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NEKATERE IZKUSNJE PRI IZVAJANJU KONVENCIONALNE ODBIRE IN
ZLAHTNJENJA PRAVEGA KOSTANJA (Castanea sativa Mill.) NA
TOLERANTNOST PROTI OKUZBAM Z GLIVO Cryphonectria parasitica (Murrill)
Barr
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IZVLECEK

V prispevku so predstavljene nekatere izkudnje pri raziskavah povezanih s selekcijo in
Zlahtnjenjem pravega kostanja (Castanea sativa Mill.) na tolerantnost proti okuzbam z glivo
Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr. Delo na konvencionalnem Zlahtnjenju je zaradi
velike popularnosti  biotehnoloskih pristopov (genetski inZeniring) skoraj popolnoma
zamrlo. Uporaba konvencionalnih metod je $e naprej smiselna in potrebna, ker zgolj z bio-
tehnoloskimi metodami do sedaj e vedno niso uspeli pridobiti zanesljivo in trajno odpornih
populacij kostanjev, ki bi poleg visoke stopnje tolerantnosti proti okuZbam z omejenim
Stevilom virulentnih tipov glive, imeli tudi ustrezno visoko stopnjo prilagodljivosti na
lokalne rasti$¢ne razmere. Med stopnjo tolerantnosti na okuzbe in prilagodljivostjo populacij
pravih kostanjev na variabilne rasti§¢ne razmere obstaja tesna povezava. Predstavijeni so
rezultati petletne odbire rastlin za oblikovanje star§evskega (parentalnega) materiala za
zaletek programa kriZanja. Podana je ocena primernosti eksperimentalne tehnike umetnega
okuZevanja rastlin s trosi in micelijem virulentnih tipov glive za ocenjevanje odpornostnega
odziva kostanjevih dreves starih od enega do $§tirih let.
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ABSTRACT

EXPERIENCES WITH CONVENTIONAL SELECTION AND GENETIC
IMPROVEMENT OF TOLERANCE OF THE EUROPEAN CHESTNUT (Casfanea
sativa Mill.) TO
INFECTIONS WITH Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr

The article presents experiences that were obtained during research associated with selection
and genetic improvement of the European chestnut (Castanea sativa Mill.) tolerance to
infections with Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr. The conventional breeding methods
aimed at creating tolerant populations are no longer very popular because of prevailing
biotechnological approach, especially genetic engineering. The conventional selection is
still needed due to the fact that biotechnology applied alone cannot assure the creation of
plant materials that, beside high level of durable tolerance to infection coused by a limited
number of virulent types of the fungus, are also well adapted to highly variable local
growing conditions. There is a close relationship between the tolerance level of chestmut
plants to the fungal infection and disease development, and the level of adaptability to the
existing growing conditions. A five year practical work associated with the selection of
tolerant genotypes was focused on creating parental material for genetic recombination. The
work included critical evaluation of suitability of infection methodology (infections with
fungal spores and mycelium) for quantification of tolerance response of young chestnut
plants.

Key words: Chestnut  blight, Cryphonectria parasitica, chestut, Castanea sativa,
conventional  selection, genetic improvement of tolerance to disease, experimental
techniques
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1. UVOD

Bolezen kostanjev rak, ki jo na pravem kostanju (Castanea sativa Mill.) povzro¢a gliva
Cryphonectria parasitica (Murrill) Barr je splosno razdirjena v nasih gozdovih. Tako kot v
drugih drzavah smo tudi pri nas zaskrbljeni zaradi mnoZi¢nega propadanja dreves, ki je
ponekod Ze doseglo tolikien obseg, da se sestoji po naravni poti ne uspejo ve€ sproti
obnavljati.

