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1. UvOD
1.1. Rak kore kestena
1.1.1. Uzroc¢nik bolesti

Rak kore kestena je biljna bolest koju uzrokuje fitopatogena gljiva mjesinarka Cryphonectria
parasitica (Murr.) Barr. Pocetkom 20. stoljeca unesena je iz svog prirodnog areala, isto¢ne
Azije, u Sjevernu Ameriku i Europu gdje se prosirila kroz populacije americkog kestena
[Castanea dentata (Marsh.) Borkh.] i europskog pitomog kestena (Castanea sativa Mill.)
uzrokujuci velika ostecenja stabala (Anagnostakis 1987). S lokalnim vrstama kestena isto¢ne
Azije to nije slucaj jer su one otpornije na infekciju zahvaljujuéi koevoluciji sa spomenutim
patogenom (Milgroom i Cortesi 2004). U Americi je bolest prvi put zabiljezena 1904. godine
na podrucju New Yorka i1 kroz nekoliko desetljeca je gotovo u potpunosti unistila americki
kesten, do tada dominantnu drvenastu vrstu na tom podruc¢ju (Anagnostakis 1987). U Europi je
bolest opazena 1938. godine na sjeveru Italije odakle se Sirila u svim populacijama europskog
pitomog kestena (Biraghi 1946). Ova gljiva mjeSinarka postala je klasi¢an primjer unesenog
patogena koji ima potencijal izazvati izrazito Stetne posljedice na autohtonim vrstama drveca

(Anagnostakis 1987).

1.1.2. Simptomi bolesti

Ulaskom askospore (spolne spore) ili konidiospore (nespolne spore) kroz rane na kori debla ili
grana, gljiva C. parasitica zarazava stablo kestena. Klijanjem spore razvija se micelij koji se
intenzivno $iri ispod kore stabla uzrokuju¢i oste¢enje kambija 1 sprjeCavanje transporta vode i
hranjivih tvari (Heiniger i Rigling 1994). Na mjestu infekcije nastaje karakteristi¢no uleknuce,
takozvani rak (Slika 1A), koji naposljetku moze uzrokovati odumiranje debla iznad mjesta
infekcije ili suSenje pojedinih grana, ovisno na kojem dijelu stabla je doslo do infekcije (Rigling
i Prospero 2018). Mlada stabla su posebno osjetljiva na infekciju pa se bolest vrlo brzo prepozna
po povrSinskom narancasto do crveno-smedem oSte¢enju kore, nastalim pukotinama i
oljustenoj kori. Na starijim stablima promjene na kori su manje uocljive pa je oboljenje na
temelju izgleda kore teSko prepoznati sve dok se ne pojave uzduzni rascjepi ispod kojih su
vidljiva narancasta plodna tijela gljive (Diller 1965). Osim toga karakteristiéni simptomi bolesti
su i uvenuli listovi koji ne otpadaju s osuSenih grana, $to predstavlja najizraZeniji rani simptom
infekcije starijih stabala, kao i stvaranje brojnih mladih izbojaka ispod mjesta zaraze (Slika 1B),
iako 1 ti novonastali izbojci vrlo Cesto takoder obole i odumiru nakon par godina (Rigling i

Prospero 2018).



Slika 1. Simptomi raka kore pitomog kestena. A) OStecenje na kori pitomog kestena zaraZzenog
gljivom C. parasitica. B) Tipi¢an simptom oboljenja je stvaranje izbojaka ispod mjesta zaraze
te uvenuli listovi koji ne otpadaju sa osusenih grana zarazenih virulentnom gljivom. Fotografije

snimio doc. dr. sc. Igor Poljak.

Sirenje zaraze ne jenjava ni nakon odumiranja &itavog stabla jer gljiva C. parasitica prelazi na

saprofitski nacin prehrane i uspjeS$no stvara spore koje su izvor daljnjih infekcija (Prospero i

sur. 2006).

Za razliku od populacije ameri¢kog kestena koja je gotovo u potpunosti unistena, na podrucju
Italije je 1951. godine uocen prirodni oporavak stabala kestena, a rak na takvim stablima se i
morfoloski razlikovao od tipi¢nog, aktivnog raka. Molekularnom detekcijom primijeceno je da
su izolati takve gljive zarazeni RNA virusom — Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1), a ta pojava
smanjene virulentnosti gljive uslijed infekcije virusom CHV1 nazvana je hipovirulencija
(Hillman i Suzuki 2004).



1.2. Mikovirusi porodice Hypoviridae
1.2.1. Porodica Hypoviridae

Virus Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) je najistrazenija vrsta porodice Hypoviridae koja
sadrzi samo jedan rod — Hypovirus. Unutar roda Hypovirus, uz spomenutu vrstu CHV1, poznate
su jos tri vrste — CHV2, CHV3 i CHVA4. lako sve inficiraju fitopatogenu gljivu C. parasitica
navedene vrste se medusobno razlikuju u organizaciji genoma, Sposobnosti utjecaja na
domacina 1 rasprostranjenosti (Hillman i Suzuki 2004). Osim $§to su sli¢ne po duljini genoma,
virusne vrste CHV1 (12.7 kb) 1 CHV2 (12.5 kb) sadrZe i dva otvorena okvira ¢itanja (ORF, od
engl. open reading frame), ORF A i ORF B. S druge strane, vrste CHV3 (9.8 kb) i CHV4 (9.1
kb) imaju kra¢i genom i samo jedan otvoreni okvir ¢itanja (Dawe i Nuss 2013). Sto se ti¢e
rasprostranjenosti, virus CHV1, izuzev toga $to je pronaden u Aziji odakle i potjece, prevladava
i u Europi gdje se biljezi kao jedina prisutna vrsta roda Hypovirus (Milgroom i Cortesi 2004).
Virus je najvjerojatnije unesen u Europu iz Azije zajedno sa svojim domacinom, gljivom C.
parasitica (Bryner i sur. 2012). U Sjevernoj Americi dominira virusna vrsta CHV4 dok CHV1
na tim prostorima izostaje, osim na nekoliko mjesta na koja je unesen radi bioloske kontrole
(Linder-Basso i sur. 2005). Virus CHV?2 rasprostranjen je na podrucju Sjeverne Amerike (New
Jersey) i Kine, dok CHV3 obitava samo na podrucju Sjeverne Amerike. Za razliku od virusne
vrste CHV4 koja ima zanemariv utjecaj na hipovirulenciju, virusne vrste CHV2 i CHV3 takoder
uzrokuju hipovirulentnost gljive C. parasitica, medutim, CHV2 ima nizak ekoloski fitnes
(slabo se §iri u prirodnim populacijama), a CHV3 ima slab utjecaj na sporulaciju gljive (Hillman
i Suzuki 2004).

1.2.2. Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1)

CHV1 je gola, jednolancana RNA (ssRNA, od engl. single-stranded RNA) iako je
prevladavajuéi oblik u inficiranom miceliju dvolan¢ana RNA (dsRNA, od engl. double-
stranded RNA) koja se smatra replikativnim intermedijerom (Suzuki i sur. 2018). Ovaj virus
nema proteinski omota¢ (kapsidu), niti strukturne proteine, a ne stvara niti virione — zrele
infektivne virusne Cestice. Virusna RNA smjestena je u membranskim vezikulama u citoplazmi
domacina, fitopatogene gljive C. parasitica (Dawe i Nuss 2013). Genom virusa CHV 1 veli¢ine
je 12,712 kbp 1 sadrzi dva otvorena okvira ¢itanja, ORF A i ORF B. Kodiraju¢e domene ORF
A i ORF B odvojene su nukleotidnim nizom 5-UAAUG-3" u kojemu UAA predstavlja stop
kodon domene ORF A, dok AUG predstavlja start kodon domene ORF B. Regija ORF A kodira
za poliprotein p69 koji se autokataliticki cijepa na proteine p29, ¢ija je uloga smanjenje

pigmentacije, sporulacije i akumulacije lakaze, te protein p40 koji pospjeSuje nakupljanje
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virusne RNA. S druge strane, ORF B regija kodira za protein p48, RNA-ovisnu RNA

polimerazu i helikazu, dok ostatak produkta ove regije jos nije identificiran (Slika 2) (Suzuki 1

sur. 2018).

