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1. UVOD

Cryphonectria parasitica je fitopatogena gljiva koja na raznim vrstama kestena (rod
Castanea) uzrokuje bolest rak kore kestena. Poc¢etkom 20. stoljeca je stigla iz Azije u Sjevernu
Ameriku i Europu (Rigling i Prospero 2018) gdje se brzo prosirila kroz populacije americkoga
[Castanea dentata (Marsh.) Borkh.] i europskoga pitomoga kestena (Castanea sativa Mill.)
uzrokujuéi velike Stete na njihovim populacijama (Anagnostakis 1987). Europske populacije
kestena su se ubrzo pocele oporavljati zbog uspostavljanja prirodne bioloske kontrole gljive
virusom Cryphonectria hypovirus 1 - CHV1 (Robin i Heiniger 2001). Virus CHV1 uzrokuje
kroni¢nu infekciju gljive te smanjuje njenu virulentnost prema domacinu. Taj fenomen je poznat
pod nazivom hipovirulentnost, a Siroka rasprostranjenost virusa CHV1 u Europi dovela je do
uspostavljanja prirodne bioloske kontrole ove iznimno opasne bolesti.

Virus CHV1 ima +ssRNA genom, visoku stopu replikacije i mutacije (Southwood i
Ranganathan 2019) te ga stoga odlikuje velika genetska varijabilnost koja se postize vrlo brzo
unutar domacina (Domingo i Holland 1997). Navedene karakteristike omogu¢uju ovom virusu
brzu prilagodbu unutar domacéina zbog stvaranja novih virusnih varijanti s izmijenjenim bioloskim
karakteristikama te u¢inkovito savladavanje obrane domacina (Gutiérrez i sur. 2012). Stoga su
analize genetske strukture i evolucije virusnih populacija unutar domacina kljuéne za
osmisljavanje najboljih strategija za kontrolu $tetnih virusa (Jridi i sur. 2006), odnosno, u slucaju
virusa CHV1, za bolje razumijevanje i optimizaciju njegove uloge u biokontroli gljive C.
parasitica. Smatra se da se virusne populacije u domacinu uglavnom sastoje od nekoliko
dominantnih varijanti koje su odgovorne za bioloski ucinak infekcije virusom te veéeg broja
rijetkih varijanti (Eliseev i sur. 2020).

U ovom istrazivanju proucavan je virus CHV1, odnosno raznolikost virusnih populacija
prije i nakon vertikalnog i horizontalnog prijenosa u vise zarazenih izolata gljive C. parasitica
kako bi se dobio kompletniji uvid u evoluciju ovog virusa te dinamiku same virusne infekcije.
Infekcija virusom CHV1 predstavlja bioticki stress te mijenja ekspresiju gena, akumulaciju
genskih transkripata i aktivnost proteina u gljivi C. parasitica (Chen i sur. 1996; Allen i sur. 2003;
Kim 1 sur. 2012). Kako konac¢na bioloSka funkcionalnost proteina ovisi o njihovoj aktivnosti,

podaci o uc¢inku infekcije virusom CHV1 na aktivnost enzima gljive C. parasitica, posebno onih



ukljucenih u obranu od oksidacijskog stresa, vrlo su vazni za bolje razumijevanje interakcija

izmedu virusa CHV1 1 njegovog domacina.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1.  Castanea sativa (pitomi ili europski kesten)

Rod Castanea spada u porodicu bukovki (Fagaceae), porijeklom je iz isto¢ne Azije, odakle
se rasprostranio Europom i Sjevernom Amerikom (Lang i sur. 2007). Danas su vrste ovoga roda
prisutne diljem sjeverne hemisfere. U rod Castanea spada nekoliko vrsta kestena, a najistaknutiji
predstavnik je Castanea sativa (Mill) tj. pitomi kesten koji je autohtona vrsta na podru¢ju Europe
I Male Azije (Slika 1.). Pitomi kesten je srednje veliko listopadno stablo koje moze dosegnuti
visinu od 30-35 metara te dozivjeti starost i do 1000 godina. Kora je kod mladih stabala siva, sjajna
1 glatka dok kasnije poprimi smedu boju, deblja je i uzduzno ispucana. Listovi su duguljasti,
kopljastog oblika, zaobljene osnove i Siljastog vrha. Vrsta je monecicna te se cvjetovi razvijaju od
kasnog lipnja do srpnja, a oprasuju se vjetrom ili kukcima. Plod je sjajni, tamnosmedi orah
(kesten). Plodovi su smjesteni u kupulama, najces¢e po jedan do tri zajedno. Kupula je kozasta,
kuglastog oblika i prekrivena bodljikavim izraslinama te se pri dozrijevanju ploda raspucava na
cetiri jednaka dijela. Vrijeme dozrijevanja plodova je pocetkom listopada. U povoljnim uvjetima
kesten rodi plodom svake godine, a obilniji urod mu je svake dvije ili tri godine (Herman 1971).
Rasprostranjen je na podrucju juzne Europe (Pirenejski poluotok, juzna Francuska, te Apeninski i
Balkanski poluotok), Sjeverozapadne Afrike (Maroko), sjevero-zapadne Europe (Engleska,
Belgija), srediSnje Europe, te isto¢no do zapadne Azije (Turska, Armenija, Gruzija, Azerbajdzan,
Sirija). Moze se naci izmedu 200 i 1800 metara nadmorske visine. Velike kontinuirane sastojine
pitomoga kestena su u Europi uglavnom koncentrirane u nekoliko zemalja kao §to su Italija,
Francuska te u zemljama Pirinejskog poluotoka. Kao Sto je vidljivo na Slici 1., areal pitomoga
kestena je izuzetno fragmentiran, primarno zbog specifi¢nih ekoloskih zahtjeva ove vrste (Schutt
1 sur. 2006). Pitomi kesten prilagoden je umjereno-vlaznoj, oceanskoj klimi (Ani¢ 1942) a
odgovara mu prosjec¢na temperatura od 8 do 15 °C. Vrsta je izuzetno neotporna na kasni mraz
(Conedera i sur. 2016). Od ovog stabla imamo viSestruku gospodarsku korist (drvo, plod, med,
tanin itd.). Kestenovina se nekada koristila za gradnju kuca, gospodarskih objekata i za sitnu gradu
(letve, stupovi, brvna, mosnice, gredice, grede). Lis¢e pitomoga kestena neko¢ se koristilo u

narodnoj medicini te kao prostirka za stoku.
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Slika 1. Podrugje rasprostranjenosti pitomoga kestena (C. sativa) u Europi (2020.). Prilagodeno

prema Freitas i sur. (2021)

2.2.  Cryphonectria parasitica

Vrsta Cryphonectria parasitica je gljiva iz odjeljka Ascomycota (mjeSinarke) te je prirodno
rasprostranjena na podruéju istocne Azije. Prvi put je opisana kao Diaporthe parasitica Murrill. te
je kasnije prebacena u rod Endothia (Anderson i Anderson 1912). Danasnje ime je dobila tek 1978.
godine — Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr. (Barr 1978). Primarni je uzro¢nik raka kore
kestena (Mellano i sur. 2012; Milgroom i sur. 1992; Milgroom i sur. 1996; Yan i sur. 2007). Prvi
put je opisana izvan svojeg prirodnog areala, kao invazivna vrsta na americkom pitomom kestenu
Castanea dentata (Marsh.) Borkh. Podloznost domaéina ovom patogenu uvelike varira ovisno o
vrsti kestena. Vrste prisutne u Aziji, poput Castanea crenata (Siebold & Zucc.), Castanea henryi
(Skan) Rehder & Wilson, Castanea mollissima (Blume) i Castanea seguinii (Dode), imaju
razvijenu toleranciju prema gljivi C. parasitica zbog njihove dugotrajne zajednicke evolucije
(Anagnostakis 1992). Simptomi raka kore kestena na tolerantnijim vrstama su povrsinske lezije na
deblu, stoga stabla mogu prezivjeti infekciju s minimalnim o$te¢enjima (Graves 1950; Griffin i
Elkins 1986). Pitomi kesten (C. sativa) te sjevernoamericke vrste kestena (C. dentata, Castanea
ozarkensis (Ashe) i Castanea pumila ((L.) Mill.)) su vrlo osjetljive na ovaj patogen te infekcije
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rezultiraju velikom stopom suSenja (Graves 1950). Rak kore kestena je uzrokovao znaéajnu
redukciju prirodnih populacija ovih vrsta kestena te ima negativan uéinak na komercijalnu
upotrebu ploda kestena (Graves 1950; Griffin i Elkins 1986; Anagnostakis 1992). Broj stabala
kestena C. dentata u Sjevernoj Americi reduciran je za preko 99,97%; procjenjuje se da je u manje
od 40 godina od trenutka unosa gljive C. parasitica u Sjevernu Ameriku od ¢etiri milijarde stabala
preostalo svega par tisuca zrelih jedinki (Paillet 1984). Genetske analize sjevernoameric¢kih
populacija gljive C. parasitica ukazuju na opetovani unos te gljive, vjerojatno zbog trgovine,
odnosno uvoza sadnica azijskih vrsta kestena iz Japana (Anagnostakis 1987; Milgroom i sur. 1996;
Dutech i sur. 2012).

U Europi, ova gljiva je prvi put otkrivena 1938. godine u sjevernoj Italiji, u okolici Genove,
koja je vazna medunarodna luka. Istrazivanja mikrosatelitnih markera ukazuju na to da je gljiva
unesena iz Sjeverne Amerike (Dutech i sur. 2012). Do 1950. godine gljiva C. parasitica prosirila
se kroz sve regije Italije s ve¢im populacijama kestena, odakle se takoder vrlo brzo prosirila na
susjedne zemlje — Francusku, Svicarku i Sloveniju (Heiniger i Rigling 1994; Krstin i sur. 2008;
Prospero i Rigling 2012) te na populacije kestena sredi$nje, jugoistocne Europe i Male Azije
(Robin i Heiniger 2001). Na mnogim od ovih podrucja jugoisto¢ne Europe prisutan je samo jedan,
dominantan genotip gljive C. parasitica koji se klonalno prosirio, a za koji se pretpostavlja da
takoder potjece iz Italije (Milgroom i sur. 2008). U nekim populacijama juzne Europe postoje
divergentne genetske linije gljive C. parasitica sto potencijalno ukazuje na veci broj nezavisnih
unosa ove gljive u Europu. Dutech i sur. (2010, 2012) tako su otkrili dva nezavisna unosa iz Azije
u jugozapadnu Francusku. Izmedu 1920-ih i 1950-ih stabla kestena su u viSe navrata uvazana iz
Azije i SAD-a u Europu, te je tako u Europu unesena i gljiva C. parasitica (Heiniger i Rigling
1994; Dutech i sur. 2012). Mnoga od ovih stabala su uvezena s ciljem uzgoja kestena otpornih na
tintnu bolest. Uzro¢nici te bolesti su organizmi koji sli¢e gljivama (eng. fungal like organisams,
FLO), pripadnici odjeljka Oomycota: Phytophthora cambivora i Phytoththora cinamomi (Vannini
i Vettraino 2001; Prospero i sur. 2023). Prije pojave raka kore kestena, upravo je tintna bolest bila
najznacajnija prijetnja fitosanitarnom statusu pitomoga kestena u Europi. Danas je bolest rak kore
kestena prisutna u svim ve¢im Sumama kestena kontinentalne Europe, a sama bolest drasti¢no je

reducirala populacije pitomoga kestena u Europi (Robin i Heiniger 2001).



Gljiva C. parasitica je patogen kore te inficira nadzemne dijelove stabla (deblo, grane i
grancice). Ulazi kroz rane ili pukotine na stablu i naposljetku uzrokuje tzv. rakove, zbog kojih se
manje grane mogu osusiti U svega par mjeseci. Gljiva C. parasitica s viemenom je postala klasi¢ni
primjer invazivnog stranog patogena koji je uzrokovao ozbiljnu epidemiju na autohtonoj vrsti
kestena. Visegodi$nji rakovi se formiraju na deblu ili debljim granama te mogu proc¢i godine prije
nego se domacin osusi. Rakovi na mladim stablima su naranCaste do crveno-smede boje na
povrsini dok je na starijim stablima obojenost manje izrazena. Na podruc¢ju gdje je kora deblja,
teSko je uociti prisutnost gljive C. parasitica, dok se ne pojave uzduzne pukotine (Diller 1965).
Micelij gljive se lepezasto Siri ispod kore te prodire kroz kambij, pritom ga uniStavajucéi. Ako
kambij odumre, kora se uvlaci u stablo te se pojavljuje karakteristi¢na udubljena morfologija raka.
Rak kore kestena moze brzo narasti te zahvatiti i distalne dijelove biljke. Lis¢e potom pozuti i
uvene, no ostaje na stablu. To je najizrazeniji rani simptom infekcije ovom gljivom koji se moze
vidjeti u krosnji. Rakovi koji su nastali infekcijom stabla hipoviruletnim sojevima gljive (C.
parasitica inficirana s CHV'1) na pocetku li¢e onima uzrokovanim virulentnim sojevima gljive (C.
parasitica bez CHV1). No vremenom, §irenje hipovirulentnih sojeva se usporava i naposljetku
zaustavlja. Posto se gljiva ne $iri kroz kambij, distalni dijelovi biljke prezivljavaju. Morfologija
raka 1 infekcija hipovirulentnom gljivom nisu uvijek jasno povezani, iz ¢ega proizlazi da se
infekcija hipovirulentnom gljivom moZe nedvojbeno pokazati samo laboratorijskim analizama
(Bryner i sur. 2013).

Otkricem prirodnog patogena ove gljive (Cryphonectria hypovirus 1 - CHV1) koji
smanjuje njenu virulentnost prema domacinu je pocela njegova upotreba u bioloSkoj kontroli ove
bolesti diljem kontinenta. Virulentnost sojeva gljive prisutnih u Europi se tijekom godina zna¢ajno
smanjila, odnosno doslo je do pojave hipovirulentnosti te je pitomi kesten i dalje komercijalno
vazna vrsta (Biraghi 1953; Grente 1965; Anagnostakis 1982; Robin i Heiniger 2001).



2.3.  Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1)

Cryphonectria hypovirus 1 spada u porodicu Hypoviridae, rod Alphahypovirus te virusnu
vrstu Alphahypovirus cryphonectriae (Chiba i sur. 2023). Porodicu Hypoviridae ¢ini osam rodova
(Alphahypovirus, Betahypovirus, Gammahypovirus, Deltahypovirus, Epsilonhypovirus,
Zetahypovirus, Thetahypovirus, Etahypovirus). Genome virusa iz porodice Hypoviridae ¢ini
jednolan¢ana RNA pozitivnog smisla (+ssRNA), dugacak 7.3 — 18.3 kb, dok je genom virusa
CHV1 dug oko 12,7 kb, ukljucujuéi i poliadenilatni rep na 3' kraju. Virion ne postoji, odnosno

virusi ove porodice, pa tako i CHV1, nemaju proteinsku kapsidu.

Uz CHVI1 do danas su poznata i opisana jo§ tri hipovirusa koji inficiraju gljivu C.
parasitica: CHV2, CHV3 i CHV4, svrstani u dva razlicita roda (Slika 2.). CHV1 i CHV2 pripadaju
rodu Alphahypovirus dok CHV3 i CHV4 spadaju u rod Betahypovirus.

Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1)*
ORFA

i 2364 2364 ORFB 11 861 12734
5 Pro p40 '
IRES :\j Pro\j RdRP Hel —@n 3
Cryphonectria hypovirus 2 (CHV2) *
ORFA
487 180 ORFB 11676 12507
5 P80 [Tpro RdRP Hel —An 3

Cryphonectria hypovirus 3 (CHV3)"
369 8994 90799
5 —fp32| ugt RARP Hel |— (A 3
Y
Cryphonectria hypovirus 4 (CHV4)"

193 8740 9149
5 —{pa7 | ugt RARP Hel (AN 3

\?}

* rod Alphahypovirus
* rod Betahypovirus

Slika 2. Organizacija genoma pojedinih pripadnika porodice Hypoviridae. Strelice predstavljaju
poznata ili pretpostavljena mjesta autoproteolize. Skracenice Pro, RARP, Hel i ugt odnose se na
proteazu, RNA polimerazu ovisnu 0 RNA, helikazu i UDP-glukoza/sterol glukoziltransferaznu
domenu. Preuzeto s ICTV (https://ictv.global/report/chapter/hypoviridae/hypoviridae,
pristupljeno 20.5.2025)


https://ictv.global/report/chapter/hypoviridae/hypoviridae

Virusi CHV1, CHV2, CHV3 i CHV4 se razlikuju u organizaciji genoma, utjecaju na
domacina i rasprostranjenosti (Hillman i Suzuki 2004). Infekcija virusima CHV2 i CHV3 takoder
uzrokuju pojavu hipovirulentnog fenotipa kod domacina dok infekcija virusom CHV4 ne uzrokuje
znacajne simptome. CHV2 je rasprostranjen na podrucju Sjeverne Amerike i Azije dok su CHV3
i CHV4 rasprostranjeni samo na podrucju Sjeverne Amerike. CHV1 (12,7 kb) i CHV2 (12,5 kb)
imaju vrlo sli¢nu organizaciju genoma, te sadrze dva otvorena okvira ¢itanja (ORFA i ORFB). S
druge strane, CHV3 (9,8 kb) i CHV4 (9,1 kb) imaju krace genome i samo jedan otvoreni okvir
¢itanja (Dawe i Nuss 2013). ORFA virusa CHV1 je varijabilna regija na 5' kraju genoma virusa
koja kodira poliprotein. AutokatalitiCkim djelovanjem proteazne domene na N-kraju poliproteina
osobadaju se proteini p29 i p40. Protein p40 ima ulogu kontrole replikacije genoma virusa i
njegove genske ekspresije. ORFB kodira drugi poliprotein koji takoder posjeduje autoproteoliticku
domenu na N-kraju, koja se osobada tijekom translacije kao protein p48, te dvije domene,
polimeraznu i helikaznu, na C-kraju poliproteina (Shapira i sur. 1991).

Virus CHV1 je rasprostranjen u Europi gdje razlikujemo nekoliko podtipova obzirom na
razlike u nukleotidnoj sekvenci regije ORFA (Gobbin i sur. 2003). Podtip | (talijanski) je
najraireniji te se pojavljuje u vise drzava kao $to su Italija, Svicarska, Slovenija, Hrvatska, Bosna
1 Hercegovina, Makedonija, Grcka, jugoistocna Francuska i Turska (Allemann i sur. 1999; Krstin
i sur. 2008, 2011; Sotirovski i sur. 2006; Akilli i sur. 2013). Ostali podtipovi (F1, F2, D, E i G) su
pronadeni uglavnom u Francuskoj (F1 i F2), Njemackoj (D), Spanjolskoj (F1, D i E), Turskoj (F2)
i Gruziji (G) na ograni¢enom podruc¢ju (Zamora i sur. 2012; Akilli i sur. 2013; Feau i sur. 2014;
Peters i sur. 2014; Rigling i sur. 2018). Geografska rasprostranjenost podtipova CHV1 poklapa se
s rasprostranjeno$cu gljive C. parasitica, $to je posljedica visestrukog unosa gljive i virusa u
Europu (Rigling 1 Prospero, 2018). Podtipovi se medusobno takoder razlikuju i prema intenzitetu
hipovirulentnog efekta kojeg uzrokuju te ukupnom ucinku koji imaju na gljivu domacina
(Morozov 1 sur. 2007; Robin 1 sur. 2010). Primjerice, podtip I ima blazi u¢inak na domacina te se
stoga moZe uspjesnije prenositi kroz populaciju gljiva prirodnim putem, bez zna¢ajnog angazmana
covjeka. Suprotno tome, francuski podtipovi (F1 i F2) snazno usporavaju rast i sporulaciju gljive
te time ograniCavaju vlastito Sirenje kroz odredenu populaciju gljive C. parasitica (Robin i sur.
2010). Medutim, vazno je istaknuti da unutar podtipa I, mutacije u ORFA regiji mogu promjeniti
ucinak virusa CHV1 na fenotip domacina (Krstin i sur. 2020). Takve varijacije u virulentnosti

podtipa I su nadene u brojnim podruc¢jima, primjerice Ujedinjenog kraljevstva (Romon-Ochoa i



sur. 2020), Hrvatske (Nuskern i sur. 2017; Krstin i sur. 2020) te Makedonije (Sotirovski i sur.
2011).

2.4.  BioloSka kontrola mikovirusima

Bioloska kontrola ili biokontrola nekog Stetnika podrazumijeva koriStenje njegovih
prirodnih neprijatelja (predatora ili patogena) umjesto kemijskih agensa u kontroli tog stetnika.
Upotreba mikovirusa u biokontroli je predmet mnogih istrazivanja zbog ¢injenice da mogu oslabiti
svog domacina i time smanjiti njegovu virulentnost prema drugim organizmima, ali ne toliko da
bi ugrozili vlastiti opstanak i Sirenje u populaciji. Taj fenomen se naziva hipovirulentnost.
Mikovirusi fitopatogenih gljiva koji uzrokuju hipovirulentnost posebno su zanimljivi za
biokontrolu (Garcia-Pedrajas i sur. 2019). Oni mogu utjecati na virulentnost, morfologiju,
sporulaciju, brzinu vegetativnog rasta te pigmentaciju svojeg domacina. Iako su to¢ni mehanizmi
kojima uzrokuju fenomen ,,hipovirulentnosti* slabo poznati, utvrdeno je da interakcijama proteina
domacina i proteina virusa te promjenama u brojnim putevima prijenosa signala dolazi do
promjene fiziologije domacina i time redukcije virulentnosti (Choi i sur. 1995; Chen i sur. 1996).
Tako je primjerice u infekciji gljive C. parasitica virusom CHV1 zabiljezeno smanjivanje
pigmentacije domacinske gljive, redukcija sporulacije, te akumulacija lakaze — simptomi koji su
povezani s virusnom proteazom koji je nalik papainu, p29 (Craven i sur. 1993). Sojevi gljive C.
parasitica inficirani s CHV1 takoder imaju povecanu proizvodnju proteina ATG8 koji ima klju¢nu
ulogu u ucéinkovitoj replikaciji virusa. Suprotno tome, infekcija virusom CHV1 takoder utjece na
promjene u regulaciji proteina koji spreavaju ekspresiju virusne RNA, kao §to su DNA
metiltransferaze. Kao rezultat toga, rast gljive je usporen, a morfologija micelija izmijenjena.
Promjenu u procesu aktivacije mitogenom aktivirane proteinske kinaze (MAPK) koja ukljucuje
CpMK-1 otkrili su Kim i sur. (2002), a Park i sur. (2004) i povecanu sintezu serin/treonin protein
kinaze CpPK-1 kod hipovirulentnih sojeva gljive C. parasitica. Sve to utjece na pigmentaciju,
stvaranje konidija te sposobnost spolnog razmnozavanja gljive domacina. Takoder postoje i
opsezni dokazi o prekidanju signalnih puteva posredovanih G-proteinom zbog infekcije virusom
CHV1,; primjerice Choi i sur. (1995) su otkrili da infekcija virusom CHV1 dovodi do smanjivanja
razine Ga podjedinice proteina G, CPG-1. Narusavanje funkcije gena koji kodira za podjedinicu

CPG-1 rezultira gubitkom virulentnosti gljive C. parasitica, smanjenim nakupljanjem podjedinice
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CPGB-1, te fenotipskim promjenama koje su sli¢ne onima uzrokovanim infekcijom virusa (Gao i
Nuss 1996). Prema ovim rezultatima predlozen je model prema kojem promjene u signalnim
putevima gljive C. parasitica uzrokovane infekcijom virusom CHV1 sprjecavaju Sirenje lezije na
kori kestena, time Sto smanjuju mogucnost gljive da adekvatno reagira na okoliSne signale vazne

u kolonizaciji domacina tijekom infekcije (Nuss 1996; Dawe i Nuss 2001).

Uspjesna provedba biokontrole patogenih organizama virusima ukljucuje nekoliko koraka:
identifikacija i opisivanje virusa, razvitak protokola za inokulaciju, uspjesno Sirenje virusa kroz
populaciju domacina, te pracenje prevalencije virusa u populaciji domacina kroz dulji vremenski
period. Unatoc¢ velikom interesu, mali je broj primjera uspjesne biokontrole primjenom virusa koji

uzrokuju hipovirulentnost domacina u prirodi (Myers i James 2022).

Kako bi se odredeni mikovirus smatrao potencijalnim kandidatom za biokontrolu, mora se,
uz uzrokovanje fenomena hipovirulentnost, uspje$no prenijeti na novog domacina putem
anastomoze hifa, odnosno na njegovo potomstvo putem spora. Sposobnost prijenosa je klju¢na za
dugotrajan uspjeh i1 uc¢inkovitost biokontrole mikovirusima. Za neke mikoviruse, poput Botrytis
virus X koji inficira gljivu Botrytis cinerea (Tan i sur. 2007), CHV1 (Peever i sur. 2000), Fusarium
graminearum hypovirus 1 koji inficira gljivu Fusarium graminearum (Wang i sur. 2016) te vise
razli¢itih dsRNA virusa nadenih u gljivi Monilinia fructicola (Tsai i sur. 2004), primarni put
prijenosa je putem spora (Ghabrial 1 Suzuki 2009; Pearson i1 sur. 2009), no uspjeSnost samog
prijenosa moZe jako varirati obzirom na razli€ite tipove spora (spolne ili nespolne) u koje se virus

prenosi, soj virusa ili genotip gljive.

