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Apstrakt: U okviru istrazivanja analizirano je prisustvo uzro¢nika holandske bolesti brijesta
(Ophiostoma ulmi, Ophiostoma novo-ulmi ssp. novo-ulmi, Ophiostoma novo-ulmi ssp. ame-
ricana te njihovih hibrida) molekularnim analizama u Bosni i Hercegovini. Molekularnim
analizama je utvrdeno da je ukupno Cetiri od sedam izolata dobijenih s brijesta pripadalo
gljivama iz roda Ophistoma sp. Utvrdeno je da je podrucje Bosne i Hercegovine “zona hi-
bridnosti”, te su svi analizirani izolati bili hibridi izmedu podvrsta Ophiostoma novo-ulmi
ssp. novo-ulmi i Ophiostoma novo-ulmi ssp. americana. Ovo je prvo istrazivanje ovoga tipa
na podruc¢ju Bosne i Hercegovine.

Kljuéne rijei: Ulmus sp., Ophiostoma sp., PCR, hibridizacija

Uvod

Holandska bolest brijesta jedna je od ekonomski najStetnijih bolesti Sumskog
drveca na svijetu. Uzrokuju je gljive askomicete iz roda Ophiostoma. Bolest
je otkrivena 1918. godine u zapadnoj Evropi, ali poSto prva istraZivanja poti¢u
iz Nizozemske, gdje je gljiva otkrivena 1919. godine, dobila je ime koje je op-
¢eprihvaceno. U evropskim uslovima, vektori prenoSenja ove bolesti na velike
razdaljine su brijestovi potkornjaci iz roda Scolytus, dok u Sjevernoj Americi
bolest primarno prenosi Hylurgopinus rufipes. Sirenje bolesti moZe se ostvariti
i zilnim kontaktom, ukoliko se zarazeno nalazi u blizini zdravog stabla.
Historijski gledano, dogodile su se dvije pandemije holandske bolesti
brijesta: prva, koju je uzrokovala vrsta O. ulmi, i teku¢a pandemija ove bo-
lesti, koju uzrokuje O. novo-ulmi (podvrsta novo-ulmi i podvrsta america-
na) (Brasier, 1979). Tre¢a vrsta O. himal-ulmi predstavlja endemsku vrstu
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zapadnog dijela Himalaja gdje se smatra endofitom na autohtonim brijestovi-
ma (Brasier 1 Mehrotra, 1995).

Prva pandemija holandske bolesti brijesta uzrokovana s O. ulmi zapocela
je u sjeverozapadnoj Evropi oko 1910. Nakon toga, bolest se brzo prosirila
na istok Evrope i jugozapadne Azije. U pocetku, Sirenje O. ulmi rezutiralo
je intenzivnom epidemijom u Evropi. Tokom 1940-ih godina prva pandemi-
ja bolesti je naglo prestala nakon gubitka 10—40% stabala brijesta u vecini
evropskih zemalja (Peace, 1960, prema Brasier i Buck, 2001).

Drugu pandemiju holandske bolesti brijesta uzrokovala je O. novo-ulmi
(podvrsta novo-ulmi i podvrsta americana). Pandemija je pocCela 1940-ih go-
dina s dva razlicita lokaliteta: moldavsko-ukrajinski region na istoku Evrope
(podvrsta novo-ulmi) 1 juzni dio Velikih jezera u Sjevernoj Americi (podvrsta
americana) (Brasier, 1990; 1996). Podvrsta novo-ulmi migrirala je zapadno
Sirom Evrope, dopiru¢i do Nizozemske sredinom 1970-ih 1 istocno do ju-
gozapadne Azije. Podvrsta americana prosirila se Sirom Sjeverne Amerike
dopiru¢i do isto¢ne 1 zapadne obale do 1970-1h 1 1980-ih godina. Introdukcija
podvrste americana iz Kanade u Veliku Britaniju ostvarila se uvozom zaraze-
nih trupaca brijesta tokom 1960-ih godina. Brzo se prosirila Nizozemskom,
Francuskom, Spanijom i mnogim drugim zemljama zapadne Evrope (Brassier
1 Buck, 2001). Pandemije ove bolesti znacajno su uticale na smanjenje popu-
lacije, pa skoro i nestanak brijesta u Sumama Sirom svijeta.