UAAUG Cryphonectria hypovirus 1-EP713 (12,712 nt)

N N 851 nt

495 nt
m—p29| p40 p43 ORFB s A1)
ORF A 9,498 nt pol hel
1,869 nt

Slika 2. Organizacija genoma virusnog soja Cryphonectria hypovirus 1/EP713. ORF A je regija
koja kodira proteine p29 i p40, a ORF B kodira protein p48, RNA-ovisnu RNA polimerazu i
helikazu, dok ostatak produkta ove regije jo§ nije identificiran. Strelice oznacavaju mjesto

poznate autokatalize (preuzeto iz Suzuki i sur. 2018).

Allemann 1 sur. (1999) su na temelju razlike u dijelu genoma klasificirali CHV1 na cetiri
podtipa: talijanski CHV1 — I, dva francuska CHV1 — F1 i CHV1 — F2 te njemacko-$panjolski
podtip CHV1 — D/E. Naknadno je, sekvenciranjem dviju specifi¢nih regija virusnog genoma,
otkriven gruzijski podtip CHV1 — G u populaciji C. parasitica na podru¢ju Gruzije (Rigling i
sur. 2018). Talijanski podtip je najrasprostranjeniji (Gobbin i sur. 2003). Francuski podtipovi
su najvirulentniji, dok je talijanski podtip najmanje virulentan. Manja virulentnost slabije utjece
na sporulaciju 1 rast gljive te joj omogucuje rasprostiranje, Sto rezultira i pove¢anom stopom
Sirenja virusnog podtipa, a ujedno je to i razlog vece rasprostranjenosti talijanskog podtipa u
Europi. Suprotno tome, virulentniji virusni sojevi poput sojeva francuskih podtipova vise
oslabljuju gljivu i na taj nadin im je smanjena mogucnost prijenosa u populacijama gljive C.
parasitica, zbog ¢ega imaju smanjeni ekoloski fitnes i rjedi su u prirodi (Robin i sur. 2010).
Ono S§to je bitno istaknuti jest da odrziva bioloSka kontrola ovisi o Sirenju jedinki gljive C.

parasitica zarazenih hipovirusom (Rigling i Prospero 2018).

Virus CHV1 se kroz populacije gljive moze S§iriti na dva nacina: vertikalnim i horizontalnim
putem. Vertikalno Sirenje hipovirusa moguce je klijanjem nespolnih spora, konidija. Prijenos
virusa spolnim sporama, askosporama, do sada nije zabiljeZen (Prospero i sur. 2006).
Horizontalni prijenos virusa odvija se spajanjem (anastomozom) hifa dviju jedinki gljive.

Ovakav nacin prijenosa je ograni¢en takozvanim sustavom vegetativne kompatibilnosti (vc, od
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engl. vegetative compatibility) (Cortesi i sur. 2001). U fitopatogene gljive C. parasitica sustav
vegetativne kompatibilnosti kontroliran je s najmanje $est medusobno nevezanih vic lokusa ¢iji
sastav alela odreduje jesu li jedinke gljive medusobno kompatibilne. Naime, za ostvarivanje
vegetativne kompatibilnosti i nesmetanog prijenosa virusa citoplazmatskim putem, aleli dviju
jedinki gljive se moraju podudarati na svih Sest vic lokusa. U tom slu¢aju nakon kontakta dolazi
do fuzije hifa i formiranja heterokariona (Milgroom i Cortesi 2004). Jedinke s razli¢itim alelima
na jednom ili vise vic lokusa su vegetativno nekompatibilne. Formiranje anastomoza takvih
jedinki dovodi do nastajanja nestabilnog heterokariona 1 programirane stani¢ne smrti. lako
razlika na lokusu vic4 ne dovodi do smanjenja frekvencije prijenosa virusa medu jedinkama,
ipak formiranje anastomoza nekompatibilnih jedinki naj¢esce vrlo uc¢inkovito smanjuje ili ¢ak

sprjecava prijenos virusa medu jedinkama (Cortesi i sur. 2001).

Ukoliko nekompatibilne gljive rastu zajedno u laboratorijskoj kulturi na podruc¢ju njihovog
kontakta formira se stroga barazna linija kao rezultat programirane stani¢ne smrti. Suprotno
tome, ako su jedinke kompatibilne formira se heterokarionski micelij, takva anastomoza je

stabilna i nema barazne linije (Slika 3) (Biella i sur. 2002).

Slika 3. Analiza prijenosa hipovirusa. Na mjestu kontakta vegetativno nekompatibilnih micelija
gljive C. parasitica koji rastu jedan do drugoga na krumpirovom dekstroznom agaru (PDA)
stvara se barazna linija koja jasno odjeljuje dva tipa micelija (lijevo), dok se miceliji vegetativno
kompatibilnih jedinki stapaju 1 omogucuju prijelaz virusa CHV1 iz hipovirulentnog u virulentni

uzorak (desno). Fotografiju snimila dr. sc. Lucija Nuskern Karaica.



Jedna od teorija o bioloskom zna¢enju vegetativne kompatibilnosti u gljiva pretpostavlja da taj

mehanizam sluzi u zastiti od potencijalno Stetnih citoplazmatskih elemenata — virusa, plazmida

i slicno (Caten 1972).

Neke studije pokazuju da su pronadeni izolati koji se podudaraju na svih Sest vic lokusa, a nisu
vegetativno kompatibilni (Short i sur. 2015), Sto ukazuje na mogucénost da je vegetativna
(ne)kompatibilnost u gljive C. parasitica kontrolirana s vise od Sest vic lokusa ili da na poznatim

vic lokusima postoje dodatni aleli (Rigling i Prospero 2018).



1.3. Bioloska kontrola raka kore kestena

Invazivni utjecaj fitopatogene gljive C. parasitica na domacina — europski pitomi kesten ovisi
0 prisutnosti virusa CHV1 (Milgroom i Cortesi 2004). Kako je ve¢ spomenuto, fenomen
prirodne bioloske kontrole koji stiti europski kesten od razorne bolesti raka kore naziva se
hipovirulencija, a prvi put je zabiljezena u Italiji 1950-ih godina kada je uocen prirodni
oporavak stabala koja su prethodno bila zarazena gljivom C. parasitica (Heiniger i Rigling
1994).