Najpoznatiji primjer uspjeSne biokontrole upotrebom mikovirusa u Europi je upravo
primjena Cryphonectria hypovirus 1 (CHV1) za smanjenje virulentnosti gljive Cryphonectria
parasitica. CHV1 utjece na virulentnost gljive ograni¢avajuci njen vegetativni rast i sporulaciju.
Program namjernog uvodenja virusa CHV1 u prirodu je uspostavljen i jo$ je uvijek aktivan u
Europi. Time je bioloska kontrola ove bolesti posredovana aktivnim angazmanom i djelovanjem
covjeka. Hipovirulentni sojevi gljive C. parasitica nanesu se na rubove raka kore kestena gdje
pocinju rasti 1 §iriti se kroz rak, pritom stvarajuc¢i anastomoze s virulentnim sojem gljive koja je
ve¢ prisutna u raku i koja je uzrokovala primarnu leziju na kori stabla. Pri tome dolazi do prijenosa

virusa iz inokuliranog hipovirulenog soja gljive u viruletni soj gljive, te naposljetku do promjene
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Citavog izgleda raka kore, koji iz ulegnute morfologije prelazi u nateCenu. Formiraju se novi slojevi
kore ispod zarazenog podrucja, vanjska kora puca, te dolazi do karakteristicnog izgleda raka
sekundarno zarazenog virusom CHV1 koji Se naziva zarastajuci rak. Smanjena virulentnost gljive
te njen sporiji rast omogucéavaju kestenu da uspije ograniciti Sirenje infekcije te je zbog toga 1
smrtnost zbog ove bolesti znatno niza. Temelj uspjeSne biokontrole je u tome da se, nakon
namjernog uvodenja virusa, on moze prirodno prosiriti i da se njegova prevalencija stabilizira na
odredenom podrucju. lako funkcionalan, ovakav nac¢ina rada na velikim i posebno teSko dostupnim
Sumskim podruc¢jima nije prakti¢no izvediv. Daljnje ograni¢enje ove metode je i sustav vegetativne
(somatske) kompatibilnosti koji ograni¢ava prijenos virusa iz jednog soja gljive u drugi. Ovaj
sustav prepoznavanja i razlikovanja ,,sebe* od ,,stranog® vrlo je uobi¢ajen medu eukariotima, pa
tako i u carstvu gljiva, te je istrazivan kod vrsta Neurospora crassa, Aspergillus nidulans,
Podospora anserina i C. parasitica (Loubradou i Turcq 2000). U gljive C. parasitica, do danas je
otkriveno Sest nevezanih, bialelnih lokusa vegetativne kompatibilnosti (vic) (Cortesi i Milgroom
1998). Kombinacijom alela tih Sest lokusa moguce je dobiti 64 razliCita genotipa, tj. 64 razlicita
tipa vegetativne kompatibilnosti (tzv. vc tipa). U Europi se tih 64 razli¢ita genotipa oznacava
prefiksom EU i brojem, primjerice EU-1, EU-2 itd., te se standardni sojevi gljive C. parasitica
koriste kao testeri kod utvrdivanja vc tipa klasiénom metodom zajednickog rasta in vitro (Cortesi
i Milgroom, 1998; Cortesi i sur. 1998). Ukoliko, dva soja gljive C. parasitica imaju identi¢ne alele
na svih Sest lokusa, to znac¢i da imaju isti vc tip, te se takve gljive smatraju vegetativno
kompatibilnima. Kad ih uzgajamo u laboratoriju na umjetnim podlogama in vitro, primjerice na
Petrijevim zdjelicama s hranjivom podlogom (krumpirov dekstrozni agar, eng. potato dextrose
agar, PDA), kompatibilni sojevi gljiva srastu, dok se na podrudju kontakta izmedu
nekompatibilnih sojeva formira tzv. barazna linija (Slika 3.). Barazna linija je vidljiva posljedica
programirane smrti stanica (apoptoze) na mjestu susreta nekompatibilnih hifa. Apoptoza hifa
inicijalizira se fuzioniranjem nekompatibilnih micelija (Biella 1 sur. 2002). Upravo zahvaljujuci
ovom fenomenu — formiranju barazne linije medu nekopatibilnim micelijima tijekom njihova
rasta, razvijeni su testni sojevi, odnosno testeri, gljive C. parasitica, kojima se moze utvrditi
pripadnost nepoznatih sojeva odredenom tipu vegetativne kompatibilosti (Cortesi 1 sur. 1998).
Molekularna karakterizacija svih Sest vic lokusa, omogucila je razvoj molekularne metode
odredivanja genotipa vegetativne kompatibilnosti gljive C. parasitica koja se temelji na lan¢anoj

reakciji polimeraze (Short i sur. 2015).
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Genska raznolikost, odnosno raznolikost vc tipova populacija gljive C. parasitica do danas
je istrazena u mnogim zemljama (Yan 1 sur. 2007; Ahmad i Baric 2022; JeZi¢ i sur. 2012; Prospero
isur. 2013; Breuillin i sur. 2006). Najveca raznolikost vc tipova je prisutna, kao $to je i o¢ekivano,
u autohtonim populacijama gljive C. parasitica u Aziji gdje je veéina sojeva nekompatibilna s
europskim sojevima (Liu i Milgroom 2007). Europske populacije takoder uglavnom imaju nizu
raznolikost tipova vegetativne kompatibilnosti od onih u SAD-u (Milgroom i Cortesi 2004).
Takoder, bitno je istaknuti da najstarije populacije gljive C. parasitica, prisutne u juznoj
Svicarskoj, Hrvatskoj i sjevernoj Italiji (Prospero i Rigling 2012; JeZié¢ i sur. 2018; Stauber i sur.
2021) imaju i najvecéu raznolikost ve tipova, dok ta raznolikost opada prema rubovima areala gljive
C. parasitica u Europi, odnosno na fronti Sirenja bolesti raka kore kestena (Hoegger i sur. 2000;
Milgroom i sur. 2008; Bryner i Rigling 2012a; Dutech i sur. 2012; Springer i sur. 2013). Mali broj
polimorfnih vic lokusa te ograni¢en ulazak dodatnih vic genotipova su vjerojatno glavni razlozi
smanjene raznolikosti u novoosnovanim populacijama gljive C. parasitica. Takoder, ograni¢ena
mogucénost spolne reprodukcije, a time i rekombinacije gena, uo¢ena u brojnim europskim

populacijama, doprinosi maloj raznolikosti vc tipova (Milgroom i Cortesi 1999).

Barazna
linija

Slika 3. Rast micelija vegetativno nekompatibilnih gljiva C. parasitica na Petrijevoj zdjelici s
hranjivom podlogom PDA. Na mjestu kontakta stvara se barazna linija (mjesto programirane

stani¢ne smrti hifa) koja jasno odjeljuje dva micelija razli¢itog tipa vegetativne kompatibilnosti.
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Pretpostavlja se da je u Europi CHV1 prirodno unesen u populaciju gljive C. parasitica
zajedno s domac¢inom te se potom spontano prosirio s domac¢inskom gljivom (Bryner 1 sur. 2012).
U USA su u pokusajima bioloske kontrole koristeni i Cryphonectria hypovirus 3 (CHV3) i CHV1.
No, veca raznolikost tipova vegetativne kompatibilnosti u Sjevernoj Americi nego u Europi,
otezava prirodno S$irenje virusa anastomozama medu sojevima gljiva C. parasitica unutar
populacije, kao i nesto veca osjetljivost ameri¢kog kestena u usporedbi s europskim kestenom na
bolest rak kore kestena uzrokovala je slabiji uspjeh potpomognute biokontrole (Dawe i Nuss 2013,;
Milgroom i Cortesi 2004). Obecavajuca strategija za Sjevernu Ameriku je razvoj posebnog tipa
gljive C. parasitica u kojem su geni odgovorni za vegetativnu kompatibilnost utisani. Ovakva
gljiva ima genotip koji je kompatibilan s bilo kojom drugom $to znaci da moze formirati stabilne
anastomoze s drugim sojevima gljive C. parasitica, bez obzira na njihov tip vegetativne
kompatibilnosti, te tako neometano S$iriti virus i uspostaviti stabilnu biokontrolu (Biella i sur.
2002). Godine 2019. razvijen je tzv. superdonor koji se sastojao od dva modificirana soja gljive
C. parasitica (SD328/SD82) u kojima su bili utiSani geni za Cetiri od Sest vic lokusa koji su
prenosili CHV1 u gljive svih vc tipova (testirano u laboratoriju), te jeabiljezen prelazak virusa u

94% gljiva koje su inficirale prirodne populacije ameri¢kog kestena (Stauder i sur. 2019).

2.5.  Sekvenciranje nove generacije

Vise od 20 godina nakon otkri¢a strukture molekule DNA, osmisljena je prva metoda za
odredivanje slijeda baza, odnosno njeno sekvenciranje (Sanger i sur. 1977). Metoda se sastoji od
dodavanja dideoksiribonukleotida (ddNTP) koji su radioaktivno ili fluorescentno obiljezeni, ¢ijim
ugradivanjem u rastuci lanac DNA se prekida sinteza lanca tijekom polimerizacije na specificnom
mjestu. Povijesno su se koristili radioaktivno obiljeZeni nukleotidi u Cetiri zasebne reakcije, dok
se danas upotrebljavaju fluorescentno obiljezeni ddNTP-ovi. Time je omogucéena sineza kraéih
dijelova komplementarnog lanca DNA koji su prekinuti na to¢no odredenom mjestu gdje je
ugraden odgovaraju¢u ddNTP. Umnozeni dijelovi DNA se tada odvajaju na temelju veliine
poliakrilamidnom elektroforezom kako bi se utvrdila to¢na sekvenca molekule. Poznatija pod

nazivom Sangerovo sekvenciranje, ova se metoda postupno poboljsavala primjenom kapilarne

elektroforeze koja je jednostavnija, brza i ima bolju razlu¢ivost. Metodu danas smatramo tzv.
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,.,sekvenciranjem prve generacije* te se koristi za sekvenciranje genoma razli¢itih veli¢ina, od
virusa i bakterija (Fleischmann i sur. 1995; Baer i sur. 1984) do ljudskog genoma (Lander i sur.
2001; Venter i sur. 2001). Takoder ima Siroku upotrebu u klini¢koj dijagnostici kao potvrda
genetskih varijanti nakon novijih metoda ,,sekvenciranja nove generacije” (Richards i sur. 2015),
te kao rutinski dio rada u molekularnoj biologiji kako bi se potvrdili konstrukti za kloniranje te
PCR-amplikoni (Crossley i sur. 2020; Bezerra i sur. 2021). Jos uvijek se koristi i za identifikaciju
raznih mikroorganizama (Chen i sur. 2014; Sting i sur. 2019) kao i u forenzickim analizama
(Bruijns i sur. 2018). Usprkos tome, koriStenje ove metode za sekvenciranje ¢itavih genoma je bilo
skupo, zahtjevno te vrlo sporo, ¢ak i za relativno male genome.

Ranih 2000-tih godina uvedene su nove metode sekvenciranja poznatije pod nazivom
,sekvenciranje nove generacije* (eng. next-generation sequencing - NGS). Metode NGS-a su
revolucionalizirale proucavanje genoma buduc¢i da brzo mogu sekvencirati milijune DNA
molekula, u mnogo kra¢em vremenu nego $to je moguce Sangerovim sekvenciranjem. Tehnologija
se kontinuirano razvija kako bi se omogucilo to¢nije i efikasnije analizanje velike koli¢ine
genomskih podataka. Za znacajno povecanje koli¢ine dobivenih podataka tj. genoma koji se
sekvenciraju i analiziragju zasluzne su inovacije koje su omogucile masivno paralelno
sekvenciranje pojedinacnih DNA molekula (Satam i sur. 2023).

Tehnologije sekvenciranja se Cesto dijele na sekvenciranje kratkih o¢itanja (eng. short read
sequencing - SRS) i sekvenciranje dugih ocitanja (eng. long read sequencing - LRS).
Sekvenciranje kratkih ocitanja na platformama kao s§to su lllumina ili lon Torrent, obi¢no krecu s
fragmentacijom DNA molekule, popravkom krajeva, spajanjem adaptera, nakon Cega slijedi
pri¢vr§¢ivanje na povrsinu te in-situ umnozavanje. Ovakva tehnologija omogucéava paralelno
sekvenciranje ogromnog broja kratkih ocitanja. Medutim, ti podaci, ako se radi o duzoj molekuli
DNA, moraju biti ponovno sloZeni u pravilan redoslijed §to predstavlja velik izazov u slucaju
strukturnih varijanti te regija niske slozenosti (mala raznolikost nukleotida). LRS predstavljaju
naprednije tehnologije koje mogu generirati oCitanja duga vise tisuc¢a parova baza, sto predstavlja
znacajnu prednost nad SRS u detekciji odredenih tipova genetskih varijanti (Logsdon i sur. 2020;
Chaisson i sur. 2019). Jedna od LRS tehnologija je i SMRT (eng. single-molecule real-time) ili
PacBio (Pacific Biosciences) sekvenciranje. Kod SMRT sekvenciranja fluorescentno se obiljezava
fosfatni kraj nukleotida (razli¢ito za svaku bazu). Sam uredaj ima specijalizirane protocne

,bunare Sirine par nanometara. To su tzv. valovodi s nultim naéinom rada (eng. zero mode
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waveguides, ZMW), koji usmjeravaju svjetlosnu energiju u vrlo malenom volumenu te tako
omogucavaju analizu pojedina¢nih molekula tijekom sekvenciranja. Na dnu se nalazi DNA
polimeraza koja imobilizira molekulu DNA te zapoc€inje elongaciju unutar ZMW-a. Prilikom
ugradnje nukleotida u DNA molekulu, fluorescentna oznaka se odcijepi i difundira. Detektor
potom ocitava fluorescentni signal i identificira ugradeni nukleotid. PacBio koristi metodu
kruznog konsenzus sekvenciranja (eng. circular consensus sequencing — ccs). Nakon
cirkularizacije predloSka DNA polimeraza moze viSe puta sekvencirati isti fragment, ¢ime nastaje

vise neovisnih ocitanja iste molekule (Slika 4.).

SMRT predlozak

Dva adaptera u obliku ukosnice koji omogucuju kotinuirano <— @W@

kruzno sekvenciranje

Specijalizirani proto¢ni ,,bunari (ZMW), mjesta gdje se

odvija sekvenciranje pomoc¢u obiljezenih nukleotida

DNA polimeraza na dnu

Prilikom ugradnje nukleotida, kamera biljeZi fluorescgntni
signal

Rezultat sekvenciranja
Kamera detektira svaki signal iz svakog ZMW-a; svaka boja <+—

odgovara odredenom nukleotidu

Slika 4. Shematski prikaz SMRT metode sekvenciranja (Prilagodeno prema Goodwin i sur.
2016).
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Tako se dobije vise o¢itanja iste sekvence od kojih se onda konstruira konsenzus sekvenca
te se tako eliminira vecina greSaka (Carneiro i sur. 2012) ¢ime se zna¢ajno poboljSava to¢nost
rezultata (Travers i sur. 2010). Ovakvo tzv. HiFi (eng. high fidelity) sekvenciranje spaja iznimno
visoku to¢nost (preko 99,5 %) s dugim ocitanjima (10 - 25 kb) (Hon i sur. 2020.) i jednolikom
pokrivenos¢u sekvenciranja DNA molekule (Kingan i sur. 2019). Dulja o¢itanja omogucuju
postizanje iste pokrivenosti genoma s manjim brojem pojedinacnih ocitanja, Sto moze
pojednostavniti sastavljanje sekvenci 1 smanjiti opseg bioinformatiCke obrade. Koriste¢i ove
metode sekvenciranja mogu se uspjesno detektirati virusne varijante unutar domacina, ukljucujuéi

i one rijetke, $to je od velikog znacaja za analize raznolikosti virusnih genoma (Hamim i sur. 2022).

2.6.  Specificnosti evolucije virusa

Evoluciju virusa karakteriziraju veliki broj infektivnih Cestica, brza replikacija i visoke
stope mutacije (Southwood i Ranganathan 2019) §to dovodi do ekstremno velike raznolikosti
unutar virusnih populacija (Domingo i Holland 1997). Ovakve karakteristike omogucuju virusima
generiranje velikog broja novih varijanti, §to omogucéuje brzu adaptaciju na pritiske prirodne
selekcije poput obrambenih mehanizama domacina, rezistentnosti ili terapije raznim antivirusnim
lijekovima. Analize genetskih struktura i evolucije virusnih populacija su stoga vrlo bitne kod
razvoja strategija za kontrolu bolesti uzrokovanih virusima. Te karakteristike Cine viruse
izvanrednim modelima za evolucijska istrazivanja jer se u njih evolucijski procesi mogu promatrati
u vrlo kratkom vremenskom periodu (Gutiérrez i sur. 2012). Tijekom replikacije virusa, vrlo brzo
se generira velika genetska raznolikost virusnih populacija, no rasprostranjenost virusnih varijanti
u samom domacinu je jo§ nedovoljno istrazena. Selekcija (specifi¢no) ili efekt genskog uskog grla
(nasumic¢no) mogu uzrokovati smanjenje ucestalosti odredenih mutacija u populaciji. Tako ¢e se
ucestalost najprilagodenijih varijanti, odnosno onih s najveéim ekoloskim fitnesom, u nekoj
populaciji povecati, §to nazivamo pozitivhom selekcijom, dok ¢e se udio varijanti s manjim
fitnesom smanjiti, u procesu koji zovemo negativnom selekcijom. S druge strane, ucinci genskog
uskog grla su stohasti¢ki dogadaji koji smanjuju ukupnu genetsku raznolikost populacije te mogu
dovesti do genskog otklona (eng. genetic drift) (Ali i sur. 2006). Prilagodba (adaptacija) virusa
moze biti brza kada je prirodna selekcija dominantna sila koja utjece na navedene promjene. S

druge strane, prilagodba ide sporije kad je genski otklon dominantna evolucijska sila, jer
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rezultiraju¢e nasumicéne varijacije u frekvenciji alela mogu promijeniti smjer koji bi inace odredila

selekcija (Gutiérrez i sur. 2012).

Smatra se da je unutar domacina samo nekoliko virusnih varijanti dominantno dok se ostatak
virusne populacije sastoji od rijetkih varijanti. No kod analiza populacija virusa s visokom stopom
mutacije kao Sto je HIV-1, kvaliteta rekonstrukcije varijanti je bila uglavnom nekonzistentna i lose
kvalitete (Eliseev i sur. 2020). Nadalje, genska raznolikost virusne populacije moze biti
nejednoliko rasporedena unutar domacina, kao $to su pokazale analize biljnih virusa. Konkretno,
razli¢iti dijelovi biljnog organizma mogu sadrzavati genski razlicite virusne populacije oblikovane
genskim otklonom i selekcijom (Pagén i Garcia-Arenal 2018). Osim navedenog, u cijelom procesu
vazna je i specifiéna kombinacija domacina i virusa (Li i Roossinck 2004; Ali i Roossinck 2010).
U biljci, u¢inak opetovanog genskog uskog grla prilikom prijenosa virusa kroz razne biljne organe
tijekom infekcije rezultira genskim otklonom virusne populacije tijekom trajanja infekcije, dok
koinfekcija s viSe virusnih genotipova moze rezultirati kompeticijom za resurse, stvarajuci
selekcijski pritisak na virusnu populaciju (Frank 2001; Holmes 2009; Garcia-Arenal i Fraile 2013;
Pagan i Garcia-Arenal 2018).

2.7.  Oksidacijski stres

Vecina danas$njih organizama su aerobi, $to znaci da im je kisik potreban za metabolicke
aktivnosti. Kisik sudjeluje u raznim biokemijskim reakcijama, omogucuje potpunu oksidaciju
metabolita te stvaranje energije u obliku ATP-a. Sudjeluje u imunosnom odgovoru organizma, u
procesima biosinteze, enzimske oksidacije, a organizmima je dostupan u atmosferi kao nusprodukt
fotosinteze. No 1ako je kisik neophodan za Zivot, on moZe imati 1 Stetne posljedice za bioloske
sustave. Kisik je reaktivan element i stoga moze Stetiti organizmu stvaranjem reaktivnih oblika
kisika (eng. reactive oxygen species, ROS). Nakupljanjem ROS u stanici oSte¢uju se vazne
bioloske makromolekule poput proteina, DNA 1 lipida, koje zatim gube svoje funkcije.
Oksidacijsko oStecenje DNA moze dovesti do povecanja broja mutacija, §to u konacnici moze
dovesti do stani¢ne smrti i znacajnih o$tecenja tkiva i organa (Davies 1995). ROS su vrlo
nestabilne molekule koje vrlo brzo reagiraju s drugim molekulama iz neposredne okoline. ROS |
reaktivni oblici dusika (eng. reactive nitrogen species, RNS) su najznacajniji predstavnici

slobodnih radikala, koji imaju najvec¢i negativni uc¢inak na bioloSke molekule, a oStec¢enje tkiva
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koje tako nastaje nazivamo oksidacijsko oSte¢enje. No nisu svi ROS 1 RNS ujedno i radikali ve¢
neki od njih, primjerice vodikov peroksid, kemijski vrlo lako reagiraju s drugim molekulama i
uzrokuju stanicni stres. Oksidacijski stres oznacava stanje organizma u kojem koli¢ina oksidansa
premasuje koli¢inu antioksidansa zbog c¢ega mehanizmi obrane nisu toliko efikasni u
detoksifikaciji (Sies 1991). Vazno je naglasiti da kada je koncentracija ROS-ova niska, oni imaju
korisnu funkciju u mnogobrojnim vaznim stani¢nim procesima te prijenosu signala. Tek kad je
njihova koncentracija visoka dolazi do oStec¢enja stanice (Schieber i Chandel 2014; da Silva

Caetano i sur. 2019).

Lipidna peroksidacija predstavlja lan¢anu oksidacijsku reakciju visestruko nezasi¢enih masnih
kiselina u membranskim lipidima, potaknutu djelovanjem ROS. Ovaj proces moze dovesti do
naruSavanja strukture i funkcionalnosti stanicnih membrana te nastanka sekundarnih produkata
oksidacije, medu kojima je malondialdehid (MDA) jedan od najc¢e$¢e koristenih pokazatelja
lipidne peroksidacije. Povecane koncentracije MDA mogu ukazivati na povecano oksidacijsko

oSte¢enje membranskih lipida i intenzivniji oksidacijski stres u stanicama (Farmer i Mueller 2013).

Antioksidansi su tvari koje neutraliziraju ROS-ove i time §tite organizam od njihova Stetnog ucinka
(Sies 1991). Antioksidansi mogu biti enzimski i neenzimski. Gljive, kao i biljke i Zivotinje, imaju
nekoliko antioksidacijskih enzima koji im pomazu u neutralizaciji ROS (Jamieson 1998; Azevedo
i sur. 2007; Breitenbach i sur. 2015). Superoksid dismutaza (SOD) katalizira reakciju dismutacije
dvaju superoksidnih aniona do molekularnog kisika i vodikovog peroksida kojeg zatim razgraduju
drugi enzimi. Tako katalaza (KAT) katalizira reakciju raspadanja vodikovog peroksida na vodu i
kisik, dok glutation peroksidaza uklanja vodikov peroksid te organske perokside koristeci
reducirani glutation (GSH). Glutation reduktaza zatim obnavlja reducirani glutation iz njegova
oksidiranog oblika ¢ine¢i ga pogodnim za obranu stanice od oksidacijskog stresa. Glutation-S-
transferaze (GST) predstavljaju vaznu skupinu enzima ukljucenih u obranu gljiva od oksidacijskog
stresa. Kataliziraju konjugaciju GSH s razliitim reaktivnim 1 elektrofilnim spojevima, ¢ime
pridonose njihovoj detoksifikaciji, a pojedine GST mogu posjedovati i GSH-ovisnu peroksidaznu

aktivnost te sudjelovati u uklanjanju lipidnih hidroperoksida (Wangsanut i Pongpom 2022).

No djelovanje navedenih enzima tijekom virusne infekcije gljive je joS uvijek nedovoljno

prouceno (Nuskern i sur. 2017). Kao obligatni unutarstani¢ni paraziti, virusi mogu ometati
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stani¢nu homeostazu reaktivnih oblika kisika te utjecati na antioksidacijsku obranu domacina, sto
u konacnici doprinosi razvoju bolesti (Reshi 1 sur. 2014). Virusne infekcije uglavnom potic¢u
proizvodnju reaktivnih oblika kisika u stanicama, Sto dovodi do poveéane razine indikatora
oksidacijskog stresa te promjene aktivnosti antioksidacijskih enzima (Reshi i sur. 2014; Camejo i
sur. 2016). Povisena razina kisikovih 1 dusSikovih radikala tijekom oksidacijskog stresa moze
dovesti do povecanja broja tockastih mutacija (promjena na jednom nukleotidu) u genomu RNA
virusa te tako doprinosi velikoj raznolikosti virusne populacije unutar domacina (Akaike i sur.

2000; Akaike 2001).

Neki od najvaznijih neenzimskih antioksidansa su vitamini C (askorbinska kiselina) i E,
karotenoidi i flavonoidi (da Silva Caetano i sur. 2019). Neproteinski tioli, medu kojima je vec
spomenuti GSH najzastupljeniji, imaju vaznu ulogu u antioksidacijskom sustavu gljive C.
parasitica. Sudjeluju u odrzavanju unutarstani¢ne redoks homeostaze time $to GSH moze izravno
reagirati s ROS, a sudjeluje 1 u enzimskim sustavima detoksifikacije oksidansa, pri ¢emu se
oksidirani GSH (GSSG) regenerira u reducirani oblik djelovanjem glutation-reduktaze uz utro$ak
NADPH. Promjene u sadrzaju ne-proteinskih tiola stoga mogu odrazavati sposobnost gljive da
odgovori na povecani oksidacijski stres 1 ogranici oksidacijsko ostecenje stanice (Pdcsi i sur. 2004;

Wangsanut i Pongpom 2022; Black i sur. 2025).

2.8.  Utjecaj CHVI virusa na domacinsku gljivu

U virusa CHV 1, razliciti izolati virusa imaju razli¢it u¢inak na domacina, no razlog tome
jos uvijek nije do kraja razjasnjen. Poznato je da je pojacan hipovirulentni efekt kod prototipskog
izolata EP713 popracen znacajnim promjenama u ekspresiji gena domacinske gljive. Primjerice,
geni za proteine endotiatripsin i d-ksiloza reduktaze Il i Il su utisani, dok su geni za citokrom
P450 monooksigenazu, NADH oksidazu te O-metiltransferazu aktivirani (Chen i sur. 1996; Kang
i sur. 2000; Allen i sur. 2003; Deng i sur. 2007). Allen i sur. (2003) su zabiljezili da 13,4 % od
otprilike 2200 proucavanih gena imaju promjenjenu (povecanu ili smanjenu) razinu nakupljene
MRNA kao odgovor na infekciju virusom CHV1. Proucavajuéi proteom gljive C. parasitica, Kim
i sur. (2012) su zabiljezili nakupljanje proteina, primjerice proteina porodice toplinskog Soka 70
(,,heat shock protein 70%), proteina ciklusa stani¢ne diobe 48, tropomiozina 1, metiltransferaze tipa

2 i sl. nakon infekcije virusom. Transkriptomske i proteomske analize pokazuju da geni na koje

19



utjeCe infekcija virusom CHV1 imaju ulogu u mnogim vaznim bioloskim procesima. Medu njima
su proteini ukljuceni u stani¢ni odgovor na stres, kao $to su ve¢ navedeni proteini toplinskog Soka
I glutation S-transferaza (GST) ¢ija je ekspresija pojac¢ana (Allen i sur. 2003; Kim i sur. 2012) jer
infekcija virusom domacéinu predstavlja bioti¢ki stres. Kako bi se mogao u potpunosti analizirati
efekt infekcije virusom CHV1 na razli¢ito eksprimirane proteine domacina, nuzno je mjeriti i
njihovu aktivnost jer Cesto proteini mogu biti aktivni tek nakon post-translacijskih preinaka
(Deribe i sur. 2010). Infekcija virusom CHV1 smanjuje aktivnost nekih proteina domacina. To su,
primjerice, enzimi ukljuceni u razgradnju stanicne stijenke te enzimi povezani uz patogenost, kao
Sto su lakaza (Rigling i sur. 1989; Kim i sur. 1995), kutinaza (Varley i sur. 1992) i
poligalakturonaza (Gao i Shain, 1995). Lakaza (LAC) je polifenol oksidaza koja, kao §to je
spomenuto, ima vaznu ulogu u patogenezi zbog sposobnosti razgradnje C-C veza u
fenilpropanoidnim podjedinicama te tako cijepa makromolekulu lignina na manje, lakse
razgradive molekule (Rigling i sur. 1989; Choi i sur. 1992). Za aktivnost lakaze tijekom infekcije
gljive virusom dobiveni su razli¢iti rezultati ovisno o virusnom izolatu ili o samom
eksperimentalnom postavu (Rigling i sur. 1989; Rigling i Van Alfen 1991; Allen i sur. 2003,
Nuskern i sur. 2021). Nuskern i sur. (2021) su koristili razli¢ite izolate virusa CHV1 te su primjetili
da ucinak koji virus ima na gljivu, tj. intenzitet tog ucinka, ovisi 0 virusnom izolatu, soju gljive te
kombinaciji ta dva faktora. Pokazali su da infekcija razli¢itim virusnim izolatima u pravilu dovodi
do povecane aktivnosti enzima vezanih uz obranu od oksidacijskog stresa poput GST-a, katalaze
i SOD-a u najvec¢em broju proucavanih kombinacija gljive i virusa. Iz istraZivanja Allen i Nuss
(2004) poznato je da je ekspresija gena za GST povecana u gljivi inficiranoj virusnim izolatom
EP713 (podtip F1), koji pokazuje jaci uc¢inak na gljivu, dok je gen za isti enzim utisan kod gljive

inficirane virusnim izolatom Euro7 (podtip I), a koji ima slabiji uc¢inak na gljivu.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA 1 HIPOTEZE

Cilj ovog istrazivanja je analizirati promjene u virusnim populacijama nakon vertikalnog i

horizontalnog prijenosa te njihov utjecaj na indikatore oksidacijskog stresa u fitopatogenoj gljivi

Cryphonectria parasitica. Specificno, u ovom radu je postavljeno vise podciljeva:

1.

