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Sazetak

Kukuruzna zlatica (Diabrotica virgifera virgifera, Le Conte) kao
prijenosnik spora mikotoksigenih gljivica

Istrazivanje je provedeno u cilju dokazivanja prijenosa mikotoksigenih gljivica od strane
odraslih oblika kukuruzne zlatice (Diabrotica virgifera virgifera, Le Conte). Kukuruzna zlatica je
uz kukuruznog moljca gospodarski najznadajniji $tetnik kukuruza. Stete moZe nanositi i drugim
zitaricama. Li¢inke kukuruzne zlatice izjedaju korijen kukuruza uzrokujuéi njegovo povijanje ili
potpuno polijeganje, nedovoljan razvitak klipova i otezanu mehaniziranu berbu. Uz Stetu koju
pravi li¢inka, odrasli oblik kukuruzne zlatice mogu¢i je vektor spora mikotoksigenih gljivica.
Mikotoksini su sekundarni metaboliti gljivica koji se razvijaju u povoljnim uvjetima temperature
i vlage, a mogu biti opasni za ljude i Zivotinje. Neki od najznac¢ajnijih mikotoksina su: aflatoksin
B1 i okratoksin A. Stoc€arska i biljna proizvodnja su usko povezane jer ovise jedna o drugoj u
proizvodnji hrane. Preko biljnih i stocarskih proizvoda mikotoksini ulaze u hranidbeni lanac i
izazivaju razliite, za zdravlje Stetne posljedice. Istrazivanje je provedeno na nacin da su spore
gljivica koje su isprane sa ulovljenih odraslih primjeraka kukuruzne zlatice presadene na hranjivu
podlogu MEA (Malt Extract Agar). Daljnjim metodama nasadivanja kultura na hranjive podloge
koje induciraju proizvodnju mikotoksina, te ekstrakcije dosli smo do utvrdivanja pojavnosti
mikotoksigenih gljivica. Za dokazivanje pojavnosti mikotoksina koristila se metoda tankoslojne
kromatografije. Uzorci koji su se pokazali pozitivnim na aflatoksin B1 i okratoksin A pripadaju u
rodove Aspergillus i Pencillium. Istrazivanje je potvrdilo da je odrasli oblik kukuruzne zlatice

moguci prijenosnik spora mikotoksigenih gljivica.

ooooo

Kljuéne rijeci: aflatoksin B1, Aspergillus spp., kukuruzna zlatica, kukuruz, mikotoksini,

okratoksin A , Pencillium spp.



Abstract

Western corn rootworm (Diabrotica virgifera virgifera, Le Conte) as a carrier
of the spores of mycotoxigenic fungi

The study was carried out to demonstrate the transmission of the spores of mycotoxin fungi
by adult forms of the western corn rootworm (WCR) (Diabrotica virgifera virgifera, Le Conte).
The corn rootworm is the most economically important pest of maize, along with the corn moth.
It may also cause damage to other cereals. The WCR larvae feed on the corn root, causing it to
swell or shrivel, underdeveloping the pits, and hampering mechanized harvesting. In addition to
the damage done by the larva, the adult form of WCR is a possible vector of the spores of
mycotoxin fungi. Mycotoxins are secondary metabolites of fungi that thrive in favorable
conditions of temperature and, humidity, and could be hazardous to humans and animals. Some of
the most important mycotoxins are aflatoxin B1 and ochratoxin A. Livestock and crop production
are closely linked because they depend on each other for food production. Through plant and
livestock products, mycotoxins enter the food chain and cause various adverse health effects. The
research was conducted by transplanting the spores of the fungi washed from captured adult
specimens of the WCR onto a nutrient medium MEA (Malt Extract Agar). Further methods of
inoculating cultures on nutrient substrates that induce the production of mycotoxins, and
extraction, have led to the determination of the occurrence of mycotoxigenic fungi. To prove the
presence of mycotoxins, thin-layer chromatography was used. The samples tested positive for
aflatoxin B1 and ochratoxin A belong to the genera Aspergillus and Pencillium. Research has

confirmed that the adult form of WCR is a possible carrier of mycotoxigenic fungi.

Key words: aflatoxin B1, Aspergillus spp., corn, mycotoxins, ochratoxin A, Pencillium spp.,

