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PRIRODNO RASPROSTRANUVAWE NA HIPOVIRULENTNI IZOLATI NA 
CRYPHONECTRIA PARASITICA VO KOSTENOVA SUBPOPULACIJA NA 
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APSTRAKT 

Rasprostranuvaweto na hipovirulentnost vo populaciite na C.parasitica e 
edinstveniot uspe{en metod za podobruvawe na lo{ata zdravstvena sostojba na pitomiot 
kosten predizvikana od ovoj patogen vid gaba. Vo ova istra`uvawe, identifikuvavme 
prisustvo na dsRNA vo 8 izolati na C.parasitica, od lokalitetot Smolare, planina Belasica, 
kolektirani vo 2006g. Ovoj rezultat gi potvrdi pretpostavkite deka golemiot broj t.n. 
„involutivni rak-rani” koi gi opserviravme na ovoj lokalitet vo poslednite 8 godini se 
rezultat na prisustvo na hipovirusi. Faktot {to vo 1998g., vo prethodni istra`uvawa ne 
otkrivme prisustvo na hipovirusi vo 100 izolati kolektirani od Smolare, Bansko, 
Mokrievo i Dra`evo, uka`uva deka vo momentov na ovoj lokalitet se slu~uva prirodno 
rasprostranuvawe na hipovirulentnost.  

Klu~ni zborovi: Cryphonectria parasitica, pitom kosten,  Castanea sativa, hipovirulentnost. 

1. VOVED 

1.1. Cryphonectria parasitica, vo svetot i kaj nas 

Cryphonectria parasitica Murr. (Barr.) e rastitelna parazitna gaba po vidovi od 
rodovite Castanea i Quercus, no e najpoznata kako pri~initel za su{eweto na 
pitomiot kosten, odnosno na bolesta poznata kako rak po pitomiot kosten.  

 Ova zaboluvawe e za prvpat registrirano vo 1904 godina na samo nekolku 
stebla amerikanski pitom kosten, Castanea dentata (Marsh.) Borkh, vo Zoolo{kata 
gradina vo Bronks, vo Wujork. Vo period od pomalku od polovina vek posle 
otkrivaweto, patogenata gaba gi uni{tila bez malku site kostenovi populacii vo 
SAD, na povr{ina od 3,6 milioni hektari, so prose~na stapka na {irewe od 37km 
godi{no[4,5]. 

Gabata, i zaboluvaweto koe go predizvikuva, se otkrieni vo Evropa vo 1938g. 
[7] vo Italija, vo blizinata na Xenova, na evropskiot pitom kosten C.sativa Mill. 
Natamu se  rasprostranuvala vo re~isi site zemji vo koi postoi pitom kosten, i toa 
Francija vo 1947, [panija vo 1956[11], od 1950 do 1975g. niz teritoriite na 
nekoga{na Jugoslavija[12], a od 1980-tite do 1990-tite vo oblastite severno od 
Alpite[13], Germanija[19]  i vo drugi zemji so pitom kosten[11]. 

Na Balkanot, C.parasitica za prvpat bila registrirana vo Grcija vo 1964 
godina[26], dodeka na teritorijata na Republika Makedonija, za prvpat e 
registrirana vo 1974 godina, najprvo na mal broj stebla vo debarskiot region, a 
                                                            
*) D-r Kiril Sotirovski, profesor, [umarski fakultet - Skopje, Republika Makedonija, 
kirils@sf.ukim.edu.mk 
Dipl. in`. Mihajlo Risteski, Skopje, postdiplomski student, [umarski fakultet - Skopje, 
Republika Makedonija, mihajlor_81@yahoo.com 
D-r Daniel Rigling, Swiss Federal Institute Forest, Snow, Landscape Research, Birmensdorf, 
Switzerland, daniel.rigling@wsl.ch 



