@ .. Aspergillus parasiticus Speare -
toksigena vrsta gljive na zrnu
kukuruza v proizvodnim
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PRIVREDNI ZNACAJ KUKURUZA

RAZVUJENE ZEMLIJE NERAZVIJENE ZEMLIJE | ZEMLJE U RAZVOJU

Potreba za kukuruzom ce se udvostruciti do 2050.

proizvodnja
prehrambenih i
industrijskih proizvoda




PRIVREDNI ZNACAJ KUKURUZA U SRBLJI

- Po proizvodnji kukuruz

zauzima prvo mesto

- Proizvodnja kukuruza zadovoljava
domacde potrebe, a takode
predstavlja i strateski proizvod
namenjen izvozu

Primarni cilj: ostvarivanje
stabilnog i visokog prinosa
zrna velike hranljive vrednosti,
koje je u isto vreme
zdravstveno bezbedno [
ekonomski isplativo




TRULEZ KLIPA | ZRNA KUKURUZA

NAJSTETNIJE OBOLJENJE KUKURUZA

U POVOLJNIM USLOVIMA SMANJUJE PRINOS I DO 50%

POGORSAVA KVALITET KUKURUZA

OZBILJNI GUBICI U PROIZVODNIJI

PROUZROKUJU JE MNOGE PATOGENE | TOKSIGENE

VRSTE GLJIVA \

[Vrste roda Aspergillus] [ Vrste roda Fusarium]




Mikotoksini
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\ )
"
;
\

Pored direktnih gubitaka od infekcije
zrna kukuruza, vrste Aspergillus flavus
Link i Aspergillus parasiticus Speare
stvaraju aflatoksine, stetne po zdravlje
ljudi i zivotinja.



ASPERGILLUS PARASITICUS SPEARE
(Teleomorf: Petromyces parasiticus) s

v o : o Ry i8
[- Prouzrokovac aspergiliozne plesnivosti klipa i zrna kukuruza

* 1912. godine — vrsta A. parasiticus prvi B '
put identifikovana na seernoj trsci na
Havajima

et y Pam S
q».ii§9',‘ i

« 2009. godine -

W C}%

opisan teleomorfni
stadijum = Petromyces parasiticus

* Vrsta A. parasiticus sintetise aflatoksin
G1, koji je direktno toksican za coveka.



AGROKLIMATSKI USLOVI ZA POJAVU | SIRENJE
ASPERGILLUS VRSTA

(KLIMATSKI FAKTORI \
Tokom rasta kukuruza na njivi:
* VISOKE TEMPERATURE (narocito noc¢ne)
« SUMA KLIMA ILI DUGI SUSNI PERIODI

Nakon sazrevanja:
k' VELIKA VLAGA | VISOKE TEMPERATURE (pre berbe ili u skladi§tu)/

PROGNOZA!

N

Aktuelno (250
stanje if

INDEKS RIZIKA




GEOGRAFSKA DISTRIBUCIHA ASPERGILLUS VRSTA
KAO POSLEDICA GLOBALNOG ZAGREVANJA
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~ Vrste roda Aspergillus mogu se naci u namirnicama biljnog porekla —
Mﬁpw zitarice (kukuruz, pirinac, psenica, proso), uljarice (kikiriki, suncokret,
soja, seme pamuka), orasasti plodovi (badem, lesnik, orah), suseno
voce (urma, kajsija), zacini.

Vrsta A. parasiticus
- najcesce je izolovana iz zemljista na kojima se uzgaja kikiriki u SAD,
Australiji, Argentini, Ugandi i Bocvani.
- manje zastupljena u zitnim poljima (u Srbiji prvi put identifikovana
na zrnu psenice 2017. godine).
- istrazivanja u svetu ukazala su na prisustvo ove vrste u slabijem
intenzitetu na kukuruzu.




Prisustvo vrste A. parasiticus
utvrdeno je, po prvi put na zrnu
kukuruza, 2015. godine u Srbiji

Klimatske promene se ogledaju
u povecanju temperaturnog
gradijenta, i u skladu s tim areal
vrsta roda Aspergillus se sve
vise Siri. Stoga se moze ocCekivati
intenzivha pojava ove vrste u
nasim agroekoloskim uslovima.




