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1. Uvod

1.1. Povijest Sirenje patogene gljive Cryphonectria parasitica

Cryphonectria parasitica (bivsi naziv Endothia parasitica) je patogena gljiva koja
prvenstveno uzrokuje rak kore pitomog kestena Castanea sativa (Slika 1) 1 americkog kestena
Castanea dentata, ali moze napasti i izazvati bolest drugih vrsta tvrdih stabala kao $to su C.
mollissima, Alnus cordata, Ostrya carpinifolia, Carpinus betulus, Quercus pubescens, Q.
petraea, Q. frainetto, i Q. ilex (Dallavalle i Zambonelli, 1999). Gljiva je unesena iz Azije u
Sjevernu Ameriku na prijelazu u 20. st. C. parasitica pocela se Siriti kroz prirodni areal
americkog kestena uniStavaju¢i stotine milijuna stabala Castanea dentata (Anagnostakis,
1987). Zbog bolesti, drvo ameri¢kog kestena je gotovo nestao s trzista. Korijen 1 korijenov
sustav kestena su prilicno otporni na gljivicne infekcije, tako da velik broj mladih kestena jos
uvijek opstaju kao mladice. Medutim, izbojci su rijetko mogli rasti dovoljno za reprodukciju
prije nego Sto ih bolest napadne (Treadwell, 1996). Nasuprot tome, stabla azijskih kestena su
se prilagodila 1 postala otporna na zarazu kao rezultat njihove duge koevoluciji s patogenom
(Huang 1 sur., 1998).

U Europi je bolest prvi put primijeena 1938. godine u sjevernoj Italiji te se brzo
prosirila diljem Italije 1 susjednim zemljama (Heiniger 1 Rigling, 1994). U Sloveniji, C.
parasitica je prvi put zabiljezena 1950. kod Nove Gorice, u blizini slovensko-talijanske

granice (Krsti¢, 1950), a u Hrvatskoj u blizini Opatije 1955. (KiSpati¢, 1956).

Slika 1. Rak kore pitomog kestena (web 1).



Patogena gljiva se prosirila diljem Europe s ve¢om raznoliko$¢u u regijama blizu svog prvog
uvodenja 1 manjom raznoliko$¢u na Sirem rasponu u Europi. Postoji velika raznolikost gljive
C. parasitica u Hrvatskoj 1 Sloveniji $to je 1 eksperimentalno dokazano, Bayesovo grupiranje
ukazuje na postojanje dva klastera, §to upucuje na dva odvojena uvodenja C. parasitica u te
regije. Prvi klaster je dominantan u zapadnim dijelovima Hrvatske i Slovenije, a drugi u
isto¢nim 1 sjevernim krajevima. Podaci analiza pokazuju da je sjeverna Italija prvi izvor
zaraze, a jugoistocna Europa drugi. Vec¢ina haplotipova je vjerojatno nastala spolnim
rekombinacijama izmedu tri osnovna haplotipa, od kojih su se dva vjerojatno proSsirila iz
Italije, a jedan s jugoistoka Europe. ViSestruko uvodenje 1 spolno razmnozavanje doprinijelo

je stvaranju genetski razli¢itih populacija C. parasitica (Jezi¢ i sur., 2012).

1.2. Otkrice hipovirusa i njegova primjena

Otkrice virusa (hipovirus) koji smanjuje virulentnost i sporulaciju patogene gljive C.
parasitica smanjilo je epidemiju bolesti kestena u Europi, a fenomen je nazvan
hipovirulentnost. Izolati virulentnog soja gljive su narancaste boje, brzo rastu i obilato
sporuliraju (Slika 2), dok su izolati zarazen hipovirusom bijele boje, sporo rastu, malo

sporuliraju ili uop¢e ne sporuliraju (Slika 3) (Hillman i Suzuki, 2004).

Slika 2. Virulentni soj gljive C. parasitica. ~ Slika 3. Hipovirulentni soj gljive C. parasitica.

(Preuzeto iz nastavnih materijala doc. Ljiljane Krstin).

Kada se bolest pojavila u Francuskoj zapoceo je program intenzivne intervencije.
Drvece koje je imalo rak kore bilo je tretirano virusom te je uspjeSno provedena bioloSka
terapija bolesti. Nakon cCetiri ili pet godina lijeenja, hipovirulentni sojevi kojima nedostaje
sposobnost uniStavanja stabala kestena su se poceli Siriti medu voénjacima u Francuskoj 1

drvece se pocelo oporavljati od raka kore (Anagnostakis, 2000)



Prirodno Sirenje 1 napori u bioloSkoj kontroli rezultirali su visokom ucestalosti
hipovirulence u mnogim podruc¢jima Europe (Heiniger i Rigling, 1994). Neuspjeh
hipovirulence u Sjevernoj Americi, medutim, moZe biti rezultat ekoloskih razlika, vece
osjetljivosti americkih kestena, razlike u populacijskoj strukturi gljive, 1 / ili razlike u

virulentnosti hipovirusa (MacDonald i Fulbright, 1991; Milgroom i Cortesi, 2004).

1.3. Op¢e karakteristike skupine Askomycetes

Cryphonectria parasitica pripada skupini askomiceta (Askomycetes) €iji naziv potjeCe
od grcke rije¢i “asco” §to znaci vrecast jer upravo tako izgledaju sporangiji, tvorevine u
kojima se stvaraju spore (plodna tijela). Askomicetama pripadaju jednostani¢ne gljive, kvasci,
plijesni te gljive s krupnim plodonosnim tijelima. Askomicete su izuzetno znacajna i bogata
grupa gljiva s viSe od 32.000 vrsta. Gljive ovog razreda, s izuzetkom jednostani¢nih kvasaca,
gradene su od septiranih micelija kojeg tvori mreza tankih hranidbenih, cjevastih niti koje se
nazivaju hife. Hife su podijeljene na stanice pomocu pregrada-septi. Pore na septama
omogucuju strujanje citoplazme izmedu stanica. Na vrhu hife nalaze se zaobljeni izdanci
zvani haustorije koji prodiru u stanicu, upijaju hranu i njome hrane gljivu. Micelij ovih gljiva
je velike povrsine jer hranjive tvari upijaju iskljucivo tijelom. Stani¢na stijenka sadrzi hitin,
koji joj daje Cvrstocu, kao celuloza zelenim biljkama. Rezervne tvari su glikogen 1 masti.
Stanice sadrze pigment melanin, nemaju plastida i ne sadrze klorofil, $to stanicama gljiva daje
sli¢nost sa Zivotinjskom stanicom.

Askomicete se razmnoZavaju spolno i1 nespolno. Kod vecine askomiceta nespolno
razmnozavanje odvija se formiranjem egzogenih konidija. Spore nespolnog nacina
razmnozavanja stvaraju se u haploidnom miceliju, na posebnim hifama nosa¢ima, koje se
izdizu iznad podloge 1 na svom vrhu stvaraju spore. To su egzospore ili konidije, a hifa nosac
se naziva konidionoSa ili konidiofor. Spolni nain razmnozavanja je gametangiogamija
(spajanje cijelih gametangija).

Cryphonectria parasitica stvara dvije vrste spora: askospore su suhe, diskoidalnog
oblika, relativno velike i rasprostranjuju se vjetrom na velike udaljenosti (Guerin i sur., 2001),
a druga vrsta su konidije koje su mnogo manje i ljepljive. Rasprsuju se za vrijeme kiSe na
manje udaljenosti ili putem insekata, ptica i drugih zivotinja na vece udaljenosti (Treadwell,
1996), (Anagnostakis, 1987).

Cryphonectria parasitica se takoder moze S$iriti prijevozom zarazenog biljnog
materijala, Sto je, pretpostavlja se, naCin kako je gljiva unesena iz Azije u Sjevernu Ameriku i

Europu (Anagnostakis, 1987; Dutech 1 sur., 2010).



1.4. Oblici raka kore uzrokovani patogenom gljivom
Rane omogucuju ulazak 1 rast patogene gljive ispod kore stabla. Prvi simptom je

malo narancasto-smede podrucje na ispucanoj vanjskoj kori grancice ili grane koje se Siri u
Zuto-narancastu do crveno-smedu kvrgavu masu. Formirani, utonuli rak onda stvara micelij
koji se Siri ispod kore. Micelij s vremenom probija sve do kambija, zaustavlja prohodnost
provodnih elemenata, §to dovodi do odumiranja dijela stabla iznad zaraze.
Na zarazenoj kori ¢e se izlu€ivati duge narancasto-zute vitice spora. Kako se hife Sire
proizvode nekoliko otrovnih spojeva, od kojih je najpoznatija oksalna kiselina. Kiselina
smanjuje pH zaraZenog tkiva sa normalnog 5,5 na 2,8, Sto je otrovno za biljne stanice. Rak
kore dolazi u tri forme:

e aktivnirak

e kalusirajuéi rak

e povrsinski rak (povrSinska nekroza kore)

Kod aktivnog raka zaraza brzo napreduje do kambija. Prepoznaje se po uzduzno
raspucanoj kori (Slika 4), otvorenim ranama, brojnim Zutosmedim plodnim tijelima gljive
(Slika 5) te tamnozutom lepezastom miceliju ispod kore. Virulentan soj gljive C. parasitica
uzrokuje ovaj tip raka.

Kalusirajuéi rak prepoznaje se po formiranom kalusnom stani¢ju oko rane (Slika 6).
Virulentni soj gljive moZe biti zaraZzen hipovirusom koji uzrokuje oporavak bolesnog stabla
zatvaranjem rak rane, odnosno nastankom kalusa. Plodista gljive su rijetka ili ih uop¢e nema.

