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Uvod

1. UVOD

1.1. Europski pitomi kesten (Castanea sativa Mill.)

Medu trinaest vrsta koje pripadaju rodu Castanea, pitomi kesten (Castanea sativa
Mill.) smatra se jedinom vrstom porijeklom iz Europe. Njegovo evolucijsko pojavljivanje
smatra se kompleksnom mjeSavinom visoke razine genectickog protoka, prirodne i umjetne
selekcije te lokalnih efekata izolacije uvjetovanih udaljenos¢u. Ta ¢injenica podrazumijeva da
geneticka raznolikost europskog pitomog kestena ovisi 0 geografskoj distribuciji, povijesnim

dogadajima, okolisSnim varijacijama i gospodarenju okoliSem (Casaoli i sur., 2001).

Rod Castanea spada u porodicu Fagaceae zajedno sa rodovima Quercus i Fagus. Osim u
Europi, danas su vrste iz roda Castanea rasprostranjene i na sjevernoamerickom i azijskom
kontinentu, a rastu i u sjevernim i zapadnim dijelovima Afrike, u Maloj Aziji, na jugu Kavkaza
I u Perziji. U Sjevernoj Americi pojavljuju se vrste Castanea dentata (Marsh.) Borkh. i
Castanea pumila (L.) Mill. U Aziji rastu Castanea crenata Sieb. et Zucc., Castanea mollisima
Bl., Castanea seguinii Dode i Castanea henryi (Skan) Rehder and Wilson (Haltofova i
Ankovsky, 2003). Pitomi kesten je vazna listopadna Sumska vrsta koja raste najvise u podruéju
juzne Europe i Sredozemlja (Slika 1), a povjesnicari kazu da se po Europi poceo Siriti preko

Grcke.
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Slika 1. Prirodni areal europskog pitomog kestena (Castanea sativa Mill.) na podru¢ju Europe
(Maurer i Fernandez-Lopez, 2001)
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U Hrvatskoj je pitomi kesten najrasprostranjeniji na podrucju obronaka Ucke iznad
Lovrana, Opatije i Mo$¢eni¢ke Drage, u isto¢noj Istri te na otoku Krku (Slika 2). Pitomi kesten
u Hrvatskoj zauzima oko 136.000 ha Sumskih povrSina. Zdravstveno stanje kestenovih
sastojina razlikuje se od podruc¢ja do podrucja. Neke su sastojine u veoma dobrom stanju, dok

su druge veoma lose kvalitete Sto ovisi o mnogim abioti¢kim i biotickim ¢imbenicima (Novak-

Agbaba i sur., 2000).

Slika 2. Rasprostranjenost europskog pitomog kestena (Castanea sativa Mill.) u Hrvatskoj
(Nikoli¢, 2015)

Od klimatskih uvjeta bitan ¢imbenik za rast pitomog kestena je svjetlost, po cemu je ova
vrsta heliofilna. Pitomi kesten ne podnosi ekstremne izmjene temperature te najbolje raste u
podru¢jima sa prosje¢nom godiSnjom temperaturom od 13°C zimi i 26-37°C ljeti te prosjecnim
godiSnjim oborinama od 800-1600 mm (Zavisi¢, 2014). Kesten raste u Sumama na
odgovarajuc¢im stanistima a zbog ugroZenosti sve se vise uzgaja u vo¢njacima. Kao acidofilna
vrsta, raste na dubokim kiselim tlima (pH 4-5), pjeskovite glinasto-ilovaste teksture te na

silikatnim 1 eruptivnim podlogama i pjeS¢enjacima.

Svojstvo kestena da stvara velik broj izdanaka, kojih moze biti i preko 70 iz jednog panja,
spontani je nacin odrZavanja vrste uspostavljanjem ravnoteze izmedu korijena i stabla. Ovo
svojstvo ima prakticnu vrijednost u razmnoZzavanju kestena, jer se izdanci mogu vaditi 1

presaditi na drugo mjesto.
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Stablo pitomog kestena moze narasti do 35 m visine. Kora debla u mladosti je glatka, a
kako drvo stari kora se uzduzno raspucava (Silié, 1973). Listovi su duguljasti, eliptiéni i
nazubljeni. Pitomi kesten je jednodomna biljka, $to znaci da se na istom stablu nalaze odvojeno
1 muski 1 Zenski cvjetovi. Muski cvjetovi su u uspravnim resama (Slika 3a), a zenski u donjem
dijelu muskih resa (Slika 3b). Cvjetovi se pojavljuju pocetkom lipnja kada su listovi potpuno

razvijeni.

Plod je kesten i prirastao je za tobolac u kojem se ve¢inom nalaze po tri ploda (Slika 4), a
godisnje jedno stablo moze dati i do 200 kg plodova. Smedi polukuglasti plodovi su na povrsini
sjajni 1 dozrijevaju pocetkom listopada (Domac, 1994). Pucanjem bodljikavog tobolca plodovi
ispadaju van. Plod kestena je vazan u proucavanju sorti i tipova pitomog kestena. Sorte i tipovi
se razlikuju po broju plodova u kupuli, po krupnoéi i obliku ploda, boji ljuske, maljavosti,

izgledu vrha ploda, sjemenu sa sjemenjacom (epidermom) i ukusu.

Slika 3. Cvjetovi europskog pitomog kestena (Castanea sativa Mill.):
muski (lijevo), Zenski (desno)
(Web 1, Web 2)

Slika 4. Plod europskog pitomog kestena (Castanea sativa Mill.)
(Web 3)
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Postoji mnogo vrsta kestena, a jedna od najpoznatijih svakako je lovranski marun
(maron), oplemenjena sorta pitomog kestena nastala cijepljenjem plemkama kestena dubenca.
Maruni (maroni) su se izvozili jos u 17. stolje¢u te su uz masline, vino i treSnje predstavljali
glavne kulture od kojih je stanovnistvo Istre i Cresa tada Zivjelo. Vrhunac izvoza maruna
dogodio se u 19. stoljecu, a nakon toga je uslijedila stagnacija i zapuStanje nasada $to je
rezultiralo slabim daljnjim uzgojem. U usporedbi s obi¢nim kestenom, marun je sladi, ima
krupniji plod i svjetliju ljusku koja se lako odvaja. U ¢ast marunu se u listopadu svake godine u
Lovranu odrzava poznata Marunada (Idzojti¢ i sur., 2012).

Pitomi kesten je jedna od najznacajnijih 1 najkorisnijih Sumskih vrsta jer su svi njegovi
dijelovi iskoristivi. Ima vaznu gospodarsku i ekonomsku ulogu. Plodovi pitomog kestena su
znacajni u prehrani jer sadrze visok udio Skroba (oko 43%) i SeCera te mali udio ulja (3%).
Osim toga, bogati su taninima i dobar su izvor vlakana, esencijalnih masnih kiselina te vitamina
i minerala kao S$to su kalcij, fosfor i magnezij (Borges i sur., 2008). Budu¢i da su plodovi
kestena bogat izvor antioksidanasa, mogu¢i su i djelotvorni uéinci na zdravlje. Mogu sprijeciti
ili usporiti oksidativnu $tetu u tijelu smanjujuéi na taj nacin rizik od nastanka raka, pomazu u

suzbijanju razvoja tumora te Stite srce i krvne zile (Blomhoff i sur., 2006).

Kesten je izuzetno cijenjen i kao kvalitetno drvo, a njegov list se koristi u farmaceutskoj
industriji u brojnim preparatima. Zbog svoje velike trajnosti i lake obrade, deblo kestena koristi
se kao gradevno (izrada razli¢itih drvenih konstrukcija) i stolarsko drvo (izrada namjestaja). U
pCelarstvu se upotrebljava kao medonosna biljka jer sadrzi velike koli¢ine nektara. Zbog
lijepog habitusa, cvijeta i ploda, stablo pitomoga kestena se Cesto korist kao dekorativna,

hortikulturna vrsta.

