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1. UvOD

1.1. Rak kestenove kore

Pocetkom 20. stolje¢a u Sjevernoj Americi pojavila se bolest, rak kestenove kore,
koja je ugrozila opstanak Suma kestena. Tu bolest uzrokuje patogena gljiva Cryphonectria
parasitica koja je nenamjerno unesena iz Azije u Sjevernu Ameriku (Anagnostakis 1987).
Rak kestenove kore ne predstavlja veliki problem u Aziji jer su azijski kesteni, prvenstveno
Castanea mollissima i Castanea crenata, razvili rezistenciju na bolest zahvaljuju¢i dugoj
koevoluciji s gljivom C. parasitica, dok americki i europski kesteni nikad prije nisu bili u
kontaktu s tim patogenom $to je rezultiralo pojavom tako agresivne bolesti (Anagnostakis
1982, Bryner i sur. 2014). Rak kestenove kore prvi put je uocen na americkom kestenu 1904.
godine u Bronx zooloskom vrtu u New Yorku (Merkel 1905). Bolest se Sirila prirodnim
arealom americkog kestena (Castanea dentata) koji se proteze od Maine do Alabame i
zapadno do rijeke Mississippi uniStavajuci tako stotine milijuna stabala kestena (Anagnostakis
1982). Rak kestenove kore prvi put se pojavio na europskom pitomom kestenu (Castanea
sativa) 1938. godine blizu Genove u Italiji te se ubrzo nakon toga prosirio na podrucje Citave
Europe (Robin i Heiniger 2001). Bolest je zahvatila i Sume kestena na podru¢ju Hrvatske.
Prvi put uocena je 1955. godine u blizini Opatije gdje se najvjerojatnije proSirila sa sjevera, iz

Slovenije (Krstin i sur. 2008).

Nekoliko desetlje¢a nakon $to se gljiva C. parasitica prosirila Europom, primijeéen je
prirodni oporavak europskog pitomog kestena. UocCeni su rakovi koji su postali inaktivni,
prestali su se $iriti 1 na njihovom mjestu formirali su se kalusi (Heiniger i Rigling 1994). Iz
kalusa su izolirani sojevi gljive C. parasitica zarazeni virusom Cryphonecrtia hypovirus 1
(CHV1). CHV1 je dvolancani (ds) RNA virus bez kapside koji se nalazi u citoplazmi gljive C.
parasitica. Clan je roda Hypovirus (Bryner i sur. 2013). Taj virus odgovoran je za oporavak
pitomog kestena jer inficira gljivu C. parasitica i reducira njen patogeni potencijal. Smanjenje
patogenog potencijala gljive naziva se hipovirulencija. Dakle, virus ne uniStava gljivu, ve¢
smanjuje njenu virulentnost. Takoder je smanjena 1 sposobnost sporulacije, rast gljive te
pigmentacija zbog ¢ega su hipovirulentni sojevi gljive C. parasitica u kulturi bijele boje
(Milgroom i Cortesi 2004, Bryner i sur. 2013). Hipovirulentni sojevi gljive C. parasitica

stvaraju povrsinske rakove koji nisu letalni i zahvacaju samo vanjski dio kore, dok virulentni



sojevi unistavaju kambijsko tkivo ispod kore te tako uniStavaju i stabla kestena (Bissegger i
sur. 1997, Bryner i sur. 2014). CHV1 se od jedne do druge gljive prenosi anastomozom hifa
gljive C. parasitica sto rezultira konverzijom gljive koja je primila virus u hipovirulentni
fenotip. Zbog toga se taj nacin prijenosa hipovirulencije koristi kao strategija za bioloSku
kontrolu raka kestenove kore (Nuss 1992, Bissegger i sur. 1997). Medutim, Sirenje virusa je
ograniceno ili onemoguceno izmedu sojeva gljive koji pripadaju razliitom tipu vegetativne
kompatibilnosti (VC). Sustav vegetativne kompatibilnosti gljive C. parasitica kontroliran je s
najmanje Sest vic lokusa. Izmedu sojeva gljive C. parasitica koji sadrze identi¢ne alele na
svim vic lokusima omoguceno je Sirenje virusa, dok je izmedu sojeva koji sadrze jedan ili vise
razli¢itih vic lokusa Sirenje virusa ogranic¢eno ili najé¢es¢e onemoguceno (Cortesi i Milgroom
1998, Choi i sur. 2012). Moguénost prirodnog Sirenja virusa izmedu VC tipova se smanjuje
ukoliko se broj heteroalelnih lokusa povecava (Liu 1 Milgroom 1996) Sto negativno utjece na

biolosku kontrolu raka kestenove kore.

1.2. Pitomi kesten (Castanea sativa Miller)

1.2.1. Povijest pitomog kestena i njegova rasprostranjenost u Europi

Europski pitomi kesten (Castanea sativa) pripada porodici Fagaceae (bukve) i ¢lan je
roda Castanea. Na masivu Coiron u Francuskoj nadeni su listovi i jedan fosil kestena star oko
8,5 milijuna godina koji nalikuje na europski pitomi kesten. U Europi su postojale dvije svojte
kestena: C. sativa i C. latifolia. Samo je C. sativa prezivjela zadnje ledeno doba i sada je ona
jedina autohtona vrsta kestena u srednjoj Europi i na Mediteranu (Bounous i Marinoni 2005,
Kosnovska 2013). Palinoloski podaci za sjeveroistoénu Grcku, jugoisto¢nu Bugarsku i
nekoliko regija u Anatoliji, ¢ija je starost procijenjena na 3700 godina, ¢vrst su dokaz
kultivacije kestena (Zeist i Bottema 1991). Za vrijeme Rimskog Carstva, stabla kestena su
zbog izrazite hranjive vrijednosti kultivirana 1 sadena 1 izvan svoje prirodne zone gdje nisu
bili najbolji uvjeti za njihov rast. Tada je pocelo Sirenje Suma pitomog kestena pod direktnim
antropogenim utjecajem (Zohary i Hopf 1988). Autohtone ili kultivirane Sume kestena Sirile
su se od Kavkaza preko Turske, Greke, Hrvatske i Slovenije do Italije, Francuske, Spanjolske,
Portugala, Njemacke i1 juzne Engleske. Europski pitomi kesten raste u svim mediteranskim
zemljama jer tamo ima povoljne klimatske uvjete za svoj rast i razvoj. Jestivi plodovi te dobra

kvaliteta debla ¢ine kesten jednom od najvaznijih Sumskih vrsta. Kesten je bio glavni izvor



hrane, posebice za ljudsku populaciju u ruralnim podrucjima te vrijedan resurs za mnoga

planinska podruc¢ja Mediterana (Bounous i Marinoni 2005).

1.2.2. Bioloske karakteristike

Pitomi kesten (C. sativa) je listopadno drvo visine od 20 do 30 m koje ima bujnu i
veliku kros$nju, moze dosegnuti promjer od 3 m i starost ve¢u od 500 godina. Mladi kesten
ima glatku koru, maslinastosmede boje sa svijetlim lenticelama, koja kasnije postaje
sivosmeda i duboko uzduzno ispucana. Korijenski sustav je snazan, s izrazenom glavnom
zilom. Listovi su naizmjeni¢no rasporedeni, dugi, uSiljenog vrha, pilastog ruba, koZzaste
teksture i nalaze se na kratkim peteljkama. Dugi su 12-20 c¢m i Siroki 3-6 cm, na licu su goli, a

nali¢je im je dlakavo (Tomi¢ 2010).

Pitomi kesten je jednodomna biljka. Muski cvjetovi se obi¢no nalaze u grupama po tri
ili ¢ak i vise. Skupljeni su u uspravne 10-30 cm duge prividne klasove s dlakavim vretenom
(Slika 1a). Zenski cvjetovi nalaze se pri bazi muskih cvatova. Sakupljeni su u grupice od 3 do
7 u zajednicki omota¢ (kupolu) (Slika 1b) (Tomi¢ 2010). Plod pitomog kestena je smedi
ora$¢i¢ s koZnatom lupinom. U pocetku razvoja zastien je zelenim omotacem iz kojeg se
kasnije razvija bodljikava kupola. Kupola se za vrijeme sazrijevanja ploda raspada u dva, tri
ili Cetiri reznja, a u njoj su 1-3 jestiva ploda (Slika 2). Dozrijevaju poc¢etkom listopada, a jedno

stablo moze godisnje roditi 1 do 200 kg plodova.

ook

Slika 1. Cvjetovi pitomog kestena (Castanea sativa): a) muski, b) Zenski

(www.aphotoflora.com, www.floralimages.co.uk)


http://www.aphotoflora.com/
http://www.floralimages.co.uk/

Stani$ta pitomog kestena su srednje duboka, umjereno vlazna i Kkisela tla (pH 4-5).
Kesten ne podnosi dobro ekstremne izmjene temperatura i dobro uspijeva na podrucjima tople
I blage klime s dovoljno vlage u zraku. Kod nas najéesée raste u kontinentalnoj Hrvatskoj i

najbolje uspijeva do 900 m n. v.

