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BIOTICNO ZATIRANJE KOSTANJEVEGA RAKA Z UPORABO
HIPOVIRULENCE

Dusan Jurc'

1ZVLECEK

Pravi kostanj (Castanea sativa Mill.) je zastopan v Sloveniji na 232.000 ha gozdov, njegova
lesna zaloga je 2.981.000 m®. Kostanjev rak, ki ga povzroda gliva Cryphonectria parasitica
(Murr.) Barr, je najnevarnej$a bolezen pravega kostanja. S karantenskimi ukrepi v 50. letih
bolezni niso uspeli zatreti niti prepreéiti njenega Sirjenja. Sele nepri¢akovan pojav neskodijive
hipovirulentne oblike bolezni omogoga bioti¢no zatiranje kostanjevega raka.

Izolirali smo 13 znadilnih hipovirulentnih sevov kostanjevega raka iz kraskega, gorigkega in
koprskega areala pravega kostanja. Inokulirali smo jih v lubje pravega kostanja na treh
raziskovainih ploskvah v celinskem delu Slovenije {(Roznik, Jance, Gorjanci) in na nekaj
primerih preizkusili kurativni uginek hipovirulence z vnosom hipovirulentnih sevov v rob rakov
virulentne oblike bolezni. Prikazani so rezultati inokulacij v lubje. Morfoloske znacilnosti
podgobja v kulturi (obarvanost, sposobnost oblikovanja piknidijev) nakazujejo patogenost v
naravnih razmerah.

Klju¢ne besede: Cryphonectria parasitica, hipovirulenca, patogenost, Slovenija

ABSTRACT
BIOTICAL CONTROL OF CHESTNUT BLIGHT WITH HYPOVIRULENCE

Sweet chestnut (Castanea sativa Mill.) is present in Slovenia on 232.000 ha of forests, its
standing wood volume is 2.981.000 m® Chestnut blight, which is caused by the fungus
Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr, is the most devastating disease of chestnut. With the
caranthene measures in the fifties the disease was not eradicated nor was its spread
prevented. Unexpected apperance of hypovirulent form of the disease enables biotic control
measures against chestnut blight.

Thirteen strains of chestnut blight from typical hypovirulent infections were isolated from the
mediterranean growth area of chestnut in Slovenia. They were inoculated in three research
plots in the central part of Slovenia (Roznik, Jan¢e, Gorjanci) and in some cases the curative
effect of hypovirulence with the inoculations in the margins of virulent cankers was tested. The
results of inoculations in bark are presented. Morphological characteristics of strains in culture
(pigment production, ability to produce pycnidia) were good indicator of a degree of
pathogenicity in nature.

Key Words: Cryphonectria parasitica, hypovirulence, pathogenocity, Slovenia

1UVOD

Koevolucija glive Cryphonectria parasitica (Murr.) Barr in njenega gostitelja
kitajskega kostanja (Castanea mollissima Blume) je privedla do neskodljivega odnosa
patogena do gostitelja, ki je na Kitajskem omogogal preZivetje obema. Prenos glive na
novega gostitelja (Castanea dentata Borkh.) v Severno Ameriko leta 1905, je
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povzro¢il mnoZiéno propadanje in skoraj popolno iztrebljenje ameridkega kostanja.
Konec tridesetih let je bila gliva prenesena v Evropo in tu je povzrodila podobno
obseZno suSenje pravega kostanja (Castanea sativa Mill.), le da je le-to potekalo
pocasneje, saj je pravi kostanj odpornej$i na bolezen kot ameriski (Anagnostakis,
1987). V Sloveniji je bil kostanjev rak ugotovljen na meji z Italijo leta 1950 in kljub
izjemno obseznim zatiralnim ukrepom se je leta 1956 razgiril v notranjost ter nato po
vsej Jugoslaviji (Hodevar et al., 1969). Na okuZenih obmodgjih se kostanj mnoZi¢no
susi, $e posebej po klimatskih anomalijah (predvsem po hudih zimah) in vremenskih
ujmah (predvsem po toah), tako da se obseZnej$a suSenja prostorsko in &asovno
neenakomerno, vendar neprenchoma pojavljajo v celotnem arealu rasti pravega
kostanja pri nas. Nafini zatiranja kostanjevega raka, uporabljeni doslej (takojsen
posek okuZenih dreves, prepreevanje odganjanja iz panja, seZig se¢nih ostankov,
prepoved prevoza, lupljenje ali dezinfekcija okuZene hlodovine itn.), niso bili
udinkoviti za zaustavitev bolezni in velikih $kod. Pravi kostanj je v slovenskih
gozdovih nenadomestljiva drevesna vrsta, zastopan je na na 232.000 ha gozdov,
njegova lesna zaloga je 2.981.000 m® (Jurc ef al., 1994). Hipovirulenca kostanjevega
raka je po danas$njem razumevanju bolezni edini perspektivni naéin, ki dolgoro¢no
zagotavlja preZivetje te drevesne vrste in zmanj$anje $kod zaradi kostanjevega raka.