Hipovirulentna gljiva, ona koja je inficirana virusom CHV1, na kori stabla kestena uzrokuje
pojavu nekroze, spororastuceg, povrsinskog raka kore (Slika 4A). Takav oblik bolesti je blazi
jer infekcija hipovirusom usporava rast gljive i smanjuje joj sposobnost razmnozavanja. Kako
je ve¢ opisano, aktivan rak kojeg uzrokuje virulentna gljiva, ona koja nije inficirana virusom
CHV1, prepoznatljiv je po karakteristicnom uzduznom rascjepu koji nastaje zbog osSteéenja
kore i kambija (Slika 4B). U slu¢aju kada je takav aktivan rak inficiran hipovirulentnom gljivom
agresivan oblik raka kore prelazi u kalus (Slika 4C). S obzirom da je prodiranje hipovirulentnog
micelija usporeno, stablo kestena na to reagira stvaranjem kalusa koji postupno zacjeljuje ranu
kore (Hillman i sur. 1992). Medutim, zbog dinami¢ne strukture populacija gljive uocena je i

pojava ponovne aktivacije raka na prethodno zaraslom kalusu (Jezi¢ i sur. 2018).

Slika 4. Razliciti tipovi oStecenja na kori pitomog kestena zarazenog gljivom C. parasitica. A)
Nekroza — spororastuéi, povrsinski raka kore uzrokovan hipovirulentnom gljivom. B) Aktivni
rak, prepoznatljiv po karakteristicnom uzduznom rascjepu, a izazvan je virulentnim sojem
gljive. C) Kalus koji postupno zacjeljuje ranu, a nastaje nakon infekcije gljive C. parasitica

virusom CHV1. Preuzeto iz Bryner i sur. 2014, Rigling i Prospero 2018.



Bioloska kontrola bolesti zasniva se upravo na prethodno opisanoj pojavi kada do infekcije
virusom CHV1 dode sekundarno, ali se virus u populaciju gljive C. parasitica unosi
antropogeno (Rigling i Prospero 2018). U Sirem smislu bioloSka kontrola podrazumijeva
primjenu zivih organizama u kontroli StetoCina Cije je glavni cilj postizanje ucinkovite i
samoodrzive kontrole patogena. Povecana druStvena svijest o okoliSu i provedba strategija
integriranog suzbijanja patogena su u drugoj polovici proslog stolje¢a utjecali na povecan
interes za biolosku kontrolu iako se za suzbijanje patogena Sumskih populacija bioloska
kontrola jos uvijek ne koristi u zadovoljavaju¢oj mjeri (Prospero i sur. 2021). Kako bi bioloska
kontrola bila uspjesna potrebno je procijeniti zastupljenost ve tipova gljive na temelju cega se
pripravlja mjesavina koja sadrzi hipovirulentne izolate gljive koji pripadaju najzastupljenijim
vc tipovima na ciljanom podru¢ju. MjeSavina se nanosi u izbuSene rupe na rubovima raka
(Robin 1 sur. 2010). Uspjeh lijecenja raka moze se procijeniti na temelju morfologije raka 1
ponovne izolacije C. parasitica iz tretiranih rakova nakon najmanje jedne vegetacijske sezone.
Za razliku od Sjeverne Amerike, u Europi, osim §to je zastupljenost prirodne hipovirulentnosti
visoka, bioloska kontrola antropogenim unosom virusa je takoder vrlo uspjesna (Prospero i
Rigling 2016). Uzrok smanjenog uspjeha bioloSke kontrole u Sjevernoj Americi je postojanje
velike raznolikosti ve tipova gljive S§to smanjuje moguénost horizontalnog Sirenja virusa, kao 1
prevelika osjetljivost americkog kestena jer stabla odumiru prije nego li virus uspije inficirati
gljivu (Milgroom 1 Cortesi 2004). Za uspjeSnost bioloSke kontrole takoder je vazno odabrati
onaj virusni soj koji ima optimalan ucinak na virulentnost gljive, ali 1 dovoljno veliku
sposobnost Sirenja unutar populacije. Virusni sojevi francuskog podtipa znacajno smanjuju
sporulaciju gljive ¢ime uskracuju i vlastito Sirenje kroz populaciju. S druge strane, virusni sojevi
talijanskog podtipa slabije utjeCu na virulentnost gljive, ali imaju vecu Sansu da se prosire i

ustabile u populaciji gljive (Morozov i sur. 2007).

Shodno tome, prvi i izuzetno vazan korak ka uspjesnijoj bioloskoj kontroli je procjena trenutnog

stanja 1 prirodne prevalencije virusa u odredenoj populaciji.



1.4. Vaznost molekularne detekcije virusa CHV1

Kako je ve¢ opisano, hipovirulentni izolati gljive, za razliku od virulentnih, na kori stabla
kestena uzrokuje pojavu povrsinskih rakova. Iako je terenskim promatranjem na temelju izgleda
raka moguce procijeniti razliku izmedu aktivnog raka i kalusa ili nekroze i dalje ne postoji jasna
veza izmedu morfologije raka i infekcije hipovirusom (Bryner i sur. 2013). Jednako tako
ponekad nije moguée na temelju morfoloskih karakteristika laboratorijskih kultura gljive
uzgojenih na hranidbenoj PDA podlozi sa sigurno$¢u odrediti radi li se o narancastoj ili bijeloj
morfologiji. Virulentni izolati razvijaju naranCaste micelije s brojnim sporama, dok
hipovirulentni izolati razvijaju manje pigmentirane, bijele micelije s vrlo malo spora (Rigling i
Prospero 2018).

No, 1 uvjeti rasta, osobito svjetlost i toplina, jako utjecu na sporulaciju i pigmentaciju, Sto moze
mijenjati morfoloske karakteristike micelija gljive (Hillman i sur. 1990). Stoga je najsigurnija

potvrda prisutnosti virusa CHV1 molekularna detekcija dijela virusnog genoma.



2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Metodom reverzne transkripcije i lan¢ane reakcije polimerazom (RT-PCR)
provjeriti prisutnost virusa CHV1 u uzorcima gljive C. parasitica iz laboratorijskih
kultura sakupljenih na podrucju Skadra i Boke kotorske. Oc¢ekivana prisutnost virusa

CHV1 bit ¢e pokazatelj prirodne bioloske kontrole bolesti.
Odrediti prevalenciju hipovirulentnih izolata.

Usporediti rezultate dobivene RT-PCR metodom s prethodnim procjenama

temeljenim na morfoloskim karakteristika micelija gljive.

Odrediti udio hipovirulentnih izolata gljive u pojedinom tipu raka koji je odreden

terenskim promatranjem.

Usporediti prevalenciju virusa CHV1 u uzorcima gljive C. parasitica na

istrazivanom podrucju s prevalencijom u populacijama gljive iz drugih zemalja.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Popis kemikalija

Popis kemikalija koriStenih u istrazivanju prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Popis kemikalija

Naziv kemikalije

Proizvodaé

Krumpirov dekstrozni agar (PDA, od engl. potato dextrose agar)

Difco™

Komercijalni paket za izolaciju ukupne RNA - GenElute™ Total
RNA Purification Kit

Sigma

S-merkaptoetanol

Fluka Chemica

70%-tni etanol Lach-Ner
Komercijalni paket za reverznu transkripciju - High Capacity | ThermoFischer
cDNA Reverse Transcription Kits Scientific
Smjesa deoksinukleotida za umnazanje virusnog dijela ORF B; | TaKaRa

dNTP Mix

DNA polimeraza GoTaq® G2 Flexi DNA Polymerase Promega

Voda za molekularnu biologiju - Molecular biology water

AccuGENE®, Lonza

10x Tris/borat/etilendiamintetraoctena kiselina, TBE pufer

AccuGENE®, Lonza

Agaroza

Sigma

Boja za bojanje nukleinskih kiselina GelStar™ nucleic acid gel
stain

Lonza

Standard za odredivanje molekularne mase DNA - 100 bp DNA
Ladder

New England Biolabs
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3.2 lzolati gljive Cryphonectria parasitica koriSteni u istraZivanju

