Raznolikost tipova vegetativne kompatibilnosti gljive
Cryphonectria parasitica na podrucju Skadra i Boke
Kotorske

Sibenik, Tena

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveucilisSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/ur:nbn:hr:217:416716

Rights / Prava: In copyright /Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-04

LAMSTE U 2
QC,\\‘\S ‘Ao

%%,
S %
‘o % . N
S < Repository / Repozitorij:
5> 5 , . . .
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
3 = Zagreb
% T
<O;, e
@
0. MaTEMS

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:416716
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:10016
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:10016
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:10016

SveuciliSte u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek

Tena Sibenik

Raznolikost tipova vegetativne
kompatibilnosti gljive Cryphonectria
parasitica na podruéju Skadra i Boke

kotorske
Diplomski rad

Zagreb, 2021.



University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology

Tena Sibenik

Diversity of Cryphonectria
parasitica vegetative compatibility types in

Skadar and Boka kotorska region
Master thesis

Zagreb, 2021.



Ovaj rad izraden je u Zavodu za mikrobiologiju Prirodoslovno-matematickog fakulteta
Sveugilista u Zagrebu, pod strué¢nim vodstvom prof.dr.sc. Mirne Curkovi¢ Perice i neposrednim
voditeljtvom dr.sc. Lucije Nuskern Karaice. Rad je predan na ocjenu BioloSkom odsjeku
Prirodoslovno-matematickog fakulteta u Zagrebu radi stjecanja zvanja magistra edukacije
biologije i kemije.



Zahvala

Najprije se zelim zahvaliti mentorici prof. dr. sc. Mirni Curkovié¢-Perici §to mi je pruzila veliku
Cast i omogucila izradu ovog diplomskog rada pod svojim mentorstvom. Hvala VVam na

cjelokupnom trudu, angazmanu, pomoci, konzultacijama i korisnim savjetima.

Posebno se Zelim zahvaliti neposrednoj voditeljici dr. sc. Luciji Nuskern Karaici na cjelokupnom
angazmanu, uloZzenom trudu i vremenu. Hvala VVam na prenesenom znanju, pomo¢i, strpljenju i
razumijevanju posebno onda kada se stvari nisu odvijale po planu, te svim savjetima kako bi ovaj

rad bio Sto kvalitetnije napravljen.

Takoder, hvala Mileni Stojanovi¢ s Biotehnoloskog fakulteta u Podgorici koja je prikupila i
ustupila izolate gljive C. parasitica , te doc. dr.sc. Igoru Poljaku sa Sumarskog fakulteta u

Zagrebu koji mi je ustupio fotografije s terena.

Veliko hvala Antoniju, Martini, Marti i Ivi koji su zasluzni za stvaranje najljepsih uspomena iz
studentskih dana. Hvala za sve duge telefonske razgovore, poruke, druzenja, ruckove, kave,
proslavljene rodendane, hvala na neizmjernoj podrsci i pomoci u svakom obliku i svim

situacijama. Tijekom studiranja postali ste prijatelji kakve sam oduvijek Zeljela imati.

Neizmjerno hvala mojoj obitelji, mojim roditeljima, bakama i bratu koji me uvijek podrzavaju.

Hvala im $to su mi omogu¢ili Skolovanje i vjerovali u mene ¢ak i kada sama nisam.



TEMELIJNA DOKUMENTACHSKA KARTICA

Sveuciliste u Zagrebu
Prirodoslovno-matematicki fakultet
Bioloski odsjek Diplomski rad

Raznolikost tipova vegetativne kompatibilnosti gljive Cryphonectria parasitica na podruéju
Skadra i Boke kotorske

Tena Sibenik
Roosveltov trg 6, 10 000 Zagreb

Cryphonectria parasitica je uzro¢nik raka kore kestena u Sumama Europe i Sjeverne Amerike.
Mikovirus Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) uzrokuje hipovirulenciju gljive C. parasitica i
djeluje kao uspjesno sredstvo bioloske kontrole raka kore kestena. Prijenos virusa je ograni¢en
sustavom vegetativne (ne)kompatibilnosti (vc) gljive, koji u Europi ukljuCuje najmanje Sest
poznatih dialelnih lokusa (vic lokusi). U¢inkovitost prijenosa virusa ovisi o raznolikosti tipova
vegetativne kompatibilnosti gljive na odredenom podruéju. Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti
raznolikost vc tipova populacije C. parasitica na podru¢ju Boke kotorske i jezera Skadar u Crnoj
Gori. U dvije regije u Crnoj Gori utvrdeno je 9 vc tipova unutar 79 izolata gljive C. parasitica
klasi¢cnom i molekularnom metodom. U Boki kotorskoj dominatan vc tip bio je EU-12 Sto
predstavlja 49% ukupnog broj izolata, zatim slijedi EU-2 §to ¢ini 14% , EU-8 (8%) dok se EU-17
i EU-22 pojavljuju manje ucestalo, svaki sa zastupljenos¢u od 2%. Za 28% izolata gljive C.
parasitica s podruc¢ja Boke kotorske nije odreden vc tip. Najzastupljeniji ve tip na podrucju jezera
Skadar je EU-12 (58%), zatim EU-11 (8%) i EU-10 (6%), dok se EU-1 i EU-6 pojavljuju manje
ucestalo, svaki sa zastupljenos¢u od 3%. U populaciji gljive s podrucja jezera Skadar nije bilo
moguce odrediti vc tip za 22% izolata. Najrasprostranjeniji ve tip na podru¢ju Crne Gore je tip
EU-12 kao i u drugim drzavama juzne 1 jugoisto¢ne Europe.

Klju¢ne rijeci: Cryphonectria parasitica, rak kore kestena, vegetativna (ne)kompatibilnost (vc)
(41 stranica, 8 slika, 8 tablica, 51 literaturni navod, jezik izvornika hrvatski)
Voditelj: prof. dr. sc. Mirna Curkovié-Perica
Neposredni voditelj: dr. sc. Lucija Nuskern Karaica
Ocjenjivaci: Prof. dr. sc. Mirna Curkovié-Perica
Doc.dr.sc. Mirela Serti¢ Peri¢
Izv.prof.dr.sc. Vesna Petrovi¢ Perokovié¢
Zamjena: lzv.prof.dr.sc. Draginja Mrvos-Sermek

Rad prihvacen: 15. 9. 2021.



BASIC DOKUMENTATION CARD

University of Zagreb
Faculty of Science
Department of Biology Master Thesis

Diversity of Cryphonectria parasitica vegetative compatibility types in Skadar and Boka
kotorska region

Tena Sibenik
Roosveltov trg 6, 10 000 Zagreb

Cryphonectria parasitica is the causal agent of chestnut blight in European forests. Mycovirus
Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) causes hypovirulence of C. parasitica and acts as a succesful
biocontrol agent of the chestnut blight. Virus transmission is limited by a vegetative
(in)compatibility (vc) system of the fungus, which in Europe involves at least six diallelic vic loci.
The effectiveness of virus transmission depends on the diversity of vegetative compatibility types
of the fungus in a particular area. The aim of this research was to determine the diversity of vc
types in C. parasitica populations from Bay of Kotor and lake Skadar in Montenegro. In these two
regions in Montenegro the total of 9 vc types were identified among 79 isolates of C.parasitica by
classical and molecular method. The dominant vc type in Bay of Kotor was EU-12 (49 %),
followed by EU-2 ( 14%) and EU-8 (8%), while EU-17 and EU-22 appeared less frequently (each
with 2%). The vc type of 28% of isolates from Bay of Kotor could not have been determined. The
most common vc type at lake Skadar was EU-12 (58%), followed by EU-11 (8%) and EU-10 (6%).
EU-1 and EU-6 appeared less frequently (each with 3%). The vc type of 22% of isolates from lake
Skadar could not have been determined. The most widespread vc type in Montenegro is EU-12,
the same as in other southern and southeastern European countries.

Key words: Cryphonectria parasitica, chestnut blight, vegetative (in)compatibility (vc)
(41 pages, 8 figures, 8 tables, 51 refrences, original in Croatian)
Supervisor: Prof. Mirna Curkovi¢- Perica
Co-supervisor: Lucija Nuskern Karaica, PhD
Reviewers: Prof. Mirna Curkovié-Perica
Asst. Prof. Mirela Serti¢ Perié¢
Assoc. Prof. Vesna Petrovi¢ Perokovié¢
Replacement: Assoc. Prof. Draginja Mrvos-Sermek

Thesis accepted: 15. 9. 2021.