CIKLUS RAZVOJA GLJIVE A. PARASITICUS

A’ il 7 Pathogenic Stage * Prezimljava u biljnim

Secmda” ostacima i u zemljistu u
Wind obliku sklerocija i delova
micelije - Saprofit
.. Insecls

e U povoljnim uslovima na
_ sklerocijama se formiraju
S35 konidije i konidiofore, od juna
- do septembra

\‘

Sporulatmg

mycelia . g v v .
—=] - Konidije se Sire vazdusSnim

Plant residue

strujanjima ili insektima, i na

TR S o [eaprouhiviic Stape taj na¢in dospevaju na biljku

1~ Mycelia Conidia “




CILJEVI ISTRAZIVANJA

U programu istrazivanja ove doktorske disertacije postavljeni su slededi ciljevi:

- Utvrdivanje rasprostranjenosti, biodiverziteta i znacaja vrste A. parasiticus izolovane sa
zrna kukuruza u Srbiji;

- Precizna i pouzdana identifikacija izolata, dobijenih iz uzoraka zrna kukuruza, do nivoa vrste
primenom morfoloskih i molekularnih metoda identifikacije;

- Utvrdivanje makroskopskih i mikroskopskih, kao i patogenih, i toksigenih karakteristika ove
vrste;

- Ispitivanje toksigenog potencijala sinteze ukupnih aflatoksina i aflatoksina B1, B2, G1 i G2
izolata A. parasiticus.



PREGLED TERENA | UZORKOVANIE ASPERGILIOZNIH KLIPOVA
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[Mapa lokacija uzorkovanja zrna kukuruza u toku vegetacije] [Mapa lokacija uzorkovanja zrna kukuruza iz skladista ]




IZOLACIJA GLJIVA | IZDVAJANIJE CISTIH KULTURA

- lzolacija gljiva iz uzoraka
- Dobijanje monospornih izolata

-Kohovi postulati

- Cuvanje kultura

PDA, 7 dana, 25°C, lice kolonije

‘@

PDA, 7 dana, 25°C, nali¢je kolonije




ODABRANI IZOLATI ZA DALJA PROUCAVANIJA

A

kukuruza iz poljskih uslova

2 izolata

poreklom sa zrna

A

25 izolata

Poreklom sa zrna
kukuruza iz skladista

14 izolata

poreklom sa zrna
kukuruza iz poljskih uslova

5 izolata
4 - poreklom sa zrna kukuruza iz polja

L

1 - poreklom sa zrna kukuruza iz skladista

Ukupno 46 izolata

razlicitog geografskog
porekla







MORFOLOSKE KARAKTERISTIKE IZOLATA
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MAKROSKOPSKE KARAKTERISTIKE IZOLATA

* gajenje izolata na diferencijalnim hranljivim podlogama kvascevom
autolizatu po Capeku (Czapek yeast extract agar, CYA) i na agaru od sladnog
ekstrakta (malt extract agar, MEA) 7 dana u tami na 25°C i CYA podlozi 7
dana u tami na 302C i 372C (Samson et al., 2014).

CYA, 25°C



MAKROSKOPSKE KARAKTERISTIKE IZOLATA




* Osim identifikacije na osnovu makroskopskih karakteristika, izvrsena je identifikacija
na nivou sekcije Flavi na Aspergillus flavus i parasiticus agar (AFPA) podlozi u trajanju
od 72h na 30°C u tami, na osnovu boje nalicja kolonije.
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MIKROSKOPSKE KARAKTERISTIKE IZOLATA

* gajenje izolata na MEA podlozi u tami na 25+£1°C

e posle sedam dana inokulacije izvrsen je mikroskopski pregled i meren je
precnik konidija i Sirina vezikula

MEA, 7dana, 25°C, MEA, 7dana, 25°C,
lice kolonije naliCje kolonije




Velicina i oblik konidija

Precnik konidija izolata A. parasiticus cps
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Velicina sklerocija

Precnik sklerocija izolata A. parasiticus
MRI 3990
. l CBS nije obrazovao sklerocije
1250 MRI 41 9c8
(] MRI 3937 (A. flavps) 517,9mm
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« Formiranje sklerocija zabelezeno je u miceliji kod 32 izolata (73%),
14 dana posle zasejavanja na CZ podlozi.




