-izolat 1343, 5-
izolat 1348, 6- izolat 1486/2, 7- izolat 1485, 8- izolat 1517, 9- izolat 1772, 10- izolat
2812, 11- izolat 2822 i 12- izolat 4135).

Nakon sekvenciranja tri razli¢ita dela genoma TEF—/a, histon H3 i f—tubulina
12 odabranih izolata (687/2, 914, 1339/2, 1343, 1348, 1486/2, 1495, 1517, 1772, 2812,
2822, 4135) dobijene konsenzus nukleotidne sekvence deponovane su u GenBank bazu
podataka i dodeljeni su im pristupni brojevi (Tabela 30). Identifikacija odabranih izolata
izvrSena je medusobnim viSestrukim uparivanjem i proratunom geneticke sli¢nosti
dobijenih sekvenci, kao i poredenjem sa drugim sekvencama izolata koje su dostupne u

GenBank bazi podataka.

Tabela 30.

dodeljenim Gen Bank pristupnim brojevima

Izolati Fg kompleksa identifikovani tokom istrazivanja sa

Biljka Gen Bank pristupni broj
Vrsta Izolat domadin TEF-1a  p-tubulin  histon H3
F. graminearum 687/2 PSenica MF974399 MG063783 MF999139
914 Kukuruz MF974400 MG063784 MF999140
1343 Psenica MF974402 MG063786 MF999142
1348 PSenica MF974403 MG063787 MF999143
1486/2  Psenica MF974404 MG063788 MF999144
1495 Kukuruz MF974405 MG063789 MF999145
1517 JeCam MF974406 MG063790 MF999146
1772 JeCam MF974407 MG063791 MF999147
2812 Kukuruz MF974408 MG063792 MF999148
F. vorosii 1339/2  Psenica MF974401 MG063785 MF999141
F. boothii 2822 Kukuruz MF974409 MG063793 MF999149
4135 Psenica MF974410 MG063794 MF999150
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Nakon sekvenciranja PCR produkata koris¢enjem para prajmera efl/ef2 koji
omogucavaju amplifikaciju proteinskog gena TEF—/a i obrade sekvenci u softverskom
paketu MEGA verzija 6.0., medusobnim poredenjem 12 odabranih sekvenci dobijenih u
ovim istraZivanjima (687/2, 914, 1339/2, 1343, 1348, 1486/2, 1485, 1517, 1772, 2812,
2822, 4135) utvrdena je sli¢nost od 98,9% do 99,8%. Sekvenca oznaéena kao 1339/2
najviSe se razlikovala od svih ostalih sekvenci (Tabela 31). Najnizi stepen nukleotidne
slicnost sa razlikom u 10 nukleotida uocen je izmedu izolata 1339/2 i 1343 (sli¢nost
98,9%), a najveca identi¢nost (99,2%) sa razlikom u 9 nukleotida ispoljena je za
pomenuti izolat sa izolatima 1348, 1485, 2812 i 4135. Ova nukleotidna razlika podrzava
razdvajanje izolata 1339/2 u posebnu vrstu F. vorosii u okviru Fg kompleksa. Kada se
izuzme izolat 1339/2 i uporede sekvence svih ostalih izolata uocava se visok stepen
nukleotidne identi¢nosti od 99,3% do 99,8%. Izolat 1348 najvise se razlikovao od
izolata 1495 (Cetiri nukleotida), dok je medu ostalim izolatima razlika bila od jednog do
tri nukleotida (identi¢nost 99,5 do 99,8 %). Poredenjem 12 sekvenci ispitivanih izolata
na osnovu TEF—/a proteinskog gena uocava se da se izolat 1339/2 izdvojio u posebnu
grupu, dok su svi ostali izolati medusobno imali visok stepen nukleotidne identi¢nosti
(Tabela 31).

Tabela 31. Sli¢nost ispitivanih izolata na osnovu TEF—/a« proteinskog gena

687/2 | 914 | 1339/2 | 1343 | 1348 | 1486/2 | 1495 | 1517 | 1772 | 2812 | 2822 | 4135

687/2

914 99,7

1339/2 | 99,1 | 99,1

1343 99,5 | 99,8 98,9

1348 99,8 | 99,8 99,2 | 99,7

1486/2 | 99,7 | 99,7 99,1 | 99,5 99,8

1495 99,8 | 99,8 99,2 | 99,7 | 99,3 99,8

1517 99,7 | 99,7 99,1 995 998 99,7 | 99,8

1772 99,5 | 99,5 99,0 | 99,5 | 99,7 995 | 99,7 | 995

2812 99,8 | 99,8 99,2 | 99,7 | 998 99,8 | 99,8 | 99,8 | 99,7

2822 99,7 | 99,7 99,1 995 998 99,8 | 99,8 | 99,7 | 995 | 99,8

4135 99,8 | 99,8 99,2 | 99,7 | 998 99,8 | 99,8 | 99,8 | 99,7 | 99,8 | 99,8
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Pomo¢u BLAST analize, dobijene konsenzus nukleotidne sekvence TEF—/a
gena poredene su sa sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka. BLAST analiza
pokazala je da je nukleotidna identi¢nost sa sekvencama izolata G. zeae (anamorf F.
graminearum) deponovanih u GenBank bazi podataka u opsegu od 98% do 100%.

Analiza sekvenci 12 izolata F. graminearum ispitivanih u ovom istrazivanju
pokazala je da je 10 sekvenci imalo 100% nukleotidne identi¢nosti, dok je jedna
sekvenca pokazala 99% sa sekvencama izolata vrste F. graminearum poreklom iz
razli¢itih delova sveta (Poljske, Italije, Irana, Afrike itd.). Analiza jedne sekvence
izolata 1339/2 pokazala je 99% nukleotidne identi¢nosti sa izolatima F. asiaticum, F.
graminearum i F. boothii, dok je 100% nukleotidne identi¢nosti pokazala sa sekvencom
referentnog izolata F.vorosii NRRL 37605 (DQ459745). Najnizi stepen nukleotidne
identi¢nosti sa razlikom u 7 nukleotida, ispitivani izolat 1339/2 ispoljio je sa
sekvencama F. asiaticum (KMO062023) poreklom sa Tajvana, F. graminearum
(KP267345) poreklom iz Kine i F. boothii (HQ889141) poreklom iz Afrike. lzolat
1339/2 ispoljio je najvisi stepen nukleotidne sli¢nosti od 100% sa sekvencom izolata F.
vorosii poreklom sa psenice iz Madarske (DQ459745). Rezultati BLAST analize 12
na osnovu TEF—/a gena prikazani su u tabeli 32. Na osnovu proraduna geneticke
slicnosti odabranih sekvenci za gen TEF—/a, 11 izolata identifikovani su kao F.
graminearum ss, dok je jedan izolat 1339/2 identifikovan kao F. vorosii.

.....

NCBI na osnovu TEF—/a gena

Elongacioni faktor (TEF—/a)

Izolat Pristupni broj u Sliénost BLAST analize  Broj nt razlika Broj
NCBI poredenih nt
687/2 JX118875 100% 0 666/666
914 KX092467 99% 1 665/666
1339/2 DQ459745 100% 0 641/641
1343 JF270176 100% 0 666/666
1348 KP267337 100% 0 665/665
1486/2 KP674201 100% 0 666/666
1485 KX092467 100% 0 666/666
1517 JF270216 100% 0 665/665
1772 KX269081 100% 0 608/608
2812 KX092467 100% 0 666/666
2822 KP674201 100% 0 666/666
4135 KX092467 100% 0 665/665

*nt- nukleotidna identi¢nost

109



Rezultati

Pored TEF—/a gena za sekvenciranje koris¢eni su i amplifikovani PCR produkti
dobijeni pomocu para prajmera H3-la/H3-1b koji omogucavaju amplifikaciju
histonskog H3 gena. Dobijene sekvence 12 odabranih izolata (Tabela 33) medusobno su
poredene i utvrdena je sli¢nost izmedu izolata od 98,5% do 100%. Uoceno je da su
izolati 687/2, 914, 1343, 1348, 1486/2, 1485, 1517, 1772 i 2812 imali medusobom
100% identi¢nosti i izdvojeni su u posebnu grupu (grupa ). lzolati 2822 i 4135 bili su
medusobno identi¢ni (sli€nost 100%) i svrstani su u grupu II, dok se izolat 1339/2
najvise razlikovao od svih ostalih izolata i svrstan je u grupu Ill. lzolati grupe I su se
razlikovali od izolata grupe II u 9 nukleotida, odnosno sli¢nost izmedu njih bila je
98,7%. Poredenjem sekvenci izolata grupe I sa sekvencom izolata grupe III uocena je
razlika u 7 nukleotida, odnosno sli¢nost od 98,5%, dok je razlika izmedu grupe II i
grupe III u 9 nukleotida (slicnost 98,1%) (Tabela 33), Sto podrzava razdvajanje ovih
grupa izolata u razli¢ite vrste. Izolati grupe 1 (687/2, 914, 1343, 1348, 1486/2, 1485,
1517, 1772, 2812) identifikovani su kao F. graminearum ss, izolati grupe Il (2822 i
4135) kao F. boothii i izolat grupe 111 (1339/2) kao F. vorosii.

Tabela 33. Sli¢nost ispitivanih izolata na osnovu histon H3 gena

687/2 | 914 | 1339/2 | 1343 | 1348 | 1486/2 | 1485 | 1517 | 1772 | 2812 | 2822 | 4135

687/2

914 100

1339/2 | 98,5 | 98,5

1343 100 | 100 98,5

1348 100 | 100 98,5 | 100

1486/2 100 | 100 98,5 | 100 | 100

1485 100 | 100 98,5 | 100 | 100 100

1517 100 | 100 98,3 | 100 | 100 100 | 100

1772 100 | 100 98,5 | 100 | 100 100 | 100 | 100

2812 100 | 100 98,5 | 100 | 100 100 | 100 | 100 | 100

2822 98,7 | 98,7 98,1 | 98,7 | 98,7 98,7 | 98,7 | 98,6 | 98,7 | 98,7

4135 98,7 | 98,7 98,1 | 98,7 | 98,7 98,7 98,7 | 98,6 | 98,7 | 98,7 | 100

Dobijene sekvence na osnovu histon H3 gena medusobno su uparene sa
sekvencama drugih izolata dostupnih u GenBank bazi podataka i izvrSeno je njihovo

poredenje BLAST analizom. Molekularna identifikacija 9 ispitivanih sekvenci, pomoc¢u
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BLAST analize pokazala je 99% do 100% identi¢nosti sa sekvencama izolata F.
graminearum dostupnih u GenBank bazi podataka poreklom iz razli¢itih delova sveta.

Analiza sekvenci 12 izolata pokazala je da 9 sekvenci ima 100% nukleotidne
identi¢nosti sa izolatima F. graminearum ss, poreklom iz razli¢itih delova sveta. Dva
ispitivana izolata 2822 i 4135 pokazala su najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti od
100% sa sekvencom referentnog izolata F. boothii NRRL 26916 (GQ915470). lIzolati
2822 i1 4135 razlikovali su se od izolata F. graminearum (LT549886) u 6 nukleotida, a
od F. cortaderiae (LT549870) u 7 nukleotida i pokazali nukleotidnu sli¢nost od 99%.
Sekvenca izolata 1339/2 pokazala je 100% nukleotidne identi¢nosti sa referentnim
izolatom F. vorosii (DQ459728), dok je sa izolatima F. graminearum (LT549886) i F.
cortaderiae (LT549870) pokazala identi¢nost od 99%. Ispitivani izolat 1339/2 razlikuje
se od izolata F. cortaderiae (LT549870) u 6 nukleotida, dok se 7 nukleotida razlikuje od
izolata F. graminearum (LT549886). BLAST analiza pokazala je da izolat 1339/2 ima
najmanju nukleotidnu sli¢nost od 98% sa sekvencom izolata F. boothii (GQ915470) sa
razlikom u 9 nukleotida. Na osnovu navedenih proracuna geneticke slicnosti 12
odabranih sekvenci, 9 izolata (687/2, 914, 1343, 1348, 1486/2, 1485, 1517, 1772, 2812)
identifikovani su kao F. graminearum ss, dva izolata kao F. boothii (2822 i 4135) i
jedan izolat (1339/2) kao F. vorosii. Rezultati BLAST analize 12 sekvenci ispitivanih
izolata u ovom radu sa najsli¢nijim sekvencama dostupnim u NCBI na osnovu histon
H3 gena prikazani su u tabeli 34.