V zadnjih 50 letih so v Evropi in v ZDA zageli z izvajanjem §tevilnih obseznih raziskovalnih
programov za refevanje problematike kostanjevega raka in za selekcijo odpornih rastlin.
Pogosto se je vetletno delo koncalo z manj$im uspehom, kot je bilo pricakovano (npr. 30
letni §vicarski program od leta 1951 do 1981; Bazzigher, 1981; Bazzigher in Miller, 1982;
Roane ef al., 1986). Pokazalo se je, da s klasi¢nimi metodami odbire in Zlahtnenja skorajda ne
moremo priti do populacij rastlin, ki bi imele zadosten in trajen odpornostni potencial.
Selekcijski ciklus je bistveno predolg, glede na hitrost genetskega rekombiniranja patogene
glive. Pogosto izvajajo krizanja z azijskimi vrstami kostanjev, Cemur sledi veliko Stevilo
povratnih krizanj za izgubljanje neZelenih fenotipskih lastnosti azijskih starSev. Hibridni
potomci imajo pogosto manj uporabne gospodarske lastnosti in slab§e prenadajo zimo. Dokaj
velika ovira pri delu sta razmeroma pofasen obrat potomstva (pozen vstop v rodnost) in
nejasne povezave med fizioloskimi oziroma morfoloskimi lastnostmi kostanjev in
odpomostnim potencialom. Tako so mnogi mislili, da je mo¢ odpornost korelirati s kemiéno
sestavo lubja (npr. z vsebnostjo taninov). Do sedaj te povezave e niso zanesljivo potrdili
(Anagnostakis, 1992). Prvo oviro so znanstveniki Ze delno premostili s premisljeno uporabo
hormonov in kombinacijami hranil ter z razmnoZevanjem v tkivnih kulturah, druga pa 3e
vedno ostaja, kljub precej$nim uspehom pri dolo¢evanju regij genoma s potencialnimi geni
za odpornost (Bernatzky in Mulcahy, 1992; Kubisiak ef al., 1997; Schafleitner in Wilhelm,
2002). Velik napredek je bilo spoznanje o hipovirulentnih sevih glive, ki so okuZeni z
hipovirusi (virusi brez proteinskega plas¢a iz druzine Hypoviridae) ali pa vsebujejo
nevirusne, za normalen razvoj glive, motede fragmente RNK (Bissegger ef al., 1997; Peever
et al., 1997; Sandra et al., 1998; Robin ef al., 2000; Hillman in Suzuki, 2004; Allen in Nuss,
2004). Ti sevi ne povzrofajo tako uni¢ujode oblike bolezni, kot virulentni sevi. S
hipovirulentnimi sevi okuzeno drevje se uspe bolj ali manj sproti obnavljati, odprte rakaste
rane se pri njih ne razvijejo (Hebard er al, 1984). Dodatno je drevje okuZeno z
hipovirulentnimi sevi precej manj dovzetno za propadanje po okuzbi z agresivnimi
(virulentnimi) sevi. Pri razvoju v istem tkivu med virulentnimi in hipovirulentimi sevi
prihaja do antagonizma, pri paraseksualnem razmnoZevanju pa hipovirulentni sevi z virusi
okuzijo virulentne, kar ovira normalen razvoj zadnjih. V ZDA so ustvarili genetsko
modificirane hipovirulentne seve glive in jih sprostili v naravne sestoje. Tam je pohod
genetskega inZeniringa opazen tudi pri izbolj§evanju gozdnega drevja (Adams et al., 2002).
Taksni pristopi z uporabo genetskega inZeniringa za Evropejce za zdaj Se niso sprejemljivi.
Hipovirulenca je §e vedno ena od vodilnih tem raziskovalcev saj v zvezi z njo letno objavijo
ved deset ¢lankov, kar kaZe na velik potencial te metode. Prav tako je videti, da so evropske
drzave opustile programe klasiéne selekcije kostanjev na odpornost proti C. parasitica. Tudi
v na$ih gozdovih prakti¢no izrabljamo fenomen hipovirulence in s selektivnim sekanjem
dreves okuzenih =z virulentnimi soji skufamo povelati delez dreves, ki so okuZena z
hipovirulentnimi sevi. S tem skuS§amo vplivati na populacijsko dinamiko obeh gliv.
Opravljenih je bilo tudi nekaj domadih raziskav (Jurc, 1997). Ocene nekaterih gozdarskih
strokovnjakov kaZejo, da ta cenen sistem dela daje pozitivne rezultate in, da se popolnega
izumrtja kostanja pri nas ni bati. 50 do 60 let od zadetka $irjenja glive je verjetno Se prekratek
&as, da bi se v naravi vzpostavilo stabilno ravnoteZje med patogenom in gostiteljem. Pri nas Se
ne razpolagamo s popolno banko podatkov o tevilu hipovirulentnih sevov in 0 moZnostih za
paraseksualno krizanje preko anastomoznih mostov med njimi samimi in virulentnimi sevi.
Opazovanja v naravi kaZejo, da so hipovirulentni sevi pri nas Ze bolj ali manj razirjeni po
vsem arealu pojavljanja pravega kostanja in njegove bolezni. Navadno raziskovanje tako
kompleksnih  bolezni  dreves, kot je  kostanjev  rak, zahteva  veliko
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denarja, ki ga v naSem okolju ni na voljo, kljub vsesploSnem poudarjanju o pomenu reSevanja
problematike kostanjevega raka. VpraSanje je, ali je s skromnimi sredstvi sploh mogode kaj
narediti, posebej ob pogledu na izkusnje veliko bogatejsih, ki prav tako niso ustvarili zares
tolerantnih populacij dreves. Gotovo nas v tej zagati s fenomenom hipovirulence narava
resuje kar sama. Glede na to, da v nekaterih okoljih hipovirulentni sevi ne morejo v kratkem
¢asu prevladati nad virulentnimi (primer; Milgroom in Cortesi, 2004), ker imajo ti obrambne
mehanizme pred vnosom oslabitvenega virusnega RNK fragmenta (Robin et al., 2000;
Bissegger ef al., 1997), razmislek o pomo¢i naravi vseeno ni odvec.

V tem prispevku so predstavljeni nekateri rezultati sorazmemno skromne domace raziskave o
moznostih preproste mnoZiéne selekcije za ohranjanje genskega rezervoarja in potomstva
nekaterih dreves, ki vizualno kaZejo veliko Zivljenjsko mog (vigor) in tolerantnost na okuzbe
z glivo.

2. MATERIAL IN METODE DELA
Diagram 1: Predlog za izvajanja mnoZi¢ne selekcije (levo) in individualne selekcije (desno)

pravega kostanja za pridobitev populacij potomcev tolerantnih na okuzbe z glivo
Cryphonectria parasitica.

OkuZevanje potomcev pridoblienih iz plodoy
| Odbira potomeey plede natezultate.

“okuZevanja vsaj s petimi agresivnimi soji.
2 =

]

E Vegetativno namnoZevanje izbranih potomcev prve generacije ‘

‘Vegetativno namnoZevanje izbranih
potomcev prve generacije

A

| Ponovitev postopka okuZevanja 1

l Zgodnja indukeija cvetenja vegetativno pridobljenih potomcev i

Prosto naravno kriZanje vegetativio vzgojenih potomcev
na izolirani lokaciji

Q

| Vraganje semen tega potomstva nazaj v naravo !