Kod povrSinske nekroze zaraza vrlo sporo napreduje i ne prodire do kambija. Na
deblu se uocava zadebljanje 1 ljuskava kora koja se jasno razlikuje od zdrave (Slika 7) (Novak

Agbaba 1 sur., 2011).



Slika 4. UzduZno raspucana kora pitomog kestena zarazenog gljivom C. parasitica.

(Preuzeto iz nastavnih materijala doc. Ljiljane Krstin).

Slika 5. Plodna tijela gljive na stablu kestena zarazenog gljivom C. parasitica.

(Preuzeto iz nastavnih materijala doc. Ljiljane Krstin).

Slika 6. Kalusiraju¢i rak kore kestena. Slika 7. PovrSinska nekroza kore kestena.

(Preuzeto iz nastavnih materijala doc. Ljiljane Krstin).



1.5. Opée karakteristike hipovirusa i nacini njegovog Sirenja

Cryphonectria hipovirus 1 (CHV-1) je dvolancana RNA (dsRNA) bez kapside, iz
porodice Hypoviridae, veli¢ine 9-13 kb. Virus se nalazi u citoplazmi gljive, unutar
membranskih vezikula (Slika 8) (Hillman 1 sur., 2000; Gobbin i sur., 2003). Interes za ovaj
virus potje¢e od njegove mogucnosti da se koristi kao bioloSko sredstvo za kontrolu bolesti
raka kore kestena (Van Alfen i sur., 1975; Nuss, 1992). CHV-1 je pronaden u velikoj mjeri u
Europi (Allemann 1 sur., 1999), pronaden je 1 u Japanu i Kini (Peever i sur., 1998; Liu 1 sur.,
2003) te u novije vrijeme u Koreji (Lim, J., B. Cha 1 M.G. Milgroom, neobjavljena opazanja).
CHV-1 je vjerojatno uveden u Europu s gljivom C. parasitica, koja je uvedena u Sjevernu

Ameriku 1 Europu iz isto¢ne Azije u ranim 1900-tim (Milgroom 1 sur., 1996).
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Slika 8. Virusna dsRNA unutar membranske vezikule.

(Hillman 1 Suzuki, 2004).

CHV-1 znacajno smanjuje rast raka, snazno slabi nespolnu sporulaciju, a gotovo u
potpunosti smanjuje spolnu reprodukciju svog gljivicnog domacina (Elliston, 1985; Zhang 1
sur., 1998; Peever i1 sur., 2000). Virus se $iri nespolnim sporama gljive (Prospero 1 sur., 2006),
a njegov prijenos iz jedne gljive u drugu, spajanjem hifa (anastomoza), teoretski omogucuje
Sirenje hipovirulence unutar populacije gljive (Milgroom 1 Cortesi, 2004).

Postoje dva nacina Sirenja hipovirusa kroz populacije gljive:
1. prirodno Sirenje
2. Sirenje ljudskom aktivno$¢u (pokusSaji biokontrole)
Prirodno Sirenje moze biti vertikalno - kroz nespolne spore (konidije) i horizontalno -

fuzijom hifa izmedu vegetativno kompatibilnih jedinki gljive.



Horizontalni prijenos virusa CHV-1 je kljucan parametar koji utjeCe na evoluciju virulencije
gljive (Bull, 1994; Levin, 1996) kao i potencijal patogena da zarazi populaciju domaéina
(Anderson i May, 1986). Postoje dostupne informacije o horizontalnom prijenosu RNA virusa
u nekim sustavima domacina, ali je relativno malo detalja poznato o horizontalnom prijenosu
virusa u nitastih gljiva. Horizontalni prijenos virusa u nitastih gljiva nastaje kada se stanice
razli¢itih jedinki spoje, ¢ime se omogucuje virusu da se prijede iz jedne citoplazme u drugu.
Hipovirus se prenosi izmedu kompatibilnih sojeva spajanjem hifa - anastomoza (Slika 9),

(Hillman i Suzuki, 2004).

Incompatible

Slika 9. Vegetativna inkompatibilnost kao barijera za Sirenje
virusa (lijevo). Anastomoza izmedu kompatibilnih virusom zarazenih
1 virusom ne zarazenih izolata (desno).

(Hillman i Suzuki, 2004).

1.6. Problemi prijenosa hipovirusa medu razli¢itim vc tipovima gljive

Horizontalni  prijenos je ograniCen vegetativnom ili  heterojezgrenom
nekompatibilnoséu (Cortesi i sur., 2001), genetski kontroliranim ,,self / non-self* sustavom
prepoznavanja koji rezultira programiranom stanicnom smréu (propadanjem hifa) izmedu
nespojivih genotipova (Slika 10), (Biella i sur., 2002; Glass i Kaneko, 2003). Stani¢na smrt
povezana s vegetativnom nekompatibilnoséu cCesto, ali ne uvijek, smanjuje horizontalni
prijenos virusa, plazmida ili drugih citoplazmatskih elemenata (Caten, 1972; Hartl i sur., 1975;

Griffiths 1 sur., 1990; Cortesi i sur., 2001).



Slika 10. Spajanje hifa kompatibilnih sojeva (lijevo). Propadanje hifa
uslijed vegetativne nekompatibilnosti (desno).

(Hillman 1 Suzuki, 2004).

Kod europskih izolata gljive C. parasitica, vegetativna neuskladenost je kontrolirana alelima
na Sest ili viSe vegetativno-nekompatibilnih (vic) lokusa. Multilokusni vic genotipovi
nazivaju se vegetativnom kompatibilnos¢u (VC) vrste (Cortesi 1 Milgroom, 1998). Detaljna
laboratorijska istrazivanja su pokazala da svaki vic alel ima razli¢ite kvantitativne ucinke na
smanjenje vjerojatnosti prijenosa virusa (Cortesi i sur., 2001).

U Hrvatskoj je nadeno18 razli¢itih ve tipova. EU-1 je najces¢i, nakon ¢ega slijedi EU-2 1 EU-
12 (Krstin 1 sur., 2008). U Sloveniji je zabiljezeno 15 vc tipova pri ¢emu je EU-13
najzastupljeniji (Krstin 1 sur., 2011). EU-1 1 EU-2 su takoder zabiljezeni u Slovenija, dok je
EU-12 rijedak vc tip. Pretpostavlja se da su EU-1 1 EU-2 uvedeni u Sloveniju 1 Hrvatsku iz
sjeverne Italije, gdje su ovi vc tipovi najzastupljeniji (Cortesi 1 sur., 1996). Porijeklo EU-12 i
EU-13 manje je jasno, jer su oba tipa rijetki u sjevernoj Italiji. RaSirena pojava EU-12 u
jugoisto¢noj Europi sugerira da je ovaj vc tip mozda premjesten s juga u Hrvatsku 1 Sloveniju
(Krstin 1 sur., 2008).

Iako je moguce procijeniti prosjec¢an prijenos izmedu vic genotipova u laboratoriju, te
procjene ne moraju nuzno odrazavati stvarni prijenos u prirodnim uvjetima. U prirodi, na
prijenos moZe utjecati broj kontakata izmedu jedinki, vrijeme kontakta, prostorne
heterogenosti genotipova, itd.

Nacin razmnozavanja C. parasitica takoder utjeCe na Sirenje hipovirusa jer se virus prenosi
samo unutar nespolnih spora, a ne spolnih (Carbone 1 sur., 2004; Prospero i sur., 2006). Osim
toga, spolno razmnozavanje ostvaruje i1 odrzava raznolikost vc tipova kroz rekombinaciju

polimorfnih vic lokusa (Cortesi 1 sur., 2001).



1.7. Bioloska kontrola raka kore kestena hipovirusom

Mogucénost biokontrole hipovirusom ovisi o tipu vegetativne kompatibilnosti gljive,
njezinom na¢inu razmnozavanja, te o tipu 1 izolatu hipovirusa. Stoga je za bioloSku kontrolu
potrebno okarakterizirati populacije gljive te prenijeti virus u razli¢ite tipove gljive kako bi se
Sto uspjeSnije prirodno Sirio, te inokulirati ,,bolesne gljive na oboljela stabla. Bioloska
kontrola hipovirusom rijedak je primjer kako se moze umanjiti intenzitet 1 Sirenje bolesti koju
je 1zazvao uneseni patogen.

Medu Cetiri opisane vrste virusa (CHV-1, CHV-2, CHV-3, CHV-4) najvise
pozornosti je dano CHV-1 zbog njegove uloge u bioloskoj kontroli raka kore kestena i
njegove rasirenosti u Europi (Hillman 1 Suzuki, 2004). Unutar CHV-1, Cetiri genetski razli¢ita
podtipa su identificirana: talijanski podtip I, njemacko / Spanjolski podtip D i francuski
podtipovi F1 1 F2 (Gobbin i sur., 2003)

1.8. Organizacija genom hipovirulentnog soja EP713 i njegovo djelovanje na
virulentnost gljive

EP713 pripada virusu CHV-1 1 podtipu F1. Virus sadrzi poliprotein p69 (ORF A
poliprotein) koji se sastoji od dva lanca, p29 1 p40 te ORF B koji sadrZi p40 1 RNA- ovisnu
RNA polimerazu (RdRp) (Slika 17).