EKOLOSKE | ODGAJIVACKE KARAKTERISTIKE IZOLATA
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UTICAJ TEMPERATURE NA RAZVOJ IZOLATA

* Ispitivani izolati rasli su u temperaturnom opsegu
13-42°C. Najveci broj ispitivanih izolata nakon
sedam dana (65,2%) ispoljio je najvecdi prosecan
porast na temperaturi od 30°C, a preostalih 34,8%
na 37°C. Na temperaturama od 12°C i 43°C
prestaje porast ispitivanih izolata.

ProsecCan porast:
19,23 mm (37°C)
10,75 mm (30°C)

8,91 mm (25°C)
Uticaj temperature na razvoj
izolata nije dovoljan kriterijum za
izdvajanje  odredenih  grupa
izolata.




UTICAJ RAZLICITIH USLOVA OSVETLJENJA NA RAZVOJ
IZOLATA

e U svetlosnom rezimu 12h svetlo/12h tama na PDA podlozi sedmog
dana po inokulaciji najbrzi porast imao je izolat MRI 3994, dok je
najmanji porast pokazao izolat MRI 3812 (40,88 mm). U svetlosnom
rezimu 24h mrak sedmog dana po inokulaciji najbrzi porast imao je
izolata MRI 4045 (73,50 mm), a najmanji porast nakon zabelezen je kod
izolata MRI 4256 (41,25 mm).

* Vedcina izolata je, nakon sedmodnevne inkubacije imala brzi prosecni
porast u mraku.

* Poredenjem porasta kolonija, ustanovljena je pozitivna korelacija (0,5-
osrednja povezanost) izmedu prose¢nog porasta kolonija izolata pri
12h/12h i 24h mrak.




Izolat A. parasiticus, KDA podloga,
12h svetlo/12h mrak

Izolat A. parasiticus, KDA podloga,
24h mrak

MRI 4258
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Prosean dnevni porast kolonije izolata Aspergillus parasiticus, na KDA
podlozi, u svetlosnom rezimu 12h svetlo/12h mrak i rezultati ispitivanja

. ¥ - . . MRI 4271
statisticke znacajnosti Dankanovim testom.
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ProseCan dnevni porast kolonije izolata Aspergillus parasiticus, na KDA
podlozi, u noénom svetlosnom rezimu i rezultati ispitivanja statisticke
znacajnosti Dankanovim testom.



Prosecan dnevni porast kolonije:
9,86 mm (PDA)
8,91 mm (CYA)
8,46 mm (MEA)

UTICAJ HRANLJIVIH PODLOGA NA RAZVOIJ IZOLATA

 Veliki broj (78,72%) izolata vrste A.
parasiticus najbrze je rastao na PDA
podlozi, na kojoj je prosecan porast nakon
sedam dana bio u intervalu od 41,2-73,50
mm. Sporiji proseCan porast uocen je na
CYA podlozi (36,5-69,25 mm). Najsporiji
porast za sve ispitivane izolate je uocen je
na MEA podlozi, i iznosio je od 40,63 do
62,25 mm.




PATOGENOST IZOLATA NA LISTU JECMA

* [nokulacija lista jeCma u laboratoriji, po metodi Imathiu et al. (2009):




PATOGENOST IZOLATA NA LISTU JECMA




PATOGENOST IZOLATA NA KLIPU KUKURUZA

 Inokulacija klipa kukuruza u polju, po metodi Reid et al. (1996):

» Priprema inokuluma pripremljena na isti nacin, kao u testovima provere patogenosti u
laboratorijskim uslovima

 Intenzitet aspergiloze klipa ocenjen je u fazi tehnoloske zrelosti kukuruza prema skali 1-7,
Nna osnovu prisustva maslinastozelenih simptoma, karakteristicnog za ovog patogena .