Intenzivno Kkoristenje stabala kestena ostavilo je trajne posljedice na fizionomiju
kestenovih Suma, dovelo je do degradiranosti staniSta, utjecalo na stabilnost ekosustava i
smanjenu biolosku raznolikost. Najve¢i krivac propadanja kestenovih stabala svakako je
fitopatogena gljiva, uzro¢nik raka kore pitomog kestena Cryphonectria parasitica Murrill Barr

zbog koje kesten postupno nestaje iz naSih Suma.
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1.2. Fitopatogena gljiva Cryphonectria parasitica Murrill Barr

Zajednicka koevolucija biljnih patogena i domacina dovodi do neznatnih Steta u
populacijama biljnih vrsta koje patogeni zarazavaju. Medutim, isti ti patogeni mogu imati
snazan utjecaj na alohtone kao i na autohtone vrste gdje je taj patogen naknadno unesen.

Pravi primjer bioloSkog napada je upravo Cryphonectria parasitica, uzro¢nik raka kore
europskog pitomog kestena (Robin i sur., 2009).

Gljiva C. parasitica je nitasta, askomicetna, fitopatogena gljiva koja pripada razredu
Sordariomycetes, redu Diaporthales i porodici Cryphonectriaceae (Rossman i sur., 2007).
Gljiva je vrlo agresivna 1 moze zaraziti stabla bez obzira na njihovu dob i vitalnost. Zbog
oste¢enja dolazi do suSenja i propadanja stabala (Novak-Agbaba i sur., 2000). Osim §to je
patogen na kestenima (Castanea spp.), gljiva zarazava i stabla drugih rodova i vrsta, naroc€ito
vrste roda Quercus (OEPP/EPPO, 2005).

Zbog svoje iznimne agresivnosti i patogenosti C. parasitica je uvrStena na IUCN-ov
popis (International Union for Conservation of Nature) sto svjetski najopasnijih invazivnih
vrsta koje su najveca prijetnja bioloSkoj raznolikosti (Novak-Agbaba, 2006). U Europi je
proglaSena karantenskim patogenom 1 uvrStena je na EPPO A2 listu (European and

Mediterranean Plant Protection Organization).

1.2.1. RazmnozZavanje gljive C. parasitica

Gljiva se moze razmnozavati na dva nacina: nespolno (vegetativno) konidijama ili
fragmentacijom micelija te spolno askosporama (Slika 5) (Marra i Milgroom, 2001).
Konidiospore (konidije) nastaju mitozom i geneticki su identicne miceliju. To su male,
jednostani¢ne spore koje se razvijaju u konidioforima, specijaliziranim hifama koje ih nose.
Buduc¢i da su konidije geneticki identi¢ne miceliju, ne pridonose raznolikosti populacije gljive
C. parasitica. Askospore i konidiospore (konidije) prenose se vjetrom, kiSom, pticama,
kukcima ali i ljudskom nepaznjom (Russin i sur., 1984). Spajanjem hifa izmedu dva razlicita
izolata gljive dolazi do stapanja citoplazmi i stvaranja visejezgrenih stanica koje mogu opstati
ako su sojevi geneticki kompatibilni (Montenegro 1 sur., 2008). Ta pojava se naziva vegetativha
nekompatibilnost i kontrolira se pomocu Sest neovisnih vegetativno nekompatibilnih (vic)

lokusa (Milgroom i Cortesi, 1999).
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Spolno razmnozavanje se odvija askosporama koje nastaju u osnovnom sporonosnom
organu - askusu. Nastanak askospora je vazan za spolno razmnozavanje koje se odvija na
razli¢ite nacine. Pri spolnom razmnozavanju razvija se askogonij, koji predstavlja Zensku
rasplodnu strukturu te dolazi do spajanja s mikrokonidijom ili hifom, koji predstavlja musku
spolnu strukturu (Jezi¢, 2013). Stanice se stapaju bez spajanja jezgara a taj proces se naziva
plazmogamija. Spajanjem dolazi do rasta tzv. askogenih hifa u kojima one nastavljaju
egzistirati neovisno u dikarionskom stadiju (Read i Beckett, 1996; Webster i Weber, 2007). U
askogenim hifama nastaju askusi s askosporama. U zavr§nom stadiju formira se petlja u kojoj
dolazi do spajanja roditeljskih jezgara, mejoze i formiranja spolnih spora (Jezi¢, 2013).

Odabir na¢ina razmnozavanja ovisi o okoliSnim ¢imbenicima kao §to su temperatura i svjetlost

te dostupnost nutrijenata.
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Slika 5. Razmnozavanje gljiva mjeSinarki

(Web 4)

Spolno razmnozavanje gljive C. parasitica je pod kontrolom MAT lokusa na kojem
mogu biti dva alela, 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 moguce samo izmedu jedinki koje imaju suprotne MAT alele
(idiomorfe), MAT-1 ili MAT-2. C. parasitica je dvodomna gljiva kod koje Cesto u prirodi
dolazi do samooplodnje. U laboratorijskim uvjetima samooplodnja je rijetkost zbog spolne
nekompatibilnosti gameta (Marra i Milgroom, 2001; Montenegro i sur., 2008).
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1.3. Rak kore europskog pitomog kestena Castanea sativa

Gljiva C. parasitica, uzro¢nik raka kore europskog pitomog kestena, je sasvim sluc¢ajno
unesena u Sjevernu Ameriku iz Azije sa sadnicama kineskog (Castanea mollissima) i
japanskog kestena (C. crenata) pocetkom 20. stoljeca. U narednih nekoliko desetljeca C.
parasitica je uniStila gotovo sve sastojine ameriCkog pitomog kestena (C. dentata)
(Anagnostakis, 2000). U Europi se prvi put pojavila 1938. godine na podrucju sjeverne Italije u
Genovi te se odatle proSirila na gotovo sve europske sastojine kestena. U Hrvatskoj je prvi
slucaj bolesti zabiljezen 1955. godine u okolici Opatije, a pretpostavlja se da se zaraza prosirila

iz Slovenije gdje je prvi slucaj zabiljezen 1950. godine (Krstin i sur., 2008).

Pojavljivanje raka kore kestena Cesto ostaje nezapazeno sve dok propadanje grana stabala
ne postane preocito. Kroz otvorene rane na povrsini stabla spore gljive prodiru ispod kore i
kliju. U unutraSnjosti 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 o$teéenje kambija te dolazi do prekidanja toka vode i hranjivih tvari. 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 dijelova biljke iznad zarazenog mjesta. Zaraza ne zahvaca korijen zbog cega
izdanci mogu iznova rasti (Heiniger i Rigling, 1994).
Simptomi su vidljivi na granama 1 liS¢u koje se susi. Plodovi kestena ne podlijezu zarazi pa
infekcija ne utjee na klijanje i rast sjemenke, dok se gljiva povezuje samo s bodljikavom

ljuskom kestena (Jaynes i DePalma, 1984).

Pitomi kesten zarazen gljivom C. parasitica daje plodove mnogo ranije od zdravih
stabala, ve¢ u petoj godini, a Zivi najviSe 25 godina, dok zdrava stabla Zive mnogo dulje. Zbog
bolesti slabi sposobnost vegetativne obnove sastojine i pogorSava se njezina kakvoca, §to
smanjuje njezinu gospodarsku 1 ekoloSku vrijednost. Osim kestena, bolest moze zahvatiti 1 neke

druge listopadne vrste ali na njima ne pokazuje takvu agresivnost (Pagliarini, 2011).
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1.3.1. Tipovi raka kore kestena

Rak kore opasno ugrozava stabla kestena i uzrokuje njihovu fiziolosku slabost. Bolest je
vrlo agresivna jer napada i zdrava stabla (Pagliarini, 2011). Simptomi bolesti na kori kestena su
varijabilni, a raspon boje kore krece se od svijetlosmede, Zu¢kastosmede ili narancaste do
crvenosmede (OEPP/EPPO, 2005).

Postoje tri glavna tipa raka kore kestena:
1. Aktivni rak
2. Kalusiraju¢i rak

3. Povrsinske nekroze

Svakako najopasniji tip raka kore je aktivni rak kojeg uzrokuje virulentni soj gljive C.
parasitica (Slika 6a). Zaraza brzo napreduje do kambija te dolazi do uzduznog pucanja kore.
Stvaraju se otvorene rane unutar kojih je vidljiv tamnoZuti lepezasti micelij. Na zaraZenom
dijelu nalaze se i brojna zZutosmeda plodna tijela gljive (Novak-Agbaba i sur., 2000). Simptomi
aktivnog raka takoder ukljuuju zucenje 1 gubitak listova, pojavu razli¢itih nekroza,
hipertrofiju, rak rane na granama i suhe listove koji ostaju preko zime (Halambek, 1988;
Glavas, 1999).