Tijekom prosinca 2019., te svibnja i lipnja 2020. usluzno$¢u Milene Stojanovi¢ s Biotehnickog
fakulteta u Podgorici sakupljeni su uzorci gljive C. parasitica s podru¢ja Crne Gore od kojih
sam njih 79 Kkoristila u ovom istrazivanju. Uzorkovane su dvije populacije, a u svakoj su uzorci
sakupljani na dvije lokacije: 1) populacija jezera Skadar s lokacijama Kostanjica (K-SJ) i Ostros
(0-SJ) i 2) populacija Boke kotorske s lokacijama Stoliv (S-BZ) i Kostanjica (K-BZ) (Slika 5).
Bolest je zabiljeZena na sve Cetiri lokacije (Stojanovi¢ i Magazin, 2018), ali ne postoje podaci
0 populacijskoj strukturi C. parasitica i prevalenciji virusa CHV1. Istrazivanih 79 izolata
dobiveno je uzorkovanjem 60 rakova kore kestena. Od ukupno 33 istrazivana raka s podrucja
Boke kotorske njih 24 je na temelju izgleda, na terenu prilikom prikupljanja, procijenjeno kao
aktivan i agresivan rak, 2 su definirana kao nekroza, 6 ih je opisano kao pojava ponovne
aktivacije raka na prethodno zaraslom kalusu (aktivan rak/kalus), dok jednom raku nije
zabiljezen tip. Sto se ti¢e populacije s podru¢ja Skadra, na terenu prilikom prikupljanja je od
ukupno 27 uzorkovanih rakova 20 procijenjeno kao aktivan i agresivan rak, 3 aktivan rak/kalus,
2 nekroza, dok za 2 raka nije zabiljezen tip. Takoder su prethodno, usluzno$c¢u dr. sc. Lucije
Nuskern Karaice, uzorci procijenjeni prema morfoloskim karakteristikama micelija gljive kao
narancasti (virulentni), bijeli (hipovirulentni), intermedijarni izolati kojima na temelju
morfologije nije moguce odrediti imaju li micelij narancaste ili bijele boje, te izolati atipi¢no
bijele morfologije koji u odnosu na izolate tipic¢no bijele morfologije imaju razli¢itu povrsinu 1
rub micelija u kulturi. Na podru¢ju Boke kotorske, od ukupno 43 izolata izolirana iz 33
uzorkovana raka kestenove kore procijenjeno je da je njih 9 (20,93%) bijele morfologije, 29
(67,44%) narancaste morfologije, 2 (4,65%) izolata su karakterizirana kao atipi¢no bijeli, a 3
(7%) izolata su intermedijarna. Na isti na¢in procijenjeni su i izolati s podru¢ja Skadra. Od
ukupno 36 izolata izoliranih iz 27 uzorkovanih rakova kestenove kore, 7 (19,44%) je bijelih,
14 (38,89%) narancastih, 9 (25%) izolata odredeno je kao atipi¢no bijeli, a 6 (16,67%) je

intermedijarnih izolata.

Svaki rak uzorkovan je na tri mjesta, tocnije na rubovima i u srediStu, tako da pojedini
analizirani izolati potjecu s istog raka. Terenski izolati su bili pohranjeni u sterilnom 22%-tnom

glicerolu na -80 °C.
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Slika 5. Geografska podrucja istrazivanih crnogorskih populacija gljive Cryphonectria

parasitica. (Preuzeto: https://d-maps.com/m/europa/montenegro/montenegro08.qgif)
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3.3. Priprema hranidbene podloge i sterilnog celofana

Kao hranidbenu podlogu koristila sam krumpirov dekstrozni agar (PDA, od engl. potato
dextrose agar) prekriven sterilnim celofanom. Prema uputama proizvodaca potrebno je 39 g
praha PDA otopiti u 1 L vode. Pripremljenu otopinu sam sterilizirala 20 minuta na 121 °C u
autoklavu (Autoklav A-21, Kambi¢). Pripremanje plo¢a s hranidbenom podlogom,
presadivanje uzoraka gljive i sakupljanje materijala sa sterilnog celofana potrebno je odraditi u
sterilnim uvjetima, za §to sam Koristila kabinet s vertikalnim strujanjem zraka — laminar
(Klimaoprema Cleanroom Technology KTV-A) koji osigurava radni prostor od kontaminacija.
Prije i nakon rada u laminaru dezinficirala sam radni prostor 70%-tnim alkoholom, a pribor
flambirala kako bi uklonila moguée kontaminacije. Oko 10 mL pripremljenog PDA medija
sterilno sam ulijevala u Petrijeve zdjelice promjera 60 mm i ostavila 20-30 minuta u laminaru
pod UV-svjetlom dok agar ne polimerizira, a potom ih pohranila u hladnjak na 4 °C do upotrebe.
Celofane sam uronila u ¢asu s deioniziranom vodom koja je prekrivena aluminijskom folijom,

autoklavirala 20 minuta na 121 °C i spremila u hladnjak na 4 °C.

3.4. Uzgoj eksperimentalnih kultura

Prethodno pripremljene hranidbene podloge prekrila sam sterilnim celofanom i nasadila uzorke
gljive C. parasitica iz laboratorijskih kultura terenskih izolata s podrucja Crne Gore koji su
prethodno bili pohranjeni u 22%-tnom glicerolu na -80 °C. Vrlo malu koli¢inu svakog od 79
uzoraka sam prenijela uz pomo¢ pincete iz Eppendorf epruveta na centar svake od pripremljenih
ploc¢a. Presadene uzorke sam inkubirala u fitotronu (Pol-eko aparatura) pri 24 °C 1 70% relativne
vlaznosti 7 dana u mraku zbog bolje replikacije virusa, a potom 7 dana na dnevnom svjetlu na
sobnoj temperaturi zbog ucinkovitije sporulacije gljive. Nakon 14 dana sam sastrugala tkivo s
celofana sterilnim nozi¢em u Eppendorf epruvete od 2 mL 1 pohranila na -80 °C do iduce

upotrebe.

Sakupljeno tkivo sam liofilizirala (CHRIST —Alpha 1-2LD) 24 h. Na pocetku procesa uredaj je
postigao temperaturu od -58 °C i tlak od 0,080 mbar, a nakon 24 sata temperatura je iznosila -
60 °C 1 tlak 0,045 mbar. Nakon liofilizacije suhe uzorke sam usitnila u uredaju za usitnjavanje
(Tissuelyser, Qiagen) pomocu celiénih kuglica promjera 5 mm pri frekvenciji od 30 Hz, 2

minute. Nakon usitnjavanja uzorke sam cuvala na sobnoj temperaturi do idu¢e upotrebe.
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3.5. Dokazivanje prisutnosti virusa CHV1 u tkivu gljive C. parasitica
3.5.1. lIzolacija RNA