1 Individualna kriZanja potomcev I

[ Cikli¢no ponavljanje postopkov ;

1 Skrb za uspefen razvoj potomcev mnoZiénega kriZanja I

Trajno sistematino ponavljanje postopka z izbranimi sestoji,
ki imajo za Slovenijo najve&jo vrednost
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2.1 Preudevana populacija kostanjev in glive

Za ocenjevanje stopnje tolerantnosti pravega kostanja (Castanea sativa) proti okuZbam z
glivo Cryphonectria parasitica smo tri leta izvajali umetne okuzbe vejic sadik kostanjev s
sporami in micelijem agresivnih sevov glive. Sadike so bile ob okuZevanju stare tri (2001),
stiri (2002) ali pet let (2003). Delo v vseh treh letih raziskovanja je potekalo na enak nacin. V
gozdnih sestojih na Pohorju, na Kozjaku in v Halozah smo nabrali plodove kostanjevih
dreves, ki so bila zdrava in so imela zarasle rane od okuZb z glivo C. parasitica. 'V tem
prispevku so predstavljeni rezultati poskusov na 200 drevesih gojenih v raziskovalni
drevesnici na polju v botani¢nem vrtu Fakultete za kmetijstvo Univerze v Mariboru.

V enakih gozdnih sestojih smo poiskali tudi popolnoma propadajota drevesa okuZena z
agresivnimi (virulentnimi) sevi glive in iz njih izolirali micelij. Ocena, da gre za virulentne
seve je temeljila na tem, da so drevesa popolnoma propadla in, da je imel micelij v &isti
kulturi zna&ilno oranzno barvo, med tem, ko hipovirulentni sevi glive v &isti kulturi navadno
ne oblikujejo izrazitih pigmentov in je micelij rumenkast, belkast ali belkasto sivkast (Roane
et al., 1986). Micelij smo izolirali na obifajen nadin iz vej, ki smo jih nekaj casa pustili s
spodnjim delom namocene v vodi v vlazni komori. Pred odvzemom micelija smo veje
povrsinsko sterilizirali z uporabo 3 % natrijevega hipoklorita (1-2 minuti). Nato smo na coni
prehoda rakaste rane v zdravo lubje naredili rezno ploskev, da je bil viden kambij prerasel z
micelijem, ki smo ga s skalpelom prenesli na obiéajen krompirjev dekstrozni agar (PDA;
proizvajalec DIFCO). Po vec¢kratnem precepljanju smo dobili &isto kulturo glive, ki smo jo
gojili pri sobni temperaturi in zmerno visoki vlagi v petrijevkah v steklenih posodah.

2.2 Sistem okuZevanja in ocenjevanja odpornostnega odziva dreves

Odlogili smo se za sistem okuZevanja v rane, ki smo jih povzroéili z injekcijsko iglo v mesecu
maju. V rane smo vstavili ko§¢ek micelija (z agarjem vred) ali pa vbrizgali suspenzijo spor
glive (meSanica piknospor in nekaj askospor). Zeleli smo, da je rana pri obeh sistemih
okuZevanja enaka. V posameznem letu smo pri vseh drevesih uporabili samo en izolat glive.
Izmed vedjega Stevila izolatov smo se odlogili za tri. V letu 2001 smo uporabili . izolat
Jelovice 3/2001 v letu 2002 izolat Slape 5/2002 in v letu 2003 izolat Slape 5a/2002. Za
okuZevanje smo izbirali vejice dolge 60 do 80 cm s premerom med 1 in 1,5 cm. OkuZbo smo
izvedli vsaj 30 cm stran od debla. Da bi preprecili vdor glive v centralno deblo smo po
ocenjevanju okuZene vejice odrezali tik ob deblu in rano premazali s cepilno smolo.

Pri postopku okuZevanja s sporami (postopek A) smo pod lubje vej zarinili injekcijsko iglo in
vbrizgali priblizno 1-2 ml suspenzije spor glive. Suspenzijo spor smo dobili tako, da smo 4
do 6 tednov star micelij glive v gojis¢u prelili z destilirano vodo in petrijevko potresli. V
posamezno petrijevko smo nalili 30 ml destilirane vode. Potem smo suspenzijo vsrkali v
injekeijo in ji dodali e 30 ml vode. Pri vseh pripravljenih petrijevkah smo ponovili enak
postopek in nato teko&ino zdruzili v eno posodo in vse skupaj premesali, tako da so bila vsa
drevesa inokulirana s suspenzijo iz iste posode. Preden smo suspenzijo iztisnili iz injekcijske
igle smo vbodno mesto ovili z mikropor trakom (Micropore trak - Tosama §t. 1535) tako, da
je ob vbodnem mestu nastal Zepek, v katerem se je zadrZala izbrizgana suspenzija. Potem smo
mikropor v zgornjem delu previdno stisnili ob lubje, da je nastal ob vbodni rani balon poln
suspenzije. Tako smo ustvarili ugodne razmere za kalitev spor, sicer bi se rana takoj po
vbrizgavanju izsufila in spore morda ne bi kalile. 'V suspenziji spor so prevladovale
enoceli¢ne piknospore (vsaj 500 spor na 1 ml).