Cistein proteaza p29 sadrzi najmanje tri funkcionalne domene 1 uzrokuje niz razli¢itih
uc¢inaka na virus-domacin interakciju. Funkcija proteaze p29 ukljucuje stabilnost virusa,
autoproteolizu, smanjenje pigmentacije domacina, smanjenje nespolne 1 spolne sporulacije te
poboljsanje prijenos virusa putem konidija. Ukupno 72 nukleotida kodiraju sekvencu na 5’
kraju p29 koja je osnova za odrZavanje stabilnosti virusa, dok su ostale domene neobavezne
za replikaciju virusa (Hillman 1 Suzuki, 2004). Susjedna regija N-terminalne osnovne domene,
Gly* preko GIn™, je uklju¢ena u simptome ekspresije kao i u replikaciju virusa te njegov
prijenos. C-terminalni kraj p29 sadrzi kataliticke Cys'®® i His*"> ostatke potrebne za
postranslacijsku modifikaciju iz prekursora poliproteina p69. Niz studija u¢injen je kako bi se
pokazalo da ekspresija p29 u cis ili trans dovodi do smanjenja sporulacije 1 pigmentacije te
poboljsanja akumulacije virusne RNA 1 prijenos putem konidija. Takve studije dovele su do
otkrica da se proteoliticka obrada dogada in vivo 1 da p29 sam potiskuje pigmentaciju 1
nespolnu sporulaciju ¢ak 1 u odsutnosti aktivne virusne infekcije (Hillman 1 Suzuki, 2004). To
pokazuje sposobnost p29 da modificira fenotip gljive. P40 nema funkciju u akumulaciji 1
prijenosu RNA nego djeluje na smanjenje narancastog pigmenta i sporulaciju domacina

(Hillman 1 Suzuki, 2004).



Iako ORF B CHV-1 zauzima vise od 2/3 kodirane regije virusnog genoma, malo se
zna o njegovoj ekspresiji 1 regulaciji. Poznato je da je proteaza p48 odgovoran za pocetak, ali
ne 1 za odrzavanje, prijenos RNA virusa te doprinosi regulaciji akumulacije 1 vertikalnog
prijenosa virusa (Deng 1 Nuss, 2008), dok RdRp enzim katalizira replikaciju RNA prema
RNA kalupu. Hipovirus ¢e zbog svega navedenog izazivati hipovirulencu u gljivi-domacinu,

a posljedica toga je slabljenje gljivicne bolesti kestena koja u protivnom rezultira rakom kore.

Slika 17. Organizacija genoma virusa EP713 (web 2).
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1.9. Cilj istrazivanja

Ovo istrazivanje vrSeno je da bi se usporedio ucinak jakog hrvatskog 1 francuskog izolata
hipovirusa na patogene izolate gljive Cryphonectria parasitica  kroz tri parametra:
sporulaciju, pigmentaciju 1 rast. Sukladno prethodnim istrazivanjima ocekujemo da ce
hipovirusi supresivno djelovati na virulenciju gljive smanjujuci sporulaciju. Za ocekivati je i
supresivno djelovanje virusa na naranasti pigment i usporavanje rasta gljiva. Dobiveni
rezultati ¢e omoguciti usporedbu jacCine djelovanja dva razliCita virusa na smanjenje
virulentnosti gljive 1 time pridonijeti moguénostima uspjeSne bioloSke kontrole na naSim

prostorima.
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2. Materijali i metode

Nitaste gljive dobro definiranih genetskih 1 molekularnih uvjeta i1 koje pokazuju
karakteristike raznovrsnog rasta su najkorisnije za prouCavanje virusa i njihovih procesa
zaraze. PoZeljne znacajke ukljucuju:

e sposobnost brzog rasta u kulturi

e stabilnost rasta (neke gljive gube patogenost u kulturi)

e sposobnost razmnoZavanja spolnim putem

e sposobnost nespolnog razmnoZavanja putem spora
Niz drugih obiljezja su takoder pozeljna kod gljiva domacina:
opsezno znanje genetike 1 genomike domacina, razvojne 1 molekularne biologije,
razumijevanje strukture populacije 1 evolucijske biologije domacina te ekonomska vaznost
gljive domacina (Hillman 1 Suzuki, 2004).

U ovom istrazivanju koriSteni su izolati patogene gljive Cryphonectria parasitica
koja uzrokuje rak kore pitomog kestena. Izolati narancaste boje, koja ujedno oznacava i
njthovu virulentnost, prikupljeni su u Lovranu (L14, L44, L45 1 L76). Svaki od izolata

pripada razli¢itom vc tipu gljive (Tablica 1).

Tablica 1. Virulentni izolati gljive C. parasitica 1 njihovi pripadajuci vc tipovi.

NARANCASTI IZOLATI VC TIP GLJIVE
GLJIVE
L14 EU- 1
L44 EU- 12
L45 EU- 2
L76 EU- 17

2.1. Priprema hranjive podloge za rast gljive

Za rast izolata gljive koriStene su pojedinacne, sterilne Petrijeve zdjelice promjera 9
cm koje su sadrzavale krumpirov agar (Biolife Potato Dextrose Agar) PDA, kao podlogu za
rast 1 sporulaciju. Ukupno 42 g agara kuhano je 30 minuta u 1 litri destilirane vode uz stalno
mijeSanje. Nakon kuhanja, agar je izliven u Shottove boce i1 autoklaviran 15 minuta na
temperaturi 121°C u autoklavu. Nakon autoklaviranja PDA je izliven u 12 sterilnih Petrijevki.

Izlijevanje je vrSeno u laminaru, u sterilnim uvjetima kako bi se sprijeCila kontaminacija.
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Svaki put prije izlijevanja u Petrijevu zdjelicu otvor boce provucen je kroz plamen na
plameniku kako bi kontaminacija podloge bila svedena na minimum.
2.2. Nacjepljivanje i rast virulentnih izolata gljive

Kockica micelija gljive veli¢ine 4x4x4 mm nacijepljena je u srediSte Petrijeve
zdjelice s agarom. Kockice micelija uzete su s kulture stare 5 dana. Micelij je izrezan pomocu
nozeva steriliziranih u etanolu 1 plamenu. Precjepljivanje gljive provodi se u laminaru koji je
prethodno ociS¢en etanolom kako bi se osigurali sterilni uvjeti rada te ne bi dosSlo do
kontaminacije (Slika 11). Svaki od Cetiriju izolata nacijepljen je u tri replike. Petrijevke s
nacijepljenim micelijima su oznaCene nazivom izolata iz Lovrana (L14, L44, L45, L76) 1
brojem replike (1, 2, 3) te kruzno zatvorene parafilmom. Gljive su rasle u komori osvijetljene
svjetlos¢u od 2 500 luxa na sobnoj temperaturi (24°C). Intenzitet rasta svakog izolata odreden
je mjerenjem promjera svake kulture pod kutem od 90° treCeg 1 petog dana nakon

nasadivanja (Slika 12).

Slika 11. Laminar.

(Autorska fotografija)
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Slika 12. Milimetarski papir za mjerenje rasta gljive C. parasitica.

(Autorska fotografija)

2.3. Brojanje spora virulentnih izolata gljive

Nakon 14 dana od inokulacije izbrojane su spore prorasle gljive. Nespolne spore,
konidije, oslobodene su s micelija pomocu staklenog Stapica u 10 ml 0,15% Tween- a 80
(Sigma- Aldrich). Otopina sa sporama profiltrirana je u kivete pomocu filter papira promjera
170 (Milchfilter Vlies). Spore su brojane u NeuBauer Improved komorici (Slika 13) pod
svjetlosnim mikroskopom (Axiovert 40 CFL Carl Zeiss). Broj spora brojan je u pet kvadrata.
Povriina pojedinog kvadrata je P= 1/ 25mm’ tj. 0,04mm’, a dubina 0,Imm (Slika 14).

Volumen predstavlja umnozak povrSine 1 dubine:
V (mm’)= P (mm®) * d (mm)

V=0,04mm’ * 0,1mm= 0,004mm’
V=0,004mm’ * 5 kvadrata= 0,02mm’
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Slika 13. NeuBauer Improved komorica (web 3).

Slika 14. NeuBauer Improved komorica za brojanje spora gljive C. parasitica. (web 4).

Svaki kvadrat, unutar kojeg su brojane spore, sastoji se od 16 polja. One spore koje su ve¢im
dijelom ili u potpunosti bile izvan tih 16 polja nisu uvrsStene u konacan broj. Spore koje su na
granici s pripadaju¢im poljima se broje jedino ako su dio “L” podrucja koje je sam promatrac
odabrao (Slika 15). Naime, to podrucje je dio kojeg tvore bilo koje dvije stranice kvadrata 1 u

njemu je moguce uzeti u obzir spore koje su djelomi¢no unutar kvadrata.
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Slika 15. Spore gljive C. parasitica.
(Autorska fotografija)

Ukoliko je broj spora prevelik i nemoguce ih je prebrojati, tada se otopina spora mora
razrijediti destiliranom vodom (Slika 16). Prilikom ovog eksperimenta koriStena su
razrjedenja od 50x. Kada se pregledaju i prebroje spore u svih pet kvadrata mozemo

izracunati koliko je Cestica spora u odredenom volumenu.

Slika 16. Velik broj spora ¢iju je otopinu potrebno razrijediti zbog nemoguénosti
prebrojavanja.