116 

nabrzo potoa i na pove}e drugi lokaliteti[18]. Od pojavuvaweto na gabata, za mnogu 
kratok vremenski period bile zafateni skoro site kostenovi subpopulacii vo 
Makedonija, i nivnata zdravstvena sostojba e proceneta kako lo{a, najpove}e kako 
direktna posledica od vlijanieto na gabata[22, 23]. Vo periodot od 1995 do 2002 
godina se napraveni pointenzivni istra`uvawa, i gabata bila izolirana i 
ve{ta~ki odgledana od site pogolemi kostenovi lokaliteti vo Makedonija[20, 21, 24]. 
Spored poskore{ni objaveni istra`uvawa, Republika Makedonija e me|u 
poslednite regioni vo koi gabata C.parasitica go etablirala svoeto prisustvo[25]. 

 
1.2. Simptomatologija 

 
Rakot na pitomiot kosten zapo~nuva kako infekcija koja se izvr{uva preku 

rani na korata. Posle etabliraweto vo rastenieto, gabata formira bledo oboeni 
miceliski lepezi, koi brzo rastat pod korata i navleguvaat vo vaskularniot 
kambium i vo nadvore{nite tkiva na ksilemot, a toa doveduva do formirawe rak-
rani na korata[16]. Potoa doa|a do potemnuvawe na drvoto pod korata, i toa na 
povr{ina koja e sekoga{ pogolema od onaa koja ja ima pokrieno micelijata na 
gabata[3]. Formiranite rak-rani, se zgolemuvaat i postepeno go obikoluvaat 
stebloto, a po navleguvawe na gabata vo vaskularniot kambium stanuvaat 
smrtonosni[10]. Rastenieto-doma}in na napadot na gabata reagira so delumno 
lignificirawe vo kolenhimskite kletki i kletkite na tenkiot parenhim od 
primarniot korteks, kako i so celosna lignifikacija na floemot [2]. 

 
1.3. Hipovirulentnosta kako mo`nost za suzbivawe na zaboluvaweto 

 
Prvite objaveni podatoci za podobrena zdravstvena sostojba na kostenovite 

populacii se pojavile okolu 1950 godina, koga Birraghi[8], vo severnite delovi na 
Italija zabele`al spontano zazdravuvawe na rak-rani predizvikani od ovaa gaba 
Ne{to pokasno, vo Italija Grente[9] od zazdraveni rak-rani izoliral atipi~ni 
izolati na gabata C.parasitica, so namalena pigmentacija (beli) i sporulacija, i go 
voveduva poimot hipovirulentnost, ({to ozna~uva namalena virulentnost). Vo 60-
tite godini na 20-tiot vek, vo vakvi beli izolati na gabata bile otkrieni 
hipovirusi. Se raboti za dvojnospiralna RNK (double stranded RNA; dsRNA), od 1995 
godina oficijalno klasificirana kako Cryphonectria Hypovirus (CHV)[14].  

Steblata koi se zarazeni od hipovirulentni izolati na gabata formiraat 
povr{inski rak-rani, bez podlaboko raspuknuvawe na korata (slika 1). Na mestoto 
na ranata doa|a do hipertrofija, {to e razli~no od vdlabnuvaweto na korata koe 
se pojavuva vo slu~aj na infekcija so virulentni izolati na gabata, odnosno 
podlabokoto raspuknuvawe na korata vo podocne`niot stadium. Vo slu~ajot so 
vakvi t.n. „involutivni” (zazdravuva~ki) rak-rani, ne doa|a do izumirawe na 
tkivoto od ksilemot i korata, i stebloto prodol`uva normalno da `ivee. 

Dosega, vo svetot se identifikuvani tri tipovi dsRNA virusi i se ozna~eni 
kako CHV1, CHV2 I CHV3[14], a vo Evropa dosega e registriran edinstveno CHV1 
tipot[1]. Hipovirusite izolirani vo Makedonija se od t.n. italijanski podtip  (CHV1-
I) koj se odlikuva so golem hipovirulenten potencijal kon C.parasitica[24].  

