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Sazetak

Diplomskograda studentice Laura Ko$éak, naslova

ZNACAJ MIKOVIRUSA U POLJOPRIVREDI

Prvo otkri¢ée mikovirusa zabiljeZzeno je 1962. godine, a izolirao ga je engleskivirolog Hollings. U pos-
liednjih pedesetak godinainteres za poznavanjem mikovirusaraste. Do danas je poznato da sumiko-
virusi prisutni u svim taksonomskim skupinamagljiva. Prisutnost mikovirusa u domacinu moze doves-
ti do smanjenjavirulentnostite utjecatina promjene fenotipa, alije ipak u nekim slucajevima zaraza
mikovirusima latentna. Zivotni ciklus mikovirusa odvija se u citoplazmi stanice domacina. Kako bi se
virusi uspjesno Sirili u stanicama bitno je da su izolati gljiva vegetativnho kompatibilni. Novijiliteraturni
izvori spominju mogucénost zaobilazenja vegetativne kompatibilnosti fuzijom protoplasta, ¢ime je
omogucenoi prosirenje spektradomacina. Prisutnost mikovirusai njihov hipovirulentniutjecaj doka-
zani su u laboratorijskim uvjetima na ekonomski znacajnim gljivama koje pripadaju rodu Fusarium,
Botrytis, Rhizoctonia, Cryphonectria, Alternaria i dr. U Europi se fitopatogena vrsta Cryphonectria
parasitica, uzro¢nik raka kore pitomog kestena, uspjesno suzbija koristenjem Cryphonectria hypovi-
rus 1 (CHV 1). Kod nekih vrsta patogenih gljiva utvrdena je i koinfekcija izolata s dva ili vise virusa.
Osim Sto ihnibicijski djeluju navirulentnost patogenih gljiva, mogu povoljno utjecatii na biljke koje su
domacini gljiva i to na nacin da umanjuju posljedice temperaturnog stresa. Kako bi se mikovirusi
mogli koristiti kao bioloSka mjera suzbijanja patogenih gljiva potrebno je provesti jo§ mnoga istrazi-
vanjaradi boljeg razumijevanjainterakcije mikovirusaidomadina.

Kljucne rijeci: mikovirus, gljiva, vegetativna (in)kompatibilnost, poljoprivreda



Summary

Of the master’s thesis — student Laura Koscak, entitled

SIGNIFICANCE OF MYCOVIRUSES IN AGRICULTURE--------

The first discovery of mycovirus was recorded in 1962. by the English virologist Hollings. In
the last fifty years, interest in knowledge of mycoviruses is growing. To date, mycoviruses
are known to be present in all taxonomic groups of fungi. The presence of mycovirus in the
host may lead to a decrease in virulence and affect phenotype changes, but in some cases
infections with mycoviruses are latent. The life cycle of mycoviruses takes place in the cyto-
plasm of host cells. In order to spread successfully in cells, essential is vegetative compatibil-
ity of host fungi. Recent literature reports possibility to bypass vegetative compatibility by
protoplast fusion thus allowing the widening of mycoviruses host range. The presence of
mycoviruses and their hypovirulent influence has been proven in laboratory conditions on
economically important fungi belonging to the genus Fusarium, Botrytis, Rhizoctonia,
Cryphonectria, Alternaria, etc. In Europe, phytopathogenic species Cryphonectria parasitica,
the causative agent of chestnut blight disease, has been successfully controlled using
Cryphonectria hypovirus 1 (CHV 1). In some species of pathogenic fungi coinfection of iso-
lates with two or more mycoviruses has been reported. In addition to their inhibitory effect
on virulence of pathogenic fungi, they can also have a beneficial effect on host plants by re-
ducing the temperature stress. In order to be used as a agents for biological control of phy-
topathogenic fungi additional research is needed, especially to better understand the inter-
action of mycoviruses and their hosts.

Key words: mycovirus, fungi, vegetative (in)compatibility, agriculture









1. UvOD

Mikovirusi su mikroorganizmi koji inficiraju gljive. Razlog njihove pojave do danas nije
potpuno razjas$njen, ali su prihvaéene dvije hipoteze podrijetla poznate kao: ,,hipoteza drevne
koevolucije“ i ,hipoteza biljka-virus®“ (Abbas, 2016.). Prvi objavljeni nalaz mikovirusa zabi-
ljezen je 1962. godine, a izolirao ga je virolog Hollings iz Sampinjona (Abid i sur., 2018.;
Kumar i Chandel, 2016.). Tijekom posljednjih 50-ak godina otkriveno je da su mikovirusi
prisutni u svim taksonomskim skupinama gljiva te je do danas poznato oko 200 razli¢itih vrs-
ta (Gilbert i sur., 2019.; Abid i su., 2018.). Genom ve¢ine mikovirusa graden je od dvolancane
RNA molekule (dIRNA). Svega 30 % poznatih mikovirusa gradeno je od jednolanéane RNA
(JIRNA) te jednolancane DNA (JIDNA) (Gemycircularvirus) (Darissa, 2011.). Klasificirani su
u nekoliko porodica, a to su: Totivirdae, Endornaviridae, Partitiviridae, Megabirnaviridae,
Chrysoviridae, Quadriviridae, Reoviridae (Ghabrial i sur., 2015.; Ghabrial i Suzuki, 2009.). S
obzirom da inficiraju i patogene gljive, smatraju se moguc¢om bioloSkom mjerom suzbijanja
istih, ali najveci problem u suzbijanju predstavlja vegetativna inkompatibilnost gljiva (Leslie,
1993.; Peberdy, 1980.). Medutim, prema novijim istraZivanjima moguce je ,,zaobi¢i“ uvjet
inkompatibilnosti u laboratorijskim uvjetima i to fuzijom protoplasta (citoplazme i/ili jezgre)
(Madhosingh, 1994.). Mikovirusi domacina najceS$¢e parazitiraju bez vidljivin simptoma, tj.
njihova prisutnost u domacinu je latentna. Ukoliko se simptomi i pojave oni su najéesce ne-
pravilan rast i razvoj, abnormalna pigmentacija te smanjena seksualna reprodukcija. (Allen i
sur., 2013.; Schmitt i Breinig, 2006.; Nuss, 2005.). Stisavanje RNA obrambeni je mehanizam
gljiva, a zasniva se na regulaciji ekspresije gena te je posredovan molekulama RNA. Medu-
tim, kako su i virusi evolucijski osiguravali svoj opstanak, mnogi su razvili strategiju borbe od
stiSavanja RNA kodiranjem proteina RSS (RNA silencing suppressor). Prijenos mikovirusa
mogu¢ je na dva nacina: horizontalni prijenos (s jedne gljive na drugu anastomozom hifa glji-
va koje su vegetativno kompatibilne) i vertikalni prijenos (sporulacijom). U radu ¢e biti prika-
zan opis grade mikovirusa, Ziovotni ciklus te njihov prijenos i utjecaj na gljive domacine koje
su Cesti uzro¢nici biljnih bolesti. Suzbijanje patogenih gljiva uspjesno se provodi kemijskim
mjerama, odnosno fungicidima. Ipak, meduprodukti degradacije fungicida Cesto su perzisten-
tniji (postojaniji) od polaznog spoja i ostaju duze vrijeme u zemlji ili vodi (podzemne vode),
S$to moze imati posljedice i za biljke u plodoredu, zbog ¢ega bi uvodenje mikovirusa kao mje-
re bioloskog suzbijanja bilo od iznimne Koristi (Pordevi¢, 2008.).



1.1.Cilj rada

Cilj ovoga rada je napraviti literaturni pregled spoznaja vezanih uz mikoviruse vazne s ag-
ronomskog gledista. Obradit ¢e se povijest, taksonomija, zivotni ciklus, domacini, nacini pri-

jenosa te utjecaj pojedinih mikovirusa na njihove domacdine.



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Povijest mikovirusa

Razlog pojave mikovirusa do danas nije potpuno razjasnjen, ali su prihvacene dvije hipo-
teze njihovog podrijetla poznate kao: ,hipoteza drevne koevolucije* i ,,hipoteza biljka-virus*
(Abbas, 2016.). Tako se prema prvoj hipotezi smatra da su mikovirusi, a s obzirom na nepoz-
nato drevno podrijetlo, evoluirali tijekom dugog razdoblja zajedno sa svojim domacinima.
Prema drugoj hipotezi smatra se da su mikovirusi tek ne tako davno presli s biljaka koje su
domacini pojedinim gljivama, na gljive koje parazitiraju te biljke (Pearson i sur., 2009.). Prvi
objavljeni nalaz mikovirusa zabiljeZzen je 1962. godine, a izolirao ga je engleski virolog Hol-
lings iz Sampinjona - Agaricus bisporus J. E. Lange. (Abid i sur., 2018.; Kumar i Chandel,
2016.; Hollings, 1962.). Prisutnost simptoma poput abnormalnog rasta uzrokovanih mikoviru-
sima ¢iji je domac¢in Sampinjon, dovela je do velikih gubitaka prinosa tih jestivih gljiva, nakon
Cega je bolest kultiviranih gljiva nazvana ,.La France disease* - francuska ili smeda bolest
Sampinjona (Abbas, 2016.; Borodynko i sur., 2010.). Osim Sampinjona ubrzo su mikovirusi
izolirani i iz shiitake - Lentinula edodes Berk. Nakon navedenog, mikovirusi postaju ekonom-
ski znacajni patogeni jestivih gljiva, a od tada se pojavljuje veliki interes za otkrivanjem uzro-
ka njihove pojave, posebice usmjeren na shiitake u Japanu (Abid i sur., 2018.; Ushiyama i
Hashioka., 1973.; Ushiyama i sur., 1977.; Mori i sur., 1978.). Neki dvolan¢ani RNA (dIRNA)
virusi takoder su otkriveni u shiitake gljivama na podrucju Sjedinjenih Americkih Drzava
(SAD), ali za razliku od Japana njihova je parazitacija bila latentna (Pearson i sur., 2009.;
Martin i sur., 2011.).

Interes za poznavanjem mikovirusa u posljednjih 50-ak godina raste (Ghabrial i sur.,
2015.). Tijekom navedenog razdoblja otkriveno je da su mikovirusi prisutni u svim taksonom-
skim skupinama gljiva te je do danas poznato oko 200 razli¢itih vrsta (Gilbert i sur., 2019.;
Abid, 2018.). Osim u gljivama utvrdena je njihova prisutnost i u mnogim Zivotinjama te ne-
kim biljnim vrstama, ali i u krvnom serumu ljudi te u patogenim dermatofitnim gljivama
(Candida albicans i Trichophytone rubrum), ¢ime mikovirusi dodatno dobivaju na znacaju
(Almola i sur., 2015.; Lamberto i sur., 2014.). Medu prvim rodovima gljiva iz kojih su uspje-
$no izolirani mikovirusi jesu rodovi Aspergillus i Penicillium (Hollings, 1982.), a do danas su
izolirani iz velikog broja razli¢itih ekonomski znacajnih fitopatogenih vrsta gljiva koje pripa-

daju rodovima Sclerotinia (Liu i sur., 2015.), Colletotrichum (de Figueiredo i sur., 2012.),



Fusarium (Flores-Pacheco i sur., 2017.), Diaporthe (Preisig i sur., 2000.), Metarhizium (Peri-
notto i sur., 2014.), Botrytis (Donaire i Ayllon, 2017.), Rhizoctonia (Zheng i sur., 2018.), Ro-
sellinia (Chiba i sur., 2009.), Cryphonectria (Krstin i sur., 2016.), Phomopsis (Hrabakova i
sur., 2017.) i Alternaria (Aoki i sur., 2009.).