(Autorska fotografija)
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Broj spora u volumenu se rac¢una na slijedec¢i nacin:
broj Cestica po ul volumena= izbrojane Cestica / povrSina x dubina x 5 x R (faktor
razrjedenja)
npr.
ako je ukupno izbrojano 187 Cestica spora, raun izgleda ovako:
broj Gestica po mikrolitru (& / pl) = 187/ 0,04mm” x 0,1mm x 5 x R (ako postoji)
broj &/ ul =187 / 0,02mm’
broj ¢ /ul=9 350
lpl= 1mm’
Iml= lem’
u ovom istrazivanju mjerna jedinica za volumen bila ja mililitar pa u skladu s tim kona¢ni
rezultat je slijedeci:

broj & / ml =9 350 x 1000 = 9,35x10°

2.4. Hipovirulentni izolati gljive EP713 i CR23

Bijeli, hipovirulentni soj EP713 je napravljen u Connecticutu u Agrokulturnoj
eksperimentalnoj postaji ranth 1970-ih, anastomozom francuskog hipovirulentnog soja sa
sjevernoamerickim virus-oslobodenim sojem. Virus je nazvan CHV1/EP713 jer je francuskog
podrijetla, dok je genska pozadina domacdina americka (Anagnostakis 1 Day, 1979).
Organizacija genoma CHV1/EP713 je odredena pocetkom 1990-ih (Shapira 1 sur., 1991) i
nalikovala je pozitivnoj- strukturi RNA virusu.

Bijeli hipovirulentni izolat gljive CR23 pronadena je na Cresu te sadrZi hipovirus
kojim su zarazeni narancasti izolati iz Lovrana. Morfologija izolata navedene gljive bit ¢e

opisana kroz ovo istraZivanje.

2.5. Izolati gljive zaraZeni hipovirusima

Prethodno spomenuti narancasti izolati zarazeni su virusom iz bijele gljive s Cresa
(CR23), odnosno virusom iz Francuske (EP713). Bijela boja znak je gubitka pigmentacije
uslijed zaraze hipovirusom te smanjene sporulacije.
U narancaste, virulentne izolate gljive iz Lovrana unesen je hipovirus iz bijele gljive s Cresa
(CR23), odnosno iz Francuske (EP713). Takvi zarazeni izolati koriSteni su u ovom
istrazivanju kako bi se utvrdio utjecaj dvaju hipovirusa razli¢itog porijekla na virulentne

izolate gljive iz Lovrana 1 usporedila jaCina djelovanja hipovirusa na smanjenje rasta,
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sporulacije 1 narancastog pigmenta. Imena izolata definirana su kao sinteza imena virulentnog

izolata gljive i imena gljive iz koje potjece hipovirus (Tablica 2).

Tablica 2. Izolati gljive zaraZeni hipovirusima iz bijele gljive CR23, odnosno EP713.

IZOLATI ZARAZENI VIRUSOM 1Z | IZOLATI ZARAZENI VIRUSOM 1Z
GLJIVE CR23 GLJIVE EP713
L14 CR23 L14 EP713
L44 CR23 L44 EP713
L45 CR23 L45 EP713
L76 CR23 L76 EP713

2.6. Nacjepljivanje izolata gljive zaraZenih hipovirusima na PDA podlogu i praéenje
njihovog rasta

Kockice micelija zaraZenih lovranskih izolata izrezane su u laminaru pomocu
flambiranog nozica te stavljene na krumpirov agar u srediste Petrijeve zdjelice. Petrijevke su
bile promjera 9 cm, a podloga pripremljena je na isti nacin kao 1 za virulentne izolate. Svi
izolati nacijepljeni su u tri replike isti dan. Petrijevke su ozna€ene nazivom uzorka i brojem
replike (1, 2, 3) te zatvorene parafilmom. Gljive su rasle na sobnoj temperaturi (24°C) i
osvijetljene svjetloS¢u od 2 500 luxa.. Intenzitet rasta svakog izolata odreden je mjerenjem
promjera svake kulture pod kutem od 90°, tre¢eg i1 petog dana nakon nasadivanja. Medutim,
kod nekih izolata doslo je do zagadenja bakterijama, vjerojatno prilikom nacjepljivanja, ili do
nepravilnog rasta. Izolati s nepravilnim rastom 1 oni sa zagadenjima su uklonjeni iz
eksperimenta 1 cijeli postupak je ponovljen. Petrevijeke u kojima se i nakon ponovljenog
nacjepljivanja pojavilo zagadenje, prilikom obrade rezultata u Microsoft Excel-u i programu

Statistika, tretirani su kao oni koji «nedostaju».

2.7. Odredivanje sporulacije izolata gljive zarazenih hipovirusima

Nakon Ccetrnaestog dana rasta mjerena je sporulacija lovranskih izolata gljive
zarazenih hipovirusima. Spore su s gljiva oslobodene pomoc¢u 10ml 15%- tnog Tween-a 80
(Sigma- Aldrich) uz lagano prelazenje staklenog Stapi¢a preko povrSine gljive. Otopina sa
sporama je profiltrirana te su spore izbrojane pomocu komorice za brojanje. Iz dobivenih
podataka odredena je srednja vrijednost broja spora po mililitru volumena svake gljivicne

kulture.
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2.8. Rast i sporulacija izvornih bijelih gljiva s virusima

Izvorne, bijele hipovirulentne gljive koje sadrze virus CR23, odnosno EP713
nacijepljene su na PDA podlogu u 3 replike. Intenzitet rasta svakog izolata odreden je treceg i
petog dana nakon nasadivanja, a sporulacija nakon 14. dana na isti nacin kao 1 u svih ostalih
izolata gljive. Ove izvorne gljive sluZile su u svrhu kontrole rasta i sporulacije te moguénosti
kasnije usporedbe istih parametara s izolatima zarazenim navedenim virusima. Pigmentacija

izolata gljiva utvrdena je 14. dana usporedbom boje izolata bez virusa i onih koji sadrze virus.

2.9. Statisticka obrada podataka

Za obradu dobivenih podataka koristeni su Microsoft Excel i program Statistika.
Podaci su obradeni analizom varijance (ANOVA). Prije analize svi podaci su logaritamski
transformirani. Osnovna uloga transformacije podataka je prevodenje izvornih podataka u
neku drugu skalu, pri ¢emu se moZze posti¢i zadovoljavanje preduvjeta za primjenu analize
varijance (preduvjet za analizu varijance je da svi podaci slijede normalnu distribuciju).
Nakon transformacije, odnos i1 poredak za sve podatke, u odnosu na izvorne, ostaju
nepromijenjeni.

Analizi varijance prethodi F-test ili grupni test za ispitivanje nulte hipoteze pokusa
prema kojoj su aritmetiC¢ke sredine osnovnih skupova ili tretmana medusobno jednake. P
vrijednost je razina znacajnosti F - testa, odnosno pogreska kojom se tvrdi da je razlika
varijanci statisticki znaCajna. StatistiCki znacajna razlika postoji ukoliko je p < 0,05
(znacajno), p < 0,01 (vrlo znacajno), p < 0,001 (posebno visoka znacajnost), a ne postoji
ukoliko je p > 0,05. Intercept je regresijska vrijednost zavisne varijable, degree of freedom je
stupanj slobode u statistickoj analizi dok je error stupanj pogreske. F oznaCava faktor, effect
df je utjecaj stupnja slobode, a error df je pogreska stupnja slobode u statistickoj analizi.

Podaci za rast gljive statisticki su obradeni analizom varijance za ponavljana mjerenja
(ANOVA, Repeated measures). U analizu su ukljuCena Cetiri izolata (L14, 144, 145, L76)
tretirana s dva razlic¢ita virusa, CR23 1 EP713 te isti izolati bez virusa. U analizi su koriStene
srednje vrijednosti pojedinih replika. Rezultati su prikazani 1 u obliku grafova pojedinac¢no za
rast nakon 3. i nakon 5. dana u programu Excel.

Radi boljeg uocavanja razlike izmedu nezaraZenih i1 zaraZenih izolata koriSten je
linijski graf, podaci koriSteni u ovom slucaju dobiveni su raCunskom operacijom oduzimanja,

vrijednost rasta nezarazenih izolata oduzet je od vrijednosti rasta izolata zarazenih virusom.
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One-way ANOVA multivariate (ve¢i broj zavisnih varijabli) koriStena je za usporedbu rasta
lovranskih zaraZenih izolata 1 izvornih, bijelih gljiva buduci da su analizu ukljuceni tretmani,
ali 1 dani mjerenja. Za iste podatke napravljen je grafu Excelu.

Podaci za sporulaciju nezarazenih i1 zarazenih izolata obradeni su analizom One-
way ANOVA zbog usporedbe jaCine sporulacije nezaraZenih i zarazenih izolata u obliku
srednjih vrijednosti replika izolata, a isto je ucinjeno pri usporedbi sporulacije lovranskih

zarazenih izolata 1 izvornih, bijelih gljiva.
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3. Rezultati

3.1. Morfologija izolata gljive Cryphonectria parasitica

Svi izolati zarazeni virusom CR23 su bijelonarancaste boje Sto ukazuje na suzbijenu
pigmentaciju tj. prisutnost hipovirusa. Razlika u rastu 1 jakosti gubitka narancastog
pigmenta ocigledna je unutar razliCitih replika istog izolata, ali 1 medu razli¢itim
izolatima. U nekih replika uoceno je zagadenje (bilo bakterijsko ili druge vrste) koje je
onemogucilo radijalno Sirenje gljive na podlozi ili je uzrokovalo nepravilan rast, npr.
izolat L14 CR23 (3) te L45 CR23 (1 1 3). Zagadenje moze nastati prilikom nacjepljivanja
micelija na podlogu ili zbog nedovoljne sterilizacije koriStenog pribora. Neki od izolata
su 1 nakon ponovljenog nacjepljivanja sadrzavali neku vrstu zagadenja koja je ponovila

problem nepravilnog rasta kao §to je to u slucaju 3. replike izolata L14 CR23 (Slika 18).

