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1.UvOD

Zdravstveno bezbedna hrana, hrana bez bioloskih, fizi¢kih i hemijskih kontaminenata
u nedozvoljenim koli¢inama jedan je od najvaznijih zahteva koji su proistekli iz kvaliteta
zivota savremenog drustva. Mikotoksini kao produkti sekundarnog metabolizma saprotrofnih
plesni jedni su od najpoznatijih i najucestalijih (bio)hemijskih kontaminenata hrane. Neke
vrste plesni iz roda Aspergillus sintetiSu aflatoksine koje je Internacionalna agencija za
izucavanje raka (IARC, 1993) svrstala u prvu grupu kancerogenih jedinjenja, medu kojima je
po svojoj toksi¢nosti i ucestalosti pojave najznacajniji aflatoksin Bi (AFB1). S obzirom na
globalni znacaj prisustva AFB;: u hrani, kako sa aspekta bezbednosti hrane, tako i sa aspekta
globalne trgovine, prisustvo A. flavus i AFB1 bi trebalo posmatrati kao znacajan deo sistema
kontrole u primarnoj proizvodnji hrane i prehrambenoj industriji.

PSenica, kao i proizvodi od pSenice namenjeni humanoj i animalnoj ishrani cesto
podlezu infekciji plesnima, te i moguénosti kontaminacije razli¢itim mikotoksinima. lako
Fusarium vrste i njihovi toksini predstavljaju najucestalije kontaminente pSenice, u poslednjih
nekoliko godina i druge toksigene vrste plesni su postale vazni izvori kontaminacije pSenice
mikotoksinima. Topla klima favorizuje vecu ucestalost pojave plesni Aspergillus flavus, a
samim tim i aflatoksina u Zitima. Premda aflatoksini naj¢es¢e kontaminiraju kukuruz i
proizvode od kukuruza, klimatske promene znacajno uti¢u na promenu ucestalosti i
intenziteta pojave aflatoksigenih plesni na zitima. Nekoliko skora$njih nau¢nih saopstenja je
ukazalo na ucestaliju pojavu aflatoksina u Zitima u evropskim zemljama u kojima ranije nije
postojao problem sa aflatoksinima. Prema ovim istrazivanjima, infekcija Zitarica Aspergillus
plesnima i frekventnija kontaminacija aflatoksinima je posledica klimatskih promena, kao $to
su veoma topli 1 suSni letnji periodi. Do infekcije pSenice mikotoksigenim aspergilima moze
do¢i i nakon Zetve, od sazrevanja useva do njihove upotrebe, $to rezultira potencijalnom
sekundarnom kontaminacijom aflatoksinima, narocito ako su procesi suSenja zrna i samog
skladiStenja tehnoloski neadekvatni.

Pre analize uzoraka hrane na mikotoksine, vazno je znati koji od mikotoksina bi mogli
da budu potencijalno prisutni. S obzirom da je biosinteza mikotoksina karakteristi¢na za
odredene sojeve, a saznanje koji mikotoksini ce biti potencijalno prisutni moze se postici
tatnom 1 preciznom identifikacijom plesni koje su prisutne u odredenim segmentima lanca
ishrane. Pravilna i precizna identifikacija vrsta roda Aspergillus je neophodna iz razloga $to je
produkcija aflatoksina rizi¢na za zdravlje ljudi i Zivotinja, te daje doprinos preduzimanju mera

u cilju sprecavanja kontaminacije. Veliki broj faktora utie na rast plesni i sintezu toksina

1
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medu kojima su temperatura i aktivnost vode (aw) kljucni. Podaci o biotickim i abiotickim
faktorima koji mogu uticati na produkciju toksina, a upotpunjeni informacijom o frekvenciji i
intenzitetu pojave mikobiota prisutnih u sirovinama odnosno hrani predstavljaju vazan korak

u predvidanju moguée kontaminacije mikotoksinima.

1.1. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Uzimajuéi u obzir da viSegodisnja istrazivanja ukazuju na sve ucestaliju kontaminaciju
zitarica aflatoksinima na nasim prostorima, te da sistemska kontrola celokupnog procesa

proizvodnje hrane i hrane za Zivotinje postaje neophodna, ciljevi ovih istrazivanja su bili:

» Odredivanje intenziteta pojave i frekvencije mikobiota uz pregled rasprostranjenosti
plesni na uzorcima hlebne pSenice i spelte, prikupljenih posle Zetve u regionu

VVojvodine tokom tri godine (2015-2017);

» Identifikacija i karakterizacija izolata A. flavus primenom polifaznog pristupa koji

ukljucuje klasi¢ne mikrobioloske i molekularne metode;

 lIspitivanje otpornosti razli¢itih Triticum vrsta: hlebne psenice (T. aestivum L.), spelte
(T. aestivum ssp. spelt L.), korasan (T. turgidum ssp. turanicum Jakubz) i hibrida

pSenice (T. aestivum L.— F1) na infekciju sa A. flavus i produkciju AFB1 u polju;

* Odredivanje fizi¢ko-hemijskih karakteristika plevicastih omotaca u cilju ispitivanja

uticaja plevicastih omotaca na rast i razvoj A. flavus i biosintezu AFB;;

+ Ispitivanje uslova skladiStenja, odredivanjem uticaja temperature i aktivnosti vode (aw
vrednosti) na produkciju AFB;1 nakon kontaminacije oljustenih zrna spelte i zrna sa
plevi¢astim omota¢ima sa odabranim sojem A. flavus u laboratorijskim uslovima radi

procene efikasnosti plevicastih omotaca u zastiti zrna spelte od kontaminacije;

+ Ispitivanje uticaja AFB:1 na odabrane parametare prometnog i tehnoloskog kvaliteta

uzoraka spelte.

Na osnovu prikazane radne hipoteze uocava se potreba za ispitivanjem interakcije
plesni A. flavus i Triticum vrsta ¢ime se daje doprinos povecanju dostupnih podataka o pojavi
AFB: u zitaricama na teritoriji Srbije. Realizacija istrazivanja je od velikog znacaja u
sprovodenju strategije prevencije kontaminacije hrane plesnima A. flavus i AFB1, a samim tim

I U smanjenju toksi¢nih efekata koje ovi toksini mogu da prouzrokuju. Najveéi deo
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eksperimentalnih istrazivanja uraden je u Laboratoriji za tehnologiju, kvalitet i bezbednost
hrane, Naucnog instituta za prehrambene tehnologije u Novom Sadu, zatim na oglednim
parcelama Instituta za ratarstvo i povrtarstvo Novi Sad, kao i laboratorijama Tehnoloskog 1

Poljoprivrednog fakulteta, Univerziteta Novi Sad.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. PLESNI I MIKOTOKSINI - KONTAMINENTI HRANE

Rast plesni na/u hrani prouzrokuje fizicke i hemijske promene usled kojih moze do¢i
do nekoliko vrsta kvarenja hrane: promene ukusa i mirisa, dekolorizacije, gubitka nutritivnog
kvaliteta, prisustva toksina i patogenih ili alergijskih propagula. Filtenborg i sar. (2004)
smatraju da je manje od deset vrsta plesni normalno prisutno u prehrambenim proizvodima, a
da su samo jedna do tri vrste, koje dominiraju, odgovorne za kvarenje hrane. Mikotoksini su
prirodna niskomolekularna jedinjenja nastala kao sekundarni metaboliti filamentoznih mikota.
Ovi metaboliti predstavljaju heterogeni hemijsko-toksigeni sklop sintetisan od velikog broja
biohemijski jednostavnih meduprodukata primarnog metabolizma plesni uz aktivnost
razli¢itih enzima (Frisvad, 1989). lako su mere kontrole za sprecavanje kontaminacije hrane u
velikoj meri zastupljene i sistematski se sprovode u svim fazama proizvodnje, toksigene
plesni su prisutne svuda u prirodi i redovno se javljaju kao kontaminenti prehrambenih
namirnica. Rast plesni i biosinteza mikotoksina se odvijaju samo pod povoljnim uslovima,
koji variraju u zavisnosti od adaptilnosti pojedinih vrsta plesni. Bioticki faktori u sprezi sa
abiotickim faktorima odgovorni su za Sirok spektar kontaminacije i dominaciju mikobiota u
hrani, $to se uglavnom odnosi na fiziologiju plesni i njihovu adaptaciju na razli¢ite supstrate,
kao i na uticaj faktora spoljasnje sredine.

Zbog razlika u hemijskoj strukturi i biosintetskom poreklu mikotoksini pripadaju
razli¢itim vrstama prirodnih jedinjenja. Smatra se da postoji nekoliko hiljada mikotoksina, a
do danas je oko 400 hemijski identifikovano, od kojih samo odredeni broj poseduje toksi¢na
svojstva (Paterson i Lima, 2010). Iako do sada nisu nau¢no potvrdeni razlozi biosinteze
sekundarnih metabolita, poznato je da nemaju biohemijski znacaj za rast plesni, pa je
uglavnom njihova osnovna funkcija sticanje kompetitivne prednosti, jer inhibiraju rast
bakterija, plesni, protozoa i drugih ekoloSkih konkurenata. Mikotoksini se ubrajaju u izrazito
termostabilna jedinjenja 1 mogu se naci i u proizvodima koji su termicki tretirani. Njihova
bioloSka aktivnost na ljude i zivotinje obuhvata akutnu i hroni¢nu toksi¢nost (citotoksicnost,
hepatotoksi¢nost, neurotoksi¢nost, teratogenost, mutagenost i kancerogenost), a bolesti koje
prouzrokuju poznate su kao mikotoksikoze. Mikotoksikoze ljudi i zivotinja okarakterisane su
kao oboljenja prouzrokovana kontaminiranom hranom (alimentarne intoksikacije). Aflatoksin

B1 je najistaknutiji u pogledu zastupljenosti i izrazene toksi¢nosti (Dai i sar., 2017).
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Aflatoksini su do sada najviSe prouc¢avani mikotoksini, ali poslednjih nekoliko godina,

fumonizini, ohratoksini, patulin, zearalenon, trihoteceni i citrinin su mikotoksini koji postaju
predmet povecanog istrazivackog interesovanja. Zitarice, orasasti plodovi, suvo voce i povrée,
kafa, kakao, zacini, uljarice i dr. ubrajaju se u sirovine najée$¢e kontaminirane mikotoksinima
(Bryden, 2012). Mogu se naci i u vocnim sokovima, pivu i vinu kao rezultat upotrebe
kontaminiranih Zitarica i vo¢a u njihovoj proizvodnji. Takode mikotoksini mogu uci u lanac
ishrane preko mesa ili drugih Zivotinjskih proizvoda kao $to su jaja, mleko i sir (CAST, 2003;
Filtenborg i sar., 2004; Venancio i Paterson, 2007; Reddy i sar., 2009b).
Vecinu mikotoksina koji se smatraju vaznim kontaminentima hrane prvenstveno produkuju tri
roda plesni: Aspergillus, Penicillium i Fusarium (CAST, 2003; Filtenborg i sar., 2004,
Frisvad i sar., 2006; Venancio i Paterson, 2007; Reddy i sar., 2009b; Paterson i Lima, 2010).
Rod Aspergillus predstavlja veliku grupu plesni koje nastanjuju raznovrsne ekoloske nise.
lako su vrste ovog roda rasprostranjene Sirom sveta, najzastupljenije SU u podrucjima sa
suptropskim i tropskim klimatskim uslovima. Aspergillus spp. su saprotrofne plesni koje rastu
na velikom broju supstrata, a njihova sposobnost da rastu na visokim temperaturama i pri
relativno niskoj raspolozivoj vodi ¢ini ih veoma pogodnim za kolonizaciju veceg broja
zitarica i orasastih plodova. U mikotoksine koje sintetiSu vrste roda Aspergillus ubrajaju se
aflatoksini, ohratoksini, versikolorini, sterigmatocistin, gliotoksin, citrinin, patulin,
citreoviridin, ciklopiazoni¢na kiselina, penicilinska kiselina i tremorgeni mikotoksini (CAST,
2003; Frisvad i sar., 2006). Fumonizini su takode dodati ovoj grupi nakon $to je potvrdeno da
ih produkuju plesni Aspergillus sekcije Nigri (Nielsen i sar., 2009; Mansson i sar., 2009).

Clanovi roda Penicillium spp. uglavnom rastu i mogu sintetisati mikotoksine pri sirem
temperaturnom opsegu od onog karakteristiénog za rod Aspergillus, ali nemaju sposobnost
prilagodavanja toplim i suvim uslovima, buduci da se pretezno mogu izolavati u podru¢jima
sa umerenim klimatskim uslovima. Najvazniji sekundarni metaboliti koje ove plesni
produkuju su zajednicki za Aspergillus: ohratoksin A, citrinin, patulin, penicilinska Kiselina,
penitrem A, ciklopiazonska kiselina (Keblys i sar., 2004; Geisen i sar., 2018).

Fusarium spp. je kompleksan rod sa vrstama prilagodenim velikom broju stanista. Plesni
ovog roda se mogu izolovati Sirom sveta i mnoge Vvrste su vazni biljni patogeni. Medutim,
vecina vrsta su saprotrofne i najéesce se nalaze u zemljiStu i trulim biljkama, od kojih manji
broj predstavlja znacajne producente mikotoksina. Fusarium vrste i njihovi toksini su
najucestaliji kontaminenti psenice. Neki od najvaznijih mikotoksina koje produkuju vrste

ovog roda su trihoteceni, zearalenon i fumonizini. Fusarium vrste sintetisu i mikotoksine kao
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Sto su fuzaproliferin, beauvericin, eniatini i moniliformin, fuzarini A-D i gliotoksin, koji su
nedavno otkriveni i manje istraZeni (Santini i sar., 2012; Stanciu i sar., 2015).

Imajué¢i u vidu globalni znacaj plesni i mikotoksina u razli¢itim vrstama prehrambenih
proizvoda kako sa aspekta bezbednosti hrane, tako i sa aspekta globalne trgovine, njihovo
prisustvo u hrani predstavlja predmet velikog broja naucnih istrazivanja (Bennett i Klich,

2003; CAST, 2003; Murphy i sar., 2006; Venancio i Paterson, 2007).

2.2. PLESNI RODA Aspergillus

2.2.1. Znacaj i sistematika roda Aspergillus

Rod Aspergillus obuhvata veliki broj izrazito varijabilnih i Siroko rasprostranjenih
vrsta i po evolutivnom razvoju moze se porediti sa ljudima i ribama (Fedorova i Khaldi,
2008). Predstavnici roda Aspergillus su saprotrofni i najéesc¢e se nalaze u zemljistu i trulim
biljkama, gde luce digestivne enzime transformiSuci organske supstrate do jednostavnijih
hranljivih materija. Ove gljive imaju znacajnu ulogu u ekosistemu, jer se smatraju
reciklatorima ugljenika i azota. Spore Aspergillus spp. su vrlo male, obi¢no u rasponu izmedu
2-3 um pa se lako $ire pomocu vetra (Latge, 1999). Vecina plesni roda Aspergillus su mezofili
(rastu na umerenim temperaturama), mada su neke vrste prilagodene i visokim
temperaturama, kao $to je A. fumigatus koji moze da raste na temperaturama preko 50°C
(Bhabhra i Askew, 2005). Predstavnici ovog roda se javljuju Sirom sveta u razli¢itim
stani$tima, a njihov znacaj se ogleda u raznovrsnosti delovanja i primene. Neke vrste spadaju
medu najproduktivnije proizvodac¢e mikotoksina, od kojih su najznacajniji aflatoksini koji
imaju Stetno delovanje na zdravlje ljudi 1 Zivotinja. Nasuprot tome, neke vrste se koriste za
pravljenje tradicionalne azijske hrane i pic¢a. Vrste roda Aspergillus su nasle primenu i u
biotehnologiji za proizvodnju razli¢itih metabolita kao §to su antibiotici, organske kiseline,
lekovi i enzimi ili kao starteri u proizvodnji fermentisanih namirnica. A. niger je znacajan u
proizvodnji industrijski vaznih jedinjenja kao §to je limunska kiselina, dok A. terreus
predstavlja izvor supstance koja se koristi za pravljenje leka za sniZzavanje holesterola u krvi
(Gibbons i Rokas, 2013).

Postoji vise razli¢itih klasifikacija roda Aspergillus, a najc¢esce se navodi sledeca: Carstvo:
Fungi, Razdeo: Ascomycota, Klasa: Eurotiomycetes, Potklasa: Eurotiomycetidae, Red:
Eurotiales, Familija: Trichocomaceae, Rod: Aspergillus (Klich, 2007a).

Kao i kod veéine plesni, zbog varijabilnosti morfoloskih o0sobina, taksonomija roda

Aspergillus je veoma slozena. S obzirom na to, sistematika i klasifikacija ovih gljiva u velikoj
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meri i danas nije potpuno resena (Tabela 1). Klasifikacija vrsta moze biti otezana zbog
obimne divergencije morfoloskih karakteristika nastalih usled visokog nivoa geneticke
varijabilnosti. Nekoliko Aspergillus vrsta je dodeljeno sekciji Flavi na osnovu tradicionalnih
morfoloskih metoda (razlike u prec¢niku kolonija, boji, teksturi konidija i1 strukturi
konidiofora). Medutim, istrazivanja ukazuju da se sve vrste ove sekcije ne mogu razlikovati
samo na osnovu morfoloskih osobina (Pildain i sar., 2008).

Do danas je identifikovano oko 340 Aspergillus vrsta (Samson i sar., 2014). Klasifikacija i
identifikacija roda Aspergillus se temelji na fenotipskim karakteristikama, ali poslednjih
nekoliko decenija snazan uticaj ima molekularna i hemotaksonomska karakterizacija.
Taksonomija ovog roda je evoluirala iz jednostavnog morfoloskog koncepta u polifazni
pristup koji je integrisan biohemijskim, ekoloskim, genetickim i molekularnim
karakteristikama. Buduc¢i da metode za identifikaciju postaju sve osetljivije i ta¢nije, nove
vrste se stalno dodaju, reklasifikuju ili ponovo pozicioniraju unutar roda (Frisvad i sar., 2005;
Houbraken i sar., 2007; Varga i sar., 2007a; Hong i sar., 2008; Pildain i sar., 2008). Vise
dostupnih parametara za karakterizaciju omogucavaju postizanje vece taksonomske
stabilnosti. U slu¢aju kada polifazni pristup ne daje tacne i sa sigurno$¢u pouzdane rezultate,
klasifikacija predstavlja kompromis koji sadrzi minimalne kontradikcije (Samson i Varga,
2009).

2.2.2. Identifikacija Aspergillus vrsta

Zbog industrijskih, ekonomskih i regulatornih razloga taksonomski sistem mora biti prakti¢an
I pouzdan, pa veliki znacaj ima preciznost i stabilnost taksonomije Aspergillus spp. Rod se
lako identifikuje po karakteristicnim konidioforama, ali je identifikacija vrste znatno sloZenija
i tradicionalno se temelji na nizu morfoloskih karakteristika (Samson i sar., 2014).
Morfoloska identifikacija vrsta roda Aspergillus je ¢esto pracena protokolima prema Raper i
Fennell (1965), Klich (2002), Pitt i Hocking (2009) i Samson i sar. (2010). Makromorfoloske
karakteristike ukljuc¢uju precnik i brzinu rasta kolonija, boju konidija i micelije, proizvodnju
eksudata (metabolitske kapi karakteristicne boje) 1 rastvorljivih pigmenata, prisustvo
sklerocija 1 kleistotecija. MikromorfoloSka karakterizacija uglavnom zavisi od serijacije,
oblika 1 veli¢ine vezikula, morfologije konidija, prisustva i odsustva metula izmedu vezikula 1
fijalida, morfologije kleistotecija i askospora, prisustva Hiille ¢elija (¢elije razli¢itog oblika sa

debelim zidom povezane sa kleistotecijama) (Rodrigues i sar., 2007).
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Tabela 1. Sistematika Aspergillus spp. prema razli¢itim literaturnim izvorima (Rodrigues, 2011)
Raper i Fennell, 1965 Gams i sar., 1985 Peterson, 2000 Peterson, 2008
Podrod Grupa Podrod Sekcija Podrod Sekcija Podrod Sekcija Teleomorfi
Aspergillus A. glaucus Aspergillus  Aspergillus Aspergillus  Aspergillus | Aspergillus Aspergillus Eurotium
A. restrictus Restricti Restricti Restricti Eurotium
Cervini
Terrei
Flavipedes
Wenitti
Flavi
Nigri
Circumdati
Candidi
Cremei
Circumdati A. wenitti Circumdati ~ Wenitti -- -- Circumdati Circumdati Neopetromyces
A. flavus Flavi Nigri
A. niger Nigri Flavi Petromyces
A. ochraceus Circumdati Cremei Chaetosartorya
A. candidus Candidi
A. cremus Cremei
A. sarpus Sparsi
Clavati A. clavatus Clavati Clavati -- -- -- --
Fumigati A. fumigatus Fumigati Fumigati Fumigati Fumigati Fumigati Fumigati Neosartorya
A. cervinus Cervini Clavati Clavati Neocarpenteles,
Dichotomomyces
Cervini
Ornati A. ornatus Ornati Ornati -- -- Ornati Ornati Sclerocleista
Nidulanies A. nidulans Nidulanies  Nidulanies Nidulanies  Nidulanies | Nidulanies Nidulanies Emericella
A. versicolor Versicolores Ornati Sparsi
A. ustus Usti Sparsi Usti Emericella
A. terreus Terrei
A. flavipes Flavipedes
-- - - - - - Candidi Candidi
-- -- -- -- -- -- Terrei Terrei
Flavipides  Fennelia
-- - - - - - Warcupi Warcupi Warcupiella
Zonati Penicilliopsis
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Veli¢ina i morfologija askospora, koje Cesto imaju karakteristi¢ne oblike (diskovi sa krilima,
brazdama itd.) mogu da budu vazan kriterijum prilikom identifikacije vrsta (Samson i sar.,
2014). Boja, oblik, dimenzije sklerocija (kompaktna masa ocvrslih hifa koja sadrzi rezerve
hranljivih materija) znacajno doprinose identifikaciji vrsta. Predstavnike roda Aspergillus
karakteriSu razli¢iti fizioloSki odgovori na specificne uslove: rast na odredenim
temperaturama (Samson i sar., 2007), odredenim aw i pH vrednostima, rast na specifi¢nim
medijumima kao npr. kreatin-saharoza agaru (Varga i sar., 2007a), ekstracelularni enzimski
produkti (Fraga i sar., 2008) itd., $sto moze biti validan kriterijum prilikom identifikacije.
Vecina ovih karakteristika zavisi od uslova kultivacije, pa i razli¢iti suptilni efekti kao $to su
razmena gasova, svetlost i zapremina medijuma moze uticati na morfoloske karakteristike
kultura (Okuda i sar., 2000). 1z navedenih razloga, neophodno je da se identifikacija vrsi sa
¢istim kulturama koje se uzgajaju na standardnim podlogama i pri standardnim uslovima
(Klich, 2002).

Raznolikost Aspergillus spp. ukazuje na njihovu evolutivnu razvijenost i ¢ini ih idealnim
modelom za proucavanje u komparativnoj i funkcionalnoj genetici. Ovaj rod obuhvata
najbolje ispitane plesni sa aspekta genetike. Molekularne metode su $iroko primenjene u
identifikaciji velikog broja Aspergillus vrsta. DNK amplifikacija pra¢ena analizom DNK
sekvenci je mocan alat u identifikaciji predstavnika ovog roda. Lan¢ana reakcija polimeraze —
PCR (eng. polimerase chain reaction) je postala nezaobilazna metoda u molekularnim
istrazivanjima. Lako se izvodi 1 obi¢no zahteva manje vremena za postizanje rezultata od
mikrobiolo§kih metoda. Umnozavanje DNK putem PCR-a se bazira na hibridizaciji
specifi¢nih oligonukleotida (prajmera) i in vitro sintezi kopija Zeljenog fragmenta koji je
oivifen i obelezen datim prajmerima. Takvo umnozavanje je uglavnom praceno agaroznom
gel elektroforezom i predstavlja najjednostavniju primenu PCR-a za identifikaciju vrsta
(Garibyan i Avashia, 2013).

DNK sekvence treba da ispunjavaju nekoliko kriterijuma da bi se uspe$no Koristile za
identifikaciju vrsta. DNK sekvence ispitivanih organizama trebalo bi da budu ortologne
(homologi geni u genomima razli¢itih vrsta), dovoljno varijabilne da omoguéavaju
identifikaciju vrsta, sa niskim nivoima intraspecifi¢ne varijacije (Hebert i sar., 2003). DNK
“pbar kod” mora Dbiti lako dostupan (univerzalno amplifikovan/sekvencioniran
standardizovanim prajmerima), relativno kratak (< ~ 500-600 bp) i jednostavan za
sekvencioniranje. Predlozeni su razliciti lokusi kao DNK “bar kodovi” za plesni, ali DNK

region koji se najcesce koristi za identifikaciju Aspergillus vrsta je smeSten u ribozomalnom-



Doktorska disertacija Jelena Krulj

DNK (rDNK) kompleksu, tj. unutrasnji transkribovani deo regiona 1 i 2 (ITS1 i ITS2) i
promenljivi region na kraju 5' od 28S rRNK gena (D1-D2 region) (Slika 1).

e s ooy mmmm—

188 ITS1 5.85 ITS2 28S

Slika 1. ITS rDNK region (ITS1-5.8S-1TS2)

Geni sa ribozomalne DNK se cesto koriste kao molekularni hronometri pri analiziranju
mikrobioloske filogenije i sistematike. rDNK region (ITS1-5.8S-ITS2) je univerzalni “bar
kod” za plesni, jer je to najcesce sekvencionirani marker i koristi prajmere koji su univerzalni.
ITS sekvence se preporucuju u cilju identifikacije novih vrsta, mada ponekad ne sadrze
dovoljno razliitosti za identifikaciju vrsta u okviru jednog roda, te se koriste sekundarni
markeri. Sekundarni markeri, sli¢no ITS, koriste univerzalne prajmere, ali za razliku od ITS
markera, uglavnom prave razliku medu svim vrstama. Sekundarni markeri koji se najcesce
koriste su geni za B-tubulin, kalmodulin i topoizomeraza Il geni (Rodrigues i sar, 2007,
Schoch i sar., 2012). Topoizomeraza I gen se ne amplifikuje lako, $to otezava njegovu
upotrebu kao sekundarnog markera za identifikaciju. Nasuprot tome, gen za B-tubulin ima
kratku sekvencu, lako se amplifikuje, ali je potvrdeno da varira u broju introna i PCR ponekad
daje rezultat amplifikacije paralognih gena (geni koji su divergirali nakon duplikacije) (Hubka
i Kolarik, 2012). Gen za kalmodulin se takode lako amplifikuje, te je primenom ovog markera
moguca identifikacija svih Aspergillus vrsta (osim A. elegans i A. steinii, gde se
diferencijacija postize pomocu ITS markera). Baza podataka za kalmodulin sekvence je
upotpunjena skoro za sve vrste, stoga se preporucuje upotreba kalmodulina kao sekundarnog
markera za identifikaciju Aspergillus vrsta (Samson i sar., 2014).

Vrste roda Aspergillus produkuju niz sekundarnih metabolita koji mogu da se koriste u
identifikaciji vrsta, jer se smatra da imaju visoku specificnost (Frisvad, 1989; Larsen i sar.,
2005). Vecina Aspergillus spp. sintetise jedinstvenu kombinaciju ovih metabolita. Geni
odgovorni za biosintezu sekundarnih metabolita Aspergillus vrsta su grupisani u Klastere u
subtelomernim regionima hromozoma (Georgianna i sar., 2010). U razli¢itim sekcijama ovog
roda, svaku vrstu karakteriSe specifican profil, te grupisanje vrsta zasnovano na profilu
metabolita daje dobru korelaciju u poredenju sa grupisanjem prema drugim karakteristikama
(Houbraken i sar., 2007; Varga i sar., 2007b). Samson i Varga (2009) preporucuju da treba

uzeti u obzir 4 do 8 metabolita u profilisanju odredene vrste.
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2.2.3. Aflatoksigene vrste roda Aspergillus

Sve plesni koje imaju sposobnost biosinteze aflatoksina pripadaju rodu Aspergillus.
Do sada je identifikovano 14 vrsta koje produkuju bar jedan od Cetiri najpoznatija aflatoksina
(B1, B2, G1, G2) (Tabela 2). Sekcija Flavi obuhvata glavne producente aflatoksina, medu
kojima su A. flavus i A. parasiticus najznacajniji i najrasprostranjeniji. Manje uobicajeni
producenti aflatoksina iz ove sekcije su A. nomius, A. pseudotamarii, A. bombysis i A.
parvisclerotigenus.

Tabela 2. Aspergillus spp. sa sposobnos¢u sinteze aflatoksina B i G grupe (Baranyi i sar.,
2015)

Vrste plesni Aflatoksin
B G

Aspergillus sekcija Flavi (Petromyces)
A.arachidicola

A. bombycis

A. flavus

. minisclerotigenes

. hominus

. hovoparasiticus

. parasiticus

. parvisclerotigenus

. pseudocaelatus

. pseudonomius

. pseudotamarii

A. togoensis

A. transmontanensis

A. mottae

A. sergii

Aspergillus podrod Nidulantes (Emericella)
E. astellata + -
E. olivicola + -
E. venezuelensis + -
Aspergillus sekcija Ochraceorosei

A. ochraceoroseus + -
A. rambellii + -

+

+ + + + + + +

>rr 2> > > > >
+ + + 4+ + + + + + 4+ + 4+ + 4+ +

+ + +

Utvrdeno je da se sojevi A. flavus znatno razlikuju u pogledu toksigenosti, a samo oko
40% izolata ove vrste produkuje aflatoksine (Frisvad i sar., 2006). Sojevi A. flavus su
podeljeni na osnovu morfologije sklerocija u dve grupe i to na L i S tip (slika 2). Izolati S tipa

produkuju male mnogobrojne sklerocije (prosec¢an pre¢nik <400 um) i mali broj konidija, dok
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izolati L tipa proizvode vecée sklerocije (pre¢nik >400 um) i mnostvo konidija. U pogledu
sinteze aflatoksina sojevi A. flavus variraju od atoksigenih (sojevi koji ne sintetisu aflatoksine)
do onih koji sintetisu preko 106 pg/kg aflatoksina na pogodnim zitnim supstratima. Pri istim
uslovima izolati S tipa sintetiSu vecu koli¢inu aflatoksina u odnosu na izolate L tipa. Za
izolate L tipa je karakteristicno da proizvode manje koli¢ine aflatoksina grupe B, dok izolati S
tipa produkuju veée koli¢ine aflatoksina B grupe (Garber i Cotty, 1997). U istrazivanjima
Barros i sar. (2006) se navodi da sojevi S tipa mogu da produkuju i aflatoksine grupe G,
medutim ti sojevi su posle okarakterisani kao posebna vrsta A. minisclerotigenes (Pildain i
sar., 2008). S obzirom da se u identifikaciji postepeno uvedene molekularne metode, u
poslednjih nekoliko godina sekcija Flavi je pretrpela obiman razvoj i promene. A. flavus var.
parvisclerotigenus, sa morfologijom i profilom metabolita sliénim sa A. minisclerotigenes,
podignut je na nivo vrste (A. parvisclerotigenus) (Frisvad i sar., 2005). Druge vrste kao §to su
A. kambarensis, A. fasciculatus, A. thomii i A. subolivaceus postali su sinonimi vrste A. flavus
(Pildain i sar., 2008). Jedna vrsta koja je blisko povezana sa A. parasiticus, koja takode
proizvodi AFB i AFG, ali je morfoloski slicna A. flavus, nedavno je opisana kao A.
arachidicola (Pildain i sar., 2008). Potencijal za proizvodnju aflatoksina nije samo povezan sa
infekcijom ili kompetitivnom sposobno$¢u plesni, nego je pre svega uslovljen genetskom
predispozicijom sojeva. S obzirom na to, genetska osnova za postizanje atoksigenosti izolata
ove vrste ukljuuje ometanje proizvodnje klju¢nog enzima ili izbacivanje klastera gena koji su

odgovorni za sintezu aflatoksina (Mehl i sar., 2014).

S A) _— 9 B)

Slika 2. Makroskopski izgled kolonija A. flavus S tipa (A) i L tipa (B) na Czapek agaru
(Donner, 2009)

Odredivanje primarnog etioloskog agensa tj. uzro¢nika kontaminacije aflatoksinima je
kriti¢na tacka za predvidanje rizika kontaminacije, za projektovanje i sprovodenje strategije

upravljanja. Medutim, tip A. flavus koji uzrokuje infekciju nije i najvazniji etioloski agens
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kontaminacije. Na primer, ¢ak i kada S soj A. flavus ¢ini mali procenat ukupne infekcije, on
moze biti najvazniji uzro¢nik kontaminacije, S$to rezultira visokom koncentracijom
aflatoksina. Strategija upravljanja koja se odnosi na smanjenje ucestalosti S soja moze biti

efikasan nacin za smanjenje kontaminacije (Mehl i sar., 2014).

2.3. AFLATOKSINI

2.3.1. Biosinteza aflatoksina

Kod bakterija i nekih plesni (Aspergillus i Penicillium) geni odgovorni za biosintezu
sekundarnih metabolita su organizovani u jedan genetski skup smesten na ribozomalnoj DNK,
dok se kod drugih plesni, kao $to je Cephalosporium acremonium, geni koji ucestvuju u
biosintezi nalaze na razli¢itim hromozomima. Geni koji su uklju¢eni u sekundarni
metabolizam smatraju se varijabilnim u okviru srodnih vrsta, §to olakSava identifikaciju u
okviru jednog roda. Geni za biosintezu sekundarnih metabolita su obi¢no grupisani u klastere
i relativno lako se identifikuju iz sekvenci genoma, mada postoje izuzeci kao Sto je A.
nidulans kod koga se dva odvojena klastera gena nalaze na razli¢itim hromozomima koji su
odgovorni za biosintezu sekundarnih metabolita meroterpenida austinola i dihidroaustinola
(Brakhage, 2013).

Molekularne tehnike su §iroko primenjene u identifikaciji aflatoksigenih i atoksigenih
sojeva A. flavus i srodnih vrsta, odredujuci prisustvo/odsustvo jednog ili vise gena ukljucenih
u biosintetski put aflatoksina. Nekoliko gena koji su ukljuceni u biosintezu aflatoksina su
identifikovani, klonirani i ispitani. Oni ukljucuju regulatorni gen afIR vrsta A. flavus i A.
parasiticus i nekoliko strukturnih gena, kao na primer pksA, nor-1, ver-1, uvm8 i omtA
(Rodrigues 1 sar, 2007). Specifi¢ni regulatori se uglavnom nalaze u klasterima 1 pozitivno
regulisSu ekspresiju gena. Jedan od njih je Zn(I1)2Cyss klaster proetein, pronaden isklju¢ivo
kod gljiva. Tipi¢an protein ove grupe je AfIR (aflatoksin regulator), tako da su Zn(11)2Cyse
proteini neophodni za aktivaciju gena odgovornih za biosintezu aflatoksina i
sterigmatocistina. Drugi transkripcioni faktori kodirani u biosintetskim klaster genima su
Cys2His; Kklaster proteini (Tri6 i MRTRIG za sintezu trihotecena) (Keller i sar., 2005).

Jedno od bitnih saznanja vezano za sekundarne metabolite je ucesée velikih multi-modularnih
enzima u njihovoj biosintezi. Ovi enzimi ukljucuju poliketid sintetaze (PKSs), neribozomalne
peptid sintetaze (NRPSs), preniltransferaze i terpen ciklaze. Analiza genoma je pokazala da
susedni geni kodiraju uglavnom regulatorne proteine, oksidaze i hidroksilaze. PKSs i NRPSs

koriste jednostavne malonil (PKS) ili aminokiselinske (NRPS) gradivne blokove ili njihove
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derivate. Iako se supstrati mogu razlikovati znacajno, ovi multi-modularni enzimi pokazuju
izrazite sli¢cnosti u gradi i mehanizmu delovanja. Svaki modul je odgovoran za jedan ili vise
koraka elongacije i mogu se podeliti na osnovu domena koji kontrolise povezivanje peptidnih
lanaca. Proces biosinteze zapocinje na adenilacijskom (A) domenu koji u prvom koraku
katalizuje nastanak aminoacil-adenilata, dok se u drugom koraku odvija prenos aktivirane
aminokiseline na susedni tiolacijski (T) domen poznat kao peptidni nosa¢ proteina (eng.
peptidyl carrier protein - PCP) koji sluzi kao sidro za rastuci peptidni lanac (Brakhage i
Schroeckh, 2011).