Postopek okuZevanja z micelijem (postopek B) smo izvedli tako, da smo najprej z
injekcijsko iglo naredili enako rano kot pri vbrizgavanju spor (2 mm x 3,5 mm), nato pa smo
poskodovano lubje malo privzdignili in pod njega vstavili 2 x 2 mm velik kos micelija z
gojistem vred. Nato smo micelij stisnili v rano z lubom, ki je §trlel od rane in rano ovili z
mikropor trakom. Mikropor trak varuje rano pred hitro izsusitvijo in pred pti¢i, ki zelo radi
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jedo gojisée glive. Spore in micelij so izvirale iz istega izolata glive zato je primerjava med
stopnjo tolerantnosti dreves proti okuzbam s sporami ali okuzbam z micelijem moZna.

Oceno razvoja glive na mestih okuzbe smo opravili dva in pol meseca od datuma okuZevanja.
Obigajne metode dela za ocenjevanje odpornostnega potenciala (Griffin ef al., 1983) smo
nekoliko modificirali in poenostavili. Merjenje povrSine tkiva — lubja, poSkodovanega od
glive, po uspedni okuZbi smo izvedli z uporabo ravnila s katerim smo izmerili vzdolZni
premer od glive spremenjenega tkiva. Imeli smo namen izraCunavati povrsino rakastih ran s
pomodjo enacbe za plos¢ino elipse. Ker je gliva zelo pogosto prerasla lubje okrog celotnega
obsega vejice, preénih premerov nismo merili in prav tako nismo izradunavali povr§ine rane.
Za primerjave smo uporabili le podatek o vzdolZnem premeru. Nekateri raziskovalci
odpornostni potencial kvantificirajo z hitrostjo povefevanja rakave rane v Casu, ne pa s
kon¢no velikostjo rane po dolotenem &asu (Anagnostakis, 1992). Tudi takSen pristop ne
omogo¢a popolne kvantifikacije odpornostnega potenciala, ker zanesljive povezave med
cono invadirano z micelijem in cono, ki kaZe spremembe na lubju ni. Nekateri raziskovalci
uporabljajo tudi drugaéne, modificirane »in vitro« metode meritve rasti micelija na kosih vej
ali neposredno na lubju (Rodrigeuz in Colinas, 1999; Lee ef al., 1992), ki pa se nam niso
zdele primerne.

Osnovni kriteriji za dajanje ocen o tolerantnosti na okuZbe so bili: velikost rakaste rane —
pege, oblikovanje obrambnih kalusnih tkiv, oblikovanje delnih ali popolnih zaraslin na mestu
okuzbe in stopnja vitalnosti — propadlosti napadenih tkiv. Prikaz razliénega obsega
napadenih tkiv pri razli¢no ob¢utljivih drevesih je prikazan v preglednici 1. V primerih, ko
okuZba ni bila jasno vidna smo vejice odrezali in jih s spodnjim koncem namocili v vodo ter
dali za tri tedne v vlaZzno komoro. Tako smo pospeSili razvoj morebitnega latentnega
micelija. Po tem asu smo naredili prereze lubja in skugali najti micelij. Ce micelija nismo
nasli smo $teli, da okuzba ni uspela.

Oceno "zelo obiutljivo drevo" smo uporabili pri drevesih, kjer je rakasta pega po dveh
mesecih dosegla ve€ kot 35 mm vzdolZnega premera in kjer se je vejica nad okuZenim
mestom zacela susiti, ker je gliva uni¢ila vsa prevajalna tkiva okrog celotnega obsega vejice.
Oceno "obéutljivo drevo" smo uporabili pri drevesih, kjer so nastale rane — pege s vzdolZnim
premerom 20 do 35 mm, vejica nad okuZenim mestom pa se ni zacela susiti. Pri drevesih
ocenjenih z oceno "ob¢utljivo drevo" v srediScu pege ali rane nismo opazili obrambnih
kalusnih tkiv, temve¢ popolnoma mrtva tkiva lubja, ki je odstopilo od lesa. Oceno "srednje
obéutljivo drevo" smo uporabili pri drevesih, kjer so rakaste rane — pege dosegale vzdolZni
premer 10 do 20 mm in gliva ni uni¢ila vseh tkiv okrog celotnega obsega veje. V srediS¢u
okuZzbe so §e bili vidni posamezni otocki Zivih tkiv lubja in obrambne kalusne plasti. Oceno
"malo obcutljivo drevo" smo uporabili pri drevesih, kjer so rakaste rane — pege dosegale
vzdolzni premer 5 do 10 mm in gliva ni unic¢ila vseh tkiv okrog celotnega obsega veje. V
sredi§Cu okuzbe je bili viden obrambni kalus in zarasline rane. Ocene "malo obcutljivo
drevo" v primerih, ko ni bilo mogod&e opaziti razvoja glive nismo dali, ker v takSnem primeru
nismo vedeli ali gliva dejansko ni uspela invadirati tkiva ali pa je 8lo za slabo opravljen
postopek okuzbe.

