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KARAKTERIZACIJA VRSTA IZ Fusarium fujikuroi KOMPLEKSA
PATOGENA ZRNA STRNIH ZITA U SRBIJI

REZIME

[z zrna obicne pSenice, durum pSenice, je¢ma i tritikalea sakupljenih iz skladista
sa 55 lokaliteta u Srbiji tokom cetiri godine (2014.-2017.) dobijeni su izolati vrsta
Fusarium fujikuroi kompleksa. Odabrani izolati su identifikovani i okarakterisani na
osnovu patogenih, molekularnih, morfoloskih i toksikoloskih karakteristika. Na strnim
Zitima identifikovane su tri vrste F. fujikuroi kompleksa - Fusarium verticillioides,
Fusarium proliferatum i Fusarium subglutinans. Ova ispitivanja su potvrdila prisustvo
ove tri vrste na zrnu pSenice i jeéma u Srbiji. F. verticillioides, F. proliferatum i F.
subglutinans su po prvi put opisane na zrnu durum pSenice u Srbiji, kao i na zrnu
tritikalea u svetu.

Molekularna identifikacija vrsta F. fujikuroi kompleksa uradena je na osnovu tri
genska lokusa (ITS, TEF 1-a i RPB2). Sekvenciranjem tri genska lokusa dobijene su
sekvence na osnovu kojih su rekonstruisana filogenetska stabla za svaki region posebno.
Na osnovu TEF 1-a regiona uspesSno su razdvojene sve tri vrste F. fujikuroi kompleksa,
dok na osnovu druga dva regiona to nije bilo moguce. Identifikacija vrsta uradena je i
primenom specifi¢nih prajmera (VER1/VER2, PRO1/PRO2, SUB1/SUB2, FV-F2/FV-FR,
FS-F1/FS-Ri FS-F2/FS-R).

Na osnovu makroskopskih karakteristika kao Sto su izgled i boja micelije,
pigmentacija podloge uocena je varijabilnost kod sve tri vrste F. fujikuroi kompleksa, ali
na osnovu ovih Kkarakteristika nije bilo mogucée precizno razlikovati ove tri vrste.
Makrokonidije i mikrokonidije obrazovale su sve tri vrste, dok je prisustvo mezokonidija
zabeleZzeno samo kod izolata vrste F. subglutinans. Vrste F. fujikuroi kompleksa
obrazovale su makrokonidije ravnih ivica sa zakrivljenom apikalnom ¢elijom i bazalnom
¢elijom u obliku stopala. NajduZe makrokonidije obrazovala je vrsta F. subglutinans.
Mikrokonidije su bile bez septi, ovalnog oblika. Najkra¢e mikrokonidije obrazovala je
vrsta F. proliferatum. Vrsta F. verticillioides obrazovala je mikrokonidije u dugim lancima
na monofijalidama, dok je vrsta F. proliferatum obrazovala krace lance mikrokonidija na
monofijalidama i polifijalidama. Kod vrste F. subglutinans mikrokonidije su se formirale
u laznim glavicama na monofijalidama i polifijalidama. Nacini obrazovanja
mikrokonidija mogu posluZiti u preliminarnoj identifikaciji ove tri vrste.

Virulentnost vrsta ispitana je na listovima jeCma, klasu durum psenice i klasu
pSenice, je¢ma i tritikalea. Na listovima jeCma vrste F. proliferatum i F. subglutinans bile
su jednako virulentne, dok je vrsta F. verticillioides imala najmanju prosenu ocenu
virulentnosti. Ispitivanja na klasu durum pSenice sprovedena su tokom dve godine.
Rezultati su pokazali da je virulentnost bila ve¢a u drugoj godini ispitivanja. Tokom obe
godine najvirulentnija vrsta je bila F. verticillioides dok su vrste F. proliferatum i F.
subglutinans bile su jednako virulentne. Tokom jedne proizvodne godine ispitana je
virulentnost ovih vrsta na klasu psSenice, je¢ma i tritikalea, nakon cega je zaklju¢eno da
su sve tri vrste F. fujikuroi kompleksa bile jednako virulentne.

Vrste ovog kompleksa su znacajne zbog svoje sposobnosti da sintetiSu
mikotoksine od kojih su najznacajniji fumonizini. Koncentracije sintetisanih fumonizina
ispitane su ELISA metodom. Dobijeni rezultati ukazali su na visoke koncentracije
fumonizina kod izolata vrsta F. verticillioides i F. proliferatum, dok su izolati vrste F.
subglutinans sintetisali fumonizine u niskim koncentracijama ili ispod praga detekcije.



Klju¢ne reci: Fusarium fujikuroi, Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum,
Fusarium subglutinans, pSenica, durum pSenica, je¢am, tritikale, fumonizini.
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CHARACTERIZATION OF Fusarium fujikuroi SPECIES COMPLEX
PATHOGENS OF SMALL GRAIN KERNELS IN SERBIA

ABSTRACT

Fusarium fujikuroi species complex isolates were obtained from grains of
common wheat, durum wheat, barley and triticale collected from storages from 55
locations in Serbia during four years (2014-2017). Selected isolates were identified and
characterized based on pathogenic, molecular, morphological and toxicological
characteristics. Three species of F. fujikuroi complex were identified on small grains -
Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum and Fusarium subglutinans. Results of
these researches confirmed the presence of these three species on wheat and barley
grains in Serbia. This is the first report of F. verticillioides, F. proliferatum and F.
subglutinans on durum wheat grain in Serbia, as well as on triticale grain in the world.

Molecular identification of the F. fujikuroi species complex was done on the basis
of three gene loci (ITS, TEF 1-a and RPB2). By sequencing three gene loci, sequences
were obtained on the basis of which phylogenetic trees were reconstructed for each
region. All three species of the F. fujikuroi species complex were successfully separated
based on the TEF 1-a region, while on the other two regions it was not possible. Species
identification was also done using specific primers (VER1/VER2, PRO1/PROZ,
SUB1/SUB2, FV-F2/FV-FR, FS-F1/FS-R and FS-F2/FS-R).

Based on macroscopic characteristics such as appearance and color of the
mycelium, pigmentation of the substrate, variability was observed in all three species of
F. fujikuroi species complex, but based on these characteristics, it was not possible to
accurately distinguish these three species. All three species produced macroconidia and
microconidia, while the presence of mesoconidia was observed only in F. subglutinans
isolates. Species of the F. fujikuroi complex produced straight-edged macroconidia with a
curved apical cell and a foot-shaped basal cell. The species longest macroconidia were
produced by F. subglutinans. Microconidia were without septa, oval in shape. The
shortest microconidia were formed by F. proliferatum isolates. The species F.
verticillioides formed microconidia in long chains on monophialids, while F. proliferatum
formed shorter chains of microconidia on monophialids and polyphialids. Species F.
subglutinans formed microconidia in false heads on monophialids and polyphialids. The
methods of formation of microconidia can be useful in the preliminary identification of
these three species.

The virulence of the species was tested on barley leaves and spikes on durum
wheat, wheat, barley and triticale. On barley leaves, F. proliferatum and F. subglutinans
were equally virulent, while F. verticillioides had the lowest average virulence rating.
Research on the durum wheat spikes was conducted in two year period. The results
showed that virulence was higher in the second year of the trial. During both years, the
most virulent species was F. verticillioides, while the species F. proliferatum and F.
subglutinans were equally virulent. During one production year the virulence of these
species was tested on wheat, barley and triticale spikes, after which it was concluded
that all three species from F. fujikuroi complex were equally virulent.

The species of this complex are significant for their ability to synthesize
mycotoxins, of which the most important are fumonisins. The concentrations of
synthesized fumonisins were tested using the ELISA method. The obtained results
indicated high concentrations of fumonisins in isolates of F. verticillioides and F.



proliferatum, while isolates of F. subglutinans synthesized fumonisins in low
concentrations or below the detection rate.

Key words: Fusarium fujikuroi, Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum,
Fusarium subglutinans, wheat, durum wheat, barley, triticale, fumonisins

Scientific field: Biotechnical sciences
Narrow scientific field: Phytopathology
UDC: 632.4:582.28]:633.1(043.3)
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1. Uvod

Zita imaju veliki znacaj u ishrani ljudi, domadéih Zivotinja i u industrijskoj preradi. U
strna Zita se ubrajaju obi¢na pSenica (Triticum aestivum L.), jeCam (Hordeum vulgare L.),
ovas (Avena sativa L.), durum pSenica (Triticum turgidum L. var. durum Desf.) i tritikale
(Triticosecale Wittmack) (Hancock, 2012). Po zastupljenosti medu Zitima u Srbiji, pSenica
zauzima drugo mesto posle kukuruza i gaji se na oko 35% ukupnih obradivih povrsina pod
Zitima. PSenica je dominantna u odnosu na ostala strna Zita jer se gaji na oko 580 hiljada
hektara, dok je na drugom mestu po zastupljenosti strnih Zita u Srbiji jeCam koji se gaji na
100 118 hektara obradive povrSine. Tritikale se u Srbiji gaji na 25 725 hektara obradive
povrsSine i koristi se kao sto¢na hrana. Durum pSenica se koristi u ishrani ljudi i od velikog
je znacaja za mlinarsku industriju i industriju testenina (Takaci sar., 2019).

Gljive roda Fusarium spadaju u grupu ekonomski znacajnih prouzrokovaca bolesti
strnih Zita. Na strnim Zitima najCeS¢e izazivaju fuzariozu klasa. Vrste koje pripadaju
Fusarium fujikuroi kompleksu su kosmopolitski rasprostranjene, ekonomski znacajne i
toksigene vrste (Yilmaz et al., 2021). Do sada je opisano viSe od 60 filogenetski razlic¢itih
vrsta od kojih su najznacajnije Fusarium verticillioides (Saccardo) Nirenberg, Fusarium
proliferatum (Matsushima) Nirenberg i Fusarium subglutinans (Wollenweber & Reinking)
Nelson, Toussoun & Marasas (O’Donnell et al. 1998; Leslie and Summerell, 2006;
Munkvold, 2017; Crous et al,, 2021; Yilmaz et al., 2021).

Primarni domacdin ovih vrsta je kukuruz (Leslie and Summerell, 2006), ali je
njihovo prisustvo zabeleZeno i na pSenici, durum psenici i je¢mu. U povoljnim godinama
vrste F. fujikuroi kompleksa mogu da izazovu smanjenje prinosa pSenice i do 60%
(Ramirez et al., 2006; Palacios et al., 2011; Ivi¢ et al., 2011; Piacentini et al., 2015). U
Srbiji su sve tri vrste opisane na kukuruzu (Levi¢ et al., 2009), dok je medu strnim Zitima
njihovo prisustvo zabeleZeno na pSenici (Dopuda i Levi¢, 2004; Stankovi¢ et al., 2007;
Krnjaja et al., 2008; Tancic¢ i sar., 2009; Krnjaja et. al.,, 2011a, 2011b; Levi¢ et al.,,
2012b; Savic etal., 2021) i jecmu (Levic et al., 2009; Levic¢ et al., 2012a).

Znacajan aspekt vrsta F. fujikuroi kompleksa je njihova sposobnost da sintetiSu
mikotoksine. lako mogu da stvaraju razliite mikotoksine, najznacajniji su fumonizini.
Medu njima najtoksicniji je fumonizin FB1 (Logrieco et al., 2003). Ranija ispitivanja su
pokazala visoke koncentracije fumonizina FB1 u zrnu kukuruza i u proizvodima na bazi
kukuruza (FAO, 2021). Fumonizine sintetiSu vrste F. verticillioides i F. proliferatum u viSim,
ali i vrsta F. subglutinans u niZim koncentracijama. Mikotoksini dospevaju u biljku nakon
zaraze toksigenim vrstama gljiva i mogu da kontaminiraju biljne proizvode ili animalne
preradevine (Nelson et al., 1991; Ariiio et al., 2007; Covarelli et al,, 2012; Lanza et al.,
2014; Rocha et al., 2015). Takode, imaju Stetno dejstvo po zdravlje ljudi i domacih
Zivotinja koje se ogleda u ispoljavanju kancerogenih, teratogenih, neurotoksi¢nih i drugih
toksi¢nih efekata (Pleadin et al.,, 2019). U Srbiji, a i u svetu, prisustvo fumonizina
zabeleZeno je 2009. godine na klasu pSenice (Stankovic¢ et al.,, 2012), Sto upucuje da vrste
ovog roda pored ekonomskih Steta predstavljaju i kontaminante mikotoksinima koje treba
eliminisati u cilju proizvodnje zdravstveno bezbednih biljnih proizvoda.

Fuzarioza klasa prisutna je u nasim agroekoloskim uslovima na zrnu Zitarica i u
povoljnim uslovima za razvoj bolesti prouzrokuje ekonomske Stete. Vrste F. fujikuroi
kompleksa su prouzrokovaci fuzarioze klasa strnih Zita i ubrajaju se u grupu toksigenih
gljiva. Iako su vrste ovog kompleksa opisane u nasoj zemlji na pSenici i jeCmu, nedostaju
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podaci o njihovom prisustvu na drugim strnim Zitima (durum pSenica i tritikale), zbog Cega
je cilj ove disertacije da se identifikuju i okarakteriSu vrste ovog kompleksa na osnovu
morfoloskih, patogenih i molekularnih karakteristika. Cilj je, takode, i da se ispita
virulentnost izolata ovih vrsta, kao i njihov toksigeni potencijal stvaranja mikotoksina
(fumonizina).



2. Pregled literature
2.1. Ekonomski znacaj strnih Zita i njihova rasprostranjenost

Zita predstavljaju jedne od najvaZnijih kultivisanih biljnih vrsta, neophodnih za
ishranu ljudi i domacih Zivotinja. NajceS¢e se dele prema izgledu vegetativnih i
generativnih organa biljke na prava ili strna i prosolika Zita. U strna Zita se ubrajaju obi¢na
pSenica (Triticum aestivum L.), jecam (Hordeum vulgare L.), ovas (Avena sativa L.), durum
pSenica (Triticum turgidum L. var. durum Desf) i tritikale (Triticosecale Wittmack)
(Hancock, 2012).

Obicna pSenica (pSenica) se u svetu gaji na viSe od 218 miliona hektara, Sto je viSe
od bilo koje druge biljke. Globalna proizvodnja trenutno iznosi 774 miliona tona (FAO,
2021). Svetska trgovina ovom biljnom vrstom je veca nego trgovina svim drugim Zitima
zajedno. Glavni centri proizvodnje su Evropa, Kina, Indija, Rusija i Sjedinjene Americke
DrZzave (STATISTA, 2021). PSenica ¢ini oko 30% proizvedenih Zita, od cega se 72%
proizvedene pSenice se Kkoristi za ljudsku ishranu. PSeni¢nim hlebom se hrani oko 70%
svetskog stanovniStva. Ima veliki znacaj u mlinarskoj, pivskoj, farmaceutskoj industriji, dok
se pSeni¢ne mekinje i slama koriste u stocarstvu (Pefia, 2007). Po zastupljenosti medu
Zitima u Srbiji, pSenica zauzima drugo mesto posle kukuruza i gaji se na oko 35% ukupnih
obradivih povrsina pod Zitima Sto ¢ini oko 580 hiljada hektara, sa prose¢nim prinosom od
4389 t/ha i ukupnom godiSnjom proizvodnjom od oko 2,5 miliona tona (FAO, 2019).

Durum pSenica je tetraploidna vrsta obi¢ne pSenice. Proizvodnja durum psSenice ¢ini
5% ukupne proizvodnje pSenice sa povrSinom od 16 miliona hektara Sirom sveta
(International Grains Council, 2020). Glavni prehrambeni proizvod od durum pSenice je
testenina koja predstavlja osnovnu namirnicu u mnogim zemljama sveta (Ranieri, 2015).
Danas se u razvijenim zemljama ova biljna vrsta uglavhom gaji zbog njene komercijalne
vrednosti jer je cena durum pSenice obi¢no 20 do 40% visa od cene obi¢ne pSenice (FPI,
2021). Najveci deo potrosnje i proizvodnje (4,95 miliona tona) je u Italiji, Severnoj Americi,
JuZnoj Americi, Aziji, Africi i Turskoj (International Grains Council, 2020). Programi
oplemenjivanja durum psSenice u Srbiji su manji u odnosu na obi¢nu psSenicu. Ipak, to ne
umanjuje njen znacaj jer je kvalitetna sorta durum pSenice neophodna za mlinarsku
industriju i industriju testenina (Takac i sar., 2019).

Je¢am je znacajna ratarska kultura koja se gaji Sirom sveta zahvaljuju¢i sposobnosti
lakog prilagodavanja nepovoljnim klimatskim i zemljiSnim uslovima. PribliZzno 65% od
ukupne proizvodnje je¢ma Koristi se za ishranu Zivotinja, 30% za pravljenje slada i u
pivskoj indistriji, a samo 2-3% za ljudsku ishranu (Aldughpassi, 2016). Pored toga, jeCam
se koristi i kao celo zrno, brasno od sirovog zrna, integralno je¢meno brasno, brasno za
proizvodnju muslija, hlebnih proizvoda (hleba, tosta), nudli i kasa (Arendt and Zannini,
2013). Jecam je peti usev po proizvodnji u svetu. GodiSnje se gaji na oko 52 miliona
hektara, sa prinosom od 158 miliona tona. Najveci proizvodac je Rusija sa proizvodnjom od
18 miliona tona godi$nje. Zatim slede Francuska, Nemacka, Kanada, Australija i Spanija
(FAO, 2019). U Srbiji se gaji na 100 118 ha obradive povrsine, sa proizvodnjom od 373 340
tona i prinosom od 3729 t/ha (FAO, 2019). Je¢cam je na drugom je mestu po zastupljenosti
strnih Zita u Srbiji (Novkovi¢ et al., 2020).

Tritikale je hibrid pSenice i razi ukrSten u nameri da objedini pozitivne
karakteristike ove dve biljne vrste, kao Sto su visok sadrZaj proteina iz razi i gluten iz
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pSenice (Dubat et al., 2013). Tritikale ima brz rast i tolerantnost prema niskim
temperaturama (Furman, 2016). Nutritivna vrednost tritikalea je veca od razi, a krmna
proizvodnja je vec¢a nego kod pSenice. U povoljnim uslovima gajenja moguce je viSe puta
izvrsiti Zetvu (Beck et al., 2020). Tritikale se koristi kao sto¢na hrana (Furman, 2016). U
svetu se gaji na oko 3,8 miliona hektara obradivih povrsSina sa prose¢nim prinosom od
3693 t/ha i proizvodnjom od 14 miliona tona. Najveca proizvodnja tritikalea zabeleZena je
u Evropi i iznosi oko 12 miliona tona, od ¢ega je polovina u Poljskoj (4 miliona tona) i
Nemackoj (2 miliona tona). Znadajni proizvodaci su i Francuska, Belorusija i Spanija (FAO,
2019). U Srbiji tritikale se gaji na 25 725 ha obradive povrsine, sa godiSnjom proizvodnjom
od 102 231 tonai prinosom od oko 4000 t/ha (FAO, 2019).

2.2. Fuzarioze strnih Zita
2.2.1. Geografska rasprostranjenost i ekonomski znacaj fuzarioza

Rod Fusarium spp. je kompleksan rod, cije se vrste odlikuju izuzetnom
varijabilno$¢u u pogledu morfoloskih, fizioloskih, genetickih i ekoloskih karakteristika.
Zbog visoke varijabilnosti, ove vrste su rasprostranjene Sirom sveta i vefinom su
kosmopoliti. Odredeni broj vrsta koncentrisan je na tropska i suptropska podruc¢ja dok
neke vrste opstaju u umerenim i hladnim klimatima, uklju€uju¢i Kinu, Severnu Ameriku,
JuZznu Afriku i Evropu (Kemp at al.,, 1996; McMullen et al.,, 1997; Gortz et al., 2008;
Covarelli et al., 2012; Duan et al., 2016). Rod Fusarium ima Sirok krug domacina medu
kojima se po znacaju izdvajaju kukuruz, pirina¢ i strna Zita na kojima izaziva razna
oboljenja koje se oznacavaju kao fuzarioze (Abbas et al., 1999; Desjardins et al., 2000;
McMullen et al., 2012; Kelly et al., 2015).

Fuzarioze su jedno od najznacajnijih oboljenja strnih Zita. Fuzarioza klasa je
ekonomski znacajna bolest koja se javlja na svim strnim zitima (pSenica, jeCam, raz, ovas i
gubitaka (Matny, 2015). Fuzarioza klasa je prvi put zabeleZzena 1884. godine u Engleskoj, a
zatim se Siri u Sjedinjene Americke Drzave (Goswami and Kistler, 2004). Od tada se
epidemije javljaju Sirom sveta (Parry et al., 1995; Stack, 2003). Intenzitet epidemija kao i
geografska rasprostranjenost zavisi od vremenskih uslova, Sto je posledica klimatskih
promena (Kriss et al., 2012; Parikka et al.,, 2012; Patausso et al., 2012). Razni modeli za
predvidanje buducih epidemija prognoziraju znacajnije pojave fuzarioza, viSe koncentracije
mikotoksina u zrnima, vece gubitke u prinosu na lokacijama gde je prisutna epidemija, kao
i proSirenje Zarista na lokacije gde pojava ovog oboljenja jo$ uvek nije zabeleZena
(Madgwick et al., 2011).

Fuzariozu klasa prouzrokuje nekoliko vrsta roda Fusarium. Najvecu ucestalost ima
vrsta F. graminearum. Ova vrstaje rasprostranjena u juznoj Evropi (Boutigny et al.,
2014), Americi (McMullen et al., 2012) i Aziji (Puri, 2012), medutim, utvrdeno je da se
Siri i prema hladnijim delovima Evrope kao $to su Finska, Rusija i Svedska (Yli-Mattila et
al,, 2008; Fredlund et al., 2013). Druge vrste ovog roda koje izazivaju fuzariozu klasa su:
F. culmorum, F. poae, F. avenaceum, F. sporotrichioides, F. langsethiae i vrste F. fujikuroi
kompleksa (Bottalico and Perrone 2002; Yli-Mattila et al., 2008; Hogg et al.,, 2010;
Stenglein, 2012; Covarelli et al., 2013).



Neke vrste ovog roda mogu da sintetiSu mikotoksine koji dovode do velikih gubitaka
prinosa Sirom sveta i dodatno ugrozavaju bezbednost hrane (Wu, 2007; Drakopoulos et
al.,, 2020).Kao posledica prisustva mikotoksina prehrambeni proizvodi dobijeni od
kontaminiranih zrna su loSeg kvaliteta, i samim tim smanjen je prihod od trgovine ovim
proizvodima (Shah et al,, 2017). Medunarodni centar za poboljSanje kukuruza i pSenice
(The International Maize and Wheat Improvement Centre - CIMMYT) oznacio je fuzarioze
klasa kao veliku opasnost za proizvodnju pSenice na svetskom nivou (Goswami and
Kistler, 2004). Prema izvesStaju Svetske zdravstvene organizacije (Food and Agriculture
Organization-FAO), u svetu godiSnje je 25% poljoprivrednih proizvoda kontaminirano
mikotoksinima, Sto dovodi do ekonomskih gubitaka (Huong et al., 2016; Deepa and
Sreenivasa, 2019; Sun et al., 2020). Sprovedena su brojna istrazivanja kako bi se
izraCunale Stete koje vrste roda Fusarium izazivaju u usevima strnih Zita. IstraZivanjima su
obuhvaceni usevi sa probnim tretmanima fungicidima, usevi u kojima je doslo do prirodne
infekcije i usevi u kojima je primenjena vestacka inokulacija. Ustanovljeno je da pojava
fuzarioze klasa dovodi do ekonomskih Steta kroz smanjenje kvaliteta i kvantiteta prinosa,
proizvedeno seme je sitnije, smeZurano, obezbojenog izgleda sa niskim sadrzajem proteina,
Sto prouzrokuje smanjenja prinosa za 50-61% (McMullen et al.,, 2012; Wegulo et al.,
2011; Matny, 2015; Friskop et al., 2021).

Mikotoksini dospevaju u organizam ljudi i Zivotinja putem ishrane konzumacijom
kontaminiranih prehrambenih proizvoda. Vrste F. fujikuroi kompleksa sintetiSu fumonizine
koje je Medunarodna organizacija za istraZivanje raka (International Agency for Research
of Cancer-IARC) oznacila kao potencijalno kancerogene za ljude (IARC, 2002). Zbog ovoga
je njihov znacaj u proizvodnji zdravstveno bezbedne hrane u nasoj zemlji veoma velik zbog
velike zastupljenosti pSeni¢nog hleba u ljudskoj ishrani (Peki¢ et al., 2019).

2.2.2. Simptomi oboljenja

Fuzarioze prouzrokuju razli¢ite vrste iz roda Fusarium, Sto nekad zavisi i od
geografskog regiona i uslova spoljasSnje sredine (Dean et al., 2012). Fuzarioze su
kompleksno oboljenje koje se ispoljava u vidu propadanja Kklijanaca, trulezi korena i
prizemnog dela stabla, uvenuca biljaka i obezbojavanja klasova. Prvi simptomi fuzarioza
nastaju ubrzo nakon cvetanja, u mlecnoj i vostanoj zrelosti strnih Zita. Zarazeni klasi¢i su
slamnastoZute boje kako se patogen razvija i Siri kroz klas (Parry et al., 1995; Golinski et
al,, 2010). Jedan ili viSe klasi¢a koji se nalaze na vrhu, sredini ili pri dnu klasa mogu da
promene boju. Vremenom, prevremeno izbeljivanje klasica moze da se nastavi kroz ceo
klas. U vlaznim uslovima mogu da se jave spore na cvetnoj drsci i plevicama na pojedinim
klasi¢cima. Kasnije tokom sezone, na povrsSini zarazenih klasi¢a razvijaju se peritecije
(Turkington et al., 2014). ZaraZena zrna su manja, obezbojena, smeZurana i slabe
konzistencije (Parry et al., 1995; Golinski et al., 2010).

2.2.3. Ciklus razvoja patogena

Smatra se da su seme i biljni ostaci primarni izvor inokuluma Fusarium spp. kao
prouzrokovaca fuzarioza strnih Zita. To mogu biti askospore, fragmenti hifa, makrokonidije
ili hlamidospore (Parry et al., 1995; Tekauz et al., 2008; Tekle et al., 2013). Mogu se
odrzavati kao saprofiti na biljnim ostacima i u zemljiStu, Sto moZe da bude izvor inokuluma
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za slede¢u sezonu (Parry et al., 1995; Kohl et al,, 2007; McMullen et al., 2012; Hofgaard
etal,, 2016). LoSa obrada zemljiSta povecava koli¢inu biljnih ostataka na povrsini zemljiSta
i dovodi do povecanja inokuluma (Ko6hl et al., 2007; McMullen et al.,, 2012; Hofgaard et
al,, 2016).

Period infekcije klasa je ogranicen, i traje od pojave klasi¢a do cvetanja (Gilchrist et
al,, 1997). Otvoren cvet za vreme polinacije je najosetljivije mesto za infekciju. Infekcija se
ostvaruje kroz antere. Antere sadrze komponente holin i betain, koje stimuliSu razvoj gljive
(Cook, 1981). Ako se antere zaraze odmah nakon pojave, gljiva kolonizuje i susi cvetove i
zrno se ne razvija. Ako se zaraza ostvari kasnije, razvijaju se smeZurana i deformisana zrna.
Zrna koja su zarazena Fusarium spp. u kasnijim fazama razvoja mogu biti kontaminirana
mikotoksinima i pored toga Sto ne ispoljavaju simptome fuzarioze (Schmale III and
Bergstrom, 2003).

Najznacajnija vrsta F. fujikuroi kompleksa, F. verticillioides ima anamorfni i
teleomorfni stadijum. Za kompletiranje polnog reproduktivnog ciklusa u prirodi potrebno
je oko dve nedelje (Blacutt, 2018). Peritecije dozrevaju i oslobadaju askospore pocetkom
leta u toplim i vlaznim uslovima. Askospore prodiru kroz povrede izazvane gradom,
insektima ili pticama. Jo$ jedan nacin prodiranja je kroz koren biljke. Gljiva prolazi korteks
korena i dolazi do spovodnog tkiva, ksilema ¢ime zaustavlja tok biljnog soka, $to vremenom
dovodi do prestanka rada vaskularnog sistema biljke. Na taj nacin sprecena je apsorpcija i
translokacija hranljivih materija. Kao rezultat, stome se zatvaraju, liS¢e vene i na kraju
biljka odumire (Martinez-Espinoza, 2015). Zivotni ciklus F. proliferatum nije u potpunosti
proucen, ali smatra se da postoje slicnosti sa Zivotnim ciklusom vrste F. verticillioides
(Munkvold and Desjardins, 1997; Battilani et. al., 2003). Vrsta F. subglutinans se
prenosi semenom. Ovaj patogen izaziva fuzarioze klipa kukuruza i suSenje klijanaca ¢ime se
smanjuje klijavost (Leslie and Summerell, 2006).

Idealni uslovi za ostvarivanje infekcije i nastanak fuzarioza uglavnom su sli¢ni za sve
vrste: umerene temperature i kiSoviti uslovi ili visoka vlaznost za vreme cvetanja strnih
Zita. Medutim, postoje neke razlike u temperaturnim uslovima kod pojedinih vrsta roda
Fusarium. In vitro istraZivanja su pokazala da izolati poreklom iz razli¢itih predela imaju
optimalne temperature u skladu sa zemljom iz koje poticu (De Wolf et al.,, 2003). U
hladnijim vremenskim uslovima (15°C) vrsta F. graminearum je dominantna u odnosu na
vrste iz F. fujikuroi kompleksa, dok pri temperaturama 25-30°C ove vrste koegzistiraju u
istoj ekoloskoj nisi (Marin et al., 1998; Infantino et al., 2012).

2.2.4. Znacajne vrste Fusarium spp. opisane na strnim Zitima u svetu

Rod Fusarium je kosmopolitski, broji preko 330 vrsta i smatra se jednim od
najznacajnijih rodova kojima pripadaju biljni patogeni (Dean et al. 2012). Dominantna
vrsta koja pouzrokuje fuzariozu klasa strnih Zita je F. graminearum zajedno sa 16 vrsta koje
pripadaju njenom kompleksu (Yli-Mattila, 2010; Aoki, 2014; Backhouse, 2014). Pored
vrste F. graminearum, Cesti patogeni pSenice i je¢ma su F. culmorum, F. avenaceum i F. poae
(Wagacha and Muthomi, 2007; Stenglein et al., 2012; Wegulo et al,, 2015; Tufan et al,,
2017). Kasnija istrazivanja su ukazala i na prisustvo vrsta F. fujikuroi kompleksa na zrnu
pSenice (Ramirez et al., 2006; Desjardins et al., 2007).