Tabela 34. Rezultati BLAST analize sa najsli¢nijim sekvencama dostupnim u
NCBI na osnovu histon H3 gena

Histon (histon H3)

Izolat Pristupni broj u Sliénost BLAST analize ~ Broj nt razlika Broj
NCBI poredenih nt

687/2 LT549886 100% 0 471/471
914 LT549886 100% 0 471/471
1339/2 DQ459728 100% 0 449/449
1343 LT549886 100% 0 471/471
1348 LT549886 100% 0 471/471
1486/2 LT549886 100% 0 471/471
1485 LT549886 100% 0 471/471
1517 LT549886 100% 0 417/417
1772 LT549886 100% 0 471/471
2812 LT549886 100% 0 471/471
2822 GQ915470 100% 0 471/471
4135 GQ915470 100% 0 471/471

*nt- nukleotidna identi¢nost
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Nakon sekvenciranja fragmenata koji su umnoZeni koriS¢enjem prajmera
T1/T22, dobijene su delimi¢ne sekvenca proteinskog gena g—tubulina. Medusobnim
poredenjem 12 odabranih sekvenci (Tabela 35) dobijenih u ovim istrazivanjima (687/2,
914, 1339/2, 1343, 1348, 1486/2, 1485, 1517, 1772, 2812, 2822, 4135) utvrdena je
slicnost od 99,6% do 100% (Tabela 35). Izolat 1339/2 najvise se razlikovao od svih
ostalih ispitivanih izolata a sli¢cnost medu njima bila je od 99,6% do 99,7%, Sto
podrzava razdvajanje ovog izolata u posebnu vrstu F. vorosii. Uo¢eno je da se pomenuti
izolat razlikovao u pet nukleotida od izolata (1343, 1485, 1517, 1772 i 2822) i u Cetiri
nukleotida od izolata (687/2, 914, 1348, 1486/2, 2812 i 4135). lzolati koji su na osnovu
histon H3 gena identifikovani kao F. boothii (2822 i 4135) razlikovali su se medusobom
u jednom nukleotidu (slicnost 99,9%), dok su sa izolatom 1339/2 bili identi¢ni 99,6%,
odnosno 99,7%. Izolati prethodno identifikovani kao F. graminearum ss imali su stepen
nukleotidne identi¢nosti od 99,7% do 100%. Takode, izmedu izolata 687/2, 914, 1343,
1348, 1486/2, 1495, 1517, 1772, 2812 (F. graminearum ss) i izolata 2822 i 4135 (F.
boothii) uocen je visok stepen nukleotidne identi¢nosti. Poredenjem sekvenci izolata na
osnovu proteinskog gena p—tubulin, izolat 1339/2 izdvojio se od svih ostalih ispitivanih
izolata, dok se izolati 2822 i 4135 nisu mogli odvojiti od izolata 687/2, 914, 1343, 1348,
1486/2, 1495, 1517, 1772, 2812 u posebnu grupu jer su ispoljili visok procenat sli¢nosti
(Tabela 35).

Tabela 35. Sli¢nost ispitivanih izolata na osnovu gena f—tubulin

687/2 | 914 | 1339/2 | 1343 | 1348 | 1486/2 | 1485 | 1517 | 1772 | 2812 | 2822 | 4135

687/2

914 100

1339/2 | 99,7 | 99,7

1343 99,9 | 99,9 99,6

1348 100 | 100 99,7 | 99,9

1486/2 100 | 100 99,71 99,9 | 100

1485 99,9 | 99,9 99,6 | 99,8 | 99,9 99,9

1517 99,9 | 99,9 99,6 | 99,8 | 99,9 99,9 | 100

1772 99,9 | 99,9 99,6 | 99,8 | 99,9 99,9 | 99,8 | 99,8

2812 100 | 100 99,7 | 99,9 | 100 100 | 999 | 999 | 999

2822 99,9 | 99,9 99,6 | 100 | 99,8 99,8 | 99,7 | 998 | 99,7 | 99,9

4135 100 | 100 99,7 | 99,9 | 100 100 | 999 | 999 | 99,9 | 100 | 99,9
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Dobijene konsenzus nukleotidne sekvence gena S—tubulin poredene su sa
sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka. Molekularna identifikacija 12
sekvenci ispitivanih izolata obavljena je BLAST analizom i pokazala je da 8 izolata ima
100% identi¢nost, dok su tri izolata imala 99% identi¢nosti sa sekvencama izolata F.
graminearum deponovanih u GenBank bazi podataka. 1zolat 1339/2 pokazao je najvisi
stepen nukleotidne identi¢nosti od 100% sa sekvencom referentnog izolata F. vorosii
NRRL37605 (DQ459643) poreklom iz Madarske. lzolat 2822 koji je prethodno
identifikovan kao F. boothii pokazao je 99% identi¢nosti sa F. boothii (GQ915437), F.
graminearum ss (KX087134) i F. asiaticum (KM062027) poreklom iz razli¢itih delova
sveta (Amerika i Kina). Izolat 4135 koji je takode identifikovan kao F. boothii pokazao
je 99% slicnosti sa referentnim izolatom F. boothii (GQ915437) sa razlikom u tri
nukleotida, dok je sa izolatom F. graminearum ss (KX087134) pokazao 100%
identi¢nosti. Rezultati BLAST analize 12 sekvenci ispitivanih izolata u ovom radu sa
najsli¢nijim sekvencama dostupnim u NCBI na osnovu gena f—tubulin prikazani su u
tabeli 36. Na osnovu navedenih proracuna geneticke sli¢nosti odabranih sekvenci za gen
S—tubulin, izolat 1339/2 identifikovan je kao F. vorosii. 1zolati 2822 i 4135 nisu se

jasno izdvojili od izolata F. graminearum ss kao posebne vrste u okviru Fg kompleksa.

NCBI na osnovu proteinskog gena f—tubulina

Beta tubulin (5—tubulin)

Izolat Pristupni broj u Sliénost BLAST analize ~ Broj nt razlika Broj
NCBI poredenih nt
687/2 KX087134 100% 0 1171/1171
914 KX087134 100% 0 1201/1201
1339/2 DQ459643 100% 0 908/908
1343 KX087133 99% 1 1178/1179
1348 KX087134 100% 0 1216/1216
1486/2 KX087134 100% 0 1225/1225
1495 HG970335 100% 0 1168/1168
1517 HG970335 100% 0 1207/1207
1772 KX087133 99% 1 1195/1196
2812 KX087134 100% 0 1205/1205
2822 KX087134 99% 1 1211/1212
4135 KX087133 100% 0 1181/1181

*nt- nukleotidna identi¢nost
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U ovoj doktorskoj disertaciji koris¢en je GCPSR pristup zasnovan na
filogenteskoj saglasnosti tri nezavisna gena. Na ovaj nac¢in omoguceno je razdvajanje
vrsta koje nije bilo moguce na osnovu morfoloskih karakteristika. Koriste¢i TEF—/a
gen uoceno je da on nije bio dovljno informativan da razdvoji sve prisutne vrste u
okviru Fg kompleksa, iako su na osnovu pomenutog gena detektovane razlike, ¢ak i u
nekoliko nukleotida izmedu izolata iste vrste. Na osnovu TEF—/a gena izolat 1339/2
identifikovan je kao F. vorosii, dok su svi ostali izolati identifikovani kao F.
graminearum ss. U dalje analize ukljuceni su dodatni geni, f—tubulin i histon H3. Geni
TEF—Ia i p—tubulin omoguéili su detektovanje vrsta F. graminearum ss i F vorosii,
dok F. boothii nije razdvojen od F. graminearum ss. Na osnovu histon H3 gena
identifikovane su sve tri vrste (F. graminearum ss- 9 izolata, F vorosii- 1 izolat i F.
boothii- 2 izolata). S obzirom na razlike koje su dobijene koristeci tri razli¢ita genomska
regiona u ovoj disertaciji, za dalje filogenetske analize i pravljenje stabla kori§¢ene su
multilokusne DNK sekvence tri gena (TEF—1a, f—tubulin i histon H3).

5.5.2. Filogenetska analiza

Za filogenetsku analizu koriS¢ene su cele nukleotidne sekvence (nije vrSeno
skra¢ivanje/trimovanje), dobijene amplifikacijom tri razli¢ita regiona genoma: TEF—/a,
p—tubulin i H3. Za ova ispitivanja koris¢ene su sekvence 12 izdvojenih izolata F.
graminearum. Dobijene sekvence su uparene sa 25 odabranih sekvenci vrsta u okviru
kompleksa F. graminearum koje su dostupne u GenBank bazi podataka. Filogenetsko
stablo je rekonstruisano primenom Maximum Parsimony metode i bootstrap vrednosti
od 1000 ponavljanja, koje je ukorenjeno sa spoljasnjom grupom vrste F.
pseudograminearum (NRRL 28062) (Slika 23).

Filogenetsko stablo pokazalo je izdvajanje izolata F. graminearum u tri klastera
I, 111 1. U okviru klastera | izdvajaju se dva subklastera IA i IB. Subklaster 1A sastoji
se od dve grupe 1ALl i IA2. U grupu IAl svrstalo se devet ispitivanih izolata F.
graminearum ss zajedno sa referentnim izolatima F. graminearum ss (NRRL 28336,
NRRL 29169 i NRRL 28439). Uoceno je da su izolati 4135 i 2822 u okviru grupe 1A2
grupisani zajedno sa referentnim izolatima F. boothii (NRRL 29020 i NRRL 26916)
koji su poreklom iz Amerike. U okviru subklastera IB, sekvenca ispitivanog izolata

1339/2 grupisana je zajedno sa referentnim izolatom F. vorosii (NRRL 37605) koji je
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poreklom iz Madarske (Slika 23). U Kklasteru Il (NRRL29010, NRRL28723,
NRRL28585, NRRL2903, NRRL29297, NRRL29306) i Il (NRRL36905 i
NRRL38380) nalaze se samo referenti izolati iz NCBI kolekcije (National Center for
Biotechnology Information) (Slika 23).

Analiza filogenetskog stabla pruzila je uvid u taksonomiju vrsta U okviru Fg
kompleksa i ukazala na njihovu srodnost. Filogenetska analiza unutar Fg kompleksa
obavljena je na osnovu proucavanja DNK sekvenci TEF—/a, f—tubulina i H3 gena.
Analiza je obuhvatila 25 odabranih referentnih izolata iz NCBI kolekcije, koji su
poreklom iz razli¢itih delova sveta, zajedno sa 12 ispitivanih izolata u ovom radu koji su
poreklom sa pSenice, je¢ma i1 kukuruza sa teritorije Srbije. Analizom filogenetskog
stabla, pokazalo se da je devet izolata bilo F. graminearum ss, dva izolata F. boothii i

jedan izolat F. vorosii (Slika 23).
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Slika 23. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu nukleotidnih sekvenci
proteinskog gena TEF—/a, H3 i f—tubulina 37 izolata vrsta kompleksa F. graminearum
(Fg kompleks) koris¢enjem MEGA 6.0. softvera upotrebom Maximum Parsimony

metode sa bootrstrap analizom u 1000 ponavljanja
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5.6. Novootkrivene vrste Fg kompleksa u Srbiji

Polifaznim pristupom, odnosno analizom morfoloskih, patogenih i toksikoloskih
svojstava kao i filogenetskom analizom kompleksne vrste F. graminearum,
identifikovane su dve nove vrste u Srbiji na zrnu kukuruza i psenice - F. boothii (izolat
28221 4135) i na zrnu pSenice F. vorosii (izolat 1339/2).

5.6.1. Fusarium vorosii (izolat 1339/2)

Izolat 1339/2 koji je identifikovan kao F. vorosii izolovan je sa zrna pSenice
prikupljene tokom zetve u 2006. godini na lokalitetu Kikinda.

Micelija i pigmentacija na PDA podlozi: micelija raste veoma brzo, dnevni
porast iznosio je 22,33 mm. Utvrdeno je obrazovanje kolonije pre¢nika 45 mm nakon
dva dana i 90 mm nakon &etiri dana pri 25°C u tami. Vazdu$na micelija je pamucasta

bela sa zutom nijansom. Pigment u podlozi je burgund crveni (Slika 24).