Ocenjevanje pri okuzbah s sporami in z micelijem je potekalo na enak nacin, le da je bil
kriterij premer rane pri ocenjevanju okuzb s sporami nekoliko drugacen. Pri razvr§€anju v
posamezni odpornostni razred smo pri okuzbah s sporami upoStevali za 5 do 10 mm oZje
premere rakastih ran (preglednica 1). Po okuZbah s sporami se rana ob vdornem mestu, v
zaGetnem obdobju poveduje znatilno bolj pocasi, zato je navadno neprimerno manjsa, kot v
primeru okuzbe z micelijem. Ce bi upojtevali popolnoma enak kriterij, bi bilo videti, da so
drevesa pri okuzbah s sporami bistveno bolj odpoma.
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Preglednica 1: ObrazloZitev ocen za odpornostni odziv okuZenih rastlin na podlagi
vzdolZnega premera rakavih sprememb na vejicah

Table 1: Description of chestnut tolerance evaluation marks according to the longitudinal
diameter of bark necroses developed at the point of artificial infection with spores or
mycelium

Ocena obdutljivosti: Vzdolzni premer od raka spremenjenega lubja:

Ocena 2,5 mesca od okuzbe: Longitudinal diameter of bark necroses:

Assessment of susceptibility: OkuZeno s sporami: OkuZeno z micelijem:

Evaluation 2.5 months after infection:|  Infection by spores: Infection by mycelium:

Zelo obdutljivo drevo 70B >35 mm >25 mm

Highly susceptible tree

Obcutljivo drevo OB 20— 30 mm 10 20 mm

Susceptible tree

Srednje ob&utljivo drevo SROB 10— 20 mm 5—-10 mm

Moderately susceptible tree

Malo ob¢utljivo drevo MOB 5-10 mm 2 -5 mm

Less susceptible tree

Okuzba ni uspela 0 mm 0 mm

Infection did not occur

Potencialno tolerantno drevo | Ce okuzba ni uspela ne s sporami ne z micelijem. Infection

Potentially tolerant tree was not realised neither by infection with spore, neither by
mycelium.

3. REZULTATI IN RAZPRAVA

V preglednici 2 je prikazanih nekaj primerov rezultatov ocenjevanja odziva mladih kostanjev
na okuzbe z micelijem in s sporami glive povzrogiteljice kostanjevega raka. Podatki za vseh
200 dreves niso prikazani, ker bi zavzeli preve¢ prostora. Vidna je velika variabilnost
rezultatov v asu. Nekatera drevesa so v vseh treh letih preizkusanja odzvala enako (npr.
drevo . 40, 45, 181), pri drugih smo dobili spremenljive rezultate. Pri nekaterih se je stopnja
tolerantnosti zmanj$ala (npr. drevo §t. 61), pri nekaterih se je povecala (npr. §t. 107).
Upostevati je potrebno, da smo v posameznih letih uporabili razli¢ne izolate glive in da so
bila drevesa ob okuZevanju razlino stara. Naredili smo tudi nekaj ponovnih okuZb z izolatom
yzdr¥evanim leto dni v &isti kulturi, vendar je ostal odziv dreves na iste izolate podoben, ne pa
identi¢en, kar kaZe na zmerno stabilnost virulentnosti izolata.

Vreme lahko ima velik vpliv na razvoja rakastih ran in micelija glive v kambiju
(Anagnostakis in Aylor 1984; Anagnostakis, 1992). Pri analizi rezultatov je potrebno vedno
upostevati uéinek posamezne rastne dobe in njene specifiénosti. Tudi drugi raziskovalci so
ugotovili, da lahko posamezna rasina doba zelo vpliva na izraZanje znakov okuzb (Guerin in
Robin, C. 2003).
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Preglednica 2: Primerjave med ocenami stopnje tolerantnosti nekaterih kostanjevih dreves na
okuzbe z glivo C. parasitica med ocenjevanji v letu 2001, 2002 in 2003

Table 2: Comparison of evaluations of chestnut tree tolerance to the infection with C.
parasitica between years 2001, 2002 and 2003 for some trees

St. TP Povpreéni vzdolzni premer | Ocena stopnje odpornosti drevesa:
drevesa: | OKUZBE: rakaste pege v letu 2003: | Chestnut tolerance evaluation marks:
No. Type of Longitudinal diameter of
of tree infection: bark necroses in 2003: Leto 2001 Leto 2002 | Leto 2003
40 A - spore 20 mm - okuzba je uspela ZOB Z0B Z0OB
B - micelij |90 mm - okuZba je uspela Z0B Z0B Z0OB
45 A - spore 20 mm - okuZba je uspela Z0OB Z0B ZOB
B - micelij |70 mm - okuZba je uspela ZOB Z0B ZOB
61 A - spore 20 mm - okuZzba je uspela SROB Z0OB ZOB
B - micelij | 70 mm - okuZba je uspela SROB Z0B Z0B
76 A - spore 10 mm - okuzba je uspela Z0B OB OB
B - micelij | 80 mm - okuZba je uspela Z0OB OB Z0B
107 A - spore 10 mm - okuzba je uspela Z0B Z0B MOB
B -micelij |25 mm - okuZba je uspela Z0B Z0B OB
137 A - spore 10 mm - okuZba je uspela NO Z0B MOB
B - micelij |20 mm - okuZba je uspela NO Z0B SROB
138 A - spore 10 mm - okuzba je uspela /ali PO MOB MOB
B - micelij |20 mm - okuZzba je uspela SROB SROB SROB
140 A - spore 13 mm - okuzba je uspela NO Z20B SROB
B - micelij |20 mm - okuZba je uspela NO Z0B SROB
141 A - spore 3mm - okuZba je uspela NO OB MOB
B - micelij |18 mm - okuZba je uspela NO Z0B SROB
181 A - spore 10 mm - okuZzba je uspela NO MOB MOB
B -micelij |12 mm - okuZba je uspela NO MOB MOB
185 A - spore 10 mm - okuzba je uspela NO MOB MOB
B-micelij | O0mm - okuZzba ni uspela NO / ali PO /ali PO

Dodatno so se vremenske razmere med rastno dobo od obdobja okuZevanja, do ocenjevanja v
jeseni iz leta v leto spreminjale. Leto 2001 je bilo padavinsko in temperaturno povprecno,
med tem, ko sta bili leti 2002 in 2003 topli in su$ni. V letu 2002 smo imeli v obdobju
okuZevanja veliko padavin, pozneje v juliju in v avgustu pa je bilo precej susno.