Sirenjem patogena preklopili su se geografski areali rasprostranjenja vr-
sta, odnosno podvrsta, §to je imalo za posljedicu nastanak zona pojave hibrida
podvrsta (Tabela 1). Interakcija izmedu O. u/mi na njenom podrucju raspro-
stranjenja 1 O. novo-ulmi koja je introdukovana na njena podrucja, uzrokova-
la je rapidno slabljenje 1 nestanak O. u/mi na velikom dijelu njenog areala 1
zamjene s O. novo-ulmi (Brasier, 1986a; 2000; Brasier i Buck, 2001).

Kako se, za razliku od O. ulmi i O. novo-ulmi, podvrste O. novo-ulmi slo-
bodno hibridiziraju u prirodi, bilo je ocekujuce da ¢e do¢i do pojave njihovih
hibrida. Preliminarne studije na dvije lokacije — Limburg u Nizozemskoj 1
Orvieto u Italiji — to su i potvrdile, jer su njihovi hibridi zamijenili prvobitno
prisutne “Ciste” podvrste. U buduénosti, postoji velika vjerovatnoca da ¢e se
ovi hibridi medusobno krizati s drugim hibridima, koji ¢e se dalje krizati s
prezivjelim primjercima “Cistih” podvrsta (Brasier 1 Buck, 2001).
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Tabela 1. Distribucija podvrsta O. novo-ulmi u Evropi u 1990. godini
Table 1. Distribution of subspecies of O. novo-ulmi in Europe in 1990

Podvrsta / subspecies Drzava / Country

Portugal, Spanija, Francuska, zapadna Njemacka,

0. novo-ulmi ssp. americana .
p Nizozemska, Danska

Rusija, Turska, Gréka, Rumunija, Bugarska, Srbija,

0. novo-ulmi sp.novo-ulmi Madarska, Poljska, Slovacka

Italija, Njemacka, Nizozemska, Irska, Norveska, Svedska,

Zona preklapanja areala i potencijalno zona hibridnosti .. ..
prexlapan) p ) Slovenija, Austrija

Vrste O. ulmi 1 O. novo-ulmi medusobno se razlikuju po izgledu kolonija
koje rastu na vjestackoj podlozi, brzini rasta micelije i njenoj optimalnoj tem-
peraturi, duzini vrata peritecija, patogenosti, proizvodnji toksina ceratoulmi-
na, izgledu DNA u mitohondrijama i nukleusu, fertilnoj/genetickoj barijeri 1
drugim karakteristikama. Kako vrste, tako 1 podvrste se medusobno razlikuju
po nekim od karakteristika kao Sto su: dimenzije peritecija, oblik kolonija,
brzina rasta micelije 1 patogenosti (Brasier, 1991; Brasier 1 Kirk, 2010). U
prosjeku, podvrsta novo-ulmi je vece patogenosti od podvrste americana, ali
obje podvrste su veoma agresivni patogeni evropskih i sjevernoamerickih bri-
jestova (Brasier, 1991). Ipak, za diferencijaciju medu razli¢itim uzro¢nicima
holandske bolesti brijesta prema navedenim kriterijima potrebno je izdvojiti
mnogo vremena.

Zahvaljujuci napretku tehnika molekularne biologije, razvijen je veliki
broj DNK markera za detekciju genskih polimorfizama koji omogucavaju
determinaciju vrsta i/ili sojeva (Hintz et al., 1989). Razvoj PCR pristupa ka-
snih 1980-ih godina potaknulo je analiziranje populacione strukture patoge-
na holandske bolesti brijesta. Random amplified polymorphic DNA (RAPD)
predstavlja jednu od tehnika na bazi PCR koja je koriStena za utvrdivanje
patotipova O. ulmi 1 podvrsta O. novo-ulmi. Ova tehnika je koriStena kako
bi se dokazalo prisustvo O. ulmi i dvije podvrste O. novo-ulmi u Svicarskoj
(Hoegger et al., 1996).

Prema istrazivanjima Brasier i Buck (2001) vidljivo je da podrucje gdje
dolazi do preklapanja areala podvrsta, odnosno potencijalno podrucje pojave
hibrida podvrsta, zahvata i Bosnu i Hercegovinu. Istrazivanja koja se ticu
uzro¢nika holandske bolesti brijesta u proslosti nisu provodena na podrucju
Bosne i Hercegovine. Upravo nedostatak bilo kakvih informacija o uzro¢ni-
cima holandske bolesti brijesta, kao i ¢injenica da Bosna i Hercegovina pred-
stavlja podrucje na kojem je moguca pojava O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi x
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ssp. americana hibrida bili su glavni motivi ovog istrazivanja. Stoga, cilj istra-
zivanja bio je molekularnom analizom prikupljenih uzoraka na dijelu Bosne
1 Hercegovine (centralna Bosna) utvrditi populacionu strukturu Ophiostoma
novo-ulmi, $to predstavlja prvo istrazivanje takve vrste na podrucju Bosne i
Hercegovine.