Prenesuvawe (transmisija) na hipovirusite e mo`no preku kontakt na 
miceliite od hipovirulenten i od virulenten izolat. Toa se slu~uva sosema 
nepre~eno me|u izolati od ist vegetativno kompatibilen (v-k) tip, dodeka 
vegetativnata nekompatibilnost me|u donorskiot i recipientniot izolat delumno 
ja ograni~uva ili pak celosno ja onevozmo`uva transmisijata na hipovirusi[15]. Vo 
golem broj evropski zemji, prirodnoto rasprostranuvawe na hipovirulentnosta 
pridonesuva za podobruvawe na zdravstvenata sostojba na kostenovite 
populacii[11], {to ne e slu~aj i vo SAD, kade {to edna od pre~kite e golemiot 
diverzitet na v-k tipovi na gabata C.parasitica[10]. Imaj}i predvid deka vo Republika 
Makedonija ima eden dominanten v-k tip, i mnogu nizok sevkupen diverzitet na  v-k 
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tipovi[25], {to e karakteristika i za populacijata na gabata vo po{irokiot region na 
jugoisto~na Evropa[17], barem zasega ima odli~ni preduslovi za uspe{no 
iskoristuvawe na hipovirulentnosta kako biolo{ki metod za spre~uvawe na 
rasprostranuvaweto na bolesta, odnosno za podobruvawe na zdravstvenata sostojba 
vo kostenovite subpopulacii.  

 
 

1.4. Cel na istra`uvaweto 
 

Osnovna cel na ova istra`uvawe e doka`uvaweto na prisustvoto na 
hipovirusi vo subpopulacijata na C.parasitica na lokalitetot Smolare, so 
molekularno-biolo{ki metodi, voobi~aeni za identifikacija na dsRNA. So toa }e 
se potvrdat pretpostavkite za nivno prirodno rasprostranuvawe na ovoj lokalitet, 
na koj ne bea registrirani vo na{i prethodni obemni istra`uvawa do 1998g.   

 
2. MATERIJAL I METOD NA RABOTA 

 
2.1. Kolekcija na izolati 

 
Vo tekot na 2006 godina, vo blizina na selo Smolare (41°22’08” s.g.{. i 

22°54’08” i.g.d.), na planinata Belasica, od sekoja od 45 zazdravuva~ki ili 
kalusirani rak-rani, bea kolektirani po 4 primeroci kostenova kora, vkupno 180 
primeroci. Primerocite bea so golemina od cca 30x30mm, kolektirani so no`, 
steriliziran so 90% etil-alkohol pred sekoe novo zasekuvawe kora. Primerocite 
se kolektiraa od rabovite na rak-ranite, i toa od vo pravcite istok, zapad, sever i 
jug.  

 
2.2. Izolacija na gabata 

 
Za izolacija i odgleduvawe na izolatite od gabata koristevme podloga od 

kompir dekstroza agar (PDA-Liofilchem), vo koncentracija prepora~ana od 
proizvoditelot, po 20ml vo Petrievi sadovi so dijametar 9cm. 

Na podlogata bea stavani fragmenti od kolektiranite primeroci na 
kostenova kora so golemina 4-5mm2. Petri sadovite bea inkubirani na sobna 
temperatura na dnevna svetlina. Porastot na micelijata se nabquduva{e 
sekojdnevno, a vo momentot koga bevme sigurni deka ima porast na micelija od 
C.parasitica izveduvavme reizolacija, povtorno na PDA podloga. 

 

Слика 1. Заздравувачка (инволутивна) рак-рана. 
Figure 1. Healing (involutive) canker. 
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Site izolati se za~uvani na filter hartija na -20°S vo fitopatolo{kata 
laboratorija na [umarski fakultet vo Skopje. 

Za da se spre~i mo`nosta od rasprostranuvawe na fitopatogenata gaba vo 
priroda, site materijali koi na bilo kakov na~in do{le vo kontakt so gabata 
(Petri sadovi, epruveti, najloni, gran~iwa, i sl.), bea sterilizirani so 
avtoklavirawe pred da se isfrlat.  