Slika 24. Fusarium vorosii (izolat 1339/2): izgled kolonije nakon sedam dana

gajenja na PDA a) lice i b) nali¢je

Makrokonidije: su prave do umereno srpaste, dorzalna strana je lu¢no savijena
dok je ventralna skoro prava sa 5-6 poprecnih pregrada. Vrsna ¢elija makrokonidija je
konusnog oblika, a bazalna c¢elija je u obliku stopala (Slika 25). Prose¢ne dimenzije
makrokonidija su 45,33 x 5,77um.
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Slika 25. Fusarium vorosii (izolat 1339/2): makrokonidije (a) i makrokonidije u

sporodohiji (b) pri uveéanju 40X

Hlamidospore: loptaste, glatkih zidova, bezbojne i pojedina¢ne u konidijama
(Slika 26).

Slika 26. Fusarium vorosii (izolat 1339/2): hlamidospore formirane u konidiji (40x)

Peritecije: crnoplave, jajaste sa ¢vornovitim zidom (Slika 27).

Slika 27. Fusarium vorosii (izolat 1339/2): peritecije na CA podlozi (40x)
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Mikotoksini: vrsta F. vorosii sintetise ZEA, DON i 15ADON. Utvrdeni
potencijal produkcije izolata F. vorosii pomo¢u ELISA metode bio je 29,4 pg/g za DON
I 162,8 pg/kg za ZEA. Pomoc¢u HPLC metode utvrden je 15ADON hemotip, ¢iji je
potencijal produkcije bio 28,71 pg/g. Primenom multipleks PCR reakcije koris¢enjem
gena TRI3 i TRI12 potvrdeno je da izolat F. vorosii pripada 15ADON hemotipu.

Molekularna identifikacija: izolat 1339/2 je pomocu filogenetskih analiza na
osnovu proucavanja DNK sekvenci TEF—/a, f—tubulina i histon H3 gena kao i
proratunom geneticke sli¢nosti pomo¢u BLAST analize identifikovan kao F. vorosii.
Sekvenca izolata 1339/2 najviSe se razlikovala od svih ostalih ispitivanih izolata kod sva
tri gena (TEF—Ia, p—tubulina i histon H3). BLAST analiza pokazala je 100%
identi¢nosti sa referentnim izolatom F. vorosii NRRL37605 (DQ459643) poreklom sa

zrna pSenice iz Madarske.
5.6.2. Fusarium boothii (izolati 2822 i 4135)

Izolati koji si identifikovani kao F. boothii izolovani su sa zrna kukuruza koje je
prikupljeno tokom berbe 1999. godine na lokalitetu Srbobran (izolat 2822) i sa zrna
pSenice prikupljene tokom 2015. godine sa lokaliteta Zemun Polje (izolat 4135).

Micelija i pigmentacija na PDA podlozi: micelija raste brzo, dnevni porast
iznosio je 29,66 mm (izolat 2822) i 32,00 mm (izolat 4135). Utvrdeno je da izolati F.
boothii u proseku obrazuju kolonije pre¢nika 17,33 mm nakon dva dana i 77,99 mm
nakon Cetiri dana pri 25°C u tami. Vazdu$na micelija je gusta pamucasta Zuta sa
smedom nijansom. Pigment u podlozi varira od bele sa roze nijansom do ruzicaste sa

smedom nijansom (Slike 28 i 29).
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Slika 28. Fusarium boothii (izolat 4135): izgled kolonije nakon sedam dana
na PDA podlozi a) lice i b) nali¢je

Slika 29. Fusarium boothii (izolat 4135): izgled kolonije nakon sedam dana

na PDA podlozi a) lice i b) nali¢je

Makrokonidije: su prave do umereno srpaste, dorzalna strana je lu¢no savijena
dok je ventralna skoro prava sa 5-6 septi. VrSna ¢elija makrokonidija je konusnog
oblika, a bazalna ¢elija je u obliku stopala (Slika 30). Prose¢na veli¢ina makrokonidija

je 46,64 x 4,40 pm.
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Slika 30. Fusarium boothii: makrokonidije u sporodohiji (a, ¢) makrokonidije
(b, d) pri uvecéanju 40x
Hlamidospore: loptaste, glatkih zidova, bezbojne do bledosmede, pojedinacne,

¢esce u konidijama nego u hifi (Slika 31).

Slika 31. Fusarium boothii: hlamidospore izolata a) 4135 i b) 2822
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Peritecije: su crnoplave, jajaste sa ¢vornovitim zidom (Slika 32).

Slika 32. Fusarium boothii: peritecije na CA podlozi (40x)

Mikotoksini: vrsta F. boothii sintetiSe ZEA, DON i 15ADON. Utvrdeni
potencijal produkcije izolata F. boothii pomoc¢u ELISA metode bio je 0,6 pg/g (izolat
2822) i 13,3 ug/g (izolat 4135) za DON, dok je za ZEA 26,88 ug/kg (izolat 2822) i
37,52 pg/kg (izolat 4135). Pomoéu HPLC metode utvrden je 15ADON hemotip, ¢iji je
potencijal produkcije bio 11,61 pg/g (izolat 2822) i 7,92 pg/g (izolat 4135). Primenom
multipleks PCR reakcije koris¢enjem gena TRI3 i TRI12 utvrdeno je da izolati F.
boothii pripadaju 15ADON hemotipu.

Molekularna identifikacija: pomoc¢u filogenetskih analiza na osnovu
proucavanja DNK sekvenci TEF—/a, p—tubulina i H3 gena izolati 2822 i 4135
identifikovan su kao F. boothii. Medutim, ovi geni nisu bili podjednako informativni. U
ovom radu pokazalo se da je histon gen bio visoko informativan za razdvajanje vrste F.
boothii od vrste F. graminearum ss u okviru Fg kompleksa. Takode i pomo¢u BLAST
analize utvrdena je 100% identi¢nost sa referentnim izolatom F. boothii NRRL 26916
(GQ915470) poreklom iz Amerike. Na osnovu gena TEF—/« i f—tubulina izolati 2822 i
4135 imali su visok stepen nukleotidne identi¢nosti Sa izolatima F. graminearum ss i
ova dva gena nisu bila dovoljno informativna za razdvajanje vrste F. boothii od drugih
vrsta Fg kompleksa.

Na osnovu dosadas$njih istrazivanja u Srbiji u okviru Fg kompleksa ima
najmanje tri vrste i to: Fusarium graminearum sensu stricto, Fusarium vorosii i

Fusarium boothii.
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6. DISKUSIJA

6.1. Varijabilnost morfoloskih svojstava izolata Fusarium graminearum

Identifikacija vrsta Fg kompleksa veoma je teska samo na osnovu morfoloskih
svojstava, jer su razlike izmedu njih veoma male, narocito u izgledu makrokonidija,
koje se najceS¢e koriste u identifikaciji ovih vrsta. Kod ispitivanih izolata F.
graminearum (101) u ovom radu, uoéena je velika varijabilnost u makroskopskim
karakteristikama kolonija na PDA podlozi. Ispitivane izolate F. graminearum nije bilo
moguce grupisati u morfoloske grupe, jer je 1 u okviru jednog izolata bilo varijabilnosti
u pogledu makroskopskih svojstava (boja i izgled kolonije).

U ovom radu utvrdena je velika varijabilnost u makroskopskim karakteristikama
izmedu ispitivanih izolata F. graminearum, S$to su pokazali rezultati prethodnih
istrazivanja (Nelson et al., 1983; Aoki and O’Donnell., 1999; Leslie and Summerell
2006; O’Donnell et al., 2004; Starkey et al., 2007). Na PDA podlozi ispitivani izolati
formirali su obilnu bogatu vazdusnu miceliju koja je bila gusta i vunasta. Boja vazdusne
micelije varirala je od bele, bledoruziCaste, ruziaste do Zutosmede boje. Takode,
ispitivani izolati su zna¢ajno varilali po boji pigmenta stvorenog u podlozi, koji je bio
od bele, bledoruzicaste, ruziCaste, tamnonarandzaste do izrazito crvene boje. Ova
makroskopska svojstva izolata F. graminearum u kulturi na PDA podlozi odgovara
opisima mnogih autora u leteraturi (Nelson et al., 1983; Aoki and O’Donnell., 1999;
Leslie and Summerell 2006). Izgled kolonije izolata 1339/2 na PDA podlozi, kasnije
identifikovanog kao F. vorosii, nije se razlikovao od izgleda kolonije ostalih izolata. Do
istog zakljucka dosli su i Lee et al. (2016), koji su identifikovali ovu vrstu na zrnu zita u
Koreji i utvrdili da nema razlike u izgledu kolonija vrsta iz Fg kompleksa gajenih na
PDA podlozi. Rezultati u disertaciji pokazali su da poreklo izolata nije uticalo na
ispoljavanje ovog makroskopskog svojstva, odnosno izolati su izrazito varilali u izgledu
vazdusne micelije, kao i u boji stvorenog pigmenta u PDA podlozi, bez obzira na to sa
kojeg domacina su izolovani.

Ispitivani izolati F. graminearum ispoljili su morfoloska svojstva karakteristi¢na

za ovu vrstu, ukljucujuéi izgled micelije, formiranje hlamidospora i prisustvo tvorevina
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za razmnozavanje. Peritecije formirane na CA podlozi, kao i askusi sa askosporama po
izgledu i veli¢ini slazu se sa havodima Seifert (1995) i Aoki and O’Donnell (1999).

Utvrdeno je da izolati F. graminearum imaju izrazito brz porast micelije jer
nakon pet dana gajenja na PDA podlozi na 25°C dostize pre¢nik micelije 75-80 mm
(Levié¢, 2008), Sto je priblizno rezultatima istrazivanja ove disertacije- izolati su u
proseku za Cetiri dana dostizali 79,39 mm. Tanci¢ (2009) je ispitujuci varijabilnost
izolata toksigenih vrsta roda Fusarium iz sekcije Liseola i Discolor poreklom sa zrna
zita utvrdila da su najveci porast micelije imali izolati F. graminearum nakon pet dana
gajenja (83,1 mm) na PDA podlozi. U istrazivanjima O’Donnell et al. (2004) uo¢ili su
da nema znacajne razlike u makroskopskim karakteristikama kolonije razlicitih vrsta Fg
kompleksa na PDA podlozi gajenih u mraku na temperaturi od 25°C.

Posebna paznja u dosadasnjim istrazivanjima posvecena je utvrdivanju razlika u
brzini porasta kolonija razli¢itih hemotipova u okviru Fg kompleksa. Ispitivajuci
diverzitet vrsta Fg kompleksa u Norveskoj, Aamot et al. (2015) uocili su znacajnu
pozitivnu korelaciju (od 0,82 do 0,92) izmedu porasta kolonije izolata F. graminearum i
povecanja temperatura gajenja. U istom istrazivanju, uoceno je da pripadnost razli¢itim
hemotipovima uslovljava brzinu porasta na temperaturama od 20 i 25°C. Naime, tri od
Cetiri 15ADON izolata imali su znac¢ajno smanjen prose¢an porast micelije u odnosu na
3ADON izolate pri pomenutim temperaturama. Sli¢ne rezultate dobili su Ward et al.
(2008) koji su ispitivajuci Sirenje populacije Fg u Severnoj Americi uocili da 3ADON
hemotipovi vrste F. graminearum imaju znacajno veéi porast kolonije na PDA podlozi
u odnosu na 15ADON izolate.

Medutim, suprotno rezultatima prethodno pomenutih istraZivanja, pojedini
autori utvrdili su da pripadnost hemotipu ne uti¢e uvek na brzinu razvoja kolonije
izolata. Puri and Zhong (2010) su, prou¢avajuci izolate F. graminearum prikupljene u
periodu 1980-2000. i 2008. godine u Severnoj Americi, uo€ili da nema znacajne razlike
u porastu kolonije izmedu izolata 3ADON 1 15SADON hemotipa, $to je potvrdeno i u
istrazivanjima u okviru ove disertacije. UoCena je velika varijabilnost u porastu micelije
izmedu ispitivanih izolata F. graminearum ali nije uocena zavisnost izmedu pripadnosti
trihotecenskim hemotipovima.

U mikroskopske karakteristike ubrajaju se oblik, broj popre¢nih pregrada i

veli¢ina makrokonidija (duzina 1 Sirina). Ova svojstva su manje pouzdani pokazatelji u
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identifikaciji Fusarium vrsta, jer mogu da variraju i ¢esto zavise od niza faktora spoljne
sredine (Levié¢, 2008). Medutim, utvrdivanje mesta proSirenja makrokonidija moze biti
jednostavan i pouzdan kriterijum za razlikovanje morfoloski sli¢nih vrsta. Tako su, na
primer, ova svojstva znacajna za razlikovanje F. pseudograminearum (grupa 1) i F.
graminearum (grupa I1). Kod vrste F. pseudograminearum makrokonidije su najSire pri
srednjoj popre¢noj pregradi (u srednjem regionu njihove duzine), dok su kod vrste F.
graminearum one najsire u gornjem delu prema vrsnoj c¢eliji (Aoki and O’Donnell,
1999). Podatak o veli¢ini makrokonidija vrsta roda Fusarium je vise informativan i ne
smatra se osnovnim pokazateljem pri identifikaciji (Leslie and Sumerell, 2006).