western corn rootworm



1. Uvod

Kukuruz (Zea mays L.) potjeCe iz Amerike i pripada u skupinu strnih Zitarica. Najveca
zastupljenost uzgoja kukuruza je u SAD, procjenjuje se? Je?na 130 milijuna ha godi$nje, dok je u
Hrvatskoj na prvom mjestu oko 40 do 45% sjetvenih povrsina (Hrgovi¢, 2007.). Kukuruz se
upotrebljava u ishrani domacih zivotinja u obliku sirovine, kao $to su: klip, silaza cijele biljke,
zrno i dr. (Pospisil, 2010.). Za ljudsku prehranu, zbog kakvoée i sadrzaja, od kukuruza upotrebljava
se zrno. Zrno sadrzi oko 70% ugljikohidrata, 15% mineralnih tvari, 10% bjelancevina te 5% ulja.
U prehrambenoj i farmaceutskoj industriji od velike je vaznosti prerada kukuruza, $krob je jedan
od proizvoda u S$irokoj upotrebi. Osim navedenih vaznosti, kukuruz je takoder vazan za
proizvodnju biogoriva (Zrakié i sur., 2017.). Kukuruz je jednogodi$nja biljka koja pripada porodici
Poaceae. Korijen kukuruza je Zili¢ast, stabljika je visoka i nosi odvojene muske i Zenske cvjetove,
plod je klip sa zrnima kukuruza. Najveée Stete u tehnoloskoj proizvodnji kukuruza izazivaju
korovi, dok Stetnici i bolesti nanose manje stete. Stete se uglavnom preveniraju dobrim
agrotehnickim mjerama, a ako nastupe suzbijaju se kemijskim, bioloskim i agrotehni¢kim
metodama (Hrgovi¢, 2007.). Najznacajniji Stetnici kukuruza su: kukuruzni moljac (Ostrinia
nubilalis, Hibner), kukuruzna zlatica (Diabrotica virgifera virgifera, Le Conte), sovice
(Helicoverpa zea), zi¢njaci (Elateridae). Kukuruzna zlatica isti¢e se kao jedan od najvaznijih
Stetnika kukuruza u svijetu. Pretpostavlja se kako podrijetlo dolazi iz Meksika, odakle se proSiruje
na podrucja uzgoja kukuruza u Sjevernoj Americi (Loambert i sur., 2017.). Prvim nalazom
kukuruzne zlatice u Europi, to¢nije u Srbiji 1992. Igrc Bar¢i¢ i Maceljski (1997.) procijenili su
njezin utjecaj na proizvodnju kukuruza u Hrvatskoj. Takoder je utvrdeno kako su klimatski uvjeti
sli¢ni kao i u uzgojnom podrudju kukuruza u SAD-u. Stetnici u kukuruzu rijetko se suzbijaju
kemijski, Cesto se koriste samo agrotehnicke mjere suzbijanja. Najcesce bolesti kukuruza su
gljivicne bolesti, antraknoza (Colletotrichum graminicola), trulez klipa (Fusarium spp.) (Slika 1.),
siva pjegavost lista (Helminthosporium turcicum), pjegavost lista (Helminthosporium carbonum)
i dr. Suzbijanje bolesti se postize uzgojem otpornih Kultivara, dezinfekcijom sjemena te
plodoredom (Kovacevi¢ i Rastija, 2014., Igrc Barci¢ i Maceljski, 1997.)
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Slika 1: Simptom trulezi klipa (Izvor: J. Loncar, T. Kos, 2021.)

Odrasli oblik kukuruzne zlatice kornjas je uskog tijela, sli¢an je Zitnom balcu (Oulema melanopus)
zbog oblika tijela, veli¢ine i Stete koju nanosi (Maceljski, 1999.). Kukuruzna zlatica ima jednu
generaciju godis$nje. Prezimljava u formi jajeta u dijapauzi u tlu. Izlazak li¢inki iz jaja je najéesce
kad se postigne temperaturni minimum (Spencer i sur., 2009.). Izlazak li¢inki moze potrajati od
20 do 30 dana. Prilikom izlaska mlade li¢inke se hrane sitnijim korjenci¢ima kukuruza, a kako
rastu potrebno im je viSe hrane, pa se stoga poc¢inju ubusivanje u korijen biljke. Li¢inke najvece
Stete rade tijekom lipnja i srpnja. Osim li¢inke, Stete radi i odrasli oblik na nacin da se hrani s
nadzemnim dijelovima biljke (Maceljski, 1999.). Odrasli stadij kukuruzne zlatice hrani se peludom
na metlici i svili, istovremeno izgrizajuéi svilu (Slika 2). Osim svile, takoder izgriza list kukuruza,
na kojem se jasno vide uzduzne pruge, (Maceljski, 1999.). Odrasli oblici ¢ine manje Stete, zapravo
su pokazatelj visine populacije na nekom podrucju, a velike Stete ¢ini li¢inka kukuruzne zlatice
koja se hrani na korijenu (Ivezi¢ i sur., 2006; 2011.). Kukci kao vektori moguci su prijenosnici
biljnih bolesti. Vektori su zasluzeni za prijenos bakterija, virusa, gljivica te fitoplazmi (Eigenbrode
i sur., 2018.). U vektore bolesti najéesc¢e ubrajamo kukce iz redova Hemiptera i Coleoptera. U red
Hemiptera pripadaju lisne usi (Aphidoidea, Aphididae), Stitaste moljci (Trialeurodes,
Aleyrodidae), tripsi (Thysanoptera, Thripidae), lisne buhe (Psylloidea, Psyllidae) i dr., dok u red

Coleptera pripadaju krijesnice (Lampyridae), bozje ov¢ice (Coccinella, Coccinellidae), pipe



(Curculionidae), hrustevi (Melolonthinae, Scarabaeidae) i zlatice (Chrysomelidae) koje su u
ovome istrazivatkom radu jedni od glavnih Stetnika koji su se pokazali kao prijenosnik

mikotoksigenih gljivica (Cukrov i sur., 2020.).

