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1. UvOD

Gljive koje obrazuju krupna plodonosna tela (makromicete) (podrazdeo
Agaricomycotina) predstavljaju vrstama najbrojniju grupu gljiva iz razdela Basidiomycota i
¢ine istaknutu komponentu vecéine kopnenih ekosistema u kojima obavljaju Sirok spektar
ekoloskih uloga kao saprotrofi, mutualisticki partneri i paraziti. U ovoj grupi gljiva su i vrste
koje su ljudima najpoznatije kao jestive, lekovite i otrovne. Plodonosna tela su reproduktivne
strukture na kojima ili u kojima se formiraju seksualne spore, bazidiospore. Somatsko telo tj.
Micelija je najcesSce u supstratu i o njenoj veli€ini, distribuciji, starosti 1 interakcijama se jo$
uvek relativno malo zna. Medu prvim istrazivanjima u ovoj oblasti su radovi Rayner i Todd
(1979) i Todd i Rayner (1980) gde je istaknuto da se prirodne populacije heterotalusnih
bazidiomiceta sastoje od somatski inkompatibilnih, geneticki i fizioloski razli¢itih
sekundarnih (dikariontskih) micelija za koje je uveden termin genet (Rayner i Boddy, 1988).
S obzirom da se geneti ne mogu detektovati golim okom, istrazivanja u ovoj oblasti su
dozivela ekspanziju tek nakon razvi¢a molekularnih metoda. Ove metode su omogucile brze i
jednostavnije detektovanje geneta u odnosu na metodu somatske inkompatibilnosti koja se
prvobitno Koristila za detekciju individua kod gljiva. Do sada su na ovaj nacin ispitane
populacije tridesetak vrsta makromiceta od kojih najve¢i deo pripada ektomikoriznim i
parazitskim vrstama (Anderson i sar., 1998; Zhou i sar., 1999; Sawyer i sar., 2003).
Saprotrofne vrste koje kao supstrat koriste Sumsku stelju (ovoj grupi pripadaju i1 vrste
analizirane u ovom radu) su jos uvek relativno slabo istrazene.

Molekularni diverzitet predstavlja evolucioni potencijal populacija svih organizama i
neophodan je da bi se populacije prilagodile stalnim promenama u zivotnoj stedini. Njegovo
proucavanje predstavlja osnovu za razumevanje evolucionih procesa i polazna je tacka u
konzervaciji vrsta. Zbog problema deifinsanja vrsta, jedniki i populacija kod gljiva,
molekularni diverzitet gljiva je relativno slabo proucen, u poredenju sa drugim grupama
organizama, iako broj publikacija iz ove oblasti konstantno raste (Douhan i sar., 2011). Protok
gena je jedan od najvaznijih izvora geneticke varijabilnosti i njegovo kvantifikovanje nam
moze pomoc¢i u donoSenju zakljucaka o migraciji, disperziji, rekombinaciji i evolutivnim
mehanizmima i ukazati na strukturu populacija i nacin reprodukcije. Protok gena je od
prakti¢nog znacaja u patologiji biljaka i Zivotinja, jer migracija moZe izazvati brze promene u
rezistenciji kod populacija domacdina i promene u virulenciji u populaciji patogena
(McDermott i McDonald, 1993). Zbog toga su do sada najbolje proucene ektomikorizne
(Selosse, 2003; Kretzer i sar., 2005; Dunham i sar., 2003; Gryta i sar., 2006) i parazitske vrste
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gljiva (Hogberg i sar., 1999; Heinzelmann i sar., 2012; Xing i sar., 2014). Geneticki, ali i
morfoloski diverzitet saprotrofnih vrsta koje iskoris¢avaju Sumsku stelju je joS uvek relativno
malo istrazen.

Tradicionalno, makromicete su Klasifikovane na osnovu morfoloskih karaktera
njihovih plodonosnih tela. Tako je jedan od najranijih klasifikacionih sistema agarikoidnih i
drugih vrsta razdela Basidiomycota, dat od strane Fries (1821) bio najzapazeniji po svojoj
jasno¢i, logickoj jednostavnosti, ali i potpuno vestackoj podeli u odnosu na filogenetske
odnose. Molekularna sistematika koja je dovela do mnogih sustinskih promena u klasifikaciji
carstva gljiva se danas viSe ne smatra novom oblas¢u, a analiza podataka dobijenih iz viSe
lokusa, ekstenzivno uzorkovanje taksona i rigorozni analiticki pristupi su postali standard
(Hibbett i sar. 2007). lako je do sada uradeno nekoliko sveobuhvatnih filogenetskih
istrazivanja agarikoidnih vrsta jo§ uvek ne postoji jasan konsenzus o klasifikaciji unutar ove
velike grupe gljiva (Moncalvo i sar., 2000, 2002; Matheny i sar. 2006). Takode, za veliki broj
rodova agarikoidnih vrsta potrebno je uraditi reviziju tradicionalnog sistema podele na sekcije
kombinovanjem morfoloskih i filogenetskih podataka, $to je slucaj i sa rodom Marasmius koji
je bio jedan od predmeta ovog istrazivanja.

Iz navedenih podataka proistiCe potreba za sveobuhvatnim 1 integrativnim
istrazivanjem koje bi kombinovanjem molekularnih 1 morfoloskih podataka omogucilo bolje
poznavanje ekologije saprotrofnih makromiceta. Vrste gljiva koje su analizirane u ovom radu
su Siroko rasprostranjene, Ceste 1 njihova plodonosna tela se mogu nac¢i u ve¢em broju u
razli¢itim Sumskim ekosistemima, pa predstavljaju dobar model za analizu populacija

saprotrofnih makromiceta.
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2. OPSTIDEO

2.1. Razdeo Basidiomycota

2.1.1.Sistematika

Razdeo Basidiomycota prema Hibbeett i sar. (2007) predstavlja jedan od 7 razdela
carstva Fungi (Slika 1) i zajedno sa razdelom Ascomycota predstavljaju monofiletsku granu
(podcarstvo Dikarya) s obzirom da dele jedinstvenu osobinu za carstvo gljiva — prisustvo
dikariontskih hifa (James i sar., 2006).

= MICROSPORIDIA
Kickxellales
Dimargaritales Kickxellomycotina
Harpellales
Asellariales

— Zoopagales Zoopagomycotina O

Entomophthorales = Entomophthoromycotina
) BLASTOCLADIOMYCOTA

+ Blastocladiales Biaslosladiomycatan . -

Mucorales

Mortierellales

6 . . NEOCALLIMASTIGOMYCOTA \)

Neocallimastigales Neocallimastigomycetes
Monoblepharidales Monoblepharidomycetes
- /[ Chytridiales CHYTRIDIOMYCOTA

Spizellomycetales si
= Rhizophydiales Chytridiomycetes )

7~ — Archaeosporales N
— Diversisporales GLOMEROMYCOTA
— Glomerales Glomeromycetes
\___— Paraglomerales Y
b )
BASIDIOMYCOTA
DIKARYA

|_< ASCOMYCOTA
\ _

Slika 1. Klasifikacija i filogenetski odnosi izmedu glavnih

taksonomskih grupa carstva Fungi. DuZine grana nisu

proporcionalne geneti¢oj udaljenosti (Hibbett i sar. 2007).

Prema klasifikaciji Ainsworth (1973) Basidiomycota je na nivou podrazdela
(subphylum) Basidiomycotina i podeljen je na na tri klase na osnovu toga da li formiraju
bazidiokarpe (Hymenomycetes i Gasteromycetes) ili su oni zamenjeni teliosporama

(Teliomycetes).
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Medutim, upotrebom molekularnih metoda 1 filogenetskom analizom razli¢itih
regiona, uglavnom nuklearnog genoma gljiva (ITS, LSU, EF-1a) (James i sar., 2006; Hibbett i
sar., 2007; Moncalvo i sar., 2002) utvrdeno je da su vrste u okviru navedenih klasa ivergentne
i da je podela neadekvatna. Tako je danas prihvacena savremenija klasifikacija Hibbet i sar.
(2007) prema kojoj se razdeo Basidiomycota deli na tri podrazdela: Pucciniomycotina,
Ustilaginomycotina i Agaricomycotina kojem pripada devetnaest klasa i
manji broj vrsta kojima jo§ uvek nije utvrdena sistematska pripadnost (Tabela 1)

(http://Iwww.catalogueoflife.org, http://www.speciesfungorum.org/).

Tabela 1. Klase razdela Basidiomycota*

Klasa Broj vrsta Klasa Broj vrsta
Agaricomycetes 36413 Malasseziomycetes 22
Agaricostilbomycetes 80 Microbotryomycetes 326
Atractiellomycetes 51 Mixiomycetes 1
Classiculomycetes 2 Pucciniomycetes 8367
Cryptomycocolacomycetes 2 Tremellomycetes 593
Cystobasidiomycetes 56 Tritirachiomycetes 16
Dacrymycetes 172 Ustilaginomycetes 1405
Entorrhizomycetes 17 Wallemiomycetes 10
Exobasidiomycetes 828 Incertae sedis 38
Geminibasidiomycetes 5

«http://www.catalogueoflife.org/col/browse/tree/id/f88f6ffa7498d8bhebe3elc58cc327562,pristupljenol3.07.2019

Najbrojnija klasa Agaricomycetes, sa najve¢im brojem vrsta koje obrazuju krupna
plodonosna tela obuhvata himenomicetoidne i gasteroidne vrste sa bazidijama koje formiraju
dve do osam spora i imaju kompleksne dopliporne septe sa perforiranim ili neperforiranim
parentozomom (Hibbett i sar., 2007). Ova grupa pretezno obuhvata vrste koje su prethodno
svrstavane u klase Hymenomycetes i Gasteromycetes (Ainsworth, 1973), odnosno u klasu
Homobasidiomycetes zajedno sa Auriculariales i Sebacinales (Hibbett i Thorn, 2001). Objekti

proucavanja ove doktorske disertacije pripadaju klasi Agaricomycetes.
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-------------- Wallemiales, Wallemiomycetes

-------------- Entorrhizales, Entorrhizomycetes
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Atractiellales, Atractiellomycetes

é ; Spiculogloeales : :
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Atheliales Agaricomycetidae
N L Boletales g )

Slika 2. Klasifikacija i filogenetski odnosi u okviru razdela
Basidiomycota (Hibbett i sar., 2007).

Agaricomycotina

2.1.2. Opste karakteristike

Razdeo Basidiomycota sadrzi 48406 od procenjenih 50000 vrsta gljiva i po brojnosti
je drugi u carstvu gljiva, iza razdela Ascomycota koji obuhvata 83837 od procenjenih 87000

vrsta (http://www.catalogueoflife.org). lako najpoznatiji predstavnici Basidiomycota obrazuju

krupna plodonosna tela, najces¢e pecurke, prisutna je ogromna morfo-fizioloska raznovrsnost
ukljucujuéi bazidiomicetozne kvasce (Sporobolomyces), mnoge vazne biljne patogene
(Ustilago maydis), kao i neke patogene coveka (Cryptococcus neoformans). Jedinstvena
osobina koja karakteriSe ovu grupu gljiva je bazidija, sporonosna struktura na kojoj se nakon
kariogamije 1 mejoze obrazuju seksualne spore (bazidiospore), koje se obi¢no formiraju na
kratkim drSkama koje se nazivaju sterigme.

Vec¢ina vrsta pripadnika razdela Basidiomycota su terestricne sa sporama koje se
raznose vetrom, medutim neke su u slatkovodnim ili morskim staniStima. Mnoge su saprotrofi

i ukljucene su u procese razgradnje Sumske stelje i drvne mase. U ovoj grupi gljiva postoje i
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biljni paraziti kao Sto su vrste roda Armillaria koje parazitiraju veliki broj drvenastih vrsta i
Heterobasidion annosum, koji moze ozbiljno ostetiti plantaze Cetinara. Takode, mnoge vrste
rodova Amanita i Boletus su Ceste u Sumskim zajednicama gde stupaju u simbiozu sa
korenovim sistemom biljaka formirajuci ektomikorizu.

Zbog apikalnog rasta hifa celijski zid je pri vrhu veoma tanak, oko 50 nm (primarni
¢elijski zid), dok sa razvojem i starenjem zadebljava, pa je prema suprotnom kraju 125-250
nm (sekundarni celijski zid). Fibrilarne je grade i multilamelarne strukture. Kompleks
mikrofibrila je sagraden od polimera hitina tj. lanaca n-acetil glukozamina
povezani B-1,4, B-1,3ili B-1,6 vezama i utopljen u amorfni matriks.

Veli¢ina jedra kod gljiva je veoma mala (1-2 um). Obavijeno je dvoslojnom jedarnom
membranom, nukleolemom kao kod svih eukariota, medutim postoje neke specifi¢nosti u
gradi jedra 1 njegovoj deobi: 1) nukleolema 1 jedro ostaju netaknuti skoro tokom citavog
procesa mitoze, za razliku od drugih organizama kod kojih se ona raspada ve¢ u pocetnim
fazama deobe jedra. Smatra se da je time spreCeno rasipanje jedrovog sadrzaja po hifalnim
odeljcima koji sadrze viSe jedara i brzo-strujecu protoplazmu. 2) tokom metafaze
horomozomi ne formiraju metafaznu plocu ve¢ su nasumicno rasejani 3) gljive imaju razlicite
tipove iglicastih tela (tj. mikrotubularnih centara) koji su odgovorni za raspodelu mikrotubula
tokom deobe jedra, ¢ime se obezbeduje pravilno razdvajanje hromozoma. Vecina gljiva je
haploidna, sa brojem hromozoma od 6-20 (Schyzophyllum commune ih ima 6, dok ih je 16

kod Saccharomyces cerevisiae) (Deacon, 2006).

2.1.3. Zivotni ciklus

Polni proces je glavni izvor genetske varijabilnosti i to pre svega preko mejotickog
crossing overa. Polno razmnozavanje kod svih organizama podrazumeva spajanje dve
haploidne ¢elije (plazmogamija), spajanje jedara (kariogamija) i mejozu, kako bi se stvorila
haploidna rekombinantna jedra. Zavisno od vrste gljiva ove faze mogu biti vremenski i
prostorno bliske ili udaljene 1 javljaju se 1 u razli¢itim fazama Zivotnog ciklusa (Deacon,
2006).

Predstavnici razdela Basidiomycota imaju dva osnovna sistema polnog razmnoZavanja
— homotalusni i heterotalusni. Kod homotalusnih organizama, reproduktivne strukture
suprotnih polova razvijaju se na istom somatskom telu, odnosno na istoj individui, dok se kod

heterotalusnih nalaze na razli¢itim somatskim telima.
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Oko 10% vrsta ovog razdela su homotalusne kod kojih mozemo razlikovati primarni
homotalizam, sekundarni homotalizam (pseudohomotalizam) i neklasifikovani homotalizam.
Kod preostalin 90% vrsta razdela Basidiomycota koje su heterotalusne razlikuju se
tetrapolarne i bipolarne vrste.

Primarni homotalizam je opisan kod vrste Coprinus sterquilinus (Webster i Weber, 2007).
Nakon klijanja jedne bazidiospore, novonastala micelija uskoro postaje organizovana u
binuklearne segmente, a dolazi i do obrazovanja kukastih izrastaje u regionima septi. Oba
jedra u svakom segmentu hife su geneticki identi¢na. Na ovakvoj ovoj miceliji dolazi do
obrazovanja plodonosnih tela.

Sekundarni homotalizam (pseudohomotalizam) prisutan kod vrsta Coprinus ephemerus f.
bisporus, Neurospora tetrasperma i Agaricus bisporus (Webster i Weber, 2007). U ovom
sistemu razmnozavanja, na bazidijama se formiraju samo dve spore koje nakon mejoze
prelaze po dva jedra koja nisu geneticki identi¢na. Nakon klijanja jedne dvojedarne spore
dolazi do formiranja dikarionske micelije sa kukastim izrastajima i sposobno$¢u formiranja
plodonosnih tela. Povremeno se desava da ovakve spore daju miceliju bez kukastih izrastaja i
do formiranja plodonosnih tela ¢e do¢i samo ako se ovakve micelije upare u odredenoj
kombinaciji, Sto ih zapravo ¢ini heterotalusnim.

Neklasifikovani homotalizam je opisan kod vrste Agaricus campestris i predstavlja
sposobnost formiranja plodonosnih tela iz micelije nastale klijanjem jedne spore. U bazidiji
dolazi do spajanja jedara, nakon cega slede dve deobe novonastalog jedra. Formiranje
kukastih izrastaja na miceliji nastaloj klijanjem ovakvih spora nije uo¢eno (Webster i Weber,
2007).

Bipolarnost je karakteristi¢na za oko 25% vrsta razdela Basidiomycota. Nakon Klijanja spora
poreklom od razli¢itih individua i sparivanja njihovih primarnih micelija (monokariona),
sekundarna micelija (dikariontska), nastaje u polovini slucajeva. To se moze objasniti
prisustvom jednog gena (faktora) sa dva alela na svakoj monokarionskoj miceliji. Ovi polni
faktori su multialelni i za uspe$no sparivanje neophodno je da partneri poseduju razli¢ite alele

(npr. Al x A2). Za ovakve monokarione kaze se da su kompatibilni (Webster i Weber, 2007).
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AxBx x AyBy Monokarioni
.J.TB.T‘B—' AyvBy Dikarioni, micelija sa kukastim
izragtajima
Plodno telo sa bazidijama
ﬂ Kariogamija u bazidijama
AxAyBxBy 2n
£|__ Mejoza
Spore ]
AxBx
AxBy > Kompatibilne reakcije
AyBx (daju dikarione)

AyBx

Slika 3. Tetrapolarnost kod Basidiomycota (prevod, Chang i Miles, 2004)

Tetrapolarnost je prisutna kod najveceg broja vrsta razdela Basidiomycota (Slika 4). Ovaj
sistem polnog naCina razmnoZavanja je odreden sa dva polna faktora na nevezanim lokusima,
koji su kod model organizama Coprinus cinereus i Schizophyllum commune oznaceni sa A i
B, dok su kod Ustilago maydis oznaceni sa a i b. Seksualno kompatibilni su oni partneri koji
poseduju razliite alele na oba lokusa (npr. AxBx x AyBy). Za ove vrste se kaze da su
tetrapolarne s obzirom da kao rezultat seksualnog procesa mogu nastati bazidiospore sa Cetiri
razliite kombinacije polnih faktora (npr. AxBx, AxBy, AyBx, AyBy) (Webster i Weber,
2007). Jedna od karakteristika Basidiomycota jeste prisustvo velikog broja alela na lokusima
polnih gena, tako da je kod U. maydis utvrdeno 25 alela na b lokusu i 2 alela na a lokusu $to
ukupno omogucéava 50 razli¢itih kombinacija. Kod makromiceta oba polna lokusa su
multialelna, sto za posledicu ima moguénost formiranja ogromnog broja kombinacija — 12000
kod C. cinereus i vise od 20000 kod S. commune (Casselton i Olesnicky, 1998).
lako razdelu Basidiomycota pripadaju vrste sa raznovrsnim zivotnim strategijama,

ovde ¢e biti opisan zivotni ciklus tipi¢nih tetrapolarnih predstavnika koji obrazuju krupna
plodonosna tela i pripadnaju familiji Agaricomycetes kao i vrste ispitivane u ovom radu
(Slika 5). Tetrapolarni Zivotni ciklus obuhvata nekoliko faza:

e klijanje bazidiospora,

e formiranje monokariontske micelije,

e formiranje dikarionske micelije,

e nastanak plodonosnih tela,

e produkciju bazidiospora.
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Klijanje bazidiospora - Obi¢no se obrazuju po Cetiri bazidiospore na bazidiji sa kojom su
povezane sterigmama. Najcesce su jednocelijske i neseptirane, pre¢nika 3 — 20 um i sadrze
jedno haploidno jedro. Celijski zid im je kompleksan i sastoji se od nekoliko slojeva. Tako je
utvrdeno da je ¢elijski zid bazidiospora Agaricus bisporus troslojan i ¢ini 35% suve mase, dok
se ¢elijski zid bazidiospora Coprinus cinereus sastoji od ¢ak 6 slojeva (Chang i Miles, 2004).

Vazna histohemijska karakteristika ¢elijskih zidova spora nekih vrsta Basidiomycota
jeste amiloidnost, odnosno sposobnost da sa rastvorom joda (Melzer reagens) daju plavo-
ljubicastu boju. Ova reakcija nastaje usled prisustva amiloze, kratkog nerazgranatog polimera
D-glukoze. Utvrdeno je da ovaj ,fungalni skrob* doprinosi dormantnosti spora tako Sto
sprecava ulazak kiseonika. Nakon kontakta baziodiospora sa vodom, dolazi do rastvaranja
amiloze 1 omoguceno je klijanje (Webster 1 Weber, 2007).

Pored karakteristika celijskog zida, na klijanje bazidiospora utiCu 1 mnogi drugi
faktori, kao Sto su prisustvo rezervnih materija, blizina spora i micelije iste ili druge vrste,
aeracija, pH, temperatura i svetlost. Optimalne vrednosti za navedene faktore razlikuju se
izmedu vrsta. Tako je nekim vrstama za klijanje bazidiospora neophodna samo vlaznost i
aerobni uslovi, dok druge zahtevaju prisustvo neorganskih soli i organskih molekula kao $to
su glukoza, aminokiseline ili odredeni vitamini (Chang i Miles, 2004).

Formiranje monokariontske (primarne) micelije - Nakon klijanja bazidiospore, sledi
nekoliko mitotickih deoba tako da klijaju¢a cevéica postaje mnogojedarna - cenociti¢na. Iza
rastu¢eg vrha hife formiraju se poprecne septe tako da biva izdeljena na odeljke koji sadrze
samo po jedno jedro. Sva jedra su haploidna s obzirom da poti¢u iz bazidiospore. Daljim
rastom hifa nastaje micelija koja je poznata kao monokariontska ili primarna micelija, a
obzirom da su sva jedra geneti¢ki uniformna ona je homokariontska (Webster i Weber, 2007).
Trajanje homokariontske faze micelije odredeno je brojnim faktorima od kojih je mozda
najvazniji prisustvo lokalnih konspecifickih monokariona. Monokarion egzistira kao takav
dok ne stupi u kontakt sa drugim monokarionom, nakon ¢ega dolazi do zdruzivanja u parove i
formiranja dikarionske micelije. Monokariontska faza se Cesto smatra kratkoZive¢om,
medutim utvrdeno je da to nije slucaj u regionima gde je broj monokariona mali, pa je duze
postojanje monokariona nuzno da bi doslo do njihovog sparivanja (Hiscox i sar., 2010).

Formiranje dikariontske (sekundarne) micelije - Kada dve monokariontske ¢éelije hifa
stupe u kontakt, ¢elijski zid koji ih razdvaja se razlaze i dolazi do plazmogamije, a nakon
toga, ukoliko su dva monokariona kompatibilna dolazi do migracije jedara. Monokarion ¢ija
jedra migriraju naziva se ,,donor®, a koji prima jedro je ,,recipijent”. Pregrade koje razdvajaju

¢elije unutar hife sadrze slozene otvore — dolipore, koje sprecavaju kretanje jedara izmedu
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¢elija. Medutim, nakon fuzija ¢éelija hifa, dolazi do razlaganja dolipornih septi i omoguceno je
kretanje jedara. Nuklearna migracija moZe biti veoma brza i odvija se mnogo brze nego rast
hifa. Tako je utvrdeno da je brzina kretanja jedra kod S. commune iznosi 3mm/h, a najbrza
zabeleZzeno nuklearno kretanje je kod vrste Coprinus congregatus i moze da dostigne ¢ak
4cm/h. Jednom kada su dva kompatibilna jedra prisutna unutar ¢elije hifalnog vrha, kasniji
rast je u obliku dikariona (Casselton i Olesnicky, 1998).

Dikariontska ili sekundarna micelija predstavlja fazu zivotnog ciklusa tipi¢nu samo za gljive
razdela Basidiomycota. Za ovaj tip micelije karakteristicno je da u svakoj celiji hifa
koegzistiraju dva haploidna nukleusa, dikarion, poreklom od razli¢itih monokariona.
Utvrdeno je da u apikalnim 1 subapikalnim ¢elijama dikariontske micelije jedra odrzavaju
konstantnu udaljenost jedno od drugog Sto ukazuje da su upareni mikrotubulama. Ova pojava
je uocena 1 prilikom unutarcelijskog kretanja jedara (Webster 1 Weber, 2007). Takode, veoma
je vazna medusobna udaljenost jedara jer se u zavisnosti od njithovog poloZaja menja 1 genska
ekspresija. Tako je na primeru kod S. commune utvrdeno da je sekrecija odredenog tipa
hidrofobina determinisana internuklearnom razdaljinom koja je razli¢ita u zavisnosti od toga
da li hife rastu na hidrofobnoj ili hidrofilnoj podlozi. Na hidrofilnoj podlozi, jedra se nalaze
blizu jedno drugome (1,6 pum) 1 dolazi do sekrecije SC4 (oblaze vazdusne kanale u
plodonosnim telima) i SC7 hidrofobina, dok se na hidrofobnoj podlozi jedra nalaze na vecoj
udaljenosti (13 do 16 um) 1 hife vrSe sekreciju hidrofobina SC3 (oblaze vazdusne hife i hife
na povrsini plodnosnog tela), ali ne 1 hidrofobina SC4 i SC7. Regulacija genske aktivnosti
podesavanjem razdaljine izmedu jedara predstavlja mehanizam jedinstven samo za gljive,
obzirom da je jedinstvena i sama pojava dikariona, 1 ¢ini vaznu adaptaciju na promenljive
uslove spoljasnje sredine (Maheshwari, 2005). Morfoloski, dikariontska micelija se razlikuju
od monokariontske u nekoliko karakteristika od ¢ega je mozda najvaznije prisustvo kukastih
izrasStaja (eng. clamp connection) u regionu formiranja septi. Uloga ovih struktura je veoma
vazna jer omogucava odrzavanje dikariontskog stanja na takav nac¢in da svaka novonastala

¢elija hife sadrzi po jednu kopiju jedra poreklom iz razli¢itih monokariona (Webster 1 Weber,

2007).
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Slika 4. Zivotni ciklus agarikoidnih vrsta gljiva razdela Basidiomycota
(https://iwww.kisspng.com/png-basidiomycota-biological-life-cycle-mushroom-mycor-1896642/download-png.html
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Formiranje kukastih izrastaja (Slika 5) se odvija na slede¢i naéin: na apikalnoj ¢éeliji, u

blizini pozicije gde se nalaze jedra
: Lo a N . N N
formira se mali hifalni izdanak
(kukasta celija) koji raste i savija se
unazad. Oba jedra dikariona se tada
simultano dele i jedno od
novonastalih jedara ulazi u kukasti
izraStaj, drugo ostaje u bazalnom 0 0 (.)
delu celije a dva nesestrinska jedra 0 Q) k@ ' ] E z
odlaze u vr$nii deo cCelije. Tada se (] (] . (] 0 ’
. . : i 0
formiraju dve septe — jedna u bazi 0
@ ®) (©) C) C) (")
kukastog izraStaja a druga na

osnovnoj hifi formiraju¢i tako novu,  Slika 5. Formiranje kukastih izrastaja
apikalnu celiju. U slede¢oj fazi  (Webster i Weber, 2007).
dolazi do fuzije sadrzaja kukastog izrastaja i1 subapikalne ¢elije. Na ovaj naCin stvorena je
nova dikariontska ¢elija sa geneticki razli¢itim jedrima. Dikariontska micelija se na ovaj nacin
moze odrzavati duzi vremenski period, a utvrdeno je da se u laboratorijskim uslovima, na
sobnoj temperaturi, kukasti izrastaji formiraju na otprilike svakih 60 minuta, dok se simultana
deoba jedara deSava na svakih 2 do 3 minuta (Chang i Miles, 2004).
Oba polna faktora, A i B, su neophodni za razvoj i odrzavanje dikariontskog stanja. Genski
produkti A lokusa su odgovorni za:

e represiju aseksualne sporulacije, tj. formiranje bespolnih spora,

e regulisanje uparivanja jedara unutar apikalne Celije,

koordinisanje deobe jedara,

formiranje kukastih ¢elija,
e stvaranje septi na subapikalnoj ¢eliji.

Geni B lokusa reguliSu inicijalnu migraciju jedara do apikalne celije, Sto podrazumeva
indukciju enzima za razgradnju Celijskog zida koji u€estvuju u menjanju strukture dolipornih
septi. Takode, ovi geni reguliSu fuziju kukaste ¢elije sa subapikalnom ¢elijom (Casselton i
Olesnicky, 1998).

Nastanak plodonosnih tela - Plodonosna tela su najveée i najsloZzenije diferencirane
strukture u carstvu gljiva. Formiranje plodonosnih tela se odvija na sekundarnoj miceliji,

njihov razvoj jos uvek nedovoljno istrazen.
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Slika 6. Formiranje plodonosnog tela na primeru Coprinopsis cinereus (prevod, Kiies, 2000).