Slika 2. Plod pitomog kestena Castanea sativa

(www.naturescene.co.uk)

1.2.3. Gospodarska i ekonomska vaZnost

Kesten je jedna od najznacajnijih i1 najkorisnijih Sumskih vrsta jer su svi njegovi
dijelovi iskoristivi. Ima neprocjenjivo povijesno i kulturno nasljede te vaznu gospodarsku 1
ekonomsku ulogu. Jos§ od Srednjeg vijeka, plodovi pitomog kestena C. sativa koristeni su kao
osnovna hrana koja se susila i skladistila za cijelu godinu u mnogim ruralnim podru¢jima
Europe. Plodovi kestena su znacajni u prehrani jer sadrze visoki udio skroba (oko 43%), a
mali udio ulja (oko 3%). Osim toga, bogati su taninima i dobar su izvor vlakana, esencijalnih
masnih kiselina, mnogih vitamina i minerala kao S$to su kalcij, fosfor i magnezij (Borges 1 sur.
2008). Buduc¢i da su plodovi kestena bogat izvor antioksidansa, mogu¢i su i djelotvorni u¢inci
na zdravlje. Oni mogu sprijeciti ili usporiti oksidativnu Stetu u tijelu smanjujucéi na taj nacin
rizik od nastanka raka, pomaZuéi suzbijanju razvoja tumora, Stite¢i srce 1 krvne Zile, itd.
(Blomhoff i sur. 2006). Kesten je cijenjen i kao izuzetno kvalitetno drvo, a njegov list koristi
se u farmaceutskoj industriji. Zbog svoje velike trajnosti i lake obrade, deblo kestena Kkoristi
se kao gradevno (izrada razlicitih drvenih konstrukcija) i stolarsko drvo (izrada namjestaja). U

pcelarstvu se upotrebljava kao medonosna biljka jer sadrzi velike koli¢ine nektara.



Medutim, pojavom raka kestenove kore, kojeg uzrokuje patogena gljiva C. parasitica,
Sume kestena pretrpjele su veliku Stetu. UniSteno je stotine milijuna stabala, a kvaliteta
pitomog kestena i njegovog ploda je opala, kao i interes za njihovom upotrebom i

proizvodnjom.

1.3. Cryphonectria parasitica Murril Barr

Cryphonectria parasitica Murril Barr je nitasta, askomicetna, fitopatogena gljiva koja
pripada razredu Sordariomycetes, redu Diaporthales, porodici Cryphonectriaceae (Rossman i
sur. 2007). Uzro¢nik je raka kestenove kore koji oStecuje stabla kestena te uzrokuje njihovo
propadanje i susenje. Gljiva je vrlo agresivna i moze zaraziti stabla bez obzira na njihovu
vitalnost i dob (Novak-Agbaba i sur. 2000). Osim $to je patogen na kestenima (Castanea
spp.), zarazava i stabla drugih rodova i vrsta, naroCito vrste roda Quercus (OEPP/EPPO
2005).

1.3.1. Zivotni ciklus

Gljiva C. parasitica razmnozava se nespolno i spolno (Slika 3). Nespolno se
razmnoZava konidijama ili dijelovima micelija, dok se spolno razmnozava askosporama
(Marra 1 Milgroom 2001). Odabir na¢ina razmnoZavanja ovisi o okoliSnim ¢imbenicima kao
Sto su dostupnost nutrijenata, temperatura i1 svjetlo. Askospore 1 konidiospore (konidije)
prenose se vjetrom, kiSom, pticama, ali i1 ljudskom nepaznjom. Znacajan broj kukaca provodi
dio svog Zivotnog ciklusa na rakovima kestena pa su i oni vazni kao vektori u prijenosu
bolesti (Russin i sur. 1984). | spolne i nespolne spore ulaze kroz otvorene rane na kori kestena

koje su napravili kukci, te kliju zarazavajuéi i unistavajuéi zdravi vaskularni kambij kestena.
Nespolno razmnoZavanje

C. parasitica nespolno se razmnozava pomocu konidiospora, nespolnih spora koje
nastaju mitozom 1 koje su geneticki identicne kao 1 micelij. To su male, jednostani¢ne spore
koje se razvijaju u konidioforima, specijaliziranim hifama koje ih nose. Budu¢i da su konidije

geneticki identi¢ne kao i1 micelij, ne pridonose raznolikosti populacije gljive C. parasitica.



Spolno razmnoZavanje

Prilikom spolnog razmnozavanja dolazi do razvitka askogonija i1 anteridija. Askogonij
predstavlja zensku rasplodnu strukturu i on nakon plazmogamije prihvaca jezgru iz anteridija.
Plazmogamijom nastaje jedna stanica s dvije haploidne jezgre (dikarionska stanica), iz koje se
razvija askogeni micelij. Nakon nekog vremena dogada se kariogamija, jezgre se spajaju pri
¢emu nastaje jedna diploidna jezgra. Od jedne diploidne jezgre nastane 8 haploidnih jezgara
(mejozom diploidne jezgre nastanu Cetiri koje se kasnije podijele mitozom) te se formiraju
askospore, spolne spore koje se nalaze u askusu. 1z askospora se razvije haploidni micelij te

spolni ciklus krece iznova (Slika 3).

U gljive C. parasitica spolno razmnoZzavanje kontrolira se pomoc¢u dialelnog MAT
lokusa na kojem mogu biti aleli MAT1-1 ili MAT1-2. Taj lokus kontrolira proces oplodnje,
odredene korake sparivanja i MAT — specifi¢ne ferohormone i receptore (Kiies i Casselton
1992, Marra i Milgroom 2001). Sparivanje je moguée samo izmedu jedinki koje imaju
suprotne MAT alele (idiomorfe), MAT-1 ili MAT-2. Cryphonectria parasitica je heterotali¢na
(dvodomna) gljiva u koje se ¢esto dogada samooplodnja u prirodi. Medutim, u laboratorijskim
uvjetima rijetko dolazi do samooplodnje zbog spolne nekompatibilnosti gameta. Pretpostavlja
se da je do ovog proturje¢ja moglo do¢i zbog diparentalnog inbreeding-a, sparivanja blisko
srodnih gljiva u prirodi (Marra i Milgroom 2001, Montenegro i sur. 2008).
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Slika 3. Zivotni ciklus gljiva iz koljena Ascomycota

(Preuredena slika, online.science.psu.edu)



1.3.2. Simptomi raka kestenove kore

Gljiva C. parasitica zarazava zdravo kambijsko tkivo kestena. Spore gljive prodiru
ispod kore kroz otvorene rane na povrSini, kliju i dopiru do unutraS$njosti gdje tvore
svijetlosmedi micelij koji se moze vidjeti ukoliko se odstrani vanjski dio kore. Micelij moze
prezivjeti vise od 10 mjeseci u suhoj kori (Hepting 1974). Sirenje raka uzrokuje oSteéenje
kambija zbog ¢ega se naruSava prohodnost provodnih elemenata. U namjeri da se zastiti od
napada patogena i da zatvori napadnuto mjesto, stablo kestena odgovara pojacanom diobom
stanica. Budu¢i da se ne uspijeva zastititi, dolazi do susenja, nekroze i odumiranja distalnih
dijelova stabla kestena. Zaraza ne zahvaca korijen stabla zbog cega izdanci mogu nicati
iznova (Heiniger i Rigling 1994). Simptomi su vidljivi na granama i liS¢u koje se susi.
Plodovi kestena ne podlijezu zarazi pa infekcija ne utjeCe na klijanje i rast sjemenke, dok se

gljiva povezuje samo s bodljikavom ljuskom kestena (Jaynes i DePalma 1984).

Simptomi bolesti na kori kestena su varijabilni, a raspon boje kore kre¢e se od
svijetlosmede, Zu¢kastosmede ili narancaste do crvenosmede (OEPP/EPPO 2005). Mogu se
zapaziti tri oblika raka: aktivni rak, kalusirajudi rak i povrSinske nekroze (Halambek 1991).
Virulentan soj gljive C. parasitica uzrokuje aktivni rak (Slika 4). Prepoznaje se po uzduzno
raspucaloj kori, otvorenim ranama, tamnozutom lepezastom miceliju ispod kore i nastalim
izbojcima ispod mjesta infekcije. Na tom podrucju vidljiva su i brojna zutosmeda plodna tijela

gljive C. parasitica (Slika 4) (Novak-Agbaba i sur. 2000).

Slika 4. Aktivni rak kestenove kore s plodnim tijelima gljive C. parasitica

(www.cabi.org)



Dok u aktivnom raku zaraza brzo prodire do kambija, u povrSinskim nekrozama
infekcija vrlo sporo napreduje i ne prodire do kambijskog tkiva. U povrsinskoj nekrozi kora je
hrapava, a deblo na mjestu zaraze zadebljano (Slika 5). Uzroc¢nik ovakvih nekroza je
hipovirulentni soj gljive C. parasitica koji, za razliku od virulentnog soja, nije agresivan
(Novak-Agbaba i sur. 2000). Ukoliko se virulentni soj gljive zarazi hipovirusom, dolazi do
oporavka bolesnog stabla zatvaranjem rak rane, odnosno nastanka kalusa. Kalusiraju¢i rak

prepoznaje se po formiranom kalusnom stanicju oko rak rane (Slika 6).