Virusnu RNA iz micelija gljive C. parasitica izolirala sam pomoc¢u komercijalnog kompleta
GenElute™ Total RNA Purification Kit prema protokolu proizvodaca. GenElute™ Total RNA
Purification Kit se zasniva na selektivnom vezanju RNA na smolu na kromatografskoj koloni.
Na analitickoj vagi (Presica62A) sam odvagnula 3-5 mg prethodno dehidriranog i usitnjenog
uzorka u sterilne Eppendorf epruvete od 2 mL. Svakom uzorku dodala sam 600 pL puferske
otopine Buffer RL za liziranje stanica i 6 uL S-merkaptoetanola te promijesala na vrtloznoj
mijesalici (TechnoKartel, TK3S) 10 sekundi pri frekvenciji od 40 Hz. Ukoliko se cjelokupno
tkivo nije u potpunosti rehidriralo smjesu sam dodatno homogenizirala mikrotu¢kom, a zatim
centrifugirala 2 minute pri 1000 g (Eppendorf, Centrifuge 5424). Nakon toga sam 550 pL
supernatanta prenijela u sterilne Eppendorf epruvete od 1,5 mL, dodala jednaku koli¢inu 70%-
tnog etanola i ponovno smjesu promijesala na vrtloznoj mijesalici 10 sekundi pri frekvenciji od
40 Hz. U idu¢em koraku u kojem se RNA veze na kolonu prebacila sam 600 uL uzorka na
priloZzenu kolonu koja je nataknuta na mikroepruvetu i centrifugirala 1 minutu pri 10 000 g, a
zatim eluat bacila i vratila kolonu na mikroepruvetu. Postupak sam ponovila s preostalim
uzorkom. Sljedec¢i korak je ispiranje kolone kako bi se uklonile necistoce: dodala sam 400 uL
otopine za ispiranje Wash Solution A, centrifugirala 1 minutu pri 10 000 g, eluat bacila i
postupak ponovila jo§ dva puta. Kolonu na kojoj je vezana RNA stavila sam u sterilnu epruvetu
od 1,7 mL prilozenu u kompletu, dodala 50 pL otopine Elution Solution A i centrifugirala prvo
2 minute na 200 g, a zatim 1 minutu na 14 000 g kako bi se vezana virusna RNA isprala s
kolone. Koncentraciju izolirane RNA provjeravala sam mjerenjem apsorbancije pri 260 nm

pomocu spektrofotometra (NanoDrop 2000c, Thermo Scientific) u 2 pL uzorka.

3.5.2. Reverzna transkripcija (RT)

Metodom reverzne transkripcije prepisala sam izoliranu RNA pomocu enzima reverzne
transkriptaze u komplementarnu DNA (cDNA) koja mi je zatim sluzila kao kalup za
amplifikaciju segmenta od interesa u metodi lancane reakcije polimerazom. Reverznu
transkripciju provela sam pomoc¢u komercijalnog kompleta High - Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit koji se temelji na koriStenju nasumicnih pocetnica kako bi se osigurala
ucinkovitija sinteza prvog lanca cDNA. Prema uputama proizvodaca 10 uL reakcijske smjese
pomijesala sam s 10 uL svakog pojedinacnog uzorka procis¢ene RNA u mikroepruveti za PCR.
Uzorke koji su imali koncentraciju RNA vec¢u od 200 ng/uL sam prethodno razrijedila do te

koncentracije. Sastav reakcijske smjese prikazan je u Tablici 2. Osim uzoraka izolirane RNA
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koristila sam i kontrolne uzorke: pozitivna kontrola u kojoj je prethodno dokazana prisutnost
virusa, negativna kontrola za koju je dokazano da nije zaraZzena virusom te vodena kontrola za
provjeru valjanosti kemikalija. Uzorke sam kratko centrifugirala, stavila u uredaj za PCR
(Applied Biosystems, SimpliAmp Thermal Cycler) i pokrenula program za reverznu
transkripciju. Reverznu transkripciju sam provela u tri koraka; 10 minuta na 25 °C, 120 minuta

na 37 °C te 5 minuta na 85 °C nakon ¢ega sam uzorke na kratko vrijeme pohranila na 4 °C.

Tablica 2. Sastav reakcijske smjese za reverznu transkripciju (RT) virusne RNA iz kompleta

High - Capacity cDNA Reverse Transcription Kit.

Volumen za jednu Konacna
. Pocetna .. ] ..
Sastojak reakcijsku smjesu koncentracija u 20
koncentracija
(nL) pL
Pufer RT 10 x 2 1x
Smjesa dNTP-ova (100 25 x 0,8 1x (4 mM)
mM)
RT nasumic¢ne pocetnice 10 x 2,0 1x
Reverzna transkriptaza 50 U/uL 1,0 50U
MultiScribe™
Inhibitor RNaze 100 U/uL 1,0 100U
dH20 - 3,2 -

3.5.3. Lanc¢ana reakcija polimerazom (PCR)

Prisutnost virusa dokazivala sam umnazanjem dijela njegovog otvorenog okvira ¢itanja (ORF
B) metodom PCR pomoc¢u komercijalnog kompleta GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase. PCR
metoda temelji se na kontinuiranom ponavljanju denaturacije, vezanja pocetnica na kalup i
produljivanja DNA slijeda u smjeru 5" — 3'. Prema uputama proizvodaca 24 uL pripremljene
reakcijske smjese pomijesala sam s 1 pL uzorka koji sadrzi cDNA prethodno sintetiziranu RT
metodom. Sastav reakcijske smjese prikazan je u Tablici 3. Za amplifikaciju specificnog
segmenta od interesa koristila sam pocetnice prema radu Allemana i sur. (1999) koje su
komplementarne krajevima ciljane sekvence ORF B, a to su EP 713-6 i EP 713-7 (Tablica 4).
Osim navedenih uzoraka dodala sam pozitivnu kontrolu kod koje je prethodno dokazano da
sadrzi cDNA virusa CHV1 te vodenu kontrolu. Reakciju sam provela u PCR uredaju pri

uvjetima prikazanima u Tablici 5, a potom uzorke pohranila na 4 °C do idu¢e upotrebe.
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Tablica 3. Sastav reakcijske smjese za lan¢anu reakciju polimerazom za umnazanje dijela

otvorenog okvira Citanja ORF B virusa CHV1 u kompletu GoTaq G2 Flexi DNA Polymerase.

Pocetna Volumen za jednu Konacna
Sastojak koncentracija PCR smjesu (uL) | koncentracija u 25 pL

Pufer Green GoFlexi 5X 5 1x

MgCl2 25 mM 15 1,5mM

dNTP Mix (TaKaRa) 10 mM 0,5 0,2 mM

Pocetnica 1 10 pmol/uL 0,5 0,2 uM

Pocetnica 2 10 pmol/uL 0,5 0,2 uM

DNA polimeraza GoTaq 5U/uL 0,5 25U
DNA Polymerase

dH20 - 15,5 -

Tablica 4. Parovi po¢etnica za umnazanje dijela otvorenog okvira ¢itanja ORF B virusa CHV1

prema radu Allemanna i sur. (1999).

Regija Pocetnice Sekvenca pocetnice Duljina odsjecka
DNA
EP 713-6 5' GCCACTTCGTGGGACAATAC 3'
ORFB ™ Ep7137 | 5 GGGAAGAAAGTGGACTTACC 3 1702 nt

Tablica 5. Uvjeti pri kojima je provedena lan¢ana reakcija polimerazom (PCR).