Generalizovana Sema stvaranja plodonosnih tela opisana na primeru vrste Coprinopsis
cinereus (Slika 6): Nakon §to se formira "kritina masa" vegetativne micelije, hife se izdizu
iznad supstrata i obrazujuci vazdus$ne hife koje formiraju agregate, hifalne ¢vorove ili nodule.
Unutar ¢vorova, dolazi do zdruzivanja hifa i formiranja inicijala koji se dalje mogu razviti u
primordiju (Slika 7). Primordiju karakteriSe prisustvo svih tkiva koja se javljaju u zrelom
plodonosnom telu. 1z donjeg dela razvice se drska, dok ¢e se SeSir razviti iz gornjeg dela
primordije (Wendland, 2016).

Kod Schizophyllum commune uzgajanog u laboratorijskim uslovima utvrdeno je da je
svetlost okida¢ koji inicira formiranje primordija, a njihov dalji razvoj se nastavlja kada se
izvori ugljenika iz supstrata iscrpe, pa gljiva prelazi na unutras$nje izvore, iz same micelije.
Glikogen, osnovni rezervni polisaharid gljiva, razlaze se na prostije Secere koji se
translociraju u primordiju obezbeduju¢i energiju za njen dalji razvoj. Vaznu ulogu u
formiranju plodonosnih tela imaju i cisteinom bogati proteini (8-Cis-ostataka na
konzerviranim mestima duz lanca amino-kiselina bogati proteini) - hidrofobini koji se
izluCuju na povrSinu hifa. Hidrofobini su klasa malih sekretornih proteina sa 100-150

amino-kiselina koji su do sada pronadeni samo kod gljiva (Deacon, 2006).
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Otkriveno je da njihovi geni (SC1,

univerzalni veo
ramngiiionse SC3, SC4 i SC6 geni hidrofobina iz
lamele sa himenijumom S. commune) proizvode ogromne
Dectisiensor koli¢ine iRNA u  odredenim
pilcasistncs stadijumima razvoja npr. u fazi
formiranja  vazdu$nih  hifa i
stipes plodonosnih tela. Geni ovih proteina
ekspresuju se u monokarionu, kao i
bazalni plckicaliny u dikarionu, medutim mnogo veéa
aktivnost gena za hidrofobine je
Slika 7. Sematski prikaz preseka primordije kod vrste uocena u dikariontskoj miceliji. Ovi

Coprinopsis cinereus (prevod, Kies, 2000). proteini oblazu povriinu vazdusnih

hifa, kao i hifa na povrSini plodonosnih tela, ¢ine¢i ih hidrofobnim pa onemogucavaju da se
plodonosna tela natope vodom. Takode, ovi proteini utiCu na adheziju ili povrSinske
interakcije hifa pa samim tim i na formiranje pseudo tkiva i plodonosnih tela (Deacon, 2006).
Prividna tkiva su ispresecana brojnim vazdu$nim kanalima, ¢ija je uloga u obezbedivanju
efikasne gasne razmene tokom respiracije. Da SC4 gen ne obezbeduje hidrofobni omotac t;.
gasne kanale otvorenim, oni bi se usled kapilarnih sila lako punili vodom. Slicni omotaci
opisan su i kod vrste Agaricus bisporus (Wendland, 2016).

Formiranje plodonosnih tela je ¢esto pod uticajem kombinovanog delovanja razli¢itih
faktora sredine. Tako za plodonoSenje Lentinus edodes potrebna je svetlost, vlaga i niska
temperatura. U sluc¢aju Agaricus bisporus, pad temperature inicira formiranje primordija, dok
koncentracija ugljen dioksida uti¢e na brojnost plodonosnih tela. Kod vrste C. cinereus,
najmanje tri faze obrazovanja plodonosnih tela zahtevaju svetlost, koja je potrebna za
formiranje inicijala, za sazrevanje primordija i za kariogamiju (Wendland, 2016).

Plodonosna tela gljiva razdela Basidiomycota pokazuju izuzetnu morfolosku
raznovrsnost, medutim za sve je karakteristiéno obrazovanje himenijskog sloja (himenijuma)
koji je sagraden od bazidija sa bazidiosporama i sterilnih elemenata (Slika 8). Bazidije se
formiraju kao terminalne celije na dikariontskim hifama, gusto su rasporedene jedna pored
druge 1 mogu biti holobazidije (jednocelijske) ili fragmobazidije (najesce cetvorocelijske).
Funkcija bazidija je formiranje bazidiospora. Mlada bazidija je ispunjena gustom
citoplazmom, ali ubrzo dolazi do formiranja nekoliko malih vakuola pri njenoj osnovi koje se
kasnije spajaju formiraju¢i jednu veliku vakuolu koja svojim rastom potiskuje citoplazmu ka

vrhu ¢elije. Na samom vrhu bazidije se obrazuje providna kapa gde je ¢elijski zid nesto tanji i
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drugacije strukture S$to omogucava formiranje sterigmi, na kojima ¢e se obrazovati

bazidiospore (Webster i Weber, 2007).

Pileus (3esir)

pileocistidije

Lamele (listi¢i) | /
| bazidiospore

kaulocistidije ==

‘ bazidija

S heilocistidije

pleurocistidije

hife trame

| ™ W |

Slika 8. Grada plodonosnog tela i himenijuma kod vrsta sa listastim himenoforom
(prevod, https://en.wikipedia.org/wiki/Basidiocarp).

Produkcija bazidiospora - Formiranju bazidiospora prethodi proces kariogamije i mejoti¢ke
deobe koji se odvijaju u bazidiji. Kariogamija, odnosno spajanje haploidnih i formiranje
diploidnog jedra, odvija se u donjem delu bazidije, probazidiji. Odmah zatim, novonastalo
diploidno jedro prolazi kroz redukcionu deobu, a ovaj proces se odvija u gornjem delu
bazidije, metabazidiji. Rezultat mejoze je stvaranje Cetiri nova geneticki razli¢ita haploidna
jedra. Kod mnogih gljiva razdela Basidimycota sledi postmejoticka mitoza, tako da je
konacan broj haploidnih jedara u bazidiji osam. Medutim, samo ¢e Cetiri jedra ucestvorati u

formiranju bazidiospora, dok ostala Cetiri jedara ostaju u bazidiji i propadaju (Webster i
Weber, 2007).
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2.1.4. Populaciona struktura makromiceta i problem definisanja jedinki

Jedan od izazova populacione biologije je kako definisati skup individua iste vrste koji
bi predstavljao jednu populaciju. Populacija moze biti sve, od jedne jedinke u odredenom
prostoru, do skupa svih jedinki jedne vrste koji naseljavaju planetu Zemlju. Zbog prakti¢nih
razloga populacije se Cesto definiSu u okviru odredenih geografskih granica. Medutim,
geografske granice ne moraju predstavljati granice stvarnog protoka gena, $to je kod gljiva
posebno izrazeno zbog moguénosti njihovih spora da se aerosolno prenose na velike
udaljenosti (Stenlid, 2008).

Zbog micelijarne prirode, neograni¢enog rasta i najes¢e reazvoja u suspstratu, kod
gljiva je prisutan problem definisanja 1 odredivanja brojnosti jedinki u prirodnoj sredini.
Medu prvim istrazivanjima u ovoj oblasti su radovi Rayner i Todd (1979) i Todd i Rayner
(1980) gde je istaknuto da se prirodne populacije heterotalusnih bazidiomiceta sastoje od
somatski inkompatibilnih, geneticki 1 fizioloski razli¢itih sekundarnih (dikariontskih) micelija
za koje je uveden termin genet (Rayner i Boddy, 1988). Geneti Kkoji pripadaju istoj vrsti
pokazuju inkompatiblnu reakciju kada su u kontaktu jedni sa drugima koja je vidljiva kako na
terenu (demarkacione zone, zone interakcije, na presecima poleglih stabala), tako i u
laboratorijskim uslovima u testovima konfrontacije izolovanih sojeva (Slika 9) (Holmer i
Stenlid, 1991). Somatska inkompatibilnost (SI) kod bazidiomikota je regulisana genima koji
se nalaze na jednom do ¢etiri ili viSe nezavisnih lokusa od kojih bar neki imaju vise alela. Dva
izolata su nekompatibilna ako imaju razlicite alele na jednom ili viSe SI lokusa. Ovaj sistem
heterogene nekompatibilnosti prakti¢no osigurava izolaciju, odnosno odrzavanje integriteta
geneta u prirodi (Hansen i Hamelin, 1999).

S obzirom da je kod gljiva nemoguce neposredno odrediti broj i veli¢inu jedinki
(geneta) potrebno je primeniti indirektan pristup koji podrazumeva mapiranje i sakupljanje
plodonosnih tela ispitivane vrste na terenu, nakon ¢ega se iz sakupljenih plodonosnih tela
izoluje DNK i analizira razli¢itim molekularnim metodama. Za plodonosna tela koja imaju
identi¢ne genotipove pretpostavlja se da pripadaju istoj individui, pa se merenjem fizicke
udaljenosti izmedu ovih plodonosnih tela moZe proceniti njena veli¢ina (Burchhardt i sar.,
2011). Jasno je da ovakav pristup vremenski, finansijki i1 logisticki izazovan, posebno
prilikom prikupljanja podataka sa velikih geografskih podrucja tokom vise godina. Medutim,
ovakva istrazivanja procene brojnosti i veli¢ine jedinki su neophodna radi preciznijeg

planiranja uzorkovanja za populacione geneti¢ke studije sa vecih geografskih podrucja. Na
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ovaj nain bi se izbeglo uzastopno uzorkovanje sporokarpa produkovanih od strane istog

geneta (Dunham i sar., 2003).

Slika 9. Vegetativha inkompatibilnost kod Trametes versicolor

a) presek stabla na kojem su vidljive demarkacione zone koje predstavljaju granice
razli¢itih dikariontskih kolnija (geneta); b) reakcija dve geneticki identi¢ne klonije
inokulisane blizu jedna drugoj — micelija se preklapa; ¢) nekompatibilna reakcija
nakon inokulacije dva geneticki razliita dikariona — formira se jasna grani¢na zona,

nema preklapanja micelije (Webster i Weber, 2007).

Do sada su na ovaj nacin ispitane populacije tridesetak vrsta makromiceta od kojih
najveci deo pripada ektomikoriznim i parazitskim vrstama (Anderson i sar., 1998; Zhou i sar.,
1999; Sawyer i sar., 2003). Utvrdeno je da su preénici geneta u populacijama ektomikoriznih
vrsta obi¢no veli¢ine 7 do 30 m (Anderson i sar., 1998; Sawyer i sar., 1999), medutim mogu
dosti¢i veli¢inu i od 600 m (genet vrste Amanita pyramidifera) (Sawyer i sar., 2003). Uoc¢eno
je da su veli¢ina i brojnost geneta nekih ektomikoriznih vrsta varirali u zavisnosti od starosti
Sumske zajednice - u starijim Sumama se javlja manje vecih geneta, dok su kod mladih
detektovani brojniji manji geneti (Dahlberg i Stenlid, 1994, 1995). Takode, sugeriSe se da se
ektomikorizne gljive koje stvaraju relativno male genete ¢eS¢e razmnozavaju seksualno
(Carriconde i sar., 2008; Gherbi i sar., 1999; Gryta i sar., 1997), dok one koje formiraju velike
genete se rasprostiru vegetativno, rastom micelije tokom vremena (Bonello i sar., 1998;

Dahlberg i Stenlid, 1994). Kod parazitskih vrsta, kao $to je Phellinus pini, starost Sume
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predstavlja vazan faktor koji utiCe na brojnost geneta. Tako je utvrdeno da u
devedesetogodiSnjim Sumama u Oregonu, samo 3% drveca je inficirano ovom vrstom, dok je
u 450 godina staroj Sumi Phellinus pini detektovana kod 60% stabala (Boyce i Wagg, 1953).
Veli¢ina i prostorna distribucija geneta u populacijama saprotrofnih bazidiomikota,
posebno u grupi razlagaca Sumske stelje su relativno slabo proucene (Holmer 1 Stenlid, 1991;
Huss, 1993; Murphy i Miller, 1993; Kay i Vilgalys, 1992; Keirle i sar., 2014, Boskovic¢ i sar.,
2017). Utvrdeno je da saprotrofne vrste koje se kroz supstrat prostiru iskljuc¢ivo rastom hifa
formiraju manje genete [Marasmiellus praecutus — 4,6 m (Murphy i Miller, 1993), Mycena
galopus — 2,5 m (Frankland i sar., 1995), Pleurotus ostreatus — 1 m (Kay i Vilgalys, 1992)]
dok vrste koje se prostiru odredenim diferencijacijama hifa (micelijarne vrpce 1 rozomorfi)
formiraju nesto vece genete [Clitocybe nebularis — 60 m (Dowson i sar., 1989), Resinicium
bicolor — 46 m (Kirby i sar., 1990), Tricholomopsis platyphylla — 150 m (Thompson i Rayner,
1982)] sa izuzetkom vrste Gymnopus androsaceus koja formira rizomorfe ali su joj geneti
pre¢nika do 0,7 m (Holmer i Stenlid, 1991). U vecini ovih studija identifikacija geneta
izvrSena je testiranjem SI, za koju je utvrdeno da ne omogucava ta¢no detektovanje geneta u

svim sluc¢ajevima (Anderson 1 sar., 1998).

2.1.5. Populaciona genetika makromiceta

Molekularni diverzitet predstavlja evolucioni potencijal populacija svih organizama i
neophodan je da bi se populacije prilagodile stalnim promenama u zivotnoj stedini. Njegovo
proucavanje predstavlja osnovu za razumevanje evolucionih procesa i1 polazna je tacka u
konzervaciji vrsta. Zbog problema deifinsanja vrsta, jedniki i populacija kod gljiva,
molekularni diverzitet gljiva je relativno slabo proucen, u poredenju sa drugim grupama
organizama, iako broj publikacija iz ove oblasti konstantno raste (Douhan i sar., 2011). Kod
gljiva, visok nivo genetiCke varijabilnosti se obicno uocava kod prirodnih populacija koje se
razmnozavaju seksualno, rasprostiru se u razli¢itim ekoloskim niSama i/ili imaju Siroku
geografsku distribuciju (James i sar., 1999). Protok gena je jedan od najvaznijih izvora
geneticke varijabilnosti i njegovo kvantifikovanje nam moZze pomoc¢i u donosenju zakljucaka
0 migraciji, disperziji, rekombinaciji i evolutivnim mehanizmima, i ukazati na strukturu
populacija 1 na¢in reprodukcije. Protok gena je od praktiénog znacaja u patologiji biljaka i
Zivotinja jer migracija moze izazvati brze promene u rezistenciji kod populacija domacina 1
promene u virulenciji u populaciji patogena (McDermott i McDonald, 1993). Zbog toga su do

sada su najbolje proucene ektomikorizne [Leccinum duriusculum (Selosse, 2003), Rhizopogon
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vesiculosus (Kretzer i sar., 2005), Cantharellus formosus (Dunham i sar., 2003), Tricholoma
populinum i T. scalpturatum (Gryta i sar., 2006)] i parazitske vrste [Fomitopsis pinicola
(Hogberg i sar., 1999), Armillaria cepistipes (Heinzelmann i sar., 2012), Armillaria luteo-
virens (Xing i sar., 2014)], odnosno vrste koje su od najveceg ekonomskog znacaja za Coveka.
Medutim, zbog pada diverziteta makromiceta u Evropi koje je uzrokovano poveéanom
urbanizacijom i intenziviranjem koris¢enja zemljiSta, pre svega u Sumarstvu i poljoprivredi od
1950-ih godina (Dahlberg, 2010), povecava se potreba za proucavanjem prirodnih populacija
makromiceta. Saprotrofne vrste su izuzetno vazne za funkcionisanje Sumskih ekosistema,
medutim molekularni diverzitet njihovih prirodnih poopulacija je jo§ uvek nedovoljno
istrazen.

Za utvrdivanje genetickog diverziteta i1 strukture populacija saprotrofnih vrsta koristi
se ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) metoda koja predstavlja dominantan marker koji u
poredenju sa kodominantnim markerima obi¢no podcenjuje varijacije unutar populacija dok
se kod parametara diferencijacije populacija dobiju sli¢ni ili neSto vec¢i parametri (Lynch i
Milligan, 1994; Nybom, 2004; Soldati i sar., 2013). Ove razlike su o¢ekivane s obzirom da
dominantni markeri mogu da daju samo dva alela po lokusu i ne omogucavaju razlikovanje
homozigota od heterozigota (Xu, 2006). Uprkos ovim nedostacima, dominantni markeri
omogucavaju objektivhu procenu geneticke varijacije bez potrebe za informacijama o
sekvencama genoma, $to ih ¢ini pogodnim za analizu vrsta sa malo poznatim ili nepoznatim
genomom (Nybom, 2004; Stewart i Excoffier, 1996). Do sada je na ovaj nain ispitana
genetiCka struktura 1 varijabilnost u poulacijama vise vrsta makromiceta kao S$to su
Trichaptum abietinum (Kauserud i Schumacher, 2003) Pleurotus eryngii var. tuoliensis (Zhao
i sar., 2013), Auricularia auricula-judae (Du i sar., 2013), vise vrsta roda Ganoderma (Mei i
sar., 2014).
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2.1.6. Filogenija agarikoidnih gljiva i filogenetski odnosi unutar roda Marasmius

Agarikoidnu grupu gljiva Cine pre svega vrste koje imaju lamelarni himenijum. U
najve¢em delu ova grupa odgovara vrstama koje je Singer (1986) grupisao u podred
Agaricinae ali takode podrazumeva i taksone koji se tradicionalno klasifikuju u okviru reda
Aphyllophorales (Clavaria, Typhula, Fistulina, Schizophyllum) kao i nekoliko redova familije
Gasteromycetes (Moncalvoi sar., 2002). Agarikoidne vrste su prosle kroz ogromnu adaptivnu
radijaciju (sa 8400 postojecih opisanih vrsta) tokom koje su zauzele Sirok spektar ekoloskih
nisa, ukljucujuéi formiranje ektomikorize, mutualistickih odnosa sa mravima i termitima,
razlaganje drvne mase i drugih organskih supstrata, a mogu biti i patogeni biljaka. Jasno je da
je u tako velikoj 1 raznovrsnoj grupi tesko pronaci univerzalno primenljive karaktere koji bi
omogucili realnu klasifikaciju vrsta gde bi svaka grupa predstavljala monofiletsku kladu.

Osnove klasifikacije agarikoidnih vrsta dao je Fries (1874) dele¢i ovu grupu gljiva na
samo 12 rodova, pre svega na osnovu makroskopskih osobina himenofora (listast, cevast,
venolik itd.). Uvode¢i mikroskopske karaktere kao osnovu za klasifikaciju, Fayod (1889)
izdvaja 108 rodova u ovoj grupi gljiva. Singer (1986) i Kiihner (1980), jedni od najuticajnijih
mikologa dvadesetog veka takode su najve¢i znaCaj pridavali mikroskopskim
karakteristikama, s tim da je Kihner-ov fokus pre svega bio na osobinama ¢elija, dok je
Singer viSe proucavao mikromorfologiju spora. Singer (1986) Ciji rad na klasifikaciji reda
Agaricales je jedan od najobuhvatnijih i najdetaljnijih klasifikacija agarkoidnih vrsta,
primenjivao je Siri koncept u definisanju ovog reda, ali uzi koncept pri definisanju rodova
(samo podred Agaricinae sadrzao je 192 roda). Red Agaricales sadrzao je ne samo vrste sa
listastim himenoforom ve¢ i pojedine pripadnike reda Boletales i odredene taksone iz redova
Russulales i Polyporales. Za razliku od Singer-a, Kihner je podelio red Agaricales na pet
redova: Tricholomatales (ukljucujuéi neke od vrsta iz Polyporales sa listastim himenoforom),
Agaricales sensu stricto, Pluteales, Russulales i Boletales. Tri od ovih pet redova
(Tricholomatales, Agaricales 1 Pluteales) u najvecoj meri odgovaraju Singerovom podredu
Agaricineae, medutim Kuhner u ovoj grupi prepoznaje samo 75 rodova (Matheny i sar.,
2006). Radovi Singer-a i Kuihner-a zbog njihovog znacaja, ali i zbog njihovih suprotstavljenih
pogleda, predstavljaju dobar osnov za molekularnu filogenetsku evaluaciju odnosa izmedu
agarikoidnih vrsta.

Do sada je uradeno nekoliko sveobuhvatnih filogenetskih istraZivanja agarikoidnih
vrsta (Moncalvo i sar., 2000, 2002; Matheny i sar., 2006, 2007) medutim jo$ uvek ne postoji

jasan konsenzus o klasifikaciji unutar ove velike grupe gljiva.
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Slika 11. Filogenija agarikoidnih vrsta. Plave
sa pigmentisanim sporama. Vrste
predstavljene  zadebljalim linijama.

sa debolizidnim
(Garnica i

linije predstavljaju vrste
sporama

sar. 2007)

U istrazivanju Moncalvo i sar., (2002) gde su analizirane LSU sekvence ¢ak 877 taksona

homobazidiomikota (od toga oko 700 vrsta sa listastim himenoforom), utvrdeno je da se ova

grupa gljiva moZe podeliti na 8 glavnih klada (Slika 10). Kladu agarikoidnih vrsta u najvecoj

meri predstavljaju vrste sa listastim himenoforom, medutim ukoliko bi se ova grupa
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posmatrala kao monofiletska, bilo bi neophodno iz nje izbaciti nekoliko grupa gljiva sa
lamelama koje se tradicionalno svrstavaju u red Agaricales i ubaciti nekoliko klavaroidnih,
poroidnih, sekotioidnih i gasteroidnih vrsta koje su tradicionalno svstavane u druge redove
bazidiomikota. U ovom radu ukupno 117 monofiletskih klada agarikoidnih vrsta gljiva se
izdvojilo od kojih mnoge odgovaraju tradicionalnim taksonomskim grupama, ali mnoge ne.

Na osnovu analize sekvenci Sest molekularnih markera koje pripadaju vrstama iz 146

rodova, Matheny i sar. (2006) su podelili agarikoidne vrste na 6 velikih klada neformalno
nazvanih Agarikoidna, Triholomatoidna, Marasmioidna, Pluteoidna, Higroforoidna i
Plikaturopsioidna. Na nizim taksonomskim nivoima, na osnovu dobijenih podataka ova grupa
gljva se moze podeliti na 30 familija i1 Cetiri grupe nedefinisane pozicije u filogenetskom
stablu. Takode, utvrdeno je da se ektomikoriza pojavila bar 11 puta nezavisno u ovoj grupi
gljiva, od toga bar 9 puta u okviru Agarikoidne i Triholomatoidne klade.
Za razliku od prethodnih istraZivanja, Garnica i sar. (2007) su kombinuju¢i molekularnu
filogenetsku analizu (LSU i RPB1 markeri) sa morfoloskim podacima (debljina i
pigmentisanost zida bazidiospora) dobijenih od 88 reprezentativnih rodova agarikoidnih vrsta
odredili odnose izmedu grupa na viSim taksonomskim nivoima. Utvrdeno je da vrste sa
debelim i pigmentisanim bazidiosporama ¢ine izvedenu grupu (Slika 11) i moze se
pretpostaviti da ova kombinacija karaktera daje evolutivnu prednost s obzirom da se
povecanjem tolerancije bazidospore na gubitak vlage i sunfevo zraCenje otvaraju nove
ekoloske niSe vrstama koje ih poseduju.

Rod Marasmius (Marasmiaceae, Agaricales, Agaricomicetidae Agaricomicetes,
Agaricomicotina, Basidiomicota) je veliki rod koji trenutno obuhvata 949 recentnih
kosmopolitskih vrsta (Kirk 2018) uglavnom prisutnih u tropskim podru¢jima. U Evropi je
zabeleZzeno samo 34 vrste (Antonin i Noordeloos, 2010). ukljucujuci 6 vrsta sekcije Epiphylli
Kuhner trenutno nesigurnog taksonomskog polozaja (Antonin i sar., 2010).

Vrste roda Marasmius su saprotrofne, retko parazitske, plodna tela se javljaju na Zivim
ili mrtvim delovima zeljastih i drvenastih biljaka. Njihovi bazidiokarpi su marasmioidni ili
kolibioidni, mali do srednji i imaju sposobnost “ozivljavanja” nakon hidriranja osusenih
plodnih tela. Sesir je tanko-membranozni do umereno mesnat, beo ili pigmentisan, vunast,
gladak ili rebrast sa dubokim radijalnim kanalima. Lamele su dobro razvijene ili neznatno
redukovane, retko nedostaju, ponekad vezane za kragnu koja moZe biti slobodna ili usko
vezana za drSku (adnate), bele, krem ili Zute boje. Drska je centralna, ekscentricna ili bo¢na,
direktno uronjena u supstrat ili sa bazalnom micelijom, ponekad ukorenjenom. Drska je

dugacka u odnosu na pre¢nik SeSira, vlaknasta do mesnata, cesto hrskavicava, glatke ili fino
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rebraste povrSine ponekad sa finim gustim dlacicama; rizomorfi ponekad prisutni. Otisak
spora je bele do bledo-krem boje. Spore su obi¢no elipsoidne, cilindricne ili bademaste
(amigdaliformne), glatke i tankozidne. Bazidije cilindricne do batinaste sa 2 ili 4 spore,
bezbojne, providne (hijaline). Heilocistidije ponekad prisutne, ukoliko su prisutne ¢esto su u
formi metlastih ¢elija. Pleurocistidije prisutne ili odsutne, batinaste, cilindri¢ne, vretenaste,
flasolike, hijaline ili sa bledo zutim zidovima, ponekad sa granuliranim sadrzajem. Pileipelis
je himeniforman i sastavljen je od glatkih elemenata ili metlastih ¢elija tipa Siccus ili Rotalis.
Pileocistidije ili setae su ponekad prisutne. Stipitipelis se odlikuje suvom pokozicom od
neznatno do izrazito debelozidnih cilindri¢nih hifa. Kaulocistidije ili setae su Cesto prisutne.
Hife u Melzer-ovom reagensu dekstrinoidne ili bez reakcije, nikada amiloidne (Antonin i
Noordeloos, 2010).

Rod Marasmius prvi je opisao Fries (1838), gde je grupisao vrste sa ¢vrstim, suvim i
trajnim basidiokarpima koji rehidriraju u prisustvu vlage, sa roznatim hrskavicavim drskama i
zilavim, relativno udaljenim lamelama. Novoopisani rod uklju¢ivao je mnoge vrste koje su
prvobitno svrstavane u rodove Clitocybe, Mycena i Collybia (posebno one iz sekcije
Omphaliariae), a koje je Fries svrstao u dve sekcije Collybia i Mycena. Kasnije je Quelet
(1888) dao novu Kklasifikaciju i podelio vrste roda Marasmius u dve sekcije (Insititii i
Radicosi) koriste¢i karakteristike supstrata i tip dr§ke kao glavne razdvajajuée karakteristike.

U radovima Patouillard (1887, 1900) po prvi put su koriS¢ene mikroskopske
karakteristike (struktura pileipelisa) za razdvajanje rodova u ovoj grupi gljiva. Ovaj pristup je
imao snazan uticaj na kasniji rad Kuhner-a i Singer-a ¢ije su klasifikacije kori§¢ene, sa malim
prilagodavanjima sve do danas (Antonin 1 Noordeloos, 2010). Najznacajniji radovi koja se
ticu evropskih vrsta roda Marasmius su publikacije Kuhner (1933, 1936), Kuhner i
Romagnesi (1957) i Antonin i Noordeloos (1993, 2010) kao najnoviji i sveobuhvatni
taksonomski radovi o ovoj grupi gljiva.

U ovom radu kori$¢ena je klasifikacija, unutar roda Marasmius sensu stricto, bazirana
na morfoloskim i molekularnim podacima prema Antonin i Noordeloos (2010):

1) Sekcija Marasmius Fr. (mali marazmioidni basidiokarpi, dobro razvijena
slobodna kragna (colarium), drska direktno uronjena u supstrat, hife trame
dekstrinoidne) sa podsekcijama Marasmius i Sicciformes;

2) sekcija Hygrometrici Kihner (Se$ir obi¢no manji od 5 mm u pre¢niku, tamno
obojen, hife trame ne pokazuju dekstrinoidnu reakciju);

3) sekcija Globulares Kihner (basidiokarp umereno velik, marazmioidan ili

kolibioidan, drSka obicno sa bazalnom micelijom, hife trame uvek
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dekstrinoidne reakcije) sa podsekcijama Globularini Antonin i Noordel.,

Pileocystitidati Antonin i Noordel., Sicci Singer (serije Haematocephalii

Singer i Spinulosi (Clemengon) Desjardin);

4) Sekcija Epiphylli Kuhner (basidiokarp mali, marasmioidan, drSka diretno

uronjena u suptrat, dlakolika, hife trame ne-dekstrinoidne ili dekstrinoidne) sa

podsekcijama: Epiphyllini, Eufoliatini, Epiphylloidei. (Slika 12)

Vrste sekcije Epiphylli se trenutno tretiraju kao vrste nesigurne taksonomske pozicije, s

obzirom da je u nekim od prethodnih filogenetskih istrazivanja ova grupa bila pozicionirana

izvan Marasmius klade (Owings i Desjardin, 1997; Wilson i Desjardin, 2005).