Slika 5. PovrSinska nekroza kore kestena

(www.wsl.ch)

Slika 6. Kalusiraju¢i rak kestenove kore

(Bryner i sur. 2014)


http://www.wsl.ch/

Hipovirulentni sojevi gljive zanimljivi su jer, za razliku od virulentnih sojeva, ne
uni$tavaju stabla kestena. Za to je zasluzan virus Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) koji

zarazava gljivu C. parasitica i smanjuje njen patogeni potencijal.

1.4. Cryphonectria hypovirus 1 — uzro¢nik hipovirulencije

1.4.1. Karakteristike hipovirusa i njegov utjecaj na gljivu C. parasitica

Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) pripada porodici Hypoviridae, rodu Hypovirus.
Identificirano je pet razli¢itih podtipova hipovirusa CHV1, a to su: Spanjolski CHV1-E, dva
farncuska CHV1-F1 i CHV1-F2, talijanski CHV1-I i njemac¢ki CHV1-D (Allemann i sur.
1999). CHV1 je virus bez kapside koji kao genom ima dvolané¢anu (ds)RNA veli¢ine 12 712
pb (Bryner i sur. 2013, Feau i sur. 2014), nema strukturnih proteina i ne stvara virione, zrele
infektivne virusne Cestice. Pozitivni, kodiraju¢i lanac CHV1 je poliadeniliran (ima poliA rep
na 3' kraju) 1 sadrzi dva kontinuirana otvorena okvira ¢itanja (ORF A 1 ORF B) koja kodiraju
poliproteine koji se proteoliticki cijepaju (Slika 7) (Choi i sur. 1991). Proksimalna kodirajuca
domena 5', ORF A, kodira za dva polipeptida, p29 i p40, koja nastaju autoproteolitickim
cijepanjem poliproteina p69. Kod ekspresije ORF B takoder je uklju¢eno autoproteoliticko
cijepanje prilikom kojeg nastaje p48, polipeptid koji se odcjepljuje od N-terminalnog dijela
kodiranog poliproteina (Slika 7). ORF A i ORF B odvojeni su 5-UAAUG-3" sekvencom.
UAA dio pentanukleotida predstavlja stop kodon ORF A regije, dok AUG dio predstavlja
start kodon ORF B regije (Nuss 2005). Domene otvorenih okvira ¢itanja, ORF A i ORF B,
dijele homologiju sekvence s biljnim jednolancanim (ss)RNA virusima iz roda Potyvirus
(Koonin 1 sur. 1991), a poliadenilirani lanac je infektivan §to odgovara strategiji replikacije
SSRNA virusa (Dawe i Nuss 2001). Virus se nalazi unutar membranskih vezikula (promjera
50-80 nm) u citoplazmi gljive C. parasitica. CHV1 potice proliferaciju vezikula u kojima se
osim dsRNA virusa nalazi i RNA-ovisna RNA polimeraza (RdRp). Poznato je da je
replikacija pozitivnog lanca RNA virusa usko povezana s unutarstanicnim membranama.
Virus za svoju replikaciju koristi trans-Golgijevu mrezicu (TGN), a proteaza p29 ponasa se

kao integralni membranski protein u vezikulama (Jacob-Wilk i sur. 2006).

U sojevima gljive C. parasitica zarazenih CHV1 hipovirusom, reducirana je
virulencija, spolna i nespolna sporulacija te je smanjena proizvodnja pigmenta zbog ¢ega su

gljive u kulturi bijele, a ne Zute boje (Milgroom 1 Cortesi 2004, Bryner i sur. 2013). Medutim,



virus ima malo ili nimalo utjecaja na rast gljive u kulturi. Vidljivi simptomi povezani su sa
smanjenim nakupljanjem mRNA i proteina domacina. Okarakterizirana su cCetiri gena
domacina koja kodiraju za takve mRNA, a to su dva gena koja kodiraju spolni feromon gljive
(Virl i Vir2), gen koji kodira izvanstani¢nu lakazu (Lacl) i gen koji kodira hidrofobin (Crp)
koji se nalazi u stanicnoj stijenci gljive. Virus nema velikog utjecaja na ekspresiju ostalih
proteina gljive. Pretpostavlja se da virus koordinirano smanjuje ekspresiju ova Cetiri gena i da
su oni najvjerojatnije povezani u regulatornoj kaskadi (Kazmierczak i sur. 1996). Virusni
elementi prisutni u hipovirulentnim sojevima gljive C. parasitica djeluju na brojne procese u
gljivi, ukljuCuju¢i 1 interakcije domacin — patogen, selektivno moduliraju¢i ekspresiju

specifi¢nih gena i regulatorne putove u gljivi (Nuss 1992).

RIG GR

-

Copyright @ 2005 Nature Publishing Groug
Nature Reviews | Microbiology

Slika 7. Shematski prikaz geneticke organizacije i osnovne strategije ekspresije hipovirusa

CHV1 (Nuss 2005)

Postoje genetiCke varijacije u virulenciji CHV1 hipovirusa i varijacije u otpornosti
gljive C. parasitica. U virusa se kao primjer mogu navesti CHV1/EP713 i CHV1/Euro7.
CHV1/EP713 uzrokuje jacu redukciju fitnesa gljive C. parasitica i puno ozbiljnije simptome
(jacu redukeciju sporulacije 1 sporiji rast raka na stablima) od CHV1/Euro7 (Chen i Nuss 1999,
Peever 1 sur. 2000). Jako virulentni sojevi virusa su rijetki, a pretpostavlja se da se to dogada
zbog jake supresije sporulacije i rasta gljive pri ¢emu se smanjuje mogucnost prijenosa virusa
I njegov opstanak u populacijama gljive C. parasitica (Milgroom i Cortesi 2004, Sotirovski i
sur. 2011). Varijacija u odgovoru gljive C. parasitica na infekciju hipovirusom CHV1
zabiljezena je u nekoliko istrazivanja. Hipovirulentni sojevi gljive iz Europe 1 Sjeverne
Amerike pokazali su razli¢ite razine hipovirulencije u testu patogenosti koje se krecu od

nevirulentnih do onih sa skoro normalnom virulencijom koji izazivaju bolest na stablima
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kestena (Fulbright i sur. 1983, Elliston 1985a). Kod odgovora gljive na infekciju virusom,

osim genotipa virusa, jako je vazan i genotip gljive.

1.4.2. Nacini prijenosa hipovirusne dsRNA

Za razliku od biljnih i animalnih virusa koji imaju i unutarstani¢nu i izvanstani¢nu
fazu, virusi koji napadaju gljive imaju samo unutarstanicnu fazu u svom replikacijskom
ciklusu (Wickner 2001). Zbog toga je njihov prijenos ograni¢en na unutarstani¢ne mehanizme
kao S$to su razmjena citoplazme tijekom anastomoze (fuzije) hifa gljiva - horizontalni prijenos,
ili prijenos nespolnim sporama - vertikalni prijenos (Choi i sur. 2012). Nije zabiljezen

vertikalni prijenos virusa spolnim sporama (Liu i Milgroom 1996).
Vertikalni prijenos

Hipovirus CHV1 moze se prenijeti vertikalno iz micelija do konidija (Slika 8) koje se
onda mogu $iriti na druge rakove utjecuci tako na virulenciju sojeva gljive unutar raka (Liu i
Milgroom 1996). Konidije kliju i prodiru ispod kore kestena te anastomozom hifa mogu
prenijeti virus u ve¢ prisutne virulentne sojeve gljive, reducirajuci na taj nacin njihov patogeni
potencijal. Nazalost, stvaranje konidija u hipovirulentnim sojevima gljive je smanjeno i
hipovirus CHV1 prenosi se samo u odredeni broj konidija (Elliston 1985b). Virus se ne
prenosi vertikalno askosporama niti su nadeni hipovirulentni sojevi gljive koji proizvode

peritecij (plodno tijelo s askusima) (Liu i Milgroom 1996).

hipovirus CHV1 ¥ \'X
konidije

- 5 s® .z - \\\

micelij

Slika 8. Vertikalni prijenos hipovirusa CHV1 konidijama (nespolnim sporama)
(Preuredena slika, Nuss 2005)
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Horizontalni prijenos