Calvo i sar. (2002) su postavili temelje veze izmedu sekundarnog metabolizma i
reproduktivnog stadijuma plesni. Vecéina sekundarnih metabolita nastaje nakon S$to plesni
produ eksponencijalnu fazu rasta i udu u stacionarnu fazu koju karakteriSe formiranje spora.
Smatra se da su okidac¢i ovog prelaza sadrzaj ATP-a i redukovanih koenzima te prisutnost
metalnih jona, posebno cinka. Takode je utvrdeno da povecana aktivnost piruvat kinaze, te
dostupnost kiseonika povecava sintezu toksina dok prisutnost ve¢e koncentracije vodonika i
fosfata inhibira sintezu metabolita. Stacionarna faza je ujedno pocetak aseksualne sporulacije
i nastanka sekundarnih metabolita. Za razliku od vegetativnog rasta, stacionarna faza se
pokreée odredenim spoljasnjim faktorima i kontrolisana je putevima rasta g-proteina.
Utvrdeno je da spoljasnji faktori koji pogoduju sporulaciji i sintezi sekundarnih metabolita su
Cesto sli¢ni i razlikuju se od onih koji odgovaraju vegetativnom rastu. Smatra se da metaboliti
igraju vaznu ulogu u pokretanju, regulaciji i procesu sporulacije vrsta roda Aspergillus.
Aspergillus vrste kao S§to je A. nidulans imaju sposobnost da formiraju i seksualne i
aseksualne spore. Seksualne spore nastaju u kleistotecijama u povoljnim uslovima zivotne
sredine, dok u nepovoljnim uslovima dolazi do formiranja konidija. Sekundarni metaboliti
mogu imati znacajan uticaj tokom faze sporulacije, jer mogu delovati kao vazni sporogeni
faktori 1 kao klju¢ni okida¢ za proizvodnju aseksualnih spora. Takode, metaboliti smanjuju
konkurenciju u okruZenju jer predstavljaju efikasan “otrov” za mnoge konkuretne biljke,
zivotinje 1 mikrobioloske vrste iz okruZenja.

Iako postoji veza izmedu sekundarnog metabolizma i stadijuma sporulacije, neke vrste
plesni kao §to su P. urticae i A. nidulans u fazi sporulacije pokazuju deficit sekundarnih
metabolita. Pored toga sekundarni metaboliti kao $to su brevianamidi A 1 B koje sintetiSe P.
brevicompactum, se pojavljuju tek nakon faze sporulacije. U cilju potvrdivanja veze
sekundarnog metabolizma i sporulacije neka istrazivanja su bazirana na dodavanju odredenih
hemijskih inhibitora koji su, kako se ispostavilo, istovremeno inhibirali sporulaciju i sintezu
sekundarnih metabolita. Tako je kod vrsta A. parasiticus i A. nidulans hemijskom inhibicijom
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(1,4-diamino-2-butanonom) doslo do smanjenja sporulacije i sinteze aflatoksina i

sterigmatocistina (Calvo i sar., 2002).

2.3.2. Genetski i molekularni aspekti biosinteze aflatoksina

Vise od dve decenije istrazivanja je bilo potrebno da se identifikuju svi intermedijeri
ukljuéeni u biosintezu aflatoksina. Korigéenjem prekursora obelezenih izotopima C, 2H, °C
i 80, a tehnikom nuklearne magnetne rezonance identifikovani su pojedini intermedijeri
biosintetskog puta. Istrazivanja su uglavnom sprovedena na vrsti A. parasiticus koja
produkuje Cetiri najvaznija aflatoksina AFB1, AFB2, AFG: i AFG,. Nakon saznanja da je
biosinteza aflatoksina regulisana genskim klasterima (Yu i sar., 1995; Brown i sar., 1996),
biosintetski put aflatoksina je detaljno izu¢en i do sada je identifikovana vecina enzima i gena
ukljuéenih u biosintezu (Do i Choi, 2007). Takode, vecina njihovih funkcija je razjasnjena,
ukljucujuéi i moguce alternativne puteve sinteze (Ehrlich i sar., 2004, 2005; Wen i sar., 2005;
Cary i Ehrlich, 2006). Biosinteza aflatoksina zahteva najmanje 25 enzima i dva regulatorna
proteina kodirana susednim genima u 80-kb klasteru. Klasteri biosintetskih gena odgovorni za
sekundarni metabolizam plesni nisu samo regulisani specificnim transkripcionim faktorima,
ve¢ mogu biti regulisani genima izvan biosintetickog klastera, koji reguliSu viSestruke
fizioloSke procese i odgovore na ekoloske i nutritivne faktore kao $to su temperatura, pH,
svetlost, izvori ugljenika i azota (Georgianna i Payne, 2009).

Geni ukljuceni u glavne korake biosinteze od pocetnih prekursora do aflatoksina i njihove
funkcije su razmotreni u istrazivanju Yu i sar. (2004). Ovi autori su predlozili upotrebu tri
slovna koda "afl" za predstavljanje gena koji uéestvuju u sintetskom putu aflatoksina. Veliko
slovo po abecednom redu od "A" do "Y" predstavlja svaki pojedinacni gen potvrden da je (ili
potencijalno) ukljucen u biosintezu aflatoksina, npr. aflA do aflY za svih 25 gena (Slika 3).
Geni Cije je ucestvovanje u putevima biosinteze okarakterisano i potvrdeno su oznaceni kao
aflA do aflQ od inicijalne konverzije masnih kiselina do krajnjih produkata aflatoksina. afIR i
aflS (ranije aflJ) su oznake za regulatore transkripcije. Geni ¢iji je uceSée u biosintetskim
putevima dvosmisleno ili nije u potpunosti razjasnjeno su oznaceni kao aflT, aflU (= cipA),
aflVv (= cipX), aflw (= moxY), aflX (= ordB), i aflY (= hypA). Biosintetski put aflatoksina, kao

i intermedijeri i geni koji kodiraju enzime ukljucene u njihovu sintezu prikazani su na Slici 3.
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Slika 3. Genski klasteri, enzimi i intermedijeri biosinteze aflatoksina (Yu i sar.,2004)

Dosadasnja istrazivanja pokazuju da je furofuranski prsten odgovoran za toksi¢no delovanje

aflatoksina. S obzirom na strukturu potencijalno toksi¢ni intermedijeri biosinteze aflatoksina

se dele u dve grupe: dihidrofurofuranska i tetrahidrofurofuranska. Dihidrofurofuranskim
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intermedijerima  pripadaju  verzikolorin A (VERA), sterigmatocistin (ST) i O-
metilsterigmatocistin (OMST). U ovu grupu takode spadaju AFB; i AFG;. Sterigmatocistin je
inace krajnji toksi¢ni produkt vrste A. versicolor, jer ta plesan ne poseduje gene koji kodiraju
enzime potrebne za nastavak biosinteze do aflatoksina (Calvo 1 sar.,, 2002).
Tetrahidrofurofuranskoj grupi  pripadaju verzikolorin B (VERB), dihidrodemetil-
sterigmatocistin (DHDMST), dihidrosterigmaticistin (DHST) i dihidro-O-
metilsterigmatocistin (DHOMST). Grupi tetrahidrofurofuranskih derivata pripadaju i AFB: i
AFG;. Ostali intermedijeri ukljucujuci norsolorinsku kiselinu (NOR), averantin (AVN), 5-
hidroksiaverantin (HAVN), oksoavernatin (OAVN), averufanin (AVNN), averufin (AVF),
verzikonal hemiacetal acetat (VHA) i verzikonal (VAL) nemaju furofuranski prsten (Yu i sar.,
2004). Generalno, geni odgovorni za biosintezu aflatoksina kod A. flavus, A. parasiticus i A.
nomius su visoko homologi; redosled gena unutar klastera je isti (Ehrlich i sar., 2005; Chang i
sar., 2007). Znacajan procenat neaflatoksigenih izolata A. flavus, mada ne i svi, sadrze razne
delecije u genskom Klasteru za sintezu aflatoksina (Ehrlich i sar., 2004; Chang i sar., 2006),
koje su uobicajene za neke sojeve A. orizae (Chang i sar., 2006).

Utvrdeno je da su za sintezu aflatoksina G grupe kod vrste A. parasiticus ukljuceni dodatni
enzimi. Gubitak sposobnosti za proizvodnju aflatoksina G kod A. flavus predstavlja rezultat
brisanja gena aflF (= norB) i aflU (= cipA) u terminalnom regionu klastera (Ehrlich i sar.,
2004). Nekoliko studija je potvrdilo da su putevi formiranja aflatoksina B i G grupe odvojeni
(YYabe i sar., 1999; Ehrlich i sar., 2004).

2.3.3. Uticaj abiotickih i biotickih faktora na rast plesni i biosintezu
aflatoksina

Biosinteza aflatoksina je pre svega uslovljena genetskim faktorima, ali u velikoj meri
zavisi od faktora sredine kao S§to su: sastav supstrata, vlaznost, aw, temperatura, stepen
oSte¢enja zrna Zitarica, koncentracija Oz i CO., pH sredine, ukupan broj plesni tj. optereéenost
sporama, prisustvo konkuretnih mikrobiota i dr. (Khalesi i Khatib, 2011). U zavisnosti od
specificne kombinacije parametara, biosinteza aflatoksina moze biti potpuno inhibirana, iako
je normalan rast i dalje omogucen, ili put biosinteze moze biti u potpunosti aktiviran.
Poznavanje uticaja ovih faktora omogucava procenu koji od parametara ili njihova
kombinacija mogu kontrolisati rast plesni i biosintezu aflatoksina.

Prirodna staniSta producenata aflatoksina su topli aridni, poluaridi i tropski regioni sa
promenama u klimi koje dovode do velikih oscilacija u koli¢ini biosintetisanih aflatoksina

(Bock i sar., 2004). Plesni roda Aspergillus su retko prisutne u hladnim podru¢jima
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(temperature <20 °C), dok u toplim regionima (temperatura minimum 25 °C) aflatoksigene
plesni se ¢esto mogu naci u zemljiStu, vazduhu i na raznim povr§inama. Stoga, usevi gajeni U
toplim podnebljima imaju vecu verovatnocu da budu inficirani plesnima A. flavus. Medu veé
pomenutim faktorima koji imaju izrazen uticaj na rast plesni i sintezu metabolita, temperatura
I aw vrednost se izdvajaju kao najznacajniji. Sumirani podaci koji se odnose na ekoloske
potrebe A. flavus prema razli¢itim autorima prikazani su u Tabeli 3.

Tabela 3. Pregled odabranih ekoloskih ¢inilaca za A. flavus

Ispitivani opseg  Tmin Topt Tmax Literaturni izvor
TEMPERATURA (°C)
Klijanje spora 10-50 12 33 43 Avyerst, 1969
25-37 25 30 37 Pitt i Miscamble, 1995
Rast plesni 10-50 12 33 43 Ayerst, 1969
15-33 15 33 - Holmquist i sar., 1983
25-37 25 30 37 Pitt i Miscamble, 1995
3-31 12 31 31 Sautour i sar., 2002
16-37 16 30 37 Samapundo i sar., 2007a
20-37 20 28 37 Galloi sar., 2016
15-37 15 37 37 Lahouar i sar., 2016
Biosinteza aflatoksina  15-30 15 25 30 Giorni i sar., 2007
10-43 15 25-30 37 Mousa i sar., 2011
15-37 25 37 37 Lahouar i sar., 2016
20-37 20 28 37 Galloi sar., 2016
20-30 25 30 30 Castafio i sar., 2017
Ispitivani opseg  aw min aw opt awmax __Literaturni izvor
AKTIVNOST VODE (aw)
Klijanje spora 0,70-1 0,78 >0,98 0,99 Avyerst, 1969
0,80-1 0,81 0,99 0,99 Pitt i Miscamble, 1995
Rast plesni 0,70-1 0,78 >0,98 0,99  Ayerst, 1969
0,85-0,99 0,85 0,99 0,99 Holmquist i sar.,1983
0,80-1 0,83 0,97 0,99 Pitt i Miscamble, 1995
0,80-0,99 0,83 0,97 0,99 Sautour i sar., 2002
0,801-0,982 0,822 0,982 0,982 Samapundo i sar., 2007a
0,90-0,99 0,90 0,96 0,99 Galloi sar., 2016
0,85-0,99 0,91 0,99 0,99 Lahouar i sar., 2016
Biosinteza aflatoksina  0,93-0,99 0,83 0,99 0,99 Giorni i sar., 2007
0,82-0,99 0,86 0,98 0,99 Mouse i sar., 2011
0,90-0,99 0,90 0,96 0,99 Galloi sar., 2016
0,85-0,99 0,94 0,99 0,99 Lahouar i sar., 2016
0,70-0,95 0,85 0,95 0,95 Castafio i sar., 2017

Nekoliko in vitro studija je izvedeno u cilju odredivanja optimalnih temperatura i aw za rast
plesni i produkciju aflatoksina. A. flavus i A. parasiticus mogu da rastu pri Sirokom
temperaturnom opsegu (12 do 48 °C), ali je optimalan rast u temperaturnom rasponu od 25 °C
do 37 °C (Sautour i sar., 2002; Samapundo i sar., 2007a; Gallo i sar., 2016). Optimalne aw
vrednosti za rast A. flavus i A. parasiticus variraju od 0,97 do 0,99 (Sautour i sar., 2002), ali je

pojava rasta zabeleZena na aw vrednosti oko 0,80, pri temperaturi od 30 °C (Samapundo i sar.,
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2007a). Biosinteza aflatoksina se odvija pri rasponu temperatura i aw vrednosti koji nisu toliko
Siroki kao oni koji se odnose na sam rast. Mada do produkcije aflatoksina moze do¢i pri
temperaturama izmedu 20 i 37 °C i vrednostima aw> 0,85, utvrdeno je da su optimalni
parametri za produkciju 28 do 30 °C i aw> 0,95 (Giorni i sar., 2007; Mouse i sar., 2011; Gallo
i sar., 2016).

Infekcija plesnima 1 kontaminacija zitarica aflatoksinima moze se podeliti u dve
razliCite faze: infekcija u prvoj fazi tokom rasta u polju i povecanje kontaminacije posle
sazrevanja useva u drugoj fazi. Rastom i razvojem biljke ¢esto postanu otporne na infekciju A.
flavus i kontaminaciju aflatoksinima usled prirodnih mehanizama odbrane koji se javljaju kao
odgovor na napad plesni. Medutim, kada su usevi izloZeni stresnim uslovima kao $to su susa i
visoke temperature obi¢no se javljaju znacajne infekcije (Bircan i sar., 2008). Ovi faktori
direktno uticu na fiziologiju biljaka i mehanizme otpornosti ¢ineci biljke podloznim infekciji
plesnima i kontaminaciji aflatoksinima. Na primer, fizioloski odgovor na stresogeni faktor
kao $to je suSa izaziva veliko povecanje koncentracije aminokiselina u biljkama, uglavnom
prolina za koga je utvrdeno da stimulise sintezu aflatoksina. Takode, proizvodnja fitoaleksina
(antimikrobna jedinjenja nastala u biljci kao odgovor na napad plesni), koja inhibiraju
klijavost spora i rast A. flavus (Wotton i Strange, 1985), je inhibirana stresnim uslovima
izazvanim susom (Strange i Subba Rao, 1994). U susnim uslovima razvojem A. flavus na
zitaricama pri suSnim uslovima ima konkurentnu prednost, zbog njegove kserotolerantne
prirode, ¢ak i u poredenju sa drugim Aspergillus vrstama (Klich, 2007b). Ostecenja zrna
zitarica od strane insekata, ptica, glodara doprinose invaziji i prodoru toksigenih plesni
(Payne, 1988; Guo i sar., 2004). Druga faza kontaminacije moze se desiti u bilo kom trenutku
od sazrevanja useva do njihove upotrebe. Tokom ovog perioda, aw zitarica je obi¢no dovoljno
nizak (<0,70) da inhibira rast plesni i proizvodnju aflatoksina. Dakle, tokom skladiStenja
neophodni su adekvatni uslovi kao §to su odgovarajuca relativna vlaznost koja obezbeduje
odrzavanje aw ispod 0,85. Nasuprot tome, ako su usevi izlozeni uslovima vece vlaznosti, suvo
seme ¢e povecati sadrzaj vode koji pogoduje kontaminaciji (Adebajo i Popoola, 2003;
Johnsson i sar., 2008; Riba i sar., 2010).

Mnoge biljke i supstrati stimuli$u rast plesni i produkciju aflatoksina, ali se smatra da
aflatoksini naj¢eSc¢e nastaju na supstratima sa visokim sadrzajem ugljenih hidrata i masti, kao
Sto su bademi, orasi, kikiriki, pistac¢i, kukuruz, pSenica, pirina¢, seme pamuka i za¢ini. Neke
vrste roda Aspergillus, uglavnhom A. flavus prvenstveno dobijaju nutrijente potrebne za
saprotrofni rast i stoga zadrzavaju sposobnost da luce razne hidrolaze koje im omogucavaju
bolju dostupnost hranljivih sastojaka. Najznacajniji hidroliticki enzimi vrsta Aspergillus
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sekcije Flavi su proteaze, lipaze, amilaze i pektinaze (Mellon i sar., 2007). Lipaze igraju
znacajnu hidroliticku ulogu u metabolizmu A. flavus u slucaju kad trigliceridi predstavljaju
izvor ugljenika. Konkretno, lipA gen kodira lipazu u A. flavus stimuli$e formiranje aflatoksina
u sredini nutritivno bogatoj lipidima (Yu i sar., 2003). Masne kiseline su ukljuc¢ene u jednu od
prvih enzimskih reakcija sinteze aflatoksina. Mellon i sar. (2000) su utvrdili da je rast A.
flavus bio izrazeniji na podlogama sa trigliceridima kao jedinim izvorom ugljenika. Osim
toga, koncentracija produkovanih aflatoksina je bila 800 puta veca u supstratima bogatim
lipidima nego u istom supstratu iz koga su ekstrahovani lipidi. Fanelli i sar. (1983) su ukazali
da lipofilne epoksidne masne kiseline stimulisu proizvodnju aflatoksina. Takode je poznato da
izvori ugljenika i azota igraju znac¢ajnu ulogu u regulaciji biosinteze aflatoksina (Wilkinson i
sar., 2007; Senyuva i sar., 2008). Monosaharidi i disaharidi kao Sto su glukoza, saharoza,
maltoza i galaktoza indukuju produkciju aflatoksina, dok to ne omoguéavaju kompleksni
hranljivi sastojci kao $to su pepton, laktoza, oleinska kiselina i skrob. Ovi podaci potvrduju
¢injenicu da su mastima bogati supstrati poput raznih uljarica, badema, pistaca, kikirikija
¢esce kontaminirani aflatoksinima od supstrata bogatih skrobom. Tipovi i koncentracije
izvora azota u podlozi su jednako bitni za rast plesni i biosintezu aflatoksina. Smatra se da
aminokiseline prolin i cistin stimulisu produkciju aflatoksina vise nego Ccistein, asparagin,
triptofan ili metionin.

Nekoliko studija ukazuje na antagonizam izmedu aflatoksigenih plesni i drugih
mikroorganizama (Palumbo i sar., 2006; Afsharmanesh i sar, 2018; Siahmoshteh i sar, 2018).
Nije u potpunosti razjaSnjeno da li je kompeticija medu mikrorganizmima posledica
antagonistickog efekta ili razlika u prilagodljivosti na uslove spoljasnje sredine. Pozitivna
korelacija prilikom rasta plesni je zabelezena medu vrstama A. flavus i A. niger (Bayman i
sar., 2002), sto je verovatno posledica Cinjenice da sekcije Flavi i Nigri dele zajednicka
staniSta 1 ekofizioloske karakteristike, tako da uslovi koji favorizuju rast jedne istovremeno
favorizuju i rast druge vrste (Esteban i sar., 2006; Klich, 2007b). Alternativno objasnjenje
moze biti da infekcija jednom vrstom ¢ini biljku podloZznom za infekciju drugom vrstom
(Bayman i sar., 2002). Nekoliko in vitro istrazivanja pokazalo je da prisustvo drugih
filamentoznih plesni, kao §to su A. niger, Rhizopus spp., Trichoderma spp. i Penicillium spp.
moze znafajno smanjiti akumulaciju aflatoksina, inhibirati njithovu biosintezu ili uticati na
degradaciju (Calistru i sar., 1997; La Penna i sar., 2004). Brojne bakterije — Bacillus spp.,
Pseudomonas spp., Ralstonia spp. i Burkholderia spp. (Palumbo i sar., 2006) i saprotrofni
kvasci - Pichia spp., Candida spp., Kluyveromyces spp. (Hua i sar., 1999; La Penna i sar.,
2004) uticu na rast A. flavus i biosintezu aflatoksina. Takode je utvrdeno da netoksigeni sojevi
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A. flavus imaju konkurentnu prednost prema aflatoksigenim izolatima (Cotty, 1994; Zanon i
sar, 2016).

2.3.4. Zdravstveni aspekt

Otkri¢e aflatoksina 60-tih godina XX veka kada je na farmi u Engleskoj doslo do
masovnog uginuc¢a C¢uri¢a hranjenih kontaminiranim brasnom od Kikirikija smatra se
prekretnicom u istoriji mikotoksina. Analizom kikirikija izolovane su plesni A. flavus i
sekundarni metabolit. Aflatoksini su dobili naziv kombinacijom slova i re¢i: A (Aspergillus) +
FLA (flavus) + TOKSIN (otrov) (Ellis i sar., 1991). Aflatoksini se ubrajaju u
difuranokumarine koji se prema hemijskoj strukturi mogu podeliti u dve grupe:
difurokumarociklopentane (AFB1, AFB,, AFB2A, AFMi, AFM,, AFM>A i aflatoksikol) i
difurokumarolaktone (AFGi, AFG,, AFG.A, AFGM1, AFGM,, AFBs). AFB; i AFG2 su
dihidroksi derivati AFB1, odnosno AFG:. AFB: je najvazniji u pogledu zastupljenosti i
toksi¢nosti i smatra se najviSe ispitanim aflatoksinom. Kao i ostala heterocikli¢na jedinjenja,
aflatoksini imaju sposobnost da intenzivno fluoresciraju u ultraljubicastoj oblasti (365 nm).
Naime, AFB; i AFB; emituju plavu (eng. blue), dok AFG: i AFG: fluoresciraju Zuto-zelenom
bojom (eng. green), na osnovu ¢ega su i dobili ime. AFM3, kao derivat AFB31, takode emituje
plavu boju u ultraljubicastoj oblasti (Hruska i sar., 2014). Ove fizicko-hemijske osobine
aflatoksina znacajno su doprinele razvoju kvalitativnih i kvantitavnih metoda za njihovo
odredivanje u razli¢itim matriksima. Aflatoksin B1 (C17H1206) kao i drugi aflatoksini slabo je
rastvorljiv u vodi, a dobro se rastvora u umereno polarnim organskim rastvarac¢ima (metanol,
hloroform). Moze se izolovati u obliku bezbojnih do bledo Zutih Kristala, visoke tacke
topljenja oko 268 °C. lzuzetno je stabilno hemijsko jedinjenje koje moze da izdrzi procese
prerade hrane i da se nade u svim zivotinjskim hranivima i gotovo svim prehrambenim

proizvodima. Hemijska struktura AFB; prikazana je na Slici 4.

Slika 4. Struktura AFB1 u 3D prikazu
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Toksikoloski znacaj AFB:1 se ogleda u viSestrukoj pretnji, jer je snazan toksin, kancerogen,
teratogen, mutagen i imunosupresivni agens. Kancerogena i citotoksi¢na svojstva aflatoksina
tj. uloga AFB: u razvoju primarnog kancera jetre (eng. primary liver cancer - PLC) kod ljudi
je dokazana, a postoje podaci koji ukazuju da aflatoksini mogu uzrokovati tumore i u drugim
organima, kao $to su kolon i bubrezi (Williams i sar., 2004). Ucestalost pojave PLC usled
izlozenosti ljudi aflatoksinima je povecana kod individua obolelih od hepatitisa B i/ili C zbog
sinergisti¢kog uticaja aflatoksina i virusa prouzrokovaca hepatitisa na razvoj karcinoma jetre
(Moss, 2002). AFB: se metaboliSe u jetri preko enzimskog sistema citohroma P450 do
glavnog kancerogenog metabolita AFB1-8,9-epoksida ili manje mutagenih oblika kao §to su
AFM3, AFK(¢ ili AFP1 (Crespi i sar., 1991). Ekso-oblik AFB1-8,9-epoksida se lako vezuje za
celijske makromolekule, ukljuéujuci genetski materijal (proteini i DNK) formiraju¢i AFBI-
N7 guanin adukte, $to za posledicu ima oste¢enje DNK, mutacije i tumorozne promene.
Bolesti koje uzrokuju aflatoksini nazivaju se aflatoksikoze. Akutne aflatoksikoze se javljaju
usled izlozenosti visokim koncentracijama aflatoksina pri ¢emu simptomi mogu ukljuciti
hemoragiju, akutna ostecenja jetre, edem, poremecaje u apsorpciji i/ili metabolizmu hranljivih
sastojaka i mogu dovesti do smrti (\Varga i sar., 2009). Ucestaliju opasnost izaziva dugotrajna
hroni¢na ekspozicija aflatoksinima koja moze uzrokovati hroni¢ne bolesti i maligne tumore
jetre.

Aflatoksini B1 i B2 se u mle¢nim Zlezdama sisara transformiSu u aflatoksine M1 i My, koji se
mogu na¢i u mleku i mle¢nim proizvodima. Budu¢i da je stabilan tokom pasterizacije 1
sterilizacije mleka 1 mle¢nih proizvoda, izlozenost relativno malim koli¢inama AFM1 moze
znacajno narusiti ljudsko zdravlje, narocito dece koja su glavni konzumenti mleka 1 mle¢nih
proizvoda (Cavaliere i sar., 2006).

Aflatoksin B1 je prema Klasifikaciji Internacionalne agencije za ispitivanje kancera (eng.
International Agency for Research on Cancer - IARC) uvrSten u prvu grupu, u kojoj se nalaze
jedinjenja sa dokazanim izrazito kancerogenim efektom (IARC, 1993). Usled povecanog
broja istrazivanja i dokazane kancerogenosti, kasnijom evaluacijom i ostali aflatoksini, AFB,
AFG1, AFG2 i AFM; su uvrsteni u jedinjenja prve grupe kancerogena (IARC, 2002). Pored
dokazananog kancerogenog efekta i sposobnosti aflatoksina da prouzrokuju ¢itav niz
negativnih efekata u organizmu ljudi, jo§ uvek nije odreden dozvoljeni dnevni unos
aflatoksina (eng. tolerable daily intake - TDI), ali se smatra da svaki unos aflatoksina veci od

1 ng/kg telesne mase (TM) predstavlja rizik od pojave kancera jetre (JECFA, 1998).

22



Doktorska disertacija Jelena Krulj

2.3.5. Procena izloZenosti populacije aflatoksinu B: i zakonske regulative

S obzirom da je kontrolu pojave mikotoksina u gotovim proizvodima prakti¢no
nemoguce vrSiti u potpunosti, regulatorna tela kontinuirano procenjuju nivoe prihvatljive
izloZenosti ljudi pojedinim S$tetnim delovanjima koje izazivaju mikotoksini, Koristeci proces
analize rizika kako bi se utvrdili dozvoljeni dnevni unosi. Analiza rizika je nau¢no zasnovan
proces koji ukljucuje tri odvojena, ali sistemski povezana elemenata: procenu rizika,
upravljanje rizikom i medusobnu komunikaciju svih u€esnika u lancu ishrane. Procena rizika
se zasniva na procenama opasnosti ili toksi¢nosti izazvanim mikotoksinima, kao 1 o¢ekivanog
stepena izlozenosti pojedinca ili cele populacije, Sto rezultira uspostavljanjem regulatornih
nivoa za pojedine mikotoksine.

U svetu vaze zakonski propisi koji se odnose na mikotoksine i uglavnom se zasnivaju
na toksikoloskim i epidemioloskim podacima, kao i podacima o pojavi i distribuciji
mikotoksina u hrani i hrani za zivotinje. Evropska komisija (eng. European Commisssion -
EC) na nivou Evropske Unije i FDA (eng. Food and Drug Administration) na nivou SAD-a
predstavljaju dve najrazvijenije institucije u svetu koje se bave ovim problemom. Pored
pomenutih, Zajednicki ekspertski komitet Svetske zdravstvene organizacije za aditive hrane
(JECFA), nauc¢no savetodavno telo Svetske zdravstvene organizacije (WHO) i Organizacije
za hranu i poljoprivredu (FAO), kao i Evropski organ za sigurnost hrane (EFSA), vrse izradu
procene rizika na osnovu relevantnih nau¢nih dokaza u oblasti bezbednosti hrane. Navedene
ustanove propisuju pravila kontrole mikotoksina u prehrambenim proizvodima i hrani za
zivotinje, usvajaju pravilnike o maksimalno dozvoljenim koncentracijama (MDK)
mikotoksina, o0 metodama koje se koriste pri njihovoj analizi, o pravilima uzorkovanja i
pripremi uzoraka, kao i razna druga pravila i propise. Treba naglasiti da se posebna paznja
posvecuje procedurama uzorkovanja, imajué¢i u vidu heterogenu distribuciju mikotoksina. U
ranijem periodu, kontrolne mere bile su uglavhom fokusirane na aflatoksine, zbog dokazane
toksi¢nosti 1 kancerogenih svojstava. Zakonska regulativa je prvobitno uspostavljena u
industrijalizovanim zemljama, a propisi su Cesto imali savetodavni ili usmerivacki karakter.
Vremenom je broj zemalja sa zakonskim propisima 0 dozvoljenim koli¢inama mikotoksina
porastao sa 33 u 1981. godini (Schuller i sar., 1983) na 100 u 2003. godini (FAO, 2004) za 13
razli¢itih mikotoksina ili grupa mikotoksina. Do kraja 90-ih godina proslog veka,
uspostavljanje propisa koji se odnose na mikotoksine uglavnom je bilo nacionalnog karaktera.
Kao posledica toga, maksimalno dozvoljene koncentracije (MDK) pojedinih mikotoksina su

se razlikovale medu zemljama. IzveStaj Radne grupe Saveta za poljoprivredne nauke i
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tehnologiju (CAST), SAD, objedinio je informacije o skoro 80 zemalja Sirom sveta, gde se
pominje da MDK za aflatoksine u 1997. godine variraju od 0 do 1000 pg/kg (CAST, 2003).
Zakonske regulative se stalno evaluiraju i unapreduju, shodno nau¢nim saznanjima i
tehnoloSkim dostignu¢ima. Uskladivanjem regulativa se doprinosi prevazilazenju postoje¢ih
nacionalnih propisa, sto omogucava olaksanu medutrgovinsku razmenu zemalja.

Brojni usevi ¢esto mogu biti kontaminirani aflatoksinima na nivou nanograma, mada
se povremeno mogu javiti i veéi nivoi kontaminacije (od desetina do stotina ng/g). Namirnice
sa visokim rizikom od kontaminacije aflatoksinima ukljucuju kikiriki, kukuruz, seme pamuka,
brazilske orahe, pistace, zacine, smokve. U namirnice sa srednjim rizikom kontaminacije
ubrajaju se bademi i suvo grozde, dok su oOrasi, pSenica, soja, pasulj, sirak, proso, zob, je¢am i
pirina¢ do sada smatrani manje podloznim kontaminaciji aflatoksinima (CAST, 2003).
IzloZenost Stetnosti po zdravlje ljudi koju uzrokuju aflatoksini manje vise je ista §irom sveta,
osim onih populacija (npr. Kina, Tajland, Tajvan, Gambija), gde je zabelezen visok nivo
infekcije hepatitisom B, Sto pojacava toksi¢ni efekat aflatoksina (Henry i sar., 2002; CAST,
2003). S druge strane, izloZenost nije ista zbog varijacija u potros$nji hrane, starosti jedinke,
sezonske i geografske varijacije, kao i usled kulturoloske, verske i ekonomske razlicitosti.
Kontaminacija zitarica aflatoksinima preovladava u manje razvijenim tropskim i subtropskim
zemljama, gde su klimatski uslovi pogodni za rast plesni i proizvodnju toksina. Istrazivanje
objavljeno od strane EFSA ukazuje na realnu opasnost od pojave aflatoksina u Zitima u
evropskim zemljama u slucaju globalnog porasta srednjih godi$njih temperature (EFSA,
2012).

Na nivou Evropske Unije postoji jedinstven pravilnik koji propisuje MDK za
mikotoksine u prehrambenim proizvodima (European Commission, EC/1881/2006) i hrani za
zivotinje (2002/32/EC). Od 2006. godine do danas usledilo je nekoliko izmena navedenog
Pravilnika. Prema ovom Pravilniku vaze razlicite grani¢ne vrednosti izmedu 2 i 12 pg/kg za
aflatoksin B1 kao i izmedu 4 i 15 ug/kg za ukupne aflatoksine u zavisnosti od vrste
prehrambenog proizvoda. Maksimalno dozvoljena koli¢ina AFB:1 u hrani za zivotinje je u
opsegu od 5 do 50 pg/kg za AFB1 u zavisnosti od vrste, kao i zivotinje kojoj je hrana
namenjena. U Republici Srbiji kontrola aflatoksina vrsi se na osnovu Pravilnika 0 maksimalno
dozvoljenim koli¢inama ostataka sredstava za zaStitu bilja u hrani 1 hrani za zivotinje

(Sluzbeni glasnik RS, 21/2017) koji je uskladen sa navedenim Pravilnikom Evropske Unije.
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2.4. Triticum spp.- ZNACAJ STARIH I NOVIH VRSTA

Konvencionalna, hlebna ili meka pSenica (Triticum aestivum L. em. Thell),
heksaploidna vrsta (AABBDD, 2n = 6k = 42), smatra se jednom od najvaznijih kultura, sa
svetskom proizvodnjom od 749 miliona tona u 2016. godini, $to ju je, posle kukuruza (1.060
milijardi tona), do sada ¢inilo drugom kulturom u svetu po proizvedenoj koli¢ini (FAOSTAT,
2018). U mnogim zemljama psenica se koristi kao osnovna namirnica, najée$ée u obliku hleba
i predstavlja vodeci izvor biljnih proteina u ljudskoj ishrani snabdevajuci gotovo 20%
ukupnih proteina u ishrani Sirom sveta (Braun i sar., 2010). Procenjeno je da se skoro dve
tre¢ine ukupne proizvodnje pSenice koristi U ljudskoj ishrani, a preostala tre¢ina se koristi za
sto¢nu hranu, semenje i neprehrambene proizvode. Durum (Triticum turgidum L. ssp. durum
Dest.) je tetraploidna pSenica (AABB; 2n = 4k = 28) koja se najcesce koristi za proizvodnju
testenine. Stare plevicaste vrste pSenice (pleviaste forme), kao $to su einkorn (T.
monococcum L.), emer (T. turgidum L. ssp. dicoccum Schrank ek Schubler) i spelta (T.
aestivum ssp. spelta L.) sadrze razli¢it broj setova hromozoma: dva (diploidi - 2K), cetiri
(tetraploidi - 4k) odnosno sest (heksaploidi - 6k). Korasan p$enica - kamut (Triticum turgidum
ssp. turanicum Jakubz) jedna je od vaznih tetraploidnih starih Zita iz roda Triticum koja se i
danas uzgaja. Konvencionalna pSenica je najrasprostranjenija vrsta koja ¢ini 95% ukupne
koli¢ine koja se uzgaja, dok durum c¢ini preostalin 5%. Stare vrste se kultivisu u neznatnim
koli¢inama, uglavnom u proizvodnji tradicionalne hrane, s tim da uzgoj spelte poslednjih
godina dozivljava znacajnu ekspanziju Sirom sveta. Plevicaste forme pSenice sa dugackim
stabljikama i klasovima i ¢vrstom plevom oko zrna bile su najstarije domestifikovane vrste,
nastale spontanim ukr$tanjem trava pre 10.000 godina tokom neolitskog doba. Ove vrste su
odigrale klju¢nu ulogu u filogenezi modernih sorti pSenice (Slika 5). Jednostavna kultivacija,
zetva 1 dugotrajni kapacitet skladiStenja zrna pSenice omogucili su Coveku da uzgaja
pomenute vrste i uvrsti ih u svakodnevnu ishranu. Globalna distribucija i upotreba psenice je
uglavnom posledica kvaliteta pSeni¢nog brasna i jedinstvenih reoloskih osobina pSeni¢nog
testa. Zbog svojih karakteristicnih fizi€ko-hemijskih osobina, pSeni¢ni protein gluten daje
testu dobra peciva svojstva.