Slika 2. Odrasli oblik kukuruzne zlatice (preuzeto sa: https://www.agroklub.ba/ratarstvo/kako-
suzbiti-kukuruznu-zlaticu/41213/)

Mikotoksini su toksi¢ni spojevi koje proizvode gljivice. Prisutni su u hrani za zivotinje (Battilani
i sur., 2020. ). Mehanicka osteCenja biljaka uzrokovana kukcima takoder mogu pogodovati
kolonizaciji gljivicama, pa tako i onim mikotoksigenim. Aspergillus, Pencillium i Fusarium su
najznacajniji rodovi gljivica koje se razvijaju na kukuruzu. Neke vrste spomenutih gljivica imaju
sposobnost proizvodnje mikotoksina. Klimatski uvjeti utjeCu na proizvodnju mikotoksina npr.
razdoblje velike suse nakon kojeg slijede velike oborine koje mogu ostetiti zrna te omoguditi laksu
kontaminaciju gljivica (Domijan i sur., 2005.). Plijesni se mogu razvijati i proizvoditi mikotoksine
na brojnim zitaricama u polju i za vrijeme skladistenja (Huwing i sur., 2001). U najopasnije
mikotoksine koje predstavljaju prijetnju sigurnosti hrane ubrajamo: aflatoksine, okratoksine, te

fusarium toksine.

Mikotoksikoze su otrovanja uzrokovana sekundarnim metabolitima (mikotoksinima) gljivica
(Ozegovi¢ i Pepeljnjak, 1995.). Mikotoksini mogu negativno utjecati na organe u tijelu ljudi i

zivotinja, kao $to su: jetra, bubrezi, sredi$nji Ziv€ani sustav i dr. (Peraica i Ras$i¢, 2012.). Prvi


https://www.agroklub.ba/ratarstvo/kako-suzbiti-kukuruznu-zlaticu/41213/
https://www.agroklub.ba/ratarstvo/kako-suzbiti-kukuruznu-zlaticu/41213/

otkriveni mikotoksin bio je aflatoksin B1 1960. g. kada je u VVelikoj Britaniji doslo do uginuca vise
od 100 000 purica i 20 000 fazana, jarebica. Bolest je nazvana ,, Turkey X disease a uzro¢nik
pomora peradi bila je hrana kontaminirana gljivicom Aspergillus flavus (Varga i sur., 2020.).
Aflatoksini kontaminiraju zitarice te su prisutni U hrani zivotinjskog podrijetla (Huwing i sur.,
2001). Ljudi mogu biti izloZeni mikotoksinima preko hrane biljnog podrijetla koja je
kontaminirana toksinima, te putem prijenosa u zivotinjske proizvode poput mlijeka, jaja i mesa
(Bryden, 2007.). Simptomi trovanja aflatoksinima su upale i propadanje jetre. Osim uzroka
kvarenja hrane i hrane za zivotinje aflatoksin B1 se ubraja u skupinu 1 za kancerogenost (IARC
1993.). Zbog velikog utjecaja kancerogenog djelovanja na ljude i Zivotinje, prisutnost aflatoksina
u hrani je potrebno sprijeciti ili ograni¢iti na najmanju mogucu razinu. Aflatoksini su skupina
mikotoksina koji onecis¢uju hranu, preko nje ulaze u prehrambeni lanac, s toga mogu biti prisutni
i u hrani koja je zivotinjskog podrijetla (Frece i Markov, 2014.). Kako je aflatoksin B1 jedan od

najopasnijih mikotoksina potrebno je provoditi kontrole u hrani i hrani za Zivotinje (Frece, 2015.).

Jedni od glavnih proizvodaca OTA su gljivice Aspergillus ochraceus i Pencillium verrucosum.
Najvazniji okratoksini su: okratoksin A, okratoksin B, okratoksin C, dok okratoksin A spada u
skupinu potencijalnih kancerogena za ljude (IARC, 1993.). Okratoksine osim u zitaricama
pronalazimo i u drugim namirnicama kao §to su kava, orah, suseno voce, te u hrani zivotinjskog
podrijetla. Dokazano je da je kancerogen za Zivotinje i potencijalno kancerogen za ljude (Kecerin
i sur., 2018.). Okratoksin A najcesc¢e djeluje na bubrege te je potrebno spomenuti balkansku
endemsku nefropatiju, kao i pojavnost tumora mokra¢nog sustava. IARC (1993.) svrstava
okratoksin A u skupinu 2B prema karcinogenosti. Nacini kojima se mogu prevenirati
kontaminacije okratoksinom A su: provodenje pravilnih agrotehnickih mjera na nacin da se
pravovremeno beru usjevi, suSenje na odgovarajucoj vlazi (13 -14 %), uklanjanje oStecenih zrna,
te ako bi doslo do pregrijavanja kukuruzne mase pozeljno je obaviti provjetravanje (Pepeljnjak,
2005; 2008.). Odrasli oblik kukuruzne zlatice uzrokuje stetu tako Sto sluzi kao prijenosnik spora

mikotoksigenih gljivica i na taj nacin pogoduje kontaminaciji kukuruza.