U Francuskoj, najc¢eS¢e vrste koje prouzrokuju fuzariozu klasa strnih zita su F.
graminearum, F. avenaceum i F. poae. Ove vrste bile su najcesce izolovane vrste iz uzoraka
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pSenice, durum pSenice, je¢ma i tritikalea tokom trogodisSnjih istraZivanja (Orlando et al.,
2019). U Italiji dominantne vrste izolovane sa jeCma su F. poae (37%), zatim F. avenaceum
(23%), F. graminearum (22%) i F. tricinctum (7%) (Beccari et al.,, 2018). U Brazilu iz
uzoraka je¢ma najviSe izolovane su sledece vrste: F. graminearum (23,4%), F. avenaceum
(23,4%) i F. poae (17,2%). U manjem procentu izolovane su F. verticillioides (3,1%), F.
proliferatum (3,1%) i F. oxysporum (1,6%) (Piacentini et al., 2019).

Tokom 2009.i 2010. godine, u Italiji, najces¢e izolovane vrste iz zrna durum pSenice
bile su F. graminearum, F. avenaceum i F. poae (Covarelli et al., 2015). Iz zrna durum
pSenice u prirodnoj infekciji izolovane su vrste F. verticillioides, F. proliferatum i F.
subglutinans (Palacios et al., 2011; Gorczyca et al., 2017) i F. culmorum (Pastuszak et
al,, 2021).

Na zrnu tritikalea u Madarskoj zabeleZeno je prisustvo vrsta F. culmorum, F.
sporotrichioides, F. graminearum, F. poae, F. avenaceum i F. eguiseti (Mankeviciené et al.,
2008). Rezultati istraZivanja koja su sprovedena od 2016-2018. godine u Litvaniji,
pokazala su da su dominantne vrste na zrnu tritikalea bile F. sporotrichioides, F.
graminearum i F. avenaceum (Kochiieru et al.,, 2020). U Kazahstanu na zrnu tritikalea
identifikovane su vrste F. culmorum i F. avenaceum (Alkan et al., 2021).

2.2.5. Znacajne vrste Fusarium spp. opisane na strnim Zitima u Srbiji

Fuzarioze klasa su prisutne na nasim Zitaricama i u zavisnosti od vremenskih uslova
prouzrokuju manje ili vece Stete. Bolest se javlja u doba cvetanja pSenice. U nasim uslovima
je to u prvoj polovini maja (Mari¢i Jevti¢, 2001).

Vrste roda Fusarium izolovane su iz preko 100 biljnih vrsta u Srbiji. Sa ekonomskog
aspekta najznacajnije su vrste koje su patogeni kukuruza i strnih zita (Levi¢, 2008; Levic i
sar., 2008). Najucestalija vrsta na pSenici je F. graminearum, dok vrste F. culmorum, F.
avenaceum, F. poae, F. proliferatum, F. oxysporum, F. tricinctum i F. sporotrichoides imaju
srednju ucestalost (Levic et al., 2009).

Prema analizama uzoraka zrna pSenice tokom dve godine, F. graminearum i F.
verticillioides su bile najucestalije 2002. godine, dok su vrste F. poae i F. proliferatum bile
zastupljenije u 2003. godini (Dopuda i Levi¢, 2004). Rezultati dvogodis$njih istrazivanja
Stankovi¢ et al. (2007) su ukazali na visoku zastupljenost Fusarium vrsta na zrnu pSenice
i to od 9,4% do 84,0% u 2005. godini i od 23,4% do 80,6% u 2006. godini. Najvecu
ucCestalost je imala vrsta F. graminearum (35,2%), zatim slede vrste F. poae (20,4%) u 2005.
godini i F. proliferatum u 2006. godini (20%). IstraZivanja iz 2007. godine u Srbiji su
pokazala da su na zrnu pSenice bile zastupljene sledete vrste roda Fusarium: F.
graminearum, F. sporotrichoides, F. proliferatum, F. subglutinans, F. semitectum, F.
oxysporum, F. vericillioides i F. poae (Krnjaja et al., 2008). Na zrnu pSenice 2011. godine
najzastupljenija vrsta roda Fusarium je bila F. graminearum i to u 99,05% uzoraka, dok suu
malom procentu zabeleZene vrste F. proliferatum (0,05%), F. poae (0,05%), F. verticillioides
(0,05%), F. sporotrichoides (0,4%) i F. subglutinans (0,4%) (Krnjaja et al., 2011b). Levic et
al. (2012b) su na pSenici opisali sledece vrste: F. chlamydosporum, F. oxysporum i F. solani
na Klasi¢ima, a F. arthrosporioides, F. sporotrichoides i F. avenaceum na zrnu pSenice. Na
klasi¢ima i zrnu izolovane su vrste F. graminearum i F. poae kao i vrste F. fujikuroi
kompleksa, od kojih je najzastupljenija bila vrsta F. verticillioides, dok su vrste F.
proliferatum i F. subglutinans bile zastupljene u niZem procentu.
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[z zrna jeCma izolovane su sledece vrste roda Fusarium: F. avenaceum, F. culmorum,
F. equiseti, F. oxysporum, F. verticillioides, F. proliferatum, F. semitectum, F. subglutinans i F.
tricinctum. Najzastupljenije vrste bile su F. graminearum, F. poae i F. sporotrichoides (Levi¢
et. al., 2009; Levic et. al., 2012a). Na zrnu tritikalea prvi put u Srbiji identifikovana je
vrsta F. verticillioides (Savi¢ etal., 2022).

2.2.6. Vrste Fusarium fujikuroi kompleksa

Fusarium fujikuroi kompleks vrsta (FFSC) je jedan od najvecih i najviSe proucenih u
okviru roda Fusarium (Sandoval-Denis et al. 2018a, 2018b; Al-Hatmi et al., 2019). Ovaj
kompleks je na osnovu morfoloskih karakteristika prvi su opisali Wollenweber and
Reinking (1925) kao sekciju Liseola kojoj pripadaju vrste koje formiraju makrokonidije u
sporodohijama, mikrokonidije u lancima i / ili laZnim glavicama, i ne formiraju
hlamidospore. Pored morfoloskih karaktera mnoge vrste su definisane na osnovu bioloskih
karaktera. Medutim, kod vrsta koje ne formiraju polni stadijum, ovaj bioloski koncept nije
mogao da bude zadovoljen. Molekularna ispitivanja su pokazala parafiletsko poreklo
sekcije Liseola zbog Cega je uveden pojam kompleksa vrsta (O’Donnell et al. 1998, 2000) i
do sada je opisano viSe od 60 filogenetski razlicitih vrsta u okviru kompleksa F. fujikuroi
(Crous etal., 2021; Yilmaz et al,, 2021).

Tokom godina, vrste roda Fusarium u okviru F. fujikuroi kompleksa su bile detaljno
proucavane zbog njihove sposobnosti da izazovu razna oboljenja na biljkama, pri tom
produkuju¢i mikotoksine koji mogu da dovedu do mikotoksikoza kod ljudi i Zivotinja
(Nirenberg and O’Donnell, 1998; Munkvold, 2017; Al-Hatmi et al.,, 2019).
Biogeografska hipoteza koju je postavio O’Donnell et al. (1998) razvijena je zbog F.
fujikuroi kompleksa. Ovom hipotezom izolati su grupisani u tri klastera sa filogenetski
blisko srodnim vrstama - Africki, Americki i Azijski klaster. Naknadnim istrazivanjima
Africki Klaster je podeljen na dva ogranka (A i B) (Herron et al., 2015; Sandoval-Denis et
al.,, 2018b). Jezgro Africkog klastera A ukljucuje vrste kao Sto su F. verticillioides i F.
xylarioides, dok Africki klaster B ukljucuje vrste F. fredkrugeri i F. dlaminii (Geiser et al.,
2005; O’'Donnell et al., 2018; Sandoval-Denis et al., 2018b). Americkom Kklasteru
pripadaju vrste F. circinatum i F. temperatum (Aoki et al., 2014; Fumero et al., 2015).
Azijski klaster ukljucuje vrste kao Sto su F. mangiferae i F. proliferatum (Britz et al., 2002;
Leslie and Summerell, 2006). Zbog velike varijabilnosti i brojnosti najnovija revizija
taksonomije ovog roda usmerava na polifazni pristup koji obuhvata morfoloske, bioloske i
molekularne karakteristike i filogenetsku analizu (Crous et al., 2021; Yilmaz et al., 2021).

Najznacajnije vrste F. fujikuroi kompleksa su Fusarium verticillioides (Saccardo)
Nirenberg, Fusarium proliferatum (Matsushima) Nirenberg i Fusarium subglutinans
(Wollenweber & Reinking) Nelson, Toussoun & Marasas (O’'Donnell et al., 1998; Leslie
and Summerell, 2006; Munkvold, 2017).

F. verticillioides je kosmopolitska vrsta koja je najc¢es¢a u tropskim i suptropskim
regionima. Primarni domacin je kukuruz na kome izaziva plesnivost klipa (Oren et al.,
2003; Alberts et al., 2016). Drugi domacini ove vrste su pirina¢ na kome dovodi do bolesti
koja je poznata pod nazivom "bakanae" (Desjardins et al., 2000; Ghiasian et al., 2004),
Secerna trska (Mohammadi et al., 2012), banana (Anthony et al.,, 2004), asparagus
(Elmer, 2000; Corpas-Hervias, 2006) i sirak (Tesso et al., 2004). Prisustvo F.
verticillioides vrste u visokom procentu utvrdeno je i u meSavini hrane za zivinu, kao i u
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stofnoj hrani na bazi kukuruza i pSenice (Regina et al., 2007). ZabeleZena je i na strnim
Zitima kao Sto su pSenica (Desjardins et al., 2007), durum pSenica (Palacios et al., 2011;
Gorczyca et al., 2017) i jeCam (Piacentini et al., 2015). U Srbiji prisustvo F. verticillioides
zabelezeno je na kukuruzu (Levi¢ i sar. 2001), sirku (Levi¢ et. al., 2009) pSenici (Dopuda
i Levi¢, 2004; Stankovi¢ et al., 2007; Krnjaja et al., 2008; Tanci¢ i sar., 2009; Krnjaja
et. al.,, 2011a, 2011b; Levi¢ et al., 2012b; Savic¢ et al,, 2021), je¢mu (Levi¢ et al., 2009;
Levi¢ et. al,, 2012a), hmelju (Stankovi¢ et al., 2008), lucerki (Krnjaja et al., 2003) i
lekovitom bilju (Pavlovi¢ et al., 2008). F. verticillioides sintetiSe mikotoksine kao S$to su
fumonizini (FB1, FB2 i FB3) u visokim koncentracijama, fuzarinsku kiselinu i fuzarin C u
nizim Kkoncentracijama, i u tragovima sintetiSe bovericin, giberelin i moniliformin
(Logrieco et al,, 2003; Ghiasian et al., 2004; Deepa and Sreenvasa, 2017).

Vrsta F. proliferatum je rasprostranjena Sirom sveta i smatra se umereno agresivnim
patogenom (Stepien et al., 2011). Ima Sirok krug ekonomski znacajnih domacina kao sto
su kukuruz, Secerna trska (Alizadeh et al., 2010), pSenica (Ramirez et al., 2006), jeCcam
(Piacentini et al,, 2015), durum pSenica (Amato et al., 2015), asparagus (Wong and
Jeffries, 2006), banana (Kamel et al.,, 2016), citrusi (Hyun et al., 2000), pirinac
(Desjardins et al., 2000), soja (Chang et al., 2020), luk (Carrieri et al., 2013), ovas
(Molnar, 2016), lucerka (Cong et al., 2016) i drugi. U Srbiji je opisana na kukuruzu, sirku,
pSenici (Dopuda i Levi¢, 2004; Stankovic et al., 2007; Krnjaja et al., 2008; Tanci¢ i sar.,
2009; Krnjaja et al,, 2011a, 2011b; Levic et al., 2012b), jecmu (Levic¢ et. al., 2009; Levi¢
et. al., 2012a), lucerki (Krnjaja et al., 2003), belom luku (Stankovi¢ et al., 2005),
lekovitom bilju (Pavlovi¢ et al.,, 2008) i semenu anisa (Pavlovi¢ et al., 2016). F.
proliferatum sintetiSe mikotoksine fumonizine, od kojih je najzastupljeniji fumonizin B4
(FB1). Pored fumonizina, sintetiSe i druge mikotoksine i bioloski aktivne metabolite,
ukljucujuéi bovericin, enijatin, fuzarinsku kiselinu, fuzarin, fuzaproliferin i moniliformin
(Logrieco et al., 2003; Amato et al., 2015; Munkvold et al., 2017).

Vrsta F. subglutinans je znacajna kosmopolitska vrsta koja na kukuruzu, koji je njen
primarni domacin, izaziva bolesti klijanaca, plesnivost stabljike i klipa (Fumero et al.,
2015). Pored kukuruza domacini ove vrste su mango (Steenkamp et al., 2000), ananas
(De Matos and Cabral, 2006), bor (Storer et al., 1998) i SeCerna trska (Mohammed and
Al-Ani, 2021). Na strnim Zitima, prisustvo ove vrste zabeleZeno je na pSenici (Ramirez et
al.,, 2006), durum pSenici (Palacios et al., 2011) i je¢mu (Ivi¢ et al., 2011). U Srbiji,
prisustvo ove vrste zabeleZeno je na kukuruzu, sirku (Levi¢ i sar., 2008), pSenici
(Stankovic et al., 2007; Krnjaja et al., 2011a, 2011b; Levic¢ et al,, 2012b), je¢mu (Levi¢
et. al,, 2009; Levi¢ et al, 2012a), lekovitom bilju (Pavlovi¢ et al.,, 2008) i lucerki
(Krnjaja et al,, 2003). F. subglutinans je toksigena vrsta, a sinteza fumonizina zavisi od
izolata. Uglavnom sintetiSe fumonizine u niskim koncentracijama ili ih ne sintetiSe, dok
bovericin, fuzariproliferin, moniliformin i enijatine sintetiSe u znacajnim koncentracijama
(Logrieco et al., 1998; Gromadzka et al., 2016). Moniliformin je toksi¢an za Zivotinje i
biljke dok bovericin i fuzariproliferin imaju toksican efekat na insekte, ljudske Ccelije,
embrione kod Zivine i imaju vaznu ulogu u bolestima biljaka i Zivotinja. Bovericin je
entomopatogen i izuzetno toksic¢an za insekte (Logrieco et al,, 1998; Fumero et al,, 2015,
2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6373406/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6373406/

2.2.7. Fuzariotoksini

Znacajan aspekt vrsta roda Fusarium je njihova sposobnost da sintetiSu mikotoksine
koji se oznacavaju kao fuzariotoksini. Najznacajniji fuzariotoksini su deoksinivalenol i
njegovi derivati (3-acetil deoksinivalenol i 15-acetil deoksinivalenol), nivalenol, T-2 toksin,
zearealenon, fuzarinska Kkiselina i fumonizini (Bottalico and Perrone, 2002;
Schollenberger et al., 2006; Tian et al,, 2016). U biljkama koje su zaraZene toksigenim
vrstama roda Fusarium u toku vegetacije, Zetve i skladiStenja, mikotoksini se nagomilavaju
i dospevaju u biljne proizvode ili nakon konzumiranja kontaminirane sto¢ne hrane u
animalne preradevine. Zbog toga, meso i mesni proizvodi, mleko i mle¢ni proizvodi i jaja
mogu da predstavljaju opasnost po zdravlje ljudi. Njihovo izuzetno Stetno dejstvo kod ljudi
i Zivotinja se ogleda u hepatotoksicnom, nefrotoksi¢cnom i neurotoksicnom efektu
(Sudakin, 2003; Stoev, 2013; Braun and Wink, 2018). Mikotoksini su stabilni u prirodi i
ne eliminiSu se u potpunosti prilikom prerade hrane, kao ni pasterizacijom (Bottalico and
Perrone, 2002; Logrieco et al, 2003; Desjardins, 2006). Kontaminacija hrane
mikotoksinima zavisi od mnogih faktora kao $to su vremenski uslovi (suv period nakon
koga dolazi toplo i vlaZno vreme u periodu cvetanja), sistem gajenja, nacin i datum Zetve,
kao i stepen otpornosti biljke na infekciju Fusarium spp. (Golinski et al., 2010; Hofgaard
et al.,, 2016). Zbog visoke toksicnosti i rasprostranjenosti Sirom sveta, brojne evropske
zemlje su donele odluku o maksimalnoj dozvoljenoj koncentraciji u hrani za najznacajnje
mikotoksine (Commission regulation, 2006).

Jedna od najznacajnijih grupa mikotoksina su fumonizini koje sintetisSu vrste F.
verticillioides i F. proliferatum u visim, i vrsta F. subglutinans u nizim koncentracijama
(Ross et al., 1990; Rheeder et al., 2002; Braun and Wink, 2018). Prvi put su izolovani i
dokazani 1988. godine (Gelderblom et al., 1988). Siroko su rasprostranjeni u prirodi.
Najcesce se javlja FB1, zatim sledi FB; pa FB3 (Voss et al., 2011; Coppock and Dziwenka,
2014). Od ukupno sintetisanih fumonizina, FB1 ¢ini 70-80% i predstavlja najve¢u opasnost
sa toksikoloske strane gledista (Szécsi et al, 2010). Kontaminacija zrna Zita
mikotoksinima je jedan od posebno vaZnih problema u svetskoj poljoprivredi (Salgado et
al.,, 2014; Kamle et al.,, 2019; Piacentini et al., 2019). Ranija ispitivanja su pokazala
visoke koncentracije fumonizina FB1u zrnu kukuruza i u proizvodima na bazi kukuruza
(FAO, 2021). U Srbiji, a i u svetu su, po prvi put izolovani fumonizini na klasu pSenice 2009.
godine. U uzorcima pSenice koji su sakupljani od 2007. do 2009. godine (180 uzoraka) FB1
je utvrden u 60,6% uzoraka zrna pSenice (Stankovi¢ et al., 2012). Pojava fumonizina
zabeleZena je i u zrnu durum psenice (Palacios et al. 2011) i jecma (Park et al., 2002).

Zbog znacaja i ucestalosti pojave fuzariotoksina, poslednjih godina radi se na
razvoju efikasnih metoda za smanjenje pojave fuzarioze klasa, a samim tim i kontaminacije
Zita, sto¢ne hrane i prehrambenih proizvoda mikotoksinima (Mielniczuk and Skwarylo-
Bednarz, 2020).

2.3. Identifikacija Fusarium spp. na osnovu morfoloskih karakteristika

Rod Fusarium spp. je kompleksan rod, cije se vrste odlikuju izuzetnom
varijabilno$¢u u pogledu morfoloskih, fizioloSkih, genetickih i ekoloskih karakteristika.
Postoji nekoliko morfoloskih Kkarakteristika korisnih za razlikovanje vrsta na osnovu
konvencionalnih metoda. Na osnovu morfoloskih karakteristika kao Sto su izgled kolonije,
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oblik makrokonidija, mikrokonidije, hlamidospore i druge mikroskopske karakteristike,
moguce je identifikovati najvaZznije patogene i toksigene vrste roda Fusarium (Dongyou,
2009).

Prisustvo makrokonidija, specificnog srpastog oblika smatra se glavnom
karakteristikom na osnovu koje se vrste klasifikuju u rod Fusarium. Druga karakteristika
koja pomaze pri klasifikaciji su mikrokonidije, Ciji izgled i veliina variraju (Moretti,
2009). Vrste roda Fusarium dobile su naziv po fuzoidnom (vretenastom) obliku
makrokonidija koji je opisao Link 1809. godine (Samuels et al., 2001). Prema klasifikaciji
carstva Fungi, rod Fusarium je svrstan u razdeo Ascomycota, klasu Sordariomycetes, red
Hypocreales i familiju Nectriaceae (Seifert and Lavesque, 2004).

Makroskopske karakteristike obuhvataju porast i izgled kolonija, boju vazdusne
micelije, pigmentaciju podloge i prisustvo sklerocija. Varijabilnost vrsta roda Fusarium se
najbolje uocava gajenjem ovih gljiva na krompir dekstroznoj podlozi (KDA) pri temperaturi
25°C (Nelson et al., 1983). Boja kolonije varira, pa osim burgund crvenog pigmenta mogu
stvarati i sivkasto rozi pigment, karmin crveni, beZz, sivoljubicast, tamnoljubicast do skoro
crn (Nelson et al.,, 1983; Burgess et al.,, 1994; Leslie and Summerell, 2006; Levi¢,
2008). Pigmentacija vazdusSne micelije takode varira, od krem ili boje lososa, do bele, beZ i
svetlo do tamno smede (Leslie and Summerell, 2006).

Mikroskopska svojstva obuhvataju izgled makrokonidija, prisustvo ili odsustvo
mikrokonidija, mezokonidija i hlamidospora, kao i prisustvo ili odsustvo polifijalida.
Makrokonidije sa bazalnom ¢elijom u obliku stopala smatraju se karakteristicnom odlikom
Fusarium vrsta. Neke vrste kao Sto su F. verticillioides i F. poae retko formiraju
makrokonidije. Oblik makrokonidija varira od vrste do vrste i moZe biti izduZenog oblika
(F. semitectum), oblika igle (F. avenaceum), skoro prave (F. verticillioides, F. proliferatum, F.
subglutinans, F. graminearum, F. semitectum), blago zakrivljene (F. verticillioides, F.
proliferatum, F. subglutinans, F. graminearum) i drugi. Oblik vrSne i bazalne cCelije su takode
kljucni za identifikaciju Fusarium vrsta, a mogu biti u obliku papile (F. sambucinum),
prstaste (F. culmorum), koncaste i savijene (F. equiseti), kratke i jako savijene (F.
sporotrichoides), kupaste (F. graminearum) ili klinaste (F. semitectum). Mezokonidije
formiraju samo neke vrste kao Sto su F. subglutinans, F. sporotrichoides, F. semitectum, F.
avenaceum i druge (Nelson et al., 1983; Burgess et al,, 1994; Leslie and Summerell,
2006; Levi¢, 2008). Mikrokonidije ne formiraju sve vrste ovog roda. Kod vrsta koje ih
formiraju, mikrokonidije se razvijaju na vazdusnoj miceliji, bilo u grupama ili u lancima, na
monofijalidama i polifijalidama. Njihov oblik varira, a moZe biti: okrugao, kruskast,
limunast, bubreZast i slicno. Obi¢no su jednocelijske ili sa 1-2 septe. Hlamidospore stvaraju
samo neke vrste ovog roda. Varijabilnost formiranja hlamidospora je velika, zbog ¢ega ova
karakteristika nije pouzdana u taksonomiji (Leslie and Summerell, 2006; Sen and Asan,
2009).

2.3.1. Morfoloske karakteristike vrste Fusarium verticillioides

Makroskopske karakteristike

Micelija raste veoma brzo, obrazujuci kolonije prec¢nika u rasponu od 69 do 80 mm
nakon sedam dana pri temperaturi od 25°C u tami (Levi¢, 2008; Yilmaz et al., 2021).
Vazdus$na micelija je obilna, pamucasta ili u vidu kadife, praskastog izgleda zbog prisustva
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mase mikrokonidija, bela ili sivkastoljubi¢asta do sivkastoplava kod starijih kultura.
Pigment u podlozi je mrkozut, ljubiCastosiv, tamnoljubicast do skoro crn, purpuran ili
odsutan. Odsutan je miris (Nelson et al., 1983; Burgess et al., 1994; Leslie and
Summerell, 2006; Yilmaz et al., 2021).

Mikroskopske karakteristike

Sporodohije su bledonarandZaste do mrke, po pravilu odsutne. Makrokonidije su
blago srpaste do skoro prave, paralelne dorzo-ventralne strane, tankih zidova, duge i uske
sa tri (18-61 x 2-4,2 pm) do pet poprecnih pregrada (39-73 x 2,4-4,3 pm). VrSne Celije su
neznatno suZene i savijene, dok su bazalne Celije oblika stopala (Nelson et al., 1983;
Burgess et al., 1994; Leslie and Summerell, 2006; Yilmaz et al., 2021). Samuels et al.
(2001) navode prosecnu veli¢inu makrokonidija od 54,2 x 3,5 um, kao i makrokonidija sa
pet poprecnih pregrada veli¢ine 47-58 x 3-3,5 pm. Mezokonidije nisu utvrdene.
Mikrokonidije se obrazuju na monofijalidama u vidu dugih nizova, oblika palice sa
zaravnjenom osnovom, najceS¢e neseptirane, a retko sa jednom do dve poprecne pregrade
(4-19 x 1,5-4,5 um). Konidiofori su tipa monofijalida, izduZeni (14-32 x 2-3,5 um) na hifi, a
kra¢i (11-21 x 2,5-4,5 pm) u sporodohijama. Hlamidospore nisu utvrdene. Formiraju i
plavicasto-crne sklerocije (Nelson et al., 1983; Burgess et al., 1994; Leslie and
Summerell, 2006; Yilmaz et al., 2021).

Polni stadijum

Ova vrsta ima heterotalusni sistem razmnoZavanja, a pripada tipu sparivanja A, C ili
F populacija. Teleomorf ove vrste je Gibberella fujikuroi (Saw.) Wr. syn. G. moniliformis
(Win.). Peritecije su tamnoplave, okrugle do konusne i sa neravnom povrsinom, velicine
250-330 x 220-280 pum. Askusi su prozirni, elipsoidni do oblika palice, sa Cetiri do osam
askospora koje su bezbojne i uglavnom sa jednom, a ponekad i sa tri septe. Veli¢ina askusa
je 90-102 x 7-9 um (Nelson et al,, 1983; Burgess et al.,, 1994; Leslie and Summerell,
2006).

2.3.2. Morfoloske karakteristike vrste Fusarium proliferatum

Makroskopske karakteristike

Micelija raste veoma brzo na krompir dekstroznoj podlozi (KDA), obrazuje kolonije
precnika 75-80 mm nakon osam dana pri temperaturi 25°C u tami. Vazdusna micelija je
pamucasta, ponekad nalik na kadifu, bela do ruzicastomrkoZuta, a sivkastoljubicasta do
tamnoljubiasta u starijim kulturama. Pigment u podlozi je sivkastonarandzast,
ljubicastosiv, tamnoljubicast ili skoro crn (Nelson et al., 1983; Burgess et al.,, 1994;
Leslie and Summerell, 2006; Levi¢, 2008; Yilmaz et al.,, 2021).

Mikroskopske karakteristike

Konidiofore se teSko uocavaju na podlozi sa sterilnim fragmentima lista karanfila
(CLA), proredene su na vazdusSnoj miceliji, prave ili savijene, glatkih i tankih zidova, obi¢no
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nerazgranate ili nepravilno razgranate ili smanjene do konidiogenih Celija koje se formiraju
boc¢no na hifama. Konidiofore mogu biti u vidu monofijalida i polifijalida, zaSiljene do
zaobljene, glatke sa tankim zidovima. Monofijalide mogu biti nerazgranate i razgranate (12-
23 x 3,2-4,2 pm), a polifijalide imaju viSe od dva konidiogena mesta (11-32 x 2,3-3,5 um).
Mikrokonidije se formiraju iz monofijalida i polifijalida u kra¢im nizovima. Najbrojnije
mikrokonidije su oblika palice sa zaravnjenom osnovom, jednocelijske (5-15 x 3,3-12,4
um). Pored mikrokonidija sa jednom septom, postoje i neseptirane mikrokonidije koje su
kruskastog oblika, glatkih i tankih zidova. Njihove dimenzije su 3-16 x 1,2-5,3 pm.
Mezokonidije nisu utvrdene. Makrokonidije su blago srpaste do skoro prave, paralelne
dorzi-ventralne strane, tankih zidova, duge i uske sa tri (19-59 x 2,6-5 um) do pet (39-79 x
3-5 um) poprecnih pregrada. Vrsne cCelije su savijene, dok su bazalne slabo razvijenog
oblika stopala. Sporodohije su bledonarandZaste do mrke, po pravilu odsutne ili se
formiraju nakon dve nedelje. Hlamidospore nisu utvrdene (Nelson et al., 1983; Burgess
et al.,, 1994; Leslie and Summerell, 2006; Aoki et al.,, 2014, Sandoval-Denis et al.
2018a, 2018b; Yilmaz et al.,, 2021).

Polni stadijum

Polni stadijum ove vrste je Gibberella intermedia (Kuhlman) Samuels et al. syn. G.
fujikuroi (Sawada) var. intermedia Kuhlman. F. proliferatum ima heterotalusni nacin polnog
razmnoZavanja i pripada populaciji D u okviru kompleksa vrste G. fujikuroi. Peritecije su
crnoplave, okrugle do ovalne sa ostiolom. Obi¢no su pojedinacne, a ponekad su u grupama.
Askusi sadrze osam askospora (Kerenyi et al., 1999; Leslie and Summerell, 2006).

2.3.3. Morfoloske karakteristike vrste Fusarium subglutinans

Makroskopske karakteristike

Micelija na KDA podlozi raste veoma brzo, obrazuje kolonije pre¢nika 75-80 cm
nakon osam dana pri temperaturi od 25°C u tami. Vazdusna micelija je pamucasta ili nalik
kadifi, bela do sivkastoljubicasta ili ruzi¢astomrka, ponekad sa ljubitastocrvenom
nijansom. Pigment u podlozi je sivkastonarandzast do mrkoZut, tamnoljubicast ili skoro crn
(Nelson et al., 1983; Burgess et al., 1994; Leslie and Summerell, 2006; Levi¢, 2008).

Mikroskopske karakteristike

Sporodohije su bledonarandzaste do mrke. Konidiofore su tipa monofijalida (12-15
x 2,5-3,5 um) i tipa polifijalida ili simpodijalno razgranati konidiofori (6-33 x 3-4 um).
Mikrokonidije se obrazuju iz polifijalida i monofijalida u vidu laZnih glavica (nikada u nizu),
ovalne, elipti¢ne ili bubrezaste, neseptirane ili sa jednom popre¢nom pregradom (4-20 x
1,5-4,7 pm). Mezokonidije se, kao i mikrokonidije, obrazuju iz monofijalida i polifijalida.
Mogu biti prave ili blago savijene, vretenaste do kopljaste, zatupastog vrha (16-43 x 3-4,5
um). Vrsne Celije su cesto neznatno asimetri¢ne, dok su bazalne celije "odsec¢enog" vrha.
Pod optimalnim uslovima preovladavaju mezokonidije sa tri pregrade (24-28 pm).
Obrazovane su u parovima na polifijalidama i imaju izgled zecjih uSiju. Sklerocije su u vidu
crnih telasca. Retko se obrazuju i predstavljaju visok potencijal Zenske fertilnosti.
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Makrokonidije su blago srpaste do skoro prave, paralelne dorzi-ventralne strane, tankih
zidova, izduZene, sa tri (20-62 x 3-5,5 um) do pet poprecnih pregrada (40-73 x 3,2-5,2 pm).
Vrsne Celije su savijene i postepeno se suZavaju, dok su bazalne cCelije karakteristicnog
oblika stopala. Hlamidospore su odsutne (Nelson et al., 1983; Burgess et al., 1994; Leslie
and Summerell, 2006).