Istraziti prisutnost virusa CHV1 u gljivi C. parasitica u dvije populacije Suma pitomoga
kestena u Hrvatskoj te odrediti EU tipove analiziranih gljiva

Odrediti uspjeSnost vertikalnog 1 horizontalnog prijenosa virusa CHV 1

Istraziti mutacijsku i gensku raznolikost prije i nakon prijenosa virusa CHV1 za dva
podtipa: francuski (F1) i talijanski (I)

Napraviti filogenijsku rekonstrukciju odnosa izmedu analiziranih virusnih populacija prije
i nakon prijenosa

Izmjeriti biokemijske parametre gljive C. parasitica uklju¢ene u odgovor na oksidacijski
stres te istraziti moguci utjecaj virusne raznolikosti na biokemijske parametre

oksidacijskog stresa

Hipoteze:

1.

Tijekom prijenosa virusa dolazi do smanjenja raznolikosti i/ili promjene sastava populacije
virusa unutar domacina.
Te promjene se o€ituju promjenama u fenotipu domacina, to¢nije u odgovoru gljive na

oksidacijski stres.
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4. MATERIJALI | METODE

4.1.  Prikupljanje uzoraka gljive

U srpnju 2019. godine prikupila sam uzorke kore pitomoga kestena (Castanea sativa) iz
100 rakova (Slika 5.) na podruéju Kasta i Ozlja, na sjeverozapadu Republike Hrvatske. Selo Kast
(45.70°N, 15.36°E) se nalazi u blizini granice s Republikom Slovenijom te dijelom pripada parku
prirode Zumberak, dok je grad Ozalj (45.59°N, 15.46°E) smijeiten na rijeci Kupi nedaleko
Karlovca. Na svakom podru¢ju uzorkovala sam po 50 rakova i to na na¢in da sam 40 rakova
uzorkovala tri puta (blizu gornje granice, u sredini i blizu donje granice raka), a preostalih 10 Sest
puta (u blizini gornje, donje, lijeve i desne granice, te dva puta u srediStu raka). Uzorkovala sam
iglom za biopsiju koStane srzi promjera 2 mm te ukupno prikupila 360 uzoraka. Koru stabla probila
sam iglom, pomoc¢u koje sam izvadila cilindar tkiva raka duzine par milimetara. Dobivene uzorke
sam privremeno pohranila u jazice mikrotitarske ploc¢ice kako bi sprije¢ila mijesanje pohranjenih
uzoraka, a otvore jazica sam prekrila zastitnom trakom. Nakon svakog uzrokovanja sterilizirala
sam biopsijsku iglu uranjanjem u 96 %-tni etanol te spaljivanjem. Tako prikupljene uzorke sam
privremeno pohranila na 4 °C te sam ih sljedec¢i dan inokulirala na krutu PDA podlogu (krumpirov
dekstrozni agar, eng. potato dextrose agar) na Petrijevim zdjelicama (¢ 90 mm). Podlogu PDA
sam pripremila prema uputama proizvodaca (Difco, BD) na nac¢in da sam 39 g PDA praha otopila
u jednoj litri deionizirane vode i autoklavirala pri 120 °C, 20 minuta. Sve postupke provodila sam
u sterilnim uvjetima u kabinetu s vertikalnim strujanjem sterilnog zraka (tzv. laminaru). Petrijeve
zdjelice s podlogom pripremila sam tako da sam u svaku zdjelicu izlila oko 20 ml autoklavirane
PDA hranjive podloge. Uzorci raka koje sam sakupila na terenu polozila sam na PDA podlogu te
sam pohranila Petrijeve zdjelice u komoru s kontroliranim uvjetima rasta (tzv. klimakomoru).
Uvjeti rasta kultura gljiva kroz sve eksperimente bili su identi¢ni: 24 °C, 70 % vlaznost, u mraku,
osim ako nije navedeno drugacije. Nakon $to su kolonije gljiva narasle, kroz 2-3 dana, vizualno
sam provjerila potencijalnu kontaminaciju drugim mikrobima, odnosno je li uzgojena samo gljiva
C. parasitica. Ako su prisutni i drugi organizmi, sterilnim skalpelom sam pazljivo izrezala samo

nekontaminirani djeli¢ svjezeg micelija gljive C. parasitica i precjepila na nove Petrijeve zdjelice
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s PDA podlogom kako bi odvojila micelij gljive C. parasitica od kontaminacija. Na ovaj na¢in
dobila sam 36 hipovirulentnih kultura iz Ozlja te 27 hipovirulentnih kultura iz Kasta. Kulture sam

potom narezala sterilnim skalpelom na 20-ak malih kockica te pohranila u 22 %-tnom sterilnom

glicerolu na -80 °C.

Slika 5. Rak kore pitomoga kestena — izgled lezija: aktivni rak — virus CHV1 nije prisutan (A),
pasivni rak — virus CHV1 je prisutan (B) te zarastajudi ili kalusiraju¢i rak — infekcija je

lokalizirana pojavom kalusa zahvaljujuéi hipovirulentnom ucinku virusa CHV1 (C).

4.2.  Odredivanje prisutnosti virusa CHV1 u uzorcima
gljive
Prisutnost virusa CHV1 sam odredivala morfoloski te molekularnim metodama. Ako je
kolonija gljive C. parasitica na PDA podlozi bila bijele morfologije oznacila sam ju kao
hipovirulentnu. Uzorke koji su imali tamniju pigmentaciju (tj. bili su zute ili svijetlo narancaste
boje) te nisu intenzivno sporulirali, oznacila sam kao potencijalno hipovirulentne uzorke prijelazne
morfologije. Gljive s intenzivno naranc¢astom pigmentacijom i izrazenom sporulacijom oznacila
sam kao virulentne uzorke. Svjezi komadi¢ micelija svih potencijalno hipovirulentnih uzoraka

presadila sam na cetiri Petrijeve zdjelice (¢ 90 mm) s PDA podlogom prekrivenom sterilnim

celofanom. Izrezala sam listove celofana prema veli¢ini Petrijeve zdjelice, autoklavirala ih u ¢asi
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destilirane vode pri 121 °C, 20 minuta te zatim sterilnom pincetom polozila na PDA podlogu.
Nakon otprilike tjedan dana, kada su uzorci narasli, sakupila sam tkivo, liofilizirala ga, usitnila do
sitnog praha pomoc¢u metalnih kuglica promjera 5 mm u uredaju TissueLyser II (Qiagen, Venlo,
Nizozemska) u trajanju od 2 minute pri 30 Hz te pohranila za daljnje analize. Za izolaciju virusne
dsRNA, odnosno dvolan¢anih RNA replikacijskih intermedijera virusa CHV1, Kkoristila sam
komercijalni paket za izolaciju Double-RNA Viral dsRNA (iNtRON Biotechnology Inc.,
Seongnam, Juzna Koreja) prema uputama proizvodaca. Za izolaciju dsRNA koristila sam 20 do
30 miligrama liofiliziranog micelija. Tkivo sam prebacila u mikroepruvete od 2 mL te sam u svaki
uzorak dodala 100 uL predpuferiraju¢e otopine (eng. Pre-buffer). Nakon usitnjavanja svakom
uzroku sam dodalal mL otopine litickog pufera (eng. Lysis Buffer), promijesala na vrtloznoj
mijesalici deset sekundi te inkubirala pet minuta na sobnoj temperaturi. Zatim sam svakom uzorku
dodala 200 pL kloroforma te opet promijesala deset sekundi na vrloZznoj mijesalici i inkubirala na
sobnoj temperaturi jo§ pet minuta. Uzorke sam potom centrifugirala pri 16000 x g (Hettich
Zentrifugen Mikro 220 R) tijekom deset minuta pri 4 °C. Nakon cetrifugiranja, 400 uL vodene
faze svakog uzorka prebacila sam u mikroepruvetu od 1,5 mL te im dodala po 400 uL otopine
vezujuceg pufera (,,Binding Buffer). Potom sam uzorke njezno protresla rukom dva do tri puta te
inkubirala jednu minutu na sobnoj temperaturi. Mikrokolone za centrifugu sam prethodno
pripremila tako $to sam ih dva puta isprala s 500 pL otopine za ispiranje (eng. Washing Buffer),
te centrifugirala pri 16000 x g 1 minutu pri 4 °C. Uzroke sam nakon toga prenijela u pripremljene
mikrokolone za centrifugu te centrifugirala pri 16000 x g 1 minutu na 4 °C. Nakon centrifugiranja,
filtrat sam dekantirala i mikrokolonu sam isprala 2 puta s 500 pL otopine za ispiranje, uz
centrifugiranje pri 16000 x g 1 minutu pri 4 °C. Membrane mikrokolona sam osusila
centrifugiranjem pri 16000 x g 2 minute pri 4 °C. Dodala sam 40 pL otopine za eluciju (eng.
Elution Buffer) izravno na membranu i centrifugirala pri 16000 x g 1 minutu pri 4 °C. Time sam
isprala vezanu virusnu dsRNA. Cistoéu i koncentraciju izolirane dsRNA provijerila sam mjerenjem
apsorbancije pomocu spektrofotometra NanoDrop 2000c (Thermo Scientific). Uzorke sam
kratkoro¢no ¢uvala u zamrzivac¢u na -20 °C.

Sintezu prvog lanca komplementarne DNA (cDNA) virusa provela sam pomocu
komercijalno dostupnog paketa za reverznu transkripciju GoScriptTM Reverse Transcription
System, prema uputama proizvodaca (Promega, Madison, SAD). Pomijesala sam po 4 uL. svakog

uzorka izolirane dsRNA i 1 pL nasumicnih pocetnica i inkubirala u PCR (lan¢ana reakcija
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polimerazom) termobloku (Applied Biosistems 2720 Thermal Cycler) pri 70 °C u trajanju od pet
minuta. Nakon denaturacije RNA, uzorke sam brzo ohladila na ledu i inkubirala 5 minuta. Tako
dobivene uzroke sam pomijesala s 15 uL reakcijske smjese za reverznu transkripciju (RT) za
konacni volumen od 20 pL. Sastojci reakcijske smjese bili su: 1x GoScript reakcijski pufer, 1,5
mM MgCl, 0,5 mM mjesavina deoksinukleotidtrifosfata (ONTP-a), 20 U rekombinatni Rnazin, 1
uL GoScript™ reverzna transkriptaza te destilirana voda do kona¢nog volumena od 15 pL.
Reakciju reverzne transkripcije sam provodila u PCR termobloku pri sljede¢im uvjetima: 5 minuta
pri 25 °C, 60 minuta pri 42 °C, 15 minuta pri 70 °C, nakon ¢ega su uzorci privremeno pohranjeni
pri 4 °C.

Kako bih dokazala prisutnost virusa u uzorcima provela sam lan¢anu reakciju polimerazom
(PCR) umnozavanjem genomskih regija dvaju otvorenih okvira ¢itanja (ORF A i ORF B)
protokolom opisanim u Allemann i sur. (1999). Reakcijska smjesa je sadrzavala: 1x reakcijski
pufer s magnezijem (TaKaRa), 200 uM mjesavina dNTP-a) 0,2 uM pocetnica (EP713-5 i R2280
za ORF A, EP713-6 i EP713-7za ORF B), 1uL TaKaRa Taqg™ DNA polimeraza (5 U/ uL), 1 pL
uzorka cDNA te 15,5 pL destilirane vode za ukupan reakcijski volumen od 25 pL. Sekvence (5'-
3') koriStenih pocetnica su bile: EP713-5: TTGGATTCCCGATTCCTTCA, R2280:
CTTACCATCTCGCTTGACAAA, EP713-6: GCCACTTCGTGGGACAATAC i EP713-7:
GGGAAGAAAGTGGACTTACC. Reakciju sam provela u PCR termobloku pri sljede¢im
uvjetima: pocetna denaturacija pri 94 °C, 2 minute, nakon ¢ega slijedi 35 ciklusa koji se sastoje od
denaturacije pri 94 °C od 1 minute, vezanja pocetnica pri 55 °C u trajanju od 90 sekundi te
produljivanje lanaca DNA pri 72 °C kroz 2 minute. Zadnji korak je zavr$no produljivanje lanaca
pri 72 °C u trajanju od 10 minuta. Uzorke sam privremeno ¢uvala pri 4 °C. Umnozene PCR
produkti razdvojila sam elektroforezom u 1 %-tnom agaroznom gelu u 0,5 x TBE puferu (10 x
Tris/borat/EDTA pufer: 0,89 M Tris-borat, 0,02 M EDTA (dinatrijeva sol), pH 8,3, Lonza) tijekom
60 minuta pri naponu od 5 V/cm. U gel sam dodala 0,2 x (5 uL) boje za bojanje nukleinskih
kiselina GelStarTM (Lonza) (poc¢etna koncentracija 10 000 x) . Kao molekularni standard koristen
je GeneRuler 1kb DNA Ladder (Fermentas, Litva) prema uputama proizvodaca, koji sadrzi
fragmente veli¢ine 250 bp do 10 kbp. Umnozeni fragmenti DNA su vizualizirani pod UV svjetlom

na transiluminatoru (Syngene).

25



4.3.  Odredivanje tipova vegetativne kompatibilnosti gljive

4.3.1.0dredivanje tipova vegetativne kompatibilnosti gljive kokultiviranjem s
EU-testerima

Za odredivanje tipa vegetativne kompatibilnosti pojedinog uzorka gljive C. parasitica, uzorke sam
EU-2. EU-testeri su dugoro¢no pohranjeni pri -80 °C u 22%-tnom glicerolu te sam ih ozivila i
nacijepila na PDA podlogu na Petrijevim zdjelicama i uzgajala u komori pri istim uvjetima rasta
koji su opisani ranije. Osim EU-testera, na isti na¢in uzgojila sami uzorke gljiva C. parasistica
prikupljene terenskim istrazivanjima. Kada su kolonije dovoljno porasle, sterilnim skalpelom sam
izrezala komadi¢ micelija te nacijepila u blizini ruba Petrijeve zdjelice sa svjezom PDA podlogom.
Na pojedinu Petrijevu zdjelicu ekvidistalno sam inokulirala Sest uzoraka gljive C. parasitica
nepoznatog vc tipa (Slika 6.). Pored tri uzorka nepoznatog vc tipa inokulirala sam prvi EU-tester
— EU-1, a pored druga tri, EU-tester — EU-2, u smjeru kazaljke na satu. Tako pripremeljene
Petrijeve zdjelice s inokuliranim uzorcima i EU-testerima inkubirala sam tijekom sedam dana u
komori pri uvjetima rasta opisanim ranije. Ukoliko su uzorci i testeri gljive C. parasitica bili
vegetativno kompatibilni, doslo je do potpunog srastanja njihovih micelija, razvoja anastomoza
medu njihovim hifama te formiranja heterokarionskog micelija. Samo mjesto kontakta micelija
tada nije bilo vidljivo. U slu¢aju vegetativne nekompatibilnosti uzoraka i testera, na mjestu
kontakta micelija doslo je do apoptoze hifa i formiranja tzv. barazne linije, koju sam makroskopski
vidjela tj. micelij je bio jasno odjeljen na dva dijela. Uzorcima sam dodijelila odredeni vc tip samo
ako je u svakom triplikatu doslo do srastanja micelija, te ukoliko nije bila vidljiva baraZzna linija.
Koinokulacija je takoder posluzila i kao dodatan test hipovirulentnosti odredenog uzorka jer je, u
slu¢aju vegetativne kompatibilnosti, virus CHV1 iz hipovirulentnog uzorka presao u EU-tester i

promijenio mu morfologiju iz naranc¢aste u bijelu.
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Slika 6. Testiranje vegetativne kompatibilnosti uzorka gljive C. parasitica prethodno
sakupljenog u prirodi s testnim izolatima poznatog EU tipa (EU-1 i EU-2). Svaki test sam
provela u triplikatu. Navedeni testirani uzorak je hipovirulentan (vidimo konverziju morfologije
EU-testera iz narancaste u bijelu) i pripada tipu EU-1, posto je doslo do potpunog srastanja
micelija. Tester EU-2 ostaje narancast §to znaci da nije doslo do konverzije prilikom
kokultivacije s hipovirulentnim uzorkom nepoznatog EU tipa. Takoder je i jasno vidljiva barazna

linija izmedu testera EU-2 i uzorka.

4.3.2. l1zolacija DNA iz uzoraka gljive

Micelije uzoraka gljive C. parasitica, trajno pohranjene pri -80 °C u 22 %-tnom glicerolu,
nasadila sam na krutu hranjivu podlogu PDA te uzgajala nekoliko dana u komori s kontroliranim
uvjetima rasta pri ranije navedenim uvjetima. Nakon nekoliko dana komadi¢ svjezeg micelija s
ruba rasta kolonije gljive precijepila sam u novu Petrijevu zdjelicu , ¢ 90 mm, s 20 mL podloge
PDA prekrivene sterilnim celofanom. Uzorke sam uzgajala pet do sedam dana u komori s
kontroliranim uvjetima rasta pri ranije navedenim uvjetima. Oko 10-20 mg svjezeg micelija s ruba
rasta kolonije sastrugala sam s celofana te prenijela u mikroepruvete. Izolaciju DNA sam provela
koristenjem komercijalnog paketa Omni Prep for Fungus (G-Biosciences, SAD) prema uputama

proizvodaca. Uzorke tkiva prelila sam tekué¢im dusikom te usitnila tu¢kom. Na usitnjeni micelij
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uzoraka dodala sam po 500 pL litickog pufera (eng. Genomic lysis buffer) i snazno promijesala na
vrtloznoj mijesalici. Za svakih 100 pL dodanog litickog pufera dodala sam 1 uL otopine Proteinaze
K (5 mg/mL), te sam mikroepruvete inkubirala jedan sat pri 60 °C u termobloku. Za vrijeme
inkubacije mikroepruvete sam dodatno vise puta promijesala rukom. Potom sam, nakon
kratkotrajnog hladenja, u svaki uzorak dodala 200 uL kloroforma i snazno protresla rukom. Nakon
toga sam uzorke centrifugirala pri 14000 x g tijekom 10 minuta pri 4 °C. Gornju (vodena) fazu
sam potom prenijela u nove mikroepruvete za centrifugiranje. U mikroepruvete s uzorcima sam
dodala 50 pL otopine za odvajanje komponenti (eng. DNA stripping solution), te sam, nakon
kratkog protresanja, inkubirala tijekom 5-10 min pri 60 °C. Nakon inkubacije u termobloku u svaki
uzorak sam dodala 150 pL precipitacijske otopine (eng. Precipitation solution), mijesala na
vrtloznoj mijesalici nekoliko puta i na kraju centrifugirala pri 14000 x g tijekom 5 minuta pri 4
°C. Oko 450 uL supernatanta prebacila sam u nove mikroepruvete te im dodala 500 pL
izopropanola. Mikroepruvete sam protresla desetak puta i centrifugirala pri 14000 x g tijekom 5
minuta pri 4 °C. Supernatant sam dekantirala te sam na dobivene taloge uzoraka dodala 700 uL 70
%-tnog etanola nakon ¢ega sam centrifugirala pri 14000 x g tijekom jedne minute pri 4 °C. Etanol
sam dekantirala, a taloge s DNA sam ostavila da se suSe na sobnoj temperaturi. Nakon §to je etanol
ishlapio, talogu svakog uzorka sam dodala 50 pL sterilne deionizirane vode te resuspendirala kako
bi se DNA otopila. Koncentraciju izolirane DNA sam izmjerila pomoc¢u spektrofotometra
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific).

4.3.3 Molekularno odredivanje tipova vegetativne kompatibilnosti gljive

Izoliranu DNA uzoraka gljive C. parasitica koristila sam kako bi utvrdila vc tip pojedinog
uzorka gljive u slucaju kada rezultati testa kokultiviranja nisu bili jednoznacni ili su uzorci
pokazivali nekompatibilnost s oba EU-testera, $to znaci da pripadaju nekom od ostalim EU-tipova.
Stoga sam genotipizirala svih Sest poznatih vic lokusa prema protokolu Short i sur. (2015),
odnosno Mlinarec i sur. (2018) za vic4 lokus. Nakon izolacije DNA, detekciju pojedinih alela
svakog vic lokusa napravila sam PCR reakcijama u kojima su umnozeni razli¢iti vic lokusi
koristenjem pocetnica navedenih u Tablici 1., a dobivene amplikone sam vizualizirala agaroznom

elektroforezom. Reakcijska smjesa za PCR je sadrzavala: 1 x GoTaq pufer, 1,5 mM MgCl, 200
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uM mjesavine dNTP-a, 1 U GoTaq DNA polimeraze (Promega), 0,2 uM svake pocetnice, 0,5 pl
uzorka DNA te ultra Ciste deionizirane vode do ukupnog volumena od 20 pL. Uvjeti su bili
sljedeci: 95 °C, 2 min (pocetna denaturacija), zatim 34 ciklusa koji se sastoje od denaturacije pri
95 °C, 30 s, vezanja pocetnica pri odgovarajucoj temperaturi 30 s (Tablica 1.) i produljenja lanaca
pri 72 °C, 1 min 45 s, te naposljetku zavrsno produljenje lanaca pri 72 °C, 10 min. Umnozene PCR
produkte sam razdvojila elektroforezom u 1,2 %-tnom agaroznom gelu u 0,5 x TBE puferu tijekom
60 minuta pri 5 V/cm. U gel sam dodala 0,2 x GelStarTM (Lonza) boje za bojanje nukleinskih
kiselina. Kao molekularni standard koristila sam GeneRuler 1kb DNA Ladder (Fermentas, Litva)
prema uputama proizvodaca. Umnozene fragmenti DNA sam vizualizirala pod UV svjetlom na

transiluminatoru (Syngene).
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Tablica 1. Kori$tene pocetnice za lokuse vicl, vic2, vic3, vic6,i vic7 prema Short i sur. (2015) te

pocetnice za lokus vic4 prema Mlinarec i sur. (2018).

Lokus | Veli¢ina | Veli¢ina Ime Temperatura Sekvenca pocetnice (5'-3")
alela 1 alela 2 pocetnice | vezanja (°C)
(pb) (pb)

vicl 308 1470 vicla-F 65 GCTATCCACCCTCACAGAGAA
vicla-1R CGTCCTGCCTCAAGGAGATT
vicla-2R CATTTCGTCATCAGCACAAC

vic2 660 1089 vic2-F 60 TTGATGGTGGAGTGTGACAGA
vic2-1R TCTCCCAATGACCTGAAATG
vic2-2R GATGTTTGGCATACATCGGC

vic3 538 1203 vic3a-1F 60 CAGGTTTAGCAGGTTCTTCC
vic3a-1R GCACGACAAATGGCACTG
vic3a-2F TCCATTGTCTCTATCCCATCC
vic3a-2R GCATCAGGACTTGCCAGATA

vicd 386 919 vic4-F 60 GCATGGGCAATGGTCTACTT
vic4-1R TCCATCGCATAGGTACGCTC
vic4-2R GCAATCAACGATCATCTGTC

vic6 238 813 vic6-1F 64 CGCATACTGTGTTTCCCAACT
vic6-1R AAGATCCTTGCGTACCTCCA
vic6-2F ACAGGATAGCAATCACTGCC
vic6-2R ACAGGGAACTCTGGTCGTTG

vic7 728 1109 vic7-F 60 AGGTACACCCCCAAGATTCC
vic7-1R CCACGAAGTCTCTGGCGTA
vic7-2R CAGGCTCGATTCTCAAGGTG
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4.4.  Vertikalni prijenos virusa CHV1

Za eksperiment vertikalnog prijenosa virusa koristila sam tri prethodno karakterizirana
izolata virusa CHV1, jedan je pripadao podtipu F1: EP713, te su dva pripadala podtipu I: Euro7 i
jedan izolat iz Hrvatske, CR23. Osim toga, koristila sam i nasumice odabrana tri izolata podtipa |
koje sam prikupila na terenu u Ozlju i Kastu 2019. godine: 0z_08.2, ks_30.4 i ks_46.4 u kojima
sam prethodno dokazala prisutnost virusa te sam tim gljivama odredila vc tip (vidi potpoglavlja
4.1., 4.2.,4.3.). Micelije gljiva, koje su rasle u komori s kontroliranim uvjetima rasta do veli¢ine
kolonije otprilike 5 cm u promjeru, sam podijelila na Cetiri Petrijeve zdjelice s PDA hranidbenom
podlogom ¢ija je jedna polovica bila prekrivena sterilnim celofanom. Nakon toga gljive su rasle
dva tjedna u komori s kontroliranim uvjetima rasta kako bi prekrile cijelu povrsinu hranidbene
podloge te Cetiri dana na laboratorijskom stolu, izlozene dnevnoj svjetlosti kako bi se potaknulo
stvaranje nespolnih spora, odnosno konidija (Slika 7.). Konidije sam zatim sakupila u sterilnu
epruvetu ispiranjem s 2 ml sterilne destilirane vode te njeznim struganjem povrSine micelija.
Prikupljene suspenzije spora sam prebrojala pomoc¢u komore za brojanje stanica (Neubauer-
improved, Hirschmann) i razrijedila do 5 konidija u 100 pL. Na pet Petrijevih zdjelica s PDA
podlogom nacijepila sam po 100 pL razrijedene suspenzije konidija, kako bi po jednoj Petrijevoj
zdjelici naraslo otprilike 5 kolonija. Nakon dva dana, svjeze narastao micelij podijelila sam na dva
dijela te sam cijele porasle kolonije precijepila na dvije nove Petrijeve zdjelice s PDA podlogom
prekrivenom celofanom kako bih dobila dovoljnu koli¢inu tkiva micelija za daljnje analize, te kako
bih osigurala da je cijeli micelij gljive narastao iz jedne spore koriSten za analize. Za svaki uzorak
sam dobila 11-17 novih kolonija te sam iz njih izolirala dsSRNA za dokazivanje prisutnosti virusa
prema prethodno opisanim protokolima (vidi potpoglavlje 4.2.). Sakupila sam micelij porastao od
spora u kojima je dokazana prisutnost virusa CHV 1, liofilizirala te usitnila do sitnog praha pomocu
metalnih kuglica promjera 5 mm u uredaju TissueLyser II (Qiagen, Venlo, Nizozemska) u trajanju
od 2 minute pri 30 Hz. Tako usitnjen micelij koristila sam za daljnje analize. Popis izolata
koriStenih u eksperimentu vertikalnog prijenosa virusa CHV1 1 njihovih skra¢enica koristenih u

tekstu se nalazi u Tablici 2.
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Slika 7. Slika piknidija formiranih na povr$ini kolonija gljive C. parasitica (A) te mikroskopska

slika suspenzije konidiospora oslobodenih iz piknidija (B). Skala s veli¢inom prikazana je u

donjem desnom kutu. Slike je ustupio dr. sc. Ludwig Beenken.
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Tablica 2. Popis izolata koriStenih u eksperimentu vertikalnog prijenosa virusa CHV1 i njihovih

skrac¢enica koriStenih u tekstu

YZI(FDQIL_JEI\'“ SKRACENICA | NAZIV MICELIJA
FM »~Mother.EP713%, roditeljski izolat EP713

EP713 FS1-FS6 Virusna populacija prve do Seste spore izolata EP713
Spore.EP713 Sve virusne populacije navedenih spora EP713 izolata
CM »Mother.CR23*, roditeljski izolat CR23

CR23 CS1-CS4 Virusna populacija prve do etvrte spore izolata CR23
Spore.CR23 Sve virusne populacije navedenih spora CR23 izolata
EM »Mother.Euro7%, roditeljski izolat Euro7

Euro7 ES1-ES5 Virusna populacija prve do pete spore izolata CR23
Spore.Euro7 Sve virusne populacije navedenih spora Euro7 izolata
K1iM »~Mother.ks 30.4“ roditeljski izolat ks 30.4

ks 30.4 K1S1-K1S5 Virusna populacija prve do pete spore izolata ks_30.4
Spore.ks_30.4 Sve virusne populacije navedenih spora ks_30.4 izolata
K2M »Mother.ks 46.4“ roditeljski izolat ks 46.4

ks _46.4 K2S1-K2S5 Virusna populacija prve do pete spore izolata ks_46.4
Spore.ks_46.4 Sve virusne populacije navedenih spora ks_46.4 izolata
oM »Mother.oz_08.2% roditeljski izolat oz_08.2

0z_08.2 0S1-0S6 Virusna populacija prve do Seste spore izolata oz_08.2
Spore.oz_08.2 Sve virusne populacije navedenih spora 0z_08.2 izolata

4.5.  Horizontalni prijenos virusa CHV1

Za eksperiment horizontalnog prijenosa virusa kao donore virusa koristila sam ista tri soja
gljive C. parasitica koji sadrze prethodno karakterizirane izolate virusa CHV1: EP713 (EU-5),
Euro7 (EU-9) i CR23 (EU-1). Kako bih utvrdila u¢inak vegetativne nekompatibilnosti na prijenos

virusa, kao primatelje virusa koristila sam EU testere koji nisu zarazeni virusom CHV1, a koji se
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razlikuju u jednom alelu na jednom vic lokusu od izolata gljive donora. Na taj na¢in dobila sam
vise parova donora i primatelja virusa (Tablica 3.). Na ovaj nacin analizirala sam utjecaj tri od Sest
poznatih vic lokusa, koji su se razlikovali prema jacini inhibicije prijenosa virusa CHV1: vic2
(snazna inhibicija prijenosa), vic3 (srednja inhibicija prijenosa) i vic4 (slaba inhibicija prijenosa).
Svakog od spomenutih parova donora i primatelja virusa inokulirala sam na Petrijeve zdjelice s
PDA podlogom u 25 replika. Osim toga, u pokus sam uklju¢ila kombinacije vegetativno
kompatibilnih donora i primatelja virusa tj. donore sam koinokulirala s EU testerom istog vc tipa.