Visoki prinosi sorti durum i hlebne pSenice doveli su do njihovog obimnog uzgoja i
znaajne zamene za stare vrste pSenice. Poslednjih godina, usled potrebe za divergentnoséu
useva, povecane potraznje za zdravim prehrambenim proizvodima i potvrdenim terapeutskim
svojstvima namirnica, javlja se ponovni interes za kultivaciju drevnih vrsta psenice kao $to su

spelta, korasan, emer i eikorn.
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T. urartu X Nepoznata vrsta
T. monoccucum (AA) (BB)
T. monoccucum Mejoza
Kultivisani einkorn (AA) [ (2n gameti)
T turgidum ssp. dicoccoides X Ae. tauschii
Divlji emer (AABB) (DD)
(7. turgidum ssp. dicoccoides Mejoza

Kultivisani emer (AABB) (2n gameti)

T. turgidum ssp. durum
Durum pSenica (AABB)

T. aestivum ssp. spelta T. aestivum ssp. aestivum
Kultivisana spelta Konvencionalna hlebna pSenica

(AABBDD) (AABBDD)

Slika 5. Filogeneza Triticum vrsta (Arzani i Ashraf, 2017)

Brojna skorasnja istrazivanja su pokazala da stare vrste usled dobrog nutritivnog sastava
imaju i biolosku vrednost, te pozitivno uti¢u na zdravstveno stanje organizma (Bakhgj i sar.,
2003; Sofi i sar., 2010; Lachman i sar., 2013; Arzani i Ashraf, 2017; Dinu i sar., 2018).
Globalno povecanje gojaznosti i metabolickih bolesti povezanih sa ishranom rezultiralo je
velikim interesovanjem za upotrebu starih vrsta zitarica u ishrani. Nedavno objavljene studije
sugeriSu da bi danasnja ishrana trebala da bude slicna onoj iz paleolitskog doba, koja je bila
bogata ugljenim hidratima koji poti¢u iz podzemnih skrobnih gomolja kao $to je krompir i iz
skrobnih zrna pSenice, je¢ma, ovsa, razi, prosa i kukuruza (Hardy i sar., 2015; Solon-Biet i
sar., 2016).

Pored znacajnih nutritivnih svojstava, agronomske karakteristike starih vrsta ukazuju
na pogodnost za odrzivu 1 ekoloski prihvatljivu poljoprivrednu praksu, uz vece potencijale
prinosa u marginalnim podru¢jima i na viSim nadmorskim visinama, kao i u uslovima
organskog gajenja (Abdel-Aal i sar., 1998; Longin i Wurschum, 2016). Plevicaste vrste
pSenice se mogu uzgajati pod nepovoljnim zemljisnim i klimatskim uslovima (Arzani, 2011).
Znatno su otpornije na abioticke i1 bioticke stresove kao S§to su bolesti, StetoCine, susa, toplota,
hladnoca, zagadenje i nedostaci hranljivih materija u zemljistu. Pored toga, pokazuju vecu
konkurentnost u suzbijanju korova (Loje i sar., 2003; Arzani, 2011; Hidalgo i Brandolini,
2014).

Spelta, poznata i kao krupnik ili pir (slika 6), najvazniji je predstavnik starih

plevicastih vrsta, koja se morfoloski razlikuje od hlebne pSenice po tankom, visokom stablu,
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sa dugackim, rastresitim klasovima bez osja (Onishi 1 sar., 2006). Zreli klasovi su sastavljeni
od veceg broja klasi¢a u kojima se nalaze dva do tri zrna koja su ¢vrsto obavijena plevicastim
omotacima (Slika 6), pa prerada spelte ukljucuje i ljustenje, tj. odvajanje zrna od ljuske, pa tek
onda mlevenje. S obzirom na bogat nutritivni sastav, poslednjih godina doslo je do
aktuelizacije upotrebe spelte u cilju proizvodnje razli¢itih prehrambenih proizvoda kao Sto su
brasno, hleb, testenina, ekstrudirani i ekspandirani proizvodi ili kao sirovine za proizvodnju
slada, piva, votke i dr. (Cacak-Pietrzak i Gondek, 2010). Plevicasti omotaci kod spelte ¢ine
25-35% ukupne mase zrna (Medovié¢, 2003), dok je kod hlebne pSenice taj udeo znatno maniji
(15-20%) (Bledzki i sar., 2012). Zastitni efekat pleve ogleda se u otpornosti spelte na infekcije
plesnima i zastiti od kontaminacije mikotoksinima, kao i od ostataka pesticida i teSkih metala
(Solarska i sar., 2012). Pleva takode doprinosi o¢uvanju svezine zrna tokom skladistenja.
Plevicasti omotaci, kao i materijal koji ostaje nakon odvajanja zrna od pleve, mogu se koristiti
za razli¢ite namene kao $to su proizvodnja punjenja za jastuke i duseke (Mielke i Rodemann,
2007), kao obnovljiv izvor energije (Brlek i sar., 2012, Jovici¢ i sar., 2015, Wiwart i sar.,
2017) ili kao hrana za Zivotinje (Kalmendal i Bessei, 2012).
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Slika 6. Spelta (T. aestivum ssp. spelta)

Jedna od starih Triticum vrsta koja je najduze u upotrebi za ljudsku ishranu je
staroegipatska pSenica — kamut (Slika 7). Korasan psenica poznata kao kamut je stara sorta
koja je prirodnom otpornos¢u na rigorozne uslove kultivisanja postala pogodna za gajenje, uz
dobre prinose. Ova, nedavno ponovo otkrivena zitarica, bliski "rodak" danasnje durum
pSenice, Uzgajana je pre vise hiljada godina na podru¢ju antickih civilizacija Bliskog istoka i
starog Egipta. Danas se svojim karakteristikama istice kao vazna i korisna namirnica, pa je
dobila svoje zasti¢eno ime Kamut®. Klas kamuta je dugadak i znatno rastresitiji u poredenju
sa klasom obi¢ne pSenice, dok je zrno malo zakrivljeno i do dva, tri puta veée od zrna
konvencionalnih sorti. Ova vrsta se pokazala kao znatno otpornija od obi¢ne pSenice na susu,
bolesti i StetoCine. Zbog prehrambene vrednosti, ali i hipoalergenih svojstava sve vise privlaci

interes naucnika i stru¢njaka iz podrucja nutricionizma.
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Slika 7. Korasan psenica (Triticum turgidum ssp. turanicum)

U proteklih 50 godina, primarni cilj savremenih programa oplemenjivanja psenice je
povecanje produktivnosti povecanjem prinosa. To je postignuto u velikoj meri poboljsanjem
otpornosti na bolesti, smanjenjem visine biljaka i pove¢anjem indeksa biomase (Ortiz i sar.,
2007; Trethowan i sar., 2007). Povecanje prinosa je od suStinskog znacaja s obzirom na
tendenciju porasta ljudske populacije u svetu. Medutim, nutritivni sastav gajenih kultura kao
Sto je pSenica, posebno sadrzaj mikroelemenata i kvalitet proteina pSenice, veoma je vazan ali
se Cesto zanemaruje (Velu i sar., 2014). Brzim razvojem biotehnologije genetskog inzinjerstva
omogucena je manipulacija genetickim karakteristikama, ¢ime se dobijaju sorte sa razli¢itim
osobinama, prinosom, hemijskim sastavom i otporno$¢u na bolesti (Arendt i Zannini, 2013).
Klimatske promene imaju negativne efekte na prinos i kvalitet pSenice, stoga je od susStinskog
znaCaja efikasna strategija za postizanje Sirokog biodiverziteta sorti pSenice i njihovo
prilagodavanje promenljivom okruzenju. Globalne klimatske promene takode imaju brojne
negativne efekte sa aspekta bezbednosti hrane, od kojih su najvazniji faktori degradacija
zemljiSta i pojacan uticaj biotickih i, posebno, abioti¢kih stresova (Lal, 2014; Arzani i Ashraf,
2016). Upotreba drevnih pSenicnih genetskih resursa kao komponente odrzivog
agrobiodiverziteta moze smanjiti rizike uticaja klimatskih promena na proizvodnju hrane.
Takode, znacajna poboljSanja u stabilnosti prinosa useva se mogu postici upotrebom starih
modifikovanih vrsta.

Poznato je da se moderne i stare vrste pSenice znacajno razlikuju u pogledu sadrzaja
nutrijenata. Naucna saops$tenja koja potkrepljuju ovu €injenicu proisti¢u iz dugoro¢ne studije
koja je sprovedena u istrazivackom centru ,,Rothamsted Research* u Velikoj Britaniji, sto je
kasnije potvrdeno kroz nekoliko drugih istrazivanja koja ukazuju na znacaj starih i modernih

sorti (Fan i sar., 2008; Shewry i sar., 2016). S tehnoloSkog aspekta, stare vrste pSenice su
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superiornije od modernih u pogledu veceg sadrzaja nutritivno vrednih komponenti (Garvin i
sar., 2006; Shewry i Hey, 2015; Boukid i sar., 2018; Shewry, 2018).

Karakteristike kvaliteta zrna, ukljuujuci i sadrzaj proteina, variraju medu Triticum vrstama,
ali su pod snaznim uticajem agronomskih faktora i lokaliteta gajenja (Ashraf, 2014; Arzani i
Ashraf 2016). Komparativni pregled hemijskog sastava Triticum vrsta prikazan je u Tabeli 4.
Sadrzaj proteina zrna starih vrsta je znatno veci u poredenju sa modernim konvencionalnim
vrstama pSenice (Abdel-Aal i sar., 1995; Ranhotra i sar., 1995; Loje i sar., 2003; Brandolini i
sar., 2008; Shewry i sar., 2013). Vedéi sadrzaj proteina ukazuje i na veci sadrzaj slobodnih
aminokiselina (Claus i sar., 2006). Brojne studije su pokazale da ne postoji ili je neznatna
razlika u sadrzaju ukupnih ugljenih hidrata, skroba i monosaharida starih i novih Triticum
vrsta (Mohammadkhani i sar., 1998; Rodriguez-Quijano i sar., 2004; Brandolini i sar., 2008;
Caballero i sar., 2008; Haghayegh i Schoenlechner, 2010). Povecan sadrzaj skroba moze
dovesti do smanjenja ostalih hranljivih komponenti zrna psenice. U pogledu sadrzaja lipida,
stare vrste karakteriSe veci sadrZaj nezasi¢enih masnih kiselina (Bodroza-Solarov i sar.,
2014).

Osim glavnih sastojaka (proteina, ugljenih hidrata i lipida), zrno pSenice je vazan izvor drugih
bioloski vaznih nutrijenata, posebno vitamina i antioksidanata, kao i makro- i mikrohranljivih
materija (Suchowilska i sar., 2012; Hidalgo i Brandolini 2014). Gvozde, cink, bakar, selen,
mangan i fosfor su elementi koji se javljaju u proseku 30-60% vecim koncentracijama u
starim Triticum vrstama u poredenju sa modernim vrstama hlebne pSenice (Zielinski i sar.,
2008; Ruibal-Mendieta i sar. 2005; Escarnot i sar., 2012). Koncentracioni nivoi minerala
korasan psenice veci su 8 do 9 puta u odnosu na konvencionalnu psenicu (Abdel-Aal i sar.,
1998). Za razliku od modernih vrsta, stare vrste pSenice su superiornije u sadrzaju bioaktivnih
jedinjenja kao §to su karotenoidi, flavonoidi, fitosteroli i fenolna jedinjenja (lignin i ferulinska
kiselina) sto ukazuje na njihove potencijalne zdravstvene koristi (Charmet, 2011; Giambanelli
i sar, 2013). Zbog visoke hranljive vrednosti stare Triticum vrste postaju veoma znacajne u
proizvodnji Sirokog asortimana proizvoda — hleba, peciva, pasti, krekera i ekstrudiranih

proizvoda na bazi ovih Zitarica.
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Tabela 4. Komparativni pregled hemijskog sastava Triticum vrsta (spelta, korasan, hlebna i durum pSenica)

Komponenta (izrazeno na s.m.) Spelta psenica  Korasan pSenica Hlebna pSenica Durum pSenica  Literaturni izvor

Energija (kal/100g) 324 337 340 339 USDA

Proteini (g/100g) 14,7 14,5 10,7 13,7 USDA

Ugljenihidrati (g/100g) 68 71 75 71 USDA

Lipidi 2,9 2,1 2 2,5 USDA

Vlakna 59 11,1 12,7 11,6 USDA

Ca (mg/100g) 17,6 22 34 34 USDA

Fe 3,1 3,8 54 3,2 USDA

Mg 157 130 90 144 USDA

P 417 364 402 508 Piergiovanni i sar., 1997

K 433 403 431 435 Piergiovanni i sar., 1997

Na 1 5 2 2 Ranhotra i sar., 1996;
USDA

Se (*10?) 0,58 4-8 0,18 0,23 Piergiovanni i sar.,
1997; Valli i sar., 2016

Zn 4,2 3,7 3,5 4,2 Ranhotra i sar.,
1996;USDA

Vitamin A (ug/1009) n.p.” 0,3 0 0 USDA

Vitamini grupe By, B2, B3 (mg/100g)  B1-0,38, Bo- n.p. n.p. n.p. Ranhotra i sar., 1996

0,17, Bs-7,21

Vitamin Be(1g/100g9) n.p. Bs-0,26 Bs-0,38 Bs-0,42 USDA

Vitamin C (ug/100g9) n.p. 0 0 0 USDA

Vitamin E (ug/100g) n.p. 0,61 0 1,01 USDA

“n.p. - nema podataka
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Studije izvedene na klinicki zdravim pojedincima su pokazale da se konzumiranjem
proizvoda dobijenih od starih vrsta pSenice poboljSavaju proinflamatorni i antioksidativni
parametri, kao i glikohemijski i lipidni status (Slika 8). Isti efekti nisu zabelezeni nakon
upotrebe proizvoda napravljenih od komercijalno dostupnih modernih sorti (Dinu i sar.,
2018). Rezultati istrazivanja Valli i sar. (2016) su pokazali da je ishrana zasnovana na
upotrebi hleba od korasan p3enice (pod brendiranim imenom Kamut®) doprinela poveéanju
aktivnosti antioksidativnih jedinjenja, $to je u vezi sa visokim sadrzajem selena i polifenola.
Bioloski aktivna antioksidativna jedinjenja u ljudskom organizmu deluju putem razli€itih,

slozenih i sinergijskih mehanizama.

[ Stare vrste Triticum spp.

)
= 1§ T

t Amiloza + MNMK t Mg2+ t Polifenoli
1Am|IoPekt|n + PNMK t K+ t Tokoferoli
' ZMK t Se2+ t Karqtenoidi
t Zn2+ t Lutein

L% 5

{ Glukoza VInsulin -+ Ukupni holesterol t Mg2+t t Antiinflamatorni citokini

S { LDL - holesterol t K* } Proinflamatorni citokini
t Odrzavanje sitosti t Se2+ t Antioksidativni parametri
t Zn2+

*MNMK- mononezasi¢ene masne kiseline, PNMK- polinezasi¢ene masne kiseline, ZMK- zasi¢ene masne
kiseline

Slika 8. Efekti i potencijalni mehanizmi komponenti starih Triticum vrsta na glikohemijske,

lipidne, mineralne profile, inflamatorna i oksidativna stanja organizma (Dinu i sar., 2018)

Korasan pSenica sadrzi gluten, ali je, bez obzira na njegovo prisustvo, ispitivanjem
zdravstvenih efekata u okviru dijetetskih interventnih studija utvrdeno da gluten kamuta dobro
podnose mnogi, inaCe osetljivi na gluten iz pSenice (Valerii i sar., 2015). Vlakna ekstrahovana
iz zrna kamuta su pokazala dobar prebiotski potencijal (Marotti i sar., 2012). Rastvorljiva
vlakna, ekstrahovana iz zrna razlicitih sorti pSenice su koris¢ena kao jedini izvor ugljenika u
medijumu za rast 2 bakterijska soja izolovana iz creva coveka - Bifidobacterium
pseudocatenulatum i Lactobacillus plantarum, pri ¢emu je prebiotski indeks korasan pSenice

bio znatno ve¢i u odnosu na prebiotski indeks drugih sorti pSenice.
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25. UTICAJ PLESNI | MIKOTOKSINA NA PROMETNI |
TEHNOLOSKI KVALITET Triticum spp.

Usled karakteristi¢cnih  fiziCko-hemijskih ~ osobina  pSeni¢nog  protein-lipid-
ugljenohidratnog kompleksa - glutena, pSeni¢no brasno daje testu jedinstvena i dobra
viskoelastiCna svojstva koja omogucéavaju proizvodnju Sirokog spektra prehrambenih
proizvoda visokog kvaliteta. Vrednosti pokazatelja prometnog i tehnoloskog kvaliteta pSenice
moraju da zadovoljavaju odredene Kriterijume koji na direktan ili indirektan nacin uti¢u na
kvalitet i upotrebu krajnjeg proizvoda. Nizak tehnoloski kvalitet zrna pSenice predstavlja
ograniCavajuci faktor za preradu i izvoz pSenice, te u velikoj meri uti¢e na nacionalnu i
medunarodnu ekonomiju. Pored negativnih uticaja na zdravlje ljudi i Zivotinja koje mogu da
prouzrokuju kontaminacije zitarica plesnima i mikotoksinima, uticaj ovih kontaminenata na
prometni i tehnoloski kvalitet Zitarica se ogleda u naru$avanju senzornih i nutritivnih
svojstava krajnjih proizvoda (Kosiak i sar., 2004). S obzirom na navedeno, nije retka pojava
da se mlevenjem meSaju zrna pSenice razli¢itog kvaliteta, odnosno da se brasno loSeg
tehnoloskog kvaliteta meSa sa visokokvalitetnim kako bi se dobilo brasno prihvatljivog
tehnoloskog kvaliteta.

Kvalitet pSenice prvenstveno zavisi od genetske pozadine — sortimenta, kao i uslova i
lokacije gajenja (klimatski uslovi i zemljiste). lako se od brasna starih Triticum vrsta (spelta,
korasan, emer) moze proizvesti hleb relativno zadovoljavajucih karakteristika, kvalitet ipak
nije sasvim uporediv sa onim napravljenim od brasna hlebne psenice (Arzani, 2011; Frakolaki
i sar., 2018). Kvantifikovanjem sadrzaja i kvaliteta proteina u starim i savremenim vrstama
pSenicama, Konvalina i sar. (2014) su zabelezili ve¢i sadrzaj proteina u zrnu starih vrsta, ali je
kvalitet glutena bio inferiorniji u poredenju sa hlebnom psSenicom. To potvrduju i istraZivanja
Pruska-Kedzior i sar. (2008) i Filipcev i sar. (2013) ukazujuéi na losiji kvalitet glutena brasna
od spelte, sto ima za posledicu obrazovanje testa sa manjom stabilnoscu i elasticno$céu i
vecom lepljivoséu u poredenju sa testom napravljenim od brasna hlebne pSenice, ¢iji je gluten
indeks znatno veci. Ovakva reoloska svojstva su posledica veceg sadrzaja gliadina u glutenu
spelte, odnosno glutenina u glutenu hlebne pSenice (Pruska-Kedzior i sar., 2008). S obzirom
na bogat nutritivni profil starih vrsta, njthovim meSanjem sa braSnom hlebne pSenice dobijaju
se pekarski proizvodi dobrog kvaliteta i raznovrsnih hranljivih svojstava.

Veliki broj istrazivackih studija pokazuje da mikoloSka kontaminacija pSenice dovodi
do smanjenja prometnog i tehnoloskog kvaliteta i gubitka pecivnih osobina pSeni¢nog brasna

(Gértner i sar., 2008; Schmidt i sar., 2016; Capouchova i sar., 2017; Khaneghah i sar., 2018).
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Infekcija pSenice plesnima u fazi cvetanja biljke, dovodi do formiranja zrna koja su Stura i
imaju manju masu u poredenju sa “zdravim” zrnima (Prange i sar., 2005). U nasoj zemlji, na
osnovu Pravilnika o kvalitetu zita, mlinskih i1 pekarskih proizvoda i testenina, maskimalno
dozvoljena koli¢ina crnih primesa u zitu u vidu oStec¢enih zrna usled trulezi, napada plesni,
bakterija ili nekih drugih uzroka i u vidu fuzarioznih zrna (zrna zarazena Fusarium plesnima)
je 3% (Sluzbeni glasnik RS, 68/2016).

Poznato je da Fusarium vrste i njihovi toksini predstavljaju najucestalije kontaminente
pSenice, pa se najveci broj istrazivanja odnosi na negativan uticaj ovih plesni na tehnoloski
kvalitet pSenice (Gartner i sar., 2008; Papouskova i sar., 2011; Khaneghah i sar, 2018).
Smanjenje kvaliteta usled infekcije Alternaria vrstama navodi se u istrazivanjima Lorenz
(1986) i bisalov i sar. (2018). Kao §to je navedeno, zrna koja su inficirana plesnima u ranim
fazama formiranja su uglavnom S$tura, Sto za posledicu ima redukovane vrednosti fizickih
parametara kvaliteta spelte, kao S§to su veli¢ina zrna i masa 1000 zrna (DPisalov, 2015a).
Istrazivanja pokazuju da usled infekcije zrna pSenice plesnima dolazi do degradacije mrezaste
strukture glutena (Dexter i sar. 1996; Prange i sar., 2005; Sari¢ i sar., 2008; Papouskova i sar.,
2011). Infekcija psSenice plesnima Aspergillus spp. i Penicillium spp. je uticala na promenu
kvaliteta glutena, Sto je imalo za posledicu ekstremno smanjenje maksimalne otpornosti i
rastegljivosti testa, kao i smanjenje zapremine hleba nakon peCenja (Antes i1 sar., 2001).
Energija testa dobijenog od brasna sa visokim nivoom infekcije Alternaria vrstama (60-70%)
je relativno niska, S$to ukazuje na znacajan pad tehnoloskog kvaliteta usled prisustva plesni
(Bagi i sar., 2005; Balaz i sar., 2005). Frakcije brasna dobijenog od zrna inficiranih sa
Fusarium spp. i Alternaria spp. pokazale su manju mo¢ upijanja vode i manju stabilnost
tokom mesanja, kao i slabljenje proteinskog kompleksa tokom zagrevanja u odnosu na brasno
pSenice tretirano sa fungicidima (BodroZa-Solarov 1 sar., 2012). Sadrzaj proteina pSenice
inficirane plesnima bio je veéi od sadrzaja neinficiranih frakcija Sto je bilo rezultat prisustva
micelije plesni (Sari¢ i sar., 2008; Malaker i sar., 2009). Stepen pada tehnoloskog kvaliteta
pSenice zavisi od udela inficiranih zrna, ali 1 od faze razvoja zrna u kome je doSlo do
infekcije. U slucaju veceg udela pojedinih kategorija ovih primesa dolazi do znacajnog
smanjenja tehnoloskog kvaliteta pSenice, ¢ak do nivoa neupotrebljivosti za preradu. Nasuprot
tome, Prange i sar. (2005) navode da infekcija pSenice Fusarium vrstama i njihovim
mikotoksinima, kao S$to je deoksinivalenol, nije negativno uticala na kvalitet i pecivna
svojstva pSenice, Sto je zabrinjavajuce s aspekta bezbednosti hrane, jer proizvodi dobrih

tehnoloskih parametara mogu biti visoko kontaminirani plesnima i mikotoksinima.
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Ukoliko je nakon infekcije plesnima doslo 1 do biosinteze mikotoksina, spoljasnji delovi zrna
su znatno viSe kontaminirani u poredenju sa sredis$njim delom, endospermom zrna (Abbas i
sar., 1985). Pocetna koncentracija mikotoksina moze se redukovati mlevenjem, uz odvajanje
aleuronskog sloja, jer brasno i krupicu ¢ine usitnjene Cestice jezgra endosperma. Medutim,
mekinje zitarica predstavljaju vaznu frakciju sa nutritivnog aspekta, jer su bogate mineralnim
materijama, vitaminima i prehrambenim vlaknima.

Budu¢i da su dosadaSnja istraZivanja bila bazirana na uticaj tipi¢nih tzv. poljskih plesni
(Fusarium spp., Alternaria spp.) na prometni i tehnoloski kvalitet pSenice, podataka o uticaju
Aspergillus vrsta jos uvek nema dovoljno. Na osnovu nevedenih c¢injenica moze se
pretpostaviti da infekcija ovim plesnima dovodi do smanjenja kvaliteta pSenice U zavisnosti

od nivoa infekcije i kontaminacije mikotoksinima.

2.6. POJAVA 1 UCESTALOST A. flavus | AFLATOKSINA U
RAZLICITIM Triticum spp.

Zbog svoje agronomske prilagodljivosti i sposobnosti da raste u razli¢itim klimatskim
oblastima, pSenica je podlozna infekcijama mikotoksigenim plesnima kao $to su rodovi
Fusarium, Aspergillus, Penicillium i Alternaria (Alkadri i sar., 2014). lako Fusarium vrste i
njihovi toksini predstavljaju najucestalije kontaminente pSenice, u poslednjih nekoliko godina
i druge toksigene vrste plesni su postale vazni izvori kontaminacije pSenice mikotoksinima.
Pojava i intenzitet infekcije variraju u zavisnosti od klime koja se vezuje za geografski
polozaj neke oblasti, te se smatra da su aflatoksigene plesni najzastupljenije u tropskom i
suptropskom regionu (Cotty i Jaime-Garcia, 2007).

Aflatoksini primarno predstavljaju problem na kukuruzu, jer se infekcija ove zitarice odvija
na polju 1 u velikoj meri zavisi od ekoloskih faktora. Faza od pocetka nalivanja zrna do
sazrevanja kukuruza uobicajeno proti¢e od pocetka avgusta do kraja septembra u zavisnosti
od sorte kukuruza. Bioloska suma temperatura za kukuruz od setve do vostane zrelosti iznosi
2100 do 2900 °C. Pod bioloskom sumom se podrazumeva suma srednjih dnevnih temperatura
vazduha u vegetacionom periodu odredene kulture od pocetka rasta do sazrevanja (Otorepec,
1980). Faza od klasanja do sazrevanja psenice u optimalnim uslovima traje od 45 do 50 dana
(period tokom maja i juna) i nakon nekoliko dana je biljka u fazi tehnoloske zrelosti i spremna
je za zetvu. BioloSka suma temperatura vazduha za period setva — voStana zrelost za ozimu
pSenicu je od 1400 do 1500 °C. Bioloska suma temperatura je znatno veca za kukuruz nego za
pSenicu, §to objasnjava ¢injenicu da aflatoksini ¢eS¢e predstavljaju problem u kukuruzu nego

u pSenici. Visoke temperature i odsustvo padavina pogoduju rastu aflatoksigenih plesi i sintezi
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toksina. Ciklus razvoja plesni A. flavus u sistemu gajenja kukuruza je dobro poznat (Abbas i
sar., 2009). A. flavus je ubikvitarna plesan, moze se naci u razli¢itim stani$tima, zemljistu,
vazduhu i ostacima biljnog materijala. Sklerocije i konidije pri povoljnim spoljasnjim
uslovima formiraju micelije koje dalje produkuju veliki broj konidija. Putem vetra ili insekata
konidije bivaju nosene do kukuruza. Nakon kolonizacije plesni A. flavus na kukuruzu preko
niti svile ili oSteCenih zrna, plesan se moze ponasati kao oportunisticki patogen. U uslovima
poviSene temperature i smanjene koli¢ine vode, biljka postaje osetljivija i A. flavus ¢e se dalje
preko kanala svile prenositi do klasa i zrna kukuruza (O"Brian i sar., 2007).

O putu infekcije kod strnih zita na njivi do sada nema literaturnih podataka iz razloga $to se
plesni roda Aspergillus svrstavaju u tzv. skladisne plesni i njihova pojava, kao i produkcija
toksina na njivi je do sada bila retka na podrucju Srbije. Nekoliko nau¢nih saopStenja ukazuje
na pojavu aflatoksigenih plesni i aflatoksina u Triticum vrstama u zemljama kao §to su
Maroko (Zinedinea i sar., 2007), Turska (Giray i sar., 2007), Alzir (Riba i sar., 2010), Egipat
(El-Shanshoury i sar., 2014), gde preovladuje suptropska i tropska klima. Sumirani podaci o
rasprostranjenosti AFB1 u Triticum spp. zabeleZenim u svetu prikazani su u Tabeli 5.

Pored hlebne pSenice, druge Triticum vrste su bile predmet istrazivanja na prisustvo toksi¢nih
metabolita koje produkuju vrste roda Fusarium (Suchowilska i sar, 2010; Moudry i sar., 2011,
Wiwart i sar., 2016), Penicillium (EImholt i Rasmussen, 2004) i Alternaria (Pisalov i sar.,
2015b), medutim pojava A4. flavus i aflatoksina je jo§ uvek nedovoljno istrazena. Studija
Solarska i sar. (2012) je ukazala da je od ukupnog broja ispitanih uzoraka proizvoda od spelte
sakupljenih u Poljskoj tokom 2010. i 2011. godine, 0,5 odnosno 2% sadrzalo detektabilni nivo
AFB:.

Pojava infekcije A. flavus je bila retka u agroekoloskim uslovima Srbije u proteklih 50 godina
zbog Cega je bio i nizak nivo aflatoksina u zitima (Levi¢ i sar., 2013). Medutim, tokom
poslednje decenije utvrdena je povecana zastupljenost plesni iz roda Aspergillus (Levié i sar.,
2013; Krnjaja i sar., 2015), sto je rezultovalo u neubiCajeno visokim koncentracijama
aflatoksina u kukuruzu na nasim prostorima (Stefanovi¢, 2014; Kos, 2015; Jani¢-Hajnal i sar.,
2017). Za vegetacioni period pSenice do sada nisu bili karakteristini vremenski uslovi
pogodni za biosintezu aflatoksina, te i literaturnih podataka o prisustvu aflatoksina u psenici
na podrucju Srbije do sada nema, dok je podataka o pojavi Aspergillus vrsta na Triticum spp.

vrlo malo.
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Tabela 5. Distribucija AFB1u Triticum spp. u svetu

Zemlja Godina Broj LOQ Broj uzoraka  Srednja vrednost  Min/Max Literaturni izvor
uzoraka (n)  (pg/kg) n>LOQ (Hg/kg) (Mg/kg)
Alzir 2004 3 0,005 2 - -13,41 Riba i sar., 2010
(Mitidja 2006 13 0,005 8 - -/13,45  Ribai sar., 2010
regija)
Alzir 2004 2 0,005 1 - 0,87 Riba i sar., 2010
(Setif regija) 2006 10 0,005 6 - -/7,0 Riba i sar., 2010
Ceska 2008 8 n.p. 0 - - Monbaliu i sar., 2009
Danska 2008 14 n.p. 0 - - Monbaliu i sar., 2009
Egipat - 10 n.p. 0 - - El-Shanshoury i sar.,
2014
Italija 2005 165 0,5 1,0 n.p./1,7  Galloi sar., 2008
2006 203 0,5" 1,2 n.p./2,7  Galloi sar., 2008
Kipar 1997 27 0,1 0 - - loannou-Kakouri i sar.,
2004
1998 3 0,1° 0 - - loannou-Kakouri i sar.,
2004
1999/2003 30 0,2 0 - - loannou-Kakouri i sar.,
2004
Madarska 2008 7 n.p. 0 - - Monbaliu i sar., 2009
Maroko - 17 0,01 3 0,07 0,03/0,15 Zinedinea i sar., 2007
Rumunija 1997 25 4 0 - - Curtui i sar., 1998
2002/2004 35 5 n.p. 1,83 0/6,4 Tabuc i sar., 2009
2005 26 0,83 9 0/5,7 Braicu i sar., 2008
2005 20 n.p. 3 - 0/6 Morar i sar., 2007
Slovenija 2008-2012 80 0,2 0 - - Kirin¢i¢ i sar., 2015
Srbija 2012 30 1,0 0 - - Kos i sar., 2014a
Turska 2002/2003 41 0,1° 17 - <0,01/0,14 Giray i sar., 2007
- 43 n.p. 7 - 0,18/3,5 Gursoy i Bicici, 2003

*LOD jer vrednost LOQ nije dostupna; n.p.-nema podataka
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Stojanovi¢ (1999) je ispitivao prisustvo plesni roda Aspergillus na uzorcima psenice sa vise
lokaliteta (KruSevac, Kikinda i Pirot). Na lokalitetima KruSevac i Pirot nisu registrovani
predstavnici roda Aspergillus ni u jednom wuzorku pSenice. Na lokalitetu Kikinda
mikopopulacije ovog roda su nadene kod 9% uzoraka, od ¢ega su 5,3% bili toksigeni
predstavnici, i to sa sposobnos¢u biosinteze aflatoksina (Stojanovié¢, 1999). Visoka ucestalost
A. flavus (45,8%) na zrnu pSenice zabelezena je 2012. godine, kao posledica visokih
temperatura i ekstremnih suSnih uslova tokom leta. Ispitivanjem pojave i toksigenog
potencijala sojeva izolata 4. flavus sa uzoraka pSenice sakupljenih nakon zetve 2015. godine,
utvrdeno je da su neki pokazali potencijal za biosintezu AFB1 (Krulj i sar., 2016b). Tokom
preliminarnih istrazivanja u okviru ove disertacije dato je prvo nau¢no saopstenje o pojavi 4.
flavus na spelti u Srbiji (Krulj i sar., 2017), $to je ukazalo na potrebu za dodatnim
istrazivanjem, sa ciljem da se preko dobijenih novih saznanja da doprinos ve¢ postojecim i

smanji rizik mogucnosti pojave aflatoksina, s tim i njihovo visSestruko Stetno dejstvo.

2.7. KLIMATSKE PROMENE - PROCENA RIZIKA POJAVE A. flavus |
AFB; U RAZLICITIM VRSTAMA Triticum spp.

Aflatoksigene plesni i aflatoksini se uglavnom javljaju kao kontaminenti u umereno
kontinentalnim, suptropskim i tropskim regionima, kao $to su zemlje Juzne Amerike, Azije,
Afrike, juzna podrucja SAD i neki delovi Australije. Vremenski uslovi tokom perioda
vegetacije zitarica znatno utiCu na prinos useva. Raspored i koli¢ina padavina posebno u
vegetacionom periodu, kao i srednje mese¢ne temperature, pored prinosa, uticu i na intenzitet
infekcije zitarica plesnima. Poslednjih godina na globalnom nivou prisutne su znacajne
klimatske promene pracene ekstremno visokim ili niskim temperaturama, pojavama velikih i
obilnih kiSa sa poplavama ili pojavama velikih suSa. Ovakvi stresogeni faktori znacajno
doprinose povecanju fungalne infekcije i kontaminacije zitarica mikotoksinima. Pojava nekih
mikotoksina u Zzitaricama u podru¢jima u kojima se nisu ranije javljali je sve izrazenija u
poslednje vreme (Masi¢, 2003). Klimatske promene zna¢ajno uti¢u na izmenjenu ucestalost i
intenzitet pojave aflatoksigenih plesni na zitaricama, jer topla klima favorizuje vecu ucestalost
pojave A. flavus, te frekventniju pojavu S sojeva ove vrste, koji se smatra vec¢im producentom
aflatoksina (Mehl i sar., 2014). Klima Srbije je pretezno umereno-kontinentalna sa izrazenim
lokalnim karakteristikama, koje su rezultat razlika u reljefu, raspodele vazdusnog pritiska
ve¢th razmera, ekspozicije terena, prisustva reCnih sistema, vegetacije 1 urbanizacije

odredenog prostora.
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Temperatura i vlaznost supstrata odreduju pojavu i stepen kontaminacije mikobiotama. A.
flavus koji sintetiSe samo aflatoksine grupe B. Prisutan je na usevima u skoro svim
podruc¢jima, dok A. parasiticus i A. nomius, producenti oba tipa aflatoksina (B i G grupa)
karakteristi¢ni su samo za odredene regione. lako se A. flavus moze izolovati u svim
klimatskim zonama, CeS¢e se javlja u umereno toplim zonama (geografske Sirine 26-35°),
nego u tropskim ili umereno hladnijim zonama (geografske Sirine iznad 45°). S obzirom na to,
nije ¢udno S§to se problemi vezani sa aflatoksinima javljaju u predelima sa geografskom
Sirinom ispod 35° i generalno do sada nisu predstavljali znacajan problem na Zitaricama
gajenim u Evropi (Klich, 2007a). U regionima sa umerenom klimom, kontaminacija moze
postati problem tokom suse (Cotty i Jaime-Garcia, 2007). Ta¢na uloga visoke temperature i
suse na pojavu i intezitet infekcije zitarica nije u potpunosti razjasnjena. Visoka temperatura i
susa uticu na fiziologiju biljaka, koje pod stresnim uslovima bivaju podlozne infekciji
plesnima i sintezi aflaktoksina.