Polni stadijum

Teleomorf Gibberella subglutinans (Edwards) Nelson, Toussin & Marasas syn.
Gibberella fujikuroi (Sawada) Wollenw. var. subglutinans (Edwards) povremeno se formira
na biljnim ostacima. F. subglutinans ima heterotalusni nacin polnog razmnoZavanja i
pripada populaciji E u okviru kompleksa vrsta G. fujikuroi. Peritecije i askusi su sli¢ni onima
koje obrazuje F. verticillioides (Leslie and Summerell, 2006).

2.4. Identifikacija Fusarium spp. primenom molekularnih analiza

Molekularne metode omoguéile su da osobine genoma budu ukljucene u
taksonomiju i identifikaciju gljiva (Paminondas and Paplomatas, 2004). Na osnovu
molekularnih analiza Watanabe et al. (2011) su rekonstruisali filogenetsko stablo roda
Fusarium po kome se ovaj rod deli na sledece sekcije: Arachnites, Arthrosporiella, Discolor,
Elegans, Eupionnotes, Gibbosum, Lateritium, Liseola, Martiella, Ventricosum, Roseum,
Spicarioides i Sporotrichiella. Analize kao $to su lancana reakcija polimeraze (PCR) pomoc¢u
specificnih prajmera i sekvenciranja DNK postale su neophodne za identifikaciju do nivoa
vrste (Watanabe et al., 2011). PCR je brza, osetljiva i specifi¢na tehnika koja ima veliku
perspektivu u patologiji semena zato Sto je potrebna mala koli¢cina DNK za identifikaciju
biljnog patogena (Machado et al., 2006). Geiser et al. (2004) stvorili su prvu generaciju
FUSARIUM- ID v.1.0 baze podataka koja sadrZi sekvence gena na osnovu translacijskog
elongacionog faktora 1-a (TEF 1-a). U pocetku je baza sadrzala 441 sekvencu, da bi kasnije
dostigla broj od 5560 sekvenci. Sekvencama se moZe pristupiti preko BLAST servera
http://isolate.fusariumdb.org/index.php.

Razli¢iti molekularni markeri se koriste za identifikaciju vrsta roda Fusarium. Ovi
markeri zasnovani su na razli¢itim genskim regionima kao $to su jedarni geni ribozomalne
RNK koji obuhavataju dva introna (ITS1 i ITS2), TEF 1-«, gen za RNK polimerazu 1 i 2
(RPB1 i RPB2) (Geiser et al., 2004; Schoch et al., 2012; O’Donnell et al., 2013, Crous et
al,, 2021; Yilmaz et al., 2021).

Internacionalno udruZenje za barkodiranje gljiva (International Fungal Barcoding
Consortium) je 2012. godine zvani¢no predlozilo da se ITS Kkoristi kao primarni barkod za
gljive (Schoch et al., 2012). Ovaj region se Koristi u brojnim istrazivanjima u kojima se
identifikacija gljiva vr$i pomoc¢u metode sekvenciranja (O'Brien et al., 2005; Nilsson et
al,, 2011; Gencheva and Beev, 2020). Pored toga Sto se ITS najceS¢e koristi za
identifikaciju gljiva (Schoch et al., 2012), njegov znacaj u identifikaciji vrsta roda Fusarium
i mnogih drugih gljiva ogranic¢ena je Cinjenicom da ovaj region Cesto ne moze da razdvoji
blisko srodne vrste u okviru kompleksa (Bruns, 2001; Gazis et al., 2011; Du et al,, 2012).
Regioni kojima je moguce to ostvariti su TEF1-a, RPB1 i RPB2 (O’Donnell et al., 2010;
Jiang et al., 2020; Crous et al., 2021; Yilmaz et al., 2021). Za taksonomska istrazivanja F.
fujikuroi kompleksa vrsta, primarni barkod marker je TEF1-a (O'Donnell et al., 1998; Yli-
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Mattila et al., 2002; Harrow et al., 2010; Crous et al,, 2021). Za razliku od TEF1-q, ¢iji
varijabilni introni mogu pouzdano da razdvoje blisko srodne vrste u okviru kompleksa,
geni za RPB1 i RPB2 mogu da razdvajaju vrste u okviru roda Fusarium i smatraju se
sekundarnim barkod markerima za identifikaciju F. fujikuroi kompleksa (O’Donnell et
al,, 2013; Crous et al., 2021).

Za identifikaciju vrsta razvijeni su specifi¢ni PCR prajmeri, ali u vecini slucajeva njih
je potrebno testirati, posebno ako se koriste izolati poreklom sa razlic¢itih useva i/ili
geografskih podrucja (Rahjoo et al., 2008).

Za dokazivanje prisustva vrste F. verticillioides Mulé et al. (2004) su opisali par
prajmera VER1/VER2 koji je dizajniran na osnovu dela gena za kalmodulin. Jo$ jedan par
prajmera koji se pokazao kao specifican za ovu vrstu je FV-F2/FV-R koji umnoZava
sekvence gaoB gena (Faria et al., 2012). Patifio et al. (2004) razvili su set prajmera za
detekciju F. verticillioides VertF1/VertR1 zasnovanih na genu za fumonizine (FUM1) koji
amplifikuju fragmente duzine izmedu 700-800 bp.

Mule et al. (2004) dizajnirali su set prajmera PRO1/PRO2 specifi¢nih za detekciju
vrste F. proliferatum. Ovi prajmeri su zasnovani na genu za kalmodulin. Jahan Quazi et al.
(2013) razvili su set specifi¢nih prajmera ProF1/ProR1 zasnovanih na FUM1 genu koji su u
svim ispitivanim izolatima amplifikovali fragmente duzine od 500 do 600 bp.

Na osnovu gena za kalmodulin Mulé et al. (2004) su opisali i specificne prajmere
SUB1/SUB2 za detekciju vrste F. subglutinans. Posebno korisna je Multipleks PCR metoda
kojom je moguce koriS¢enjem F2/FV-R i FS-F1/FS-R prajmera amplifikovati F.
verticillioides (370 bp) i F. subglutinans (649 bp) (Méller et al., 1999; Faria et al., 2012).
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3. Materijal i metode
3.1. Sakupljanje uzoraka

[zolati koriS¢eni u ovoj doktorskoj disertaciji sakupljani su iz skladista, sedam dana
nakon Zetve, tokom Cetiri godine (2014.-2017.). Sakupljeni su uzorci zrna obi¢ne pSenice
(Triticum aestivum L.), durum pSenice (Triticum turgidum var. durum Desf.), jeCma
(Hordeum vulgare L.) i tritikalea (Triticosecale Wittmack). Uzorci su sakupljeni iz skladiSta
sa ukupno 55 lokaliteta $irom Srbije (Aleksa Santi¢, Apatin, Batajnica, Bela Crkva, Besni
Fok, Bresno Polje, Velika Plana, Veliki Senj, Vrbovsko, Globoderi, Glogonjski put, Dasnica,
Dusanovac, Duzine, Zabare, Zabari, Zaje¢ar, Zemun, Zemun Polje, Jabucki Rit, Jasa Tomi¢,
Kikinda, Kladovo, KobiSnica, Kraljevo, LuZnica, Martinci, MileSevo, MiloSevo, Mionica,
Negotin, Nikolinci, Omoljica, Padinska Skela, Pancevo, Panonija, Plandiste, Pobeda,
Radojevacki put, Radujevac, Rudnik, Ruma, Sakule, Samarinovac, Sirig, Sombor, Srbobran,
Srpski Mileti¢, Stara Moravica, Stara Pazova, Stopanja, Sur¢in, Svilajnac, Trnjane i Calma).
Osnovni uzorak je formiran tako Sto su manji uzorci uzeti iz razli¢itih delova skladisSta
pomesani u jedan uzorak. Osnovni uzorak podeljen je na cCetiri dela, i od svakog dela
uzorkovano je po 0,5 kg zrna, ukupno 2 kg. Od svakog sakupljenog uzorka uzet je
poduzorak od 400 zrna iz kojih je kasnije vrSena izolacija gljiva.

3.2. Izolacija gljiva i dobijanje cistih kultura

Zrna strnih Zita su povrSinski sterilisana 1% rastvorom natrijum hipohlorita u
trajanju od 3 minuta nakon cega su ispirana sterilnom destilovanom vodom. Posle suSenja
na filter papiru zrna su postavljana u Petri kutije precnika 9 cm na krompir dekstroznu
podlogu (KDA). Nakon sedmodnevnog gajenja pri temperaturi od 25°C posmatrane su
kolonije gljiva razvijenih na i oko postavljenih zrna. Izolati koji su mikroskopskim
pregledom imali karakteristike Fusarium spp. radi dobijanja Cistih kultura presejane su na
sinteti¢cku nisku hranljivu podlogu (sinthetic nutrient agar, SNA) i podlogu sa sterilnim
fragmentima lista karanfila (carnation leaf agar, CLA) na kojima su gajene u reZimu 12 h
dan/12 h noé. Nakon sedam dana pod mikroskopom posmatrano je obrazovanje lanaca
mikrokonidija iz monofijalida i polifijalida. Na osnovu ovih karakteristika izdvojeni su
izolati i preciS¢eni do monosporne kulture.

3.3. Dobijanje monosporijalnih izolata

Odabrani izolati presejani su na KDA podlogu na kojoj su gajeni sedam dana u
termostatu pri temperaturi od 25°C. U epruvetu sa 10 ml sterilne destilovane vode,
sterilnom iglom dodata je micelija gljive. SadrZaj epruvete je homogenizovan na muckalici u
trajanju od 10-15 sekundi nakon cega je 1 ml (razredenje 10-1) ove suspenzije prenet na
podlogu sa vodenim agarom (Water agar, WA) u Petri kutiju pre¢nika 9 cm. Zatim je
napravljeno sledece razblazenje (10-2) tako Sto je 1 ml suspenzije iz epruvete sa 10 ml
sterilne destilovane vode (prve epruvete) prenet u epruvetu sa 9 ml sterilne destilovane
vode. Nakon homogenizacije broj spora je odreden pomo¢u hemocitometra (Neubauer,
Nemacka). Inokulacija je izvrSena tako Sto je 1 ml suspenzije spora mikropipetom prenet u
Petri kutiju sa vodenim agarom po C¢ijoj povrSini je suspenzija kruzZnim pokretima
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razlivena. Zatvorene Petri kutije postavljene su pod uglom od 30-40° i odrzavane su pri
temperaturi od 25°C tokom 24 sata. Nakon perioda inkubacije, klijanje spora je provereno
na stereomikroskopu. Proklijala pojedinacna spora je, zatim, sa komadi¢em podloge
sterilnom ezom preneta u centar Petri kutije sa KDA podlogom (Nelson et al., 1983;
Burgess et al.,, 1994; Leslie and Summerell, 2006). Ovaj postupak je ponovljen Cetiri
puta. Nakon sedmodnevnog gajenja kultura na temperaturi pri 25°C u termostatu, dobijene
su monosporne kulture koja su koriS¢ene za dalja istraZivanja u ovoj doktorskoj disertaciji.
Ove kulture su cuvane na tri vrste hranljive podloge (KDA, CLA i SNA) u staklenim
ampulama u friZideru pri 4°C.

3.4. Provera patogenosti izolata i reizolacija gljiva

U cilju provere patogenosti ispitivanih monosporijalnih izolata na listu je¢ma u
laboratorijskim uslovima, koriS¢ena je modifikovana metoda koju su opisali Imathiu et al.
(2009).

Priprema inokuluma

U kulture izolata gajenih sedam dana na KDA podlozi pri 25°C, dodato je 10 ml
sterilne destilovane vode uz dodatak Tween 20 (0,01%). Inokulum je dobijen skidanjem
micelije sterilnim skalpelom. Dobijena suspenzija konidija procedena je kroz cetvoroslojnu
sterilnu gazu. Koncentracija spora odredena je hemocitometrom i podeSena na 1x10°
spora/ml.

Inokulacija i inkubacija

Povrsinski sterilisana zrna je¢ma sorte Nektar posejana su u saksije (27x15 cm) i
gajena pri 20°C sa fotoperiodom od 12 h u fitotronu. Nakon 14 dana, od prvog lista
klijanaca dobijeni su isecci duzine 4 cm koji su se Kkoristili u daljem eksperimentu. U Cetiri
ponavljanja postavljeno je po Cetiri lisna iseCka u Petri kutije (precnika 15 cm) obloZene
navlaZenim filter papirom. U centar svakog lisnog iseCka napravljena je povreda u koju je
naneto 10 pl pripremljenog inokuluma. Listovi u negativnoj kontroli su tretirani istom
kolicinom sterilne destilovane vode uz dodatak Tween 20 (0,01%), dok je za pozitivhu
kontrolu koriS¢en izolat vrste F. graminearum iz kolekcije gljiva Instituta za kukuruz
»Zemun Polje“. Uslovi inkubacije su bili temperatura 25°C u uslovima 12 h dan/12 h no¢.
Filter papir je po potrebi kvasen sa 2 ml sterilne destilovane vode, kako bi se odrzavala
povisena vlaznost u Petri kutiji. Pojava i razvoj simptoma pracen je svakodnevno u trajanju
od sedam dana, a duZina formiranih pega izmerena je sedmog dana nakon inokulacije. Iz
simptomati¢nih listova uradena je reizolacija na KDA podlogu u cilju potvrde Kohovih
postulata.
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3.5. Molekularna identifikacija i karakterizacija
3.5.1. Priprema izolata

Za potrebe izolacije DNK zasejano je 36 odabranih izolata vrsta F. fujikuroi
kompleksa i to 20 izolata F. verticillioides, devet izolata F. proliferatum i sedam izolata F.
subglutinans. 1zolati su gajeni na KDA podlozi, 7 dana u termostatu pri temperaturi od 25°C,
nakon ¢ega je micelija sterilnim skalpelom sakupljena u tube.

3.5.2. Izolacija DNK

[zolacija dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) izvrSena je pomoc¢u DNeasy Plant
Mini Kit (250), QIAGEN, Hilden, Germany po uputstvu proizvodaca.

U tube zapremine 2 ml odmereno je 100 mg micelije. Zatim je u tube stavljena
kuglica od volfram karbida veli¢ine 3 mm koja omogucava lakSu homogenizaciju micelije.
Nakon toga tube su zamrznute u te¢nom azotu u trajanju od 30 sekundi. Homogenizacija
micelije izvrSena je pomocu TissueLyser Il homogenizera, QIAGEN, Hildren, Germany. Tube
su postavljene u adapter, a zatim su se homogenizovale, 1 minut na 30 Hz. Slede¢i korak je
obuhvatio ponovno zamrzavanje u tenom azotu 30 sekundi, nakon Cega je ponovljena
homogenizacija ali sa tubama u obrnutim/suprotnim pozicijama. Dodato je 400 ul AP1
pufera i 4 pl enzima RNase u svaku tubu. Nakon toga usledila je inkubacija u vodenom
kupatilu na 65 °C u trajanju od 10 minuta. Tokom perioda inkubacije tube su okretane 2-3
puta kako bi se RNK razgradila u prisustvu enzima. Zatim je dodato po 130 ul P3 pufera,
nakon cega se lizat inkubirao na ledu 5 minuta. Dodavanjem ovog pufera ubrzano je
taloZenje proteina i polisaharida. Slede¢i korak je obuhvatio centrifugiranje u trajanju od 5
minuta na 14 000 obrtaja. Lizat je prenet u QIAshredder Mini spin kolone od 2 ml sa
filterom, nakon Cega se sadrZaj kolona centrifugirao 2 minuta na 14 000 obrtaja. Dobijeni
filtrat je prenesen u nove tube od 2 ml, a zatim je dodato 650 ul AW1 pufera, u koji je
prethodno sipan 70% etanol. 0Odmah nakon dodavanja pufera, sadrZaj tube je promesan, a
zatim prenet u nove DNeasy Mini spin kolone od 2 ml sa filterom. Sadrzaj kolona je
centrifugiran 1 minut na 8000 obrtaja, nakon Cega je odbacena te¢na faza koja je prosla
kroz filter. Preostali sadrzaj je prenet na filter, i zatim je ponovljen postupak. Sadrzaj
DNeasy Mini spin kolona prebacen je u nove tube od 2 ml, dodato je 500 ul AW2 pufera sa
prethodno dodatim etanolom. Sadrzaj je centrifugiran 1 minut na 8000 obrtaja. Dobijeni
filtrat je odbacen i postupak je ponovljen, nakon ¢ega se ponovo pristupilo centrifugiranju
od 2 minuta, na 14 000 obrtaja. Ovim postupkom izolovana je DNK, a sve necisto¢e su
uklonjene. Sadrzaj je prebacen u nove tube od 2 ml u koje je dodato 100 ul AE pufera.
Nakon inkubacije u trajanju od 5 minuta na sobnoj temperaturi, sadrzaj tube je
centrifugiran 1 minut na 8000 obrtaja. Nakon zavrSnog koraka izolovana DNK ¢uvana je na
- 20°C za dalje analize.

3.5.3. Odredivanje koncentracije DNK

Nakon izolacije, koncentracija dobijene DNK proverena je merenjem adsorbance na
260 nm (A260) i 280 nm (Azs0) u spektrofotometru (Eppendorf Bio Photometer D30).
RazblaZenje uzorka (R) je podeSeno tako da absorbanca od 1,0 na 260 nm odgovara 50 pg
DNK/pl (A260 = 1 = 50 pg/ul). Koncentracija DNK izraCunata je pomocu sledece formule:
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konc.(ug/uL) = Azo x R x 50/1000. Cistoéa DNK uzoraka se odreduje preko odnosa
A260/Azg0. Vrednost u intervalu 1,7-1,9 oznacavala je dobru ¢isto¢u analizirane DNK.

3.5.4. Molekularna detekcija vrsta Fusarium fujikuroi kompleksa primenom
specificnih prajmera

Molekularna detekcija 36 izolata vrsta F. fujikuroi kompleksa uradena je
koriS¢enjem specificnih prajmera ¢ije sekvence su prikazane u Tabeli 1. Specifi¢ni prajmeri
koji su koriSc¢eni za identifikaciju vrste F. verticillioides su VER1/VERZ, i zasnovani su na
genu za kalmodulin (Mule et al., 2004) i FV-F2/FV-FR zasnovani na gaoB genu (Faria et
al,, 2012). Za specificnu detekciju F. proliferatum koriS¢en je PRO1/PRO2 par prajmera
(Mule et al., 2004), a za vrstu F. subglutinans SUB1/SUB2 par prajmera zasnovanih na
genu za kalmodulin, kao i FS-F1/FS-R i FS-F2 /FS-R (Faria et al., 2012) zasnovanih na gaoB
genu.

Tabela 1. Specificni prajmeri kori$¢eni za dokazivanje vrsta F. fujikuroi kompleksa

Vrsta Prajmer Sekvenca (5— 3') ar‘:l(;)lliiélirc:?la Referenca
Frveriiionges | VERL | SCTICCIGGATGITTCTCCS — T o 1 0o,
verctioges | FVF2 | SCACTGOTGGTAACGATGCG-S |0 T 1 o,
F. proliferatum ggg% 5’§I‘IG(':I‘T&T:(‘;(':I‘CAG:CC'? CAG(XI;I‘ C:'I"I?’Ir‘r C’}T’I?T?C)}’ 3 585bp Mule et al., 2004
Fotghaars | SUEL | | SCTCGTIEETCTIIEEAT | sy | et s
Foutglucnans | FSFL | SGTACMCCCGCCIGETANGG S | (oo ™ ot 20rp
Foutglacnans | FSF2 | 5TACTGACGGCAMCGACGCTY | o T

PCR reakcija sa parovima prajmera VER1/VER2, PRO1/PR0O2 i SUB1/SUB2

Reakciona smesa, finalne zapremine 50 pl, pripremljena je od finalne koncentracije:
. 1 x pufera (ThermoFisher Scientific, USA)

. 15 pmol prajmera (forward i reverse)
o 2,5 m dNTP (ThermoFisher Scientific, USA)
o 1,25U DreamTaq Green DNA Polimeraze (ThermoFisher Scientific,

USA)
. 2 pl genomske DNK
. dd H20 do zapremine 50 ul
Kao negativna kontrola je koriS¢ena reakciona PCR smeSa bez dodate DNK. Kao
pozitivna kontrola koris¢eni su referentni izolati i to za vrstu F. verticillioides koris¢en je
izolat RBG 1603 Q27, za vrstu F. proliferatum koris¢en je izolat RBG 1613 Q15, a za vrstu F.
subglutinans izolat RBG 3591 Q23. U PCR metodi, koriS¢enjem prajmera VER1/VER2
pozitivhom reakcijom je smatrana pojava amplikona oko 578bp, kod prajmera PRO1/PRO2
585bp, a kod prajmera SUB1/SUB2 631bp.
Uslovi PCR reakcije bili su sledeci:
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. pocetna denaturacija na 95°C u trajanju od 5 minuta
. 35 ciklusa:
e denaturacija na 94°C u trajanju od 50 sekundi
e vezivanje prajmera za ciljne sekvence na 56°C u trajanju od 50
sekundi
e elongacija na 72°C u trajanju od 1 minut
. finalna elongacija na 72°C u trajanju od 7 minuta.

PCR reakcija sa parovima prajmera FV-F2 /FV-R, FS-F1/FS-Ri FS-F2/FS-R

Reakciona smesa finalne zapremine 50 pl, pripremljena je od finalne koncentracije:

. 1 x pufera (ThermoFisher Scientific, USA)

. 25 pmol od svakog prajmera (forward i reverse)

. 2,5m dNTP

) 1,25U DreamTaq Green DNA Polimeraze (ThermoFisher Scientific,
USA)

. 2 ul genomske DNK

. dd H20 do zapremine 50 pl
Kao negativna kontrola je koriS¢ena reakciona PCR smesa bez dodate DNK, a kao
pozitivna kontrola kori$¢eni su referentni izolati RBG 1603 Q27 za vrstu F. verticillioides i
RBG 3591 Q23 za vrstu F. subglutinans. U PCR metodi, koriS¢enjem prajmera FV-F2/FV-R i
FS-F2/FS-R pozitivnom reakcijom je smatrana pojava amplikona oko 370bp, a kod
prajmera FS-F1/FS-R 649bp.
Uslovi PCR reakcije bili su sledeci:
. pocetna denaturacija na 94°C u trajanju od 5 minuta
. 25 ciklusa:
e denaturacija na 94°C u trajanju od 1,5 minuta
e vezivanje prajmera za ciljne sekvence na 64°C u trajanju od 1,5
minuta
e elongacija na 72°C u trajanju od 2 minuta
. finalna elongacija na 72°C u trajanju od 10 minuta.

3.5.5. Molekularna karakterizacija vrsta Fusarium fujikuroi kompleksa na
osnovu razli¢itih genskih lokusa

Odabranih 14 izolata F. fujikuroi kompleksa je okarakterisano na osnovu tri genska
lokusa: ITS regiona, delu gena za elongacioni faktor (TEF 1-a) i delu gena za RNK
polimerazu (RPB2) koji se koriste za identifikaciju vrsta F. fujikuroi kompleksa (O'Donnel
etal., 2010, Moussa et al.,, 2017; Jiang et al., 2020; Crous et al., 2021). Za umnoZavanje
ITS regiona koriséen je par prajmera ITS1 i ITS4 (White et al., 1990), gena za TEF 1-«
primenom EF1/EF2 (O'Donnell et al., 1998) i gena za RPB2 primenom 7cf/11ar (Liu et
al,, 1999; O'Donnell et al., 2010), Cije su sekvence prikazane u Tabeli 2.
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Tabela 2. Spisak prajmera za dokazivanje vrsta F. fujikuroi kompleksa.

GenskKi lokus | Prajmer Sekvenca (5'— 3') Referenca
ITS1 5'-GAAGTAAAAGTCGTAACAAG-3' .
ITS ITS4 5'-CCTCCGCTTATTGATATGC-3¢ White etal., 1990
] EF1 5-ATGGGTAAGGA(A/G)GACAAGAC-3’ ,
TEF 1-a EF2 5'-GGA(G/A)GTACCAGT(G/C)ATCATGTT-3 | O Ponnelletal, 1998
RPE2 7cf 5-ATGGGYAARCAAGCYATGGG-3’ Liu et al., 1999
11ar 5-GCRTGGATCTTRTCRTCSACC-3’ 0'Donnell et al., 2010

PCR reakcija
Reakciona smeSa za sva tri para prajmera pripremljena je na isti nacin. Finalna
zapremina od 50 pl sadrzZi:

USA)

1 x pufera (ThermoFisher Scientific, USA)

0,5 uM od svakog prajmera (forward i reverse)
1 m dNTP
1,25U DreamTaq Green DNA Polimeraze (ThermoFisher Scientific,

2 ul DNK
dd H20 do zapremine 50 pl

Kao negativna kontrola je koriS¢ena reakciona PCR smeSa bez dodate DNK.

Uslovi PCR reakcije za prajmere ITS1/ITS4 bili su slededi:

pocetna denaturacija na 94°C u trajanju od 5 minuta

30 ciklusa:

denaturacija na 94°C u trajanju od 30 sekundi

vezivanje prajmera za ciljne sekvence na 55°C u trajanju od od 30
sekundi

elongacija na 72°C u trajanju od 30 sekundi

finalna elongacija na 72°C u trajanju od 10 minuta.

Uslovi PCR reakcije za prajmere 7cf/11ar bili su slededi:

pocetna denaturacija na 94°C u trajanju od 1,5 minuta

40 ciklusa:

denaturacija na 94°C u trajanju od 30 sekundi

vezivanje prajmera za ciljne sekvence na 55°C u trajanju od 1,5
minuta

elongacija na 68°C u trajanju od 2 minuta

finalna elongacija na 68°C u trajanju od 5 minuta.

Uslovi PCR reakcije za prajmere EF1/EF2 bili su sledeci:

pocetna denaturacija na 94°C u trajanju od 2 minuta

35 ciklusa:

denaturacija na 94°C u trajanju od 1 minut

vezivanje prajmera za ciljne sekvence na 53°C u trajanju 1 minut
elongacija na 72°C u trajanju od 2 minuta

finalna elongacija na 68°C u trajanju od 10 minuta.
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3.5.6. Vizuelizacija PCR produkata

Produkti PCR reakcije razdvojeni su elektroforezom u 1% agaroznom gelu u 1xTBE
puferu (90 mM Tris, 90 mM H3BOs, 1 mM EDTA, Thermo Fisher Scientific, USA). Gel za
elektroforezu je pripremljen tako Sto je u 35 ml 1xTBE pufera dodato 0,35 g agaroze. Nakon
rastvaranja agaroze pristupilo se zagrevanju u mikrotalasnoj pec¢nici do temperature
kljuCanja. Gel je zatim ohladen na 60°C i razliven u kalup sa ceSljevima koji se postavljaju
kako bi se formirali bunarci¢i. Nakon polimerizacije u trajanju od 20 minuta, ceSljevi se
uklanjaju i kalup sa gelom se postavlja u kadicu za elektroforezu. Dodaje se 1xTBE pufer do
odredene visine, a zatim se u bunarcic¢e nanose uzorci. U prvi bunar¢i¢ nanesen je marker
100 bp DNK ili 1kb DNK (Thermo Fisher Scientific, USA), a u ostale bunarci¢e naneseni su
uzorci (10 pl PCR produkta i 1 pl boje 6x Loading dye - Thermo Fisher Scientific, USA).
Elektroforeza je izvedena u trajanju od 40 minuta pri naponu od 100 V u aparatu za
horizontalnu elektroforezu (BluePower 500, Serva, UK). Nakon zavrSene elektroforeze,
obavljena je vizuelizacija PCR produkata bojenjem gela etidijum bromidom (0,25 pg/ml) u
trajanju od 20 minuta. Gelovi su posmatrani pod UV svetlom transluminatora i
fotografisani. Veli¢ina PCR produkta odredena je na osnovu markera.

3.5.7.Sekvenciranje uzoraka

Amplikoni dobijeni umnoZavanjem ITS, TEF 1-a i RPB2 regiona odabranih izolata
poslati su na usluzno precis¢avanje i sekvenciranje u oba smera u DNA Macrogen Europe
B.V. (https://dna.macrogen-europe.com, Holandija). Dobijene sekvence obradene su u
BioEdit programu, nakon cega su im odredene koncenzus sekvence. Ove sekvence su
potom BLAST analizom (Basic Local Alignment Search Tool) uporedene sa sekvencama
dostupnim u NCBI bazi podataka (National Center for Biotechnology and Information). Sve
dobijene sekvence deponovane su u NCBI GenBank bazu podataka, nakon Cega im je
dodeljen pristupni broj.

3.5.8. Proucavanje filogenetskih odnosa

Za medusobno poredenje dobijenih sekvenci izolata, proucavanje evolutivnih
odnosa i rekonstrukciju filogenetskog stabla koris¢en je programski paket MEGA 11
(Tamura et al,, 2021). Filogenetsko stablo je konstruisano pomoc¢u Maximum Likelihood
metode (model Kimura sa dva parametra) sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja. Za
koren stabla koriS¢ena je sekvenca F. redolens (pristupni broj HQ731067.1). Filogenetsko
stablo je rekonstruisano za svaki region posebno. Za rekonstruisanje stabla koriS¢ene su
sve sekvence koje su dobijene sekvenciranjem sva tri regiona, kao i sekvence iz NCBI baze
podataka sa kojima su dobijene sekvence uparene.

3.6. Proucavanje morfoloSkih karakteristika vrsta Fusarium fujikuroi
kompleksa

[spitivanje morfoloskih karakteristika izolata radeno je po metodi Leslie and
Summerell (2006).
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3.6.1. Ispitivanje makroskopskih karakteristika

Za proucavanje makroskopskih karakteristika izolati monospornih kultura zasejani
su na KDA podlogu i gajeni su sedam dana u mraku u termostatu pri 25°C. Makroskopske
karakteristike proucavane su kod svih dobijenih izolata, kao i kod referentnih izolata svake
ispitivane vrste. Karakteristike koje su proucavane su:

. Izgled i boja kolonije
. Pigmentacija podloge
. Porast kolonije koji je meren svakodnevno u trajanju od sedam dana

nakon presejavanja

3.6.2. Ispitivanje mikroskopskih karakteristika

Za proucavanje mikroskopskih karakteristika ispitivani izolati zasejani su na CLA i
SNA podloge i gajeni u reZimu 12 h dan/12 h no¢ pri 25°C. Nakon sedam dana inkubacije
kod svih dobijenih izolata F. fujikuroi kompleksa i odgovarajuc¢ih referentnih izolata
proucavane su sledece karakteristike:

. Formiranje monofijalida i polifijalida
. Oblik i veli¢ina makrokonidija
. Oblik i veli¢ina mezokonidija
. Oblik i veli¢ina mikrokonidija
. Prisustvo hlamidospora
Kod pojedinih izolata F. fujikuroi kompleksa proucavane su sledece karakteristike:
. Duzina mikrokonidija u lancu
. Broj septi
. Oblik apikalne i bazalne ¢elije makrokonidija

3.7. Ispitivanje virulentnosti izolata

Virulentnost izolata F. fujikuroi kompleksa ispitivana je na: a) listovima je€ma, b) na
klasu durum psSenice i c) na klasu pSenice, je¢ma i tritikalea. Virulentnost izolata na
listovima je¢ma ispitivana je za odabranih 47 izolata, kao i tri referentna izolata (po jedan
izolat od svake ispitivane vrste) u uslovima in vitro po metodi Imathiu et al. (2009).
Priprema inokuluma i inokulacija uradena je kao u delu provere patogenosti. Nakon sedam
dana, na listovima je merena duZzina pega.