LY@ ] I T PO 1
1.1 Patogena gljiva Cryphonectria parasitica i rak Kore KeStena ..........ccccoveviveiieeiiienvieesieesieesneens 1
111 Simptomi bolesti raka Kore KeStENa.........ccciuveiiieiiic i 2
1.1.2 Rasprostranjenost raka kore Kestena U EUOPI .......c.ocviviieiiiiiiiiee e 6
1.2 Karakteristike mikovirusa Cryphonectria NYpOVIrUS L..........ccooeiiiiiiiiininiieese e 7
1.3  Sustav vegetativne (ne)kompatibilnosti gljive C. parasitiCa ...........ccccccvvevveiiieevieesie e, 9
1.4  Bioloska kontrola hipovirusom Cryphonectria hypovirus 1..........ccccovvveiiiiniinieienceeesee 10
1.5  Rak Kore Kestena U CrNOJ GO .......cueueiuiiiiiieieiee sttt 11
1.8 CHIJBVI ottt 12
MATERIJALI I METODE ..ottt st sttt sttt sbenne et 13
2.1 POPIS KEMIKAITJA.......viiiiiiiiic st sre et be e sre e te e be e neas 13
2.2 Uzorkovanje populacija na podrucjima Boke kotorske i Skadra ...........cccoooviiiiiiiiiiininns 14
2.3 Laboratorijski uzgoj kultura gljive C. ParasitiCa............ccccerirreireriiiisieiesese e 14
2.4 lzolacija genomske DNA iz uzoraka gljive Cryphonectria parasitiCa ...........cccccevererviieencnncns 15
2.5  Umnozavanje vic lokusa na genomskoj DNA lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR) ......... 16
2.6 Izrazavanje Shannonovog indeksa raznoliKOSti.......c.ccivvierieiiiieiiiiiiiie e 20
REZULTATI oottt ettt et et e s et e ste e seene e e e s seebeeneensenbeateeneeneenreas 21
3.1  Koncentracije izolirane genomske DNA gljive C. parasitiCa............ceoereririinieeienineseeiennns 21
3.2  Raznolikost tipova vegetativhe kompatibilnosti gljive C. parasitica na podru¢ju Skadra i Boke
01 (0] 5] =PTSRS 23
3.3 ShannonoV iNAeKS raZNOITKOSE..........eiieiieiieiee ittt 29
3.4  Raznolikost vic alela u populacijama gljive C. parasitica na podrucju Crne Gore.................... 30
3.5  Usporedba populacija gljive C. parasitica na podru¢ju Crne Gore s populacijama u drugim
o722 102 1 1 0T F RSP SR 31
NS o AN PR 32
ZAKLIUCAK .ottt 35
LITERATURA Lottt s et e e e s ettt e e s e b b be e e e e s e e st b e et e e e s anbbaeeaeeennnsraes 36

A A0 1 N 0) 31 1SS 41



1 UVOD

1.1 Patogena gljiva Cryphonectria parasitica i rak kore kestena

Gljiva mjesinarka Cryphonectria parasitica, uzro¢nik raka kore kestena, jedna je od najpoznatijih
invazivnih patogenin  gljiva u  Sumama  Europe i  Sjeverne = Amerike.
Glavne vrste koje napada spomenuti patogen su iz roda Castanea (porodice Fagaceae), osobito
americki kesten (C. dentata), europski kesten (C. sativa), kineski kesten (C. mollissima) i japanski
kesten (C. crenata). Osim navedenih vrsta, gljiva moze inficirati i hrastove (Quercus spp.), javore
(Acer spp.), europski grab (Carpinus betulus) te mali americki kesten (Castanea pumila) (Rigling
i Prospero, 2018).

Cryphonectria parasitica inficira stablo kroz rane na kori, razarajuc¢i kambij i provodni sustav
stabla, te uzrokuje odumiranje stabla iznad mjesta infekcije. Odumiranjem kambija, kora se osusi
i odvaja od stabla, pa su na tom mjestu vidljive rak rane. Gljiva kroz tkivo kore prodire do kambija
tvoreCi lepezaste micelije (Heiniger i Rigling, 1994). Vidljivi miceliji ispod kore su jedan od
sigurnih znakova infekcije. Micelij gljive moze se brzo prosiriti na neinficirane dijelove stabla, §to
dovodi do odumiranja dijelova stabla koji su udaljeni od mjesta pocetne infekcije (Rigling i
Prospero, 2018). Sirenje raka dovodi do poremeéaja kretanja hranjivih tvari kroz floem i
ograniCava sposobnost domacina da proizvodi novo tkivo jer je sloj kambija oStecen. Sre¢om,
korijenski sustav uniStenog drveca Cesto prezivi i nastavlja stvarati nove izdanke (Choi i Nuss,
1992).

Gljiva C. parasitica se moze razmnozavati spolno i nespolno. Nespolno se razmnozava konidijama
ili dijelovima micelija, dok se spolno razmnoZava askosporama, Kao i ostale mjesinarke. Konidije
se razvijaju u piknidama (Glavas, 1999). Kod nespolnog razmnozavanja, budu¢i da konidiospore
ne nastaju mejozom, ne dolazi do rekombinacije, pa su spore geneticki jednake miceliju. Ovim
na¢inom razmnozavanja se ne povecava raznolikost populacije, ali i nespolne spore mogu
uzrokovati Sirenje infekcije (Webster i Weber, 2007). Spolno razmnozavanje gljive C. parasitica
je kontrolirano dialelnim MAT lokusom na kojem se moze nalaziti jedan od alela, MAT-1 ili

MAT-2. Jedinke se mogu spolno razmnozavati ako imaju suprotne MAT alele (Marra i Milgroom,



1999, 2001). Askospore nastaju mejozom i mitozom u peritecijima u kojima se nalaze askusi
(Glavas, 1999).

Spore se prenose na razne nacine: na male udaljenosti spore se rasprostranjuju kiSom 1 vjetrom, a
na velike kukcima i pticama. Sirenju ove bolesti pridonosi i ¢ovjek i to alatom kojim obraduje

zarazena stabla, zarazenim sadnicama, te transportom zarazenog drveta (Glavas, 1999).

1.1.1 Simptomi bolesti raka kore kestena

Postoje tri tipa raka kore kestena, a to su aktivni rak, kalusirajuc¢i rak i povrSinska nekroza

(Halambek, 1991; Novak-Agbaba i sur., 2000).

Aktivni rak (Slika 1) je prouzroéen virulentnom gljivom C. parasitica. Glavni pokazatelji su

uzduzno raspucala kora, brojne fruktifikacije i otvorene rane.



Slika 1. Aktivni rak kestenove kore

(autor fotografije doc. dr. sc. Igor Poljak)

Kalusiraju¢i rak (Slika 2) uzrokuje gljiva koja je sekundarno inficirana mikovirusom
Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1). Takva hipovirulentna gljiva ima smanjenu virulentnost, te je
omoguceno zarastanje rane. Oko rane se formira kalusno stani¢je, dok za razliku od prethodnog

slucaja nema fruktifikacija ili su rijetke.



Slika 2. Kalusirajuci rak kestenove kore

(autor fotografije doc. dr. sc. Igor Poljak)

Povrsinske nekroze (Slika 3) nastaju kada stablo inficira hipovirulentna gljiva C. parasitica.
Prisutno je zadebljanje i ljuskava kora, ali infekcija ne prodire do kambija. Prirodno Sirenje
hipovirusa s povrsinskih nekroza na aktivni rak dovodi do zacjeljivanje rak-rana i pojavu
kalusirajucih rakova (Novak-Agbaba i sur., 2011). Hipovirulentni izolati ne uni$tavaju vaskularni

kambij stabla i uzrokuju samo povrsinske, neletalne rane (Bissegger i sur., 1997).



Slika 3. Povrsinska nekroza

(autor fotografije doc. dr. sc. Igor Poljak)

Rak kestena najlakse se uocava na kori mladog drveca dok je kora vlazna. U to vrijeme obi¢no je
uocljiva crvenkasta boja epiderme, kroz koju je izbio micelij. Rak se ne moze lako vidjeti na zreloj
kori, gdje je Cesto prvi znak infekcije stvaranje izbojaka ispod raka (Anagnostakis, 1987). U starih
stabala se teSko mogu uociti promjene jer imaju debelu i ispucalu koru, pa se tako prvi znaci bolesti
uoce tek kada se kora pocinje odvajati. Osim na kori, znakovi bolesti se mogu uociti i na kro$njama
drveca gdje dolazi do suSenja liS¢a na granama i dijelovima kroSnje koji su zahvaceni boles¢u
(Slika 4). U navedenom slucaju lis¢e u jesen ne opada nego ostaje preko zime. Ovaj znak bolesti

nije pouzdan jer lis¢e zbog drugih razloga preko zime moze ostati na stablu (Glavas, 1999).



Slika 4. Aktivni rak kestenove kore na stablu kestena. Na granama i izbojcima vidljivo je
osuseno lis¢e koje nije otpalo.

(autor fotografije doc. dr. sc. Igor Poljak)

1.1.2 Rasprostranjenost raka kore kestena u Europi

Cryphonectria parasitica je unesena iz Azije u Sjevernu Ameriku pocetkom 20. stoljeca
(Anagnostakis, 1987). U Europi je sluzbeno prvi put zabiljezena 1938. u Italiji u blizini Genove
(Biraghi, 1946). Iz Italije se bolest naglo prosirila u susjedne regije Francuske, Svicarsku i
Sloveniju (Heiniger i Rigling, 1994, Krstin i sur., 2008, Prospero i Rigling, 2012), te u isto¢nu i

sjeveroisto¢nu Europu i Tursku (Robin i Heiniger, 2001).

U Hrvatskoj je rak kore kestena zabiljezen oko 1955. godine u blizini Opatije (Mlinarec i sur.,
2018). Vjerojatno se bolest prosirila sa sjevera, iz Slovenije, gdje se prvi put pojavila 1950. u
Novoj Gorici, 4 km od talijanske granice (Krstin i sur., 2008). Medutim, mnoge europske sastojine
kestena su se pocele oporavljati od bolesti, na §to ukazuje i pojava povrsinskih neletalnih rakova
kestena. Ovaj oporavak pripisuje se hipovirulenciji, pojavi u kojoj mikovirusi znac¢ajno smanjuju
virulenciju i sporulaciju gljive C. parasitica (Anagnostakis, 1987; Braganca i sur., 2007; Grente,
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1965; Heiniger i Rigling, 1994). U Europi su hipovirulentni sojevi primijeceni u Italiji 1951.
(Heiniger i Rigling, 1994), u Francuskoj 1964., te u Bosni i Hercegovini 1980. (Uscupli¢, 1983).
Grente (1965) je predlozio upotrebu hipovirulentnih sojeva kao sredstva biokontrole raka kore

kestena u vo¢njacima kestena (Tresti¢ i sur., 2001).
1.2 Karakteristike mikovirusa Cryphonectria hypovirus 1

Mikovirus Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) koji smanjuje virulentnost gljive C. parasitica se
koristi kao sredstvo bioloSke kontrole raka kore kestena. Pretpostavlja se da je CHV1 unesen u

Europu iz Azije zajedno sa svojim domac¢inom (Liu i Milgoom, 2007).