Sve izrazenija pojava aflatoksina u Zitaricama pod uticajem klimatskih promena je zabeleZena
u nekoliko skorasnjih studija (Medina i sar., 2014; Battilani i sar., 2016; Gilbert i sar., 2016;
Wu i Mitchell, 2016; Moretti i sar, 2018). Ova istrazivanja ukazuju na uticaj su$nih uslova i
povisenih temperatura vazduha na povecanu biosintezu aflatoksina i kontaminaciju Zitarica
ispitanih u kontrolisanim laboratorijskim uslovima ili pri realnim uslovima na polju (Diener i
sar., 1987; Payne i sar., 1988; Piva i sar., 2006; Giorni i sar., 2007; Kos i sar., 2013; Pleadin i
sar., 2014). Wu i sar. (2011) su objavili sveobuhvatan pregled na ovu temu, sa fokusom na
uticaj klimatskih promena na kontaminaciju kukuruza patogenim plesnima. Kao relevantan
primer ovi autori navode proizvodnju kukuruza u Srbiji. U leto 2012. godine zabelezena je
najveca suSa u Srbiji od kako se sprovodi prac¢enje vremenskih prilika (RHMZ, 2014). Broj
dana sa temperaturom vec¢om od 35 °C je bio skoro pet puta vec¢i od proseka za prethodne tri
godine. Rezultat je bio dramatiCan porast kontaminacije kukuruza aflatoksinima, 68%
ispitanih uzoraka kukuruza bilo je pozitivno za kontaminaciju (Kos i sar., 2013). Sli¢no tome,
2003. godine u severnoj Italiji, Giorni i sar. (2007) su zabelezili pojavu kontaminacije
kukuruza aflatoksinima, zbog povisene temperature i smanjenja padavina tokom letnjih
meseci. Kontaminacija useva je rezultirala kontaminacijom mleka i mle¢nih proizvoda
aflatoksinom M1 (metabolit aflatoksina B1) (Giorni i sar., 2007; Kos, 2014b).

Imajué¢i u vidu da su klimatske promene u poslednje vreme prisutne i na evropskom
kontinentu, Agencija za bezbednost hrane (EFSA) je inicirala izradu istrazivanja pod nazivom
“Modelovanje, predvidanje 1 mapiranje pojave aflatoksina u zitaricama u EU usled klimatskih
promena” (EFSA, 2012). Ova obimna studija ukazuje na realnu opasnost od pojave
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aflatoksina u zitaricama usled globalne promene srednjih godis$njih temperatura. Na osnovu
dostupnih literaturnih podataka, od ukupno 4 aflatoksina, AFB; je dominantno prisutan, pa je
predmet ove studije bio fokusiran na pojavu AFB1 u kukuruzu, pSenici i pirin¢u. lako rezultat
gljiviénih oboljenja pSenice moze biti pojava mikotoksina u zrnu, vrste roda Aspergillus su
najéeS¢e u vezi sa infekcijom kukuruza, pa su interakcije domaéin - patogen uglavnom
proucavane u ovoj kulturi. S obzirom da interakcija A. flavus - pSenica nije dovoljno poznata,
predlozeno je da se analiza vrsi uzimajuéi u obzir faktore koji uti¢u na rast i razvoj pSenice, a
koji mogu da uslove infekciju aspergilima, a sa tim i biosintezu aflatoksina. Nekoliko nau¢nih
publikacija opisuje put infekcije A. flavus na kukuruzu (Scheidegger i Payne, 2005; Abbas i
sar., 2009) koji je uporediv sa putevima infekcije Fusarium spp. (infekcija se odvija tokom
cvetanja biljke i usled oStecenja useva prouzrokovanih insektima). Pod pretpostavkom da su
procesi i faktori sli¢ni onima koji se javljaju kod kukuruza, put infekcije kod pSenice za A.
flavus i Fusarium vrste takode moze biti uporediv. Infekcija pSenice sa Fusarium spp. se
odvija tokom cvetanja i zavisi od vremenskih i agronomskih faktora. Do sada je razvijeno
nekoliko modela $irenja infekcije Fusarium vrsta u psenici (Prandini i sar., 2009). Ovi modeli
su iskoriS¢eni za kreiranje modela koji su prilagodeni infekciji aspergilima koristeci
vremenske 1 agronomske faktore naznaCene kao relevantne za ove plesni. Vrednosti
parametara su prilagodene za A. flavus uzimajuci u obzir minimalne i optimalne temperature,
kao i aw vrednosti za rast ove vrste i biosintezu aflatoksina. Definisani modeli su ukazali da
postoji znacajan rizik od pojave aflatoksina u zrnu kukuruza, znatno manji u zrnu pSenice,
dok se za zrno pirinca pokazalo da nema rizika od pojave ovog toksina, ukoliko rast srednje
godisnje temperature bude iznosio +2 °C ili +5 °C u pogodenim zemljama (EFSA, 2012).
Analiza rezultata klimatskih modela je pokazala da se u buduénosti ocekuje porast
temperature vazduha 1 smanjenje sume padavina u letnjem periodu vegetacije, Sto ukazuje na
mogucnost povezanog fizioloSkog stresa kod biljaka (Janci¢, 2015). Ocekivane povecane
temperature vazduha ¢e uticati na pojavu toplijih 1 blazih zima, ali 1 suSnijih letnjih meseci,
zatim na uvecanje bioloskih suma temperatura, posebno u letnjem periodu, Sto ¢e imati za
posledicu kracu vegetacionu sezonu, skracenje perioda fizioloSke faze nalivanja zrna i ve¢u
moguénost pojave aflatoksigenih plesni i aflatoksina u pSenici. Trenutni programi adaptacije
pSenice na novonastale klimatske promene u podrucja Evrope sa toplijim 1 suSnijim letima se
zasnivaju na skracenju vegetacione sezone, §to smanjuje izlozenost biljke stresu, ali rezultira
manjim prinosima. Povecanja prinosa i adekvatan odgovor na klimatske promene uz
povecanje tolerancije biljke na stres izazvan visokim temperaturama i suSom smatraju se
glavnim prioritetima genetskog pobolj$anja pSenice (Semenov i sar, 2014).
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Sliéno globalnim i evropskim trendovima analize podataka ukazuju da je klima u Srbiji
postala toplija u poslednjih 60 godina, suSe su postale dugotrajnije idué¢i od severa ka jugu
Srbije (Tosi¢ | UnkaSevi¢, 2014). Prema analizama izvrSenim na nacionalnom nivou, period
1960 - 2012. godine karakterisao je trend porasta srednjih godi$njih temperature od 0,3 °C po
deceniji. U zavisnosti od scenarija, do kraja veka moze se ocekivati poveéanje temperature od
3,2 do 4°C, kao i deficit padavina od 20% (http://www.klimatskastrategija.eu/). Ove promene
¢e pratiti intenzivni ekstremi — uglavnom temperaturni, $§to moze doprineti ucestalijim

pojavama aflatoksigenih plesni i aflatoksina u hrani na nasim prostorima.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. MATERIJAL

3.1.1. Ispitivani uzorci

Mikoloska ispitivanja su obuhvatila uzorke zrna hlebne pSenice i spelte iz tri
proizvodne godine (2015, 2016. i 2017) prikupljeni nakon zetve iz makroogleda
Poljoprivredne savetodavne sluzbe AP Vojvodine sa vise lokacija. Odabranim kulturama A.
flavus izolovanim sa prikupljenih uzoraka, a koji su pokazali aflatoksigeni potencijal, vestacki
su inokulisane Triticum vrste na oglednim parcelama Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u
Rimskim San¢evima, Novi Sad. Triticum vrste su obuhvatile: hlebnu psenicu (Triticum
aestivum L.), speltu (T. aestivum ssp. spelta L.), korasan (T. turgidum ssp. turanicum Jakubz.)
i hibrid pSenice (Triticum aestivum L.— F1). Takode, odabranim izolatom A. flavus inokulisani
su uzorci spelte (oljustena zrna i zrna sa plevicastim omota¢ima) u laboratorijskim uslovima.
Za potrebe ovog dela eksperimenta koris¢ena je neidentifikovana sorta spelte (Triticum
aestivum ssp. spelta) poreklom iz Austrije, a dostupna na trzistu Srbije. Spelta je gajena pod
ekoloskim uslovima na gazdinstvu ,Jefti¢”, Batko GradiSte, Vojvodina, Srbija. Parametri
prometnog i tehnoloskog kvaliteta spelte su ispitani na uzorcima kontaminiranim sa AFB;1 uz

poredenje sa kontrolnim (nekontaminirani) uzorcima.

3.1.2. Podloge za kultivaciju plesni

Za odredivanje frekvencije i intenziteta pojave plesni korisc¢ena je podloga DG18 agar
(eng. Dichloran 18% Glycerol agar) (HiMedia, Indija).
Za izolovanje plesni kao ¢vrsta podloga koris¢en je KDA (krompir dekstrozni agar)
(HiMedia, Indija).
Za izolovanje roda Aspergillus koris¢en je CZA podloga (Czapek-Dox agar) pripremljen
rastvaranjem: 30 g saharoze, 2 g NaNOs, 0,5 g MgPOQOg4, 0,35 g K2SO4, 0,5 g KCI, 0,01 ¢
FeSOs, 20 g agar u 1L destilovane vode, pH podesen na 5,6 (Jarak i Puri¢, 2006).
Za razlikovanje A. flavus od drugih Aspergillus vrsta, kao selektivna ¢vrsta podloga kori$¢ena
je AFPA podloga (Aspergillus flavus i parasiticus agar) sledeceg sastava: 20 g ekstrakta
kvasca, 10 g bakterioloskog peptona, 0,5 g fero amonijum citrata [(NH4)sFe(CeHsO7)2] X
2H>0, 1 mL dihlorana (0,2% stok rastvor u etanolu), 15 g agara rastvoreno u 1 L destilovane
vode (Pitt i sar., 1983).
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Za dentifikaciju Fusarium vrsta koris¢ena je podloga SNA (eng. Syntetic Nutrition Agar): 1 g
KH2PO4, 1 g KNOs3, 0,5 g MgSO4 x 7H20, 0,5 g KClI, 0,2 g glukoze, 0,2 g saharoze, 20 g
agara rastvaranjem u 1 L destilovane vode. Sterilisana podloga je razlivena u petrijevke, a na
povriinu prohladene podloge u centar petrijevke je dodat sterilan filter papir veli¢ine 1 cm? u
cilju indukcije sporulacije (Nirenberg i O’Donnell, 1998).

Za dobijanje monospornih izolata A. flavus koris¢en je 2% VA (Vodeni agar), dobijen
rastvaranjem 20 g agara u 1 L vode.

U cilju ispitivanja potencijala biosinteze AFB; izolata A. flavus koris¢ena je YESA podloga
(eng. Yeast Extract Sucrose Agar): 20 g ekstrakta kvasca, 150 g saharoze i 20 g agarau 1 L
destilovane vode, finalno pH 6,5 (Samson i van Reenen-Hoekstra, 1988).

Ukupan broj plesni odreden je primenom podloge MY50G (Sladni ekstrakt kvasac ekstrakt
50% glukoza agar): 20 g ekstrakta slada, 2,5 g ekstrakta kvasca, 10 g agara, 500 g glukoze
rastvoreno 500 mL destilovane vode (Pitt i Hocking, 2009).

Sve mikrobiloske podloge su nakon pripreme sterilisane u autoklavu 20 min na 121 °C.

3.1.3. Hemikalije

Pored hemikalija kori§¢enih za pripremu mikrobioloskih podloga, u radu su koris¢ene
i slede¢e hemikalije: acetonitril - HPLC ¢istoce (Merck, Nemacka), etanol (Merck, Nemacka),
etil-acetat (Merck, Nemacka), fungicid Akord (Galenika-Fitofarmacija, Srbija), glicerol, p.a.
Cistoée (Zorka Pharma, Srbija), hloroform (Lach-Ner, Ceska Republika), jod (Lach-Ner,
Ceska Republika), metanol - HPLC ¢isto¢e (Merck, Nemacka), mravlja kiselina - HPLC
Cisto¢e (Merck, Nemacka), natrijum hipohlorid (<5% NaOCI, Tehnohemija, Srbija), toluen,
p.a. Gistode 99,5% (Lach-Ner, Ceska Republika), Tween 80 (HiMedia, Indija).
Test kitovi: DNA Isolation kit (Agilent Technologies, SAD), DNA 1000 Assay kit (Agilent
Technologies, SAD), QlAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Nemacka), Pag5000 Hotstart
PCR Master Mixa (Agilent Technologies, SAD), prajmeri (Metabion International,
Nemacka), Total Dietary Fiber Assay Kit (Megazyme, Irska).
Standardi aflatoksina: smesa ukupnih aflatoksina B1, B2, G1, G2 (Cistoce > 99,9%), (Supelco,
SAD).
Svi ostali reagensi i hemikalije upotrebljeni u eksperimentalnom radu bili su analiticke
¢istoce, poreklom od razlicitih proizvodaca. Ultracista voda je dobijena koriS¢enjem Elix UV

i Simplicity Water Purification System-a (Molsheim, Francuska).
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3.2. MIKOLOSKA ISPITIVANJA

3.2.1. Odredivanje ucestalosti i intenziteta pojave plesni na hlebnoj pSenici i
spelti

Ucestalost i1 intenzitet pojave mikobiota odredeni su na uzorcima hlebne pSenice i
spelte, prikupljenih posle zetve u regionu Vojvodine tokom tri proizvodne godine (2015,
2016. 1 2017. godina). Od svakog uzorka hlebne pSenice i spelte izdvojeno je po 100 zrna za
svako ponavljanje. Zrna su prvo povrsinski dezinfikovana potapanjem u 1% rastvor NaOCl uz
mesanje u erlenmajer boci u trajanju od 5 min, a zatim isprana pod mlazom ¢esmenske vode u
trajanju od 2 min i tri puta u sterilnoj destilovanoj vodi u trajanju od 2 min. Uzorci su
prebaceni u sterilne petrijevke sa tri sloja filter papira i ostavljeni 1h da se prosuse. Nakon
toga, 20 zrna po petrijevci je postavljeno na podlogu DG 18 i inkubirano 7 dana u termostatu
(Sutjeska, Srbija) pri temperaturi od 25 °C u mraku. Ciste kulture izolata dobijene su
presejavanjem fragmenata micelija na KDA. U cilju morfoloske identifikacije plesni do nivoa
vrste, fragmenti micelija razvijeni na KDA podlozi su presejani na sledece specifi¢ne
podloge: SNA, AFPA i CZA. Mikroskopske morfoloske identifikacije su izvrSene prema
slede¢im kljucevima za identifikaciju: Ellis (1971), Domsh i sar., (1980), Travassos i Lioyd
(1980), Nelson i sar., (1983) i Samson i van Reenen-Hoekstra (1988). Ucestalost (F) i

intenzitet pojave (IP) plesni su izracunati na slede¢i na¢in (Levi¢ i sar, 2013):
Ucestalost F (%) = (Broj inficiranih uzoraka / Ukupan broj uzoraka) x 100;

Intenzitet pojave IP (%) = (Broj inficiranih zrna u uzorku / Ukupan broj zrna u istom uzorku)
x 100.

3.2.2. Izolovanje i dobijanje monospornih izolata A. flavus

Kulture plesni A. flavus prec¢is¢ene su postupkom monospornog izolovanja (Leslie i
Summerell, 2006) u cilju dobijanja cistih kultura koje su dalje koris¢ene za morfolosku i
molekularnu identifikaciju.

Za dobijanje monospornih izolata A. flavus koris¢ene su 7 dana stare kulture gajene na KDA
podlozi. Fragmenti kolonija su preneti laboratorijskom ezom u epruvetu sa 10 mL slanog
peptonskog bujona: 0,9% NaCl (Lach-Ner, Ceska Republika) i 0,1% mesni pepton (HiMedia,
Indija) uz dodatak Tween 80 (0,1%). Sadrzaj epruvete je homogenizovan na vorteksu, a zatim
je 1 mL ove suspenzije (razredenje 1:10) razliven na povrsSinu podloge 2% Vodenog agara

(VA). Nakon toga je iz epruvete sa gornjim razredenjem odmereno 1 mL suspenzije i sadrzaj
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je prenet u epuvetu sa 9 mL slanog peptonskog bujona, kako bi se dobilo razredenje 1:100.
Nakon meSanja na vorteksu, 1 mL suspenzije razredenja 1:100 je razliven na povrsinu 2% VA
podloge u drugu petrijevku. Suspenzije su kruznim pokretima razlivene po celoj povrsini
podloge. Petrijevke su zatim inkubirane u mraku pod uglom od 45° u trajanju od 24 h, na
temperaturi od 25 °C. Nakon inkubiranja, pregledom pomocu stercomikroskopa, sterilnom
iglom iseceni su fragmenti podloge sa isklijalom sporom i preneti na KDA, zatim inkubirani
sedam dana na 25 °C u mraku.

Dobijeni monosporni izolati su presejani u epruvete sa kosom podlogom KDA i inkubirani
sedam dana na 25 °C u mraku, nakon ¢ega su upakovani u plasti¢ene kese i ¢uvani u frizideru
na +4 °C. U cilju revitalizacije izolata vrSena je subkultivacija formirane kolekcije kultura

svakih 6 meseci.

3.3.3. Identifikacija A. flavus na osnovu morfoloskih osobina

Pri identifikaciji monospornih izolata ispitivane su makroskopske morfoloske osobine
(boja i intenzitet rasta kolonija, proizvodnja eksudata i rastvorljivih pigmenata, prisustvo
sklerocija i dr.) kao i mikroskopske morfoloske osobine (serijacija, oblik i veli¢ina vezikula,
nacin formiranja i izgled konidija). Morfoloske odlike kultura A. flavus su posmatrane nakon
sedam dana inkubiranja na KDA podlozi na 25 °C u mraku, ali i na podlogama specifi¢énim za
identifikaciju A. flavus, kao $to su CZA i AFPA. Izolati presejani na CZA su inkubirani 7
dana na temperaturi od 25 °C, dok su na AFPA podlozi inkubirani 3 dana na temperaturi od
30 °C posle Cega su posmatrana makroskopska i mikroskopske karakteristike izolata.
Mikroskopski preparat je pripremljen u kapi laktofenola u koju je nanet fragment kolonije
ispitivanih izolata A. flavus. Tako pripremljen materijal je potom prekriven pokrovnim
staklom i posmatran uz pomo¢ binokularnog mikroskopa B130 (Optika, Italija) pod direktnim
uvecanjima od 10x do 40x. Morfoloske identifikacije su izvrSene prema identifikacionim
klju¢evima Raper i Fennell (1965), Klich (2002), Pitt i Hocking (2009) i Samson i sar. (2010).
Makro- i mikromorfoloske karakteristike izolata uporedivane su sa referentnim sojem A.
flavus ATCC 9643 (Microbiologics®, SAD), koji je aktiviran i uvan prema uputstvu

proizvodaca.

3.3. MOLEKULARNA IDENTIFIKACIJA A. flavus

Metoda lan¢ane reakcije polimeraze (eng. Polymerase chain reaction - PCR) kao

najcesce koris¢ena metoda za molekularne detekcije i identifikacije vrsta plesni, primenjena je
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za identifikaciju vrsta Aspergillus izolovanih sa zrna prikupljenih uzoraka pSenice i spelte.
Odabrani izolati identifikovani su na osnovu analize DNK sekvenci dva genomska DNK
regiona - ITS region i B-tubulin gena. Univerzalni prajmeri ITS1 i ITS4 (White i sar., 1990;
Gardes i Bruns, 1993), koji umnozavaju segmente ITS1/5.8S/ITS2 regiona rRNK gena,
korisceni su u ovu svrhu. Pored ovog regiona, za filogenetske analize koris¢en je B-tubulin,
gen specifican za identifikaciju Aspergillus vrsta umnozen parom prajmera Bt2a i Bt2b, kao i
parom AflaFor i Bt2b. Kompletan postupak molekularne identifikacije vrste A. flavus

primenjen u radu prikazan je na Slici 9.

35 ciklusa
550C | 940C
X Smin |3
< = 20C | 720C
~ A
4 sec 120 sec
\c
S, o
30 sec

Ekstrakcija DNK A. flavis ECRampliikacip

= <

[s]
PreciS¢avanje PCR produkata « 180-
160-
ale-afafape == 120
%) . f £ 80: —

Ladder
uzla

2;
uzla
uzda

60-——
40~ —
E L 1 2 3 4 5

‘ Vizuelizacija PCR produkata (elektroforetsko razdvajanje)

RS A

I | ! .I, "’\
'1
Mﬁh (Aspergillus flavus)

Sekvencnranje Analiza sekvenci i identifikacija

Ciribuior f 400 Bl ion a Quwey Saguerme &
Fou et to B ey coon e Egne D

wuum L)

Slika 9. Postupak molekularne identifikacije A. flavus

3.3.1. Ekstrakcija DNK

Ekstrakcija DNK je izvrSena koriS¢enjem komercijalnog kita DNA Isolation kit

(Agilent Technologies, SAD) po uputstvu proizvodaca na slede¢i nacin:
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Za potrebe molekularne identifikacije A. flavus, svi izolati su zasejavani na KDA podlogu i
inkubirani u mraku na temperaturi od 25 °C u trajanju od sedam dana. 1z svake kulture izolata
A. flavus sterilnim $patulom sakupljeno je oko 60 mg micelije, pazeci da se izbegne unoSenje
fragmenata podloge u pocetni materijal za ekstrakciju. Micelija je zatim homogenizovana u
sterilnom avanu uz dodavanje 500 uL. NAC pufera (eng. Nucleic Acid Binding). Sadrzaj je
prebacen u sterilne mikrotube od 2 mL uz dodatnu homogenizaciju na vorteksu tokom 10
sekundi. Nakon toga, suspenzija je prebatena u DNK BSC kolonu sa filterom (eng. Binding
Spin Cup), koja se nalazi u kolektorskoj tubici zapremine 2 mL. Filter u DNK BSC kolonama
u procesu ekstrakcije ima ulogu da veze molekule DNK i da tako omogu¢i njihovo izdvajanje.
Uzorci su centrifugirani 1 min pri 14000 o/min nakon ¢ega je te¢na faza, propustena kroz
filter, odlivena. U svaki uzorak dodato je po 500 uL HSW (eng. High Salt Wash) pufera i
ponovljen isti postupak centrifugiranja i odlivanja tecne faze. Usledilo je ispiranje etanolom
kako bi se uklonile necistoce koje su se pored DNK vezale za filter. Postupak dodavanja 500
uL 80% etanola, centrifugiranje 1 minut pri 14000 o/min i odlivanje te¢ne faze ponovljen je tri
puta, s tim $to je nakon treceg ispiranja sadrzaj centrifugiran pri 14000 o/min u trajanju od 2
minuta da bi se potpuno otklonili ostaci te¢nosti. Na ovaj nacin uklonjene su sve necistoce
koje su se vezale za filter, a ostala je samo ekstrahovana DNK. Nakon centrifugiranja, DNK
BSC kolona sa filterom je prebacena u novu tubicu sa poklopcem zapremine 1,5 mL i na filter
je dodato 100 pL pufera za ispiranje (eng. Elution buffer). Uzorci su zatim inkubirani na
sobnoj temperaturi 1 minut da bi se omoguc¢ilo oslobadanje DNK sa filtera. Posle inkubiranja
usledilo je centrifugiranje od 1 minut pri 14000 o/min. Propustena te¢na faza koja je prosla
kroz filter predstavljala je ukupnu izolovanu DNK koja je ¢uvana za dalje analize na -20 °C.
Kvalitet 1 koncentracija izolovane DNK (ng/uL) provereni su na NanoDrop spektrofotometru
2000c (Thermo Scientific, SAD) merenjem apsorbance na talasnim duZinama A=230 nm,
A=260 nm i A=280 nm. U uzorcima kod kojih je dobijena visoka koncentracija DNK (100
ng/ul 1 vise), pravljena su radna razblaZzenja od 50 ng/ul koja su koriS€ena u daljim

analizama.

3.3. 2. Lanc¢ana reakcija polimeraze (PCR)

Sekvence prajmera koris¢enih za PCR amplifikaciju su prikazane u Tabeli 6. Reakciona
smeSa je pripremljena u radnoj zapremini od 50 pL sledeceg sadrzaja: 25 uL Paq5000
Hotstart PCR Master Mixa (Agilent Technologies, USA), po 1 pL svakog prajmera (100
pmol/uL, Metabion International, Deutschland), 1 puL ekstrahovane DNK (oko 20 ng/uL) i 22
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uL (PCR) dejonizovane vode. Kao negativna kontrola za detekciju kontaminacije kori$¢ena je

DNase-free voda (Molecular Biology Grade Water, Eppendorf, Nemacka) koja je dodata u

pripremljenu PCR smeSu umesto ciljane DNK.

Tabela 6. Sekvence prajmera kori$¢enih za PCR amplifikaciju u cilju identifikacije plesni

Naziv ) Veli¢ina  Literaturni
) Gen Sekvenca prajmera )
prajmera fragmenta izvor
ITS1 ) 5-TTCGTAGGTGAACCTGCGG-3 . Whitei
ITS region 600 bp
ITS4 5-TCCTCCGTCTATTGATATGC-3 sar., 1990
) 5- GTGTCCTGTTATATCTGCCACAT -3' Barosevi¢
AflaFor  B-tubulin/ )
) - i sar., 2016
ITS region
Bt2b 5'- ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC -3'
Bt2a ] 5-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3' Nasri i
B-tubulin 550 bp
Bt2b 5- ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC -3 sar., 2007

“bp — bazni parovi

Lancane reakcije polimeraze izvedene su na uredaju PCR Thermo Cycler (Sure Cycles 8800;

Agilent Technologies, USA). Uslovi PCR reakcija su prikazani u Tabeli 7.

Tabela 7. Uslovi PCR reakcija za razli¢ite prajmere

Prajmeri ITS1ITS4 AflaFor/Bt2b Bt2a/Bt2b
Faza PCR reakcije T (°C) ts) T (°C) t(s) T (°C) t(s)
Pocetna denaturacija 95 120 94 180 95 300
Denaturacija 95 20 94 30 94 45
« Hibridizacija (vezivanje
3 ) _ 54 20 64 30 61 45
X< prajmera za matricu)
o
X3  Elongacija sinteza
« Jacl _ ( 72 30 72 20 72 60
komplementarnih lanaca)
Finalna elongacija 72 300 72 120 72 360

3.3.3. Digestija PCR produkata restrikcionim enzimima

PCR produkti dobijeni sa prajmerima ITS1/ITS4 podvrgnuti su restrikcionoj digestiji
enzimima Hhal i Mwol (Tabela 8) prema uputstvu proizvodaca (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, SAD). PCR produkti su inkubirani 1 h na 37 °C, digestija je izvrSena u
prisustvu 1 uL 10X FD pufera (eng. Fast Digest Buffer) i 0,5uL FD enzima (eng. Fast Digest
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Enzyme). Produkti digestije razdvojeni su automatskom Lab-on-a-Chip kapilarnom

elektroforezom na 2100 Bioanalyzer-u (Agilent Technologies, SAD).

Tabela 8. Restrikcioni enzimi korisc¢eni za digestiju PCR produkata

Restrikcioni enzim Restrikciono mesto
5-GCG*C-3°
Hhal 3-C*GCG-5"

5-GCNNNN*NNG-3"
3-CGNN*NNNNNCG-5"
(*mesto secenja lanca DNK; N-bilo koji nukleotid)

Mwol

3.3.4. Vizuelizacija i analiza produkata PCR reakcije

Karakterizacija PCR produkata je izvedena postupkom elektroforetskog razdvajanja
automatskom Lab—on—a—Chip kapilarnom elektroforezom, koristec¢i kit Agilent DNA 1000
(Agilent Technologies, SAD) prema uputstvu proizvodaca. Sistem elektroforeze na 2100
Bioanalyzer-u (Agilent Technologies, SAD) je baziran na principima tradicionalne gel
elektroforeze ali je pojednostavljen i prenet na formu ¢ipa (Slika 10). Za vreme pripreme ¢ipa,
mikro kanali se pune polimerom i fluorescentnom bojom. Gel i boja se pod pritiskom
razlivaju kroz kanale, a zatim se u bunari¢e nanose uzorci kao i smesa markera razli¢itih
duZzina u opsegu od 25 bp do 1000 bp, koji obezbeduju precizno izraCunavanje veli¢ine baznih
parova dobijenih frakcija. Za identifikaciju PCR produkata uz uzorke je na gel nanoSena 1
negativna kontrola (PCR reakcija bezgenomske DNK). Nakon popunjavanja bunarica, Cip
postaje elektricno kolo i elektrode aparata se uranjaju direktno u bunari¢e. Naelektrisani
molekuli DNK se kre¢u u eletricnom kolu 1 razdvajaju se po duzini kroz mreZu pora
formiranih u polimeru. Na osnovu standardne krive vremena putovanja fragmenata poznatih
duZina u odnosu na samu duZinu odreduje se duZina nepoznatih fragmenata na osnovu
njithovog migracionog vremena. Dva duZinska markera (gornji 1 donji) se krecu sa svakim
uzorkom ogranicavaju¢i opseg detekcije. Pozitivnom reakcijom smatrana je pojava traka
produkata ocekivane velicine (Tabela 6). Rezultati analize Cip elektroforeze se mogu
predstaviti na dva razliita nac¢ina (Slika 10) - u vidu kvantitativnih profila (elektroferogrami)
i u obliku virtualnog gela upotrebom odgovaraju¢eg softvera (eng. DNA 1000 software assay
on 2100 expert software).
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Slika 10. Lab—on—a—Chip kapilarna elektroforeza na 2100 Bioanalyzer-u

3.3.5. PreciS¢avanje PCR produkata

Precis¢avanje PCR produkata izvedeno je upotrebom QIAquick PCR Purification Kit—
a (Qiagen, Nemacka) prema uputstvu proizvodaca:
Nakon PCR reakcije, 25 pL reakcione smese i PCR produkta pomesano je sa 125 uL PB
pufera i naneto na QIAquick kolonu smeStenu u kolekcionu mikrotubu zapremine 2 mL.
Nakon centrifugiranja 60 sekundi pri 13000 o/min u cilju vezivanja DNK za filter, odlivena je
tecna faza i dodato 750 puL PE pufera. Mikrotube sa smeSom su centrifugirane 2 puta po 60
sekundi pri 13000 o/min, uz odlivanje te¢ne faze kako bi se ostaci pufera u potpunosti
uklonili. QIAquick kolone su smestene u nove mikrotube zapremine 1,5 mL, zatim je dodato
30 uL EB pufera. Nakon inkubiranja u trajanju od 60 sekundi na sobnoj temperaturi i
centrifugiranja 1 minut pri 13000 o/min, sakupljen je eluat koji sadrzi PCR produkte
precis¢ene od deoksinukleotida (ANTP) 1 prajmera zaostalih nakon PCR reakcije. Precis¢eni
uzorci DNK su ¢uvani na 4 °C do kvantifikacije na NanoDrop spektrofotometru 2000c

(Thermo Scientific, SAD) i pripreme za slanje na sekvenciranje.
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3.3.6. Analiza sekvenci i identifikacija BLAST metodom

Umnozeni fragmenti DNK su nakon pre¢is¢avanja poslati na sekvenciranje u oba
smera na ABI 3730XL Automatic Sequencer-u Macrogen Europe Inc. (Amsterdam,
Holandija). U cilju provere kvaliteta sekvenci 1 uklanjanja regiona koji nisu pouzdani koris¢en
je program Chroms Pro 2.1.8 softver (Technelysium Pty Ltd; DNA sequencing software).
Sekvence su uporedene sa dostupnim sekvencama u NCBI bazi podataka
(www.ncbi.nlm.nih.gov), pomo¢u Blast N alata (Altschul i sar., 1990; Zhang i Madden,
1997). Za svaku sekvencu, odabrani su izolati koji su pokazali najvec¢u identi¢nost sa
sekvencama nasih izolata, na osnovu ¢ega je izvrSena identifikacija. Sekvence svih izolata su
podnete u NCBI bazu podataka gde im je dodeljen pristupni broj (eng. GenBank Accession

Number). Sve sekvence prikazane su u Prilogu 1.

3.4. ISPITIVANJE TOKSIGENOG POTENCIJALA IZOLATA A. flavus

Kvalitativna procedura trijaze za biosintezu AFB; izvrSena je metodom tankoslojne
hromatografije (TLC) primenom tankog sloja silika gela kao sorbenta, dok je kvantifikacija

sintetisanog AFB1 izvrSena metodom HPLC tehnike.

3.4.1. Kvalitativna procedura skrininga za biosintezu AFB: - TLC analiza

Sposobnost sinteze AFB; izolata A. flavus ispitana je primenom jednostavne trijazne
metode (Filtenborg i sar., 1983) kod koje su izvrSene izvesne modifikacije u smislu tipa
podloge i temperature inkubiranja (Bocarov-Stancic i sar., 2009a).

Izolati A. flavus su inkubirani na YESA podlozi u trajanju od 4 nedelje na 25 °C. Toksigeni
potencijal je ispitan nakon 14, 21 i 28 dana. Identifikacija AFB1 vr$ena je TLC metodom na
tankom sloju silica gela (ALUGRAM SIL G/ UV254, Macherey-Nagel, Nemacka) kao
sorbenta. Na startnu liniju plo¢e dimenzija 20 x 20 cm je naneseno do 30 pL radnog standarda
AFB: koncentracije 2 pg/mL. Diskovi fragmenata plesni sa podlogom (po dva za svaku
kulturu) su iseceni sterilnim staklenim buSacem (precnik 5 mm) zatim sterilnom pincetom
postavljeni na TLC plocu. Jedan disk je postavljen na prethodno nanet standarni rastvor, a
drugi pored bez dodatka standarda u cilju provere biosinteze. Na diskove podloge je dodato
20 pL rastvora hloroform/metanol (2:1 v/v) u cilju ekstrakcije AFB1, nakon ¢ega su uklonjeni
ostaci podloge i micelija. Za razvijanje hromatograma kori$¢ena je mobilna faza toluen/etil-
acetat/mravlja kiselina (5:4:1, v/v/v). Sva razvijanja su vrSena na sobnoj temperaturi (22 + 2

°C) u mraku. Nakon razvijanja 1 susSenja, vrSena je detekcija pod UV svetlom na 366 nm.
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3.4.2. Kvantitativna potvrda biosinteze AFB: - HPLC analiza

Pozitivni rezultati dobijeni trijaznom TLC metodom potvrdeni su i kvantifikovani
metodom HPLC na uredaju Agilent 1260 (Agilent Technologies, SAD) sa fluorescentnim
detektorom (FLD). Podloga YESA prerasle plesnima A. flavus (10 g), nakon navedenog
vremena inkubiranja, ekstrahovana je sa 50 mL rastvora hloroform/metanol (2:1, v/v) uz
mesSanje 30 min na magnetnoj mesSalici. Nakon filtracije, 40 mL dobijenog ekstrakta je
upareno do suva u struji azota pri temperaturi od 50 °C. Suv ostatak je rastvoren u 40 mL
rastvora acetonitrila/vode (84:16, v/v) i ¢uvan na 4 °C - 6 °C (ne vise od 7 dana) do
prec¢iscavanja ekstrakta sa MycoSep®224AflaZon kolonama (Romer Labs Diagnostic GmbH,
Austrija). Zapremina injektovanja je iznosila 20 pL, a razdvajanje AFB1 je izvrSeno na koloni
Hipersil ODS C-18 (100 x 4.6 mm, 5 um) (Agilent Technologies, SAD) pri temperaturi od 40
°C. Mobilna faza je bila rastvor voda/acetonitril (75:25, v/v) pri protoku od 1 mL/min.
Detekcija AFB1 na FLD detektoru je izvrSena pri talasnim duzinama ekscitacije Aex=365 nm i

emisije Aem=440 nm. Ukupno vreme trajanja analize je bilo 10 min.