Virulentnost izolata na klasu strnih Zita ispitivana je vestackom inokulacijom u
uslovima in vivo prema modifikovanoj metodi Mesterhazy et al. (1999). Na klasu durum
pSenice sorte Cosmostar ispitana je virulentnost svih 50 ispitivanih izolata, kao i po jedan
referentni izolat svake ispitivane vrste, tokom dve proizvodne godine (2018. i 2019.). Na
klasu obi¢ne pSenice (sorta Aurelia), je¢ma (sorta Nektar) i tritikalea (sorta Zenit) ispitana
je virulentnost 15 odabranih izolata (Sest izolata vrste F. verticillioides, pet izolata vrste F.
proliferatum i Cetiri izolata vrste F. subglutinans) i po jedan referentni izolat svake
ispitivane vrste. Ispitivanja su sprovedena tokom 2019. godine. Izolati su poreklom sa
pSenice, je¢ma i tritikalea. Za potrebe ovog istrazivanja izolati su gajeni su na KDA podlozi
pri 25°C u mraku. Priprema inokuluma je radena isto kao za proveru patogenosti. Ogledne
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parcele Instituta za kukuruz u Zemun Polju postavljene su po sluc¢ajnom split-plot
eksperimentalnom planu u 4 ponavljanja.

Biljke su inokulisane u ranim jutarnjim Casovima kad je viSe od 50% biljaka bilo u
fazi punog cvetanja. U svakom ponavljanju inokulisane su grupe od po 20 klasova. Koli¢ina
pripremljenog inokuluma iznosila je 20 ml po ponavljanju, koncentracije 1x10° spora/ml. U
negativnoj kontroli klasovi su inokulisani istom koli¢inom sterilne destilovane vode, dok su
klasovi u pozitivnoj kontroli inokulisani suspenzijom spora vrste F. graminearum.
Inokulum je nanoSen ru¢nom prskalicom po povrsini cvetalih klasova. Nakon inokulacije
klasovi su pokriveni vlaznim PVC kesama kako bi se stvorili povoljni uslovi vlage za razvoj
gljive. Kese su uklonjene nakon 48 h.

Ocena infekcije na klasovima durum pSenice, pSenice, jeCma i tritikalea je uradena
nakon tri nedelje prema skali Blandino et al. (2012). Svaki broj na skali odgovara
procentualnom intervalu povrsSine klasa sa vidljivim simptomima oboljenja i to:

1 = 0-5% zahvacene povrsine klasa

2 =5-15% zahvacene povrsine klasa

3 = 15-30% zahvacene povrsine klasa

4 = 30-50% zahvacene povrsine klasa

5 = 50-75% zahvacene povrsine klasa

6 = 75-90% zahvacene povrsine klasa

7 =90-100% zahvacene povrsine klasa.

Indeks oboljenja izraCunat je za inokulisane klasove pSenice, jeCma i tritikalea
prema jednacini Jenkinson and Parry (1994).

(ax1)+(bx2)+(cx3)+(dx4)+(ex5)+(fx6)+(gx7) X 100
a+b+c+d+e+f+g 6
U ovoj jednacini a, b, ¢, d, e, f, i g predstavljaju ukupan broj biljaka koje su ocenjene
redom ocenama od 1 do 7.

Indeks oboljenja =

3.8. Ispitivanje toksikoloskih karakteristika ispitivanih izolata

Merenje koncentracije sintetisanog fumonizina u izolatima Fusarium spp. ispitivana
je koris¢enjem specificnih antiseruma (FUMO Celer, Tecna, Italija) primenom ELISA
metode (Enzyme - Linked Immunosorbent Assay). ELISA je brza imunohemijska metoda
koja ukljuCuje enzime, imunoloske molekule - antitela i antigene. Pincip ove metode
zasniva se na postojanju bunarci¢a sa anti-toksin antitelom. Tokom inkubacije slobodan
toksin iz uzorka i enzimski toksin iz konjugata su u kompeticiji za vezuju¢a mesta na anti-
toksin antitelima u bunarci¢ima. Svi nevezani molekuli toksina i enzimskog konjugata se
uklanjaju u procesu ispiranja. Koli¢ina enzimske aktivnosti se odreduje dodavanjem
odredene koliCine hromogenog supstrata koji boji enzim u plavo, a dodavanje stop
reagensa boji postojeci plavi rastvor u Zuto. Absorbanca se meri na 450 nm, a jacina
obojenosti je obrnuto proporcionalna koncentraciji toksina u uzorku. Opticka gustina
uzorka se poredi sa opticCkom gustinom standarda na osnovu kojih se vrsi preracunavanje
koncentracije toksina u uzorku.

Analiza mikotoksina ELISA metodom obuhvatala je sledece korake:

- priprema uzoraka
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- ekstrakcija mikotoksina iz uzoraka
- kvantifikacija mikotoksina

3.8.1. Priprema uzoraka

Svih 50 izolata Fusarium spp. zasejano je na KDA podlogu pre¢nika 9 cm. Nakon
sedmodnevnog gajenja pri 25°C u termostatu, prikupljena je formirana micelija. Biomasa
gljive (micelija, konidije) je izmerena u staklenim vialama (20 ml) koje su prethodno
izmerene na analitickoj vagi, da bi se utvrdila precizna masa uzorka. U viale je dodat
rastvor metanola i vode (70:30, v/v) u razmeri 10:1 v/m. Viale su muckane na Sejkeru u
trajanju od 30 minuta pri velikoj brzini. Nakon toga, 1 ml ekstrakta je uzet za dalje
centrifugiranje (12 000 obrtaja, 10 min). Nakon centrifugiranja, dobijeni uzorak je
mikropipetom prebacen u tubu i koristio se za analizu (Abbas et al., 2004).

3.8.2. Ekstrakcija mikotoksina iz uzoraka

. Uzorak dobijen u prethodnom koraku je razblaZen sa 950 ul sterilne
destilovane vode.

. U svaki bunarci¢ za razblaZivanje sipano je po 100 ul konjugata.

. Dodato je po 50 pl standarda/uzorka, a zatim je po 100 pl preneto u
bunarcice prekrivene antitelima.

. Nakon inkubacije od 10 minuta, bunarci¢i su isprani rastvorom za
ispiranje i ocedeni uz opreznost da se ne osuse.

. Po 100 pl supstrata za razvijanje dodato je u svaki bunarcic.

. Nakon 10 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi, dodato je 50 pl
rastvora za zaustavljanje procesa.

. Paleta sa bunarci¢ima postavljena je u ELISA citaC i izvrSeno je

ocitavanje koncentracije fumonizina.
3.8.3. Kvantifikacija mikotoksina

Ocitavanje koncentracije fumonizina izvrSena je pomoc¢u ELISA ¢itac¢a (BioTek EL x
800™) na talasnoj duzini od 450 nm. Kit za analizu fumonizina sadrzao je pet standarda
sledecih koncentracija: 0; 0,75; 4; 20 i 60 pg/g. Limit detekcije iznosio 0,75 pg/g. Dobijeni
rezultati poredeni su sa standardnim vrednostima.

3.9. Statisticka obrada podataka

Za ispitivanje statisticke znacajnosti razlike srednjih ocena patogenosti izmedu
gljiva, koris¢ena je dvofaktorska ANOVA po hijerarhijskom planu (Model 1).
Model 1: Xijk =u+a;+ ,Bj(i) + Ek(if),
gde je X;j, ocena patogenosti kod i-te gljive, j-tog izolata i k-tog ponavljanja, u je
opSta srednja vrednost, a; glavni efekti i-te gljive, f;(;) efekti j-tog izolata u okviru i-te
gljive, dok je g;(;j) ¢lan modela koji opisuje slucajnu greSku. Za ispitivanje statisticke
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znacajnosti razlike srednjih ocena patogenosti pojedinih izolata (za svaku gljivu posebno),
koriS¢ena je jednofaktorska ANOVA po potpuno slu¢ajnom planu, sa balansiranim dizajnom
(Model 2).

Model 2: Xij =u+ a; + Eij'

gde je X;; ocena patogenosti i-tog izolata u j-tom ponavljanju, u je opSta srednja
vrednost, a; je efekat i-tog izolata.

Dvofaktorska analiza varijanse po potpuno sluc¢ajnom planu, sa balansiranim
dizajnom, koriS¢ena je za ispitivanje statistiCke znacajnosti razlika srednjih dnevnih
porasta kolonija (Model 3).

Model 3: X; 5, = u+ a; + f; + (@f);j + &jx.

U modelu 3, X;j; predstavlja dnevni porast Kolonije i-te gljive u j-tom danu i k-tom
ponavljanju; i je opsSta srednja vrednost, a; je efekat i-te gljive, B; je efekat j-tog dana,
(ap);j je efekat interakcije i-te gljive i j-tog dana. U oba modela (2 i 3), ¢lan € predstavlja
slucajnu gresku koja po pretpostavci ima normalnu raspodelu sa nultim prosekom. Za
naknadna poredenja koriS¢en je Tukey-ev test. U svim testiranjima primenjen je 5%-tni
nivo znacajnosti.

Trofaktorska analiza varijanse po delimi¢no hijerarhijskom planu, kori$¢ena je za
ispitivanje znacajnosti glavnih efekata godine («;), efekata vrste gljive (f;) i efekata izolata
ugnjezdenih u vrstu gljive (yx ;) na ocenu virulentnosti na klasu durum psenice u poljskim
uslovima (Model 4).

Model 4: X;ji; = p + ai+B; + vipy+(aB)y+(@r) iy + iy

Preostali Clanovi modela opisuju interakcijske efekte, a g,;jx) je sluCajna greska.
Model 4 je koris¢en i kod ispitivanja uticaja biljne vrste, vrste gljive i izolata na ocenu
virulentnosti na klasu psSenice, je¢ma i tritikalea.

Za obradu i vizuelizaciju podataka, koris¢eni su Rstudio 2020 i SPSS 25 (IBM Corp,
2017; RStudio Team, 2022).
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4. Rezultati
4.1. Dobijeni izolati vrsta Fusarium fujikuroi kompleksa

Ukupno 380 uzoraka zrna strnih Zita (pSenica, jeCam, tritikale i durum pSenica)
sakupljeni su iz skladiSta sedam dana nakon Zetve sa 55 lokaliteta u Srbiji u periodu od
2014. do 2017. godine. Zrna su sterilisana, i zatim postavljena na KDA podlogu (Slika 1-a)
gde su u termostatu inkubirana pri 25°C. Nakon sedam dana posmatrane su kolonije gljiva
razvijene na i oko zrna. Na osnovu izgleda kolonije odabrani su izolati koji ¢e se koristiti u
narednim istrazivanjima. Gljive koje su formirale belu miceliju, vunaste ili pamucaste
strukture sa ruZiastom, crvenkastom ili ljubicastom pigmentacijom podloge (Slika 1-b)
izolovane su i presejane na CLA i SNA podloge radi dalje identifikacije. Na ovaj nacin
dobijeno je 172 izolata.

T

=
=
=

Slika 1. Zrna pSenice na KDA podlozi pre gajenja u termostatu (a) i pojava kolonija
gljiva nakon sedam dana gajenja u termostatu pri 25°C (b). Strelica oznacava izolat koji je
odabran za dalju identifikaciju.

Na osnovu mikroskopskih karakteristika (lanci mikrokonidija, nacin grananja i
formiranje monofijalida i polifijalida) ukupno 146 izolata je preliminarno identifikovano
kao izolati vrsta F. fujikuroi kompleksa. Izolati koji su formirali duge lance mikrokonidija na
monofijalidama (Slika 2-a) preliminarno su identifikovani kao vrsta F. verticillioides (68
izolata). Izolati koji su formirali kraée lance mikrokonidija na monofijalidama i
polifijalidama (Slika 2-b) preliminarno su identifikovani kao F. proliferatum (46 izolata).
Izolati koji nisu formirali lance mikrokonidija, ve¢ su mikrokonidije formirane iz laZnih
glavica na monofijalidama i polifijalidama (Slika 2-c) preliminarno su identifikovani kao F.
subglutinans (32 izolata). Od ukupno 68 izolata preliminarno identifikovanih kao F.
verticillioides, 46 izolata je poreklom iz zrna pSenice, 10 izolata iz zrna durum pSenice, Sest
izolata iz zrna jeCma, a Sest izolata iz zrna tritikalea. Od ukupno 46 izolata preliminarno
identifikovanih kao F. proliferatum, 27 izolata je poreklom iz zrna pSenice, devet izolata iz
zrna durum pSenice, Sest izolata iz zrna je¢ma, a Cetiri izolata iz zrna tritikalea. Od ukupno
32 izolata preliminarno identifikovanih kao F. subglutinans, ukupno 15 izolata je poreklom
iz zrna pSenice, sedam izolata je poreklom iz zrna durum pSenice, Sest izolata je poreklom
iz zrna jeCma, a Cetiri izolata su izolovana iz zrna tritikalea.
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Slika 2. Vrste F. fujikuroi kompleksa in situ na CLA podlozi: a-lanci mikrokonidija na
monofijalidi vrste F. verticillioides; b-lanci mikrokonidija na polifijalidi vrste F. proliferatum;
c-simpodijalno grananje konidiofore sa laZznim glavicama kod vrste F. subglutinans.

Sve tri vrste gljive izolovane su sa zrna sve Cetiri biljne vrste. Na osnovu
preliminarne morfoloSke identifikacije naj¢eS¢e izolovana vrsta sa zrna pSenice bila je F.
verticillioides (52% izolata), zatim F. proliferatum (30% izolata) i F. subglutinans (18%
izolata). Izolati vrsta F. verticillioides i F. proliferatum sa zrna durum pSenice bile su
priblizno isto zastupljeni (36% i 35% izolata), dok je vrsta F. subglutinans bila manje
zastupljena (18% izolata). Iz zrna jeCma zastupljenost izolata sve tri vrste bila je ista. Sa
zrna tritikalea, kao i sa zrna pSenice, F. verticillioides je bila najces¢e izolovana vrsta (42%
izolata), a zatim F. proliferatum (33% izolata) i F. subglutinans (25% izolata).

Za dalja istraZivanja odabrano je 50 izolata preliminarno identifikovanih kao vrsta F.
fujikuroi kompleksa i to 21 izolat vrste F. verticillioides, 15 izolata vrste F. proliferatum i 14
izolata vrste F. subglutinans koji su preciS¢eni do monosporijalne kulture (Tabela 3). Izolati
su odabrani na osnovu biljke domacina i geografskog porekla. Iz zrna pSenice odabrano je
37 izolata, iz zrna jeCma pet izolata, a iz zrna durum psSenice i tritikalea po Cetiri izolata.
[zolati koji su odabrani za dalje istrazivanje poreklom su iz 17 lokaliteta (Apatin, Batajnica,
DuZine, Zabare, Zajecar, Zemun, Zemun Polje, Jasa Tomi¢, Kraljevo, Martinci, Mionica,
Omoljica, Padinska Skela, Panonija, Sombor, Svilajnac, Vrbovsko).
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Tabela 3. Izolati vrsta F. fujikuroi kompleksa koji su koriS¢eni u daljim istrazivanjima.

Izolat Vrsta Biljna kultura Lokalitet Godina izolacije
4501 F. subglutinans PSenica Kraljevo 2014.
4139 F. subglutinans PSenica Zemun Polje 2015.
4165 F. subglutinans PSenica Zemun Polje 2015.
4287 F. subglutinans PSenica Zemun Polje 2016.
4433 | F. subglutinans P3enica Zabare 2017.
4434 F. subglutinans PSenica Mionica 2017.
4435 F. subglutinans PSenica Svilajnac 2017.
4440 F. subglutinans JeCam Batajnica 2017.
4441 F. subglutinans PSenica Mionica 2017.
4442 F. subglutinans PSenica Svilajnac 2017.
4446 F. subglutinans JeCam Sombor 2017.
4452 F. subglutinans Tritikale Zemun Polje 2017.
4453 F. subglutinans Durum pSenica Zemun Polje 2017.
4458 F. subglutinans PSenica Zemun 2017.
4507 F. proliferatum Tritikale Zemun Polje 2014.
4522 F. proliferatum JeCam Zemun Polje 2014.
4171 F. proliferatum PSenica Zemun Polje 2015.
4323 F. proliferatum Durum pSenica Zemun Polje 2016.
4432 F. proliferatum PSenica Svilajnac 2017.
4437 F. proliferatum PSenica Svilajnac 2017.
4439 F. proliferatum PSenica Svilajnac 2017.
4443 F. proliferatum JeCam Padinska Skela 2017.
4444 F. proliferatum PSenica Svilajnac 2017.
4445 F. proliferatum PSenica Svilajnac 2017.
4454 F. proliferatum Durum pSenica Zemun Polje 2017.
4455 F. proliferatum PSenica Zemun 2017.
4460 F. proliferatum PSenica Omoljica 2017.
4469 F. proliferatum PSenica Vrbovsko 2017.
4509 F. proliferatum Tritikale Zemun Polje 2014.
4500 | F verticillioides PSenica Kraljevo 2014.
4521 | F verticillioides JeCam Zemun Polje 2014.
4140 | F verticillioides PSenica Zemun Polje 2015.
4289 | F verticillioides PSenica Zemun Polje 2016.
4290 | F verticillioides PSenica Zemun Polje 2016.
4291 | F verticillioides PSenica Zemun Polje 2016.
4329 | F verticillioides PSenica Panonija 2016.
4436 | F. verticillioides PSenica Svilajnac 2017.
4449 | F verticillioides Durum pSenica Zemun Polje 2017.
4450 | F verticillioides PSenica Zemun Polje 2017.
4451 | F verticillioides Tritikale Zemun Polje 2017.
4456 | F verticillioides PSenica Zemun 2017.
4459 | F verticillioides PSenica Zemun 2017.
4461 | F verticillioides PSenica ZajecCar 2017.
4462 | F verticillioides PSenica Martinci 2017.
4463 | F verticillioides PSenica DuZine 2017.
4467 | F. verticillioides PSenica Jasa Tomic 2017.
4468 | F. verticillioides PSenica Vrbovsko 2017.
4470 | F verticillioides PSenica Vrbovsko 2017.
4471 | F verticillioides PSenica Apatin 2017.
4472 | F verticillioides PSenica Apatin 2017.
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4.2. Provera patogenosti i reizolacija patogena

Svih 50 izolata petog dana nakon inokulacije izazvali su pojavu simptoma u vidu
nekroze oko mesta inokulacije. Ispitivani izolati su formirali nekroti¢nu pegu razliCite
duzine (Slika 3-a). Nakon sedmog dana kod nekih izolata (4165, 4440, 4453, 4455, 4469,
4521, 4461 i 4468) doslo je do obrazovanja belicaste, paucinaste micelije oko mesta
inokulacije. Na listovima u pozitivnoj kontroli doSlo je do potpune nekroze i propadanja
listova (Slika 3-b), dok u negativnoj kontroli nije doslo do pojave simptoma bolesti (Slika 3-
c). Iz inokulisanih listova obavljena je reizolacija patogena. Dobijeni rezultati su ispoljili iste
morfoloSke karakteristike kao izvorni izolati, ¢ime su potvrdeni Kohovi postulati.

Slika 3. Listovi je¢ma nakon inokulacije: a-listovi inokulisani suspenzijom spora
vrsta F. fujikuroi kompleksa, b- listovi iz pozitivne kontrole inokulisani suspenzijom spora
vrste F. graminearum, c-negativna kontrola.

4.3. Molekularna identifikacija i Kkarakterizacija izolata vrsta Fusarium
fujikuroi kompleksa

4.3.1. Identifikacija vrsta specificnim prajmerima

Za molekularnu identifikaciju upotrebom specificnih prajmera odabrano je 36
izolata vrsta F. fujikuroi kompleksa i to 17 izolata F. verticillioides, 11 izolata F. proliferatum
i osam izolata F. subglutinans (Tabela 4).

Za identifikaciju svih izolata koriS¢eni su prajmeri VER1/VER2 i FV-F2/FV-R
(specifi¢ni za vrstu F. verticillioides), PRO1/PR0O2 par prajmera (specifican za vrstu F.
proliferatum), FS-F1/FS-R, FS-F2/FS-R i SUB1/SUB2 (specifi¢ni za vrstu F. subglutinans).
Rezultati PCR umnoZzavanja ciljnih DNK fragmenata prikazani su u Tabeli 4.

0d 17 izolata prvobitno identifikovanih kao F. verticillioides na osnovu morfoloskih
karakteristika, kod 15 izolata (4140, 4289, 4291, 4329, 4436, 4441, 4450, 4451, 4456,
4461, 4462, 4467, 4472, 4500 i 4521) dobijeni su amplikoni ocekivanih veli¢ina sa
prajmerima VER1/VER2 (578 bp) (Slika 4) i FV-F2/FV-R (400 bp) (Slika 5). Kod izolata
4460 nije doslo do amplifikacije ni sa jednim parom prajmera, dok su kod izolata 4469
dobijeni amplikoni ocCekivane veliine sa prajmerima PRO1/PRO2 specifi¢nih za vrstu F.
proliferatum. Od 11 izolata prvobitno identifikovanih kao F. proliferatum, kod 6 izolata
(4437, 4439, 4443, 4444, 4507 i 4522) dobijeni su amplikoni ocekivanih velicina sa
prajmerima PRO1/PRO2 (585 bp) (Slika 6), a kod 5 izolata (4323, 4445, 4454, 4455 i
4509) nije doSlo do amplifikacije fragmenata ocekivane veli¢ine ni sa jednim parom

30



prajmera. Kod svih izolata identifikovanih kao F. subglutinans (4165, 4287, 4433, 4434,
4452, 4453, 4458 i 4501), dobijeni su amplikoni oCekivane veli¢ine sa prajmerima FS-
F1/FS-R (649 bp) (Slika 7), FS-F2/FS-R (370 bp) i SUB1/SUB2 (631bp), specificnim za ovu
vrstu. Kod svih referentnih izolata dobijeni su amplikoni ocekivanih veli¢ina, dok u
negativnoj kontroli nije doSlo do amplifikacije.

Tabela 4. PCR amplifikoni dobijeni koriS¢enjem specificnih prajmera za vrste F.
fujikuroi kompleksa.

Specifi¢ni prajmeri
Izolat (Mule etal., 2004) (Faria etal,, 2012) Identifikovana
PRO1/PRO2 VER1/VER2 SUB1/SUB2 | FV-F2/FV-R FS-F1/FS-R | FS-F2/FS-R vrsta
(F. prolif) (F. vert.) (F. subgl.) (F. vert.) (F. subgl.) (F. subgl.)

4140 - + - + - - F. verticillioides
4165 - - + - + + F. subglutinans
4287 - - + - + + F. subglutinans
4289 - + - + - - F. verticillioides
4291 - + - + - - F. verticillioides
4323 - - - - - - -
4329 - + - + - - F. verticillioides
4433 - - + - + + F. subglutinans
4434 - - + - + + F. subglutinans
4436 - + - + - - F. verticillioides
4437 + - - - - - F. proliferatum
4439 + - - - - - F. proliferatum
4441 - + - + - - F. verticillioides
4443 + - - - - - F. proliferatum
4444 + - - - - - F. proliferatum
4445 - - - - - - -
4450 - + - + - - F. verticillioides
4451 - + - + - - F. verticillioides
4452 - - + - + + F. subglutinans
4453 - - + - + + F. subglutinans
4454 - - - - - - -
4455 - - - - - - -
4456 - + - + - - F. verticillioides
4458 - - + - + + F. subglutinans
4460 - - - - - - -
4461 - + - + - - F. verticillioides
4462 - + - + - - F. verticillioides
4467 - + - + - - F. verticillioides
4469 + - - - - - F. proliferatum
4472 - + - + - - F. verticillioides
4500 - + - + - - F. verticillioides
4501 - - + - + + F. subglutinans
4507 + - - - - - F. proliferatum
4509 - - - - - - -
4521 - + - + - - F. verticillioides
4522 + - - - - - F. proliferatum

Legenda: + Pojava amplikona ocekivane veli¢ine; - Nije doslo do amplifikacije;
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Slika 4. Amplikoni duZine 578 bp dobijeni PCR umnoZavanjem KkoriS¢enjem
VER1/VER2 para prajmera specificnih za vrstu F. verticillioides; M-DNK marker 100 bp
(Thermo Fisher Scientific, USA); R-referentni izolat RBG 1603 Q27; K-negativna kontrola;
1-izolat 4140, 4-izolat 4289, 5-izolat 4291, 7-izolat 4329, 10-izolat 4436, 13-izolat 4441,
17-izolat 4450, 18-izolat 4451, 23-izolat 4456, 26-izolat 4461, 27-izolat 4462, 28-izolat
4467, 30-izolat 4472, 31-izolat 4500, 35-izolat 4521.
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Slika 5. Amplikoni duzine 370 bp dobijeni PCR umnozavanjem koriS¢enjem FV-
F2/FV-R para prajmera specificnih za vrstu F. verticillioides; M- DNK marker 100 bp
(Thermo Fisher Scientific, USA); R-referentni izolat RBG 1603 Q27; K-negativna kontrola;
1-izolat 4140, 4-izolat 4289, 5-izolat 4291, 7-izolat 4329, 10-izolat 4436, 13-izolat 4441,

17-izolat 4450, 18-izolat 4451, 23-izolat 4456, 26-izolat 4461, 27-izolat 4462, 28-izolat
4467, 30-izolat 4472, 31-izolat 4500, 35-izolat 4521.

32



N L) e ol oSt 7 ) {0l 2
<«—585 bp

M 13+ 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

<«—585bp

M 26 27 28°29 30 31 32 33 34 35 36 K
. ) . <«—585bp

PRO1/PRO2

Slika 6. Amplikoni duZine 585 bp dobijeni PCR umnoZavanjem KkoriS¢enjem
PRO1/PRO2 para prajmera specificnih za vrstu F. proliferatum; M-DNK marker 100 bp
(Thermo Fisher Scientific, USA); R-referentni izolat RBG 1613 Q15; K-negativna kontrola;
11-izolat 4437, 12-izolat 4439, 14-izolat 4443, 15-izolat 4444, 29-izolat 4469, 33-izolat
4507, 36-izolat 4522.
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FS-F1/FS-R
Slika 7. Amplikoni duzine 649 bp dobijeni PCR umnoZavanjem koriS¢enjem FS-
F1/FS-R para prajmera specificnih za vrstu F. subglutinans; M-DNK marker 100 bp
(Thermo Fisher Scientific, USA); R-referentni izolat RBG 3591 Q13; K-negativna kontrola;
2-izolat 4165, 3-izolat 4287, 8-izolat 4433, 9-izolat 4434, 19-izolat 4452, 20-izolat 4453,
24-izolat 4458, 32-izolat 4501.
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4.3.2. Identifikacija na osnovu specifi¢nih genskih regiona

UmnoZavanje specificnih genskih regiona uradeno je kod 14 odabranih izolata i to
tri izolata vrste F. verticillioides (4451, 4500 i 4521) i po dva izolata vrsta F. proliferatum
(4323 i 4445) i F. subglutinans (4165 i 4441) poreklom sa razlic¢itih biljnih domacina cija
preliminarna identifikacija na osnovu morfoloskih karakteristika je potvrdena primenom
specificnih prajmera. Takode, ukljuceno je i Sest izolata ¢ija identifikacija nije bila moguca
specificnim prajmerima (izolati 4323, 4445, 4454, 4455, 4460 i 4509), zatim izolat 4469
koji je na osnovu morfoloskih karakteristika identifikovan kao F. verticillioides, dok je
koriS¢enjem specifi¢nih prajmera identifikovan kao F. proliferatum.

PCR reakcija je obavljena koriS¢enjem parova prajmera za umnoZzavanje tri genska
lokusa (ITS, TEF 1-a i RPB2). Kod svih ispitivanih izolata koriS¢enjem prajmera ITS1/ITS4
dobijeni su amplikoni veli¢cine 550 bp (Slika 8), EF1/EF2 velicine 700 bp (Slika 9) i
7cf/11ar veli¢ine 882 bp (Slika 10). Kod negativne kontrole nije doslo do amplifikacije.

M il 2345678910‘111213‘14

ITS1/1TS4

Slika 8. Amplikoni duzine 550 bp dobijeni PCR umnoZavanjem Kkoris¢enjem
prajmera ITS1/ITS4; M-DNK marker 100 bp (Thermo Fisher Scientific, USA); 1-izolat 4165,
3-izolat 4441 (vrsta F. subglutinans); 2-izolat 4323, 4-izolat 4443, 5-izolat 4444, 6-izolat
4445, 8-izolat 4454, 9-izolat 4455, 10-izolat 4460, 11-izolat 4469, 13-izolat 4509 (vrsta F.
proliferatum); 7-izolat 4451, 12-izolat 4500, 14-izolat 4521 (vrsta F. verticillioides).
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EF1/EF2

Slika 9. Amplikoni duzine 700 bp dobijeni PCR umnoZavanjem Kkoris¢enjem
prajmera EF1/EF2; M- DNK marker 1kb (Thermo Fisher Scientific, USA); 1-izolat 4165, 3-
izolat 4441 (vrsta F. subglutinans); 2-izolat 4323, 4-izolat 4443, 5-izolat 4444, 6-izolat
4445, 8-izolat 4454, 9-izolat 4455, 10-izolat 4460, 11-izolat 4469, 13-izolat 4509 (vrsta F.
proliferatum); 7-izolat 4451, 12-izolat 4500, 14-izolat 4521 (vrsta F. verticillioides).
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Slika 10. Amplikoni duZine 882 bp dobijeni PCR umnoZavanjem KkoriS¢enjem
prajmera 7cf/11ar; M-DNK marker 1kb (levo) i 100 bp (desno) (Thermo Fisher Scientific,
USA); 1-izolat 4165, 3-izolat 4441 (vrsta F. subglutinans); 2-izolat 4323, 4-izolat 4443, 5-
izolat 4444, 6-izolat 4445, 8-izolat 4454, 9-izolat 4455, 10-izolat 4460, 11-izolat 4469, 13-
izolat 4509 (vrsta F. proliferatum); 7-izolat 4451, 12-izolat 4500, 14-izolat 4521 (vrsta F.
verticillioides).