2. Pregled literature

Trave (Poaceae) su jedna od najznacajnijih skupina za poljoprivrednu bioraznolikost.
Porodica Poaceae je treca po redu u Hrvatskoj po broju vrsta i podvrsta. U porodicu Poaceae
ubrajamo i jednogodisnji kukuruz (Vitasovi¢ Kosi¢ i sur., 2006.). Proizvodnja kukuruza temelji se
na proizvodnji zrna, odnosno prinosu suhog zrna. Medu zitaricama kukuruz ima najveéi znacaj
rodnosti (Kovacevi¢ i Rastija, 2014.). Hrgovié¢ (2007.) isti¢e karakteristike morfologije kukuruza,
naglasava kako je korijen kukuruza zili¢ast te da se sastoji od primarnog i sekundarnog korijenja.
Kod korijena kukuruza takoder razlikujemo podzemno i nadzemno korijenje. Uloga podzemnog
korijena je da crpi vodu i otopljena hranjiva, a nadzemno korijenje je poput oslonca. Stabljika se
sastoji od nodija i internodija. Kukuruz je jednodomna biljka jer ima razdvojene muske i Zenske
cvjetove. Kovacevi¢ i Rastija (2014.) navode kako se kukuruz primjenjuje za ljudsku i zivotinjsku
prehranu, te kao sirovinska osnova u industrijskim proizvodima. Najvece povrsine kukuruza ima
SAD, kukuruz se sije na cca 130 milijuna ha godiS$nje, dok u Hrvatskoj zauzima 500 tisu¢a ha
zasijanih povrsina. lako je kukuruz vodeca biljka po zastupljenosti u Hrvatskoj. S obzirom da SAD
ima najvise zasijanih povrsina kukuruza takoder ima i najvisi prinos. Prinosi u SAD-u iznose do
26 t/ha, a u Hrvatskoj se kre¢e svega do 5 t/ha (Hrgovi¢, 2007.). Uzgoj kukuruza ocituje se na

stoCarsku proizvodnju, prehrambenu i kemijsku industriju te na izvoz (Parlov i sur., 1992.).

Spencer i sur. (2009.) istrazivanjem su utvrdili pojavu kukuruzne zlatice prvi put u Sjevernoj
Americi 1868., dok je tek 1909. priznata kao Stetnik. U Hrvatskoj je prvi put uhvacena 1995. g.
(Spencer i sur., 2009.). Samom pojavom kukuruzna zlatica je postala novi i ekonomski
najznacajniji Stetnik kukuruza (Pospisil, 2010.). Kukuruzna zlatica se smatrala samo $tetnikom
kukuruza u monokulturi, pa se pretpostavljalo da je najbolje suzbijanje zabrana uzgoja kukuruza
u monokulturi, no Edwards (1996.) je dokazao da u drzavi Indiana dominira uzgoj kukuruz — soja
te je utvrdio da se vec¢ina odraslih kukuruznih zlatica hrane polenom i lis¢em soje. Odrasli primjerci
kukuruzne zlatice se hrane nadzemnim dijelovima, listovima ili zrnom, a narocito se peludom i
svilom. Postoji podudarnost izmedu populacije odraslih oblika kukuruzne zlatice na vrhu klipa
kukuruza i i kontaminacije zrna. Ukazuje se na to da su odrasli oblici prijenosnici Fusarium spp.,

narocCito za zrna (Gilbertson 1985.). Sever 1 sur. (2014.) takoder dobivaju identi¢ne rezultate gdje



je osim Fusarium spp. moguca kontaminacija s jo§ Cetiri roda. U Hrvatskoj 2002. zabiljezen
najvedi pad prinosa kukuruza uslijed napada kukuruznom zlaticom do 85 % u Baranji, dok je u
ostalim podrucjima od 20 do 40 % (lgrc Barci¢ i sur. 2003). Vazne mjere za suzbijanje kukuruzne
zlatice su u prvom redu plodored, zatim primjena insekticida. Takoder postoji i alternativna metoda
suzbijanja li¢inki, a to je bioloska metoda upotrebom entomopatogenih nematoda (Jackson i
Brooks, 1995.). SprjeCavanje Steta u monokulturi moze se provesti tako da se prati brojnost
odraslih jedinki u godini pred ponovljenu sjetvu kukuruza. Jackson i Brooks (1995.) su zaklju¢ili
da je za ljudsko zdravlje najbolje raditi na sprjecavanju oneciscenja te preventivno suzbijati zlatice.
U posljednje vrijeme Lovié i sur. (2022.) istrazuju brojnost odraslog oblika u razli¢itim uzgojnim
uvjetima. Rezultati istrazivanja ukazuju da nije kriti¢na prisutnost kukuruzne zlatice zbog koje bi

trebalo eliminirati povr$inu iz daljnjeg uzgoja (Lovi¢ i sur., 2022.).

Pepeljnjak i sur. (2008.) su u posljednjih 30 godina istrazili Fusarium i Pencillium vrste.
Pencillium vrste prevladavaju u usjevima zbog ¢ega su Kukuruz i psenica kontaminirane
okratoksinom A. Godine, 1972. i 1976. provedeno je istrazivanje za endemske regije. Istrazivanje
je takoder obuhvacalo uzorke kukuruza. Prema Domijan i sur., (2005.) analizom prikupljenih
uzoraka kukuruza utvrdena je prisutnost OTA, pozitivnih je bilo 8,3% uzoraka. Dok su uzorci
kukuruza koji su prikupljeni 1975. koristili su se za prehranu, imali prisutnost OTA od 26%
utvrdenih (Domijan i sur., 2005.). Klimatske promjene koje su uzrokovale porast prosje¢nih
temperatura stvorile su povoljne uvjete za tvorbu aflatoksina u Hrvatskoj. Odstupanja od
dozvoljenih koli¢ina za mikotoksine ustanovljena su u kukuruzu i krmnim smjesama. Od ukupno
663 ispitanih uzoraka kukuruza nesukladnosti su utvrdene u 262 uzorka (39, 52%). Svi uzorci
sadrzavali su aflatoksin B1 (Knezevi¢ i sur., 2014.). Prema Thathana i sur. (2017.) kukuruz u
uzgoju u Keniji moze biti zahvaen s mnogim bolestima i Stetnicima. Postoje razlike u
pojavljivanju toksikogenih gljivica kao $to su Aspergillus flavus u razli¢itim podrucjima. U nekim
regijama do zaraze dolazi samo u kombinaciji suse i visokih temperatura. U Makueni su susniji
uvjeti i visoke temperature, pa su s toga rezultati istrazivanja i do 63% Aspergillus flavusa u
uzorcima kukuruza. Kako bi dobili §to pouzdaniji rezultat u istrazivanju su se koristile UV
fluorescentni skrining i TLC za identifikaciju aflatoksina (Thathana i sur., 2017.). Postoji malo
radova koji se bave istrazivanjem potencijala kukuruzne zlatice da prenosi spore mikotoksigenih
gljivica i treba novim ili postoje¢im metodama istraziti taj potencijalni prijenos. Za kukuruznu