Prisutnost i analize genoma mikovirusa mogu se istraziti pomocu razli¢itih laboratorij-
skih dijagnostickih metoda, a najéesce koriStene su elektronska mikroskopija (EM), imuno-
sorbentna elektronska mikroskopija (IEM/ISEM), elektroforeza na poliakrilamidnom gelu
(PAGE), enzimski imunosorbentni test (enzyme linked immunosorbent assay, ELISA) i lan-
Cana reakcija polimerazom obrnutog prepisivanja (reverse transcription-polymerase chain
reaction, RT-PCR) (Kumar i Chandel, 2016.).

2.2. Taksonomija mikovirusa

Do sada je poznato da je genom vecine mikovirusa graden od dvolanc¢ane RNA molekule
(dIRNA). Svega 30 % poznatih mikovirusa gradeno je od jednolan¢ane RNA (JIRNA), a ne-
davno je otkriveno da ovi virusima sli¢ni organizmi mogu biti gradeni i od jednolanéane DNA
(JIDNA) (Gemycircularvirus) (Darissa, 2011.). Kao i drugi mikroorganizmi i mikovirusi su u

posljednjih pedesetak godina intenzivnog istraZivanja klasificirani u nekoliko porodica koje se

razlikuju prema broju i veli¢ini segmenata koji ¢ine genom $to je prikazano u Tablici 1.



Tablica 1. Prikaz pripadaju¢ih porodica i rodova mikovirusa podijeljenih prema genomu i

popis domac¢ina mikovirusa®

Genom Porodica

Rod (veli¢ina genomakbp) Domacin

jIDNA  Genomoviridae

Gemycircularvirus
(30)

Sclerotinia sclerotiorum

JIRNA Alphaflexiviridae

Botrexvirus;
Sclerodarnavirus
5,9-9)

Botrytis cinerea;

Sclerotinia sclerotiorum

Barnaviridae

Barnavirus

4)

Agaricus bisporus

Gammaflexiviridae

Mycoflexivirus
(13)

Botrytis cinerea

Hypoviridae Hypovirus Cryphonectria parasitica
(9,1-12,7)

Narnaviridae Mitovirus, Saccharomyces cerevisiae,
Narnavirus Ophiostoma novo-ulmi;
(2,3-2)9) Cryphonetria parasitica

dIRNA Totiviridae Totivirus, Saccharomyces cerevisiae,

Victorivirus Ustilago maydis;
4,6-7) Gremmeniella abietina,

Partitiviridae

Alphapartitivirus,
Betapatrtitivirus,
Gammapartitivirus
3-48)

Rosellinia necatrix,
Heterobasidion annosum,
Penicilliumstoloniferum,
Gremmeniella abietina,

Fusarium solani

Chrysoviridae

Alphachrysovirus,
Betachrysovirus
(8,9-16)

Aspergillus fumigatus,
Fusarium oxysporum,
Fusarium graminearum

Alternaria alternata,

Reoviridae

Mycoreovirus*

Cryphonetria parasitica,

Rosellinia necatrix

Megabirnaviridae

Megabirnavirus
(16,1)

Rosellinia necatrix

*podatak o veli¢ini genoma nije dostupan

1 podatci preuzeti sa stranice Medunarodno povjerenstvo za taksonomijuvirusa (Interational Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) -

https://talk.ictvonline.org/



2.2.1. Dvolanéani RNA (dIRNA) mikovirusi

Neke vrste virusa ¢iji je genom dIRNA, osim gljiva uspje$no parazitiraju U protozoa-
ma i biljkama. Promjer ¢estica mikovirusa koji pripadaju porodicama iz Tablice 1 krece se od
25 do 50 nm, a samo su Cestice vrsta roda Mycoreovirus promjera oko 80 nm (Ghabrial i Su-
zuki, 2009.; Pearson i sur., 2009.). Analize naj¢esce sintetiziranog proteina dIRNA virusa
(RNA-ovisna RNA polimeraza (RdRp) koji sluzi za sintezu novih lanaca RNA, odnosno rep-
likaciju genetskog materijala), sugeriraju da su ovi virusi parafiletski (imaju zajedni¢kog pret-
ka) (Ghabrial i Suzuki, 2009.). Dvolan¢ani RNA virusi u laboratorijskim uvjetima ve¢ su us-
pjesno integrirani u gljive, kukce i1 druge eukariotske organizme zbog cega se sugerira njinovo

koristenje za bioloSko suzbijanje $teto¢inja (Chiba i sur., 2009.).

Porodica Totiviridae

Mikovirusi koji pripadaju porodici Totiviridae gradeni su od genoma koji nije seg-
mentiran, a veli¢ine je od 4,6 do 7 kilo baznih parova (kbp) te promjera Cestica oko 40 nm.
Sadrze dva otvorena okvira Citanja (open reading frames, ORF) koji kodiraju protein omotaca
(coat protein, CP) i RdRp protein. Podijeljeni su na dva roda koja parazitiraju u gljivama, a to
su: Totivirus (prisutan u Saccharomyces cerevisiae — kvasac i Ustilago maydis — mjehurasta
snijet kukuruza) i Victorvirus koji parazitiraju na filamentoznim gljivama (Rosellinia ne-
catrix-uzro¢nik trulezi korijena, Beauveria bassiana - entomopatogena gljiva i dr.). Filamen-
tozne gljive karakterizira polarizirani rast hifa u obliku niti (hife koje se razvijaju iz stanica
gljive). Rastom glavne hife dolazi do stvaranja mreze hifa koja se naziva micelij (Znidar3i¢ i
Pavko, 2001.). Mikovirusi dIRNA koji pripadaju rodu Totivirus poznati su po fenomenu koji
se naziva ,,yeast and smut killer system “ zbog znacajne stimulacije tvorbe toksina koji direkt-
no inhibiraju rast i razvoj ovih gljiva, dok to nije slu¢aj s vrstama roda Victorvirus (Park i sur.,
1996.; Bostian i sur., 1980.). Virusi koji pripadaju porodici Totiviridae osim gljiva parazitira-
ju i u protozoama i kukcima. Medutim, i dalje nije poznato mogu li se u prirodi $iriti s jednog
carstva na drugo ili su se zbog nekog evolucijskog razloga prebacili s jednog domacina (npr.

kukac) na drugog (npr. gljiva) sto bi bilo zanimljivo istraziti (Isawa, 2011.).



Porodica Partitiviridae

Genom dIRNA mikovirusa koji pripadaju porodici Partitiviridae podijeljen je na dva
segmenta, a promjer Cestica je 30 do 40 nm. Jedan segment zaduzen je za sintezu proteina
omotaca (CP), a drugi za RdRp (Darissa, 2011.). Prijenos vrsta roda Partitivirus odvija se
putem aseksualnih spora ili anastomozom (fuzijom) hifa gljive domacina. Potpuna sekvenca
genoma mikovirusa koji pripadaju ovom rodu poznata je samo za vrste Atkinsonella
hypoxylon virus, Fusarium solani virus 1 i Fusarium poae virus 1. Filogenetski neki mikovi-
rusi sli¢ni su virusima Kkoji parazitiraju na biljkama, zbog Cega se sugerira mogucnost hori-

zontalnog prijenosa sa gljive domacina na biljke (Ghabrial i sur., 2008.).

Porodica Chrysoviridae i Reoviridae

Genom dIRNA mikovirusa koji pripadaju porodici Chrysoviridae podijeljen je na eti-
ri segmenta, promjera Cestica 35 do 40 nm. lako se do nedavno smatralo da su genetski sli¢ni-
ji porodici Partitiviridae, detaljnijom analizom genoma utvrdena je veca sli¢nost s porodicom
Totiviridae. Kako se ipak razlikuju od navedenih, svrstani su u zasebnu porodicu. Virusi koji
pripadaju ovoj porodici Cesto su u domacinu prisutni zajedno s jo§ nekim mikovirusima te
uzrokuju vidljive simptome zaraze. Neki od primjera jesu Helminthosporium victoriae 145S
virus (Hv145SV) i Helminthosporium victoriae 190S virus (Hv190SV) koji inficiraju fitopa-
togenu gljivu Helminthosporium victoriae. Takoder su i virusi Amasya cherry disease asso-
ciated chrysovirus (ACDACV) i Cherry chlorotic rusty spot associated chrysovirus (CCR-
SACV) najcesce prisutni u koinfekciji s virusima Agaricus bisporus virus 1 (AbV 1) (porodi-
ca Chrysoviridae) i Mushroom bacilliform virus (MBV) (porodica Barnaviridae), koji su po-
vezani s La France disease na Sampinjonu. Nadalje, mikovirusi koji pripadaju porodici Reo-
viridae svrstani su u rod Mycoreovirus. Genom ovih virusa podijeljen je na 11-12 segmenata,
promjera Cestica oko 80 nm. Do danas su poznate samo tri vrste mikovirusa koji pripadaju
ovom rodu, a to su dva koja parazitiraju na C. parasitica (Cryphonectria parasitica mycoreo-
virus-1, CpMYRV-1 i Cryphonectria parasitica mycoreovirus-2, CoOMYRV-2) i jedan na R.
necatrix (Rosellinia necatrix mycoreovirus-3, RNMYRV-3), a njihova parazitacija dovodi do

znacajne hipovirulencije gljive domacina (Darissa, 2011.).



Porodica Megabirnaviridae

Unutar najnovije porodice Megabirnaviridae uvrSten je samo jedan rod - Megabirna-
virus. Genom ¢ine segmenta, a veli¢ina viriona je 52 nm (Slika 1). Kodira protein omotaca i
RdRp. Jedina vrsta koja je svrstana u rod Megabirnavirus je Rosellinia necatrix megabirnavi-
rus 1 — W779 (RnMBV1 - W779). Ovaj virus uspjesno parazitira u domacinu R. necatrix gdje
je hipovirulencija znacajno istaknuta. Na domacina se prenosi horizontalno, a moguca je i
interspecifi¢na infekcija na gljivu C. parasitica. Ucestalost vertikalnog prijenosa na domacina

manja je od 1 % (Salaipeth i sur., 2014.; Chiba i sur., 2009.).