Hipovirus CHV1 takoder moZze biti 1 horizontalno prenesen izmedu jedinki gljive
mijesanjem njihove citoplazme prilikom anastomoze hifa (Slika 9). Horizontalni prijenos
virusa omogucen je izmedu sojeva koji pripadaju istom tipu vegetativne kompatibilnosti (VC)
(Cortesi i sur. 2001). Sustav vegetativne (heterokarionske) kompatibilnosti regulira formiranje
heterokariona (viSejezgrene stanice) 1 prijenos citoplazmatskih elemenata izmedu jedinki
gljive, a kontroliran je s najmanje $est vic lokusa (Cortesi i Milgroom 1998, Choi i sur. 2012).
Prijenos hipovirusa CHV1 moze se dogoditi i izmedu sojeva gljive koji pripadaju razli¢itom
VC tipu, ali heteroalelizam na jednom ili vise vic lokusa znacajno smanjuje razinu prijenosa
(Cortesi i sur. 2001, Papazova-Anakieva i sur. 2008). Dakle, ukoliko se broj heteroalelnih
lokusa povecava, smanjuje se mogucnost prijenosa virusa medu sojevima gljive (Liu i
Milgroom 1996). Razli¢iti vic geni imaju razli¢it u¢inak na prijenos virusa pa isto tako razlika
u jednom vic lokusu izmedu VC tipova moze sprijeciti prijenos, dok se ponekad u slucaju
razlike u dva vic lokusa izmedu VC tipova virus moze prenijeti (Huber i Fulbright 1992, Liu i
Milgroom 1996). Kod anastomoze hifa gljiva razli¢itog VC tipa dolazi do formiranja
nestabilnog heterokariona i kaskade biokemijskih reakcija koje dovode do programirane
stani¢ne smrti zbog Cega se virus ne moZze prenijeti iz jedne jedinke u drugu (Glass 1 Kaneko
2003). Ukoliko takve gljive rastu zajedno u kulturi, barazna linija formira se duz zone
njihovog kontakta (Slika 10) (Choi i sur. 2012). Ako su jedinke kompatibilne, formira se
heterokarionski micelij 1 ne dolazi do programirane stani¢ne smrti. Takva anastomoza je

stabilna 1 nema baraZne linije (Slika 11).

CHV1 4

AN

hife anastomoza hifa

Slika 9. Horizontalni prijenos hipovirusa CHV1 anastomozom hifa
(Preuredena slika, Nuss 2005)
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Slika 10. Anastomoza izmedu a) nekompatibilnih i b) kompatibilnih izolata gljive C.

parasitica. (Barazna linija oznacena je strelicom.)

(Autorske fotografije)

1.4.3. PoteSkoce prilikom prijenosa hipovirusa

Postoji nekoliko razloga zbog kojih je otezan prijenos hipovirusa CHV1 kroz
populaciju gljive C. parasitica, $to negativno utjee na ozdravljenje zaraZenih stabala kestena.
Glavni razlog je vegetativna nekompatibilnost izmedu sojeva gljive razlic¢itog VC tipa. Ne
dolazi do stabilne anastomoze hifa zbog ¢ega je onemogucen prijenos virusa. Prijenos je
otezan 1 zbog toga Sto hipovirulentni sojevi gljive proizvode manje nespolnih konidija od
virulentnih sojeva te se virus vertikalno prenosi u samo odreden broj konidija zbog Cega
znacajan broj konidija hipovirulentnih izolata ne daje bijele kulture gljive C. parasitica. Jo§
jedan od razloga je i1 taj Sto se virus ne prenosi vertikalno spolnim askosporama koje su
odgovorne za prijenos na velike udaljenosti. Nije u potpunosti jasno kako su se hipovirulentni
sojevi gljive C. parasitica uspjeli prosiriti po cijeloj Europi unato¢ svim navedenim

poteskocama (Bissegger i sur. 1996).
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1.5. BioloSka kontrola raka kestenove kore

Hipovirus CHV1 se od jedne do druge jedinke prenosi anastomozom hifa gljive C.
parasitica. Takav nacin prijenosa hipovirulencije koristi se kao strategija za biolosku kontrolu
raka kestenove kore (Nuss 1992, Bissegger i sur. 1997). Medutim, hipovirus se uglavnom ne
moze prenositi izmedu sojeva gljive koji pripadaju razlicitom tipu vegetativne kompatibilnsti
(VC), pa raznolikost VC tipova gljive ograniCava njegovo Sirenje unutar populacije gljive C.
parasitica i na taj naéin utjeCe na uspjesnost bioloske kontrole raka kestenove (Heiniger i
Rigling 1994, Liu i Milgroom 1996). Uocen je i prijenos virusa izmedu sojeva gljive

razli¢itog VC tipa, ali u jako niskoj frekvenciji (Papazova-Anakieva i sur. 2008).

Raznolikost VC tipova u europskoj populaciji gljive C. parasitica je mala, za razliku
od americke populacije gdje je jako velika. Smatra se da je to glavni razlog zbog kojeg
bioloska kontrola raka kestenove kore nije uspjela u Sjevernoj Americi, dok je u Europi bila
jako uspjesna (Anagnostakis i sur 1986, Heiniger i Rigling 1994, Robin i Heiniger 2001).
Raznolikost VC tipova gljive C. parasitica u Europi veéa je u podru¢jima gdje je rak
kestenove kore prisutan dulje vrijeme kao $to su Italija, Francuska, Svicarska i neki dijelovi
Spanjolske (Robin i Heiniger 2001), dok je manja u podru¢jima gdje je rak prisutan relativno
kratko kao $to su Portugal (Gouveia i sur. 2001), Svicarska sjeverno od Alpa (Hoegger i sur.
2000) i Njemacka (Robin i Heiniger 2001). U Europi je identificiran 31 VC tip gljive C.
parasitica za kojeg su napravljeni testeri (Cortesi i Milgroom 1998), a ostala 33 VC tipa
dobivena su krizanjem izmedu ve¢ postoje¢eg 31 VC tipa gljive te su dodani setu testera.
Odredeni su genotipovi za 64 EU testera koji ukljucuju Sest vic gena (Robin i Heiniger 2001).
U zapadnoj Francuskoj nadeni su novi VC tipovi koji se ne mogu objasniti s ovih Sest vic
lokusa te su napravljeni dodatni EU testeri (EU65 — EU74) (Robin i sur. 2000).
Najzastupljeniji VC tipovi u Hrvatskoj su EU1, EU2 i EU12 (Krstin i sur. 2008).

Informacije o rasprostranjenosti i raznolikosti VC tipova jako su vazne kako bi se
primijenili odgovarajuci hipovirulentni izolati za $to uspjeSniju bioloSku kontrolu. Osim §to se
hipovirulentni sojevi gljive C. parasitica Sire prirodnim putem pridonoseci tako bioloskoj
kontroli raka kestenove kore, u rak se mogu inokulirati i umjetnim putem (Turchetti i Maresi
1988). Potrebno je odabrati mjesavinu hipovirulentnih sojeva gljive koji pokazuju najbolji
ucinak na smanjenje patogenog potencijala gljive te s njom tretirati rak na zarazenim stablima

kestena. Hipovirulentni sojevi prenose virus u virulentne sojeve gljive anastomozom hifa pri
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¢emu gljiva viSe ne uniStava koru i kambij kestena. Na mjestu aktivnog raka formira se kalus i

time dolazi do ozdravljenja stabla kestena.

Razli¢iti podtipovi hipovirusa CHV1 nisu jednako virulentni pa se kod bioloske
kontrole mogu koristiti na razli¢ite nac¢ine. Na primjer, izolati podtipova CHV1-F1 i CHV1-
F2 znatno reduciraju rast i sporulaciju gljive omogucavajuéi na taj nain brzo zarastanje
tretiranih rakova pa su jako vrijedni kod terapeutskih tretmana individualnih rakova.
Medutim, takvi podtipovi slabo se Sire i teSko odrzavaju u populaciji gljive C. parasitica pa se
trebaju iznova inokulirati da bi se postigla visoka prevalencija hipovirulencije. Za razliku od
izolata podtipova CHV1-F1 i CHV1-F2, izolati podtipa CHV1-l1 puno su pogodniji za
klasi¢nu biolosku kontrolu zbog toga §to se sami odrzavaju u populaciji gljive C. parasitica.
Zbog slabije virulencije, podtip CHV1-I ima veci ekoloski fitnes pa samim time i veéu
mogucnost Sirenja i odrZzavanja u populaciji gljive C. parasitica. lako je podtip CHV1-1 slabiji
od podtipova CHV1-F1 i CHV1-F2, on i dalje znacajno reducira virulenciju gljive i
omogucuje zarastanje raka (Bissegger i sur. 1997, Peever i sur. 2000, Heiniger i Rigling 2009,
Robin i sur. 2010). Prema tome, da bi se populacije kestena zastitile od razvoja bolesti, vazno
je i da se hipovirulentni sojevi odrze u populaciji gljive C. parasitica, a naro¢ito u kalusima

¢ije su formiranje omogucili.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je ustanoviti prisutnost virusa Cryphonectria hypovirus 1
(CHV1) u razli¢itim tipovima vegetativne kompatibilnosti (VC) izolata gljive Cryphonectria
parasitica prikupljenih iz kalusa kestena na podru¢ju Ozlja i Markusevca te odrediti VC
tipove izolata gljive i prevalenciju virusa u pojedinim tipovima gljive koji se pojavljuju u
kalusu i tkivu na granici kalusa i debla. Bitno je utvrditi opstaje li CHV1 i u kojoj mjeri u

kalusima, te moze li na taj nacin biti zastita od ponovnih infekcija virulentnim gljivama.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Uzorkovanje izolata gljive Cryphonectria parasitica

Prikupljanje i izolaciju uzoraka gljive C. parasitica iz kalusa kestena na podrucju
Ozlja i Markugevca obavili su prof. dr. sc. Mirna Curkovi¢ Perica i dr. sc. Marin JeZi¢ sa
Prirodoslovno-matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. Koru iz kalusnog tkiva i tkiva
na granici kalusa i debla uzorkovali su iz 24 kalusa (16 na podru¢ju Ozlja i 8 na podru¢ju
MarkuSevca) prema predlozenoj shemi na Slici 11. 1z kore su izolirali Ciste kulture gljive C.
parasitica te ih uzgojili na hranjivoj krumpirovoj podlozi (Potato Dextrose Agar, PDA). Sitne
kockice Ciste kulture svakog pojedinog izolata gljive C. parasitica pohranili su u sterilne

Eppendorf mikroepruvete u 22%-tni glicerol te ih zamrznuli na -80 °C.