Ovakve parove prijenosa virusa testirala sam u minimalno 10 replika.

Tablica 3. Prikaz EU-tipova donora i primatelja virusa s obzirom na razli¢iti vic lokus

Donori virusa (EU-tip)
CR23 (EU-1) Euro7 (EU-9) EP713 (EU-5)
Heteroalelni EU-tip primatelja virusa EU-tip primatelja virusa EU-tip primatelja virusa
vic lokus
nijedan EU-1 EU-9 EU-5
vic2 EU-2 (HK22C) EU-15 EU-6
vic3 EU-44 EU-36 EU-60
vicd EU-5 EU-17 EU-1

Svi koristeni sojevi gljive C. parasitica, donori virusa CHV1, kao i primatelji, bili su
dugoro¢no pohranjeni pri -80 °C u 22 %-tnom glicerolu prije koristenja u eksperimentu.
Inokulirala sam ih na Petrijeve zdjelice (¢ 60 mm) s PDA podlogom te uzgajala u komori s
kontroliranim uvjetima rasta tijekom pet dana prema ranije navedenim uvjetima. Zatim sam
sterilnim skalpelom izrezala kockicu s ruba rastuée kolonije donora virusa, veli¢ine otprilike 3x3x3
mm, te inokulirala blizu ruba Petrijeve zdjelice (¢ 90 mM) sa svjezom PDA podlogom. Pored nje
sam, na isti nacin, inokulirala kockicu micelija s ruba rastuce kolonije primatelja. Inokulirane

Petrijeve plo¢e s PDA podlogom sam svaki dan pregledala kako bih procjenila je li se dogodio
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prijenos virusa CHV1. Nakon dva tjedna, micelije primatelja koji su pokazali izmjenjenu, bijelu
morfologiju sam izrezala na Cetiri dijela te sam svaki dio inokulirala na novu Petrijevu zdjelicu sa
svjezom PDA podlogom prekrivenom sterilnim celofanom. Podjednaku koli¢inu micelija donora
ukljucenog u pokus prijenosa virusa takoder sam na isti nac¢in inokulirala na nove cetiri Petrijeve
zdjelice sa svjezom PDA podlogom prekrivenom sterilnim celofanom. Nakon 10 dana rasta u
komori s kontroliranim uvjetima rasta, prisutnost virusa CHV1 sam dokazala molekularnim
metodama, na isti nacin kao i u eksperimentu vertikalnog prijenosa (vidi potpoglavlje 4.2.). Osim
toga, trebala sam potvrditi da je micelij u koji je prenesen virus CHV1, zaista micelij primatelja,
razli¢itog ve tipa od micelija donora, te sam stoga iz njega izolirala i DNA kako bih potvrdila
ispravan genotip. Izolaciju DNA i dokazivanje vc tipa gljive napravila sam prema ve¢ opisanom
protokolu (vidi potpoglavlja 4.3.2 1 4.3.3.). Nakon §to sam potvrdila prijenos virusa, sakupila sam
micelije svih donora i primatelja ukljucenih u eksperiment, liofilizirala, samljela i pohranila za
daljnje analize. Kao kontrolu virusne raznolikosti u kasnijim bioinformati¢kim i biokemijskim
eksperimentima Kkoristila sam micelije gljiva s virusnim izolatima Euro7, EP713 i CR23 koji nisu
sudjelovali u koinokulaciji odnosno pokusu prijenosa virusa, ve¢ sam ih samostalno uzgojila na

Petrijevim zdjelicama s PDA podlogom prekrivenim sterilnim celofanom.

4.6.  Bioinformaticka obrada virusnih populacija
4.6.1. Priprema uzoraka za PacBio sekvenciranje

Nasumicno izabranim uzorcima iz uzorkovanih populacija Ozlja (10 uzoraka) i Kasta (9
uzoraka), kao 1 uzorcima uklju¢enim u pokuse vertikalnog i horizontalnog prijenosa virusa CHV1
identificirala sam mutacije te haplotipove, proucila raznolikost njihovih populacija, napravila
filogenijsku analizu te istrazila tipove selekcije unutar domacina. Prvo sam koncentraciju izolirane
virusne dsRNA (vidi potpoglavlje 4.2.) izmjerila sam fluorometrijski (Qubit, Thermo Fischer)
prema uputama proizvodaca. Uzorke dsSRNA sam zatim denaturirala inkubiranjem dvije minute
pri 100 °C te potom ohladila na ledu. Kako bi se specificno sintetizirala cDNA virusne +RNA koja
sadrzi poli(A) rep, za reverznu transkripciju Koristila sam oligo(dT) 12-18 pocetnice i Maxima H
Minus reverznu transkriptazu (Thermo Scientific) prema uputama proizvodaca. Lan¢anu reakciju

polimerazom za umnazanje dugackih kalupa (eng. long-range PCR) sam provela odmah nakon

35



reverzne transkripcije kako bi se smanjila mogucnost stvaranja nespecifi¢nih sparivanja lanaca
nukleinskih kiselina (eng. heteroduplex) tijekom samog PCR-a (Waugh i sur. 2015). Kod
sekvenciranja uzoraka virusnih populacija iz Kasta i Ozlja razvijen je protokol, koji sam koristila
I u ovom radu, kojim su umnozena dva segmenta genoma virusa CHV'1 duljina 4.6 i 5 kilobaza
koji se preklapaju (Leigh i sur. 2021). Za analizu uzoraka virusnih populacija uklju¢enih u
eksperimente prijenosa virusa koristila sam samo segment dug 5 kb koji ¢ini otprilike 40 %
virusnog genoma te se sastoji od 5' nekodirajuce regije, otvorenog okvira Citanja A (ORFA) te
dijela otvorenog okvira ¢itanja B (ORFB) koji kodira za proteazu slicnu papainu p48. Dio u kojem
se nalaze polimerazna i helikazna domena nalaze se izvan odabranog segmenta. Segment sam
umnozila pomocu para pocetnica ATCYGGAGAARGTGATTTGC i
YTTRTTGATGTAGCTGCGAGG. Na 5’ kraj pocetnica dodala sam uzorku specifi¢ne barkodne
sekvence duljine Sest nukleotida, koje su omogucile identifikaciju i razvrstavanje ocitanja prema
uzorcima nakon sekvenciranja Reakciju sam provela pri sljede¢im uvjetima: pocetna denaturacija
od 1 minute pri 95 °C, nakon ¢ega slijedi 15 ciklusa koji se sastoje od dva koraka: 30 sekundi pri
95 °C i 7 minuta pri 68 °C, nakon ¢ega slijedi zavr$no produljivanje lanaca DNA od 10 minuta pri
68 °C. Ovaj PCR protokol sam provela za svaki uzorak u najmanje pet neovisnih reakcija koristeci
tzv. ,,high fidelity Advantage 2 Taq polimerazu (Takara). Ovakav PCR protokol je optimiziran
kako bih smanjila rizik od stvaranja PCR duplikata, tj. identi¢nih PCR produkata §to moze dovesti
do precjenjivanja zastupljenosti odredene sekvence te smanjila rizik od stvaranja heterodupleksa
tj. molekula DNA u kojima su dva komplementarna lanca razli¢itog podrijetla/sekvence sparena
tijekom kasnijih faza PCR-a. Uzorke sam zatim objedinila i procistila koriste¢i Ampure sterilne
kuglice (Beckman Coulter) prema uputama proizvidaca, nakon ¢ega sam izmjerila koncentraciju
DNA koristeé¢i fluorometar (Qubit, Thermo Fischer). Prije sekvenciranja, ligirala sam adaptere u
obliku ukosnica na krajeve odabranih amplikona kako bi linearna DNA molekula postala kruzna
te tako omogucila viSe prolazaka DNA polimeraze po istom dijelu molekule tijekom
sekvenciranja. Nakon toga, uzorci su dalje obradeni u Svicarskoj, to¢nije u centru za sekvenciranje

— Functional Genomics Centre Zurich.
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4.6.2. Obrada podataka sekvenciranja

Dobivene visestruke prolaze preko iste kruzne molekule objedinila sam pomoc¢u programa
pbccs (Pacific Biosciences) u kruzne konsenzusne sekvence (engl. circular consensus sequences,
CCS), odnosno HiFi ocitanja. Za svaku pojedinu molekulu tako sam dobila jedno konsenzusno
ocitanje visoke to¢nosti, ¢ime sam smanjila udio pogresaka sekvenciranja. Kako bi ocitanja bila
ukljucena u daljne analize, trebali su biti zadovoljeni sljede¢i uvjeti: minimalna duljina ocCitanja je
3 kilobaze, minimalna kvaliteta sekvenciranja 0.99 te barem pet prolazaka DNA polimeraze preko
kalupa prilikom sekvenciranja. Ocitanja sam potom razvrstala prema pripadaju¢im uzorcima na
temelju barkodnih sekvenci pomocu alata Lima (Pacific Biosciences). Limu sam Koristila s
opcijom ‘peek-guess’ kako bih uklonila lazne ili pogresno detektirane oznake, minimalna razina
kvalitete oznake je iznosila 26 (otprilike 99,75 % to¢nosti o¢itane baze ¢ime sam smanjila rizik da
se sekvence s pogresno procitanim oznakama ukljuce u analize) te sam omogucila prepoznavanje

razli¢itih uzvodnih i nizvodnih oznaka.

4.6.3. Identifikacija mutacija u virusnim populacijama

Kako bi se dobivene sekvence iz analiziranih uzoraka mogle usporediti s referentnom
sekvencom, prvo sam ‘bam’ format, koji sadrzi sekvence nakon razdvajanja prema oznakama
pretvorila u ‘fasta’ format koriste¢i bioinformaticki alat samtools (v1.13, Li i sur. 2009). Kao
referentnu sekvencu za podtip | virusa CHV1 Kkoristila sam izolat EP721 (pristupni broj
DQ861913, Lin i sur. 2007) a za podtip F1 koristila sam izolat EP713 (pristupni broj NC_001492,
Shapira i sur. 1991). Sekvence sam poravnala pomocu programa minimap2 (v2.19, Li 2016)
koriste¢i opciju ‘map-pb’ dizajniranu kako bi bila kompatibilna s PacBio ocitanjima. Rezultate
poravnavanja sam sortirala, preimenovala i pretvorila u ‘bam’ format koriste¢i samtools. Za
identifikaciju mutacija unutar domacina, tj. u pojedinom uzorku, koristila sam dva razli¢ita
programa: Freebayes (v.1.3.1, Garrison & Marth 2012) i Deepvariant (v.1.1.0, Poplin i sur. 2018)
ponovno koristeéi opciju prilagodenu PacBio o¢itanjima. Samo mutacije koje su identificirala oba
programa sam koristila u daljnjim analizama. Kao mjeru mutacijske raznolikosti virusne
populacije unutar domacina koristila sam = (nukleotidna raznolikost) koji sam izracunala pomocu
softvera SNPGenie (Nelson i sur. 2015). Ova mjera je prigodna zato jer se u analizama mogu

koristiti sekvence koje imaju veliku razliku u pokrivenosti sekvenciranja odnosno sekvence koje
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imaju manju i one koje imaju veliku pokrivenost sekvenciranja (Zhao & Illingworth 2019). Posto
SNPGenie izra¢unava 7 vrijednosti za Citav genom, te vrijednosti sam normalizirala za odabrani
amplikon tako da sam prosjec¢ni zbroj nesinonimnih (N) i sinonimnih (S) razlika, odnosno
polimorfizama jednog nukleotida (SNP-ova, eng. single nucleotide polymorphism) na svakoj
kodiraju¢oj poziciji u amplikonu podijelila s ukupnim brojem pozicija unutar amplikona . =
(Nrazlikat+Srazlika/ Nukupno+Sukupno). Za karakterizaciju mutacija koristila sam bioinformaticki alat
SNPEff (v4.3, Cingolani i sur. 2012) koji mutacije razvrstava prema predvidenom ucinku na
funkciju gena ili proteina. Mutacije se klasificiraju kao mutacije niskog u¢inka (npr. sinonimne
mutacije), umjerenog u¢inka (gotovo uvijek nesinonimne mutacije) i visokog uéinka (npr. mutacije

koje uzrokuju pomak okvira ¢itanja, prerani stop-kodon ili gubitak start/stop kodona).

4.6.4. Identifikacija virusnih varijanti (haplotipova)

S obzirom da svaka metoda sekvenciranja ima odredenu razinu nepouzdanosti, HiFi
oCitanja dobivena ovim eksperimentima sam procistila i preklopila kako bih dobila to¢ne
haplotipove virusa CHV1 tj. jedinstvene sekvence, odnosno virusne varijante. Za taj proces
koristila sam bioinformaticki alat Robust amplicon denoising, RAD kompatibilan s PacBio HiFi
o¢itanjima (Kumar i sur. 2019). Sekvence sam zatim dodatno filtrirala kako bih izbacile one krace
od 3 kb i ve¢e od 6 kb. RAD ne ukljucuje orijentaciju ocitanja, a budu¢i da PacBio ocitanja nisu
usmjerena, identi¢ni haplotipovi se mogu pojaviti viSekratno, u reverzno-komplementarnoj
orijentaciji. Stoga sam sekvence prvo poravnala s odgovaraju¢om referentnom sekvencom virusa
CHV1, te pretvorila u ‘fasta’ format za daljnju analizu. U programskom okruzju R, koriste¢i paket
pegas (v0.14, Paradis 2010) izra¢unala sam Hammingovu udaljenost izmedu sekvenci u
pojedinom uzorku tj. u pojedinim virusnim populacijama. Ako su dvije ili vi$e sekvenci identi¢ne,
Hammingova udaljenost iznosi 0. Zbrajanjem broja sekvenci izmedu kojih je Hammingova
udaljenost jednaka 0, dobila sam to¢an broj svake sekvence (varijante) prisutne u pojedinoj
virusnoj populaciji. Raznolikost virusnih varijanti sam izracunala koriste¢i mjeru genske
raznolikosti Nei’s H (Nei & Tajima 1981). Virusne varijante roditeljskih populacija i virusne
varijante njihovih spora (vidi potpoglavlje 4.4.) te virusne varijante donora i virusne varijante
njihovih primatelja (vidi potpoglavlje 4.5.) sam objedinila i poravnala s referentnim sekvencama

za odgovarajuci podtip (vidi potpoglavlje 4.7.3.). Zatim sam, koristec¢i paket pegas, izracunala
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Hammingovu udaljenost izmedu njih. Na taj sam nacin identificirala sekvence koje su identi¢ne

medu analiziranim populacijama.

4.6.5. Statisti¢ka obrada i odredivanje raznolikosti virusnih populacija

U analize promjena virusnih populacija tijekom horizontalnog prijenosa virusa CHV1,
ukupno je bio ukljucen 51 uzorak: tri uzorka kontrolne populacije svakog izolata koji nisu bili
ukljuceni u pokuse horizontalnog prijenosa virusa (tzv. ,,pooled*, Pooled.EP713, Pooled.CR23,
Pooled.Euro7), 12 donora, odnosno uzoraka koji su sudjelovali u prijenosu virusa (po cetiri za
svaki izolat) te 36 uzoraka primatelja (triplikati svakog od ¢etiri koinokulacije za sva tri izolata).

Detaljni popis izolata je u Tablici 4.
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Tablica 4. Popis izolata koriStenih u eksperimentu horizontalnog prijenosa virusa CHV1 i

njihovih skracenica koristenih u tekstu

VIRUSNI

601-603, 11-13

IZOLAT SKRACENICA | NAZIV
FP Pooled.EP713, kontrolni uzorak koji nije ukljucen u pokus prijenosa
FD5,-6,-60,-1 EP713 donor (EU-5) koinokuliran s testerima EU-5, EU-6, EU-60, EU-1
EP713 F51-F53, 61-63, | EP713 virusni izolat prenesen u testere EU-5, EU-6, EU-60, EU-1 (tri replike za

svaki koinokulirani par)

Donor.EP713

Sve virusne populacije navedenih donora EP713 izolata

Recipijent.EP713

Sve virusne populacije navedenih primatelja EP713 izolata

CP

Pooled.CR23, kontrolni uzorak koji nije ukljuéen u pokus prijenosa

CDI1,-2,-44,-5

CR23 donor (EU-1) koinokuliran s testerima EU-1, HK22C (EU-2), EU-44, EU-5

C11-C13, 21-23,

CR23 virusni izolat prenesen u testere EU-1, HK22C (EU-2), EU-44, EU-5 (tri

CR23 441-443,51-53 | replike za svaki koinokulirani par)
Donor.CR23 Sve virusne populacije navedenih donora CR23 izolata
Recipijent.CR23 | Sve virusne populacije navedenih primatelja CR23 izolata
EP Pooled.Euro7, kontrolni uzorak koji nije ukljucen u pokus prijenosa
?]1)79’ =15, 736, | Euro7 donor (EU-9) koinokuliran s testerima EU-9, EU-15, EU-36, EU-17
Euro? Eé—);-E93;61_135613— Euro7 virusni izolat prenesen u testere EU-9, EU-15, EU-36, EU-17 (tri replike za
171L173 " | svaki koinokulirani par)

Donor.Euro7

Sve virusne populacije navedenih donora Euro? izolata

Recipijent.Euro7

Sve virusne populacije navedenih primatelja Euro7 izolata

Neparametrijski Wilcoxon test koji usporeduje dva uzorka koristila sam kako bih odredila

razliku izmedu virusnih populacija: roditeljskih i njihovih spora, kao i donora i njihovih primatelja.

U tu svrhu izracunala sam zastupljenost svake pojedine virusne varijante u pojedinim uzorcima

kako bi se dobio sastav virusnih populacija. Test sam napravila pomocu statistickog paketa PAST

4.03 (Paleontological Statistics). Takoder sam, koriste¢i isti statisticki test, procijenila utjecaj
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razlike u pojedinom vic lokusu izmedu donora i primatelja, te razlike u virusnom izolatu (CR23,
Euro7 ili EP713) na raznolikost virusnih populacija, grupirajuci pojedine uzorke prema navedenim
karakteristikama.

Takoder, pomocu generaliziranog linearnog modela (eng. general linear model) u
programskom okruzju R (R verzija 4.0.5 koriste¢i Ime4 v1.1-35.1, Bates i sur. 2015), procijenila
sam ima li statisticki znacajne razlike u raznolikosti virusnih populacija: roditeljskih i njihovih
spora, kao i donora i njihovih primatelja te virusnih populacija koje nisu sudjelovale u
eksperimentima prijenosa, nego sam ih koristila kao kontrolu, koriste¢i mjeru raznolikosti () i
broj virusnih varijanti. Mutacijsku raznolikost () i broj virusnih varijanti sam logaritamski
transformirala kako bi ih mogla uklopiti u statisticki model. Kao dodatnu mjeru genetske
raznolikosti virusnih populacija koristila sam 1 Shannonov indeks raznolikosti (H') koji sam
izraCunala u statistickom paketu PAST koriste¢i zastupljenost pojedinih virusnih varijanti u
svakom uzorku.

Fisherov test sam koristila kako bih utvrdila postoji li razlika u ucestalosti uspjesnog
vertikalnog prijenosa iz razli¢itih roditeljskih izolata (CR23, Euro7, EP713, oz 08.2, ks 30.4 i
ks_46.4) na njihovo potomstvo (spore), koriste¢i broj virulentnih i hipovirulentnih izolata
dobivenih u pokusima vertikalnog prijenosa virusa. Pomoc¢u ovog testa utvrdila sam uspjesnost
vertikalnog prijenosa, odnosno uspjesnost pojedinog izolata virusa CHV1 da se prenese u spore.
Fisherov test sam takoder Koristila i kako bih utvrdila postoji 1i razlika u ucestalosti uspjesnog
horizontalnog prijenosa izmedu razli¢itih donorskih izolata ovisno o virusnom soju (CR23, Euro?,

EP713) ili o razlikovnom vic lokusu izmedu donora i primatelja virusa.

4.6.5.1. Filogenijska rekonstrukcija virusnih populacija

46.5.1.1. RAXML-NG analiza

Filogenijsku rekonstrukciju odnosa virusnih populacija izmedu razli¢itih domacina
napravila sam pomocu metode najvece vjerojatnosti (eng. maximum likelihood) koriste¢i
bioinformaticki alat RAXML-NG (v0.9.0, Kozlov i sur. 2019). Virusne populacije sam za ovu
analizu podijelila prema podtipu virusa (I ili F1) i prema vrsti prijenosa (vertikalni ili horizotalni).
Za svaku analiziranu virusnu populaciju konstruirala sam tzv. konsenzus sekvencu koristeci

bioinformaticki alat bcftools (v1.15, Li i sur. 2009) koji generira konsenzus sekvencu koristeci
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referentni genom kao okosnicu te identificirane mutacije unutar domacina. Koristila sam GTR+G
model koji uzima u obzir promjene nukleotida kroz vrijeme i razlike u brzini tih promjena u
ovisnosti o polozaju nukleotida unutar sekvence. Pouzdanost grana filogenijskog stabla procijenila
sam bootstrap metodom opetovanog uzorkovanja (n = 1000 ponavljanja). Mjeru potpore grana
temeljila sam na tzv. metodi TBE (eng. transfer bootstrap expectation) te sam izraCunate
vrijednosti vizualizirala pomoc¢u online alata za izradu filogenijskih stabala iTOL (v.6.9, Letunic
& Bork 2024).

4.6.5.1.2. PopNetD3 analiza

Odnose izmedu razli¢itih virusnih populacija sam vizualizirala pomocu alata PopNetD3
(Zhang & Parkinson 2019) koji omogucuje prikaz meduodnosa pojedinih populacija u obliku
mreze. Ulazni podaci su SNP podaci dobiveni u programu SNPGenie. Analizirane virusne
populacije sam grupirala prema podtipu virusa (I ili F1) ili prema vrsti prijenosa (vertikalni ili
horizontalni). Za analizu su kori$tene samo varijante jednog nukleotida (SNV), koje su odredene

mapiranjem oc€itanja na odgovarajuée referentne sekvence CHV1 (vidi potpoglavlje 4.7.3.).

4.6.5.2. Odredivanje tipova selekcije unutar domacina

Mutacije koje sam identificirala alatima SNPGenie (Nelson i sur. 2015) i SNPEff
(Cingolani i sur. 2012) (vidi potpoglavlje 4.7.3.), karakterizirala sam kao sinonimne (koje ne
mijenjaju aminokiselinu) ili nesinonimne (koje mijenjaju aminokiselinu). Za procjenu tipa
selekcije usporedene su nukleotidna raznolikost na nesinonimnim mjestima (nN) i nukleotidna
raznolikost na sinonimnim mjestima (nS). Odnos tih dviju mjera koriSten je za procjenu
prevladavajuéeg selekcijskog pritiska unutar domacina. Usporedbu sam napravila zasebno za svaki
tip prijenosa virusa. Takoder sam istrazila ima li razlike u tipovima selekcije izmedu roditeljskih
virusnih populacija i virusnih populacija njihovih spora kao i izmedu virusnih populacija donora i
njihovih primatelja. Usporedbe sam napravila za cijeli segment od 5 kb kao i za specifi¢ni dio

genoma, ORFA i pocetni dio ORFB koji je istrazen.
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4.7.  Odredivanje biokemijskih parametara oksidacijskog
stresa gljive

Istim nasumic¢no izabranim uzorcima iz uzorkovanih populacija Ozlja (10 uzoraka) i Kasta
(9 uzoraka), kao i uzorcima uklju¢enim u pokuse vertikalnog i horizontalnog prijenosa virusa
CHV1 izmjerila sam aktivnosti enzima glutation-S-transferaze (GST), superoksid dismutaze
(SOD) i lakaze (LAC), te razine ne-proteinskih tiola i lipidne peroksidacije kako bih odredila
razinu oksidacijskog stresa. Za sva mjerenja koristila sam mikrotitarske plocice s 96 jazica s
ravhim dnom (Nunc MaxiSorp™, Thermo Scientific™) i spektrofotometar Multiscan Sky

(Thermo Scientific™, verzija 5.0).

4.7.1.Priprema proteinskih ekstrakata

Za pripremu proteinskih ekstrakata koristila sam usitnjene liofilizirane uzorke micelija
gljive C. parasitica ukljuc¢enih u ranije navedene pokuse. 1z svakog usitnjenog uzorka, odvagala
sam tri replike. Usitnjeno tkivo svih uzoraka stavila sam na led i u svaki uzorak sam dodala 1750
uL hladnog pufera za ekstrakciju (100 mM Kkalij-fosfatni pufer, 0,1 mM EDTA, pH 7,0),
promijesala sam uzorke mikro tu¢kom te izmijesala na vrtloznoj mijesalici u trajanju otprilike 10
sekundi, odnosno dok se sav prah nije disperzirao u puferu. Homogenate sam centrifugirala pri
brzini od 20000 x g, 20 minuta pri 4 °C. Supernatante sam potom izdvojila u zasebne

mikroepruvete te sam ih pospremila na -20 °C i koristila za daljnje analize.