4.3.3. Analiza sekvenci Fusarium fujikuroi kompleksa

Nakon sekvenciranja dobijene sekvence su spojene u BioEdit programu, a
konsenzus sekvence za tri odabrana genska lokusa (ITS, TEF 1-a i RPB2) su deponovane u
NCBI bazu podataka, nakon cega im je dodeljen pristupni broj (Tabela 5). Dobijene su
sekvence tri izolata vrste F. verticillioides (izolati 4451, 4500 i 4521), devet izolata vrste F.
proliferatum (izolati 4323, 4443, 4444, 4445, 4454, 4455, 4460, 4469 i 4509) i dva izolata
vrste F. subglutinans (izolati 4165 i 4441).

Medusobnim poredenjem dobijenih sekvenci vrsta F. verticillioides, F. proliferatum i
F. subglutinans nije uocena varijabilnost u ITS regionu izmedu izolata iste vrste.

Medusobnim poredenjem dobijenih sekvenci TEF 1-a regiona vrste F. verticillioides
uocena je razlika u jednom nukleotidu izmedu izolata 4500 sa izolatima 4451 i 4521 koji su
bili identi¢ni. Najveéa varijabilnost u TEF 1-a regionu utvrdena je kod izolata F.
proliferatum. Medusobnim poredenjem izolata 4454, 4455 i 4460 nije uoCena varijabilnost,
kao ni izmedu izolata 4323 i 4469, zatim 4444 i 4445, dok su se izolati 4443 i 4509
razlikovali u jednom nukleotidu. Medusobnim poredenjem dobijenih sekvenci vrste F.
subglutinans nije uocena varijabilnost u TEF 1-a regionu izmedu izolata iste vrste.

Medusobnim poredenjem dobijenih sekvenci vrsta F. verticillioides i F. subglutinans
nije uocena varijabilnost u RPB2 regionu izmedu izolata iste vrste. Izolati vrste F.
proliferatum su pokazali varijabilnost izmedu izolata u okviru iste vrste. Na osnovu RPB2
regiona izdvajaju se dve grupe izolata F. proliferatum. Jednu grupu Cine izolati 4323 i 4445
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koji su medusobno identi¢ni, a drugu grupu ¢ine svi ostali izolati ove vrste (4443, 4444,
4454, 4455, 4460, 4469 i 4509) koji su takode medusobno identi¢ni. Nukleotidna slicnost
izolata 4323 sa drugom grupom izolata bila je 76%, dok je kod izolata 4445 sli¢nost bila
80%.

Na osnovu ITS regiona medusobnim poredenjem dobijenih sekvenci utvrdeno je da
se F. subglutinans razlikovala od F. proliferatum u 35 nukleotida, na osnovu TEF 1-a regiona
razlikovala se u 55 nukleotida, dok je na osnovu RPB2 regiona uoena najmanja
varijabilnost (25 nukleotida). Na osnovu ITS regiona nije uocCena varijabilnost izmedu vrsta
F. subglutinans i F. verticillioides, dok je na osnovu TEF1-a regiona uocena slicnost od 91%,
a na osnovu RPB2 regiona sli¢nost je bila od 82% do 96%. Na osnovu ITS regiona izmedu F.
proliferatum i F. verticillioides uocena je slicnost od 93,2% do 94,8% . Na osnovu TEF 1-a
regiona nukleotidna sli¢nost je bila od 88,8% do 91,4%, dok je na osnovu RPB2 regiona bila
od 78,1% do 96,6%.

Blast analizom utvrdeno je da su sekvence ITS regiona vrste F. verticillioides bile
identi¢ne sa sekvencom MG274298 (Svajcarska), dok je sa sekvencama MH861171 i
MH856066 iz Holandije imala 99% sli¢nosti. Sekvence ITS regiona vrste F. proliferatum bile
su identi¢ne sa dve sekvence deponovane u GenBank bazi podataka poreklom iz Svajcarske
(MG274294 i MG274295), sa sedam sekvenci poreklom iz Holandije (MH863645,
MH855271, MH855104, MH855401, MH863644, MH854910 i MH863642), jednom
sekvencom poreklom iz Turske (MK817049) i jednom sekvencom poreklom Kine
(MZ724825). Sekvence ITS regiona vrste F. subglutinans bile identitne sa sekvencom
MG274315 istog regiona poreklom iz Svajcarske deponovanoj u GenBank bazi podataka.

Sekvence TEF 1-a regiona vrste F. verticillioides bile su identicne sa dve sekvence
(MN861799 i MN861797) poreklom iz Spanije, sa dve sekvence (MT010990 i MZ921825)
iz Holandije i sekvencom MG550939 iz Argentine, dok je slicnost sa sekvencom MH582325
iz Spanije bila 99,66%. Sekvence TEF 1-a regiona vrste F. proliferatum bile su identi¢ne sa
sekvencama iz Spanije (MN861797, MN861788, MN861773, MN861748, MW091268,
MT305201, MT305211, MN861765) i MT305209), dve sekvence iz Amerike (JF740718 i
KM462999), sekvencom MF472010 iz Italije, sekvencom MN881041 iz Irana, sekvencom
MT754657 iz Izraela, sekvencom MZ359410 iz Nemacke, sekvencom MT551186 iz Kine,
dok su 99% bile sli¢ne sa sekvencama iz Amerike (MH582344) i Spanije (MW091265).
Sekvence vrste F. subglutinans bile su identi¢ne sa sekvencama KM462951 i KM462979
poreklom iz Amerike, kao i sa sekvencom KP336409 iz Brazila. Sa sekvencom MH582310 iz
Amerike bile su sli¢ne 99,7%.

Sekvence RPB2 regiona vrste F. verticillioides bile su identicne sa sekvencom
MH582141 (Amerika), sekvencom MW915565 (Italija), sekvencom MN193901 (Gvajana) i
sa sekvencama MN892280 i MN892281 poreklom iz Kine. Sve sekvence vrste F.
proliferatum bile su identicne sa pet sekvenci iz Amerike (MH582151, MH582193,
EF470202, KU171707 i MK077107), sa Cetiri sekvence iz Spanije (MW091314, MT305144,
MT305149 i MWO091310), kao i sa sekvencama iz Izraela (MT754694) i Meksika
(MH935990). Sekvence vrste F. subglutinans bile su 99% slicne sa sekvencama iz Amerike
(MN1938981]JX171599).

Analizom sekvenci tri genska lokusa potvrdena je identifikacija izolata F.
subglutinans. lzolati koji su preliminarno identifikovani na osnovu morfoloskih
karakteristika kao vrsta F. proliferatum i kod kojih je specifi¢cnim prajmerima amplifikovan
ili ne fragment ocekivanih veli€ina su na osnovu analize tri genska lokusa identifikovani
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kao izolati F. proliferatum. Medutim, kod dva izolata preliminarno identifikovanih na
osnovu morfoloskih karakteristika kao izolati vrste F. verticillioides, a sa specificnim
prajmerima su amplifikovali fragment ocekivane veli¢ine (izolat 4469) ili ne (izolat 4460),
na osnovu molekularnih karakteristika je pokazano da oni pripadaju vrsti F. proliferatum.
Kod ostalih sedam izolata F. verticillioides je potvrdena identifikacija.

Tabela 5. Izolati vrsta F. subglutinans, F. verticillioides i F. proliferatum sa GenBank
pristupnim brojevima.

Biljka Pristupni broj iz GenBank baze podataka
Vrsta Izolat domadéin TEF 1-a ITS RPB2
F. subglutinans 4165 PSenica 0M228687 0OM185557 0M439656
4441 PSenica 0M228689 0OM185558 0M439646
4451 Tritikale MZ666958 MZ664391 MZ666957
F. verticillioides 4500 PSenica 0M228698 0M185571 0M439653
4521 Je¢am 0M228697 0M185572 0M439655
4323 Durum pS$enica 0M228688 0OM185556 0M439657
4443 Je¢am 0M228690 0OM185559 0M439647
4444 PSenica 0M228691 0OM185555 0M439648
4445 PSenica 0M228692 0M185560 0M461361
F. proliferatum 4454 Durum pS$enica 0M228693 0M185562 0M439650
4455 PSenica 0M228694 0M185561 0M439649
4460 PSenica 0M228695 0M185569 0M439651
4469 PSenica 0M228696 0M185568 0M439652
4509 Tritikale 0M228699 0OM185570 0M439654

4.3.4. Filogenetske analize

Za rekonstruisanje filogenetskog stabla koriS¢ene su cele nukleotidne sekvence
dobijene sekvenciranjem tri genska lokusa: ITS, TEF 1-a i RPB2. Filogenetsko stablo je
rekonstruisano za svaki region posebno, tako Sto su koriS¢ene sve sekvence koje su
dobijene sekvenciranjem datog regiona, kao i sekvence iz NCBI baze podataka sa kojima su
dobijene sekvence pokazale 99-100% sli¢nosti. Za rekonstruisanje stabla za ITS region
koriS¢eno je 15 sekvenci iz NCBI baze podataka, za TEF 1-a region 28 sekvenci, a za RPB2
region koriS¢eno je 18 sekvenci. Sva tri filogenetska stabla su rekonstruisana metodom
Maximum Likelihood sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja. U MEGA 11 softveru
odreden je Kimura model sa dva parametra kao najpogodniji za analizu sekvenci. Za koren
stabla koriS¢ena je sekvenca F. redolens (pristupni broj HQ731067.1).

Na osnovu ITS regiona vrsta F. proliferatum izdvojila se u posebnu granu sa svojim
referentnim izolatima iz NCBI baze podataka. Vrste F. verticillioides i F. subglutinans sa
referentnim izolatima iz NCBI baze podataka zajedno su se grupisale u drugu granu (Slika
11). Na osnovu TEF 1-a regiona svaka vrsta F. fujikuroi kompleksa formirala je stabilnu
granu sa visokim bootstrap brojem (Slika 12). Izolati ove tri ispitivane vrste grupisali su se
sa izolatima iste vrste iz NCBI baze podataka, ¢ime je potvrdena njihova identifikacija. Na
osnovu RPB2 regiona izolati vrste F. proliferatum podelili su se u dve grane. Izolati 4323 i
4445 zajedno sa referentnim izolatom MWO091310 iz NCBI banke gena grupisali su se u
jednu granu, dok su se svi ostali izolati ove vrste sa izolatima iz NCBI banke gena grupisali
u drugu granu. Vrste F. verticillioides i F. subglutinans grupisale su se sa izolatima iste vrste
iz NCBI baze podataka u posebne grane. Filogenetsko stablo rekonstruisano na osnovu
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RPB2 regiona je pokazalo da se na osnovu ovog regiona ne mogu jasno razdvojiti vrste F.
fujikuroi kompleksa (Slika 13).

proliferatum MH855104
proliferatum MG274295
. proliferatum MH855401
. proliferatum MH863642
. proliferatum MH863644
. proliferatum MH863645
. proliferatum MK817049
. proliferatum MZ724825
. proliferatum MH854910
. proliferatum MH855271
99 —— lzolat 4509
— lzolat 4469
—  lzolat 4460
——  lzolat 4454
— lzolat 4445
— lzolat 4444
—— lzolat 4323
— lzolat 4443
— F. proliferatum MG274294
— lzolat 4455
— lzolat 4165
——  lzolat 4441
— lzolat 4500
—— lzolat 4521
F. verticillioides MH856066
F. subglutinans MG274315
F. verticillioides MG274298
———— lzolat 4451
F. verticillioides MH861171
F. redolens HQ731067
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Slika 11. Filogenetsko stablo rekontruisano u MEGA 11 softveru na osnovu
dobijenih sekvenci F. fujikuroi kompleksa i sekvenci iz NCBI baze podataka ITS regiona
primenom Maximum Likelihood metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja,
pomoc¢u Kimura modela sa dva parametra. Za Koren stabla koriS¢ena je sekvenca F.
redolens (pristupni broj HQ731067.1). Prikazane su bootstrap vrednosti vece od 60.
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F. redolens XM 046190124

88

0,05

Slika 12. Filogenetsko stablo rekontruisano u MEGA 11 softveru na osnovu
dobijenih sekvenci F. fujikuroi kompleksa i sekvenci iz NCBI baze podataka TEF 1- a
regiona primenom Maximum Likelihood metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja,
pomoc¢u Kimura modela sa dva parametra. Za Koren stabla koriS¢ena je sekvenca F.
redolens (pristupni broj HQ731067.1). Prikazane su bootstrap vrednosti vece od 60.
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proliferatum MWO091314
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Izolat 4509

Izolat 4469

Izolat 4460

Izolat 4454

lzolat 4444

Izolat 4443

F. proliferatum MT305144
F. proliferatum KU171707
F_ proliferatum MT305149
Izolat 4451

lzolat 4500

lzolat 4521

verticillioides MH582141
verticillioides MW915565
verticillioides MN892281
verticillioides MN892280
verticillioides MN193901
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— lzolat 4441

subglutinans JX171599
subglutinans MN193898

—— lzolat 4165

proliferatum MW091310

redolens HQ731067

Slika 13. Filogenetsko stablo rekontruisano u MEGA 11 softveru na osnovu
dobijenih sekvenci F. fujikuroi kompleksa i sekvenci iz NCBI baze podataka RPB2 regiona
primenom Maximum Likelihood metode sa bootstrap analizom u 1000 ponavljanja,
pomoc¢u Kimura modela sa dva parametra.
redolens (pristupni broj HQ731067.1). Prikazane su bootstrap vrednosti veée od 60.

Za koren stabla koris¢ena je sekvenca F.

4.4. Morfoloska karakterizacija izolata vrsta Fusarium fujikuroi kompleksa

Karakterizacija izolata vrsta F. fujikuroi kompleksa na osnovu morfologije
obuhvatila je ispitivanje makroskopskih i mikroskopskih karakteristika. Makroskopske
karakteristike koje su proucavane su izgled i boja kolonije, pigmentacija podloge i dnevni
porast kolonije. Mikroskopske Kkarakteristike koje su proucavane su oblik i veli¢ina

makrokonidija, mikrokonidija i mezokonidija, formiranje monofijalida i polifijalida, duzina



mikrokonidija u lancu, broj septi, oblik apikalne i bazalne Celije makrokonidija i prisustvo
hlamidospora.

4.4.1. Makroskopske karakteristike izolata
Opis kolonije

Izolati vrste F. verticillioides ispoljili su varijabilnost u izgledu kolonije (Slika 14).
[zolati 4140, 4456, 4467, 4472 i 4500 obrazovali su snezno belu, gustu miceliju,
ravnomerno rasporedenu, vunaste strukture, ravnog oboda. Izolati 4291, 4463 i 4521
obrazovali su gustu vunastu miceliju, snezno bele boje u sredini, sa svetloljubi¢astim
ravnim obodom. Izolati 4290, 4329, 4451 i 4462 obrazovali su snezno belu miceliju
vunaste strukture sa ruZi¢astom nijansom, ravnomerno rasporedenu, ravnog oboda. Izolati
4436, 4449, 4459, 4461 i 4468 obrazovali su belicastu miceliju vunaste strukture rastresite
ka periferiji, ravnog do talasastog oboda. Izolati 4140, 4450, 4463 i 4470 obrazovali su
belicastu miceliju vunaste strukture sa nijansama ljubic¢aste u sredini kolonije, ravnog
oboda. Zuékasti pigment sa purpurnim srediStem koje se zrakasto $iri ka periferiji
obrazovali su izolati 4140, 4290, 4436, 4451, 4456 i 4500, dok je kod izolata 4462, 4463,
4467 i 4468 sredina kolonije imala ljubicasti pigment. Izolati 4459, 4470 i 4521 obrazovali
su kolonije sa tamnocrvenim pigmentom u sredini i Zu¢kastim obodom. Izolati 4289, 4291,
4449 i 4472 obrazovali su kolonije sa Zuckastim pigmentom proSaranim ljubicastom
bojom. Izolati 4329, 4450, 4461 i 4474 obrazovali su kolonije sa svetloljubicastim
pigmentom.

Na osnovu izgleda i boje kolonije, kao i pigmentacije podloge nije bilo moguce
razlikovati ove tri vrste, pa samim tim ovo nije dobar kriterijum za njihovu identifikaciju.

Slika 14. Kolonije izolata F. verticillioides (a-4140, b-4291, c-4459, d-4461, e-4462;
a, b, ¢, d, e-lice kolonije; f-4140, g-4291, h-4459, i-4461, j-4462; f, g, h, i, j-nali¢je kolonije)
na KDA podlozi.

[zolati vrste F. proliferatum (4171, 4437, 4444, 4445, 4454 i 4455) obrazovali su
beli¢astu do mrkozutu pamucastu miceliju, zrakastog oboda. Druga grupa izolata (4439,
4323, 4432, 4443, 4460, 4469, 4507, 4509 i 4522) obrazovala je sneZno belu miceliju,
ravnomerno rasporedenu, bujne vunaste strukture, ravnog do zrakastog oboda. Pigment u
podlozi je varirao od mrkozutog (izolati 4171, 4323, 4437, 4444, 4445 i 4455), mrkoZutog
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sa ljubiCastim pigmentom koji se zrakasto Siri ka periferiji kolonije (izolati 4432, 4443,
4460 i 4507) do purpurnog u sredini dok je prema periferiji bledo Zut (izolati 4439, 4454,
4455, 4469 14522) (Slika 15).

Slika 15. Kolonije izolata F. proliferatum (a-4439, b-4444, c-4455, d-4460, e-4507; a,
b, ¢, d, e-lice kolonije; f-4439, g-4444, h-4455, i-4460, j-4507; f, g, h, i, j-nali¢je kolonije) na
KDA podlozi.

Izolati vrste F. subglutinans ispoljili su varijabilnost u izgledu kolonije (Slika 16).
Jedna grupa izolata (4165, 4434, 4440 i 4442) obrazovala je belu, bujnu miceliju, vunaste
strukture, ravnomerno rasporedenu, ravnog oboda. Izolati 4433, 4435 i 4452 obrazovali su
belu miceliju sa nijansama ruzicaste boje, vunaste strukture, bujne u sredini kolonije,
rastresite ka periferiji, ravnog oboda. Izolati 4441, 4446, 4453 i 4501 obrazovali su retku,
oskudnu, beli¢astu miceliju sa ljubicastom nijansom u sredini kolonije, ravnog oboda.
Izolati 4139, 4287 i 4458 obrazovali su gustu belu miceliju sa nijansama svetloruzicaste
boje, ravhomerno rasporedenom, ravnog oboda. Pigmentacija podloge je varirala od
ZucCkastog pigmenta (izolati 4139 i 4287), Zuckastog ka periferiji, u sredini ljubicastog
pigmenta koji se zrakasto Siri ka periferiji (izolati 4441, 4440, 4442, 4446 i 4452) do bledo
Zutog koji je u sredini purpuran (izolati 4165, 4433, 4434 i 4501) ili svetloljubicast (izolati
4435, 4453 14458).

Slika 16. Kolonije izolata F. subglutinans (a-4287, b-4434, c-4453, d-4441, e-4458; a,
b, ¢, d, e-lice kolonije; f-4287, g-4434, h-4453, i-4441, j-4458; f, g, h, i, j-nali¢je kolonije) na
KDA podlozi.
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Dnevni porast kolonije

Za potrebe ovog ispitivanja svi izolati vrsta F. fujikuroi kompleksa su zasejani na
KDA podlogu na kojoj su gajeni pri 25°C u mraku. U Tabeli 6 su prikazani parametri
deskriptivne statistike dnevnog porasta kolonije, za vrste F. verticillioides, F. proliferatum i
F. subglutinans, za sedam dana. Statisticka znacajnost razlike srednjih vrednosti dnevnog
porasta, ispitana je dvofaktorskom analizom varijanse po potpuno slu¢ajnom modelu sa
balansiranim dizajnom. Rezultati ove analize su pokazali da nema statisticki znacajne
razlike srednjih vrednosti dnevnog porasta izmedu ove tri vrste, ni u jednom danu. S druge
strane, postoji statisticki znacajna razlika srednjih vrednosti dnevnog porasta izmedu svih
sedam dana, kod svake vrste ponaosob (Grafikoni 1, 2 i 3).

Tabela 6. Parametri deskriptivne statistike za porast kolonije po vrsti gljive i
danima na KDA podlozi pri 25°C.

Porast kolonije (mm)
VLELE] Parametar | IDAN | IIDAN | IIDAN | IVDAN | VDAN | VIDAN | VIIDAN
Srednja 524Aa | 16,48Ab | 28,14Ac | 3824Ad | 51,81Ae | 62,52Af | 75,71Ag
vrednost
St.devijacija | 1,578 2,857 4,442 4,969 4,676 4,355 2,667
F. verticillioides St. greska 0,344 0,623 0,969 1,084 1,02 0,95 0,582
Minimum 3 11 20 30 45 55 71
Maksimum 8 24 35 49 62 70 80
Srednja 6,53Aa | 18,67Ab | 27,13Ac | 39,27Ad | 50,33Ae | 62,87Af | 75,13Ag
vrednost
St.devijacija | 1,356 2,61 3,871 3,555 3,266 3,889 2,949
F. proliferatum St. greska 0,35 0,674 0,999 0,918 0,843 1,004 0,761
Minimum 5 14 23 34 45 57 69
Maksimum 9 23 36 48 56 69 80
Srednja 6,93Aa | 19,07Ab | 29,21Ac | 39,57Ad | 52,57Ae | 64Af | 76,21Ag
vrednost
St.devijacija | 1,269 2,841 4,807 491 5,473 4,506 4,136
F. subglutinans St. greska 0,339 0,759 1,285 1,312 1,463 1,204 1,105
Minimum 5 14 20 32 44 54 70
Maksimum 9 23 38 49 61 70 87

Legenda: Velika latini¢na slova su koriS¢ena za oznacavanje statisticki znacajnih razlika
izmedu vrsta gljiva, a mala latini¢na slova za oznacavanje statisticki znacajnih razlika
izmedu dana, koris¢enjem Tuckey testa na nivou znacajnosti 95%.
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Grafikon 1. Raspodele dnevnog porasta kolonija vrste F. verticillioides.
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Grafikon 2. Raspodele dnevnog porasta kolonija vrste F. proliferatum.

44



Dan

Wi

0 25 30 75
Parast [mm/danu]

Grafikon 3. Raspodele dnevnog porasta kolonija vrste F. subglutinans.

4.4.2. Mikroskopske karakteristike izolata

Proucavanjem mikroskopskih karakteristika F. fujikuroi kompleksa uoceno je da su
svi izolati ovog kompleksa obrazovali makrokonidije i mikrokonidije, dok su mezokonidije
obrazovali samo izolati vrste F. subglutinans. Prisustvo hlamidospora nije zabeleZeno ni
kod jednog izolata vrsta F. fujikuroi kompleksa.

Opis makrokonidija

Izolati vrste F. verticillioides formirali su duge, blago savijene do skoro prave
makrokonidije sa tri do pet septi, uglavhom sa paralelnom dorzalnom i ventralnom
stranom. Makrokonidije su se formirale u sporodohijama. Apikalna celija je bila blago
savijena, dok je bazalna ¢elija bila u obliku stopala (Slika 17-a). Duzina makrokonidija se
kretala od 31,45 pum (izolat 4449) do 39,98 um (izolati 4461 i 4521), dok se Sirina
makrokonidija kretala od 3 pm (izolat 4436) do 4,16 um (izolati 4140, 4290, 4329 i 4456)
(Tabela 7, Grafikon 4). Prosecna duZina makrokonidija kod izolata vrste F. verticillioides
iznosila je 35,77 um, a prosecna Sirina 3,72 pm.

[zolati vrste F. proliferatum su formirali blago savijene do skoro prave
makrokonidije, tankih zidova, paralelne dorzalne i ventralne strane. Makrokonidije su se
formirale u sporodohijama. Bazalna celija je bila u obliku stopala, a apikalna celija je bila
zakrivljena (Slika 17-b). Makrokonidije su imale od tri do pet septi. DuZina makrokonidija
kretala se od 30,12 um (izolat 4432) do 44,74 um (izolat 4432), dok se Sirina
makrokonidija kretala od 2,94 um (izolat 4437) do 5 um (izolati 4171, 4323, 4443, 4444 i
4454) (Tabela 8, Grafikon 4). Prosecna duZina makrokonidija kod izolata vrste F.
proliferatum iznosila je 35 pm, a prosecna Sirina 4,29 pm.
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Proucavani izolati vrste F. subglutinans formirali su duge, blago savijene do skoro
prave makrokonidije sa tri do pet septi, paralelne dorzalne i ventralne strane.
Makrokonidije su se formirale u sporodohijama. Apikalna c¢elija je bila zakrivljena, dok je
bazalna cCelija bila u obliku stopala (Slika 17-c). Duzina makrokonidija kretala se od 45,37
um (izolat 4501) do 54,72 pum (izolat 4434), dok se Sirina makrokonidija kretala od 3,46
um (izolat 4453) do 4,93 um (izolat 4458) (Tabela 9, Grafikon 4). Prose¢na duzina
makrokonidija kod izolata vrste F. subglutinans iznosila je 51,51 pm, a prosec¢na Sirina 4,33
pm.

Grupa izolata vrste F. verticillioides koja se nalazi na istom nivou znacajnosti i
formira najduze makrokonidije ¢ini izolate 4468, 4470, 4471, 4521 i referentni izolat RBG
1603 Q27. Izolati 4140, 4436, 4449, 4459 i 4472 se statisticki znacajno ne razlikuju i
formiraju najkrace makrokonidije. Na osnovu Sirine makrokonidija izolati vrste F.
verticillioides se statisticki znacajno ne razlikuju.

[zolati vrste F. proliferatum koji se nalaze na istom statistickom nivou znacajnosti su
4437, 4439, 4444 | 4445. Ovi izolati formiraju najkra¢e makrokonidije. 1zolat 4171 se
izdvaja od ostalih izolata i formira najduze makrokonidije. U pogledu Sirine makrokonidija,
izolati 4171, 4443, 4454, 4507 i referentni izolat RBG 1613 Q15 se nalaze na istom nivou
znacajnosti. Ovi izolati su formirali najsire makrokonidije. Izolati 4437, 4439, 4444, 4445,
4460, 4469 14521 formirali su najuZe makrokonidije i statisti¢ki znacajno se ne razlikuju.

Po duzini makrokonidija, izolat 4452 vrste F. subglutinans statisticki znacajno se
razlikuje od ostalih izolata. Izolati 4453 i 4501 se nalaze na istom nivou znacajnosti i
formiraju najkrace makrokonidije, dok izolati 4165 i 4435 formiraju najduze
makrokonidije, i takode se nalaze na istom nivou znacajnosti. Po Sirini makrokonidija svi
izolati, osim izolata 4453 i 4501, se statisticki znacajno ne razlikuju.

Slika 17. Makrokonidije vrsta F. fujikuroi kompleksa: a-F. verticillioides, b-F.
proliferatum, c-F. subglutinans.
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Tabela 7. Parametri deskriptivne statistike za duzinu i Sirinu makrokonidija izolata
vrste F. verticillioides.

Duzina (mm) Sirina (mm)

IZOLAT \/Srreeiidnn(i?t devisjgcija grf:gka Min. | Maks. vSrI;eeddnn(izt devisjta;cija griglka Min. | Maks,
Ref.iz. | 37,22efg 1,32 0,24 34,74 | 39,74 | 3,65ab 0,21 0,04 3,1 4,1
4140 34,91abc 1,94 0,35 31,61 | 38,36 3,61a 0,28 0,05 3,1 4,16
4289 36,16cde 1,36 0,25 33,47 | 38,25 | 3,72abc 0,24 0,04 3,29 | 4,14
4290 35,66bcd 1,37 0,25 32,88 38,1 | 3,72abc 0,22 0,04 3,25 | 4,16
4291 35,5bcd 1,59 0,29 32,15 | 3891 | 3,65ab 0,23 0,04 3,24 | 4,05
4329 35,2bcd 1,49 0,27 33,26 | 39,44 | 3,69abc 0,25 0,05 3,25 | 4,16
4436 34,77ab 1,33 0,24 32,41 | 37,55 | 3,75abc 0,27 0,05 3 4,14
4449 34,61ab 1,79 0,33 31,45 | 38,31 | 3,65ab 0,26 0,05 3,18 | 4,09
4450 34,96bc 1,27 0,23 32,22 | 37,02 | 3,68abc 0,28 0,05 3,15 | 4,04
4451 35,07bcd 1,25 0,23 33,26 | 38,25 | 3,74abc 0,21 0,04 3,3 4,15
4456 35,64bcd 1,86 0,34 32,15 | 39,74 | 3,85bc 0,21 0,04 3,49 | 4,16
4459 34,61ab 1,25 0,23 32,41 | 37,16 | 3,74abc 0,24 0,04 3,13 4,2
4461 35,59bcd 1,44 0,26 32,29 | 38,98 | 3,77abc 0,22 0,04 3,33 4,2
4462 36,11cde 1,22 0,22 34,29 | 38,54 | 3,8abc 0,22 0,04 3,46 4,2
4463 35,53bcd 1,05 0,19 33,76 | 37,87 | 3,78abc 0,21 0,04 3,36 | 4,12
4467 36,28def 1,24 0,23 34,17 | 38,31 | 3,73abc 0,18 0,03 3,49 4,1
4468 38,05¢g 1,15 0,21 34,37 39,8 3,66ab 0,27 0,05 3,19 | 4,11
4470 37,16efg 1,33 0,24 34,44 | 39,55 | 3,66ab 0,18 0,03 3,22 | 4,03
4471 37,491g 1,16 0,21 35,66 | 39,34 | 3,65ab 0,24 0,04 3,15 | 4,02
4472 33,64a 0,95 0,17 32,17 | 35,56 3,89¢c 0,21 0,04 3,47 4,2
4500 35,08bcd 1,01 0,18 33,22 | 37,87 | 3,76abc 0,21 0,04 3,44 | 4,15
4521 37,76g 1,14 0,21 35,51 | 39,98 | 3,79abc 0,17 0,03 3,48 | 4,15

Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).

47




Tabela 8. Parametri deskriptivne statistike za duzinu i Sirinu makrokonidija, izolata vrste
F. proliferatum.