Sect. Marasmius

Marasmius rotula
(foto D. Savic)

Sect. Hygrometrici

Marasmius corbariensis

(http://tubiologia.forosactiv
os.net/t5804-marasmius-
corbariensis)

Sect. Globulares

2 A
S s

8> 4

(foto D. Savi¢)

Marasmius wynneae

Sect. Epiphylli

Marasmius epiphyllus

(http://www.mushrooms.
su/en/marasmius epiphy

llus.htm)

Slika 12. Tipski predstavnici sekcija roda Marasmius prema Antonin i Noordeloos (2010).

Do sada je objavljeno nekoliko radova o filogenetskim odnosima u okviru roda

Marasmius i srodnih rodova zasnovanih na sekvencama razli¢itih regiona nuklearne DNK
(Owings i Desjardin, 1997, 2005; Douanla-Meli i Langer, 2008; Wannathes i sar., 2009;

Jenkinson i sar., 2014; Shay i sar., 2017). S obzirom da su navedenim studijama kori$¢ene

razli¢ite vrste ovog roda, kao i1 drugacije kombinacije molekularnih markera (ITS, LSU, EF-

la), klasifikacija unutar roda Marasmius jo§ uvek nije kompletna.
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2.2. Molekularne metode kori§¢ene u ovom istrazivanju

Upotreba molekularnih markera dovela je do prave revolucije u mikoloskim
istrazivanjima, pre svega u taksonomiji i ekologiji gljiva (Schoch i sar., 2012). Molekularna
revolucija u taksonomiji gljiva zapocela je devedesetih godina proslog veka sa analizom gena
za rRNK (White i sar., 1990), dok danas molekularna sistematika gljiva predstavlja izdvojenu
nau¢nu disciplinu u kojoj upotreba multi-lokusnih podataka, velikog broja taksona i
rigoroznih metoda analize predstavlja standard (Hibbett i sar., 2007).

Molekularni marker koji se €esto koriste u mikoloSkim istraZivanjima, a kori§¢eni su 1
u ovom istraZivanju su:

ITS (eng. Internal Transcribed Spacer) eukariotskim genomima, geni za rRNK nalaze
se u velikom broju kopija, organizovani u vidu jedinica koje se tandemski ponavljaju. Jedna
jedinica sastoji se od tri gena za rRNK (18S, 5.8S 1 28S) medusobno razdvojenih sa dve
relativno kratke i visoko varijabilne sekvence (ITS) koje se nakon transkribovanja jedinice
isecaju (Schoch i sar., 2012). Ovaj region pokazuje visoku iterspecijsku i nisku intraspecijsku
varijabilnost S$to ga ¢ini pogodnim markerom za identifikaciju vrsta gljiva (Gomes 1 sar.,
2002), ali i za filogenetskac analize gde se obi¢no koristi zajedno sa drugim, viSe
konzerviranim, molekularnim makerima. Takode, utvrdeno je da prajmeri ITS1 1 ITS4, koji se
naj¢esce koriste za umnozavanje ITS sekvenci kod Basidiomycota, omogucavaju relativno
laku amplifikaciju ovog regiona iz veoma razli¢itih uzoraka (iz male koli¢ine uzorka, iz
herbarskog materijala, itd) (Nilsson i sar., 2008).

LSU (eng. Large subunit of the nuclear ribosomal RNA) - gen za 28S veliku
subjedinicu nuklearne ribozomalne RNK se pokazao kao jedan od najkorisnijih molekularnih
markera za istrazivanja filogenetskih odnosa na nivou roda i familije u okviru razdela
Basidiomycota (Moncalvo i sar., 2000 2002; Weiss i Oberwinkler, 2001). lako su sekvence
D1/D2 regiona LSU koriS¢ene za identifikaciju vrsta kvasaca, u poredenju sa ITS regionom
LSU pokazuje manju varijabilnost pa se ITS sve viSe koristi u identifikaciji vrsta dok LSU
ostaje kao vazan marker za filogenetska istrazivanja (Schoch i sar., 2012).

Elongacioni factor 1a (eng. alpha elongation factor, EF-1a) gen - pored ribozomalnih
markera (ITS, LSU, SSU) i protein kodiraju¢i geni se koriste u filogenetskoj analizi ili
identifikaciji vrsta. Jedan od najce$ce koris¢enih protein kodiraju¢ih markera je gen za EF-1a
koji je esencijalan za sintezu ribozomalnih proteina kod eukariota. EF-1a katalise GTP-
zavisno vezivanje aminoacil-tRNK za ribozome tokom sinzete proteina i jedan je od

najbrojnijih proteina ¢ine¢i do 2% od ukupnih proteina u rastu¢im eukariotskim celijama
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(Wendland i Kothe, 1997).Veoma je konzerviran u okviru carstva gljiva (aminokiselinska
sekvenca priblizno 95% identi¢na sa EF-1a sekvencama drugih vrsta gljiva) pa je ovaj marker
pogodniji za rekonstrukciju dubljih filogenetskih grana (Matheny i sar., 2007).

LROR LR3R
LRTé LR22 LR3 LR5S LR7
0.5 kb
>ITS1-F 5.8SR
1TSS ITS3
r|TS1 @
_ ITS2 ITS4 LR15
<
0.1 kb 5.85 ITS4-B
EF-cf
|—>
526F 983F EF-df 1577F
transcription elongation factor 1-a
EF-jr<J <J EF<J 195<3ﬁ
EF-ir <] 1-67R or o
2218R
0.5 kb
Slika 13. Mesta vezivanja prajmera u regionima LSU, ITS i EF-la

(https://mww2.clarku.edu/faculty/dhibbett/Protocols_Folder/Primers/Primers.pdf )

ISSR markeri - prvi ISSR markeri su koris¢eni 1994, godine za analizu genoma
gajenih biljaka (Gupta i sar., 1994; Zietkiewiczi i sar., 1994). Od tada su primenjivani u
razli¢itim istrazivanjima — studijama hibridizacije, populacionoj i konzervacionoj genetici i
analizi prirodnih populacija (Wolfe, 2005). Ova metoda podrazumeva amplifikaciju DNK
matrice koriste¢i samo jedan prajmer po PCR reakciji, a koji je sadinjen od jednostavnih di- ili

trinukleotidnih ponavljaju¢ih motiva (mikrosatelita). Broj mikrosatelitskih ponovaka u okviru
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prajmera varira, a minimalana duzina prajmera je 14 nukleotida. Tokom PCR reakcije

prajmeri, koji mogu biti usidreni ili neusidreni se vezuju za komplementarne mikrosatelitske

regione koji se najéeSée nalaze na vise pozicija u genomu (Slika 14). Na ovaj nacin se dobija

relativno veliki broj produkata razli¢ite duzine koji se vizualizuju na gelu u vidu veceg broja

fragmenata (“bendova”). U zavisnosti od potrebe istrazivanja analiza dobijenih “bendova”

moze biti kvalitativna ili kvantitativna (Wolfe, 2005). Sest mikrosatelitskih prajmera: (GTG)s,
(GACA)4, (GCC)s, (AG)sT, (GCCAACL),G (Mjd), (AAG)s su se pokazali uspeSnim u
dosadasnjim istrazivanjima (Carlier i sar., 2011; Nghia i sar., 2008; Wang i sar., 2005; Zhou i

sar., 1999)
(@
3 TemplateDNA ¥
| TCICTCTCTCICICTCICICT
< g
| AGAGAGAGAGAGAGAG] > Primer
| CICICTCICICICICICICICT |
3 5
Amyplified product
(b)
5 3
I TCICTCTCICTCICICICIC |
MACAGAGACAGAGA RGN
[ CTCTCTCTCTCICTCTCTCICT |
5
3’ - |
[

Slika 14. Sematski prikaz ISSR metode. a) neusidren prajmer, b) usidren prajmer (Reddy i sar.,
2002)
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2.3. Pregled ispitivanih rodova i vrsta

2.3.1. Rod Marasmius

Marasmius rotula (Scop.) Fr
Marasmiaceae, Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina,
Basidiomycota, Fungi

Slika 15. Marasmius rotula (Scop.) Fr (foto D. Savic)

Opis. Sesir (Pileus) 4-14 (18) mm u preéniku, hemisferi¢an-konveksan, na pocetku sa
zaravnjenim centrom Kkoji kasnije postaje konveksan sa papilom u centru, duboko rebrast, beo
ili belicast pa postaje svetlobraon kod starijih primeraka. Lamele (L = (15) 17-21 (25), I=0) su
Siroke, Cesto nejednake, spojene proksimalnim krajem sa prstenom (kolarijumom), bele do
krem boje. Drska (Stipes) 20-60 x 0.25-0.75 mm, direktno usaden u podlogu, filiformna, ¢esto
zakrivljen, beo ili svetlobraon pri vrhu dok je pri dru crveno-smede do gotovo crne boje pri
bazi, gladak, sjajan. Meso membranozno, bez mirisa i blagog ukusa. Obrazuje rizomorfe.
Spore (7.5) 8 -10 (12.5) x (3.2) 4 — 5 (5.5) um, ovalne do elipsoidne. Heilocistidije prisutne, u
formi Cetkastih Celija tipa Rotalis 12 — 30 (31) x 4 -18 um batinastog oblika sa nekoliko do
puno kratkih koni¢nih 1 (1.5 — 2.2) pm dugih produZetaka. Pleurocistidije odsutne. Pileipelis
himeniforman, sacinjen od Cetkastih Celija tipa Rotalis. Pileocistidije odtusne. Stipitipelis
sacinjen od cilindri¢nih ¢elija $irokih 2 — 14 pm. Kaulocistidije odsute ili retke, 22 — 60 x 2 -

4 (6.5) um, cilindricne, pripijene jedna uz drugu, pojavljuju se samo u bazalnom delu drske.
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Ekologija. Plodna tela se pojavljuju u grupama na ostacima drvecéa (grancice, panjevi, kora,
kupulama bukve) listopadnih vrsta u Sumama, parkovima i bastama. Do sada je pronadena na
slede¢im vrstama: Acer campestris, A. platanoides, A. pseudoplatanus, Acer sp., Alnus
glutinosa, A. incana, Alnus sp., Carpinus hetulus, Corylus avellana, Evonymus verrucosa,
Fagus sylvalica, Fraxinus angustifolia, F. excelsior, F. ornus, Malus sp., Pinus nigra, Prunus
avium, Prunus sp. Quercus cerris, Q. pelraea, Q. robur, Quercus sp., Ruhus sp., Salix fragilis
i Syringa vulgaris. Siroko rasprostranjena u severnim i umerenim zonama severne hemisfere.

Javlja se od juna do oktobra (Antonin i Noordeloos, 2010).

Marasmius bulliardii Quél
Marasmiaceae, Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina,
Basidiomycota, Fungi

Slika 16. Marasmius bulliardii Quél (foto D. Savi¢)

Opis. Sesir 1 — 5 (9) mm u preéniku konusan do konveksan kod mladnih primeraka, ponekad
sa izrazenom papilom u centru, kasnije rasiren, sa udubljenjem u centru, veoma svetlo braon
boje, kasnije postaje oker-braon, svetliji u centru, sivo-crne boje u udubljenju. PovrSina je
glatka, sa dubokim radijalnim udubljenjima. Lamele udaljene L = 12 — 15 (19), | = 0 (2),
vezane za slobodnu kolarijum, Siroke, veoma retko racvaste, bele do krem broje kod starijih
primeraka, sa blago pubescentnim ivicama posmatranim pod lupom. Drska 13 — 53 x 0,1 — 0,6

mm, direktno izlazi iz podloge, filiformna, beo pri vrhz sa crveno—crnim donjim delom (1/4
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do 1/2) kod mladih primeraka, kasnije beo samo u zoni kragne, sjajan, gladak. Rizomorfi
odsutni. Spore: (7) 8 — 11,5 (14) decimale u srpskom se pisu sa “,” a u engleskom sa “.”,
ispraviti u celom tekstu x (3.5) 3.7 — 5 (6) um, elipsoidne, izduzeno-elipsoidne do cilindri¢ne,
delimi¢no bademaste. Heilocistidije u formi Cetkatih celija tipa Rotalis, 12 — 24 X 7 — 26 pm,
cilindri¢ne, batinaste do kruskaste (piriformne), tankih zidova sa tupim 1 — 2.4 (4) um dugim
izraStajima. Pileipellis himeniforman, saCinjen od Cetkastih ¢elija tipa Rotalis, 12 — 24 X 6 —
21 (24) um, piriformne, batinaste do Siroko batinaste, sa tankim do delimi¢no zadebljalim
zuckastim zidovima i mnogobrojnim cilindri¢nim ili granatim, zuto-braon 1 — 3 (5) um dugim
izrastajima. Pileocistidije odsutne. Stipitipelis sacinjen od 2 — 8 um Sirokih hifa, sa blago
zadebljalim smedim zidovima. Kaulocistidije odsutne. Hife, subhimenijum i trama pokazuju
blagu do izrazenu dekstrinoidnu reakciju sa Melzer-ovim reagensom.

Ekologija. Plodna tela se javljaju na opalom lis¢u listopadnog drvecéa, posebno na vrstama
roda Quercus i Fagus, na umereno do veoma vlaznim mestima u listopadnim Sumama. Do
sada pronadena na slede¢im vrstama: Acer platanoides, Acer sp., Aesculus hyppocastanus,
Alnus glutinosa, Alnius sp., Carpinus betulus, Castanea saliva. Fagus sylvatica. Fraxinus sp.,

Quercus petraea. Quercus sp., Rubus sp. i Salix sp (Antonin i Noordeloos, 2010).

Marasmius torquescens Quél.
Marasmiaceae, Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina,

Basidiomycota, Fungi

Slika 17. Marasmius torquescens Quél. (foto E. Boskovi¢)
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Opis. Sesir 5 — 30 mm, zvonast, koni¢an ili hemisferi¢an kod mladih primeraka, kasnije se
Siri 1 postaje konveksan ili zaravnjen, sa ili bez male papile u centru, sa pravim ili blago
podvijenim ivicama, Cesto sa valovitom marginalnom zonom, delimi¢no provodnjen, sa
izrazenim strijama, oker-braon boje sa braon centrom kada je vlazan, dok je pri suvim
uslovima palescentan, prljavobele do krem boje sa tamnijim centrom, glatke to blago
naborane povrsine sa setama (dlakama) vidljivim kao sitne tacke pod lupom. Lamele srednje
udaljene L = (11) 15 — 19 (22), | = 1 — 3, srasle za drusku ili silazne, gotovo bele boje kod
mladih primeraka, kasnije krem do krem-braon boje sa ravnim ili neravnim ivicama. Drska
(27) 45 — 63 (97) x (0,6) 1 — 2,5 (3) mm, cilindrican do blago spljosten, malo proSiren u
gornjem delu, beo do beli¢as u gornjem delu, zlatno-braon u donjem delu (kod mladih
primeraka) do tamno braon (kod starijih primeraka), ceo prekriven finim braon dlac¢icama sa
obilnom belom, ili crveno-braon bazalnom micelijom. Mirisa nema, ili je blago neprijatan.
Ukus blag. Spore: 7 — 10 x (3) 4 — 5.5 um elipsoidne do cilindri¢éno-elipsoidne. Heilocistidije
14 — 40 x 6 — 15 pum, batinaste, vretenaste, ponekad glavicaste. Pleurocistidije 32 - 66 X 5 — 7
(9) pum, cilindricne do batinaste, prave ili zakrivljene, ne izdizu se iznad himenijuma.
Pileipelis himeniforman, sacinjen od glatkih, batinastih, piriformnih, cilindri¢no-glavicastih
¢elija tankih zidova, Zuto braon do braon boje, dimenzija 12 — 32 X 6 — 18 um. Izmedu njih
nalaze se vretenaste, flasolike , debelozidne braon sete (dlake), 28 — 74 X5 - 13 X 2 — 4 pm
koje se ponekad granaju na vrhu. Stipitipelis sacinjen od Zuto — braon, delimi¢no debelozidnih
(do 1.5 um) cilindri¢nih hifa. Kaulocistidije prisutne u formi seta, 12 — 87 (108) x 6 — 14 x 2 —
8 um, flasolike, sa debelim zuto — bran zidovima. Hife trame i sete pokazuju dekstrinoidnu
reakciju sa Melzer-ovim reagensom.

Ekologija. Plodna tela se javljaju na opalom lis¢u ili gran¢icama listopadnog drveca, retko se
mogu naci u stelji Cetinarskih vrsta. Do sada je pronadena na vrstama: Acer campestre, Betula
pubescens, Carpinus betulus, Fagus sylvatica, Quercus sp., Robinia pseudoacaciaSambucus

nigra i Tilia sp (Antonin i Noordeloos, 2010).
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Marasmius oreades (Bolton) Fr.
Marasmiaceae, Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina,
Basidiomycota, Fungi

Slika 18. Marasmius oreades (Bolton) Fr. (foto D. Savi¢)

Opis. Sesir 13 — 47 mm 8$irok, hemisferi¢an, tupo koni¢nog oblika kod mladih primeraka,
kasnije se $iri 1 postaje konveksan do zaravnjen, sa niskim, Sirokim ispupcenjem u sredini, sa
podvijenom, a kasnije pravom marginom, higrofan, delimi¢no providan sa vidljivim strijama
kada je vlazan, narandzasto-crvene do oker —braon boje kod mladih primeraka, kasnije manje-
viSe oker do beliaste boje, Cesto sa tamnijim centrom, uglavnom gladak, ponekad malo
naboran. Lamele udaljene L = 27 — 31, | = 2 — 3, relativno debele, malom povr§inom vezane
za drsku, skoro slobodne, ¢esto ventrikozne (proSirene u sredi$njem delu), 4 -6 mm visoke,
bele do krem boje, starenjem postaju oker. Drska 45 — 78 X 2.5 — 6 mm, cilindrican, ¢esto
delimi¢no prosiren pri vrhu i pri bazi, elastican, ¢vrst, prljavo-bele do krem boje u gornjem
delu, bledo-oker do braon u donjem delu, ceo prekriven finim somotastim dladicama sa
smedom micelijom pri bazi. Miris jak, na gorke bademe. Ukus prijatan, na jezgrasto voce.
Spore: (7) 8 — 10.5 (11.5) x 4 — 6 um, elipsoidne do blago bademaste. Heilocistidije i
pleurocistidije odsutne. Pileipelis himeniforman, safinjen od batinastih, cilindri¢nih i Sirokih
vrecastih celija, 11 — 42 X 4 — 15 pum, tankih ili delimi¢no zadebljalih zidova u gornjem delu
bledozute boje. Pileocistidije odsutne. Stipitipelis od kompaktnih celija, srednje debelih
zidova, zute do Zuto-braon boje. Hife trame i subhimenijuma pokazuju dekstrinoidnu reakciju

sa Melzer-ovim reagensom.
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Ekologija. Plodna tela se javljaju sama ili u grupama, ¢esto formiraju ,,vilina kola“, na
travnjacima, pored puteva, kao i na otvorenim prostirima u listopadnim Sumama, parkovima i
sl. 1 veoma retko u Sumama smrce. Plodna tela se formiraju od prole¢a do kasne jeseni, ali u
regionima gde su odgovarajuéi uslovi mogu se na¢i tokom cele godine (Antonin i Noordeloos,
2010).

Marasmius anomalus Lash
Marasmiaceae, Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina,
Basidiomycota, Fungi

©Edua: o Avad ) o
w Digdiy castdalv teeudl ong

Slika 19. Marasmius anomalus Lash
(https://www.biodiversidadvirtual.org/hongos/Marasmius-anomalus-
Lasch-1854-img80742.html )

Opis. Sesir 1,5 — 10 (15) mm Sirok, zvonolik do koni¢an, hemisferican do konveksan, kod
starijih primeraka se Siri i postaje gotovo zaravnjen sa malom papilom u sredini, retko
delimi¢no udubljen u srediSnjem delu sa podvijenom pa kasnije pravom marginom; radijalno
rebrast, mladi primerci oker do toplosmede boje, kasnije bledo Zuto-brain boje, oker , krem do
gotovo bele boje, uniformne boje ili sa tamnijim centrom i svetlijim ivicama. Lamele udaljene
L=8-13(20),1=0 (1) slobodne do delimi¢no vezane za drSku, retko vezane za laznu
kragnu, ponekad izraZzeno intervenozne kod starijih primeraka sa proSirenim, naduvenim
sredisljim delom (eng. ventricose), bele do krem boje. Drska 15 — 40 x 0.2 — 1 mm
cilindricna, manje ili viSe koncasta (eng. filiform) u bazalnom delu delimi¢no proSirena i
prekrivena finim dlacicama, pri vrhu bele boje koja prelazi u zutu do Zuto-braon zonu koja se

nastavlja u tamnocrveno-braon boju, glatka, sjajna ili mat. Mirisa nema, ukus je blag. Spore:
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(12) 16 — 22 (24) x (3) 4 — 5 (6) um subcilindricne do batinaste. Heilocistidije u formi
Cetkastih ¢elija tipa Siccus, 9 — 30 X 5 — 10 um, cilindri¢ne, batinaste ponekad sa lobusima, sa
nejednakim tupim izraStajima na gornjem delu ¢éelije 2 — 10 x 0.5 — 1.5 pm. Pleurocistidije 36
— 60 X 6 — 14 um, izduzeno batinaste, ¢esto sa izduzenim, kljunastim gornjim delom, tankih
zidova, ponekad sa bezbojnim granulisanim sadrzajem. Pileipelis himeniforman, sacinjen od
¢etkastih cCelija tipa Siccus, 9 — 18 x 4.5 -8 (10.5) um, koje su batinaste do cilindri¢ne,
ponekad granate, Zute do Zuto- braon boje, delimi¢no zadebljalih zidova u gornjem delu sa
tupim izrastajima 2 -6 X 1 — 1.5 um. Stipitipelis sac¢injen od kompaktnih 3- 15 um Sirokih,
cilindriénih, smedih hifa delimi¢no zadebljanih zidova. Kaulocistidije retke, samo u donjem
delu stipesa, subcilindri¢ne, do 60 x 1 — 2.5 pm.

Hife trame i subhimenijuma dekstrinoidne u reakciji sa Melzer-ovim reagensom.

Ekologija. Plodna tela se javljaju u grupama, ponekad polazeci iz iste osnove, retko se
javljaju pojedinacno na travnjacima 1 ostacima trava, ponekad i na druhim zeljastim biljkama,
veoma retko na granCicama drvenastih biljaka; na livadama, otvorenim prostorima, pored
puteva i sl. Do sada su nadeni na vrstama: Achillea millefolium, Agropyrum repens, Festuca
sp., Fraxinus sp., Plantago lanceolata, Solanum tuberosum and Stipa sp. Javlja se od juna do
decembra (Antonin i Noordeloos, 2010).

Marasmius epiphylloides (Rea) Sacc. & Trotter (Pers.) Fr.

Marasmiaceae, Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina,

Basidiomycota, Fungi

Slika 20. Marasmius epiphylloides (Rea) Sacc. & Trotter (Pers.) Fr.
(foto D. Savi¢)
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Opis. Sesir 0,5 — 6 (18) mm, na podetku hemisferican, kasnije konveksan do konkavan sa
tupim srednjim delom i podvijenim ivicama, Cesto sa valovitom marginalnom zonom kod
starijih primeraka, bele ili bledo-zute boje, gladak ili sa finim dla¢icama koje se uo¢avaju pod
lupom, ponekad sa slabo izrazenim radijalnim udubljenjima. Lamele udaljene, L = 4 -8 (11,
bez lamelula, plitke, u vidu nabora ili vena, Cesto se granaju i/ili anastomoziraju i zavrSavaju
pre ivice SeSira, bele boje. Drska (2.5) 4 — 10 (17) x 0.1 — 0.3 (0.4) mm, direktno izlazi iz
supstata, Cesto se Siri u gornjem delu, bela pri vrhu, pa zuto-braon do sivo-braon, retko
crveno-braon boje pri bazi, cela povrSina drSke je obrasla sitnim dlacicama (pruinozna),
ponekad pri bazalnom delu prekrivena sitnim ljuspicama. Bez mirisa, blagog ukusa. Spore:
(7.5) 11 — 17 (18) x 2 — 4 um, cilindriéne do usko elipsoidne. Heilocistidije (35) 44 — 70 (72)
X (4) 55 — 11.5 um, vretenaste do flasolike, Cesto sa sluzavom kapom na gornjem delu,
obi¢no tankozidne, ponekad sa delimicno zadebljalim zidovima. Pleurocistidije slicne
heilocistidijama. Pileipelis himeniforman, safinjen od batinastih do Siroko-batinastih celija,
flasolikih ili piriformnih elemenata, tankih ili delimi¢no zadebljalih zidova 15 — 35 (50) x 6.5
— 23 pm, najcesée sa jednim ili viSe prstolikih produzetaka 2.5 — 8 pum dugih. Pileocistidije 15
— 65 (70) x 6 — 12 x 3 — 4 um, flasolike, debelozidne, retke do mnogobrojne. Stiptipelis
sacinjen od cilindri¢nih, braon ¢elija delimi¢no zadebljalih zidova, 4 — 15 pm Sirokih hifa.
Formira dva tipa kaulocistidija: 1) vretenaste do flasolike, ponekad subglavicaste, tankih ili
delimi¢no zadebljalih zidova, 8 — 50 (70) x 5 — 11 (19) um i 2) debelozidne ¢elije koje
lateralno prerastaju povrsinske hife. Elementi himenijuma pokazuju metahromatsku reakciju
sa krezil-plavim.

Ekologija. Na mrtvom lis¢u, retko kada na grancicama vrste Hedera helix. Javlja se u toku

jeseni i zime, od septembra do marta (Antonin i Noordeloos, 2010).
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2.3.2. Rod Mycetinis

Rod Mycetinis je mozda bolje poznat pod imenom Marasmius sect. Alliacei Kuhner, a
jedan od starijih sinonima za ovu sekciju je naziv Chordales Fr (Antonin i Nordeloos, 2010).
Ipak, rezultati filogenetske studije ukazali su da ova grupa gljiva predstavlja sestrinsku grupu
rodovima Gymnopus i Lentinula u okviru Omphalotus klade i prema tome vrste sekcije
Alliacei ne mogu vise pripadati Marasmius sensu stricto (Wilson i Desjardin, 2005). Mata i
sar. (2006) koriste¢i drugi set gena i veci broj uzoraka u filogenetskoj analizi, potvrduju da
vrste iz sekcije Alliacei formiraju dobro podrzanu kladu u okviru Gymnopus klade $to je za
posledicu imalo prebacivanje svih vrsta iz ove sekcije u rod Mycetinis.

Vrste iz roda Mycetinis imaju himeniformni pileipelis sa glatkim elementima, a hife ne
pokazuju dekstrinoidnu reakciju. Tipicna osobina ve¢ine vrsta ovog roda je snazan miris na
luk ili beli luk, §to se takode javlja i kod vrsta roda Gymnopus iz sekcije Impudicae. U Evropi
je do sada zabelezeno samo pet vrsta ovog roda: Mycetinis alliaceus (Jacq.: Fr.) Earle,
Mycetinis scorodonius (Fr.: Fr.), Mycetinis querceus (Britzelm.) Antonin & Noordel.,
Mycetinis epidryas (Kuhner ex A. Ronikier) Antonin & Noordel., Mycetinis kallioneus
(Huhtinen) Antonin & Noordel.

Mycetinis alliaceus (Jacq.) Earle ex A.W. Wilson & Desjardin
Omphalotaceae, Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina,

Basidiomycota, Fungi

Slika 21 Mycetinis alliaceus (Jacq.) Earle ex A.W. Wilson & Desjardin
(foto D. Savi¢)
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Opis. Sesir (4) 10 — 33 (65) mm Sirok, koni¢an do hemisferi¢an kod mladih primeraka,
kasnije Siroko koni¢an do konveksan, na kraju gotovo zaravnjen, margina je na pocetku
podvijena kasnije prava pa talasasta, provodnjena, delimi¢no providna i sa izraZzenim strijama
kada je vlazna, sive boje kod mladih primeraka, kasnije sivo-braon ili braon boje. Pileus
mladih primeraka je delimi¢no prekriven finim dlacicama, kasnije delimi¢no naboran. Lamele
udaljene, L = 14 — 21 (27), | = 1 — 3, slobodne ili usko vezane za drsku, delimi¢no silazne,
ponekad vezane za lazni kolarijum, Siroke, beli¢aste do sive, Cesto sa crveno-braon flekama
kod starijih primeraka, ponekad nazubljene i1 delimi¢no tamnije ivice. Drska (14) 30 — 55
(200) x 0.5 — 2 mm duga, tanaka, cilindricana ili spljostena, ¢esto delimi¢no proSirena ka
osnovi, prljavo bele boje pri vrhu, u donjem delu crno-braon, do crna pri bazi, mat, delimi¢no
prekrivena dlacicama sa izrazenim beliastim dlakama pri bazi. Veoma snaznog 1 postojanog
mirisa i ukusa na beli luk. Spore: (8) 9 — 12 (14.5) x 5 — 7.5 (9) um, Siroko elipsoidne do
bademaste, tankih zidova, ¢esto sa jednom centralnom kapljicom. Heilocistidije (22) 32 — 78
X 6 — 14 (24) um, vretenaste, cilindricne do delimi¢no flasolike, tankozidne sa delimi¢no
zadebljalim zidovima. Pleurocistidije odsutne. Pileipelis himeniforman, sa¢injen od batinastih
do cilindriéno- batinastih celija (14) 21 — 41 x (6) 8 — 21 pm, Cesto sa zaobljenim,
subglavicastim gornjim delom, tankozidne, delimi¢no braon pigmentisane. Pileocistidije
odsutne. Stipitipelis sa¢injen od 3 — 14 pum Sirokih, debelozidnih (do 1.5 — 2 um), zuto-braon
hifa. Ni jedan deo plodnog tela ne pokazuje dekstrinoidnu reakciju sa Melzer-ovim
reagensom.