zlaticu nema puno pregleda literature te nas je to 1 potaklo na istrazivanje.



3. Ciljisvrharada

Cilj rada je istraziti prenosi li odrasli oblik kukuruzne zlatice (Diabrotica virgifera
virgifera, Le Conte) spore mikotoksigenih gljivica, potencijalne proizvodace aflatoksina Bl i
okratoksina A.

Svrha rada je procijeniti zna¢aj moguceg prijenosa spora te sugerira mjere kojima bi

se sprijecilo oneciséenje kukuruza od mikotoksina.



4. Materijali i metode
4.1. Prikupljanje odraslih jedinki kukca D. virgifera virgifera

Odrasli oblici kukuruzne zlatice su ruéno sakupljeni s kukuruza na pokusnom polju
(Poljoprivredni institut u Osijeku 2022. godine). Sakupljeni primjerci su bili odloZeni u sterilne
bocice (Slika 3.) koje su bile spremljene u hladnjak. Koordinate pokusnog polja su (45.533118,
18.736599), (Slika 4.).

Slika 3. Prikupljanje odraslih Diabrotica virgifera virgifera sterilnom bo¢icom (Izvor: J. Lon¢ar,
T. Kos, 2021.)

Slika 4. Pokusno polje u Osijeku sa GPRS koordinatama (lIzvor: Gmaps, 2024.)



4.2. Presadivanje na MEA podlogu

Za pripremu MEA(Malt Extract Agar, HiMedia, Indija) podloge koristeno je 500 ml destilirane
vode i 17,8 g MEA. Zatim se podloga sterilizirala u autoklavu (Slika 5.) pri temperaturi od 121°C
i tlakom od 1 atm tijekom 15 minuta. Pojedina¢no ulovljeni primjerci kukuruzne zlatice su isprani
u sterilnim uvjetima sa 1 mL sterilizirane destilirane vode (Slika 6.). Koli¢ina od 1 mL suspenzije
je presadena na podlogu MEA (Slika 7.) i postavljena na inkubaciju 27°C i 95% RH kroz tri dana
(Slika 8.).

Slika 6. Ispiranje kukuruzne zlatice (Izvor: J.Loncar, 2023.)



Slika 8. Inkubiranje suspenzije na podlozi MEA (Izvor: J. Loncar, 2023.)

4.3. Morfoloska determinacija

Nakon 3 dana inkubacije mjesovite kulture (Slika 9.) presadene su u ¢iste kulture (Slika 10.)
koje su inkubirane 7 dana pri istim uvjetima. Ciste kulture (Slika 11.) su koristene za morfolosku
determinaciju. Uz pomo¢ morfoloske determinacije iz ¢istih kultura s podloge MEA utvrdeni su
rodovi. Utvrdivanje rodova provedeno je uz pomo¢ priru¢nika za identifikaciju “Food and Indoor
Fungi“ (Samson i sur., Nizozemska, 2019.). Morfoloska determinacija je obavljena uz pomo¢
mikroskopa (Motic Panther C Light Microscope, Kina) i plavog laktofenola. Postupak se odvijao
na nacin da je mali dio podloge s uzorkom stavljen na predmetno stakalce, zatim je dodano 2 do 3
kapi laktofenola, te preklopljeno s pokrovnim stakalcem. Uz pomo¢ laktofenola bolje se

raspoznaje stjenka hifa i ostale gljiviéne strukture.
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Slika 11. Ciste kulture gljivica (Izvor: J. Lon&ar, 2023.)

Uz pomo¢ mikroskopa i klju¢a za determinaciju gljivica Food and Indoor Fungi (Westerdijk
Fungal Biodiversity Institute, Nizozemska) dobiveni su rezultati, te je utvrdeno Sest razlicitih

rodova: Aspergillus spp. (Slika 12.), Penicillium spp. (Slika 13.), Rhizopus spp., Trichoderma spp.,
Alternaria spp. i Fusarium spp.
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Slika 13. Penicillium spp. (Izvor: Lucija Broni¢, 2023.)