4.7.2. Mjerenje aktivnosti enzima glutation-S-transferaze (GST)

Za mjerenje aktivnosti enzima GST, koristila sam metodu prema Bocchetti i Regoli (2006).
Metoda se temelji na konjugaciji tiolne skupine GSH na supstrat 1-kloro-2,4-dinitrobenzen
(CDNB) pri ¢emu nastaje GS-DNB konjugat, Sto sam izmjerila kao povecanje apsorbancije
otopine analiziranog uzorka pri 340 nm kroz 10 ciklusa po 10 sekundi na spektrofotometru.
Priredila sam reakcijsku smjesu (100 mM kalij-fosfatni pufer, pH 6,4, 1 mM CDNB) te sam dodala
277,5 uL te reakcijske smjese u jazice mikrotitarske plocice. Zatim sam u svaku jaZicu dodala 7,5

uL 100 mM GSH (konaéna koncentracija je bila 2,5 mM) te na kraju po 15 pL uzorka proteinskog
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ekstrakta (ukupan volumen reakcijske bio je 300 pL). Za kalibriranje instrumenta, umjesto uzorka,
koristila sam 15 pL Ccistog ekstrakcijskog pufera. Aktivnost enzima GST sam izrazila u
nanomolima stvorenog GS-DNB-a u minuti po miligramu suhe mase, koriste¢i Beer-Lambertov

zakon i odgovarajuéi ekstinkcijski koeficijent GS-DNB-a (¢ =9.6 mM ! cm™).

4.7.3. Mjerenje aktivnosti enzima superoksid dismutaze

Za mjerenje aktivnosti enzima SOD Koristila sam metodu prema Beauchamp i Fridovich
(1971) koja se temelji na ihibiciji fotokemijske redukcije spoja nitro plavog tetrazolija (NBT) pri
560 nm. Superoksidni ioni, koje generira sustav ksantin-ksantin oksidaza (XOD), reduciraju
supstrat (NBT) u NBT-diformazan koji apsorbira svjetlost valne duljine 560 nm. SOD smanjuje
koncentraciju superoksidnih iona i tako smanjuje koli¢inu nastalog NBT-diformazana, $to dovodi
do smanjenog porasta apsorbancije. Stoga u odsutnosti SOD-a reakcija nastanka NBT-
diformazana te¢e maksimalnom brzinom. U jaZice mikrotitarske ploce dodala sam po 247,5 puL
reakcijske otopine (50 mM Kkalij fosfatni pufer, pH 7,8, 75 uM NBT i 0,1 mM EDTA, pH 7,8).
Zatim sam dodala 22,5 pL 10,8 mM ksantina (kona¢na koncentracija 0,81 mM), 10 pL
ekstrakcijskog pufera, 15 puL 0,05 U/mL XOD do konaéne koncentracije 2,5 mU/mL i naposlijetku
5 uL uzorka. Kao kontrolu, Kkoristila sam neinhibiranu reakciju (maksimalna brzina redukcije
NBT-au NBT-diformazan) koja je sadrzavala 15 pL ekstrakcijskog pufera umjesto uzorka. Nakon
Sto sam dodala sve reaktante, stavila sam mikrotitarsku ploc¢icu u spektrofotometar gdje je prvo
mijesana 5 minuta pri niskoj brzini, te je nakon 10 minuta mjerena apsorbancija. Inhibiciju reakcije
sam izra¢unala pomoc¢u formule:

(Amax — Ablank) — (Asample — Ablank) o
(Amax — Ablank)

% inhibicije = 100

pri ¢emu je:
Amax — maksimalna apsorbancija, tj. apsorbancija neinhibirane reakcije

Ablank — apsorbancija smjese s ekstrakcijskim puferom umjesto uzorka i vodom umjesto XOD

Asample — apsorbancija uzorka.

Aktivnost enzima SOD sam izracunala pomocu kalibracijske krivulje, dobivene iz podataka o

inhibiciji 1 koncentraciji samog enzima (na logaritamskoj skali), koriste¢i govedi rekombinantni
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SOD (eksprimiran u bakteriji Escherichia coli, Sigma-Aldrich) kao standard. Napravila sam niz
standardnih otopina enzima SOD koncentracija: 0,0002 U/uL, 0,001 U/uL, 0,002 U/uL, 0,005
u/uL, 0,01 U/pL, 0,02 U/uL, 0,025 U/uL, 0,04 U/uL, 0,05 U/uL, 0,08 U/uL, 0,1 U/uL, 0,2 U/uL,
0,5 U/uL, i 1 U/uL te su standardi koristeni u prethodno spomenutoj reakciji umjesto uzoraka.
Jedna jedinica aktivnosti enzima je definirana kao koli¢ina enzima koja uzrokuje 50 % inhibicije

redukcije NBT-a. Rezultati su prikazani kao jedinice enzima po miligramu suhe mase.

4.7.4. Mjerenje aktivnosti enzima lakaze

Aktivnost enzima lakaze sam izmjerila kao poveéanje apsorbancije pri 468 nm. To
povetanje  je  rezultat  oksidacije = 2,4-dimetoksifenola (DMOP) u  3,3'55'-
tetrametoksidifenilkvinon (DMOPox, € = 14.8 mM 'ecm™), a koristila sam kombinaciju metoda
opisanih u Rigling i sur. (1989) te u Palmieri i sur. (1997). Reakcijska smjesa sastojala se od 240
ML citrat-fosfatnog pufera (0,1 M Na,HPO4i 0,05 M limunske Kiselina, pH 3,4), 15 pL 50 mM
DMOP (pripremljen u istom citrat-fosfatnom puferu, kona¢ne koncentracije 2,5 mM) i 45 pL
proteinskog ekstrakta. Za kalibriranje instrumenta, umjesto uzorka, koristila sam 45 uL ¢istog
ekstrakcijskog pufera. Aktivnost enzima sam izrazila u nanomolima nastalog DMOPox u minuti

po miligramu suhe tvari.

4.7.5. Mjerenje ukupnih ne-proteinskih tiola

Za mjerenje ukupnih ne-proteinskih tiola koristila sam Ellmanovu metodu (Ellman, 1959).
Usitnjeno liofilizirano tkivo sam homogenizirala pomo¢u 1 mL 6,67 % sulfosalicilne kiseline,
inkubirala na ledu 30 minuta te centrifugirala 10 minuta na 13000 x g pri 4 °C. lzdvojila sam
supernatante izdvojeni te sam na 600 pL supernatanta dodala 150 uL 5 mM 5,5'-ditiobis (2-
nitrobenzojeve kiseline), (DTNB; konac¢na koncentracija 1 mM). Reakcijske smjese sam
inkubirala 15 minuta pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega sam svakom uzorku izmjerila apsorbanciju
pri 412 nm. Sadrzaj ne-proteinskih tiola odredila sam koristenjem Beer-Lambertovog zakona,
koriste¢i ekstincijski koeficijent za DTNB € = 14.53 mM 'cm™! i izrazila u nanomolima stvorenog

DTNB-a po miligramu suhe tvari.
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4.7.6. Mjerenje lipidne peroksidacije

Lipidnu peroksidaciju sam odredila procjenjivanjem udjela malondialdehida (MDA)
pomocu tiobarbiturne kiseline, metodom opisanom u Heath i Packer (1968) uz modifikacije. Po
500 puL homogenata micelija svakog uzorka pomijesala sam s 100 % (w/v) trikloroctene Kkiseline
(TCA) kako bi dobila kona¢nu koncentraciju od 10 % TCA. Potom sam otopinu inkubirala 30
minuta na ledu te centrifugirala 10 minuta na 13000 x g pri 4 °C kako bi se istalozili proteini.
Nakon toga sam 500 uL supernatanta pomijesala s 500 uL. MDA reagensa (0,5 % (w/v) TBA
(tiobarbiturna kiselina) u 10 % (w/v) TCA; kona¢na koncentracija TBA 0,25% (w/v)). Otopinu
sam zagrijavala 30 minuta pri 95 °C u susioniku te zatim brzo ohladila na ledu. Ohladenu smjesu
sam centrifugirala 10 minuta na 10000 x g pri 4 °C kako bi uklonila precipitat. Apsorbanciju
dobivenog supernatanta izmjerila sam pri 532 i 600 nm. Koncentraciju malondialdehida sam
izraCunala primjenom Beer-Lambertovog zakona i molarnog ekstincijskog koeficijenta MDA ¢ =
155 mM~'em™!, pri éemu sam od apsorbancije pri 532 nm oduzela apsorbanciju pri 600 nm radi

korekcije nespecifi¢ne mutnoce. Rezultate sam izrazila kao nmol MDA po mg suhe tvari.

A.1.1.Statisticka obrada biokemijskih parametara oksidacijskog stresa

Statisticku obradu podataka biokemijskih parametara oksidacijskog stresa gljive C.
parasitica sam napravila u programima Statistica 14 (StatSoft Inc.) i PAST 3.26b (Hammer i sur.
2001). Podatke sam prikazala kao srednje vrijednosti tri replike + standardna pogreska.
Normalnost distribucije podataka testirala sam Shapiro-Wilks-ovim testom. Budu¢i da podaci nisu
slijedili normalnu distribuciju, testirala sam ih Kruskal-Wallis-ovim testom. Razinu znac¢ajnosti
postavila sam na p < 0,05. Kako bi analizirala postoji li znacajna korelacija izmedu aktivnosti
parametara ukljucenih u oksidacijski stres i raznolikosti virusnih populacija u domacinu koristila

sam neparametrijski Spearmanov p koeficijent korelacije.
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5. REZULTATI

5.1.  Prisutnost virusa CHV1 u razli¢itim EU-tipovima
gljive

U Ozlju je, od 36 analiziranih rakova kore kestena iz kojih je uspjesno izolirana gljiva C.
parasitica, identificirano 17 hipovirulentnih (onih u kojima je potvrdena gljiva C. parasitica
zarazena Virusom CHV1) sto ¢ini 47,2 %. Sli¢an postotak hipovirulentnih rakova naden je i u
Kastu (40,7 %), odnosno od 27 rakova iz kojih je izolirana gljiva C. parasitica, njih 11 je bilo
hipovirulentno (Slika 8.).

Izolatima gljive C. parasitica dobivenima iz analiziranih rakova zatim je odreden tip
vegetativne kompatibilnosti sparivanjem s EU testerima i molekularnim metodama. Primjer
odredivanja pojedinog vic lokusa molekularnom metodom prikazan je na slici 9. U Ozlju je

identificirano ukupno devet EU-tipova a u Kastu ih je pronadeno 11 (Tablica 5.).
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Slika 8. Primjer elektroforeze amplikona dobivenih reverznom transkripcijom i PCR-om dsRNA
izolirane iz micelija gljive Cryphonectria parasitica zarazene virusom CHV1 sakupljenim u Ozlju
(0z) i Kastu (ks). Uzorci su oznaceni brojevima 1-32 redom: 0z_03.2, 0z_11.3, 0z_15.6, 0z_24.2,
0z_42.3, 0z_45.6, ks_29.1, ks_43.2 (nije hipovirulentan), ks_44.1 (nije hipovirulentan), ks_46.6
(nije hipovirulentan), oz_45.4 (nije hipovirulentan), ks_46.2, EP713, EU1, negativna kontrola
reakcije reverzne transkripcije, negativna kontrola reakcije PCR-a. Kao pozitivna kontrola koristen
je izolat dsRNA prototipskog soja EP713, kao negativna kontrola izolat dsSRNA testera EU-1, a
kao kontrole reakcije reverzne transkripcije i PCR-a, ultracista voda. Od prve do 16. jaZice su
uzorci umnoZeni parom pocetnica za ORFA. Molekularni standard veli¢ina DNA je GeneRuler
1kb DNA Ladder. Od 17. jazice (oznacene strelicom) uzorci su isti ali su umnozeni drugim parom

pocetnica, za ORFB.
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Slika 9. Primjer agaroznog gela za odredivanje genotipa lokusa vic4 micelija gljive
Cryphonectria parasitica zarazene virusom CHV1 sakupljenim u Ozlju (0z) i Kastu (ks). Na
pocetku svakog retka nalaze se molekularni standardi za odredivanje veli¢ine fragmenta
(MARKER). Uzorci su ozna¢eni brojevima 1-58 redom: ks_02.1, ks_05.1, ks_07.1, ks_09.2,
ks 10.1, ks 10.3, ks_10.4, ks_10.6, ks_09.3, ks_19.2, ks_22.1, ks 23.2, ks_27.2, ks_29.1,
ks 30.2, ks_30.5, ks_31.1,ks_33.1, ks_36.2, ks_36.3, ks_46.1, ks_46.3, ks_46.4, ks_48.2,

ks _46.6, ks 50.3, ks_08.2, ks_20.2, ks _08.1, ks_08.3, 0z_04.3, 0z_08.1, 0oz_08.2, 0z_10.4,
0z_10.5,0z_14.2,0z 15.1, 0z 15.4,0z_19.3, 0z _20.3, 0z_20.6, 0z _22.3, 0z _23.3, 0z_32.3,
0z_34.3,0z_35.5,0z 39.1, 0z _40.5, 0z _40.6, 0z_41.3,0z_42.3,0z _45.4,0z 47.1,0z_12.2,

0z_20.2,0z 13.2, 0z _19.2, ultradista voda kao kontrola.
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Tablica 5. Prikaz zastupljenosti EU-tipova u terenskim izolatima iz Ozlja i Kasta 2019.

EU tip Ozalj Kast
EU-1 20 10
EU-2 9 5
EU3 1 0
EU-7 0 1
EU-13 1 3
EU-14 1 0
EU-15 0 1
EU-17 1 2
EU-19 1 0
EU-21 0 1
EU-22 1 1
EU-24 0 1
EU-28 1 0
EU-29 0 1
EU-44 0 1

5.2.  Uspjesnost vertikalnog prijenosa virusa CHV1

Prosje¢na uspjesnost vertikalnog prijenosa virusa (putem nespolnih spora) bila je iznad 75
%. Za tri prethodno karakterizirana izolata virusa CHV1, CR23, Euro7 i EP713 te jedan izolat iz
Kasta (ks_46.4) uspjesnost prijenosa je iznosila 100 %. Za izolat iz Ozlja (0z_08.2) uspjesnost je

iznosila 77 %, a za drugi izolat iz Kasta (ks_30.4) uspjesnost je iznosila 92 %.

5.3.  UspjeSnost horizontalnog prijenosa virusa CHV'1

Prilikom horizontalnog prijenosa virusa CHV1 istrazen je utjecaj heteroalelizma na
odabranim vic lokusima (vic2, vic3 i vic4) izmedu sojeva gljive C. parasitica donora i primatelja
virusa. Heteroalelizam na lokusu vic2 je najvise ograni¢avao prijenos (uspjesnost prijenosa oko 6

%), na lokusu vic3 utjecaj je bio nesto slabije izrazen (uspjeSnost prijenosa 12 - 25 %), dok
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heteroalelizam na lokusu vic4 nije znacajno smanjio uspjesnost prijenos virusa CHV1 izmedu

donora i primatelja u odnosu na izogene izolate. U koinokulacijama testiranih izolata s istim EU-

tipom, tj. medu izogenim izolatima gljiva, prijenos virusa je bio uspjesan u 100 % slucajeva

(Tablica 6).

Na uspjesnost horizontalnog prijenosa virusa CHV1 (Tablica 6.) nije utjecao donorski

izolat virusa $to je pokazano Fisherovim testom (Tablica 7.). Heteroalelizam na lokusima vic2 i

vic3 imao je razliciti u¢inak na prijenost virusa CHV'1 izmedu donora i primatelja no ta razlika nije

bila statisticki znacajna za pojedine virusne izolate Euro7 i EP713 (Tablica 8.).

Tablica 6. Postotak uspjesnosti horizontalnog prijenosa virusa CHV1 iz donora (CR23, Euro7 i

EP713) u primatelje ovisno o postojanju heteroalelnih vic lokusa. EU-tipovi donora su naznaceni

u zagradama.

VIRUSNE POPULACIJE DONORA (EU-TIP)
SKRACENICE DONORA
CR23 (EU-1) Euro7 (EU-9) EP713 (EU-5)
CD1, CD2, CD44, CD5 ED9, ED15, ED36, ED17 FD5, FD6, FD60, FD1
HETEROALELNI EU-TIP USPJESNOST EU-TIP USPJESNOST EU-TIP USPJESNOST
VIC LOKUS PRIMATELJA PRIJENOSA PRIMATELJA PRIJENOSA PRIMATELJA PRIJENOSA
(SKRACENICE (SKRACENICE (SKRACENICE
PRIMATELJA) PRIMATELJA) PRIMATELJA)
NIJEDAN EU-1 100 % EU-9 100 % EU-5 100%
(C11, C12, C13) (E91, E92, E93) (F51, F52, F53)
vic2 EU-2* 5.9 % EU-15 5.6 % EU-6 6.1%
(C21, C22, C23) (E151, E152, (F61, F62, F63)
E153)
vic3 EU-44 25 % EU-36 143 % EU-60 12.5%
(C441, C442, (E361, E362, (F601, F602,
C443) E363) F603)
vicd EU-5 97.8% EU-17 96 % EU-1 98.6 %
(C51, C52, C53) (E171, E172, (F11, F12, F13)
E173)

*1zolat HK22C (EU-2) je koristen umjesto standardnog testera.
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Tablica 7. Rezultati Fisherovog testa razlike u uspjesnosti horizontalnog prijelaza virusa CHV1

izmedu razli¢itih hipovirulentnih donorskih izolata

razlikovni vic lokus | Primatelj Hipovirulentan donor p-vrijednost Fisherovog testa
izmedu donora i | nakon pokusa
primatelja CR23 | Euro7 | EP713 | CR23/Euro7 | CR23/EP713 | Euro7/EP713
vic2 hipovirulentan | 8 7 10 . . .
virulentan 126 119 154
vic3 hipovirulentan | 10 10 20
0,20088 0,07947 0,67738
virulentan 30 60 140
vicd hipovirulentan | 44 24 71
1 1 0,45103
virulentan 1 1 1
niti jedan (isti genotip | hipovirulentan | 10 10 10
donora i primatelja) 1 1 1
virulentan 0 0 0
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Tablica 8. Rezultati Fisherovog testa razlike u uspjesnosti horizontalnog prijelaza virusa CHV1 u pokusima izmedu micelija gljive C.

parasitica heteroalelnih na razli¢itim vic lokusima

Virusni izolat Primatelj razlikovni vic lokus izmedu | p-vrijednost Fisherovog testa
nakon pokusa | donora i primatelja
vic2 | vic3 | vic4 | nijedan | vic2/vic3 vic2/vic4 vic2/same vic3/vicd vic3/same vicd/same
CR23 hipovirulentan | 8 10 44 10
0,001574 2,04x107% 5,70x101! 2,59x1013 0,000018 1,000000
virulentan 126 30 1 0
Euro7 hipovirulentan | 7 10 24 10
0,060641 1,35x102° 4,58x10° 1,45x10°3 1,12x10”7 1,000000
virulentan 119 60 1 0
EP713 hipovirulentan | 10 20 71 10
_ 0,055572 4,67x10% 3,43x101! 6,41x1040 7,08x107° 1,000000
virulentan 154 140 1 0
Svi zajedno hipovirulentan | 25 40 139 | 30
- 0,000146 2,10x10720 4,23x10% | 4,10x10°8 3,20x10%2 1,000000
virulentan 399 (230 |3 0
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5.4. Populacije virusa CHV1 u gljivi

5.4.1.Promjene u sastavu i raznolikosti virusnih populacija prilikom
vertikalnog prijenosa virusa CHV1

U analizu virusnih populacija ukljuéeno je istih 37 uzoraka kao i za biokemijske parametre.
Ukljuceni su izolati: 1) roditeljski EP713 1 Sest populacija iz spora, ii) roditeljski CR23 i 4
populacije iz spora, iii) roditeljski Euro7 i 5 populacija iz spora, iv) roditeljski ks 46.4 i 5
populacija iz spora, v) roditeljski ks_30.4 i 5 populacija iz spora te vi) roditeljski 0z_08.2 i 6
populacija iz spora (Tablica 2.).

Sastav virusnih populacija (odnosno zastupljenost virusnih varijanti) prije i nakon
vertikalnog prijenosa je u mnogim slucajevima bio statisti¢ki znacajno razli€it, s iznimkom izolata
CR23. Sve virusne populacije spora ks_30.4 (K1S1-5) znacajno su se razlikovale od svoje
roditeljske populacije po zastupljenosti virusnih varijanti (K1M). Za ostale izolate uklju¢ene u
vertikalni prijenos, sastav virusnih populacija pojedinih spora znacajno se razlikovalo od svojih

roditeljskih populacija, ali to nije vrijedilo za sve spore istog roditelja (Tablica 9.)
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Tablica 9. Razlike u sastavu virusnih populacija, temeljeno na brojnosti pojedinih virusnih varijanti, izmedu roditeljskih populacija za

izolate CR23, EP713, Euro7, te izolate iz Kasta (ks) i Ozlja (0z) i njihovih spora nakon vertikalnog prijenosa koriste¢i Wilcoxonov

test. Statisticki znacajne razlike su oznacene zvjezdicama: *p < 0,05; **p < 0,001; ***p < 0,0001.

RODITELJSKA VIRUSNA POPULACIJA

(SKRACENICA)
REPLIKA CR23 p- EP713 p-vrijednost Euro7 p- ks 30,4 p- ks_46,4 p- 0z_08,2 p-
(VIRUSNA (C™M) vrijednost (FM) (E7) vrijednost (K1M) | vrijednost (K2m) vrijednost (om) vrijednost
POPULACIA
SPORE)
1 SKRACENICA Cs1 0,97483 FS1 0,57251 ES1 0,027084* K1S1 0,020715* K2S1 0,14276 01s1 4,67E-06
SPORE **
2 Cs2 0,50037 FS2 0,0007386** ES2 0,003502* K1S2 0,005632* K2S2 0,003304* 01s2 0,00101*
3 CSs3 0,4006 FS3 0,0041852* ES3 0,1584 K1S3 0,005663* K2S3 0,97017 01S3 3,44E-
05***
4 Cs4 0,054659 FS4 0,18563 ES4 0,20589 K154 0,019342* K254 0,007834* 01s4 0,11396
5 FS5 2,22E-05*** ES5 0,081742 K1S5 9,75E- K2S5 0,19188 01S5 1,67E-
06*** 09***
6 FS6 0,0001249** 01S6 0,19879
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Pad ukupne mutacijske raznolikosti vidljiv je nakon vertikalnog prijenosa virusa CHV1
izmedu virusnih populacija roditeljskih izolata i njihovih spora u svim izolatima izuzev CR23 no
taj pad nije statisticki znacajan kod podtipa | (Euro7, ks_30.4, ks_46.4 i 0z_08.2). Medutim,
populacijsko usko grlo je bilo vidljivo nakon prijenosa virusnih populacija roditeljskog izolata
francuskog podtipa F1 EP713 u spore (p vrijednost <0,001), za mutacijsku raznolikost () (Slika
10 A), ali ne i za broj virusnih varijanti (Slika 10 B). Kod podtipa I (Slika 10 A). Utjecaj uskog
grla je takoder vidljiv i u smanjenju broja virusnih varijanti identificiranih u sporama za sve izolate

podtipa | (Slika 10 B) iako nije bio statisticki znacajan.
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CHV1 VIRUSNA POPULACIJA

Slika 10. Promjene u mutacijskoj raznolikosti (1) (A) i u broju virusnih varijanti (B) nakon
vertikalnog prijenosa virusa CHV1. Na kutijastom dijagramu prikazani su medijan (linija unutar
pravokutnika), interkvartilni raspon (IKR), dok linije izvan pravokutnika predstavljaju vrijednost

od 1,5 x IKR. Zvjezdicom je oznacena statisticki znacajna promjena (p vrijednost <0,001).

Medu analiziranim virusnim izolatima nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u raznolikosti
virusnih populacija izmedu roditeljskih izolata i njihovih spora. Populacija virusa CHV1 izolata

EP713 te populacije njegovih spora imale su najvisi Shannonov indeks raznolikosti (H') od svih
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analiziranih populacija uklju¢enih u eksperiment vertikalnog prijenosa virusa CHV1. Virusne

populacije podtipa I imaju nize vrijednosti H' od francuskog podtipa F1 (EP713) (Tablica 10.)

Tablica 10. Shannonov indeks raznolikosti (H') za roditeljske virusne populacije CR23, EP713,
Euro7, te izolate iz Kasta (ks) i Ozlja (oz) te populacije njihovih spora. U zagradama je prikazan

95%-tni interval pouzdanosti.

H: VIRUSNE POPULACIJE
CR23 EP713 Euro? ks_30.4 ks_46.4 0z_08.2
RODITELISKI 0,6329 3,892 1,031 0,5426 0,6874 2,016
(0,6294-0,6364) | (3,882-3,9) (1,021-1,04) (0,5312-0,5535) | (0,677-0,6968) (2,001-2,029
S1 1,793 3,456 0,8036 0,594 111 1,089
(1,782-1,804) | (3.442-3,467) | (0,7975-0,8095) | (0,5825-0,6052) | (1,104-1,115) (1,078-1,1)
S2 1,325 3,946 0,8695 0,2779 0,5584 1,841
(1,314-1,336) | (3,.928-3,958) | (0,8642-0,8743) | (0,27-0,2853) (0,5526-0,564) (1,831-1,851)
S3 1,531 3,904 1,001 0,7572 1,354 1,269
(1,52-1,542) 3,886-3,916) (1,082-1,101) | (0,7472-0,7667) | (1,345-1,362) (1,257-1,28)
S4 1,206 3,85 0,9512 0,9186 1,131 1,174
(1,196-1,216) | (3,838-3,859) | (0,9419-0,9602) | (0,9108-0,9262) | (1,125-1,137) (1,159-1,188)
S5 N/A 38 08121 0,6729 0,6225 0,9532
(3,782-3,813) | (0,8055-0,8183) | (0,6692-0,6766) | (0,6162-0,6288) | (0,945-0,9608)
S6 N/A 4,077 134
(4,062-4,088) (1,325-1,354)

5.4.2.Promjene u sastavu i raznolikosti virusnih populacija prilikom
horizontalnog prijenosa virusa CHV1

Heteroalelizam na vic2 lokusu izmedu donora i primatelja uzrokovao je promjene u sastavu
virusnih populacija nakon prijenosa kod izolata Euro7 i EP713 u po dva od tri pokusa prijenosa,
no nije utjecao na promjene kod izolata CR23. Heteroalelizam na vic3 lokusu je znacajno
promjenio sastav sedam od devet populacija primatelja dok je heteroalelizam na vic4 lokusu
uzrokovao promjene na samo dvije od devet analiziranih populacija primatelja i to kod izolata
Euro7 i EP713 (Tablica 11.). Zanimljivo, zna¢ajna promjena u sastavu virusnih populacija je
utvrdena nakon horizontalnog prijenosa virusnih populacija u isti vc tip (isti EU-tip) u jednom od
tri pokusa prijenosa kod izolata CR23 te u dva od tri pokusa prijenosa kod izolata EP713 (Tablica
11).