Ekologija. Plodna tela se formiraju u grupi na panjevima i gran¢icama vrste Fagus sylvatica,
retko 1 na opalom liS¢u. Takode, zabelezena su i na ostacima vrsta roda Carpinus i na
iglicama Cetinara. Smatra se tipi¢nom vrstom koja se moze nac¢i na Sumskoj stelji u Sumama

bukve. Javlja se od maja do novembra (Antonin i Noordeloos, 2010).
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2.3.3. Rod Gymnopus

Prema filogenetskim istrazivanjima rod Gymnopus je polifiletskog porekla i pripada
familiji Omphalotaceae zajedno sa rodovima Omphalotus, Anthracophyllum, Lentinula,
Marasmiellus, Mycetinis i Rhodocollybia (Moncalvo i sar., 2002, Matheny i sar., 2006,
Wilson i Desjardin, 2005). Ovom rodu pripadaju saprotrofne, retko parazitske vrste Cija se
plodna tela javljaju na opalom lis¢u, iglicama cCetinara, granicama, panjevima, retko na
korenju mrtvog drvecéa, ponekad na zivim zeljastim ili drvenastim biljkama.

Vazna karakterstika roda Gymnopus je da ni jedan deo plodnog tela ne pokazuje
dekstrinoidnu ni amiloidnu reakciju sa Melzer-ovim reagensom, osim vrsta iz sekcije
Setulipes kod kojih hife trame u gornjem delu drske pokazuju dekstrinoidnu reakciju.
Struktura stipitipelisa je najvazniji karakter na osnovu kojeg je izvrSena podela na sekcije:
Striipedes, Vestipedes, Levipedes, Subfumosae (Antonin i Nordeloos, 2010). Vrste roda

Gymnopus su kosmpolitske, a u Evropi je do sada zabeleZena 41 vrsta

Gymnopus androsaceus (L.) Della Maggiora & Trassinelli
Omphalotaceae, Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes, Agaricomycotina,

Basidiomycota, Fungi

(foto M. Blagojevi¢)

Opis. Sesir 1.5 — 15 mm $irok, hemisferian do konveksan sa delimi¢no udubljenim
centralnom delom kod mladih primeraka, kasnije konveksan do zaravnjen, ponekad sa
delimi¢no udubljenim centrom, ivica je prvo blago podvijena ravna, marginalna zona je

delimi¢no talasasta kod mladih primeraka, kod starijih izraZenije talasasta, ponekad malo
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naborana, delimi¢no provodnjena, tamno ruzi¢asto-braon boje ili crveno-braon, mat, gladak.
Lamele udaljene L =8 — 17, 1 = (0) 1 — 7, vezane za drSku, ponekad vezane za lazni prsten,
ponekad rac¢vaste ili anastomoziraju, Siroke, belicaste kod mladih primeraka, ubrzo postaju
ruziCaste, ¢esto sa zuCkastim ili braon nijansama, manje-vise iste boje kao margina pileusa, sa
istobojnom ili svetlijiom, ponekad braon (kod starijih primeraka) ivicom. Drska 24 — 60 x 0.2
— 1 mm, direktno izlazi iz supstrata, filiformna, ponekad delimi¢no proSirena pri osnovi, ali
nikada sa bulbom, bele boje pri vrhu, tamnocrveno-braon boje, do crno-braon u donjem delu,
glatka, sjajana, delimilcno naborana 1 uvijena kada je suvo. Rizomorfi obi¢no prisutni i
mnogoborojni. Spore: (6) 7 — 9 (10) x (2.5) 3.5 — 4.5 (5) um, elipsoidne ili duguljaste do
lakrimoidne ili amigdaliformne. Heilocistidije prisutne u formi Cetkastih ¢elija tipa Siccus, 12
— 50 (65) x 4 — 30 um, nepravilno batinaste, sa 2 - 7 (14) um dugim izrastajima na vr§nom
delu. Pleurocistidije odsutne. Pileipelis kod veoma maladih primeraka himeniforman ubrzo
postaje nepravilan i sastoji se od cilindri¢nih, 3 — 25 um Sirokih hifa, Cesto spiralno izuvijane,
ponekad sa divertikulumima, izmedu kojih se nalaze batinaste do cilindri¢ne, granate Cetkaste
¢elije dimanzija 18 — 24 X 4 — 6 um sa zuto-braon izrastajima dugim do 6 um, ponekad
pomesane sa koraloidnim ili nepravilnim elementima 28 — 36 x 3 — 10 um. Stipitipelis se
sastoji od 2 — 12 um Sirokih hifa sa do 2 um Sirokim Zzuto-zlatnim do braon zidovima,
ponekad sa kratkim lateralnim priojekcijama, retko sa jednostavnim cilindri¢nim dlacicama
dimenzija 24 — 42 x 4 — 6 um. Hife stipitipelisa i inkrustacije pigmenta u pileipelisu pokazuju
dekstrinoidnu reakciju sa Melzer-ovim reagensom.

Ekologija. Plodna tela se javljaju u grupama na ostacima ¢etinarskih, rede listopadnih drveca,
na zbunovima (Calluna, Empetrum) i zeljastim biljkama (Eriophorum, Linnaea borealis),
ponekad raste kao endofit u zivim biljkama, Cesto formira mnogobrojne crne rizomorfe u
supstratu. Cesta vrsta, moZe se naéi od ravniarskih do visokoplaninskih stanita u

mediteranskoj, umerenoj i arkti¢koj zoni u Evropi 1 Severnoj Americi (Antonin i Noordeloos

2010).
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Opsti cilj ovog istrazivanja je sakupljanje i odredivanje molekularnog i morfoloskog

diverziteta populacija ispitivanin vrsta gljiva pripadnika roda Marasmius, Mycetinis i

Gymnopus sa teritorija Nacionalnih parkova Srbije i Crne Gore:

Marasmius rotula (Scop.) Fr.,

Marasmius bulliardii Quél,

Marasmius oreades (Bolton) Fr.,

Marasmius anomalus Lash ,

Marasmius epiphylloides (Rea) Sacc. & Trotter (Pers.) Fr.,
Marasmius torquescens Quél,

Mycetinis alliaceus (Jacg.) Earle ex A.W. Wilson & Desjardin

Gymnopus androsaceus (L.) Della Maggiora & Trassinelli.

Specificni ciljevi istrazivanja su sledeci:

odredivanje makroskopskih i mikroskopskih karakteristika plodnih tela analiziranih
vrsta 1 njhove varijabilnosti izmedu populacija;

analiza uticaja klimatskih faktora na varijabilnost morfoloskih karaktera u ispitivanim
populacijama;

identifikacija jedinki, primenom molekularne metode (ISSR);

odredivanje brojnosti i rasprostranjenja jedinki na proucavanim lokalitetima u okviru
Nacionalnih parkova Srbije (NP Kopaonik, NP Tara, Stara planina) i Crne Gore (NP
Biogradska gora)

odredivanje osnovnih populaciono-geneti¢kih parametara (Fst indeks,
AMOVA,UPGMA);

analiza filogenetskih odnosa u okviru analiziranih vrsta roda Marasmius;

procena stanja populacija i predlog daljih smernica za istrazivanje biodiverziteta

analiziranih i drugih vrsta makrogljiva.
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4. MATERIJAL | METODE
4.1. Materijal

4.1.1. Sakupljanje materijala

Plodna tela gljiva sakupljena su sa nekoliko lokaliteta na teritoriji Republike Srbije i
jednog lokaliteta iz republike Crne Gore (Slika 23). Uzorkovanje je vr§eno u periodu od 2014
do 2017. godine. Sakupljeno je ukupno 174 plodna tela slede¢ih vrsta: Marasmius rotula,
Marasmius bulliardii, Marasmius torquescens, Marasmius oreades, Marasmius anomalus,

Marasmius epiphylloides, Mycetinis alliaceus i Gymnopus androsaceus (Prilog 1).

Marasmius epiphylloides (1)
% Marasmius oreades (1)

.y
.w. )

Marasmius bulliardii (5) )

Marasmius torquescens (4)
Myecetinis alliaceus (13)
Gymnopus androsaceus (19)

Marasmius rotula (10)
Mycetinis alliaceus (10)

Marasmius rotula (10)
Myecetinis alliaceus (16)

Mycetinis alliaceus (10)
Gymnopus androsaceus (11)

_—
N 100km

Slika 23. Mapa ispitivanih lokaliteta Srbije i Crne Gore sa prikazom vrsta koje su uzorkovane sa svakog
lokaliteta. Brojevi u zagradama oznacavaju broj sakupljenih plodonosnih tela.1) NP Fruska gora, Papratski do; 2)
NP Fruska gora, Glavica; 3) Vrsacke planine; 4) planina Tara; 5) NP Kopaonik; 6) Vidli¢ (Park prirode Stara
planina); 7) NP Biogradska gora
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U istrazivanja je ukljucen i po jedan uzorak vrsta M. anomalus i M. oreades Kkoji su
dobijeni iz Herbarske zbirke univerziteta u Palermu, Italija zahvaljuju¢i podrSci prof.
Guiseppe Venturella sa Departmana za Poljoprivredu, hranu i Sumarske nauke, koordinatora
Komisije za gljive OPTIMA (Organizacija za fitotaksonomska istrazivanja gljiva
Mediterana). Vrste koje su koriS¢ene u analizi brojnosti i veli¢ine geneta (M. rotula, M.
alliaceus i G. androsaceus) su mapirane na terenu uz pomo¢ GPS uredaja (Garmin, Kanzas,
SAD) merenjem razdaljine (m) izmedu pojedinacnih plodnih tela trakastim metrom.

Determinacija sakupljenih vrsta vrSena je na osnovu makroskopskih i1 mikroskopskih
osobina plodnih tela uz pomo¢ literature (Beitenbach i Kranzlin 1991; Antonin i Noordeloos
1993; Uzelac 2009) na Departmanu za biologiju i ekologiju Prirodno-matemati¢kog fakulteta
u Novom Sadu. Deo uzoraka plodnih tela gljiva ¢uvani su u 96% etanolu, na temp. +4°C u
staklenim epruvetama, a drugi deo je suSen na +50°C i ¢uvan u plastiénim kesicama sa
silikagelom na sobnoj temperaturi. Vaucer primerci svih analiziranih vrsta pohranjeni su u
herbarijjumu Prirodno matematic¢kog fakulteta (BUNS) 1 u okviru mikoloSke zbirke

Laboratorije za mikologiju ProFungi PMF-a.
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4.1.2. Opis lokaliteta istrazivanog podrucja
Planina Tara

Planina Tara proglasena je za Nacionalni park 1981. godine ¢ija teritorija obuhvata 24
992 hektara. Planina Tara pripada delu starovlaskih planina (Starovlaska—Raska visija), nalazi
se na krajnjem zapadu Srbije, duga je 50 km, a najvisi vrh je 1591 mnv (Kozji rid)

(https://www.nptarars/). Sumski ekosistemi &ine najveéi deo Nacionalnog parka medu

kojima su naj¢esce prisutne mesovite sastojine bukve, jele i smrce, a prisutne su i druge vrste
kao sto je bor (Pinus sp.), tisa (Taxus sp.), brest (Ulmus sp.) jasen (Fraxinus sp.) i javor (Acer
sp.) (Gaji¢, 1988). Plot povriine oko 2500 m’ sa kojeg su sakupljena plodonosna tela
analizirana u ovom radu nalazio se na lokalitetiu Mitrovac (43°55'5.98"N, 19°25'33.56"E) u

mesovitoj Sumi smrce, jele i bukve na nadmorskoj visini od 1086 mnv (Slika 23).

Slika 24. Ispitivani plot na lokalitetu Tara (foto E.Boskovic)

Planina Kopaonik

Nacionalni park Kopaonik, osnovan je 1989. godine sa osnovnim ciljem zastite i

unapredenja prirode i Zivotne sredine planine Kopaonik (www.npkopaonik.com). Planina

Kopaonik nalazi se u centralnom delu Balkanskog poluostrva i pripada Rodopsko-
Balkanskom sistemu planina. Geoloski je veoma bogata i sastoji se od tri osnovna tipa stena:

sedimentnih, magmatsih i metamorfnih. Takode, u vis§im delovima prisutni su mnogobrojni
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izvori od kojih nastaju potoci i recice koji ¢ine veoma gustu hidrolosku mrezu (Papp i sar.,
2004). Flora je raznovrsna sa 825 detektovanih biljnih vrsta, od ¢ega 91 vrsta predstavlja
endemmite ovog podrucja. Na visini od 1100 mnv do 1600 mnv prostiru se Sume bukve i jele,
dok su na neSto ve¢im visinama (1550 — 1750 mnv) dominantne Sume smrce. Iznad ovog
regiona nalazi se zbunasta vegetacija kleke i borovnice (Lakusi¢, 1993). Plot povrSine oko
2500 m? (N 43°18'18.1", E 20°50'38.4") sa kojeg su uzorkovana plodna tela za ova
istrazivanja nalazi se u zaSti¢enom planinskom podru¢ju (lokalitet Metode) u Sumi smrce

(Slika 25).

P s X

Slika 25. Ispitivani plot na lokalitetu Kopaonik. (Foto M. Raki¢)

Vidli¢ (Park prirode Stara planina)

U okviru Parka Prirode Stara planina, u drugom stepenu zatite nalazi se lokalitet
Vidli€. Ovaj lokalitet odredeni autori predstavljaju kao deo Stare planine, dok po drugim
predstavlja posebnu planinu (Vidanovi¢, 1960). Ono §to Vidli¢ izdvaja od Stare planine jeste
razli¢ita geoloSka struktura, Stara planina je silikat a Vidli¢ je kre¢njak. Takode, u odnosu na
Staru planinau, Vidli¢ je niza planina, sa najvisim vrhom od 1377 mnv (Stankov-Jovanovi¢ i
sar., 2011). Na Vidlicu su prisutne bukove Sume, a mogu se naci i Sume smrce i jele. Plodna
tela gljiva analiziranih u ovom radu sakupljena su sa plota (43°10'36.65"N 22°43'02.41"E)

povrsine oko 2500 m® koji se nalazio u okviru autohtonih bukovih §uma (Slika 26).
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Slika 26. Ispitivani plot na lokalitetu Vidli¢ (Stara planina) (Foto E. Boskovi¢)

Biogradska Gora

Jedna od najvecih 1 najduze zasSti¢enih Suma u juznom delu Evrope nalazi se u okviru
Nacionalnog Parka ,,Biogradska gora“ na planini Bjelasici u Republici Crnoj Gori. Zastita
ovog podrucja je uvedena joS 1885. godine, kada je ve¢ina Suma na planini Bjelasici bila
netaknuta ili skoro netaknuta, a za Nacionalni park je proglaseno tek 1952 godine. Centralni
deo parka predstavljaju doline Biogradske reke i reke JezerStice koje okruzuju Biogradsko
jezero. Postoji nekoliko razlicitih tipova Suma, ali najvaznija je meSovita bukova Suma (Fagus
sylvatica) i Ssuma jele (Abies alba) sa retkom smrekom (Picea abies) (Motta i sar., 2015). Ove
Sume predstavljaju jednu od tri preostale praSume u Evropi 1 ovo podrucje predloZeno je za
uklju¢ivanje u Important Plant Area (IPA) mreZzu prema kriterjjumu 1. U parku su
uspostavljene dve glavne zone sa razli¢itim reZimima zaStite: zona stoge zastite (1600 ha),
rezervat prasume gde su sve aktivnosti koje mogu ugroziti spontani razvoj 1 autohtonu prirodu
ovog podrucja zabranjene, 1 zona liberalnijeg rezima zastite (3850 ha), sa posebnim izborom i
kontrolom aktivnosti (Curovi¢ i sar., 2011). Plot (oko 2500 m?) sa kojeg su sakupljena plodna
tela gljiva koris¢enih u ovom istrazivanju nalazio se u zoni stroge zaStite (42°53'49.27"N

19°36'6.90"E) u dominantno bukovoj Sumi na obali Biogradskog jezera (Slika 26).
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Slika 27. Ispitivani plot na lokalitetu Biogradska gora  (Foto E. Boskovi¢)

4.2. Odredivanje mikroklimatskih faktora

Tokom istrazivanja mereni su slede¢i parametri spoljaSnje sredine: temperatura
vazduha (T °C), relativna vlaznost vazduha (RVV %), momentalna vlaznost zemljista (MVZ
u masenim procentima %) 1 koli¢ina atmosferskih padavina (KP mm).

Podaci o T (merni opseg: 40 — 85 °C, osetljivost 0,1°C) i RVV (merni opseg 0 — 100
%, osetljivost 1 %) na ispitivanim lokalitetima (osim lokaliteta Biogradska gora) prikupljani
su kontiunirano na svakih sat vremena upotrebom “mikroklimatskih stanica”, odnosno
posebnim senzorima koji su postavljani na 2 m visine iznad tla. MVZ odredena je direktnim
gravimetrijskim metodom. Uzorci zemljiSta su uzimani jednom mesecno, sa dubine od 10 cm,
uvek sa priblizno istog mesta na svakom istraZzivanom plotu. Podaci o KP (mese¢ni prosek) za
istrazivani period, dobijeni su od Republickog Hidrometeoroloskog Zavoda Srbije, iz stanica
koje su se 9nalazile najblize ispitivanim lokalitetima: meteoroloska stanica
,Dimitrovgrad“(450 mnv) za ispitivani lokalitet Vazganica, na Vidli¢u; meteoroloska stanica
,Kopaonik“ (1711 mnv) za ispitivani lokalitet Metode, na Kopaoniku i merna stanica
»Zlatibor* (1028 mnv) za lokalitet Mitrovac, na Tari.

Podaci o navedenim mikroklimatksim parametrima su dobijeni od dr Zorana Galic¢a,

naucnog savetnika Instituta za nizijsko Sumarstvo i Zivotnu sredinu, Univerziteta u Novom

Sadu.
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4.3. MorfoloSka analiza

Morfoloski karakteri plodonosnih tela proucavanih vrsta gljiva posmatrani su na
svezim uzorcima ubrzo nakon branja zbog visokog procenta vode koje sadrze i koja uti¢e na
njihovu brzu degradaciju Od makromorfoloskih karaktera odredivane su dimenzije i boja
Sesira (lat. pileus) i drske (lat. stipes). Na uzorcima koji su bili dostupni samo u osusenom
stanju posmatrani su samo mikromorfoloski karakteri: struktura pokozice SeSira (lat.
pileipelis), cistidije na obodu i stranama listi¢a (heilocistidije i pleurocistidije) i oblik i
veli¢ina spora. Mikroskopski karakteri kod svih uzoraka posmatrani su u 10% KOH ili u
laktofuksinu koriste¢i svetlosni mikroskop (Zeiss Axio Imager A2, Germany). Odredene su
dimenzije spora (gde god je bilo mogu¢e mereno je minimum 20 spora), koeficijent Q (odnos
duzine 1 Sirine spora, izraCunato iz srednjih vrednosti duzine i Sirine spora) 1 prisutvo cistidija
na povrsini listica 1 pokoZici SeSira 1 drske.

MakromorfoloSki karakteri ispitivanih vrsta kod kojih je sakupljeno vise od 10
uzoraka plodnih tela sa dva ili viSe lokaliteta (vrste M. alliaceus i G. androsaceus) analizirani
su statisticki koris¢enjem STATISTICA for Windows v.13.5. Opsta strukturna varijabilnost
uzorka 1 doprinos pojedina¢nih karaktera u formiranju te strukture vrSeno je analizom
osnovnih komponenti (PCA — Principal Component Analysis). Takode, uradena je i
diskriminantna analiza osnovnih komponenti (DCA — Discriminant Component Analysis) radi
provere hipoteze da je ispitivani uzorak sastavljen od morfoloski odvojenih grupa. U
diskriminantnu analizu ukljuceni su svi karakteri koji su u analizi varijanse pokazali statisticki
znacaj u formiranju razlika izmedu populacija koje su se poredile. Ukupne razlike izmedu
populacija (kod vrste M. alliaceus) predstavljene su i Euklidijevim distancama. Uradena je i
korelacija izmedu merenih morfoloskih karaktera i faktora sredine (srednja temperatura

vazduha, relativna vlaznost vazduha, koli¢ina padavina, vlaznost zemljista i pH zemljista).
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4.4. Molekularna analiza

4.4.1 1zolacija DNK

Za izolaciju DNK kori$¢eno je priblizno 20 mg suvog ili oko 40 mg svezeg uzorka
bazidiokarpa ¢uvanog u 96% etanolu koji je prethodno tretiran te¢nim azotom i usitnjen uz
pomo¢ avana i tucka. Izolacija genomske DNK ispitivanih vrsta radena je uz pomo¢ kita Gene
JET Plant  Genomic DNA  purification Mini  Kit (Thermo  Scientific

http://www.thermofisher.com/rs/en/home.html) po protokolu proizvodaca, kao i koris¢enjem

CTAB protokola (Doyle i Doyle, 1987). Provera kvaliteta gDNK je izvrSena i elektroforetski
(100 V, 45 min) na 1% agaroznom gelu.

4.4.2. Umnozavanje DNK lan¢anom reakcijom polimerizacije
4.4.2.1. ISSR metoda

Za identifikaciju jedinki 1 izraCunavanje parametara populacione genetike ispitivanih
vrsta koriS¢ena je ISSR metoda upotrebom Sest mikrosatelitskih prajmera: (GTG)s, (GACA)a,
(GCC)s, (AG)sT, (GCCAAC),G (Mjd), (AAG)s. Svaki od koris¢enih prajmera (Tabela 2)
upotrebljen je za umnozavanje DNK u posebnoj polimeraznoj lancanoj reakciji (PCR) koje su

se odvijale u Thermocycler-u (Biometra, http://www.biometra.de/) u zapremini od 25pl.

Komponente PCR za amplifikaciju sa svim koris¢enim prajmerima date su u tabeli 2.
Parametri PCR dati su u tabelama 3-8. Svi prajmeri su testirani i optimizovani koriste¢i pet

uzoraka DNK od svake ispitivane vrste i reakcije su radene u dva ponavljanja.

Tabela 2. Koncentracije i zapremine kori$¢enih reagenasa u PCR reakcijama sa ISSR prajmerima

(GTG)s (GACA), (GCC)s (AG)T Mj4 (AAG)s

10X Taq buffer with KCL 2,5 ul 2,5 2,5 ul - 2,5 ul

10X Taq buffer with (NH4),SO, - - 2,5 ul 2,5 ul
MgCl, (25 mM) 2 mM 2 mM 2 mM 25mM 2mM 2,5 mM
dNTP Mix (10mM) 02mM 02mM 02mM 02mM 02mM 0,2mM
Prajmer (100pM) 05mM 05mM O05mM O05mM 05mM 05mM
Taq DNA polymerase (5U/ul) 0,625U 0,625U 0,625U 0,625U 0,625U 0,625U
DNK (100ng/pl) 100ng 100 ng 100ng 100ng 100ng 100 ng
H,O 18,85ul 18,85ul 18,85ul 17,85ul 18,85ul 17,85l
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Tabela 3. Parametri PCR reakcije za umnozavanje produkata sa (GTG)s prajmerom (Zhou i sar., 1999)

Broj koraka Korak Temperatura°C  Vreme min:s  Broj ponavljanja
1. Inicijalna denaturacija 95 02:00
2. Denaturacija ciklusa 95 00:30
3. Vezivanje prajmera 50 00:30 30x
4. Elongacija 72 01:00
5. Finalna elongacija 72 10:00
6. Pauza 4 Pause

Tabela 4. Parametri PCR reakcije za umnozavanje produkata prajmerom (GACA), (Zhou i sar., 1999)

Broj koraka Korak Temperatura°C  Vreme min:s  Broj ponavljanja
1. Inicijalna denaturacija 94 09:00
2. Vezivanje prajmera 48 01:00
3. Elongacija 72 01:00
4. Denaturacija ciklusa 94 01:00
5. Vezivanje prajmera 48 01:00 38x
6. Elongacija 72 01:00
7. Denaturacija 94 01:00
8. Vezivanje prajmera 48 01:00
0. Finalna elongacija 72 10:00
10. Pauza 4 Pause

Tabela 5. Parametri PCR reakcije za umnozavanje produkata prajmerom (GCC)s (Zhou i sar., 1999)

Broj koraka Korak Temperatura°C  Vreme min:s Broj ponavljanja
1. Inicijalna denaturacija 94 09:00
2. Vezivanje prajmera 65 01:00
3. Elongacija 72 01:00
4. Denaturacija ciklusa 94 01:00
5. Vezivanje prajmera 65 01:00 38x
6. Elongacija 72 01:00
7. Denaturacija 94 01:00
8. Vezivanje prajmera 65 01:00
0. Finalna elongacija 72 10:00
10. Pauza 4 Pause

Tabela 6. Parametri PCR reakcije za umnozavanje produkata prajmerom AGgT (Carlier i sar., 2011)

Broj koraka Korak Temperatura°C  Vreme min:s  Broj ponavljanja
1. Inicijalna denaturacija 95 04:00
2. Denaturacija ciklusa 94 00:30
3. Vezivanje prajmera 52 00:45 40x
4. Elongacija 72 02:00
5. Finalna elongacija 72 07:00
6. Pauza 4 Pause
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Tabela 7. Parametri PCR reakcije za umnozavanje produkata prajmerom Mj4 (Nghia i sar. 2008)

Broj koraka Korak Temperatura°C  Vreme min:s  Broj ponavljanja
1. Inicijalna denaturacija 94 05:00
2. Denaturacija ciklusa 94 00:30
3. Vezivanje prajmera 51 01:00 35x
4. Elongacija 72 02:00
5. Finalna elongacija 72 10:00
6. Pauza 4 Pause

Tabela 8 Parametri PCR reakcije za umnozavanje produkata prajmerom (AAG)s (optimizovano).

Broj koraka Korak Temperatura°C  Vreme min:s  Broj ponavljanja
1. Inicijalna denaturacija 94 02:00
2. Denaturacija ciklusa 94 00:45
3. Vezivanje prajmera 45 00:45 35X
4. Elongacija 72 01:30
5. Finalna elongacija 72 07:00
6. Pauza 4 Pause

4.4.2.2. Umnozavanje poznatih regiona (gena)

Za filogenetsku analizu ispitivanih vrsta koris¢ene su sekvence dobijene

amplifikacijom tri regiona u genomu: ITS, EF-1a i LSU (Tabela 9).