Slika 6a. Aktivni rak kore kestena
(Web 5)
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Kalusiraju¢i rak prepoznaje se po formiranom kalusnom stani¢ju oko rane. Infekcija

prodire do kambija, a plodista gljive su rijetka ili ih uopée nema (Slika 6b).

Povrsinske nekroze, kao $to 1 sam naziv govori, izazivaju infekciju povrSinskog sloja te
zaraza vrlo sporo napreduje i ne dopire do kambija. Na deblu se moze uociti zadebljanje i
ljuskava kora koja se jasno razlikuje od zdrave (Slika 6¢) (Novak-Agbaba i sur., 2011).
Povrsinske nekroze uzrokuje hipovirulentni soj gljive. Ovaj neagresivni soj gljive je posebno
zanimljiv jer svoja svojstva hipovirulencije moze prenijeti na aktivni rak, zahvaljujuci
hipovirusu (Cryphonectria hypovirus - CHV) pri ¢emu dolazi do zatvaranja rak rane, odnosno
nastanka kalusa $to u konacnici uzrokuje ozdravljenje stabala kestena (Slika 6d). Prirodno
Sirenje hipovirusa s povrSinskih nekroza na aktivni rak predstavlja osnovu za biolosku kontrolu
bolesti i zaustavljanje suSenja zarazenih stabala, a u Hrvatskoj se provodi od 1983. godine
(Novak-Agbaba i sur., 2011).

Slika 6b. Kalusirajuéi rak
(Web 6) (Web 7)

Slika 6d. Zarasli rak — kalus
(Web 5)
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1.4. Cryphonectria hypovirus - uzro¢nik hipovirulentnosti gljive

Fenomen oporavka kestenovih stabala u Europi prvi put je opazen 1951. godine. Za
razliku od kestenovih sastojina na podruc¢ju Sjeverne Amerike, koje je rak kore gotovo u
potpunosti unistio, kod europskih je sastojina primijecen oporavak. Istrazivanja su pokazala da

je uzro¢nik oporavka stabala kestena hipovirulentni soj gljive C. parasitica.

Hipovirulentnost gljive C. parasitica uzrokuje prisutnost dvolancane RNA (dsRNA)
virusa Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1). Hipovirulentni soj gljive karakterizira smanjena
sporulacija, pigmentacija te smanjeno nakupljanje oksalata i manja aktivnost laktaze i celulaze
- enzima pronadenih kod gljiva. Micelij hipovirulentnih sojeva zarazenih hipovirusom je bijeli,
blijedozuckasti do blijedonarancasti dok je micelij virulentnih sojeva bez virusa izrazito zut ili
narancast. (Kazmierczak i sur., 1996; Larson i sur., 1992; Jacob-Wilk i sur., 2006; Novak-
Agbaba i sur., 2000).

Hipovirusi sadrze linearnu dvolancanu RNA (dsRNA) molekulu. Nalaze se u
membranskim vezikulama (promjera 50-80 nm) u citoplazmi svog domacina - gljive, kojega
nikada ne napustaju (Heiniger i Rigling, 1994; Gobbin i sur., 2003). Nemaju proteinski omotac
odnosno kapsidu, nemaju strukturnih proteina i ne stvaraju virione (zrele infektivne virusne

cestice).

CHV1 je najbolje opisani hipovirus iz porodice Hypoviridae i jedini koji je za sada
otkriven na podrucju Europe (Krstin i sur., 2011). Genom CHV1 veli¢ine je 12 712 bp, ima
poliadeniliran pozitivni, kodiraju¢i lanac (na 3' kraju se nalazi poliA rep) te sadrzi dva
kontinuirana otvorena okvira ¢itanja (ORF A i ORF B) koja kodiraju poliproteine koji se
proteoliticki cijepaju (Bryner i sur., 2013; Choi 1 sur., 1991). ORF A 1 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).

Porodici Hypoviridae pripadaju jo$ tri vrste virusa - CHV2, CHV3 i CHV4 koje se
pojavljuju na podrucju Sjeverne Amerike (Turina i Rostagno, 2007), te u jugoisto¢noj Europi
od jugoisto¢ne Francuske do Turske (Krstin i sur., 2011). Europski tip hipovirusa CHV1
pokazuje veliku raznolikost genotipova te je podijeljen na pet podtipova: talijanski (CHV1 1),
njemacki (CHV1 D), $panjolski (CHV1 E) te dva francuska podtipa (CHV1 F1, CHV1 F2)
(Montenegro i sur., 2008).
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1.4.1. Nacini prijenosa hipovirusne dsRNA

Postoje dva nacina prijenosa dsSRNA molekule kroz populacije gljiva:

1. vertikalni prijenos - putem konidija (nespolnih spora)

2. horizontalni prijenos - fuzijom hifa izmedu vegetativno kompatibilnih jedinki gljive

Vertikalni prijenos podrazumijeva prijenos hipovirusa iz micelija do konidija te se spore
mogu Siriti na druge tipove raka kore kestena i tako utjecati 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 nac¢in njihov
patogeni potencijal. Nazalost, stvaranje konidija u hipovirulentnim sojevima gljive je smanjeno
1 hipovirus se prenosi samo u odredeni broj konidija (Elliston, 1985b). Takoder, prijenos

hipovirusa putem askospora (spolnih spora) nije moguc.

Horizontalni prijenos hipovirusa odvija se anastomozom (fuzijom) hifa (Slika 7). Ovaj
nain prijenosa predstavlja osnovu za biolosku kontrolu raka kore pitomog kestena, no
ograniCen je sustavom vegetativne inkompatibilnosti (vic) gljive (Krstin i sur., 2008).
Vegetativna inkompatibilnost je definirana s najmanje Sest vic lokusa, od kojih svaki sadrzi
najmanje dva alela (Milgroom i Cortesi, 1999). Sukladno tome, moguca su najmanje 64
razli¢ita genotipa (Adamcikova 1 sur., 2006; Nuss, 2011). Za ostvarivanje vegetativne
kompatibilnosti (VC) izmedu dva razli¢ita soja gljive njihovi aleli se moraju podudarati na svih

Sest vic lokusa (Montenegro i sur., 2008).

Kod anastomoze hifa izmedu gljiva razli¢itog VC tipa dolazi do formiranja nestabilnog
heterokariona 1 kaskade biokemijskih reakcija koje dovode do programirane stani¢ne smrti
zbog Cega se hipovirus ne moze prenijeti iz jedne jedinke u drugu (Slika 7) (Glass i Kaneko,
2003). Ukoliko takve gljive rastu zajedno u kulturi, formira se barazna linija duz zone njihovog
kontakta (Choi i sur., 2012). Ako su jedinke kompatibilne, formira se heterokarionski micelij i

ne dolazi do programirane stani¢ne smrti. Takva anastomoza je stabilna i nema barazne linije.
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Slika 7. Mikroskopski prikaz vegetativne kompatibilnosti i nekompatibilnosti hifa gljive C.
parasitica: anastomoza hifa (lijevo), propadanje hifa uslijed nekompatibilnosti (desno)

(Nastavni materijali doc. dr. sc. Ljiljane Krstin)

1.4.2. BioloSka kontrola bolesti

UspjeSnost bioloske kontrole bolesti ovisi o nafinu razmnozavanja gljive, tipu
vegetativne kompatibilnosti te o tipu i izolatu hipovirusa. Potrebno je odabrati hipovirulentne
sojeve gljive koji pokazuju najbolji ucinak na smanjenje patogenosti gljive. Takvom

mjeSavinom hipovirulentnih sojeva gljive tretiraju se zarazena stabla kestena.

Postotak tretiranih i netretiranih zaraZenih stabala kestena koji su se oporavili predstavlja
osnovu za procjenu uspjeSnosti bioloske kontrole bolesti. Terapijski ucinak horizontalnog
prijenosa hipovirusa je vidljiv kao ozdravljenje tretiranog raka kore, dok ozdravljenje

netretiranog raka zahtijeva Sirenje virusa unutar stabla (Robin i sur., 2010).