Tablica 11. Razlike u sastavu virusnih populacija izmedu donora i primatelja virusa CHV1, na
temelju broja i uzrokovane efektom vegetativne

zastupljenosti  virusnih  varijanti,

nekompatibilnosti (vic2, vic3 i vicd) tijekom prijenosa virusa koriste¢i Wilcoxonov test. Uzorci
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ukljucuju tri izolata kao donore (CR23, Euro7, EP713) s po ¢etiri uzorka za svaki donor (CD, ED,
FD) ovisno o koinokulacijom s razli¢itim testerima, te uzorke primatelja (triplikati svakog od Cetiri
koinokulacije za sva tri izolata) Sto je detaljno opisano u Tablici 4. Statisticki znacajne razlike u
primateljskim populacijama u odnosu na donorske su oznacene zvjezdicama: *p < 0,05; **p <

0,001; ***p < 0,0001.

VIRUSNA POPULACIJA DONORA
(SKRACENICA)
CR23 Euro7 EP713
(CD1, CD2, CD44, CD5) (ED9, FD15, FD36, FD17) (FD5, FD6, FD60, FD1)
Heteroalelni vic SKRACENICA p-vrijednost SKRACENICA p-vrijednost | SKRACENICA p-vrijednost
lokus PRIMATELJA PRIMATELJA PRIMATELJA
Cl1 0,94095 E91 0,68033 F51 0,00051403**
isti EU-tip
C12 0,056327 E92 0,40088 F52 0,20737
C13 0,012894* E93 0,092453 F53 0,0074259*
Cc21 0,068489 E151 0,12239 F61 0,34679
vic2
C22 0,15736 E152 0,033798* F62 0,0082071*
Cc23 0,60562 E153 0,0057488* F63 0,00263*
C441 0,027187* E361 0,013637* F601 0,80436
vic3
C442 0,059553 E362 0,0037761* F602 8,06E-05***
C443 0,0058834* E363 0,0012588* F603 9,66E-06***
C51 0,76879 E171 0,0026511* F11 0,46126
vicd
C52 0,67455 E172 0,24744 F12 7,26E-11***
C53 0,11271 E173 0,59812 F13 0,42594
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Wilcoxonov test pokazao je da se virusne populacije primatelja (CR23, Euro7 i EP713)
proizas$le iz izogenog prijenosa virusa, ne razlikuju od populacija primatelja gdje je postojala
razlika u vc tipu izmedu donora i primatelja virusa (Tablica 12. isti/vic2, isti/vic3, isti /vic4). No
postoji statisticki znacajna razlika izmedu sastava virusnih populacija primatelja koji su
heteroalelni na vic2 lokusu u usporedbi s onima heteroalelnim na vic3 , odnosno vic4 lokusu , a

koje su proizasle iz istog micelija donora (Tablica 12.).

Tablica 12. Razlike u sastavu virusnih populacija izmedu pojedinih primatelja obzirom na
razliku u vic lokusu izmedu pojedinih pokusa prijenosa, na temelju broja i zastupljenosti virusnih
varijanti, tijekom prijenosa virusa koriste¢i Wilcoxonov test. Statisticki znacajne razlike izmedu

primateljskih populacija su oznacene zvjezdicama: *p < 0,05.

Razlika u vic lokusu
primatelja
p-vrijednost
(Wilcoxonov test)

isti/vic2 isti/vic3 isti/vic4d | vic2/vic3 | vic2/vicd | vic3/vich

0,20398 | 0,29974 | 0,12843 | 0,03945* | 0,02761* | 0,36118

Prema rezultatima generaliziranog linearnog modela ne postoji statisticki znacajna
razlika u virusnoj raznolikosti (opisano pomo¢u mjere mutacijske raznolikosti te broja virusnih
varijanti) niti izmedu jedne od analiziranih virusnih populacija, tj. heteroalelizam ni na jednom
od testiranih vic lokusa nije rezultirao znac¢ajnom promjenom virusne raznolikosti prilikom

horizontalnog prijenosa (Slika 11).
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Slika 11. Promjene u mutacijskoj raznolikosti () (A) i u broju virusnih varijanti (B) nakon

horizontalnog prijenosa virusa CHV1. Niti u jednoj populaciji nije bilo znacajne razlike prije i

nakon prijenosa virusa. Na kutijastom dijagramu prikazani su medijan (linija unutar pravokutnika),

interkvartilni raspon (IKR), dok linije izvan pravokutnika predstavljaju vrijednost od 1,5 x IKR.
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Shannonov indeks raznolikosti virusnih populacija (H") je u sedam od 12 sluc¢ajeva bio veci

u virusnim populacijama donora nego u primateljima za sve izolate gljiva, osim u osam od devet

izolata heteroalelnih na vic4 lokusu (Tablica 13.) gdje je bio veéi u virusnim populacijama

primatelja. Ukupno je vrijednost indeksa raznolikosti u replikama primatelja C11, C22, C51, C52
i C53 za izolat CR23; E92, E153, E171, E172, E173 za Euro7 te F51, F601, F603, F12, F13 za
EP713 izolat, bila ve¢a od donorske

Tablica 13. Shannonov indeks raznolikosti (H’) za virusne populacije iz gljiva donora i primatelja

(heteroalelnih na vic2, vic3, vic4 ili istog EU-tipa). 95%-tni interval pouzdanosti naveden je u

zagradama. Zeleno su oznacene vrijednosti primatelja koje su manje od donora (7/12) za svaki

izolat, dok su ruziCasto oznacene vrijednosti primatelja viSe od donora ali samo u slucaju

heteroalelizma na vic4 (8/9).

VIRUSNA POPULACIJA DONORA

(SKRACENICA)
CR23 Euro7 EP713
(CD1, CD2, CD44, CD5) (ED9, FD15, FD36, FD17) (FD5, FD6, FD60, FD1)
DONOR H'’ 1.24 1.76025 2.35275
Heteroalelni | SKRACENICA H’ SKRACENICA H SKRACENICA H’
vic lokus PRIMATELJA (95%) PRIMATELJA (95%) PRIMATELJA (95%)
cl1 1,242 E91 F51 2,67
(1,226-1,258) (2,648-2,688)
isti EU-tip C12 E92 2,078 F52
(2,065-2,089)
C13 E93 F53
c21 E151 F61
vic2 c22 1,664 E152 F62
(1,651-1,676)
c23 E153 2,781 F63
(2,767-2,794)
c441 E361 F601 2,741
(2,72-2,759)
vic3 C442 E362 F602
C443 E363 F603 2,646
(2,605-2,678)
C51 E171 F11
vica C52 E172 F12
C53 E173 F13
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5.4.3. Struktura virusnih populacija

Filogenijske analize strukture virusnih populacija napravljene su pomoc¢u bioinformatickog
alata RAXML-NG, uzorci su grupirani prema vrsti prijenosa (vertikalni ili horizontalni) te prema
njihovom podtipu (podtip | i F1). Rezultati su prikazani u obliku filogenijskog stabla te pokazuju
da se, u vecini slucajeva, populacije virusa CHV1 proizasle iz ishodi$ne populacije grupiraju
zajedno, u pokusima horizontalnog i vertikalnog prijenosa virusa (Slika 12.). Jedina iznimka su
populacije primatelja (F61-F63) koje se nisu grupirale s njihovom donorskom populacijom - FD6
(Slika 12A) i virusna populacija primatelja C22 koja se grupirala s populacijama primatelja Euro7,
a ne s donorskom populacijom CD2 (Slika 12B). U oba slucaja, rije¢ je o prijenosima Koji Su
ukljucivali heteroalelni lokus vic2. Opcenito govoreéi, u eksperimentima vertikalnog prijenosa
virusa CHV 1, virusne populacije proizasle iz spora izolata EP713 (podtip F1) su blisko grupirane
(Slika 12A), dok to nije bio slucaj s izolatima Euro 7 i CR23 (podtip I) (Slika 12B). Kod
horizontalnog prijenosa virusa CHV1 utvrden je slican obrazac, naime, virusne populacije
primatelja virusa izolata EP713 su srodnije (Slika 12A) nego virusne populacije primatelja izolata
CR23 i Euro7 (Slika 12B).
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Slika 12. Filogenijska rekonstrukcija odnosa virusnih populacija izmedu razli¢itih domacina: A)
EP713 nakon vertikalnog i horizontalnog prijenosa, B) CR23 i Euro7 nakon vertikalnog i
horizontalnog prijenosa. Filogenijsko stablo je neukorijenjeno, te su bootstrap vrijednosti
prikazane pomocu krugova na ¢vorovima stabla. Crvenom bojom su oznaceni uzorci koristeni u

vertikalnom eksperimentu, crnom su tzv. ,,pooled” populacije, tj. miceliji gljiva koje nisu
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sudjelovale u koinokulacijama. Odredenom bojom su oznaceni donori i primatelji koji su skupa
koinokulirani u horizontalnom eksperimentu prijenosa virusa (Tablice 2. i 4.). Na slici A) donor i
primatelji istog EU tipa su oznaceni naran¢astom bojom, donor i primatelji heteroalelni na vic2 su
oznaceni plavom bojom, donor i primatelji heteroalelni na vic3 su oznaceni ruzi¢astom bojom a
donor i primatelji heteroalelni na vic4 su oznaceni zelenom bojom. Na slici B), za izolat CR23
donor i primatelji istog EU tipa su oznaceni plavom bojom, donor i primatelji heteroalelni na vic2
su oznac¢eni ruzi¢astom bojom, donor i primatelji heteroalelni na vic3 su oznaceni zelenom bojom
a donor i primatelji heteroalelni na vic4 su oznaéeni naranc¢astom bojom. Na slici B), za izolat
Euro7, donor 1 primatelji istog EU tipa su oznaceni plavom bojom, donor 1 primatelji heteroalelni
na vic2 su oznacéeni zelenom bojom, donor i primatelji heteroalelni na vic3 su oznaéeni ruzi¢astom

bojom a donor i primatelji heteroalelni na vic4 su ozna¢eni naran¢astom bojom.

Prikaz meduodnosa pojedinih populacija u obliku mreze haplotipova otkriva da se, za oba
podtipa virusa CHV 1, virusne populacije u kojima je naden velik broj mutacija (E92, E153 te C22)
grupiraju zajedno tj. da dijele viSe virusnih varijanti medusobno nego s ostalim populacijama
(Slika 13.). Virusne populacije izolata gljive C. parasitica iz Ozlja i Kasta se uglavnom grupiraju
s populacijima izolata svojih spora. Zanimljivo je istaknuti, da iako njihove roditeljske populacije
(OM, K1M, K2M) pokazuju odredene sli¢nosti, populacije njihovih spora su uglavnom grupirane
blize s roditeljskim populacijama (Slika 13.). Kod prototipskog izolata EP713 mnoge populacije
virusa grupiraju se zajedno te dijele mnogo virusnih varijanti, izuzev F61, F62, F63 i F603
ukljuc¢enih u pokus horizontalnog prijenosa i FM u pokusu vertikalnog prijenosa virusa koje
formiraju zasebnu skupinu (Slika 13A). Virusne populacije podtipa | su formirale nekoliko
odvojenih grupa, te se ne €ini da formiraju jasne skupine obzirom na pojedini virusni izolat (Slika
13B). Virusne populacije iz Ozlja i Kasta su takoder razdijeljene, s time da su dvije populacije iz

Kasta takoder ve¢inom odijeljene i1 spadaju u posebnu grupu (Slika 13C).
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Slika 13. Prikaz meduodnosa pojedinih populacija virusa CHV1 u obliku mreze haplotipova
napravljen pomocu alata PopNetD3 nakon vertikalnog 1 horizontalnog prijenosa za virusni izolat
EP713 (A), izolate CR23 i Euro7 nakon vertikalnog i horizontalnog prijenosa (B) te izolate iz
Ozlja i Kasta (koji su bili uklju¢eni samo u pokuse vertikalnog prijenosa (C). Stupanj sli¢nosti
sekvenci je prikazan debljinom linije koja povezuje populacije. Boja vanjskog kruga pokazuje
pripadnost odredenoj grupi dok boje unutarnjeg kruga predstavljaju regije odnosno postotak
zajednickog podrijetla koji pojedine grupe dijele s ostalim grupama. Detaljniji opisi kratica su u

tablicama 2 i 4.

Kako bi istrazila sastav virusnih varijanti, zbrojila sam iste haplotipove nadene u jednom
uzorku te dobila njihov ukupan broj u tom uzorku. Kod virusnog izolata EP713 koristenog u
vertikalnom prijenosu, u roditeljskom izolatu i Sest populacija proizaslih iz spora, nadeno je
ukupno 1150 razli¢itih virusnih varijanti S prosjekom od pet varijanti koje su zastupljene s
najmanje 5 % ukupnog broja virusnih varijanti dok je kod izolata CR23 nadena ukupno 91 razli¢ita
virusna varijanta s prosjekom od 3 varijante zastupljene s najmanje 5 % ukupnog broja virusnih
varijanti (Tablica 14.). Naposlijetku, u izolatu Euro7, pronadeno je ukupno 51 razli¢itih virusnih

varijanti, a prosjek broja varijanti zastupljenih s najmanje 5 % ukupnog broja iznosio je 2,5.
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Proucavajuci izolate uklju¢ene u horizontalni prijenos virusa, pronadene su u prosjeku
Cetiri varijante zastupljene s najmanje 5 % ukupnog broja virusnih varijanti, kojih je bilo 811 u
virusnom izolatu EP713. Za izolat CR23, taj broj iznosi 2,8 od ukupno 222 varijante, a za virusni
izolat Euro?7 taj broj je 3,3 od 309 pronadenih virusnih varijanti. Broj razli¢itih varijanti kao i broj

najcesc¢ih varijanti je prikazan u Tablici 14.

Tablica 14. Ukupan broj razli¢itih virusnih varijanti nadenih u odredenom izolatu za vertikalni (
EP713, CR23, Euro7, ks_30.4, ks_46.4 i 0z_08.2; ver) i horizontalni (EP713, CR23 i Euro7; hor)
prijenos. Srednja vrijednost broja varijanti svih uzoraka ukljucenih u odredeni eksperiment je
vidljiva u zagradama.Takoder je prikazana i srednja vrijednost broja najucestalijih varijanti, t].

onih koje su prisutne u barem 5 % ukupnog broja svih nadenih varijanti u odredenom izolatu.

EP713 CR23 Euro7 ks 30.4 | ks 46.4 | oz 08.2
ver hor ver hor ver hor ver ver ver
Br?gr‘égg}:“t' 1150 | 811 | 91 | 222 | 51 | 309 63 46 362
vrijednosty | (227,1) | (77,4) | (30,8) | (22,8) | (19,7) | 30,4) | (15,7) | (11,2) | (64.3)
Broj varijanti
naden u barem
5% ukupnog 5 4 3 2,8 2,5 3,3 1,7 2,85 2,7
broja

5.4.4. Tipovi selekcije unutar domacina

Tipovi selekcije karakterizirani su pomocu sinonimnih i nesinonimnih mutacija, 0dnosno
usporedena je mutacijska raznolikost () izmedu sinonimnih (nS) 1 nesinonimnih (7N) mutacija u
analiziranom 5 kb dugom segmentu genoma virusa CHV1.

Od 88 analiziranih populacija, ukljucujuéi vertikalni i horizontalni prijenos, ©tS bio je veci
od ntN za 79 virusnih populacija a kod preostalih 9 oN je bio veci od ©S (xS = 0,002321 + 0,006485,
7N = 0,000356 £ 0,000654, t-test = —3,1328, srednja razlika = 0,001965, p-vrijednost = 0,002359)
(Prilog 1.). Analiza je napravljena zasebno na oba ORF-a te je vecina populacija imala S > ©tN,
to¢nije 60 na ORFA i 58 na ORFB od ukupno 88 populacija. Kod vertikalnog prijenosa =S je bio

veéi od TN u 29 od 37 analiziranih virusnih populacija ali razlika nije bila statisticki znacajna (7S
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= (,000905 £ 0,003988, =N = 0,000224 + 0,00045, t-test = —1,1458, srednja razlika = 0,000681,
p-vrijednost = 0,25944). Samo jedna od 6 roditeljskih virusnih populacija, ona iz Ozlja (OZM) te
7 od 31 virusnih populacija proizaslih iz spora su imale N > nS. U horizontalnom prijenosu «tS je
bio statisticki znac¢ajno veci od TN u 50 od 51 virusnih populacija (xS = 0,003348 + 0,00765, TN
= 0,000451 £ 0,000755, t-test = —2,9634, srednja razlika = 0,002897, p-vrijednost = 0,004649).
Nijedna od donorskih virusnih populacija nije imala =N > S, dok je samo jedna virusna populacija

primatelja (E173) imala N > =nS.

Za mutacije koje mijenjaju kodon a time i aminokiselinu, pretpostavlja se da imaju umjeren
ucinak tj. da mogu promijeniti funkcionalnost proteina. Takve tzv. missense mutacije su nadene u
svim istrazivanim virusnim populacijama. Mutacije gdje dolazi do pomaka okvira ¢itanja, za koje
se smatra da imaju velik uc¢inak, poSto mogu dovesti do skraéivanja proteina, koji tako mogu u
potpunosti izgubiti svoju funkciju, pronadene su u nekim uzorcima. Takve mutacije su nadene na
pet razli¢itih pozicija u genomu roditeljskog virusnog izolata EP713 (FM) koriStenog u
vertikalnom prijenosu, kao i u sve tri primateljske populacije proizasle nakon horizontalnog
prijenosa virusa u micelij heteroalelan na vic2 lokusu te jednoj primateljskoj populaciji nakon
prijenosa u micelij heteroalelan na vic3 lokusu proizasle iz navedene donorske populacije. Jo$
jedna takva mutacija je nadena i u dvije virusne populacije primatelja — F61 i F63. Kod virusnih
izolata CR23 i Euro7 nadeno je devet mutacija koje mijenjaju okvir ¢itanja u svim analiziranim
populacijama (pokus horizontalnog i vertikalnog prijenosa virusa, uklju¢ujuéi i donore i roditeljske
populacije). Osim navedenih, nadene su i delecije genoma virusa CHV1 koje najvjerojatnije
predstavljaju defektne virusne RNA molekule. Na poziciji 4672 (ORFB), delecija duga 237 parova
baza bila je prisutna u gotovo svim virusnim populacijama izolata EP713, ukljucujuéi roditeljsku
1 populacije donora, tocnije, od 24 ukupno analiziranih virusnih populacija izolata EP713 (pokus
vertikalnog i horizontalnog prijenosa virusa). Od tih 24 analiziranih virusnih populacija, u njih 21
ta delecija je imala visoku ucestalost unutar domacina od ~65 %. Ista delecija (duga 237 parova
baza) pronadena je na poziciji 4671 (ORFB) u jednom primatelju virusnog izolata Euro7 (E153),
no tu je delecija imala nizu ucestalost: 13,3 %. U istom virusnom izolatu (Euro7) uocena je velika
delecija duga 978 parova bazana na poziciji 2389 (ORFB). Ova delecija je pronadena u svim
izolatima uklju¢enim u vertikalni prijenos gdje je njezina ucestalost bila ~65 %, te u jednoj

virusnoj populaciji donora (ED15) s ucestalos¢u od 13 %. Posljednja uocena velika delecija od
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915 parova baza na poziciji 2409 (ORFB) pronadena je u samo jednoj populaciji proizasloj iz
spore (K2S1) s ucestalosc¢u 45,1 %.

U pokusu horizontalnog prijenosa virusa CHV1, primjecena je i razlika u uspjesnosti
prijenosa odredenih virusnih varijanti ovisno o heteroalelizmu razli¢itih vic lokusa. Kad su aleli
na svim vic lokusima bili isti (isti EU-tip) ili kad je razlika bila u vic4 alelu, broj prenesenih
varijanti (nadenih i u donorskom i primateljskom izolatu) je bio visi, redom, za EP713 39 % i 45
%, za CR23 31 % i 30 %, te za Euro7 38 % i 53 % u usporedbi s heteroalelizmom na vic2 ili vic3
lokusu, redom za EP713 13 % i 20 %, za CR23 29 % i 19 %, te za Euro7 23 % i 17 %.

5.5.  Oksidacijski stres u gljive

5.5.1.0ksidacijski stres u gljive nakon vertikalnog prijenosa virusa CHV1

U analizu biokemijskih parametara uklju¢eno je ukupno 37 uzoraka: micelij roditeljskog
uzorka svakog koristenog izolata (EP713, CR23, Euro7, ks 30.4, ks 46.4 i oz 08.2) te micelij
njihovih spora (4-6 spora po svakom prijenosu). Za pocetak testirala sam razlikuju li se znacajno
biokemijski parametri oksidacijskog stresa micelija gljive C. parasitica porijeklom od spora u koje
je vertikalno prenesen virus CHV1 od micelija njihovih roditeljskih izolata koriste¢i
neparametrijski Kruskal Wallis test (Slika 14.). Prema dobivenim rezultatima, u terenskim
izolatima iz Kasta (ks_30.4 i ks_46.4), ukupni sadrzaj tiola se smanjuje u miceliju porijeklom od
spora u odnosu na roditeljski micelij. Nadalje, svi mjereni parametri bili su znacajno nizi u miceliju
podrijetlom iz spora izolata Euro7, nakon vertikalnog prijenosa virusa iz roditeljskog izolata . U
miceliju spora izolata CR23 znacajno je bilo samo povecanje aktivnosti SOD enzima nakon
prijenosa, dok je u miceliju spora izolata EP713 vidljivo znacajno povecéanje aktivnosti enzima

GST te smanjenje sadrZaja tiola i1 razine lipidne peroksidacije.

A) B)
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Slika 14. Promjene parametara oksidacijskog stresa gljive C. parasitica nakon vertikalnog
prijenosa virusa CHV1: A) aktivnost enzima GST, B) aktivnost enzima SOD, C) sadrzaj ne-
proteinskih tiola, D) razina lipidne peroksidacije, E) aktivnost enzima lakaze. Objedinjene su
srednje vrijednosti micelija podrijetlom iz spora te su podaci prikazani kao srednja vrijednost
(svaka spora je imala tri replike) + standardna pogreska. Statisticki znacajno razli¢ite promjene
izmedu svakog pojedinac¢nog roditeljskog micelija i micelija pripadaju¢ih spora (p < 0,05) su

prikazane zvjezdicom; sbm — suha biomasa.

Razlike u biokemijskim parametrima izmedu micelija roditeljskih izolata i micelija izolata
porijeklom od pojedinih spora u koje je vertikalno prenesen virus CHV1 (Prilozi 2.-6.) utvrdene
su za tiole izmedu roditeljskog micelija i micelija jedne spore za uzorke iz Kasta (K1S5) te izmedu
micelija dviju spora iz Ozlja, OS2 i OS3 (Prilog 4.). Zanimljivo je istaknuti da se kod uzorka iz
Ozlja aktivnost enzima GST statisti¢ki znacajno razlikovala izmedu micelija porijeklom od dvije
spore, OS2 i OS5, u koje je prenesen virus CHV1 (Prilog 2.), dok je kod izolata iz Kasta ks 30.4
postojala znacajna razlika u aktivnostima enzima GST (Prilog 2.) i lipidne peroksidacije izmedu

micelija porijeklom iz dviju spora: K1S1 i K1S5 (Prilog 5.).

StatistiCki znacajna razlika utvrdena je u biokemijskim parametrima izmedu micelija izolata

Euro7 i micelija spora u koje je prenesen virus CHV1: za GST (Prilog 2.) i tiole (Prilog 4.) izmedu
roditeljskog micelija EM i micelija spora ES5 te za lipidnu peroksidaciju (Prilog 5.) izmedu
roditeljskog micelija EM i micelija spore ES1, gdje su se vrijednosti za sva tri parametra smanjile
nakon prijenosa.
Kod izolata EP713 utvrdeno je smanjenje razine lipidne peroksidacije izmedu roditeljskog micelija
FM i micelija spore FS1 (Prilog 5.), dok je za izolat CR23 utvrdeno statisti¢ki znacajno povecanje
aktivnosti enzima SOD izmedu roditeljskog micelija CM 1 micelija spore CS4 nakon prijenosa
(Prilog 3.) i razlika u razini lipidne peroksidacije izmedu micelija dviju spora: CS1 i CS2 ( Prilog
5).
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5.5.2. Oksidacijski stres u gljive nakon horizontalnog prijenosa virusa CHV1

Neparametrijski Kruskal Wallis test koristen je za ispitivanje statisticki znacajnih razlika u
biokemijskim parametrima oksidacijskog stresa izmedu micelija izolata ukljucenih u pokuse
horizontalnog prijenosa virusa CHV1. Kod izolata CR23 nadene su statisticki znacajne razlike za
sve promatrane parametre oksidacijskog stresa izmedu donora virusa CHV1 i njihovih
objedinjenih primatelja. Za aktivnost enzima GST, sadrzaj tiola, razinu lipidne peroksidacije te
aktivnost lakaze vrijednosti su manje u miceliju primatelja, dok je aktivnost enzima SOD veca u
miceliju primatelja. Kod izolata EP713 mjerene vrijednosti su znac¢ajno veée u miceliju primatelja
za svaki parametar osim za razinu lipidne peroksidacije. Kod izolata Euro7 razlike su pronadene
za svaki parametar osim za aktivnost enzima GST i lakaze pa je tako aktivnost enzima SOD veca
kod primatelja, dok je u slucaju tiola i lipidne peroksidacije veca razina u donorskom miceliju
(Slika 15.).