Ispitivani izolati u okviru ove disertacije obrazovali su makrokonidije ¢ija je
duzina i §irina bila u opsegu 25,30-74,70 x 4,12-6,12 um (prosek 43,62 x 4,94 pm). Ove
dimenzije makrokonidija su slicne prose¢nim dimenzijama makrokonidija ispitivanih
izolata F. graminearum u istrazivanjima Tan¢ié¢ (2009) (44,3 x 5,6 um) i Levi¢ (2008)
(28-72 x 3,2-6,0 um).

O’Donnell et al. (2004) su na osnovu prosecne §irine makrokonidija razli¢itih
vrsta Fg kompleksa izdvojili dve grupe (A 1 B). Grupa A obuhvata F.
austroamericanum, F. meridionale, F. boothii i F. mesoamericanum (4 - 4.5 um), dok
grupa B obuhvata F. acaciae-mearnsii, F. asiaticum, F. graminearum ss, F. cortaderiae
i F. brasilicum (4.5 - 5 um). Preklapanje prose¢nih vrednosti u §irini i male razlike u
duzini makrokonidija, kao 1 pozicija najSireg dela za pojedine vrste u okviru svake
grupe, ukazuje da se ova karakteristika ne moZe koristiti za morfolosko razdvajanje
vrsta. Ovi autori navode da je velicina makrokonidija F. graminearum najpribliznija
veli¢ini makrokonidija grupe B (prosek 51 x 4.9 um) koje su opisali Wollenweber
(1931) i Wollenweber and Reinking (1935), dok je morfologija makrokonidija F.
asiaticum i F. graminearum najpribliznija vrstama opisanim u grupi B.

Aoki et al. (2012) utvrdili su da se na osnovu morfoloskih i fenotipskih
karakteristika ne mogu razlikovati 2/3 vrsta u Fg kompleksu, pa se morfoloska svojstva
izolata ne mogu koristiti za precizno identifikovanje vecine vrsta u okviru 0vog
kompleksa.

Starkey et al. (2007) su ispitivaju¢i morfoloska, toksigena i patogena svojstva,
kao i na osnovu filogenetske analize izdvojili dve nove vrste u okviru Fg kompleksa: F.

vorosii i F. gerlachii. Autori su utvrdili da ove vrste formiraju makrokonidije koje su
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Sire od makrokonidija drugih vrsta Fg kompleksa i da se ovo svojstvo moze koristiti u
njihovoj identifikaciji, ali da ono nije dovoljno.

Prema literaturnim podacima vrste Fg kompleksa formiraju makrokonidije koje
se na osnovu Sirine konidija sa 5 septi, mogu podeliti u etiri grupe: prva grupa prosecna
Sirina <4,5 um (F. austroamericanum, F. meridionale i F. boothii), druga grupa
prosecna §irina 4 - 4,5 um (F. mesoamericanum i F. louisianense), tre¢a grupa prose¢na
Sirina 4,5 - 5 um (F. acaciae-mearnsii, F. asiaticum, F. graminearum ss, F. cortaderiae,
F. brasilicum, F. nepalense i F. gerlachii) i cetvrta grupa prose¢na $irina >5 pm (F.
vorosii i F. ussurianum) (Starkey et al., 2007; Aoki et al., 2012; Sarver et al., 2011).
Od svih ispitivanih izolata u okviru ove disertacije, kod vecine (82) utvrdena je Sirina
makrokonidija sa 5 septi u opsegu 4,5 - 5 um, pa se mogu, prema prethodnoj podeli
svrstati u tre¢u grupu, u kojoj se nalazi i F. graminearum ss, §to je i potvrdeno
molekularom metodom. Medutim, 16 izolata je isto tako na molekularnom nivou
identifikovano kao F. graminearum ss, ali su $irine njihovih konidija bile izvan opsega
za ovu grupu. Ovakvi rezultati potvrduju stanoviste prethodnih istrazivanja da se ovo
svojstvo ne moze Koristiti za pouzdanu identifikaciju (Starkey et al., 2007; Aoki et al.,
2012).

Medutim, kod nekih izolata je Sirina konidija potvrdila molekularnu
identifikaciju, pa su tako izolati 2822 i 4135 molekularnim analizama identifikovani kao
F. boothii, imali prose¢nu Sirinu makrokonidija (4,35 um odnosno 4,45 um), §to je
prema O’Donnell et al. (2004) prosecna Sirina makrokonidija za ovu vrstu (<4,5 um).
Isto tako, izolat 1339/2 je molekularnim metodama identifikovan kao F. vorosii, a
imao je prose¢nu Sirinu konidija (5,77 pum), koju Starkey et al. (2007) navodi kao
karakteristicnu za ovu vrstu. Do sli¢nih rezultata dosli su Lee et al. (2016) koji su uocili
prose¢nu Sirinu makrokonidija 5,3 pum kod izolata F. vorosii poreklom sa je¢ma i pirin¢a
u Koreji.

Ove cCinjenice ukazuju da je za pouzdanu identifikaciju, pored morfoloskih
karakteristika neophodno ukljuciti dalja proucavanja u pogledu patogenosti,
odgajivackih 1 ekoloskih karakteristika, a zatim potvrditi molekularnim metodama
(O’Donnell et al., 2004; Starkey et al., 2007; Aoki et al., 2012).

Literaturni podaci ukazuju da postoji razlika u morfoloskim svojstvima kod

nekih vrsta Fg kompleksa u zavisnosti od pripadnosti trihotecenskom hemotipu. Zhang
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et al. (2012) uwocili su znacajne razlike u duzini makrokonidija kod izolata F.
graminearum ss i F. asiaticum u zavisnosti od hemotipa kojem su pripadali. Najveci
broj konidija i najvecu duzinu konidija (50,13 pum) obrazovali su izolati 15ADON, dok
kod izolata sa 3ADON (43,12 um) i NIV (42,26 pm) hemotipom nije bilo znacajnih
razlika u njihovoj duzini. Nasuprot pomenutim istrazivanjima, Ward et al. (2008) su
proucavanjem razlika u fenotipskim karakteristikama kod izolata F. graminearum iz
Kanade sa 3ADON i 15ADON hemotipom uocili da izolati koji pripadaju 3ADON
hemotipu formiraju konidije koje su znacajno vece nego konidije izolata sa 15ADON
hemotipom nakon pet dana gajenja na PDA podlozi. U istrazivanjima u okviru ove
disertacije nije utvrdena povezanost izmedu veli¢ine makrokonidija izolata i njihove

pripadnosti odredenom hemotipu.
6.2. Varijabilnost patogenih svojstava izolata Fusarium graminearum

Testovi patogenosti ispitivanih izolata u laboratorijskim i poljskim uslovima
pokazali su da postoji statisticki znaCajna razlika u agresivnosti izmedu izolata. Izolati
F. graminearum ispoljili su znacajnu varijabilnost kako u laboratorijskim, tako i u
poljskim uslovima. Izolati koji su identifikovani kao F. boothii i F. vorosii ispoljili su
slabiju patogenost u polju i laboratoriji u sva tri primenjena testa patogenosti u odnosu
na ostale ispitivane izolate. Na inokulisanim klipovima kukuruza svi monosporijalni
izolati prouzrokovali su karakteristicni simptom ruzi¢aste trulezi klipa kukuruza. Nakon
izolacije sa inokulisanih klipova dobijeni su reizolati koji su po izgledu kolonije i
morfoloskim svojstvima u potpunosti odgovarali izvornim izolatima, ¢ime je potvrdena
patogenost izolata i ispunjeni Kohovi postulati za sve dobijene izolate u okviru ovih
istrazivanja. U testovima patogenosti u okviru ove disertacije sve ispitivane vrste Fg
kompleksa bile su sposobne da ostvare infekciju kako u laboratorijskim tako i u
poljskim uslovima.

Rezultati testova patogenosti, kako u poljskim tako i u laboratorijskim uslovima,
ukazali su na visoku varijabilnost u ispoljavanju agresivnosti ispitivanih izolata. Ovi
rezultati se slazu sa mnogobrojnim podacima o varijacijama u patogenosti medu
izolatima F. graminearum koje su opisali Mesterhazy (1989), Maier and Oettler
(1996), Gagkaeva and Levitin (1997), Srobarova et al. (1997), Bagi (1999) i drugi.
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Rezultati istrazivanja Lee et al. (2016) ukazali su na veliku varijabilnost u patogenosti
izolata F. vorosii poreklom sa je¢ma, kukuruza i pirinca.

Prilikom ispitivanja varijabilnosti patogenih svojstava Fusarium spp. poreklom
sa zrna kukuruza i pSenice, Tanci¢ i sar. (2009) uocili su da je intraspecijska
varijabilnost u agresivnosti bila najizrazenija kod izolata F. graminearum. Takode, ovi
autori utvrdili su da su izolati F. graminearum poreklom sa zrna kukuruza bili
patogeniji u poredenju sa izolatima poreklom sa zrna pSenice, kada se patogenost
ispitivala na kukuruzu. Medutim, povezanost izmedu ispoljavanja patogenosti izolata i
njihovog porekla nije utvrden u rezultatima ove disertacije. Naime, izolati poreklom sa
je€ma su na klipu kukuruza imali najvec¢u prosecnu patogenost (3,08), a zatim izolati sa
kukuruza (3,04) i pSenice (2,83). Kada se uporedi prose¢na patogenost izolata na jeCmu,
uocava se da su izolati poreklom sa pSenice bili najpatogeniji (18,85), dok kod izolata
poreklom sa kukuruza (17,57) i je¢ma (17,75) nije bilo vecih razlika. U testu
patogenosti na klasu pSenice, izolati poreklom sa ove biljke ispoljili su najslabiju
agresivnost (3,11), a na kukuruzu i je¢mu ocena je bila sli¢na (3,23, odnosno 3,29). Do
istog zakljucka dovela su i istrazivanja Lee et al. (2016), koji su ispitivajuéi patogenost
izolata F. vorosii i F. graminearum na zrnu kukuruza, jeéma i pirina utvrdili da
patogenost ne zavisi od porekla izolata. Naime, izolati poreklom sa kukuruza bili su
manje agresivni na kukuruzu u odnosu na izolate izolovane sa je¢ma i pirin¢a. Kuhnem
et al. (2015), su isto tako proucavanjem patogenosti izolata F. graminearum poreklom
sa pSenice 1 kukuruza, utvrdili da ne postoji povezanost izmedu patogenosti izolata i
njegovog porekla. Generalno, izolati koji su identifikovani kao F. vorosii i F. boothii su
ispoljili slabiju agresivnost u svim testovima patogenosti u odnosu na ostale izolate.

U literaturi postoji veliki broj razli¢itih podataka o povezanosti izmedu
patogenosti izolata i pripadnosti trihotecenskom hemotipu (Carter et al., 2002; Ward
et al., 2008; Puri and Zhong, 2010; Von der Ohe et al., 2010; Li et al., 2010; Zhang
et al., 2012; Aamot et al., 2015; Kuhnem et al., 2015). Prou¢avanjem patogenosti i
hemotipova izolata F. graminearum, Carter et al. (2002) su dokazali da su razli¢iti
hemotipovi podjednako patogeni za pSenicu, dok je NIV hemotip bio znatno patogeniji
za kukuruz, $to ukazuje na moguénost da tip produkovanog toksina moze uticati na
stepen patogenosti izolata. Zhang et al. (2012) proucavanjem izolata F. asiaticum i F.

graminearum poreklom sa pSenice uocili su da je patogenost 3ADON i 15ADON
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hemotipova bila znacajno veéa u odnosu na NIV hemotipove na pSenici. Li et al. (2010)
uocili su da su BADON hemotipovi virulentniji od NIV populacije u Kini. Gale et al.
(2011) su isto tako utvrdili da izolati koji sintetiSu DON prouzrokuju simptome bolesti
koji se znatno brze Sire na klasu pSenice od onih koji sintetisu NIV. Goswami and
Kistler (2005) analizirajuci 31 izolat Fg kompleksa sa razli¢itih domacina, uocili veliku
varijabilnost u patogenosti, koja nije zavisila od vrste produkovanog mikotoksina.
Statisticki znacajna korelacija primecena je izmedu koncentracije trihotecena kojeg
produkuje svaka vrsta i njenog nivoa agresivnosti na psenici.