Slika 1. Izgled i veli¢ina Gestica Rosellinia necatrix megabirnavirus 1 (RnMBYV 1).Slika koja
se nalazi s lijeve strane prikazuje virione mikovirusa Rosellinia necatrix megabirnavirus 1-W779 (RnMBV 1-
W779) snimljeno elektronskim mikroskopom,a linija koja se nalaziu desnom donjem kutu oznacava veli¢inu
od 100 nm iz Cega se moze is€itati da su Cestice ovoga mikovirusa veli¢ine oko 50 nm; desna slika pod ozna-
kom A prikazuje trodimenzionialni oblik dobiven pomocu rekonstrukcije slike elektornskog mikroskopa, a
linija koja senalazi u donjem desnom kutu oznacava veli¢inu od 20 nm ¢ime se potvrduje veli¢ina viriona od
52 nm). (izvor: Chibai sur., 2009i ICTV - https://talk.ictvonline.org/)

2.2.2. Jednolanc¢ani RNA (JIRNA) mikovirusi

Prisutnost jednolan¢anih RNA (IRNA) mikovirusa vrlo je mala. Svrstani su u nekoliko
porodica: Alphaflexiviridae, Barnaviridae, Gammaflexviridae, Hypoviridae i Narnaviridae, a
osim navedenih postoje i1 neklasificirani JIRNA mikovirusi ¢ije je detaljnije istraZivanje jo$
uvijek aktualno (Abbas, 2016.). Do danas je dokazano postojanje nekoliko razli¢ita mikoviru-
sa JIRNA genoma, a od agronomski znacajnijih to su Mushroom bacilliform virus (MBV) u
vrsti Agaricus bisporus koji pripada porodici Barnaviridae (Revill i sur., 1999.). Veli¢ina

genoma je 4 kbp te se prenosi horizontalno micelijem i basidiosporama, a najc¢esce se u $am-
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pinjonu nalazi u koinfekciji s La France isometric virus (LFIV) koji je uzro¢nik La France
bolesti Sampinjona (Romaine i Schlagnhaufer, 1995.). Zatim Selerophthora macrospora Virus
B (SmVB) u Selerophthora macrospora koja uzrokuje plijesan Zitarica (Y okoi i sur., 1999.).
Nadalje, poznart je i Botrytis virus F (BVF), u Botrytis cinerea koji je jedina vrsta unutar po-
rodice Gammaflexiviridae (Robyn i sur., 2001.). Cestice ovoga virusa promjera su oko 13 nm
te kodira samo protein omotaca (CP) dok nacin prijenosa i dalje nije utvrden (Howitt i sur.,
2001.). Otkriven je i Oyster mushroom spherical virus (OMSV) u bukovaci - Pleurotus ostre-
atus. Ovaj mikovirus taksonomski nije svrstan. Cestice su promjera 27 nm, a povezan je sa
znacajnim odumiranjem gljiva bukovaca. (Yu i sur., 2003.). Jedan od najvaznijih mikovirusa
¢iji je genom jIRNA je Cryphonectria hypovirus 1 (CHV 1) koji je detaljnije opisan u poglav-
lju 4.2.

2.2.3. Jednolanc¢ani DNA (JIDNA) mikovirusi

Jedini poznati mikovirus ¢iji je genom jednolan¢ana DNA je Sclerotinia sclerotiorum
hypovirulence-associated DNA virus 1 (SSHADV-1) koji parazitira fitopatogenu gljivu Scle-
rotinia sclerotiorum (Krupovic i sur., 2016.). Promjer ¢estica ovog mikovirusa je 22 nm. Za
razliku od opisanih dIRNA mikovirusa, JIDNA mikovirusi ne sintetiziraju RdRp ve¢ Rep pro-
tein (replication initiation protein) i CP (coat protein). Ovaj virus svrstan je u rod Gemycir-
cularvirus (porodica Genomoviridae). Utvrden je hipovirulentan utjecaj na domacina S. scle-
rotiorum, ali je zanimljivo §to se moze prenositi izmedu vegetativno inkompatibilnih popula-
cija gljive (Darissa, 2011.). Vegetativna kompatibilnost ograni¢avajuci je ¢imbenik u prijeno-
su mikovirusa, stoga je vaznost ovog ,,fenomena“ opisana u poglavlju 3.2. DNA mikovirus
Sclerotinia sclerotiorum hypovirulence - associated DNA virus 1 (SSHADV 1) jedan je od
uspjesnih primjera suzbijanja trulezi koriiena repe kao i jIRNA Cryphonectria hypovirus 1
(CHV 1) na kestenu (Yu i sur., 2013.; Nuss, 2005.).



3. INTERAKCIJAMIKOVIRUSA | GLJIVADOMACINA

3.1. Zivotni ciklus mikovirusa

Zivoti ciklus mikovirusa odvija se u citoplazmi stanica domaéina, a podijeljen je u Getiri

faze (Nuss, 2005.):

1) Sirenje u stanicama domacina,

2) Ssirenje iz jedne stanice u drugu rastom hifa nakon dijeljenja stanica,

3) lateralni prijenos fuzijom razgranatih hifa koje stvaraju micelij,

4) horizontalni prijenos s jedne gljive na drugu anastomozom hifa gljiva koje su vegeta-

tivno kompatibilne. Vertikalni prijenos mogu¢ je sporulacijom (Slika 2).

- (_® “ * s - ® )

Slika 2. Prijenos virusa CHV1 anastomozom hifa (lijevo) i konidijama (nespolna sporula-

cija) (desno). Lijevi dio slike prikazuje prijenos virusa anastomozom hifa koja se odvija tijekom vegeta-
tivne faze nitastih gljiva, anastomoza podrazumijeva spajanje hifa, mijeSanjacitoplazmipa sena taj nacin
mikovirus moZe §iriti sa zarazene jedinke na druge nezarazene; desna slika prikazuje prijenos mikovirusa
pomocu nespolnih spora ili konidija koje nastaju mitozom te se Sire na manjeudaljenosti, tako se virus koji
je prisutan u sporama moze prenositi i vjetrom, kiSom ili covjekom na vece udaljenosti . (Izvor: preuzeto iz

Nuss, 2005.)

Moguénost postojanja mikovirusa izvan stanice jo§ uvijek nije otkrivena kao ni prije-
nos vektorom. Medutim, u laboratorijskim uvjetima moguce je ostvariti interspecifi¢ni (izme-
du razli¢itih vrsta) prijenos mikovirusa, $to je dokazano kod izolata gljiva roda Aspergillus,
Sclerotinia, Cryphonectria i Heterobasiidion (Coenen i sur., 1997.; Melzer i sur., 2002.; Liu i
sur., 2003.; Vainio i sur., 2010.). Takoder, Cortesi i sur. (2001.) dokazuju mogucnost intras-

pecifiénog (unutar vrste) prijenosa virusa roda Hypovirus izmedu vegetativno inkompatibilnih
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izolata gljiva C. parasitica. Zbog ovog fenomena, pred istraziva¢ima je izazov prema kojem
je potrebno istraziti mogu li se mikovirusi prenositi izmedu razli¢itih vrsta (interspecifi¢no) ili
razli¢itih populacija iste vrste (intraspecifi¢éno) u prirodi.

Takoder je dokazano da se mikovirusi mogu prenositi horizontalnim ili vertikalnim
putem. Vertikalno Sirenje unutar stanica odvija se zajedno s procesima mejoze i mitoze, a
horizontalno anastomozom hifa ili seksualnom reprodukcijom (Castillo i sur., 2011.). Hori-
zontalni prijenos virusa mogu¢ je samo izmedu vegetativno kompatibilnih populacija gljiva,
Sto je dovelo u pitanje uspjesnost suzbijanja filogeneticki razlicitih populacija gljiva iste vrste
(Pearson, 2009.). U filamentoznim, askomicetnim gljivama (npr. R. necatrix i C. parasitica)
grananjem hifa dolazi do stvaranja (fuzije) micelija unutar kolonije (Glass i Fleissner, 2006.;
Hickey i sur., 2002.; Buller,1933.). Vjeruje se da se prijenos mikovirusa u koloniji gljive od-
vija pasivno zajedno s organelima u citoplazmi, stoga se moze zakljuciti da se krecu citopla-
zmom u smjeru produzivanja hifa usporedno s njihovom fuzijom (McKerracher i Heath,
1987.; Ross, 1976.).

Osim $to inficiraju gljive te potencijalno utjecu na njihovu virulentnost i fenotip, ipak
u nekim slu¢ajevima prisutnost mikovirusa moze utjecati povoljno na biljke koje su domacini
gljiva. Tako je zbog prisutnosti virusa u endofitskoj gljivi roda Culvularia, utvrdena veca ot-

pornost biljke na visoke temperature (Marquez i sur., 2007.).

3.2.Vaznost vegetativne kompatibilnosti gljiva u prijenosu mikovirusa

Vegetativna (in)kompatibilnost gljiva (Slika 3) potaknuta je ekspresijom razli¢itih ge-
na, a s ciljem sprjeCavanja Sirenja mikovirusa na razli¢ite kolonije ili populacije gljiva kao
svojevrsni obrambeni mehanizam kontroliran s najmanje Sest nevezanih vic lokusa. Jedinke s
razli¢itim alelima na jednom ili viSe vic lokusa (specifiéna pozicija na kromosomu jednog
gena u DNA sekvenci, a moguce varijante iste DNA sekvence na jednom lokusu ozna¢avaju
se kao aleli) su vegetativno nekompatibilne, odnosno gljive su vegetativno kompatibilne uko-
liko sadrze identi¢ne alele na vic likusima. Nakon anastomoze hifa vegetativno inkompatibil-
nih jedinki gljiva dolazi do programirane stani¢ne smrti i nemoguénosti stvaranja stabilnih

heterokariona (Choi i sur. 2012.).
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Slika 3. Utjecaj vegetativne (in)kompatibilnosti gljiva na prijenos mikovirusa. Sirenje virusa
ograni¢eno je vegetativnom kompatibilno$¢u gljiva domacina. Na lijevom crtezu prikazano je nesmetano
Sirenje mikovirusa izmedu hifa gljiva koje su vegetativno kompatibilne, §to znac¢ida imaju jednake alele na
lokusima. Na crtezu koji se nalazi s desne strane prikazan je utjecaj vegetativne inkomatibilnostina §irenje
mikovirusa izmedu gljiva koje imaju razli¢ite alele na samo jednom lokusu. Fuzija takvih hifa dovodi do
programirane stani¢ne smrti zbog ¢ega se virusi ne mogu dalje Siriti. (1zvor: preuzeto i prilagodeno iz Kumari
Chandel,2016.)