Protiv bolesti Sumskog drveca bioloska kontrola je posebno pogodna zbog toga Sto su
druge metode kontroliranja bolesti, poput primjene fungicida i razli¢itih kemijskih sredstava,
ekonomski neisplative i Stetne za okoli§. Oporavak stabala prvenstveno ovisi o prirodnom

Sirenju hipovirusa, ali moze biti 1 pod utjecajem covjeka.

EU tipovi se koriste kao testeri za proucavanje genetske kontrole vegetativne
kompatibilnosti gljive C. parasitica (Cortesi i Milgroom, 1998). Radi lakseg pracenja i kontrole

bolesti vazno je povecavati setove EU testera u skladu s novim otkri¢ima (Robin i Heiniger,
2001).
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Cilj istraZivanja
1.5. Cilj istrazivanja

Cilj ovog rada je karakterizirati izolate gljive C. parasitica pronadene u aktivnim
rakovima pitomog kestena na osnovi njihove morfologije, tipa vegetativne kompatibilnosti i

molekularnih analiza:

e izolacije dvolancane RNA hipovirusa
e reverzne transkripcije i lanc¢ane reakcije polimerazom RT-PCR

¢ polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata, RFLP
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2. MATERIJALI | METODE
2.1. Prikupljanje gljivi¢nih izolata i njihov uzgoj

Prikupljanje 1 izolaciju uzoraka gljive C. parasitica obavila je prof. dr. sc. Mirna
Curkovi¢ Perica u suradnji s kolegama s Prirodoslovno-matematickog fakulteta i Sumarskog
fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Uzorci su uzimani na podru¢ju Hrvatske Kostajnice sa
zarazenih stabala pitomog kestena na kojima su bili vidljivi aktivni rakovi uzrokovani

virulentnim sojem patogene gljive C. parasitica.

Izolirane ¢iste kulture gljive C. parasitica uzgajane su na hranjivoj krumpirovoj podlozi
PDA (Potato dextrose agar) u Petrijevim zdjelicama (Medicplast, promjer 6 ili 9 cm). Agar je
prethodno pripremljen prema uputama proizvodaca (Biolife). U 1 litri destilirane vode
otopljeno je 42 g PDA te je mjesavina raspodijeljena u Shottove boce koje podnose visoke
temperature sterilizacije (Slika 8). Sterilizacija PDA se provodi u autoklavu (Sutjeska) u

trajanju od 15 min pri temperaturi od 121°C i tlaku od 1,5 bara (Slika 8).

Slika 8. Shottove boce s hranjivom krumpirovom podlogom (lijevo) i autoklav Sutjeska (desno)
(Autorske fotografije)

Sterilizacija je vrlo bitna za daljnje postupke nasadivanja gljive. Procesom sterilizacije

potpuno se odstranjuju ili uniStavaju svi mikroorganizmi i njihove spore s predmeta,

instrumenata i materijala do te mjere da se na mediju za kultiviranje ne mogu dokazati.
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Autoklavirani agar se izlijeva u sterilne Petrijeve zdjelice do visine od otprilike 5 mm.
Vrlo je bitno da se podloga dobro ohladi i stvrdne te ju je najbolje koristiti tek sljedeci dan za
nasadivanje izolata gljive. Izlijevanje agara odvija se u laminaru ¢ija je povrSina prethodno
dezinficirana 70%-tnim etanolom. Laminar je zatvoreni radni prostor koji je steriliziran UV

svjetlom te ima neprestan protok sterilnog zraka.

Unutar laminara se takoder obavljalo i precjepljivanje izolata gljive C. parasitica na
prethodno pripremljene i ohladene PDA podloge. Izolati su izrezivani na komadi¢e dimenzije
0,5%0,5%0,5 cm pomocu sterilnog skalpela koji se prije svake upotrebe morao dezinficirati u
70%-tnom etanolu i flambirati nekoliko sekundi na S$piritnoj lampi. Izrezani uzorci su se
postavljali naopako tako da micelij gljive bude u dodiru s podlogom kako bi gljiva brze
prorasla. Petrijeve zdjelice zatvorene su parafilmom da ne bi doslo do kontaminacije te je na
poklopac napisana oznaka izolata i datum precjepljivanja. Svi izolati gljive su precjepljeni u tri
replike.

Izolati su se nakon precjepljivanja inkubirali u mraku pri sobnoj temperaturi, u periodu
od sedam dana kako bi doslo do rasta micelija. Kada je micelij prorastao, izolati su se izlozili
jos sedam dana danjem svjetlu kako bi doslo do sporulacije (Slika 9). Kulture gljive odrzavane
su stalnim precjepljivanjem na prethodno opisan nalin, izrezivanjem komadica izolata ili

struganjem dijela micelija.

Slika 9. Rast izolata gljive C. parasitica

(Autorska fotografija)

Za buduca istrazivanja, 4-5 sitnih komadi¢a svakog pojedinog izolata pohranjeno je u
sterilne Eppendorf mikroepruvete sa 22%-tnim glicerolom. Tako pohranjeni uzorci mogu se
Cuvati na temperaturi od -20°C duzi vremenski period. Ukoliko Zelimo ponovno uzgojiti
odredeni uzorak gljive, dovoljno je uz pomoc¢ sterilnog skalpela izvaditi komadi¢ micelija iz

glicerola i nasaditi ga na hranjivu krumpirovu podlogu.
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2.2. Odredivanje morfologije izolata gljive

Nakon izlaganja uzoraka danjem svjetlu, virulentni i hipovirulentni uzorci odredivani su
na temelju morfoloskih karakteristika micelija. Virulentni izolati gljive C. parasitica koji nisu
zarazeni hipovirusom CHV1 razvijaju naranaste do naranCasto-smede micelije s
mnogobrojnim sporama. Hipovirulentni izolati, zarazeni hipovirusom CHV1, razvijaju micelije
bijele do blijedozute boje s vrlo malo spora. Hipovirusna dsRNA mijenja morfologiju gljive i

smanjuje njezinu sporulaciju.

Postoje uzorci gljive C. parasitica kod kojih, na temelju morfologije, nije moguce
odrediti jesu li virulentni ili hipovirulentni odnosno je 1i micelij narancaste ili bijele boje. Takvi

izolati se nazivaju prijelazni ili izolati intermedijarne morfologije.

2.3. Test vegetativne kompatibilnosti (VC test)

Test vegetativne kompatibilnosti temelji se na prac¢enju pojave anastomoze hifa odnosno
barazne linije izmedu dva kompatibilna/nekompatibilna uzorka. Ako su izolati kompatibilni,
njihovi miceliji ¢e u potpunosti prorasti §to znaci da imaju identi¢ne alele na svih Sest vic
lokusa (Slika 10). Ako se na mjestu kontakta formira barazna linija, izolati se razlikuju u
najmanje jednom vic lokusu i nekompatibilni su (Slika 10). Na mjestu kontakta dolazi do

programirane stani¢ne smrti.

) A
s A
.
.
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Barazna linija [
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Slika 10. VC test: kompatibilni uzorci (lijevo), nekompatibilni uzorci (desno)
(Autorske fotografije)
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Testovi vegetativne kompatibilnosti provodeni su u razdoblju od ozujka do lipnja 2015.
godine. Sva testiranja izvodena su u laminaru uz prethodnu sterilizaciju radnog prostora i
potrebnog pribora. Za odredivanje VC tipova izolata gljive C. parasitica koristena je PDA
hranjiva podloga (Potato dextrose agar). Podloga je prethodno pripremljena prema uputama
proizvodaca (Difco). U 1 litri destilirane vode otopljeno je 39 g PDA te je mjeSavina
raspodijeljena u Shottove boce i autoklavirana (15 min, 121°C, 1,5 bara). Nakon hladenja
podloga je izlijevana u Petrijeve zdjelice promjera 9 cm.

Izolati gljive C. parasitica najprije su medusobno krizani, a zatim su pojedini izolati iz
dobivenih skupina kompatibilnih uzoraka krizani sa standardnim europskim (EU) testerima koji
su podijeljeni u 2 seta. Prvi set sadrzi testere od EU 1 do EU 31, a drugi set od EU 32 do EU
64.