Vidne so tudi razlike med rezultati okuZevanja s sporami in z micelijem. Pri okuZbah s
sporami je razvoj glive bistveno pocasnejsi, tudi uspeh okuZbe je bistveno manjsi (preglednica
3). Tudi razlike med leti so pri okuzbah s sporami vegje, kot pri okuzbah z micelijem. Leto
2003 je bilo izrazito su$no. Razmere za kalitev spor so bile slabe, ¢eprav smo okuZevanje
izvedli tik pred dezjem. Uspeh okuZevanja s sporami (60,5 %) je bil v letu 2003 bistveno
slabsi, kot v letu 2002 (84 %).

Prikaz uspeha okuZevanja in distribucije ocen za celotno poskusno obdobje 2001-2003 je
prikazan v preglednici 3. Rezultati dobljeni v posameznih letih se precej razlikujejo, prav tako
so pri okuzZevanju s sporami drugacni, kot rezultati dobljeni z inokulacijo micelija. V letu
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2001 (tri leta stara drevesa) je najvecji deleZ okuZenih dreves dobil oceno zelo ob&utljivo
drevo (ZOB), kar smo pri¢akovali. Delez dreves z oceno ZOB pri okuZbah s sporami (65,4%)
Je bil vegji, kot pri okuzbah z micelijem (43,4%). Nasproten rezultat smo dosegli glede deleza
srednje obcutljivih dreves (26,9 % pri okuZbah s sporami in 50% pri okuZzbah z micelijem).
Ocene malo ob¢utljivo drevo nismo dali nobenemu testiranemu drevesu. V letu 2002 je bila
distribucija ocen drugacna. Prav tako je najvegji delez dreves dobil oceno ZOB (pri okuzbah s
sporami 54,4 % in pri okuzbah z micelijem 67,9 %). DeleZ dreves z oceno srednje ob&utljivo
drevo (SROB) je bil manjsi. Precejen deleZ dreves je dobil oceno manj ob¢utljivo drevo. Pri
teh, gliva v dveh mesecih od okuZevanja ni uspela poskodovati prevajalnih tkiv do takine
stopnje, da bi se okuZene vejice zalele suSiti in opazno je bilo delno prerad€anje rane s
kalusom. Rezultati iz leta 2003 so se delno razlikovali od tistih iz leta 2002. Pri okuZbah z
micelijem smo imeli skoraj enak delez dreves, ki so dobila oceno ZOB. Pri okuZbah s sporami
je bil ta deleZ bistveno niZji, kar je verjetno posledica vremenskih razmer. Zaradi tega smo
imeli pri okuZbah s sporami veliko dreves, ki so dobila oceno manj obéutljivo drevo (26 %).

Preglednica 3: Podatki o delezu uspelih okuZb in ocene stopnje tolerantnosti kostanjevih
dreves na okuZbo z glivo C. parasitica v triletnem poskusnem obdobju

Table 3: Data associated with portion of successful and unsuccessful infections and
assessment of tolerance of European chestnut to infections with C. parasitica during 3-year
long experimental period

OkuZzbe s sporami: Okuzbe z micelijem:
Delez uspelih okuzb (%): Infection by spore: Infection by mycelium:
Portion (%) of trees where | 2001 2002 2003 2001 2002 2003
infections were successful: 50 84 60,5 88,4 95 91,05

Delez dreves, ki so bila ocenjena z enako oceno (%):
Portion (%) of trees which received the same evaluation mark:

Potencialno tolerantno drevo:

Potentially tolerant tree: / 0,5 / / 0,5 /
MOB (less susceptible) / 8,3 26,08 / 6,3 5,20
SROB

(moderately susceptible) 269 93 11,30 50 33 12,13
OB (susceptible) 7,6 27,8 16,52 6,5 20,5 12,7
ZOB (highly susceptible) 654 54,4 40,95 434 67,9 69,9

Po triletnem ocenjevanju 200 dreves smo oceno potencialno odporno drevo podelili le enemu
drevesu, to je drevesu §t. 147, ki je bilo §tirikrat ocenjeno z oceno MOB, 3e tri druga drevesa
(drevo §t. 167, ki je bila trikrat ocenjena z oceno MOB in enkrat z oceno (/) ali PO, drevo §t.
181, ki je bila trikrat ocenjena z oceno MOB in enkrat z oceno MOB ali SROB in drevo $t.
185, ki je bila dvakrat ocenjena z oceno MOB in dvakrat z oceno (/) ali PO) pa so kazala
visoko stopnjo tolerantnosti. Pri njih je bil opazen dokaj stabilen odpornostni odziv.