4.4. Nasadivanje potencijalno mikotoksigenih gljivica na tekuce podloge

Nakon morfoloske determinacije uslijedilo je presadivanje uzoraka s MEA podloga na
tekuce podloge Potatoe Dextrose Broth (PDB) koje induciraju proizvodnju mikotoksina. Na tekuce
podloge presadene su samo potencijalni proizvoda¢i OTA i AFLA. Tekuca podloga PDB (Potato
Dextrose Broth, Biolife, Italija) pripremljena je u koli¢inama od 13,5 g u 500 ml destilirane vode.

Zatim je pripremljena podloga postavljena na kuhalo koje zagrijava podlogu, te nakon zagrijavanja
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uzeto je po 5 ml podloge po svakoj konusnoj epruveti te je zatvoreno ¢epom. Tako pripremljene
epruvete sterilizirane su u autoklavu pri temperaturi od 120°C na 15 minuta. U svaku epruvetu
nasadene su konidije potencijalnih proizvodaca proucavanih mikotoksina te su inkubirane 14 dana
na 25°C i 90% vlage. Nakon inkubacije uz pomo¢ sterilne pipete uzeto je 2 ml tekuce podloge

(Slika 14.) iz kojih se povela ekstrakcija mikotoksina.

Slika 14. Uzimanje tekuce podloge (Izvor: J. Loncar, 2023.)

4.5. Ekstrakcija okratoksina A

Nakon inkubiranja tekucih podloga proveden je postupak ekstrakcije. Za ekstrakciju
je koristeno 2 ml uzorka iz tekuce podloge, takoder je uzeto 2 ml otopine za ekstrakciju (0.01M
H3PO4 u kloroformu, VWR, Chemicals, USA). Nakon sto je dodana otopina, uzorak je vorteksiran
nekoliko sekundi te kad su se odvojile dvije faze uz pomoc¢ Paeusterove pipete odvojena je samo
donja faza. Donja faza je filtrirana preko staklenog lijevka koji sadrzi natrijev sulfat (Na2SOa,
Merck, USA). Ekstrakcija je ponovljena tri puta (Slika 15.). Potom su epruvete stavljene u staklene
posude s vodom gdje su isparavale strujanjem N2. Takve epruvete do analize su bile zatvorene s

parafilmom i spremljene na 4°C.
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Slika 15. Ekstrakcija (Izvor: Lucija Broni¢ i Bruno Marti¢, 2023.)

4.6. Ekstrakcija aflatoksina B1

Iz inokuliranih tekuéih kultura potencijalnih proizvodaca aflatoksina sterilno je
otpipetirano 2 ml uzorka i preneseno u epruvetu za ekstrakciju. U epruvete je dodana otopina s
kloroformom; metilni alkohol (VWR, Chemicals, USA) u omjeru 2:1 (v/v). Nakon toga uzorak je
vorteksiran i ostavljen par sekundi kako bi se dvije faze odvojili. Uz pomo¢ Pasteurove pipete
uzeta je donja faza i prenijeta u Cistu epruvetu. Postupak ekstrakcije ponovljen je tri puta. Potom
su epruvete stavljene u staklene posude s vodom gdje su isparavale strujanjem N2. Epruvete su

zatvorene s parafilmom i spremljene pri temperaturi od 4°C do sljedece analize.

4.7. Kromatografija

U postupku su koristene TLC plocice (TLC aluminium sheets, silica gel layer,
ALUGRAM SIL G UV254, Macherey-Nagel Njemacka) na kojima je napravljena olovkom crta
od donjeg ruba u visini od 1,5 cm. Na crti su takoder ozna¢ena mjesta, na svakih 1 cm gdje se
nanosi uzorak. U sredini plocice je naznacen Standard odnosno koncentracija od 10 pg/ml
aflatoksina B1 ili okratoksina A. Prisutnost mikotoksina u uzorcima odredeni su prema Visini

standarda. Svaki estrahirani uzorak otopljen je metanolu (50 uL) ) (BDH prolabo, USA) i

14



vorteksiran je 1 minutu. Zatim je s mikrosiringom uzeto 10 pL uzorka te postavljeno na oznacena
mjesta na TLC plocici. Nakon $to je popunjena, plocica s uzorcima postavljena je u kupelj za
razvoj tekuéinske kromatografije. U postupku je kao mobilna faza koristeno 100 ml
kloroform:metanol u omjeru 2:1 (v/v) za prisutnost aflatoksina B1 ,dok je kao mobilna faza za
dokazivanje prisutnost okratoksina A koristeno 100 ml otopine kloroform:aceton u omjeru 44:6
(v/v). Nakon postavljanja plocica u kupelj, kupelj se zatvara poklopcem (Slika 16.) kako bi se
omogucila kromatografska migracija. Vremensko trajanje migracije je 90 minuta, odnosno dok
linija migracije ne postigne visinu do cca. 1,5 cm od gornjeg ruba plocice. ZavrSetkom
kromatografske migracije kupelj se otvara i uzima se TLC plocica, koja se stavlja u digestor da se

osusi.

Slika 16. Kupelj sa mobilnom fazom za razvoj kromatografske migracije (Izvor: Lucija Bronic,
2023.)

4.8. Determinacija mikotoksina pod UV lampom

Poslije susenja TLC ploc¢ica u digestoru, ocitava se prisutnost aflatoksina Bl i
okratoksina A pod UV svijetlom. Prisutnost se utvrduje pod UV svjetlom valne duzine 330 nm, na
nacin da se plocica postavlja vodoravno i osvjetljena je UV lampom. Rezultati su vidljivi poput

zeleno-zuckaste mrlje, koje su dosegle visinu standarda (Slika 17.).
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Visina

Visina dokazanog
standarda

mikotoksina

Slika 17. Rezultati pod UV svijetlom (Izvor : Lucija Broni¢, 2023.)