Sterilnim skalpelom sastrugan je svjezi micelij iz kulture i nacijepljen uz rub Petrijeve
zdjelice (udaljen~3 mm) zajedno s micelijem odredenog EU testera. Testeri i izolati medusobno
su bili udaljeni 2-5 mm. Zbog veli¢ine Petrijeve zdjelice bilo je moguée napraviti Sest krizanja,
a svako krizanje je radeno u tri replike. Petrijeve zdjelice su prije testiranja obiljezene (datum
krizanja i oznake uzoraka) te su nakon krizanja zatvorene parafilmom kako ne bi doslo do
kontaminacije. Testirani uzorci u Petrijevim zdjelicama inkubirani su u mraku pri sobnoj
temperaturi tijekom sedam dana, a nakon toga su u istom vremenskom periodu izloZeni danjem
svjetlu. Nakon perioda inkubacije, rezultati testiranja su o€itani vizualno, golim okom. PO

potrebi, testiranja su ponovljena.
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2.4. Molekularne analize

2.4.1. Izolacija hipovirusne dsRNA iz micelija C. parasitica

U uzorcima gljive C. parasitica koji su razvili micelij bijele morfologije testirana je
prisutnost hipovirusne dvolan¢ane RNA (dsRNA). Uzorak gljive Zute morfologije takoder je
ukljucen u analizu hipovirusne dsSRNA kao negativna kontrola. Odabrani uzorci gljive rasli su
na PDA hranjivoj podlozi prekrivenoj autoklaviranim celofanom zbog lakseg struganja micelija
gljive. Uzorci gljive rasli su tjedan dana u mraku pri temperaturi od 24°C, a potom je s
celofana, s rubnog dijela Petrijeve zdjelice, nozi¢em sastrugan mladi micelij gljive i prebacen u

epruvetu.

Virusna dsRNA izolirana je koristenjem komercijalnog kit-a prema protokolu Double-
RNA viral dsRNA extraction mini kit. Postupak izolacije izvodio se pri sobnoj temperaturi, a
pribor i kemikalije morali su biti sterilni i bez Rnaza. Svjeze tkivo (cca 50 mg) pohranjeno je u
mikroepruveti 1 smrznuto u tekuéem dusiku. Tkivo je pomoc¢u mikrotucka usitnjeno u 100 pL
pred-pufera. Nakon dodavanja 1 mL pufera za lizu uzorak je vorteksiran 10-tak sekundi te je
ostavljen 5 min na sobnoj temperaturi. Isti postupak vorteksiranja ponovio se i nakon
dodavanja 200 pL kloroforma. Nakon dodatka kloroforma doslo je do formiranja bijele linije
ispod gornjeg plavog sloja. Taj sloj sadrzavao je sve necistoce, proteine, genomsku DNA i
RNA. Svrha dodavanja kloroforma je separacija fenolnog sloja od gornjeg vodenog te izolacija
RNA i genomske DNA/proteina.

Sljedec¢i korak bilo je centrifugiranje uzoraka 10 min na 13 000 rpm pri temp. od 4°C te
je nakon toga otpipetirano 400 puL gornjeg sloja koji sadrzi RNA u praznu mikroepruvetu od
1,5 mL. U 400 pL otpipetiranog gornjeg sloja dodan je jednak volumen pufera za vezanje,

lagano je promijesano 2-3 puta i ostavljeno 1 min na sobnoj temperaturi.

Kako bi se pripremila membrana, mikroepruveta za centrifugu dva puta je isprana s 500
uL pufera za ispiranje, centrifugirana 1 min na 13 000 rpm pri temp. od 4°C, nakon cega je
filtrat bacen. Ovaj postupak trebalo je ponoviti ukupno dva puta. Prazna mikroepruveta za
centrifugu centrifugirana je 2 min na 13 000 rpm kako bi se membrana osusila, a zatim je
prebacena u novu mikroepruvetu od 1,5 mL. Na membranu je dodano 30 pL pufera za eluiranje
te je centrifugirano 1 min na 13 000 rpm kako bi dsRNA, koja se vezala na membranu spin
kolonice, eluirala. Uzorke eluirane dsSRNA potrebno je pohraniti na temperaturu od 4°C ili na

-20°C ukoliko uzorke Zelimo ¢uvati duze vremensko razdoblje.
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2.4.2. Reverzna transkripcija hipovirusne dsRNA

Izolirana dsSRNA prevedena je u komplementarnu DNA (cDNA) metodom reverzne
transkripcije (RT) kako bi se mogla umnoziti lanCanom reakcijom polimerazom, PCR.
Pripremljena je reakcijska smjesa (Tablica 1) koja je raspodijeljena u epice (10 pl) zajedno s 10
ul uzorka izolirane dsRNA. Priprema se odvijala na ledu. PCR epice s uzorcima stavljene su u
PCR uredaj na inkubaciju od 10 min pri temperaturi od 25°C, zatim 120 min pri 37°C te na 5

min pri 85°C. Nakon inkubacije uzorci cONA ¢uvani su na temperaturi od 4°C.

Tablica 1. Sastojci reakcijske smjese za jednu reakciju reverzne transkripcije hipovirusne

dsRNA pomoc¢u nasumi¢nih pocetnica

KOMPONENTE KIT inhibitor RNaze (ul)
10x reakcijski pufer 2,0
25XdNTP MIX (100mM) 0,8
10xRT nasumicne pocetnice 2,0
Multi Scribe Reverse Transcriptase 1,0
RNase Inhibitor 1,0
H20 bez nukleaza 3,2
Ukupan volumen 10,0

2.4.3. Lancana reakcija umnoZavanja polimerazom

Komplementarna DNA dobivena reverznom transkripcijom umnozena je lananom
reakcijom polimerazom (PCR). PCR je proveden pomo¢u EmeraldAmp MAX PCR Master
Mix-a prema uputama proizvodaca. Emerald PCR Mix je zelene boje §to olakSava izvodenje
PCR reakcije i prilikom elektroforeze uzorke nije potrebno dodatno bojati. Pripremljena
reakcijska smjesa za PCR reakciju (Tablica 2) podijeljena je u epice (49 ul) u koje je dodan i 1

pl uzorka. Koristena je i negativna kontrola u koju je umjesto uzorka dodan 1 pl vode.

Tablica 2. Sastojci reakcijske smjese za jednu PCR reakciju

KOMPONENTE Volumen za 1 uzorak (nl)

Emerald Mix (pufer + MgCl2 + o5
dNTP + Taq polimeraza)

EP 5 pocetnica (10 pM) 1
R pocetnica (10 uM) 1
H20 22
Uzorak DNA 1
Ukupan volumen 50
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Uzorci su stavljeni u PCR uredaj te se reakcija odvijala prema sljede¢im uvjetima:
pocetna denaturacija trajala je 2 min pri 94°C, nakon toga je uslijedilo 35 ciklusa koji su se
sastojali od 1 min denaturacije pri 94°C, zatim sparivanje pocetnica s kalupom 1,5 min pri
55°C 1 produljivanje lanca DNA 2 min pri 72°C. Zavr$no produljivanje lanca DNA odvijalo se

10 min pri 72°C, nakon ¢ega su se uzorci ¢uvali na temperaturi od 4°C.

2.4.4. Polimorfizam duljine restrikcijskih odsjecaka

Za analizu polimorfizma duljine restrikcijskih odsjeCaka (RFLP) koristila su se tri
razliCita restrikcijska enzima, BSuRl (GG'CC), Hinfl (G'ANTC) i EcoRIl (G'AATTC).
Reakcijska smjesa za jedan uzorak sastojala se od 2 ul pufera, 7,25 ul vode, 0,75 ul enzima
(BsuRI/Hinfl/EcoRlI) te 10 ul uzorka. Restrikcija se odvijala 2 sata pri temperaturi od 37°C.

2.4.5. Agarozna gel elektroforeza

Elektroforezom je provjerena uspje$nost PCR reakcije i RFLP-a. U tu svrhu koristen je
1%-tni odnosno 2%-tni agarozni gel. Gel za provjeru PCR produkata pripremljen je otapanjem
0,2 g agaroze u 20 mL 1xTBE pufera u mikrovalnoj pe¢nici. Ohladenom gelu dodano je 2 pl
DNA boje (SYBR safe DNA gel stain) te je smjesa nakon hladenja izlivena u elektroforetsku
kadicu. Nakon polimerizacije, gel je preliven 1xTBE puferom. U nastale jaZice naneseno je po
9 ul uzorka i 1 pl loading buffer-a §to je ukupno 10 pl uzorka u svakoj jaZici. Dodana je i
negativna kontrola te 2 pl markera (50bp DNA Ladder Takara). Elektroforeza se odvijala pri
100V tijekom 40 min.