Virusna vrsta CHV1 spada u rod Hypovirus, koji uz CHV1 sadrzi jos tri dobro opisane vrste, i to
CHV2, CHV3 i CHV4 (Hillman i Suzuki, 2004). Hipovirusi su RNA virusi pozitivnih lanaca,
smjesteni u citoplazmi domacina. Nemaju kapsidu i smjeSteni SU U membranskim mjehuri¢ima
porijeklom od stanice domacina (Fahima i sur., 1993; Hansen i sur., 1985). Hipovirusi su
tradicionalno otkriveni u miceliju gljiva ekstrakcijom dvolancane RNA, koja predstavlja

replikativni oblik virusa (Day i sur., 1977).

CHV1 smanjuje virulenciju, spolnu i nespolnu reproduktivnu sposobnost i pigmentaciju zaraZzenih
jedinki gljive C. parasitica, fenomen koji se naziva hipovirulencija, $to omogucuje oporavak
oboljelih stabala kestena (Peever i sur. 2000; Hillman i Suzuki 2004; Bryner i Rigling, 2012).
CHV1, kao tipican RNA virus, brzo akumulira mutacije, proizvode¢i mnoge varijante virusa u

kratkom vremenskom razdoblju (Gobbin i sur., 2003; Mlinarec i sur., 2018).

Kod izolata inficiranih hipoviusom, reducirana je pigmentacija i sporulacija za razliku od
neinficiranih izolata patogene gljive. U kulturama uzgojeni hipovirulentni izolati gljive najcesce
imaju bijeli micelij, a virulentni najces¢e imaju zuto-narancasti micelij (Slika 5). Usporedba
morfologije bijele kulture izolata zarazenih hipovirusom S naranc¢astom morfologijom izolata bez

hipovirusa omogucuje vizualnu procjenu prijenosa hipovirusa (Rigling i Prospero, 2018).



Slika 5. Zuti (A) i bijeli (B) miceliji izolata gljive Cryphonectria parasitica uzgojeni na

hranidbenoj podlozi krumpirov dekstrozni agar (autorska fotografija)

CHV1 se u populaciji gljive C. parasitica Siri vertikalno nespolnim sporama ili horizontalno
anastomozom hifa - strukturom koja omogucuje izmjenu jezgri i citoplazmi iz jedne hife u drugu.
Prijenos virusa posredovan anastomozom je reguliran sustavom vegetativne (ne)kompatibilnosti
(vc) gljive (Cortesi i sur., 1998; Mlinarec i sur., 2018). Spolno razmnozavanje gljive ima negativan
utjecaj na Sirenje hipovirusa, jer novi vc tipovi nastaju kombinacijom alela na Sest dialelnih vic

lokusa, ¢ime se povecava bioraznolikost (Cortesi i Milgroom, 1998; Krstin i sur., 2008).



1.3 Sustav vegetativne (ne)kompatibilnosti gljive C. parasitica

U veéine nitastih gljiva vegetativnu kompatibilnost ¢ini sustav neveznih genskih lokusa (vic
lokusi), a sastav alela na lokusim odreduje jesu li jedinke gljiva kompatibilne ili ne (Saupe, 2000).
Rezultati istrazivanja koje je proveo Caten idu u prilog hipotezi da je ovaj sustav sluzio kao stani¢ni
mehanizam za obranu od od $tetnih citoplazmatskih elemenata kao $to su virusi i plazmidi (Caten,
1972). U gljive C. parasitica u Europi sustav vegetativne kompatibilnosti ukljucuje najmanje Sest
poznatih dialelnih genskih lokusa (vic lokusi: vicl, vic2, vic3, vic4, vic6, vic7) (Cortesi i Milgroom,
1998; Mlinarec i sur., 2018). Krizanjima prirodno raSirenih izolata gljive C. parasitica u Europi

dobivena su 64 (2°) moguca vc tipa (Cortesi i sur., 1998, Cortesi i Milgroom, 1999).

Ucinkovitost prijenosa virusa ovisi o raznolikosti tipova vegetativne kompatibilnosti gljive na
odredenom podrué¢ju. Hipovirus se uspjesno §iri izmedu izolata iste vegetativne kompatibilnosti,
ali se Siri manje ucestalo izmedu izolata razlicite vegetativne kompatibilnosti (Cortesi i sur., 2001).
Prijenos virusa dogada se sa 100% ucestalosti izmedu izolata koji su identi¢ni na svih Sest vic
lokusa, tj. izmedu izolata koji pripadaju istom tipu vegetativne kompatibilnosti. Nasuprot tome,
heteroalizam na vic lokusima prilicno smanjuje stopu prijenosa (Cortesi i sur., 2001; Papazova-
Anakieva i sur., 2008; Robin i sur., 2009).

Izolati su nekompatibilni kada se razlikuju u jednom ili vise vic lokusa. Ukoliko se razlikuju u dva
ili vise lokusa dolazi do nemogucnosti prijenosa virusa. Prilikom uzgoja u kulturi, u kompatibilnih
izolata miceliji ¢e potpuno prorasti, dok ¢e se u nekompatiblinih pojaviti barazna linija, $to znaci
da se izolati razlikuju u najmanje jednom vic lokusu. Testovi sparivanja pokazali su da se prijenos
virusa lako dogada izmedu vegetativno kompatibilnih sojeva, ali je uvelike smanjen ako su sojevi
heteroalelni na pet od $est poznatih lokusa (Cortesi i sur., 2001; Papazova-Anakieva i sur., 2008).
Liu i Milgroom (1996) i Cortesi i sur. (2001) procijenili su da heteroalelizam u lokusu vic4 nema
utjecaja na prijenos virusa, ali se prijenos dogodio u samo 21% parova koji su bili heteroalelni na
lokusu vic2. Kada su vic3 i vic6 bili heteroalelni, prijenos virusa je bio srednje uéestalosti (76%
odnosno 32%) (Mlinarec i sur., 2018).

Testovi vegetativne kompatibilnosti provode se sparivanjem izolata gljive C. parasitica s
odgovaraju¢im EU testerima (ranije izolirani sojevi gljive koji pripadaju razli¢itim tipovima

vegetativne kompatibilnosti) (Bissegger i sur., 1997). Test vegetativne kompatibilnosti provodi se



pracenjem pojave baraznih linija izmedu dvaju uzoraka. U kompatibilnih izolata (koji imaju
identi¢ne alele na svih Sest vic lokusa) miceliji ¢e potpuno prorasti. Ako na mjestu kontakta nastane
barazna linija, to znaci da se izolati razlikuju u najmanje jednom vic lokusu, te nisu kompatibilni.
Na myjestu kontakta tada ¢e do¢i do programirane stanicne smrti, Sto se manifestira pojavom
barazne linije. Vc tip se moze odrediti i metodom lanc¢ane reakcije polimerazom (PCR) (Short i
sur., 2015). U svakoj PCR reakciji koriste se parovi pocetnica specifi¢ni za alele na pojedinom
lokusu, a umnozit ¢e se samo onaj alel koji je prisutan u istrazivanom izolatu gljive. Veli¢ina
umnozenog fragmenta usporeduje se s poznatim veli¢inama alela na vic lokusima EU testera

poznatog genotipa.

Smatra se da je raznolikost vc tipova na nekom podruéju klju¢an faktor koji odreduje uspjesnost
Sirenja hipovirusa unutar populacija gljive C. parasitica (Heiniger i Rigling, 1994; Krstin i sur.,
2008; Liu i Milgroom, 1996;. Robin i sur., 2009).

1.4 Bioloska kontrola hipovirusom Cryphonectria hypovirus 1

Potencijal biokontrole hipovirulencije otkrio je (Grente, 1965) i doveo do mnogih daljnjih studija
0 biologiji i primjeni hipovirulencije.

U Europi, mikovirus CHV1 djeluje kao uspjesno sredstvo bioloske kontrole uzro¢nika raka kore
kestena izazivajuci takozvanu hipovirulenciju. Uspjeh hipovirulencije odreden je sposobnos$céu
virusa CHV1 da inficira veliki dio populacije gljive C. parasitica, $to ovisi 0 kombinaciji
horizontalnog (na druge jedinke gljive) i vertikalnog prijenosa (na spore) hipovirusa (Rigling i
Prospero, 2018). U mnogim regijama populacije gljive C. parasitica pokazuju visoku prevalenciju
infekcije hipovirusom. U lokalnim sastojinama kestena udio populacije gljive C. parasitica
zarazen virusom Gesto je veci od 50%. Primjeri toga pronadeni su u Svicarskoj (Bissegger i sur.,
1997; Bryner i Rigling, 2012), Francuskoj (Robin i sur., 2010.), Hrvatskoj (Krstin i sur., 2008.),
Sloveniji (Krstin i sur., 2011) i Bosni i Hercegovini (Bryner i Rigling, 2012; Rigling i Prospero,
2018).

U europskim drzavama su provedeni uspjesni eksperimenti bioloske kontrole hipovirusom CHV1.