Tabela 9. Prajmeri kori$¢eni za amplifikaciju i sekvencioniranje ispitivanih regiona

Marker Prajmeri Sekvence 5°-3’ Referenca
ITS ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA  \white i sar
(eng. Internal Transcribed 1990 K
Spacer) ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

EF-la, 983F GCYCCYGGHCAYCGTGAYTTYAT hner i

(eng. alpha elongation I;e Ef“ 2005
factor) 2218R ATGACACCRACRGCRACRGTYTG Buckiey,

LSU LROR GTACCCGCTGAACTTAAGC Vilaalvs i
(eng. Large subunit of the Hesgtery 1990
nuclear ribosomal RNA) LR7 TACTACCACCAAGATCT ’

Sve reakcije amplifikacije su se odvijale u Thermocycler-u (Eppendorf,
http://www.eppendorf.com) u zapremini od 50 ul. Koncentracije i zapremine kori§¢enih
komponenti za sve PCR reakcije za ITS, EF-1a i LSU regione date su u tabeli 10. Parametri

PCR reakcija za amlifikaciju navedenih regiona dati su u tabelama 11-13.
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Tabela 10. Koncentracije i zapremine kori$¢enih reagenasa u PCR reakcijama za ITS, EF-1ai LSU
regione u ukupnoj zapremini od 50 pl

ITS EF-1a LSU
10x Taq Buffer Sul Sul Sul
dNTP Mix (2mM) 0,2mM 0,2mM 0,2mM
MgCl, (25mM) 2mM 2mM 2mM
Taq DNA polymerase (2,5 U) 125U 125U 1,25U
primer F (50uM) 0,5mM 0,5mM 0,5mM
primer R (50uM) 0,5 mM 0,5 mM 0,5 mM
DNK 100 ng 100 ng 100 ng
H,O 33,3 ul 33,3 ul 33,3 ul

Tabela 11 Parametri PCR reakcije za umnozavanje ITS regiona (po protokolu datom uz polimerazu)

(https://www.thermofisher.com /order/catalog/product/EP0701)

Broj koraka Korak Temperatura°C  Vreme min:s  Broj ponavljanja
1. Inicijalna denaturacija 95 02:00
2. Denaturacija 95 00:30
3. Vezivanje prajmera 55 00:30 40x
4. Elongacija 72 01:00
5. Finalna elongacija 72 10:00
6. Pauza 4 Pause

Tabela 12. Parametri PCR reakcije za umnoZavanje LSU regiona (Wilson i Desjardin, 2005)

Broj koraka Korak Temperatura°C  Vreme min:s Broj ponavljanja
1. Denaturacija 94 01:00
2. Vezivanje prajmera 50 00:45
3. 50 - 72 ramp 01:00 30
4. Elongacija 72 01:00
5. Finalna elongacija 72 07:00
6. Pauza 4 Pause

Tabela 13. Parametri PCR reakcije za umnoZavanje EF-1a regiona (Antonin i sar. 2013)

Broj koraka Korak Temperatura°C  Vreme min:s Broj ponavljanja
1. Denaturacija 94 02:00
2. Vezivanje prajmera  66-57 touchdown 00:30 9x
3 Elongacija 72 01:00
4. Denaturacija 94 00:30
5. Vezivanje prajmera 56 00:30 30x
6. Elongacija 72 01:00
5. Finalna elongacija 72 10:00
6. Pauza 4 Pause



https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/EP0701

Materijal i metode

4.4.3. Elektroforetsko razdvajanje PCR produkata

Elektroforetsko razdvajanje PCR produkata vr§eno je na 2% agaroznom gelu za ITS
region, 1,5% gelu za ISSR fragmente i 1% gelu za EF-1a i LSU regione. Za vizualizaciju
DNK na gelu koris¢en je rastvor etidijum bromida (EtBr), a za odredivanje veli¢ine PCR
produkata koris¢eni su markeri od 50bp (O'GeneRuler 50 bp DNA Ladder, ready-to-use,
Thermo Scientific, https://www.thermofisher.com) za ITS fragmente, dok je za odredivenje
veli¢ine ISSR, EF-1a i LSU fragmenata koris¢en je marker od 1 kb (GeneRuler 1 kb DNA
Ladder, Thermo Scientific, https://www.thermofisher.com).

4.4.4. Priprema PCR produkata za sekvencioniranje i obrada sekvenci

Vv v

Produkti PCR reakcija su precis€eni uz pomo¢ QIAquick PCR Purification Kit-a
(Qiagen, https://www.giagen.com) ili QIlAquick Gel Extraction Kit-a (Qiagen,

https://www.qiagen.com) po uputstvu proizvodaca. Ekstrakcija PCR produkata iz gela je

radena kod uzoraka kod kojih je doSlo do amplifikacije 1 nespecifi¢nih produkata pa je bilo
potrebno izolovati samo produkt Zeljene veli¢ine. Koncentracija 1 ¢isto¢a PCR produkata je
odredena spektofotometrijski (BioSpec-nano, Shimadzu, http://www.ssi.shimadzu.com/)
merenjem apsorbanci rastvora DNK na 260 i 280 nm. Precis¢eni uzorci odgovarajuce
koncentracije i isti set prajmera koji je koriS¢en za PCR reakcije su poslati na usluzno
sekvencioniranje koristec¢i ,,EZ-Seq“ program (Macrogen Europe, Amsterdam, Holandija,
https://dna.macrogen.com/eng/index.jsp). Hromatogrami dobijenih sekvenci su pregledani i
obradeni pomo¢u  FinchTV 150 (Geospiza, Inc.; Seattle, WA, USA;

http://www.geospiza.com) programa. Spajanje F i R sekvenci uradeno je u SeaView 4.4.2

programu (Gouy i sar., 2010). ITS sekvence su dodatno obradene koriste¢i ITSx program
(Bengtsson-Palme i sar. 2013), a obrada je podrazumevala isecanje 5,8 S sekvenci i
eventualne ostatke SSU i LSU sekvenci koje mogu biti delimi¢no amplifikovane kori§¢enjem
ITS1-Fi1TS4 prajmera.
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4.5. Obrada rezultata

4.5.1. Izrac¢unavanje parametara molekularnog diverziteta

IzraCunavanje parametara genetiCkog diverziteta radeno je za tri populacije
(Kopaonik, Stara planina i Biogradska gora) vrste Mycetinis alliaceus i dve populacije (Tara i
Kopaonik) vrste Gymnopus androsaceus (Tabela 14). Za tu svrhu koris¢eni su ISSR profili
dobijeni amplifikacijom DNK upotrebom $est prajmera (GTG)s, (GACA)4, (GCC)s, (AAG)s,
(AG)sT i Mj,) kod vrste M. alliaceus i pet prajmera (GTG)s, (GACA)4, (GCC)s, (AAG)s i
(AG)sT kod vrste G. androsaceus. Svi amplifikovani fragmenti (trake) su o€itani i ocenjeni
kao prisutni (1) ili odsutni (0) na osnovu €ega je formirana binarna matrica za upotrebu u
daljoj analizi. Radi odredivanja geneticke sli€nosti izmedu populacija konstruisana su
filogenetska stabala na osnovu binarnih podataka i uradena bootstrap analiza u programu
FreeTree (Pavlicek i sar., 1999). Konstruisana su Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic mean (UPGMA) stabla na osnovu Nei i Li (1979) koeficijenta geneti¢ke distance.
Bootstrap analiza radena je u 1000 ponavljanja. Analiza molekularne varijanse (AMOVA)
uradena je u programu Arlequin 3.5.1.3 sa brojem permutacija 1000. Geneticka diferencijacija
izmedu parova populacija je definisana kao niska ukoliko su Fst vrednosti bile manje od 0,05;
Fst vrednosti u opsegu od 0,05 do 0,15 su ukazivale na srednji nivo diferencijacije izmedu
populacija; visok nivo diferencijacije populacija je bio odreden Fst vrednostima u opsegu od
0,15 do 0,25; dok su na veoma visoku diferencijaciju ukazivale Fst vrednosti veée od 0,25
(Wright, 1978).

Tabela 14. Uzorci kori§ceni za izraGunavanje parametara molekularnog diverziteta

br.uzoraka vrsta datum uzorkovanja Lokalitet oznaka

1 Mycetinis alliaceus 30.07.2014. Kopaonik, Metode 161
2 Mycetinis alliaceus 30.07.2014. Kopaonik, Metode 162
3 Mycetinis alliaceus 30.07.2014. Kopaonik, Metode 163
4 Mycetinis alliaceus 12.06.2015. Kopaonik, Metode 66
5 Mycetinis alliaceus 12.06.2015. Kopaonik, Metode 67
6 Mycetinis alliaceus 12.06.2015. Kopaonik, Metode 9

7 Mycetinis alliaceus 23.09.2015. Kopaonik, Metode 90
8 Mycetinis alliaceus 23.09.2015. Kopaonik, Metode 91
9 Mycetinis alliaceus 23.09.2015. Kopaonik, Metode 96
10 Mycetinis alliaceus 23.09.2015. Kopaonik, Metode 97
11 Mycetinis alliaceus 23.09.2015. Kopaonik, Metode 98
12 Mycetinis alliaceus 23.09.2015. Kopaonik, Metode 99
13 Mycetinis alliaceus 23.09.2015. Kopaonik, Metode 70
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1 Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 106
2 Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 107
3 Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 108
4 Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 109
5 Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 110
6 Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 68
7 Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 138
8 Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 69
9 Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 149
10 Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 207
11 Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 208
12 Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 210
13 Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 211
14 Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 213
15 Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 214
1 Mycetinis alliaceus 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 127
2 Mycetinis alliaceus 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 126
3 Mycetinis alliaceus 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 155
4 Mycetinis alliaceus 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 92
5 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 177
6 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 178
7 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 179
8 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 180
9 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 182
10 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 183
11 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 184
12 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 185
13 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 186
14 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 187
15 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 188
16 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 189
17 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 190
18 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 191
19 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 192
20 Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 193
1 Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 167
2 Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 130
3 Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 118
4 Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 117
5 Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 170
6 Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 94
7 Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 131
8 Gymnopus androsaceus 25.09.2016. Tara, Mitrovac 268
9 Gymnopus androsaceus 25.09.2016. Tara, Mitrovac 269
10 Gymnopus androsaceus 25.09.2016. Tara, Mitrovac 270
11 Gymnopus androsaceus 25.09.2016. Tara, Mitrovac 272
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12 Gymnopus androsaceus 25.09.2016. Tara, Mitrovac 274
13 Gymnopus androsaceus 25.09.2016. Tara, Mitrovac 275
14 Gymnopus androsaceus 25.09.2016. Tara, Mitrovac 276
15 Gymnopus androsaceus 25.09.2016. Tara, Mitrovac 277
16 Gymnopus androsaceus 25.09.2016. Tara, Mitrovac 278
17 Gymnopus androsaceus 25.09.2016. Tara, Mitrovac 279
18 Gymnopus androsaceus 25.09.2016. Tara, Mitrovac 280
1 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 283
2 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 284
3 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 271
4 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 285
5 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 286
6 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 287
7 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 288
8 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 289
9 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 290
10 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 291
11 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 292
12 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 293
13 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 294
14 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 295
15 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 296
16 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 297
17 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 298
18 Gymnopus androsaceus 24.09.2016. Kopaonik, Metode 299
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4.5.2. Filogenetska analiza

Za filogenetsku analizu u ovom radu koris¢eno je 78 sekvenci (ITS — 35, LSU — 32,

EF-1a — 11) dobijenih iz 15 vrsta gljiva roda Marasmius.

Cetrdeset sekvenci je generisano u ovom istrazivanju (ITS — 16, LSU — 13, EF-la —

11) i 38 je preuzeto iz GenBank baze podataka (https://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Tabela 15).

Sekvence dobijene u ovom istrazivanju su pohranjene u GenBank bazu i dodeljeni su im

slede¢i pristupni brojevi:

MK?226496 — MK?226511 za ITS sekvence, MK238544 —

MK238556 za LSU sekvence, MK327525 — MK327535 za EF-1a sekvence (Tabela 15).

Tabela 15. Sifre vaucer vrsta, zemlja porekla i GenBank pristupni brojevi vrsta roda Marasmius koris¢ene za

filogenetsku analizu

Vrsta I1zolat/ Zemlja GenBank pristipni brojevi
vaucer §ifra porekla ITS LSU EF-la
Marasmius rotula BUNS12-00732 Serbia MK?226496* - -
(Scop.) Fr. BUNS12-00733 Serbia MK226497* - -
BUNS12-00734 Serbia MK?226498* - -
NNO005958 Denmark JN943598 JN941146 -
Marasmius BUNS12-00727 Serbia MK?226499* MK238544*  MK327525*
bulliardii Quél. BUNS12-00728 Serbia MK?226500* MK238545* MK327526*
BUNS12-00729 Serbia MK?226501* MK238546* MK327527*
BUNS12-00730 Serbia MK?226502* MK238547* MK327528*
BUNS12-00731 Serbia MK?226503* MK238548* MK327529*
NNO048356 Denmark JN943600 JN941148 -
Marasmius NNO005953 Denmark JN943595 JN941141 -
graminum (Lib.)
Berk.
Marasmius curreyi  BRMN 714676 - FJ936152 FJ917614 -
Berk. & Broome
Marasmius oreades BUNS12-00735 Serbia MK?226504* MK238549*  MK327530*
(Bolton) Fr. SAF2837 Italy MK226505* MK238550* MK327531*
NNO055694 Denmark JN943604 JN941144 -
Marasmius HCCN G86 Korea FJ904979 FJ904961 -
wynneae
Berk. & Broome
Marasmius siccus KG 099 Korea FJ904987 FJ904982 -
(Schwein.) Fr. KG 119 Korea FJ904988 FJ904983 -
VA 08.69 - FJ904992 FJ904984 -
Marasmius SAF440 Italy MK226506* MK238551* -
anomalus
Lash
Marasmius BRNM652833 - GU266261 GU266268 -
cohaerens BRNM695761 - GU266260 GU266267 -

(Pers.) Cooke &
Quél.
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Marasmius BUNS12-00736 Serbia MK226507* MK238552*  MK327532*

torquescens Quél. BUNS12-00737 Serbia MK226508* MK238553* MK327533*
BUNS12-00738 Serbia MK226509* MK238554* -
BUNS12-00739 Serbia MK226510* MK238555* MK327534*
BRNM 691427 - GU266258 GU266265 -
BRNM714918 - GU266259 GU266266 -

Marasmius BRNM658229  Czech JN601435 JN585130 -

hudsonii Republic

(Pers.) Fr.

Marasmius Ngyuen111209 USA JN601433 JN585128 -

corbariensis

(Roum.) Singer

Marasmius NNO048205 Greenland JN943599 JN941147 -

epiphyllus NN050222 Russia JN943602 JN941150 -

(Pers.) Fr.

Marasmius BUNS12-00740 Serbia MK226511* MK238556* MK327535*

epiphylloides CBS336.50 France MH856651 MH868162 -

(Rea) Sacc. &

Trotter

Lactarius lignyotus ~ AFTOL-ID 681 USA DQ221107 AY631898 DQ435787

Fr.

* Sekvence dobijene u ovom radu

U cilju postizanja pouzdanije infragenericke klasifikacije evropskih vrsta roda
Marasmius, u ovom istrazivanju koris¢eni su molekularni podaci dobijeni iz vrsta koje
predstavljaju sve sekcije prisutne u Evropi (Marasmius, Hygrometrici, Globulares, Epiphylli)
1 izvrSene su dve filogenetske analize koriS¢enjem dve kombinacije molekularnih markera:
ITS/LSU i ITS/LSU/EF-1a. Spajanje sekvenci razlicitih lokusa poreklom iz istog uzorka (eng.
concatenation) je uradeno u programu SeaView 4.4.2 (Gouy i sar., 2010). Iz uzoraka vrste M.
rotula (BUNS 12-00732, BUNS 12-00733, BUNS 12-00734, Tabela 15) amlifikacija LSU i
EF-1a sekvenci nije bila uspesna, pa su koris¢eni samo u filogenetskoj analizi ITS/LSU seta
podataka gde su u poravhanjima umesto nedostaju¢ih LSU sekvenci stavljeni simboli “-*.

Poravnanje (eng. alignment) sekvenci za obe analize izvrSeno je u programu
MUSCLE 3.7. (Edgar, 2004). Prvo je izvrSeno poravnanje sekvenci poreklom iz iste vrste i
iseeni su krajevi (eng. trimmed) da bi se uklonili krajevi sekvenci koji su loseg kvaliteta.
Nakon toga su, sekvence poreklom iz svih analiziranih vrsta poravnate i dobijen je finalni set
podataka koji je sadrzao ukupno 2444 nukleotidnih pozicija, ukljucujuéi gap-ove (ITS/LSU
set sekvenci) i 3448 pozicija, ukljucuju¢i gap-ove (ITS/LSU/EF-la set podataka).
Supstitucioni model je odreden uz pomo¢ jModelTest2 (Darriba i sar., 2012) programa i GTR
+ | + G (General time reversible model + Proportion of invariant + Gamma) supstitucioni

model je odabran kao odgovarajuci za obe grupe sekvenci.
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Maximum Likelihood (ML) analiza je uradena u RAXML-HPC BlackBox 8.2.10
(Stamatakis 2014) programu koriste¢i automatski ponudene parametre osim ‘“bootstrap”
vrednosti koja je podeSena na 1000. Kao autgrupa koris¢ena je vrsta Lactarius lignyotus
AFTOL-ID 681 ¢ije su sekvence preuzete iz GenBank baze podataka.

Druga filogenetska analiza uradena u programu Mr. Bayes 3.2.6 na serveru

www.phylogeny.fr. S obzirom da je na navedenom serveru broj uzoraka koje se mogu

analizirati u program Mr. Bayes 3.2.6. ograni¢en na 30 iz ITS/LSU seta podataka uklonjeno je
tri uzorka vrste M. bulliardii (BUNS 12-00728, BUNS 12-00729 i BUNS 12-00731) i dva
uzorka vrste M. torquescens (BUNS 12-00738, BUNS 12-00739). Filogenetska analiza je
uradena na osnovu slede¢ih parametara: GTR + | + G je odabran kao model, Markov Chain
Monte Carlo parametri su podeseni na 100 000 generacija, stabla su uzorkovana na svakih
100 generacija dok je prvih 1000 stabala odbaceno. Kao autgrupa kori$éena je vrsta Lactarius
lignyotus AFTOL-ID 681 ¢ije su sekvence preuzete iz GenBank baze podataka.

Poravnanje sekvenci i filogenetska stabla su deponovani u javno dostupnoj bazi Treebase
(http://purl.org/phylo/treebase/phylows/study/TB2:S23770?x-access-
code=57ec75227a76acae5ad70c704d2b5d22&format=html).  Programi MUSCLE 3.7,
jModelTest2 i RAXML-HPC BlackBox 8.2.10 su kori$¢eni preko portala CIPRES Science
Gateway (Miller i sar., 2010).
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5. REZULTATI | DISKUSIJA

5.1. Morfolo$ka analiza

5.1.1. Marasmius rotula (Scop.) Fr

Uzorci vrste M. rotula sakupljeni su sa dva lokaliteta — NP Biogradska gora i Vidli¢
(Stara planina). Kod svih sakupljenih uzoraka makromorfoloski podaci odgovarali su
podacima iz literature. Uzorak koji je kori§¢en za analizu mikroskopskih karaktera sakupljen
je na lokalitetu Vidli¢ (Stara planina) i pohranjen je u herbarijumu laboratorije za mikologiju
ProFungi PMF-a pod s$ifrom BUNS12-00733. Mikroskopske karakteristike analiziranog
uzorka (struktura pileipelisa, prisustvo i oblik cistidija, oblik spora) bile su u saglasnosti sa

podacima iz literature (Slika 28). Dimenzije spora su bile 7 -9 x 4,1 — 4.8 um, Q = 1.82.

i e 5
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N

Slika 28. Mikroskopske karakteristike Marasmius rotula: a) pileipelis u laktofuksinu;

b) pileipelis u KOH; c) PP-pileipelis, CH- heilocistidije; d) spore
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5.1.2. Marasmius bulliardii Quél

Uzorci vrste M. bulliardii sakupljeni su sa lokaliteta NP Fruska gora. Kod svih
sakupljenih uzoraka makromorfoloski podaci odgovarali su podacima iz literature. Uzorak
koji je kori$¢en za analizu mikroskopskih karaktera pohranjen je u herbarijumu laboratorije za
mikologiju ProFungi PMF-a pod Sifrom BUNS12-00727. Analizirane mikroskopske
karakteristike uzorka (struktura pileipelisa, prisustvo i oblik cistidija) su u saglasnosti sa

podacima iz literature. Dimenzije spora su bile 9.8 — 12 x 5.1 — 7.7 um, Q = 1.83 (Slika 29).

Slika 29. Mikroskopske karakteristike Marasmius bulliardii: a) pileipelis;

b) spore; c) PP-pileipelis

5.1.3. Marasmius torquescens Quél.

Uzorci vrste Marasmius torquescens sakupljeni su sa lokaliteta NP Tara (Mitrovac).
Kod svih sakupljenih uzoraka makromorfoloski podaci (Tabela 16) odgovarali su podacima iz
literature. Uzorak na kojem je vrSena analiza mikroskopskih karaktera pohranjen je u
herbarijumu laboratorije za mikologiju ProFungi PMF-a pod Sifrom BUNS12-00727.
Mikroskopske karakteristike (Slika 30) analiziranog uzorka (struktura pileipelisa, prisustvo i
oblik cistidija, oblik spora, prisustvo i oblik seta) bile su u skladu sa podacima iz literature.
Dimenzije spora su bile 7.2 - 10 x 4.1 — 6.5 um, Q = 1.76.
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Tabela 16. Dimenzije plodnih tela Marasmius toquescens sakupljenih sa lokaliteta Tara

precnik duzina
TARA SeSira (mm)  drSke (mm)

197 10 31
198 13 36
199 8 40
200 14 47
201 8 30
202 10 20

o 10.5+£2.5 34+9.3
min 8 20
max 14 47

Slika 30. Mikroskopske karakteristike Marasmius torquescens: a) kaulocistidije;

b) pileipelis; c) PP-pileipelis, CA-kaulocistidije; d) spore

5.1.4. Marasmius oreades (Bolton) Fr.
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Uzorak vrste Marasmius oreades sakupljen je sa lokaliteta VrSacki breg.
Makromorfoloski podaci odgovarali su podacima iz literature. Uzorak je pohranjen u
herbarijumu laboratorije za mikologiju ProFungi PMF-a pod Sifrom BUNS12-00735.
Mikroskopske karakteristike (Slika 31) analiziranog uzorka (struktura pileipelisa, prisustvo i
oblik cistidija, oblik spora) bile su u skladu sa podacima iz literature. Dimenzije spora su bile
85-11.3x5.2-7.3um, Q = 1.65.

20 pm |~
\

Slika 31 Mikroskopske karakteristike vrste Marasmius oreades: a) pileipelis; b) spore;

c) PP-pileipelis, CA-kaulocistidije

5.1.5. Marasmius anomalus Lash

Uzorak vrste M. anomalus dobijen je iz Herbarske zbirke univerziteta u Palermu,
Italija (vaucer broj SAF440). S obzirom da je u pitanju eksikat, nije bilo moguce odrediti
makroskopske osobine. Mikroskopske karakteristike (Slika 32) analiziranog uzorka (struktura
pileipelisa, prisustvo i oblik cistidija, oblik spora) bile su u skladu sa podacima iz literature.

Dimenzije spora su bile 14.6 —20 x 3.2 -5 um, Q = 3.2.
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.Y

Slika 32. Mikroskopske karakteristike Marasmius anomalus: a) pleurocistidije;
b) pileipelis; c) PP-pileipelis, PL-pleurocistidije

5.1.6. Marasmius epiphylloides (Rea) Sacc. & Trotter (Pers.) Fr.

Uzorak vrste M. epiphylloides sakupljen je sa lokaliteta Glavica, na Fruskoj gori.
Makromorfoloski podaci odgovarali su podacima iz literature. Uzorak je pohranjen u
herbarijumu laboratorije za mikologiju ProFungi PMF-a pod Sifrom BUNS12-00740.
Mikroskopske karakteristike (Slika 33) analiziranog uzorka (struktura pileipelisa, prisustvo i
oblik cistidija, oblik spora) bile su u skladu sa podacima iz literature. Dimenzije spora su bile
11.9-124x3.4—-4.4pm, Q=3.13.
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¢) PP-pileipelis, CH-heilocistidije, CA-kaulocistidije; d) kaulocistidije; e) spore

5.1.7. Mycetinis alliaceus (Jacq.) Earle ex A.W. Wilson & Desjardin

Uzorci vrste Mycetinis alliaceus sakupljeni su sa tri lokaliteta — NP Biogradska gora i

Vidli¢ (Stara planina) i NP Kopaonik. S obzirom da je sakupljen relativno veliki broj uzoraka

sa svakog lokaliteta podaci o dimenzijama plodonosnih dela su statisticki obradeni (Tabela

17). Kod svih sakupljenih uzoraka makromorfoloski podaci odgovarali su podacima iz

literature. Uzorak koji je koriS¢en za analizu mikroskopskih karaktera sakupljen je na

lokalitetu Vidli¢ (Stara planina) i pohranjen je u herbarijumu laboratorije za mikologiju
ProFungi PMF-a pod Sifrom BUNS12-00742. Mikroskopske karakteristike (Slika 34)

analiziranog uzorka (struktura pileipelisa, prisustvo i oblik cistidija, oblik spora) bile su u

skladu sa podacima iz literature. Dimenzije spora su bile 8.7 —11.2 x 5.5 -8 um, Q = 1.46.

Tabela 17. Dimenzije plodonosnih tela vrste Mycetinis alliaceus sakupljenih sa lokaliteta Stara planina (ST), NP
Biogradska gora (NPBG), i NP Kopaonik (KOP)

precnik duzina drske precnik duzina drske precnik duzina
e NPBG . .. KOP . .. “
Sesira (mm) (mm) Sesira (mm) (mm) SeSira (mm)  drske (mm)
207 20 73 177 18 116 249 40 67
208 12 114 178 8 82 250 15 70
209 24 62 179 8 35 256 16 75
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210 11 45 180 12 100 257 27 130
211 7 24 181 14 123 258 17 145
212 6 63 182 15 100 259 58 105
213 9 50 183 6 74 260 35 140
214 5 57 184 7 79 261 40 125
215 4 45 185 14 53 262 23 123
216 4 42 186 16 110 263 16 108
223 10 53 187 15 176 264 28 124
224 17 82 188 22 173 265 27 105
225 10 52 189 9 45 266 32 93
226 15 34 190 20 90 267 39 112
227 16 60 191 13 100
228 14 55 192 30 100

193 23 100

c 11.5+5.9 56.9+20.7 14.7+6.4 97.4+37.8 29.5+12.2 108.7+25

min 4 24 6 35 15 67
max 24 114 30 176 58 145

e
ML
v

.e: o .
v ’(i"u A

Slika 34 Mikroskopske karakteristike vrste Mycetinis alliaceus; a) pileipelis; b) heilocistidije;

c) PP-pileipelis, CH-heilocistidije; d) spore

74



Rezultati i diskusija

5.1.8. Gymnopus androsaceus (L.) Della Maggiora & Trassinelli

Uzorci vrste G. androsaceus sakupljeni su sa dva lokaliteta — NP Kopaonik i NP Tara.
S obzirom da je sakupljen relativno veliki broj uzoraka sa oba lokaliteta podaci o
dimenzijama plodnih dela su statisticki obradeni (Tabela 18). Kod svih sakupljenih uzoraka
makromorfoloski podaci odgovarali su podacima iz literature. Uzorak koji je koris¢en za
analizu mikroskopskih karaktera sakupljen je na lokalitetu NP Tara i pohranjen je u
herbarijumu laboratorije za mikologiju ProFungi PMF-a pod S$ifrom BUNS12-00743.
Mikroskopske karakteristike (Slika 34) analiziranog uzorka (struktura pileipelisa, prisustvo i
oblik cistidija, oblik spora) bile su u skladu sa podacima iz literature. Dimenzije spora su bile
7.2-8.2x3.7-5pum, Q = 1.68.

Tabela 18. Dimenzije plodonosnih tela vrste G. androsaceus sakupljenih sa lokaliteta Tara (TARA) i NP
Kopaonik (KOP).

precnik duzina precnik duzina

TARA Sesira drske KOP Sesira drske

(mm) (mm) (mm) (mm)
268 4 24 282 4 44
269 2 20 283 5 26
270 5 28 284 4 25
272 3 17 271 3 16
273 2 13 285 S 15
274 3 16 286 4 25
275 3 20 287 4 14
276 2 27 288 9 30
277 3 24 289 8 25
278 2 24 290 5 14
279 3 21 291 8 28
280 3 27 292 4 20
281 5 15 293 4 30
204 4 32
205 7 26
206 4 31
297 7 25
208 9 31
209 6 24
300 5 27
301 4 25

o 3.1+1  21.2+449 5.4+19  25.4+7
min 2 13 3 14
max 5 28 9 44
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Slika 34. Mikroskopske karakteristike Gymnopus androsaceus a) pileipelis ; b) heilocistidije; c) PP-pileipelis,
CH- heilocistidije; d) spore
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5.2. Statisti¢ka obrada

Analiza osnovnih komponenti (PCA) kod vrste M. alliaceus pokazuje da se ispitivani
morfoloski karakteri ocitavaju na dve ose koje obuhvataju 70.21 % ukupne varijabilnosti.
Karakteri koji imaju statisticki znac¢ajnu varijabilnost na prvoj osi su srednja vrednost Sirina
spora i Q vrednost, dok na drugoj osi statisticki znacajnu varijabilnost pokazuju karakteri

prec¢nik Sesira i duzina drske (Tabela 19).

Tabela 19. PCA analiza za pojedina¢ne karaktere analiziranih populacija vrste Marasmius alliaceus

Morfoloski karakteri Factor 1 Factor 2
precnik Sesira (mm) 0.26 -0.74
duzina drske (mm) 0.29 -0.75
srednja vrednost duzina spora (um)  -0.16 0.54
srednja vrednost §irina spora (Jum) 0.91 0.39
Q vrednost -0.97 -0.15
Ukupna varijabilnost % 38.73 31.48

Factor 2: 31.48%

: : : : : : : : : © Biogradska gora
-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 A Stara planina
Factor 1: 38.73% e Kopaonik
Slika 35. Analiza osnovnih komponenti (PCA) analiziranih populacija vrste Marasmius alliaceus
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PCA analizom je pokazano da dolazi do delimi¢nog izdvajanja populacije Stara

planina u odnosu na ispitivane morfoloske karaktere, a kod populacije sa lokaliteta

Biogradska gora uocena je najveca heterogenost u ispitivanim karakterima (Slika 35).