Za elektroforezu RFLP-a koriSten je 2%-tni agarozni gel, pri ¢emu je 2 g agaroze
otopljeno u 100 mL 1xTBE pufera kojemu je dodano 5 pl boje (SYBR safe DNA gel stain). U
jazice je naneseno 20 pl uzorka i 4 pl obojenog pufera. Takoder su dodane pozitivne kontrole te
2 ul markera (50bp DNA Ladder Takara) kojemu je dodan 1 ul obojenog pufera. Elektroforeza
se odvijala pri 100V tijekom 120 min.

Umnozeni i pocijepani fragmenti u obje elektroforeze vizualizirani su pod UV svjetlom

na transiluminatoru i fotografirani kamerom (Kodak EDAS 290 System).
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2.5. Statisticka obrada podataka

Raznolikost VC tipova gljive C. parasitica unutar istrazivanih uzoraka dobivena je
Shannon-Wiener-ovim indeksom (Anagnostakis i sur., 1986).

Indeks je izracunat prema sljedecoj jednadzbi:
H'=-> pilnpi

gdje je:

H' - Shannon-Wiener-ov indeks raznolikosti

pi - frekvencija pojedinog VC tipa
pi se racuna po formuli:

pi=ni/N

gdje je:

ni - brojnost vrste i u uzorku

N - ukupna brojnost u uzorku
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3. REZULTATI

3.1. Morfologija izolata gljive C. parasitica

Analizom morfoloskih karakteristika 13 izolata gljive C. parasitica, prikupljenih u
aktivnim rakovima pitomog kestena na podrucju Hrvatske Kostajnice, odredeno je 10 zutih
(77%) 1 3 bijela (23%) izolata gljive (Tablica 3.1, Slika 11). Hipovirulentni sojevi gljive
zarazeni hipovirusom CHV1 razvijaju karakteristicnu bijelu do svijetlozutu boju micelija.
Smanjena produkcija Zutonarancastog pigmenta prilikom zaraze gljive hipovirusom pruza bolju
mogucénost identifikacije zarazenih izolata gljive C. parasitica. Virulentni izolati gljive
razvijaju micelij Zute do narancaste boje te ih karakterizira jaka sporulacija. Podaci o tipu raka
kore kestena (Tablica 3.2) dobiveni su ljubazno$éu prof. dr. sc. Mirne Curkovié Perica. Unutar
aktivnog raka prevladavaju Zuti sojevi gljive, a jedan aktivni rak od ukupno deset, imao je
gljivu bijelog micelija. 1z tri raka, karakteriziranih kao aktivni rak/nekroza, izolirana su dva

bijela i jedan zuti soj gljive.

Tablica 3.1. Morfologija izolata gljive C. parasitica

Oznaka uzorka N,
gljive Morfologuz_;l_gljlve
. C. parasitica
C. parasitica
1 ZUTA
2 ZUTA
3 ZUTA
4 ZUTA
5 ZUTA
6 ZUTA
7 ZUTA
8 BIJELA
9 BIJELA
10 ZUTA
11 BIJELA
12 ZUTA
13 ZUTA
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O Zuti izolati

T71%

Slika 11. Udio bijelih i zutih izolata gljive C.parasitica

Tablica 3.2. Tip raka kore pitomog kestena Castanea sativa Mill.

Oznaka uzorka
gljive
C. parasitica

Tip raka kore kestena
C. sativa

AKTIVNI

AKTIVNI

AKTIVNI

AKTIVNI

AKTIVNI

AKTIVNI

AKTIVNI

AKTIVNI/NEKROZA

AKTIVNI

AKTIVNI

e
RBlo|lo|Nloluswid-

AKTIVNI/NEKROZA

[EY
N

AKTIVNI

[EY
w

AKTIVNI/NEKROZA

Rezultati
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3.2. Raznolikost tipova vegetativne kompatibilnosti gljive C. parasitica

Raznolikost tipova vegetativne kompatibilnosti odredivana je pomo¢u VC testa. Uzorci
gljive testirani su medusobno ali i sa standardnim europskim VC tipovima iz setova EU 1 do
EU 31 te EU 32 do EU 64. Test vegetativne kompatibilnosti nije uvijek dao jasne rezultate §to

je otezavalo odredivanje VC tipova.

Dodatna pomo¢ prilikom potvrde nekompatibilnosti je pojava tamne crte na granici

izmedu dva uzoraka koja je vidljiva kada se Petrijeva zdjelica okrene naopako.

Od ukupno 13 izolata gljive C. parasitica prikupljenih iz aktivnih rakova pitomog
kestena na podru¢ju Hrvatske Kostajnice, testovima vegetativne kompatibilnosti odredena su tri
razli¢ita VC tipa (Tablica 3.3). Najzastupljeniji VC tip je EU 1 sa 9 izolata (69%), zatim EU 2
sa 3 izolata (23%) i EU 12 sa 1 izolatom (8%) (Slika 12).

Svi uzorkovani izolati gljive C. parasitica pripadaju standardnim europskim VC tipovima
unutar seta EU 1 do EU 31. Za njih su poznati aleli na svih Sest vic lokusa $to omogucuje

prac¢enje mogucih krizanja izmedu razli¢itih kompatibilnih izolata.

Tablica 3.3. Vegetativna kompatibilnost izolata gljive C. parasitica

meEueon@ | vetip gliive c.
C. parasitica parasitica
1 EU1
2 EU 1
3 EU 1
4 EU 2
5 EU 1
6 EU 2
! EU 2
8 EU 1
9 EU 1
10 EU 1
11 EU 1
12 EU 1
13 EU 12
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mEU1 "EU2 @ EU12

Slika 12. Zastupljenost tipova vegetativne kompatibilnosti gljive C. parasitica

3.3. Hipovirusna dsRNA u izolatima gljive C. parasitica

Nakon uzgoja na hranjivoj PDA podlozi, iz uzoraka gljive bijele morfologije izolirana je
dsRNA kako bi se potvrdila prisutnost hipovirusa CHV1. lzolirana hipovirusna dsRNA
prevedena je u cDNA metodom reverzne transkripcije (RT) i umnozena lancanom reakcijom

polimerazom (PCR), nakon ¢ega je uslijedila agarozna gel elektroforeza.

Nakon provedene agarozne gel elektroforeze dobiveni su rezultati koji ukazuju na
prisutnost hipovirusa CHV1 u izolatima 1, 2, 3 i 5, dok hipovirus nije bio prisutan u izolatu 4

¢iji je micelij zute morfologije i koji je sluzio kao negativna kontrola (Slika 13).

Slika 13. Elektroforeza dsRNA izolirane iz micelija gljive C. parasitica u 1%-tnom agaroznom
gelu. Redoslijed uzoraka: M - marker 50bp DNA Ladder Takara; 1, 2, 3 - uzorci izolata

C. parasitica; 4 - negativna kontrola; 5 - pozitivna kontrola
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3.4. Utvrdivanje podtipa hipovirusa

Za analizu polimorfizma duljine restrikcijskih odsjecaka, RFLP koriSteni su uzorci
kojima je potvrdena prisutnost hipovirusa CHV1. Kao pozitivne kontrole, prilikom cijepanja
PCR produkata restrikcijskim enzimima BsuRI i Hinfl, koristena su dva prethodno istrazena
CHVL1 izolata koje sam dobila ljubaznos¢u doc. dr. sc. Ljiljane Krstin. Poznato je da ti uzorci
pripadaju talijanskom podtipu CHV1 hipovirusa. Za enzim EcoRI koristila sam samo jednu
pozitivnu kontrolu jer sam pretpostavila da taj enzim nece uspjesno pocijepati PCR produkte,

Sto je u krajnjem slucaju i vidljivo na gelu.

Nakon provedene elektroforeze u 2%-tnom agaroznom gelu, rezultati dobiveni
cijepanjem PCR produkata enzimima BsuRI i Hinfl potvrdili su da istrazivani hipovirusi
pripadaju talijanskom podtipu, CHV1 I (Slika 14).