Nazalost, takav slucaj nije bio u Sjevernoj Americi. Smatra se da je glavni razlog zasto se
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hipovirulencija nije mogla uspostaviti medu sjevernoameri¢kim populacijama C. parasitica velika
raznolikost vc tipova, $to sprjecava Sirenje hipovirusa na populacijskoj razini, stoga lijecenje nije
bilo uspjesno (Anagnostakis, 1987; Heiniger i Rigling, 1994; Krstin i sur., 2011; Liu i Milgoom,
2007).

Da bi mikovirus bio uspjesno sredstvo bioloske kontrole mora pokazivati ograni¢en raspon
domacina kako se ne bi prosirio na nepredvidene i neocekivane vrste, a mora se Siriti unutar ciljane
populacije domacina. U¢inkovitost Sirenja mikovirusa izravno ovisi o kombinacijama gena unutar
populacije domacina (Cortesi i sur., 2001). Prema tome, za razliCite regije moraju biti dizajnirane
razlicite strategije upravljanja , a najprikladnija bioloska kontrola mora se primjenjivati za svaki

slucaj pojedinacno (Bryner i Rigling, 2011; Krstin i sur., 2008).

1.5 Rak kore kestena u Crnoj Gori

Sume kestena u Crnoj Gori imaju ekonomski, kulturologi, ekoloski, turisti¢ki i pejzazni znacaj.
Pojava raka kore kestena zabiljezena je na vise lokaliteta na podrucjima Boke kotorske i jezera
Skadar (Stojanovi¢ i Magazin, 2020), medutim ne zna se kada se bolest prvi puta pojavila, niti su

provedena istrazivanja populacija same gljive.

U susjednim drzavama je C. parasitica prisutna ve¢ neko vrijeme, te je poznat sastav populacije i
prisutnost hipovirusa. Primjerice, u Srbiji je bolest prvi put zabiljezena 1975., a dominantni vc tip
gljive je EU-12 (Karadzi¢ i sur., 2019) kao i u Albaniji (Myteberi i sur., 2013). U Bosni i
Hercegovini zabiljeZena je veca bioraznolikost nego u Srbiji, s dominantnim tipovima EU-1, EU-
2, EU-12 i EU-13 (Tresti¢ i sur., 2001). Na juznom dijelu Balkana, C. parasitica je prvo uo¢ena u
Grékoj 1 Sjevernoj Makedoniji i na tom podrucju je najzastupljeniji vc tip EU-12 (Sotirovski i sur.,
2004).

Kako bi se upotpunila epidemioloska slika bolesti na jugu Europe, te mogla dati predvidanja o
uspjehu Sirenja hipovirusa, potrebno je odrediti raznolikost tipova vegetativne kompatibilnosti

populacija gljive C. parasitica na podru¢ju Crne Gore.
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1.6 Ciljevi

e lzolirati DNA iz uzoraka gljive Cryphonectria parasitica s podrucja Boke kotorske i

Skadra

e Odrediti tipove vegetativne kompatibilnosti (vic genotip) uzoraka gljive C. parasitica

metodom PCR
e Odrediti raznolikost vc tipova u uzorcima s podrucja Boke kotorske i Skadra
e Usporediti populacije gljive C. parasitica s podru¢ja Boke kotorske i Skadra s

populacijama iz drugih zemalja
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2 MATERIJALI I METODE

2.1 Popis kemikalija

Popis kemikalija koriStenih u istrazivanju prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Popis koristenih kemikalije i njihove kratice

Kemijska
formula ili
Naziv kratica Proizvoda¢
Voda bez nukleaza
(AccuGENE Molecular Biology
Water) - Lonza
Agaroza - Sigma
Komercijalni komplet za
izolaciju DNA iz gljive
(OmniPrep™ for Fungus) - G-Biosciences
Boja za bojanja nukleinskih
kiselina
(GelStar™ Nucleic Acid Gel
Stain) - Lonza
Glicerol - Fisher Chemical
Polimeraza GoTag DNA (GoTaq
DNA Polymerase) - Promega
Pufer Green GoTag Flexi - Promega
Klorform - Kemika
Krumpirov dekstrozni agar PDA BioScience
Magnezijev klorid MgCl. Promega
Propan-2-ol - Fisher Chemical
Smjesa deoksinukleotida dNTP mix Promega
Tris/borat/etilendiamintetraoctena
kiselina pufer (AccuGENE
10xTBE Buffer) TBE pufer Lonza
Standard za odredivanje
molekularne mase DNA, 100 bp New England
DNA Ladder - BioLabs
96%-tni etanol EtOH Lach-Ner
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2.2 Uzorkovanje populacija na podrucjima Boke kotorske i Skadra

Terenske uzorke gljive C. parasitica na podru¢ju Crne Gore je sakupila i ustupila Milena
Stojanovi¢ s Biotehnickog fakulteta u Podgorici. Uzorkovane su dvije populacije, a u svakoj su
uzorci sakupljani na dvije lokacije: 1) populacija jezera Skadar s lokacijama Kostanjica (K-SJ) i
Ostros (0-SJ), te 2) populacija Boke kotorske s lokacijama Stoliv (S-BZ) i Kostanjica (K-BZ).
Uzorci gljive C. parasitica prikupljeni su krajem 2019. i po¢etkom 2020.

2.3 Laboratorijski uzgoj kultura gljive C. parasitica

Hranidbenu podlogu, krumpirov dekstrozni agar (engl. potato dextorse agar, PDA) za uzgoj gljive
pripremila sam prema uputama proizvodacéa otapanjem 39 g praha PDA u 1 L deionizirane vode u
staklenoj laboratorijskoj boci i potom sterilizirala autoklaviranjem (autoklav Kambi¢ A-21) 20 min
na 121°C. Nakon autoklaviranja vru¢u hranidbenu podlogu (oko 10 mL) ulila sam u Petrijeve
zdjelice promjera 60 mm.

Na podlogu sam postavila celofane koji su prethodno autoklavirani. Celofan sam koristila kako
bih lakSe sastrugala micelije za izolaciju nukleinskih kiselina. Uzorci su bili pohranjeni u
zamrzivacu na -80 °C u Eppendorf mikroepruvetama u sterilnom 22%-tnom glicerolu. Tijekom
rada uzorci su bili pohranjeni na ledu. Pripremu podloga i sav rad s kulturama provela sam unutar
laminara (Klimaoprema Cleanroom Technology KTV-A), kabineta koji osigurava radni prostor
od kontaminacija. Radnu povrsinu sam dezinficirala 70%-tnim etanolom na pocetku i na kraju

rada, a pincete i sav ostali koriSteni pribor stelirizirala 70%-tnim alkoholom i spalila.

1z svake mikroepruvete izvadila sam pincetom jedan komadi¢ agara s tkivom i sporama gljive.
Kulture gljive sam nasadila na PDA u Petrijevoj zdjelici s celofanom, a potom ih inkubirala u
fitotronu (Pol-eko aparatura), sedam dana u mraku pri 24 °C i 70% vlage, kako bi narasli miceliji,
a potom sedam dana na danjem svjetlu, pri sobnoj temperaturi da bi doslo do sporulacije. Nakon
Sto su narasle, kulture sam sastrugala s celofana u Eppendorf epruvete (2 mL) i pohranila u

zamrzivaé na -80 °C.
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Uzorci su liofilizirani 24 sata (liofilizator Alpha 1-2 Freeze Dryer,Christ) na temperaturi -58°C i
tlaku od 80 mbara. Nakon liofilizacije sam ih usitnila pomocu ¢eli¢nih kuglica (2r =5 mm) u

uredaju TyssueLyser (Qiagen) protresanjem u trajanju od 2 minute na frekvenciji od 30 Hz.

2.4 lzolacija genomske DNA iz uzoraka gljive Cryphonectria parasitica

1z liofiliziranih uzoraka gljive C. parasitica izolirala sam DNA pomoc¢u komercijalnog kompleta
za gljive (G-Biosciences) prema protokolu proizvodaca. Izvagala sam 5-10 mg usitnjenog
praskastog uzorka na analiti¢koj vagi (Precisa 62A SWISS QUALITY) u Eppendorf epruvete (2
mL). U plasti¢énu epruvetu otpipetirala sam 500 pL pufera za lizu (Lysis Buffer) po uzorku, te
dodala po 1 pL proteinaze K za svakih 100 pL pufera. Na svaki uzorak pipetirala sam 505 pL
pripremljene otopine, a grudice koje su nastale usitnila sam mikrotuckom i promijeSala na
vrtloznoj mijesalici kako bi se sav prah tkiva disperzirao u puferu. Zatim sam uzorke stavila na
grijaci blok (Epphendorfer Thermomixer comfort) na 60 °C u trajanju od 60 minuta. Nakon $to su
se uzorci ohladili na sobnu temperaturu, dodala sam 200 pL kloroforma i promijesala okretanjem
epruvete nekoliko puta. Uzorke sam potom centrifugirala na 14 000 g 10 minuta kako bi se faze
odijelile. Otpipetirala sam 350 pL gornje vodene faze u nove Eppendorf epruvete (1,5 mL), te
dodala 50 pL otopine za odvajanje komponenata (Stripping Solution). Uzorke sam inkubirala 8
minuta na 60 °C na grijacem bloku. Potom sam dodala 150 pL otopine za precipitaciju
(Precipitation Solution) i centrifugirala 7 minuta na 15 000 g. Supernatant sam dekantirala u nove
Eppendorf epruvete te sam dodala 500 pL izopropanola, zatim lagano protresla 10 puta i
centrifugirala na 14 000 g 5 minuta. PaZljivo sam dekantirala supernatant i dodala 700 pL 70%-
tnog etanola, a zatim sam centrifugirala 2 minute na 14 000 g. Etanol sam dekantirala, a uzorke
posusila na 55 °C na grijacem bloku kako bi etanol ispario. Na kraju sam izoliranu nukleinsku
kiselinu rehidrirala u 80 pL vode bez nukleaza. Koncentraciju sam odredila mjerenjem
apsorbancije pri valnoj duljini A=260, a ¢istocu pri valnim duljinama A=260/280 pomocu
spektrofotometra NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) u 2 puL uzorka i potom izolate DNA

pohranila u zamrzivac na -20 °C.
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2.5 UmnozZavanje Vvic lokusa na genomskoj DNA lan¢anom reakcijom

polimerazom (PCR)

Lancanu reakciju polimerazom (PCR) provela sam za 56 uzoraka u PCR termobloku Applied
biosystems SimpliAmp™ Thermal Cycler pomo¢u komercijalnog kompleta GoTaq PCR
(Promega). Uvjeti u kojima sam provela PCR reakcije ve¢inom slijede protokole opisane u

Mlinarec i sur. (2018), ali se razlikovalo vrijeme pocetne denaturacije koje je trajalo 5 minuta.