Materijal i metode istrazivanja

Materijal sa stabala brijesta, potreban za istrazivanje, prikupljen je u dva na-
vrata na podrucju centralne Bosne. Uzorci su prikupljeni sa stabala koja su po-
kazivala znake umanjene vitalnosti 1 simptome koji podsjecaju na holandsku
bolest brijesta (stabla u procesu susenja ili suSenje pojedinih grana na vitalnim
stablima). Stabla su imala prsne pre¢nike 12-21 cm. Uzorci su isijecani u zoni
prelaza bolesnog u zdravo biljno tkivo i sadrzavali su koru i dio debla.

Prvi uzorci prikupljeni su na lokalitetu Zvijezda, u okolini Varesa 11. 5.
2016. godine, a drugi na obroncima Vranice, u blizini Busovace 20. 7. 2016.
godine. Na lokalitetu u okolini Varesa, biljni materijal potreban za istrazivanje
prikupljen je s pet simptomatic¢nih stabala u odjeljenjima 21, 22 i 26, koji pri-
padaju GJ “Gornja Miso¢a” i GJ “Gornja Stavnja”, SGP “Gornjebosansko”.
Na drugom lokalitetu u blizini Busovace, objekti istrazivanja bila su odjelje-
nja 169 i 170 koji pripadaju GJ “Busovac¢a”, SGP “Lasvansko”. Prikupljeno
je devet uzoraka sa simptomati¢nih stabala. Osnovne karakteristike odjela
prikazane su u tabeli 2.

Tabela 2. Osnovne karakteristike lokaliteta istrazivanja
Table 2. The main characteristics of research sites

Odjeljenje / Gospodarska jedinica/  Lokaliteti Nadmorskavisina/  Ekspozicija / Povrsina /
Department Management unit / Sites Altitude (m) Exposure Area (ha)
21 “Gornja Misoca” Lvijezda  1120-1320 J-1/5-E 71,51

22 “Gornja Misoca” Zvijezda  1100-1320 -I,1/S-EE 71,73

26 “Gornja Stavnja” Zvijezda  900-1060 LI-LZ/S,S-EW 41,20
169 “Busovaca” Busovaca  500-700 SIN 41,50

170 “Busovaca” Busovaca  500-700 SIN 85,50

Izolacija patogena vrSena je na MEA (malt extract agar) hranjivoj podlozi
koja je pripremljena po standardnoj recepturi proizvodaca. Isijecani su koma-
di¢i biljnog materijala na prelazu bolesnog u zdravo tkivo, pazljivo sterilisani

394 Simpozij Zastita Suma — stabilnost Sumskih ekosistema



Tarik Tresti¢, Aldin Vrani¢, Kenan Zahirovi¢: Molekularne analize prisustva vrsta Ophiostoma na brijestu...

u alkoholu i na plamenu, a potom stavljeni na MEA podlogu. Nakon inkuba-
cije na sobnoj temperaturi (20-22°C) 1 pojave micelija vrSeno je presijavanje
u novu Petrijevu podlogu te su tako dobijene Ciste kulture patogena.

Identifikacija kultura uzgojenih na sobnoj temperaturi vrSena je na bazi
prosjecne brzine rasta i izgleda kolonija na MEA podlozi. Kulture su inkubira-
ne sedam dana u tami, a potom 10 dana na difuznom svjetlu. Morfoloski izgled
kultura poreden je s dostupnim literaturnim podacima (Liberato et al., 2006).

Za ekstrakciju DNK iz micelija s hranjive podloge koriSten je protokol
Tel-Zur et al. (1999). Za amplifikaciju ciljanog segmenta DNK koriStene su
tubice s pripremljenim reagensima, proizvod ReadyToGo PCR beads firme
Amersham, Bioscience.

Reagensi su pripremljeni u formi bijele kuglice u koli¢inama koje obe-
zbjeduju da se u tubicama dopunjenim do 25 pl nalazi:

— 1,5 jedinica Taq DNK polimeraze,

— 10 mM Tris-HCI (pH 9,0 pri temperaturi ambijenta),
— 50 mM KCl,

- 1,5 mM MgClL,

— 200 uM dNTP i

— 200 uM stabilizatora.