Ogranicavaju¢i ¢imbenik u primjeni mikovirusa kao potencijalnih agensa za biolosko
suzbijanje patogenih gljiva predstavlja prijenos izmedu vegetativnho inkompatibilnih gljiva
koje pripadaju taksonomski razli¢itim skupinama (Leslie, 1993.; Peberdy, 1980.). Primjerice,
u Europi se uspjeSno suzbija vrsta Cryphonectria parasitica mikovirusom Cryphonectria
hypovirus 1 (CHV 1). Medutim, isto nije bilo moguce posti¢i u Americi jer je na tom podru-
¢ju vegetativna raznolikost ove gljive znacajno veéa u odnosu na europske populacije (Nuss,
2005.).

Prema novijim istrazivanjima, moguce je ,,zaobi¢i uvjet inkompatibilnosti u laborato-
rijskim uvjetima fuzijom protoplasta (citoplazme i/ili jezgre) (Madhosingh, 1994.). Ova me-
toda najcesce se koristi u istrazivanjima u kojima je potrebno istraziti prolazak odredenih tvari
kroz stani¢nu membranu (Mathur i Koncz, 1998.). Fuzija protoplasta pokazala se uspjesnom
kada je primijenjena na gljivama roda Aspergillus (van Diepeningen i sur., 1998.), Fusarium
(van Diepeningen i sur., 2000.) i Rosellinia (Kanematsu i sur., 2014.). Uspjesnim se pokazalo
I istrazivanje provedeno na razli¢itim vrstama gljiva roda Fusarium. Naime, utvrden je hipo-
virulentan utjecaj mikovirusa Fusarium graminearum virus DK21 (FgV 1 - DK21) na izolati-
ma gljive F. asiaticum, F. graminearum i F. oxysporum f. sp. lycopersici. Simptomi su bili
vidljivi na razvijenom miceliju gljiva i to u vidu smanjenog rasta i pojacane pigmentacije u
odnosu na izolate koji nisu bili inficirani (Lee i sur., 2011.). Takoder su test biljke pSenice i
raj¢ice bile znacajno boljeg fitnesa ako su bile zarazene gljivom koja je inficirana virusom od
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onih koje su bile zarazene gljivom u kojoj nije bio prisutan virus (Slika 4 i 5). Stoga je fuzi-

jom protoplasta moguce utjecati na prosirenje spektra gljiva domacina.

Slika 4. Utjecaj mikovirsa Fusarium grami-
nearum virus 1 — DK21 (FgV 1-DK21) na
zarazenost klasova psenice vrstom Fusarium
graminearum i F. asiaticum. VF-prikaz klasa
pSenice zaraZenog s izolatima Fusarium vrsta u koje
nije inokuliran virus; VI-prikaz klasa pSenice zaraze-
nog s izolatima Fusarium vrsta u kojima je prisutan
mikovirus. Inokulacijom virusa u izolate gljiva zna-
¢ajno je primjetan inhibicijski utjecaj na zaraZzenost
klasa pSenice. (Izvor: preuzeto i prilagodeno iz Lee i
sur., 2011.)

VI

Slika 5. Utjecaj mikovirsa Fusarium grami-
nearum virus 1 — DK21 (FgV 1-DK 21) na
zarazenost biljaka raj¢ice vrstom Fusarium
oxysporum. VF- prikaz biljaka rajice zaraZene
izolatom Fusarium oxysporum u kojeg nije inokuliran
virus; Vl-prikaz biljaka rajcice zarazenih s izolatima
Fusarium oxysporum u kojem je prisutan mikovirus.
Inokulacijom virusa u izolat gljive znacajno je primje-
tan inhibicijski utjecaj na zarazenost biljaka. Izolat
bez virusa (VF) uzrokovao je znacajno propadanje
biljaka rajc¢ice. (Izvor: preuzeto i prilagodeno iz Lee i

sur., 2011.)

Da je vegetativna kompatibilnost vazna u prijenosu mikovirusa ovisi i 0 vrsti virusa i glji-
ve domacina. Naime, Yaegashi i sur. (2013.) uspjesno prenose mikovirus izmedu vegetativno
inkompatibilnih izolata gljive Rosellinia necatrix. Tri vegetativno inkompatibilna izolata glji-
ve inokulirana su na korijen jabuke te je utvrden prijenos s jednog izolata na drugi, ali je ot-
kriven i novi mikovirus. Zbog neoc¢ekivanih rezultata, pretpostavka je da je u prijenosu sudje-
lovao i kakav vektor jer su na miceliju bili prisutni kukci i nematode. Prije postavljanja poku-
sa na jabuci, obavljena je analiza vjerojatnosti pojave novog dIRNA mikovirusa inokulacijom
razli¢itih izolata na jedan korijen jabuke. Vjerojatnost pojave novog mikovirusa bila je 52,4 %
(RT-PCR), sto je znacajno vecéa vjerojatnost od prije objavljenih podataka gdje je iznosila
svega 19,3 % na 424 izolata R. necatrix (lkeda i sur., 2004.). Filogenetskom analizom novi
mikovirus Rosellinia necatrix victorivirus 1 svrstan je u rod Victorivirus (porodica Totiviri-
dae).

S obzirom da su u R. necatrix naj¢esc¢e prisutni virusi koji pripadaju porodici Partitiviri-
dae, moze se zakljuciti da je R. necatrix njihov stalni domac¢in. Za novootkriveni Totiviridae
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mikovirus primarni domacin nije otkriven, stoga njegova prisutnost u izolatu R. necatrix nije
oc¢ekivana. Pojava novih dIRNA genoma mikovirusa u izolatima gljiva sugerira na nekoliko
moguénosti:

a) dIRNA molekule prenesene su anastomozom hifa od nativne R. necatrix na korijen
jabuke iako su sva stabla jabuke bila zdrava prije postavljanja pokusa i inkubacije R.
necatrix te su svi ostali izolati originalno potekli od inkubiranog micelija gljive pa
mogucnost zaraze prije pokusa nije postojala. Takoder, smatraju da nije postojala mo-
guénost intraspecificnog prijenosa novo virusa anastomozom ako su miceliji nastali od
inkubirane gljive koja nije bila inficirana virusom iz porodice Totiviridae,

b) interspecifican prijenos s druge vrste gljive prisutne u tlu ili korijenu jabuke,

c) dIRNA su potekli endogeno mutacijom genoma gljive,

d) izolati su bili latentno zarazeni ili je prisutnost novootkrivenog dIRNA bila tolika da
se nije mogla detektirati pomo¢u metode lancane reakcije polimerazom nakon obrnu-
tog prepisivanja (RT-PCR), stoga se naknadno uspjesno propagira0 u uvjetima tla.

U ovom istrazivanju odredeni dIRNA mikovirusi doveli su do smanjenog rasta micelija, ali i
smanjenja virulencije gljive sto ih ¢ini potencijalno povoljnim agensima za suzbijanje ove
gljive bez potrebe koriStenja fungicida. Za sada se kao potencijalni agensi za suzbijanje R.
necatrix predlazu Rosellinia necatrix mycoreovirus - 3 (RnMRV - 3) i Rosellinia necatrix
megabirnavirus 1 - W779 (RnMBV 1 - W779) (Chiba i sur., 2009.; Kanematsu i sur., 2004.).
Fuzija protoplasta pokazala se uspjesnom i na izolatu gljive F. graminearum PH - 1 sa Cetiri
razli¢ita mikovirusa Fusarium graminearum virus 1 (FgV 1), Fusarium graminearum virus 2
(FgV 2), Fusarium graminearum virus 3 (FgV 3) i Fusarium graminearum virus 4 (FgV 4).
Inokulacija mikovirusa u izolat koji nije bio inficiran dovela je do znacajnih morfoloskih

promjena ovisno o vrsti virusa (Slika 6).
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PH-1 PH-1/FgV1 PH-1/FgV2  PH-1/FgV3  PH-1/FgV4

Slika 6. Utjecaj razli¢itih sojeva Fusarium graminearum virus 1 - 4 na morfologiju kolonije

vrste F. graminearum PH-1. PH-1-kontrolni izolat vrste Fusarium graminearum; PH-1/FgV1-izolat
vrste Fusarium graminearum u kojem je prisutan Fusarium graminearum virus 1; PH-1/FgV2- izolat vrste
Fusarium graminearum u kojem je prisutan Fusarium graminearum virus 2; PH-1/FgV3- izolat vrste Fusari-
um graminearum u kojem je prisutan Fusarium graminearum virus 3; PH-1/FgV4- izolat vrste Fusarium gra-
minearum u kojem je prisutan Fusarium graminearum virus 4. Znacajni hipoviruletni utjecaj vidljiv je na
izolatima s pristunim FgV 1i FgV 2, gdje je doslo do smanjenograsta micelija te promjene boje izolata dok je
na izolatima s pristunim FgV 3 i FgV 4 razvoj micelija nije bio znadajno promijenjen u odnosu na kontrolni
izolat. (Izvor: Lee i sur., 2014.)

Hipovirulencija je bila znacajna inkubacijom virusa Fusarium graminearum virus 1 (FgV
1) i Fusarium graminearum virus 2 (FgV 2) sto je dovelo do smanjenog rasta, pojacane pig-
mentacije, smanjene virulentnosti te nepravilnog oblika micelija. Kod Fusarium graminearum
virus 1 (FgV 1) prisutnog izolata, uz sve navedeno doslo je i do povecane tvorbe toksina i
smanjenje veli¢ine kondija $to nije bio slucaj kod izolata s prisutnim Fusarium graminearum
virus 2 (FgV 2). Inkubacijom vrste Fusarium graminearum virus 3 (FgV 3) i Fusarium grami-
nearum virus 4 (FgV 4) nije zabiljezen znacajan hipovirulentan utjecaj. lako ovi mikovirusi
nisu utjecali na virulentnost gljive, detaljnijim analizama genoma primijeceno je da su utjecali
na ekspresiju gena gljive domacina zbog Cega je pretpostavka da su izolati s ovim mikoviru-
sima stvorili obrambeni mehanizam prema virusima. Ova pretpostavka temelj je za daljnja

istrazivanja interakcija mikovirusa i gljiva domacina (Lee i sur., 2014.).
3.3. Obrambeni mehanizam gljiva od virusa

UtiSavanje RNA obrambeni je mehanizam eukariotskih organizama na virusne infekci-
je, posebice istrazena kod biljaka (Ding i Voinnet, 2007.; Wang i Metzlaff, 2005.). Ovaj me-
hanizam zasniva se na regulaciji ekspresije gena te je posredovana molekulama RNA, a naj-
¢es¢e dolazi do supresije translacije gena. MRNA (glasnicka ili informacijska RNA) koja iz
jezgre odlazi na ribosome koji se nalaze u citoplazmi s uputom za sintezu proteina. Male
RNA molekule integriraju s mRNA $§to rezultira degradacijom mRNA, odnosno dogada se
utiSavanje mRNA odredenog gena, stoga RNA utiSavanje kontrolira razvoj drugih organiza-

ma. Ovaj mehanizam Cesto se koristi u istrazivanjima gdje se u organizam unose Specifi¢ni
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dupleksi molekula RNA ¢iji slijed prati slijed neke ciljane mRNA. Zatim, odredeni enzim
razdvaja duplekse u krace siRNA (small interfering/silencing RNA) ¢&iji se lanac veze na kom-
plementarnu mRNA i utiSava ju (Nelson i Cox, 2017.). Ova metoda jo$ se naziva i ,,gene
knockdown* jer se ekspresija gena stiSava, ali nije u potpunosti onemogucena (Berg i sur.,
2015.). Pretpostavka je da uz vegetativnu kompatibilnost, veliku ulogu ima i moguénost uti-
Savanja virusne RNA u gljivi domacéinu.