Ker nam je Ze v letu 2003 uspela cvetna indukcija pri mnogih preuéevanih mladih kostanjih
na naSem raziskovalnem polju smo omenjena §tiri drevesa v letu 2004 uporabili za
medsebojna krizanja z namenom akumulacije genov odpornosti in drugih koristnih lastnosti in
od njih tudi pridobili plodove. Na kostanje smo prenesli nekatera spoznanja ugotovljena pri
preucevanju indukcije cvetenja na biotestnih rastlinah, kar je predstavljeno v &¢lanku Krajnéi¢
in Nemec (2003). Oznako srednje ob&utljivo ali manj obéutljivo drevo je dobilo 34 dreves od
200. Tudi med temi je nekaj zanimivih. Zanimiva so tista, kjer se je na vejicah razvil dobro
viden rak, vendar se je §iril po€asi in ni povzro¢il suenja vejic, kljub temu, da je gliva
osvojila vsa tkiva okoli celotnega obsega veje. Pri teh drevesih lahko govorimo o
hiperzenzibilnostni reakciji na okuZbo in hkratni visoki toleranci na naselitev glive v
prevajalnih sistemih. Morda bi bilo pri odbiri dreves potrebno ve& pozornosti nameniti tistim,
ki se sicer dokaj z lahkoto okuZijo, vendar imajo veliko obnovitveno sposobnost in okuzenost
z glivo ne vpliva bistveno na gospodarske lastnosti dreves (notranja kakovost lesa,
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izenatenost in razvejanost lesa, pridelek plodov, ...). Za ugotovitev stopnje tolerantnosti so
potrebna dolgoletna opazovanja dreves v zelo razli¢nih rastnih razmerah. Te razmere imajo
velik vpliv na celosten tolerantnostni odziv rastlin. V okviru naSega raziskovalnega dela smo
preucevali tudi vpliv rasti§¢a na tolerantnost dreves na okuZbe, kar pa v tem prispevku ni
predstavljeno.  To nakazuje potrebe po spremembi tehnologij izkoriS¢anja gozdov
(sprememba vrstne in tipske sestave sestojev, spremembe pri izvajanju sanitarnih ukrepov,
...) v smeri boljsih rastnih razmer za drevesa.

Tezko presodimo, koliko je naga metoda dela omogogila simulacijo dogajanja v naravi. Bolj
naravne, kot okuzbe z micelijem so gotovo okuZbe s sporami. Okuzbe skozi rane so v naravi
nekaj povsem obidajnega. Tudi v naravnih razmerah se na drevju pojavlja veliko ran skozi
katere lahko vzkalijo spore glive. Obdobje opazovanja ima pomembno viogo. Morda bi bilo
smiselno opazovanja nadaljevati $e v naslednji rastni dobi po okuZevanju, kar bi zavleklo
proces izbire, hkrati pa bi zmanjSalo moZnost ponovnega testiranja z drugim izolatom glive.
Zanimivi so primeri, ko je gliva v treh mesecih prodria tudi do 30 cm vstran od mesta
okuZevanja, vendar je bila rakasta rana velika le en centimeter. V tem primeru bi gotovo
morali ¢as opazovanja podaljSati.

Tehniko ocenjevanja je potrebno ovrednotiti tudi z vidika tehnike mnoZitve potomcev.
Pri vegetativno razmnoZenem potomstvu lahko v kraj§em ¢asu ocenimo vet sevov in rezultati
so bolj uniformni, pri potomstvu iz plodov dobimo bolj variabilne rezultate, ki kazZejo
populacijski odziv in ne odziv individualnega drevesa. Verjetno je najbolj smiseln zacetek
dela na potomstvu iz plodov in nato nadaljevati na vegetativno razmnoZenih potomcih prve
odbire.

4. DISKUSIJA IN SKLEPI

Rezultati kaZejo, kako zelo variabilni so lahko rezultati takne vrste raziskovanja odpornosti
in kako zelo variabilen je odziv kostanjev na razli¢ne izolate glive v razli¢nih ekoloSkih
razmerah. Tudi videz rakastih sprememb se lahko iz leta v leto nekoliko spremeni, kar vpliva
na hitrost propadanja lubja in na kongne posledice okuzb za drevo. O potencialno edpornih
drevesih po treh letih testiranja ne moremo govoriti z veliko zanesljivostjo niti pri tistih
drevesih, kjer okuzba ni uspela, niti s sporami, niti z micelijem. Verjetnost, da je med njimi
kaksno bolj odporno drevo je sicer nekaj vegja, vendar $e vedno majhna. Ne moremo vedeti,
ali okuzba ni uspela zaradi slabega postopka okuZevanja ali zaradi dejanskih obrambnih
udinkov dreves.

Glede na dosedanje rezultate se je ponovno pokazalo, da pri odbiri kostanjev potencialno
odpornih proti okuzbam z glivo C. parasitica zelo tezko dolofimo zanesljiv indikator
genetske odpornosti. Prava neposredna aktivna odpornost v smislu uspeSnega preprefevanja
okuZb in §iritve glive v naravi verjetno pri kostanjih v primeru preucevane glive obstaja v
izredno nizkem deleZu (morda eno drevo na 500 008 dreves). Na to nakazujejo nekatera
redka zelo vitalna kostanjeva drevesa (premer debla ve¢ kot 1 m), ki so skoraj popolnoma
prosta rakavih ran. Verjetno se v naravi pojavijajo predvsem drevesa z vi§jo ali niZjo stopnjo
tolerantnosti na okuzbo. Takina so se sposobna ohraniti dolga leta in oblikovati plodove,
kljub temu, da je velik del njihove kro3nje okuZen z glivo.