Duzina (mm) Sirina (mm)
1zoLAT | Srednwa St | St Min, | Maks. | Sredma St 1 St | Min, | Maks.
vrednost | devijacija | greSka vrednost | devijacija | greSka
Ref.iz. | 36,44abcd 1,65 0,3 31,46 | 39,24 4,44c 0,28 0,05 38 | 4,98
4171 38,24d 4,01 0,73 31,86 | 44,64 4,43c 0,4 0,07 | 3,19 5
4323 37,82cd 3,15 0,57 32,21 | 44,16 | 4,36bc 0,51 0,09 | 3,24 5
4432 37,43bcd 2,66 0,49 30,12 | 44,74 | 4,36bc 0,39 0,07 | 3,37 | 4,99
4437 34,93a 1,79 0,33 31,57 | 40,68 3,99a 0,51 0,09 | 294 | 48
4439 35a 31 0,57 30,14 | 39,64 | 4,17abc 0,45 0,08 | 3,22 | 4,96
4443 | 36,35abcd 2,22 0,41 31,59 | 39,99 4,5c 0,32 0,06 3,6 5
4444 34,66a 1,61 0,29 31,66 | 38,84 | 4,06ab 0,4 0,07 | 3,38 5
4445 34,99a 2,37 0,43 31,48 | 39,77 3,97a 0,51 0,09 3 4,99
4454 36,6abcd 3,05 0,56 31,2 | 41,74 4,43c 0,31 0,06 | 3,92 5
4455 | 36,67abcd 2,91 0,53 31,22 | 41,29 | 4,36bc 0,32 0,06 | 3,79 | 4,99
4460 35,66ab 1,21 0,22 33,45 | 38,08 | 4,29abc 0,37 0,07 | 3,54 | 4,83
4469 | 36,37abcd 1,33 0,24 33,82 | 39,65 | 4,31abc 0,36 0,07 | 3,78 | 4,98
4507 | 36,56abcd 1,23 0,22 34,67 | 39,24 4,42c 0,36 0,07 | 3,56 | 4,93
4509 36,01abc 1,06 0,19 33,89 | 38,22 | 4,36bc 0,3 0,06 | 3,68 | 4,94
4522 | 36,44abcd 2,15 0,39 31,46 | 40,11 | 4,26abc 0,5 0,09 | 3,03 | 4,95

Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statisti¢ki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).

Tabela 9. Parametri deskriptivne statistike za duZinu i Sirinu makrokonidija izolata
vrste F. subglutinans.

Duzina (mm)

Sirina (mm)

1zoLAT | Sredma | - St b St g | Mags, | Sredma | St St | Maks,
vrednost | devijacija | greska vrednost | devijacija | gresSka

Ref. iz. 52,2cd 0,92 0,17 50,45 | 54,34 4,4b 0,23 0,04 | 4,04 | 4,87
4139 52,43cd 0,95 0,17 51,17 | 54,66 | 4,32b 0,22 0,04 4 4,81
4165 53,07d 1,02 0,19 51,22 | 54,68 | 4,36b 0,19 0,03 | 4,08 | 4,85
4287 52,28cd 1,1 0,2 50,12 | 53,84 | 4,32b 0,24 0,04 4 4,83
4433 52,72cd 1,05 0,19 51,17 | 54,69 | 4,48b 0,18 0,03 | 415 | 484
4434 52,68cd 0,86 0,16 51,27 | 54,72 4,4b 0,23 0,04 | 4,07 | 4,87
4435 53,04d 0,82 0,15 51,16 | 54,44 | 4,38b 0,2 0,04 | 4,01 | 4,72
4440 52,51cd 1,04 0,19 50,78 | 54,39 | 4,37b 0,23 0,04 | 4,06 | 4,87
4441 51,89¢ 0,84 0,15 50,11 | 54,21 4,36b 0,2 0,04 | 4,04 | 4,72
4442 52,12¢ 0,85 0,16 50,63 | 53,66 | 4,42b 0,19 0,04 | 412 | 483
4446 52,33cd 0,84 0,15 50,65 | 54,66 | 4,36b 0,2 0,04 | 403 | 49
4452 49,13b 1,63 0,3 46,25 | 52,78 | 4,34b 0,19 0,04 | 4,06 | 4,72
4453 47,36a 0,9 0,16 46,21 | 49,86 3,98a 0,22 0,04 | 3,46 | 4,39
4458 51,92c 0,79 0,14 50,59 | 53,44 | 4,38b 0,24 0,04 | 4,06 | 4,93
4501 46,92a 0,91 0,17 45,37 | 49,03 4,07a 0,36 0,07 | 3,54 | 4,87

Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statistic¢ki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).
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Grafikon 4. Dijagram rasipanja duZine i Sirine makrokonidija izolata vrsta F.
proliferatum, F. subglutinans i F. verticillioides.

Na Grafikonu 4 je prikazan dijagram rasipanja izolata za sve tri vrste analiziranih
gljiva po duzini i Sirini makrokonidija. Marginalne raspodele duZine makrokonidija ovih
vrsta (gornja strana dijagrama) pokazuju da je raspodela duZine makrokonidija gljive F.
subglutinans pomerena u desno, Sto ukazuje na cCinjenicu da ova vrsta ima duze
makrokonidije u odnosu na preostale dve vrste. Raspodele duZine makrokonidija vrsta F.
verticillioides i F. proliferatum se preklapaju, Sto ukazuje da ove dve vrste imaju sli¢ne
duZine makrokonidija. Marginalne raspodele Sirine makrokonidija su prikazane desno na
Grafikonu 4 i pokazuju da je raspodela Sirine makrokonidija vrste F. verticillioides niza u
odnosu na preostale dve raspodele, Sto pokazuje da ova gljiva ima uZe makrokonidije u
odnosu na druge dve vrste. Raspodele Sirine makrokonidija vrsta F. proliferatum i F.
subglutinans se preklapaju, Sto ukazuje da ove dve vrste imaju slicnu Sirinu makrokonidija.

Opis mezokonidija

Svi ispitivani izolati vrste F. subglutinans formirali su prave ili blago savijene
mezokonidije vretenastog oblika, zatupastog vrha, sa jednom septom. DuZina mezokonidija
kretala se od 20,12 pm (izolat 4433) do 30,72 um (izolat 4433), a Sirina od 3,11 um (izolat
4501) do 4,39 um (izolat 4287). Prosecna duzina mezokonidija kod izolata vrste F.
subglutinans iznosila je 25,83 pum, a prosefna Sirina 3,78 pum. Na osnovu duZine
mezokonidija izolati 4433 i 4453 se nalaze na istom nivou znacajnosti i formiraju najduze
mezokonidije dok izolati 4434 i 4440 formiraju najkrace mezokonidije i takode se
statisticki znacajno ne razlikuju. Na osnovu Sirine mezokonidija svi izolati se statisticki
znacajno ne razlikuju (Tabela 10).
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Tabela 10. Parametri deskriptivne statistike za duZinu i Sirinu mezokonidija izolata
vrste F. subglutinans.

DuZina (mm) Sirina (mm)
IZOLAT vsrreeddnn(izt devisjt:;cija gritgka Min. Maks. vsrreeddnnfizt devisjtz;cija grigka Min. | Maks.
Ref. iz. 26,5bcd 1,5 0,27 22,42 29,24 3,83a 0,26 0,05 3,34 | 4,33
4139 26,11abcd 2,95 0,54 21,2 29,88 3,79a 0,25 0,05 3,13 | 431
4165 25,43abcd 2,11 0,39 22,15 29,74 3,74a 0,26 0,05 3,13 | 4,33
4287 25,55abcd 1,4 0,25 22,45 28,08 3,76a 0,28 0,05 333 | 439
4433 27d 2,38 0,43 20,12 30,72 3,79a 0,24 0,04 3,34 | 4,36
4434 24,66ab 1,91 0,35 21,57 29,68 3,81a 0,22 0,04 3,33 | 4,33
4435 26,23abcd 2,39 0,44 21,59 29,99 3,73a 0,22 0,04 3,37 | 4,16
4440 24,48a 1,76 0,32 21,66 28,84 3,8a 0,26 0,05 3,13 | 4,36
4441 24,85abc 2,5 0,46 21,48 29,77 3,76a 0,25 0,05 3,33 | 4,38
4442 26,17abcd 2,65 0,48 21,22 29,77 3,88a 0,21 0,04 3,47 4,33
4446 26,27abcd 2,22 0,41 21,46 29,44 3,75a 0,34 0,06 3,13 | 4,33
4452 26,33abcd 1,4 0,26 22,82 29,65 3,86a 0,23 0,04 343 | 4,36
4453 26,55cd 1,24 0,23 24,67 29,24 3,72a 0,22 0,04 3,33 | 4,08
4458 25,4abcd 2,74 0,5 20,14 29,64 3,78a 0,26 0,05 3,34 | 4,36
4501 25,98abcd 1,15 0,21 22,89 28,22 3,71a 0,24 0,04 3,11 | 4,07

Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).

Opis mikrokonidija

[spitivani izolati vrste F. verticillioides su formirali na vazdusnoj miceliji konidiofore
tipa monofijalida. Na vrhu monofijalida u vidu duzih nizova (10 do 35 mikrokonidija)
formirale su se mikrokonidije ovalnog oblika sa zaravnjenom osnovom, bez septi (Slika 18-
a). Duzina mikrokonidija je varirala i kretala se u rasponu od od 9,84 um (izolat 4521) do
19,78 um (izolat 4436), dok su se ove vrednosti, kada je u pitanju Sirina mikrokonidija
kretale od 3,09 um (izolat 4289) do 7,14 um (izolat 4471) (Tabela 11, Grafikon 5). Prosecna
duzina mikrokonidija kod izolata vrste F. verticillioides iznosila je 14,54 pum, a prosecna
Sirina 4,1 pm.

Proucavani izolati vrste F. proliferatum formirali su mikrokonidije na vazdus$noj
miceliji u nizovima (sedam do 18 mikrokonidja) iz monofijalida i polifijalida. Nizovi
mikrokonidija su bili kra¢i nego kod vrste F. verticillioides i formirali su karakteristi¢an
oblik ,V*“ kada se kultura gleda in situ. Ova vrsta formirala je mikrokonidije ovalnog oblika,
sa ravnom osnovom, bez septi (Slika 18-b). DuZina mikrokonidija varirala je i kretala se od
11,22 um (izolat 4171) do 14,76 um (izolat 4445), dok se Sirina mikrokonidija kretala od
3,11 um (izolat 4443) do 4,91 um (izolat 4455) (Tabela 12, Grafikon 5). Prose¢na duzina
mikrokonidija kod izolata vrste F. proliferatum iznosila je 13,25 pm, a prosecna Sirina 4,04
pm.

Izolati vrste F. subglutinans formirali su pojedinacne mikrokonidije ovalnog oblika,
bez septi (Slika 18-c) u laznim glavicama na vrhu monofijalida i polifijalida. DuZina
mikrokonidija kretala se od 10,15 um (izolat 4433) do 19,93 um (izolat 4453), dok se Sirina
mikrokonidija kretala od 3,12 pum (izolat 4501) do 5,35 um (izolat 4287) (Tabela 13,
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Grafikon 5). Prosecna duzina mikrokonidija kod izolata vrste F. subglutinans iznosila je
15,52 pm, a prosecna Sirina 4,21 pm.

i//— ~ .-\) - 3 \\' : P | . -
Slika 18. Mikrokonidije vrsta F. fujikuroi kompleksa: a-F. verticillioides, b-F.
proliferatum, c-F. subglutinans.

Uporedni prikaz prose¢ne duzine i Sirine mikrokonidija izolata vrsta F. fujikuroi
kompleksa prikazan je u Tabelama 11, 12 i 13. Izolati vrste F. verticillioides koji su na istom
nivou znacajnosti i formiraju najkrace mikrokonidije su 4289, 4291, 4459, 4468 i 4521.
Izolati 4471, 4472, 4449 i 4436, takode se nalaze na istom nivou znacajnosti i formiraju
najduZe mikrokonidije. Na osnovu Sirine mikrokonidija, izolat 4463 se statisticki znacajno
razlikuje od ostalih izolata jer je obrazovao najSire mikrokonidije. Izolati 4140, 4462, 4467
i referentni izolat RBG 1603 Q27 su na istom nivou znacajnosti i formiraju najuze
mikrokonidije. 1zolati koji se takode statisticki znacajno ne razlikuju su 4436 i 4471, i
formiraju najSire mikrokonidije. Izolati vrste F. proliferatum koji se nalaze na istom nivou
znacajnosti na osnovu duzine mikrokonidija su 4171, 4323 i 4509. Ovi izolati se statisticki
znacajno razlikuju od ostalih izolata. Na osnovu Sirine mikrokonidija izdvajaju se dve grupe
izolata. Prva grupa (izolati 4439, 4444, 4454, 4455, 4522 i referentni izolat) formira Sire
mikrokonidije, dok druga grupa izolata (4171, 4323, 4443, 4445 i 4507) formira uZe
mikrokonidije. [zolati vrste F. subglutinans koji se statisticki znacajno ne razlikuju su 4501 i
4139 (formiraju najkra¢e mikrokonidije), i izolati 4442, 4446, 4453 i 4435 (formiraju
najduZe mikrokonidije). Na osnovu Sirine mikrokonidija, svi izolati osim izolata 4139, 4441
i 4501, se nalaze na istom nivou znacajnosti.
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Tabela 11. Parametri deskriptivne statistike za duzinu i Sirinu mikrokonidija izolata
vrste F. verticillioides.

DuZina (mm) Sirina (mm)
1zorat | Sredna St St Min. | Maks, | Sredma St f St Min, | Maks.
vrednost | devijacija | greska vrednost | devijacija | greSka
Ref.iz. | 14,17abc 1,89 0,34 11,55 | 18,17 | 391a 0,4 0,07 | 327 | 45
4140 | 14,39abcd 1,72 0,31 10,71 | 18,71 | 3,92ab 0,43 0,08 | 3,34 | 561
4289 13,61ab 1,18 0,22 11,29 | 15,46 | 4,02abc 0,33 0,06 | 3,09 | 454
4290 14,01abc 1,16 0,21 12,27 | 16,49 | 4,09abc 0,27 0,05 | 3,61 | 45
4291 13,23a 1,46 0,27 11,01 | 16,79 | 4,09abc 0,31 0,06 | 3,52 | 4,58
4329 14,16abc 1,49 0,27 11,34 | 16,88 | 4,14abc 0,32 0,06 | 3,34 | 4,78
4436 15,87def 1,77 0,32 11,64 | 19,78 4,3c 0,16 0,03 | 391 | 451
4449 16,06ef 1,61 0,29 13,2 | 18,74 | 4,19abc 0,29 0,05 | 3,57 | 4,54
4450 14,02abc 1,61 0,29 11,86 | 17,81 | 4,11abc 0,28 0,05 | 3,61 | 45
4451 | 14,47abcd 1,45 0,26 11,92 | 18,08 | 4,07abc 0,31 0,06 | 3,42 | 461
4456 14,29abc 1,3 0,24 11,84 | 17,82 | 4,07abc 0,32 0,06 | 353 | 45
4459 13,5a 1,7 0,31 10,93 | 18,52 | 4,06abc 0,29 0,05 | 3,62 | 45
4461 | 14,45abcd 1,59 0,29 11,09 | 17,52 | 4,19abc 0,24 0,04 | 3,64 | 451
4462 | 15,04bcde 1,75 0,32 11,04 | 18,74 | 3,97ab 0,35 0,06 | 323 | 45
4463 14,32abc 2,14 0,39 10,15 | 19,08 | 4,65d 0,44 0,08 | 3,72 | 568
4467 13,94abc 1,49 0,27 11,15 | 16,92 | 3,91ab 0,31 0,06 | 3,53 | 4,63
4468 13,41a 1,24 0,23 10,65 | 16,15 | 4,08abc 0,37 0,07 | 326 | 45
4470 15,88def 1,66 0,3 12,78 | 18,84 | 3,99abc 0,37 0,07 | 327 | 45
4471 16,79f 1,31 0,24 13,77 | 19,23 | 4,23bc 0,63 012 | 3,14 | 7,14
4472 16,02ef 1,56 0,28 12,13 | 18,92 | 4,15abc 0,3 0,05 | 347 | 45
4500 15,23cde 1,61 0,29 11,56 | 18,01 | 4,07abc 0,29 0,05 | 3,57 | 482
4521 13,05a 2,39 0,44 9,84 18,9 | 4,09abc 0,27 0,05 | 356 | 45
Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).

Tabela 12. Parametri deskriptivne statistike za duZinu i Sirinu mikrokonidija izolata
vrste F. proliferatum.

DuZina (mm) Sirina (mm)
izorar | Sredma st. st Min. | Maks | Srednia St St Min. | Maks.

vrednost | devijacija | greska vrednost | devijacija | greska
Ref. iz. 13,53c 0,48 0,09 12,29 14,66 4,25fg 0,3 0,05 359 | 477
4171 12,83ab 0,75 0,14 11,22 13,89 | 3,76abc 0,31 0,06 3,22 | 4,43
4323 12,61a 0,77 0,14 11,34 | 13,77 | 3,89abcd 0,21 0,04 3,55 | 4,32
4432 13,19bc 0,79 0,14 11,73 14,66 | 3,96cde 0,33 0,06 345 | 4,77
4437 13,67c 0,53 0,1 12,34 | 14,54 | 3,96bcde 0,29 0,05 342 | 4,53
4439 13,27bc 0,59 0,11 11,76 | 13,93 | 4,18efg 0,35 0,06 349 | 474
4443 13,61c 0,48 0,09 12,45 14,72 3,68a 0,24 0,04 3,11 | 3,99
4444 13,4c 0,52 0,1 11,76 | 14,45 4,3fg 0,18 0,03 4,06 | 4,72
4445 13,48c 0,63 0,11 11,76 | 14,76 3,68ab 0,26 0,05 322 | 414
4454 13,36bc 0,65 0,12 11,31 14,32 4,4g 0,24 0,04 4,07 | 4,86
4455 13,33bc 0,62 0,11 11,76 | 14,12 4,26fg 0,42 0,08 3,29 | 491
4460 13,21bc 0,67 0,12 11,31 14,5 4,11def 0,37 0,07 3,27 | 4,77
4469 13,33bc 0,66 0,12 11,31 14,54 | 4,09def 0,28 0,05 3,66 | 4,64
4507 13,4c 0,59 0,11 12,44 | 14,52 | 3,84abcd 0,39 0,07 3,12 | 4,62
4509 12,61a 0,69 0,13 11,31 13,88 | 4,07def 0,36 0,06 3,18 4,5
4522 13,26bc 0,65 0,12 11,31 14,66 4,2efg 0,3 0,06 3,67 | 4,66

Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).
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Tabela 13. Parametri deskriptivne statistike za duzinu i Sirinu mikrokonidija izolata
vrste F. subglutinans.

DuZina (mm) Sirina (mm)
IZOLAT vsrreildnrgzt devfjt:;cija gritgka Min. Maks. vsrreeddnnfizt devisjtz;cija grigka Min. | Maks.
Ref. iz. 15,21abc 1,16 0,21 12,27 17,14 | 4,25bcd 0,32 0,06 3,52 4,71
4139 14,7ab 1,05 0,19 12,69 16,92 4ab 0,39 0,07 3,33 | 487
4165 15,82abc 1,9 0,35 11,22 19,86 | 4,16bcd 0,4 0,07 3,32 4,76
4287 15,39abc 1,48 0,27 11,88 18,77 | 4,37cd 0,35 0,06 333 | 535
4433 15,69abc 2,47 0,45 10,15 19,47 | 4,27bcd 0,37 0,07 345 | 4,84
4434 15,54abc 2,81 0,51 11,28 19,54 | 4,21bcd 0,29 0,05 3,58 | 4,69
4435 16,17bc 1,79 0,33 13,83 19,64 | 4,17bcd 0,27 0,05 3,66 | 4,67
4440 15,6abc 2,55 0,46 11,11 19,8 | 4,27bcd 0,23 0,04 384 | 4,64
4441 15,15abc 1,31 0,24 12,98 17,85 | 4,08abc 0,4 0,07 3,23 | 4,67
4442 16,42c 2,06 0,38 12,21 19,73 4,31cd 0,31 0,06 341 | 4,68
4446 16,39¢ 1,92 0,35 12,69 19,65 | 4,29bcd 0,27 0,05 382 | 4,76
4452 14,84abc 1,89 0,35 11,36 18,75 | 4,31cd 0,36 0,07 347 | 4,83
4453 16,43c 1,49 0,27 13,45 19,93 4,41d 0,23 0,04 387 | 4,71
4458 15,24abc 1,71 0,31 11,67 19,6 4,33cd 0,29 0,05 3,8 4,75
4501 14,23a 0,79 0,14 12,43 15,76 3,8a 0,39 0,07 3,12 | 4,54

Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).

Na Grafikonu 5 je prikazan dijagram rasipanja izolata za sve tri vrste F. fujikuroi
kompleksa po duZini i Sirini mikrokonidija. Marginalne raspodele duzine mikrokonidija,
pokazuju da je raspodela kod vrste F. proliferatum pomerena u levo u odnosu na preostale
dve raspodele, $to ukazuje na ¢injenicu da ova vrsta formira kra¢e mikrokonidije u odnosu
na preostale dve vrste gljiva. Raspodele duzine mikrokonidija vrsta F. subglutinans i F.
verticillioides se preklapaju i vrlo su spljoStene Sto ukazuje na veliku varijabilnost duzine
mikrokonidija. Marginalne raspodele Sirine mikrokonidija, prikazane desno na Grafikonu 5,
se preklapaju $to ukazuje na ¢injenicu da se Sirine mikrokonidija kod ove tri vrste gljiva ne
razlikuju.
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Grafikon 5. Dijagram rasipanja duZine i Sirine mikrokonidija izolata vrsta F.
proliferatum, F. subglutinans i F. verticillioides.

4.5. Virulentnost izolata
4.5.1. Virulentnost izolata na listovima jecma

Sedam dana nakon inokulacije na listovima je¢ma oko mesta inokulacije formirale
su se nekroti¢ne pege razli¢ite duZine.

Modelom dvofaktorske analize varijanse po hijerarhijskom planu, ispitivan je uticaj
vrste gljive i izolata na ocenu virulentnosti. Rezultati testiranja su pokazali da nema
statisticki znacajne razlike u virulentnosti na listu jeCma izmedu vrsta F. subglutinans
(4,563) i F. proliferatum (4,564), dok je vrsta F. verticillioides imala znacajno niZu srednju
ocenu virulentnosti u odnosu na prve dve vrste (2,914). Ispitivanje statisticke znacajnosti
razlike srednjih ocena virulentnosti izolata, sprovedeno je jednofaktorskom analizom
varijanse po potpuno slucajnom planu, sa balansiranim dizajnom. Za naknadna poredenja,
koris¢en je Tuckey test (p<0,05). Rezultati ovih uporedivanja dati su na grafikonima 6, 7 i 8
iutabelama 14, 151 16.

[zmedu izolata u okviru svake vrste uocena je razlika u njihovoj virulentnosti na
listovima je¢ma. Od svih ispitivanih izolata vrste F. verticillioides prema intenzitetu
oboljenja izdvajaju se izolati 4456 (duZzina pege 4,42 mm) i 4459 (duzina pege 3,42 mm).
Kod preostalih izolata izmerena je prosecna duZzina pege u rasponu od 2,33 do 3,42 mm Sto
ukazuje da su ovi izolati na statisticki znacajno nizem nivou u odnosu na izolate 4456 i
4459 (Tabela 14, Grafikon 6). [zolati vrste F. proliferatum 4437, 4439, 4443 i 4455 formirali
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su najduze pege (6,33-7,67 mm) i nalaze se na istom nivou znacajnosti. Izolati 4323, 4432,
4454, 4460, 4469 i referentni izolat RBG 1613 Q15 su formirali najkrace pege (2,29-3,71
mm) i takode se statisti¢ki znacajno ne razlikuju. Ostali izolati ove vrste (4171, 4444, 4445,
4507, 4509 i 4522) formirali su pege u raponu od 4,04 do 5,42 mm (Tabela 15, Grafikon 7).
[zolati vrste F. subglutinans koji se nalaze na istom nivou znacajnosti su 4165, 4433, 4442 i
4501. Ova grupa izolata formirala je najduZe pege (5,79-7,13 mm). Druga grupa izolata
(4139, 4287, 4441, 4446, 4452, 4453 i referentni izolat RBG 3591 Q23) koja se statisticki
znacajno ne razlikuje je formirala najkrace pege od 2,92 do 4,33 mm (Tabela 16, Grafikon
8).

Tabela 14. Parametri deskriptivne statistike za ocenu virulentnosti izolata vrste F.
verticillioides na listu jeCma.

[Pl vsrl;;d;l(::t devisigcija grggka s
Ref. izolat | 2,92bcde 0,78 0,16 2 4
4140 2,63cde 0,82 0,12 1 4
4289 2,88bcde 1,44 0,21 1 5
4290 3,42b 0,58 0,08 2 4
4291 3,21bcd 1,02 0,21 1 5
4329 2,83bcde 0,87 0,18 2 5
4436 2,33de 0,56 0,12 2 4
4449 2,79bcde 0,59 0,12 2 4
4451 3,17bcde 0,92 0,19 2 5
4456 4,42a 2,04 0,42 1 10
4459 3,42abc 1,5 0,31 2 7
4463 2,71bcde 0,62 0,13 2 4
4467 2,79bcde 1,06 0,22 1 5
4468 2,5cde 0,59 0,12 2 4
4470 2,54bcde 0,72 0,15 1 4
4471 2,5cde 0,59 0,12 2 4
4472 2,92bcde 1,28 0,26 2 7
4500 2,17e 0,56 0,12 1 3
4521 3,25bcd 0,9 0,18 2 5

Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).
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Grafikon 6. Boks plot sa rezultatima jednofaktorske analize varijanse za ocenu
virulentnosti izolata vrste F. verticillioides na listovima jeCma. Izolati koji ne dele isto slovo
se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey testa (p<0,05). Vertikalni bar oznacava
standardnu gresku sredine.

Tabela 15. Parametri deskriptivne statistike za ocenu virulentnosti izolata vrste F.
proliferatum na listu je¢ma.

Izolat I St .. SE’ Min. | Maks.
vrednost | devijacija | greSka

Ref. izolat 3,54efg 0,66 0,13 2 5
4171 4,25cde 1,11 0,23 3 6
4323 2,75fg 0,85 0,17 1 5
4432 3,71defg 1,12 0,23 2 7
4437 6,33ab 2,24 0,46 2 10
4439 6,54ab 2,19 0,45 3 10
4443 7,67a 241 0,49 4 14
4444 5,17bcd 1,17 0,24 3 8
4445 4,25cde 1,59 0,33 1 7
4454 2,96efg 0,75 0,15 2 5
4455 6,46ab 2,04 0,42 3 12
4460 2,25g 0,44 0,09 2 3
4469 2,29g 0,75 0,15 1 4
4507 5,38bc 1,81 0,37 2 9
4509 4,04cdef 1,37 0,28 2 7
4522 5,42bc 1,53 0,31 3 9

Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).
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Grafikon 7. Boks plot sa rezultatima jednofaktorske analize varijanse za ocenu
virulentnosti izolata vrste F. proliferatum na listovima je¢ma. Izolati koji ne dele isto slovo
se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey testa (p<0,05). Vertikalni bar oznacava
standardnu gresku sredine.
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Tabela 16. Parametri deskriptivne statistike za ocenu virulentnosti izolata vrste F.
subglutinans na listu jeCma.

Izolat DT St . SE’ Min. | Maks.
vrednost | devijacija | greSka

Ref. izolat 3,96efg 0,75 0,15 3 5
4139 3,46efg 1,1 0,23 2 7
4165 7,13a 4,07 0,83 4 22
4287 3,71efg 1,63 0,33 1 7
4433 6,25ab 1,65 0,34 3 9
4434 4,96bcde 1,37 0,28 3 8
4435 4,71bcde 1,49 0,3 2 8
4440 4,63bcdef 1,21 0,25 2 6
4441 4,33cdefg 1,63 0,33 2 10
4442 5,79abcd 1,79 0,37 3 10
4446 3,5efg 1,77 0,36 1 10
4452 2,98fg 1,17 0,24 1,5 6
4453 2,92g 1,14 0,23 2 6
4458 4,17defg 1,52 0,31 2 8
4501 5,96abc 1,3 0,27 3 8

Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).
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Grafikon 8. Boks plot sa rezultatima jednofaktorske analize varijanse za ocenu
virulentnosti izolata gljive F. subglutinans na listovima je¢ma. Izolati koji ne dele isto slovo
se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey testa (p<0,05). Vertikalni bar oznacava
standardnu gresku sredine.

4.5.2. Virulentnost izolata na klasu durum psenice

Virulentnost svih 50 ispitivanih izolata vrsta F. fujikuroi kompleksa, kao i njihovih
referentnih izolata, ispitana je metodom vesStacke inokulacije klasa durum pSenice, sorte
Cosmostar. Na inokulisanim klasovima doslo je do pojave simptoma u vidu obezbojavanja
klasova (Slika 19). Svi klasovi u pozitivnoj kontroli su imali simptome karakteristicne za
fuzariozu klasa, dok su klasovi u negativnoj kontroli bili bez simptoma (Slika 20-a). Klasovi
su ocenjeni ocenama od 1 do 7 (Slika 20-‘b). .
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Slika 19. Klasovi durum péenite nakon vestacke inokulacije suspenzijom spora
vrsta F. fujikuroi kompleksa.
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Slika 20. Klasovi durum pSenice tri nedelje nakon veStacke inokulacije klasa: a-
negativna kontrola (K-) i pozitivna kontrola (K+); b-skala od 1 do 7.

U uslovima vestacke inokulacije klasa, tokom prve godine ispitivanja (2018. godina)
prosecna ocena virulentnosti izolata vrste F. verticillioides kretala se od 1 (izolati 4456 i
4462) do 2,5 (izolat 4467) (Tabela 17, Grafikon 9). Izolati vrste F. proliferatum imali su
prosecne ocene virulentnosti od 1,15 (izolat 4171) do 2,75 (izolat 4439) (Tabela 18,
Grafikon 10). Kod izolata vrste F. subglutinans prosec¢na ocena virulentnosti bila je u
rasponu od 1,23 (4452) do 3 (4446) (Tabela 19, Grafikon 11).

Tokom druge godine ispitivanja virulentnosti izolata (2019. godina), prose¢ne ocene
virulentnosti su viSe kod svake ispitivanje vrste (Grafikon 9, 10 i 11). Izolati vrste F.
verticillioides imali su prosetne ocene virulentnosti od 4,15 (izolat 4449) do 6,35 (izolat
4291) (Tabela 17, Grafikon 9). Kod izolata vrste F. proliferatum proseCne ocene
virulentnosti kretale su se od 4, kod izolata 4454, do 5,45, kod izolata 4437 (Tabela 18,
Grafikon 10). Izolati vrste F. subglutinans imali su prosecne ocene koje su se kretale od 4,33
(izolat 4440) do 5,63 (4446 (Tabela 19, Grafikon 11).

Izolati vrste F. verticillioides 4456 i 4462 su tokom prve godine istraZivanja imali
najnizu prosetnu ocenu virulentnosti, a izolati 4467 i 4468 najviSu prosenu ocenu
virulentnosti. Ostali izolati ove vrste se statisticki znacajno ne razlikuju. Tokom druge
godine istraZivanja izolati 4456, 4462 i 4467 su imali najniZu prose¢nu ocenu virulentnosti,
aizolat 4291 imao je najvisSu prosec¢nu ocenu virulentnosti. Ostali izolati nalaze se na istom
nivou znacajnosti.

U prvoj godini istrazivanja izdvajaju se dve grupe izolata vrste F. proliferatum koje
se statisticki znacajno ne razlikuju. Prvu grupu izolata ¢ine izolati 4432, 4437, 4439, 4522 i
referentni izolat. Drugu grupu cine ostali izolati (4171, 4323, 4443, 4444, 4445, 4454,
4455, 4460, 4469, 4507 i 4509). Tokom druge godine istraZivanja izdvajaju se izolati 4454,
koji ima najniZu prosecnu ocenu virulentnosti, i 4437, koji ima najviSu prose¢nu ocenu
virulentnosti. Svi ostali izolati se statisticki znacajno ne razlikuju.