BsuRI
Rl s SN

Slika 14. Elektroforetski obrazac umnozenih produkata ORF-A CHV1 | pocijepanih enzimima
BsuRlI, Hinfl i EcoRI. Redoslijed uzoraka: K1 i K2 - pozitivne kontrole; M - 50bp DNA Ladder
Takara
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3.5. Shannon-Wiener-ov indeks raznolikosti

Rezultati

Raznolikost VC tipova gljive C. parasitica izrazena Shannon-Wiener-ovim indeksom

raznolikosti (H') unutar istrazivanih uzoraka Hrvatske Kostajnice iznosi 0,7901 (Tablica 4).

Tablica 4. Shannon-Wiener-ov indeks raznolikosti (H") VC tipova gljive C. parasitica

VC tip n? pi =n/N pi * In (pi)
EU1 9 0,6923 - 0,2546
EU 2 3 0,2307 - 0,3383
EU 12 1 0,0769 -0,1972
N® 13 : [ H=07901 |

# Broj izolata odredenog VC tipa

> Ukupan broj izolata

¢ Shannon-Wiener-ov indeks raznolikosti, H' = - 3 pi In (pi), gdje je pi frekvencija pojedinog

VC tipa
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4. RASPRAVA

U ovom istrazivanju koriSteni su uzorci gljive C. parasitica koji su prikupljeni sa
zarazenih stabala pitomog kestena na kojima su bili vidljivi aktivni rakovi uzrokovani
virulentnim sojem patogene gljive. lzolati su uzgajani u Petrijevim zdjelicama na krumpirovoj
hranjivoj podlozi, PDA. Ovakav na¢in uzgoja olaksava pracenje rasta gljive, uocavanje razvoja
zagadenja kao Sto su plijesni 1 bakterije te u konacnici pojednostavljuje postupak presadivanja.
Takoder, uzgoj na PDA podlozi omogucuje testiranje vegetativne kompatibilnosti 1 prenosenje

virusa iz hipovirulentnih u virulente izolate.

Morfologija gljive moze biti jasan pokazatelj prisutnosti hipovirusa. Micelij
hipovirulentnih sojeva zarazenih hipovirusom je bijeli, blijedozuckasti do blijedonarancasti,
dok je micelij virulentnih sojeva bez virusa izrazito zut ili naranc¢ast (Anagnostakis, 1982;
Novak-Agbaba i sur., 2000). U ovom istrazivanju utvrdeno je 77% izolata zZute morfologije te

23% izolata bijele morfologije.

Patogenost gljive C. parasitica zarazene hipovirusom znatno je smanjena i stoga je
hipovirulentnost osnova na kojoj se temelji bioloska kontrola raka kore pitomog kestena
(Hillman i Suzuki, 2004). Uspjeh bioloske kontrole ovisi o raznolikosti VC tipova gljive C.
parasitica, tipu hipovirusa, okolisnim uvjetima te starosti i otpornosti biljke (Marra i
Milgroom, 2001). U Europi je zabiljeZena veca uspjesnost bioloske kontrole bolesti nego u
Americi upravo zbog znatno manje raznolikosti VC tipova gljive C. parasitica (Heiniger i
Rigling, 1994; Milgroom i Cortesi, 2004).

Negativan utjecaj na bioloSku kontrolu odnosno povecanje broja VC tipova moglo bi
imati spolno razmnozavanje gljive C. parasitica, rekombinacija gena i postojanje moguceg
dodatnog polimorfnog lokusa ili treceg alela. Sustav vegetativne kompatibilnosti vise se ne
smatra neprobojnom barijerom jer je zabiljezen prijenos hipovirusa izmedu vegetativno

nekompatibilnih izolata, $to bi moglo pozitivno utjecati na biolosku kontrolu raka kore kestena.

Ovim istrazivanjem utvrdeno je deset aktivnih rakova na kori kestena dok su tri bila
zabiljezena kao aktivni rak/nekroza. Aktivni rak na stablima veéih promjera ima veéu
mogucénost konverzije u kalusirajuéi rak uslijed prirodne bioloske kontrole. Za poboljSanje
zdravstvenog stanja i kvalitete sastojina pitomog kestena neophodno je provoditi Sumsko -
uzgojne mjere prorjedivanja i ¢iS¢enja s naglaskom na uklanjanje stabala zarazenih aktivnim

rakom kao i nekvalitetnih stabala.
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U ovom istrazivanju odredena su tri razli¢ita VC tipa gljive C. parasitica, izmedu 13
prikupljenih izolata iz rana aktivnog raka na kori kestena. Najzastupljeniji VC tip u istrazivanju
je EU 1 s udjelom od 69%. Nakon njega slijedi EU 2 s udjelom od 23% te EU 12 s udjelom od

svega 8%.

Prilikom prethodnih istrazivanja na podruc¢ju Republike Hrvatske odredeno je 18 VC
tipova unutar 338 prikupljenih izolata gdje je EU 1 bio najzastupljeniji a zatim su slijedili EU 2
I EU 12 (Krstin i sur., 2008). U susjednoj Sloveniji odredeno je ukupno 15 VC tipova unutar
254 prikupljena izolata (Jezi¢ i sur., 2012). Najzastupljeniji je bio EU 13 (40,1%) a VC tipovi
EU 1 (19,7%) i EU 2 (12,2%) su takoder imali veliku ucestalost, dok je VC tip EU 12 (9%) bio
vrlo rijedak. U Bosni i Hercegovini odredeno je 25 VC tipova unutar ¢ak 920 izolata (Trestic i
sur., 2001). Jugozapadni dio Njemacke ima 9 razli¢itih VC tipova od prikupljenih 368 izolata
(Peters 1 sur., 2012). Italija biljezi 8 razli¢itth VC tipova unutar 194 prikupljena izolata
(Milgroom i Cortesi, 1999). Na podruéju sjeverozapadne Spanjolske je zabiljezeno 6 VC tipova
od ukupno 539 prikupljenih izolata (Montenegro i sur., 2008), dok je u Portugalu odredeno 9
VC tipova unutar 617 izolata (Braganca i sur., 2007).

Smatra se da su se VC tipovi EU 1 1 EU 2 proSsirili u Hrvatsku i Sloveniju iz sjeverne
Italije (Jezi¢ 1 sur., 2012), gdje su ujedno 1 najzastupljeniji. VC tipovi EU 1 1 EU 2 su
dominantni u Ttaliji, zapadnoj Francuskoj, Svicarskoj, Austriji, sjeveroisto¢noj Spanjolskoj i
Njemackoj (Cortesi 1 sur., 1998; Robin 1 Heiniger, 2001). Porijeklo VC tipa EU 12 je nejasno
jer je vrlo rijedak na podrucju sjeverne Italije (JeZi¢ i sur., 2012), a dominantan je na podrucju
juzne 1 isto¢ne Europe, u Grckoj 1 Makedoniji (Sotirovski 1 sur., 2004; Braganga 1 sur., 2007).
Pretpostavlja se da je migrirao u Hrvatsku iz juznih podrucja Europe, preko Bosne 1
Hercegovine (Krstin i sur., 2008). Tri najzastupljenija VC tipa (EU 1, EU 2, EU 12) s podrucja
Hrvatske su vrlo raSirena na sjeverozapadnom podru¢ju Bosne 1 Hercegovine (Tresti¢ 1 sur.,

2001).

Raznolikost VC tipova gljive moze se izraziti i pomocu vrijednosti Shannon-Wiener-
ovog indeksa (H'). Za istrazivane uzorke gljive C. parasitica Shannon-Wiener-ov indeks iznosi
0,7901. U prethodnim istrazivanjima utvrdeno je da su vrijednosti raznolikosti VC tipova gljive
C. parasitica na podrucju Hrvatske relativno visoke i iznose 0,63 - 1,69 (Krstin i sur., 2008).
Vrijednost Shannon-Wiener-ovog indeksa raznolikosti za podruéje Istre - Buje iznosi 1,69. U
Bosni i Hercegovini velika raznolikost prevladava u sjeverozapadnim krajevima, dok je u

ostalim krajevima relativno niska raznolikost VC tipova (Tresti¢ 1 sur., 2001).
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Na podrucju sjeverne ltalije indeks raznolikosti VC tipova iznosi 0,9 - 1,7, dok je
vrijednost indeksa na podruéju juzne Italije nesto manja 0,4 - 0.8 (Cortesi i sur., 1996). Sto se
tice Slovenije, vrijednosti Shannon-Wiener-ovog indeksa su visoke i ukazuju na vrlo veliku
raznolikost (H'=1,16 - 1,89).