Za svaki lokus je provedena posebna PCR reakcija. Reakcijska smjesa za jedan uzorak prikazana
je u Tablici 2., a podaci o koriStenim poc¢etnicama u Tablici 3. Za lokuse u kojih su koristene samo
tri pocetnice (zajednicka uzvodna pocetnica za oba alela), umjesto ¢etvrte po€etnice u smjesu je
stavljen isti volumen vode bez nukleaza. Negativna kontrola sadrzavala je 9,5 L reakcijske smjese
i 0,5 uL vode bez nukleaza. Za svaki lokus sam koristila kontrolne uzorke — EU testere poznatog

vc tipa koji na pojedinom lokusu imaju razlicite alele.
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Tablica 2. Sastav reakcijske smjese za lan¢anu reakciju polimerazom iz kompleta GoTaq PCR

(Promega) za umnazanje alela na lokusima gljive Cryphonectria parasitica

Sastojak Pocetna Volumen za 1 PCR Konac¢na
koncentracija reakcijsku smjesu | koncentracija u 10
ML
Puffer 5% 2 uL 1x
Green GoTaq Flexi
MgCl, 25 mM 0,6 uL 1,5mM
Polimeraza GoTaq 5 U/uL 0,1 uL 05U
DNA
dNTP smjesa 10 mM 0,2 uL 0,2 mM
Pocetnica F1 10 pmol/pL 0,4 pL
0,4 uM
Pocetnica R1 10 pmol/pL 0,4 uL 0,4 uM
Pocetnica F2 10 pmol/pL 0,4 pL 0,4 uM
Pocetnica R2 10 pmol/pL 0,4 pL 0,4 uM
H20 - 5puL -
Uzorak DNA - 0,5 pL -
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Tablica 3. Naziv, veli¢ina amplikona i sljedovi baza pocetnica koristenih u lan¢anoj reakciji
polimerazom za odredivanje vic genotipa gljive Cryphonectria parasitica prema Short i sur.
(2015) i Mlinarec i sur. (2018)

Ocekivana
Ocekivana duljina
duljina amplikona
amplikona za alel 2 Naziv
Lokus | zaalel 1 (bp) (bp) pocetnice Slijed baza pocetnica (5'— 3")
vicla 308 1470 vicla-F GCTATCCACCCTCACAGAGAA
vicla-1R CGTCCTGCCTCAAGGAGATT
vicla-2R CATTTCGTCATCAGCACAAC
vic2 660 1089 vic2-F TTGATGGTGGAGTGTGACAGA
vic2-1R TCTCCCAATGACCTGAAATG
vic2-2R GATGTTTGGCATACATCGGC
vic3a 538 1203 vic3a-1F CAGGTTTAGCAGGTTCTTCC
vic3a-1R CAGGTTTAGCAGGTTCTTCC
vic3a-2F TCCATTGTCTCTATCCCATCC
vic3a-2R GCATCAGGACTTGCCAGATA
vicsd 529 741 vic4-pF GGTAGGATGACCTTTGCTGCT
vic4-1pR | GATACTTGCGCAAAGAAGGCG
vic4-2pR | ACGGCGCAGAAATGAGGGGGT
vic6 238 813 vic6-1F CGCATACTGTGTTTCCCAACT
vic6-1R AAGATCCTTGCGTACCTCCA
vic6-2F ACAGGATAGCAATCACTGCC
vic6-2R ACAGGGAACTCTGGTCGTTG
vic7 728 1109 vic7-F AGGTACACCCCCAAGATTCC
vic7-1R CCACGAAGTCTCTGGCGTA
vic7-2R CAGGCTCGATTCTCAAGGTG
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Reakcije PCR za lokuse vicl, vic3, vic4 i vic7 odvijale su u sljede¢im uvjetima: denaturacija je
zapocela pri 95 °C i trajala 5 minuta, nakon ¢ega je slijedilo 34 ciklusa koji su se sastojali od
denaturacije od 30 sekundi pri 95 °C, sparivanja pocetnica s kalupom pri 65 °C tijekom 30 sekundi
i produljivanje lanca DNA pri 72 °C u trajanju od 105 sekundi. Zavr$no produljivanje odvijalo se

pri 72 °C u trajanju od 7 minuta.

Za lokus vic2 reakcija je provedena metodom touchdown PCR, a zapocela je denaturacijom pri 95
°C koja se odvijala 5 minuta, nakon ¢ega je slijedilo 10 ciklusa koji su se sastojali od denaturacije
od 15 sekundi pri 95 °C, sparivanja pocetnica s kalupom pri 65 °C koje je trajalo 30 sekundi (u
svakom slijede¢em ciklusu temperatura sparivanja snizavala se za 0,5 °C) i produljivanje lanca
DNA pri 72 °C u trajanju od 105 sekundi. Potom su uslijedila 24 ciklusa u kojima se denaturacija
odvijala pri 95 °C tijekom 30 sekundi, sparivanje pocetnica s kalupom pri 60 °C tijekom 30 sekundi
1 produljivanje lanca pri 72 °C u trajanju od 105 sekundi. Zavr$no produljivanje lanca odvijalo se

pri 72 °C u trajanju od 7 minuta.

Za lokus vic6 pocetna denaturacija se odvijala pri 95 °C tijekom 5 minuta, nakon ¢ega je slijedilo
34 ciklusa koji su se sastojali od denaturacije od 30 sekundi pri 95 °C, sparivanja pocetnica s
kalupom pri 64 °C u trajanju od 30 sekundi i produljivanje lanca DNA pri 72 °C u trajanju od 105

sekundi. Zavrsno produljivanje lanca odvijalo se pri 72 °C, a trajalo je 7 minuta

Uspjesnost PCR reakcija provjerila sam elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu u 0,5x puferu
Tris borat EDTA (TBE) tijekom 45 minuta pri 90 V. Na gel sam pipetirala 2 puL svakog uzorka.
Za hojanje nukleinske kiseline koristila sam boju GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain (Lonza),
dodanu u gel prije izlijevanja. Kona¢na koncentracija boje u gelu bila je 1x. Za odredivanje
molekularne mase DNA odsjecaka koristila sam Standard za odredivanje molekularne mase DNA,
100 bp DNA Ladder (New England BiolLabs). UmnozZene odsjecke sam vizualizirala pod UV
svjetlom na transluminatoru (Syngene). Usporedbom veli¢ine umnozenih odsjecaka s poznatim
veli¢inama alela na vic lokusima kontrolnih uzoraka (EU-testera) odredila sam vic genotip svakog

uzorka.

Molekularnom metodom sam odredila vc tip za 56 uzoraka, dok je za 23 uzorka vc tip odredila
dr.sc. Lucija Nuskern Karaica klasicnom metodom sparivanja na PDA hranidbenoj podlozi

(Bissegger i sur., 1997), te sam i te rezultate uzela u obzir prilikom izracunavanja raznolikosti.
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2.6 lIzrazavanje Shannonovog indeksa raznolikosti

Raznolikost vc tipova gljive C. parasitica unutar istrazivanih populacija izrazila sam

Shannonovim indeksom (Anagnostakis, 1986), koji sam izracunala prema sljedecoj jednadzbi:

H'=-> pilnpi
gdje je:
H' — Shannonov indeks raznolikosti
pi — frekvencija pojedinog vc tipa
dok se pi ra¢una prema formuli:
pi=n/N

gdje je:
n — broj uzoraka pojedinog vc tipa

N — ukupan broj uzoraka

Maksimaln moguci broj ve tipova Koji mogu nastati rekombinacijom izra¢unala sam prema izrazu

2K gdje k predstavlja broj polimorfnih lokusa unutar populacije (Cortesi i Milgroom, 1998).
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3 REZULTATI

3.1 Koncentracije izolirane genomske DNA gljive C. parasitica

Koncentracije izolirane DNA kretale su se od 16,6 ng/uL do 1773 ng/uL. Izmjerene vrijednosti

prikazane su u Tablici 4.