Diskriminantnom analizom (Tabela 20) je pokazano da se populacija sa Kopaonika

jasno odvaja od preostale dve populacije na osnovu precnika Sesira (prva osa diskriminacije),

dok se populacija sa Biogradske gore odvaja na osnovu srednje vrednosti duzine spora (druga

osa diskriminacije) (Slika 35).

Tabela 20. Nivoi opterecenja dve diskriminantne ose

Morfoloski karakteri DA1 DA2
precnik SesSira (mm) 0.72 -0.64
duzina drske (mm) 0.51 0.70
srednja vrednost duzina spora (pm) 0.02 -1.76
srednja vrednost Sirina spora (um) -0.11 3.47
Q vrednost -0.36 3.18
Eigenval 1.15 0.31
Cum.Prop 0.79 1.00
0.8 — : :
Blogradska gora
06 |
04F}
0.2
N
g
2
00F
-0.2
Kopgonik
-0.4 I Stara glanina

-0.6

Root 1

-14 -12 -10 -08 -06 -04 -02 00 02 04 06 08 10 12 14 16

Slika 36. Diskriminantna analiza osnovnih komponenti (DCA) populacija Marasmius alliaceus
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Jasno razdvajanje populacija M. alliaceus vidi se na osnovu ukupnih euklidijevih
distanci izmedu analiziranih populacija (Slika 37). Po ovoj analizi populacije Kopaonik i
Biogradska gora su se grupisale u jedan klaster, dok je populacija Stara planina prikazana kao
udaljenija na osnovu ispitivanih makromorfoloskih karaktera. Ovi rezultati su delimi¢no u
saglasnosti sa rezultatima PCA analize gde je dobijeno da se populacija Stara planina
delimi¢no izdvojila u odnosu na populacije Kopaonik i Biogradska gora kod kojih je uocena

veca varijabilnost karaktera.

Tree Diagram for 3 Variables
Single Linkage
Euclidean distances

Biogradska gora

Kopaonik

Stara planina

15 20 25 30 35 40 45
Linkage Distance

Slika 37. Euklidijeve distance izmedu analiziranih populacija Mycetinis alliaceus

Analiza osnovnih komponenti (PCA) kod G. androsaceus pokazuje da se ispitivani
morfoloski karakteri ocitavaju na tri ose koje obuhvataju 91.2% ukupne varijabilnosti.
Karakteri koji imaju statisticki znac¢ajnu varijabilnost na prvoj osi su srednja vrednost Sirina
spora i Q vrednost, na drugoj osi je to srednja vrednost duzina spora, dok na trecoj osi
statisticki znacajnu varijabilnost pokazuje karakter duzina drske (Tabela 21).

PCA analizom populacija G. androsaceus sa dva razlicita lokaliteta (Tara i Kopaonik)
uoceno je da nema jasnog izdvajanja populacija (Slika 39), odnosno ispitivane populacije su
pokazale heterogenost u ispitivanim karakterima.

79



Rezultati i diskusija

Tabela 21. PCA analiza za pojedinacne karaktere analiziranih populacija Gymnopus androsaceus

Morfoloski karakteri factor 1 factor2 factor3
precnik Sesira (mm) -0.52 0.63 -0.36
duZzina drske (mm) -0.14 0.09 -0.93

srednja vrednost duZzina spora (um)  -0.16 0.86 0.39
srednja vrednost Sirina spora (um) 0.86 0.51 -0.02

Q vrednost -0.96 -0.04 0.24
Ukupna varijabilnost % 39.2 28.1 23.9
Projection of the cases on the factor-plane ( 1 x 2)
Cases with sum of cosine square >= 0.00
Labelling variable: vrsta

4
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-4 . . . . . . . . . .

-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5 6 o Tara
Factor 1: 39.23% 4 Kopaonik

Slika 38. Analiza osnovnih komponenti (PCA) analiziranih populacija vrste Gymnopus androsaceus
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Tabela 22. Korelacije izmedu merenih morfoloskih karaktera i faktora sredine za Mycetinis alliaceus i Gymnopus androsaceus

precnik Sesira duzina duzina spora Sirina spora Q STV RVV KP V7

means  Std.Dev. (mm) drske (mm) (um)** (um)** vrednost pH

pre‘v’?%knf)eg‘ra 19.90  12.97 1.00 0.60 0.05 0.09 010 -070 070 070 -0.70 -0.70
duzina drske(mm) 8110  34.52 0.60 1.00 -0.03 0.12 014 -076 076 076 -0.76 -0.76
w duzinaspora(m) 10.35  0.66 0.05 -0.03 1.00 0.28 022 008 -008 -0.08 008  0.08
@ sirinaspora(um) 655 079 0.09 0.12 0.28 1.00 087 -021 021 021 -021 -021
S Qvrednost 160 020 0.10 0.14 0.22 -0.87 100 026 026 -026 026  0.26
T STV 1195  2.33 -0.70 0.76 0.08 021 026 100 -100 -1.00 100  1.00
< RVV 8537  8.02 0.70 0.76 -0.08 0.21 026  -100 100 100 -1.00  -1.00
KP 6247  29.33 0.70 0.76 -0.08 0.21 026 <100 100 100 -1.00  -1.00
Vi 2548  6.29 -0.70 0.76 0.08 021 026 100 -100 -1.00 100  1.00
pH 556 0.2 -0.70 0.76 0.08 021 026 100 -100 -1.00 100  1.00
preé?é]knf;’é‘ra 450  1.94 1.00 0.31 0.35 011 032  -059 -059 059 -059 -0.59
duzina drske(mm) 2379 6.56 0.31 1.00 0.16 -0.05 004 -031 -031 031 -031 -031
2 duzinaspora(um) 747 034 0.35 0.16 1.00 0.30 026  -006 -0.06 006 -006 -0.06
S irinaspora(um) 455 040 011 -0.05 0.30 1.00 084 005 -005 005 -005 -0.05
8 Qurednost 165 014 0.32 -0.04 0.26 -0.84 100  -001 -0.01 001 -001 -0.01
= STV 988 049 -0.59 031 0.06 0.05 001l 100 100 -1.00 100  1.00
® RVV 9456  0.99 -0.59 031 0.06 0.05 00l 100 100 -1.00 100  1.00
O KP 7835  19.29 0.59 0.31 0.06 0.05 001  -100 -1.00 100 -1.00  -1.00
vz 1930 0.55 -0.59 031 0.06 0.05 00l 100 100 -1.00 100  1.00
oH 466 008 -0.59 031 0.06 0.05 00l 100 100 -1.00 100 100

STV-srednja temperature vazduha; RVV — relativna vlaznost vazduha; KP —koli¢ina padavina; VZ-vlaZnost zemljista

*p<0.05

** u anlizi su koriS¢ene srednje vrednosti dobijene za svaki uzorak
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Analiza korelacija izmedu merenih morfoloskih karaktera i faktora sredine (STV,
RVV, KP, VZ i pH zemljista) (Tabela 22) pokazala je da kod vrste M. alliaceus postoji
statisticki znacajna (p < 0.05) pozitivna korelacija izmedu RVV i KP i pre¢nika i duzine
SeSira, dok je statistiCki znaCajna negativna korelacija uocena izmedu STV, VZ i pH
vrednosti. Kod G. androsaceus uoc¢ena je statisticki znac¢ajna pozitivna korelacija kod KP i
precnika $esira, dok je kod ostalih faktora (STV, RVV, VZ i pH) uocena statisticki znac¢ajna

negativna koleracija sa pre¢nikom SeSira.
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5.3. Identifikacija jedinki ISSR metodom

Identifikacija jedinki ISSR metodom uradena je za populacije vrsta ¢ija su plodonosna
tela bila prisutna u ve¢em broju (vise od 10) na ispitivanim plotovima. Analizirane su
populacije tri vrste (M. alliaceus, M. rotula i G. androsaceus) upotrebom razli¢itog broja
markera (2 - 6) u zavisnosti od uspesnosti PCR reakcija (Tabela 23). Kod vrste M. alliaceus
PCR reakcije su bile uspeSne kod svih Sest prajmera, dok kod vrste G. androsaceus
amplifikacija DNK nije bila moguca sa prajmerom Mj4. Kod vrste M. rotula testirana su
samo dva prajmera (GTG)s i (GACA), i oba su omoguéila umnozavanje DNK kod svih

testiranih uzoraka.

Tabela 23. Populacije Mycetinis alliaceus, Marasmius rotula i Gymnopus androsaceus za koje je uradena

identifikacija jedinki ISSR metodom

N o Sematska
Vrste Populacije ISSR prajmeri
mapa
Tara (GTG)s, (GACA), Slika 39, a
) Kopaonik (GTG)s, (GACA),, (GCC)s, (AG)sT, (Mj4), (AAG)s Slika 39, d
M. alliaceus

Stara planina (GTG)s, (GACA),, (GCC)s, (AG)sT, (Mj4), (AAG)s Slika 39, b
Biogradska gora (GTG)s, (GACA),, (GCC)s, (AG)sT, (Mj4), (AAG)s Slika 39, ¢

Stara planina (GTG)s, (GACA), Slika 40, a
M. rotula

Biogradska gora (GTG)s, (GACA), Slika 40, b

Kopaonik (GTG)s, (GACA)., (GCC)s, (AG)sT, (AAG); Slika 42
G. androsaceus  Tara (2015) (GTG)s, (GACA)4, (GCC)s, (AG)sT, (AAG)s Slika 41, a

Tara (2016) (GTG)s, (GACA),, (GCC)s, (AG)sT, (AAG)s Slika 41, b

5.3.1.Populacije vrste Mycetinis alliaceus

Odredivanje broja 1 veli¢ine geneta ISSR metodom radeno je u Cetiri populacije vrste
M. alliaceus ¢ija su plodonosna tela sakupljena sa razli¢itih lokaliteta: Tara, Kopaonik, Stara
planina, Biogradska gora. Za tu svrhu analizirani su ISSR profili (Prilog 2-6) dobijeni
amplifikacijom sa Sest prajmera ((GTG)s, (GACA)4, (GCC)s, (AG)sT, (Mj4), (AAG)s), 0sim
u populaciji Tara gde su koris¢ena samo dva prajmera ((GTG)s i (GACA)4).

83



Rezultati i diskusija

U populaciji Tara, analizirano je 13 plodonosnih tela sakupljenih sa povrsine oko 2500
m? (Slika 41a) i kod svakog od sakupljenih sporokarpa uoéen je jedinstven ISSR profil za oba
prajmera kori$¢ena u analizi (Prilog 2h, i).

U populaciji Stara planina analizirano je ukupno 10 plodonosnih tela sakupljenih sa
povrsine oko 2500 m? (Slika 40b). Upotrebom $est razli¢itih ISSR prajmera svako plodno telo
je pokazalo jedinstven profil (Prilog 5 i 6).

Na lokalitetu Biogradska gora sakupljeno je 16 plodonosnih tela sa povr§ine oko 100
m?. Svako od sakupljenih plodonosnih tela je pokazalo jedinstven ISSR profil nakon

amplifikacije DNK sa Sest prajmera (Prilog 3 i1 4).

Slika 39. Plodonosna tela Marasmius alliaceus na ispitivanim plotovima. a) uzorci 148 i 149 sakupljeni sa istog

supstrata (mrtva grana) na lokalitetu Stara planina; b) deo uzoraka Mycetinis alliaceus sa lokaliteta Kopaonik

Na lokalitetu Kopaonik sakupljeno je 10 plodonosnih tela koja su analizirana ISSR
metodom upotrebom 6 razli¢itih prajmera i svako od sakupljenih plodonosnih tela je pokazalo
jedinstven ISSR profil.

Svi ispitivani uzorci sa svih lokaliteta pokazali su jedinstvene ISSR profile, odnosno
svako plodonosno telo pripada posebnom genetu. lako nije moguce proceniti veli¢inu geneta s
obzirom da su svi predstavljeni sa samo jednim plodnim telom, moze se pretpostaviti da su
detektovani geneti relativno mali jer su se svi nalazili na relativno maloj povrsini (oko 100
m?), medusobno veoma blizu (5-30 cm Slika 40b), a neki i na istim pojedinaénim supstratima
(na istim gnaCicama, Slika 39a). Prema naSem saznanju, do sada nisu objavljeni podaci o

prostornoj distribuciji i veli¢ini geneta vrste M. alliaceus.
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Medutim, za ektomikorizne vrste Suillus bovinus i S. variegatus, utvrdeno je da su na

mestima koja su izlozena velikim promenama (npr. se¢a Suma) njihovi geneti mali i veoma

gusti (Dahlberg i Stenlid, 1990, 1994; Dahlberg, 1997).
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Slika 40. Sematske mape plodonosnih tela vrste Mycetinis alliaceus sakupljenih sa sledeé¢ih lokaliteta: a) Tara;
b) Stara planina; c) Biogradska gora; d) Kopaonik

Lokaliteti sa kojih su uzorkovana analizirana plodonosna tela M. alliaceus pripadaju
zoni Nacionalnih Parkova i Parkova prirode, u kojima se takve aktivnosti koje bi mogle
uticati na miceliju ne sprovode. Moguce je da su sve analizirane populacije bile mlade, sa

genetima koji su se nedavno razvili iz bazidiospora. Takode, M. alliaceus pripada vrstama
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koje ne produkuju rizomorfe niti druge diferencijacije hifa koje bi im omogucile

rasprostranjenje na vece udaljenosti (Antonin i Noordeloos, 2010).
5.3.2. Populacije vrste Marasmius rotula

Kod M. rotula odredivanje broja i veli¢ine geneta ISSR metodom radeno je u dve
populacije (Stara planina, Biogradska gora) analizraju¢i ISSR profile (Prilog 10) dobijene
amplifikacijom sa dva prajmera - (GTG)s i (GACA)a.

Sa lokaliteta Stara planina sakupljeno je 11 plodonosnih tela sa povrsine oko 2500 m?
i analizirano ISSR metodom, upotrebom dva prajmera (GTG)s i (GACA),. Odreden broj
analiziranih plodonosnih tela je pokazao identi¢ne ISSR profile pa se mozZe pretpostaviti da
pripadaju istom genetu. Na osnovu identi¢nih ISSR profila jedanaest analiziranih plodonosnih
tela grupisano je u 4 geneta (Tabela 25) — genet A (3 sporokarpa), genet B (2 sporokarpa),
genet C (5 sporokarpa) i genet D (1 sporokarp). Grupisanje je bilo identi¢no kod oba prajmera
kori$¢enih u analizi.

Odredeni su priblizni pre¢nici geneta (Slika 41a) na osnovu medusobnih udaljenosti
analiziranih plodonosnih tela. Genet A je predstavljen sa 3 sporokarpa koji se nalaze u
relativnoj blizini sa najduzim rastojanjem izmedu njih 2 m, tako da je precnik ovog geneta
najmanje 2 m. Genet B je predstavljen sa 2 sporokarpa pronadena 2 m jedan od drugog tako
da je pre¢nik ovog geneta najmanje 2 m. Genet C je imao precnik od 15 m i bio je
predstavljen sa 5 sporokarpa s tim da je jedno plodno telo koje pripada ovom genetu bilo
veoma blizu (oko 20 cm) grupi plodonosnih tela koja pripadaju genetu B, medutim pokazalo
je iste ISSR profile kao i ostala plodonosna tela koja pripadaju genetu C. Pre¢nik geneta D

nije bilo moguce proceniti jer je predstavljen samo jednim sporokarpom.
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Slika 41. Sematske mape plodonosnih tela Marasmius rotula sakupljenih sa sledecih lokaliteta: a) Stara planina -

Tacke u skupovima predstavljaju plodonosna tela koja pripadaju istim genetima (oznake geneta A-D); b)

Biogradska gora - Tac¢ke u skupovima predstavljaju plodonosna tela koja pripadaju istim genetima (A, B i C)

Tabela 24. Grupisanje uzoraka plodonosnih tela
Marasmius rotula sa lokaliteta Biogradska gora

(GTG)s (GACA), genet
50 50 50
46 o
40 42 A
44 44
125 125 B
41 41
39 39
38 38 ¢
36 36
43 43 43
42 42

Tabela 25. Grupisanje uzoraka plodonosnih tela
Marasmius rotula sa lokaliteta Stara planina

(GTG)s (GACA), genet
125 125 D
141 141
142 142 A
143 143
133 133
135 135
140 140 C
144 144
145 145
134 134 B
147 147
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Na lokalitetu Biogradska gora prikupljeno je 12 sporokarpa M. rotula sa povrsine oko
25 m? (Slika 41b) koji su na osnovu ISSR profila (Prilog 10) dobijenih amlifikacijom
prajmerima (GTG)s i (GACA), grupisani u 6 geneta (Tabela 24). Grupisanje je bilo identi¢no
kod oba prajmera koris¢enih u analizi, osim za uzorak 42 koji se na osnovu prajmera (GTG)s
izdvaja kao poseban genet, dok se na osnovu prajmera (GACA)4 grupise sa uzorcima 40 i 46 i
¢ini genet A. Na osnovu medusobnih udaljenosti plodonosnih tela na ispitivanom lokalitetu,
utvrdeno je da je genet A (koji se sastojao od 2 ili 3 sporokarpa) pre¢nika najmanje 4 m.
Genet B se sastojao od 2 sporokarpa koji su bili 3 m udaljeni jedan od drugog. Genet C je bio
predstavljen sa 4 sporokarpa, koji su svi pronadeni na povrsini precnika 2 m. Ovaj genet se
delimi¢no preklapao sa genetom A (Slika 41b). Preostala 4 geneta detektovana na ovom
lokalitetu su predstavljena jednim sporokarpom pa nije bilo mogucée proceniti njihove
veli¢ine. Kod ove populacije primec¢eno je da rast odredenog geneta nije nuzno sprecen
drugim genetom, s obzirom da je kod geneta A i C uoceno delimi¢no preklapanje. Holmer 1
Stenlid (1991) primetili su sli¢an fenomen sa genetima vrste Gymnopus androsaceus (sinonim
Marasmius androsaceus). Iako se pri gajenju u laboratorijskim uslovima na ¢vrstoj hranjivoj
podlozi razli¢iti geneti iste vrste ne preklapaju, na prirodnom stani$tu geneti mogu rasti u
razli¢itim slojevima Sumske stelje (Osono, 2007). Prema tome, njihove micelije ne dolaze u
kontakt i omoguceno im je koegzistiranje na istom prostoru i formiranje plodonosnih tela u
relativnoj blizini, na razdaljini od nekoliko do nekoliko desetina centimetara (Osono, 2007).

Kod obe populacije M. rotula plodonosna tela za koje je utvrdeno da pripadaju istim
genetima su plodonosila na razli¢itim jedinicama supstrata (na posebnim gran¢icama drveca).
Drugacije receno, geneti M. rotula nisu ograni¢eni na pojedina¢ne supstrate ve¢ se mogu $iriti
1 na druge sli¢ne supstrate koji se nalaze u relativnoj blizini. Iako neke studije podrzavaju
hipotezu “jedno deblo-jedan genet” (“one-log-one-genet) (Huss, 1993; Keirle i sar., 2014),
rezultati dobijeni u ovom radu pokazuju da se isti princip ne moZze primeniti na supstrate
drveta manjih dimenzija (grancice, kora) ili makar za genete M. rotula. S obzirom da ova
vrsta poseduje rizomorfe, njena moguénost rasprostranjena na razliCute supstrate nije

neocekivana.



Rezultati i diskusija

5.3.3.Populacije vrste Gymnopus androsaceus

Odredivanje brojnosti i veli¢ine geneta kod G. androsaceus radeno je kod uzoraka
sakupljenih sa dva lokaliteta — Kopaonik i Tara, s tim da je na lokalitetu Tara uzorkovanje
izvrSeno 2015. i 2016. godine i ove grupe uzoraka su analizirane posebno. Sva plodonosna
tela su plodonosila pojedina¢no na supstratu (iglice ¢etinara). Kod obe populacije (Kopaonik i
Tara) analiza je uradena ISSR metodom upotrebom 5 prajmera: (GTG)s, (GACA)4, (GCC)s,
(AG)sT i (AAG)s

[ ]
a) 1§1 b) 279
094 *280
0170
0273
[ ] ° ° 278
o 117 272
130e 118 0270
269
268-' 0277
0276
167 0.5m 24@ay75 05

Slika 42. Sematski prikaz analiziranih plodonosnih tela Gymnopus androsaceus sa lokaliteta Tara: a)
uzorci sakupljeni 2015 godine; b) uzorci sakupljeni 2016 godine

Od uzoraka sakupljenih 2015 godine sa

293 0292 lokaliteta Tara analizirano je 7 sporokarpa koji su

294205;)296 sakupljeni sa povrsine oko 25 m’ (Slika 42a).

Svako od analiziranih plodonosnih tela je

pokazalo jedinstven ISSR profil (Prilog 8 i 9) pa

0287 se moze pretpostaviti da svaki uzorak predstavlja

286 poseban genet i prema tome nije moguée
2850 °

proceniti velicinu detektovanih geneta. Sa istog

271002.8383 0.5m lokaliteta 2016. godine uzorkovano je 11

plodonosnih tela kod kojih je takode uoceno da
Slika 43. Sematski prikaz analiziranih N . ]

formiraju jedinstvene ISSR profile osim kod
uzoraka 274 i 275 kod kojih su nakon

amplifikacije sa svih 5 koris¢enih prajmera

plodonosnih tela Gymnopus androsaceus sa

lokaliteta Kopaonik
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dobijeni identi¢ni DNK fragmenti (Prilog 8 1 9). Ovi sporokapi su pronadeni na razraljini od 5
cm tako da se moze pretpostaviti da je pre¢nik ovog geneta bar 5 cm.

Sa lokaliteta Kopaonik analizirano je 11 plodonosnih tela sakupljenih sa povrsine oko
25 m’ (Slika 43). Nakon analize ISSR metodom sva plodonosna tela su pokazala jedinstvene
DNK trake kod svih koris¢enih prajmera (Prilog 8), pa se mozZe pretpostaviti da svako
plodonosno telo predstavlja poseban genet i prema tome nije moguce proceniti njihovu
veli¢inu.

Posto su sva plodonosna tela pronadena u neposrednoj blizini i na relativno maloj
povrsini (25 m2) moze se zakljuciti da svi detektovani geneti imaju relativno male precnike,
do nekoliko desetina centimetara. Ovi rezultati su u suprotnosti sa nalazima Holmera i
Stenlida (1991) koji su proucavaju¢i populacije G. androsaceus detektovali nekoliko velikih
geneta, sa brojnim sporokarpima (10-30) i nekoliko manjih koji su bili predstavljeni sa jednim
ili nekoliko plodonosnih tela (2—4) na svakom od Cetiri istrazivanih lokaliteta. Ovi lokaliteti
su bili sliéni po veli¢ini sa lokalitetima ispitivanim u ovom radu. Postoji mogucénost da je
populacija ispitana u ovom radu mlada i nedavno nastala, pa su detektovani geneti relativno
mali. Druga moguénost je da je neslaganje rezultata posledica upotrebe razli¢itih metoda
detekcije geneta. Ukoliko su Holmer i Stenlid (1991) istrazivali inbred populacije moguce je
da nisu dobili precizne rezultate s obzirom da su za detektovanje geneta koristili Sl testiranje
za koje je utvrdeno da nije adekvatno za razdvajanje srodnih geneta (Jacobson i sar., 1993,

Guillaumin i sar., 1996).
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5.4. Parametri geneticke varijabilnosti

U ovom istrazivanju izvrSeno je izraCunavanje parametara molekularnog diverziteta za
tri populacije (Kopaonik, Stara planina i Biogradska gora) Mycetinis alliaceus i dve
populacije (Tara i Kopaonik) Gymnopus androsaceus upotrebom Sest, odnosno pet ISSR

markera.

5.4.1. Mycetinis alliaceus

Tri populacije vrste M. alliaceus (ukupno 48 uzoraka) analizirano je ISSR metodom
koriste¢i 6 prajmera 1 dobijen je ukupno 161 lokus od ¢ega je 112 bio polimorfan u populaciji
Stara planina, 101 u populaciji Biogradska gora i 58 u populaciji Kopaonik. Ukupan broj
fragmenata po prajmeru je varirao od 17 do 32 a njihova veli¢ina kretala se od 310 do 6000
bp (Tabela 26).

Tabela 26. ISSR fragmenti dobijeni analizom populacija Mycetinis alliaceus

prajmer Broj fragmenata ~ Veli¢ina fragmenata (bp)
GTG5 30 720-3000
GACA4 25 390-5000
AG8T 32 310-2250
GCC5 30 500-5000
AAG6 17 720-2250
Mj4 27 630-6000

AMOVA analizom je utvrdena visoka varijabilnost unutar populacija (68,09%) dok je
varijabilnost izmedu populacija bila 31,91% (Tabela 27). Dobijeni podaci su statisticki

znacajni (p < 0,05).

Tabela 27. Analiza molekularne varijanse (AMOVA) za populacije vrste Mycetinis alliaceus

Izvor varijacije Stepen Suma Komponente Procenat varijacije
slobode kvadrata varijanse (%)

Izmedu populacija 2 267,82 7,50 31,91*

Unutar populacija 45 719,80 15,99 68,09*

*p < 0,05

Vrednosti indeksa fiksacije (Fst) izmedu populacija M. alliaceus bile su od 0,31 do
0,32 sto ukazuje da su ispitivane populacije znacajno diferencirane. Sve vrednosti su bile

statisticki znacajne (p < 0.05) (Tabela 28).

91



Rezultati i diskusija

Tabela 28. Vrednosti indeksa fiksacije (Fst) izmedu populacija vrste Mycetinis alliaceus

Biogradska gora Stara planina Kopaonik

Biogradska gora + +
Stara planina 0,31 +
Kopaonik 0,32 0,32

+ nivo znacajnosti p < 0,05
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Slika 44. UPGMA dendrogram populacija sa Biogradske gore (BG), Kopaonika (KO) i Stare planine (ST) vrste

Mycetinis alliaceus konstruisan na osnovu Nei i Li koeficijenta geneticke distance. Brojevi predstavljaju

bootstrap vrednosti (%) izracunate nakon 1000 ponavljanja.

UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) klaster analizom na
osnovu Nei 1 Li koeficjenta geneticke distance dobijeno je stablo sa tri velike grane koje
predstavljaju tri analizirane populacije, ukazuju¢i da su analizirane populacije geneticki

diferencirane (Slika 44). Cetiri uzorka (BG126, BG155, BG127 i BG92) iz populacije
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Biogradska gora su se izdvojila i ¢ine poseban klaster (M) dok se jedan uzorak (KO54) iz
populacije Kopaonik izdvojio u posebnu granu. Uzorci koji su se grupisali u klaster M su
uzorkovani u avgustu 2015. godine dok su preostali uzorci sa ovog lokaliteta (grupisani u
klaster Biogradska gora) sakupljeni u septembru 2016. godine.

5.4.2. Gymnopus androsaceus

ISSR analizom dve populacije (ukupno 28 jedinki) G. androsaceus upotrebom 5
razli¢itih prajmera dobijeno je ukupno 123 lokusa od cega je broj polimorfnih lokusa u
populaciji Tara bio 103, a u populaciji Kopaonik 50. Ukupan broj fragmenata po prajmeru je
varirao od 19 do 27, a njihova veli¢ina kretala se od 300 do 8000 bp. (Tabela 29).

Tabela 29. ISSR fragmenti dobijeni analizom populacija Gymnopus androsaceus

prajmer Broj fragmenata Veli¢ina fragmenata (bp)
GTG5 25 375-8000
GACA4 25 300-2500
AGST 27 355-2500
GCC5 27 400-2500
AAG6 19 535-2500

AMOVA analizom je utvrdena visoka varijabilnost unutar populacija (71,99%) dok je
varijabilnost izmedu populacija bila 28,01% (Tabela 30). Dobijeni podaci su statisticki
znacajni (p < 0.05).

Tabela 30. Analiza molekularne varijanse (AMOVA) za populacije Gymnopus androsaceus

Izvor varijacije Stepen Suma Komponente Procenat varijacije
slobode kvadrata varijanse (%)

Izmedu populacija 1 86,80 5,45 28,01*

Unutar populacija 26 364,20 14,01 71,99*

*p <0.05

Vrednost indeksa fiksacije (Fst) izmedu populacija vrste G. androsaceus bila je 0,28
Sto ukazuje da su ispitivane populacije znacajno diferencirane (Tabela 31). Dobijena vrednost

je statisticki znacajna (p < 0,05).