3.5. INOKULACIJA ODABRANIH VRSTA Triticum spp. SA A. flavus U
POLJSKIM USLOVIMA

Ispitivanje otpornosti 4 vrste Triticum vrste: hlebne psenice (Triticum aestivum L.),
spelte (T. aestivum ssp. spelt L.), kamuta (T. turgidum ssp. turanicum Jakubz) i hibrida
pSenice (Triticum aestivum L. — F1) na razvoj infekcije A. flavus i produkciju AFB1 izvrSeno
je tokom 2016. godine. Vestacka inokulacija klasova je izvedena na oglednim parcelama
Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Rimskim Sancevima, Novi Sad. U ispitivanja su bila
ukljucena 2 izolata A. flavus No. 1 i A. flavus No. 2 koji su izolovani sa uzoraka hlebne
pSenice sa podrucja Vojvodine nakon zetve 2015. godine (Krulj i sar., 2016a). lzolati
koriS¢eni za inokulaciju u eksperimentu prethodno su testirani na potencijal biosinteze AFB1
(Krulj i sar., 2016b). Pored vestacke inokuacije sa A. flavus, u tretmane je bila ukljucena
destilovana voda, kao kontrola. Tretman fungicidom izvrSen je upotrebom fungicida Akord
(Galenika-Fitofarmacija, Srbija) - fungicid na bazi tebukonazola kao aktivne materije, koja
prodiru¢i u biljno tkivo inhibira sintezu ergosterola i na taj nacin sprecava razvoj plesni.
Ogled je postavljen po metodu sluc¢ajnog blok sistema i Cetiri ponavljanja (Slika 11). Veli¢ina

elementarne parcele je iznosila 5 m?, sa medurednim rastojanjem od 10 cm.

51



Doktorska disertacija Jelena Krulj

Spelta Hlebna pSenica Korasan pSenica Hibrid

3,8 3,P | 3,K 3,H

Aspergillus flavus 1

Aspergillus flavus 2

g 1

<)

<

S 3,8 3P 3,K 3,H
= 3,8 3P 3,K 3;H
£

=

3,8 3,P | 3,K 3,H
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X-broj tretmana (1-Aspergillus flavus No. 1, 2 -Aspergillus flavus No. 2, 3 - tretman fungicidom,
4 — kontrolni tretman),

y - redni broj ponavljanja,

Z- Triticum species (S-spelta, P-hlebna pSenica, K-korasan pSenica, H-hibrid)

Kontrola (voda)

Slika 11. Sematski prikaz ogleda u poljskim uslovima

U cilju umnozavanja inokuluma, fragmenti micelija izolata A. flavus No. 1 i No. 2 su
presejani na podlogu KDA i inkubirani 10 dana u termostatu na temperaturi od 25 °C. Na dan
inokulacije, suspenzija inokuluma je pripremljena spiranjem spora sterilnom destilovanom
vodom uz dodatak Tween 80 (0,1%). Dobijena suspenzija je profiltrirana kroz ¢etvoroslojnu
sterilnu gazu kako bi se uklonili ostaci fragmenata hifa. Koncentracija inokuluma je odredena

pomo¢u hemocitometra i u proseku se kretala oko 10° infektivnih ¢estica/mL.
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Inokulacija Triticum vrsta je izvrSena u fazi punog cvetanja kori$¢enjem ru¢ne prskalice.
Uzete su u obzir fizioloske razlike Triticum spp., jer stare vrste pSenice cvetaju kasnije,
odnosno kasnije sazrevaju u poredenju sa novim vrstama (Stallknecht i sar., 1996).
Kontinualnim monitoringom razli¢itih faza razvijanja Triticum vrsta, izvrSena je procena faze
punog cvetanja. Shodno tome, inokulacija spelte i kamuta je izvrsena 31.5.2016., tj. petnaest
dana nakon inokulacije hibrida i hlebne pSenice (16.5.2016). Inokulacija je ponovljena nakon
sedam dana. Inokulisani Kklasovi su prekriveni prvo polietilenskim dzakovima radi
obezbedivanja dovoljne vlaznosti za razvoj infekcije, a preko i papirnim dzakovima radi

zaStite od pregrevanja (Balaz i sar., 1992) (Slika 12).

Slika 12. Vestacka inokulacija Triticum vrsta u polju

U fazi pune zrelosti, Zetva pSenice je obavljena ru¢nim skidanjem klasova, nakon cega su
klasovi propusteni kroz laboratorijsku vrSilicu radi oslobadanja zrna iz klasova. lzgled
klasova Triticum vrsta vestacki kontaminiranih kao i klasova iz kontrolnog tretmana i
tretmana fungicidom nakon Zetve prikazani su na Slici 13.

Vrsidba 1 skladistenje su sprovedeni u skladu sa standardnom poljoprivrednom procedurom i
dobrom profesionalnom praksom. Spelta ima specificne zahteve u pogledu odvajanja
plevicastih omotaca od zrna, tako da su uzorci spelte oljusteni laboratorijskom ljustilicom
(model MDF1, RePietro, Gaggiano, Italija) u Institutu Tami§ u Pancevu. Oljustena zrna

cuvana su odvojeno od plevicastih omotac¢a na tamnom i suvom mestu.
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Slika 13. Izgled klasova razli¢itih vrsta Triticum spp. nakon Zetve

Sa uzoraka vestacki inokulisanih zrna, izvrSeno je reizolovanje i dobijeni su monosporni

reizolati A. flavus koris¢enjem istih metoda kao pri izolaciji (Poglavlje 3.2.2.). Kolonije

dobijenih reizolata su morfoloski identifikovane kao A. flavus. Nakon mikrobioloSke analize,

ukupnog broja plesni i odredivanja intenziteta pojave A. flavus, uzorci Triticum spp. su ¢uvani

U papirnim vre¢ama na -20 °C do izvodenja daljih eksperimentalnih analiza.

3.5.1 Odredivanje ukupnog broja plesni

Odredivanje ukupnog broja plesni (UBP) izvrSeno je prema horizontalnoj metodi za

odredivanje broja kvasaca i plesni (SRPS ISO 21527-2, 2011) uz modifikaciju (primenjena je

podloga MY50G agar umesto podloge DG18).
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3.5.2. Odredivanje sadrzaja AFB:1 primenom HPLC-FLD tehnike sa
postkolonskom derivatizacijom

3.5.2.1. Priprema uzoraka

Uzorci su samleveni na laboratorijskom mlinu (KnifetecTM 1095 mill, Foss,
Svedska), a zatim homogenizovani meanjem. Tako pripremljeni uzorci su uvani u papirnim
vreCama na -20 °C do izvodenja eksperimentalnih analiza. Pre svake analize, uzorci su

temperirani do sobne temperature.

3.5.2.2. Ekstrakcija i preciSéavanje AFB1

Odmereni uzorci (250,001 g) su ekstrahovani sa 100 mL smeSe acetonitrila i
dejonizovane vode (84:16, v/v) uz polucasovno mesanje na Griffin Sejkeru (Griffin and
George, Velika Britanija). Nakon toga, uzorak je profiltriran kroz filter papir Whatman No. 4
(Whatman International Ltd, Velika Britanija). Pre¢is¢avanje filtrata je vrSeno koris¢enjem
MycoSep®224AflaZon kolona prema uputstvu proizvoda¢a (Romer Labs Diagnostic GmbH,
Austrija).

Precisceni ekstrakt (2 mL) je prebacen u staklenu epruvetu i uparen do suva na ReactiTerm
bloku (Reacti-Therm 1#18821, Thermo Scientific, Bellefonte, USA). Nakon uparavanja
uzorak je rastvoren u 0,4 mL mobilne faze (voda/metanol/acetonitril (60:20:20 v/v/v))
profiltriran kroz Spric-filter od regenerisane celuloze (RC, 4 mm, 0.2 um) (Agilent
Technologies, Strathaven, Lanarkshire, Velika Britanija) i prebacen u viale za dalju

hromatografsku analizu.

3.5.2.3. Uslovi hromatografije

Hromatografske analize su izvedene na uredaju HPLC Agilent 1260 (Agilent
Technologies Inc., Nemacka) opremljenim degazerom, kvaternernom pumpom, injektorom za
unoSenje uzorka u sistem (eng. autosampler), termostatiranog dela za hromatografsku kolonu
i fluorescentnim detektorom (FLD) (Slika 14). Razdvajanje AFB: izvrSeno je upotrebom
ZORBAX Eclipse Plus C18 kolona (4,6 x 100 mm, 3,5 um) (Agilent Technologies Inc.,
SAD) pri konstantnoj temperaturi od 42 °C. Primenjen je izokratski rezim eluiranja gde je
mobilna faza bila smeSa vode/metanola/acetonitrila (60:20:20 v/v/v) uz protok od 0,9
mL/min. Zapemina injektovanja iznosila je 10 pL. Nakon kolonskog razdvajanja uzoraka
izvrSena je derivatizacija na Pinnacle PCX uredaju (Pickering Laboratories, LCTehGmbH,

Nemacka). Reagens koriS¢en za derivatizaciju je rastvor joda (100 mg joda/200 mL vode)
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prema Evropskom standardu (CEN/EN 12955:1999). Zapremina reaktora je bila 1,4 mL,
brzina protoka 0,3 mL/min i temperatura reaktora 85 °C. Detekcija AFB1 na FLD detektoru je
izvrSena pri talasnim duZinama ekscitacije Aex=365 i emisije Aem=435 nm. Hromatogrami su
analizirani kori§¢enjem programa Chemstation LC software (Agilent Technologies Inc.,
SAD). Vrednosti granica detekcije (LOD) i granica kvantifikacije (LOQ) za AFB: su iznosile
0,4 odnosno 1,3 pg/kg (Jani¢-Hajnal i sar., 2017).

Slika 14. HPLC sistem sa Pinnacle PCX uredajem za derivatizaciju

3.5.3. Odredivanje fizicko-hemijskih karakteristika plevi¢astih omotaca
zrna Triticum spp.

3.5.3.1. Analiza strukture plevicastih omotaca Triticum vrsta skeniraju¢om
elektronskom mikroskopijom

Strukturne osobine plevicastih omotaca su analizirane pomocu skenirajuceg
elektronskog mikroskopa JSM-6460LV (SEM, JEOL Ltd., Japan) na 25 kV. Delovi
plevicastih omotaca su iseceni oStrim seCivom kako bi se minimalno naruSila struktura
uzorka. Priprema uzorka pre posmatranja podrazumevala je fiksiranje uzoraka na
aluminijumski nosa¢ i zamrzavanje te¢nim azotom. Dehidrirani uzorci su suseni do kriti¢ne
tacke pomocu Critical Point Dryer 030 (BAL-TEC AG, Nemacka) i prevuceni tankim slojem
zlata, rasprSivanjem po povrSini uzorka (BAL-TEC SCD 005 sputter coater Balzers,
Lihtenstajn). Posmatranje na elektronskom mikroskopu je izvedeno pri dva razlicita uveéanja:
20x% 1 200x.
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3.5.3.2. Odredivanje indeksa apsorpcije vode (WAI)

Indeks apsorpcije vode (eng. water absorption index - WAI) je odreden prema metodi
Anderson (1982) opisanoj u radu Bledzki i sar. (2010). U izmerenu epruvetu za centrifugu od
50 mL dodato je 30 mL destilovane vode i 2,5 g samlevenog uzorka koji je odmeren sa
preciznos¢u od 1 mg. Nakon meSanja uzorka na Vortex mikseru 2 min, uzorak je
centrifugiran 20 minuta na 3000 o/min. Supernatant je dekantovan, a istalozeni deo uzorka je
izmeren i indeks apsorpcije vode WAI (g/g) je izraCunat kao:

WAI (g/g) = masa istalozenog uzorka (g) / masa uzorka (g)

3.5.3.3. Sadrzaj ukupnih (rastvorljivih i nerastvorljivih) prehrambenih vliakana

Sadrzaj ukupnih, rastvorljivih i nerastvorljivih prehrambenih vlakana odreden je po
standardnoj AOAC (2000) metodi (Official Method No. 991.43). Metoda se zasniva na
enzimatskom uklanjanju skroba i proteina iz uzoraka pri temperaturama od 90 °C odnosno 60
°C. Nerastvorljiva prehrambena vlakna se zatim odvajaju filtracijom, dok se rastvorljiva
vlakna visoke molekulske mase taloze sa 78% rastvorom etanola i odvajaju filtracijom. Obe
frakcije su osusene do konstantne mase, izmerene, pri ¢emu zbirno predstavljaju sadrzaj

ukupnih prehrambenih vlakana.

3.6. ISPITIVANJE UTICAJA USLOVA SKLADISTENJA NA
AKUMULACIJU AFB;

Efekat razli¢itih temperatura (15, 23, 30 1 37 °C) i razli¢itih vrednosti aktivnosti vode -
aw (0,85; 0,90; 0,95 i 0,99) na akumulaciju AFB1 nakon vestacke inokulacije u laboratorijskim
uslovima ispitan je na uzorcima zrna spelte sa pleviastim omota¢em, kao i uzorcima kod
kojih je plevicasti omota¢ prethodno uklonjen. Inokulacija uzoraka izvrSena je izolatom A.
flavus No. 1, prethodno koris¢enim za inokulaciju u poljskim uslovima (Poglavlje 3.5), a koji

je izolovan sa zrna hlebne ps$enice nakon zetve 2015. godine (Krulj i sar., 2016a).

3.6.1. Priprema uzoraka spelte

Uzorci spelte, ukljucujuci oljustena zrna i zrna sa plevicastim omotac¢ima, za koje je
prethodno utvrdeno da nisu kontaminirani sa AFBi1, su sterilisana gama zraenjem
intenzitetom od 12 kGy u Institutu za nuklearne nauke “Vinc¢a”, Beograd, Srbija. Sterilisani

uzorci su zatim skladisteni na temperaturi od 4 °C do upotrebe.
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Inicijalan sadrzaj vlage oljuStenog zrna spelte je iznosio 11,6%, a zrna sa plevicastim
omota¢ima 10,9%. PodeSavanje aw vrednosti uzoraka izvrSeno je prema modifikovanoj
proceduri opisanoj u istrazivanjima Mousa 1 sar. (2011). Uzorci su podeSeni na odgovarajuce
aw vrednosti (0,85; 0,90; 0,95 i 0,99) dodavanjem tac¢no, prethodno odredene zapremine
sterilne destilovane vode u erlenmajer koji sadrzi 100 g sterilnih zrna spelte. Ekvilibracija je
izvrSena tokom 48 h na 4 °C. Kriva adsorpcije za koli¢inu dodate vode u odnosu na odabrane
aw vrednosti prethodno je odredena, omoguéavajuéi tacno izra¢unavanje koli¢ine dodate vode
da bi se postigla odredena reproduktivna aw vrednost. Vrednosti aw Su merene pomocu
mernog instrumenta Testo 650 sa preciznom sondom (Testo AG, SAD). Merenja su izvrSena

u tri ponavljanja.

3.6.2. Priprema inokuluma, postupak inokulacije i uslovi inkubiranja

Primenjeni eksperimentalni dizajn odgovara 4 x 4 Latinskom kvadratnom dizajnu sa
dva faktora (temperatura i aw). Ispitane temperature inkubiranja su bile 15 °C, 23 °C, 30 °C i
37 °C, dok su ispitane aw vrednosti bile 0,85; 0,90; 0,951 0,99. I1zolat A. flavus kojim je vrSena
inokulacija gajen je na podlozi KDA na 25 °C tokom 10 dana. Zrna uzoraka spelte podeSene
aw vrednosti su postavljena u jednom sloju u staklene petrijevke (90 mm). Petrijevke su zatim
centralno inokulisane diskovima fragmenata plesni iseCenim sterilnim staklenim buSacem
(pre¢nik 5 mm) sa ivica kolonije izolata A. flavus (Slika 15). Sest petrijevki po svakom
tretmanu je postavljeno u plasti¢ne kese sa zip patent zatvaracem. U kese sa petrijevkama, za
svaku podeSenu aw vrednost dodata je ¢aSa sa rastvorom glicerola i vode iste aw vrednosti
kako bi se vlaznost unutar kese odrzala konstantnom tokom perioda inkubiranja (Samapundo i

sar., 2007b).

Slika 15. Inokulisani uzorci oljustenih zrna spelte i zrna sa plevi¢astim omotac¢ima

Nakon inkubiranja u trajanju od 28 dana, uzorci su osuSeni do konstantne mase na 105 °C

tokom 12 h. Uzorci spelte inkubirani sa plevicastim omota¢ima su oljusteni ru¢no i svaki
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uzorak je podeljen u dve frakcije: oljustena zrna i plevicasti omotaci. Svi uzorci, oljustena
zrna, pleviCasti omotaci i zrna inkubirana bez pleve su samleveni na laboratorijskom mlinu
(Bag Miker 400P, Interscience, St. Nom, Francuska) i skladiSteni u polipropilenskim vrecama
na -20 °C. Sadrzaj AFB: je odreden primenom HPLC-FLD tehnike sa postkolonskom
derivatizacijom po metodi navedenoj u poglavlju 3.5.2.

3.7. METODE OCENE PROMETNOG I TEHNOLOSKOG KVALITETA
KONTAMINIRANIH UZORAKA SPELTE

Uzorci spelte kontaminirani sa razli¢itim koncentracijama AFB31, dobijeni nakon
ogleda vestacke inokulacije sa A. flavus u laboratorijskim uslovima i inkubirani pri odredenim
uslovima temperature i aw, upotrebljeni su za ocenu prometnog i tehnoloskog kvaliteta

kontaminiranih uzoraka u poredenju sa kontrolnim (nekontaminiranim) uzorkom spelte.
Odredivanje sadrZaja proteina

Odredivanje sadrzaja proteina u ispitivanim uzorcima spelte izvrSeno je metodom
bliske infracrvene spektroskopije (Near Infarared Reflectance, NIR) na uredaju Infratec 1241
Grain Analyzer (Foss Analytical AB, Danska). Sadrzaj proteina izrazen je u procentima na

suvu materiju.
Odredivanje mase 1000 zrna

Masa 1000 zrna ili apsolutna masa uzoraka spelte odredena je merenjem mase 1000

celih zrna bez primesa, sa tacnos¢u 0,1 g. Masa 1000 zrna izraZena je u gramima (g).
Reoloske osobine

Kwvalitet 1 procesne karakteristike brasna 1 testa spelte su odredene na uredaju micro-
doughLAB (Patern Instruments, Australija). Uzorku brasna spelte (4 g) dodata je odredena
koli¢ina vode da bi se postigla konzistentnost testa od 500 FJ (farinografskih jedinica).
Snimanjem parametara kao Sto su mo¢ upijanja vode, vreme potrebno za razvoj testa,

stabilitet, odredena su svojstva testa pri mesanju.
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3.8. STATISTICKA OBRADA PODATAKA | EKSPERIMENTALNI
PLAN

Eksperimentalni podaci izvedeni u okviru disertacije su obradeni primenom

softverskog paketa STATISTICA 10.0 (StatSoft Inc., SAD). Sva merenja su radena u tri

ponavljanja, a podaci su izraZeni kao srednje vrednosti + standardne devijacije (X +SD).
Analiza varijanse (ANOVA) i post hoc Tukey-ev HSD (eng. Honest Significant Difference)
test koriSceni su za utvrdivanje statistiCke znacajnosti razlika izmedu srednjih vrednosti
merenja sa pragom znacajnosti 95%.

Ispitivanja uticaja faktora temperature i aw vrednosti na akumulaciju AFB1 u zrnu spelte sa i
bez plevicastog omotaca sprovedeno je primenom eksperimentalnog dizajna 4 x 4 Latinski
kvadrat (eng. Latin square). ANOVA je primenjena u cilju ispitivanja uticaja nezavisnih
promenljivih na odzivne promenljive u matematiCkom modelu u obliku polinoma drugog reda
(eng. second order polynomial — SOP), kao i da bi se odredila statisticka znacajnost ovih
uticaja. SOP modeli su koris¢eni za predikciju uticaja ispitanih faktora aw i temperature.

Za razvoj modela predikcije akumulacije AFB1 u zrnima spelte sa i bez plevicastog omotaca
na osnovu temperature skladiStenja i aktivnosti vode kori§cena je i neuronska mreza (eng.
Artificial Neural Network - ANN) sa viSeslojnim perceptron strukturom (engl. Multi-Layer
Perceptron — MLP) koja je imala tri sloja (ulazni, skriveni i izlazni). Ova vrsta modela je
prihvacena u velikom broju istrazivanja 1 primenjena je za aproksimaciju reSavanja
nelinearnih funkcija (Hu i Veng, 2009, Karlovic i sar., 2013). Pre izraGunavanja ANN modela
predikcije, ulazni 1 izlazni podaci su normalizovani kako bi se poboljSalo ponasanje ANN
tokom ciklusa ucenja (Grieu i sar., 2011; Pezo i sar., 2013). Algoritam Broyden-Fletcher-
Goldfarb-Shanno (BFGS) je koriscen kao iterativna metoda za reSavanje nelinearnih
problema optimizacije. Eksperimentalna baza podataka za ANN je nasumic¢no podeljena na:
ciklus za uc€enje, unakrsnu proveru i testiranje podataka (60%, 20% 1 20% eksperimentalnih
podataka, respektivno). BFGS algoritam je koriScen da se ubrza i uravnotezi konvergencija
nalazenja reSenja (Basheer i Hajmeer, 2000). Koeficijent determinacije je koriscen kao
parametar za proveru performansi dobijenog ANN modela.

Analiza osetljivosti je Siroko prihvacen postupak koji se koristi u teoriji odlucivanja za
ispitivanje uticaja malih promena nezavisnih promenljivih na rezultat posmatranog modela
(Montano i Palmer, 2003). ANN model moze da vrsi aproksimaciju eksperimentalnih
merenja, koji mogu da imaju izrazene merne Sumove i/ili da merenja budu nepotpuna, pa je

analiza senzitivnosti vazna kako bi se proverilo da li ANN model moze da daje pogreSan
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rezultat (Taylor, 2006). Na osnovu razvijenog ANN modela, u ovoj studiji vrSena je analiza
osetljivostii, kako bi se preciznije ispitao uticaj ulaznih promenljivih na posmatrane izlaze.
Infinitezimalne vrednosti (+0,0001%) su dodate svakoj ulaznoj promenljivoj, u 10 jednako
udaljenih pojedinacnih taaka koje su ograniCene ekstremima merenih vrednosti aw |

temperature.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA

4.1. ZASTUPLJENOST PLESNI U UZORCIMA HLEBNE PSENICE I
SPELTE

4.1.1. Agrometeoroloski uslovi u proizvodnim godinama 2015, 2016. i 2017.

Agrometeoroloski uslovi tokom fenofaza cvetanja i formiranja zrna pSenice (period od
maja do jula) znacajno uticu na mikoloski profil zrna nakon Zetve. Cvetanje je najosetljivija
faza za infekciju plesnima, narocito kada su cvetovi biljke opraseni (Parry i sar., 1995). U toj
fazi, otvoreni cvetovi omogucavaju hifama plesni laksi prodor i na taj nacin dolazi do pojave i
Sirenja infekcije (Brown i sar., 2010). Takode, cvetovi sadrZe visok nivo hranljivih materija
koje stimuliSu rast hifa (Strange i sar., 1974).

Prose¢ne mesecne temperature vazduha izmerene u Vojvodini za period od maja do juna
tokom tri analizirane godine (2015 - 2017) u poredenju sa visegodi$njim prosekom (1981 -
2010) prikazane su na Slici 16. Podaci su preuzeti od Republickog hidrometeoroloskog
zavoda Srbije (RHMZ) koji rukovodi merenjima u klimatoloskim stanicama iz 7 najvaZnijih
oblasti gajenja pSenice u Vojvodini (Severni Banat, Srednji Banat, Juzni Banat, Severna

Backa, Juzna Backa, Zapadna Backa i Srem), iz kojih poti¢u sakupljeni uzorci.
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Slika 16. Prose¢ne temperature vazduha u periodu od maja do jula 2015 - 2017. godine u

poredenju sa vrednostima viSegodiS$njeg proseka (1981- 2010)

Tokom tromese¢nog perioda za sve tri analizirane godine zabelezene su vise vrednosti
srednjih mesecnih temperatura vazduha u poredenju sa viSegodiSnjim prosekom. Izuzetak je

bio maj 2016. godine, kada je prosecna temperatura iznosila 16,71 °C, sto je nize od vrednosti
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viSegodiSnjeg proseka za isti mesec koja je iznosila 17,75 °C. Najtoplija godina u periodu
istrazivanja bila je 2017. sa prose¢no najviSim meseCnim temperaturama vazduha, kao i
najve¢im brojem tropskih dana (broj dana sa temperaturom viSom od 30 °C). U poredenju sa
viSegodis$njim prosekom broj tropskih dana je bio znatno veéi tokom juna i jula svih
ispitivanih godina, dok je u maju bio u granicama ili nesto ispod visegodis$njeg proseka (Slika
17). Prema analizama izvrSenim na nacionalnom nivou, period od 1960. do 2012. godine
karakterisao je trend porasta srednjih godi$njih temperatura od 0,3 °C po deceniji. Trend
porasta je bio najizrazeniji u periodu od juna do avgusta i iznosio je 0,57 °C po deceniji. U
zavisnosti od scenarija, do kraja veka na nasim prostorima moze se ocekivati povecanje

temperature od 3,2 do 4 °C (http://www.klimatskastrategija.eu/).

)

o - » Maj = Jun » Jul
N 20

=’

g 157

<

=

'% 10

Q- —
g 57

o ]
m

2015 2016 2017
Godina

Slika 17. Broj tropskih dana u periodu od maja do jula 2015 - 2017. godine u poredenju sa
vrednostima visegodiSnjeg proseka (1981- 2010)

Vrednosti prose¢nih koli¢ina padavina na podruéju Vojvodine za posmatrani period prikazane
su na Slici 18. Sume padavina registrovanih u 2017. godini, bile su znatno manje u poredenju
sa tridesetogodisnjim periodom, dok je u 2016. godini zabeleZzeno najvise vodenog taloga,
posebno tokom juna, kada je suma padavina iznosila 112,27 mm. Proizvodna 2015. godina se
odlikovala manjom sumom padavina u odnosu na visegodisnji prosek, kao i druge dve
posmatrane godine, s izuzetkom maja meseca kada je ukupna koli¢ina padavina iznosila 92,19

mm.
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Slika 18. Ukupna koli¢ina padavina u periodu od maja do jula 2015 - 2017. godine u

poredenju sa vrednostima viSegodi$njeg proseka (1981- 2010)

Na raznovrsnost mikobiota zrna Triticum spp. utiCu razli¢iti faktori, ukljucujuéi i
agrometeoroloske uslove. Tako na primer, u godinama sa velikim koli¢inama padavina u
vegetacionom periodu biljke izrazenija je pojava Fusarium vrsta na zrnu, dok plesni roda
Aspergillus preovladuju u godinama sa toplim i su$nim vremenskim uslovima (Rodrigues,
2011). Rast i razvoj tzv. poljskih vrsta plesni kao §to su predstavnici rodova Alternaria,
Cladosporium i Fusarium favorizuju potpuno drugaciji ekofizioloski c¢inioci od onih
karakteristi¢nih za rast tzv. plesni skladista Aspergillus spp. i Penicillium spp. Prva grupa
plesni je prilagodena hladnijim i vlaznijim uslovima, dok druga grupa ima izraZeniju

kserofilnu i termofilnu prirodu (Rosso i Robinson, 2001; Filtenborg i sar., 2004).

4.1.2. Ucestalost i intenzitet pojave mikobiota u uzorcima hlebne pSenice i
spelte

Mikoloska ispitivanja uzoraka hlebne pSenice i1 spelte prikupljenih iz regiona
Vojvodine izvedena su nakon Zetve tokom trogodi$njeg perioda (2015-2017). Deo rezultata
koji se odnosi na ucestalost i intenzitet pojave mikobiota na uzorcima iz 2015. godine
publikovan je u radu Krulj i sar. (2016a).

Ucestalost 1 intenzitet pojave mikobiota na zrnu hlebne pSenice roda 2015., 2016. 1

2017. godine prikazani su u Tabeli 9.
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Tabela 9. Ucestalost (F) i intenzitet pojave (IP) mikobiota u uzorcima hlebne pSenice roda

2015 - 2017. godine

Godina
2015. 2016. 2017.
Rodovi i vrste plesni F IP F IP F IP
(%)
Alternaria spp. 100 36,8 100 38,3 100 31
Arthrinium phaeospermum (Corda) M.B. Ellis 20 1 - - - -
Aspergillus flavus Link ex Fr. 40 2 166 15 45
A. fumigatus Fres. 20 1 - - 10
A. nidulans G Winter 20 1 - - 20 4.2
A. niger van Tieghem 20 1 - - 15 0,5
A. ochraceus Wilhelm - - 5 02 10 04
A. steynii Frisvad i Samson - - - - 5 1
Aspergillus spp. - - - - 5 1
Aureobasidium pullulans (De Bary) G. Arnaud - - - - 5 1
Cladosporium spp. 80 57 80 46 80 39
Curvularia spp. - - - - 5 10
Dematiaceous Hyphomycetes (nesporuliSuce) 100 10,8 100 6,8 100 10,3
Epicoccum purpuraceus Link - - 5 2 5 14
Fusarium culmorum (Wm. G. Sm.) Sacc. - - 5 1 5 02
F. graminearum Schwabe 100 13,2 100 194 60 4
F. poae (Peck) Wolenw. 20 1 10 2 10 05
F. sporotrichioides Sherb. 20 1 10 32 10 1
Fusarium spp. - - 40 11 - -
Gilmaniella humicola G.L.Barron 20 2 - - - -
Nigrospora oryzae (Berk and Br.) Petch 40 15 20 3 5 12
Penicillium spp. 20 3 10 05 20 4.2
Rhizopus spp. - - - - 20 24
Sporotrix sp. 20 1 - - 5 05
Stemphylium spp. 20 95 40 66 40 85
Trichocladium pyriforme M. Dixon 20 2 - - 10 14
Ulocladium spp. 40 65 80 13 60 96

Determinacijom mikopopulacija identifikovano je 18 mikobiota u uzorcima hlebne psenice iz

2015. godine, 15 iz 2016. godine, dok su najraznovrsnije mikobiote (24) determinisane u
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uzorcima iz 2017. godine. Razlike u raznovrsnosti i nivou kontaminacije bile su posledica
vremenskih prilika koje su vladale tokom vegetacije ispitivanih useva. Najveci intenzitet
pojave poljskih plesni kao $to su Alternaria spp. i Fusarium spp. zabeleZen je u uzorcima iz
semi-humidne 2016. godine, dok je pojava Penicillium i Aspergillus vrsta bila najintenzivnija
u uzorcima iz semi-aridne 2017. godine. Intenzitet pojave plesni na inficiranim zrnima varirao
je od 1,0 do 36,8% kod uzoraka roda 2015. godine, od 0,2 do 38,3% kod uzoraka iz 2016.
godine i od 0,2 do 31% kod uzoraka iz 2017. godine.

Identifikacijom izolovanih plesni uocena je dominantnost Alternaria vrsta. One su
konstantovane kod svih uzoraka hlebne psenice (100%). Prema rezultatima istrazivanja autora
Balaz i sar. (2003), Stankovi¢ i sar. (2007) i Krnjaja i sar. (2011) pojava Alternaria vrsta je
varirala u zavisnosti od agroekoloskih uslova karakteristiénih za datu godinu ispitivanja.
Pored Cinjenice da ove plesni izazivaju ekonomske gubitke u proizvodnji i preradi, mnoge
Alternaria vrste su proizvodaci toksina sa razli¢itim toksikoloskim svojstvima (Vuckovi¢ i
sar., 2013; Jani¢-Hajnal i sar., 2015). Visegodi$njim ispitivanjima mikobiota semena strnih
zita sa veceg broja lokaliteta u Srbiji, ustanovljeno je da su najzastupljenije bile plesni roda
Alternaria (60-70%), a zatim plesni iz rodova Fusarium, Aspergillus, Cladosporium,
Penicillium i Mucor (Bagi i sar. 2005; Balaz i sar., 2005). Pored roda Alternaria, ucestalost i
intenzitet pojave drugih predstavnika Dematiaceous Hyphomycetes (plesni koje sadrze
melanin), kao §to su: Cladosporium, Stemphylium i Ulocladium, bili su izrazeni tokom svih
ispitanih godina. Vrste roda Cladosporium su identifikovane sa visokom ucestalo$¢u (80%),
uz intenzitet pojave 5,7%, odnosno 4,6% i 3,9% u ispitivanim godinama (2015-2017).
Predstavnici ovog roda kao i Nigrospora oryzae su plesni koje se uobic¢ajeno mogu izolovati
sa zrna pSenice Sirom sveta (Fahrunnisa i sar., 2006; Levi¢ i sar., 2012a).

Pojava vrsta roda Fusarium bila je najizrazenija u semi-humidnoj 2016. godine, dok je nivo
kontaminacije uzoraka roda 2017. godine ovim plesnima bio izrazito nizak. Od
determinisanih predstavnika roda Fusarium, najvecu ucestalost i intenzitet pojave je imala
vrsta F. graminearum (100 odnosno 19,4%), zatim F. sporotrihoides (10, odnosno 3,2%).
Mikobiota F. graminearum je poznata kao najpatogenija vrsta ovog roda. Fusarium vrste
mogu dovesti do truleZi klasa pSenice, tako da fuzarioze predstavljaju jedne od najces¢ih 1
najznacajnijih bolesti koje se javljaju kod ovih biljnih vrsta. Stetno delovanje Fusarium vrsta
pojacano je njihovom sposobnos$¢u da sintetiSu sekundarne metabolite toksicne za ljude i
zivotinje. Pored zdravstvene bezbednosti, fuzariozna zrna pSenice znacajno uticu na
pogorSanje tehnoloSkog kvaliteta, Sto se manifestuje padom kvaliteta proteina i glutena.
Prema istrazivanjima drugih autora (Stojanovic i sar., 2005) Fusarium predstavlja najcesce
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determinisan rod plesni na pSenici U Srbiji (intenzitet pojave 45%), a od vrsta iz ove grupe
uglavnom je to F. oxysporum. Krnjaja i sar. (2011) navode da su F. graminearum i F. poae
dominantne vrste na ozimoj psenici.

Prisustvo Aspergillus spp. i Penicillium spp. variralo je u zavisnosti od proizvodne godine.
Pojava ovih plesni na zrnima neposredno nakon zetve ukazuje na to da je podela plesni na
poljske i skladiSne u znatnoj meri relativna. Najve¢i broj vrsta roda Aspergillus (6)
determinisan je u uzorcima iz 2017. godine, kada je zabelezeno odsustvo padavina u periodu
cvetanja i formiranja zrna. Intenzitet pojave Arthrinium phaeospermum i Sporotrix sp. je bio
manje znacajan i iznosio je samo 1% zrna hlebne pSenice roda 2015. godine (Tabela 9). A.
phaeospermum je uobicajena plesan koja se javlja na zrnima meke i durum psenice (Abdullah
i Atroshi, 2016), kao i ozime spelte (Kurowski i Wysocka, 2009). Sporotrix sp., plesan
determinisana i na uzorcima iz 2017. godine, ranije je identifikovana na klasu pSenice u Srbiji
(Levic i sar., 2012a). Vrsta Aureobasidium pullulans (kvasolika mikobiota), identifikovana
kod hlebne pSenice roda 2017. godine je ubikvitarna plesan karakteristicna za umerene
regione i1 Cesto se moZze izolovati sa zrna pSenice, jema 1 ovsa. Nizak intenzitet pojave
Curvularia spp. u iznosu od 1%, zabelezen je i na zrnima je¢ma prema istrazivanjima autora
Levi¢ i sar. (2012b).