Slika 11. Predlozena shema uzorkovanja kore kestena iz kalusnog tkiva (1-8) i tkiva na
granici kalusa i debla (9-12).
(Preuredena slika, www.acf.org)
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3.2. Uzgoj kultura izolata gljive C. parasitica

Sitne kockice kulture izolata gljive C. parasitica prethodno zamrznute u 22%-tnom
glicerolu na -80 °C inokulirane su na hranjivu krumpirovu podlogu (Potato Dextrose Agar —
PDA, Difco) u Petrijeve posudice (Medicplast; promjer 90 mm ili 60 mm). Agar je prethodno
pripremljen prema uputama proizvodaca na nacin da je 39 g PDA agra dodano u 1L
destilirane vode. Ta mjeSavina autoklavirana je 30 min na temperaturi od 121 °C i tlaku od 1
bara radi sterilizacije. Nakon autoklaviranja i kratkog hladenja, tekuéi agar izliven je u sterilne
Petrijeve posudice (Medicplast; promjer 90 mm ili 60 mm). Izlijevanje agra odvijalo se u

laminaru, prostoru steriliziranom UV svjetlom u kojem je stalno prisutno strujanje zraka.

Inokulacija sitnih kockica kulture izolata gljive C. parasitica na ohladeni PDA agar u
Petrijeve posudice takoder se odvijala u laminaru u sterilnim uvjetima. Sitna kockica kulture
svakog pojedinog izolata gljive pazljivo je izvuena sterilnom pincetom iz Eppendorf
mikroepruvete i stavljena na sredinu nove Petrijeve posudice. Pinceta, kao i sav pribor koji se
koristio, sterilizirana je 70%-tnim alkoholom i flambirana kako ne bi doSlo do zagadenja
plijesnima ili bakterijama iz okoline. Petrijeve posudice zatvorene su parafilmom da ne bi
doslo do kontaminacije. Uzorci gljive inkubirani su pri sobnoj temperaturi u periodu od
sedam dana u mraku, a zatim su nekoliko dana bili izloZeni danjem svjetlu. Kulture gljive
odrzavale su se precjepljivanjem, koje se provodilo u laminaru, tako da bi se pomocu
sterilnog skalpela izrezao (ili sastrugao) komadi¢ micelija 1 stavio na sredinu Petrijeve

posudice, okrenut naopako kako bi micelij bio u doticaju s hranjivom podlogom.

3.3. Odredivanje morfologije izolata gljive C. parasitica

Na temelju morfologije svjeze izraslih kultura gljive odredeni su virulentni i
hipovirulentni izolati gljive. Hipovirulentni izolati prepoznati su po bijeloj do blijedo zutoj
boji kulture jer imaju smanjenu proizvodnju pigmentacije zbog infekcije virusom CHV1, dok

su virulentni sojevi prepoznati po Zutoj do narancastozutoj boji micelija.
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3.4. Izolacija hipovirusne dsRNA, RT-PCR i elektroforeza

Iz izolata gljive C. parasitica intermedijerne boje kulture (izmedu bijele i Zute)
izolirana je dsRNA te je raden RT-PCR i elektroforeza da bi se utvrdila prisutnost hipovirusa
CHV1. Uzorci su presadeni na podlogu prekrivenu celofanom kako bi se mogla izolirati
virusna dsRNA iz micelija. Izolacija dsRNA radena je po protokolu Viral dSRNA extraction
kit Protocol (www.abcscientific.com/viral_ RNA_plant). Oko 45 g micelija gljive usitnjeno je
pomocu tucka u tarioniku uz dodatak tekuéeg dusika. DsRNA izolirana je iz izolata K07 1
(KO7- kalus iz kojeg je izolirana gljiva, 1- mjesto na kalusu iz kojeg je izolirana gljiva (Slika
11)), K14 3, K18 10, K22 6 1 K23 7, a uspjeSnost izolacije dsSRNA provjerena je pomocu
agarozne gel elektroforeze. KoriSten je 0,5%-tni agarozni gel (30 ml) na kojeg je nanoSeno 10
Ml svakog uzorka izolirane dsRNA, 5 pl markera GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo
Fisher) i 5 pl markera GeneRuler High Range (10000-20000 pb, Thermo Fisher). U gel je
prethodno dodano 0,3 ul boje GelStar (Lonza). Elektroforeza se odvijala u 1XTBE puferu
tijekom 90 minuta pri 80 V. Rezultati elektroforeze vizualizirani su pod UV svjetlom na
transiluminatoru. Koncentracije izolirane dsSRNA izmjerene su pomoc¢u NanoDropa (Thermo

Scientific).

Napravljene su dvije RT-PCR reakcije zbog toga Sto su u PCR-u koristena dva
razli¢ita seta pocetnica: set EP713-5 (F- forward)/R2280 (R- reverse) koji je specifiCan za
jednu regiju u otvorenom okviru ¢itanja A (ORF A) virusa i set EP713-6 (F)/EP713-7 (R)
specifican za jednu regiju u ORF B virusa. Kao negativna kontrola u reverznoj transkripciji
(RT) koristena je voda bez nukleaza ("nuclease-free"), a u lan¢anoj reakciji polimerazom
(PCR) destilirana voda. Kao pozitivna kontrola koristena je ve¢ izolirana dsRNA iz gljive

CR23 za koju se znalo da ima virus. Pripremljeni su uzorci izolirane dsSRNA koncentracije 25

ng/ul.

Reverzna transkripcija (RT) koriStena je kako bi se iz izolirane dSRNA mogla dobiti
cDNA koja se kasnije umnozava PCR reakcijom. Svaka reakcijska smjesa za RT sadrzavala
je 4 ul 5xGoScript reakcijskog pufera, 4 pl magnezijevog klorida (5 mM), 1 ul dNTP (0,5
mM svaki), 0,5 ul rekombinantnog RNazinog ribonukleotidnog inhibitora (20 U), 1 ul
GoScript reverzne transkriptaze (RT), 4,5 pl vode bez nukleaza i 5 pl mjesavine uzorka
izolirane dsRNA 1 nasumicnih pocetnica (4 pl uzorka koncentracije 25 ng/ul i 1 pl pocetnica,
odnosno 0,5 pg po reakciji). Priprema reakcijske smjese odvijala se na ledu. Uzorci s

pocetnicama inkubirani su 5 minuta pri 70 °C radi denaturacije, nakon ¢ega su premjesteni na
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led 5 minuta. Reakcijska smjesa inkubirana je 5 minuta pri 25 °C, zatim 60 minuta pri 42 °C i

15 minuta pri 70 °C, nakon Cega je stavljena na led.

Kod lancane reakcije polimerazom (PCR-a) svaka reakcijska smjesa sadrzavala je 5 ul
5xTaq reakcijskog pufera, 0,5 ul ANTP (0,5 mM svaki), 0,5 ul pocetnice F (10 uM), 0,5 pl
pocetnice R (10 uM), 0,5 ul Taq polimeraze, 0,5 ul RT produkta (¢cDNA) i 17,5 ul destilirane
vode. Reakcija se odvijala u sljede¢im uvjetima: 2 minute pocetne denaturacije pri 94 °C,
nakon Cega je slijedilo 35 ciklusa koji su se sastojali od denaturacije pri 94 °C tijekom 1
minute, sparivanja pocetnica s kalupom pri 55 °C tijekom 1 minute i 30 sekundi, i
produljivanja lanca DNA pri 72 °C tijekom 2 minute. Zavr$no produljivanje DNA trajalo je
10 minuta pri 72 °C.