Tabela 31. Vrednosti indeksa fiksacije (Fst) izmedu populacija vrste G.androsaceus
Tara Kopaonik
Tara +
Kopaonik 0,28
+ nivo znacajnosti p < 0,05
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UPGMA Klaster analizom na osnovu Nei i Li koeficjenta geneticke distance dobijeno
je stablo u kojem su se svi uzorci grupisali u tri velike klade (Slika 45). Prva jasno izdvojena
grana predstavlja uzorke sakupljene sa lokaliteta Kopaonik (svi sakupljeni u septembru 2016)
dok su se u druga dva klastera (A i B) grupisali uzorci sakupljeni sa lokaliteta Tara. U klasteru
A, koji je geneticki blizi populaciji Kopaonik, grupisani su uzorci sa lokaliteta Tara koji su
sakupljeni u septembru 2016. godine, dok klaster B predstavljaju uzorci sakupljeni u

septembru 2015. godine.
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Slika 45. UPGMA dendrogram populacija sa Kopaonika (KO) i Tare (TA) Gymnopus androsaceus konstruisan
na osnovu Nei i Li koeficijenta geneticke distance. Brojevi predstavljaju bootstrap vrednosti (%) izracunate

nakon 1000 ponavljanja.
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Kod obe ispitivane vrste, AMOVA analizom binarnih matrica pokazano je da je
najveéi deo varijabilnosti predstavlja varijabilnost unutar populacija koje je kod M. alliaceus
iznosila 68,09%, a kod G. androsaceus 77,99%. Varijabilnost izmedu populacija iznosila je
31,91% i 28,01% kod M. alliaceus i G. androsaceus respektivno. Sli¢ni podaci su dobijeni i
kod vrsta Pleurotus eryngii var. tuoliensis (Zhao i sar. 2013) i Armillaria luteo-virens (Xing i
sar. 2014) kod kojih je varijabilnost unutar populacija iznosila 78,2% i 77,23%, a varijabilnost
izmedu populacija 21,8% 1 22,77% respektivno. U oba istrazivanja analizirano je po nekoliko
populacija koje su geografski bile relativno udaljene (oko 50 — 500 km), kao i populacije koje
su ispitivane u ovom radu.

Vrednosti indeksa fiksacije (Fst) za populacije vrsta ispitivane u ovom radu bile su
0,31 do 0,32 za vrstu M. alliaceus i 0,28 kod vrste G. androsaceus ukazujuéi na znacajnu
genetiCku diferenciranost ispitivanih populacija. Diferenciranost ispitivanih populacija se
moze uociti 1 sa UPGMA dendograma na kojima su se populacije jasno grupisale na osnovu
njihovog geografskog porekla. Takode, kod vrste M. alliaceus uoceno je da je grupisanje
populacija na UPGMA dendrogramu u saglasnosti sa grupisanjem koje je dobijeno po
Euklidijevim distancama, odnosno na osnovu merenih morfoloskih karakteristika (Slika 37).
Kod obe analize uoceno je da su populacije sa Kopaonika i Biogradske gore bliZze u odnosu na
populaciju sa Stare planine koja se jasno izdvaja u poseban Kklaster. S obzirom da u analizi
korelacija izmedu merenih morfoloskih karaktera 1 klimatskih faktora na ispitivanim
lokalitetima nisu utvrdene statisti¢ki znacajne (p<0,05) korelacije za veéinu morfoloskih
karaktera, osim kod prec¢nika i duzine $esira (M. alliaceus) i pre¢nika SeSira (G. androsaceus),
a grupisanje populacija na UPGMA i Euklidijevom dendrogramu su u saglasnosti (Slike 37 i
44), moze se pretpostaviti da je varijabilnost morfoloskih karaktera kod ispitivanih populacija
vrste M. alliaceus pre svega geneti¢ki determinisana.

Medutim, na UPGMA dendrogramima kod obe ispitivane vrste uo¢eno je grupisanje
uzoraka koji su sakupljeni iste sezone (klasteri A i B kod M. alliaceus i klaster M kod G.
androsaceus, slike 44 i 45). Navedeni podaci ukazuju da su proucavane vrste kratkozivece
vrste koje kolonizuju relativno malu koli¢inu supstrata i1 sporuliSu godiSnje, obi¢no
formirajuci efemerna plodonosna tela (Worrall, 1999). Ovo je u saglasnosti i sa podacima
dobijenim u analizi distribucije i veli¢ine geneta dobijenih u ovom radu gde M. alliaceus i G.
androsaceus formiraju male genete, precnika do nekoliko desetina centimetara. Generalno je
prihva¢eno da kod vecine bazidiomikota samo mala koli¢ina bazidiospora raseje uz pomo¢
vetra ili zivotinja na velike udaljenosti, ve¢ina padne na podlogu u neposrednoj blizini

plodonosnog tela (Stenlid, 2008). Drugim re¢ima, protok gena izmedu udaljenih populacija je
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relativno mali, §to je potvrdeno i rezultatima dobijenim u ovom radu (Tabele 28 i 31).
Medutim, kod nekih vrsta kao $to su Trichaptum abietinum (Fst=0,03) i Armillaria cepistipes
(Fst=0,02 — 0,04) utvrdeno je da ne dolazi do diferencijacija populacija uporkos velikim
geografskim udaljenostima izmedu njih (Kauserud i Shumacher, 2003; Heinzelmann i sar.,
2012) pa se moze pretpostaviti da neke vrste makrogljiva ipak imaju moguénost rasprostiranja
spora na velike udaljnosti ili je uniformnost njihovih populacija uzrokovana nekim drugim

faktorima koje tek treba istraziti.

5.5. Filogenetski odnosi izmedu ispitivanih vrsta

U ovom istrazivanju generisano je 40 novih sekvenci od toga 16 sekvenci ITS regiona,
13 sekvenci LSU regiona i 11 EF-1a sekvenci koje su dobijene iz 6 vrsta makromiceta.
Duzina ITS sekvenci je bila od 643 bp (M. torquescens) do 718 bp (M. epiphylloides). LSU
sekvence su bile od 1043 pb (M. epiphylloides) do 1342 bp (M. torquescens), dok su sekvence
EF-1a regiona varirale od 734 (M. torquescens) do 933 (M. oreades) baznih parova..

ML filogenetskom analizom ITS i LSU sekvenci poreklom iz 14 vrsta (ukupno 34
uzorka) dobijene su 2 glavne, dobro podrzane (bootstrap vrednosti 60 i 100) klade (A i B), a u
okviru klade A analizirani uzorci se grupisu u dve klade C i D (bootstrap vrednosti 96 i 100)
(Slika 46). Koristeci isti set podataka (ITS i LSU sekvence) uradena je i Bajesova analiza i
dobijeno je stablo kod kojeg je uoceno isto grupisanje kao na stablu dobijenom u ML analizi
(Klade A-D) sa manjim razlikama u grupisanju koje je uo¢eno u okviru klade D (Slika 47).

Takode, u ovom istrazivanju uradena je ML i Bajesova analiza ITS, LSU 1 EF-1a
sekvenci. S obzirom da amplifikacija LSU i EF-1a sekvenci iz svih uzoraka plodonosnih tela
analiziranih u ovom istrazivanju nije bila uspesna i u bazi podataka nije bilo dovoljno
odogovaraju¢ih EF-1a sekvenci (poreklom iz istih vrsta i izolata koji su koriS¢eni u
prethodnoj analizi) filogenetska stabla su konstruisana od manjeg broja vrsta i uzoraka (5
vrsta i 11 uzoraka) nego $to je koris¢eno u ITS/LSU analizi. (Slike 48 i 49). Na dobijenom
ML stablu uocavaju se dve glavne grane dok je na stablu konstruisanom na osnovu Bajesove
analize ITS, LSU i EF-la sekvenci dobijeno tri glavne grane koje su bolje podrzane
(bootstrap vrednosti 100) u odnosu na glavne grane ML stabla (bootstrap vrednosti 38 - 100).
Tako izmedu sva ¢etiri dobijena stabla postoje razlike u topologiji, na svim stablima je uo¢eno
jasno grupisanje vrsta koje pripadaju sekcijama Marasmius i Globulares u iste klade, kao i

jasno odvajanje vrsta koje pripadaju sekciji Epiphylly (M. epiphyllus i M. epiphylloides) u
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posebnu granu (osim na stablu dobijenom ML analizom ITS/LSU/EF-1a seta podataka, gde je
M. epiphylloides grupisan zajedno sa vrstama iz sekcije Globulares, ali ta grana je slabije
statisti¢ki podrzana - bootstrap vrednost 38).

Klada A - U ovoj kladi koja sadrzi pripadnike fam. Marasmiaceae, analizirani taksoni su
grupisani u grane koje odgovaraju Marasmius sensu stricto sa sekcijama Marasmius (klada C)
i Globulares (klada D) kako su ih ranije definisali Antonin i Noordeloos (2010).

Klada C - Ova grupa jasno predstavlja sekciju Marasmius, podsekciju Marasmius sa dva
reprezentativna taksona, M. rotula i M. bulliardi. Pored njihove morfoloske sli¢nosti, ove dve
vrste su sli¢ne 1 na molekularnom nivou. Grupisanje ove dve vrste u istu kladu je takode
primeceno i u istrazivanjima Shay i sar. (2017) i Wannathes i sar. (2009) u kojima je sekcija
Marasmius, podsekcija Marasmius monofiletska.

Klada D — Ova klada priblizno odgovara sekciji Globulares, podsekcija Sicci sa izuzetkom
klada F i G.

Klada F - U ovoj kladi grupisane su dve vrste iz sekcije Marasmius — M. graminum (subsec.
Marasmius) i M. curreii (subsec. Sicciformes). Ove dve vrste su morfoloski veoma sli¢ne, a
razlikuju se po tome Sto M. graminum ima manji, tamnije obojeni pileus, udaljenije lamele,
elemente pileipelisa tipa Rotallis i vece spore (Antonin i Norderloos, 2010). Isti autori (2010)
karakteriSu vrstu M. currei kao prelaznu vrstu ka podsekciji Sicci zbog prisustva elemenata
tipa Siccus u pileipelisu. Prema tome, pripadnost ove dve vrste sekciji Sicci nije neoéekivana.

Klada G - predstavlja podsekciju Globulares sa dve vrste M. oreades i M. winneae. lako bi se,
prema morfoloskim podacima, o¢ekivalo da se ova grupa prikaze kao sestrinska klada kladi D
(podsekcija Sicci), ona se nalazi u okviru klade D. Prema morfolo§kim podacima M.
torquescens i M. cohaerens pripadaju podsekciji Sicci, serija Spinulosi (kaulocistidije u formi
seta), medutim na filogenetskom stablu dobijenom u ovom istrazivanju ove vrste nisu
prikazane kao monofiletske. Ovo je uoceno i u istrazivanju Shay i sar. (2017) u kojem su, na
osnovu filogenetske analize ITS sekvenci, uocili polifiletsko poreklo ¢lanova serije Spinulosi.

Klada B — Sestrinska klada kladi A, odnosno grani koja sadrzi predstavnike fam.
Marasmiaceae. Ova klada obuhvata ¢lanove sekcije Epiphylli (klada E) i M. hudsonii kao
sestrinsku Kladu Kladi E. Sli¢no grupisanje je uoceno i u stablu dobijenog analizom LSU
sekvenci u studiji Jenkinson (2014) gde je M. hudsonii grupisan u istoj kladi sa M. epiphillus.
Pored sli¢nosti na molekularnom nivou, M. hudsonii pokazuje i morfoloske sli¢nosti sa M.
epiphilloides iz sekcije Epiphilli (bledi pileus sa slabo razvijenim, anastamoziraju¢im

lamelama, pileipelis formiran od ¢elija Rotalis tipa sa velikim apikalnim projekcijama). lako
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je trenutno klasifikovan kao c¢lan sekcije Hygrometrici (Antomin i Noordeloos, 2010),
prikladnija pozicija za M. hudsonii bi bila kao deo sekcije Epiphylli.
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Slika 46. ML filogenetsko stablo konstruisano na osnovu ITS i LSU sekvenci ispitivanih vrsta
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0.02

Marasmius rotula BUNS12-00733 A
~Marasmius rotula BUNS12-00734
1-Marasmius rotula BUNS12-00732

. Sect Marasmius
C Marasmius rotula NN005958 .
Subsect. Marasmius

Marasmius bulliardii BUNS12-00730
ﬁMarasmius bulliardii BUNS12-00727
Marasmius bulliardii NN 048356 )
1 F [Marasmius graminum NNO005953 \
Marasmius curreyi BRMN714676

1 Marasmius siccus KG119
D ﬂMarasmius siccus VA08.69
0.86 Marasmius siccus KG099

Marasmius oreades NN055694

Marasmius oreades SAF2837

M@rasmius oreades BUNS12-00735
Marasmius wynneae HCCNG86
Marasmius cohaerens BRNM652833
Marasmius cohaerens BRNM695761
Marasmius torquescens BRNM691427
Marasmius torquescens BUNS12-00737
Marasmius torquescens BUNS12-00736
0.9 Marasmius torquescens BRNM714918
Marasmius anomalus SAF440

Sect Globulares

O |

[EN

1 —Marasmius epiphyllus NN050222
E 0.97 Marasmius epiphyllus NN048205
1 EMarasmFus epiphylloides CBS336.50
B 1 Marasmius epiphylloides BUNS12-00740
1 Marasmius hudsonii BRNM658229
Marasmius corbariensis Ngyuen111209
Lactarius lignyotus AFTOL-1D 681

Slika 47. Filogram konstruisan na osnovu Bajesove analize ITS i LSU sekvenci ispitivanih vrsta
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Slika 48. ML stablo konstruisano na osnovu ITS, LSU i EF-1a sekvenci ispitivanih vrsta
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Slika 49. Filogram konstruisan na osnovu Bajesove analize ITS, LSU i EF-1a sekvenci ispitivanih vrsta
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U monografiji, Antonin i Noordeloos (2010) svrstavaju vrste iz sekcije Epiphylli kao
vrste neizvesne taksonomske pozicije, potencijalne pripadnosti familiji Physalacriaceae. U
ovom istrazivanju, "biv§i" ¢lan sekcije Hygrometrici, wvrsta M. corbariensis
(Cryptomarasmius corbariensis (Roum.) T.S. Jenkinson and Desjardin, comb. nov., 2014)
grupisana je u kladu B kao sestrinska klada grani kojoj pripadaju sekcija Epiphylli i M.
hudsonii. U radu Jenkinson i sar. (2014) potvrdena je pripadnost roda Cryptomarasmius
familiji Physalacriaceae. Posto je u ovom istrazivanju grupisanje C. corbariensis u kladu B
dobro podrzano, to moZe ukazivati na to da i drugi ¢lanovi ove klade pripadaju porodici
Physalacriaceae. Medutim, potrebna je dodatna analiza koja bi ukljucivala vise taksona (npr.
predstavnici rodova Flamulina, Strobilurus, Hymenopellis) iz familije Physalacriaceae i
srodnih familija (npr. Omphalotaceae) kako bi se definitivno potkrepila ova tvrdnja.

Filogenetska analiza ITS + LSU 1 ITS + LSU + tefa sekvenci u ovom radu, podrzava
trenutno prihvaceno grupisanje vrsta u sekcije na osnovu makro- i mikromorfoloskih
karaktera. Medutim, dobijeni rezultati ne podrZzavaju u potpunosti grupisanje niZih
infrageneriCkih kategorija (podsekcija i serija). Takode, podsekcijska klasifikacija evropskih
Marasmius vrsta analiziranih u ovom radu ne predstavlja monofiletske linije. Ovo je takode
primeéeno u istraZivanjima vrsta roda Marasmius iz tropskih regiona (Tan i sar., 2009;
Wannathes i sar., 2009; Shay i sar., 2017).

Vrste roda Marasmius, posebno one iz sekcije Marasmius, se ¢esto morfoloski gotovo
ne mogu razlikovati dok na molekularnom nivou pokazuju veliku razli¢itost (Shay i sar.,
2017). Nasuprot tome, varijabilnost nekih osobina je uticala na taksonome da opiSu nove
vrste, kao u sluaju M. epiphillus grupe gde je Singer (1969) opisao novu vrstu M.
tenuiparietalis Singer, ali je kasnija molekularna analiza pokazala da nema razlike izmedu
ove dve vrste (Antonin i sar., 2010). Dodatne molekularne analize, posebno one koje bi
obuhvatile sekvence konzerviranih, protein-kodiraju¢ih regiona su neophodne da bi se bolje

razumeli odnosi izmedu vrsta u ovom raznolikom i §iroko rasprostranjenom rodu.
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6. ZAKLJUCCI

Molekularni i morfoski diverzitet proucavan je kod vrsta iz rodova Marasmius,

Mycetinis i Gymnopus sakupljenih sa razli¢itih lokaliteta u Sumskim ekosistemima

Nacionalnih parkova Srbije i Crne Gore i izvedeni su sledec¢i zakljucci:

analizom morfoloskih podataka ispitivanih vrsta utvrdeno je da su dobijeni
podaci u skladu sa literaturnim podacima;

vrsta koja je najéeSCe nalazena na ispitivanim lokalitetima tokom 3 godine
istrazivanja je Mycetinis alliaceus;

PCA analizom populacija M. alliaceus (Kopaonik, Biogradska gora i Stara
planina) je pokazano da dolazi do delimi¢nog izdvajanja populacije Stara
planina u odnosu na ispitivane morfoloske karaktere, a kod populacije sa
lokaliteta Biogradska gora uocena je najveCa heterogenost u ispitivanim
karakterima,;

PCA analizom populacija G. androsaceus sa dva razli¢ita lokaliteta (Tara i
Kopaonik), uoceno je da nema jasnog izdvajanja populacija, odnosno
ispitivane populacije su pokazale heterogenost u ispitivanim morfoloskim
karakterima,;

analizom korelacija izmedu merenih morfoloSkih karaktera i faktora sredine
uoceno je da kod M. alliaceus postoji statisticki znacajna (p < 0,05) pozitivna
korelacija izmedu vlaZnosti vazduha i koli¢ine padavina i pre¢nika i duZzine
Sesira, dok je statisticki znaCajna negativna korelacija uocena izmedu srednje
temperature vazduha, vlaznosti zemljista i pH vrednosti. Kod vrste G.
androsaceus uocCena je statistiCki znaCajna pozitivna korelacija kod koli¢ine
padavina i precnika SeSira, dok je kod ostalih faktora (srednja temperatura
vazduha, relativna vlaznost vazduha, vlaznost zemljiSta i pH) uocena statisticki
znacajna negativna koleracija sa pre¢nikom Sesira;

odredivanjem broja i veli¢ine geneta ISSR metodom u populacijama vrsta M.
alliaceus, M. rotula i G. androsaceus utvrdeno je da ove vrste formiraju
relativno male genete (od nekoliko desetina centimetara do 15m) koji se nalaze
u relativnoj blizini jedni od drugih (nekoliko metara)

odredivanjem parametara molekularnog diverziteta (AMOVA, Fst) kod

populacija M. alliaceus i G. androsaceus utvrdeno je da su populacije obe
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ispitivane vrste znacajno geneticki diferencirane (Fst vrednosti ve¢e od 0.25)
odnosno da postoji mali protok gena izmedu njih;

kod vrste M. alliaceus uoceno je da je grupisanje populacija na UPGMA
dendrogramu u saglasnosti sa grupisanjem koje je dobijeno po Euklidijevim
distancama. Kod obe analize uoceno je da su populacije sa Kopaonika i
Biogradske gore blize u odnosu na populaciju sa Stare planine koja se jasno
izdvaja u poseban klaster pa se moze pretpostaviti da je varijabilnost
morfoloskih karaktera kod ispitivanih populacija M. alliaceus pretezno
geneticki determinisana;

U ovom istrazivanju generisano je 40 DNK sekvenci od toga 16 sekvenci ITS
regiona, 13 sekvenci LSU regiona i 11 EF-1a sekvenci koje su dobijene iz 6
vrsta gljiva (Marasmius rotula, Marasmius bulliardii, Marasmius oreades,
Marasmius anomalus, Marasmius torquescens, Marasmius epiphylloides).
Dobijene sekvence su pohranjene u GenBank bazu i dodeljeni su im sledeci
pristupni brojevi: MK226496 — MK226511 za ITS sekvence, MK238544 —
MK238556 za LSU sekvence MK327525 — MK327535 za EF-1a sekvence.
Filogenetska analiza ITS + LSU i ITS + LSU + EF-1a sekvenci u ovom
istrazivanju, podrzava trenutno prihva¢eno grupisanje Evropskih vrsta roda
Marasmius u sekcije na osnovu makro- i mikromorfoloSkih karaktera.
Medutim, dobijeni rezultati ne podrzavaju u potpunosti grupisanje nizih
infrageneriCkih kategorija (podsekcija 1 serija). Takode, podsekcijska
klasifikacija evropskih Marasmius vrsta analiziranin u ovom radu ne

predstavlja monofiletske linije

103



Literatura

7. LITERATURA

Ainsworth GC, Sparrow FK, Sussman AS. 1973. The Fungi: an advanced treatise, Academic Press, Njujork,
SAD, p. 621

Anderson IC, Chambers SM, Cairney JWG. 1998. Use of molecular methods to estimate the size and distribution
of mycelial individuals of the ectomycorrhizal basidiomycete Pisolithus tinctorius. Mycological Research
102:295-300.

Antonin V, Noordeloos ME. 1993. A Monograph of Marasmius, Collybia, and Related Genera in Europe Part 1:
Marasmius, Setulipes, and Marasmiellus. IHW-Verlag. p. 229.

Antonin V, Noordeloos ME. 2010. A monograph of marasmioid and collybioid fungi in Europe, IHW-Verlag. p.
480

Antonin V, VaSutova M, Urban A. 2010. A molecularly supported concept of Marasmius epiphyllus
(Basidiomycetes, Physalacriaceae). Cryptogamie Mycologie. 31: 355-362.

Beitenbach J, Kranzlin F. 1991. Fungi of Switzerland VVolume 3, Mad River Press, Eureka, USA, p. 360

Bengtsson-Palme J, Ryberg M, Hartmann M, Branco S, Wang Z, Godhe A, De Wit P, Sanchez-Garcia M,
Ebersberger 1, de Sousa F, Amend A, Jumpponen A, Unterseher M, Kristiansson E, Abarenkov K, Bertrand
YJK, Sanli K, Eriksson KM, Vik U, Veldre V, Nilsson RH. 2013. Improved software detection and
extraction of ITS1 and ITS2 from ribosomal ITS sequences of fungi and other eukaryotes for analysis of
environmental sequencing data. Methods in Ecology and Evolution 4: 914-919.

Bonello P, Bruns TD, Gardes M. 1998. Genetic structure of a natural population of the ectomycorrhizal fungus
Suillus pungens. New Phytologist 138:533-542.

Boskovi¢ E, Karaman M, Galovi¢ V. 2017. Spatial distribution of genets in population of saprotrophic fungi
Marasmius rotula on Mt. Stara planina. Matica Srpska Journal of Natural Sciences 133:143-150

Boyce JS, Wagg, WB. 1953. Conk rot of old-growth Douglas-fir in western Oregon, Bulletin 4, Oregon Forest
Products Laboratory.

Burchhardt KM, Rivera Y, Baldwin T, Vanearden D, Kretzer AM. 2011. Analysis of genet size and local gene
flow in the ectomycorrhizal basidiomycete Suillus spraguei (synonym S. pictus). Mycologia. 103:722-730.

Carlier J, Cabrita L, Leita, J, Sousa RM, Sousa AT. 2011 ISSR and AFLP characterization of Phomopsis
amygdali ((Del.) Tuset & Portilla accessions. Acta Horticulturae 912:645-650.

Carriconde F, Gryta H, Jargeat P, Mouhamadou B, Gardes M. 2008. High sexual reproduction and limited
contemporary dispersal in the ectomycorrhizal fungus Tricholoma scalpturatum: New insights from
population genetics and spatial autocorrelation analysis. Molecuar Ecology. 17:4433-4445,

Casselton L, Olesnicky N. 1998. Molecular Genetics of Mating Recognition in Basidiomycete Fungi,
Microbiology and Molecular Biology Reviews 62(1):55.

Chang ST, Miles G. 2004. Mushrooms: cultivation, nutritional value, medicinal effect, and environmental
impact, 2nd Ed., CRC Press, USA, p. 480.

Curovi¢ M, Stesevi¢ D, Medarevi¢ M, Cyvjeti¢anin R, Panti¢ D, Spalevi¢ V. 2011. Ecological and structural
characteristics of monodominant montane beech forests in the national park Biogradska Gora, Montenegro.
Archives of Biological Sciences. 63:429-440.

104



Literatura

Dahlberg A, Genney DR, Heilmann-Clausen J. 2010. Developing a comprehensive strategy for fungal
conservation in Europe: current status and future needs. Fungal Ecology 3: 50-64.

Dahlberg A, Stenlid J. 1990. Population structure and dynamics in Suillus bovinus as indicated by spatial
distribution of fungal clones. New Phytologist 115: 487-93.

Dahlberg A, Stenlid J. 1994. Size, distribution and biomass of genets in populations of Suillus bovinus (L.:Fr.)
Roussel revealed by somatic incompatibility. New Phytologist. 128:225-234.

Dahlberg A, Stenlid J. 1995. Spatiotemporal patterns in ectomycorrhizal populations. Canadian Journal of
Botany. 73:1222-1230.

Dahlberg A. 1997. Population ecology of Suillus variegatus in old Swedish Scots pine forests. Mycological
Research101:47-54.

Darriba D, Taboada GL, Doallo R, Posada D. 2012. jModelTest 2: more models, new heuristics and parallel
computing. Nature Methods 9: 772.

Deacon J. 2006. Fungal Biology. Malden, USA: Blackwell Publishing Ltd. p. 371.

Douanla-Meli C, Langer E. 2008. Phylogenetic relationship of Marasmius mbalmayoensis sp. nov. to the tropical

African Marasmius bekolacongoli complex based on nuc-LSU rDNA sequences. Mycologia. 100: 445-454.

Douhan GW, Vincenot L, Gryta H, Selosse MA. 2011. Population genetics of ectomycorrhizal fungi: From
current knowledge to emerging directions. Fungal Biology 115:569-597.

Dowson CG, Rayner ADM, Boddy L. 1989. Spatial dynamics and interactions of the woodland fairy ring
fungus, Clitocybe nebularis. New Phytologist 111: 699-705.

Doyle JJ and Doyle JL. 1987. A rapid DNA isolation procedure for small quantities of fresh leaf tissue.
Phytochemistry Bulletin 19:11-15

Du P, Cui BK, zZhang CF, Dai YC. 2013. Genetic diversity of wild Auricularia auricula-judae revealed by ISSR
analysis. Biochem Systematics and Ecology 48: 199-205.

Dunham SM, O’Dell TE, Molina R. 2003. Analysis of ntDNA sequences and microsatellite allele frequencies
reveals a cryptic chanterelle species Cantharellus cascadensis sp. nov. from the American Pacific
Northwest. Mycological Research 107:1163-1177

Edgar R. 2004. MUSCLE: multiple sequence alignment with high accuracy and high throughput. Nucleic Acids
Research 32(5): 1792-1797.

Excoffier L, Lischer H.E.L. 2010. Arlequin suite ver 3.5: A new series of programs to perform population
genetics analyses under Linux and Windows. Molecular Ecology Resources. 10: 564-567.

Fayod V. 1889. Prodrome d’une histoire naturelle des Agaricine’es. Annales des Sciences Naurelles 7,9:181-411

Frankland IC., Poskitt IM, Howard DM. 1995. Spatial development of populations of a decomposer fungus,
Mycena galopus. Canadian Journal of Botany 73: 1399-1406.

Fries EM. 1821. Systema Mycologicum. Lund, p. 520

Fries EM. 1874. Hymenomycetes europaei. Berling, Uppsala, p. 755

Fries EM. 1838. Epicrisis Systematis Mycologici seu Synopsis Hymenomycetum. Elias Fries. Upsalig, 44-45

Gaji¢ M. 1988. Flora nacionalnog parka Tara. Sumarski fakultet Beograd.

Garnica S, Weiss M, Walther G, Oberwinkler F. 2007. Reconstructing the evolution of agarics from nuclear gene
sequences and basidiospore ultrastructure. Mycological Research 111:1019-1029.

105



Literatura

Gherbi H, Delaruelle C, Selosse MA, Martin F. 1999. High genetic diversity in a population of the
ectomycorrhizal basidiomycete Laccaria amethystina in a 150-year-old beech forest. Molecuar Ecology.
8:2003-2013.

Gomes AE, Kasuya MM, de Barros GE, Borges CA, Araujo FE. 2002. Polymorphism in the internal transcribed
spacer (ITS) of the ribosomal DNA of 26 isolates of ectomycorrhizal fungi. Genetics and Molecular Biology
25(4): 477- 483.

Gouy M, Guindon S, Gascuel O. 2010. SeaView Version 4: A Multiplatform Graphical User Interface for
Sequence Alignment and Phylogenetic Tree Building. Molecular Biology and Evolution 27(2): 221-224.
Gryta H, Carriconde F, Charcosset JY, Jargeat P, Gardes M. 2006. Population dynamics of the ectomycorrhizal
fungal species Tricholoma populinum and Tricholoma scalpturatum associated with black poplar under

differing environmental conditions. Environmental Microbiology 8: 773-786.

Gryta H, Debaud JC, Effosse A, Gay G, Marmeisse R. 1997. Fine-scale structure of populations of the
ectomycorrhizal fungus Hebeloma cylindrosporum in coastal sand dune forest ecosystems. Molecular
Ecology.6:353-364.

Guillaumin JJ, Anderson JB, Legrand P, Ghahari S, Berthelay S. 1996. A comparison of different methods for
the identification of genetics of Armillaria spp. New Phytologist 133: 333-343.