Poznato je da se velika raznolikost VC tipova javlja na podrucjima gdje je rak kore
pitomog kestena prisutan ve¢ duze vrijeme 1 gdje je spolno razmnoZzavanje fitopatogene gljive
Sesto (Papazova-Anakieva i sur., 2008). Tu spadaju jugozapadna Francuska, ltalija, Svicarska
(H'=1,94), Amerika te kineske i japanske populacije gdje je gljiva C. parasitica autohtona
vrsta. U populacijama jugoistoéne Europe (Milgroom i sur., 2008) utvrdena je mnogo manja

raznolikost, $to se poklapa sa kasnijim dolaskom patogena na ta podrudja.

Prisutnost hipovirusa CHV1 u izolatima bijele morfologije testirana je izolacijom
hipovirusne dsRNA. U ovom istrazivanju, od 13 odabranih uzoraka, deset je razvilo micelij
zute boje, dok je tri uzorka bilo bijele morfologije. Za izolaciju dsSRNA gljiva je uzgajana na
PDA podlozi prekrivenoj celofanom kako ne bi doslo do urastanja u agar. Elektroforeza
dsRNA u agaroznom gelu ¢esto puta nije dovoljno osjetljiva metoda za detekciju male koli¢ine
dsRNA izolirane iz hipovirusa CHV1 hipovirulentnih izolata gljive C. parasitica te je za
detekciju hipovirusne dsRNA preporucljivo koristiti metodu reverzne transkripcije i lancane
reakcije polimerazom (Krstin i sur., 2008). Nakon RT-PCR-a i agarozne gel elektroforeze,
hipovirusna dsRNA uspjesno je izolirana iz tri bijela izolata hipovirulentnog soja gljive C.

parasitica, dok je iz zutih virulentnih izolata nije bilo moguce izolirati, $to je bilo i o¢ekivano.

Analizom polimorfizma duljine restrikcijskih odsje¢aka (RFLP) u ovom istraZivanju
dokazano je da svi testirani izolati pripadaju talijanskom podtipu CHV1 I. Ovakvi rezultati su i
oc¢ekivani jer je u prethodnim istrazivanjima dokazano da izolati s podru¢ja Hrvatske pripadaju
talijanskom podtipu CHV1 koji je najrasprostranjeniji na podrucju juzne i jugoisto¢ne Europe,
te je ujedno i jedini dosada zabiljezeni podtip u Hrvatskoj, Bosni i Hercegovini, Makedoniji,

Madarskoj, Svicarskoj,Grékoj i Italiji (Alleman i sur., 1999; Krstin i sur., 2008).

Preostali podtipovi CHV1 hipovirusa (CHV2, CHV3, CHV4) geografski su ograni¢eni na
zapadnu Europu. Dva podtipa su pronadena u Francuskoj, dok je po jedan podtip pronaden u
Njemackoj i Spanjolskoj, u blizini francuske granice. Prisutnost nekoliko podtipova CHV1 i
njihova distribucija u Europi moze se objasniti uvozom stabala kestena iz Japana i/ili Sjeverne

Amerike.
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U prvim godinama otkri¢a (1964. - 1965.), bijeli izolati CHV1 pronadeni Su u sjevernoj
Italiji, juznoj Francuskoj i na Pirinejima u zapadnoj Francuskoj (Heiniger i Rigling, 1994), sto
podrzava hipotezu o postojanju vise vrsta podtipova CHV1. U Sjevernoj Americi nije otkriven

hipovirus CHV1 (Peever et al., 1997), $to ukazuje da odatle nije unesen u Europu.

Nema dovoljno saznanja o tome kako gljiva C. parasitica zavrSava svoj bioloski ciklus u
razli¢itim zemljama, pod razlic¢itim klimatskim uvjetima, stoga je poznavanje bioloskog ciklusa
gljive C. parasitica od velike vaznosti za razumijevanje i predvidanje razvoja bolesti i Sirenja

CHV1 hipovirusa (Robin i Heiniger, 2001; Montenegro i sur., 2008).

Vecina kestenovih sastojina izgubila je svoj tipicni florni sastav i strukturu, Sto je
povezano s mijenjanjem vegetacije, na¢inom gospodarenja i Sirenjem bolesti. Bukva i obi¢ni
grab znacajnim udjelom popunjavaju praznine nastale zbog propadanja stabala kestena. Ipak,
zdravstveno stanje kestenovih sastojima razlikuje se od podru¢ja do podru¢ja. To ovisi 0

mnogim bioti¢kim i abioti¢kim ¢imbenicima (Novak-Agbaba i sur., 2000).

Sto se ti¢e biotickih ¢Gimbenika, svakako treba obratiti paznju na kukce vektore. lako se
mislilo da kukci ne igraju znacajnu ulogu u prijenosu bolesti, vazno je spomenuti da rak kore
kestena ima vrlo veliku i bogatu faunu. U jednom eksperimentu u Americi, na starim ranama
aktivnih rakova pronadeno je 495 vrsta kukaca. Znatan broj njih proveo je velik dio svog
zivotnog ciklusa upravo na tim stablima, a kod gotovo 70 vrsta otkriveno je da nose inokulum
gljive C. parasitica (Russin i Shain, 1984).

Odredeni okolisni uvjeti ili planirano upravljanje smanjili bi stres na kestenovim stablima
te bi mogli doprinijeti brzem rastu stabala i na taj nain pogodovati uspostavljanju
hipovirulence (Heiniger i Rigling, 1994; Turina i Rostagno, 2007). Vazno je odabrati
hipovirulentne izolate koji najvise smanjuju rast i sporulaciju gljive C. parasitica u uvjetima in
vitro. Njihovom aplikacijom na oboljela stabla doslo bi do konverzije virulentnog soja u

hipovirulentni odnosno do formiranja kalusnog tkiva a samim tim i do oporavka stabala.
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Zakljucak
5. GLAVNI REZULTATI | ZAKLJUCCI

Analizom morfoloskih karakteristika gljive C. parasitica odredeno je 10 zutih sojeva
(77%) 1 3 bijela (23%) soja gljive Sto ukazuje na slabu raSirenost hipovirulentnih sojeva gljive u

istrazivanim uzorcima.

Osim oc¢ekivanih virulentnih sojeva gljive C. parasitica u kori kestena zarazenoj aktivnim
rakom utvrdeni su i hipovirulentni bijeli sojevi. Bioloska kontrola na kestenima zarazenim
aktivnim rakom mogla bi biti potpomognuta ljudskim djelovanjem kako bi se omogucilo brze

Sirenje hipovirusa.

Od ukupno 13 uzoraka gljive C. parasitica odredeno je tri VC tipa. Najzastupljeniji VC
tip je EU 1 (69%), zatim slijedi VC tip EU 2 (23%), te EU 12 sa svega 8% zastupljenosti.
Raznolikost VC tipova mogla bi se povecati Sirenjem novih VC tipova iz susjednih podrucja
vece raznolikosti kao 1 spolnim razmnozavanjem gljive odnosno rekombinacijom postojecih

VC tipova.

Shannon-Wiener-ov indeks (indeks vegetativne raznolikosti) za istrazivane uzorke gljive
C. parasitica iznosi 0,7901. Nizak indeks raznolikosti poveéava vjerojatnost za uéinkovito

prirodno uspostavljanje hipovirulencije na istrazivanom podrucju.

Izolacijom hipovirusne dsRNA potvrdena je prisutnost hipovirusa CHV1 u izolatima

gljive C. parasitica koji su razvili bijeli micelij.

Analizom polimorfizma duljine restrikcijskih odsjecaka (RFLP) dokazano je da CHV1
izolati pripadaju talijanskom podtipu virusa, CHV1 I. Ovakvi rezultati su bili i o¢ekivani s
obzirom da je talijanski podtip CHV1 najrasprostranjeniji na podruju juzne i jugoistoéne

Europe te je ujedno 1 jedini do sada zabiljezeni podtip u Hrvatskoj.
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