Rezultati determinacije su prikazani u grafu koji je izraden u excel programu. Za odredivanje

potencijalnih proizvodac¢a mikotoksina upotrijebljena je deskriptivna statisticka metoda.
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5. Rezultati

Tijekom istrazivanja u pokusnom polju prikupljeno je 100 uzoraka odraslih jedinki
kukuruzne zlatice. Od 100 uzoraka koji su prikupljeni, pripremljeno je i determinirano 107 ¢istih
kultura. Morfoloski je determinirano 90 gljivica od 107 ¢istih kultura. (Graf 1.)
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Graf 1. Morfoloska determinacija ¢istih kultura.
Podatci u grafu prikazuju 6 rodova gljivica i 17 nedeterminiranih kultura 9 uzoraka roda Fusarium
spp., 33 uzoraka roda Pencillium spp., 6 uzoraka roda Rhizopus spp., 37 uzoraka roda Aspergillus
spp., 7 uzoraka roda Alternaria spp., 2 uzoraka roda Trichoderma spp. i 17 uzoraka je

nedeterminirano (Graf 1.).

Uz pomo¢ morfoloske determinacije ustanovljeno je 70 potencijalnih proizvodaca okratoksina A

i 70 potencijalnih proizvodaca aflatoksina B1.

Graf 2. Prikazuje pozitivne i potencijlano pozitivne uzorke na OTA. Tekuéinskom

kromatografijom dobiveni su rezultati koji su prikazani u grafu.
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Graf 2. Omjer cistih kultura, potencijalnih proizvodaca i proizvodaca OTA

Od 107 distih kultura utvrdeno je 70 uzoraka koji su potencijalni proizvoda¢i OTA. Od 70
potencijalnih proizvodaca okratoksina A potvrdeno je 9 uzoraka (12,9%) koji su pozitivni na

Okratoksin A.

Graf 3. Prikazuje pozitivne i potencijalne pozitivne uzorke na AFLA. Tekuéinskom

kromatografijom dobiveni su rezultati koji su prikazani u grafu.
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Graf 3. Omjer ¢istih kultura, potencijalnih proizvodaca i proizvodaca AFLA

Od 107 ¢istih kultura utvrdeno je 70 uzoraka koji su potencijalni na AFLA. Od 70 potencijalni

proizvodaca aflatoksina B1 potvrdeno je 9 uzoraka (12,8%) koji su pozitivni na Aflatoksin B1.
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6. Rasprava

U posljednje vrijeme znanstvena istrazivanja sve viSe upucuju na globalno zagrijavanje,
povezivanjem Klimatskih promjena s novim vrstama plijesni u novim podruc¢jima gdje ih nije bilo
(Casu i sur., 2024.). Velike ekonomske stete u prehrambenoj industriji upucuju na nepovoljne
vremenske dogadaje kao Sto je porast temperature i nedostatak vode, suSe, poplave, te pozari. Casu
i sur., (2024.) tijekom 2022. navode kako porast temperatura moze pogodovati Sirenju raznih
Stetnika I na taj nacin utjecati na ucestalost bolesti. Poi¢ (2009.) u svom istrazivatkom radu
istrazuje pojavu odraslih oblika kukuruzne zlatice u polju kukuruza. Istrazivanje je provedeno u
Slavoniji 2004. i 2005. godine. Pojava odraslog oblika kukuruzne zlatice prati se na temelju
akumuliranih dnevnih jedinica za temperaturu zraka te vremenu praéenja. Stete na korijenu od
li¢inki se ne mogu procijeniti na osnovu brojnosti jaja u jesen i proljece, ve¢ na temelju broja
li¢inki i Stete na korijenu mogu se samo predvidjeti Stete na usjevima. Brojnost populacije odraslih
u polju u kojem su se razvili, kao i u poljima koja nastanjuju tijekom ljeta pod utjecajem je brojnih
¢imbenika (Kos, 2011.).

Klimatske promjene utjeCu na povecanu pojavnost mikotoksigenih gljivica Sto predstavlja
opasnost sigurnosti hrane (Casu i sur., 2024.). Pleadin i sur. (2020.) u svom istrazivanju tvrde da
bi zbog klimatskih uvjeta moglo do¢i do promjene i na interakciju domacin-patogen. Visoke
temperature i visoki stupanj vlaznosti moze ubrzati pojavnost plijesni i produkciju mikotoksina.
Mnoga istrazivanja su usredoto¢ena na nekoliko mikotoksigenih gljivica koje uzrokuju znacajne
ekonomske Stete, a posebno na vrste Fusarium, Aspergillus, Pencillium, Alternaria (Pleadin i sur.,
2020., Casu i sur., 2024.). Zbog klimatskih promjena na podruc¢ju Europe u buducnosti postoji
moguénost rasprostranjenja vrste A. Flavus s ¢ime se povecava rizik od onecis¢enja zitarica
mikotoksinima osobito od strane aflatoksina. Rodovima gljivica Aspergillus i Pencillium
odgovaraju visoke temperature te niska vlaga zraka od 13 do 18 %, dok je kod Fusarium rodova

odgovaraju nize temperature te visoka vlaga zraka od 18 i vise % (Furlan, 2016.).