Ucestalost i intenzitet pojave mikobiota u uzorcima spelte roda 2015, 2016. i 2017.
godine prikazani su u Tabeli 10. U uzorcima spelte iz 2015. godine determinisano je 6
mikobiota, 15 iz 2016. godine i 16 iz 2017. godine. Identifikacija plesni je pokazala znatno
manji broj vrsta i rodova izolovanih sa zrna spelte u poredenju sa hlebnom pSenicom za sve tri
posmatrane godine. Uocene razlike u raznovrsnosti 1 nivou mikoloSke kontaminacije hlebne
pSenice i spelte su bile posledica morfoloskih i bioloskih svojstva ovih Triticum vrsta. Kao
stara vrsta pSenice spelta se smatra manje osetljivom na infekciju plesnima. Zbog visih
stabljika biljke 1 tvrdih adherentnih plevi€astih omotaca, spelta je manje podloZna infekciji
mikobiotama (Solarska 1 sar., 2012). Plevicasti omotaci se smatraju fizickom barijerom koja

§titi zrno od patogena (Bavec i Bavec, 2006; Vuckovic i sar, 2013; Suchy i sar., 2018).
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Tabela 10. Ucestalost (F) i intenzitet pojave (IP) plesni u uzorcima spelte roda 2015 - 2017.

godine
Godina

2015. 2016. 2017.

Rodovi i vrste plesni F IP F IP F IP
%)

Alternaria spp. 100 32,4 100 346 80 25
Aspergillus flavus Link ex Fr. - - 33 6 70 8
A. fumigatus Fres. - - - - 10 1
A. nidulans G Winter - - - - 90 14
A. niger van Tieghem - - 20 1 85 10
A. ochraceus Wilhelm - - - - 40 2
A.versicolor (Vuill.) Tiraboschi - - - - 8 1
Aspergillus spp. - - - - 7% 8
Cladosporium spp. - - 80 41 40 35
Dematiaceous Hyphomycetes (nesporuliSuce) 100 22 100 74 90 5.2
Epicoccum purpuraceus Link - - 20 22 10 2
Fusarium culmorum (Wm. G. Sm.) Sacc. - - 10 4 - -
F. graminearum Schwabe 100 10,4 100 13,7 5 5
F. oxysporum Sclecht. emend. Snyd. i Hans. - - 20 2 - -
F. sporotrichioides Sherb. - - 33 05 - -
Fusarium spp. - - 40 45 - -
Nigrospora oryzae (Berk and Br.) Petch - - 15 2 - -
Pyrenophora graminea S. Ito i Kurib. - - 20 12 - -
Penicillium spp. 40 2 - - 20 3,5
Rhizopus spp. - - - - 20 1
Stemphylium spp. 20 7 100 7,2 40 58
Tilletia spp. - - 16 02 - -
Ulocladium spp. 20 8 100 8 60 49

Noviji literaturni podaci ukazuju na ucestalije prisustvo razli¢itih plesni na zrnima spelte, $to
je znafajno sa stanoviSta smanjenja prinosa i kvaliteta zrna (Kurowski i sar., 2012;
Wachowska, 2012). S obzirom da Fusarium vrste i njihovi toksini predstavljaju najucestalije

kontaminente zitarica, pa i hlebne pSenice, ove vrste plesni su do sada najviSe izucavane i na
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zrnima spelte (Hudec i Lacko-Bartosova, 2012). Istrazivanja su pokazala da se na spelti uz
visoku ucestalost i intenzitet pojave javljaju i plesni roda Alternaria (Pisalov i sar., 2015b),
Sto je potvrdeno i ovim ispitivanjima. Intenzitet pojave roda Alternaria iznosio je 32,4% u
izorcima iz 2015, 34,6% u uzorcima iz 2016. i 25% u uzorcima iz 2017. godine. Rezultati
istrazivanja drugih autora pokazali su da su A. alternata i A. logipes najc¢esce vrste izolovane
sa zrna hlebne pSenice u Srbiji (Ivanovi¢ i sar., 2001), dok su na zrnima spelte preovladujuce
vrste A. alternata i A. tenuissima (Vuckovic i sar., 2012), kao i A. infectoria (Pisalov i sar.,
2015b). Sli¢no kao i kod uzoraka hlebne pSenice, pojava Fusarium vrsta na uzorcima spelte
bila je najizraZenija u 2016. godini, kada je intenzitet pojave F. graminearum iznosio 13,7%,
a ucestalost 100%. Pored F. graminearum u uzorcima iz 2016. godine identifikovane su i
druge Fusarium vrste: F. culmorum, F. oxysporum i F. sporotrichioides. lako su Fusarium
vrste slabi patogeni zitarica (izuzev F. graminearum) mnoge od njih se javljaju kao
producenti razli¢itih mikotoksina (Bocarov-Stanc¢i¢ i sar., 2007; Bocarov-Stanci¢ i sar.,
2009b).

Tilletia spp. plesan koja izaziva glavnicu kod pSenice (Rajkovi i Dolovac, 2006), u naSim
istrazivanjima identifikovana je u uzorcima spelte sa niskim intenzitetom pojave 0,2%, Zgraja
i sar. (2016) su determinisali ovu mikobiotu na zrnima spelte u Nemackoj. Pyrenophora
graminea plesan karakteristicna za je¢am koja izaziva prugavost lista, izolovana je sa zrna
uzoraka spelte poznjevenih 2016. godine (ucestalost 20%, intenzitet pojave 1,2%).

Tokom istrazivanja uo¢ene su znacajne varijacije u nivou kontaminacije Aspergillus vrstama.
Intenzitet pojave i ucestalost Aspergillus vrsta najizraZeniji su bili na uzorcima iz 2017.

godine (Tabela 10, Slika 19).

Slika 19. Zrna spelte roda 2017. godine inficirana Aspergillus spp. i drugim mikobiotama
(DG18, 7 dana, 25 °C)
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Od 6 vrsta roda Aspergillus determinisanih na zrnima spelte roda 2017. godine, najucestalija
je bila A. nidulans (90%), sa intenzitetom pojave od 14%, dok je na zrnima pSenice
dominantna vrsta bila A. flavus (ucestalost 45%, intenzitet pojave 7%). Vrsta A. flavus se
uglavhom u nasim podruc¢jima do sada javljala kao kontaminent kukuruza, medutim
zabelezZen je relativno visok intenzitet pojave (45,8%) na pSenici roda 2012. godine (Levic i
sar., 2013). Kao posledica izuzetno stresnih agrometeoroloskih uslova, visoke temperature i
suse tokom 2012. godine, uocena je visoka ucestalost i intenzitet pojave A. flavus na mnogim
biljnim vrstama u Srbiji. Prema saopstenju Republickog hidrometeoroloskog zavoda Srbije
(RHMZ) 2012. godine registrovana je najveca susa od kada se sprovodi pracenje vremenskih
prilika u Srbiji. Iako se smatra da mali broj uzoraka nakon Zetve bude inficiran skladiSnim
plesnima, rezultati skoraSnjih istrazivanja potvrduju da kontaminacija ovim plesnima u polju
nije retka pojava. Raspodela Aspergillus vrsta u odnosu na ukupan broj izolovanih vrsta sa

zrna hlebne psenice i spelte iz 2017. godine prikazan je na Slici 20.

105 170 B Aspergillus W Aspergillus

3%‘ , flavus 1 8% < 18% flavus

® A, fumigatus W 4. fumigatus

2% 4
A. nidulans 5%

2% W A. nidulans

28% 47% W A. niger
W A. niger
W A. ochraceus
0,
m A. ochraceus 23% 3% @i versicolor
A) A. steynii B) w Aspergillus spp.

Slika 20. Raspodela Aspergillus vrsta izolovanih sa A - hlebne psenice i B - spelte iz 2017.

godine

U hronologiji pojave Aspergillus vrsta u agroekoloskim uslovima u Srbiji, A. niger je bila
ucestalija vrsta od A. flavus, a u zavisnosti od biljne vrste domacina najc¢esée se pojavljuje na
suncokretu, soji, kukuruzu, je¢mu i pSenici (Bo¢arov-Stanci¢, 1996; Levi¢ i sar., 2013). Ova
vrsta je bila zastupljenija u uzorcima spelte nego u uzorcima hlebne psenice. Sa uzoraka
hlebne psenice i spelte iz 2017. godine, izolovana je i vrsta A. ochraceus. Ona se smatra
mezofilnim kserofilom 1 mozZe se izolovati iz razli¢itih vrsta namirnica biljnog 1 Zivotinjskog
porekla, mada najcesce sa suvih i uskladistenih namirnica (Pardo i sar., 2006). Termofilna
vrsta A. fumigatus, vrlo Cesta na pSenici i je¢mu (Boudra i Morgavi, 2005), identifikovana je

tokom ovog istrazivanja i na zrnima hlebne pSenice i spelte. Od 7 Aspergillus spp.
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determinisanih 2017. godine na zrnima hlebne pSenice i spelte, treba izdvojiti potencijalno
ohratoksigenu vrstu A. steynii, pripadnika sekcije Curmidati, koja se moze izolovati sa
razli¢itih biljnih vrsta (Gil-Serna i sar., 2011, 2015). S obzirom da je vrsta A. flavus najéesce
odgovorna za kontaminaciju primarnih poljoprivrednih proizvoda aflatoksinima kako u polju
tako 1 nakon Zetve, dalja istrazivanja su usmerena na potvrdu identifikacije ove Aspergillus

vrste.

4.2. IDENTIFIKACIJA A. flavus

Identifikacija i karakterizacija monospornih kultura A. flavus izolovanih iz uzoraka
hlebne psenice i spelte i sakupljenih u kolekciju kultura, izvedena je na dva metodoloski
razli¢ita na¢ina: morfoloskom analizom (na osnovu makro- i mikromorfoloskih karakteristika)
i molekularnom analizom (analizom DNK sekvenci). Monosporni izolati obezbeduju
genetsku ¢istocu kultura neophodnu za dobijanje pouzdanih rezultata. Izgled kolonija nekih

od monospornih kultura iz kolekcije izolata prikazan je na Slici 21.

Slika 21. Monosporne kolonije A. flavus iz kolekcije izolata (KDA, 7 dana, 25 °C)

4.2.1. Identifikacija A. flavus na osnovu morfoloskih osobina

Identifikacija vrsta roda Aspergillus sekcija Flavi bazira se na makro- i
mikromorfoloskoj karakterizaciji. Boja kolonija i izgled zida konidija na Czapek-Dox agaru
(CZA) predstavljali su bitne karakteristike prilikom identifikacije. A. flavus karakterisu
brzorastu¢e zuto-zelene kolonije, precnika 65-70 pum nakon 7 dana rasta u mraku na 25 °C na
CZA sa kvascevim ekstraktom (CYA), te na CYA sa 200 g saharoze ili agaru sa sladnim
ekstraktom (Klich, 2007a). Vrsta podloge za kultivaciju je od velikog znacaja u identifikaciji
A. flavus. Kolonije A. flavus gajene na Czapek-Dox agaru su zuto-zelene (Slika 22), dok je
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boja kolonija A. parasiticus tamno zelena (Klich, 2002)., §to je u radu primenjeno kao vazan

kriterijum za diferencijaciju.

Slika 22. Izgled kolonije A. flavus (CZA, 7 dana, 25 °C)

AFPA (Aspergillus flavus i parasiticus agar) je selektivna podloga za brzu identifikaciju vrsta
A. flavus i A. parasiticus (Pitt i sar., 1983). lzgled kolonije A. flavus inkubirane na 30 °C, 3
dana na AFPA prikazana je na Slici 23. Moguc¢nost za razlikovanje vrsta Aspergillus iz
sekcije Flavi zasniva se na intenzivnoj narandZastoj boji koja se uocava na reverznoj strani
dna petrijevke na kojoj su gajeni izolati A. flavus. U ovim istrazivanjima, kod svih ispitivanih
izolata, uocena je intenzivna narandZasta boja. Nijedan od izolata nije pokazivao krem ili
braon boju kolonije na reverznoj strani AFPA podloge, $to bi odgovaralo vrstama A. oryzae

odnosno A. tamarii (Rodrigues i sar., 2009).

Slika 23. A. flavus na AFPA (3 dana, 30°C): A - lice kolonije, B - nali¢je kolonije

Konidije plesni A. flavus imaju relativno tanke i glatke zidove. Oblik konidija varira od
sferi¢nog do eliptiénog. A. nomius je morfoloski sli¢an A. flavus prema boji kolonije, ali su
zidovi konidija grublji i rapaviji (Kurtzman i sar., 1987). Prisustvo metula i fijalida u
konidijalnim glavicama ranije je smatrano zna¢ajnom karakteristikom za razlikovanje A.
flavus i A. parasiticus, s obzirom da se prva vrsta smatrala uniserijalnom, a druga biserijalnom
(Klich, 2002). Kasnije je utvrdeno da su za obe vrste karakteristi¢ne i uni- i biserijalne

konidijalne glavice (Rodrigues i sar., 2009). U pogledu serijalnosti konidijalnih glavica, 71%
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ispitanih izolata A. flavus su bili pretezno biserijalni. Rezultati ovih istrazivanja su u skladu sa
rezultatima Rodrigues i sar. (2009), koji navode da je 63% ispitanih izolata A. flavus
karakterisala biserijalnost konidijalnih glavica.

Mikroskopskim izgledom A. flavus (Slika 24) prikazana je konidiofora koja se zavrsava
prosirenjem elipticnog tipa - izduZena vezikula sa metulama i fijalidama, i radijalno

rasporedenim konidiosporama.

Slika 24. Mikroskopski prikaz konidijalne glavice A. flavus sa metulama i fijalidama, i

radijalno rasporedenim konidiosporama (uvecanje 40x)

Kao $to je navedeno u literaturnom pregledu poznato je da neki sojevi A. flavus proizvode
crnu, kompaktnu masu ocvrslih hifa koja sadrzi rezerve hranljivih materija pod nazivom
sklerocije. Njihov preénik je obi¢no 400-700 um (Klich, 2007a). Na osnovu veli¢ine
sklerocija vrsta A. flavus se moze podeliti na dva tipa (Cotty, 1994): S tip koji proizvodi
brojne male sklerocije (proseCan pre¢nik <400 pum) i1 visok nivo aflatoksina B, dok L tip
proizvodi manji broj vecih sklerocija (>400 um) i manju koli¢inu aflatoksina B1 (Garber i
Cotty, 1997). Prisustvo sklerocija je zabelezeno kod 57% izolata A. flavus obuhvacéenih ovim
istrazivanjima. Kozakiewicz (1989) navodi da je formiranje sklerocija karakteristika koja se
javlja samo kod vrste A. flavus, mada je kasnije utvrdeno da i druge Aspergillus vrste mogu da
formiraju sklerocije (Rodrigues i sar, 2009). Nekoliko autora pokusalo je da uspostavi
korelaciju izmedu sposobnosti formiranja sklerocija i aflatoksigenosti, ali objavljeni podaci su
kontradiktorni. Razli¢ite studije ukazuju na pozitivnu korelaciju izmedu proizvodnje vecih
koli¢ina aflatoksina i prisustva malih sklerocija (Chang i sar., 2002; Novas i Cabral, 2002,
Pildain i sar., 2004), dok drugi autori navode da ne postoji veza izmedu prisustva sklerocija tj.
njihove velicine i aflatoksigenosti (Giorni i sar., 2007; Razzaghi-Abianeh i sar., 2006). Neki
istrazivaci ¢ak ukazuju na inverznu korelaciju navodeci vrste L tipa kao najtoksi¢nije (Abbas i

sar., 2005). Nepodudarnost rezultata zasniva se na ¢injenici da uslovi kultivacije plesni nisu
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standardizovani i da su u navedenim istrazivanjima koriS¢eni razli¢iti tipovi podloga za
kultivaciju.

Bez obzira na definisane morfoloske karakteristike, ova istrazivanja su utvrdila da postoje
varijacije unutar vrste A. flavus koje se odnose na nijansu boje, strukturu i izgled kolonija, te
moguénost formiranja sklerocija prilikom kultivacije izolata pod istim uslovima (Slika 25).

Slika 25. Izgled kolonija razli¢itih izolata A. flavus inkubiranih na PDA, 7 dana, 25 °C
(A- referentni soj, B - izolat No. 1. C - izolat No. 2)

Greske prilikom identifikacije izolata Aspergillus vrsta na osnovu morfoloskih osobina nisu
neuobicajene (Wang 1 sar., 2001; Batista 1 sar., 2008), $to ukazuje na nedostatke ovog pristupa

identifikacije.
4.2.2. Molekularna identifikacija izolata A. flavus

S obzirom da klasicne mikrobioloske metode identifikacije nisu u potpunosti
omogucile preciznu i jasno definisanu karakterizaciju A. flavus, primena molekularnih metoda
je bila neophodna za pouzdanu i ta¢nu identifikaciju ispitivanih izolata. Rod Aspergillus
sekcija Flavi obuhvata Sest ekonomski znac¢ajnih, a morfoloski i filogenetski sli¢nih vrsta: A.
flavus, A. parasiticus, A. nomius, A. oryzae, A. sojae i A. tamarii. Vrste A. flavus, A.
parasiticus, A. oryzae i A. sojae su pokazale visok stepen sli¢nosti DNK, kao i sli¢nost u
veli¢ini genoma. S obzirom na komplementarnost DNK vrsta A. flavus i A. oryzae, kao i A.
parasiticus i A. sojae, utvrdeno je da je teSko postic¢i pravilnu diferencijaciju s obzirom da je
sli¢nost DNK ovih vrsta bila 100% odnosno 91% (Kurtzman i sar., 1987). A. oryzae i A. sojae
su ranije smatrani netoksigenim sojevima A. flavus odnosno A. parasiticus. Filogenetskim
studijama je dokazano da A. oryzae vodi poreklo od netoksigenih vrsta A. flavus (Chang i
sar.,, 2006) ili da je vrsta izgubila sposobnost proizvodnje aflatoksina tokom procesa
domestikacije (Samson i sar., 2000). Rokas i sar. (2007) su potvrdili da na genomskom i
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proteomskom nivou, A. flavus i A. oryzae dele 99,5% odnosno 98% sli¢nosti, Sto je vise od
procenta identiteta koji je pronaden izmedu dva soja iste vrste A. niger (99,3% i 96,7%).
Objavljeni podaci takode pokazuju da geni A. parasiticus i A. flavus obi¢no dele 97-99%
nukleotidnog identiteta. Velika sliénost medu pomenutim Aspergillus vrstama predstavlja
izazov koji se postavlja prilikom tacne identifikacije vrsta sekcije Flavi.

U ovom istrazivanju molekularna analiza je izvrSena PCR amplifikacijom dva genomska
regiona DNK: deo unutras$njeg transkribovanog regiona (ITS) rDNK i deo B-tubulin gena (B-
tub). ITS region se smatra univerzalnim i primarnim molekularnim markerom za molekularnu
identifikaciju plesni (White i sar., 1990). Medutim, svaki rod ima svoje specificnosti, pa u
okviru roda Aspergillus, geni za kalmodulin i B-tubulin su ¢esto korisceni i predlozeni su kao
pogodni bar kodovi. Samson i Varga (2009) preporucuju da za opis i identifikaciju vrste, treba
ispitati najmanje dve genomske sekvence, koristeci tehniku nazvanu multilokus pristup (eng.
multilocus approach). Mnoga istrazivanja su potvrdila prednosti tog pristupa (Ito i sar., 2001,
Peterson, 2001, 2008; Pildain i sar., 2008), ukljucujuci i ovu studiju koja je obuhvatila PCR
amplifikaciju i karakterizaciju dva genomska regiona A. flavus DNK.

Produkti PCR reakcije umnozeni parom prajmera AflaFor/Bt2b su precisceni i
sekvencirani. Nakon obrade, nukleotidne sekvence deponovane su u GenBank bazu podataka
usled ¢ega su im dodeljeni pristupni brojevi MH582473-KM516085 (Tabela 11). Visestrukim
uparivanjem dobijenih sekvenci medusobno, kao i sa sekvencama drugih izolata dostupnih iz
GenBank baze podataka, uradena je potvrda identifikacije dobijenih sekvenci. Blast analiza
38 sekvenci izolata pokazala je 99% nukleotidnu identi¢nost sa vrstama A. flavus dostupnim

iz GenBank baze podataka.

Tabela 11. Rezultati molekularne identifikacije izolata A. flavus

Procenat NCBI pristupni

Broj Izolati A. flavus dostupniu  NCBI pristupni broj . ool
sekvence GenBank bazi podataka sekvence iz Blasta poklgpanja broj .'SP't'Van'h
(%) izolata
1 ésépgrlgllggg ;Iavus strain EF203137 % MHE82473
2 Aspergillus flavus var.
flavus strain ABS85 KY056793 99 MH582474
3 é?gpéarlgll ggz ;Iavus strain EF203137 % MHE82475
4 ésg)le;glllus flavus isolate IN394566 99 MH582476
S é%pérg'lbl\ltljslll;\?:/us voucher MG746538 % MHE82477
j é\:scpérg/'lhﬁg v voucher MG 746538 99 MH582478
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Tabela 11. Rezultati molekularne identifikacije izolata A. flavus (nastavak)

Broj Izolati A. flavus dostupni u  NCBI pristupni broj Procena‘_t NCE’.I pristupni
sekvence GenBank bazi podataka sekvence iz Blasta el 2119] [l
(%) izolata

7 Aspergillus flavus voucher

CCDCA 11423 MG746538 99 MH582479
8 Aspergillus flavus strain

SEJAD HQ285504 99 MH582480
9 Aspergillus flavus voucher

CCDCA 11423 MG746538 99 MH582481
10 Aspergillus flavus strain

CBS 117632 EF203137 99 MH582482
11 éip\)%glllus flavus isolate IN394559 99 MH582483
12 Aspergillus flavus strain

MUMS-720 MG387190 99 MH582484
13 Aspergillus flavus strain

MUMS-719 MG387189 99 MH582485
14 Aspergillus flavus voucher

CCDCA 11423 MG746538 99 MH582486
15 Aspergillus flavus voucher

CCDCA 11423 MG746538 99 MH582487
16 Aspergillus flavus strain

CBS 117632 EF203137 99 MH582488
17 éspp\)f(;glllus flavus isolate IN394559 99 MH582489
18 Aspergillus flavus strain

MUMS-720 MG387190 99 MH582490
19 Aspergillus flavus strain

CBS 117632 EF203137 99 MH582491
20 é;r\)iz(r)glllus flavus isolate IN394559 99 MH582492
21 Aspergillus flavus strain

CBS 117632 EF203137 99 MH582493
22 é;r\)f(r)glllus flavus isolate IN394559 99 MH582494
23 Aspergillus flavus strain

CBS 117632 EF203137 99 MH582495
24 é;Pfgglllus flavus isolate IN394559 99 MH582496
25 és'ﬁz(r)glllus flavus isolate IN394559 99 MH582497
26 Aspergillus flavus voucher

CCDCA 11423 MG746538 99 MH582498
27 Aspergillus flavus voucher

CCDCA 11423 MG746538 99 MH582499
28 Aspergillus flavus voucher

CCDCA 11423 MG746538 99 MH582500
29 é;f)%glllus flavus isolate IN394559 99 MH582501
30 éi)fcr)glllus flavus isolate IN394559 99 MH582502
31 Aspergillus flavus strain EE203137 99 MH582503

CBS 117632
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Tabela 11. Rezultati molekularne identifikacije izolata A. flavus (nastavak)

Procenat NCBI pristupni

sokvence | Genbark s podatoka. st iz Blastn  POKpama bro pitheri
32 é;pf;gillus flavus isolate IN394566 99 MH582504
33 éﬁ)i;gillus flavus isolate IN394559 99 MH582505
34 éif\)%gillus flavus isolate IN394559 % MHE82506
35 és;\)i;gillus flavus isolate IN394559 99 MH582507
36 ﬁ/I\SB?\;IgSI”ZUZS Oflavus strain MG387190 % MH582503
37 é?gpserlgliggg;lavus strain EF203137 %9 MHE82509
38 é;pserlgllggg ;Iavus strain EF203137 % MHEB2510

Metoda lancane reakcije polimeraze (PCR), elektroforetsko razdavajanje, kao i sekvenciranje
umnozenih fragmenata uspesno su primenjeni za identifikaciju ispitivanih izolata Aspergillus
U ovom istrazivanju. Sve pomenute analize radene na ispitivanim izolatima paralelno su
radene i na referentnom soju A. flavus ATCC 9643, u cilju poredenja i potvrde identifikacije.

Nakon ekstrakcije DNK testiranih izolata A. flavus izvedene su PCR reakcije sa parovima
prajmera ITS1/ITS4, AflaFor/Bt2b i Bt2a/Bt2b. Rezultati amplifikacije ciljanih fragmenta
rDNK koji obuhvataju ITS genomni region i gen B-tubulin gen razdvojeni su na gelu lab-on-
chip elektroforezom. Veli¢ina fragmenata dobijenih PCR reakcijom primenom prajmera
ITS1/ITS4 iznosila je 600 bp za sve izolate, kao i referentni soj. Za fragmente dobijene PCR
reakcijom sa prajmerima AflaFor/Bt2b veli¢ina je iznosila 447 bp, dok je veli¢ina fragmenata
svih izolata umnozenih prajmerima Bt2a/Bt2b bila 565 bp (Slika 26). Specificnost prajmera
AflaFor je $to produkuje fragment jedino u prisustvu A. flavus DNK (Barosevic¢ i sar., 2016).

Kod negativne kontrole (PCR smesa sa DNase free vodom) nije zabeleZzena amplifikacija.
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Slika 26. Elektroferogrami PCR proizvoda dobijenih kori$¢enjem seta prajmera (A-
Bt2a/Bt2b, B- AflaFor/Bt2b, C- ITS1/ITS4)

Rezultatima dobijenim elektroforetskim razdvajanjem PCR proizvoda dobijenih
koriS¢enjem seta prajmera ITS1/ITS4, AflaFor/Bt2b i Bt2a/Bt2b utvrdeno je prisustvo traka
istih veli¢ina u okviru jednog seta prajmera, tj. isti izgled elektroferograma svih ispitivanih
izolata, $to ukazuje na identi¢nost izolata roda Aspergillus na molekularno-genetickom nivou.
S obzirom da je razdvajanje amplifikovanih PCR produkata razlicitih vrsta na gelu potvrdeno
sekvenciranjem, metoda lanCane reakcije polimeraze u kombinaciji sa Lab-on-a-chip
elektroforezom se moze uspesno koristiti za brzu diferencijaciju vrsta plesni Aspergillus -
sekcija Flavi.

Digestija produkata PCR reakcije umnozenih sa parom univerzalnih prajmera
ITS1/ITS4 izvedena je primenom restrikcionih enzima Hhal i Mwol formiraju¢i odredeni broj
fragmenata karakteristicnih veli¢ina. Veliine fragmenata dobijenih restrikcionim enzimom
Hhal iznosile su 112 bp, 163 bp, 194 bp, 200 bp, dok su veli¢ine fragmenata nakon restrikcije
enzimom Mwol iznosile 51 bp, 81 bp, 115 bp i 318 bp (Slika 27). Poredenjem broja i veli¢ine
fragmenata ispitivanih izolata sa profilom referentnog soja moze se zakljuciti da razlike nisu
uocene, te da formirani profil kod svih izolata odgovara profilu referentnog soja A. flavus.
Istrazivanja Mirhendi-ja i sar. (2007) su pokazala da je veli¢ina fragmenata PCR produkata
dobijenih koris¢enjem prajmera ITS1/ITS4 pre digestije iznosila 595 bp, §to odgovara
rezultatima dobijenim u ovom istrazivanju (600 bp), dok su veli¢ine fragmenata dobijenih
nakon digestije enzimom Hhal prema ispitivanjima ovih autora iznosile 89 bp, 143 bp, 179 bp

i 184 bp. Razlike u veli¢ini fragmenata dobijenih primenom istog enzima mogu biti posledica
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razli¢itih metoda elektroforetskog razdvajanja. Isti autori (Mirhendi i sar., 2007) su za
razdvajanje PCR produkata nakon digestije primenili standardno elektroforetsko razdvajanje
na 2% agaroznom gelu, dok je u ovim testovima razdvajanje izvedeno Lab-on-a-chip
elektroforezom. Sli¢ne razlike su zabelezene pri primeni enzima Mwol pri poredenju rezultata
ovih ispitivanja sa rezultatima autora Diba i sar. (2014) koji su testirali moguénost primene
ovog enzima za identifikaciju i molekularnu karakterizaciju medicinski vaznih Aspergillus

vrsta.

[bp] [bp]
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1500 - 1500 -
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Slika 27. Elektroferogrami PCR proizvoda dobijenih koris¢enjem prajmera ITS1/ITS4 i

restrikcijom enzimima (A- Hhal, B- Mwol)

Uporedivanjem odabranih fenotipskih karakteristika izolata koje ukljucuju boju i izgled
kolonija na specificnim selektivnim podlogama, prisustvo sklerocija, serijalnost konidijalnih
glavica, izgled konidija, zajedno sa molekularnom identifikacijom koja je izvrSena pomocu
analiza sekvenci ITS i B-tubulin gena, upotrebom razli¢itih parova prajmera, uocena je
neophodnost primene molekularnih metoda u cilju ta¢ne i pouzdane identifikacije. Sli¢ni
zakljuccei su vec navedeni od strane razlicitih autora koji su vrsili istrazivanja sekcije Flavi i

drugih vrsta roda Aspergillus (Ito i sar., 2001; Peterson i sar., 2001, 2008; Zalar i sar., 2008).

4.3. POTENCIJAL BIOSINTEZE AFB;1 IZOLATA A. flavus

Prisustvo aflatoksina u razli¢itim biljnim supstratima uslovljeno je faktorima koji
obuhvataju varijaciju vrsta plesni, genetsku predispoziciju, genetsku osetljivost biljke

domacina, vlaZznost, temperaturu, aeraciju, faktore stresa, prisustvo drugih mikrobiota
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(Bryden, 2009). Interakcija izmedu biotickih i abiotickih faktora uti¢e na infekciju
poljoprivrednih i nekih prehrambenih sirovina plesnima, kao i na biosintezu toksina.
Ispitivanjem sposobnosti za biosintezu AFB; 38 kultura A. flavus izolovanih sa zrna hlebne
pSenice 1 spelte nakon Zetve u tri proizvodne godine (2015 - 2017) utvrdeno je da su dva
izolata (12 oznaka u daljem tekstu No. 1 i 20; oznaka u daljem tekstu No. 2) poreklom sa zrna
hlebne psenice ispoljila aflatoksigeni potencijal nakon 14 i 21 dana gajenja na temperaturi 25
°C na podlozi YESA (Tabela 12). Ostali izolati nisu pokazali sposobnost biosinteze AFB; pri
navedenim uslovima za testirani vremenski period. Rezultati dobijeni kvalitatitvnom
trijaznom TLC metodom, kvantifikovani su HPLC metodom. Detekcija i kvantifikacija AFB1
u podlozi YESA nakon 21 dana pokazala je da su izolati No. 1 i No. 2 produkovali AFB1 u
koli¢inama 140 pg/kg, odnosno 210 pg/kg (Tabela 12).

Tabela 12. Biosinteza AFB; izolata A. flavus nakon rasta na YESA na 25°C

Oznaka Toksigeni potencijal izolata A. flavus

olata NCBI pristupni broj TLC HPLC

14 dana 21 dan 21 dan
No. 1 MH582473 + + 140 pg/kg agara
No. 2 MH582474 + + 210 pg/kg agara

Podataka o aflatoksigenom potencijalu A. flavus izolovanih sa zrna pSenice je malo, dok je
sposobnost biosinteze AFB1 A. flavus izolovanih sa drugih biljnih kultura prilicno dobro
izuCena. U istrazivanjima Bocarov-Stan¢i¢ i sar. (2009a), jedan od tri izolata A. flavus
poreklom uglavnom sa zrna Zitarica i sto¢ne hrane pokazao je sposobnost za biosintezu AFB1
nakon 14 dana kultivisanja na KDA. Lasram i sar. (2016) su testirali uticaj razli¢itih faktora
(izvor ugljenika, aw, temperatura i vreme inkubiranja) na toksigeni potencijal A. flavus, sa
skladistenog zrna je¢ma. A. flavus je pokazao optimalnu sintezu AFB: pri aw vrednostima
0,95 - 0,98 i temperaturi od 28 °C nakon 5 dana inkubiranja. Reddy i sar. (2009a) su izolovali
85 izolata A. flavus sa skladistenih zrna pirinca i testirali proizvodni potencijal AFB1 na
razli¢itim podlogama, pri ¢emu su 43 izolata ispoljila sposobnost biosinteze AFB: (u rasponu
od 0,2 pg/g do 40 ug/g agara) nakon inkubiranja u trajanju od 5 dana. Isti autori su ispitali 5
izolata A. flavus, poreklom sa sirka, na potencijal biosinteze AFB1 na zitaricama (jeCam,
kukuruz, pirinag, pSenica 1 sirak) 1 uljaricama (kikiriki 1 susam). Rezultati su pokazali da je na
svim zrnima zitarica posle 7 dana inkubiranja doslo do biosinteze AFB1 u rasponu od 245,4
ug/kg do 15645,2 pg/kg (Reddy i sar., 2011). Rezultati produkcije AFB: dobijeni u ovoj
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studiji bili su nizi od onih koje su pomenuti autori naveli, sto se takode moze objasniti
uticajima razliCitih faktora sredine, dostupnim nutrijentima i genetskom predispozicijom
sojeva za produkciju toksina. Rezultati ovih ispitivanja su u skladu sa prethodnom studijom
Saleemi i sar. (2010), koji su naveli da je sadrzaj AFB1 odreden testiranjem proizvodnog
potencijala toksigenskih izolata poreklom iz hrane za ¢urke u YESA medijumu nakon 7 dana
inkubiranja varirao od 1,57 ng/kg do 1988,7 pug/kg.

Ispitivanjima nekih autora uoCena je pozitivna korelacija izmedu sposobnosti formiranja
sklerocija i aflatoksigenosti (Chang i sar., 2002; Novas i Cabral, 2002, Pildain i sar., 2004).
Rezultati ovih ogleda su pokazali da izolati koji su posedovali sposobnost biosinteze AFB;,
posedovali su i sposobnost formiranja sklerocija tokom kultivacije na KDA 7 dana na 25 °C.
Nasuprot tome, neke kulture A. flavus iz kolekcije izolata su formirale sklerocije pri
pomenutim uslovima, ali nisu imale potencijal biosinteze AFB;.

Uzimajuci u obzir prikazane rezultate (Tabela 12), moze se zakljuéiti da su dva izolata A.
flavus (No. 1 i No. 2) koji poticu sa zrna hlebne pSenice pokazala potencijal za biosintezu
AFB: pod odredenom uslovima kultivacije. Ispitivanje potencijala biosinteze sekundarnih
metabolita in vitro moze doprineti predvidanju biosinteze mikotoksina u razli¢itim uslovima i
razli¢itim supstratima, doprinose¢i razumevanju puteva biosinteze mikotoksina u cilju razvoja

efikasnih kontrolnih mera.

4.4. OTPORNOST ODABRANIH Triticum spp. NA INFEKCIJU A. flavus i
BIOSINTEZU AFB: NAKON INOKULACIJE U POLJSKIM USLOVIMA

Inokulacija spelte, hlebne psenice, korasana i hibrida pSenice izolatima A. flavus No.
1.1 No. 2. izvedena je u cilju ispitivanja otpornosti pomenutih Triticum vrsta na infekciju sa
A. flavus i akumulaciju AFB;1. Primenom mikrobioloSkih metoda odreden je intenzitet pojave
A. flavus nakon inokulacije, a primenom hromatografskih analiza odredene su koncentracije
AFB: u zrnima, kao i u pleviastim omota¢ima, kako bi se odredila njihova uloga i uticaj na

biosintezu AFB;.

4.4.1. Agrometeoroloski uslovi tokom proizvodne 2016. godine

Vremenski uslovi tokom inokulacije klasova koja je izvedena u fazi cvetanja i u ranim
fazama razvoja zrna psSenice (maj - jul) znacajno su uticali na razvoj plesni, jer period
cvetanja biljke predstavlja najosetljiviju fazu za kolonizaciju zrna plesnima (Siou i sar., 2014),
ukljucujuci i plesni roda Aspergillus. Kao $to je prethodno navedeno, pojava ovih plesni i
sinteza toksi¢nih metabolite, posebno preovladuju u godinama s toplim i suvim vremenskim
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uslovima. Temperatura pri kojoj moze doé¢i do produkcije aflatoksina od strane A. flavus i A.
parasiticus je u opsegu od 15 °C do 37 °C, dok su optimalne vrednosti za produkciju izmedu
25 °C i 30 °C (Mousa i sar., 2011). A. flavus i A. parasiticus mogu da rastu i pri vrlo niskim
aw vrednostima od 0,83 (Giorni i sar., 2007). Tokom 2016. godine zabelezeni su relativno
umerene srednje prosecne temperature (20,5 °C) i povecane sume padavina (98,8 mm) koji se
odnose na period od maja do jula (Republicka hidrometeoroloska sluzba Srbije, 2016).
Najvece izmerene temperature su zabelezene tokom juna (vrednosti proseéne i maksimalne
temperature su iznosile 21,7 odnosno 34,8 °C), sa 6 "tropskih" dana (prose¢na dnevna
temperatura preko 30 °C) u periodu nalivanja zrna (Tabela 13). Ovakvi uslovi su bili povoljni
za razvoj infekcije A. flavus i biosintezu AFB1 nakon vesStacke inokulacije razli¢itih vrsta

pSenice.