Ocena 1 - klip bez simptoma; A 4
Ocena 2 - (1-3%);

Ocena 3 - (4-10%);

Ocena 4 - (11-25%); | {338 s
Ocena 5 - (26-50%); 8
Ocena 6 - (51-75%); \

Ocena 7 - (76-100%) zarazene povrsine klipa.
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Varijabilnost ispitivanih izolata u ispoljenoj patogenosti na klipu
MRI 4045 kukuruza MRI 4239
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Ocena patogenosti izolata A. parasiticus na hibridima

kukuruza FAO grupe 300 Ocena patogenosti izolata A. parasiticus na hibridima

MRI 3802 kukuruza FAO grupe 500

r )4 W 2016 IMRI 42

dinu: 1,46. ' . L e gs
godinu ] pokazali su hibridi FAO grupe 300 prema
5 é ’ patogenu A. parasiticus.
godinu: 1,71 s ‘ H

Ocena patogenosti
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Prosecna ocena za 2017.
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Ocena patogenostl izolata A. parasiticus na
hibridima kukuruza FAO grupe 800



TOKSIGENA SVOISTVA ISPITIVANIH IZOLATA




TOKSIKOLOSKE KARAKTERISTIKE

* Potencijal sinteze AFB1 i AFLA, po metodi Logrieco et al. (1995):
1) PRIPREMA UZORAKA ZA EKSTRAKCIJU AFLATOKSINA




ELISA metod

/2) EKSTRAKCIJA AFLATOKSINA 1Z UZORAKA N 3) KVANTIFIKACIJA KONCENTRACUA aflatoksina
- 5g samlevenog uzorka izvrsena je na 450 nm talasne duzine,
- 1g NaCl pomocu ELISA Citaca.

- 25 mlrastvaraca (70% rastvor MeOH i H,O)
- Homogenizacija u blenderu na 1300 obrtaja
" U frajanju od 3 minuta 4




Potencijal sinteze ukupnih aflatoksina (AFLA) izolata Aspergillus parasiticus analiziranih ELISA metodom (Tecna Italy)

Koncentracioni opseg (ug'kg)

1-10 10-50 =50
Izolat AFLA Izolat AFLA Izolat AFLA
MRI4267 557 MRI3812 36.34 MRI3802 Toxic
MRI 3822 21.260 MRI3B0O8 Toxic
MRI4256 42600 MRI3B17 Toxic
MRI 4257 32,82 MRI3RI9 T7T8.09
MRI4265 49.00 MRI3930 Toxic
MRI4270 2936 MRI3937 Toxic
MRI4273 4485 MRI3977 Toxic
MRI4275 29.68 MRI3990 Toxic
MRI 3994 Toxic
MRI 4003 65.24
MRI 4008 Toxic

Vecina izolata je pokazala veliki toksigeni potencijal

MRI 4033 Toxic
MRI 4045 Toxic
MRI 4194 Toxic
MRI 4195 Toxic
MRI 4197 Toxic
MRI 4198 Toxic
MRI4196 Toxic
MRI 4232 Toxic
MRI 4239 Toxic
MRI 4251 Toxic
MRI 4252 Toxic
MRI 4253 Toxic
MRI 4254 Toxic
MRI 4255 76.13
MRI 4258 Toxic
MRI 4259 78.20
MRI 4260 Toxic
MRI 4261 Toxic
MRI 4262 65.81
MRI 4263 Toxic
MRI 4264 Toxic
MRI 4266 Toxic
MRI 4208 51.75
MRI 4269 75.21
MRI 4271 061.89
MRI 4272 79.306
MRI 4274 Toxic

Toxic-uzorel koji su sadrzali koncentracije koje su izvan opsega primenjenog test kita




Potencijal sinteze aflatoksina B1 (AFB1) izolata Aspergillus parasiticus analiziranih ELISA metodom (Tecna Italy)

Koncentracioni opseg (ng/kg)

1-10 10-50 =50
Izolat AFBI Izolat AFBI [zolat AFBI
MRI 3819 4806 MRI3B08 17.74 MRI3802 toxic 21 : : H A H H HH
Rl iee 720 AMRIaSls 1eot MRIaon Vecina izolata je pokazala veliki toksigeni potencijal