Najcesce koristene koliCine prajmera, vode i ekstrakta DNK u mikrotubi-
cama za PCR za Ophiostoma spp. su:

— 1 pl prajmer 1 /OPA2 (TGCCGAGCTG); OPA4 (AATCGGGCTG);
OPA8 (GTGACGTAGG); OPB17 (AGGGAACGAG); OPK16
(GAGCGTCGAA); OPK19 (CACAGGCGGA); OPK20
(GTGTCGCGAG) za ITS region/,

— 8 ul ekstrakta DNK 1

— 16 pl destilovane vode.

Za postupak amplifikacije koriSten je termociklusar Eppendorf
Mastercycler Personal. Program amplifikacije ITS regiona vrsta Ophiostoma
spp. sastojao se od sljedecih ciklusa: 1 ciklus u trajanju 04'00" pri temperaturi
94°C (denaturacija); 2 ciklusa od kojih se svaki sastojao od tri potciklusa:
0'30" pri 94°C (denaturacija), potom 1'00” pri 37°C (hibridizacija) 1 2'00"
pri 72°C (elongacija), zatim 40 ciklusa, od kojih se svaki sastojao od tri pot-
ciklusa: 030" pri 94°C (denaturacija), potom 1'00"” pri 37°C (hibridizacija)
12'00" pri 72°C (elongacija) i, najzad, zavrSnog ciklusa u trajanju 8'00" pri
temperaturi 72°C (elongacija).
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Provjera uspjesnosti amplifikacije vrSena je elektroforetskim razdvaja-
njem molekula DNK na agaroznom gelu koncentracije 1,5% u koji je dodano
0,4 ng/ml etidij-bromida (Ethidium Bromide Solution 10 mg/ml, Amersham
Biosciences). Provjera uspjeSnosti amplifikacije molekula DNK izvrSena je
na agaroznom gelu pomocu uredaja za elektroforezu koji se sastoji od jedinice
za napajanje elektri¢nom energijom (Consort E865) 1 jedinice za horizontalnu
elektroforezu (Roth, Horizontal Electrophoresis Unit N562.1) pri naponu od
80 V u trajanju od 1 h 1 30 min. Za utvrdivanje udaljenosti odsjec¢aka na gelu
koristeni su markeri 100 bp (Carl Roth GmbH) 1 marker 1kb (New England
Biolabs).

Rezultati istraZivanja

Poslije izolacije iz prikupljenih uzoraka, dobijeno je ukupno 7 izolata.
Izvrsena je identifikacija izolata uzgojenih na sobnoj temperaturi na bazi opi-
sa kolonija (Slika 1. 1 2). Na osnovu opisa kolonija dobijena su dva razlicita
tipa kolonija. Prvi dobijeni tip kolonija ustanovljen je kod 2 izolata (91 192) i
karakteristi¢an je za Ophiostoma novo-ulmi vrstu, podvrstu novo-ulmi (Slika
1). Drugi tip kolonija koji je dobijen kod preostalih izolata (6, 7, 11, 121 14)
nije karakteristian ni za O. ulmi ni za O. novo-ulmi 1 moguce je da se radi o
hibridima (Slika 2).

Slika 1.1 2. Kultura Ophiostoma novo-ulmi s lokaliteta kod Busovace (lijevo); kultura
potencijalnog hibrida Ophiostoma novo-ulmi (desno)
Figure 1. and 2. Culture of Ophiostoma novo-ulmi from the location near Busovaca (left),
Culture of potential hybrid of Ophiostoma novo-ulmi (right)
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Izmjerena je brzina rasta kultura izolata 91 koji ima koloniju karakteristic-
nu za podvrstu novo-ulmi. Brzina rasta izolata dobijena je na osnovu premje-
renih pre¢nika pomocu formule:

(D2-D1)/2*(T2-T1), gdje je;

D1 — zbir pre¢nika kulture drugog dana nakon zasijavanja,
D2 — zbir prec¢nika kulture sedmog dana nakon zasijavanja,
T1 — vrijeme prvog mjerenja, 2. dan i
T2 — vrijeme drugog mjerenja, 7. dan.
Na osnovu navedene formule izraCunata je prosjec¢na brzina rasta kulture
koja iznosi 4 mm/dan.
U tabeli 3. su prikazani rezultati RAPD analize izolata.