Slika 18. Razlike u rastu lovranskih izolata zarazenih virusom CR23.

(Autorska fotografija)

Izolati zarazeni virusom EP713 rasli su pravilno, radijalno osim dviju replika
izolata L45 EP713 koje su imale nepravilan srcoliki rast rast ve¢ nakon 3. dana (Slika 19
lijevo). Za te izolate nacjepljivanje je ponovljeno nakon ¢ega su svi izolati rasli pravilno

(Slika 19 desno 1 Slika 20). U svih izolata gljive, doSlo je do jakog suzbijanja
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pigmentacije Sto je ocigledan znak zarazenosti hipovirusom CHV1-EP713. Razlike u
rastu 1 pigmentaciji medu pojedinim replikama istog izolata vjerojatno su odraz slucajne
fenotipske varijacije buduéi da svaka replika sadrZzava geneti¢ki identiCan komadi¢

micelija gljive.

Slika 19. Nepravilan (srcolik) rast pojedinih izolata L45 EP713 (lijevo). Pravilan radijalni
rast izolata L76 EP713 (desno).
(Autorska fotografija)

Slika 20. Pravilan rast izolata s francuskim virusom EP713 14. dana rasta. Razlike u
pigmentacji medu razliitim izolatima 1 replikama.

(Autorska fotografija)

NezaraZeni lovranski izolati rasli su pravilno tijekom 14 dana te razvili izrazito
narancasti pigment koji je znak virulentnosti 1 velikog broja spora (Slika 21).
[zvorne, hipovirulentne gljive, CR23 1 EP713, rasle su radijalno 14 dana 1 posluZile su

kao kontrola zarazenim izolatima (Slika 22).
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Slika 21. Narancasti, virulentni lovranski izolati gljive.

(Autorska fotografija)

Slika 22. Rast izvornih, hipovirulentnih gljiva CR23 1 EP713.
(Autorska fotografija)

3.2. Rast izolata gljive Cryphonectria parasitica in vitro

Nakon 3. dana rasta nezaraZeni izolati L14, L45 1 L76 su rasli brZze nego isti izolati
zarazeni virusima CR23, odnosno EP713, dok je izolat L44 sporije rastao od istog
izolata zarazenog virusima. Nakon 5. dana izolat .44 takoder je sporije rastao od istog
izolata zarazenog virusima. Ostali nezaraZeni izolati L14, L45 1 L76 su uglavnom rasli

brZe nego isti izolati zaraZzeni virusima (Tablica 3, Tablica 4, Slika 23 1 Slika 24).
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Tablica 3. Rast lovranskih izolata zarazenih hipovirusima 3. 1 5. dana nakon inokulacije.

Legenda: SV- srednja vrijednost, @ -znak izostanka rezultata

Broi Rast nakon Rast nakon
Izolat gljive % 3.dana inokulacije SV S.dana SV
replike . ..
(cm) inokulacije (cm)

L14 CR23 1,8 1,7 3,2 3,1
1,7 3,1
1,7 3,1
1,6 3
1,4 1,75 2,8 3,275
1,8 3,6
2 3,5
1,8 3,2
0,8 0,8 zagadenje (4]
1
0,8
0,6

L44 CR23 1,7 1,725 3,1 3,15
1,7 3
1,7 3,1
1,8 3,4
1,5 1,7 3 3,075
1,8 2,9
2 3
1,5 3.4
1,7 1,8 3 3,15
1,8 3,1
1,8 3,5
1,9 3

L45 CR23 1,5 1,475 2,6 2,625
1,4 2,5
1,5 2,7
1,5 2,7
1,5 1,55 2,6 2,65
1,8 2,6
1,5 2,7
1,4 2,7
1,5 1,5 zagadenje (4]
1,5
1,5
1,5

L76 CR23 1.8 1,75 3,6 3,375
2 3
1,7 3,2
1,5 3,7
1,5 1,6 3,5 3,45
1,8 3,6
1,6 3,5
1,5 3,2
1,8 1,8 3,5 3,4
1,8 3,1
1,8 3,3
1,8 3,7
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L14 EP713 1,9 1,75 3,3 3,125
1,9 3,3
1,6 3
1,6 2,9
1,6 1,7 3 3,025
1,8 3
1,6 3
1,8 3,1
1,7 1,75 3,1 3,075
1,9 3,1
1,6 3
1,8 3,1
L44 EP713 2 1,85 3,5 3,4
1,7 3,2
1,8 3,4
1,9 3,5
1,7 1,875 3,1 3,3
1,9 3,3
2 3,5
1,9 3,3
2 1,975 3,5 3,475
2 3,5
2 3,5
1,9 3,4
L45 EP713 1,5 1,45 3,8 3,425
1,5 3,4
1,5 3,3
1,3 3,2
1,8 1,675 4 2,55
1,6 3,2
1,6 0
1,7 3
1,5 1,6 2,8 2,7
1,7 2,5
1,5 2,5
1,7 3
L76 EP713 1,9 1,775 3,4 3,45
2 3,7
1,7 3,4
1,5 3,3
1,4 1,625 3,3 3,55
1,5 3,3
1,8 3,9
1,8 3,7
1,5 1,575 3,8 3,475
1,5 3,4
1,7 3,3
1,6 3,4
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Tablica 4. Rast nezaraZenih lovranskih izolata 3. i 5. dana nakon inokulacije.

Rast nakon Rast nakon
3.dana 5.dana
Izolat gljive | Broj replike SV SV
inokulacije inokulacije
(cm) (cm)
L14 1. 1,9 2,025 33 3,375
2,3 3,7
22 3,5
1,7 3
2. 1,9 2,025 3 3,275
2 33
22 3,5
2 33
3. 2,2 2,1 3,5 3,45
2.4 3,7
2 3,5
1,8 3,1
L44 1. 0,8 1,4 2 2,725
1,5 3
1,5 2,9
1,8 3
2. 1,3 1,75 3 3,1
1,8 3
2.1 3.3
1,8 3,1
3. 0,8 1,325 2,3 2,675
1,3 2,5
1,5 2,9
1,7 3
L45 1. 2.2 2,175 3,5 3,45
2,3 3,8
22 3,5
2 3
2. 2,2 2,15 4 3,975
2 4
2.2 4
22 3,9
3. 2,2 2,025 3,4 3,55
2,3 3,7
1,9 3,6
1,7 3,5
L76 1. 2 1,8 3.3 3.2
2 34
1,6 3,1
1,6 3
2. 2,1 2 3,5 3,35
2,1 3,5
1,8 3
2 34
3. 2 2,025 3,6 3,5
2,3 3,8
2 33
1,8 3,3
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Najmanju vrijednost rasta gljive nakon 3. 1 5. dana imao je hipovirulentni izolat CR23 1

francuski EP713 (Tablica 5).

Tablica 5. Rast izvornih, bijelih, hipovirulentnih izolata.

Legenda: SV- srednja vrijednost, CR23*, EP713*- izvorni izolat

Izolat gljive | Broj replike | Rast nakon SV Rast nakon SV
3.dana S.dana
inokulacije inokulacije
(cm) (cm)
CR23* 1. 1,7 1,45 2.8 2,575
1,4 2,6
1,3 2,4
1,4 2,5
2. 1,3 1,35 2,1 2,375
1,5 2,5
1,2 2.2
1,4 2,7
3. 1,6 1,525 2,6 2,5
1,1 2,2
1,6 2,5
1.8 2,7
EP713* 1. 1,6 1,5 2.8 2.7
1,6 2,8
1,3 2,5
1,5 2,7
2. 1,3 1,45 2,4 2,575
1,5 2,6
1,5 2.8
1,5 2,5
3. 1,5 1,375 2,5 2,475
1,4 2,5
1,3 2,4
1,3 2,5

27




rast (cm)
= N
I3 N I3

-

o
3

Slika 23. Rast zarazenih i nezarazenih izolata gljive nakon 3. dana inokulacije.
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Slika 24. Rast zarazenih i nezarazenih izolata gljive 5. dana nakon inokulacije.

S ciljem utvrdivanja razlike izmedu brzine rasta zarazenih i nezarazenih sojeva
napravljen je linijski graf u Excel-u ¢ije su vrijednosti dobivene kao rezultat oduzimanja
srednje vrijednosti rasta svih replika istog nezarazenog izolata od srednje vrijednosti rasta
svih replika istog zarazenog izolata. Pozitivne vrijednosti oznacavaju brzi rast, a negativne
sporiji rast izolata gljiva. Nula je vrijednost istog rasta oba izolata (zarazenog i nezarazenog).
Pocetna i zavr$na tocka su 3. i 5. dan. Grafovi su napravljeni pojedina¢no za dva razliita
virusa CR23 i EP713 (Slika 25 i Slika 26).

U slu¢aju razlike u brzini rasta nezarazenih izolata i onih zarazenim virusom CR23
mozemo zakljuciti da je zarazeni izolat L14 CR23, kroz svih 5 dana, rastao sporije u odnosu

na nezarazeni L14. L44 CR23 rastao je i 3. i 5. dana brze od nezarazenog .44 dok je L76




CR23 3. dana imao sporiji rast, a nakon 5. dana malo brZi rast od nezaraZzenog L76.
Najsporije je rastao izolat L45 CR23 koji je nakon 5. dana rastao jo§ sporije nego u prva 3.
dana u odnosu na nezarazeni L45 (Slika 25).