Broj ciklusa | Temperatura | Vrijeme/minute
1 94 °C 2:00
94 °C 1:00
35 55°C 1:30
72 °C 2:00
1 72 °C 10:00
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3.5.4. Elektroforeza u agaroznom gelu

Prisutnost virusa provjeravala sam razdvajanjem umnozenih PCR produkata pomoc¢u agarozne
gel elektroforeze (uredaj za napajanje BIO-RAD PowerPac HC, kadica BIO-RAD wide mini-
sub cell gt) tijekom 45 minuta pri naponu od 90 V. Elektroforezu sam provodila u 1%-tnom
agaroznom gelu u 0,5 x TBE puferu u koji sam prethodno dodala 0,5 x boje za bojanje
nukleinskih kiselina GelStar™ nucleic acid gel stain. Kako bih analizirala dobivene rezultate
u prvu i posljednju jazicu dodala sam 2 uLL. DNA markera pomijesanog s 1 pL boje za nanosenje
uzorka (30%-tni glicerol u vodi, 0,25%-tna boja bromfenol plavo, 0,25%-tna boja
ksilencijanol), a izmedu njih sam nanosila po 3 pL. PCR produkta. Odsjecke DNA sam
vizualizirala pod UV svjetlom na transiluminatoru (Syngene). S obzirom da su pocetnice
konstruirane tako da umnazaju specificni dio genoma (ORF B), zakljucila sam da je virus
prisutan u uzorcima gljive C. parasitica iz laboratorijskih kultura ukoliko su na gelu vidljivi
odsjecci DNA duljine 1702 nukleotida.

3.6. Obrada podataka

Nakon provedene elektroforeze u agaroznom gelu, vidljivi odsjeéci DNA duljine 1702
nukleotida, koji odgovaraju duljini ciljane sekvence (ORF B), pokazatelj su da je virus prisutan
u uzorcima gljive C. parasitica i takvi izolati definirani su kao pozitivni. Uz pomo¢ ra¢unalnog
programa Microsoft Excel odredila sam udio pozitivnih i negativnih izolata gljive po pojedinoj
populaciji. U istom ra¢unalnom programu odredila sam i udio hipovirulentnih izolata na temelju
morfoloskih karakteristika micelija gljive te udio hipovirulentnih izolata gljive u pojedinom
tipu raka koji je ranije odreden terenskim promatranjem. Sve graficke prikaze sam takoder

izradivala u raCunalnom programu Microsoft Excel.
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4. REZULTATI

4.1. Prevalencija virusa CHV1 u uzorcima gljive C. parasitica s podrucja
Crne Gore

Iz svih uzoraka gljive C. parasitica izolirana je RNA, nakon ¢ega je uslijedila RT-PCR metoda
i elektroforeza. U uzorcima u kojima je na gelu bio vidljiv odsjecak DNA duljine 1702
nukleotida, Sto odgovara duljini ciljane sekvence ORF B, dokazana je prisutnost virusa CHV1
(Slika 6). Hipovirulencija je dokazana za 8 od ukupna 43 izolata gljive sakupljena na podruc¢ju
Boke kotorske. Prevalencija u toj populaciji iznosi 18,6% (Slika 7A). U drugoj istrazivanoj
populaciji s podrucja Skadra hipovirulencija je dokazana za 12 od 36 izolata gljive. Prevalencija

virusa CHV1 u toj populaciji je nesto veca i iznosi 33,33% (Slika 7B).

7 8 9 10 11 12 13 14%1516 (+) (VLI (+) V2 M

Slika 6. Primjer dokazivanja prisutnosti virusa CHV1 u miceliju gljive Cryphonectria
parasitica elektroforezom PCR produkata, dio sekvence ORF B duljine 1702 nukleotida, u 1%-
tnom agaroznom gelu u uzorcima: M = standard za odredivanje molekularne mase DNA (100
pb), 1 =S-BZ 21-1, 2 = S-BZ 23-2, 3 = S-BZ 24-2, 4 = S-BZ 26-1, 5 = S-BZ 26-2, 6 = S-BZ
27-1,7=S-BZ 27-3,8 =S-BZ 28-2, 9 = S-BZ 29-3, 10 = S-BZ 30-3, 11 = S-BZ 31-2, 12 = K-
SJ 01-1, 13 = K-SJ 03-3, 14 = K-SJ 04b-1, 15 = K-SJ 05-3, 16 = K-SJ 08-2, (+) = pozitivna
kontrola reverzne transkripcije, (—) = negativna kontrola reverzne transkripcije, V1 = vodena
kontrola za reverznu transkripciju, (+) = pozitivna kontrola za PCR, V2 = vodena kontrola za
PCR, M = standard za odredivanje molekularne mase DNA (1 kb). Uzorci 1-11 potjecu iz
populacije s podru¢ja Boke kotorske s lokacije Stoliv (S-BZ), a uzorci 12-16 iz populacije s
podrucja Skadra s lokacije Kostanjica (K-SJ). Prisutnost virusa dokazana je u uzorcima 9 = S-
BZ 29-3, 13 = K-SJ 03-3 i 14 = K-SJ 04b-1.
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Slika 7. Prevalencija virusa CHV 1 u istraZivanim populacijama gljive Cryphonectria parasitica
s podru¢ja A) Boke kotorske i B) Skadra. Prisutnost virusa CHV1, dokazana na temelju
molekularne analize, karakterizirana je kao pozitivan rezultat, ORF B (+), a odsutnost kao
negativan rezultat, ORF B (-).
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4.2. Korelacija morfologije gljive C. parasitica i prisutnosti virusa CHV1

Molekularnom metodom virus je potvrden u 8 izolata gljive C. parasitica iz populacije s
podrucja Boke kotorske, od kojih je svih 8 (100 %) prethodno okarakterizirano kao izolati bijele
morfologije. Medutim, u jednom izolatu koji je opisan kao bijeli, molekularnom metodom nije
dokazana prisutnost virusa. Virus nije detektirani niti u 29 izolata narancaste morfologije, niti
u 2 izolata prethodno opisana kao atipicno bijela, kao ni u 3 izolata intermedijarne morfologije
(Slika 8A). U istrazivanoj populaciji s podruc¢ja Skadra 3 (25%) izolata u kojima je detektiran
virus su prethodno opisani kao bijeli, 5 (41,67%) izolata u kojima je detektiran virus je
prethodno odredeno kao atipi¢no bijeli, a 4 (33,33%) hipovirulentna izolata su prethodno
definirana kao izolati intermedijarne morfologije. Virus nije dokazan niti u jednom od ukupno

14 izolata naranc¢aste morfologije (Slika 8B).
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Slika 8. Korelacija molekularne detekcije virusnog genoma i morfoloSke karakterizacije izolata
gljive Cryphonectria parasitica iz populacije s podru¢ja A) Boke kotorske i B) Skadra. 1zolati
gljive su opisani kao bijeli (B), narancasti (N), atipi¢no bijeli (AB), te intermedijarni (I) izolati
kojima na temelju morfologije nije moguce odrediti imaju li micelij narancaste ili bijele boje.
Prisutnost virusa CHV1, dokazana na temelju molekularne analize, karakterizirana je kao

pozitivan (+) rezultat, a odsutnost kao negativan (—) rezultat.
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4.3. Korelacija izmedu prisutnosti virusa CHV1 u gljivi C. parasitica i
aktivnosti raka

Svih 8 izolata s podru¢ja Boke kotorske za koje je molekularnom metodom dokazana
hipovirulencija potjecu iz rakova koji su terenskom procjenom odredeni kao aktivni i agresivni.
Na podrucju Skadra 9 (75%) hipovirulentnih izolata proizlazi iz rakova koji su procijenjeni kao
aktivni i agresivni, 1 (8,33%) hipovirulentni izolat detektiran je iz nekroze, dok su 2 (16,67%)
hipovirulentna izolata uzorkovana iz raka koji je opisan kao pojava ponovne aktivacije raka na

prethodno zaraslom kalusu (aktivan rak/kalus).