Hipovirulenca je pojav zmanjSanja sposobnosti patogena, da izzove bolezen.
Hipovirulentni osebki (sevi) glive C. parasitica vsebujejo v citoplazmi delce dsRNA
(double stranded ribonucleic acid - ribonukleinsko kislino z dvema nitkama), ki je
obdana z membrano in ima molekulsko tezo, ki je vija kot je obi€ajno virusna RNA
gliv. Ta dsRNA se ob stiku dveh micelijev z anastomozami (cevastimi povezavami
dveh celic) prenasa iz okuZenega (hipovirulentnega) v zdrav (virulenten) osebek glive
in ga spremeni v hipovirulentnega, neskodljivega za drevo (Day et al., 1977,
Anagnostakis, 1987; Heiniger in Rigling, 1994). Glive imajo razvite mehanizme, ki
prepredujejo Sirjenje virusov, oziroma drugih Skodljivih infektivnih dejavnikov v
populaciji vrste. Anastomoze med dvema osebkoma (ki jih gliva obi¢ajno uporablja za
koristno paraseksualno izmenjavo genetskepa materiala) niso vedno funkcionalne,
ampak lahko odmrejo takoj po nastanku. Pojav je genetsko determiniran. V tem
primeru dva osebka ozna¢imo kot vegetativno nekompatibilna, dsRNA se med takima
osebkoma velinoma ne more prenesti. Nekateri sevi so sposobni ustvarjati
anastomoze s §tevilnimi drugimi sevi, drugi le s posameznimi. Tudi med nekaterimi
nekompatibilnimi sevi se dsRNA lahko prenese, taki imajo vefjo konverzijsko
kapaciteto, kot bi sklepali po kompatibilnosti (Anagnostakis in Day, 1979).
Domnevajo, da se je v Evropi pojavila hipovirulenca kostanjevega raka pribliZzno 15
let po vdoru bolezni, vendar si pojava niso znali razlagati. Po odkritju osnovnih
zakonitosti pojava hipovirulence so se pokazale tudi moZnosti njegove prakti¢ne
uporabe. Danes je mogode s hipovirulentnimi sevi zdraviti posamezna obolela
drevesa, v Franciji pa je v osemdesetih letih potekal Sirok program Sirjenja
hipovirulentnih sevov (Heiniger in Rigling, 1994). Hipovirulentni sevi ne povzroéajo
odmiranje kambija, ampak se razvijajo v zunanjih plasteh lubja, povzro€ajo drobno
razpokanost in rahlo hipertrofijo okuZenega dela debla ali veje. Pri nas so te oblike
kostanjevega raka zelo pogoste na Primorskem (Panovec, Stara gora, Kras, Koprsko),
v notranjosti Slovenije jih pred nekaj leti e nismo zasledili, zdaj pa so v okolici
Ljubljane pogosti zaras€ajoéi se raki, zato domnevamo, da je hipovirulentna oblika
kostanjevega raka zastopana tudi Ze v notranjosti Slovenije (Jurc,1988; Jurc et al,
1994).
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O posameznih okuZbah kostanjevega raka, ki se celijo, je porocal Ze Biraghi leta 1951
(po Anagnostakis, 1987). Pojav so si napaéno razlagali do leta 1965, ko je Grente v
Franciji izoliral glivo iz zara$€ajoc¢ih se okuZb v Italiji in ugotovil, da se gliva v kulturi
morfolosko razlikuje od virulentne oblike in, da je sposobna spremeniti virulentno
obliko v sebi enako. Te seve je imenoval hipovirulentne. Pojav hipovirulence
kostanjevega raka so izredno intenzivno raziskovali v sedemdesetih letih v Severni