Kad su primatelji virusa CHV1 grupirani prema razlikama u vic lokusu izmedu micelija
donora i primatelja, u pokusu horizontalnog prijenosa virusa CR23 nadene su sljedece promjene:
aktivnost GST se smanjila u primateljima u odnosu na donor medusobno razli¢itima na lokusu
vic3 i vicd (Prilog 7.); aktivnost SOD je porasla u primateljima u odnosu na donor medusobno
razli¢itima na lokusima vic2, vic4 te izogenim primateljima (Prilog 8.). Nadalje, sadrzaj tiola se
smanjio u primateljima u odnosu na donor razli¢itima na lokusima vic2 i vic4 (Prilog 9.) dok se
razina lipidne peroksidacije smanjila u primateljima razli¢itima na lokusima vic2 i vic3 (Prilog
10.). Osim navedenog, utvrdene su i razlike u biokemijskim parametrima oksidacijskog stresa
medu pojedinim primateljima virusa CHV1 kod izolata CR23: aktivnost SOD je bila najniza kod
izolata heteroalelnih na vic3 te se statisti¢ki razlikovala od izolata heteroalelnih na vic2 i vic4;
koncentracija tiola je bila najniza kod izolata heteroalelnih na vic4 te se znacajno razlikovala od
izogenih primatelja; lipidna peroksidacija je bila najmanja kod izolata heteroalelnih na vic2 ivic3

te se znacajno razlikovala od lipidne peroksidacije utvrdene kod izolata izogenih primatelja.
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Kad su primatelji grupirani prema razlikama u vic lokusu izmedu micelija donora i
primatelja, u pokusu horizontalnog prijenosa virusa za izolat Euro7 nadene su sljede¢e promjene:
aktivnost SOD je porasla u primateljima u odnosu na donor razli¢itima na lokusima vic2 i vic3
(Prilog 7.); koncentracija tiola se smanjila u primateljima u odnosu na donor razli¢itima na lokusu
vic2 (Prilog 8.); lipidna peroksidacija se smanjila u primateljima u odnosu na donor razli¢itima na
lokusu vic2 (Prilog 9.); aktivnost lakaze se smanjila u primateljima u odnosu na donor razli¢itima
na lokusu vic4 (Prilog 10.). Osim navedenog, utvrdene su i razlike u biokemijskim parametrima
oksidacijskog stresa medu pojedinim primateljima virusa CHV1: aktivnost SOD je bila najvisa
kod izolata heteroalelnih na vic2 te se statisticki razlikovala od izogenih izolata; koncentracija tiola
je bila najvisa kod izogenih izolata te se znacajno razlikovala od izolata heteroalelnih na vic2, vic3
i vic4; aktivnost lakaze je najniza u izolatima heteroalelnim na vic4 te se znacajno razlikovala od
izolata heteroalelnih na vic2 te izolata izogenih primatelja.

| za kraj, kad su primatelji grupirani prema razlikama u vic lokusu izmedu micelija donora
1 primatelja, u pokusu horizontalnog prijenosa virusa EP713 nadene su sljede¢e promjene:
aktivnost GST se povecala u primateljima u odnosu na donor razli¢itih na lokusu vic3 i vic4 te u
izogenih primatelja (Prilog 6.); aktivnost SOD je porasla u primateljima u odnosu na donor
razli¢itih na lokusu vic2 (Prilog 7.); koncentracija tiola se povecala u izogenim primateljima u
odnosu na donor (Prilog 8.); lipidna peroksidacija se povecala u izogenim primateljima u odnosu
na donor (Prilog 9.); aktivnost lakaze se povecala u primateljima u odnosu na donor razli¢itih na
lokusu vic2 i vic4 (Prilog 10.). Osim navedenog, utvrdene su i razlike u biokemijskim parametrima
oksidacijskog stresa medu pojedinim primateljima virusa CHV1: aktivnost SOD je bila najvisa
kod izolata heteroalelnih na vic2 te se statisticki razlikovala od izogenih izolata 1 izolata
heteroalelnih na vic3; koncentracija tiola je bila najvisa kod izogenih izolata, te se znatajno
razlikovala od izolata heteroalelnih na vic2; lipidna peroksidacija je bila najmanja kod izolata
heteroalelnih na vic2 i vic4 te se znacajno razlikovala od lipidne peroksidacije utvrdene kod
izolata izogenih primatelja te izolata heteroalelnih na vic3; aktivnost lakaze je bila najvisa u
izolatima heteroalelnim na vic2 te se znacajno razlikovala od izolata heteroalelnih na vic3 te izolata
izogenih primatelja. Takoder su visoku aktivnost lakaze imali izolati heteroalelni na vic4 koji su

bili statisticki znacajno razliciti od izolata heteroalelnih na vic3.
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Slika 15. Promjene parametara oksidacijskog stresa gljive C. parasitica nakon horizontalnog
prijenosa virusa CHV1, grupirani su svi donori i svi primatelji odredenog izolata: A) aktivnost
enzima GST, B) aktivnost enzima SOD, C) sadrzaj ne-proteinskih tiola, D) razina lipidne
peroksidacije, E) aktivnost enzima lakaze. ,,Donor* predstavlja objedinjene srednje vrijednosti
podrijetlom iz micelija svih donora a ,,primatelj* objedinjene srednje vrijednosti podrijetlom iz
micelija svih primatelja odredenog izolata. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost £ standardna
pogreska dok su uzorci oznaceni zvjezdicom statisticki razliciti izmedu svakog pojedinac¢nog

donorskog micelija i micelija pripadajucih primatelja (p < 0,05); sbm — suha biomasa.
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5.6. Interakcije izmedu parametara oksidacijskog stresa te
raznolikosti virusnih populacija prema mjerama raznolikosti
Nei'Hin

Naposljetku, koristen je neparametrijski Spearmanov p koeficijent korelacije kako bi se
utvrdilo postoji li znacajna korelacija izmedu vrijednosti mjerenih parametara oksidacijskog
stresa i raznolikosti virusnih populacija (Nei's H i mutacijska raznolikost 7) u odredenim
izolatima (Slika 16.). Sto se ti¢e uzoraka prikupljenih na terenu, kod izolata oz_08.2 postoji
znacajno pozitivna korelacija izmedu aktivnosti enzima GST, sadrzaja ne-proteinskih tiola i
mutacijske raznolikosti (1) populacija virusa CHV 1. Zanimljivo, kod izolata ks 30.4 postoji
pozitivna korelacija a kod izolata ks_46.4 negativna korelacija izmedu genske raznolikosti

(prema Nei’s H) populacija virusa CHV 1 i aktivnosti enzima SOD. Za izolat CR23 znacajno

pozitivne korelacije su nadene izmedu razine lipidne peroksidacije, sadrzaja ne-proteinskih tiola i

mutacijske raznolikosti (1) populacija virusa CHV 1, dok negativno koreliraju aktivnosti enzima

lakaze i SOD. Za Euro7 jedina znacajna pozitivna korelacija je nadena izmedu razine lipidne
peroksidacije i aktivnosti enzima SOD dok za izolat EP713 ukljucen u vertikalni prijenos nije

nadena nikakva korelacija izmedu mjerenih parametara (Slika 16.).
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Slika 16. Prikaz korelacija, izratunat Spearmanovim koeficijentom korelacije p, izmedu

vrijednosti mjerenih parametara oksidacijskog stresa i raznolikosti virusnih populacija u
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izolatima uklju¢enima u eksperiment vertikalnog prijenosa virusa CHV1, roditeljski izolat i sve
spore: A) oz 08.2, B) ks 30.4, C) ks 46.4, D) CR23, E) Euro7 1 F) EP713. Znacajno pozitivne

korelacije, p < 0,05, oznacene su plavom bojom, dok su znac¢ajno negativne korelacije, p < 0,05

oznacene crvenom bojom, vec¢i krug znaci veca korelacija.

Spearmanovim koeficijentom korelacije p takoder su analizirani parametri oksidacijskog stresa 1
mjere raznolikosti virusnih populacija (Nei's H i i) nakon horizontalnog prijenosa virusa CHV1
(Slika 17.). Za izolat CR23 nadene su znacajno pozitivne korelacije izmedu razine lipidne
peroksidacije i sadrzaja ne-proteinskih tiola, izmedu sadrzaja ne-proteinskih tiola i aktivnosti
enzima GST, negativne korelacije izmedu aktivnosti enzima SOD i GST te izmedu aktivnosti

lakaze 1 mutacijske raznolikosti (m) populacija virusa CHV1. U slucaju izolata EP713, pozitivno
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su korelirane razine lipidne peroksidacije, sadrzaja ne-proteinskih tiola te aktivnosti enzima GST,
te izmedu mutacijske raznolikosti (1) populacija virusa CHV1 1 aktivnosti enzima SOD dok se
negativno korelirale aktivnost lakaze i Nei’H populacija virusa CHV1. Na kraju, za izolat Euro7,

znacajne pozitivne korelacije utvrdene su izmedu razine lipidne peroksidacije i sadrzaja ne-

proteinskih tiola te izmedu sadrzaja ne-proteinskih tiola i aktivnosti enzima GST (Slika 17.).
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Slika 17. Prikaz korelacija, izratunat Spearmanovim koeficijentom korelacije p, izmedu aktivnosti
mjerenih parametara oksidacijskog stresa (GST, SOD tioli, lipidna peroksidacija i lakaza) i
raznolikosti virusnih populacija (r i Nei's H) u izolatima uklju¢enima u eksperiment horizontalnog
prijenosa virusa CHV1, ,,pooled®, donori i primatelji: A) CR23, B) EP713 i C) Euro7. Znacajno
pozitivne korelacije, p < 0,05, oznacene su plavom bojom, dok su znac¢ajno negativne korelacije,

p < 0,05 oznacene crvenom bojom, veci krugovi oznacavaju vecu korelaciju.
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6. RASPRAVA

Kao obvezatni unutarstani¢ni parazit, mikovirus CHV1 mora se uspje$no prenositi sa
zarazenih na nezarazene domacine kako bi se odrzao u prirodi. Jedan od nacina prijenosa
mikovirusa u prirodi je vertikalni prijenos u spore gljiva (Buck, 1998). Virus CHV1 prenosi se
isklju¢ivo u nespolne spore, tzv. konidije (Anagnostakis, 1988, Prospero i sur. 2006). U ovom
istrazivanju pracena je uspjeSnost prijenosa virusa u konidije za viSe razli¢itih izolata virusa
CHV1: ks_30.4, ks_46.4, 0z_08.2, Euro7, CR23 te EP713. Rezultati su pokazali da je uspjesnost
prijenosa bila izmedu 77 % i 100 % za razliite virusne izolate sto je u skladu s rezultatima
objavljanim u radu Peever i sur. (2000), gdje je utvrdeno da je stopa uspjesnog vertikalnog
prijenosa virusa CHV1 veca od 95 % te da nema znacajne razlike izmedu razli€itih izolata virusa.
Slican postotak uspjesnosti vertikalnog prijenosa primjecen je 1 za druge mikoviruse. Primjerice,
Wang i sur. (2016) su zabiljezili uspjesnost od 100 % prijenosa u askospore virusa Fusarium
graminearum hypovirus 1, dok je uspjeSnost vertikalnog prijenosa drugih dsRNA mikovirusa
izoliranih iz istog domacina (Fusarium graminearum) varirala izmedu 30 % i 100 % (Chu i sur.
2004). Kod gljiva stapcarki (Basidiomycota) su takoder primjeceni visoki postoci uspjesnosti
prijenosa virusa u spore, npr. mikovirus vrste gljive Lentinula edodes (eng. Lentinula edodes
spherical virus) je uspjesno prenesen u 9 od 10 spora (Won i sur. 2013). CHV1 se prenosi samo u
nespolne spore, tj. konidije, iako je zabiljezeno da se domacin, gljiva C. parasitica, moze i spolno
razmnozavati (Dutech i sur. 2010). Spolno razmnoZavanje prema tome negativho utjeCe na
uspjesnost prijenosa virusa CHV1 u prirodi. Takoder, spolno razmnozavanje pridonosi nastanku
novih EU-tipova gljive domacina koji, pomocu sustava vegetativne (ne)kompatibilnosti, mogu

smanjiti uspjesnost horizontalnog prijenosa virusa unutar populacija gljiva.
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U ovom pokusu horizontalnog prijenosa virusa CHV1, uspjesnost je bila oko 100 % kad
su miceliji donora virusa i primatelja imali isti vc tip (iste rezultati su vidljivi i u radovima Cortesi
i Milgroom 1998; Cornejo i sur. 2019), dok je taj broj bio znac¢ajno nizi kada su donorski micelij i
micelij primatelja bili razli¢itog vc tipa (0 % — 50 %). Ovaj efekt je pod utjecajem lokusa vegetative
kompatibilnosti (vic), te je posebno izrazen kad se micelij donora i primatelje razlikuju na vic2
lokusu (Liu i Milgroom 1996). Cortesi i sur. (2001) su pokazali da je uspjeSnost prijenosa virusa
CHV1 izmedu nekompatibilnih micelija oko 21 % kad je heteroalelni lokus izmedu donora i
primatelja bio vic2, 76 % kad je heteroalelni lokus bio vic3, dok prijenos virusa CHV1 izmedu
donora i primatelja heteroalelnih na lokusu vic4 ili u slucaju izogenih micelija (tj. onih koji su
imali iste alele na svim vic lokusima) nije bila ograni¢ena. Slican trend je primjecen 1 u rezultatima
ovog istrazivanja gdje je heteroalelizam na vic2 lokusu uzrokovao najjacu inhibiciju prijenosa,
vic3 srednju, a vic4 slabu ili nikakvu inhibiciju. Medutim iako je trend sli¢an, srednje vrijednosti
postotka uspjesnosti prijenosa su ipak bile znatno niZe u sluc¢aju heteroalelizma za pojedine vic
lokuse nego u prijasnjim istrazivanjima. Kod ovog istrazivanja, uspjes$nost prijenosa virusa u
slu¢aju heteroalelizma na vic2 lokusu iznosila je svega 5,8 % S$to je znatno nize od dobivene
vrijednosti zabiljeZzene u radu Cortesi i sur. (2001), gdje je uspjesnost 21 % te nize od 10,2 %
zabiljezeno u radu Papazova-Anakieva i sur. (2008). Sto se ti¢e heteroalelizma na vic3, ovim
istrazivanjem utvrdena je srednja vrijednost uspjesnosti prijenosa od 17,3 %, Sto je ekstremno
niska vrijednost usporedujuci s 76 % uspjes$nosti prijenosa virusa zabiljezenih u radu Cortesi i sur.
(2001). Ovim rezultatima potvrden je ve¢ prije primjecen restriktivni u¢inak pojedinog vic lokusa
na prijenos virusa (Cortesi i sur. 2001, Papazova-Anakieva i sur. 2008) no zbog vrlo niske
uspjeSnosti prijenosa virusa zabiljezene u ovom istrazivanju, dolazimo do zakljucka da sama
razlika u pojedinim vic lokusima mozda nije jedini faktor koji utjeCe na horizontalni prijenos
virusa. Navedeni autori sugeriraju da postoji mogucnost da i drugi geni domacina takoder mogu

utjecati na uspjeSnost prijenosa, 0sim dominantnih vic gena.
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Jedna od prvih kvantitativnih procjena uc¢inka uskog grla na virusne populacije tijekom
prijenosa virusa napravljena je za biljni Y-virus krumpira (eng. Potato virus Y) koji se prenosi
kukcima toc¢nije lisnim uSima. U istrazivanju je koriSten stohasti¢ni model kojim je procijenjeno
da svaka jedinka lisne usi moze prenijeti, u prosjeku, 0,5-3,2 virusnih genoma (Moury i sur. 2007).
Sli¢no je za virus mozaika rajéice procijenjeno da je broj virusnih genoma koji zapo¢inju infekciju
izmedu 114 (Sacristan i sur. 2011). Sto se ti¢e virusa CHV1, prosjecan broj varijanti koje inficiraju
gljivu C. parasitica unutar raka kore kestena i zapo¢inju novu populaciju virusa unutar domacina
je 1,99 + 1,51 (Leigh i sur. 2021). Vecina virusnih varijanti prisutnih unutar pojedine lezije raka
kore kestena je vrlo srodna Sto dovodi do zakljucka da virusne varijante prolaze kroz znacajan
efekt uskog grla prilikom prijenosa nakon ¢ega dolazi do pro$irenja virusne populacije nakon
prijenosa. Sli¢no tome, i u ovom istrazivanju je primjeceno Smanjenje virusne raznolikosti unutar
domacina nakon vertikalnog prijenosa virusa CHV1, tj. i mutacijska raznolikost () i broj virusnih
varijanti su smanjeni nakon prelaska u spore u odnosu na roditeljsku populaciju, $to je utvrdeno
analizom roditeljskih i virusnih populacija proizaslih iz spora, primjerice, mutacijska raznolikost
je smanjena u sporama proiza$lim iz izolata EP713 te za veéinu spora proizaslih iz izolata podtipa
| (Euro7, ks_30.4, ks_46.4, i 0z_08.2).

Nadalje, prenesene virusne varijante bile su vrlo sliéne medu sobom odnosno, izmedu spora, ¢ak
i slicnije nego kad ih se usporedi s roditeljskim populacijama iz kojih su proizasle. Tijekom
horizontalnog prijenosa virusa mozaika krastavca (CMV) putem lisnih usi (Ali i sur. 2006)
utvrdeno je da se populacijsko usko grlo dogada tijekom faze inokulacije virusa iz kukca u novog
biljnog domacina, a ne tijekom faze stjecanja virusa od strane vektora. U ovom istrazivanju,
tijekom vertikalnog prijenosa virusnih populacija, utvrdeno je zna¢ajno smanjenje broja mutacija
i ukupnog broja virusnih varijanti, koje je bilo manje izrazeno, odnosno nije bilo statisticki
znacajno, U horizontalnom prijenosu. Ovaj rezultat upucuje na ¢injenicu da se najizrazeniji pad
raznolikosti virusnih populacija dogada tijekom prijenosa virusnih varijanti u spore, dok je tijekom
horizontalnog prijenosa anastomozom hifa izmedu dviju jedinki gljive taj u¢inak znatno slabije

izrazen.
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U prirodi, virus CHV1 se uglavnom prvo rasprostranjuje vertikalno tj. virusni inokulum se
sporama unosi u micelij gljive C. parasitica unutar raka kore kestena, nakon cega se infekcija
virusom nastavlja horizontalno Siriti unutar samog raka. Prijenos virusa unutar samoga raka moze
biti otezan zbog prisutnosti mijeSane infekcije izolatima gljive C. parasitica razli¢itih tipova
vegetativne kompatibilnosti. No ¢ini se da je prijenos virusa u uvjetima u prirodi laksi nego Sto bi
se moglo zakljuciti iz laboratorijskih pokusa. Uzimajuci u obzir i istrazivanje Leigh i sur. (2021),
koje pokazuje da nove virusne populacije u hipovirulentnim rakovima (tj. onima u kojima su
nadeni izolati gljive C. parasitica prirodno zarazeni virusom CHV1) najéesc¢e potjecu od veoma
malog broja virusnih genoma, a s obzirom na rezultate ovog istraZivanja u kojem je utvrdeno da
je populacijsko usko grlo karakterizirano smanjenjem raznolikosti virusnih populacija nakon
vertikalnog prijenosa virusa, namecée se zakljucak da rezultati ovog istrazivanja podupiru
pretpostavku da je Sirenje putem konidija dominantan mehanizam prirodnog rasprostranjenja
virusa CHV1.

Kako bi istrazili evoluciju virusa tijekom sistemskog Sirenja kroz biljku, Dunham i sur.
(2014) sekvencirali su ukupno 24 lista biljke Cucurbita pepo zarazene virusom zutog mozaika
tikvice (eng. zucchini yellow mosaic virus, ZYMV). Pronadeno je ukupno 112 virusnih varijanti u
mehanic¢ki inokuliranom listu te u ostalim listovima gdje se virus proSirio duz iste stabljike.
Medutim, nakon uspostave infekcije, zadrzan je tek manji broj virusnih varijanti Sto sugerira da je
sistemsko §irenje virusa obiljezeno uzastopnim populacijskim uskim grlima. Nije posve jasno je li
ovakav obrazac rezultat djelovanja selekcije (otklanjanje Stetnih mutacija), genskog otklona ili
kombinacije oba procesa. Moguce objaSnjenje jest da je vecina genotipova nastalih tijekom
infekcije bila Stetna te je stoga brzo izgubljena. Ipak, autori su zakljucili da su glavni pokretaci
genetske raznolikosti ZYMV-a neutralna evolucija i genski otklon, buduéi da je ve¢ina uocenih
mutacija bila sinonimna.

Sli¢ni evolucijski procesi mogu se oc¢ekivati i u virusnim populacijama mikovirusa jer je
rasprosranjivanje virusa kroz hife micelija sli¢cno onome kod biljaka. Rezultati ovog istrazivanja
upucuju na to da je raznolikost populacija virusa CHV1 unutar domacina ponajprije oblikovana
negativhom selekcijom jer je u vecini virusnih populacija vrijednost ©S (raznolikost sinonimnih
mutacija) bila ve¢a od nN (raznolikosti nesinonimnih mutacija). Virusne populacije kod kojih su

zabiljezene vrijednosti TN > S (moguénost djelovanja pozitivne selekcije) bile su rjede (Nelson i

85



sur. 2015). Alternativno, takav obrazac moze ukazivati 1 na akumulaciju mutacijskog opterecenja
ili jednostavno odrazavati ¢injenicu da selekcija virusnih varijanti nije imala dovoljno vremena
djelovati. Naime, u nasim je pokusima takav odnos najcesce zabiljeZen u virusnim populacijama
poteklim iz spora. Te su populacije relativno mlade, jer se pretpostavlja da nastaju iz vrlo malog
broja virusnih varijanti koje se zatim brzo umnozavaju, stvarajuci novu virusnu populaciju unutar
rastuc¢eg micelija. Kod horizontalnog prijenosa virusa samo je jedna replika primatelja imala TN >
nS §to upuéuje na snaznu negativnu selekciju koja djeluje na virusne populacije nakon
horizontalnog prijenosa. Pretpostavlja se da takva selekcija odrzava virus optimalno prilagodenim
domacinu tako §to sprjecava nakupljanje Stetnih mutacija (Simmonds i sur. 2019). Zanimljivo je
napomenuti da iako negativna selekcija uklanja Stetne mutacije, medu analiziranim populacijama
virusa CHV1 su nadene tri velike delecije dijelova virusnih genoma cija se ucestalost u domacinu
kretala u rasponu od 13 do 80 % u izolatima Euro7, EP713 te ks_46.4. Dvije od tri delecije su
utvrdene i U roditeljskoj i u donorskoj virusnoj populaciji, kao i u populacijama proizaslim iz spora
te analiziranim populacijama primatelja virusa. Treca velika delecija je bila prisutna samo u jednoj
spori izolata ks_46.4: K2S1.

Tijekom replikacije virusa ponekad u njihovim populacijama mogu nastati znacajno
promijenjene varijante, §to im pomaze u prilagodbi na razne okoli$ne uvjete. Defektne virusne
RNA molekule ve¢ su nadene u nekim laboratorijskim izolatima CHV1 virusa, te se smatra da se
pojavljuju tek nakon relaksacije selekcijskog pritiska i opetovanih efekata populacijskog uskog
grla zbog produljenog Cuvanja, opetovanog presadivanja domacinske gljive iz manje mase
zarazenog micelija i dugoro¢nog uzgajanja kultura gljiva (Shapira i sur. 1991.) kao $to je slucaj s
prototipskim izolatima koriStenim i u ovom istraZivanju: Euro7 i EP713.

Molekularna karakterizacija RNA molekula virusa CHV1 utvrdila je nakupljanje znacajne
razine defektnih interferiraju¢ih RNA (eng. defective interfering — DI) (Tartaglia i sur. 1986,
Shapira i sur. 1991). DI RNA molekule su rezultat rekombinacije i/ili delecije dijelova virusnog
genoma. Njihova prisutnost smanjuje nakupljanje virusne genomske RNA $to dovodi do
ublazavanja simptoma zaraze virusom (Simon i sur. 2004) i perzistentnih infekcija (Huang i
Baltimore 1970). Nadena delecija u uzorku ks 46.4, prikupljenom terenskim istrazivanjem, bi
mogla, u skladu s prijasnjim istrazivanjima, uzrokovati smanjenje virulentnosti virusa CHV1, i

time utjecati na njegov laksi prijenos i odrzavanje u domacinu.
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U vertikalnom prijenosu virusa primjeéeno je da je manje virusnih varijanti preneseno u
spore proizaSle iz uzoraka prikupljenih na terenskom istrazivanju (12 — 20 %) u usporedbi s
prijenosom virusnih varijanti u spore prototipskih izolata (24 - 33 %). Moguce objasnjenje je manja
koli¢ina virusa u prirodnim populacijama u usporedbi s dugotrajno pohranjenim prototipskim
izolatima u kojima je moguéa ve¢ spomenuta relaksacija selekcijskog pritiska. Nadalje, u
horizontalnom prijenosu je utvrdena razlika u postotku virusnih varijanti koje dijele donor i
primatelj ovisno o razlikama u vic lokusu. Za sve uzorke, kad je virus prenesen u izogene
primatelje ili kad je razlika bila u vic4 lokusu, postotak varijanti koje su prisutne u donoru i
primatelju se kretao izmedu 30 — 53 %. Kod heteroalelizma na vic2 ili vic3 lokusu, taj postotak
pada, redom, za EP713: 131 20 %, za Euro7: 231 17 % te za CR23: 29 i 19 % $to dodatno potvrduje
restrikcijski u¢inak ovih lokusa na prijenos virusa (Cortesi i sur. 2001).

Prijenos virusa nije uvijek pra¢en uskim grlom, npr. u slu¢aju virusa denga, Aaskov i sur.
(2006) su pokazali da se i defektni virusni genotipovi prenose izmedu ljudi i komaraca. Ti defektni
virusi su nadeni na razli¢itim mjestima (udaljeni kilometrima) te tijekom duzeg perioda §to znaci
da se ucestalo prenose. PredloZzeno objasnjenje je da se takvi genotipovi prenose zajedno s
funkcionalnim genotipovima i tako ponekad mogu selektivho doprinositi fitnesu virusne
populacije, poSto mogu predstavljati izvor genotipova prilagodenih specificnom domacinu
(¢ovjeku ili komarcu) te tako mogu izbjeéi odgovor imunosnog sustava.

S obzirom da je u ovom istrazivanju primjecen efekt uskog grla tijekom vertikalnog
prijenosa a nije tijekom horizontalnog, moze se zakljuciti da je broj virusnih varijanti koje se
prenose vertikalno ogranicen tijekom stvaranja spora. S druge strane, u procesu spajanja hifa
miceliji donora i primatelja potencijalno su u duzem kontaktu, $to omogucéava prijenos vise
varijanti, osobito u slu¢ajevima stvaranja stabilne anastomoze hifa. Zanimljivo, iako je zabiljeZzeno
smanjivanje mutacijske raznolikosti i broja virusnih varijanti u vertikalnom prijenosu virusa,
virusne populacije u sporama veéinom nisu bile znacajno razlic¢ite od onih u njihovim roditeljskim
populacijama, §to upucuje na Cinjenicu da je ubrzo nakon prijenosa ponovno, doslo do povecanja

raznolikosti.

U ovom istraZivanju primjeceno je par dominantnih virusnih varijanti koji su se opetovano

pojavljivale u vecini uzoraka. Ove varijante su najcesce i bile prenosene, dok su ostale varijante
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bile vrlo rijetke, odnosno pojavljivale su se u manjem broju uzoraka i s manjom ucestalo$¢u. Sli¢no
tome, u istrazivanju virusa SARS-CoV-2, Lythgoe i sur. (2021) identificirali su uglavnom samo
jednu ili dvije virusne varijante u ve¢ini uzoraka, dok je kod svega nekolicine uzoraka bilo prisutno
i viSe razli¢itih varijanti. U slu¢aju kada je naden veéi broj varijanti, nakon prijenosa virusa,
uglavnom se prenosi najucestalija varijanta, dok se rjede virusne varijante izgube tijekom prijenosa
te nisu prisutne u novom domacinu. U rijetkim sluéajevima neka od rjedih virusnih varijatni
zapocne infekciju te se po¢ne $iriti dalje kroz populaciju. Suprotno tome, kod virusa gripe tipa A,
uocena je velika genska raznolikost te je u istrazivanju Poon i sur. (2016) ista varijanta nadena u
nekoliko ¢lanova zajednice. Dok je ucestalost varijanti bila razlicita medu pojedincima, obrasci
primjeé¢eno je par dominantnih virusnih varijanti koji su se opetovano pojavljivale u veéini
uzoraka. Ove varijante su najcesc¢e i bile prenoSene, dok su ostale varijante bile vrlo rijetke,
odnosno pojavljuju se u manjem broju uzoraka i s manjom ucestaloscu.