Kako je ve¢ spomenuto, svaki rak uzorkovan je na tri mjesta tako da pojedini analizirani izolati
potjecu s istog raka. Svi takvi multipli izolati iz populacije s podrucja Boke kotorske imali su
ujednaden status virulentnosti/hipovirulentnosti odreden molekularnom metodom. Drugim
rijeCima, nije detektiran niti jedan rak u kojem je dio izolata gljive bio hipovirulentan, a dio
virulentan. U populaciji s podruc¢ja Skadra u dva raka dio izolata gljive je bio hipovirulentan, a
dio virulentan. Konkretno, u raku K-SJ 09 za jedan izolat je dokazano da je hipovirulentan, ali
ne i za drugi izolat iz istog raka. U drugom slucaju, u raku O-SJ 14, hipovirulencija je dokazana
u 2 od 3 izolata. Svi ostali slucajevi multiplih izolata s podru¢ja Skadra imali su ujednacen

status virulentnosti/hipovirulentnosti, tj. ili su bili svi hipovirulentni ili svi virulentni.
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5. RASPRAVA

Tipic¢na karakteristika virulentnih izolata je stvaranje narancastih micelija s brojnim sporama
na hranidbenoj PDA podlozi (Rigling i Prospero 2018), sto sam potvrdila i u ovom istrazivanju.
Dakle, virus CHV1 nije detektiran u niti jednom istrazivanom izolatu koji je prethodno prema
morfoloskim karakteristikama micelija gljive C. parasitica procijenjen kao izolat narancaste
morfologije. Jednak trend pokazuju i prethodno provedena istrazivanja. Primjerice, isti rezultati
zabiljezeni su u istrazivanjima koja su Krstin 1 sur. proveli na podru¢ju Hrvatske i Slovenije
(Krstin i sur. 2008, Krstin i sur. 2011) kao i u istrazivanju provedenom na podrucju sjeverne
Spanjolske (Trapiello i sur. 2017). U populaciji s podruéja Boke kotorske, u jednom izolatu koji
je prethodno okarakteriziran kao izolat bijele morfologije, virus ipak nije detektiran. Jo§
konfuznija situacija pojavljuje se u izolatima iz populacije s podrucja Skadra. Naime, osim §to
je samo dio izolata bijele morfologije hipovirulentan, ispostavilo se i da je virus prisutan u
izolatima koji su prethodno odredeni kao atipi¢no bijeli, kao i u intermedijarnim izolatima.
Shodno tome, postotak bijelih izolata, koji razvijaju manje pigmentirane micelije s vrlo malo
spora, ne predstavlja tocnu prevalenciju virusa u populaciji gljive. Budu¢i da je od ranije
poznato da uvjeti rasta, osobito svjetlost i toplina, jako utjeu na sporulaciju i pigmentaciju, i
samim time mijenjaju morfoloske karakteristike micelija gljive (Hillman i sur. 1990) procjena
morfologije nije pouzdan kriterij za utvrdivanje hipovirulentnih izolata. Iz tog razloga je upravo
jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio molekularnom metodom provijeriti prisutnost virusa

CHV1 u uzorcima gljive C. parasitica.

Tipovi raka 1 njithova brojnost obi¢no se koriste za procjenu stanja raka kestenove kore (Jezi¢ i
sur. 2014). lako jedan istrazivani izolat s podru¢ja Skadra, za kojeg je molekularnom metodom
dokazana hipovirulencija, potjece iz raka koji je terenskom procjenom odreden kao nekroza,
ipak najveéi broj izolata potjece iz rakova koji su prethodno procijenjeni kao aktivni i agresivni.
Naime, u prirodi se pokazalo da je ponekad moguce u aktivnim rakovima pronaci virulentni
i/ili hipovirulentni izolat gljive. Potencijalni razlog te pojave je taj da se virulentna gljiva, koja
je odgovorna za nastanak aktivnog raka, tek u kasnijoj fazi zarazi hipovirusom, a transformacija
aktivnog raka u kalus nije trenutacna. Nadalje, postoji moguénost da je micelij gljive u
aktivnom raku samo djelomi¢no zarazen hipovirusom (Jezi¢ i sur. 2014). Isto tako su na
podru¢ju Skadra primijeceni hipovirulentni izolati koji potjecu iz rakova koji su prethodno
odredeni kao pojava reaktivacije raka na prethodno zaraslom kalusu, aktivan rak/kalus.
Medutim, terenskim promatranjem nije uvijek jednostavno definirati radi li se o ponovnoj

aktivaciji raka na zaraslom kalusu ili pak o fazi koja vodi ka zacijeljenu rane. Kako bi se
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razlikovala navedena dva stadija potrebno je pratiti stanje tijekom godina, ali svakako,
hipovirulentan izolat moguce je pronaci u oba slucaja (Jezi¢ i sur 2018). U konacnici, prema
istrazivanju Bryner i sur. ustanovljeno je da morfologija raka i infekcija hipovirusom nisu
uvijek jasno povezane te da se prisutnost virusa CHV1 moze definitivno potvrditi samo

molekularnim metodama (Bryner i sur. 2013).

U ovom istrazivanju uoc¢eno je nekoliko rakova koji su sadrzavali 1 virulentne i hipovirulentne
gljive. Navedena pojava ve¢ je uoCena u prethodnim istrazivanjima, a temelji se na mogucoj
pojavi vise razli€itih tipova vegetativne kompatibilnosti gljive C. parasitica u istom raku, $to
uvelike sprjecava prijenos virusa medu jedinkama (Hogan i Griffin, 2002). To je pokazatelj
dinamic¢nog sustava gljive koja na Sirenje hipovirusa reagira velikom zastupljeno$¢éu spolnog
razmnozavanja jer na taj na¢in mogu nastati novi, rijetki vc tipovi koji bi se barem privremeno
mogli oduprijeti infekciji hipovirusom (Jezi¢ 1 sur. 2018). No, u ovom istrazivanju nije
odredivana raznolikost tipova vegetativne kompatibilnosti stoga nije moguce potvrditi kona¢an

uzrok ovoj pojavi.

Prevalencija virusa CHV1 u uzorcima gljive C. parasitica, odredena RT-PCR metodom, u
istrazivanoj populaciji s podrucja Boke kotorske iznosi 18,6%, dok je u drugoj istrazivanoj
populaciji s podrucja Skadra nesto veéa i iznosi 33,33%. S obzirom da postotak bijelih izolata
ne predstavlja to¢nu prevalenciju virusa u populaciji gljive, pri usporedbi rezultata s drugim
istrazivanjima rabljeni su samo podaci dobiveni molekularnim metodama. Prema istrazivanju
koje su Sotirovski i sur. (2006) proveli u Sjevernoj Makedoniji u 7 populacija gljive, u dvije
populacije u niti jednom izolatu gljive nije detektiran virus dok se prevalencija u ostalim
populacijama krece u rasponu od 11,1% do 57,1%. U svim populacijama detektiran je talijanski
podtip virusa, CHV1 — I. Prema istrazivanju iz 2008. godine, od ukupno 10 istrazivanih
populacija na podru¢ju Hrvatske, najmanja prevalencija virusa zabiljeZena je u populaciji
priobalnog podrucja 1 iznosi 12,7%, dok je najveca prevalencija odredena u kontinentalnoj
populaciji 1 iznosi 66,6% (Krstin i sur. 2008). Sli¢ne rezultate pokazuje istrazivanje provedeno
2011. godine u 7 populacija diljem Slovenije, prevalencija se krece od 11,1% u istraZivanoj
populaciji u blizini austrijske granice do 72,2% u populaciji u blizini hrvatske granice (Krstin i
sur. 2011). Svi identificirani izolati hipovirusa iz Hrvatske i Slovenije pripadali su talijanskom
podtipu CHV1 — I (Krstin i sur. 2008, Krstin i sur. 2011). Sto se ti¢e zemalja juzne Europe
prevalencija je ne§to niza. Tako studija provedena 2017. godine na sjeveru Spanjolske, u
Sumama Asturija, pokazuje da je prevalencija hipovirusa u dvije istrazivane populacije gljive