Ameriki, kjer so ugotovili njene temeljne znalilnosti. Ugotovili so, da je
hipovirulenca pogojena s citoplazmatsko determinanto, ki je povezana z zastopanostjo
dsRNA (Day et al., 1977). Ta ima molekulsko teZo mnogo visjo kot so teZe glivnih
virusov in je obdana z membrano (verjetno gostiteljevo), ne pa s kapsulo, kot so
nekateri virusi. Jaynes in Elliston (1980) opisujeta naine terapije kostanjevega raka s
hipovirulentnimi sevi v Ameriki. Porogala sta, da sta z evropskimi hipovirulentnimi
sevi ozdravila (zaCeli so se zara§éati) 86% virulentnih okuzb, vendar se hipovirulenca
v ameriski populaciji C. parasitica ne more obdrZati in §iriti zaradi velike genetske
razliénosti evropskih sevov, ki so genetsko precej drugaéni kot severnoameriski. Vse
to delo je bilo opravijeno z evropskimi hipovirulentnimi sevi, nasli pa so tudi
ameriske, ki se izjemno podasi $irijjo in niso tako uspe$ni za biotsko zatiranje
kostanjevega raka. Dodds (1980) je raziskoval dsRNA v italijanskih sevih s
poliakrilamidno gelsko elektroforezo in ugotovil, da obstaja dsRNA v ve¢ oblikah, od
katerih je le ena (imenuje jo tip 2 dsRNA), ki je sposobna povzrogiti najmod&ne;jsi
hipovirulentni uéinek na virulentni sev. Tudi vegetativna inkompatibilnost, kot
zaviralni dejavnik za $irjenje dsSRNA v populaciji patogena, je bila najintenzivneje
raziskovana v ZDA: Jaynes in Elliston (1980) sta ugotovila, da v okuZenem sestoju ne
moremo ozdraviti vseh virulentnih okuzb z enim hipovirulentnim sevom. Izhod sta
nasla v uporabi me3anice veé hipovirulentnih sevov z razli€no kompatibilnostjo.
Opisala sta laboratorijske postopke za definiranje kompatibilnosti. Anagnostakis
(1987) ugotavlja, da je v Evropi metodo zatiranja z uporabo hipovirulentnih sevov
mogodce uporabiti v operativnem gozdarstvu in kot dokaz navaja izkudnje v Franciji.
Postavlja teorijo, da hipovirulenca o¢itno nudi glivi neko neznano prednost, ki
povetuje konkurengnost glive v njeni ekologki nii. Kljub temu, da hipovirulentni sevi
oblikujejo 10-20% konidijev brez dsRNA, pa se hipovirulenca naravno $iri in ohranja,
kjerkoli je vzpostavljena.V Italiji je Turchetti (1982) ugotavljal moZnosti gojitvenih
posegov pri gospodarjenju s sestoji pravega kostanja, v katerih je zastopan kostanjev
rak v hipovirulentni obliki. Meni, da mora biti osnovni namen vsakega gojitvenega
posega Vv sestoj zavarovati in pospeSevati vzpostavljene hipovirulentne okuZbe.
Pomembni so tudi ukrepi gozdne higiene, ki naj v kar najvedjem obsegu zmanjsujejo
infekcijski potencial virulentne oblike glive. Bazzigher et al. (1981) poro&ajo o pojavu
hipovirulence v Svici. Tedaj so nasli hipovirulentne seve na priblizno Eetrtini
povrsine, kjer je bila zastopana virulentna oblika glive. Zaradi majhnega 3tevila
vegetativno inkompatibilnih skupin predvidevajo, da se bo hipovirulenca §irila hitro.
Na Hrvaskem je Halambek (1987) raziskala temeljne lastnosti hipovirulence
kostanjevega raka in dokazala zastopanost dsRNA v hipovirulentnih sevih iz tega
obmodja.