Proucavajuci diverzitet vrsta Fg kompleksa u Norveskoj, Aamot et al. (2015)
uocili su razlike u agresivnosti izmedu pojedina¢nih izolata F. graminearum na jaroj
pSenici od 0,9 do 7 inficiranih klasi¢a po klasu izmedu najmanje i najviSe agresivnih
izolata. Uoceno je da je agresivnost izolata znaCajno povezana sa pripadnoséu
trihotecenskim hemotipovima. Znaajno veca proseCna agresivnost uocena je za
15ADON u poredenju sa 3ADON izolatima. Nasuprot ovim rezultatima, Puri and
Zhong (2010) uodili su da su 3ADON izolati agresivniji i prouzrokuju znacajno visi
nivo oboljenja od 15ADON izolata na pSenici. Medutim, Ward et al. (2008) i Von der
Ohe et al. (2010) utvrdili su da ne postoji znacajna razlika u patogenosti izmedu
3ADON i 15ADON hemotipa. Kuhnem et al. (2015) ispitivajuéi izolate F.
graminearum poreklom sa pSenice i kukuruza, takode su utvrdili da nema razlika u
prosecnoj patogenosti izmedu 3ADON 1 15ADON hemotipa. Na isti zakljucak navode 1
rezultati ove diseraticije, jer su ukazali da nema razlike u agresivnosti izmedu 15ADON

i BADON hemotipa, bez obzira na njihovo poreklo u sva tri testa patogenosti.
6.3.Varijabilnost toksigenih svojstava izolata Fusarium graminearum

Ispitivani izolati F. graminearum, pokazali su veliku varijabilnost u toksigenim
svojstvima, odnosno u kvalitativnoj i kvantitativnoj sintezi mikotoksina. Sposobnost
sinteze mikotoksina ZEA 1 DON i njihova kvantifikacija utvrdeni su pomocu Elisa
metode.

Analize potencijala produkcije mikotoksina koje sintetiSu razlicite vrste roda
Fusarium u svetu dale su veoma divergentne rezultate. Smatra se da je razlog tome
razlicito poreklo izolata 1 klimatski uslovi sredine, kao 1 neusaglasene metode i

standardi za analizu mikotoksina (Levi¢, 2008).
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Prosecne koncentracije ZEA koje su sintetisali izolati proucavani u ovom radu
(39,05 pg/kg) su daleko manje od prosecne produkcije izolata F. graminearum (30.600
pa/kg) koje je analizirala Tan¢i¢ (2009), poreklom sa pSenice i kukuruza u Srbiji.
Ispitivanjem varijabilnosti vrsta roda Fusarium i fuzariotoksina u Srbiji, uoCeno je da je
najveca varijabilnost u potencijalu produkcije ZEA imala vrsta F. graminearum.
Varijabilnost u produkciji ZEA kod ispitivanih izolata u ovoj disertaciji bila je u opsegu
od 0,25 do 162,8 pg/kg. Slican potencijal produkcije ZEA (do 220 ug/kg) kod izolata F.
graminearum ustanovili su Jaji¢ et al. (2007).

Ispitivanjem potencijala produkcije DON-a u ovoj disertaciji detektovana je
prose¢na koncentracija 88,47 pug/g kod izolata poreklom sa pSenice, 83,21 pg/g kod
izolata poreklom sa kukuruza, dok su izolati poreklom sa jeCma u proseku sintetisali
najmanje koncentracije ovog mikotoksina 62,82 pg/g. Stankovi¢ et al. (2008) su
ispitivaju¢i potencijal produkcije izolata F. graminearum poreklom sa zrna p$enice iz
razli¢itih agroklimatskih uslova u Srbiji utvrdili da je svih 14 izolata imalo sposobnost
sinteze DON-a, do 45,26 pg/g. Nasuprot rezultatima ovih istrazivanja, Tanci¢ et al.
(2015) su zabelezili zna¢ajno manje prose¢ne koncentracije DON-a (10,1 pg/g) koje su
sintetisali izolati F. graminearum. Opseg koncentracija sintetisanog mikotoksina u ovim
istrazivanjima je bio od 0,5 do 441,3 pg/g. Jaji¢ et al. (2007) utvrdili su sli¢ne
vrednosti koncentracije DON-a u zrnu zita (od praga detekcije do 465,9 pg/g). Prilikom
istrazivanja potencijala produkcije DON-a kod izolata F. graminearum na kukuruzu,
Harris et al. (1999) detektovali su znatno veci opseg variranja koncentracija od 160 do
1302 ug/g.

Poreklo izolata znacajno je uticalo na sintezu mikotoksina. Tako su izolati
poreklom sa pSenice sintetisali ve¢u koncentraciju i ZEA i DON-a u odnosu na izolate
poreklom sa ostala dva domacina.

Izolati poreklom sa pSenice produkuju veée prosecne koncentracije ZEA (44,28
ug/kg) u odnosu na izolate poreklom sa je¢ma (35,73 pg/kg) i kukuruza (37,13 pg/kg).
Medutim, Tan¢i¢ et al. (2015) ispitivanjem varijabilnosti u produkciji ZEA kod
razli¢itih vrsta roda Fusarium uocili su da nije bilo znacajne razlike izmedu prosecne
koncentracije i opsega koncentracija kod izolata F. graminearum poreklom sa razli¢itih

domacina.

130



Diskusija

Kuhnem et al. (2015) proucavanjem izolata F. graminearum poreklom sa
pSenice i kukuruza utvrdili su da 65% izolata (9/15) produkuje ZEA u zrnu kukuruza,
dok u zrnu pSenice ovaj mikotoksin nije detektovan. Proucavanjem potencijala
produkcije ZEA sintetisane od strane ovih izolata uocen je veliki opseg variranja u
koncentracijama ovog mikotoksina (100 do 97.520 ug/kg). Ispitivanjem toksigenog
potencijala vrste F. graminearum poreklom sa kukuruza, Cvetni¢ et al. (2005)
ustanovili su visoke koncentracije ZEA koje su bile u opsegu od 60.000 do 180.000
pg/kg, dok su Logrieco et al. (2003) uocili znatno veée koncentracije ZEA (1.500.000
Ha/kg).

U ovom radu je prosecna koncentracija DON-a kod izolata F. graminearum
poreklom sa zrna pSenice bila izrazito veca (88,47 pug/g) od izolata poreklom sa zrna
jecma (62,82 pg/kg). Utvrdeno je da kod izolata poreklom sa kukuruza i pSenice nije
bilo jasnog uticaja biljke domacina u produkciji DON-a, s obzirom da nije bilo znacajne
razlike u prose¢no produkovanim koncentracijama izmedu izolata poreklom sa zrna
kukuruza (83,21 pg/kg) i pSenice (88,47 nug/g). Prethodna istrazivanja su pokazala da su
izolati F. graminearum poreklom sa zrna pSenice sintetisali vece prose¢ne koncentracije
DON-a od izolata poreklom sa zrna kukuruza, dok je raspon minimalne i maksimalne
produkcije toksina bio identican za izolate poreklom sa pSenice i kukuruza (Tané¢ié et
al., 2015).

Kuhnem et al. (2015) uodili su znacajnu razliku u produkciji DON-a izmedu
izolata razli¢itog porekla. Izolati poreklom sa pSenice produkovali su 73.96 pg/g, Sto je
u proseku 30 pg/g DON-a vise od izolata poreklom sa kukuruza (44.57 pg/g). Do
slicnih rezultata dosli su Tanci¢ et al. (2015) koji su uocili da izolati F. graminearum
poreklom sa pSenice produkuju vece prosecne koncentracije DON-a sa Sirokim
variranjem u odnosu na izolate poreklom sa kukuruza.

U istrazivanjima Tan¢i¢ et al. (2015) utvrdena je znacajna negativna korelacija
izmedu produkcije DON i ZEA kod izolata F. graminearum poreklom sa psenice i
kukuruza. Nasuprot prethodnim rezultatima, u ovom radu uocena je statisticki visoko
znaajna pozitivna korelacija izmedu sinteze DON 1 ZEA 1 to samo kod izolata
poreklom sa kukuruza, dok kod izolata poreklom sa pSenice i je€ma nije uocena
statistiCki znacajna korelacija. Sli¢ne vrednosti korelacija izmedu ova dva mikotoksina u

zrnu pSenice utvrdili su Stankovi¢ et al. (2012).
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6.3.1. Odredivanje hemotipova kvalitativnom analizom

U okviru disertacije uradena je 1 kalitativna 1 kvantitativna analiza nivalenola i
deoksinivalenola kao i njegovih acetil estar derivata kod izolata F. graminearum
pomoc¢u HPLC metode. Pomocu ove metode odredena je pripadnost ispitivanih izolata
hemotipu na osnovu dobijenih koncentracija 3ADON, 15ADON i NIV. U ovom
istrazivanju, uo¢eno je da je dominantan hemotip izolata F. graminearum u Srbiji bio
I15ADON, dok NIV hemotip nije detektovan. Hemotip 3ADON uocen je u dosta
manjem procentu u odnosu na 15ADON hemotip (12,87%, odnosno 87,13%). Kod
izolata porekom sa kukuruza 3ADON hemotip je uocen u najvecem procentu (24,32%),
a zatim kod je¢ma (9,09%) i pSenice (4,76%). Izolati F. graminearum koji pripadaju
15ADON hemotipu isto tako produkuju i 3ADON i NIV ali u dosta manjim
koncentracijama koje se javljaju u tragovima. Kod izolata koji su molekularnim
metodama identifikovani kao F. vorosii i F. boothii u ovom radu, detektovan je samo
15ADON, §to je potvrdilo rezultate Lee et al. (2016).

U Kanadi, Ward et al. (2008) uo¢ili su da izolati F. graminearum sa 3ADON
hemotipom imaju statisticki znacajno (p< 0,05) vec¢u produkciju trihotecena u odnosu na
izolate sa 15ADON hemotipom. U Severnoj Americi Puri and Zhong (2010) utvrdili
su da je ukupna koncentracija DON-a sintetisana pojedinacno dosta varirala od praga
detekcije do 398,5 pg/g. Izolati sa 3ADON hemotipom sintetisali su veliku koli¢inu
3ADON (61,6-258,2 ug/g) dok je koncentracija 15ADON sintetisana od strane izolata
sa 15ADON hemotipom bila relativno niska (do 19 ug/g). Ispitivanja su pokazala da su
izolati koji su pripadali 3BADON hemotipu sintetisali 1,5 puta viSe ukupnog DON-a i ¢ak
86 puta vise 3ADON u odnosu na izolate sa 1SADON hemotipom. Isto tako izolati sa
3ADON hemotipom su imali Sest puta manje 15SADON nego $to je uoc¢eno kod izolata
sa 15ADON hemotipom.

U ovim istrazivanjima uocene su znacajno veée koncentracije (do 125,97 ug/g)
kod izolata sa 15ADON hemotipom, dok su izolati koji su pripadali 3ADON hemotipu
imali znatno manje koncentracije (do 73,85 ug/g). Rezultati disertacije ukazuju da nije
bilo znacajnih razlika u prosec¢noj produkciji ukupnog DON-a izmedu izolata koji su
pripadali 3ADON i 15ADON hemotipu. Kuhnem et al. (2015) uocili su da se ukupna
produkcija trihotecena na psenici ne razlikuje izmedu izolata sa 3ADON (53.1 pg/g) i
15ADON (47.6 pg/g) hemotipom. U ovom radu F. vorosii je sintetisao koncentraciju od
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28,71 pg/g 15ADON, dok je F. boothii sintetisao od 7,92 ug/g (4135) do 11,61 pg/g
(2822). Medutim, Lee et al. (2016) su samo kod jednog izolata F. vorosii detektovali
15ADON u koncentraciji 3,5 pg/kg, dok je kod ostalih izolata detektovan NIV u
koncentraciji od 2 do 6 pg/kg.