Dosadasnja istrazivanja oksidacijskog stresa uzrokovanog infekcijom virusom CHV1
gljive C. parasitica koriste¢i razli¢ite virusne izolate (primjerice razli¢itih podtipova CHV1) su
otkrila da infekcija virusom CHV1 ograni¢ava vegetativni rast gljive te dovodi do povecanja
aktivnosti antioksidacijskih enzima poput GST i SOD u veéini proucavanih kombinacija
genotipova gljive i virusa. Takoder, vazno je istaknuti da ja¢ina tih u¢inaka ne ovisi samo o podtipu
virusa ve¢ i o konkretnom izolatu virusa, genotipu gljive, te kombinaciji ta dva faktora (Nuskern i
sur. 2017). Prema istrazivanju provedenom na uzorcima prikupljenim na istom terenskom
istrazivanju i na istim prototipskim izolatima — Euro7, EP713 i CR23 kao i u ovom radu,
primjecena je razlika izmedu njih u fizioloSkom odgovoru gljive na oksidacijski stres (Popovi¢ i
sur. 2023). U tom istrazivanju, prototipski izolati, dugotrajno pohranjeni na -80 °C, imali su nizu
aktivnost enzima SOD i GST koji ukazuju na smanjen kapacitet stani¢nog antioksidacijskog
enzimatskog sustava (Almeida i sur. 2020) te visi udio MDA tj. kod njih je primjeéena visa razine
lipidne peroksidacije potaknuta reaktivnim oblicima kisika (Birben i sur. 2012) kao i ukupnih ne-
proteinskih tiola $to sugerira da su navedeni prototipski izolati gljive C. parasitica zarazeni raznim
podtipovima virusa CHV1 izlozeni ve¢em oksidacijskom stresu od gljiva prikupljenih u prirodi.
Ovi rezultati pokazuju da, iako infekcija virusom nedvojbeno dovodi do povecanja razine
oksidacijskog stresa, oksidacijski stres nije posljedica samo virusne infekcije, posto bi u tome

slucaju razina oksidacijskog stresa i kod prototipskih izolata, kao 1 kod onih koji su prikupljeni na
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terenu bila podjednaka. Posto su izolati gljive C. parasitica prikupljeni terenskim istrazivanjima
recentno i prirodno inficirani virusom CHV1, za razliku od prototipskih izolata koji su zaraZeni i
uzgajani u laboratorijskim uvjetima vise desetljeca, jedno od mogucih objasnjenja je starenje i
propadanje prototipskih izolata zbog njihovog dugotrajnog koristenja i uzgoja u laboratorijskim
uvjetima, kao i opetovanih ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja prilikom uobicajenih
laboratorijskih procedura, $to je primjeceno i kod drugih gljiva kao npr. Saccharomyces cerevisiae
(Jakubowski i sur. 2000) te Aspergillus nidulans (Li i sur. 2014). Iako su primjeéene odredene
razlike izmedu razine oksidacijskog stresa populacija Ozlja i Kasta, ¢ini se da raznolikost virusnih
populacija u tim izolatima nije imala ucinak na te razlike ve¢ su one vjerojatno uzrokovane nekim
drugim ¢imbenicima kao $to su nakupljanje virusnih genoma u citoplazmi gljive, genotip gljive ili
cak kestena s kojeg su navedeni izolati sakupljeni (Dutech i sur. 2010; Heller i Tudzynski 2011;
Jezi¢ i sur. 2014; Montibus i sur. 2015; Ortiz-Urquiza i Keyhani 2015; Poljak i sur. 2017; Jezi¢ i
sur. 2021).

U ovom istrazivanju usporedivani su isti parametri oksidacijskog stresa uzrokovanog
virusom CHV1, no za razliku od prethodnog istrazivanja (Popovi¢ i sur. 2023), ovdje je naglasak
bio na utjecaju vertikalnog i horizontalnog prijenosa (i s tim povezanim promjenama strukture i
raznolikosti populacija virusa CHV1) na parametre oksidacijskog stresa gljive domacina. Sto se
tice izolata prikupljenih na terenu, analiziranih nakon vertikalnog prijenosa virusa CHV1 u
nespolne spore (konidije), utvrdena je znaCajna razlika samo u sadrzaju ne-proteinskih tiola
izmedu roditeljskog izolata te micelija njegovih spora za jedan izolat (ks_30.4). Kod prototipskih
izolata uocena je znacajna razlika u svim parametrima oksidacijskog stresa za Euro7, u veéini za
EP713 te u jednom za CR23 izmedu roditeljskog micelija i micelija spora. Ovi rezultati sugeriraju
da postoji znacajnija promjena biokemijskih parametara oksidacijskog stresa u dugotrajno
pohranjenim prototipskim izolatima nakon vertikalnog prijenosa virusa CHV1, §to nije utvrdeno
za terenske izolate. Ovo opazanje je u skladu s prethodnim istrazivanjem (Popovic¢ i sur. 2023) te
vertikalnog prijenosa virusa CHV1.

Biokemijski odgovor parametara oksidacijskog stresa nakon vertikalnog prijenosa bio je
specifican za pojedini izolat i nije pokazivao zajednicki trend medu analiziranim izolatima. Kod
izolata Euro7 svi mjereni biokemijski parametri bili su veéi u roditeljskom izolatu §to ukazuje da

je micelij gljive u viSem oksidacijskom stresu nego micelij njegovih spora, odnosno sljedece
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generacije u koje je vertikalno prenesen virus. Za izolat EP713 primjeéeno je povecanje aktivnosti
enzima GST te smanjenje razine lipidne peroksidacije i ukupnih tiola u miceliju spora u odnosu
na roditeljski micelij sto bi pak moglo indicirati vecu razinu stresa nakon prijenosa virusa u spore.
Za enzim GST se smatra da moze §tititi patogene od obrambenih spojeva domacina (Calmes i sur.
2015) odnosno od stetnih tvari iz okolisa (Wangsanut i Pongpom, 2022) jer kataliziraju
konjugaciju GSH s razli¢itim reaktivnim 1 elektrofilnim spojevima, ¢ime pridonose njihovoj
detoksifikaciji. U svom istrazivanju Allen i sur. (2003) su iznijeli pretpostavku da je indukcija
transkripcije gena za GST pod utjecajem virusa CHV1, te ne predstavlja obrambeni mehanizam
gljive, ve¢ mehanizam kojim virus oslabljuje gljivu domacina i olakSava svoje umnazanje. Za
izolat CR23, aktivnost enzima SOD se povecala nakon prijenosa $to takoder ukazuje na vecu
razinu stresa u miceliju spora. SOD je antioksidacijski enzim ¢ija je aktivnost povecana kad se
stanica nade u uvjetima oksidacijskog stresa (Bai i sur. 2003; Angelova i sur. 2005; Nuskern i sur.
2017). Njegova uloga je smanjivanje koncentracije superoksidnih iona pretvarajuci ih u manje
Stetne molekule kao Sto su vodikov peroksid i kisik.

Zanimljivo, izmedu analiziranih biokemijskih parametara u istrazivanim uzorcima
uglavnom ne postoji jasno vidljiva korelacija, bilo negativna ili pozitivna te se ¢ini da i raznolikost
virusnih populacija takoder nema konzistentan efekt na razinu oksidacijskog stresa. Ovakvi
rezultati potvrduju dosadas$nja istrazivanja (Nuskern i sur. 2017; Popovi¢ i sur. 2023) te
kompleksan odnos genotipa gljive s odredenim virusom zbog kojeg uglavnom nema jedinstvenog

fizioloskog odgovora gljive C. parasitica na oksidacijski stres uzrokovan virusom CHV1.

Kod horizontalnog prijenosa virusa CHV1, utvrdene su znacajne razlike svih analiziranih
biokemijskih parametara za prototipske izolate CR23 i EP713 ili vecine za izolat Euro7. Razina
oksidacijskog stresa uglavnom je bila ve¢a nakon prijenosa virusa tj. u miceliju primatelja. Jedan
od proucavanih enzima bila je i lakaza ¢ija je bitna uloga razgradnja lignina (komponente biljne
stani¢ne stijenke) ¢ime je olakSan rast micelija gljive kroz tkivo domacina (Rigling i sur. 1989;
Choi i sur. 1992). Lakaze takoder pomazu u detoksikaciji ROS-a i toksi¢nih fenolnih skupina
proizvedenih u uvjetima stresa, time S§to kataliziraju redukciju kisika do vode uz paralelnu
oksidaciju supstrata, najcesc¢e raznih fenolnih spojeva. Rigling i Van Alfen (1991) te Choi i sur.
(1992) pokazali su da infekcija virusom CHV1 smanjuje akumulaciju mRNA gena za

izvanstanicnu lakazu $to dovodi do prethodno opaZzene smanjene aktivnosti ovog enzima u
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hipovirulentnim izolatima gljive (Rigling i sur. 1989). Suprotno tome, Nuskern i sur. (2017) su za
ve¢inu analiziranih uzoraka gljive C. parasitica zarazene virusom CHV1 utvrdili povec¢anu
aktivnost ovog enzima. To znaci da utjecaj infekcije virusom CHV1 na aktivnost lakaza gljive C.
parasitica ovisi o pojedinaénom virusnom izolatu i genotipu gljive, odnosno o njihovoj
kombinaciji. U ovom istrazivanju, slicno kao i kod Nuskern i sur. (2017), je utvrden i porast i
smanjenje aktivnosti lakaze nakon prijenosa virusa CHV1, no samo u manjem broju analiziranih
izolata ta promjena je bila znacajna.

Kod horizontalnog prijenosa je takoder analiziran potencijalni utjecaj heteroalelizma na
odredenom vic lokusu na pokazatelje oksidacijskog stresa. U svim izolatima, nakon prijenosa
virusa u micelij heteroalelan na lokusu vic2, dolazi do povecanja razine oksidacijskog stresa §to se
vidi prema znacajnom povecéanju aktivnosti enzima SOD te smanjenju sadrzaja ukupnih ne-
proteinskih tiola u miceliju primatelja. Tioli, uglavhom GSH, imaju vaznu ulogu u odrzavanju
stani¢ne redoks ravnoteze (Grant i sur. 2001) te njihovo smanjenje moze ukazivati da stanica
iscrpljuje svoje antioksidacijske obrambene mehanizme, ponajprije GSH, tijekom detoksikacije
reaktivnih oblika kisika. Za ostale prijenose (heteroalelizam na vic3, vic4 te prijenos u izogeni
izolat gljive C. parasitica) primjeceni su pokazatelji vise razine oksidacijskog stresa u
primateljskom miceliju no rezultati nisu bili jednozna¢ni i konzistentni kao za heteroalelizam na
lokusu vic2. Kada se medu sobom usporede miceliji primatelja, najvisa razina aktivnosti SOD
enzima nakon prijenosa virusa utvrdena je u miceliju heteroalelnom na vic2 lokusu u prijenosima
koji su uljucivali EP713 i Euro7 u odnosu na druge prijenose. Razina aktivnosti enzima SOD je,
kod oba navedena izolata, bila znatno drugacija od aktivnosti tog enzima u miceliju primatelja
izogenih izolata, $to dodatno potvrduje restriktivni uéinak heteroalelizma na vic2 lokusu na
prijenos virusa, kao i na promjenjenu fiziologiju gljive primatelja. U pokusu prijenosa virusa kod
istih izolata (EP713 i Euro7) izmjeren je najvisi sadrzaj ne-proteinskih tiola u izogenim
primateljima koji je znacajno razli¢it od njihovog sadrzaja u miceliju primatelja heteroalelnom na
vic2. Ovi rezultati idu u prilog hipotezi da heteroalelizam na vic2 lokusu rezultira najve¢om
razinom oksidacijskog stresa.

U svim analiziranim prototipskim izolatima uklju¢enim u horizontalni prijenos, nadena je
znaCajna pozitivna korelacija izmedu aktivnosti enzima GST te sadrzaja tiola, kao i izmedu
sadrzaja tiola i razine lipidne peroksidacije. Pozitivna korelacija izmedu sadrzaja tiola i aktivnosti

enzima GST upucuje na aktivaciju antioksidacijskog obrambenog mehanizma, odnosno pokusaj
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inficiranog micelija pod oksidacijskim stresom da obnovi svoj antioksidacijski kapacitet i ponovno
uspostavi redoks ravnotezu. Odnosno, GST enzim koristi GSH kao supstrat u reakcijama
detoksikacije elektrofilnih spojeva pa poveéana dostupnost tiolnih spojeva, posebice GSH, moze
omoguciti ucinkovitije reakcije detoksikacije posredovane GST ezimom. Pozitivna korelacija
izmedu sadrzaja tiola i lipidne peroksidacije takoder moze ukazivati da je zbog pojacanog
oksidacijskog ostecenja membranskih sustava, uslijed i nakon horizontalnog prijenosa virusa,
doslo do aktivacije obrane micelija zarazenog virusom CHV1 (Grant i sur. 2001; Sies 1997).
Virusna raznolikost je u nekim izolatima korelirala s odredenim biokemijskim parametrima
oksidacijskog stresa, ponekad pozitivno, a ponekad negativno. Unato¢ tome nije utvrden nikakav
jasan obrazac na temelju kojega bi se dalo zakljuciti da raznolikost virusnih varijanti virusa CHV1
ima ikakav konkretan ili konzistentan utjecaj na razinu oksidacijskog stresa uzrokovanog

prijenosom virusa.
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7. ZAKLJUCCI

1. Prisutnost virusa CHV1 u terenskim izolatima iz Ozlja iznosila je 47,2 % a iz Kasta 40,7
%. U Ozlju je pronadeno devet razlic¢itih EU-tipova gljive C. parasitica dok ih je u Kastu
pronadeno 11.

2. Uspjesnost vertikalnog prijenosa virusa CHV1 iznosila je 77-100 %, §to je i o¢ekivano.
Uspjesnost horizontalnog prijenosa izmedu dva micelija heteroalelna na vic4 te izmedu
izogenih izolata bila je skoro 100 %, no neoc¢ekivano manja za micelije heteroalelne na
lokusima vic2 (oko 6 %) i vic3 (12 - 25 %).

3. Kod vertikalnog prijenosa virusa CHV1 bio je vidljiv zna¢ajan efekt uskog grla na virusne
populacije, dok za horizontalni prijenos taj efekt nije bio znacajan. Ovaj rezultat ukazuje
da je broj virusnih varijanti koje se prenose ogranicen tijekom stvaranja spora, dok je
prilikom stvaranja anastomoze hifa, gdje je omogucen dulji period kontakta izmedu dva
micelija, mogu¢ prijenos veéeg broja virusnih varijanti.

4. Raznolikost populacija virusa CHV1 unutar domaéina je bila poglavito oblikovana
negativnom selekcijom (xS > 7nN).

5. Populacije virusa CHV1 su se uglavnom sastojale od manjeg broja dominantnih varijanti
koje se najcescée prenose dok su ostale varijante ve¢inom rijetke.

6. Biokemijski parametri stresa su u nekim slu¢ajevima ukazivali na viSu razinu
oksidacijskog stresa nakon prijenosa virusa CHV1.

7. Nije nadena jasna poveznica izmedu analiziranih biokemijskih parametara oksidacijskog

stresa i raznolikosti populacija virusa CHV1.
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9. PRILOZI

Prilog 1. Usporedba mutacijske raznolikosti (7) izmedu sinonimnih (nS) i nesinonimnih (N)

mutacija za virusne populacije u razli¢itim uzorcima

Donor

(D)/roditeljski

(M) izolat,

primatelj

(R)/spora (S) ili

pooled isolate Vecan
Uzorak (P) TN 7S vrijednost
CP P 0,000174 0,000456 | S
Cl1 R 0,000161 0,000178 | S
C12 R 0,000105 0,000336 | S
C13 R 0,00013 0,000407 | S
C51 R 0,000143 0,000294 | S
C52 R 0,0001 0,000289 | S
C53 R 0,000105 0,000306 | S
C441 R 0,000141 0,000795 | S
C442 R 7,17E-05 0,000156 | S
C443 R 2,33E-05 4,91E-05 | S
C21 R 1,42E-05 3,69E-05 | S
C22 R 0,00172 0,018248 | S
C23 R 0,000167 0,000306 | S
CD1 D 8,38E-05 0,000234 | S
CD5 D 0,000123 0,000229 | S
CD44 D 0,00049 0,002087 | S
CD2 D 7,43E-05 0,000372 | S
ED9 D 0,000101 0,000231 | S
ED15 D 3,43E-05 0,000142 | S
ED17 D 1,6E-05 6,34E-05 | S
ED36 D 0,000128 0,00029 | S
EP P 8,89E-05 0,000152 | S
E91 R 0,000123 0,000251 | S
E92 R 0,002014 0,019452 | S
E93 R 8,27E-05 9,53E-05 | S
E151 R 0,000112 0,000282 | S
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E152 R 6,58E-05 0,000273 | S
E153 R 0,001442 0,018018 | S
El71 R 0,000106 0,000145 | S
E172 R 1,21E-05 6,04E-05 | S
E173 R 5,06E-05 1,72E-05 | N
E361 R 7,2E-05 0,00011 | S
E362 R 9,12E-05 0,000322 | S
E363 R 5,38E-06 2,71E-05 | S
FD1 D 0,000341 0,000365 | S
FD5 D 0,000312 0,00061 | S
FD6 D 0,000362 0,0005083 | S
FD60 D 0,000381 0,000649 | S
FP P 0,000271 0,000703 | S
F11 R 0,000189 0,000547 | S
F12 R 0,000252 0,000582 | S
F13 R 0,00028 0,000578 | S
F51 R 0,000307 0,000611 | S
F52 R 0,00036 0,000478 | S
F53 R 0,000412 0,000611 | S
F601 R 0,000271 0,000682 | S
F602 R 0,000714 0,000863 | S
F603 R 0,003715 0,03172 | S
F61 R 0,002207 0,023801 | S
F62 R 0,002537 0,024735 | S
F63 R 0,001734 0,018019 | S
FM M 0,002747 0,024812 | S
FS1 S 0,00038 0,00044 | S
FS2 S 0,000425 0,000585 | S
FS3 S 0,000317 0,000488 | S
FS4 S 0,000373 0,000339 | N
FS5 S 0,000369 0,000476 | S
FS6 S 0,00042 0,000473 | S
CM M 3,18E-05 0,000103 | S
CS1 S 3,56E-05 0,000111 | S
CS2 S 5,07E-05 0,000281 | S
CS3 S 1,89E-05 0,000227 | S
CS4 S 3,5E-05 0,000264 | S
EM M 0,000139 0,000263 | S
ES1 S 9,12E-05 0,000166 | S
ES2 S 5,43E-05 1,48E-05 | N
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ES3 S 6,41E-05 3,35E-05 | N
ES4 S 6,47E-05 0,000157 | S
ES5 S 0,000115 0,000221 | S
KiM M 4,78E-05 0,000158 | S
K181 S 9,54E-06 3,94E-05 | S
K1S2 S 1,61E-05 5,1E-05 | S
K1S3 S 1,56E-05 0,000179 | S
K154 S 3,53E-05 9,36E-06 | N
K1S5 S 3,84E-06 0,000174 | S
K2M M 0,000112 0,000306 | S
K2S1 S 2,56E-05 9,53E-05 | S
K2S2 S 1,08E-05 3,45E-05 | S
K2S3 S 5,54E-05 0,000291 | S
K254 S 9,24E-07 1,27E-05 | S
K2S5 S 3,45E-05 0,000221 | S
oM M 0,000381 0,000371 | N
0Os1 S 0,000434 0,00034 | N
082 S 0,000451 0,000493 | S
0OS3 S 0,000125 0,000263 | S
0S54 S 0,000474 0,000364 | N
0S5 S 0,000123 0,000483 | S
OS6 S 0,000219 0,000158 | N

Prilog 2. Promjene aktivnosti enzima GST u gljive C. parasitica nakon vertikalnog prijenosa
virusa CHV1: A) izolat iz Ozlja 0z 08.2 (O), B) izolat iz Kasta ks_30.4 (K1), C) izolat iz Kasta
ks _46.4 (K2), D) izolati CR23 (C), E) izolati Euro7 (E), F) izolati EP713 (F). Uzorci OM, K1M,
K2M, CM, EM i FM predstavljaju roditeljski micelij, dok uzorci S1-S6 predstavljaju micelije
proizasle iz pojedinih spora u koje je prenesen virus CHV1. Podaci su prikazani kao srednja
vrijednost (svaka spora je imala tri replike) = standardna pogreska dok su uzorci oznaéeni

razli¢itim slovom statisticki znacajno razliciti (p < 0,05) prema Kruskal-Wallis testu.
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Prilog 3. Promjene aktivnosti enzima SOD gljive C. parasitica nakon vertikalnog prijenosa virusa
CHV1: A) izolat iz Ozlja oz_08.2 (O), B) izolat iz Kasta ks 30.4 (K1), C) izolat iz Kasta ks_46.4
(K2), D) izolati CR23 (C), E) izolati Euro7 (E), F) izolati EP713 (F). Uzorci OM, K1M, K2M,
CM, EM i FM predstavljaju roditeljski micelij, dok uzorci S1-S6 predstavljaju micelije proizasle

iz pojedinih spora u koje je prenesen virus CHV1. Podaci su prikazani kao srednja vrijednost

(svaka spora je imala tri replike) + standardna pogreska dok su uzorci oznaceni razli¢itim slovom

statisti¢ki znacajno razliciti (p < 0,05) prema Kruskal-Wallis testu
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Prilog 4. Promjene sadrzaja neproteinskih tiola gljive C. parasitica nakon vertikalnog prijenosa
virusa CHV1: A) izolat iz Ozlja oz _08.2 (O), B) izolat iz Kasta ks 30.4 (K1), C) izolat iz Kasta
ks_46.4 (K2), D) izolati CR23 (C), E) izolati Euro7 (E), F) izolati EP713 (F). Uzorci OM, K1M,
K2M, CM, EM i FM predstavljaju roditeljski micelij, dok uzorci S1-S6 predstavljaju micelije
proizasle iz pojedinih spora u koje je prenesen virus CHV1. Podaci su prikazani kao srednja
vrijednost (svaka spora je imala tri replike) = standardna pogreska dok su uzorci oznaceni

razli¢itim slovom statisticki znacajno razliciti (p < 0,05) prema Kruskal-Wallis testu.
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Prilog 5. Promjene razine lipidne peroksidacije gljive C. parasitica nakon vertikalnog prijenosa
virusa CHV1: A) izolat iz Ozlja 0z 08.2 (O), B) izolat iz Kasta ks_30.4 (K1), C) izolat iz Kasta
ks_46.4 (K2), D) izolati CR23 (C), E) izolati Euro7 (E), F) izolati EP713 (F). Uzorci OM, K1M,
K2M, CM, EM i FM predstavljaju roditeljski micelij, dok uzorci S1-S6 predstavljaju micelije

proizasle iz pojedinih spora u koje je prenesen virus CHV1. Podaci su prikazani kao srednja

vrijednost (svaka spora je imala tri replike) = standardna pogreska dok su uzorci oznaéeni

razli¢itim slovom statisticki znacajno razliciti (p < 0,05) prema Kruskal-Wallis testu.
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Prilog 6. Promjene aktivnosti enzima lakaze gljive C. parasitica nakon vertikalnog prijenosa
virusa CHV1: A) izolat iz Ozlja oz _08.2 (O), B) izolat iz Kasta ks 30.4 (K1), C) izolat iz Kasta
ks _46.4 (K2), D) izolati CR23 (C), E) izolati Euro7 (E), F) izolati EP713 (F).. Uzorci OM, K1M,
K2M, CM, EM i FM predstavljaju roditeljski micelij, dok uzorci S1-S6 predstavljaju micelije
proizasle iz pojedinih spora u koje je prenesen virus CHV1. Podaci su prikazani kao srednja
vrijednost (svaka spora je imala tri replike) = standardna pogreska dok su uzorci oznaéeni

razli¢itim slovom statisticki znacajno razliciti (p < 0,05) prema Kruskal-Wallis testu
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Prilog 7. Promjene aktivnost enzima GST gljive C. parasitica nakon horizontalnog prijenosa
virusa CHV1, grupirano prema heteroalelizmu na vic lokusu uklju¢enom u pojedini pokus
prijenosa: A) CR23, B) Euro7, C) EP713. Uzorci ,,donor* predstavljaju micelije svih donora
odredenog izolata, uzorci ,,same* su miceliji izogenih primatelja, dok su vic2, vic3 i vic4 miceliji
primatelja koji su heteroalelni s obzirom na donor na navedenim vic lokusima. Podaci su prikazani
kao srednja vrijednost + standardna pogreSka dok su uzorci s druk¢ijim slovom statisticki razliciti

(p < 0,05) prema Kruskal-Wallis testu.

A) B)
18,0 _, 180 a a
16,0 = 16,0 a
— S
= 14,0 2 14,0
£ 12,0 2 12,0 a
%) ’ £ ,
& 10,0 = 10,0 2
£ a -
o 8,0 = 8,0
c ab
£ 60 ab m 6,0
IS b b Z
o 4,0 o 40
=2 (%))
o 20 O 2,0
) 5
G 0,0 g 00
E DONOR SAME VIC2  VIC3  VIC4 = DONOR SAME  VIC2  VIC3  VIC4
C

IZOLATI IZOLATI

C)

18,0
16,0
14,0
12,0

a
a
10,0 a
ab

8,0 b

6,0

4,0

2,0

0,0

DONOR SAME  ViIC2 VIC3 VIC4
IZOLATI

nmol GS-DNB min-1 (mg sbm)-1

121



Prilog 8. Promjene aktivnost enzima SOD gljive C. parasitica nakon horizontalnog prijenosa

virusa CHV1, grupirano prema heteroalelizmu na vic lokusu uklju¢enom u pojedini pokus

prijenosa: A) CR23, B) Euro7, C) EP713. Uzorci ,,donor* predstavljaju micelije svih donora

odredenog izolata, uzorci ,,same* su miceliji izogenih primatelja, dok su vic2, vic3 i vic4 miceliji

primatelja koji su heteroalelni s obzirom na donor na navedenim vic lokusima. Podaci su prikazani

kao srednja vrijednost + standardna pogreSka dok su uzorci s druk¢ijim slovom statisticki razliciti

(p < 0,05) prema Kruskal-Wallis testu.
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Prilog 9. Promjene sadrzaja neproteinskih tiola gljive C. parasitica nakon horizontalnog prijenosa
virusa CHV1, grupirano prema heteroalelizmu na vic lokusu uklju¢enom u pojedini pokus
prijenosa: A) CR23, B) Euro7, C) EP713. Uzorci ,,donor* predstavljaju micelije svih donora
odredenog izolata, uzorci ,,same* su miceliji izogenih primatelja, dok su vic2, vic3 i vic4 miceliji
primatelja koji su heteroalelni s obzirom na donor na navedenim vic lokusima. Podaci su prikazani
kao srednja vrijednost + standardna pogreska dok su uzorci s druk¢ijim slovom statisticki razliciti

(p < 0,05) prema Kruskal-Wallis testu.
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Prilog 10. Promjene razine lipidne peroksidacije gljive C. parasitica nakon horizontalnog
prijenosa virusa CHV1, grupirano prema heteroalelizmu na vic lokusu uklju¢enom u pojedini
pokus prijenosa: A) CR23, B) Euro7, C) EP713. Uzorci ,,donor* predstavljaju micelije svih donora
odredenog izolata, uzorci ,.same* su miceliji izogenih primatelja, dok su vic2, vic3 i vic4 miceliji
primatelja koji su heteroalelni s obzirom na donor na navedenim vic lokusima. Podaci su prikazani
kao srednja vrijednost + standardna pogreska dok su uzorci s druk¢ijim slovom statisticki razliciti

(p < 0,05) prema Kruskal-Wallis testu.
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Prilog 11. Promjene aktivnost enzima lakaze gljive C. parasitica nakon horizontalnog prijenosa
virusa CHV1, grupirano prema heteroalelizmu na vic lokusu ukljuéenom u pojedini pokus
prijenosa: A) CR23, B) Euro7, C) EP713. Uzorci ,,donor* predstavljaju micelije svih donora
odredenog izolata, uzorci ,.same* su miceliji izogenih primatelja, dok su vic2, vic3 i vic4 miceliji
primatelja koji su heteroalelni s obzirom na donor na navedenim vic lokusima. Podaci su prikazani
kao srednja vrijednost + standardna pogreska dok su uzorci s druk¢ijim slovom statisticki razliciti

(p < 0,05) prema Kruskal-Wallis testu.
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