Zeleli smo preizkusiti virulentnost najbolj tipi¢nih hipovirulentnih sevov, ki smo jih
izolirali iz primorskega dela areala pravega kostanja pri nas. Najmanj $kodljive seve
bi lahko uporabili za aktivno Sirjenje v predele, kjer hipovirulentne oblike
kostanjevega raka $e niso zastopane in za zdravljenje posameznih virulentnih okuZzb.



294 Du$an JURC

2 MATERIAL IN METODE

Iz roba neskodijivih, povrinskih okuzb na skorji pravega kostanja smo v aprilu 1989 odvzeli
priblizno dva cm Siroke in pet cm dolge dele lubja tako, da smo z nozem lubje odrezali do
kambialne plasti. V laboratoriju smo s skalpelom odrezali nekaj mm velike ko$¢ke na prehodu
med zivim in mrtvim delom lubja in jih sterilizirali 10 sek. v 50% raztopini varekine (3,1%
aktivnega klora). Kos¢ke lubja smo osusili s filirirnim papirjem in  jih namestili na gojisée iz
krompirjevo glukoznega agarja (PDA, Bio-Merieux, 3,9%). Za nadaljnje delo smo uporabili 13
sevov, ki so v kulturi oblikovali najmanj piknidijev in niso bili obarvani oranzno, ampak rahio
rumeno ali so bili beli. Lokacije nabiranja izbranih sevov so naslednje: Panovec (Stevilka seva
v nadaljevanju: 1, 2, 3), Stara Gora (4), Pedrovo (5, 6, 7; seva 5 in 6 sta bila izolirana iz iste
okuzbe, prvi je bil bel, drugi rumen), Lipa (8), Tomaj (8), Kotabona (10, 11) in Ocizla (12, 13).
V lubje panjevskih odganjkov pravega kostanja, ki so imeli premer 11 do 35 cm, smo seve
vnesli 14. 8. 1989 (Roznik, vrt Gozdarskega instituta Slovenije), 24. 8. 1989 ( Jan&e, GGE
Polje, KO Volavlje, odd. 19a) in 25. 8. 1989 (Gorjanci, GGE Gorjanci, KO Crneda vas, odd.
124d). Vseh 13 sevov smo inokulirali v lubje odganjkov iz enega panja, na vsaki poskusni
ploskvi v petih ponovitvah, opravili smo tudi kontrolo tako, da v rano nismo vnesli glive. Lubje
smo pred inokulacijo razkuzili s 96% etanolom (p.a. Fluka). Z razkuzenim luknjac¢em za usnje s
premerom 8mm smo odstranili lubje do lesa in v nastalo odprtino s pinceto vnesli podgobje
glive iz roba 20 dni stare kuiture glive. Odprtino na lubju in podgobje smo prekrili z lepilnim
trakom Millipore. V vsak panjevski odganjek smo cepili Sest sevov v 20 cm razdaljah po visini
(najnizji je bil 60 cm od tal) in na poganjku vsakega na razli¢ni strani neba (S, J, V, Z). V
nekajmesednih presledkih smo izmerili viSino in $irino nekroz na lubju (2, 4, 7, 9 mesecev po
inokulaciji). Kon&¢no meritev in reizolacijo inokuliranih sevov smo opravili 18 mesecev po
inokulaciji. Po enadbi za povrsino elipse smo izradunali povr§ino nekroz lubja, ki je mera
patogenosti posameznega seva.

V blizini poskusnih ploskev smo v zunanji rob virulentnih okuzb s kostanjevim rakom
(zastopana so bila trosis$¢a glive) cepili naslednje hipovirulentne seve: 6§ (na Rozniku), 7 (na
Jangah), 6, 7, 10 (na Gorjancih). Tehnika cepljenja je bila enaka kot zgoraj, cepliena mesta pa
so bila na razdalji 5 - 8 cm in so obdajala celotni obod nekroze lubja.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

V kulturi se sevi razlikujejo v barvi in v Stevilu piknidijev. Za inokulacije na poskusne
ploskve smo izbrali bele seve, ki ne oblikujejo piknidijev, nato bele, ki piknidije
oblikujejo in rahlo rumene, ki tudi oblikujejo piknidije. Po literaturnih podatkih naj bi
ta morfoloska znamenja nakazovala hipovirulentno lastnost sevov (Conedera, 1993).
Kontrolne rane, v katere nismo vnesli glive, so se zarasle brez oblikovanja kakr¥nekoli
nekroze lubja.

Rezultate inokulacij prikazuje tabela 1 in slika 1. PovrSine nekroz kaZejo veliko
variabilnost v okviru enega seva, $e vejo pa med razlicnimi sevi. ZmanjSana
patogenost je izrazita pri sevih &§. 5, 6, 10 in 12, ki izvirajo iz velikega dela areala
nabiranja vzorcev (Pedrovo, Ocizla, Kostabona). Zanimiv je pojav, da tudi rumeno
obarvani izolat kaZe izrazito hipovirulenco (5t. 6). Najbolj virulentni izolati (3t. 3, 8, 9
in 11) se po povrsini nekroz pribliZujejo normalno patogenim izolatom, v nekaterih
primerih so pod inokuliranim mestom zageli izra§€ati drugotni poganjki.