Kada se radi o usporedbi razlike u brzini rasta nezarazenih izolata 1 izolatima
zarazenih francuskim EP713 virusom situacija je drugacija. Izolat L14 EP713 u pocetku raste
sporije, a kasnije brze od nezarazenog izolata L14. Isto vrijedi i za L45 EP713 1L76 EP713 u

usporedbi sa L45 1 L76. L44 EP713 od samog pocetka raste brze nego nezarazeni 144 izolat
(Slika 26).

0,4
-
0,2 =
0
T
§ 02 3.dan 5.dan —e—L14CR32
% o —=L44 CR23
= L45 CR23
E -0,6 A L76 CR23
el
08
-1 _
42

Slika 25. Prikaz razlike u brzini rasta izolata zaraZenih virusom i nezarazenih izolata. 0 je

vrijednost gdje nema razlike u brzini rasta izolata, pozitivne vrijednosti oznacavaju brzi, a

negativne sporiji rast.
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—o—L14 EP713
—=— 44 EP713

L45 EP713
—><—L76 EP713

brzina (cm/dan)

Slika 26. Prikaz razlike u brzini rasta izolata zarazenih virusom i nezarazenih izolata izrazena

u centimetrima po danu. 0 je vrijednost gdje nema razlike u brzini rasta izolata, pozitivne

vrijednosti oznac¢avaju brzi, a negativne sporiji rast.

Stupcani grafovi (Slika 27 i Slika 28) usporeduju rast svih zarazenih izolata i izvornih gljiva
koje su oznacene kao CR23* i EP713*. Nakon 3. dana izvorne, hipovirulentne gljive rasle su
sporije u odnosu na izolate zarazene virusima iz tih gljiva. Rast zarazenih izolata nakon 5.

dana brzi je u odnosu na izvorne gljive koje sadrze isti virus (Slika 27 i Slika 28).

rast (cm)

Slika 27. Rast izolata zarazenih virusima i izvornih, hipovirulentnih gljiva nakon 3. dana.

Legenda: CR23*, EP713*- izvorni izolat.



rast (cm)
N
|
|

Slika 28. Rast izolata zaraZenih virusima i izvornih, hipovirulentnih gljiva nakon 5. dana.

Legenda: CR23*, EP713*- izvorni izolat.

3.3. Sporulacija izolata gljive Cryphonectria parasitica in vitro

Svi zaraZeni izolati gljive imaju manji broj spora u odnosu na nezaraZene izolate.
Izolati zarazeni virusom CR23 imaju najmanji broj spora u odnosu na izolate zarazene
virusom EP713 1 one nezarazene. Izolati s virusom EP713 imaju manji broj spora od izolata
bez virusa. Izolat L14 EP713 nije imao niti jednu sporu. Od nezaraZenih izolata najmanji broj

spora imao je izolat L44 (Tablica 6, 7 1 8, Slika 29).

Tablica 6. Srednja vrijednost broja spora zarazenih izolata gljive C. parasitica u mililitru

otopine.

Legenda: SV- srednja vrijednost

Izolat gljive Broj spora/ ml SV
L14 CR23 4,35x10°
L44 CR23 1,3675x10’
L45 CR23 9,15x10°
L76 CR23 6,116x10°
L14 EP713 0
L44 EP713 1,1083x10°
L45 EP713 1,0595x10°
L76 EP713 8,833x10’
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Tablica 7. Srednja vrijednost broja spora nezaraZzenih lovranskih izolata gljive C. parasitica u
mililitru otopine.

Legenda: SV- srednja vrijednost

Izolat gljive Broj spora/ ml SV
L14 3,475x10°
L44 1,475x10°
L45 3,3x10°
L76 2,6x10°

Tablica 8. Srednja vrijednost broja spora izvornih hipovirulentnih izolata gljive C. parasitica
u mililitru otopine.

Legenda: SV- srednja vrijednost, CR23*, EP713%*- izvorni izolat

Izolat gljive Broj spora/ml SV
CR23* 2,91x10°
EP713* 3,33x10°

4,00E+08
3,50E+08
3,00E+08 -
2,50E+08 - ]
2,00E+08 -
1,50E+08 -
1,00E+08 - ] ]

5,00E+07 - _’>
0,00E+00 —_— 1 = =

broj spora/ml

Slika 29. Srednja vrijednost broja spora virusom zarazenih 1 nezarazenih izolata gljive u 1

mililitru otopine.
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Najmanje spora/ml imaju izvorne, hipovirulentne gljive, a ako usporedimo
djelovanje dvaju virusa mozemo tvrditi da je creski virus CR23 jace djelovao na smanjenje

sporulacije izolata nego francuski EP713 (Slika 30).

1,20E+08

1,00E+08

8,00E+07

6,00E+07

broj spora/ml

4,00E+07

2,00E+07

0,00E+00

Slika 30. Srednja vrijednost broja spora virusom zarazenih izolata i izvornih, hipovirulentnih
gljive u 1 mililitru otopine.

Legenda: CR23*, EP713*- izvorni izolat

3.4. Statisticka obrada podataka
Primjenom analize varijance za ponavljana mjerenja (Repeated measure ANOVA)
utvrdena je statisticki znacajna razlika p < 0,001 u rastu razli¢itih izolata tretiranih virusima u
odnosu na nezarazene izolate (Slika 31). U tablici 9 je, medutim, vidljivo kako statisti¢ki
znacajna razlika nestaje uklju¢ivanjem vremena (R1) u analizu. Drugim rije¢ima, izolati
razli¢itih tretmana nisu promijenili brzinu rasta u ovisnosti o vremenu. U analizi su koriStene

srednje vrijednosti pojedinih replika svih izolata.

33



0,7

0,6 |
© 05}
R
[72]
3 04}
IS
B
S 03}
o)
% o2} 1t 1} | =$= izolat
B L14
0,1t {1t 1t ] E izolat
L44
0,0 . . . . : ; E izolat
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tretman: nezarazeni tretman: CR23 tretman: EP713 L76

Slika 31. Rast lovranskih izolata primjenom razliitih tretmana u ovisnosti 0 vremenu u
analizi Repeated measure ANOVA. Rast je izraZzen logaritmom nastalim transformacijom

izvornih podataka u centimetrima. Legenda: R1- vrijeme izraZeno u danima

Tablica 9. Prikaz rezultata analize Repeated measure ANOVA za podatke rasta lovranskih

zarazenih 1 nezarazenih izolata.

Stupanj slobode F p
Regresijska 1 11391,51 0,000000
vrijednost zavisne
varijable
izolat 3 5,63 0,005095
tretman 2 11,04 0,000478
izolat*tretman 6 17,85 0,000000
Stupanj pogreske 22
R1 1 1713,41 0,000000
R1*izolat 3 2,49 0,086489
R1*tretman 2 2,07 0,149834
R1*izolat*tretman 6 1,60 0,194579
Stupanj pogreske 22
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Analizom One-way ANOVA utvrdeno je kako postoji statisticki znaCajna razlika

(p=0,010400) u rastu, treCeg i petog dana, izmedu lovranskih izolata zaraZenih creskim

virusom i izvorne, gljive koja sadrzi isti virus (Slika 32). Lovranski zaraZeni izolati gljive su u

oba mjerenja rasli brZze nego izvorna, bijela gljiva. U analizi su koriStene srednje vrijednosti

pojedine replike.

0,6

0,5}t

rast (logaritamska skala)

0,1t

0,0

0,4 |

0,3}

0,2t

i

lovranski izolati (CR23)

tretman

izvorni CR23

—$— 3.dan
—f— 5. dan

Slika 32. Rezultati rasta izolata zarazenih virusom CR23 u analizi One-way ANOVA. Rast je

izraZzen logaritmom nastalim transformacijom izvornih podataka za rast u centimetrima.

Tablica 10. Prikaz rezultata rasta u One-way ANOVA za izolate zarazene virusom CR23 1

izvornu cresku gljivu.

F Utjecaj stupnja Utjecaj p
slobode stupanja
pogreske

Utjecaj
Regresijska 581,1765 2 10 0,000000
vrijednost
zavisne
varijable
tretman 7,4613 2 10 0,010400

Statisticki znacajna razlika (p=0,004566) u rastu utvrdena je izmedu lovranskih izolata

zarazenih virusom EP713 1 izvorne francuske gljive (Slika 33). Naime lovranski izolati rasli

su, tre¢eg 1 petog dana, brZze u odnosu na izvornu, bijelu gljivu koja je u sebi sadrzavala isti
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virus. Podaci su obradeni statistickom analizom One-way ANOVA, a koriStene su srednje

vrijednosti pojedinih replika.
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=$— 3.dan
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Slika 33. Usporedba rasta izolata zarazenih francuskim virusom EP713 nakon 3. 1 5. dana

analizom One-way ANOVA. Rast je izraZzen logaritmom nastalim transformacijom izvornih

podataka za rast u centimetrima.

Tablica 11. Prikaz rezultata rasta u One-way ANOVA za izolate zarazene virusom EP713 i

izvornu francusku gljivu.

F Utjecaj stupnja | Utjecaj stupnja p
slobode pogreske
Utjecaj
Regresijska 565,1101 2 12 0,000000
vrijednost
zavisne
varijable
tretman 8,7308 2 12 0,004566

Primjenom One-way ANOVA statisticke analize utvrdena je visoka razina statisticke

znacajnosti p < 0,001 u sporulaciji nezarazenih 1 zarazenih izolata (Slika 34). Nezarazeni

izolati imali su daleko ve¢i broj spora po mililitru u odnosu na zaraZene izolate. Vazno je

napomenuti da su izolati zaraZeni virusom CR23 imali su manji broj spora od onih zarazenih

francuskim EP713 virusom.
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Slika 34. Sporulacija nezaraZenih izolata 1 sporulacija istih nakon tretmana s dva razlicita
virusa. Sporulacija je izraZena logaritmom nastalim transformacijom izvornih podataka broja

spora po mililitru.