UspjeSnost PCR reakcije provjerena je pomocu agarozne gel elektroforeze. KoriSten je
1%-tni agarozni gel (50 ml) na kojeg je nanoSeno 5 pl svakog PCR produkta i 5 pl markera
GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Fisher). U gel je prethodno dodano 2,5 pl boje GelStar
(Lonza). Elektroforeza se odvijala u 1xTBE puferu tijekom 68 minuta pri 100 V. UmnoZeni

fragmenti vizualizirani su pod UV svjetlom na transiluminatoru.

3.5. Test vegetativne kompatibilnosti i odredivanje VC tipova

izolata gljive C. parasitica

Testom vegetativne kompatibilnosti prati se pojava anastamoze hifa 1 barazne linije na
temelju Cega se odreduje jesu li odredeni uzorci gljive kompatibilni ili nisu. Ukoliko su izolati
gljive kompatibilni, njihovi miceliji su u potpunosti srasli Sto je karakteristicno za stabilnu
anastomozu. Kod nekompatibilnih izolata anastomoza je nestabilna pa duZ linije njihovog

kontakta dolazi do programirane stani¢ne smrti i samim time do pojave barazne linije.

Izolati gljive iz svakog pojedinog raka medusobno su sparivani da bi se utvrdila
njihova kompatibilnost. Nakon toga, izolati razli¢itog VC tipa unutar pojedinog raka sparivani
su sa standardnim europskim testerima EU1, EU2, EU12 i EU13 (poznati VC tipovi ve¢ prije
nadeni u Hrvatskoj) da bi se odredio njihov VC tip, ukoliko bi to bilo moguce. Sparivanja su
radena u Petrijevim posudicama (promjer 90 mm) na hranjivoj krumpirovoj podlozi (PDA) na
nacin da je micelij iz svjeZe kulture sastrugan sterilnim skalpelom i nacijepljen blizu ruba

Petrijeve posudice. Sparivani izolati medusobno su bili udaljeni 3-5 mm. U jednoj Petrijevoj
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posudici radeno je 6 sparivanja, a svako sparivanje radeno je u triplikatu da bi se dobili Sto
tocniji rezultati. Kod odredivanja VC tipova, sparivani tester i izolat takoder su bili
medusobno udaljeni 3-5 mm, a u jednoj Petrijevoj posudici radena su 4 sparivanja, a svako
sparivanje radeno je u duplikatu. Nakon nekoliko dana, moglo se vidjeti koji su izolati
kompatibilni, a koji ne. Ukoliko bi rezultati bili nesigurni, testiranje bi se ponovilo. Kod
ponovnih testiranja, u jednoj Petrijevoj posudici radena su 4 sparivanja i svako ponovljeno
sparivanje radeno je takoder u duplikatu. Cijeli postupak provodio se u laminaru u sterilnim

uvjetima.
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4. REZULTATI

4.1. Prisutnost virusa u izolatima gljive C. parasitica u slu¢aju

intermedijarne boje micelija

Iz izolata gljive koji su imali intermedijernu boju micelija (K07 1, K14 3, K18 10, K22
6 1 K23 7) izolirana je dsRNA radi utvrdivanja prisutnosti virusa. Nakon izolacije dsRNA i
agarozne gel elektroforeze, nije bila vidljiva niti jedna vrpca koja bi ukazivala na prisutnost
hipovirusne dsRNA (Slika 12). Negativni rezultati mogli su se dobiti zbog male koli¢ine
izolirane dsRNA koja nije bila dovoljna za vizualizaciju na gelu. Da bi se provjerila ta

mogucénost, raden je RT-PCR.

250

Slika 12. Elektroforeza uzoraka dsRNA izolirane iz micelija izolata gljive Cryphonectria
parasitica s podrucja Ozlja (K07 1 i K14 3) i Markusevca (K18 10, K22 6 i K23 7) u 0,5%-
tnom agaroznom gelu. M1: GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Fisher), M2: GeneRuler
High Range (10000-20000 pb, Thermo Fisher) - nije se uspio razdvojiti. Brojevi oznacavaju
duljinu fragmenta u parovima baza.
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Nakon RT-PCR-a i agarozne gel elektroforeze, na gelu su bile vidljive dvije vrpce
koje su ukazivale na prisutnost hipovirusa CHV1 u izolatu K18 10 (Slika 13). Budu¢i da su
radene dvije RT-PCR reakcije, kod uzorka K18 10 u jednoj reakciji umnozeni su fragmenti
regije u ORF A virusa, a u drugoj fragmenti regije u ORF B virusa. KoriSteni su setovi
pocetnica za obje regije jer se ponekad dogodi da se jedna od regija ne umnozi. Hipovirus

nije bio prisutan u uzorcima K07 1, K14 3, K22 6 i K23 7.

(-)8 (+)8

250

Slika 13. Elektroforeza RT-PCR produkata dobivenih umnozavanjem regije u ORF A (uzorci
oznaceni slovom A) virusa i regije u ORF B virusa (uzorci oznaceni slovom B) iz dsRNA
izolirane iz micelija izolata gljive Cryphonectria parasitica s podrué¢ja Ozlja (K07 11 K14 3) i
Markusevca (K18 10, K22 6 i K23 7) u 1%-tnom agaroznom gelu. (-): destilirana voda
(negativna kontrola), (+): izolirana dsRNA iz gljive CR23 za koju se znalo da ima virus
(pozitivna kontrola). M: GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Fisher). Brojevi oznacavaju
duljinu fragmenta u parovima baza.
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4.2. Raznolikost tipova vegetativnhe kompatibilnosti gljive C.

parasitica na podrucju Ozlja i MarkuSevca

Pomocu standardnih europskih testera EU1, EU2, EU12 i EU13 odredeni su tipovi
vegetativne kompatibilnosti za 64 uzorka gljive C. parasitica s podru¢ja Ozlja i Markusevca,
dok je tip vegetativne kompatibilnosti za 20 uzoraka ostao neodreden. U populaciji na
podrucju Ozlja najviSe je izolata neodredenog VC tipa, ¢ak 17 od ukupno 39. Od odredenih
VC tipova najzastupljeniji je EUL sa 13 izolata, zatim EU2 sa 7 izolata i EU12 sa 2 izolata,
dok nije zabiljezen niti jedan EU13 VC tip (Slika 14). U populaciji na podru¢ju Markusevca
najzastupljeniji je EU2 sa 24 od ukupno 45 izolata, zatim EU12 sa 11 izolata, EU1 sa 6 izolata
1 EU13 sa 1 izolatom, dok su 3 izolata bila neodredenog VC tipa (Slika 15).

®  Neodredeni VC tipovi
® EU1

m EU2

W EU12

Slika 14. Zastupljenost VC tipova na podrucju Ozlja
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m [EUZ

EU12

EUl
B Neodredeni VC tipovi
= EU13

Slika 15. Zastupljenost VVC tipova na podru¢ju Markusevca

4.3. Zastupljenost virusa CHV1 u kalusima kestena

Analizom morfoloskih karakteristika izolata gljive C. parasitica odredeni su
hipovirulentni 1 virulentni izolati gljive za svakog od 24 kalusa kestena s podrucja Ozlja 1
MarkusSevca te je ispitana vegetativna kompatibilnost izmedu sojeva koji su nadeni unutar
pojedinog kalusa da bi se procijenila mogucnost prijenosa virusa medu gljivama. Uoceno je
da se unutar pojedinog kalusa mogu nalaziti samo hipovirulentni sojevi gljive, samo virulentni
sojevi ili njithova kombinacija. U 6 od ukupno 16 kalusa s podrucja Ozlja nadeni su samo
hipovirulentni sojevi gljive, u 5 kalusa nadeni su samo virulentni sojevi, dok je u preostalih 5
kalusa nadena kombinacija hipovirulentnih i virulentnih sojeva gljive (Tablica 1). Od ukupno
8 kalusa s podru¢ja Markusevca, u 6 kalusa nadena je kombinacija hipovirulentnih i
virulentnih sojeva gljive, dok su u preostala 2 nadeni samo virulentni sojevi. U MarkuSevcu
nije naden nijedan kalus sa samo hipovirulentnim sojevima gljive (Tablica 2). Gledaju¢i sve
kaluse ukupno, 25% kalusa ima samo hipovirulentne sojeve gljive, 29,16% kalusa ima samo
virulentne sojeve, dok 45,84% kalusa ima kombinaciju hipovirulentnih i virulentnih sojeva
gljive (Slika 16). NajviSe razlicitth VC tipova gljive nadeno je u kalusima koji imaju

kombinaciju hipovirulentnih i virulentnih sojeva gljive (Tablica 3 i Tablica 4).
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Tablica 1. Morfoloske karakteristike kultura gljive C. parasitica izoliranih iz kalusnog tkiva
(1-8) i tkiva na granici kalusa i debla (9-12) iz kalusa kestena (KO1A-K15) na podrucju Ozlja
te vegetativna kompatibilnost izmedu sojeva nadenih unutar pojedinog kalusa. Hipovirulentni
izolati oznaceni su slovom 'w' (white), a virulentni izolati oznaceni su slovom 'y' (yellow).
Kompatibilni izolati unutar pojedinog kalusa oznaceni su tamnoplavom 1 svijetloplavom
bojom. Kalusi u kojima su prisutni samo hipovirulentni sojevi gljive oznaceni su sivom
bojom, kalusi u kojima su prisutni samo virulentni sojevi gljive zutom i kalusi koji imaju

kombinaciju hipovirulentnih i virulentnih sojeva gljive zelenom bojom.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
y w
y w y
w w? w?
v w w [y
W y w
K05 y y y
K06 w w
Ko7y wo | w
K08 w w w w w
K09 w w w
K10 w w
K11 y
K12 y
K13 w
K14 y*
K15 y y

* izolati u kojima je prisutnost virusa odredena izolacijom dsRNA i RT-PCR-om
& jzolati koji nisu koriSteni u ovom istrazivanju (rezultati prethodnog istrazivanja dr. sc.