Dong et al. (2016) utvrdili su da se toksikoloSki profil trihotecenskih
hemotipova u Kini razlikovao izmedu izolata F. graminearum ss i F. asiaticum na zrnu
psenice. Kod izolata F. asiaticum detektovana su sva tri hemotipa, dok su svi ispitivani
izolati F. graminearum ss pripadali 15ADON hemotipu. Prose¢ne koncentracije DON-a
bile su u opsegu od 0,63 do 1,63 pg/g. Zhang et al. (2012) uocili su razlike u
potencijalu produkcije trihotecena izmedu izolata F. asiaticum i F. graminearum, dok
izmedu NIV hemotipa koje produkuje F. graminearum (79,8 pg/g) i NIV hemotipa koje
produkuju F. asiaticum (66,7 pg/g) nisu uocene znacajne razlike. Izolati F. asiaticum
koji pripadaju 3ADON hemotipu produkuju znatno vise mikotoksina (683,2 pg/g) od
izolata F. graminearum sa 15ADON hemotipom (443,3 pg/g). Takode, ovi autori nisu
pronasli razlike u produkciji DON-a izmedu F. asiaticum koji pripadaju 3ADON
hemotipom (350,9 pg/g) i 15ADON hemotipom (406,1 pg/g).

Gale et al. (2011) utvrdili su da su DON hemotipovi ¢etiri puta vise sintetisali
toksina u odnosu na NIV hemotipove. U istrazivanjima koja su sprovedena u Severnoj
Americi, Goswami and Kistler (2005) utvrdili su da NIV producenti sintetiSu nizak
nivo ukupnog DON-a. U odnosu na koli¢inu mikotoksina sintetisanu od strane razlicitih
hemotipova, opseg koncentracija za NIV hemotip bio je nizi (3-216 pg/g), u odnosu na
DON hemotip (39 - 461 pg/g). Medutim, uoceno je da su NIV hemotipovi bili
agresivniji od DON hemotipova.

6.3.2. Odredivanje hemotipova molekularnim analizama

Odredivanje hemotipova pored hemijskih analiza (HPLC) vrSeno je i
molekularnim metodama primenom multipleks PCR reakcije. Lancana reakcija
polimeraze izvedena je kori§¢enjem dva seta prajmera TRI3 i TRI12 za dokazivanje
trihotecenskih hemotipova vrste F. graminearum. Prema literaturnim podacima, za
odredivanje trihotecenskih hemotipova pomo¢u PCR metode, najces¢e se navode dva
seta specificnih prajmera dizajniranih na osnovu sekvenci gena uklju¢enih u produkciju

trihotecena, TRI3 — gen za 15-O-acetiltransferazu i TRI112 — gen za efluks pumpu (Ward
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et al., 2002, 2008; Starkey et al., 2007). Svi ispitivani izolati F. graminearum u ovom
radu pripadali su 1I5ADON hemotipu, bez obzira na poreklo izolata, odnosno sa koje
biljke domacina su izolovani. Izolati identifikovani kao F. vorosii i F. boothii takode su
pripadali 15ADON hemotipu, §to je potvrdeno u ranijim istrazivanjima (Starkey et al.,
2007; Yli-Mattila et al., 2009; O’Donnell et al., 2008; Ward et al., 2008). Medutim,
Lee et al. (2016) uodili su samo kod jednog izolata F. vorosii 15ADON hemotip, dok je
kod ostalih izolata detektovan NIV hemotip. Ovi autori navode da je verovatno razlog
pojave NIV hemotipa kod izolata F. vorosii u tome §to se jeCam i pirina¢ gaje u
plodoredu, a vrsta F. asiaticum koja pripada NIV hemotipu je dominantna na ovim
usevima, pa je moglo do¢i do eventualnih ,,udruzivanja“ populacija. Rezultati HPLC
metode za dokazivanje trihotecenskih hemotipova u ovom radu pokazali su da je
15ADON hemotip dominantan, dok je 3ADON hemotip detektovan ali u manjem
procentu. Medutim, rezultati molekularnih analiza za dokazivanje hemotipova pokazali
su da su svi ispitivani izolati F. graminearum pripadali 15ADON hemotipu. Prethodna
istrazivanja o trihotecenskim hemotipovima ukazala su da rezultati hemijskih analiza ne
daju uvek iste rezultate kao molekularne analize za utvrdivanje pripadnosti odredenom
hemotipu. Tako su Somma et al. (2014) proucavajuci 90 izolata Fg kompleksa u Italiji,
detektovali sva tri hemotipa. Medutim, hemijske analize potvrdile su razlike DON
hemotipova (3ADON i 15ADON) u odnosu na molekularne analize. Od 47 analiziranih
izolata koji su na molekularnom nivou identifikovani kao 15SADON hemotip, pomocu
hemijskih analiza samo 11 izolata pripadali su 15ADON hemotipu, dok su ostali izolati
pripadali 3ADON hemotipu. Kod tri izolata detektovan je NIV hemotip pomocu
hemijskih i molekularnih analiza. U istrazivanjima, Desjardins et al. (2008) navodi da
hemijske analize Cesto izostaju u radovima i moze biti razlog za pogresne podatke koji
ne odrazavaju uvek pravu situaciju profila trihotecenskih hemotipova. Kao primer, u
isto¢noj Kini na osnovu hemijskih analiza zitarica uoceno je da je DON bio glavni
hemotip, medutim NIV hemotip bio je prisutan 10 puta vise u odnosu na DON hemotip
(Desjardins et al., 2008). Na osnovu literaturnih podataka uoceno je da hemijske
analize ostaju vaZan instrument za prikazivanje stvarne ucestalosti razlic¢itih hemotipova
koje ¢e ujedno dati detaljnu validaciju trihotecenskih genotipova u okviru neke

populacije (Desjardins et al., 2008; Somma et al., 2014).
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6.4. Rasprostranjenost i zna¢aj hemotipova

S obzirom na veliki znacaj trihotecena u poljoprivredi kao 1 u prehrambenoj
industriji od suStinskog znacaja za jednu zemlju je poznavanje toksikoloSskog profila
trihotecena jer imaju znaCajnu ulogu u etiologiji bolesti. Trihotecenski hemotipovi

(NIV, 3ADON i 15ADON) imaju razlicita toksikoloska svojstva. Utvrdeno je da je

.....

pogledu zastite zdravlja ljudi i zivotinja poznavanje hemotipova je vazna informacija za
uspostavljanje strategije za procenu rizika. U dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je da
razlicite vrste Fg kompleksa mogu imati samo jedan hemotip ili ¢ak mogu da sintetiSu
sva tri miktoksina 3ADON, 15ADON i NIV, kao $to je slu¢aj kod vrste F. graminearum
ss i F. asiaticum. Utvrdeno je da vrste F. boothii i F. vorosii sintetiSu samo 15SADON
(Starkey et al., 2007; O’Donnell et al., 2008; Ward et al., 2008).

Rezultati o geografskoj rasprostranjenosti hemotipa u ovoj disertaciji su po prvi
put ukazali kakva je distribucija hemotipova u Srbiji, kao i na postojanje 3ADON
hemotipa u sedam lokaliteta: Zemun Polje (5), Nova Pazova (1), Krnjesevci (1), Indija
(1), Novi Sad (2), Kikinda (1) i Loznica (1). Ovo je ujedno i prva detekcija 3ADON
hemotipa u Juznoj Evropi.

Velike razlike u geografskoj rasprostranjenosti hemotipova Sirom sveta opisali
su Gale et al. (2002), Zhang et al. (2007) i Qu et al. (2008) u Kini, Karugia et al.
(2009) u Japanu, Boutigny et al. (2011) u Juznoj Africi, Gale et al. (2007) i Ward et
al. (2008) u Americi, a u Australiji Monds et al. (2005). Literaturni podaci pokazuju
geografsku podelu trihotecenskih hemotipova Sirom Evrope, gde je uofeno da u
severnoj Evropi 3ADON hemotip dominira u Norveskoj (Aamot et al., 2015; Uhlig et
al., 2013; Langseth et al., 2001) u Svedskoj (Fredlund et al., 2013; Lindblad et al.,
2013), u Finskoj i na severozapadu Rusije (Yli-Mattila et al., 2009). Dok se 15ADON
pojavljuje pretezno u zapadnoj i juznoj Evropi, ukljucujuci Veliku Britaniju (Jennings
et al., 2004), Belgiju (Audenaert et al., 2009), Italiju (Prodi et al.,2009; Somma et al.,
2014), Luksemburg (Pasquali et al., 2010), Poljsku (Stepien et al., 2008), Madarsku
(Toth et al., 2005), Nemacku (Talas et al., 2011) i Francusku (Boutigny et al., 2014).
Izolati sa NIV hemotipom nisu zabelezeni u severnoj Evropi, ali ¢ine najmanje 10%

izolata Fg kompleksa u nekim drugim delovima Evrope (Jennings et al., 2004;
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Waalwijk et al., 2003; Boutigny et al., 2014; Stepien et al., 2008; Somma et al.,
2014).

Na severu Evrope dominantan je 3ADON hemotip, pa su tako Aamot et al.
(2015) uodili da je veéina izolata F. graminearum na zitaricama u Norveskoj imala
3ADON hemotip. Takode, u Norveskoj 3ADON je detektovan na pSenici, ovsu, i
jeCamu u toku 2011. godine, dok 15ADON nije detektovan (Uhlig et al., 2013). Jos
ranije je uoceno da 3ADON hemotip dominira medu izolatima Fg kompleksa sa
Norveskih zitarica (Langseth et al., 1999, 2001), 3ADON hemotip je pronaden na ovsu
i pSenici koji su sakupljeni izmedu 2009-2011. godine u Svedskoj, dok 15ADON
hemotip nije primecen (Fredlund et al., 2013; Lindblad et al., 2013). Prethodne
geneticke analize pokazale su da su izolati F. graminearum iz Finske i severozapadne
Rusije bili isklju¢ivo 3ADON (Yli-Mattila et al., 2009), a takode 3ADON hemotip je
bio dominantan na je¢mu, tritikaleu, razi, ovsu i u Danskoj, iako je 1I5ADON hemotip
bio dominantan na p$enici prikupljenoj izmedu 2003. i 2007. godine u Danskoj (Nielsen
et al., 2012). Za razliku od severa Evrope, u njenim drugim delovima dominantni su
drugi hemotipovi. U Francuskoj dominantan hemotip na pSenici, je¢mu i kukuruzu bio
je 15ADON, dok je NIV hemotip dosta manje prisutan i to samo na pSenici i1 kukuruzu
(Boutigny et al., 2014). U Italiji, Prodi et al. (2009, 2011) uo¢ili su da je 15ADON
hemotip dominantan u Italiji 1 to preteZno u regionima sa hladnijom klimom. Takode,
Somma et al. (2014) su analizom populacije Fg kompleksa utvrdili da je 88% pripadalo
15ADON hemotipu, 11% NIV hemotipu, dok je 3ADON hemotip detektovan samo kod
jednog izolata. Proucavaju¢i 76 izolata F.graminearum ss poreklom sa pSenice u

Engleskoj, 72 izolata pripadali su 15ADON hemotipu (Jennings et al., 2004).
6.5. Molekularna identifikacija i karakterizacija vrsta Fg kompleksa

Primenom PCR reakcije koriS¢enjem prajmera efl/ef2 (omogucavaju
amplifikaciju proteinskog gena TEF—1a), T1/T22 (amplifikuju proteinski gen
p—tubulin) 1 H3-1la/H3-1b (omoguéava amplifikaciju histonskog H3 gena)
amplifikovani su fragmenti odgovaraju¢e veli¢ine, koji su sekvencirani radi
identifikacije proucavanih izolata.

Pomoc¢u BLAST analize, dobijene konsenzus nukleotidne sekvence poredene su

sa sekvencama dostupnim u GenBank bazi podataka. BLAST analiza na osnhovu
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TEF—1a gena pokazala je da je 10 sekvenci imalo 100% nukleotidne identi¢nosti, dok
je jedna sekvenca pokazala 99% sa sekvencama izolata vrste F. graminearum poreklom
iz razli¢itih delova sveta. Sekvenca izolata 1339/2 pokazala je 100% nukleotidne
identi¢nosti sa sekvencom referentnog izolata F.vorosii (NRRL 37605), dok je 99%
nukleotidne identi¢nosti pokazala sa izolatima F. asiaticum, F. graminearum ss i F.
boothii deponovanih u GenBank bazi podataka.

Medutim, nakon poredenja dobijenih sekvenci na osnovu amplifikacije histon
H3 gena sa sekvencama drugih izolata dostupnih u GenBank bazi podataka rezultati
BLAST analize 12 sekvenci ispitivanih izolata u ovom radu pokazali su da je 9 izolata
imalo najvisi nivo nukleotidne sli¢nosti sa izolatima F. graminearum ss, dva izolata sa
F. boothii i jedan izolat sa F. vorosii.