Tablica 12. Prikaz rezultata sporulacije u One-way ANOVA za nezarazene 1 zaraZene izolate

gljive.

Stupanj slobode F p

Utjecaj

Regresijska 1 22706,85 0,000000
vrijednost  zavisne
varijable

tretman 2 86,75 0,000004

Stupanj pogreske 8

Lovranski izolati zarazeni virusom CR23 imali su ve¢i broj spora nego izvorni izolat
bijele gljive s Cresa. Statisti¢ki znacajna razlika (p=0,007768) utvrdena je analizom One-way
ANOVA pri ¢emu su koriStene srednje vrijednost broja spora/ml tri replike istog izolata.

(Slika 35).
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Slika 35. Razlika u sporulaciji lovranskih izolata s virusom CR23 1 izvorne gljive s Cresa u

analizi One-way ANOVA. Sporulacija je izraZzena logaritmom nastalim transformacijom

izvornih podataka broja spora po mililitru.

Tablica 13. Prikaz rezultata sporulacije u One-way ANOVA za izolate zarazene CR23

virusom 1 izvornu cresku gljivu.

Stupanj slobode F
Utjecaj
Regresijska 1 2568,625 0,000017
vrijednost  zavisne
varijable
tretman 1 40,807 0,007768
Stupanj pogreske 3

Statistickom analizom utvrdena je velika razlika u sporulaciji p < 0,001 izmedu izolata

zarazenih francuskim virusom EP713 1 izvorne, francuske gljive (Slika 36). Lovranski izolati

s virusom imali su puno veci broj spora po mililitru nego gljiva iz francuske zarazena istim

virusom. U analizi su koriStene srednje vrijednosti tri replike pojedinog izolata.
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Slika 36. Razlika u sporulaciji zarazenih lovranskih izolata i izvornog izolata francuske gljive

u analizi One-way ANOVA. . Sporulacija je izraZena logaritmom nastalim transformacijom

izvornih podataka broja spora po mililitru.

Tablica 14. Prikaz rezultata sporulacije izolata zarazenih EP713 virusom i izvorne francuske

gljive.

Utjecaj

Stupanj slobode

Regresijska
vrijednost  zavisne
varijable

49702,30

0,000020

tretman

1674,54

0,000597

Stupanj pogreske
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4. Rasprava

Istrazivanjem je utvrdeno da oba virusa CR23 i EP713 imaju znacajan, negativan
ucinak na patogenu gljivu Cryphonectria parasitica. lako ovaj u€inak nije manifestiran na isti
nacin za koriStene parametre (sporulacija, pigmentacija i rast) generalna slika pokazuje da oba
virusa mogu biti vazni posrednici u bioloskoj kontroli.

U slucaju glavne mjere, odnosno broj spora, svi eksperimenti dosljedno su dali

rezultate 1 pokazali znaCajnu inhibiciju reprodukcije domacina zbog virusne infekcije.
Ovaj nalaz je izuzetno vazan jer je reprodukcija usko vezana za dva bioloska aspekta, fitnes 1
virulentnost, koji su presudni za biolosku interpretaciju ovog istrazivanja. Prethodno je od
strane MacDonalda i Fulbrighta objaSnjeno da uspjeSna hipovirulenca kao posrednik u
bioloskoj kontroli vjerojatno zahtijeva ravnotezu izmedu ekoloSkog fitnesa 1 virulencija
prigusenja.

Fitnes je sinonim za uspjesnost reprodukcije organizma i pokazuje stupanj adaptacije
na uvjete u ekosistemu, odnosno njegov glavni potpis prilagodbe na vanjske uvjete.
Smanjenje ove mjere tako jasno odrazavaju Stetan utjecaj virusa i mogu predvidjeti njegovu
uspjeSnu primjenu u bioloskoj kontroli. U epidemioloSkom okviru reprodukcija se Cesto
smatra odrednicom virulentnosti (tj. stupanj patogenosti) i ona je vazan pokazatelj stupnja
oStecenja uzrokovanog na drugom organizmu. Pojam patogenosti oznacava sposobnost
organizma da izazove oSteCenje, infekciju ili bolest. Patogenost i virulentnost su usko
povezani. Moguce je rec¢i da je virulentnost kapacitet parazita da ostecuje domacina prikazan
kao funkcija brzine reprodukcije. Ovaj koncept je dobro utvrden u podrucju epidemiologije i
parazitologiju te je za razliCite patogene i parazite pokazano da Sto brze paraziti reproduciraju
to je veca Steta koju uzrokuju na domacinu.

Ovo istrazivanje odgovara ¢injenici da je sve viSe dokaza kako paraziti igraju vaznu
ulogu u posredovanju ekoloskih interakcija unutar zajednice (Holt 1 Hochberg, 1998; Poulin,
1999; Morozov 1 sur., 2007), a veza izmedu ekologije zajednice i parazitologije sada je
aktivno podrugje istrazivanja. Cak i ako dokaz o tome nije potpun i zasluZuju vise istraZivanja,
pretpostavlja se da udruZenja izmedu domacina 1 parazita, prije nego slobodne zivuce vrsta,
djeluju kao gradevni blokovi trofickih mreza (Price i1 sur., 1986; Lafferty i1 sur., 2006;
Morozov 1 sur., 2007). Paraziti igraju vaznu ulogu u sukcesiji vegetacije (Gilbert, 2002) i
imaju utjecaj na otpornost zajednice od napada egzoti¢nih vrsta.

Kada parazit odgovoran za nastajanje bolesti napadne zajednicu, posredovanje

izmedu napadaca 1 zaposjele vrste mogu biti odigrane od strane hiperparazita. lako interes za
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te sustave raste u kontekstu bioloSke kontrole (Rosenheim 1 sur., 1995), samo nekoliko studija
bavi se ulogom hiperparazita u uspjehu ili neuspjehu parazitske invazije. Po analogiji
potencijala invazije jedne vrste, koji se iskazuje se kao ovisna o genetskim, demografskim i
ekoloskim faktorima (Kolar i Lodge, 2001), mozemo pretpostaviti da uspjeh hiperparazita u
uspostavi 1 ustrajanju u populaciji svog domacina ovisi o njthovoj genetskoj 1 ekoloskoj
posebnosti (Morozov 1 sur., 2007).

U ovom istrazivanju hiperparaziti su hipovirusi koji smanjuju stopu sporulacije i
Sirenje  gljive Cryphonectria parasitica uzrokuju¢i snazno prigusenje njene virulencije,
omogucujuci opstanak zaraZenih stabala.

Jasno vidljiva smanjena narancasta pigmentacija koja je utvrdena u svih izolata
zarazenih virusima CR23 1 EP713 odgovara prethodnim istrazivanjima u kojima je dokazano
da hipovirus CHV1-EP713 ozbiljno potiskuje pigmentacija domacina (Faruk 1 sur., 2007).

Rezultati sporulacije pokazali su da lovranski izolati bez virusa (nezarazeni)
produciraju puno veci broj spora nego isti izolati zaraZeni virusima CR23 1 EP713. Budu¢i da
je razlika u broju spora medu njima visokog stupnja znacajnosti sa sigurno$¢u mozemo tvrditi
da je unosom virusa doSlo do snazne inhibicije nespolnog razmnozavanja gljive. lako je
smanjena reprodukcije domacina zabiljeZena nakon infekcije s bilo kojim od virusnih sojeva,
dva virusa se razlikuju u jacini njihova ucinka. Izolati u kojima je bio prisutan francuski virus,
EP713, obilnije su sporulirali od izolata sa creskim virusom. Dok nasi podaci ne dopustaju
jednozna¢no objasnjenja tih fenomena, treba naglasiti, da ukupni rezultat odgovara ishodu
oCekivanom prema simpatrija-alopatrija gledistu. Kako su u istrazivanje bili uklju€eni izolati
gljive C. parasitica sakupljeni na hrvatskoj obali u mjestu Lovranu 1 ista gljiva zaraZzena
virusom CR23 koja je pronadena na otoku Cresu moguce objaSnjenje lezi u prostornom
rasporedu populacija (vrsta). Tu se radi o simpatriji gdje populacije (vrste) naseljavaju isti
prostor ili se preklapaju te postoji odredeni protok gena medu njima. S druge strane lovranski
izolati gljive bili su zarazeni 1 francuskim virusom EP713 iz gljive prikupljene u Francuskoj
te medu njima postoji odredena prostorna razdvojenost pa govorimo o alopatriji. Moguce je
da zbog blizine mjesta pronalaska gljiva u Hrvatskoj postoji bolja prilagodenost hrvatskog
hipovirusa gljivi, jer njegova prisutnost u populaciji gljive, izmedu ostalog, ovisi kako u
genskoj tako 1 o ekoloSkoj posebnosti. Istaknimo kako ovaj model odgovara onome Sto je
pronadeno u drugih parazita gdje se infekcija simpatrickog domacina pokazala efikasnijom
nego ona alopatrijskog domacina (Osnas 1 Lively, 2005). Isti rezultat imamo pri usporedbi
sporulacije lovranskih izolata s virusom EP713 1 izvornog, hipovirulentnog izolata gljive

pronadene u Francuskoj. Prisjetimo se, medu tim izolatima statisticki znacajna razlika bila je
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visoke razine p < 0,001 $to nije zanemarivo, ako imamo na umu da se radi o zaraZenosti istim
virusom. Lovranski izolati zarazeni virusom CR23 takoder su se znacajno razlikovali u broju
spora od izvorne gljive s istim virusom. Za oc¢ekivati je bilo da ¢e navedeni izolati sporulirati
podjednako jer su zarazeni istim virusom, ali to se nije dogodilo. Izvorne gljive su sluzile kao
kontrola pomoc¢u koje je moguce uvidjeti razliku, ali zasto je doSlo do tolikog odstupanja nije
poznato.