6%. Osim izolata prikupljenih za to istraZivanje analizirani su 1 izolati iz laboratorijske zbirke
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koji su kori$teni u prethodnim istrazivanjima: prevalencija je bila 3,3%, a detektirani virusi
pripadali su njemackom, CHV1 — D i $panjolskom podtipu, CHV1 — E (Trapiello, 2017).
Zamora i sur. (2012) su proveli istraZivanje u sjeverozapadnom dijelu Spanjolske, u provinciji
Leon, gdje prevalencija virusa koji je pripadao francuskom podtipu, CHV1 — F1, iznosi 3,1%.
Niska prevalencija biljezi se 1 u Portugalu, prema istrazivanju koje su Braganca i sur. proveli u
populacijama diljem kontinentalnog dijela zemlje, kao i na Azorskim otocima te otoku Madeira,
gdje je samo jedan izolat od ukupno 617 bio hipovirulentan (Braganca i sur, 2007). Prema
navedenim podacima evidentno je da je prevalencija virusa u istrazivanim populacijama s
podruc¢ja Crne Gore najslicnija prevalenciji u vec¢ini populacija s podrucja Sjeverne
Makedonije, mada u pojedinim populacijama s podrucja Sjeverne Makedonije virus uopce nije

detektiran (Sotirovski i sur. 2006).

Prevalencija u populacijama s podru¢ja Hrvatske i Slovenije je visoka, suprotno tome na
sjeverozapadnom dijelu Spanjolske i u Portugala izrazito niska. Nisku prevalenciju virusa u
populacijama gljive moguce je objasniti na temelju istrazivanja koje su proveli Robin i Heinger
(2001). Naime, prema njihovom istrazivanju postoji odredena korelacija izmedu prvog
opaZanja bolesti raka kore kestena i prve pojave hipovirulentnih izolata, gdje jedan dogadaj
prati drugi u vremenskom razdoblju od 20 do 30 godina. U sjeverozapadnom dijelu Spanjolske
bolest je prvi puta zabiljezena 1978., a u sjevernom dijelu zemlje, u Sumama Asturija tek 1982.
godine (Trapiello, 2017). Sto se ti¢e Portugala bolest je prvi puta uoéena 1989. godine u
kontinentalnom dijelu zemlje (Robin i Heinger 2001). Niska razina hipovirulencije Cesto se
opaza u podru¢jima Europe gdje se tek u bliskoj proslosti pojavila gljiva C. parasitica, a
hipovirus bi tada mogao biti tek u ranoj fazi Sirenja (Hoegger 1 sur. 2000). Suprotno tome,
prevalencija virusa je veca u zemljama s dugom povijeScu bolesti gdje je hipovirulencija
prirodno uspostavljena. U Hrvatskoj je bolest raka kestenove kore zabiljezena ve¢ 1955. godine,
a do danas su hipovirulentni izolati otkriveni u svakoj proucavanoj populaciji (Krstin 1 sur.
2016). Ocekivano slicna opazanja uocena su 1 u slovenskim populacijama, bolest je prvi puta
zabiljezena 1950., a hipovirulencija je Siroko rasprostranjena u svim istrazivanim populacijama
(Krstin 1 sur. 2011). Na prostoru Sjeverne Makedonije, najveca prevalencija zabiljezena je u
populaciji u kojoj je bolest prvi puta uocena 1974. godine, nasuprot tome, hipovirus nije
otkriven u populacijama u kojima se gljiva tek pojavila (Sotirovski i sur. 2006). Na podrucju
Crne Gore bolest je uocena oko 1980. (Rigling i sur. 2014), no, ne postoje podaci 0

populacijskoj strukturi C. parasitica i prevalenciji CHV1 (Stojanovi¢ i Magazin 2018). Prema
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tome, korelacija trenutacnog stanja prevalencije virusa koja je odredena u ovom istrazivanju i

godine uocavanja bolesti je u skladu s istrazivanjem kojeg su proveli Robin i Heinger (2001).

Postoji moguénost da je hipovirus u istrazivanim populacijama tek u ranijoj fazi Sirenja i da se
jo$ nije ustabilio u populacijama gljive. Kako bi sa sigurnos¢u dosli do pravog odgovora
potrebne su dugogodi$nje kontrole istrazivanih populacija. Veé sama prisutnost hipovirulencije
na podrucju Boke kotorske i Skadra pruza potencijal za biolosku kontrolu bolesti, bilo prirodnu
ili antropogenu, no, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se produbilo znanje o dinamici
interakcije gljiva — virus. Nadalje, spolno razmnozavanje gljive, praceno povecanjem
raznolikosti vc tipova, je potencijalna prepreka za prirodnu kontrolu bolesti. Stoga je vazno da
daljnja istrazivanja ukljuce redovito pracenje prevalencije virusa u populacijama gljive kroz
duze vremensko razdoblje. Sto se ti¢e antropogene bioloske kontrole potrebno je u narednim
istrazivanjima obuhvatiti procjenu zastupljenosti ve tipova gljive radi u¢inkovitijeg prijenosa
hipovirusa kao i odrediti podtip virusa, te odabrati izolate koji bi imali optimalan u¢inak na
virulentnost gljive, ali i dovoljno veliku sposobnost §irenja unutar populacije. Konac¢no, uspjeh
lije¢enja raka moze se procijeniti na temelju ponovne izolacije gljive C. parasitica iz tretiranih

rakova nakon najmanje jedne vegetacijske sezone.
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6. ZAKLJUCAK

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je metodom reverzne transkripcije i lanane reakcije
polimerazom (RT-PCR) provjeriti prisutnost virusa CHV1 u uzorcima gljive C. parasitica iz
laboratorijskih kultura kako bi se dobio uvid u stanje prirodne bioloske kontrole bolesti raka

kestenove kore na podrucju Skadra i Boke kotorske.

Prema ovom istrazivanju prevalencija virusa CHV1 u uzorcima gljive C. parasitica u
istrazivanoj populaciji s podrucja Boke kotorske iznosi 18,6%, dok je u drugoj istrazivanoj

populaciji s podruc¢ja Skadra nesto veca i iznosi 33,33%.

Postotak bijelih izolata ne predstavlja to¢nu prevalenciju virusa u populaciji gljive. Budu¢i da
je od ranije poznato da uvjeti rasta jako utjeCu na sporulaciju i pigmentaciju, i samim time
mijenjaju morfoloske karakteristike micelija gljive, procjena morfologije nije pouzdan kriterij
za utvrdivanje hipovirulentnih izolata. Prisutnost virusa CHV1 moze se definitivno potvrditi

samo molekularnim metodama.

Isto tako, iako se tipovi raka i njihova brojnost obi¢no koriste za procjenu ozbiljnosti raka
kestenove kore prema rezultatima ovog istrazivanje ustanovljeno je da morfologija raka i

infekcija hipovirusom nisu jasno povezane.

Saznanje o prisutnosti hipovirulencije na podrucju Boke kotorske i Skadra pruza potencijal za

biolosku kontrolu bolesti, bilo prirodnu ili antropogenu.
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