Tokom prve godine istrazivanja kod izolata vrste F. subglutinans istiCe se izolat 4446
koji ima najviSu prosecnu ocenu virulentnosti, dok su ostali izolati podeljeni u dve grupe.
Jednu grupu ¢ine izolati 4435, 4501 i referentni izolat, a svi ostali izolati ¢ine drugu grupu.
U drugoj godini istrazivanja svi izolati se nalaze na istom nivou znacajnosti.
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Tabela 17. Parametri deskriptivne statistike za ocenu virulentnosti izolata gljive F.

verticillioides, na klasu durum iﬁenice.

IZOLAT vsrreedilg:t devisjta;cija grggi(a Min. Maks. \rsrree(;jnlgzt devisjtz;cija grggka Min. Maks.
Refizolat | 1,53abc 0,72 0,11 1 3 4,98cdef 1,67 0,26 1 7
4140 1,95bcd 1,2 0,19 1 6 Scdef 1,68 0,27 1 7
4289 2,23cde 2,04 0,32 1 7 6,13def 1,65 0,26 2 7
4290 1,25ab 0,44 0,07 1 2 6,23ef 18 0,29 1 7
4291 1,75abcd 135 0,21 1 7 6,35f 1,64 0,26 1 7
4329 1,6abcd 0,93 0,15 1 5 5,55def 1,78 0,28 1 7
4436 1,33abc 0,69 0,11 1 4 5,18cdef 2,16 0,34 1 7
4449 1,4abc 0,63 01 1 4 4,15bc 1,73 0,27 2 7
4450 2,03bcd 2,07 033 1 7 5,43cdef 1,93 0,31 1 7
4451 1,83abcd 1,01 0,16 1 5 5,35cdef 1,93 03 1 7
4456 1a 0 0 1 1 4,85cde 2,37 0,37 1 7
4459 1,2ab 0,52 0,08 1 3 5,1cdef 1,92 03 1 7
4461 1,43abc 0,87 0,14 1 4 5,33cdef 177 0,28 2 7
4462 1a 0 0 1 1 4,88cde 1,96 0,31 1 7
4463 2,13bcde 17 0,27 1 7 5,23cdef 1,83 0,29 1 7
4467 2,5de 2,05 0,32 1 7 4,8cd 1,88 03 1 7
4468 2,48de 18 0,28 1 6 5,58def 16 0,25 1 7
4470 1,35abc 0,95 0,15 1 6 5,63def 167 0,26 1 7
4471 1,85abcd 1,21 0,19 1 7 5,33cdef 1,99 0,31 1 7
4472 1,73abed 1,09 0,17 1 5 5,2cdef 1,94 0,31 1 7
4500 1,58abc 1,38 0,22 0 7 5,43cdef 1,84 0,29 1 7
4521 1,85abcd 131 0,21 1 7 5,8def 1,02 0,16 3 7
Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).
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Grafikon 9. Ocena virulentnosti izolata vrste F. verticillioides na klasu durum
pSenice tokom dvogodisSnjih istrazivanja. Vertikalni bar oznacava standardnu gresku

sredine.
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Tabela 18. Parametri deskriptivne statistike za ocenu virulentnosti izolata vrste F.

proliieratum na klasu durum iéenice.

Srednja St. St. . Srednja St. St. .
IZOLAT vrednost | devijacija | greska Min. | Maks. vrednost devijacija | greska Min. | Maks.
Ref. izolat 2,03ab 1,07 0,17 1 6 4,6ab 1,68 0,27 1 7
4171 1,15a 0,36 0,06 1 2 4,85ab 1,78 0,28 1 7
4323 1,68a 1,37 0,22 1 7 5ab 1,36 0,21 1 7
4432 1,95ab 1,22 0,19 1 7 4,55ab 1,88 0,3 1 7
4437 1,95ab 1,4 0,22 1 7 5,45b 2,05 0,32 1 7
4439 2,75b 1,93 0,31 1 7 4,73ab 2,22 0,35 1 7
4443 1,58a 0,93 0,15 1 5 4,78ab 1,87 0,3 1 7
4444 1,53a 1,01 0,16 1 7 4,2ab 2,16 0,34 1 7
4445 1,58a 0,9 0,14 1 5 4,85ab 2,17 0,34 1 7
4454 1,38a 0,63 0,1 1 3 4a 2,03 0,32 1 7
4455 1,7a 1,44 0,23 1 7 4,95ab 1,74 0,27 1 7
4460 1,23a 0,58 0,09 1 3 5,1ab 2,02 0,32 1 7
4469 1,35a 0,95 0,15 1 6 4,33ab 2,1 0,33 1 7
4507 1,18a 0,45 0,07 1 3 4,45ab 15 0,24 2 7
4509 1,85a 1,21 0,19 1 7 4,73ab 1,69 0,27 2 7
4522 1,93ab 1,64 0,26 1 7 5,4ab 15 0,24 3 7
Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).
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Grafikon 10. Ocena virulentnosti izolata vrste F. proliferatum na klasu durum
pSenice tokom dvogodisnjih istrazivanja. Vertikalni bar oznacava standardnu gresku

sredine.
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Tabela 19. Parametri deskriptivne statistike za ocenu virulentnosti vrste F.

subiylutinans na klasu durum iéenice.

IZOLAT vsrreec;lnnclzsit devisj;cija grz;i(a Min. Maks. vsrree;nr:)]:t devisj;cija grggka Min. Maks.
Ref. izolat 1,93ab 1,61 0,25 1 7 4,63a 1,98 0,31 1 7
4139 1,75a 1,03 0,16 1 7 4,93a 2,21 0,35 1 7
4165 1,58a 1,15 0,18 1 7 5,08a 1,51 0,24 2 7
4287 1,68a 1,19 0,19 1 7 4,5a 2,09 0,33 1 7
4433 1,48a 1,11 0,18 1 7 4,85a 2,19 0,35 1 7
4434 1,63a 1,13 0,18 1 7 5,05a 1,63 0,26 1 7
4435 2,03ab 1,73 0,27 1 7 Sa 2,11 0,33 1 7
4440 1,4a 0,63 0,1 1 4 4,33a 2,35 0,37 1 7
4441 1,55a 1,18 0,19 1 7 4,85a 2,03 0,32 1 7
4442 1,43a 0,64 0,1 1 3 4,9a 2,07 0,33 1 7
4446 3c 1,62 0,26 1 7 5,63a 1,56 0,25 1 7
4452 1,23a 0,58 0,09 1 4 5,18a 1,58 0,25 2 7
4453 1,63a 0,98 0,15 1 5 5,23a 1,87 0,3 2 7
4458 1,48a 1,06 0,17 1 7 5,13a 2,09 0,33 1 7
4501 2,68bc 1,64 0,26 1 7 4,93a 1,9 0,3 2 7

Legenda: Izolati koji ne dele isto slovo se statisticki znacajno razlikuju na osnovu Tuckey
testa (p<0,05).
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Grafikon 11. Ocena virulentnosti izolata vrste F. subglutinans na klasu durum
pSenice tokom dvogodis$njih istrazivanja. Vertikalni bar oznacava standardnu greSku

sredine.
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Primenom trofaktorske analize varijanse po delimi¢no hijerarhijskom planu,
pokazano je da postoji znacajna razlika izmedu dve godine istraZivanja i to na nacin da su u
drugoj godini svi izolati bili virulentniji. Sto se ti¢e uticaja vrste gljive na virulentnost,
pokazano je da je vrsta F. verticillioides virulentnija u odnosu na vrste F. proliferatum i F.
subglutinans koje su jednako virulentne (ovaj zakljuc¢ak vaZzi za obe godine) (Tabela 20).

Tabela 20. Parametri deskriptivne statistike za prosefnu ocenu virulentnosti na
klasu durum pSenice za sve tri vrste gljiva tokom dve godine ispitivanja.

Godina
Vrsta gljive Statistika I II
godina | godina
Srednja vrednost 1,76Aa 4,95Ab
Standardna devijacija 1,28 1,96
F. subglutinans Standardna greSka 0,05 0,08
Minimum 1 1
Maksimum 7 7
Srednja vrednost 1,67Aa 4,75Ab
Standardna devijacija 1,2 1,89
F. proliferatum Standardna greska 0,05 0,07
Minimum 1 1
Maksimum 7 7
Srednja vrednost 1,93Ba 5,08Bb
Standardna devijacija 1,54 1,96
F. verticillioides Standardna greSka 0,05 0,07
Minimum 1 1
Maksimum 7 7

Legenda: Velika latini¢na slova su koriS¢ena za oznacCavanje razlika izmedu vrsta gljiva, a
mala za oznacavanje razlika izmedu dve godine na osnovu Tuckey testa (p<0,05).

4.5.3. Virulentnost izolata na klasu pSenice, jeCma i tritikalea

Virulentnost odabranih izolata vrsta F. fujikuroi kompleksa je ispitana na klasu
pSenice (sorta Aurelia), je¢ma (sorta Nektar) i tritikalea (sorta Zenit). Za potrebe ovih
analiza odabrano je Sest izolata vrste F. verticillioides (4290, 4329, 4451, 4468, 4472 i
4500), pet izolata vrste F. proliferatum (4171, 4443, 4444, 4509 1 4507) i Cetiri izolata vrste
F. subglutinans (4165, 4440, 4446 i 4501), ukupno 15, kao i tri referentna izolata (RBG
1603 Q27, RBG 1613 Q15 i RBG 3591 Q23). Izolati su poreklom sa pSenice, jecma i
tritikalea.

Ocena virulentnosti izolata uradena je na osnovu skale Blandino et al. (2012) na
klasu pSenice (Slika 21), jeCma (Slika 22) i tritikalea (Slika 23).
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Slika 21. Klasovi pSenice
skaliod 1do 7.

Slika 22. Klasovi jeCma tri nedelje nakon vestacke inokulacije ocenjeni prema skali
od1do7.

Slika 23. Klasovi tritikalea tri nedelje nakon vestacke inokulacije ocenjeni prema
skaliod 1do 7.

Primenom trofaktorske analize varijanse po delimi¢no hijerarhijskom planu,
pokazano je da na virulentnost deluje samo biljna vrsta. Rezultati ovih testiranja prikazani
su u Tabeli 21. F. verticillioides, F. proliferatum i F. subglutinans ispoljile su najveéu
virulentnost na klasu pSenice, a najmanju na klasu je¢ma.
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Tabela 21. Parametri deskriptivne statistike za ocenu virulentnosti po vrsti gljive, za tri

biljne vrste.

Vrsta gljive Statistika Biljna vrsta
Jecam Psenica Tritikale
Sr. vrednost 2,72Aa 3,49Ab 3,25Ac
St. devijacija 2,29 1,43 1,13
F. proliferatum St. greSka 0,21 0,13 0,1
Minimum 1 1 2
Maksimum 7 7 6
Sr. vrednost 2,82Aa 3,72Ab 3,25Ac
St. devijacija 2,28 1,26 1,17
F. subglutinans St. greSka 0,23 0,13 0,12
Minimum 1 1 2
Maksimum 7 6 6
Sr. vrednost 3,08Aa 3,39Ab 3,09Ac
St. devijacija 2,27 1,4 1,36
F. verticillioides St. greska 0,19 0,12 0,11
Minimum 1 1 0
Maksimum 7 7 6

Legenda: Velika latini¢na slova su koriS¢ena za oznacavanje razlika izmedu vrsta gljiva, a
mala za oznacavanje razlika izmedu biljne vrste na osnovu Tuckey testa (p<0,05).

Prosecna ocena virulentnosti izolata vrste F. verticillioides na klasu pSenice kretala
se u rasponu od 2,95 (izolat 4290) do 3,70 (izolat 4500). Indeks oboljenja na klasu pSenice
bio je od 41,12% do 49,44%. Na klasu jeCma prosecna ocena je bila od 2,10 (izolat 4468) do
3,75 (izolat 4500 i referentni izolat). Indeks oboljenja na klasu ove biljne vrste bio je od
22,64% do 39,72%. Prosecna ocena virulentnosti na klasu tritikalea bila je od 2,15 (izolat
4472) do 3,60 (izolat 4451) (Tabela 22). Indeks oboljenja kretao se u rasponu od 29,57%
do 48,24%.

Izolati vrste F. proliferatum na klasu pSenice imali su prose¢nu ocenu od 3,10 (izolat
4509) do 3,75 (izolat 4444). Indeks oboljenja kretao se u rasponu od 35,45% do 46,16%.
Na klasu jeCma izolati ove vrste imali su prosecnu ocenu virulentnosti od 2,30 (izolat 4171)
do 3,20 (referentni izolat). Indeks oboljenja kretao se u rasponu od 22,41% do 28,41%.
Prosecna ocena virulentnosti na klasu tritikelea bila je u rasponu od 2,80 (izolat 4444) do
3,85 (izolat 4507) (Tabela 23). Indeks oboljenja bio je u rasponu od 37,37% do 48,75%.

NajviSa prosecna ocena virulentnosti izolata vrste F. subglutinans zabeleZena je na
klasu pSenice i kretala se od 3,50 (izolati 4165 i 4501) do 3,90 (izolat 4446). Indeks
oboljenja bio je u rasponu od 42,91% do 47,66%. Najniza prosetna ocena virulentnosti
izolata ove vrste zabeleZena je na klasu jeCma i kretala se od 2,05 (izolat 4446) do 3,15
(izolati 4165i4501). Indeks oboljenja kretao se u rasponu od 22,74% do 37,61%. Prosecna
ocena virulentnosti na klasu tritikalea bila je od 3,05 (referentni izolat) do 3,50 (izolat
4501) (Tabela 24). Indeks oboljenja na ovoj biljnoj vrsti bio je u rasponu od 37,66% do
46,56%.
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Tabela 22. Parametri deskriptivne statistike za ocenu virulentnosti

verticillioides, po izolatimana klasu jeCma, pSenice i tritikalea.

L. Biljna vrsta
Izolat Statistika " . —
Jecam | PSenica | Tritikale
Sr. vrednost 2,65 2,95 3,1
St. devijacija 2,32 1,23 1,29
4290 St. greska 0,52 0,28 0,29
Minimum 1 1 1
Maksimum 7 5 6
Sr. vrednost 3,5 3,35 3,2
St. devijacija 2,35 1,39 1,32
4329 St. greSka 0,53 0,31 0,3
Minimum 1 1 2
Maksimum 7 6 6
Sr. vrednost 2,55 3,25 3,6
St. devijacija 2,01 1,52 1,47
4451 St. greska 0,45 0,34 0,33
Minimum 1 1 2
Maksimum 7 6 6
Sr. vrednost 2,1 3,45 3,1
St. devijacija 2,05 1,47 1,37
4468 St. greska 0,46 0,33 0,31
Minimum 1 1 1
Maksimum 7 6 5
Sr. vrednost 3,25 3,60 2,15
St. devijacija 2,05 1,43 1,23
4472 St. greska 0,46 0,32 0,27
Minimum 1 2 0
Maksimum 7 7 6
Sr. vrednost 3,75 3,7 3,2
St. devijacija 2,4 1,42 1,28
4500 St. greska 0,54 0,32 0,29
Minimum 1 2 2
Maksimum 7 7 6
~ Sr. vrednost 3,75 3,4 3,25
50 St. devijacija 2,4 1,39 1,29
£3 St. greska 0,54 0,31 0,29
Z’ é Minimum 1 1 2
a Maksimum 7 6 6
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Tabela 23. Parametri deskriptivne statistike za ocenu virulentnosti izolata vrste F.
proliferatum, po izolatimana klasu jeCma, pSenice i tritikalea.

L. Biljna vrsta
Izolat Statistika - S —
Jecam | PSenica | Tritikale
Sr. vrednost 2,3 3,55 3,9
St. devijacija 1,81 1,64 0,97
4171 St. greska 0,4 0,37 0,22
Minimum 1 1 2
Maksimum 7 7 6
Sr. vrednost 2,55 3,45 3
St. devijacija 2,31 1,67 1,03
4443 St. greSka 0,52 0,37 0,23
Minimum 1 1 2
Maksimum 7 7 5
Sr. vrednost 2,75 3,75 2,8
St. devijacija 2,47 1,33 0,83
4444 St. greska 0,55 0,3 0,19
Minimum 1 2 2
Maksimum 7 6 5
Sr. vrednost 3,15 3,75 3,85
St. devijacija 2,68 1,37 1,31
4507 St. greska 0,6 0,31 0,29
Minimum 1 1 2
Maksimum 7 6 6
Sr. vrednost 2,35 3,1 2,85
St. devijacija 2,13 1,25 1,04
4509 St. greska 0,48 0,28 0,23
Minimum 1 1 2
Maksimum 7 6 5
" Sr. vrednost 3,2 3,35 3,1
55 St. devijacija | 2,38 1,35 1,12
23 St.greska | 0,53 0,3 0,25
Z’ é Minimum 1 1 2
a Maksimum 7 6 5
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Tabela 24. Parametri deskriptivne statistike za ocenu virulentnosti izolata vrste F.
subglutinans, po izolatimana klasu jeCma, pSenice i tritikalea.

L. Biljna vrsta
Izolat Statistika
JeCam | PSenica | Tritikale
Sr. vrednost 3,15 3,9 3,15
St. devijacija 2,28 1,29 1,14
4165 St. greska 0,51 0,29 0,25
Minimum 1 2 2
Maksimum 7 6 6
Sr. vrednost 2,75 3,75 3,1
St. devijacija 2,27 1,16 0,85
4440 St. greSka 0,51 0,26 0,19
Minimum 1 2 2
Maksimum 7 6 5
Sr. vrednost 2,05 3,5 3,45
St. devijacija 1,7 1,32 1,23
4446 St. greska 0,38 0,29 0,28
Minimum 1 2 2
Maksimum 7 6 6
Sr. vrednost 3,15 3,9 3,5
St. devijacija 2,64 1,29 1,4
4501 St. greska 0,59 0,29 0,31
Minimum 1 2 2
Maksimum 7 6 6
- Sr. vrednost 3 3,55 3,05
50 St. devijacija 2,45 1,32 1,19
23 St.greska | 055 | 0,29 0,27
E § Minimum 1 1 2
a Maksimum 7 6 6

4.6. Toksikoloske karakteristike izolata

Potencijal sinteze fumonizina izolata vrsta F. verticillioides, F. proliferatum i F.
subglutinans odreden je ELISA testom. Analiza je obavljena iz micelije svih 50 izolata.

Rezultati kvantitativne analize potencijala sinteze fumonizina ELISA metodom
ukazali su na prisustvo fumonizina u svim izolatima vrsta F. verticillioides i F. proliferatum,
dok je prisustvo fumonizina zabeleZeno samo u nekim izolatima vrste F. subglutinans
(4165, 4287, 4453 i 4501). Najvise koncentracije fumonizina zabeleZene su kod izolata
vrste F. proliferatum gde je devet izolata (4437, 4443, 4444, 4454, 4455, 4469, 4507, 4509 i
4522) imalo vrednosti viSe od gornjeg praga detekcije, a pet izolata (4171, 4323, 4432,
4439 i 4445) je sintetisalo fumonizine u visini petog standarda (60 pg/g). Veliki broj izolata
vrste F. verticillioides (4170, 4291, 4329, 4436, 4450, 4451, 4456, 4462, 4463, 4468, 4471 i
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4521) imao je sposobnost sinteze fumonizina iznad praga detekcije upotrebljenog kita (60
ug/g), zbog Cega nije moguce precizno utvrditi prosecnu sintezu ovog toksina (Tabela 25).

Tabela 25. Rezultati kvantitativne analize potencijala sinteze fumonizina iz micelije

izolata vrsta F. verticillioides, F. proliferatum i F. subglutinans.

F. verticillioides

F. proliferatum

F. subglutinans

Izolat FUM (ug/g) Izolat FUM (ug/g) Izolat FUM (png/g)
4140 >60 4171 60 4139 0
4289 27,97 4323 60 4165 0,07
4290 53,58 4432 60 4287 1,39
4291 >60 4437 >60 4433 0
4329 >60 4439 60 4434 0
4436 >60 4443 >60 4435 0
4449 52,25 4444 >60 4440 0
4450 >60 4445 60 4441 0
4451 >60 4454 >60 4442 0
4456 >60 4455 >60 4446 0
4459 51,32 4460 52,53 4452 0
4461 23,26 4469 >60 4453 1,26
4462 >60 4507 >60 4458 0
4463 >60 4509 >60 4501 1,97
4467 45,14 4522 >60

4468 >60

4470 44,39

4471 >60

4472 55,02

4500 58,81

4521 >60
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5. Diskusija

Vrste koje pripadaju F. fujikuroi kompleksu su ekonomski znacajni prouzrokovaci
fuzarioza strnih Zita. Ove vrste su kosmopolitski rasprostranjene i toksigene zbog Cega
postoje brojna istraZivanja koja se bave proucavanjem predstavnika ovog kompleksa
(Sandoval-Denis et al. 2018a, 2018b; Al-Hatmi et al.,, 2019; Yilmaz et al,, 2021).
Najznacajnije vrste F. fujikuroi kompleksa su F. verticillioides, F. proliferatum i F.
subglutinans. Primarni domacin ovih vrsta je kukuruz na kome izazivaju plesnivost klipa
(Leslie and Summerell, 2006), ali njihovo prisustvo je zabeleZeno i na strnim Zitima. U
svetu, ove vrste su opisane na pSenici (Ramirez et al.,, 2006; Desjardins et al., 2007),
durum pSenici (Palacios et al.,, 2011; Amato et al., 2015; Gorczyca et al., 2017) i jecmu
(Ivi¢ et al., 2011; Piacentini et al., 2015). U Srbiji, njihovo prisustvo je zabeleZzeno na
pSenici (Dopuda i Levi¢, 2004; Stankovic et al., 2007; Krnjaja et al., 2008; Tancic i sar.,
2009; Krnjaja et al., 2011a, 2011b; Levic et al,, 2012b; Savi¢ et al., 2021), jecmu (Levic
et. al., 2009; Levi¢ et al., 2012a) i durum pSenici (Savi¢ et al., 2020).

U toku CetvorogodiSnjeg istrazivanja, od 2014. do 2017. godine utvrdena je pojava
fuzarioza na zrnu strnih Zita (pSenice, durum pSenice, je¢ma i tritikalea) u Srbiji
prouzrokovana vrstama F. fujikuroi kompleksa. Najces¢e izolovana vrsta na strnim Zitima
bila je F. verticillioides (47% izolata), a zatim F. proliferatum (31% izolata) i F. subglutinans
(22% izolata). Prisustvo sve tri vrste je potvrdeno na zrnu pSenice, jecma, durum psenice i
tritikalea.

Na zrnu pSenice najzastupljenija vrsta ovog kompleksa bila je vrsta F. verticillioides
Cije je prisustvo zabeleZeno u 52% izolata, zatim slede vrste F. proliferatum (30% izolata) i
F. subglutinans (18% izolata).

U Srbiji, Dopuda i Levi¢ (2004) su ispitivali prisustvo gljiva na zrnu psSenice tokom
2002. i1 2003. godine. Vrsta F. verticillioides zabeleZena je u 10% ispitivanih uzoraka dok
prisustvo ostalih vrsta F. fujikuroi kompleksa nije zabeleZeno tokom 2002. godine. U
uzorcima sakupljenim tokom 2003. godine, iz zrna pSenice izolovana je samo vrsta F.
proliferatum (5% analiziranih uzoraka). U dvogodi$njim istrazivanjima koje su sproveli
Stankovic et al. (2007), 2005. godine vrsta F. verticillioides bila je najzastupljenija na zrnu
pSenice (7% izolata), zatim vrste F. subglutinans (4,4% izolata) i F. proliferatum (3,4%
izolata), dok je 2006. godine najzastupljenija bila vrsta F. proliferatum (20% izolata), zatim
F. subglutinans (2,5% izolata) i F. verticillioides (0,8% izolata). U istom periodu Tanc€ic¢ i
sar. (2009) u svojim istrazivanjima na zrnu pSenice nisu zabeleZili prisustvo vrste F.
subglutinans, dok su vrste F. verticillioides i F. proliferatum bile jednako zastupljene 2005.
godine (22% analiziranih uzoraka), dok je 2006. godine vrsta F. proliferatum bila
zastupljenija (22% analiziranih uzoraka) od vrste F. verticillioides (14% analiziranih
uzoraka). Vrsta F. proliferatum bila je zastupljenija u ve¢em procentu (5,7% izolata) 2007.
godine, zatim vrsta F. subglutinans (3,5% izolata) dok je vrsta F. verticillioides (1,7%
izolata) bila najmanje zastupljena (Krnjaja et al., 2008). U istrazivanjima sprovedenim
2009. godine na zrnu pSenice, vrste F. proliferatum i F. subglutinans bile su podjednako
zastupljene (4,17% ispitivanih uzoraka) dok je vrsta F. verticillioides bila zabeleZena u
manjem procentu (0,83% ispitivanih uzoraka) od druge dve vrste (Krnjaja et al., 2011a).
[strazivanja iz 2010. godine su pokazala sporadi¢nu pojavu ovih vrsta na zrnu pSenice
(ispod 1% od ispitanih uzoraka) (Krnjaja et al., 2011b). Naredna istrazivanja koja su
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sproveli Levi¢ et al. (2012b) pokazala su da je vrsta F. verticillioides bila zastupljena u
vecem procentu (19,4% izolata) od druge dve vrste (9,7% izolata).

Cosi¢ et al. (2007) su prisustvo vrste F. verticillioides, takode utvrdili u veéem
procentu (17,56% izolata) nego prisustvo vrste F. subglutinans (11,62% izolata) na zrnu
pSenice poreklom iz Hrvatske. Medutim, Zidan et al. (2020) su na zrnu pSenice gajenoj u
Siriji uocili vecu zastupljnost vrste F. proliferatum (76% ispitivanih izolata) u odnosu na
vrstu F. verticillioides koja je zabeleZena u 15% izolata. Slicno njihovim rezultatima,
Mohammadi et al. (2016) su u Iranu iz zrna pSenice izolovali vrstu F. proliferatum u
veCem procentu (23,6% uzoraka) od vrste F. verticillioides (14,5% uzoraka).

Na zrnu jeCma sve tri vrste su bile jednako zastupljene. U istraZivanjima koje su u
Srbiji sproveli Levi¢ et al. (2009) u periodu od 2004. do 2007. zastupljenost vrsta F.
verticillioides i F. subglutinans bila je ista (3,45% izolata), dok je vrsta F. proliferatum bila
zastupljena u ve¢em procentu (13,8% izolata). Prisustvo vrste F. verticillioides u visokom
procentu (55,6% izolata) zabeleZena je na zrnu jetma 2011. godine, dok je vrsta F.
proliferatum imala je srednju ucestalost (28,9% izolata), a vrsta F. subglutinans nizu
ucestalost (14,3% izolata) (Levi¢ et al., 2012a).

Do istog zakljucka dosli su i Piacentini al. (2019) u istrazivanjima koje su sproveli
u Brazilu gde su vrste F. verticillioides i F. proliferatum bile podjednako zastupljene na zrnu
je¢ma. Autori Cosi¢ et al. (2007) su na zrnu je¢ma prisustvo vrste F. verticillioides
zebelezili u ve¢em procentu (18,33% izolata) od vrste F. subglutinans (15,57% izolata).

Na zrnu durum pSenice vrste F. verticillioides i F. proliferatum su imale slicnu
zastupljenost, dok je vrsta F. subglutinans imala manju zastupljenost. Vrsta F. verticillioides
bila je zastupljena u 36% izolata, vrsta F. proliferatum u 35% izolata, a vrsta F. subglutinans
u 18% izolata. U Srbiji nema podataka o prisustvu vrsta F. fujikuroi kompleksa na zrnu
durum pSenice. Za razliku od rezultata iz ove doktorske disertacije, Palacios et al. (2011)
su na zrnu durum pSenice zabeleZili ve¢u zastupljenost vrste F. proliferatum (72% izolata)
u odnosu na vrstu F. verticillioides (24% izolata). Amato et al. (2015) su sproveli
istrazivanja u Italiji gde su iz zrna durum pS3enice izolovali samo vrstu F. proliferatum dok
prisustvo druge dve vrste F. fujikuroi kompleksa nije zabeleZeno.

Na zrnu tritikalea vrsta F. verticillioides bila je zastupljena u vecem procentu (42%
izolata) od druge dve vrste ovog kompleksa. U Srbiji, i u svetu nema podataka o prisustvu
vrsta F. fujikuroi kompleksa na zrnu tritikalea. U okviru ove doktorske disertacije po prvi
put identifikovana je vrsta F. verticillioides na zrnu tritikalea (Savi¢ et al., 2022), kao i
vrste F. proliferatum i F. subglutinans. Doprinos disertacije je i u tome Sto je u okviru
istrazivanja sprovedenih tokom njene izrade zabeleZeno prisustvo sve tri vrste ovog
kompleksa na zrnu durum pSenice, o ¢emu do sada u Srbiji nema podataka.

Rezultati viSegodiSnjih istraZivanja sprovedenih u Srbiji koja su zasnovana na
pracenju pojave i ucestalosti vrsta F. fujikuroi kompleksa pokazala su da pojava i ucestalost
ovih vrsta varira svake godine. Sve tri vrste F. fujikuroi kompleksa su toksigene i sintetiSu
vise razli¢itih mikotoksina u razli¢itim koncentracijama, pa je identifikacija ovih vrsta od
posebnog znacaja zbog njihovog toksikoloskog profila. Samim tim, u zavisnosti od pojave
odredene vrste gljive zavisi i opasnost od kontaminacije biljke mikotoksinima koje ta gljiva
sintetiSe. Pracenje pojave ovih vrsta, kao i njihove ucestalosti na raznim biljnim vrstama je
znacajno sa stanovista proizvodnje zdravstveno bezbedne hrane.
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5.1. Molekularna identifikacija i karakterizacija vrsta Fusarium fujikuroi
kompleksa

U detekciji izolata vrsta F. fujikuroi kompleksa koriS¢eni su specificni prajmeri za
detekciju F. verticillioides, F. proliferatum i F. subglutinans zasnovani na gaoB genu i delu
gena za kalmodulin (Mulé et al., 2004; Faria et al., 2012). KoriS¢enje specificnih prajmera
pokazalo se pogodnim za detekciju i razdvajanje vrsta F. fujikuroi kompleksa (Magculia
and Cumagun, 2011; Najihah et al., 2017; De Sousa et al., 2022; Pramunadipta et al.,
2022). Prajmeri specifi¢ni za vrstu F. subglutinans autora Mulé et al. (2004) i Faria et al.
(2012) su amplifikovali sve izolate preliminarno identifikovane na osnovu morfoloskih
karakteristika kao F. subglutinans. Prajmeri specificni za vrstu F. verticillioides autora Mule
et al. (2004) i Faria et al. (2012) su amplifikovali 15 od 17 izolata preliminarno
morfoloski identifikovanih kao F. verticillioides. Dva izolata su na osnovu tri genska lokusa
identifikovani kao vrsta F. proliferatum. Prajmeri specifi¢ni za vrstu F. proliferatum autora
Mule et al. (2004) i Faria et al. (2012) su amplifikovali Sest od 11 izolata preliminarno
morfoloSki identifikovanih kao F. proliferatum. Ostalih pet izolata u kojima se nisu
amplifikovali fragmenti ni sa jednim od specifi¢nih prajmera identifikovani su na osnovu tri
genska lokusa kao F. proliferatum.