Kukuruzna zlatica svojim kretanjem pridonosi Sirenju spora mikopatogenih gljiva. Najznacajnije
vrste koje su pronadene na povrsini tijela kukca su Aspergillus spp. i Pencillium spp. (Nesci i sur.
2011.). Prema istrazivanju prisutnost gljiva u skladistu gdje je skladisten klip kukuruza s

"nezasti¢enih” (mehanicka zastita koja ometa kukce prilikom kretanja) polja bila je sljedeca: rod
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Fusarium (36,05%), Penicillium (23,50%), Rhizoctonia (5,65%) i Aspergillus (3,95%), dok kod
,,zasticenih“ (mehanicka zastita koja nije dozvoljavala kretanje kukaca) zaraza bila: Rhizoctonia
spp. (16,76%), Fusarium spp. (16,62%), Penicillium spp. (8,24%) i Aspergillus spp. (2,33%)
(Lamboni i Hell 2009.). U nasem istrazivackom radu prikazan je omjer ¢istih kultura, potencijalnih
proizvodaca i proizvodaca okratoksin A od ¢ega je 8% gljivica od ukupne mikroflore proizvelo
okratoksin A, i 8% aflatoksin B1.

Autori Hengl i sur. (2014.) istrazivali su kontaminaciju kukuruza s aflatoksinom B1 koji je iznosio
0,036 mg/kg dok je dozvoljena koncentracija 0,02 mg/kg. Pojava gljivica roda Aspregillus se
razlikuje iz godine u godinu. Cvjetkovi¢ 1996. i1 1997. godine otkriva kontaminaciju s Aspergillus
spp. od 0,3 do 2,3% (Cvjetkovi¢, 2014.). Dok Cosi¢ i sur. (2012.) su istrazivali 6 genotipova
kukuruza ukupno 24 uzorka, i utvrduju kontaminaciju s Aspergillus spp. od 0,5% na 4 uzorka, i
1% na 1 uzorku. Cvjetkovi¢ (2014.) navodi kontaminaciju s Aspergillus spp. tijekom godina: kroz
2011. bilo je 6,5% sjemena kontaminirano, u 2012. 2,6% kontaminirano, a u 2013. 10%
kontaminirano. Od 53 uzorka utvrdena je kontaminacija gljivicama roda Aspergillus koja iznosi
60%. U Hrvatskoj je istrazivanje mikotoksina rezultiralo da su ZEA i Fusarium puno ¢e$ce u
Zitaricama nego OTA (Segvi¢ Klarié i sur., 2009.). Za prva dva mikotoksina pojavnost iznosi
iznosi 80 do 100 %, dok je kod OTA 40% (Segvi¢ Klarié¢ i sur., 2009.). Istrazivanje mikotoksina
metodom TLC potvrdeno je kod gljivica roda Fusarium u samo 10,8 % uzoraka, a aflatoksina je

nesto vise 24,3%.

S obzirom na velike promjene u klimatskim uvjetima potrebno je imati kvalitetnu strategiju
prevencije kontaminacije mikotoksina u hrani i hrani za Zivotinje. Mikotoksini mogu nastati u
procesu proizvodnje hrane pa je s toga najbolja mjera za mikotoksine prevencija. Cvjetkovi¢
(2014.) navodi kako se uz pomoc¢ kvalitetnih agrotehni¢kih mjera mogu smanjiti pojave gljivi¢nih
oboljenja kukuruza samim time i pojava mikotoksikogenih gljivica. Gospodarske mjere temelje se
prvenstveno na prevenciji primjenom pravilnih agrotehnic¢kih mjera, a to su: izbor sorti i stanista,
sklop, sjeme, plodored, korovi, gnojidba, navodnjavanje, fungicidi, Zetva i berba (Cvjetkovic,
2014.). Kako je ovim radom pokazano da odrasli oblici kukuruzne zlatice mogu biti prenosioci
spora mikotoksigenih gljiva korisna mjera prevencije moze biti i kasnija sjetva kukuruza. Ona
smanjuje ili odgada pocetnu i ukupnu brojnost odraslih jedinki kukuruzne zlatice koje izlaze iz tla
jer je smanjena dostupnost korijena kao hrane (Kos, 2011.).
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7. Zakljucak

Kukuruzna zlatica je gospodarski znacajan Stetnik kukuruza u sjevernoj Americi i dijelovima
Europe. Li¢inka i odrasli oblik uzrokuju $tete na korijenu i listu. Brojnost odraslih u polju moze
utjecati na pojavnost bolesti klipa. Ovim istrazivackim radom pokazano je da je odrasli oblik

vektor, odnosno prijenosnik spora miktoksigenih gljivica.

S obzirom da mikotoksini mogu nastati u procesu proizvodnje hrane,najbolje mjere zastite
kukuruza od mikotoksina uz preventivne: plodored, odabir hibrida ili prostorna izolacija usjeva

potrebno je pratiti i pojavu i visinu populacije kukuruzne zlatice.

Treba napomenuti kako se dogadaju velike globalne promjene te je potrebno imati kvalitetnu
strategiju za prevenciju pojave mikotoksina. Klimatske promjene utjeu na prosirenost

mikotoksigenih gljivica koje predstavljaju opasnost za sigurnost hrane.
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