V zadetnem poskusnem obdobju smo prisli predvsem do velikega Stevila novih vprasanj,
veliko manj pa do konkretnih odgovorov. Eno takdnih je, ali je odpornostni odziv tri leta
starega drevesa enak ved deset let starim drevesom? Pomembno je tudi vpraSanje, ali so
drevesa od katerih smo nabrali plodove zares tolerantna ali pa e sploh niso bila izpostavljena
zares virulentnim sevom glive? Oceno odpornosti je potrebno narediti ¢im bolj zgodaj sicer se
postopek odbire preve? zavlee. Pomembna je tudi gojitvena oblika mladih poskusnih dreves.
Ce imajo veliko razvitih vej lahko letno na istem drevesu stestiramo ve¢ izolatov glive. V treh
letih bi pri idelanih drevesih verjeto lahko stestirali vsaj devet izolatov glive. Glede na
zaGetne rezultate naSe raziskave predlagamo izvajanje omejene mnoZine selekcije pri
potomcih pomembnih dreves, ki predstavljajo slovensko gensko banko kostanjev po shemi
prikazani v diagramu 1. Predlagamo delo na nacin, da se od pomembnih dreves pobira
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plodove in se vzgoji sadike. V starosti 2 do 3 leta se zadne z izvajanjem okuZb s sporami in z
micelijem, hkrati pa se izvaja tretiranje s hormoni $e bolje pa z ustreznimi kombinacijami
kelatiranih (EDDHA vezanih) mikrohranil za indukcijo zgodnjega cvetenja, da se v okviru
moznosti pospesi zacetek cvetenja. Posamezno drevo je potrebno ocenjevati vsaj tri leta in ga
izpostaviti vsaj 5 virulentnim sojem glive; ali iz celotnega ozemlja Slovenije, ali iz lokalnih
populacij od koder je izviralo seme, &e mislimo potomstvo vrniti nazaj na izvorna rastiséa. V
obdobju, ko je proces prvega kroga ocenjevanj koncan pri 4 do 5 let starih drevesih prvi¢
pustimo neovirano medsebojno oprasitev med tistimi, ki kaZejo dobre ocene. Tako pridemo
do prvega potomstva. Od tod naprej se delo diferencira glede na razpoloZljiva sredstva.
Pridobljeno seme (plodove) lahko preprosto vinemo v sestoje od koder so izvirali stardi in
skuSamo zagotoviti, da se razvijejo v nove rastline. S tak§nim delom bi le nekoliko pospesili
obnavljanje sestojev in v populaciji povecali delez dreves, ki so vsaj delno odporna. Delo je
seveda mozno nadaljevati z novim ciklusom mnoZiéne odbire in dodatno izvajati individualno
selekcijo vezano z vegetativnim razmnoZevanjem, kot kaZe diagram 1. MoZnosti za
vegetativno razmnoZevanje kostanja so dobre tako, da bi bilo moZno vegetativno razmnozeno
potomstvo posaditi v kultivirane nasade. V nekaterih drZavah sadijo pravi kostanj v drevorede
za obogatitev videza pokrajine (Agroforesty pristopi). Izbrana drevesa iz selekcije bi lahko v
drevoredih laZje opazovali in nadalje preuéevali.

Ce bi vegino plodov pridoblienih po prvem ciklusu mnoZiéne odbire vrnili na prvotna rastisca,
bi verjetno v naravnem sestoju nekoliko pospesili poveCevanje deleza dreves z  vi§jim
odpornostnim odzivom, hkrati bi ta drevesa $e vedno imela visoko stopnjo prilagoditve na
izvorno rasti§ce, kar v&asih pri postopkih vec¢kratnih kriZanj izgubimo.

Dodatno lahko sklenemo §e:

- uporabljena tehnika ocenjevanja tolerantnosti kostanjev na okuZbe z glivo C. parasitica je
uporabna tako s stali§¢a kakovosti kvantifikacije odpornostnega potenciala, kot s stalis¢a
stro§kov in je primerna za raziskovanje z malo sredstvi,

- rezultati okuZevanja istega drevesa z istim sevom glive so lahko variabilni in so odvisni od
termina okuZevanja, od mesta okuZevanja, od vremenskih razmer, od starosti drevesa, od
nadina povzro€anja rane in mnogih drugih dejavnikov,

- pristop mnoZiéne selekcije ima prednost pred individualno, zato da ne izgubimo lastnosti, ki
oblikujejo prilagodljivost dreves na specifi¢na rasti§ca,

- za resnej$o individualno selekcijo, ki je veliko draZja od mnoZiéne, je potrebna uporaba
tehnologije genskih markerjev, ki omogofa zgodnje odkrivanje potomcev z Zeleno
kombinacijo dednega zapisa, tako da se pri nadaljnjem delu lahko osredinimo le na majhno
stevilo potomcev,

- glede na razmerje med stroki in doseZenim ucinkom je za slovenske razmere verjetno bolj
primerna omejena mnoZicna selekeija z enim ciklom za vzdrZevanje potomstva manjiega
Stevila zelo vitalnih dreves, ki uspevajo v tipi¢nih sestojih in predstavljajo slovensko gensko
banko.

5.ZAHVALA

Predstavljeni rezultati so bili pridobljeni v okviru triletnega raziskovalnega projekta (Krajngic,
2003) z naslovom Skodljivci in bolezni v gozdovih Slovenije ter varstvo gozdov (V4 —
0365), ki so ga sofinancirali: Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano RS,
Ministrstvo za $olstvo, znanost in §port RS, Ob¢ina Hode in Mestna ob&ina Maribor. Vsem
sofinancerjem projekta lepa hvala za zagotovljena sredstva.
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