Poredenjem rezultata dobijenih primenom specificnih prajmera, preliminarne
morfoloske identifikacije i identifikacije zasnovane na osnovu taksonomski znacajnim
genskim lokusima potvrdena je specificnost koris¢enih prajmera. lako kod nekih izolata
odgovarajuce vrste nije doslo do amplifikacije, nespecificnih reakcija nije bilo sa izolatima
drugih vrsta. Sli¢ne rezultate navode i drugi autori (Patifio et al.,, 2004; Jurado et al.,
2006; Dissanayake et al., 2009; Visentin et al., 2009).

Identifikacija vrsta F. fujikuroi kompleksa se zbog velike varijabilnosti zasniva na
polifaznom pristupu koji pored morfoloskih karakteristika obuhvata i molekularne
karakteristike i filogenetsku analizu (Yilmaz et al., 2021). Identifikacija odabranih izolata
vrsta F. fujikuroi kompleksa iz strnih Zita obuhvatila je analizu tri genska regiona (ITS, TEF
1-a i RPB2) koji omogucavaju pouzdanu identifikaciju u okviru ovog kompleksa (Crous et
al,, 2021; Yilmaz et al., 2021).

Medusobnim poredenjem dobijenih sekvenci izolata vrste F. subglutinans na osnovu
sva tri regiona nije uocena varijabilnost. Visoko izrazenu slicnost kod izolata ove vrste
uocili su i Jablonska et al. (2020). Sekvence izolata vrste F. verticillioides su bile identi¢ne
na osnovu ITS i RPB2 regiona dok su na osnovu TEF 1-a imale 99-100% geneticku sli¢nost.
Isto su uocili i Leslie et al. (2004), Leslie et al. (2005), Reynoso et al. (2009), kao i
Saharan (2010). Za razliku od ovih autora, Jablonska et al. (2020) uocili su geneticku
varijabilnost kod izolata ove vrste. Kod izolata vrste F. proliferatum geneticka slicnost na
osnovu analize ITS i TEF 1-a regiona bila je izraZena u visokom procentu dok je RPB2
region bio genetic¢ki varijabilan. Anisimova et al. (2021) takode su zabelezili visoku
geneticku slicnost (98-99,8%) kod izolata vrste F. proliferatum na osnovu sva tri regiona.

Na osnovu sprovedenih filogenetskih analiza i konstruisanja filogenetskog stabla
uoceno je da je region TEF 1-a jasno je razdvojio sve tri vrste, Sto je u skladu sa podacima
Crous et al. (2021) koji ovaj region navode kao primarni barkod marker za identifikaciju
vrsta ovog kompleksa. Region TEF 1-a uspesno je koriS¢en za identifikaciju vrsta F.
fujikuroi kompleksa u brojnim istrazivanjima (Amatulli et al.,, 2012; Zainudin et al,,
2017; Jiang et al., 2020). Na osnovu ITS regiona nije bilo moguce razdvojiti vrste F.
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verticillioides i F. subglutinans. Slitne rezultate dobili su i O'Donnell et al. (2000) kod kojih
takode nije uoCena varijabilnost izmedu ove dve vrste. Kao sekundarni barkod marker
Crous et al. (2021) navode RPB2 region. Na osnovu ovog regiona izolati vrsta F.
verticillioides i F. subglutinans koriS¢eni u ovoj doktorskoj disertaciji uspes$no su razdvojeni,
Sto na osnovu ITS regiona nije bilo moguce, dok je u okviru vrste F. proliferatum uocCena
varijabilnost. Ovaj region, kao i ITS region, nije dovoljan da se samostalno koristi za
uspeSnu identifikaciju vrsta F. fujikuroi kompleksa, Sto je u skladu sa istraZivanjima
Moussa et al. (2017). Thomas et al. (2019) u svojim istraZivanjima su takode zakljucili
da RPB2 region ima manju mo¢ razdvajanja i manje je pouzdan za identifikaciju vrsta F.
fujikuroi kompleksa, kao i Pfordt et al. (2020) koji na osnovu regiona RPB2 nisu mogli
uspesno da razdvoje vrste F. verticillioides i F. proliferatum.

Na osnovu molekularnih analiza potvrdeno je da su prouzrokovaci fuzarioza zrna
strnih Zita u Srbiji vrste F. verticillioides, F. proliferatum i F. subglutinans. Takode, uoceno je
da su izolati F. proliferatum ispoljili najvecu geneticku varijabilnost (TEF 1-a i RPB2) ali i
najvecu morfoloSku varijabilnost preklapajuc¢i se u karakteristikama nacina formiranja
mikrokonidija sa vrstom F. verticillioides.

5.2. Morfoloske karakteristike vrsta Fusarium fujikuroi kompleksa

Na osnovu makroskopskih karakteristika (boja i izgled micelije, pigmentacija
podloge) nije uocena znacajna varijabilnost izmedu vrsta F. verticillioides, F. proliferatum i
F. subglutinans. Na osnovu ovih karakteristika nije moguce da se ove vrste pouzdano
razlikuju na KDA podlozi. Brojni autori, takode, navode da je na osnovu makroskopskih
karakteristika tesko identifikovati vrste F. fujikuroi kompleksa (Nelson et al., 1983;
Burgess et al.,, 1994; Leslie and Summerell, 2006). Varijabilnost u pogledu ovih
karakteristika je uocCena izmedu izolata u okviru svake vrste. Razlike u izgledu kolonije
uocili su i Hirata etal. (2001) i Pascual et al. (2016).

Pojedini izolati vrste F. verticillioides formirali su belu miceliju sa tamnocrvenim i
ljubicastim pigmentom u podlozi $to kao $to su uocili u svojim istraZivanjima Chehri et al.
(2010), Pascual et al. (2016), Zidan et al. (2020) i Widiastuti et al. (2020). Jedna grupa
izolata formirala je belu miceliju vunaste strukture sa ruzicastom nijansom i Zuckastom
pigmentacijom proSaranom ljubi¢astom bojom Sto je uoCeno u rezultatima istraZivanja
Hirata et al. (2001). Izolati vrste F. proliferatum na KDA podlozi obrazovali su beli¢astu do
mrkozutu vazdusnu miceliju, sa Zuckastim, ljubicastim ili purpurnim pigmentom kako je
opisano u literaturi (Nelson et al., 1983; Burgess et al., 1994; Leslie and Summerell,
2006; Levic, 2008, Crous et al., 2021; Yilmaz et al,, 2021). Izolati vrste F. subglutinans
formirali su belu bujnu miceliju dok su drugi izolati formirali retku, oskudnu miceliju kako
je opisano u drugim literaturnim podacima (Samson et al., 2004; Shin et al., 2014; Han et
al,, 2015). Pigmentacija podloge je takode varirala od Zuc¢kastog do ljubicastog pigmenta.
Sli¢ne rezultate zabelezili su Leslie and Summerell (2006), kao i Ristic¢ et al. (2015).

Rezultati analiza u okviru ove doktorske disertacije pokazali su da nema statisticki
znacajne razlike srednjih vrednosti dnevnog porasta izmedu ove tri vrste. Za razliku od
ovih rezultata, Saleh et al. (2021) ispitujuci vrste F. verticillioides i F. proliferatum uocili su
da postoji znacajna razlika u porastu ove dve vrste. Glenn et al. (2001) su takode uocili
razliku u porastu izmedu vrsta F. fujikuroi kompleksa, gde je vrsta F. verticillioides imala
najveci porast, dok je vrsta F. proliferatum imala najmanji porast.
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Precnik kolonije kod ispitivanih izolata vrste F. verticillioides nakon sedam dana
gajenja pri 25°C mraku iznosio je 75 mm. Isti precnik zabeleZili su i Chandra Nayaka et al.
(2008). Veci precnik kolonije (80-90 mm) u istraZivanjima zabelezili su Yadav et al.
(2022) nakon sedam dana gajenja pri 25°C mraku, kao i Maciel et al. (2017). Slicne
rezultate imali su i Samapundo et al. (2005). Autori Hirata et al. (2001) i Zidan et al.
(2020) su nakon tri dana porasta izmerili precnik kolonije 30-35 mm, $to je viSe od
precnika kolonije izmerenih u ovoj doktorskoj disertaciji, gde je nakon tri dana porast
kolonije bio 28 mm. Izolati vrste F. proliferatum na KDA podlozi nakon sedam dana gajenja
pri 25°C u mraku obrazovali su precnik kolonije 75,13 mm. Pri istim uslovima gajenja
Yilmaz et al. (2021) i Yadav et al. (2022) izmerili su manji precnik kolonije (69-71 mm).
Samapundo et al. (2005), kao i prethodni autori, izmerili su pre¢nik kolonije manji nego u
rezultatima iz ove doktorske disertacije (70 mm). Izolati vrste F. subglutinans formirali su
kolonije prec¢nika 76 mm nakon sedam dana gajenja pri temperaturi 25°C u mraku, kao $to
su uocili i Leslie and Summerell (2006). Shin et al. (2014) su nakon cetiri dana gajenja
pri istim uslovima izmerili porast kolonije od 44 do 48 mm, a Samson et al. (2004) i Han
et al. (2015) su izmerili 55 mm, Sto je viSe od rezultata dobijenih u ovoj doktorskoj
disertaciji gde je nakon cetiri dana izmeren porast od 39 mm. Maldonado-Archila et al.
(2022) zabeleZili su manji porast (70 mm) za sedam dana gajenja, nego Sto je zabeleZeno u
ovoj doktorskoj disertaciji. Na osnovu dobijenih vrednosti porasta kolonija i poredenjem sa
literaturnim podacima uocava se da su ove tri vrste F. fujikuroi kompleksa vrlo varijabilne.

Pored makroskopskih karakteristika, ispitane su i mikroskopske karakteristike ovih
vrsta. Izolati sve tri vrste gljiva obrazovali su makrokonidije ravnih ivica, sa zakrivljenom
apikalnom c¢elijom i bazalnom c¢elijom u obliku stopala, sa tri do pet septi kao Sto su u
istrazivanjima opisali brojni autori (Nelson et al., 1983; Burgess et al., 1994; Leslie and
Summerell, 2006; Jiang et al.,, 2020; Zidan et al. 2020). Dimenzije makrokonidija
varirale su izmedu ove tri vrste, kao i izmedu izolata u okviru svake vrste. Najduze
makrokonidije obrazovala je vrsta F. subglutinans (51,51 pum), dok su makrokonidije kod
vrsta F. verticillioides (35,77 um) i F. proliferatum (35 pm) bile pribliZno iste duZine. Sirina
makrokonidija bila je slicna kod vrsta F. subglutinans (4,33 um) i F. proliferatum (4,29 um),
dok je vrsta F. verticillioides obrazovala uZe makrokonidije (3,72 pm).

Prose¢na duzina i Sirina makrokonidija kod izolata vrste F. verticillioides bila je
slicnih dimenzija (17-38 x 2,5-4,7 um) kao u literaturnim podacima (Nelson et al., 1983;
Burgess et al., 1994; Samson et al., 2004; Leslie and Summerell, 2006; Widiastuti et
al,, 2020; Zidan et al., 2020). DuZe makrokonidije (24-54 um) opisali su Hirata et al.
(2001), dok su Sire makrokonidije (2-5,9 um) uocili Hirata et al. (2001) i Yadav et al.,,
2022.

Prosefna duzina i Sirina makrokonidija izmerena kod izolata vrste F. proliferatum
bila je slicnih dimenzija (15,92-60,5 x 2-5 pm) kao u rezultatima istrazivanja Kkoje su
objavili Nelson et al. (1983), Burgess et al. (1994), Leslie and Summerell (2006),
Chehri et al. (2010), Widiastuti et al. (2020), Yadav et al. (2022). Duzina makrokonidija
bila je ve¢a u istrazivanjima koje su sproveli Yilmaz et al. (2021) i iznosila je 46,5-60,5
um, dok je Sirina bila manja (3-4 um). Za razliku od prethodnih autora, Yurchenko et al.
(2020) izmerili su krace (20,7-45,5 pm), a Sire (2,8-6,1 pum) makrokonidije, dok
Prabhukarthikeyan et al. (2020) nisu zabeleZili njihovo prisustvo.

Prosecna duZina i Sirina makrokonidija kod izolata vrste F. subglutinans bila je sli¢na
dimenzijama (33-55 x 2,5-4,6 pm) koje su u svojim radovima dobili brojni autori (Nelson
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etal,, 1983; Burgess et al., 1994; Leslie and Summerell, 2006; Ristic¢ et al., 2015). Duze
makrokonidije (33-75 pm) uocili su Samson et al. (2004), Shin et al. (2014), Han et al.
(2015), dok su uZe makrokonidije (2,5-4 pum) opisali Samson et al. (2004) i Han et al.
(2015).

Mezokonidije su formirali samo izolati vrste F. subglutinans. One su bile vretenastog
oblika, zatupastog vrha, dimenzija 25 x 3,7 um. Mezokonidje sli¢nih dimenzija (24-28 x 2,5-
4 um) i oblika zabeleZene su u radovima drugih autora (Nelson et al., 1983; Burgess et
al., 1994; Samson et al., 2004; Leslie and Summerell, 2006; Shin et al., 2014; Risti¢ et
al,, 2015). [zolati vrsta F. verticillioides i F. proliferatum nisu formirali mezokonidije, Sto su
takode u rezultatima svojih istrazivanja uocili i brojni drugi autori (Nelson et al., 1983;
Burgess et al., 1994; Hirata et al,, 2001; Samson et al., 2004; Leslie and Summerell,
2006; Chehri et al., 2010; Pascual et al., 2016; Widiastuti et al., 2020; Zidan et al,,
2020; Yadav et al., 2022).

Sve tri vrste F. fujikuroi kompleksa su formirale mikrokonidije ovalnog oblika, bez
septi kao Sto je opisano u literaturi (Nelson et al., 1983; Burgess et al., 1994; Leslie and
Summerell, 2006; Yilmaz et al, 2021). Vrste F. fujikuroi kompleksa primarno su
identifikovane na osnovu nacina formiranja mikrokonidija. Vrsta F. verticillioides
razlikovala se od vrste F. proliferatum po tome S$to je formirala mikrokonidije u dugim
lancima iz monofijalida, dok je vrsta F. proliferatum formirala mikrokonidije u kra¢im
lancima iz monofijalida i polifijalida. Vrsta F. subglutinans, za razliku od druge dve vrste,
nije formirala mikrokonidije u lancima, nego u laznim glavicama na monofijalidama i
polifijalidama. Na ovaj nacin brojni drugi autori su razlikovali ove tri vrste (Nelson et al.,
1983; Burgess et al., 1994; Leslie and Summerell, 2006; Pascual et al., 2016).

Prose¢na duZina i Sirina mikrokonidija kod izolata vrste F. verticillioides bila je
slicnih dimenzija (4-19 x 1,5-4,5 um) kao $to su opisali autori u brojnim istrazivanjima
(Nelson et al., 1983; Burgess et al., 1994; Hirata et al., 2001; Samson et al., 2004;
Leslie and Summerell, 2006; Pascual et al,, 2016), dok su Widiastuti et al. (2020) i
Zidan et al. (2020) u svojim istrazivanjima zabeleZili manju Sirinu mikrokonidija (2-3 pum).

Vrsta F. proliferatum formirala je kra¢e mikrokonidije (13,25 pm) u odnosu na vrste
F. verticillioides (14,54 um) i F. subglutinans (15,52 pm), dok je Sirina mikrokonidija bila
slicna kod sve tri vrste (4,04-4,1 um). Prosecna duZina i Sirina mikrokonidija kod izolata
vrste F. proliferatum istih je dimenzija kao mikrokonidija koje su opisane u drugim
istrazivanjima (Chehri et al.,, 2010; Jiang et al., 2020; Widiastuti et al., 2020; Zidan et
al,, 2020). Manje mikrokonidije (6,13-10,12 um x 1,08-1,5 pm) zabelezili su Yadav et al.
(2022), zatim Yurchenko et al. (2020) koji su opisali mikrokonidije dimenzija 4,5-10,8 x
1,5-3,2 um i Prabhukarthikeyan et al. (2020) koji su u rezultatima svojih istrazivanja
izmerili mikrokonidije dimenzija 5,5-9 x 1,5-2 um.

Vrsta F. subglutinans formirala je mikrokonidije istih dimenzija kao u rezultatima
istrazivanja drugih autora (Nelson et al., 1983; Burgess et al, 1994; Leslie and
Summerell, 2006; Shin et al., 2014). Manje mikrokonidije (8-18 x 2,5-3 um) opisali su
Samson et al. (2004) i Han et al. (2015). Mikrokonidije manjih dimenzija (12-16 x 3-3,5
um) zabeleZili su i Risti¢ et al. (2015).

Vrste F. fujikuroi kompleksa koje su ispitivane u okviru ove doktorske disertacije
nisu obrazovale hlamidospore. Wollenweber and Reinking (1925) su zabelezili ovu
¢injenicu 1925. godine, Sto su potvrdili i brojni drugi autori u svojim istrazivanjima (Leslie
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and Summerell, 2006; Pascual et al., 2016; Zidan et al., 2020; Yurchenko et al., 2020;
Yilmaz et al., 2021; Maldonado-Archila et al., 2022).

Detaljna morfoloSka karakterizacija izolata tri vrste F. fujikuroi kompleksa pokazala
je da se ove tri vrste razlikuju u nacinu formiranja konidiofora i mikrokonidija. Takode,
pokazala su da se F. subglutinans moZe razlikovati od ostale dve vrste na osnovu duZine
makrokonidija. Ova morfoloska razlika moZe biti korisna prvenstveno u preliminarnoj
identifikaciji, jer veli¢ine makrokonidija mogu biti varijabilne kako u okviru vrste, tako i
izmedu razlic¢itih vrsta F. fujikuroi kompleksa (Crous et al., 2021; Yilmaz et al., 2021).

5.3. Virulentnost vrsta Fusarium fujikuroi kompleksa

Virulentnost izolata vrsta F. fujikuroi kompleksa ispitana je na listovima jeCma, klasu
durum psSenice i na klasu pSenice, jeCma i tritikalea.

Na listovima je¢ma nije bilo statisticki znacajne razlike u virulentnosti izmedu vrsta
F. proliferatum (4,564) i F. subglutinans (4,563), dok je vrsta F. verticillioides imala znacajno
nizu srednju ocenu virulentnosti u odnosu na prve dve vrste (2,914). Izmedu izolata u
okviru svake ispitivane vrste postojala je statisticki znacajna razlika u stepenu
virulentnosti.

Razliku u stepenu virulentnosti u ispitivanim izolatima vrste F. subglutinans na
listovima je¢ma uocili su i Levi€ et al. (2018). Izolati ove vrste su formirali nekroti¢ne pege
veli¢ine od 4 mm do 8,7 mm. Na listovima je¢ma razliku u virulentnosti izolata Fusarium
spp. zabeleZili su i Opoku et al. (2011). U svojim istrazivanjima Imathiu et al. (2009)
izmerili su hloroti¢ne i nekroti¢ne pege duzine 2,00-8,47 mm, $to je u skladu sa rezultatima
iz ove doktorske disertacije. DuZe pege zabelezili su Browne (2007) (5-9,97 mm) i Sakr
(2019) koji je na listovima jeCma izmerio duzinu formiranih pega od 7,36 mm do 8,29 mm.

Rezultati ispitivanja virulentnosti na klasu durum pSenice ukazali su da postoji
statisticki znacajna razlika izmedu dve godine istrazivanja. U drugoj godini istraZivanja svi
izolati su bili virulentniji, Sto je posledica klimatskih uslova te godine. Poveéana koli¢ina
padavina u vreme klasanja pogodovala je razvoju infekcije, pa su samim tim ocene
virulentnosti ve¢e u drugoj godini. Do istog zakljucka dosli su i Birr et al. (2019) i Birr et
al. (2020) kod kojih je intenzitet zaraze varirao svake godine u zavisnosti od
meteoroloskih uslova u periodu cvetanja klasa. Lacey et al. (1999) su, takode, imali jaci
intenzitet zaraze u godini sa povecanom koli¢inom padavina.

Na klasu durum psenice najvirulentnija je bila vrsta F. verticillioides, dok se vrste F.
proliferatum i F. subglutinans, kao i na listu jeCma, nisu razlikovale u virulentnosti. U
istrazivanjima koje su Al-Chaabi et al. (2015) sproveli na klasu durum pSenice u Siriji
vrsta F. proliferatum bila je najmanje virulentna, dok kod autora Gebremariam et al.
(2017) izolati ove vrste nisu bili virulentni. Vrste ovog kompleksa su pre svega patogeni
zrna Zita, pa se time moze objasniti veca virulentnost vrste F. verticillioides na klasu durum
pSenice, nego na listu je¢ma.

Na klasu pSenice, je¢ma i tritikalea uoceno je da virulentnost vrsta F. verticillioides,
F. proliferatum i F. subglutinans zavisi od biljke domacina. Sve tri vrste su bile
najvirulentnije na klasu pSenice, umereno virulentne na klasu tritikalea i najslabije
virulentne na klasu je¢ma. Rezultati ovih istraZivanja su pokazali da nema razlike u
virulentnosti izmedu ove tri vrste F. fujikuroi kompleksa.
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Desjardins et al. (2007) takode nisu uocili razliku u virulentnosti izmedu vrsta F.
verticillioides i F. proliferatum na klasu pSenice. Za razliku od rezultata dobijenih u ovoj
doktorskoj disertaciji Minati and Mohammed-Ameen, 2020 su u svojim istraZivanjima
pokazali razliku u virulentnosti vrsta F. verticillioides i F. proliferatum nakon inokulacije
klasa psenice, ba$ kao i Cosi¢ et al. (2007) kod kojih je vrsta F. subglutinans bila
virulentnija od vrste F. verticillioides. Na klasu je¢ma Cosié et al. (2007) nisu zabelezili
razliku u virulentnosti izmedu vrsta F. verticillioides i F. subglutinans.

5.4. Toksikoloske karakteristike vrsta Fusarium fujikuroi kompleksa

[spitivani izolati vrsta F. fujikuroi kompleksa pokazali su varijabilnost u sintezi
fumonizina. Kod svih ispitivanih izolata vrsta F. verticillioides i F. proliferatum zabeleZena je
sinteza fumonizina u visokim koncentracijama (23,26-60 ug/g). Kod velikog broja izolata
vrsta F. verticillioides i F. proliferatum zabeleZena je sinteza fumonizina preko 60 pg/g, dok
je kod izolata vrste F. subglutinans koncentracija fumonizina bila u niskim koncentracijama
ili ispod praga detekcije.

U istrazivanjima u Srbiji, Stankovi¢ et al. (2012) zabelezili su prisustvo fumonizina
u uzorcima pSenice i je¢cma koji su sakupljani od 2007. do 2009. godine. Prosecna
koncentracija sintetisanog fumonizina kod pSenice iznosila je 0,852 pg/g, a kod jecma
0,768 ug/g. Iste godine Tanci¢ et al. (2012) ispitivali su toksigeni potencijal kod izolata
vrsta F. verticillioides i F. proliferatum poreklom sa zrna pSenice. Za razliku od rezultata
dobijenih u ovoj doktorskoj disertaciji, koncentracija sintetisanog fumonizina bila je veca
kod izolata vrste F. verticillioides (696,38 nug/g), nego kod izolata vrste F. proliferatum gde
je prosecna sinteza fumonizina bila 158,07 ug/g. Niske koncentracije fumonizina (0,002 do
0,016ug/g) u uzorcima pSenice 2010. godine zabeleZili su Krnjaja et al. (2011b). Za
razliku od ovih autora, Krstovi¢ et al. (2017) ispitujuci toksigeni potencijal izolata vrste F.
verticillioides u in vitro uslovima zabeleZili su koncentraciju sintetisanog fumonizina u
rasponu 7-289 pg/kg.

Rezultati koje su dobili Shi et al. (2016) i Beccari et al. (2020) su u skladu sa
rezultatima iz ove doktorske disertacije. U njihovim istrazivanjima sinteza fumonizina kod
izolata vrsta F. verticillioides i F. proliferatum kretala se od 35 do 59 pug/g. Za razliku od
rezultata iz ove doktorske disertacije, Choi et al. (2018) su zabelezZili visSe koncentracije
fumonizina kod izolata vrste F. fujikuroi kompleksa izolovanih iz zrna strnih Zita u Koreji.
Vrste F. verticillioides i F. proliferatum sintetisale su fumonizine u koncentracijama viSim od
1000 pg/g, dok izolati vrste F. subglutinans nisu sintetisali fumonizine. Slicne rezultate
dobili su i Pfordt et al. (2020) u svojim istrazivanjima. Ukupna koncentracija sintetisanih
fumonizina koju su izmerili Das Chagas Cardoso Filho et al. (2015) kod vrste F.
verticillioides bila je viSa nego u izolatima koriS¢enim u ovoj doktorskoj disertaciji i kretala
se od 84,3 ng/g do 2168,6 pg/g. Visoke koncentracije sintetisanih fumonizina (70 pg/g) u
in vitro uslovima na KDA podlozi zabeleZili su i Frisvald et al. (2007) i Dozolme and
Moukha, (2020). NiZze koncentracije sintetisanog fumonizina zabeleZili su Qiu et al.
(2020) koji su testirali 144 izolata vrsta F. verticillioides i F. proliferatum. Koncentracija
sintetisanog fumonizina bila je u rangu od 13,71 pg/g do 24,96 pg/g.
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6. Zakljucak

U istrazivanjima sprovedenim u okviru ove doktorske disertacije dobijeni su

rezultati na osnovu kojih mogu da se izvedu sledec¢i zakljucci:

U toku cetvorogodiSnjih istrazivanja od 2014. do 2017. godine iz zrna pSenice,
durum pSenice, jeCma i tritikalea izolovane su i identifikovane tri vrste F. fujikuroi
kompleksa i to: F. verticillioides, F. proliferatum i F. subglutinans. Ovim je potvrdeno
njihovo prisustvo na zrnu pSenice i je¢ma u Srbiji, dok su na zrnu durum pSenice
prvi put opisane u Srbiji a na zrnu tritikalea prvi put su opisane u svetu.

KoriS¢enjem specificnih prajmera zasnovanih na genu za kalmodulin i gaoB genu
amplikoni ocekivanih veli¢ina dobijeni su samo kod izolata odgovarajuce vrste.
Nespecifi¢nih reakcija sa izolatima drugih vrsta nije bilo.

Molekularna identifikacija i karakterizacija vrsta uradena je na osnovu analize ITS,
TEF 1-a i PRB2 regiona. Najveca geneticka varijabilnost uocena je kod vrste F.
proliferatumito u TEF 1-a i PRB2 regionu.

Na osnovu sprovedenih filogenetskih analiza uoceno je da je region TEF 1-a uspesno
razdvojio sve tri vrste F. fujikuroi kompleksa i da je najprecizniji za identifikaciju
ovih vrsta. Za razliku od TEF 1-a regiona, regioni ITS i RPB2 nisu mogli uspe$no da
razdvoje vrste F. verticillioides i F. subglutinans. Na osnovu ITS regiona vrsta F.
proliferatum je izdvojena u posebnu granu, dok su izolati ove vrste na osnovu RPB2
regiona podeljeni u dve grane.

Na osnovu makroskopskih karakteristika (boja i izgled micelije, pigmentacija
podloge) nije uocena znacajna varijabilnost izmedu vrsta F. verticillioides, F.
proliferatum i F. subglutinans na osnovu Kkoje je moguce pouzdano ih razlikovati na
KDA podlozi.

Nije bilo znacajne razlike u srednjim vrednostima dnevnog porasta izmedu ove tri
vrste.

Vrste F. verticillioides, F. proliferatum i F. subglutinans obrazovale su makrokonidije
ravnih ivica, zakrivljene apikalne celije, bazalne Celije u obliku stopala, sa tri do pet
septi. NajduZe makrokonidije obrazovala je vrsta F. subglutinans, dok su
makrokonidije kod vrsta F. verticillioides i F. proliferatum bile pribliZno iste duZine.
Na osnovu Sirine makrokonidija utvrdeno je da je F. verticillioides obrazovala uze
makrokonidije u poredenju sa ostale dve vrste.

Mezokonidije je obrazovala vrsta F. subglutinans, dok ih druge dve vrste nisu
formirale. Hlamidospore nijedna vrsta ovog kompleksa nije obrazovala.
Mikrokonidije su bile ovalnog oblika, bez septi. Najkra¢e mikrokonidije formirala je
vrsta F. proliferatum, dok je Sirina mikrokonidija bila sli¢na kod sve tri vrste. Vrsta F.
verticillioides obrazovala duge lance mikrokonidija iz monofijalida, dok je vrsta F.
proliferatum obrazovala kratke lance mikrokondija iz monofijalida i polifijalida na
osnovu cega je bilo mogucée razlikovati ove dve vrste. Vrsta F. subglutinans
obrazovala je mikrokonidije na monofijalidama i polifijalidama u vidu laZnih glavica.
Morfoloskom Kkarakterizacijom utvdena je varijabilnost u nacinu formiranja
makrokonidija, mikrokonidija i konidiofora na osnovu koje je moguce preliminarno
identifikovati vrste F. fujikuroi kompleksa.
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[spitivanjem virulentnosti na listovima jeCma nije uocena razlika u virulentnosti
izmedu vrsta F. proliferatum i F. subglutinans, dok je vrsta F. verticillioides imala
manju ocenu virulentnosti.

Tokom dvogodisSnjeg ispitivanja virulentnosti na klasu durum pSenice utvrdeno je
da je najvirulentnija bila vrsta F. verticillioides, dok su vrste F. proliferatum i F.
subglutinans bile jednako virulentne. U drugoj godini istraZivanja virulentnost je bila
veca kod svih ispitivanih izolata, Sto je posledica povoljnih ekoloSkih uslova tokom
ove godine.

Na klasu psenice, je¢ma i tritikalea sve tri vrste F. fujikuroi kompleksa su bile
jednako virulentne. Sve tri vrste su ispoljile najvec¢u virulentnost na klasu pSenice,
dok je na klasu je¢ma njihova virulentost bila najmanja.

[zolati iz strnih Zita vrsta F. verticillioides i F. proliferatum sinetetisali su fumonizine
u visokim koncentracijama, dok je kod vrste F. subglutinans sinteza fumonizina
zabeleZena u niskim koncentracijama ili je bila ispod praga detekcije.
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