 
2.3. Identifikacija na hipovirulentni izolati 

 
Site izolati od gabata bea podlo`eni na metod na detekcija na hipovirusi, 

spored protokolot na Bissegger[6] so modifikacija spored Rigling (neobjaveno). 
Izrasnatata micelija od sekoj izolat, mehani~ki se macerira so ~eli~na kugla vo 
Mikro-Dismembrator. Nukleinskite kiselini se ekstrahiraat vo pufer 2hSTE, koj 
sodr`i visoka koncentracija na soli, i zatoa ja {titi dsRNA  od razgraduvawe od 
DN-aza. Proteinite se precipitiraat so 10% SDS (sodium dodecyl sulphate = natrium 
dodecil sulfat), fenol-hloroform i hloroform. Vodeniot rastvor vo koj se 
sodr`at DNA, ssRNA i dsRNA, se doveduva do krajna koncentracija na 15% etil 
alkohol. Pri taa koncentracija, dsRNA, no ne i drugite nukleinski kiselini, se 
vrzuva za celulozata CF-11. Celulozata CF-11 se izmiva so 1hSTE/15% etil 
alkohol i dsRNA se izmiva so 1xSTE. DsRNA se natalo`uvaat vo 0,3 M NaAcetate i 
66% etil alkohol, i se sobiraat preku centrifugirawe. Probite so dsRNA  se 
rastvoruvaat vo voda bez RNaza i se ~uvaat na -200S. Potoa, sekoj primerok se stava 
na agarozen gel i se podlo`uva na elektroforeza. Eventualniot signal so 
pribli`na golemina od 12kb ozna~uva prisustvo na hipovirusi (dsRNA) vo 
odnosniot izolat (Slika 2). 

 
 
 
 
 

  

Слика 2. Екстракти на изолати од C.parasitica со dsRNA (колони 12-18) и без dsRNA 
(колони 19-34) на агарозен гел, после електрофореза. 

Figure 2. Extracts of C.parasicita isolates with presence of dsRNA (columns 12-18) and 
without presence of dsRNA (columns 19-34) on agarose gel, after electrophoresis. 
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3. REZULTATI 
 

 Od 180 primeroci kora podlo`eni na postapka za izolacija na gabata 
C.parasitica, bea dobieni 33 ~isti kulturi. Od niv, vo 8 izolati (SmoØ61ha, SmoØ64ha 
(Slika 4), SmoØ618ha, SmoØ618b, SmoØ629hb, SmoØ632hb, SmoØ633hb i SmoØ634hc, 
be{e doka`ano prisustvo na hipovirusi (12kb dsRNA).  

                                          
 
 

4. DISKUSIJA 
 

Vo na{i prethodni istra`uvawa za otkrivawe na hipovirusi[20, 24],  43 
izolati na C.parasitica od lokalitetot Smolare, analizirani vo 1998g., kako i drugi 
57 izolati od bliski lokaliteti (Bansko, Mokrievo i Dra`evo), bea podlo`eni na 
ekstrakcija na dsRNA, no vo nitu eden od tie 100 izolati ne registriravme 
prisustvo na hipovirusi. Od toj period, pa do 2006g., kostenoviot lokalitetot nad 
seloto Smolare be{e posetuvan najmalku edna{ godi{no, pri {to zabele`avme sî 
pobrojno prisustvo na zazdravuva~ki rak-rani. Ova be{e osnovniot povod za da se 
anga`irame vo u{te edna ekstenzivna kolekcija na izolati, no ovojpat naso~ena 
edinstveno kon doka`uvawe na prisustvo na hipovirusi, odnosno hipovirulentnost 
na ovaa lokacija.  Samiot fakt {to od 180 primeroci kora izoliravme samo 33 
~isti kulturi na gabata e vo soglasnost so prethodni istra`uvawa (Rigling, 
neobjaveno), spored koi hipovirulentni izolati pote{ko se izoliraat od 
zazdravuva~kite rak-rani. Tokmu zaradi ovie konstatacii i se re{ivme za 
sobirawe na po 4 primeroci kora od sekoja rak-rana vo 2006g.  