MRI4267 3.68 MRI3817 1640 MRI3937 toxic

MRI4270 462 MRI3822 3518 MRI3977 toxic : » o : ! :
MRI4273 492 MRI3994 32.86 MRI3990 toxic Najmanji broj izolata (13%) je sintetisao AFB1 u

MEL42]5 892 MRIAS 3615 MRIAOS 7831 koncentraciji 1-10 pg/kg. Sinteza AFB1 bila je, u
MREI 4255 3630 MRI4008 78.20

MRI4250 2510 MRI4045 wxc 0 | Najvecem procentu (54% izolata), u koncentracijama
MRI4257 19.14 MRI4194 toxic

MRI4259 2823 MRI4195 toxic viSim od 50 pg/kg.
MRI4260 37.75 MRI4197 toxic
MRI4262 37.42 MRI4I98 toxic
MRI4268 19.21 MRI4196 toxic
MRI4269 2248 MRI4232 toxic

e Korelacija izmedu sinteze aflatoksina B1 i ukupnih

MRI4271 1396 MRI4239 66.10 aflatoksina  kod izolata Aspergillus parasiticus
MRI4272 2034 MRI4251 toxic dobijenih ELISA metodom

MRI 4252 toxic

MRI 4253 4l T "o

VR 4ed o1 . . Koeficijent korelacije (r)

e Mikotoksin

MRI 4258 toxic AFLA

MRI 4261 toxic

MRI4263  toxic AFBI 0.66%*

MRI 4264 toxi T —— : ~

S *Statisticki znacajna razlika (p<0.05);

MRI4274 _ toxic ##Statisticki visoko zaéajna razlika (p<0,01)

Toxic-uzorel koji su sadrzali koncentracije koje su izvan opsega primenjenog test kita



HPLC metoda

e Za odredivanje prisustva aflatoksina pored skrining metode
(ELISA), koristili smo i konfirmatornu HPLC metodu, pomocu
koje je ustanovljena sposobnost sinteze svakog pojedinacnog
aflatoksina (B1, B2, G1, G2)

Uzorci za ekstrakciju pripremljeni su po metodi koji su opisali
Abbas et al. (2004).

Uzorak se profiltrira (Whatman No. 1), precis¢ava pomocu
MycoSep®224AflaZon kolone, derivatizuje sa TCA | analizira
Dionex UltiMate 3000 hromatografskim sistemom (Thermo
Scientific, Germany) povezanim sa FLD detektorom.

U cillu detekcije aflatoksina, talasne duzine za ekscitaciju
podesene su na 365 nm, odnosno za emisiju na 455 nm.
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Hromatogram ispitivanih izolata

- MRIZP Ap8
- MRIZP Af3
Bl

G2
Gl B2
N A\




Toksikoloski profil izolata Aspergillus parasiticus poreklom sa kukuruza

Rezultati HPLC metode

AFBI AFB2  AFGl  AFG2

Izolat . . . .-
ug/kg ugkg  pgkg  pgkg

3802 3429.82 54425 346135  260.47
B, = 3808 14.24 x 3.27 X
3930 3438.01 331.92 343781  306.65
3937 (4. flavus) 646.05 0.27 12.04 X
3977 911.03 561.35 55422  47.69
3990 5698.47 303.94 6518.88  90.52
4045 6716.42 1543.80 518943  181.76
B, ===  41% 7361.03 99541  3085.11 X
4195 6431.77 28725 7191.62  110.11
4197 5850.87 52731 712259  395.18
4198 6741.07 652.58 7421.58  374.93
4196 4409.10 143.97  5357.14  68.92
4232 5708.12 142.81  6495.07  86.92
4251 5918.46 25403  6606.65  98.25
4252 6816.08 721.28  2166.36 X
4258 6884.01 1.590,6 2946.52  10.43
4261 5198.68 403.79  5.13 128.02
4262 5776.73 629.68 5746.97 217.83
4265 5968.77 1733.52  634.79 X

= G

Kvantitativna i kvalitativna analiza
potencijala sinteze HPLC
metodom pokazala je da postoji
velika varijabilnost u sposobnosti
sinteze pojedinacnih aflatoksina
medu izolatima.