Tabela I:

Table 1:
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v Casu poskusa

parasitica in the time of the experiment

PovrSine nekroz lubja pravega kostanja, ki jih je povzrogilo 13 sevov C. parasitica

The area of bark necroses of sweet chestnut produced by 13 strains of C.

povriina nekroze lubja v cm® in standardna napaka(S.E., v oklepaju)

sev
st area of bark necroses in cm?” and standard error (in brackets)
str. 2 mes. 4 mes. 7 mes. 9 mes. 18 mes.
num {months) (months) (months) (months) (months)
1 1,144 (0,325) | 1,968 (0,656) | 3,101 (1,215) | 5,988 (2,925) | 34,292 (12,115)
2 1,336 (0,385) | 2,173 (0,683) | 5,269 (1,663) | 10,807 (3,413) | 42,776 (10,844)
3 1,838 (0,337) { 4,012(0,821) | 7,073 (1,379) | 15,189 (3,075) | 58,249 (11,025)
4 1,483 (0,537) | 1,907 (0.620) | 3,023 (1.262) | 6,283 (2.687) | 23,872 (8.816)
S 1,242 (0,357) | 1,898(0,507) | 2,144 (0,519) | 2,707 (0,558) | 4,360 (1,248)
6 1,743 (0,556) | 2.156(0,659) | 2,400 (0,672) | 3,385(0,894) | 8,051 (2,097)
7 2,648 (0,744) | 4.327(0,954) | 6,754 (1,724) | 10,143 (2,390) | 19,640 (4,597)
8 2,696 (0,826) | 4,968 (1,524) | 8,846 (2,584) | 17,827 (5,068) | 56,603 (15,047)
9 5,501 (1,095) | 11,539 (1,466) | 18,209 (2,064) | 28,139 (2,521) | 53,220 (6,847)
10 2,611 (0,731) | 3,924 (0,805) | 4,485(0,961) | 5,559 (1,134) | 8,697 (1,874)
11 3,992 (0,968) | 7,782 (1,257) | 13,204 (2,022) | 26,533 (4,078) | 75,242 (8.671)
12 1,667 (0,224) | 2.132(0,259) | 2,668 (0,386) | 4,848 (0,808) | 11,397 (2,199)
13 3,032 (1,109) | 3,903 (1,367) | 7,970(2,921) | 10,825 (3,896) | 33,635 (7,922)
90

povrsina nekroze lubja (cm2)

area of bark necrosis (cm2)

6

7 8 9
Stevilka seva
strain number

10 M

12 13

MES_18
MES_9
MES_7
MES_4
MES_2

BOBOM

Slika 1: Povrsine nekroz lubja pravega kostanja, ki jih je povzro€ilo 13 sevov C. parasitica

v asu poskusa

Figure I: The area of bark necroses of sweet chestnut produced by 13 strains of C. parasitica
in the time of the experiment
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Primerjava s podobnimi poskusi (Halambek, 1987, Anagnostakis in Waggoner, 1981)
kazZe, da vseh 13 preizkuSanih sevov lahko oznacimo kot hipovirulentne. Sevi §t. 5, 10
in 12 so bili v kulturi beli in so oblikovali le posamezne piknidije, povzrogili so
majhne nekroze lubja. Sevi 3, 8, 9 in 13 so med izbranimi oblikovali najve¢ piknidijev
v kulturi in bili so najintezivneje rumenooranZni. ZmoZnost sevov za oblikovanje
piknidijev in barvila je povezana z njihovo patogenostjo. Ugotovitev se na splosno
sklada z navedbami iz literature (Anagnostakis, 1987, Halambek, 1987, Heiniger in
Rigling, 1994), vendar je v nekaterih raziskavah ugotovljeno tudi, da ni jasnih
povezav med fenotipom kulture in hipovirulenco (Halambek, 1987, Heiniger in
Rigling, 1994). Te ugotovitve nakazuje tudi primerjava morfoloskih znacilnosti seva
7, ki je kljub rumeni obarvanosti povzro¢il majhne poskodbe lubja. Razliéno moc¢na
virulenca hipovirulentnih sevov, ki jo lahko ozna€imo kot razpon med avirulenco in
normalno virulenco patogena, je opazena v vseh raziskavah, tudi nasi.

Z reizolacijami gliv iz roba povrSinskih okuZb inokuliranih ran smo pridobili seve, ki
se morfologko niso razlikovali od inokuliranih.

Vse inokulacije v rob virulentnih okuZb s kostanjevim rakom so bile uspesne, kljub
temu, da je bila kompatibilnost sevov neznana. Rane so se po 18. mesecih od
inokulacije celile in zagele zara3¢ati nekrozo.

4 SKLEPI

Z inokulacijami lubja pravega kostanja je bila ugotovljena hipovirulenca kostanjevega
raka v primorskem delu areala pravega kostanja.

Tipi¢ni hipovirulentni sevi kostanjevega raka so raz§irjeni v celotnem primorskem
delu areala pravega kostanja.

Poskusi zdravljenja virulentnih oblik kostanjevega raka z inokulacijo najtipi¢nejsih
hipovirulentnih sevov so uspeli in potrdili moZnost uporabe pojava hipovirulence za
bioti¢no zatiranje kostanjevega raka.
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