21



Tablica 4. Koncentracije izolirane genomske DNA iz izolata gljive Cryphonectria parasitica s
podrucja Skadra s lokacijama Kostanjica (K-SJ) i Ostros (O-SJ) i 2), te s podrucja Boke kotorske

s lokacijama Stoliv (S-BZ ) i Kostanjica (K-BZ)

Boka kotorska Jezero Skadar
Uzorak Masa Koncentracija | Uzorak Masa Koncentracija
liofiliziranog | DNA (ng/pL) liofiliziranog | DNA (ng/uL)
tkiva (mg) tkiva (mg)
K-BZ 02-3 10,4 209,1 K-SJ 03-3 9,4 112,3
K-BZ 08-1 10,3 142.8 K-SJ 04b-1 9,7 57,8
K-BZ 11-3 10,7 246,3 K-SJ 05-3 10,4 43,9
K-BZ 16-1 11,5 30,7 K-SJ 09-2 9,3 38
K-BZ 16-2 9,8 177,1 K-SJ 09-3 11,7 1773
K-BZ 17-1 11,8 37,5 K-SJ 17-2 51 23,7
K-BZ 18-2 9,7 48,6 K-SJ 19-3 10,4 343,5
K-BZ 18-3 10,3 108,8 K-SJ 21-1 7,3 72,3
K-BZ 20-3 11,5 2194 0-SJ 02-2 9,6 180,4
K-BZ 23-1 9,2 166,8 0O-SJ 06-1 11,6 496,6
K-BZ 27-1 9,7 212,6 0O-SJ 06-2 10,9 72,9
K-BZ 27-3 9,8 135,6 0-SJ 07-2 134,9 58,4
S-BZ 01-2 11 534,9 0-SJ 09-2 10,1 16,6
S-BZ 03-3 10,9 65,8 0-SJ 09-3 11 129,7
S-BZ 05-3 11,1 50,7 0-SJ12-1 11,1 173,6
S-BZ 07-1 10,7 180,1 0-SJ 12-3 10,3 378,9
S-BZ07-2 11,4 307,4 0-SJ13-1 6,5 65,3
S-BZ 07-3 11,8 80,2 0-SJ 15-1 10,2 192,3
S-BZ 11-1 7,6 54,1 0-SJ 15-2 3 68,6
S-BZ 12-2 10,3 1221 0-SJ17-1 9 81,1
S-BZ 16-1 10,1 72,7 0-SJ 19-2 9,4 48,4
S-BZ17-2 10 36,6 0-SJ21-1 55 90,4
S-BZ 19-1 11 50,4
S-BZ 20-3 10,1 92,4
S-BZ 21-1 11,8 4257
S-BZ 23-2 11,5 75,7
S-BZ 24-2 10,6 167,7
S-BZ 26-1 10,8 251,3
S-BZ 26-2 10,6 90,1
S-BZ 27-1 10,2 35,7
S-BZ 27-3 10,8 132,1
S-BZ 28-2 11,3 149,6
S-BZ 30-3 10,4 116
S-BZ 31-2 10,7 57,2
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3.2 Raznolikost tipova vegetativne kompatibilnosti gljive C. parasitica na

podrucju Skadra i Boke kotorske

Za 23 uzoraka gljive C. parasitica vc tip bio je ranije odreden. Za 56 uzoraka gljive s podrucja
Skadra i Boke kotorske odredivala sam vc tip PCR metodom, te za svaki uzorak odredila alel
prisutan na pojedinom lokusu (Slika 6). Uspjesno sam odredila vc tip za 36 uzoraka metodom

PCR, a za 20 uzoraka nije bilo moguce odrediti vc tip (Tablica 5).

CART9f 200 1 20023800 2

CY RS G Lo R
1548 167 17

ALEL1 ALEL2

Slika 6. Elektroforeza PCR produkata (reprezentativna slika gela za lokus vic6) dobivenih
umnozavanjem izolirane genomske DNA iz liofiliziranih uzoraka gljive Cryphonectria parasitica
s podruéja Skadar s lokacijama Kostanjica (K-SJ) i Ostros (O-SJ) i 2), te podrucja Boke kotorske
s lokacijama Stoliv (S-BZ ) i Kostanjica (K-BZ). Brojevima su oznaceni izolati : 1- EU-3, 2- EU-
18 (testni izolati), 3-K-BZ 02-3, 4- K-BZ 08-1, 5-K-BZ 11-3, 6-K-BZ 16-1, 7-K-BZ 16-2, 8-K-
Bz 17-1, 9-K-BZ 18-2, 10-K-BZ 18-3, 11- K-BZ 20-3, 12- K-BZ 23-1, 13- K-BZ 27-1, 14-K-BZ
27-3, 15-S-BZ 01-2, 16- S-BZ 03-3, 17-S-BZ 05-3, 18- S-BZ 07-1, 19-S-BZ 07-2, 20- S-BZ 07-
3,21-S-BZ 11-1, 22-S-BZ 12-2, 23 S-BZ 16-1 24-S-BZ 17-2, 25- S-BZ 19-1, 26-S-BZ 20-3, 27-
EU-3, 28- EU-18, M- Standard za odredivanje molekularne mase DNA
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Tablica 5. Sastav alela na vic lokusima, te odredeni vc tip za uzorke gljive Cryphonectria
parasitica s podrucja Skadar s lokacijama Kostanjica (K-SJ) i Ostros (O-SJ) i 2), te podrucja
Boke kotorske s lokacijama Stoliv (S-BZ ) i Kostanjica (K-BZ).

* - tip vegetativne kompatibilnosti odreden je klasicnom metodom;

NA - not applicable (nije primjenjivo), jer se klasicnom metodom ne odreduju pojedinacni aleli;
X -neuspjesno odredivanje alela, pa time i ve tipa i nakon ponovljene PCR reakcije; nije
umnozen ni jedan ili su umnoZzena oba alela

Uzorak vicl vic2 vic3 vics Vic6 vic7 vc tip
Boka kotorska

K-BZ 02-1 NA NA NA NA NA NA EU-12*
K-BZ 02-3 1 1 1 2 1 1 EU-12
K-BZ 03-3 NA NA NA NA NA NA EU-12*
K-BZ 08-1 1 2 1 EU-12
K-BZ 11-3 1 2 2 EU-8
K-BZ 15-3 NA NA NA NA NA NA EU-12*
K-BZ 16-1 1 1 1 2 X 1 X
K-BZ 16-2 1 1 1 2 X 1 X
K-BZ 17-1 X 1 1 2 X 1 X
K-BZ 18-2 X 1 1 2 2 2 X
K-BZ 18-3 2 1 1 2 2 2 EU-2

K-BZ 20-1 NA NA NA NA NA NA EU-12*
K-BZ 20-2 NA NA NA NA NA NA EU-12*
K-BZ 20-3
K-BZ 23-1 2 1 1 2 2 - X

K-BZ 24-1 NA NA NA NA NA NA EU-12*
K-BZ 26-3 NA NA NA NA NA NA EU-12*

N
N
N
m
&
N

K-BZ 27-1 2 - X
K-BZ 27-3 2 - X
K-BZ 30-1 NA NA NA NA NA NA EU-12*
S-BZ01-2 2 1 1 2 1 1 EU-17
S-BZ 03-3 1 1 1 2 1 1 EU-12
S-BZ 05-3 1 1 1 2 1 1 EU-12
S-BZ07-1 2 1 1 2 2 - X
S-BZ07-2 1 1 1 2 1 1 EU-12
S-BZ07-3 2 1 1 2 2 - X
S-BZ11-1 1 1 1 2 1 1 EU-12
S-BZ12-2 2 1 1 2 2 2 EU-2
S-BZ 16-1 2 1 1 2 2 2 EU-2
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S-BZ 17-2 1 1 1 2 1 1 EU-12
S-BZ 19-1 1 1 1 2 2 1 EU-8
S-BZ 20-3 1 1 1 2 1 1 EU-12
S-BZ 21-1 2 1 1 2 2 2 EU-2
S-BZ 23-2 2 1 1 2 2 - X
S-BZ 24-2 1 1 1 2 1 1 EU-12
S-BZ 26-1 1 1 1 2 1 1 EU-12
S-BZ 26-2 1 1 1 2 1 1 EU-12
S-BZ 27-1 2 1 1 2 2 - X
S-BZ 27-3 - 1 1 2 2 - X
S-BZ 28-2 1 1 1 2 1 1 EU-12
S-BZ 29-3 NA NA NA NA NA NA EU-12*
S-BZ 30-3 2 1 1 2 2 1 EU-22
S-BZ 31-2 2 1 1 2 2 2 EU-2
Jezero Skadar

K-SJ01-1 NA NA NA NA NA NA EU-1*
K-SJ 03-3 2 2 1 1 2 - X
K-SJ 04b-1 X 2 1 1 2 - X
K-SJ 05-3 2 2 1 1 2 - X
K-SJ 08-2 NA NA NA NA NA NA EU-12*
K-SJ 09-2 2 1 1 1 2 - X
K-SJ 09-3 1 2 1 2 1 1 EU-11
K-SJ17-2 2 1 1 1 2 - X
K-SJ 19-3 1 1 1 2 1 1 EU-12
K-SJ 20-3 NA NA NA NA NA NA EU-12*
K-SJ 21-1 1 1 1 2 1 1 EU-12
0-SJ01-1 NA NA NA NA NA NA EU-12*
0-SJ 02-2 X 1 1 2 X 1 X
0-SJ 03-2 NA NA NA NA NA NA EU-12*
0-SJ 03-3 NA NA NA NA NA NA EU-12*
0-SJ 04-3 NA NA NA NA NA NA EU-12*
0-SJ 05-1 NA NA NA NA NA NA EU-12*
0-SJ 05-3 NA NA NA NA NA NA EU-12*
0-SJ 06-1 1 1 1 2 1 1 EU-12
0-SJ 06-2 X 1 X 2 1 1 X
0-SJ 07-2 1 1 1 2 1 1 EU-12
0-SJ 08-3 NA NA NA NA NA NA EU-12*
0-SJ 09-2 1 1 1 2 1 1 EU-12
0-SJ 09-3 1 1 1 2 1 1 EU-12
0-SJ11-2 NA NA NA NA NA NA EU-12*
0-SJ 12-1 2 1 2 2 1 1 EU-10
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0-8J 12-3 2 1 2 2 1 1 EU-10
0-SJ13-1 1 1 1 2 1 1 EU-12
0-SJ 14-1 NA NA NA NA NA NA EU-12*
0-8J 14-2 NA NA NA NA NA NA EU-12*
0-SJ 14-3 NA NA NA NA NA NA EU-12*
0-8J 15-1 1 2 1 2 1 1 EU-11
0-SJ 15-2 2 2 1 1 2 - X
0-SJ17-1 2 1 1 1 2 2 EU-6
0-8J 19-2 1 1 1 2 1 1 EU-12
0-SJ21-1 1 2 1 2 1 1 EU-11
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Na podruc¢ju Boke kotorske od ukupno 43 izolata vc tip nije odreden za 12 izolata (28%). Od
odredenih vc tipova prisutni su EU-12 s 21 izolatom (49%), EU-2 sa Sest izolata (14%), EU-8 s 2
izolata (5%), EU-22 s jednim izolatom (2%), EU-17 s jednim izolatom (2%) (Slika 7).