Prosecna sinteza AFB1 4385,63
ug/kg; AFG1 3880,12 ug/kg



Rezultati HPLC metode

- Kod izolata MRI 4194, MRI 4252 i MRI 4265 nije doslo do sinteze AFG2, dok
izolati MRI 3808 i MRI 4275 nisu bili sposobni za sintezu AFB2 i AFG2

* Utvrdeno-je i osam izolata koji su sintetisali AFG1 u visim koncentracijama,
u odnosu na AFB1

e Korelacija izmedu sinteze aflatoksina B1 i G1,
kao i aflatoksina B2 i G2 kod izolata Aspergillus
parasiticus dobijenih HPLC metodom

: . Koeficijent korelacije (r)
Mikotoksin AFG1 NI

AFBI1 0, 82%*

AFB2 0,03%*

*Statisticki znaéajna razlika (p<0,05);
**Statisticki visoko zacajna razlika (p<0.01)



EHRLICH-ov TEST

Ob(ogovcnjg zutog prstena kod MRI 3937 (A. flavus) / . _ o N \
(B) i njegov izostanak kod MRI 3808 (A) R Ehrlich-ov test na filter papiru je pokazao da svi izolati A.
parasiticus daju negativnu reakciju. Izostala je pojava
zutog prstena, Sto ukazuje da ovi izolati ne stvaraju
___, | ciklopiazoni¢nu kiselinu. Kao kontrola koriscen je izolat
MRI 3937 (A. flavus), koji daje pozitivnu reakciju pojavom
zutog prstena, sto ukazuje da kod ovog izolata dolazi do

Qbrazovanja ciklopiazonicne kiseline.

)




MOLEKULARNA DETEKCUA ISPITIVANIH IZOLATA

 Dobijeni izolati su identifikovani polifaznim pristupom, analizom morfoloskih, patogenih, odgajivackih i
toksigenih svojstava. ldentifikacija je potvrdena i molekularnom detekcijom i identifikacijom, primenom RFLP-

PCR metode. PCR reakcija
Izolacija DNK  (Polymerase Chain Reaction - lancana reakcija polimeraze)

PCR Components PCR Process (ONE Cycle)

(=

‘ DNA Sample

DNAin DNA
aqueous T
2 precipitation

solution (ethanol)

Rt —_— E—

il Acidification Extraction

<]l (acetic acid, (phenol,

JUf salt) chloroform)

g

Cells in
suspension
Cell debris




VIZUELIZACIJA PRODUKATA PCR REAKCUE

* |GS region (intergenic spacer) gena afl) i aflR ukljuCenih u biosintezu
aflatoksina posluzio je za detekciju i razdvajanje vrsta A. flavus i A.
parasiticus.

* Prajmeri IGS-F/IGS-R specifi¢ni za IGS region koris¢eni su za umnozavanje
ciljnog DNK fragmenta velicine 674bp primenom PCR metode.

Elektroforetska analiza PCR proizvoda dobijenih koriScenjem para prajmera
IGSF/IGSR: 1 — izolat MRI 3937 (A. flavus); 2-8 — A. parasiticus;, 9 — A. parasiticus
CBS100926; M — 100 bp DNA marker.




RESTRIKCIONA DIGESTUA

e Restrikcioni enzimi — preseca DNK na specificnim
prepoznatljivim sekvencama

* A. flavus i A. parasiticus — restrikcioni enzim Bgl Il

Bgl Il
5 AGATCT...3
3...TCTAGA...5

PCR produkt Bgl lI

Pufer N— Destilovana voda




ELEKTROFOREZA PRODUKATA RESTRIKCIONE DIGESTUE

Bg! Il
}
« 674bp >
Aspergillus flavus 362bp i Obp 102bp
Aspergillus parasiticus 363bp I 311bp

2% agarozni gel sa restrikcionim profilima IGSF / IGSR amplikona posle digestije Bglll enzimom.
2-8 —izolati A. parasiticus; 9 — A. parasiticus CBS100926; M - 100 bp DNA marker.