Molekularna identifikacija 12 odabranih izolata na osnovu amplifikacije
S—tubulina obavljena je BLAST analizom i pokazala je da je 8 izolata imalo 100%
identi¢nosti, dok su tri izolata imala 99% identiCnosti sa sekvencama izolata F.
graminearum ss deponovanih u GenBank bazi podataka. lzolat 1339/2 pokazao je
najvisi stepen nukleotidne identi¢nosti sa sekvencom izolata F. vorosii NRRL 37605
poreklom iz Madarske. Na osnovu prorauna geneticke sli¢nosti odabranih sekvenci za
gen S—tubulin, izolat 1339/2 identifikovan je kao F. vorosii, dok se izolati F. boothii
(2822 1 4135) nisu jasno izdvojili od izolata F. graminearum ss.

Molekularna identifikacija na osnovu multilokusne sekvence tri gena (TEF—1a,
S—tubulin i histon H3) u ovom radu identifikovane su vrste F. graminearum ss, F.
boothii i F. vorosii.

Literaturni podaci ukazuju da je filogenetska srodnost vrsta u okviru Fg
kompleksa jako bliska. Veliki broj autora u literaturi navodi da identifikacija vrsta Fg
kompleksa zahteva analiziranje viSe gena ukljucuju¢i TEF—Ia, a—tubulin, f—tubulin,
histon H3, RED, TRI101 i druge (O’Donnell et al., 2004; Geiser et al., 2004; Starkey
et al., 2007). Elongacioni faktor (TEF—1a) je visoko informativan na nivou vrste za rod
Fusarium i pokazuje visok polimorfizam sekvenci izmedu blisko srodnih vrsta, ¢ak i u
poredenju sa intronom kodirajucih gena, kao $to su f—rubulin i histon H3 gen (Geiser
et al., 2004), sto su rezultati dobijeni u ovom radu i potvrdili. O’Donnell et al. (2004)
su na osnovu MAT1-1 i MAT1-2 kao i histon H3 gena izvrSili molekularnu

karakterizaciju vrsta Fg kompleksa. U istrazivanjima Starkey et al. (2007) su na
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osnovu DNK sekvenci vise gena (TEF—Ia, f—tubulin, histon H3, RED, TRI101)
identifikovali vrste u okviru Fg kompleksa.

Za filogenetsku analizu u disertaciji koris¢eno je 12 sekvenci tri razliita
genomska regiona (TEF—/a, p—tubulin i H3) koje su uparene sa 25 odabranih sekvenci
vrsta Fg kompleksa koje su dostupne u GenBank bazi podataka. Filogenetska analiza je
ukazala na postojanje dve novootkrivene vrste Fg kompleksa u Srbiji. Filogenetsko
stablo pokazalo je izdvajanje izolata F. graminearum u tri klastera I, II i III. Uoceno je
da su izolati 4135 i 2822 u okviru grupe 1A2 grupisani zajedno sa referentnim izolatima
F. boothii (NRRL 29020 i NRRL 26916) koji su poreklom iz Amerike. U okviru
subklastera 1B, sekvenca ispitivanog izolata 1339/2 grupisana je zajedno sa referentnim
izolatom F. vorosii (NRRL 37605) koji je poreklom iz Madarske. U grupu IA1 svrstalo
se preostalih devet odabranih izolata F. graminearum zajedno sa referentnim izolatima
F. graminearum (NRRL 28336, NRRL 29169 i NRRL 28439), §to se i oc¢ekivalo s
obzirom na rezultate prethodnih istrazivanja o biogeografiji ove vrste, za koju je
utvrdeno da preovladava na svim kontinentima (O’Donnell et al., 2004).

Rezultati dosadasnjih istrazivanja u svetu ukazali su da se izolati F.
graminearum sensu lato medusobno razlikuju po biogeografiji, pripadnosti odredenom
hemotipu, potencijalu produkcije mikotoksina i filogeniji, dok su morfoloska svojstva
slabo uocljiva. Upotrebom multilokusne DNK sekvence 13 nuklearnih gena i GCPSR
metode u okviru Fg kompleksa identifikovano je 15 wvrsta: [1] Fusarium
austroamericanum, [2] Fusarium meridionale, [3] Fusarium boothi, [4] Fusarium
mesoamericanum, [5] Fusarium acacie—mearnsii, [6] Fusarium asiaticum, [7]
Fusarium graminearum sensu stricto, [8] Fusarium cortaderie, [9] Fusarium
brasilicum,[10] F. vorosii, [11] F. gerlachii, [12] F. aethiopticum, [13] F. ussurianum,
[14] F. louisianense poreklom iz Luizijane i [15] F. nepalense poreklom iz Nepala
(O’Donnell et al., 2000, 2004, 2008; Starkey et al., 2007; Yli—Mattila et al., 2009;
Sarver et al., 2011).

Prvi izolat vrste F. vorosii izolovan je sa klasa pSenice u Madarskoj 2002.
godine (NRRL 37605 = FgHF012). Pomenuta vrsta identifikovana je koris¢enjem
molekularnih metoda (RAPDSs), IGS-RFLP i delimi¢nih sekvenci RED gena (Toth et
al., 2005). Na osnovu proucavanja DNK sekvenci TEF—/a i RED gena, Starkey et al.

(2007) su dva izolata ove vrste poreklom sa pSenice sakupljene u 2003. godini u Japanu
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(NRRL 38207 = Suga 0301112, NRRL 38208 = Suga 0301831) identifikovali kao F.
vorosii. Isti autori utvrdili su da su izolati vrste F. vorosii pripadali 155ADON hemotipu.
U istrazivanjima Lee et al. (2016) na osnovu gena TEF—/Ia, TRII0I i MAT1-1-3
identifikovali su vrstu F. vorosii na kukuruzu, je¢mu i pirin¢u u Koreji.

Prema podacima u literaturi vrsta F. boothii identifikovana je na je¢mu, pSenici i
kukuruzu u Juznoj Africi, Juznoj Americi, Aziji i drugim oblastima (Boutigny et al.,
2011; Sampietro et al., 2010). O’Donnell et al. (2004) su na osnovu MAT1-1 i MAT1-2
kao 1 histon H3 gena identifikovali ovu vrstu. Ispitivanjem izolata F. graminearum
prikupljenih u periodu 2009-2014. godine sa zrna kukuruza u Kini na osnovu DNK
sekvenci TEF—1/a identifikovane su vrste F. graminearum, F. meridionale i F. boothii
(Duan et al., 2016). Pomenutu vrstu Boutigny et al. (2011) identifikovali su na je¢mu u

Juznoj Africi pomocu prajmera Fgl1F/Fgl 1R i efl/ef2.
6.6. Rasprostranjenost vrsta Fg kompleksa

Na distribuciju vrsta a samim tim i trihotecenskih hemotipova direktno il
indirektno su verovatno uticali razliciti faktori ukljucuju¢i klimu, plodored, razlicita
tolerantnost useva prema patogenima i drugo. Informacije o rasprostranjenosti vrsta i
njihovih hemotipova su klju¢ne zbog povecane moguénosti za kontaminaciju zitarica
mikotoksinima. Pored toga, ovi rezultati su potrebni u razvoju strategije upravljanja
fuzariozama klasa 1 trulezi klipa u svetu a i u Srbiji, kao 1 da se pobolj$a razumevanje
distribucije i znacaj razlicitosti vrsta Fg kompleksa Sirom sveta.

lako su osnovni faktori za geografsku rasprostranjenost vrsta kao i hemotipova u
okviru Fg kompleksa jo$ uvek nedovoljno poznati, pojava nekih vrsta moze se povezati
sa njihovim ekoloSkim, odnosno temperaturnim zahtevima. Utvrdeni su razli¢iti
genotipovi iste vrste, §to ukazuje da moze do¢i do ukrStanja genotipova u okviru
populacije (Zhang et al., 2010).

Obe novootkrivene vrste u Srbiji, F. boothii i F. vorosii, u okviru ove disertacije
su po prvi put u Evropi identifikovane u Madarskoj. S obzirom na geografsku blizinu,
slicne klimatske i agroekoloske uslove, pojava ovih vrsta se mogla i ocekivati u Srbiji,
Sto su rezultati ove disertacije 1 potvrdili.

Backhouse (2014) navodi da vrsta F. boothii, ima zanimljivu geografsku

distribuciju. U dosadasnjoj literaturi postoji nekoliko dostupnih podataka o pojavi ove
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vrste na psenici gajenoj na visinama iznad 1000 m u suptropskim i tropskim krajevima u
Juznoj Africi, Keniji, Etiopiji i Meksiku. U ovim oblastima F. boothii se javlja u ve¢em
procentu na klasu pSenice u odnosu na druge vrste roda Fusarium (Boutigny et al.,
2011; Malihipour et al., 2012; O’Donnell et al., 2008; Wagacha et al., 2010). U
drugim delovima sveta, pojava F. boothii na pSenici je sporadi¢na.

Prema podacima u svetu, kukuruz je biljka na kojoj se F. boothii ¢escée
pojavljuje nego na psenici. Na zrnu kukuruza identifikovana je u Nepalu, Argentini i
Juznoj Koreji (Desjardins and Proctor, 2011; Lee et al., 2012; Sampietro et al.,
2012). Boutigny et al. (2011) utvrdio je da je F. boothii jedina vrsta koja je povezana
sa trulezi klipa kukuruza u JuZnoj Africi, dok je u relativno niskom procentu bila
prisutna na klasu pSenice. Autori su zakljucili da je ova vrsta fizioloski vise prilagodena
da prouzrokuje patogenost na kukuruzu, dok se na pSenici javlja samo pod odredenim,
specifiénim uslovima. Uoceno je da F. boothii ima manju moguénost da prezivi i razvija
se u podru¢jima sa hladnim zimama u odnosu na vrste F. graminearum, F. asiaticum, a
takode je 1 manje konkurentna u uslovima visoke vlaznosti i kiSe u vreme cvetanja.

U literaturi postoji malo podataka o rasprostranjenosti vrste F. vorosii. Starkey
et al. (2007) su na osnovu proucavanja DNK sekvenci TEF—/a i RED gena
identifikovali vrstu F. vorosii u Madarskoj na pSenici koja je prikupljena 2002. godine,
kao i u Japanu, takode sa klasa pSenice prikupljenog 2003. godine. U kasnijim
istrazivanjima, Lee et al. (2016) su ovu vrstu identifikovali u Koreji na kukuruzu, je¢mu
1 pirinCu. Autori pojavu ove vrste objaSnjavaju geografskom blizinom sa Japanom.

Vecina filogenetskih vrsta Fg kompleksa vodi poreklo sa juZzne hemisfere, osim
dve vrste, F. gerlachii i F. graminearum ss koje su kosmopoliti. Biogeografsku
rasprostranjenost kompleksne vrste F. graminearum dao je Kerry O’Donnell (2004)
koji je ukazao da je F. graminearum ss najrasprostranjenija i najdominantnija vrsta u
svetu. Literaturni podaci ukazuju da su vrste F. austroamericanum, F. meridionale, F.
cortaderiae i F. brasilicum lokalizovane u Juznoj Americi (Starkey et al., 2007,
Sampietro et al., 2011), F. acaciae-mearnsi u Australiji i Africi (O’Donnell et al.,
2004), F. asiaticum, F. vorosii 1 F. ussurianum u Aziji (O’Donnell et al., 2004), F.
aethiopicum u Africi (O’Donnell et al., 2008), F boothii i F. mesoamericanum u
Centralnoj Americi (O’Donnell et al., 2004; 2008), F. gerlachii i F. louisianense u
SAD-u (Starkey et al., 2007; Sarver et al., 2011) i F. nepalense vrsta otkrivena u
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Nepalu (Sarver et al., 2011).Usled promene klime kao i razmene dobara Sirom sveta,
doslo je do migracije ovih vrsta, tako da se vec¢ina vrsta sada proSirila na sve kontinente.