NEODREDENO
28%

EU-12
49%

EU-2
14%

EU-17 EU-8
2% 5%

Slika 7. Zastupljnost tipova vegetativne kompatibilnosti (vc) gljive Cryphonectria parasitica na
podrucju Boke kotorske

Na podrucju jezera Skadar od ukupno 36 izolata vc tip nije odreden za 0sam izolata (22%). Od
odredenih vc tipova prisutni su EU-12 s 21 izolatom (58%), EU-11 s tri izolata (8%), EU-10 s dva
izolata (6%), te EU-1 i EU-6 s po jednim izolatom (3%) (Slika 8).
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Slika 8. Zastupljnost tipova vegetativne kompatibilnosti (vc) gljive Cryphonectria parasitica na
podrudju jezera Skadar
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3.3 Shannonov indeks raznolikosti

Raznolikost vc tipova gljive C. parasitica izrazena pomoc¢u Shannonova indeksa za populaciju s

podrucja Boke kotorske iznosi 0,98 a za populaciju na podrucju Skadra 0,88 (Tablica 6).

Tablica 6. Shannonov indeks raznolikosti vc tipova gljive Cryphonectria parasitica s podrucja
Boke kotorske i Skadra

vetip | n | pi=n/N | pilnpi |
Boka kotorska
EU-2 6 0,1935484 | -0,317850529
EU-8 2 0,0645161 | -0,176828389
EU-12 21 0,6774194 | -0,263830971
EU-17 1 0,0322581 | -0,110773781
EU-22 1 0,0322581 | -0,110773781
N 31 H' 0,98

Jezero Skadar

EU-1 1 0,0357143 | -0,119007304
EU-6 1 0,0357143 | -0,119007304
EU-10 2 0,0714286 | -0,188504095
EU-11 3 0,1071429 | -0,239313452
EU-12 21 0,75 -0,215761554
N 28 H' 0,88

n - broj uzoraka pojedinog vc tipa

N - ukupan broj uzoraka kojima je uspjesno odreden vc tip
H' - Shanonnov indeks raznolikosti

pi - frekvencija pojedinog vc tipa
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3.4 Raznolikost vic alela u populacijama gljive C. parasitica na podrucju

Crne Gore

Na temelju podataka o alelima na pojedinim vic lokusima odredila sam broj polimorfnih lokusa u
svakoj populaciji (Tablica 7). U Boki kotorskoj polimorfni su bili lokusi vicl, vic6 i vic7, dok je u
populaciji Skadarskog jezera polimorfno bilo svih Sest lokusa. Na temelju podatka o broju
polimorfnih lokusa, prema izrazu 2* izraunala sam maksimalan broj moguéih novih vc tipova,
koji bi u toj populaciji mogli nastati spolnim razmnoZzavanjem — osam za Boku kotorsku i svih 64

za jezero Skadar.

Tablica 7. Sastav alela za dialelne vic lokuse za vc tipove odredene u populacijama Boke kotorske
1 jezera Skadar, broj polimorfnih lokusa i maksimalan broj mogu¢ih novih vc tipova

Ukupan broj izolata u

vc tip populaciji vicl | vic2 | vic3 | vicd | vice | vic7
Boka kotorska
EU-12 21 1 1 1 2 1 1
EU-2 6 2 1 1 2 2 2
EU-8 2 1 1 1 2 2 1
EU-17 1 2 1 1 2 1 1
EU-22 1 2 1 1 2 2 1
Broj alela 1 23 31 31 0 22 25
Broj alela 2 8 0 0 31 9 6
Broj polimorfnih
lokusa 3

Maksimalan broj
mogucih novih vc

tipova 8
Jezero Skadar

EU-12 21 1 1 1 2 1 1
EU-11 3 1 2 1 2 1 1
EU-10 2 2 1 2 2 1 1
EU-1 1 2 2 1 2 2 2
EU-6 1 2 1 1 1 2 2
Broj alela 1 24 24 26 27 26 26
Broj alela 2 4 4 2 1 2 2
Broj polimorfnih

lokusa 6

Maksimalan broj
mogucih novih vc
tipova 64
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3.5 Usporedba populacija gljive C. parasitica na podruéju Crne Gore s

populacijama u drugim drzavama

Dobivene podatke o raznolikosti populacija gljive C. parasitica u crnogorskim populacijama
usporedila sam s podacima o europskim populacijama dostupnim u literaturi (Tablica 8).

Tablica 8. Raznolikost tipova vegetativne kompatibilnosti gljive Cryphonectria parasitica u

Europi.

*NA-podatak nije dostupan

Broj
razli¢itih Broj Dominantni Indeks
Drzava vc tipova | uzoraka/izolata vc tip raznolikosti Literaturni izvor
Crna Gora 9 79 EU-12 0,88-0,98
Republika
Hrvatska 18 338 EU-1 0,63-1,69 (Krstin i sur., 2008)
Bosna i EU-12, EU-
Hercegovina 29 920 2, EU-1 0,22-2,52 (Tresti¢ i sur., 2001)
EU-12, EU-
Srbija 3 82 2, EU-1 0,65 (Karadzi¢ i sur., 2019)
EU-1, EU-2,
EU-3, EU-
Albanija 5 147 10, EU-12 NA (Myteberi i sur., 2013)
EU-12, EU-
1, EU-2,
Sjeverna EU-10, EU-
Makedonija 5 786 22 0,11-0,78 (Sotirovski i sur., 2004)
Grcéka 1 379 EU-12 (Sotirovski i sur., 2004)
Slovenija 15 254 EU-13 <1,15 (Krstin i sur., 2011)
(Cortesi i Milgroom,
Italija 20 716 EU-2 0,4-1,76 1998)
(Cortesi i Milgroom,
Svicarska 26 367 EU-2 1,48-2,18 1998)
Juzna Spanjolska EU- 66, EU
i zapadna "2 EU -66,
Francuska EU-72, EU - .
61 682 33, EU-2 0,327-0,782 (Robin i sur., 2009)
Njemacka 15 284 EU-2 (Peters i sur., 2014)
Portugal 9 617 EU-11 0,146-1,209 (Braganca i sur., 2007)
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4 RASPRAVA

Prilikom istrazivanja populacija gljive C. parasitica na podrucju Crne Gore, od ukupno 79 izolata
zabiljezeno je sveukupno devet razli¢itih vc tipova. Za usporedbu s drugim drzavama, u Republici
Hrvatskoj pronadeno je 18 vc tipova unutar 338 izolata (Krstin et al., 2008), u Bosni i Hercegovini
29 vc tipova unutar 920 izolata (Tresti¢ i sur., 2001) , u Srbiji unutar 82 izolata 3 razlicita vc tipa
(Karadzi¢ i sur., 2019), u Albaniji medu 147 izolata 5 vc tipova (Myteberi i sur., 2013), u Sjevernoj
Makedoniji medu 786 izolata 5 vc tipova (Sotirovski i sur., 2004), u Sloveniji 15 razlicitih vc
tipova medu 254 izolata (Krstin i sur., 2011), u Italiji 20 vc tipova medu 716 izolata (Cortesi i
Milgroom, 1998), u Svicarskoj 26 razligitih vc tipova unutar 367 izolata (Cortesi i Milgroom,
1998), u Njemackoj 15 vc tipova medu 284 izolata (Peters i sur., 2014), a u Portugalu je medu 617
izolata zabiljezeno 9 razli¢itih vc tipova (Braganca i sur., 2007).

Na podruéju Boke kotorske zabiljeZzeni su vc tipovi EU-12, EU-2, EU-8, EU-17 i EU-22, a na
podrucju jezera Skadar EU-12, EU-11, EU-10, EU-1 i EU-6. Najzastupljeniji vc tip i na podrucju
Boke Kotorske (49%) i na podru¢ju Skadra (58%) jest tip EU-12. Jedini zajednicki vc tip i na
podrucju Boke kotorske i Skadra jest EU-12. Nijedan od drugih utvrdenih vc tipova u ovom

istrazivanju nije pronaden na oba podrucja.