Medutim, kako su i virusi evolucijski morali osigurati svoj opstanak, mnogi su razvili
strategiju od stisavanja RNA kodiranjem proteina RSS (RNA silencing suppressor). U litera-
turi se navodi supresija RNA utisavanja Cryphonectria hypovirus 1 (CHV 1) u gljivi C. para-
sitica ekspresijom RSS (Segers i sur., 2007.; Segers i sur., 2006.). Isto je utvrdeno i kod infi-
cirane gljive Aspergillus nidulans (Hammond i sur., 2008.). U novijim podacima iz literature
utvrdeno je da je od cetiri inokulirana mikovirusa Rosellinia necatrix partitivirus 1 (RnPV 1),
Rosellinia necatrix mycoreovirus 3 (RnMyRV 3), Rosellinia necatrix megabirnavirus 1
(RnMBYV 1) i Rosellinia necatrix quadrivirus 1 (RnQV 1) u izolat gljive R. necatrix kojem je
egzogeno inokuliran GFP gen za utiSavanje RNA, samo mikovirus Rosellinia necatrix myco-
reovirus 3 (RnMyRV 3) doveo je do supresije RNA utisavanja R. necatrix (Yaegashi i sur.,
2013.). Ovo otkri¢e obecavajuce je u smislu koristenja RnMyRV 3 kao bioloske metode suz-

bijanja R. necatrix.
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4. AGRONOMSKIZNACAJNIMIKOVIRUSI

U nastavku rada opisani su mikovirusi koji mogu biti od velikog znacaja pri suzbijanju fi-
topatogenih vrsta gljiva, $to je od vaznosti s agronomskog aspekta. Posebna vaznost ovih mik-
roorganizama s agronomskog gledista je fenomen ,hipovirulencije®, tj. njihov direktan utjecaj
na smanjenje virulentnosti domacina, a zbog potencijalnog smanjenja gubitka prinosa kultivi-
ranog bilja te Sumskih biljnih vrsta uzrokovanih zarazom patogenim gljivama. Hipovirulencija
omogucéava smanjenje patogenosti gljiva ¢iji su domacini ekonomski vazne kulture, $to je
dovoljan razlog koriStenja mikovirusa kao bioloskih agensa za suzbijanje biljnih bolesti
(Abbas, 2016.).

4.1. Mikovirusi gljiva roda Fusarium

Fusarium spp. je kompleks patogenih gljiva koje parazitiraju na psenici, kukuruzu,
je¢mu i drugim zitaricama smanjujuci prinos (Desjardins i Proctor, 2007.). Uzroc¢nici su palezi
klasa zitarica (Abbas, 2016.). Fakultativni su paraziti te napadaju veliki broj korovnih i kulti-
viranih biljnih vrsta. Jedan od razloga zasto je rod Fusarium rasprostranjen u svim podruc¢jima
svijeta je izrazita sposobnost prilagodavanju razli¢itim agroklimatskim uvjetima. Kod kuku-
ruza uzrokuju palez klijanaca, trulez korijena, stabljike i klipa, a kod pSenice i ostalih strnih
zitarica palez klijanaca, trulez korijena i donjeg dijela vlati te palez klasova. Izvor zaraze mo-
gu biti biljni ostaci u tlu, zarazeno sjeme i korovi (Cosi¢ i sur., 2004.). Napad bolesti koje
uzrokuju Fusarium vrste utjeCe na prinos na kojem se javljaju znacajne Stete te urod moze biti
smanjen za vise od 50 %, a iznimno i do 85 %. Smanjenje uroda je direktna Steta koju uzroku-
ju ove gljive, ali i indirektne Stete su iznimno znacajne, a o€ituju se u produkciji mikotoksina
te smanjenju Klijavosti i energije Kklijanja. U 2002. godini u Hrvatskoj zabiljezeni su veliki
problemi u sjemenskoj i merkantilnoj proizvodnji kukuruza zbog izuzetno jakog napada Fu-
sarium spp. (Kori¢, 2003.). Naime, patogen se u tlu odrzava u obliku spora (hlamidospora) na
biljnim ostacima. Pri povoljnim uvjetima hlamidospore prokliju formiraju¢i hife, konidije ili
nove hlamidospore. Hife u biljku ulaze kroz epidermu. Na bolesnim dijelovima biljke micelij
stvara konidiofore s makrokonidijama i mikrokonidijama kojima se bolest $iri s biljke na bilj-
ku. Prema viSegodisnjim istraZivanjima Cosi¢ i Vrandegi¢ (2003.) i Cosié i sur. (2004.) najée-
S¢a vrsta na zrnu pSenice u Hrvatskoj je F. graminearum (telemorf: Gibberella zeae), a manje
su zastupljene F. verticillioides i F. avenaceum. U vrsti F. graminearum do sada je otkrivena

prisutnost nekoliko mikovirusa te je od nekih dostupna kompletna sekvenca genoma (Darissa
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i sur., 2011.; Yu i sur., 2009.; Chu i sur., 2002.; Compel i Fekete, 1999.; Nogawa i sur.,
1996.).

U kukuruzu i je¢mu utvrdena je prisutnost sada ve¢ poznatih Fusarium graminearum
virus 1 (FgV 1), Fusarium graminearum virus 2 (FgV 2), Fusarium graminearum virus 3 (FgV
3) i Fusarium graminearum virus 4 (FgV 4). Iako su taksonomski povezani, geneti¢ki se zna-
¢ajno razlikuju. Veli¢ina genoma ovih dIRNA mikovirusa krece se od 1,7 do 9,3 kpb. Do sada
je samo za Fusarium graminearum virus 1 (FgV 1) otkriven hipovirulentan utjecaj na domaci-
na i to u vidu promjene morfologije i pigmentacije te opcenito rasta micelija vrste Fusarium
graminearum (Lee i sur., 2014.; Chu i sur., 2002.). Filogenetska analiza cijelog slijeda nukle-
otida ukazuje da je Fusarium graminearum virus 3 (FgV 3) usko povezan s porodicama Toti-
viridae i Chrysoviridae, ali nije svrstan, dok je virus Fusarium graminearum virus 4 (FgV 4)
razli¢itih mikovirusa uzrokovala ,,reprogramiranje* metabolizma domacina, odnosno ekspre-
sija gena bila je razli¢ita kod zarazenih gljiva ako je prisutan drugaciji soj istog virusa.

Autor Chu i sur. (2002.) istrazivali su utjecaj dIRNA mikovirusa na vrstu F. gramine-
arum koja je parazitirala na sjemenu kukuruza. Cilj je bio utvrditi prisutnost dIRNA virusa u
izolatima prikupljenih sa ¢etrdeset polja na osam proizvodnih povrsina u Koreji. Nadalje, is-
trazivan je i utjecaj na morfologiju inficirane gljive te je obavljeno sekvenciranje detektiranog
dIRNA u izolatu F. graminearum - DK21. Ekstrakcija dIRNA iz micelija obavljena je po-
moc¢u CF-11 kromatografije te je molekulska masa utvrdena elektroforezom na agaroznom
gelu. Kako bi potvrdili potencijalni hipovirulentni utjecaj na F. graminearum, kontrolni i hi-
povirulentni izolati gljive inokulirani su u biljke pSenice. Na inficiranim biljkama utvrdena je
i koli¢ina mikotoksina te utjecaj na morfologiju i anastomozu hifa. Od 286 izolata gljive,
dIRNA (7,5 kbp) je bio prisutan u 13 izolata. U nekim izolatima bili su prisutni veli¢inom
manji dIRNA (5,5 kbp), ali na istima nije primije¢ena nikakva promjena u odnosu na kontrol-
ni izolat. Otkriveni virus nazvan je Fusarium graminearum virus — DK21. Nadalje, utvrdena je
i znaCajna razlika u veli¢ini micelija kod inficiranih izolata gljive (Tablica 2). Produkcija ko-
nidija nije se znaCajno razlikovala, a rast i boja micelija bili sSu promijenjeni. Zarazenost kla-
sova pSenice bila je manja kod hipovirulentnih izolata gljive u odnosu na kontrolni izolat (Sli-
ka 7). Koli¢ina toksina DON (deoxynivalenol) bila je znac¢ajno manja (3 - 7 mg/L) kod hipo-

virulentnog izolata nego kod kontrolnog izolata (76 - 84 mg/L).
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Tablica 2. Prikaz utjecaja Fusarium graminearum virus DK21 na morfologiju i veli¢inu kolo-
nija razli¢itih izolata vrste Fusarium graminearum

Izolat? dIRNA MorfologijaP® Promjer kolonije (cm)®
dIRNA-DK21 + Tamno crveno, nepravilno 0,8+0,254
dIRNA-bez DK21 - Ruzi¢asto, kruznica 2,34+0,13
T-DK B2 + Tamno crveno, nepravilno 1,01+0,334
T-DK C5 + Tamno crveno, nepravilno 0,98+0,51¢
T-DK D1 + Tamno crveno, nepravilno 0,88+0,08¢
T-DKF1 - Ruzicasto, kruznica 2,38+0,04

aF. graminearum izolati T-DK B2, T-DK C5, T-DK D1 i T-DK F1 dobiveni su anastomozom dIRNA-bez DK21
i dIRNA-DK21; PdIRNA-DK21 rezultirali su produkcijom tamno crvenog pigmenta, a kolonije su bile ameboid-
nog oblika. dIRNA-bez DK21 bile su ruzi¢aste boje, a kolonije oblika kruznice; °prikazane vrijednosti su srednje
vrijednostii standardna devijacija od 20 neovisnih pokusa. Promjer kolonija utvrden je tri dana nakon inkubaci-
je, a veli¢ina je izrazena u cm: 9 prikazane vrijenosti zna¢ajno su razli¢ite prema t-testu pri P=0,05 u odnosu na
izolat dIRNA-bez DK21. (Izvor: preuzetoi prevedenoiz Chui sur., 2002.)