Gupta M., Chyi Y.-S., Romero-Severson J., and Owen J. L. 1994. Amplification of DNA markers from
evolutionarily diverse genomes using single primers of simple-sequence repeats. Theoret. Applied Genet.
89: 998-1006.

Hansen E, Hamelin R. 1999. Population Structure of Basidiomycetes, u Worrall JJ., ed. Structure and dynamics
of fungal populations. Dordrecht: Kluwer Academic Publishers. p.348.

Heinzelmann R, Rigling D, Prospero S. 2012. Population genetics of the wood-rotting basidiomycete Armillaria
cepistipes in a fragmented forest landscape. Fungal Biology 116:985-994.

Hibbett DS, Binder M, Bischoff JF, Blackwell M, Cannon PF, Eriksson OE, Huhndorf S, James T, Kirk PM,
Licking R, Thorsten Lumbsch H, Lutzoni F, Matheny PB, McLaughlin DJ, Powell MJ, Redhead S, Schoch
CL, Spatafora JW, Stalpers JA, Vilgalys R, Aime MC, Aptroot A, Bauer R, Begerow D, Benny GL,
Castlebury LA, Crous PW, Dai YC, Gams W, i sar.. 2007. A higher-level phylogenetic classification of the
Fungi. Mycological Research 111:509-547.

Hibbett DS, Thorn RG. 2001. Homobasidiomycetes. u McLaughlin DJ, McLaughlin EJ, Lemke P (eds), The
Mycota. Vol. VII. Part B., Systematics and Evolution. Springer-Verlag, Berlin, pp. 121-168.

Hiscox J, Hibbert C, Rogers HJ, Boddy L. 2010. Monokaryons and dikaryons of Trametes versicolor have
similar combative, enzyme and decay ability, Fungal ecology 3: 347-356

Hogberg N, Holdenrieder O, Stenlid J. 1999. Population structure of the wood decay fungus Fomitopsis pinicola.
Heredity 83:354-360.

Holmer L, Stenlid J. 1991. Population structure and mating system in Marasmius androsaceus Fr. New Phytol.
119:307-314.

Huss MJ. 1993. Spatial distribution among mycelial individuals of Lycoperdiforon pyrme occurring on decaying
logs. Mycological Research 97:1119-1125.

Jacobson KM, Miller OK, Turner BJ. 1993. Randomly amplified polymorphic DNA markers are superior to

somatic incompatibility tests for discriminating genotypes in natural populations of the ectomycorrhizal

106



Literatura

fungus Suillus granulatus. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America. 90: 9159-9163.

James TY, Kauff F, Schoch CL, Matheny PB, Hofstetter V, Cox CJ, Celio G, Gueidan C, Fraker E,
Miadlikowska J, Lumbsch HT, Rauhut A, Reeb V, Arnold AE, Amtoft A, Stajich JE, Hosaka K, Sung GH,
Johnson D, O’Rourke B, Crockett M, Binder M, Curtis JM, Slot JC, Wang Z, Wilson AW, SchiBler A,
Longcore JE, O’Donnell K, i sar.. 2006. Reconstructing the early evolution of Fungi using a six-gene
phylogeny. Nature. 443: 818 — 822.

James TY, Porter D, Hamrick JL, Vilgalys R. 1999. Evidence for limited intercontinental gene flow in the
cosmopolitan mushroom, Schizophyllum commune. Evolution 53: 1665-1677.

Jenkinson TS, Perry BA, Schaefer RE, Desjardin DE. 2014. Cryptomarasmius gen. nov. established in the
Physalacriaceae to accommodate members of Marasmius section Hygrometrici. Mycologia 106: 86-94.
Kauserud H, Schumacher T. 2003. Regional and local population structure of the pioneer wood- decay fungus

Trichaptum abietinum. Mycologia. 95: 416-425

Kay E; Vilgalys R. 1992 Spatial distribution and genetic relationships among individuals in a natural population
of the oyster mushroom Pleurotus ostreatus. Mycologia 84:173-82.

Keirle MR, Avis PG, Hemmes DE, Mueller GM. 2014. Testing the “one-log-one-genet” hypothesis:
methodological challenges of population sampling for the Hawaiian wood-decay fungus Rhodocollybia
laulaha. Mycologia 106:896-903.

Kirby JJH, Stenlid J, Holdenrieder O. 1990. Population structure and responses to disturbance of the
basidiomycete Resinicium bicolor. Oecologia 85: 178-184.

Kirk PM. 2018. Species Fungorum (version Oct 2017) — In: Roskov Y., Ower G., Orrell T., Nicolson D., Bailly
N., Kirk P.M., Bourgoin T., DeWalt R.E., Decock W., Nieukerken E. van, Zarucchi J., Penev L., eds.
(2018). Species 2000 and ITIS Catalogue of Life, 30th October 2018. Digital resource at
www.catalogueoflife.org/col. Species 2000: Naturalis, Leiden, the Netherlands

Kretzer AM, Dunham S, Molina R, Spatafora JW. 2005. Patterns of vegetative growth and gene flow in
Rhizopogon vinicolor and R. vesiculosus (Boletales, Basidiomycota). Molecular Ecology 14: 2259-2268.

Kies U. 2000. Life History and Developmental Processes in the Basidiomycete Coprinus cinereus.
Microbiology and Molecular Biology Reviews 64 (2): 316-353.

Kithner R, Romagnesi H. 1957. Espéces nouvelles, critiques ou rares de Pleurotacées, Marasmiacées et
Tricholomacées, Bulletin de la Société des naturalistes d'Oyonnax 8: 73-131

Kiihner R. 1933. Etudes sur le genre Marasmius. Le Botaniste 25: 57-116

Kihner R. 1936. Nouvelles recherches sur le genre Marasmius, Annales de la Société linnéenne de Lyon 79: 99

-120

Kihner R. 1980. Les Hyme nomyce'tes agaricor"des. Bulletin Mensuel de la Société Linnéenne de Lyon 49:
Nume’ro spe’cial. 1027 p.

Lakusi¢ D. 1993. Visoko-planinska flora Kopaonika, ekolosko-fitogeografska studija. Magistarski rad, Bioloski

fakultet, Univerzitet u Beogradu, p. 197.

Lynch M, Milligan BG. 1994. Analysis of population genetic structure with RAPD markers. Molecuar Ecology
3:91-99.

107



Literatura

Maheshwari, R. 2005. Fungi: Experimental Methods in Biology, CRC press Taylor & Francis Group, USA, p.
358.

Mata J L, Hughes KW, Petersen RH. 2006: An investigation of /omphalotaceae (Fungi: Euagarics) with
emphasis of the genus Gymnopus. Sydowia 58: 191 - 289.

Matheny B, Wang Z, Binder M, Curtis JM, Lim YW, Nilsson HR, Hughes KW, Hofstetter VV, Ammirati JF,
Schoch CL, Langer E, Langer G, McLaughlin DJ, Wilson AW, Frgslev T, Ge ZW, Kerrigan RW, Slot JC,
Yang ZL, Baroni TJ, Fischer M, Hosaka K, Matsuura K, Seidl MT, Vauras J, Hibbett DS. 2007.
Contributions of rpb2 and tefl to the phylogeny of mushrooms and allies (Basidiomycota, Fungi). Molecular
Phylogenetics and Evolution 43:430-451.

Matheny PB, Curtis JM, Hofstetter V, Aime M C, Moncalvo J-M, Ge Z-W, Yang Z-L, Slot JC, Ammirati JF,
Baroni TJ, Bougher NL, Hughes KW, Lodge DJ, Kerrigan RW, Seidl MT, Aanen DK, DeNitis M, Daniele
GM, Desjardin DE, Kropp BR, Norvell L L, Parker A, Vellinga EC, Vilgalys R, Hibbett DS. 2006. Major
clades of Agaricales: a multilocus phylogenetic overview. Mycologia 98: 982—995.

McDermott JM, McDonald BA. 1993. Gene flow in plant pathosystems. Annual Review of Phytopathology 31:
353-373.

Mei Z, Yang L, Khan MA, Yang M, Wei C, Yang W, Peng X, Tania M, Zhang H, Li X, Fu J. 2014. Genotyping
of Ganoderma species by improved random amplified polymorphic DNA (RAPD) and inter-simple
sequence repeat (ISSR) analysis. Biochem Systematics and Ecology 56:40-48

Miller MA, Pfeiffer W, Schwartz T. 2010. Creating the CIPRES Science Gateway for inference of large
phylogenetic trees. Proceedings of the Gateway Computing Environments Workshop (GCE), 14 Nov. 2010,
New Orleans, LApp 1-8.

Moncalvo JM, Lutzoni FM, Rehner SA, Johnson J, Vilgalys R. 2000. Phylogenetic relationships of agaric fungi
based on nuclear large subunit ribosomal DNA sequences. Systematic Biology 49:278-305.

Moncalvo JM, Vilgalys R, Redhead S A, Johnson JE, James, TY, Catherine Aime M, Hofstetter V, Verduin
SJW, Larsson E, Baroni TJ, Greg Thorn R, Jacobsson S, Clémencon H, Miller OK. 2002. One hundred and
seventeen clades of euagarics. Molecular Phylogenetics and Evolution 23; 357-400.

Motta R, Garbarino M, Berretti R, Bjelanovic I, Borgogno Mondino E, Curovi¢ M, Keren S, Meloni F, Nosenzo
A. 2015. Structure, spatio-temporal dynamics and disturbance regime of the mixed beech—silver fir—Norway
spruce old-growth forest of Biogradska Gora (Montenegro). Plant Biosystems 149: 966-975.

Murphy JF, Miller OK. 1993. The population biology of two litter decomposing agarics on a southern
Appalachian mountain. Mycologia 85: 769-776.

Nei M, Li WH. 1979. Mathematical Model for Studying Genetic Variations in Terms of Restriction
Endonucleases. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 76: 5269-
5273.

Nghia NA, Kadir J, Sunderasan E, Puad Abdullah M, Malik A, Napis S. 2008. Morphological and Inter Simple
Sequence Repeat (ISSR) markers analyses of Corynespora cassiicola isolates from rubber plantations in
Malaysia. Mycopathologia 166: 189-201

Nilsson HR, Kristiansson E, Ryberg M, Hallenberg N, Larsson HK. 2008. Intraspecific ITS variability in the
kingdom Fungi as expressed in the international sequence databases and Its implications for molecular

species identification. Evolutionary Bioinformatics 4: 193-201.

108



Literatura

Nybom H. 2004. Comparison of different nuclear DNA markers for estimating intraspecific genetic diversity in
plants. Molecular Ecology 13: 1143-1155.

Osono T. 2007. Ecology of ligninolytic fungi associated with leaf litter decomposition. Ecological Research
22:955-974

Owings P, Desjardin DE. 1997. A molecular phylogeny of Marasmius and selected segregate genera. Inoculum
48(3): 29.

Papp B, Erzerberger P, Sabovljevi¢ M. 2004. Contributions to the bryophyte flora of Kopaonik mts (Serbia,
Serbia-Montenegro). Studia Botanica Hungarica. 35:67—79.

Patouillard N. 188. Les Hyménomycetes d'Europe, Paris: Paul Klincksieck, p.166

Patouillard N. 1900. Essai taxonomique sur les familles et les genres des Hyménomycetes, Lons-Le-Saunier:
Lucien Declume, p. 184

Pavlicek A, Hrda S, Flegr J. 1999. Short Communication FreeTree-Freeware Program for Construction of
Phylogenetic Trees on the Basis of Distance Data and Bootstrap/Jackknife Analysis of the Tree Robustness.
Application in the RAPD Analysis of Genus Frenkelia. Folia Biologica (Praba) 45: 97-99.

Quélet L. 1888. Flore mycologique de la France et des pays limitrophes, Paris: Octave Doin, p. 492.

Rayner ADM i Boddy L. 1988. Fungal Decomposition of Wood: its biology and ecology. Chichester, New York:
Wiley p. 587.

Rayner ADM i Todd NK. 1979. Population and community structure and dynamics of fungi in decaying wood.
Adi'ances in Botanical Research 7: 333-420.

Reddy MP, Sarla N, Siddig E. 2002. Inter simple sequence repeat (ISSR) polymorphism and its application in
plant breeding. Euphytica. 128:9-17.

Rehner SA, Buckley EP. 2005. A Beauveria phylogeny inferred from nuclear ITS and EF1-alpha sequences:
evidence for cryptic diversification and links to Cordyceps teleomorphs. Mycologia 97: 84-98.

Sawyer N, Chambers SM, Cairney JWG. 2003. Distribution of Amanita spp. genotypes under eastern Australian
sclerophyll vegetation. Mycological Research. 107:1157-1162.

Sawyer NA, Chambers SM, Cairney JWG. 1999. Molecular investigation of genet distribution and genetic
variation of Corrinarius rotundisporus in eastern Australian sclerophyll forests. New Phytologist. 142:561-
68.

Schoch LC, Seifert AK, Huhndorf S, Robert V, Spouge LJ, Levesque CA, Chen W, Fungal Barcoding
Consortium. 2012. Nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS) region as a universal DNA barcode
marker for Fungi. PNAS 109 (16): 6241-6246.

Selosse MA. 2003. Founder effect in a young Leccinum duriusculum (Schultzer) Singer population. Mycorrhiza
13: 143-149.

Shay JE, Desjardin DE, Perry BA, Grace CL, Newman DS. 2017. Biodiversity and phylogeny of Marasmius
(Agaricales, basidiomycota) from Madagascar. Phytotaxa 292: 101-149.

Singer R. 1986. The Agaricales in Modern Taxonomy, fourth ed. Koeltz Scientific Books, Koenigstein

Soldati MC, Fornes L, van Zonneveld M, Thomas E, Zelener N (2013) An assessment of the genetic diversity of
Cedrela balansae C. dC. (Meliaceae) in Northwestern Argentina by means of combined use of SSR and
AFLP molecular markers. Biochemical Systematics and Ecology 47: 45-55.

109



Literatura

Stankov-Jovanovi¢ V, 1li¢ M, Markovi¢ M, Miti¢ V, Nikoli¢-Mandi¢ S, Stojanovi¢ G. 2011. Wild fire impact on
copper, zinc, lead and cadmium distribution in soil and relation with abundance in selected plants of
Lamiaceae family from Vidli¢ Mountain (Serbia). Chemosphere 84 (11): 1584-1591.

Stamatakis A. 2014. RAXML version 8: a tool for phylogenetic analysis and post-analysis of large phylogenies.
Bioinformatics 30(9):1312-1313.

Stenlid J. 2008. Chapter 6 Population biology of forest decomposer basidiomycetes. In: L. Boddy, J. Frankland,
and P. van West, eds. British Mycological Society Symposia Series. Academic Press. pp. 105-122.

Stewart CN, Excoffier L. 1996. Assessing population genetic structure and variability with RAPD data:
Application to Vaccinium macrocarpon (American Cranberry). Journal of Evolutionary Biology 9(2): 153-
171.

Tan YS, Desjardin DE, Perry BA, Vikineswary S, Noorlidah A. 2009. Marasmius sensu stricto in Peninsular
Malaysia. Fungal Diversity 37: 9 — 100.

Thompson W, Rayner ADM. 1982. Spatial structure of a population of Tricholomopsis platyphylla in a
woodland site Fungi. The New Phytologist 92: 103-114.

Uzelac, B., 2009. Gljive Srbije i zapadnog Balkana, BGV Logik, Beograd, p. 462

Todd NK i Rayner ADM. 1980. Fungal individualism. Science Progress Oxford 66: 331-354.

Vidanovi¢ G. 1960: Vidli¢ — Zabrdje, contribute of recognition economic type of develop and disposition of
production and trade of farms stagnant boundary limestone area (P. Vujevi¢ ed.), Serbian Academy of
Sciences, Special editions of the Geographical Institute, Beograd, 15: 5.

Vilgalys R, Hester M. 1990. Rapid genetic identification and mapping of enzymatically amplified ribosomal
DNA from several Cryptococcus species. Journal of Bacteriology 172(8): 4238— 4246.

Wang S, Miao X, Zhao W, Huang B, Fan M, Li Z, Huang Y. 2005. Genetic diversity and population structure
among strains of the entomopathogenic fungus, Beauveria bassiana, as revealed by inter-simple sequence
repeats (ISSR). Mycological Research 109: 1364-1372.

Wannathes N, Desjardin DE, Hyde KD, Perry BA, Lumyong S. 2009. A monograph of Marasmius (
Basidiomycota ) from Northern Thailand based on morphological and molecular ( ITS sequences ) data.
Fungal Diversity 37: 209-306.

Webster J, Weber RWS. 2007. Introduction to Fungi, 3rd Ed., Cambridge University Press, UK, ISBN-13 978-0-
511-27783-2

Weiss M, Oberwinkler F. 2001. Phylogenetic relationships in Auriculariales and related groups—hypotheses
derived from nu- clear ribosomal DNA sequences. Mycological Research 105: 403—-415.

Wendland J, Kothe E. 1997. Isolation of tefl encoding translation elongation factor EFla from the
homobasidiomycete Schizophyllum commune. Mycological Research 101:798-802.

Wendland J. 2016. Growth, Differentiation and Sexuality. In: K. Esser, ed. The Mycota. Cham Heidelberg New

York Dordrecht London: Springer International Publishing. p. 478.

White TJ, Bruns T, Lee S, Taylor J. 1990. Amplification and direct sequencing of fungal ribosomal RNA genes
for phylogenetics, PCR protocols: A guide to methods and aplication, Academic Press Inc

Wilson AW, Desjardin DE. 2005. Phylogenetic relationships in the gymnopoid and marasmioid fungi
(Basidiomycetes, euagarics clade). Mycologia. 97: 667-679.

Wolfe AD. 2005. ISSR techniques for evolutionary biology. Methods in Enzymology 395: 134-144.

110



Literatura

Worrall JJ., ed. 1999. Structure and dynamics of fungal populations. Dordrecht: Kluwer Academic
Publishers. 348 p.

Wright, S. 1978. Evolution and the Genetics of Populations. Vol. 4. Variability within and among Natural
Populations. University of Chicago Press, Chicago, p.580.

Xing R, Gao Q, Zhang F, Li Y, Fu P, Zhang J, Wang J, Khan G, Chen S. 2014. Genetic diversity and population
structure of Armillaria luteo-virens (Physalacriaceae) in Qinghai-Tibet Plateau revealed by SSR markers.
Biochemical Systematics and Ecology 56: 1-7.

Xu J. 2006. Fundamentals of Fungal Molecular Population Genetic Analyses. Current Issues in Molecular
Biology 8:75-90.

Zhao M, Huang C, Chen Q, Wu X, Qu J, Zhang J. 2013. Genetic variability and population structure of the
mushroom Pleurotus eryngii var. tuoliensis. PLoS One. 8: 1-8.

Zhou Z, Miwa M, Hogetsu T. 1999. Analysis of genetic structure of a Suillus grevillei population in a Larix
kaempferi stand by polymorphism of inter-simple sequence repeat (ISSR). New Phytologist, 144 (1): 55-63.

Zietkiewicz E, Rafalski A, Labuda D. 1994. Genome fingerprinting by simple sequence repeat (SSR)—-anchored

polymerase chain reaction amplification. Genomics, 20: 176-183.

111



Prilog

8. PRILOG

Prilog 1. Spisak sakupljenih i prou¢avanih uzoraka u ovom istrazivanju

datum
br. vrsta uzorkovanja Lokalitet oznaka vaucer broj
1 Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 86
2 Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 153
3 Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 50 BUNS12-00732
4 Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 46
5  Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 44
6  Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 43
7 Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 42
8  Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 41
9  Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 40
10  Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 39
11  Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 38
12 Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 37
13 Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 36
14 Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 35
15  Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 124
16  Marasmius rotula 02.08.2015. NP Biogradska gora, CG 125
17  Marasmius rotula 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 139
18  Marasmius rotula 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 132
19  Marasmius rotula 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 133
20  Marasmius rotula 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 134 BUNS12-00733
21 Marasmius rotula 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 147 BUNS12-00734
22 Marasmius rotula 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 135
23 Marasmius rotula 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 144
24 Marasmius rotula 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 140
25  Marasmius rotula 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 145
26 Marasmius rotula 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 146
27 Marasmius bulliardii 05.10.2016.  Fruska gora, Papratskido 231 ~ BUNS12:00727
28 Marasmius bulliardii 05.102016.  Fruska gora, Papratski do 232~ BUNS12:00728
20 Marasmius bulliardii 05.10.2016.  Fruska gora, Papratskido 233 ~ BUNS12-00729
30  Marasmius bulliardii 05.10.2016. Fruska gora, Papratski do 234 BUNS12-00730
31 Marasmius bulliardii 05.10.2016. Fruska gora, Papratski do 235 BUNS12-00731
32 Marasmius torquescens 25.09.2016. Tara, Mitrovac 197 BUNS12-00736
33 Marasmius torquescens 25.09.2016. Tara, Mitrovac 198 BUNS12-00737
34 Marasmius torquescens 25.09.2016. Tara, Mitrovac 199 BUNS12-00738
35  Marasmius torquescens 25.09.2016. Tara, Mitrovac 202 BUNS12-00739
36  Marasmius oreades 03.05.2015. Vrsacki breg 165 BUNS12-00735
37  Marasmius oreades Italija 171 SAF2837
38  Marasmius anomalus Italija 176 SAF440
39  Marasmius epiphylloides 18.09.2017. Fruska gora, Glavica 252 BUNS12-00740
40  Mycetinis alliaceus 30.07.2014. Kopaonik, Metode 85
41 Mycetinis alliaceus 30.07.2014. Kopaonik, Metode 161
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42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus
Mycetinis alliaceus

30.07.2014.
30.07.2014.
12.06.2015.
12.06.2015.
12.06.2015.
12.06.2015.
12.06.2015.

23.07.2015

23.09.2015.
23.09.2015.
23.09.2015.
23.09.2015.
23.09.2015.
23.09.2015.
23.09.2015.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
01.06.2013.
02.08.2015.
02.08.2015.
02.08.2015.
02.08.2015.
02.08.2015.
02.08.2015.
02.08.2015.
02.08.2015.
02.08.2015.
02.08.2015.
03.09.2016.
03.09.2016.
03.09.2016.
03.09.2016.
03.09.2016.
03.09.2016.

Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG
NP Biogradska gora, CG

162
163
66
54
67

83
58
90
91
96
97
98
99
70
249
250
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
95
47
45
127
34
126
155
31
29
28
92
177
178
179
180
181
182
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88  Muycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 183
89  Muycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 184
90  Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 185
91  Muycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 186
92 Myecetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 187
93  Muyecetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 188
94  Muyecetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 189
95  Muyecetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 190
96  Muyecetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 191
97  Mycetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 192
98  Muyecetinis alliaceus 03.09.2016. NP Biogradska gora, CG 193
99  Muyecetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 106
100  Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 107
101  Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 108 BUNS12-00742
102 Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 109
103  Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 110
104  Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 68
105 Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 138
106  Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 69
107  Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 148
108  Mycetinis alliaceus 22.09.2015. Stara planina, Vidli¢ 149
109  Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 207
110  Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 208
111 Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 209
112 Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 210
113 Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 211
114 Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 212
115  Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 213
116  Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 214
117  Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 215
118  Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 216
119  Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 223
120  Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 224
121  Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 225
122 Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 226
123  Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 227
124 Mycetinis alliaceus 24.09.2016. Stara planina, Vidli¢ 228
125 Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 128
126  Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 129
127  Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 167
128 Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 119
129  Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 57
130  Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 168
131  Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 56
132 Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 169
133  Gymnopus androsaceus 24.09.2015. Tara, Mitrovac 130

114



Prilog

134
135
136
137
138
139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152

153
154

155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174

Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus
Gymnopus androsaceus

24.09.2015.
24.09.2015.
24.09.2015.
24.09.2015.
24.09.2015.
24.09.2015.
24.09.2015.
25.09.2016.
25.09.2016.
25.09.2016.
25.09.2016.
25.09.2016.
25.09.2016.
25.09.2016.
25.09.2016.
25.09.2016.
25.09.2016.
25.09.2016.
25.09.2016.
25.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.
24.09.2016.

Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Tara, Mitrovac
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode
Kopaonik, Metode

118
117
170
94
122
121
131
268
269
270
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
271
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301

BUNS12-00743

115



ST KOP
209 210 211 212 213 214 216 85 [161 162 163 66

o == =~ "
T o e 0w e v Bl gu v e - . .- . .-

M 83 58 90 91 96 97 98 99 70

161 162 163 66 S4 67 9 83 58 ¢ 5 9 97 98 99 70 M 85 161 162 163 66 354 7 83 58 90 91 9% 97 98 99

— e Wy

85 161 162 163 66 5 7 8 58 90 91 96 97 98 99 70 ) 136 100 101 102 137 103 105 111 112 114 115 116 113

136 100 101 3 103 105 111 112 114 115 116

Prilog 2. ISSR profili prikazani na 1,5% agaroznom gelu za Marasmius alliaceus sa lokaliteta Kopaonik,Stara
planina i Tara dobijeni umozavanjem sa slede¢im prajmerima: a) GTGs; b) GACA,, ST- Stara planina, KOP-
Kopaonik; ¢) GACA, d) Mj4; e) AGgT; f) GC
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Prilog 3. ISSR profili prikazani na 1,5% agaroznom gelu za Marasmius alliaceus sa lokaliteta NP Biogradska

gora dobijeni umozavanjem sa slede¢im prajmerima: a) GTGs; b) GTGs; ¢) GACAy; d) GACA, e) GCCs;
f)GCCs; 9)AGT
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Prilog 4. ISSR profili prikazani na 1.5% agaroznom gelu za vrstu Marasmius alliaceus sa lokaliteta NP

Biogradska gora dobijeni umoZavanjem sa slede¢im prajmerima: a) AAGs ; b) Mj4
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Prilog 5. ISSR profili prikazani na 1.5% agaroznom gelu za vrstu Marasmius alliaceus sa lokaliteta Stara planina dobijeni umoZavanjem sa slede¢im prajmerima: a) GTGS5;
b) GACA4, ST-Stara planina, KOP-Kopaonik c) AAGs; d) MJ4, GTGs; ) GACA,, AGeT; f) AGsT; AAGs
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Prilog 6. ISSR profili prikazani na 1,5% agaroznom gelu za vrstu Marasmius alliaceus sa lokaliteta Stara

planina dobijeni umoZavanjem sa slede¢im prajmerima: GCCs i Mj4.
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Prilog 7. ISSR profili prikazani na 1,5% agaroznom gelu za vrstu Gymnopus androsaceus sa lokaliteta Kopaonik

dobijeni umozavanjem sa slede¢im prajmerima: a) GACA,; b) GTGs ¢) GCCs
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Prilog 8. ISSR profili prikazani na 1.5% agaroznom gelu za Gymnopus androsaceus sa lokaliteta Kopaonik i Tara (a, b, d i €) dobijeni umozavanjem sa slede¢im prajmerima:

a) AAGg; b) AGgT; ¢) AGgT d) GCCs, Tara; e) GCCs, Tara
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Prilog 9. ISSR profili prikazani na 1.5% agaroznom gelu za Gymnopus androsaceus sa lokaliteta Tara dobijeni umozavanjem sa slede¢im prajmerima: a) AGgT i AAGg; b)
GTGs i GACAy; ¢) GTGs i GACA,
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Prilog 10. ISSR profili prikazani na 1.5% agaroznom gelu za Marasmius rotula sa lokaliteta Biogradska gora
(NPBG) i Stara planina (ST) a) GTGs; b) GACA,
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The goals of this doctoral thesis were to determine the
macroscopic and microscopic characteristics of the fruit bodies of
the genus Marasmius, Gymnopus and Mycetinis and their
variability among populations, determining the influence of
climatic factors on the morphological variability of fruit bodies,
determining the number and distribution of individuals at
selected sites within the National Parks of Serbia and
Montenegro (Kopaonik, Stara Planina, Biogradska Gora) using
the ISSR method, as well as determining basic population-genetic
parameters and analysis of phylogenetic relations within the
genus Marasmius.

For the species M. alliaceus, it has been determined that the
population of Stara planina is partially isolated, while the
population of Biogradska gora has the highest heterogeneity in
the investigated morphological characters. For the species G.
androsaceus it was noticed that there was no clear segregation of
populations, thus the investigated populations showed
heterogeneity in the examined morphological characters.

A statistically significant (p<0.05) correlation between
morphological and environmental factors in both analyzed
species M. alliaceus and G. androsaceus was observed.
Determination of the number and size of the genets by ISSR
method in populations of species M. alliaceus, M. rotula and G.
androsaceus, showed that these species form relatively small
genes (from few centimeters to 15 meters) located in relative
proximity to each other (several meters ).

By determining molecular diversity parameters (AMOVA, Fst) in
populations of species M. alliaceus and G. androsaceus it has
been found that the populations of both investigated species are
significantly genetically differentiated (Fst values greater than
0.25), ie there is a small flow of gene between them.

The phylogenetic analysis of ITS + LSU and ITS + LSU + EF-1a
sequence  datasets  supports the currently  accepted,
morphologicaly based groupings of sections of European species
of genus Marasmius. However, the results obtained in this study
do not fully support the grouping of lower infra-generic
categories (subsections and series). Also, the subsection
classification of the European Marasmius species analyzed in this
paper does not represent monophyletic lineages.
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