Marina Jezica)
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Tablica 2. Morfoloske karakteristike kultura gljive C. parasitica izoliranih iz kalusnog tkiva
(1-8) i tkiva na granici kalusa i debla (9-12) iz kalusa kestena (K16-K23) na podruc¢ju
MarkuSevca te vegetativna kompatibilnost izmedu sojeva nadenih unutar pojedinog kalusa.
Hipovirulentni i virulentni sojevi kao i kalusi i kompatibilni izolati unutar pojedinog kalusa

oznaceni su kao u Tablici 1.

1 2 3 5 6 7 8 9 10 11 12
y y y w y
y y w w
w w w w w w y w w*
y° y y
y y y y
y y w w y y w y w
w w y* w
w y y w y* w w w

* izolati u kojima je prisutnost virusa odredena izolacijom dsRNA i RT-PCR-om

b jzolat izbaGen iz istraZivanja zbog toga $to nije rastao

B Kalusi s kombinacijom hipovirulentnih

i virulentnih sojeva gljive

kalusi s virulentnim sojevima gljive

[] Kalusi s hipovirulentnim sojevima gljive

Slika 16. Udio kalusa kestena s podruc¢ja Ozlja i MarkuSevca u kojima su prisutni samo
hipovirulentni, samo virulentni ili kombinacija hipovirulentnih i virulentnih sojeva gljive C.
parasitica.
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Tablica 3. Broj razli¢itih VC tipova u pojedinim kalusima kestena s podruc¢ja Ozlja. Kalusi su

oznaceni kao u Tablici 1.

Kalus K06 KO8 | K09 | K10 | K11 | K12 | K13 | K14 | K15

N (VC 1 2 1 3 2 2 1 2 1 1 2 1 1 1 1 1
tipovi)

Tablica 4. Broj razlicitih VC tipova u pojedinim kalusima kestena s podru¢ja Markusevca.

Kalusi su oznaceni kao u Tablici 1.

Kalus

N (VC 3 2 3 1 1 1 1 1
tipovi)

Izolati gljive C. parasitica uzorkovani su iz tkiva kalusa i tkiva na granici kalusa i
debla te je odredena prisutnost hipovirulentnih i virulentnih sojeva za svako od tkiva. Gljiva
nije izolirana iz svakog mjesta na kalusu iz kojeg se uzorkovalo tkivo. U kalusima kestena na
podrucju Ozlja, u tkivima kalusa nadeno je 10% virulentnih i 14 % hipovirulentnih sojeva
gljive, dok u 76% slucajeva gljiva nije bila prisutna (Slika 17a). U tkivima na granici kalusa i
debla nadeno je 3,12% virulentnih i 12,5% hipovirulentnih sojeva gljive, dok u 84,38%
sluc¢ajeva gljiva nije bila prisutna (Slika 17b). U kalusima kestena na podru¢ju Markusevca, u
tkivima kalusa nadeno je 29,68% virulentnih i 28,12% hipovirulentnih sojeva gljive, dok u
42,2% slucajeva gljiva nije bila prisutna (Slika 18a). U tkivima na granici kalusa i debla
nadeno je 12,5% virulentnih 1 15,62% hipovirulentnih sojeva gljive, dok u 71,88% slucajeva
gljiva nije bila prisutna (Slika 18b). U kalusima kestena na podru¢ju Ozlja i Markusevca
uglavnom dominiraju hipovirulentni sojevi, ali je znacajna i zastupljenost virulentnih sojeva.

Gljiva je viSe zastupljena u samom tkivu kalusa, nego u tkivu na granici kalusa i debla.
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Slika 17. Zastupljenost virulentnih i hipovirulentnih sojeva gljive C. parasitica a) u tkivu
kalusa 1 b) tkivu na granici kalusa 1 debla u kalusima kestena na podruc¢ju Ozlja. Gljiva nije

izolirana iz svakog uzorka kore kalusa. Os y — broj uzoraka kore.

29



25
20
15

10

5

20

15

10

29,68%

12,5%

42,2%

28,12%
Virulentni sojevi gljive

Hipovirulentni sojevi gljive

" Bez gljive

71,88%

Virulentni sojevi gljive
Hipovirulentni sojevi gljive
15,62% " Bez gljive

Slika 18. Zastupljenost virulentnih i hipovirulentnih sojeva gljive C. parasitica a) u tkivu

kalusa 1 b) tkivu na granici kalusa 1 debla u kalusima kestena na podru¢ju Markusevca. Gljiva

nije izolirana iz svakog uzorka kore kalusa. Os y — broj uzoraka kore.
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5. RASPRAVA

Hipovirus Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) prenosi se anastomozom hifa od jedne
do druge gljive ukoliko te gljive pripadaju istom tipu vegetativne kompatibilnosti (VC), t].
imaju identi¢ne alele na svim vic lokusima. Taj nacin prijenosa je jako bitan kod bioloske
kontrole jer se koristi kao strategija obrane protiv virusa (Nuss 1992, Bissegger i sur. 1997). U
ovom istrazivanju vegetativna kompatibilnost odredivana je izmedu izolata gljive iz svakog
pojedinog kalusa da bi se procijenila moguénost prijenosa virusa medu gljivama. Treba
spomenuti i moguénost da bi pojedini izolati mogli biti uzorci micelija iste gljive. U
pojedinim kalusima (npr. K08, K09) svi izolati gljive bili su kompatibilni i hipovirulentni $to
ukazuje na to da se virus anastomozom hifa prenio u svaku gljivu unutar kalusa ili da se radi o
jednom velikom hipovirulentnom miceliju uzorkovanom na vise mjesta. U nekim kalusima
(npr. K04, K07) primijeceno je da su hipovirulentni izolati bili kompatibilni — doslo je do
prijenosa virusa, dok se virus nije prenio u virulentne izolate koji su bili druk¢ijeg VC tipa.
Medutim, zamijeceni su kalusi (K21, K22, K23) u kojima su hipovirulentni izolati bili istog
VC tipa kao i virulentni, ali izmedu njih nije doslo do prijenosa virusa koji bi inace trebao biti
omoguc¢en medu sojevima gljive istog VC tipa. Pretpostavlja se da je moglo do¢i do
oslabljenja hipovirulentnih sojeva u kalusu ¢ime je omogucena invazija virulentnih sojeva ili
da su dijelovi prethodno hipovirulentnog micelija izgubili virus. Najvise razli¢itih VC tipova
gljive nadeno je u kalusima koji imaju kombinaciju hipovirulentnih i virulentnih sojeva gljive
Sto je oCekivano 1 objasnjava Cinjenicu za$to se virus nije prenio u virulentne sojeve. VC
tipovi odredeni su za pojedine izolate gljive C. parasitica. Za odredivanje VC tipova gljive
koristeni su testeri EU1, EU2, EU12 i EU13 jer su najzastupljeniji u Hrvatskoj (Krstin i sur.
2008). U populaciji kestena na podrucju Ozlja u 56% izolata gljive odredeni su VC tipovi, od
kojih je najzastupljeniji bio EU1, dok u ostalih 44% VC tip nije bio utvrden. U populaciji na
podru¢ju MarkuSevca samo 7% izolata bilo je neodredenog VC tipa, dok je VC tip bio
odreden za ostalih 93% od kojih je najzastupljeniji bio EU2. Dobiveni rezultati upucuju na
zakljucak da je raznolikost VC tipova veca na podrucju Ozlja gdje je, uz ocekivane VC

tipove, velika zastupljenost i nekih drugih VC tipova.