Za razliku od rasprostranjenosti hemotipova F. graminearum, u Evropi ima malo
informacija o distribuciji vrsta Fg kompleksa. Utvrdeno je da je vrsta F.graminearum ss
dominantna u Francuskoj (Waalwijk et al., 2008), Nemackoj (Talas et al., 2011), Italiji
(Prodi et al., 2009, 2011), Velikoj Britaniji (Jennings et al., 2004), Belgiji (Audenaert
et al., 2009), Luksemburgu (Pasquali et al., 2010), Poljskoj (Stepien et al., 2008),
Svedskoj (Fredlund et al., 2013; Lindblad et al., 2013), Norveskoj (Aamot et al.,
2015) i Danskoj (Nielsen et al., 2012). U istrazivanjima Somma et al. (2014) oucili su
da je dominantna vrsta na pSenici i kukuruzu F. graminearum ss (88/90), a takode u
ovom istrazivanju su po prvi put identifikovali vrstu F. cortaderiae (2/90) u Iltaliji.
Tokom 2002. godine na teritoriji Madarske, sa zrna pSenice izolovana je vrsta F. vorosii
(Toth et al., 2005; Starkey et al., 2007). Boutigny et al. (2014) identifikovali su F.
graminearum ss kao dominantnu vrstu Fg kompleksa (289/294) na pSenici, je¢mu i
kukuruzu u Francuskoj. Pored wvrste F. graminearum ss, na zrnu kukuruza
identifikovane su jo§ dve nove vrste F. cortaderiae (3/294) i F. boothii (2/294).

U istrazivanjima Zhang et al. (2012) uoceno je da je vrsta F. graminearum
Siroko rasprostranjena u podru¢jima gde se pSenica i kukuruz gaje u plodoredu.
Nasuprot tome, u podru¢jima gde se pSenica gaji u plodoredu sa pirinem uglavnom je
identifikovana vrsta F. asiaticum (Zhang et al., 2012; Lee et al., 2010; Index Mundi,
2014). Osim toga, uoCena je visoka korelacija izmedu prosecnih temperatura i
ucestalosti vrsta F. graminearum ss i F. asiaticum. Vrsta F. graminearum javlja se na
temperaturama ispod 15°C, dok se vrsta F. asiaticum pojavljuje na temperaturama
preko 15°C (Suga et al., 2008). Jasna geografska rasprostranjenost vrsta Fg kompleksa
na pSenici i jeému uocena je u Japanu. Na severu je izolovana vrsta F. graminearum
ss dok je na jugu dominantna vrsta bila F. asiaticum (Suga et al., 2008). Jo§ jedan
ocigledan primer geografske distribucije zabeleZen je u Iranu, u zapadnom delu zemlje,
gde je od 129 izolata poreklom sa pSenice, Cak 125 izolata identifikovano kao F.
graminearum ss. Nasuprot tome, u isto¢nom Iranu, populacija je mnogo raznovrsnija,
identifikovano je devet vrsta Fg kompleksa medu 26 izolata (Davari et al., 2013).

Rezultati istrazivanja koji su objavljeni u Koreji pokazali su da je ve¢ina izolata

poreklom sa kukuruza bila F. graminearum ss (74%), dok su vrste F. meridionale, F.
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boothii i F. asiaticum bile prisutne u niskom procentu (Jeon et al., 2003). Do sli¢nih
rezultata dosli su Lee et al. (2012) koji su proucavaju¢i 568 izolata Fg kompleksa,
uocili da je dominantna vrsta na kukuruzu bila F.graminearum ss (75%), zatim F.
boothii (12%), F. asiaticum (12%) i F. meridionale (1%). Nasuprot tome, uoceno je da
su glavni prouzrokovaéi trulezi klipa kukuruza u Nepalu bile vrste F. asiaticum, F.
meridionale i F. boothii, dok vrsta F. graminearum ss, koja dominira na kukuruzu Sirom
sveta, nije detektovana (Desjardins and Proctor, 2011).

Istrazivanja u Juznoj Americi uglavnom Su sprovedena u umerenim regionima
Argentine, jugu Brazila i Urugvaju, i ukazala su da na zrnu kukuruza preovladavaju
vrste F. meridionale i F. boothii za koje je utvrdeno da su endemske za Juznu Ameriku
(Sampietro et al., 2011; Aoki et al., 2012). Nasuprot tome, u Argentini Ramirez et al.
(2007) utvrdili su da je svih 113 izolata koji su prikupljeni sa pSenice bili F.
graminearum ss. U istrazivanjima Del Ponte et al. (2013) uoceno je da se na pSenici
javlja vrsta F. graminearum ss, na kukuruzu F. meridionale, dok se na pirin¢u javlja F.
asiaticum.

U Srbiji do sada nema podataka o prisustvu i rasprostranjenosti vrsta u okviru
Fg kompleksa. S obzirom na literaturne podatke o prisustvu novootkrivenih vrsta u
susednim zemljama - F. boothii i F vorosii, moglo se i o¢ekivati prisustvo pomenutih

vrsta na zrnu Zita u Srbiji, Sto su rezultati ove disertacije i potvrdili.
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7. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata istrazivanja o biodivrzitetu vrste Fusarium graminearum

poreklom sa zrna pSenice, je¢ma i kukuruza mogu se doneti sledeci zakljucci:

< Po prvi put detektovano je prisustvo vrste F. vorosii na psenici i F.
boothii na pSenici i kukuruzu na teritoriji Srbije.

X Proucavanjem morfoloskih karakteristika ispitivanih izolata uocena je
velika varijabilnost u izgledu makroskopskih svojstava na osnovu kojih nije bilo
moguce utvrditi morfoloske razlike izmedu vrsta F. graminearum ss, F. vorosii i F.
boothii u okviru Fg kompleksa u Srbiji.

X Najmanji prose¢ni dnevni porast na PDA podlozi imao je izolat 2813
identifikovan kao F. graminearum ss, dok je izolat vrste F. boothii (4135) imao najveci
dnevni porast.

<> Praéenjem porasta izolata F. graminearum na PDA podlozi uoceno je da
izolat vrste F. vorosii ima najveci porast micelije nakon 48 h, kao i nakon 96 h od svih
ispitivanih izolata.

<> Konidije izolata vrste F. graminearum ss imale su dimenzije 25,30-74,70
x 4,17-6,03 um, kod izolata F. vorosii konidije su bile 31,4-52,20 x 5,04-6,12 um, a kod
izolata F. boothii dimenzije makrokonidija bile su u opsegu 31,97-71,64 x 4,12-4,67
um. Na osnovu proucavanja ovih karakteristika uoceno je da proseéne vrednosti u
duzini 1 Sirini makrokonidija mogu znacajno varirati, pa Se Ovi parametri ne mogu
koristiti za morfolosko razdvajanje pomenutih vrsta.

<> Testovi patogenosti na klipu kukuruza i klasu psSenice ispitivanih izolata
F. graminearum pokazali su da su svi ispitivani izolati, bez obzira na poreklo,
prouzrokovali simptome crvenoruzicaste trulezi klipa kukuruza, odnosno fuzariozu
klasa pSenice, kao i da postoji velika razlika u agresivnosti, kako izmedu izolata
razli¢itih vrsta, tako 1 izmedu izolata iste vrste. Reizolacijom 1 ponovnom

identifikacijom potvrdena je patogenost izolata i ispunjeni su Kohovi postulati.
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X Test patogenosti na listu jeéma u laboratorijskim uslovima pokazao je da
su svi ispitivani izolati bez obzira na poreklo (pSenica, jeCam, kukuruz) prouzrokovali
simptome na listu je¢ma i uocena je velika varijabilnost u virulentnosti izmedu izolata.

< Testovi patogenosti pokazali su da vrste F. graminearum ss, F. vorosii i
F. boothii identifikovane u okviru Fg kompleksa u Srbiji mogu ostvariti infekciju, kako
u laboratorijskim, tako i u poljskim uslovima.

<> Potencijal produkcije mikotoksina ZEA i DON pomoc¢u ELISA testa kod
ispitivanih izolata, pokazao je da su najvece koncentracije sintetisali izolati poreklom sa
pSenice, dok su izolati poreklom sa je¢ma imali najmanji potencijal produkcije oba
ispitivana mikotoksina.

X2 Najveée koncentracije ZEA sintetisao je izolat F. vorosii, a najvece
koncentracije DON-a sintetisao je izolat F. graminearum ss, dok su izolati F. boothii
sintetisali generalno niske koncentracije oba mikotoksina.

X Poredenjem koncentracija mikotoksina kod izolata poreklom sa kukuruza
uoCeno je da postoji visoko statistiCki znacajna korelacija izmedu sintetisanih
koncentracija ZEA i DON, dok kod izolata poreklom sa pSenice i je¢ma nije uocena
korelacija izmedu ova dva mikotoksina.

X Kvalitativna i kantitativna analiza mikotoksina pomo¢u HPLC metode
pokazala je da su izolati F. boothii i F. vorosii sintetisali samo 15ADON, dok je vec¢ina
izolata F. graminearum ss produkovala sva tri mikotoksina (15ADON, 3ADON i NIV).

<> Pomo¢u HPLC metode odreden je hemotip ispitivanih izolata i uo¢eno
da su izolati F. boothii i F. vorosii pripadali 15ADON hemotipu. Vecina izolata F.
graminearum ss pripadala je 15ADON hemotipu (86,7%), dok je 3ADON hemotip
detektovan u manjem procentu (13,3%). NIV hemotip nije detektovan.

X Multipleks PCR reakcija, primenjena je u ovim istraZivanjima za brzu
detekciju hemotipova kod izolata F. graminearum. Kao rezultat multipleks PCR
reakcije, koris¢enjem seta prajmera TRI3 i TRI12, amplifikovani su fragmenti o¢ekivane
veli¢ine od 610 bp i 670 bp sto je ukazalo da su svi ispitivani izolati pripadali 15ADON
hemotipu.

> Poredenjem rezultata dobijenih hemijskim analizama sa molekularnim
analizama koje odreduju pripadnost hemotipova, uoceno je da postoje razlike u detekciji
3ADON hemotipa.
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X Rezultati ove disertacije su prvi rezultati o prisustvu i biodiverzitetu
hemotipova u nasim agroekoloskim uslovima I mogu doprineti boljem poznavanju
mikotoksikoloskog profila izolata F. graminearum, §to je od izuzetnog znacaja, jer je
poznavanje hemotipova vazna informacija za uspostavljanje strategije za procenu rizika
od mikotoksina.

X Koriste¢i TEF—1a gen uoceno je da on nije bio dovljno informativan da
razdvoji sve prisutne vrste u okviru Fg kompleksa, iako su detektovane razlike ¢ak u
nekoliko nukleotida izmedu izolata iste vrste. Na osnovu TEF—Ia gena izolat 1339/2
identifikovan je kao F. vorosii, dok su svi ostali izolati identifikovani kao F.
graminearum ss.

X2 Gen histon H3 bio je dovoljno specifican i informativan da se
identifikuju tri vrste u okviru Fg kompleksa F. graminearum ss (9), F. boothii (2) i F
vorosii (1).

<> Na osnovu proracuna genetiCke sli€nosti odabranih sekvenci za gen
[—tubulin, jedan izolat (1339/2) identifikovan je kao F. vorosii, dok se izolati F. boothii
(2822 1 4135) nisu jasno izdvojili od izolata F. graminearum ss kao posebna vrsta u
okviru Fg kompleksa.

X Na osnovu multilokusne sekvence tri gena TEF—1a, f—tubulin i histon
H3 identifikovane su tri vrste F. graminearum ss, F. boothii i F. vorosii poreklom sa
zrna zitarica iz Srbije.

X Rekonstrukcija filogenetskog stabla na osnovu tri razliita genomna
regiona pruzila je uvid u prisustvo i rasprostranjenost vrsta Fg kompleksa u nasoj
zemlji, kao i evolutivhu medupovezanost izmedu izolata vrste F. graminearum ss, F.
vorosii i F. boothii poreklom iz Srbije.

<> Ova istrazivanja predstavljaju pocetak proucavanja biogeografske
distribucije vrsta Fg kompleksa u Srbiji, a dobijeni rezultati predstavljaju uvod u blizu
geneti¢ku karakterizaciju. Sekvenciranje veceg broja izolata i ukljucivanje jos dodatnih
gena, kao i njihovo poredenje i odredivanje meduodnosa sa drugim izolatima u svetu
doprinece boljem poznavanju biodiverziteta Fg kompleksa iz ¢ega moze nastati uspesna

strategija u suzbijanju ovih stetnih patogena.
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Zakljucak

R/

> Morfoloska, patogena, toksigena i molekularna karakterizacija izolata F.
graminearum porecklom sa zrna pSenice, je¢ma i kukuruza iz Srbije, pruzila je uvid u

prisustvo, rasprostranjenost i biodiverzitet vrsta Fg kompleksa u nasoj zemlji.
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