Prema prethodnim istrazivanjima (Krstin i sur., 2008), u Republici Hrvatskoj je EU-12
najzastupljeniji vc tip na podru¢ju Markusevca. U Bosni i Hercegovini EU-12 je dominantan u
istoénom 1 jugozapadnom dijelu drzave (Tresti¢ i sur., 2001). U Srbiji je EU-12 jedan od tri
prisutna vc tipa: EU-2, EU-12 i EU-1 (Karadzic¢ i sur., 2019). EU-12 je takoder najzastupljeniji vVC
tip i na podru¢ju Makedonije (94%) i Grcke (96%) (Sotirovski i sur., 2004), te Albanije (39%)
(Myteberi i sur., 2013). Prema provedenom istrazivanjima moze se primijetiti da su u Crnoj Gori
pronadeni EU tipovi koji su prisutni i u susjednim drzavama, a u vecini je najzastupljeniji tip EU-
12. U Sloveniji je dominantan EU-13 (Krstin i sur., 2011) koji u ovom istrazivanju nije pronaden
na podruc¢ju Crne Gore. U Njemackoj je dominantan vc tip EU-2 (64%) (Peters i sur., 2014), dok
su u Italiji i Svicarskoj to EU-2 i EU-1, a u Portugalu EU-11 (80,2%) (Braganca i sur., 2007).

Iz navedenih podataka mogu se uociti razlike u dominantnosti vc tipova u razli¢itim dijelovima

Europe. Tip vegetativne kompatibilnosti EU-12 je dominantan u juznoj i isto¢noj Europi dok je
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EU-2 rasprostranjen ve¢inom u zapadnoj i sjeverozapadnoj Europi (Karadzi¢ i sur., 2019; Robin i

Heiniger, 2001).

Pokazatelj raznolikosti populacije je i Shannonov indeks (H'). Za populaciju gljive C. parasitica
na podruc¢ju Boke kotorske Shannonov indeks raznolikosti iznosi 0,98, a za populaciju na podrucju
Skadra 0,88. Vrijednosti Shannonovog indeksa su priblizne vrijednostima indeksa raznolikosti u
susjednim drzavama (Karadzi¢ i sur., 2019; Krstin i sur., 2008; Tresti¢ i sur., 2001), dok su u
odnosu na Svicarsku i Italiju (drzave u kojima je ova vrsta duZe prisutna) znatno manje (Cortesi i
sur., 1998; Jezi¢ i sur., 2021). U odnosu na Republiku Hrvatsku (Krstin i sur., 2008) i Bosnu i
Hercegovinu (Tresti¢ i sur., 2001) bioraznolikost populacija u Crnoj Gori je manja, dok je veca
bioraznolikost u odnosu na Srbiju gdje su zabiljeZena samo tri razli¢ita vc tipa (Karadzi¢ i sur.,

2019) i Albaniju gdje je prisutno pet vc tipova (Myteberi i sur., 2013).

Za 20 uzoraka u kojih su se na pojedinim vic lokusima pojavila oba alela ili se aleli nisu uspjesno
umnozili nisam mogla odrediti vc tip. lako su PCR reakcije ponovljene za navedene uzorke,
odredivanje je bilo neuspjesno. Aleli se ve¢inom nisu amplificirali na lokusu vic7. Jedno od
mogucih objasnjenja je da je kod svih tih uzoraka na lokusu vic7 prisutan alel 2 te da je doslo do
degradacije pocCetnica za taj alel. U uzorcima u kojima su se amplificirala oba alela, to moze biti
posljedica visestruke infekcije. Naime, u istom raku mogu biti prisutne dvije gljive razli¢itih ve
tipova koje su mogle biti sakupljene istovremeno, te se umnozavanjem takvih uzoraka umnoze

aleli obiju gljiva.

U razmaku od nekoliko godina ponovljena su istrazivanja u Svicarskoj, Sjevernoj Makedoniji,
Hrvatskoj i Njemackoj. U Makedoniji se situacija s godinama gotovo i nije promijenila te je i dalje
dominantan tip EU-12 (Jezi¢ i sur., 2021; Peters i sur., 2014). Trenutna visoka ucestalost tipova
EU-1 i EU-2 u Svicarskoj i Hrvatskoj unutar populacija ukazuje na prili¢no stabilnu strukturu
populacije tijekom vremena (Jezi¢ i sur., 2021). Kao i u prethodnim istrazivanjima provedenim
prije 20 godina, ovom populacijom dominiraju vc tipovi EU-1 i EU-2, te njihova dva rekombinanta
EU-5 1 EU-6 (Krstin i sur., 2008; Robin i sur., 2000; Robin i Heiniger, 2001; Jezi¢ i sur., 2021.).
Ova stabilnost je neobi¢na, buduci da bi se o¢ekivalo povecanje raznolikosti u populacijama koje

imaju nekoliko polimorfnih vic lokusa i gdje je bila zabiljezena spolna reprodukcija (Jezi¢ i sur.,
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2018). Pretpostavlja se da bi se s vremenom dominantnost tipova EU-1 i EU-2 mogla smanjiti u
Svicarskoj i Hrvatskoj (Jezi¢ i sur., 2021).

Istrazivanja provedena u Njemackoj su pokazala da se broj ve tipova u Sumskim podruc¢jima vise
nego udvostrucio u razdoblju izmedu 1992. i 2012. (Peters i sur., 2012, 2014).

Povecana raznolikost vC tipova zabiljezena je i za druga podruc¢ja, primjerice u zapadnoj
Spanjolskoj, gdje je 2008. opisano $est vc tipova (Montenegro i sur., 2008) i 11 vc tipova u 2012.
(Peters i sur., 2014; Zamora i sur., 2012).

Ocekuje se da bi se na podrucju Crne Gore rekombinacijom mogao povecati broj vc tipova. Za
populaciju na podru¢ju Boke kotorske broj vc tipova mogao bi se povecati do 8 (23) jer su 3 lokusa
polimorfna, a za populaciju na podrucju jezera Skadar, gdje je svih 6 lokusa polimorfno,
maksimalni broj vc tipova bi mogao biti i 64 (2°). Svakako, u obzir treba uzeti da su prilikom

izraCunavanja koriSteni podaci samo za uspjesno odredene vc tipove.

Stabla kestena u Crnoj Gori potrebno je lijeciti jer im prijeti propadanje. Jedan od moguc¢ih nac¢ina
lijeCenja mogla bi biti bioloska kontrola virusom CHV1. Primjena hipovirulencije kao bioloske
kontrole jednostavnija je u populacijama gljive C. parasitica manje raznolikosti u kojima dominira
nespolno razmnozavanje gljive jer se virus uspjesno $iri kroz populacije anastomozom i nespolnim
sporama (Sotirovski i sur., 2004). LijeCenje mozZe biti otezano ako rekombinacijom s vremenom u
populaciji nastanu novi vc tipovi. Nastajanje novih vc tipova doprinosi poveéanju bioraznolikosti
gljive, a povecanjem bioraznolikosti smanjuje se vjerojatnost uspjeSnog prijenosa hipovirusa u
populaciji. Veliki broj razlicitih vc tipova predstavlja veliki problem u bioloskoj kontroli bolesti
(Krstin i sur., 2008). Na temelju dobivenih podataka za crnogorske populacije, nastanak mogucéih
novih vc tipova (osam novih vc tipova u Boki kotorskoj i 64 na podrucju jezera Skadar) moze
predstavljati prepreku za uspjesnu biolosku kontrolu.

S obzirom da su populacije relativno blizu, takoder postoji moguénost unosa novih vc tipova iz
jednog podrucja u drugo. Kako bi se bolest raka kestenove kore mogla kontrolirati vazno je pratiti
podrucja prirodnog rasta i/ili uzgoja kestena, raznolikost populacija gljive C. parasitica i

zastupljenost hipovirusa u populaciji kroz duzi vremenski period.
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5 ZAKLJUCAK

Uzorcima gljive Cryphonectria parasitica s podru¢ja Boke kotorske i Skadra odredila sam vc tip
lan¢anom reakcijom polimerazom (PCR). Sveukupno je utvrdeno devet razli¢itih vc tipova na
podrucju Crne Gore.

U populaciji gljive C. parasitica na podru¢ju Boke kotorske pronadeno je pet razli¢itih vc tipova,
a Shannonov indeks raznolikosi iznosi 0,98. U populaciji gljive C. parasitica na podrucju jezera
Skadar pronadena su Cetiri razli¢ita vc tipa, a Shannonov indeks raznolikosti iznosi 0,88.
Vrijednosti Shannonovog indeksa raznolikosti populacija gljive C. parasitica u Crnoj Gori su
slicne vrijednostima u susjednim drzavama, a znatno manje nego u drzavama U kKojima je ova vrsta
duze prisutna. Najzastupljeniji vc tip i na podru¢ju Boke Kotorske i na podrucju Skadra je EU-12.

To je najzastupljeniji vc tip i u drugim drzavama juzne i jugoisto¢ne Europe.
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7 ZIVOTOPIS

U Zupanji sam zavr§ila Opéu gimnaziju 2015. godine i iste godine upisala integrirani
preddiplomski i diplomski studij biologije i kemije na Prirodoslovno-matematickom fakultetu u
Zagrebu. Poznajem rad na racunalu te svakodnevno koristim Microsoft Office alate (Word,
Excel, Power Point, Outlook). Takoder, poznajem i koristim engleski jezik i u govoru i u pismu,
a sluzim se 1 njemackim jezikom. Otvorena sam, komunikativna 1 orijentirana prema timskom
radu. Tijekom akademskih godina 2018./2019. i 2019./2020. sudjelovala sam u organizaciji Dana
Karijera “Workln’ Science -W1Se* na PMF-u. Dobitnica sam Rektorove nagrade za drustveno
koristan rad u akademskoj zajednici u akademskoj godini 2018./2019. radi sudjelovanja u

organizaciji navedenog dogadaja.
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