Tabela 3. RAPD analiza izolata
Table 3. RAPD analysis of isolates

Vrsta prajmera i duZina odsjecka (bp) / Primer and fragment size (bp)

;‘;'::e"tet ';Z';tte/ OPA2 OPA4 OPAS OPKI9 OPK20 OPB17 OPKI6 OPKIG OPKIG OPKI6 fﬁ:msmma
1000 1900 800 1400 1750 1750 550 410 840 930

Lvijezda 6 X X X X X X O O O X Nije / Negative
Lvijezda 7 O o O ([ J o O o o O O 0.novo-ulmiH
Zvijezda n X X X X X X O O O X Nije / Negative
Lvijezda 12 X X X X X X O O O X Nije/Negative
Lvijezda 14 O O O ([ J O O [ O O O 0.novo-ulmiH
Busovata 91 O O O O ([ o O O O O 0.novo-ulmiH
Busovaca 92 O o O O O o O O O O 0.novo-ulmiH

X — nije testirano / not tested
O —nema odsjecka / no band
@ - ima odsjecak / have band
H — hibrid / hybrid

Diskusija

Ovojeprvoistrazivanje Ophiostoma sp. vrstanabrijestu u Bosnii Hercegovini,
¢ime je potvrdeno prisustvo hibrida izmedu dvije podvrste Ophiostoma no-
vo-ulmi ssp. novo-ulmi 1 Ophiostoma novo-ulmi ssp. americana. Naime, za

cetiri od ukupno sedam analiziranih uzoraka potvrdeno je da se radi o nave-
denim hibridima, dok tri izolata nisu pripadala vrstama iz roda Ophiostoma.
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Za izolate 6, 11 1 12 molekularnim analizama je utvrdeno da ne pripadaju
vrstama 1 podvrstama roda Ophiostoma, jer prilikom testiranja prajmerom
OPK16 nisu sadrzavali karakteristicne odsjecke za Ophiostoma vrste (550,
410 1 840 bp) (43% uzoraka), dok je za 4 uzorka (57% uzoraka) utvrdeno da
se radi o Ophiostoma vrstama.

Izolat 7 ima karakteristicne odsjecke s prajmerima OPA4 (1900 bp),
OPK19 (1400 bp), OPK20 (1750 bp), OPK16 (550 bp), koji odgovaraju od-
sjeccima koje su dobili Brasier 1 Kirk (2010), te odsjecak s prajmerom OPK16
(410 bp) koji odgovara rezultatima istrazivanja koje je dobio Solla i1 drugi
(2008). Utvrdeno je da je izolat O. novo-ulmi hibrid, jer po polozaju odsje-
caka koje su dobili Brasier 1 Kirk (2010) ponajblize odgovora izolatu H723.

Izolat 14 ima karakteristi¢ne odsjecke s prajmerima OPK19 (1400 bp),
OPK16 (550 bp), koji odgovaraju odsjeccima koje su dobili Brasier i Kirk
(2010) 1 za koje je utvrdeno da je O. novo-ulmi hibrid. Po polozaju odsjecaka
koje su dobili Brasier i Kirk (2010) ponajblize odgovora izolatu H765.

Izolat 91 ima karakteristi¢ne odsjecke s prajmerima OPK20 (1750 bp),
OPK17 (1750 bp), koji odgovaraju odsjeccima koje su dobili Brasier i Kirk
(2010), a koji odgovara izolatu H729, za koji je utvrdeno da je O. novo-ulmi
hibrid.

Izolat 92 ima karakteristicne odsjecke s prajmerima OPA4 (1900 bp),
OPK17 (1750 bp), koji odgovaraju odsjeccima koje su dobili Brasier i Kirk
(2010), a koji odgovara izolatu H747 za koji je utvrdeno da je O. novo-ulmi
hibrid (Tabela 2).

Iako kod nekih uzoraka nisu uoceni neki odsjecci koji su uoceni kod rezul-
tata koje su proveli Brasier 1 Kirk (2010), ovi uzorci su hibridi, jer su i njihovi
uzorci bili kombinacija pozitivnih 1 negativnih oc€itanja. Jedan od argumenata
na osnovu kojeg mozemo tvrditi da se radi o hibridima je i fenotipski izgled
kultura na hranjivoj podlozi, koje odgovaraju izgledu kultura za hibride koje
su ustanovili ranije navedeni autori.