Slika 7. Utjecaj izolata Fusarium graminearum s prisutnim Fusarium graminearum virus

DK - 21 na Sirenje bolesti na klasu pSenice. 1, 2 -kontrolne bilike psenice bez prisutne vrste F. gra-
minearum; 3, 4,5 — biljke pSenice zarazene izolatom F. graminearum u kojem nije prisutan mikovirus; 6, 7, 8
— biljke pSenice zarazene izolatom F. graminearum s prisutnim Fusarium graminearum virus DK - 21. Na
slici je vidljivo da je zaraZenost klasova manja kod hipovirulentog izolata vrste F. graminearum (6, 7, 8).
(Izvor: preuzetoi prilagodeno iz Chu i sur., 2002.)

Sekvenciranjem dIRNA (RNA ovisna RNA polimeraza (RdRp)) utvrdena je podudarnost s
nekoliko virusa, uklju¢ujué¢i viruse Cryphonectria hypovirus 1 i Barley yellow mosaic virus

.....

(CHV 3) i Cryphonectria hypovirus 4 (CHV 4), dok je utvrdena manja sli¢nost s porodicom

Flexiviridae (ukljucujuci i Potexvirus) iako je slinost u organizaciji genoma bila vrlo visoka.
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Ovaj virus i dalje nije taksonomski svrstan? (Kwon i sur., 2007.). S obzirom da su razli¢ite
populacije gljive F. graminearum ¢esto vegetativno kompatibilne, postoji velika moguénost
koriStenja otkrivenog Vvirusa kao potencijalnog agensa u bioloSkom suzbijanju ove vrste (Mo-
onisur., 1999.; Bowdeni Leslie, 1992.).

Autor Darissa (2011.) u izolatu gljive F. graminearum (kineski tip gljive) s prisutnim
Fusarium graminearum virus — ch9 (FgV - ch9) dokazuje hipovirulentni utjecaj. Neki od sim-
ptoma bile su promjene u strukturi stanica, smanjen rast, morfologija kolonija, tvorba konidija
i virulentnost na psSenici i kukuruzu (Slika 8 i 9). Na razini stanice doslo je do djelomi¢ne re-
organizacije citoplazme u odnosu na uobicajen izgled (Slika 10). Pomocu poliklonalnih antiti-
jela utvrdeno je da su mikovirusi smjesteni u citoplazmi u tvorevinama koje slice vakuolama.
Svi izolati s prisutnim mikovirusima uzrokovali su hipovirulentnost gljive F. graminearum u
odnosu na kontrolni izolat, ali je jaCina ovisila o biljci domacinu. Prisutnost dIRNA virusa
potvrdena je i u vrstama F. poae i F. solani f. sp. robiniae (Compel i sur., 1999.; Nogawa i
sur., 1996.). Isti dIRNA identificirani su u vegetativno kompatibilnim izolatima gljiva, ali na

inficiranim izolatima nije primije¢ena promjena u fenotipu.

Slika 8. Utjecaj hipovirulencije izolata s Fusari- Slika 9. Utjecaj hipovirulencije izolata s Fu-
um graminearum virus — ch9 na klasu pSenice. A sarium graminearum virus — ch9 na klipu
- zarazenost klasa pSenice s izolatom F. gramineaum u  kukuruza. A - zarazenost klipa kukuruza s izolatom
kOjem je priStUran mikOVirUS; B - zarazenost klasa péenice F. gramineaum u kojem je pristuran mikovirus; B -
izolatom F.graminearum u kojem nije prisutan mikovirus.  zarazenost klasa p3enice izolatom F. graminearum u
Na slici je vidljiv znacajan hipovirulentan utjecaj na vrstu  kojem nije prisutan mikovirus. Na slici je vidljiv zna-
F. graminearum, klasovi pSenice slabije su zaraZeni u  gajan hipovirulentan utjecajna vrstu F. graminearum,
odnosu na izolat bez prisutnog mikovirusa. (Izvor: preuze-  klipovi kukuruza slabije su zarazeniu odnosu na izolat
to i prilagodeno iz Darissa, 2011.). bez prisutnog mikovirusa. (Izvor: preuzeto i prila-
godeno iz Darissa, 2011.).

2 https://talk.ictvonline.org/search-
124283882/?q=fusarium%20graminearum%20virus#gsc.tab=0&gsc.q=fusarium%20graminearum %20virus&gsc
.page=1
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Slika 10. Polozaj ¢estica mikovirusa u stanici gljive domacina. A - vidljiva reorganizacija citopla-
zme u prisutnosti mikovirusa; B - uobicajen izgled stanice vrste Fusarium graminearum; C-smjestaj mikoviru-
sa u citoplazmi stanice domac¢ina. (I1zvor: Darissa, 2011.)

4.2. Mikovirusi gljiva roda Cryphonectria

Hipovirulencija se moze prenositi na virulentne sojeve gljive uz uvjet da su izolati
gljiva vegetativnho kompatibilni Sto je prethodno objasnjeno, a Cesta je to pojava na vrsti C.
parasitica. U Europi je prisutnost ovoga patogena prvi puta zabiljezena 1938. godine, a tek
1955. godine utvrdena je i u Republici Hrvatskoj u okolici Opatije (Kispati¢, 1956.). C. para-
sitica je uzrocnik raka kore zbog Cega odumiru stabla kestena. Prilikom zaraze dolazi do
promjena na kori stabla koja postaje tamnija, blago ulegnuta i crvena. Virulentni izolat gljive
dovodi do promjene boje i uzduznog pucanja kore $to uzrokuje njezino odvajanje i stvaranje
raka. Na zarazenim podrucjima lako se uocavaju zuto-narancasta ili crvenkasta plodna tijela
gljive. Pored navedenog dolazi do zucenja i gubitka lis¢a, pojave nekroza, hipertrofije te izos-
tanka apscizije suhih listova u jesen (Glavas, 1999.; Halambek, 1988.).

Velike probleme zaraza sa C. parasitica uzrokuje na podruc¢ju Europe, Amerike i Azi-
je gdje je biodiverzitet i zdravlje Suma pitomog kestena ugrozena. lako se pojavljuje kao naj-
znacajniji patogen kestena, posljednjih godina uoceno je ozdravljenje zarazenih stabala koje
se pripisuje mikovirusu Cryphonectria hypovirus 1 (CHV 1) (Nuss, 2005.). Naime, prisutnost
Cryphonectria hypovirus 1 (CHV 1) dovodi do smanjenja virulentnosti i depigmentacije gljive

domacina (hipovirulentna gljiva) (Slika 11).
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Slika 11. Utjecaj hipovirulentnog izolata na morfologiju kolonije Cryphonectria parasitica.
Na slici lijevo prikazan je izolat C. parasitica s prisutnim Cryphonectria hypovirus 1; na slici desno prikazan
je izolat C. parasitica bez prisutnog mikovirusa Cryphonectria hypovirus 1. Vidljivo je da je izolat s prisutnim
mikovirusom zna¢ajno manjeg promjera i smanjenje pigmentacije u odnosu na kontrolniizolat, ¢ime je doka-
zan hipovirulentni utjecaj na vrstu C. parasitica. (Izvor: preuzeto iz Cheni Nuss, 1999.)

Ova pojava od velike je vaznosti za oCuvanje Suma kestena te se ovi mikovirusi u danasnje
vrijeme uspjesno koriste kao bioloski agensi u suzbijanju C. parasitica (Nuss, 2005.). Na pod-
ru¢ju Republike Hrvatske ve¢ se godinama intenzivno proucava utjecaj mikovirusa Crypho-
nectria hypovirus 1 (CHV 1) na virulenciju C. parasitica (Krstin i sur., 2016.). U ovom dijelu
interakcije mikovirusa s gljivom domaé¢inom utvrdeno je da ¢e uspjeSnost hipovirulencije naj-
viSe ovisiti o vegetativnoj kompatibilnosti izmedu razlicitih skupina gljiva koje pripadaju istoj
vrsti. Ako to nije slu¢aj, prijenos mikovirusa bit ¢e ogranicen ili nemogué. Smanjenje uspjes-
nosti hipovirulencije C. parasitica zamijecena je ve¢ pri razlici na samo jednom lokusu s pa-
rom alela (Choi i sur., 2002.). Spolno razmnoZzavanje takoder inhibira Sirenje virusa jer askos-
pore ne sadrze virus, a 0sim navedenog problem nastaje i rekombinacijom gena C. parasitica
Sto povecava raznolikost populacija i time ograni¢ava prijenos mikovirusa na virulentne tipo-

ve patogena (Cortesi i Milgroom 1998.).

4.3. Mikovirusi gljiva roda Botrytis

Botrytis cinerea (teleomorf Botryotionia fuckeliana) je fitopatogena gljiva sa Sirokim
spektrom domacina. Kozmopolitska je vrsta te uzro¢nik sive plijesni na vise od 200 biljnih
vrsta (Mili¢evi¢, 2016.). Kulture koje naj¢esce parazitira su jagode, kupina, kruska i vinova
loza. U kontinentalnom dijelu Hrvatske nanosi Stete koje se krecu od 50 do 60 %, a u medite-
ranskom od 3 do 5 % (Topolovec-Pintari¢, 2000.). Smanjuje urod i kakvocu grozda ¢ime di-
rektno utjee na proces vinifikacije. Troskovi primjene fungicida za zastitu od sive plijesni

(botriticidi) prosje¢no iznose 540 milijuna eura, §to je oko 10 % vrijednosti fungicida na
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svjetskom trzistu, a zastita vinove loze iznosi 50 % ukupne vrijednosti koristenih botriticida
(Orki¢, 2015.). Bolest napada sve nadzemne dijelove vinove loze (pupove, listove, internodije
i vrhove mladica, cvatove, grozdove, bobice, peteljCice i peteljku grozda) (Kispati¢ i Macelj-
ski, 1991.). Grozde koje je zarazeno sivom plijesni ima povec¢anu pH vrijednost, ve¢u koli¢inu
metanola, glicerola, limunske, jabu¢ne, glukonske i octene Kiseline, a smanjen sadrzaj vinske
kiseline zbog ¢ega su vina podloZnija oksidaciji (Ribereau-Gayon, 1960.).