Tabela 13. Vrednosti temperatura i padavina za period maj-jul 2016. godine

Temperatura vazduha (°C) (Pr?::r?;/ ine

Tsrr. Tmin Tmax Tx>25 Tx>30 §ZC:T;.\a/IHa
Maj 16,9 5,2 30,8 10 1 85,0
Jun 21,7 10,4 34,8 21 6 143,2
Jul 22,8 12,0 34,3 28 13 68,4
Prosek 20,5 9,2 33,3 19,7 6,7 98,8

4.4.2. Intenzitet pojave plesni u kontrolnim uzorcima Triticum spp.

Intenzitet pojave plesni nakon Zetve u kontrolnim uzorcima spelte, hlebne pSenice,
korasana i hibrida (uzorci tretirani destilovanom vodom) prikazan je u Tabeli 14. Najveci broj
mikobiota identifikovan je u uzorcima hibrida p$enice (11), dok je najmanji broj registrovan u
korasan pSenici (8).

U svim Triticum vrstama, dominantan rod je bio Alternaria, tipican kosmopolitski rod
sa izuzetnom sposobnos§¢u prilagodavanja razli¢itim uslovima spoljasnje sredine, pa spada u
glavne kontaminenti pSenice, je¢ma, razi 1 ovsa (Andersen i sar., 2015). Intenzitet pojave
Alternaria spp. bio je u rasponu od 15% (korasan psSenica) do 31% (hlebna pSenica). Prema
istrazivanjima Stankovic i sar. (2007), rezultati dvogodisnje studije (2005 i 2006) su pokazali

sli¢an intenzitet pojave ovog roda na uzorcima hlebne pSenice.
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Tabela 14. Intenzitet pojave (%, srednja vrednost) mikobiota u kontrolnim uzorcima razli¢itih

Triticum vrsta

Rodovi i vrste plesni Spelta  Hlebna pSenica  Korasan Hibrid
Alternaria spp. 22,0 31,0 15,0 29,0
Aspergillus flavus Link ex Fr. 50 - - -
A. ochraceus Wilhelm 1,0 - - -
Cladosporium spp. - 2,0 - -
Dematlacgoqs Hyphomycetes 11.0 15,0 14.0 9.0
(nesporuliSuce)

Epicoccum purpurasceus Link - - 1,0 5,0
Mucoracae (Mucor i Rhizopus spp.) - - 1,0 2,0
Fusarium sp. - 4,0 1,0 3,0
F. culmorum (Wm. G. Sm.) Sacc. - 6,0 - 7,0
F. graminearum Schwabe 3,0 12,0 5,0 14,0
F. sporotrichioides Sherb. 2,0 2,0 - 50
Penicillium spp. 1,0 1,0 - 1,0
Stemphylium spp. 9,0 9,0 18,0 9,0
Ulocladium spp. 11,0 7,0 15,0 9,8
Sterilna micelija 2,0 5,0 3,0 6,0

Medu vrstama roda Fusarium, F. graminearum (14%) je preovladavao na uzorcima hibrida,
kao i F. sporotrichioides (5%). Vrsta F. culmorum je identifikovana na zrnu hlebne psenice i
hibrida sa niskim vrednostima za intenzitet pojave (6, odnosno 7%). Relativno visok intenzitet
pojave roda Fusarium moze biti uzrokovan agrometeoroloskim uslovima tokom vegetacije
pSenice. Smatra se da u godinama sa povecanim nivoom padavina se stvaraju pogodni uslovi
za razvoj Fusarium vrsta na zrnima psenice. Visok intenzitet pojave plesni grupe
Dematiaceous Hyphomycetes, kao $to su Stemphylium spp. i Ulocladium spp., zabeleZeni su u
svim vrstama pSenice. Jo§ jedan vazan rod iz grupe Demateaceus je Cladosporium spp.
determinisan u hlebnoj pSenici sa intenzitetom pojave od 2%. Incidenca Penicillium spp. je
bila niska (1%) u uzorcima svih Triticum vrsta, izuzev korasan pSenice, U Ko0joj prisustvo
ovog roda nije detektovano. Identifikovane vrste roda Aspergillus, kao $to su A. flavus i A.
ochraceus, bile su prisutne samo u spelti, sa intenzitetom pojave od 5% odnosno 1%.

4.4.3. Ukupan broj i intenzitet pojave A. flavus na zrnu razlicitih Triticum
vrsta nakon inokulacije

Ukupan broj plesni A. flavus na uzorcima zrna Triticum vrsta nakon vestacke
inokulacije izolatima A. flavus No. 1 i A. flavus No. 2, kao i kontrolnim i uzorcima tretiranim

fungicidom prikazani su u Tabeli 15.
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Tabela 15. Ukupan broj plesni A. flavus (cfu/g) u razli¢itim Triticum vrstama nakon
inokulacije (X £SD)

Treatmani Spelta Hlebna pSenica Korasan pSenica Hibrid
A.flavusNo.1 ~ 1200+200°  900+200° 550+100° 550+100°
A. flavus No. 2 750+100°¢ 750+100° 650+100° 700+200P

Fungicid 100+02 250+1002 100+02 250+100?
Kontrola 200+0° 450+100° 250+100° 350+100°

Razli¢ita slova napisana u indeksima u istoj koloni tabele oznacavaju statisticki znacajne razlike u
srednjim vrednostima uzoraka (na nivou p<0,05), na osnovu post-ANOVA Tukey-evog HSD testa

Poredenjem kontrolnih uzoraka razli¢itih vrsta pSenice, moze se uociti da su na
uzorcima spelte i korasan psenice plesni bile prisutne u najmanjem broju (200 cfu/g i 250
cfu/g), sto potvrduje Cinjenicu da su stare vrste prirodno otpornije na uticaj spoljasnjih
faktora, a samim tim i na infekciju plesnima. Hlebna pSenica je bila najvise podlozna infekciji
mikobiotama (450 cfu/g). Nasuprot kontrolnim uzorcima, u uzorcima spelte tretiranim sa A.
flavus No. 1. i No. 2. ukupan broj je iznosio 1200 (cfu/g) i 750 (cfu/g). Ova Cinjenica ukazuje
na relativno dobru podloznost spelte infekciji sa A. flavus u polju. Najslabiji odgovor na
infekciju izolatima A. flavus No. 1 i No. 2 zabelezen je kod korasan psenice (550 i 650 cfu/g).
U uzorcima svih vrsta pSenice tretiranih fungicidom doslo je do statisticki znacajnog
smanjenja (p<0,05) ukupnog broja plesni, sto ukazuje na efikasnost primenjene hemijske
zastite.

Rezultati intenziteta pojave A. flavus na razli¢itim vrstama Triticum spp. nakon inokulacije
izolatima A. flavus No. 1 i A. flavus No. 2, kao i kontrolnim i uzorcima tretiranim fungicidom

prikazani su u Tabeli 16.

Tabela 16. Intenzitet pojave (%, srednja vrednost) A. flavus na razli¢itim Triticum vrstama

nakon inokulacije

Treatmani Spelta Hlebna p$enica  Khorasan pSenica Hibrid
A. flavus No. 1 62 6 3 7
A. flavus No. 2 25 9 5 13

Fungicid 2 0 0 0
Kontrola 5 0 0 0

Dobijeni rezultati ukazuju na znacajne razlike u intenzitetu pojave A. flavus u
analiziranim vrstama pSenice. Poredenjem kontrolnih uzoraka, moze se videti da je prisustvo
A. flavus zabelezeno samo kod spelte (5%), dok kod drugih vrsta pojava ove plesni nije
uocena. Intenzitet pojave A. flavus na spelti je iznosio 62% (A. flavus No. 1) i 25% (A. flavus

No. 2). Najslabiji odgovor na infekciju u oba slucaja zabelezen je kod korasan psenice (3 i
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5%) (Tabela 16). Primecen je veci intenzitet pojave A. flavus No. 1 u svim vrstama pSenice,

sem kod hibrida gde je A. flavus No. 2 bio dominantniji.

4.4.4. Sadrzaj AFB1 u zrnu i plevi¢astim omotacima Triticum spp.

Sadrzaj AFB: u Triticum spp. nakon inokulacije izolatima A. flavus No. 1 i A. flavus
No. 2 u poljskim uslovima prikazan je u Tabeli 17. Navedeni podaci ukazuju na znacajne
razlike u sadrzaju AFB1 u analiziranim Triticum vrstama (spelti, hlebnoj pSenici, korasan
pSenici i hibridu pSenice). Najotpornija vrsta na infekciju A. flavus bila je korasan pSenica,
dok je najizrazenija podloznost infekciji zabelezena kod spelte. ProseCan sadrzaj AFB1 u svim
vrstama pSenice, osim u hibridu, bio je veéi u uzorcima tretiranim izolatom A. flavus No. 1, u
poredenju sa izolatom A. flavus No. 2. Istrazivanja koja su sprovedena pre inokulacije, a
odnosila su se na proveru toksi¢nosti izolata u laboratorijskim uslovima, pokazala su da su
izolati A. flavus No. 1 i A. flavus No. 2, nakon 21 dan rasta na YESA podlozi na 25 °C u
mraku, produkovali AFB; u koli¢inama od 140 pg/kg i 210 pg/kg, respektivno (Krulj i sar.,
2016b).

Tabela 17. Sadrzaj AFB: u plevicastim omota¢ima i oljuStenim zrnima Triticum vrsta
(X+SD)

Triticum _ Sadrzaj AFB1 (1g/kg)
vrste Hzoret A.flavus No. 1 A.flavus No. 2 Fungicid  Kontrola
Spelta Plevicasti omotaci 648+23,1¢ 97,3+3,09° <LOD* 7,10+0,20%
Oljustena zrna 256+12,8¢ 30,7+5,34° <LOD <LOD
Hlebna Plevidasti omotadi 18,3+0,292 4,83+0,332 <LOD <LOD
pSenica  Oljustena zrna <LOD <LOD <LOD <LOD
Hibrid ~ Plevicasti omotaci 49,1+1,59 109+1,82¢ <LOD <LOD
pSenice  Oljustena zrna <LOD <LOD <LOD <LOD
Korasan Plevicasti omotaci 7,92+1 53¢ 5,24+0,80°2 <LOD <LOD
pSenica  Oljustena zrna <LOD <LOD <LOD <LOD

Razlicita slova napisana u indeksima u istom redu tabele, oznacavaju statisticki znacajne razlike u

srednjim vrednostima uzoraka (ha nivou p<0,05), na osnovu post-ANOVA Tukey-evog HSD testa

*L0OD=0,4 ug/kg

U svim uzorcima tretiranim fungicidom, sadrzaj AFB:1 je ocekivano bio ispod granica
detekcije (<LOD). Poredenjem kontrolnih uzoraka razli¢itih vrsta pSenice, tj. uzoraka

tretiranih vodom, moZe se zakljuciti da je samo u spelti detektovano prisustvo AFB1 u koli¢ini
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od 7,10 pg/kg. Visok nivo AFB:1 (256 mg/kg) je kvantifikovan u zrnu spelte, dok kod drugih
Triticum vrsta, AFB1 u zrnu nije detektovan (<LOD). Ovo ukazuje na to da se otpornost
spelte na infekciju A. flavus razlikuje u poredenju sa drugim vrstama. Literaturnih podataka o
akumulaciji AFB:1 u zrnu spelte do sada nema. Rezultati dvogodisnje studije (2009 i 2010) u
Poljskoj pokazali su relativno nisku ucestalost pojave aflatoksina (0,2 i 5 %, respektivno) u
prirodno kontaminiranim organskim proizvodima od spelte (Solarska i sar., 2012).

Uzimajuci u obzir sadrzaj AFB1 u pleviCastim omota¢ima spelte, zabelezena je znacajna
razlika izmedu uzoraka sa izolatima A. flavus No. 1 i No. 2. Sadrzaj AFB1 u uzorcima
plevicastih omotaca tretiranih sa A. flavus No. 1 je iznosio 648 pg/kg, a 97,3 pg/kg u
uzorcima sa A. flavus No. 2, §to je u proseku tri puta vise od sadrzaja dobijenih za uzorke zrna
spelte (30,7 pg/kg odnosno 256 pg/kg) (Slika 28). Uzimajuéi u obzir pomenute razlike u
sadrzaju mikotoksina, moze se zakljuciti da plevicasti omotaci efikasno stite zrno od infekcije
A. flavus i njenih toksi¢nih metabolita. Rezultati ovih istrazivanja su u skladu sa dobijenim
podacima u istrazivanjima Vuckovic i sar. (2013) koja se odnose na toksine Alternaria vrsta.
Koncentracije alternariola i alternariol monometil etra nakon vesStacke inokulacije spelte
Alternaria vrstama bile su u proseku Cetiri puta veée u plevicastim omota¢ima u odnosu na

zrno Vuckovic i sar. (2013).

3.5

3.0

mA. U.

Plevicasti omotac

Oljusteno zrno

min
Slika 28. Hromatogrami AFB: u plevic¢astim omotac¢ima i oljustenim zrnima spelte

Imajuéi u vidu odnos toksina u plevicastim omotac¢ima i zrnu, vazno je ista¢i da plevicasti

omota¢ hlebne pSenice ¢ini oko 15-20 % ukupne mase zrna (Bledzki i sar., 2012), dok
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plevicasti omota¢ spelte ¢ini 25-35 % ukupne mase (Medovi¢, 2003). Ova ¢injenica je
znacajna ako se uzme u obzir sadrzaj AFB1 po ukupnoj masi zrna. Najnizi nivo AFB; (7,92
Ma/kg u slucaju A. flavus No. 1 i 5,24 pg/kg u slucaju A. flavus No. 2) zabelezen je u
plevic¢astim omotacima korasan pSenice, koja se pokazala najotpornijom na rast i razvoj A.
flavus i biosintezu AFB;:. Generalno, Korasan psenica se smatra manje podloznom vrstom
fizioloSkom stresu izazvanom spoljas$njim faktorima od konvencionalne hlebne psSenice, $to je
zajednicka karakteristika vecine starih vrsta.

Neka od skorasnjih istrazivanja su pokazala da se zdravije zrno spelte dobija u slucaju kad je
zaSticeno pleviCastim omotac¢ima, Koji na taj nacin §tite zrno od patogena iz roda Alternaria
(Vuckovic i sar., 2013) i Fusarium (Suchowilska i sar., 2010; Wiwart i sar., 2016). Nasuprot
tome, u studijama Wiwart i sar. (2004) i Suchowilska i sar. (2007) saopsteno je da se spelta
pokazala manje otpornom na infekciju sa F. culmorumom u odnosu na hlebnu psenicu, $to se
moze dovesti u vezu s Cinjenicom da zrna pod plevom stvaraju povoljnije uslove za rast
patogena. Rezultati nasih istrazivanja su u skladu sa pomenutim studijama.

Mikrografija poprecnog preseka klasic¢a spelte daje prikaz pleviastog omotaca koji ¢vrsto
obavija zrno (Slika 29), dok hlebna pSenica, hibrid i khorasan pSenica kao golozrne vrste,
imaju plevicaste omotace koji se vrSidbom lako odvajaju. Rezultati odredivanja sadrzaja
AFB;: u Triticum vrstama pokazali su da plevicasti omota¢i golozrnih vrsta ne pruzaju
povoljne uslove za rast A. flavus, prodiranje hifa u zrno, kao i biosintezu AFB;, dok je

utvrdeno da je zrno spelte osetljivo na infekciju prouzrokovanu rastom plesni.

Plevicasti

i , Fungalne
OlTlO aC 3 ‘a '\\ hife

Univ. NS

Slika 29. Mikrografija (SEM) poprecnog preseka klasi¢a spelte (uvecanje 20x)
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Pored cinjenice da plevicasti omotac¢i imaju zastitnu ulogu u prodoru micelija plesni, duga
stabljika 1 rastresiti klasovi mogu doprineti sporijem Sirenju prirodne infekcije filamentoznih
plesni koje uglavnom poti¢u iz zemljista. Takode, rastresiti klasovi spelte pruzaju vecu
aktivnu povrSinu tokom inokulacije omogucavajuci konidijama da dospeju do svih delova
klasi¢a. To nije slucaj sa vrstama pSenice kao $to su hlebna pSenica, korasan i hibrid pSenice

koje karakteriSu gusto zbijena zrna u klasovima.

4.4.5. Fizi¢ko-hemijska svojstva plevi¢astih omotac¢a zrna Triticum vrsta

Vlakna plevicastih omotaca su trodimenzionalni polimerni kompoziti koji se
uglavnom sastoje od celuloze (36%), hemiceluloze (18%), lignina (16%) poreklom iz
celijskih zidova i male koli¢ine proteina (6%), skroba (9%) i masti (5%) koji potiCu iz
sadrzaja celija. Ostali sastojci vlakana su neorganske materije i pepeo (Bledzki i sar., 2010).
Polimerna vlakna celijskih zidova sadrze hidroksilne i druge grupe koje u svom sastavu imaju
kiseonik koji moze da veze vodu putem vodoni¢nih veza. Hemiceluloza je uglavnom
odgovorna za sorpciju vlage, ali i prisutna celuloza, nekristalna celuloza i lignin takode imaju
vaznu ulogu u hidrataciji (Bledzki i sar., 2012). Ukupan sadrzaj prehrambenih vlakana (TDF)
odreden je u pleviastim omota¢ima razli¢itih vrsta Tritucum spp. u cilju utvrdivanja
hidratacionih svojstava vlakana odreden je indeks apsorpcije vode (WAI) (Tabela 18).
Statisti¢ki znacajno (p<0,05) veca vrednost WAI je zabelezena kod plevicastih omotaca spelte
(5,13 g vode/g uzorka) u odnosu na druge vrste pSenice, Sto moze biti posledica veceg

sadrZaja ukupnih vlakana.

Tabela 18. Indeks apsorpcije vode (WAI) i ukupna prehrambena vlakna (TDF) plevicastih

omotaca razli¢itih Triticum vrsta

Triticum vrste Indeks apsorpcije vode Ukupna prehrambena vlakna

(WAI), (9/9) (TDF), (% na s.m.)
Spelta 5,13° 72,2°
Hlebna pSenica 4,082 58,64
Korasan pSenica 4,442 66,2°
Hibrid 4,112 69,3°

Razlicita slova napisana u indeksima u istom redu tabele, oznaCavaju statisticki znacajne razlike u

srednjim vrednostima uzoraka (ha nivou p<0,05), na osnovu post-ANOVA Tukey-evog HSD testa.

Hidrataciona svojstva vlakana su takode u vezi sa hemijskom strukturom polisaharidnih
komponenti 1 drugim faktorima kao $to su poroznost, veliCina Cestica, jonski oblik, pH,

temperatura, jonska jacina. Razlike u sastavu i strukturi, povrsinskoj poroznosti i veli¢ini
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Cestica plevicastih omota¢a mogu doprineti razlikama u kapacitetu zadrzavanja vode (Liu i
sar., 2016). Izgled i spoljne karakteristike plevi¢astih omotaca prikazani su na mikrografijama
(Slika 30).

/

Slika 30. Mikrografije spoljasnje strane plevicastih omotaca: A - spelte, B - hlebne psenice, C

- hibrida i D - korasan pSenice (uvecanje 200x)

StatistiCke vrednosti, dobijene analizom mikrografija u programu Gwyddion, ukljucuju
nekoliko osnovnih vrednosti koje pokazuju raspodelu visina fosilizovanih stomalnih aparata
plevicastih omotaca, kao $§to su srednje vrednosti, medijane i povrSine pora (Tabela 19).
Stomin aparat reguliSe proces transpiracije i razmene gasova. U tom svojstvu znafajno
doprinosi sposobnosti biljke da kontrolise promet gasova i odavanje vodene pare. Istrazivanja
Pritsch i sar. (2000) su se odnosila na ispitivanje prodora micelija plesni kroz stomalni aparat
plevicastih omota¢a tokom rane infekcije sa F. graminearum. Mikroskopski pregled
inokulisane pSenice pokazao je da plesni prodiru kroz stomalni kompleks, omogucavajuci
sporulaciju u roku od 48 do 76 h nakon inokulacije. Srednje vrednosti i medijane otvora
stominog aparata plevicastih omotaca spelte su manje od vrednosti izmerenih za hibrid i
hlebnu psenicu (72,7 pm i 68 um za speltu, u poredenju sa 79,6 um i 74 um za hibrid i 97,0
MM i 91,0 um za hlebnu pSenicu) (Tabela 19). U zavisnosti od vrste biljke i uslova okoline
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duzina otvora stoma se krece od 10 do 80 um (Hetherington i Woodward, 2003). Povrsina
stominog aparata pleviCastih omotaca izraCunava se sukcesivnim sumiranjem povrsina svake
pore koja je prikazana na mikrografijama spoljasnje strane plevicastih omotaca (Slika 30).
PovrSina stominog aparata plevicastih omotaca spelte bila je manja u poredenju sa drugim
vrstama psenice (5,1 x 10 mm? za speltu, u poredenju sa 10,7 x 10 mm?, 10,7 x 10° mm? i
11,4 x 10® mm? za hibrid, korasan i hlebnu psenicu, respektivno). Podaci za veli¢inu i
povrsinu stominog aparata plevicastih omotaca pokazuju da manji stomalni otvori mogu
usloviti smanjenu brzinu transpiracije. Studija Aasamaa i sar. (2001) pokazala je da veli¢ina
stominog aparata ima klju¢nu ulogu u kontroli sadrzaja vode kod lis¢a Sumskog drveca, te da
postoji pozitivna korelacija izmedu dimenzije stomalnih pora i provodljivosti. Rezultati ove
studije ukazuju da sporiji gubici vode kroz stomin aparat mogu biti uzrok zadrzavanja vode
kod spelte, pa usled povecane vlage stvaraju se povoljni uslovi za razvoj plesni. Korelacija
izmedu srednjih vrednosti veli¢ine pore i WAI i povrSine stominog aparata je iznosila -0,96,
na nivou statisticke znacajnosti od p<0,05.

Koren kvadrata srednjih vrednosti (eng. root mean square - RMS) je izrazen da bi se pokazala
zavisnost visine neravnina u okviru svake posmatrane stomalne pore (ova vrednost se ra¢una
na osnovu varijanse sive boje na SEM slici). Varijacije u visini za speltin omotac (14,6 um)
bile su najmanje u odnosu na druge vrste pSenice (17,5 pm, 26,1 ym i 17,7 pm za hibrid,

korasan i hlebnu pSenicu, respektivno).

Tabela 19. Deskriptivna statistika raspodele visina neravnina za plevicaste omotace razlicitih

vrsta pSenice (uocava se na mikrografijama, Slika 30)

Spelta  Hlebna pSenica Korasan  Hibrid pSenice

Srednja vrednost: pm 72,7 97,0 69,5 79,6
Medijana: pm 68,0 91,0 58,0 74,0
RMS: pm 14,6 17,7 26,1 17,5
RMS (za plevicasti omotac): pm 25,5 28,4 37,0 28,9
PovrSina pore : X 10 mm? 5,10 11,4 10,7 10,7

Ukupna vrednost RMS za zrno je dobijena posebno za svaku neravninu (obeleZavanjem
delova SEM slike koji ucestvuju u racunanju), a varijansa je izracunata iz tih vrednosti. Slicno
kao i za RMS, izraCunate varijacije u visini neravnina za speltin omota¢ (25,5 pm) bile su
najmanje u odnosu na druge vrste pSenice (28,9 um, 37,0 um i 28,4 um za hibrid, korasan i
hlebnu psenicu, respektivno). Prikazani podaci za raspodelu visina neravnina plevicastih

omotaca spelte se razlikuju u poredenju sa drugim vrstama psenice.
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Ovakav strukturni profil plevicastih omotac¢a omogucéava povecanje vlage u klasi¢ima spelte,
Sto je uzrokovano zadrZavanjem vlage u plevi¢astim omotac¢ima i njihovom raspodelom visina
neravnina, doprinose¢i razvoju filamentoznih plesni, ukljucujuci i toksigene vrste. Vrednost
aktivnosti vode ve¢a od minimalne koja je neophodna za rast mikobiota tj. veci sadrzaj vlage
omogucéava intenzivniji rast plesni u kombinaciji sa stresogenim uslovima dovodi do
biosinteze sekundarnih metabolita kao $to je AFB1. Razumevanje odnosa i koherentnog rasta
Triticum vrsta i A. flavus tokom perioda razvoja pSenice je bitno jer interakcija A. flavus-
pSenica nije dovoljno izucena. Pregledom nau¢nih saznanja koja su bazirana na ispitivanju
pojave A. flavus i aflatoksina, utvrdeno je da literaturni izvori ne potkrepljuju Cinjenice i
saznanja koji se odnose na ispitivanje otpornosti Triticum vrsta na infekciju sa A. flavus i
akumulaciju AFB: u polju. Analizom sadrzaja AFB1 u zrnu, kao i ispitivanjem potencijalnog
doprinosa plevicastih omotaca razvoju A. flavus moze se zakljuciti da se Triticum vrste
znacajno razlikuju u pogledu sposobnosti akumulacije AFBi1. Predstavljeni rezultati su
pokazali da plevicasti omotac¢i mogu imati zastitni efekat, ali ako su uslovi povoljni, spelta
moze postati pogodan supstrat za rast i razvoj A. flavus kao i biosintezu AFB1. Rezultati
istrazivanja su dali model akumulacije AFB; u razli¢itim vrstama Triticum spp. $to u svetlu
novonastalih klimatskih promena predstavlja bitan aspekt u sektoru koji se odnosi na

bezbednost hrane.

4.5. UTICAJ USLOVA SKLADISTENJA NA AKUMULACIJU AFB; U
OLJUSTENIM ZRNIMA SPELTE | ZRNIMA SA PLEVICASTIM
OMOTACEM

Najvazniji faktori koji uticu na rast plesni i sintezu toksina su temperatura, aktivnost
vode (aw vrednost) supstrata, relativna vlaznost, sastav gasa, sastav supstrata, koncentracija
inokuluma, mikrobne interakcije i potencijalna oStecenja insektima (Guynot i sar., 2003;
Giorni i sar., 2008). Interakcija izmedu pojedinih ili svih navedenih faktora odreduje da li ¢e
do¢i do pojave kontaminacije i biosinteze mikotoksina. Interakcija izmedu dostupne vode i
temperature je sustinska, zato Sto predstavlja ekolosku niSu u kojoj plesni mogu da klijaju,
rastu i aktivno se nadmecu za raspodelu raspolozivih nutrijenata (Marin i sar., 1998;
Samapundo i sar., 2007a, 2007b). Efekti razli¢itih temperatura (15, 23, 30 i 37 °C) i aktivnosti
vode (0,85; 0,90; 0,95 i 0,99) na sintezu AFB;: ispitani su na inokulisanim uzorcima spelte.
Ispitivanje je izvedeno na uzorcima spelte sa plevicastim omota¢ima kao i prethodno

oljustenim zrnima. Sadrzaj AFB1 nakon inkubiranja u trajanju od cetiri nedelje odreden
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odvojeno u zrnima i plevicastim omotac¢ima, kako bi se uvideo efekat plevicastih omotaca na
akumulaciju AFB;1 u zrnu.

Pojava aflatoksina u spelti je do sada bila retko zabeleZena. U istrazivanjima autora
Solarska i sar. (2012) u Poljskoj navodi se relativno mali procenat kontaminiranih uzoraka
organskih proizvoda od spelte tokom dve proizvodne godine (2010 i 2011). Efekti klimatskih
promena i kontinualne inovacije u poljoprivrednoj praksi uzrokuju pojavu veceg broja vrsta
plesni na Zitaricama u polju, koji se kasnije mogu naci i u skladistu. Imajuéi u vidu promene
klimatskih uslova kao §to su poviSene temperature, ucestalije suSe i povecan sadrzaj CO2 kao
faktore koji znacajno uti¢u na biosintezu AFB1, istrazivanja Medina i sar. (2017) ukazuju da
su temperatura i aw vrednost supstrata kljuéni faktori koji u skladistu stimulisu produkciju
AFB:. Sadrzaj AFB:1 odreden u uzorcima zrna spelte inkubiranim bez plevicastih omotaca
(ZBPO), u plevicastim omota¢ima (PO) i u zrnima nakon ljustenja — oljustenim zrnima (OZ)
prikazan je u Tabeli 20. Znacajne razlike u sadrzaju AFB: se mogu uoCiti u zrnima
inkubiranim bez pleve i zrnima inkubiranim sa pleviastim omotac¢ima. Sadrzaj AFB:1 u
uzorcima zrna bez pleve iznosio je u opsegu od 30,6 pg/kg do 21.535,5 pg/kg u zavisnosti od
uslova inkubiranja. Znatno nizi sadrzaj je odreden u oljustenim zrnima u opsegu od 1,3 pg/kg
do 112,4 ng/kg, dok je sadrzaj u plevicastim omotac¢ima iznosio od 28,96 ug/kg do 13.654,2
pa/kg.

Optimalni uslovi za biosintezu tj. uslovi pri kojima je ostvarena najveca produkcija AFB; bili
su temperatura 30 °C i aw 0,99 u svim vrstama uzoraka (23.535,54 pg/kg u zrnu bez
plevicastih omotaca, 112,37 ug/kg u oljuStenim zrnima i1 13.654,23 pg/kg u plevicastim
omotac¢ima) (Tabela 20). Kao $to je prethodno navedeno, plevicasti omotaci spelte ¢ine 25-
35% ukupne mase zrna (Medovic, 2003).

Reddy i sar. (2011) su ispitivali sadrzaj AFB1 u uzorcima zrna hlebne pSenice inokulisanim sa
A. flavus, pri ¢emu se sadrzaj mikotoksina kretao u opsegu od 1.506,1 pg/kg do 7.402,4
Ma/kg. Rezultati ovih ispitivanja su pokazali da je prisustvo plevi¢astih omotaca predstavljalo
zaStitnu barijeru za razvoj infekcije. Rast plesni i biosinteza toksina bili si izraZeniji kod zrna
bez plevicastih omotaca zbog bolje raspolozivosti skroba i drugih hranljivih materija iz zrna.
U zavisnosti od ispitivanih uslova temperature i aw, nivo AFB: je bio od 10 do 170 puta veci u

plevicastim omotac¢ima, u poredenju sa oljustenim zrnima.
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Tabela 20. Sadrzaj AFB:1 (ug/kg) u uzorcima zrna spelte inkubiranih bez plevicastih omotaca (ZBPO), oljustenim zrnima (OZ) i

plevicastim omotadima (PO) u funkciji temperature i aw vrednosti ( X +SD)

AFBizsro (1g/kQ) AFBioz (1g/kQ) AFBiro (Mg/kQ)

aw

15 °C 23°C 30°C 37°C |15°C 23°C 30°C 37°C | 15°C 23°C 30°C 37°C
0.85 36,84 64 50A 281,4°%~  30,6°A | 1,33 13 2513 191 | 290"  103,6%A 208,9°A  91.1%A
! +7.5 +9,1 +11,3 +6,8 | 09 05 7.1 +5,8 +9.8 +31,4 +24.9 +13,8
0.90 66,4°8 4346 281554 221,1° | 143 21%A 3243A 22 38AB| QgD 4B 25y obB 1 g5G 5PB 165 10B
’ +9.6 +15.8 +119,2 +138 | 06 +0,7 16,4 +39 | 17,6 +21.8 +135,7 +115
0.5 140,1°¢  2.431,0C 4.066,7°8 317,70 | 15 1958 5028 2438 | 142 9°C 1004,6°C 2.523,6°C 180,1°C
’ +19,8 +86,6 +1451 +395 | +0,9 +42  +772 +3,7 | +17,8 1274 +206,3 +20,1
0.99 386,30  14.928,9°® 21.5355°C 250,7°C | 50% 40,28 11243 20,4 | 252,4°C 6.800,2°® 13.654,2°° 204,6°P
’ +29.6 +232.9 +537,6 +291 | +1,1 +86 +10,7 +4,1 | +260 +1554 +398,2 +22.9

Razli¢ita mala slova napisana u indeksima u istom redu tabele, za iste temperature, oznacavaju statisti¢ki zna¢ajne razlike u srednjim vrednostima uzoraka (na
nivou p<0,05), na osnovu post-ANOVA Tukey-evog HSD testa; razli¢ita velika slova napisana u eksponentima u istoj koloni tabele, oznacavaju statisticki
znacajne razlike u srednjim vrednostima uzoraka (na nivou p<0,05), na osnovu post-ANOVA Tukey-evog HSD testa, n=3 ponavljanja

“LOD = 0,4 pg/kg
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Rezultati ovih istrazivanja su u skladu sa studijama Reddy i sar. (2009b), kao i
Vuckovic i sar. (2013) koji potvrduju zastitnu ulogu plevicastih omotaca. U prethodnoj faza
ovih istrazivanja, proverom otpornosti Triticum vrsta inokulisanih takode izolatom A. flavus
No. 1 u polju, sadrzaj AFB1 je iznosio 256 pg/kg u zrnu i 648 pg/kg u plevi¢astim omotacima
(Krulj i sar., 2018). Rezultati sadrzaja AFB1 dobijeni inkubiranjem u laboratorijskim uslovima
su bili o¢ekivano veci u poredenju sa rezultatima dobijenim u polju, Sto se moze objasniti
kontrolisanim laboratorijskim uslovima. Nekoliko in vitro studija bazirano je na ispitivanju
optimalnih temperatura i aw vrednosti za rast A. flavus i biosintezu AFB:1. A. flavus i A.
parasiticus mogu da rastu pri Sirokom opsegu temperatura (od 12 °C do 48 °C), ali njihov je
rast optimalan u rasponu od 25 °C do 37 °C (Pitt i Hocking, 1997; Schmidt-Heydt i sar.,
2010). Optimalna aw vrednost za rast A. flavus i A. parasiticus varira od 0,97 do 0,99 (Gibson
i sar., 1994; Sautour i sar., 2002), ali je rast zabelezen i pri vrednosti aktivnosti vode od 0,78 (
Santin, 2005). Temperaturni opseg za biosintezu AFB; varira od 20 °C do 35 °C pri aw> 0,85,
ali je utvrdeno da se optimalna sinteza javlja od 28 °C do 30 °C i pri aw> 0,95 (O'Brian i sar.,
2007; Schmidt-Heydt i sar., 2009). Vrednosti minimalnih i optimalnih temperatura koje
uslovljavaju biosintezu AFB: razlikuju se u objavljenim studijama, §to se pripisuje
varijabiilnosti u prirodi i sastavu supstrata, kao i genetskim razlikama producenata (Klich,
2007b).

Pri svim ispitanim aw vrednostima (0,85; 0,90; 0,95 i 0,99) i svim temperaturama (15,
23, 30 i 37 °C) doslo je do biosinteze AFB1 u svim vrstama uzoraka, pri ¢emu se sa
poveéanjem aw vrednosti povecavao prinos AFB1 (Tabela 20). Prema tome, spelta pri aw
vrednostima u opsegu od 0,85 do 0,99 i temperaturama u opsegu od 15 do 37 °C predstavlja
pogodan supstrat za rast A. flavus i biosintezu toksina. Istrazivanja Mohale i sar. (2013) su
potvrdila da je veca koli¢ina AFB; produkovana pri vecoj aw vrednosti (aw=0,99) u poredenju
sa nizim aw vrednostima (aw=0,85). Nekoliko studija je bazirano na ispitivanju uslova
biosinteze AFB: na drugim supstratima. Mousa i sar. (2011) su odredili sadrzaj AFB1 u
pirincu testirajuc¢i aw vrednosti u opsegu od 0,86 do 0,99, pri cemu je aw vrednost 0,97 bila
optimalna. Isti autori su zakljuéili da pri svim ispitanim temperaturama (10 °C - 43 °C) nije
doslo do biosinteze AFB1 pri vrednosti aw od 0,82. Istrazivanja Samapundo i sar. (2007a) su
pokazala da pri aw vrednosti od 0,801 nije doslo do rasta A. flavus i A. parasiticus na zrnu
kukuruza, dok se pri aw od 0,822 rast javio na temperaturama od 25 °C i 30 °C. Nasa
istrazivanja pokazuju da pri temperaturama od 15 °C i 37 °C razlike u sadrzaju AFB:1 u zrnu
nakon ljuStenja pri razli¢itim aw vrednostima nisu bile znacajne. Prema nekim studijama,
temperature 15 °C i 37 °C se smatraju marginalnim za biosintezu AFB1 (Mousa i sar., 2011),
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stoga razliCita raspolozivost vode na tim temperaturama nije znacajno uticala na sadrzaj
AFB;:. Pri navedenim temperaturama najveca koli¢ina toksina je detektovana u plevicastim
omotac¢ima. Koli¢ina AFB; zaostala na zrnu nakon ljustenja bila je niska tako da su razlike u
prinosu toksina pri razli¢itim aw vrednostima bile zanemarljive.