Rezultatite od ekstrakcijata na dsRNA od izolatite kolektirani od 
lokalitetot Smolare vo ova istra`uvawe, doka`aa prisustvo na hipovirusi vo 8 
izolati od vkupno 33 izolati koi bea podlo`eni na ekstrakcija. Niskiot procent na 
izolati  vo koi e registrirano prisustvo na hipovirusi (24,2%) e u{te eden dokaz 
deka hipovirusite ne sekoga{ mo`e da se otkrijat, duri iako se raboti za tipi~ni 
hipovirulentni rak-rani. Postojat pretpostavki spored koi ova se dol`i na 
svojstvoto na hipovirusite da ja inhibiraat micelijata na gabata C.parasitica, do taa 
mera {to stanuva nepogodna za replikacija odnosno opstanok na samite hipovirusi 
(Rigling, neobjaveni podatoci). Ottamu i objasnuvaweto za{to od primerocite kora 
sobrani od samite rabovi na kalusiranite ili zazdravuva~ki rak-rani izoliravme 
samo okolu 15% ~isti kulturi na gabata, i {to vo niv detektiravme dsRNA 
(hipovirusi) vo samo 8 izolati (24,2%).  

So ovie rezultati za prv pat, nedvosmisleno, so standardni molekularni 
metodi, gi potvrdivme na{ite pretpostavki za postoewe na hipovirusi vo ovaa 

 

Слика 4. Чиста култура на хиповирулентниот изолат SmoØ64ha. 
Figure 4. Pure culture of hypovirulent isolate SmoØ64ha. 
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subpopulacija na gabata C.parasitica, otkako vo izminatite godini zabele`avme 
pojava na involutivni, odnosno zazdravuva~ki rak-rani na ovoj lokalitet.  

 

 

 

5. ZAKLU^OCI 

So rezultatite od ekstrakcijata na dsRNA od izolati na C.parasitica 
kolektirani vo 2006g. od kostenoviot lokalitet vo blizina na selo Smolare na 
planinata Belasica, doka`avme prisustvo na hipovirusi vo ovaa subpopulacija na 
gabata. So ova se potvrdija na{ite pretpostavki bazirani na pove}egodi{ni 
nabquduvawa na zdravstvenata sostojba na kostenite na ovoj lokalitet deka e 
dojdeno do prirodno rasprostranuvawe na hipovirulentnost. Vo prethodni obemni 
istra`uvawa, so izolati kolektirani vo 1996g. i analizirani vo 1998g. od istiot 
ovoj i od bliski lokaliteti, ne detektiravme dsRNA, odnosno hipovirusi, vo nitu 
eden od 100 izolati podlo`eni na ekstrakcija i analiza.   
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SUMMARY 
 

NATURAL SRPEAD OF HYPOVIRULENT ISOLATES OF CRYPHONECTRIA PARASITICA IN 
CHESTNUT POPULATION ON MOUNTAIN BELASICA 

Kiril SOTIROVSKI, Mihajlo RISTESKI, Daniel RIGLING*) 

The spread of hypovirulence in populations of C.parasitica is the only successful means for 
improvement of the bad state of health of sweet chestnut caused by this pathogen. In this research, 
we have identified presence of dsRNA in 8 isolates of C.parasitica, in the vicinity of Smolare, on 
mountain Belasica, collected in 2006. This result confirms our assumptions that the large number of 
“involutive cankers” which we have observed at this site in the last 8 years, are a result of presence of 
hypoviruses. The fact that in 1998, in previous research, we did not detect presence of hypoviruses in 
100 isolates collected from Smolare, Bansko, Mokrievo and Drazevo, points out that natural spread of 
is happening at present at this site. 

Key words: Cryphonectria parasitica, sweet chestnut,  Castanea sativa, hypovirulence. 
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