Najcesce se na jednom domacinu nalazi samo jedan mikovirus, ali je i ta pojava postala
fenomen jer se u posljednje vrijeme na jednom domacinu mogu detektirati vise prisutnih mi-
kovirusa, odnosno u jednom hipovirulentnom izolatu gljive moguca je infekcija s dva razli¢ita
mikovirusa. Takva pojava naziva se koinfekcija, a utvrdena je u mnogim gljivama ukljucujuéi
i ekonomski znacajnu gljivu Botrytis cinerea (Donaire i Ayllon, 2017.). Utjecaj mikovirusa na
B. cinerea slabo je zastupljen u dostupnoj literaturi. Tek autor Potgieter i sur. (2013.) na izola-
tu B. cinerea CCg378, utvrduju prisutnost dva mikovirusa razli¢ite veli¢ine (32 nm i 23 nm,
dIRNA) purifikacijom pomoc¢u komatografske separacije koriste¢i CF11 celulozu koja omo-
gucuje selektivno odvajanje dIRNA od DNA i jIRNA i elektoroforezom produkta na agaroz-
nom gelu, potvrduju ucestalost koinfekcije u B. cinerea. Oba virusa bila su prisutna u jednoj
stanici micelija te je primije¢ena i znacajno smanjena enzimatska aktivnost i sporulacija kod
izolata B. cinerea s prisutnom dIRNA molekulom u odnosu na kontrolni izolat (Castillo i sur.,
2011.). Ovim istrazivanjem sugerira se mogucénost suzbijanja B. cinerea. Medutim, kako bi se
mikovirusi mogli Kkoristiti kao bioloska mjera suzbijanja, potrebno je provesti jo§ mnogo de-
taljnijih istrazivanja, a s ciljem boljeg poznavanja mikovirusa te mehanizama kojim utjecu na

gljivu B. cinerea (Slika 12).

Slika 12. Prisutnost dva virusa razli¢ite veli¢ine (23 i 32 nm, dIRNA) u stanici micelija

izolata Botrytis cinerea CCg378. Na slici su prikazani mikovirusi pristuni u jednoj stanici micelija vrste
Botrytis cinerea. Duzom strijelicom oznalene su &estice veceg virusa (32 nm), a kra¢om Cestice veli¢inom
manjeg virusa (23 nm), ¢ime je potvrdena koinfekcija u vrsti B. cinerea. (Izvor: preuzeto i prilagodeno iz
Potgieter i sur., 2013.)
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Koinfekcija je dokazana i kod vrsta C. parasitica, Diaphorte ambigua (Chung i sur.,
2008.; Smit i sur., 1996.; Rigling i van Alfen, 1993.), Aspergillus fumigatus (Bhatti i sur.,
2012.; van Diepeningen i sur., 2006.), Scletorinia sclerotiorum (Xie i Ghabrial, 2012.) i Fu-
sarium graminearum (Chu i sur., 2004.).

4.4. Mikovirusi gljiva roda Rosellinia

Veliki broj istrazivanja mikovirusa posvecéen je onima koji inficiraju fitopatogenu askomi-
cetnu gljivu Rosellinia necatrix Prilleux. Ova patogena gljiva parazitira na preko 200 doma-
¢ina koji su svrstani u 50 razli¢itih porodica. Uzrokuje trulez korijen jabuka, vinove loze i
drugih vo¢nih vrsta (Pliego i sur., 2012.; Ito i Nakamura, 1984.). Jedna je od mnogih patoge-
nih gljiva ¢ija je vaznost preventivnog suzbijanja na nasem podrucju od iznimne vaznosti kod
voc¢nih sadnica. Takoder je Cesto prisutna na maslini koja je najznacajnija mediteranska vo¢na
vrsta u Hrvatskoj gdje proizvodnja sadnica svake godine biljezi neprekidan porast. Samo je
tijekom 2006. godine proizvedeno 575.881 sadnica od 22 sorte masline (Gugic i sur., 2007.).
Utvrdeno je da je R. necatrix domac¢in mikovirusima koji su svrstani u pet razlicitih porodica,
a to su: Partitviridae, Quadriviridae, Reoviridae, Totiviridae i Megabirnaviridae (Chiba i
sur., 2013a.; Chiba i sur., 2013b.; Lin i sur., 2012.; Chiba i sur., 2009.; Sasaki i sur., 2005.;
Wei i sur., 2003.).

Potaknuti uspjesnom biokontrolom C. parasitica u Europi, skupina japanskih istrazivaca
okrece se prema izolaciji mikovirusa iz vise od tisu¢u izolata gljive R. necatrix (Ghabrial i
Suzuki, 2009.). Od svih sakupljenih izolata R. necatrix, u 20 % utvrdena je prisutnost dIRNA.
Utvrdena je i prisutnost ve¢ poznatih mikovirusa poput Mycoreovirus 3 (MyRV 3) i Roselli-
nia necatrix partitivirus 1 (RnPV 1) (Sasaki i sur., 2005.). Navedeni mikovirusi infektivni su u
domacinu R. necatrix (Sasaki i sur., 2007.; Sasaki i sur., 2006.). Za Mycoreovirus 3 (MyRV
3) dokazano je da smanjuje virulentnost gljive ¢ak i kod vegetativno inkompatibilnih popula-
cija. Takoder je i Rosellinia necatrix partitivirus 1 (RnPV 1) infektivan u domacinu, ali bez
vidljivih simptoma. Nadalje, autor Chiba i sur. (2009) na izolatu R. necatrix W779 utvrduju
prisutnost dva dIRNA virusa u vegetativno inkompatibilnim izolatima. Filogenetskom anali-
zom RdRp utvrdeno je da virus nije sli¢an ve¢ poznatim porodicama kojima pripadaju Myco-
reovirus 3 (MyRV 3) i Rosellinia necatrix partitivirus 1 (RnPV 1), ¢ime otkrivaju prisutnost
novog virusa kojeg nazivaju Rosellinia necatrix megabirnavirus 1 (RnMBV 1), a kao potenci-

jalnog bioloskog agensa za suzbijanje gljive R. necatrix te predlazu uvrStavanje nove porodice
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- Megabirnaviridae medu ve¢ postojece. Godine 2012. priznata je porodica Megabirnaviridae
s vrstom Rosellinia necatrix megabirnavirus 1 (RnMBV 1) od strane Medunarodnog povje-
renstva za taksonomiju virusa (International Committee onTaxonomy of Viruses, ICTV) (Ka-
nematsu i sur., 2014.). Infekcijom izolata R. necatrix novootkrivenim mikovirusom potvrduju
njegov znacajan hipovirulentni utjecaj na vrstu R. necatrix. Takoder je primijecen i utjecaj na

fenotip domacina (Slika 13).

Slika 13. Utjecaj prisutnosti Rosellinia necatrix megabirnavirus 1 na morfologiju kolonije

vrste Rosellinia necatrix. Na slici desno prikazana je kolonija izolata vrste Rosellinia necatrix bez prisu-
tnog mikovirusa, dok je na slici lijevo prikazana kolonija izolata gljive s prisutnim mikovirusom. Vidljivo je
da je mikovirus imao hipovirulentan utjecaj na Sirenje kolonije R. necatrix. (Izvor: Chiba i sur., 2009.)

Autor Yaegashi i sur. (2013.) utvrduju uspjesnu koinfekciju izolata R. necatrix zaraze-
nog s Rosellinia necatrix quadrivirus 1 (RnQV 1), Rosellinia necatrix partitivirus 1 (RnPV 1),
Rosellinia necatrix megabirnavirus 1 (RnMBV 1) i Rosellinia necatrix mycoreovirus 3
(RnMYYV 3), ali je koinfekcija bila ogranicena na izolatu s prisutnim Rosellinia necatrix
mycoreovirus 3 (RnMYV 3). Dobivene rezultate objasnjavaju nedovoljnom anastomozom
hifa zaraZenih izolata gljive. Prijenos Rosellinia necatrix mycoreovirus 3 (RnMYV 3) bio je
moguc i na vegetativno inkompatibilne izolate gljiva gdje je primijecena redukcija rasta mice-
lija te bolji fitnes biljaka parazitiranih R. necatrix (Slika 14). U ovom istrazivanju Rosellinia
necatrix megabirnavirus 1 (RnMBV 1) doveo je do smanjenog rasta micelija, ali i virulencije
gljive te je potencijalni agens za suzbijanje bez potrebe koriStenja fungicida, ¢ime bi se zah-
tjevi za ekoloski prihvatljivim mjerama suzbijanja mogli zadovoljiti (Chiba i sur., 2009.; Ka-
nematsu i sur., 2004.).
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Slika 14. Utjecaj izolata R. necatrix W97 i W370T1 s prisutnim Rosellinia necatrix mega-

birnavirus 1 na sadnice jabuke. Na slici desno prikazane su sadnice jabuke u koje su inokulirani izolati
R. necatrix s prisutnim mikovirusom, dok su na slici lijevo prikazane sadnice jabuke zaraZene s izolatima R.
necatrix u kojima nije bio prisutan mikovirus. Grafikon ispod slike prikazuje utjecaj prisutnosti mikovirusa u
izolatima na broj propalih sadnica jabuke nakon Cetiri tjedna od zaraze. Vidljivo je da su sadnice jabuke na
izolatima u kojima nije prisutan mikovirus zna¢ajno slabijegfitnesa. Zaraza izolatom W97 s prisutnim miko-
virusom nije zabiljezena niti jedna propala sadnica jabuke dok je kod oba izolata bez prisutnog mikovirusa
zabiljezen veci broj propalih sadnica. (I1zvor: Chibai sur., 2009.)

S obzirom da je istrazivanje provedeno na izolatima gljive s podruéja Japana, dovodi se u
pitanje uc¢inkovitost Ssuzbijanja R. necatrix u ostalim geografski razlic¢itim podruc¢jima. Tako je
ogranic¢avajuc¢i ¢imbenik u suzbijanju C. parasitica u Americi bila vegetativna raznolikost
populacija gljive na tom podrucju, dok je ovakav nacin suzbijanja bio uspjeSsan u Europi (Kr-
stin i sur., 2016.; Nuss, 2005.). Zbog navedenog, veliki interes se usmjerava prema boljem

razumijevanju interakcije te pronalazenju moguénosti prosirenja spektra domacéina mikovirusa

(Ghabrial i Suzuki, 2009.; Matsumoto, 1998.).
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4.5. Mikovirusi gljiva roda Rhizoctonia

Rhizoctonia spp. je polifagna skupina gljiva ¢iji su domacini okopavinski usjevi, po-
vrtnice, voce, ukrasno bilje i Sumske vrste na kojima uzrokuje ekonomski znacajne gubitke
diljem svijeta (Zheng i sur., 2013.). Rod Rhizoctonia broji mnogo vrsta, ali je s agronomskog
gledista najvaznija R. solani koja je uzro¢nih smede trulezi korijena. Na naSem podruc¢ju moze
uzrokovati velike gubitke u proizvodnji Se¢erne repe. Prosjec¢ni gubitci prinosa krecu se oko 2
do 50 %, dok gubitci Sec¢era mogu biti i do 60 %. Nadalje, u skladiStima krumpira ova gljiva
moze utjecati na smanjenje trziSne vrijednosti gomolja narusavajuéi njihov izgled i kvalitetu
(Sever 1 Milicevi¢, 2013.). Telemorfni oblik Thanatephorus rijetok rijetko je uocen u prirodi,
a problem je i in vitro uzgoj istog (Zheng i sur., 2014.). Zbog stalne upotrebe fungicida kao
ucinkovite mjere suzbijanja ove patogene gljive, dolazi do velikih ekoloskih problema te po-
jave rezistentnih biotipova, stoga je cilj pronaci povoljnije bioloske metode suzbijanja (Zhang
i sur., 2012.).