Odredena je prevalencija virusa u gljivama koje se pojavljuju u samom kalusu 1 tkivu
na granici kalusa i debla. Virulentni 1 hipovirulentni sojevi gljive nisu nadeni u vise od
polovice uzoraka kore izoliranih iz kalusa kestena. Dakle, gljiva naseljava samo dio povrSine

kalusa. U kalusima kestena na podrucju Ozlja u samom tkivu kalusa kao i u tkivu na granici
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kalusa i debla veca je zastupljenost hipovirulentnih nego virulentnih sojeva gljive, mada ta
razlika i nije toliko velika u samom tkivu kalusa (14% - hipovirulentni, 10% - virulentni). U
kalusima kestena na podru¢ju Markusevca u tkivu izmedu kalusa i debla razlika u
zastupljenosti hipovirulentnih i virulentnih sojeva je jako mala i ide u korist hipovirulentnih
sojeva (15,62% - hipovirulentni, 12,5% virulentni), dok u samom tkivu kalusa dominiraju
virulentni sojevi, mada s malom razlikom (29,68% - virulentni, 28,12% - hipovirulentni). lako
je ukupno u kalusima nadeno malo vise hipovirulentnih nego virulentnih izolata gljive C.
parasitica, neocekivano je velika zastupljenost virulentnih sojeva $to predstavlja opasnost od
mogucih ponovnih Sirenja infekcija 1 razvitka bolesti. Moze se uociti da je odnos

hipovirulentnih i virulentnih sojeva gljive jako dinamic¢an unutar kalusa kestena.

U ovom istrazivanju po prvi put je uoc¢eno da se u kalusima kestena mogu nalaziti
virulentni sojevi gljive C. parasitica s visokom stopom pojavnosti. Na podrucju Ozlja i
Markusevca 45,84% ispitivanih kalusa u svom tkivu imalo je kombinaciju virulentnih i
hipovirulentnih sojeva gljive, dok ih je ¢ak 29,16% imalo samo virulentne sojeve. To je jako
velik postotak s obzirom da virulentni (agresivni) sojevi gljive zarazavaju zdravo kambijsko
tkivo kestena uzrokujuéi tako aktivni rak kestenove kore koji unistava stabla kestena. Kalus
nastaje ukoliko se virulentni sojevi gljive unutar aktivnog raka zaraze hipovirusom CHV1,
koji reducira patogeni potencijal gljive, pri ¢emu dolazi do oporavka bolesnog stabla
zatvaranjem rak rane. Prema tome, u kalusu bi se trebali nalaziti hipovirulentni sojevi gljive
jer oni omogucuju formiranje samog kalusa. Postavlja se pitanje zasto je toliko velika

zastupljenost kalusa koji u svom tkivu imaju virulentne sojeve gljive.

Jedna od mogucnosti je ta da je hipovirulentna gljiva nakon nekog vremena izgubila
virus i postala virulentna. Nuskern i sur. (2015) radili su istrazivanje u kojem su in vitro
prenijeli razli¢ite sojeve virusa u izolate gljive razli¢itih VC tipova te su primijetili da je
opstojnost virusa u miceliju akceptoru ovisila o tome pripadaju li donorski i akceptorski
micelij istom ili razli¢itom VC tipu. Ukoliko bi pripadali razli¢itom VC tipu, nakon nekog
vremena doslo bi do gubitka virusa. Pretpostavili su da je do gubitka virusa iz micelija moglo
do¢i zbog njegove nedovoljne prilagodbe na novog domacina koji je razlicitog VC tipa. lako
je prijenos virusa izmedu gljiva razli¢itih VC tipova otezan, on se puno ¢es¢e dogada u prirodi
nego u laboratorijskim uvjetima pa bi to mogao biti i razlog gubitka virusa u kalusima
kestena. U gljivi C. parasitica RNA interferencija sluzi kao mehanizam obrane od virusa pa
bi ona mogla imati vaznu ulogu u gubitku virusa iz micelija. Gljiva ima dva Dicer-like gena i

Cetiri Argonaute-like gena, ali samo Dicer 2 (dcl2) i Argonaute 2 (agl2) potrebni su za obranu
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od virusa (Segers i sur. 2007, Sun i sur. 2009). Prilikom infekcije virusom, u gljivi je znacajno
povecéana ekspresija (12 — 20 puta) dcl2 gena, a ekspresija je jo§ veca (35 puta) ukoliko se
gljiva zarazi CHV1 mutantom kojem nedostaje polipeptid p29 Sto ukazuje na to da p29 sluzi
kao supresor RNA interferencije (Zhang i sur. 2008). Kod RNA interferencije protein Dicer
cijepa endogene dsRNA pri ¢emu nastaju dvolanc¢ane siRNA (small interfering RNA, 21 — 24
nt) koje se ugraduju u RISC kompleks (RNA-induced silencing complex). Taj RISC
kompleks cilja i razgraduje homologne RNA u citoplazmi (Tomari i Zamore 2005), a jedna od

meta je i hipovirusna RNA.

Druga mogucénost mogla bi biti ta da se iz nekog razloga cijela hipovirulentna gljiva
izgubila iz kalusa kestena i da se na njeno mjesto naselila nova virulentna gljiva koja bi
ponovo mogla izazvati infekciju i ugroziti stablo kestena. Bez obzira na razlog gubitka virusa
u kalusima, stablima kestena prijeti opasnost od ponovne infekcije i pojave aktivnog raka. Da
bi se ustanovilo Sto se tocno dogodilo 1 koji je razlog gubitka hipovirulencije, potrebno je

pratiti promjene u kalusima kroz odredeni vremenski period.
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6. ZAKLJUCAK

Za 64 uzorka gljive Cryphonectria parasitica prikupljenih iz kalusa pitomog kestena
Castanea sativa na podru¢ju Ozlja i Markusevca odredeni su tipovi vegetativne
kompatibilnosti (VC), dok je tip vegetativne kompatibilnosti za 20 uzoraka ostao neutvrden.
Na podru¢ju Ozlja najzastupljeniji VC tip je EUI, dok je na podru¢ju Markusevca
dominantan VC tip EU2. Raznolikost VC tipova veca je na podrucju Ozlja.

U pojedinim kalusima nije dos$lo do prijenosa virusa Cryphonectria hypovirus 1
(CHV1) izmedu hipovirulentnih i virulentnih sojeva gljive C. parasitica istog VC tipa zbog
moguceg slabljenja hipovirulentnih sojeva u kalusu ¢ime je omogucéena opstojnost virulentnih

sojeva.

Odnos hipovirulentnih i virulentnih sojeva gljive C. parasitica jako je dinamican
unutar kalusa kestena. U kalusima uglavnom dominiraju hipovirulentni sojevi gljive, ali je

velika zastupljenost i virulentnih sojeva koji bi ponovno mogli izazvati bolest.

Virulentni sojevi gljive C. parasitica u kalusima pitomog kestena pojavljuju se u
visokoj stopi. Moguci razlozi za to su spontani gubitak virusa iz hipovirulentnih sojeva gljive
koji postaju virulentni ili gubitak cijele hipovirulentne gljive na ¢ije se mjesto naselila nova

virulentna gljiva koja bi mogla izazvati infekciju 1 unistiti stablo kestena.

Da bi se ustanovio razlog gubitka hipovirulencije, potrebno je pratiti promjene u

kalusima kestena kroz odredeni vremenski period.
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ZIVOTOPIS

Rodena sam 11.11.1991. godine u Splitu. U Imotskom sam zavrSila op¢i smjer u Gimnaziji
dr. Mate Ujevic¢a s odlicnim uspjehom. Preddiplomski studij molekularne biologije upisala
sam 2010. godine na Prirodoslovno — matematickom fakultetu Sveudilista u Zagrebu, a zvanje
sveucilisne prvostupnice molekularne biologije stekla sam 2013. godine kada sam upisala i
Diplomski studij molekularne biologije. Sudjelovala sam na manifestaciji No¢ biologije. Kao
Clanica hrvatskog tima sudjelovala sam u izvodenju multilateralnog medunarodnog
znanstvenog projekta koji financira Svicarska nacionalna zaklada za znanost pod nazivom
»Invasive chestnut diseases in the Balkans and Georgia — epidemiological research and
management options“. Koautor sam znanstvenog priloga na medunarodnom kongresu
,International Plant Protection Congress (IPPC) 2015 odrzanom u Berlinu od 24.-27.
kolovoza 2015. Sudjelovala sam na 12. Hrvatskom bioloskom kongresu gdje sam usmeno
izlozZila rezultate istrazivanja pod nazivom ,,Diversity of Cryphonectria parasitica in healed

chestnut cankers®. Stipendiju za izvrsnost Sveucilista u Zagrebu dobila sam 2015. godine.

Od srednjoskolskih dana moji interesi usmjereni su prema podru¢ju molekularne
biologije, razumijevanju svih molekularnih mehanizama koji pokreéu zivucu stanicu i
otkrivanju tajne zivota. Kroz fakultetsko obrazovanje moj interes se produbio i usmjerio
prema podrucju istrazivanja virusa, osobito humanih virusa, njihovim mehanizmima
djelovanja i mehanizmima obrane organizma. Fascinira me kako izrazito male Cestice uvelike
utjecu na cijeli organizam. Prema tome, moji interesi usmjereni su na stru¢no napredovanje i
usavrSavanje tog podrucja kako bih svojim znanjem 1 stru¢noS$¢u doprinijela drustvu. Uz
viruse, podru¢ja koja me takoder izrazito zanimaju su biologija stani¢nog starenja,

epigenetika, mutageneza i kancerogeneza te biologija mati¢nih stanica.
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