Detaljno  poredenje
restrikcionih mapa
PCR produkta aflIR-
afll intergenskog
regiona omogucilo je
identifikaciju

restrikcionih mesta za
enzim Bglll koja mogu
biti  koriséena za
razdvajanje vrsta A.
flavus i A. parasiticus.

1 —izolat A. flavus (MRI 3937 (A. flavus));




ZAKLJUCAK

U toku cetvorogodisnjih ispitivanja (2013-2016) identifikovana je, po prvi put u Srbiji, vrsta A.
parasiticus kao prouzrokovac aspergilozne trulezi zrna i klipa kukuruza u polju i skladistima.

Ispitivanjem makroskopskih morfoloskih karakteristika izolata A. parasiticus ukazano je na mali
biodiverzitet proucavanih izolata. Kolonije izolata na PDA podlozi formirale su obilnu tamnozelenu,
gustu navlaku od micelije gljive, pamucastog izgleda.

Dvofaktorska analiza varijanse pokazala je statistiCcki znacajan uticaj interakcije ispitivanih izolata i
svetlosnog rezima (p<0,01) na dnevni porast precnika kolonija.

Razlicite temperature uticale su statisticki znacajno na porast kolonija ispitivanih izolata A. parasiticus
(P<0,01).

Svi ispitivani izolati A. parasiticus ispoljili su statisticki znacajnu razliku u brzini porasta kolonije na
razliCitim hranljivim podlogama (P<0,01).

Test patogenosti ukazao je da su svi ispitivani izolati A. parasiticus patogeni na klipu kukuruza, jer su
prouzrokovali simptome aspergiloze klipa, kao i da postoji divergentnost u ispoljavanju virulentnosti.
Patogenost izolata je potvrdena reizolacijom i ponovnom identifikacijom, Ccime su zadovoljeni Kohovi
postulati.



Test patogenosti u laboratorijskim uslovima ukazao je da su svi ispitivani izolati prouzrokovali simptome
na listu jeCma. Uocena je velika varijabilnost u agresivnosti izolata.

Ispitivanje potencijala sinteze mikotoksina, na osnovu rezultata Elisa testa, pokazalo je da su svi izolati A.
parasiticus sintetisali aflatoksine.

Poredenjem koncentracija mikotoksina kod izolata dobijenih Elisa testom, pokazali su da postoji
statisticki visoko znacajna pozitivna korelacija izmedu potencijala produkcije AFB1 i AFLA kod ispitivanih
izolata (r=0,66**).

Ispitivani izolati A.parasiticus koji su sintetisali aflatoksine su u najveem procentu sintetisali AFB1
(84,78%), dok je procenat izolata koji su sintetisali AFG1 bila znatno manja (15,22%). Utvrdeno je osam
izolata koji su sintetisali AFG1 u viSim koncentracijama, u odnosu na AFB1.

Poredenjem koncentracija mikotoksina kod izolata A. parasiticus, na osnovu rezultata HPLC metode,
uoceno je da postoji visoko statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu sintetisanih koncentracija
AFB1 i AFG1 (r=0,82*%*), kao i izmedu AFB2 i AFG2 (r=0,63*%*).

Ehrlich-ov test na filter papiru je pokazao da svi ispitivani izolati A. parasiticus daju negativnu reakciju.
Izostala je pojava zutog prstena, Sto ukazuje da ovi izolati ne stvaraju ciklopiazonicnu kiselinu.



Multiplex PCR detekcijom potvrden je identitet svih izolata prethodno okarakterisanih kao vrsta A.
parasiticus. Primenom RFLP-PCR metode koris¢enjem restrikcionih enzima, omoguceno je
razlikovanje vrste A. parasiticus od morfoloski slicne vrste A. flavus, sto je ujedno i prva identifikacija
ove patogene vrste na molekularnom nivou u Srbiji.

Morfoloska, patogena, ekoloska, odgajivacka, toksigena i molekularna karakterizacija izolata A.
parasiticus poreklom sa zrna kukuruza, pruzila je uvid u prisustvo, rasprostranjenost i biodiverzitet
ove vrste u Srbiji.
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