Prvo otkrice dIRNA virusa u R. solani zabiljezeno je 1978. godine, a otkrili su ga Cas-
tanho i Butler (1978.). Daljnjim istrazivanjima otkrivena je prisutnost tri razli¢ita mikovirusa
u gljivi R. solani tip AG-1 1A, a to su Rhizoctonia solani RNA virus 1 (RsRV 1), Rhizoctonia.
solani partitivirus 2 (RsPV 2) i Rhizoctonia solani virus - HNOO8 (RsRV - HNOO08) (Zhong i
sur., 2015.; Zheng i sur., 2014.; Zheng i sur., 2013.).

Autor Zheng i sur. (2018.) dokazuju prisutnost dIRNA u 16 od 43 izolata gljive R. solani
AG-1 IA. Na jednom izolatu utvrdena je i koinfekcija s dva razlic¢ita mikovirusa (Rhizoctonia
solani RNA virus 1 (RsRV 1) i Rhizoctonia solani virus - HN008 (RsRV - HN008)). U polj-
skim uvjetima populacije R. solani mogu biti virulentne ili hipovirulentne. Hipovirulencija je
u takvim populacijama uzrokovana genetski, a ne isklju¢ivo zbog prisutnosti mikovirusa, kao
Sto je bio slucaj kod prethodno navedenih vrsta. S gledista fitopatologije, oba slucaja su zani-
mljiva (Ghabrial, 2001.). Kako je ovo jedna od prvih vrsta u kojoj je otkrivena hipovirulenci-
ja, do sada ve¢ postoje sojevi koji se koriste u bioloskom suzbijanju R. solani putem antagoni-
zma (Sneh i sur., 1996.; Ogoshi, 1978.). Takoder je nedavno otkriven hipovirulentni izolat
Rhizoctonia solani virus 717 (rod Partitivirus), a koristi se na nacin da tijekom aplikacije hi-
povirulentnog soja u virulentni dolazi do Sirenja hipovirulentnog koji antagonisticki djeluje na
virulentni tip R. solani (Nuss, 2005.; Milgroom i Cortesi, 2004.; Ghabrial, 2001.; Lakshman i
sur., 1998.).
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4.6. Ostale vrste

Prisutnost dIRNA utvrdena je i u gljivi Alternaria alternata (Fr.) Keissler na pamuku i
kruski. (Shepherd, 1988.; Hayashi i sur., 1988.). Kod A. alternata nije doslo do promjena u
fenotipu niti povecane tvorbe toksina na zarazenim izolatima. Medutim, prema novijim istra-
zivanjima prisutnost dIRNA u izolatu gljive A. alternata uzrokovao je abnormalnosti u fenoti-
pu poput smanjenog rasta micelija, promjene boje te citolize stanica (Aoki i sur., 2009.). Sim-
ptomi poput smanjenog rasta micelija i promjene boje najsli¢niji su hipovirulentnom izolatu
gljive C. parasitica (Cryphonectria hypovirus 1, CHV 1) (Nuss, 2005.). I1zolirani mikovirus iz
gljive A. alternata EGS 35-193 nazivan je Alternaria alternata virus 1 (AaV 1). Purifikacijom
ovog mikovirusa utvrdeno je da je slican mikovirusima iz porodice Totiviridae, Partitiviridae
i Chrysoviridae. Prema Medunarodnom povjerenstvu za taksonomiju virusa (International
committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) svrstan je u porodicu Chrysoviridae te se naziva
Alternaria alternata chrysovirus 1 (AaCV 1). Od velikog znacaja bio bi uspjeSan prijenos na
vrstu A. solani koja uzrokuje koncentriénu pjegavost krumpira, a na podru¢ju Hrvatske najce-
S¢e se pojavljuje na krumpiru i rajéici uzrokuju¢i do 40 % manje prinosa (Mili¢evi¢ i sur.,
2013.).

U literaturi se dostupni podatci i o prisutnosti mikovirusa u gljivi Gremmeniella abie-
tina koja parazitira u Sumama Cetinjaca uzrokujuci deklorofilacjiu iglica, sto posljedi¢no re-
zultira odumiranjem stabala. Mikovirus izoliran iz gljive G. abietina nazvan je Gremmeniella
abietina RNA Virus 6 (GaRV 6), odnosno prema novijim podatcima Gremmeniella abietina
RNA viurus MS 1 (GaRNAVMS 1) (porodica Partitiviridae). Takoder je istrazena genetska
raznolikost 162 izolata ove gljive iz mnogih zemalja Europe poput: Ceske, Spanjolske, Fin-
ske, Italije, Turske i dr., ali i Kanade i SAD-a. Metodom lancane reakcije polimerazom obrnu-
tim prepisivanjem (Real time-polymerase chain reaction, RT-PCR) RdRp sekvence utvrdena
je prisutnost ovog mikovirusa samo na podruéju Spanjolske gdje je genetski izrazito unifor-
man (Botella i sur., 2015.). Zbog smanjene prisutnosti na vecem podrucju Europe, vazno je
pratiti njezino Sirenje, ali potrebe za suzbijanjem i dalje nisu neophodne.

Od veceg znacaja je prisutnost mikovirusa i u entomopatogenoj gljivi Beauveria bas-
siana. Ekstrakcijom dIRNA genoma CF 11 kromatografijom te elektoforezom produkata na
agaroznom gelu, utvrdena je prisutnost dIRNA u 40 od 73 izolata B. basiana sto je ukupno
54,8 % od ukupnog broja izolata. Raznolikost dIRNA u pogledu veli¢ine bila je znacajna (0,8

do 12 kbp). Genomom su najsli¢niji virusima koji pripadaju porodicama Chrysoviridae i Par-
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titiviridae. Najveca pojavnost bila je genoma veli¢ine 5,5 kbp. Genom navedene veli¢ine u
nekim je izolatima gljive bio samostalno prisutan, dok je u nekima bio prisutan zajedno s jos$
nekoliko dIRNA, stoga sugeriraju da je vecina izolata inficirana s vise mikovirusa (koinfekci-
ja). Prvi identificirani virus u B. bassiana nazvan je Beauveria bassiana RNA virus 1 (BbRv
1), koji je 2013. godine preimenovan u Beauveria bassiana victorivirus 1 (BbV 1) (porodica
Totiviridae) (Herrero i sur., 2012.). Mikvirusi prisutni u B. bassiana nisu utjecali na fenotip
izolata gljive.

Koinfekcija mikovirusima utvrdena je i u entomopatogenoj gljivi Tolypocladium
clyndorsporum ¢&iji je domacin komarac (Herrero i Zabalgogeazcoa, 2011.). Sekvenciranjem
je otkriveno da je najsli¢niji virusima roda Victorivirus (porodica Totiviridae) kao i kod vrste
B. bassiana, a koji inficiraju i filamentozne gljive (Ghabrial i Nibert, 2009.). S obzirom da je
hipovirulencija entomopatogenih gljiva nepozeljna pri suzbijanju Stetnih kukaca, kod vrste T.
clyndosporum ipak se uspjesno mogu ,,izlije¢iti“ hipovirulentni izolati pomocu ribavirina
(Herrero i Zabalgogeazcoa, 2011.). Pojava hipovirulencije pozeljna je tek kod zaraze korisnih
vrsta kukaca.

Mikovirusi su Cesto i latentni u svom domacinu. Tako primjerice, nije utvrdena kore-
lacija izmedu mikovirusa i gljive u vrsti Rhipicephalus microplus (azijski plavi krpelj) koji
parazitira na Zivotinjama, a Cesto je prisutan na razli¢itim vrstama stoke (Perinotto i sur.,
2014.). Tu tezu potvrduju i na izolatima entomopatogene gljive roda Metarhizium, gdje je
najbolji entomopatogeni utjecaj utvrden kada je koriSten izolat gljive koji nije bio inficiran
virusom. Sli¢ne rezultate pokazuju i Martins i sur., (1999.) i Arruda i sur. (2005.). Pretpostav-
ka je da mikovirusi mogu utjecati na povecano izlu¢ivanje hidrolitickih enzima, ali to nije bio
slu¢aj u ovom radu, stoga sugeriraju da je prisutnost virusa u Metarhizium spp. latentan, no
kako bi se ta pretpostavka mogla potvrditi potrebno je istraziti puno vise izolata ove entomo-

patogene gljive.
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5. ZAKLJUCAK

mikovirusa kao bioloske mjere suzbijanja patogenih gljiva, uvelike bi doprinijelo potrebama
danasnjice. Osim S$to inhibitorno utjecu na razvoj i virulentnost gljiva, mogu i povoljno djelo-
vati na biljke, a na na¢in da umanjuju posljedice nastale od temperaturnog stresa. Buduéi iza-
zovi usmjereni su prema boljem shvacanju interakcije virusa i gljiva domacina te pronalasku
na¢ina uspjesnije introdukcije hipovirulentnih populacija gljiva na podrué¢ja gdje virulentne
populacije ¢ine ekonomski znacajne Stete. U obzir bi se trebala uzeti i moguénost genetske
modifikacije gljiva, a u smislu smanjenja ograni¢avaju¢ih ¢imbenika koji utjeCu na prijenos
mikovirusa. Takoder je potrebno provesti jo§ mnoga istrazivanja u poljskim uvjetima kako bi
se problemi koji se inaCe ne javljaju u laboratorijskim uvjetima mogli uociti i rijesiti. U polj-
skim uvjetima bilo bi moguce otkriti 1 postojanje vektora. KoriStenje mikovirusa kao biolos-
kih agenasa u suzbijanju patogenih gljiva uvelike bi smanjilo negativan utjecaj sintetskih fun-
gicida na okoli§, Sto bi imalo direktan utjecaj na zdravlje ljudi i Zivotinja te bi se znacajno
smanjila kontaminacija tla i podzemnih i povrSinskih voda. Dodatno, uvodenje mikovirusa
dovelo bi do smanjenja razvoja biotipova rezistentnih na fungicide. Kombinirana primjena
mikovirusa i fungicida takoder bi se mogla uzeti u obzir. lako fungicidi uspjesno suzbijaju
mnoge bolesti uzrokovane fitopatogenim gljivama, ipak su gljive i dalje uzrok najveéem broju
biljnih bolesti. Nove tehnike analize genetskog materijala prisutnog u gljivama, prije svega
sekvenciranje visoke propusnosti (High throughput sequencing) omogucuju otkrivanje novih
mikovirusa te njithovo detaljnije istrazivanje u prirodnim populacijama gljiva. Za ocekivati je
da ¢e ovakva istrazivanja doprinijeti dodatnim saznanjima o broju i vrstama mikovirusa te
potencijalu za njihovu primjenu u bioloskom suzbijanju fitopatogenih gljiva vaznih u poljo-

privrednoj proizvodniji.
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