Potvrda da se radi o hibridu (Slika 2) je 1 istraZivanje koje su objavili
Kirisits 1 Konrad (2004), gdje je izolat L/16 imao iste morfoloske karakteri-
stike kao 11zolati koji su okarakterisani kao potencijalni hibridi. U kontrolisa-
nim laboratorijskim uslovima ovaj izolat je karakteristican po koncentricnom
nacinu rasta, izrazenom zonacijom i obilnom proizvodnjom micelija. Prema
Kirisits 1 Konrad (2004) ovo ukazuje na moguénost da su ovakve kulture
hibridi izmedu O. ulmi i O. novo-ulmi. Kako bismo dodatno potvrdili da je
rije¢ o navedenoj podvrsti, izmjerena je brzina rasta kultura izolata 91 koji
ima koloniju karakteristicnu za podvrstu O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi. Brzina
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rasta izolata izmjerena je po metodi koja je prethodno opisana (Brasier, 1981).
Utvrdena brzina rasta kulture odgovara intervalu brzine rasta za datu podvr-
stu koji je naveden u literaturi (Brasier 1981; 1986b).

Prema Brasier 1 Kirk (2001), u Nizozemskoj je 1980. godine prikupljen
171 uzorak sa stabala zarazenim gljivama roda Ophiostoma. Molekularnim
analizama je utvrdeno da 16 izolata (9%) pripada vrsti O. ulmi, 14 izolata nije
se moglo izdiferencirati, dok je 139 izolata pripadalo vrsti i podvrsti O. novo-
ulmi ssp. americana. O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi je utvrdena na 14 izolata.
Medutim, dva izolata su imali dimorfizam vrste O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi,
a tip plodonoSenja od vrste O. novo-ulmi ssp. americana. Utvrdeno je da su
to prvi nalazi hibrida izmedu ove dvije podvrste.

RAPD analizom je utvrdeno da je na istim uzorcima 70-80% izolata sa-
drzavalo DNK od obje vrste, §to nas dovodi do zakljucka da se radilo o hibri-
dima (Brasier 1 Kirk, 2010). Prema istom modelu provedena su istrazivanja 1
na podru¢ju Bosne i Hercegovine. Potvrda hibridizacije ovih dviju podvrsta
u prirodi u Evropi su 1 istraZivanja brojnih autora: Brasier 1 Buck (2001),
Konrad et al. (2002), Brasier et al. (2004) Kirisits i Konrad (2004); Dvorak
et al. (2007), Solla et al. (2008), te Brasier 1 Kirk (2010). Posmatraju¢i ta-
kva istrazivanja moze se utvrditi da je upravo podrucje Bosne i Hercegovine
“zona hibridnosti”. Isti autori navode da hibridi sadrze fenotipske karakteri-
stike obje podvrste, koji su istog stepena agresivnosti prema brijestu i polako
zamjenjuju “Ciste” podvrste ovog patogena.

Zakljucci
Na osnovu provedenog istrazivanja mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

— Istrazivanjem je obuhvaceno 7 stabala brijesta na 3 lokaliteta, na kojima
je utvrdivano prisustvo Ophiostoma vrsta.

— 57% stabala u uzorku je bilo zarazeno Ophiostoma vrstama.

— Kod Cetiri analizirana uzorka potvrdeni su hibridi izmedu dvije podvrste
Ophiostoma novo-ulmi ssp. novo-ulmi 1 Ophiostoma novo-ulmi ssp. Ame-
ricana, ¢ime je utvrdeno da podruc¢je Bosne i Hercegovine pripada “zoni
hibridnosti”.

— Potrebna su obuhvatnija istrazivanja u narednom periodu kako bi se usta-
novio areal ovog patogena na Sirem podruc¢ju Bosne 1 Hercegovine.
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MOLECULAR ANALYSIS OF THE PRESENCE OF SPECIES OPHIOSTOMA
ON THE ELM IN BOSNIA AND HERZEGOVINA

Summary: Within this study, the presence of pathogens of Dutch elm disease (Ophiostoma
ulmi, O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi, O. novo-ulmi ssp. americana, and their hybrids) was ana-
lysed molecularly in Bosnia and Herzegovina. Molecular analyses showed that a total of 4 of
the 7 isolates from Elm belonged to fungi of the genus Ophistoma sp. It was found that the
area of Bosnia and Herzegovina is a “zone of hybridity,” and all four of the analysed isolates
were hybrids between subspecies O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi and O. novo-ulmi ssp. ameri-
cana. This is the first study of this pathogen in Bosnia and Herzegovina.
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