Rezultati rasta manje su jasni nego u slucaju sporulacije. StatistiCki znacajna razlika
(p <0,001) izmedu rasta zarazenih (CR23 1 EP713) i nezarazenih lovranskih izolata utvrdena
je analizom Repeated measure ANOVA. Do gubitka znacajnosti dolazi kada se u analizu
uvede vrijeme (R1) iz ¢ega je moguce zakljuciti da su zarazeni i nezarazeni izolati rasli
znacajno razli¢ito 1 njihova brzina rasta nije se mijenjala u ovisnosti o vremenu (tre¢i i peti
dan). Ako pogledamo rezultate linijskog grafa u Excelu (slika 25 1 slika 26) mozemo jasno
vidjeti kako su se razli¢iti lovranski izolati (L14, L44, L45 1 L76) ponaSali razlicito prilikom
rasta, odnosno put rasta nije jednako usmjeren za sve izolate. Neki zaraZeni izolati rasli su
sporije, a neki brze u usporedbi s istim nezarazenim izolatima. U slu¢aju kada su lovranski
izolati bili zarazeni creskim virusom, izolati L14 CR23 i1 L45 CR23 rasli su sporije 3. 1 5.
dana u usporedbi s L14 1 L45. Istaknimo da je samo L45 CR23 izolat nakon tre¢eg dana jos
dodatno usporio svoj rast §to je moguce protumaciti na na¢in da je CR23 virus djelovao
supresivno na rast ovog izolata. Isto ne vrijedi za izolate L76 CR23 i1 L44 CR23. Naime,
izolat L44 CR23 rastao je 1 treceg 1 petog dana mjerenja brze u odnosu na nezarazeni L44,
dok je L76 CR23 u pocetku rastao sporije, a kasnije brze od L76. U slucaju zaraZenosti
izolata francuskim (EP713) virusom, izolati, L14 EP173, L45 EP713 1 L76 EP713 rastu
sporije treceg dana, ali do petog dana rastu brze 1 prestizu rast nezarazenih izolata. Kao iu
slu¢aju zarazenosti creskim virusom L44 EP713 u oba mjerenja raste brze nego L44. Ovakve
rezultate tesko je objasniti buduci da nije bilo za ocekivati da ¢e zarazeni izolati gljive, u
nekim slucajevima, rasti brze nego nezarazeni izolati gljive. Promjene u ponasanju domacina
koje prate parazitsku infekciju su Cesto takve kakve o¢ekujemo vidjeti ako je domacin poceo
djelovati u smjeru koji pogoduje parazitu (Poulin, 2007). Poznato je 1 dosad videno da
paraziti mogu uzrokovati brZi rast domacina radi boljitka u svojoj reprodukciji, taj fenomen
se naziva adaptivna manipulacija domacina. Najbolji dokazi manipulacije domacéinom potjecu
od biljnih parazita, osobito gljiva. Ve¢i rast 1 prezivljavanje domac¢ina moze dovesti do veceg
rasta 1 prezivljavanja parazita (Pan 1 Clay, 2003.) Medutim, bilo bi spekulativno predloZiti
takvo objasnjenje za podatke prikazane ovdje pa umjesto toga predlazemo metodologiju

istrazivanja radije nego bioloSke karakteristike organizma kao jedan od mogucih uzroka za
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dobivanje ovakvih rezultate rasta. U svakom slucaju ovaj fenomen svejedno treba vise
istraziti.

Izolati zarazeni virusom EP713 rasli su pravilno, radijalno osim dviju replika izolata
L45 EP713 koje su imale nepravilan srcoliki rast rast ve¢ nakon 3. dana. Sli¢no je uo¢eno u
istrazivanju Van Heerdena 1 suradnika gdje su izolati gljive Cryphonectria cubensis (uzronik
raka na stablima Eucalyptus spp. u tropskim i sutropskim krajevima) zarazeni C. parasitica
hipovirusom (CHV1-EP713). MorfoloSke promjene su ukljucivale svijetlo Zutonarancasti
pigment, smanjen radijalni rast 1 nepravilne margine kolonije s hifama s dubokim prodorom u
medij na kojem su gljive rasle.

lako je eksperiment postavljen u skladu s prethodnim saznanjima 1 istrazivanjima
ljudske pogreske mogu biti jedan od uzroka neobjasnjivih rezultata. Uz to postoje neki
dijelovi unutar eksperimenta koje su izvan naSe mogucnosti kontroliranja. Tako su, u nekim
slucajevima, razlicite replike istog izolata rasle medusobno drugac¢ijom brzinom $§to je uzrok
slucajne fenotipske varijacije, uzrokovane malim nepravilnostima prilikom eksperimenta (npr.
lokalna temperatura, razlike u osvjetljenju, vrijeme otvorenosti Petrijeve zdjelice), buduci je
svaka od replika sadrzavala geneticki isti materijal. Ta razlika bi vjerojatno, unutar analiza,
bila izgubljena kada bi svaki izolat imao 10 ili viSe replika. Uz to, nezarazeni lovranski izolati
nisu rasli paralelno sa zaraZzenim izolatima pa postoji odredeni vremenski raskorak od dva
tjedna medu njima $to je moglo pridonijeti tome da neki od zarazenih izolata rasli brze od
nezarazenih. Svi izolati rasli su 14 dana osvijetljeni svjetlos¢u od 2 500 luxa na sobnoj
temperaturi (15-24°C). Kako je eksperiment raden u zimskom razdoblju postoji moguénost da
je u toku rasla doSlo do temperaturnog odstupanja od navedenog intervala. Ukoliko je tijekom
eksperimenta doSlo do kolebanja temperature to se moglo odraziti na pojacan rast nekih
izolata zarazenih gljiva. Istrazeno je kako ishod primjene hipovirusa na razliCite populacije
gljive 1 pod razli¢itim klimatskim uvjetima moze biti nepredvidljiv, s obzirom na gljiva-virus-
temperatura interakciju. Prikladnost odredenog podtipa hipovirusa za biolosku kontrolu ovisi
o temperaturi 1 genotipu gljive. Prema tome, razliita strategija upravljanja mora biti
dizajnirana za razli¢ite regije, a najprikladnija bioloSka kontrola mora se ocjenjivati za svaki
slucaj pojedinacno (Bryner 1 Rigling, 2011).

Buduc¢i da povisene temperature (24 1 30°C) mogu izazvati povecani rast 1 sporulaciju
hipovirulentne gljive C. parasitica, ishod bilo koje gljiva-virus interakcije se moze
promijeniti kada se temperatura povisi, tako ekstremni ljetni dogadaj topline moze pretvoriti

bivsu hipovirulentnu gljivu u virulentnu (Bryner 1 Rigling, 2011).
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Jos jedna metodoloska barijera je nedostatak informacija o bioloskim parametrima
nezarazenih izvornih gljiva, Sto bi znacilo creske gljive bez virusa i1 francuske gljive bez
virusa. Kako zarazene izvorne gljive 1 zarazeni lovranski izolati rastu drugacije tesko je reci
jesu li te razlike uzrokovane rezultatom interakcije izmedu virusa i gljive ili su rezultat
njihovih razli¢itih karakteristika ili su rezultati pak oblikovani uvjetima u kojima su gljive

rasle.

44



5. Zakljucak

Creski hipovirus CR23 1 francuski hipovirus EP713 pokazali su se kao supresori
virulentnosti gljive Cryphonectria parasitica. Njihov negativan u¢inak na gljivu dokazan je
kroz tri bioloska parametra: sporulaciju, pigmentaciju i rast gljive.

Narancasti pigment gljive suzbijen je inokuliranjem hipovirusa u lovranske izolate Sto
je dokaz prisutnosti virusa CR23 1 EP713 u samim izolatima.

Oba virusa znacajno su smanjili broj spora u zarazenim izolatima gljive u uvjetima in
vitro §to direktno utjeCe na fitnes 1 virulentnost gljive C. parasitica. Virusom zaraZeni izolati
¢e se vjerojatno, za razliku od nezaraZenih izolata, sporije ili pak neuspjeSno Siriti kroz
populaciju pitomog kestena Sto ¢e za posljedicu imati oporavak stabla kestena od bolesti raka
kore, a time 1 zaustavljanje Sirenja bolesti.

Primjenom hipovirusa doslo je i do sporijeg rasta pojedinih izolata gljive u uvjetima in
vitro. Ubrzani rast nekih zarazenih izolata vjerojatno je posljedica utjecaja hipovirusa na
ponasanje svog domacina ili rezultat metodoloskih propusta. Medutim, gljiva moze imati brzi
rast, ali ukoliko je njena sporulacija smanjena, Sirenje bolesti bi se moglo zaustaviti.

Usporedbom jacine djelovanja hipovirusa utvrdeno je da creski virus CR23 ima jaci
uc¢inak na sporulaciju 1 rast gljive C. parasitica od poznatog agensa bioloSke kontrole-
francuskog EP713 hipovirusa. Stoga bi virus CR23 mogao posluziti u bioloskoj kontroli

bolesti raka kore pitomog kestena u hrvatskim vo¢njacima.
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