U nekoliko studija je izucavan uticaj razliCitih temperatura na rast A. flavus i
biosintezu AFB3, a kao optimalne vrednosti navode se temperature u opsegu od 25 °C do 30
°C u zavisnosti od primenjenih podloga za rast (Marin i sar., 2012; Castano i sar., 2017). U
nasem eksperimentu, optimalna temperatura za proizvodnju AFB1 u zrnu bez pleve,
oljustenom zrnu i plevi¢astim omotac¢ima je bila 30 °C (Tabela 20). Biosinteza aflatoksina se
odvijala u temperaturnom opsegu izmedu 15 °C i 37 °C, mada su dve temperature bile
narocito pogodne za povecanu biosintezu aflatoksina: 23 °C i 30 °C. Nesto nize koncentracije
su zabelezene u zrnu bez pleve i plevicastim omotacima nakon kultivacije na 23 °C pri svim
ispitanim aw vrednostima, dok kod oljustenih zrna samo pri aw 0,99. Prinos AFB: kod
oljustenog zrna pSenice je bio veéi na 37 °C u poredenju sa 23 °C pri aw nivoima 0,85, 0,90 i
0,95. U istom tipu uzoraka biosinteza AFB; bila je skoro zanemarljiva pri 15 °C (1,3-2,0
Ma/kg). Rezultati nasih istraZivanja su u saglasnosti sa istrazivanjima Mousa i sar. (2011) koji
su saopstili da je optimalna temperatura za proizvodnju toksina na zrnu pirin¢a u opsegu od
25 °C do 30 °C. Nasuprot tome, Lahouar i sar. (2016) su odredili da je optimalna temperatura
za akumulaciju AFB;1 na zrnu sirka 37 °C, iako je optimalna vrednost aw bila sli¢na onoj
dobijenoj u nasim ispitivanjima (0,97-0,99). Njihov zaklju¢ak nije iznenadujuci jer su testirali
izolate dobijene iz uzoraka sirka sakupljenih na podru¢ju Tunisa. Nasuprot izolatu A. flavus
primenjenom u naSem eksperimentu, a izolovanom sa zrna hlebne psenice sakupljene na
severu Srbije, gde preovladuje umerena klima, izolati iz Tunisa su bili prilagodeni rastu na

visokim temperaturama tako da je na temperaturi od 37 °C bila favorizovana biosinteza AFB;.

4.5.1. Matematicki i statisticki modeli

Razvoj matematickih modela koji se koriste u predvidanju akumulacije mikotoksina u
uzorcima hrane, na osnovu faktora sa visokom znacajnos¢u kao S§to su aktivnost vode i
temperatura, predstavlja klju¢ni korak u proceni rizika. U ovom istraZivanju predloZeno je
nekoliko numeric¢kih pristupa za predvidanje sadrzaja AFBi1i u odnosu na ispitivane

promenljive koje se odnose na uslove skladistenja.
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45.1.1. Matematicki modeli u obliku polinoma drugog reda (eng. second order
polynomial - SOP)

Na osnovu opstih preporuka koje su predlozili Peters i sar. (1996), pre odredivanja
modela neuronske mreze (ANN), potrebno je razviti SOP model, da bi se ispitali uticaji
nezavisnih promenljivih na odzivne funkcije, koriste¢i efektivnu ANOVA-u. Vrednosti
statistickih promenljivih, koje se koriste za odredivanje sposobnosti modela da opiSe uticaje
aw | temperature, prikazane su u Tabeli 21. Na izra¢unavanje AFB1zero U SOP modelu su
najviSe uticali linearni ¢lan aw i1 kvadratni Clan temperature (statisticki znacajno na nivou
p<0,05). Ovi ¢lanovi SOP modela su takode bili uticajni za predvidanje AFBioz (statisticki
znacajno na nivou p<0,10). Linearni ¢lan temperature skladiStenja u SOP modelu je takode
bio uticajan na predikciju AFB1oz (statisticki znac¢ajno na nivou p<0,10). Na osnovu ANOVA
analize, linearni ¢lan aw je bio najuticajniji u SOP modelu za izraCunavanje AFBipo
(statisticki znaCajno na nivou p<0,05), dok je kvadratni ¢lan temperature skladiStenja bio

statisticki znacajan na nivou p<0,10.

Tabela 21. ANOVA proracun za promenljivu AFB;: (prikazana je suma kvadrata razlika)

Clan polinoma df AFB1zgpo AFBi0z AFBi1po
Temp 1 1,8-106 1,9-10%" 1,3-108
Temp? 1 1,2:10%" 1,9-10%" 3,7-10™
aw 1 1,5-10% 2,2.10%" 4,7-10™
aw? 1 5,0-107 3,9:10° 1,6-107
Temp X aw 1 1,4-108 5,6-10* 1,2-108
Greska modela 10 2,5-108 5,2-10° 9,4-107
r? 0,571 0,554 0,521

“Statisti¢ki zna¢ajan na nivou p<0,05, ~Statisti¢ki zna¢ajan na nivou p<0,10; Clanovi greske modela

nisu bili statisti¢ki znacajni; df - broj stepeni slobode

U ANOVA analizi se pokazalo da rezultati svih SOP modela imaju zanemarljiva
odstupanja, iz ¢ega moze da se izvuce zaklju¢ak da zadovoljavajuce predstavljaju merene
podatke iz eksperimenta. Treba naglasiti da je trend promene vrednosti AFB: pretezno
nelinearan, a da je vrednost koeficijenta determinacije SOP modela (r?) bila relativno niska,
Sto ukazuje na ogranicene moguénosti modela za predvidanje vrednosti AFBi, Cime se

opravdava upotreba neuronske mreze, kao slozenijeg i preciznijeg modela predikcije.
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45.1.2. Model neuronske mreze

Razvijeni matematicki model neuronske mreze (ANN) pokazao je dobre osobine
generalizacije za set eksperimentalnih podataka, u okviru kojih moze da se koristi predvidanje
sadrzaja AFB1zsro, AFB10z i AFB1pro, Na osnovu zadatih vrednosti aw i temperature za Sirok
dijapazon vrednosti ovih ulaznih parametara. Analizom performansi ANN modela, zaklju¢eno
je da je broj neurona u skrivenom sloju za optimalnu mrezu bio 6 (neuronska mreza MLP 2-6-
3), $to je zakljudeno na osnovu visoke vrednosti r?, kao i niska vrednost za SOS (Tabela 22).
Tokom ciklusa testiranja modela ANN dobijena vrednost r? bila je 0,998, §to je mnogo bolje u
odnosu na vrednosti u rasponu od 0,521-0,571 kod SOP modela.

Tacénost modela i poklapanje eksperimentalnih vrednosti sa vrednostima izlaznih promenljivih
predstavljaju performanse ANN modela, koje se prikazuju sumom r? vrednosti izmedu
merenih i izraunatih promenljivih AFBizero, AFB1oz i AFBipro, tokom ciklusa ucenja,

testiranja i validacije neuronske mreze, $to je prikazano u Tabeli 22.

Tabela 22. Zbirne performanse neuronske mreze (koeficijenti determinacije i greske modela),

za ciklus ucenja, testiranja i validacije

Ime Performanse Greska Funkc. Funk. akt. za sloj
Algoritam
mreze Ucenje Test. Valid. Ucenje Test. Valid. greske Skriveni lzlazni

MLP 2-6-3 0,637 0,998 0,898 0,085 0,014 0,085 BFGS12 SOS Tanh Identitet

Termin performanse modela ANN predstavlja koeficijent determinacije, a greSka modela predstavlja
neta¢nost modela u predstavljanju eksperimentalnih podataka. Test. - ciklus testiranja; Valid. - ANN

ciklus validacije; Funkc. - funkcija; Skriv. - skriven; Akt. - funkcija aktivacije.

Razvijeni ANN model je kompleksan (ima 39 teZinskih koeficijenata), zbog jako
izrazenog nelinearnog karaktera sistema (Pezo i sar., 2013; Chattopadhyay i Rangarajan,
2014). Ta¢nost modela zasnovana je na koeficijentu determinacije. Vrednost r? izmedu izlaza
AFB1zsro, AFB10z I AFB1po tokom perioda testiranja mreze bile su 0,998; 0,997 i 0,999.

Vrednosti r? iznad 0,997 ukazuju da model dobro predstavlja eksperimentalne podatke.

4.5.1.3. Analiza osetljivosti ANN modela

U ovoj studiji primenom analize osetljivosti (eng. sensitivity analysis) ispitan je uticaj
ulazne promenljive €ija je vrednost bila na odredenoj poziciji u rasponu vrednosti ulaznih
promenljivih, na izlazne promenljive. Ova analiza pokazuje koliko su odzivne promenljive

osetljive na male promene ulaznih parametara. Vrednost osetljivosti je zapravo jednaka
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vrednosti prvog izvoda ulazne promenljive. Za svaku ulaznu promenljivu, prvi izvod se
odreduje u odnosu na deset jednako udaljenih tataka na posmatranom intervalu ove
promenljive, koji su definisani minimalnim 1 maksimalnim vrednostima. Racunate vrednosti
osetljivosti odreduju se koris¢enjem Tejlorove formule (Turanyi i Tomlin, 2014). Uticaj
odredene ulazne promenljive na izlaznu promenljivu, odnosno racunanje promene izlaznog
parametra za infinitezimalno malu promenu ulazne promenljive, kao i uticaj ulazne
promenljive koja uzima vrednost na odredenoj poziciji intervala ulaznih vrednosti prikazana
je na Slici 31. Dobijene vrednosti ove numericke analize odgovaraju nivoima eksperimentalne
greSke, a takode pokazuju i uticajnost parametara aw i temperature na sadrzaj AFBizspo,
AFB10z 1 AFB1po.

7
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Slika 31. Analiza osetljivosti ANN modela — uticaj ulaznih promenljivih na izlazne
promenljive
Infinitezimalne promene temperature skladiStenja blizu minimuma intervala
temperature (oko 15 °C, na osnovu Tabele 20) pozitivno uti¢u na sadrzaj AFB1zepo, AFB10z i
AFBi1po, dok male promene temperature blizu maksimuma ulaznog prostora temperatura
(blizu 37 °C) nemaju znacaja na promenu akumulacije AFB;1 (Slika 31). Primecuje se da

promene temperature skladiStenja najviSe uticu na promene u generisanju AFB1 oljustenog
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zrna spelte (AFB10z). Uticaj aw bio je na stalnom nivou u celom rasponu vrednosti ulaznog
spektra, za sve AFBj, ali u odnosu na uticaj temperature, ovaj uticaj je bio izrazeniji na
AFB1zpro i AFB1po nego na AFBioz.

ANN model za predvidanje biosinteze aflatoksina ukazuje na veci uticaj faktora aw u
poredenju sa faktorom temperature, Ciji uticaj postaje vazniji pri malim vrednostima aw.
Rezultati ove analize sasvim odgovaraju zaklju¢cima SOP modela. Pokazalo se da razvijeni
model moze da se Koristi za predvidanje biosinteze AFB1 u zrnu spelte, pa samim tim moze
da predstavlja efikasan alat za predikciju biosinteze AFB: u cilju smanjivanja rizika od

kontaminacije spelte mikotoksinima.

4.6. UTICAJ KONTAMINACIJE SPELTE AFLATOKSINOM Bi NA
ODABRANE PARAMETRE PROMETNOG I TEHNOLOSKOG
KVALITETA

U cilju odredivanja uticaja kontaminacije na prometni i tehnoloski kvalitet spelte,
ispitani su razli¢iti nivoi kontaminacije spelte sa AFB: u poredenju sa kontrolnim
nekontaminiranim uzorkom. Istrazivanja mnogih autora su ukazala na smanjenje parametara
prometnog i tehnoloskog kvaliteta (sadrzaj proteina i glutena, veli¢ina zrna, apsolutna masa,
vreme razvoja testa, stabilnost testa, Zelatinizacija skroba) kao i gubitke pecivnih svojstava
pSeni¢nog braSna u slufaju kontaminacije pSenice plesnima (Schmidt i sar., 2016;
Capouchova i sar., 2017; Khaneghah i sar., 2018).

Uticaj razli¢itih nivoa kontaminacije spelte sa AFB1 na parametre kvaliteta kao Sto su
apsolutna masa i sadrzaj proteina prikazani su u Tabeli 23. Masa 1000 zrna ili apsolutna masa
je fizi¢ki parametar prometnog kvaliteta koji ukazuje na veli¢inu i nalivenost endosperma
zrna tj. moguénost iskoriS¢enja brasna. U istrazivanjima Prange i sar. (2005) kod uzoraka
pSenice koji su bili zaraZeni plesnima zabelezena je pojava Sturih zrna koja su imala manju
apsolutnu masu u poredenju sa “zdravim” zrnima. Inokulacijom spelte Fusarium i Alternaria
vrstama takode je zabelezeno smanjenje apsolutne mase zrna spelte (Suchowilska i Wiwart,
2006; bisalov, 2015a). Prema literaturnim navodima Bodroza-Solarov i sar. (2009), masa
1000 zrna razlicitih genotipova spelte se kretala u opsegu 39,7 - 40,9 g i bila je niza u
poredenju sa hlebnom psenicom, ¢ija vrednost je iznosila 43,8 g. Rezultati nasih ispitivanja su
pokazali da je vrednost apsolutne mase kontrolnog nekontaminiranog uzorka spelte iznosila
42,45 g. Na osnovu rezultata prikazanih u Tabeli 32, moze se uociti da u uzorcima
inokulisanim sa A. flavus pri visokim nivoima kontaminacije sa AFB: od 100 i 250 pg/kg

doslo je do smanjenja apsolutne mase (39,75 g odnosno 40,20 g) sa statistickom znacajnosc¢u
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(p<0,05) u poredenju sa uzorcima kontaminiranim sa 25, 50 i 100 pg/kg AFB:1 ¢ija je
apsolutna masa iznosila 42,45 g, 42 g i 41,85 g, respektivno.

Tabela 23. Parametri kvaliteta uzoraka spelte kontaminiranih sa razli¢itim koli¢inama AFB1

(X +SD)
Koli¢ina AFB: Parametri kvaliteta
(ng/kg) Apsolutna masa (g)  Sadrzaj proteina (% na s.m.)

0 42,45 + 1,25° 15,6 + 0,18
25 42,0 +0,85% 15,65 + 0,15*

50 41,85 + 0,922 15,7 £ 0,21°
100 39,75 +0,45° 15,75 + 0,252
250 40,20 + 0,93° 16,10 + 0,20P

Razli¢ita slova napisana u indeksima u istoj koloni tabele, oznaCavaju statisticki znaCajne razlike u
srednjim vrednostima uzoraka (na nivou p<0,05), na osnovu post-ANOVA Tukey-evog HSD testa,

n=3 ponavljanja

Jedan od najbitnijih hemijskih pokazatelja kvaliteta psenice na osnovu kog se pSenica
razvrstava u klase jeste sadrzaj proteina. TehnoloSka svojstva brasna pSenice i karakteristike
testa su uglavnom odredene strukturom i koli¢inom proteina glutena. Sadrzaj proteina u spelti
varira u opsegu od 12,49% do 18,40% (Mikos i Podolska, 2012). Uzorak spelte u ovim
istrazivanjima sadrzao je 15,6% proteina. Sadrzaj proteina (16,10%) u uzorku
kontaminiranom sa 250 pug/kg AFB1 bio je veci od sadrzaja proteina u uzorcima sa nizim
nivoima kontaminacije (Tabela 23). Sli¢ne rezultate zabelezili su Sari¢ i sar. (2008) i Malaker
i sar. (2009) proucavajuci uticaj infekcije zrna plesnima Alternaria i Fusarium na kvalitet
hlebne pSenice. Ovi autori navode da se sadrzaj proteina povecao usled povecanja infekcije
zrna plesnima. Sadrzaj proteina u suvoj materiji plesni moze da iznosi i do 40%, pa veci
sadrzaj proteina u inficiranim frakcijama pSenice verovatno potice od micelije plesni prisutnih
u znadajnim koli¢inama u inficiranim zrnima (Sari¢ i sar., 2008). Rezultati ovih istrazivanja
su pokazali da neki parametri kvaliteta spelte mogu biti naruseni samo pri visokim
vrednostima kontaminacije sa AFB1, §to je zabrinjavajuce s obzirom na zdravstvene rizike i
Stetnosti po ljude i zivotinje koje ovaj kontaminent moze da izazove i pri mnogo nizim
koncentracijama.

Tehnoloski kvalitet pSenice i brasna se moze proceniti na 0Snovu ispitivanja osobina
testa koriS¢enjem specifi¢nih reoloskih metoda. Istrazivanjima Antes i sar. (2001) utvrdena je
promena kvaliteta glutena pSenice, $to je imalo za posledicu pogorSanje nekih parametara
testa, a samim tim i smanjenje zapremine hleba napravljenog od brasna pSenice kontaminirane

plesnima Aspergillus spp. i Penicillium spp.
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Parametri testa brasna spelte pri mesSanju dobijeni koris¢enjem Micro-dough LAB uredaja

prikazani su u Tabeli 24.

Tabela 24. Parametri testa pri meSanju dobijeni koris¢enjem Micro-dough LAB uredaja
Koli¢ina AFB1 (pg/kg)

Parametar 0 50 550
Mo¢ upijanja vode” (%) 58,5 67,6 66,7
Razvoj testa (min) 0,7 1,1 1,2
Stabilitet (min) 14,3 13,9 13,8

“racunato na 14% vlage brasna, za postizanje konzistencije od 500 FJ

Povecanje koli¢ine AFB1 u uzorcima spelte dovelo je do povecanja moc¢i upijanja vode brasna
spelte, kao i povecanja vremena razvoja testa. Stabilitet testa je pokazao tendenciju opadanja
sa porastom nivoa kontaminacije. Duze vreme razvoja testa i kraci stabilitet kod
kontaminiranih uzoraka moze da ukaze na promenu u sposobnosti hidratacije i smanjenje
tolerancije brasna na mesenje. Farinografske krive kontrolnog i uzorka spelte kontaminiranog
sa 250 pg/kg AFB: prikazane su na Slici 32.
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Slika 32. Farinografske krive A — kontrolnog uzorka spelte, B — uzorka spelte kontaminiranog
sa 250 pg/kg AFB1

Odredivanjem parametara prometnog i tehnoloskog kvaliteta uzoraka spelte kontaminiranih sa

AFB: uz komparaciju sa kontrolnim (nekontaminiranim) uzorkom daje uvid o uticaju
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kontaminacije na parametre kvaliteta i doprinosi evaluaciji uticaja plesni A. flavus na

zdravstvenu bezbednost i kvalitet spelte.
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5. ZAKLJUCAK

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

zakljucci:

» Determinacijom plesni sa uzoraka zrna hlebne psenice i spelte prikupljenih iz regiona
Vojvodine uocen je znatno veéi broj rodova i vrsta mikobiota identifikovanih na zrnu
hlebne psSenice u poredenju sa speltom tokom sve tri posmatrane godine (2015-2017).
Najraznovrsnije mikobiote (24 roda i vrste plesni) determinisane su na uzorcima
hlebne pSenice iz 2017. godine. Najveci intenzitet pojave tzv. poljskih plesni kao Sto
su Alternaria spp. i Fusarium spp. zabeleZen je u uzorcima iz semi-humidne 2016.
godine, dok je pojava Penicillium i Aspergillus vrsta bila najintenzivnija u uzorcima iz
semi-aridne 2017. godine. Uocene razlike u raznovrsnosti i nivou mikoloske
kontaminacije hlebne pSenice i spelte su bile posledica morfoloskih i bioloskih
svojstva ovih Triticum vrsta, dok su razlike po godinama u okviru jedne vrste bile

posledica vremenskih prilika koje su vladale tokom vegetacije ispitivanih useva.

» Od 6 Aspergillus vrsta determinisanih na zrnu spelte roda 2017. godine, najucestalija
je bila A. nidulans (ucestalost 90%), sa intenzitetom pojave od 14%, dok je na zrnu

pSenice dominantna vrsta bila A. flavus (u€estalost 45%, intenzitet pojave 7%).

> Identifikacija i karakterizacija 38 izolata A. flavus odredeni su primenom polifaznog
pristupa koji ukljucuje klasi¢ne mikrobioloSke 1 molekularne metode. Uporedivanjem
fenotipskih karakteristika zajedno sa molekularnom karakterizacijom koja je izvrSena
pomocu analiza sekvenci ITS i B-tubulin gena uocena je neophodnost primene
molekularnih metoda u cilju taéne i pouzdane identifikacije. Razdvajanje
amplifikovanih PCR produkata razli¢itih vrsta na gelu potvrdeno je sekvenciranjem,
pa se metoda lanane reakcije polimeraze u kombinaciji sa Lab-on-a-chip
elektroforezom moze uspeSno koristiti za brzu diferencijaciju vrsta plesni roda

Aspergillus - sekcija Flavi.

> Ispitivanjem potencijala za biosintezu AFB: A. flavus izolovanih sa zrna hlebne
pSenice i spelte utvrdeno je da su dva izolata (A. flavus No. 1 i No. 2) poreklom sa
hlebne pSenice pokazala aflatoksigeni potencijal nakon 14 i 21 dana inkubiranja na
temperaturi od 25 °C na podlozi YESA u koli¢inama 140 pg/kg agara i 210 pg/kg

agara.
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» Prilikom testiranja otpornosti razli¢itih Triticum vrsta: hlebne pSenice, spelte, korasana
i hibrida pSenice inokulisanih toksigenim izolatima A. flavus u fazi cvetanja,
kvantifikovan je visok nivo AFB1 (256 pg/kg) u zrnu spelte, dok kod drugih Triticum
vrsta, AFB1 nije detektovan (<LOD). Odredivanjem fizicko-hemijskih karakteristika
plevicastih omotaca Triticum spp. potvrden je njihov efekat na rast i razvoj A. flavus i
biosintezu AFB;1. Rezultati sadrzaja AFB1 u Triticum vrstama pokazali su da plevicasti
omotaci golozrnih vrsta ne pruzaju povoljne uslove za rast A. flavus, kao i biosintezu
AFBy, dok je utvrdeno da je zrno spelte osetljivo na infekciju uzrokovanu rastom

plesni.

» Poredenjem ukupnog broja plesni odredenog na kontrolnim uzorcima razli¢itih
Triticum spp., uoeno je da su na uzorcima spelte i korasan pSenice mikobiote bile
prisutne u najmanjem broju (200 cfu/g odnosno 250 cfu/g), sto potvrduje Cinjenicu da
su stare Triticum vrste prirodno otpornije na uticaj spoljasnjih faktora, a samim tim i
na infekciju mikobiotama. Hlebna psSenica je bila najvise podlozna infekciji
mikobiotama (450 cfu/g).

» Ispitivanjem uticaja razli¢itih temperatura (15, 23, 30 i 37 °C) i aktivnosti vode (0,85;
0,90; 0,95 i 0,99) na sintezu AFB: u vestacki inokulisanim uzorcima spelte sa
plevicastim omota¢ima kao i prethodno oljuStenim zrnima odredeni su optimalni
uslovi za biosintezu AFB1. Uslovi pri kojima je ostvarena najveca produkcija AFB:
bili su temperatura 30 °C i aw 0,99 u svim vrstama uzoraka (zrna spelte inkubirana bez
plevicastih omotaca, plevicasti omotaci i oljustena zrna). Rezultati su pokazali da je
prisustvo plevicastih omotaca predstavljalo zastitnu barijeru za prodiranje plesni i

akumulaciju AFB:.

» Matematicki modeli, razvijeni primenom faktora sa visokom znacajnoscu kao $to su
temperatura skladiStenja 1 aktivnost vode, mogu biti koriS¢eni u predvidanju

akumulacije AFB1 u zrnu spelte, $to predstavlja kljuéni korak u proceni rizika.

» Razliciti nivoi kontaminacije spelte sa AFB1 u poredenju sa kontrolnim
nekontaminiranim uzorkom uticali su na smanjenje odredenih parametara tehnoloskog
kvaliteta i potencijalne gubitke pecivnih svojstava speltinog brasna pri sadrzaju AFB:
od 50 pg/kg i 250 pg/kg.
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7. PRILOZI

Prilog 1. Sekvence PCR produkata deponovanih u GenBank bazi podataka

MH582473

>seql [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JKO beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTCGCCAGTCCGTGC

MH582474

>seq?2 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK1 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATGTGTTCCGGTTATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCA
TCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATA
CACCTCGAACGAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGA
CGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAAC
GTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCT
TTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGT
GCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTC
CCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAG

MH582475

>seq3 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK2 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTCGCCAGTCCGTGC

MH582476

>seq4 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK3 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds LOsa
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
G

MH582477

>seq5 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK4 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGC

MH582478

>seq6 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK5 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
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GTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATC
TCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACA
CCTCGAACGAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACG
GCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGT
CTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTT
GCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGC
CGTCCTCGTTGATCTTGAGC

MH582479

>seq8 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK7 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
GTGTCCTGGTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCAT
CTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATAC
ACCTCGAACGAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGAC
GGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACG
TCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTT
TGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTG
CCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGG

MH582480

>seq9 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK8 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCGCGTCGGCCAGTC

MH582481

>seq10 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK9 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTTGTTCCATGGACGCCGTCCACGCCGGTCCCTTCGGTCAGCT
CTTCGGTCCCGACAA

MH582482

>seql1 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK10 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
CTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACG
GCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACG
ACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTA
CAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAG
GTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTGACC
GCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGAT
CTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTT
CCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGC

MH582483

>seq12 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK11 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TTTTAACTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCG
AGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAA
CGAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGA
TAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTC
AACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTC
CTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTC
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GTTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTC
AGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTG

MH582484

>seq13 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK12 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGA
GCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAAC
GAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGAT
AGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCA
ACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCC
TGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCG
TTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCA
GCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGCT

MH582485

>seq14 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK13 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGCT

MH582486

>seql15 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK14 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGG
CTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGACGACCATAT
GGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCT
CCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTC
AAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGG
CCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGG
TACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGAC
AACTTCGTTTTCGGCCAGTC

MH582487

>seq16 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK15 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
CCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCAC
GGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAAC
GACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTT
ACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGA
GGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTGAC
CGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGA
TCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCT
TCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGC

MH582488

>seql7 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK16 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTCGCCAGTCCGTGC

MH582489

>seq18 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK17 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
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TACTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCA
CGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAA
CGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGT
TACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACG
AGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTGA
CCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTG
ATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCT
CTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGC

MH582490

>seq19 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK18 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TGTCCCTGTTTATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCT
CTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACAC
CTCGAACGAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGG
CAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTC
TACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTG
CAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCC
GTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTT
CGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGCT

MH582491

>seq20 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK19 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACGG
CCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACGA
CGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTAC
AATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAGG
TGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTGACCG
CTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGATC
TTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTTC
CGTCCCGACAACTTCGTTCGCCAGTCCGTGC

MH582492

>seq21 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK20 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCG

MH582493

>seq22 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK21 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
GTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATC
TCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACA
CCTCGAACGAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACG
GCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGT
CTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTT
GCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGC
CGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCT
TCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGC

MH582494

>seq23 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK22 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
CTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCACG
GCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAACG
ACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTTA
CAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGAG
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GTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTGACC
GCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGAT
CTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCTT
CCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGC

MH582495

>seq24 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK23 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
CCTGTTTTATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTG
GCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTC
GAACGAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAA
GGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTAC
TTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAA
CTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTC
CTCGTTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCG
GTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGCT

MH582496

>seq25 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK24 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCGT

MH582497

>seq26 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK25 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGCGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAAGTTCG

MH582498

>seq27 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK26 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTCGGCCAGTCCGTGC

MH582499

>seq28 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK27 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGC

MH582500

>se(29 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK28 beta-tubulin (benA) gene,
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partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTTCCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAAGTTCG

MH582501

>seq30 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK29 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGCGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGACCCGACAACT

MH582502

>seq31 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK30 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
AAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCT
ACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGC
AACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCG
TCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTC
GGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGC

MH582503

>seq32 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK31 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
CCTGTTATACCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTG
GCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTC
GAACGAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAA
GGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTAC
TTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAA
CTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTC
CTCGTTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCG
GTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTCGGCCAGTCCGTGC

MH582504

>seq34 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK33 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGCAC
GGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGAAC
GACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAGTT
ACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAACGA
GGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTGAC
CGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTTGA
TCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGCTCT
TCCGTCCCGACAACTTCGTTTTCGGCCAGTCCGGTGC

MH582505

>seq35 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK34 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TGTGTCCTGTTTTATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCAT
CTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATAC
ACCTCGAACGAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGAC
GGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACG
TCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTT
TGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTG

132




Doktorska disertacija Jelena Krulj

CCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCC
CTTCGGTCAGCTTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTGTCGGCCAGTCGCGGTGC

MH582506

>seq36 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK35 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCGTGTCGGCCAGTCCGTGC

MH582507

>seq37 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK36 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTTCGGCCAGTCCGTGC

MH582508

>seq38 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK37 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
GTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATC
TCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACA
CCTCGAACGAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACG
GCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGT
CTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTT
GCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGC
CGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCT
TCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTT

MH582509

>seq39 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK38 beta-tubulin (benA) gene,
partial cds
TGTGTCCTGTTATATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCAT
CTCTGGCGAGCACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATAC
ACCTCGAACGAACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGAC
GGCAAGGATAGTTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACG
TCTACTTCAACGAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTT
TGCAACTCCTGACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTG
CCGTCCTCGTTGATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCC
CTTCGGTCAGCTCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTCGGCCAGTCCGTGC

MH582510

>seq40 [organism=Aspergillus flavus] Aspergillus flavus JK39 beta-tubulin (benA) gene,
partial cd
TATCTGCCACATGTTTGCTAACAACTTTGCAGGCAAACCATCTCTGGCGAGC
ACGGCCTTGACGGCTCCGGTGTGTAAGTACAGCCTGTATACACCTCGAACGA
ACGACGACCATATGGCATTAGAAGTTGGAATGGATCTGACGGCAAGGATAG
TTACAATGGCTCCTCCGATCTCCAGCTGGAGCGTATGAACGTCTACTTCAAC
GAGGTGCGTACCTCAAAATTTCAGCATCTATGAAAACGCTTTGCAACTCCTG
ACCGCTTCTCCAGGCCAGCGGAAACAAGTATGTCCCTCGTGCCGTCCTCGTT
GATCTTGAGCCTGGTACCATGGACGCCGTCCGTGCCGGTCCCTTCGGTCAGC
TCTTCCGTCCCGACAACTTCGTTCGGCCAGTCCGTGC
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Izvod:
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Prisustvo plesni i mikotoksina u hrani predstavlja viSestruku opasnost, kako sa aspekta
bezbednosti hrane, tako i sa aspekta globalne trgovine. Ucestalost i intenzitet pojave plesni na
uzorcima zrna hlebne pSenice i spelte prikupljenih u regionu Vojvodine odredeni su nakon
zetve tokom trogodiSnjeg perioda (2015-2017). Istrazivanja su obuhvatila identifikaciju i
karakterizaciju 38 izolata A. flavus primenom polifaznog pristupa koji ukljucuje klasi¢ne
mikrobioloske i molekularne metode. Ispitivanjem potencijala biosinteze AFB: izolata A.
flavus utvrdeno je da su dva izolata poreklom sa zrna hlebne pSenice pokazala aflatoksigeni
potencijal. Vestacka inokulacija razli¢itih Triticum vrsta: hlebne psenice, spelte, korasan i
hibrida pSenice toksigenim izolatama izvrSena je u fazi cvetanja u cilju poredenja otpornosti
ovih vrsta na pojavu A. flavus i produkciju AFB:. Visok nivo AFB1 (256 pg/kg) je
kvantifikovan samo u zrnu spelte, dok kod drugih Triticum vrstama, zrno nije bilo
kontaminirano AFB: (<LOD). Odredivanjem fizicko-hemijskih karakteristika plevicastih
omotaca Triticum vrsta potvrden je njihov potencijalni uticaj na rast i razvoj A. flavus i
biosintezu AFB1. Efekti razli¢itih temperatura (15, 23, 30 i 37 °C) i aktivnosti vode (0,85;
0,90; 0,95 i 0,99) na biosintezu AFB; ispitani su na vestacki inokulisanim uzorcima spelte sa
plevicastim omotac¢ima kao i prethodno oljustenim zrnima. Optimalni uslovi za biosintezu tj.
uslovi pri kojima je ostvaren najveéi prinos AFB1 bili su temperatura 30 °C i aw 0,99 u svim
tipovima uzoraka (zrna spelte inkubirana bez plevicastih omotaca - ZBPO, plevi¢asti omotaci
- PO i zrna nakon ljustenja tj. oljustena zrna - OZ). Rezultati su pokazali da je prisustvo
plevicastih omotaca bilo zastitna barijera za razvoj infekcije i akumulaciju AFB: u zrnu.
Matematicki modeli, razvijeni primenom faktora sa visokom znacajno$¢u kao S§to su
temperatura skladistenja i aktivnost vode, mogu biti koris¢eni u predvidanju akumulacije
AFB1 u zrnu spelte sto predstavlja Klju¢ni korak u proceni rizika. Ispitivanjem uticaja
razli¢itih nivoa kontaminacije spelte AFB1 u poredenju sa kontrolnim nekontaminiranim
uzorkom ukazano je na smanjenje odredenih parametara tehnoloskog kvaliteta i potencijalne
gubitke pecivnih svojstava speltinog brasna pri sadrzaju AFB;1 od 50 pg/kg i 250 pg/kg.
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Abstract:

AB

The presence of fungi and mycotoxins in food presents a multiple risk, both from the aspect
of food safety and from the aspect of global trade. The frequency and incidence of mycobiota
on common wheat and spelt grains samples collected in the region of Vojvodina were
determined after harvest during the three-year period (2015-2017). The research covered the
identification and characterization of 38 A. flavus isolates using a polyphase approach
including classical microbiological and molecular methods. Testing the A. flavus isolates for
AFB: biosynthesis, it was found that two isolates originating from wheat grains possess the
aflatoxigenic potential. Artificial inoculation of different Triticum species: common wheat,
spelt, khorasan and hybrid wheat with toxigenic isolates was carried out in the flowering
stage in order to compare the resistance of these species to the occurrence of A. flavus and the
production of AFB;:. The highest AFB; level (256 pg/kg) was determined only in the dehulled
spelt grains, in comparison to other species where AFB1 was not detected in dehulled grains.
In order to investigate the impact of wheat hulls on development of A. flavus, including the
biosynthesis of toxic fungal metabolites, physico-chemical and structural properties of
different Triticum spp. hulls were characterized. The effects of different temperatures (15, 23,
30 and 37 ° C) and water activity (0.85; 0.90; 0.95 and 0.99) on AFB;: biosynthesis were
examined on artificially inoculated hull-less as well as hulled spelt grains. The optimal
conditions for AFB: biosynthesis (the conditions in which the highest AFB; yield was
achieved) were temperature 30 °C and 0.99 aw in the all tested spelt samples (hull-less grain,
dehulled grains and hulls). Accumulation of AFB;1 was significantly higher in hull-less than in
dehulled grains that implicate the protective effect of spelt hulls. Mathematical models,
developed using high-significance factors such as storage temperature and water activity, can
be used to predict the accumulation of AFB:1 in spelt grains, which is a key step in risk
assessment. By examining the influence of different levels contamination levels of spelt grain
with AFB: and comparing to the control (uncontaminated) sample, the reduction in certain
technological quality parameters and the potential loss of dough properties of spelt flour with
AFB; content of 50 pg/kg and 250 pg/kg was pointed out.
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