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Souhrn

Tilletia controversa — plivodce zakrslé snéti pSeniéné — patti k nebezpednym patogendm psenice v CR i v fadé dalsich statd
svéta. Spory houby si v pudé zachovavaji Zivotnost 8-10 let. V&asna detekce patogena v pudé muize poskytnout informaci
o riziku vyskytu choroby v dal8ich letech. Pro zjisténi pfitomnosti spér Tilletia controversa je mozné vyuzit metodu, ktera
kombinuje promyvani pudy na sitech s centrifugaci na sacharézovém polstari. Pro ovéreni zivotnosti spor Ize vyuzit metodu
barveni akridinovou oranzi a vyhodnoceni pomoci fluorescenéniho mikroskopu.
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Summary

Tilletia controversa, the causal agent of dwarf bunt, is one of the most dangerous soilborne fungal organisms in the Czech
Republic and in many countries across the world. T. controversa spores may survive in soil for up to 10 years. Methods are
needed for early stage dwarf bunt diagnosis. Reliable detection of T. controversa in soil can provide information as to fields
contaminated with spores and therefore at risk of dwarf bunt occurrence in the coming season. A detection method exists that
combines extraction using sieves and sucrose centrifugation. Evaluating soil inoculum density is possible through enumerating
teliospores of T. controversa in soil by means of the relationship between the number of teliospores recovered from soil and the
number of teliospores present in the soil.
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uvoD

Tilletia controversa, puvodce zakrslé snéti pSeni¢né, je
nebezpeény patogen rozsiteny v fadé zemi svéta. Spéry houby
mohou prezivat v pudé az deset let (Tyler and Jensen 1958). Stejné
dlouho tak trva riziko napadeni rostlin. Patogen pretvafi zrna v halky,
které obsahuji miliony vytrusl (teliospér) (Wilcoxson and Saari
1996). Tyto halky mohou byt b&éhem sklizné rozbity a teliospory se
z nich uvolfiuji, kontaminuji ptidu, zdrava sklizena zrna, ulpivaji na
sklizriové technice, pfi sklizni jsou take roznaSeny vétrem na okolni
pozemky. Houba produkuje pachnouci latku trimethylamin, takze
napadena sklizef je nepouzitelna pro potravinarské ucely a jen
omezené pouzitelna pro krmné ucely. Pfitomnost snéti tak
znehodnocuije sklizen a vyrazné omezuje jeji prodejnost.

Vysledky monitoringu Tilletia controversa z let 2001-2008 ukazaly,
Ze patogen je pfitomen témér ve vSech péstitelskych oblastech
pSenice u nas (Varnova, Prokinova, dosud nepublikovano). Moznost
detekce pfitomnosti patogena na pozemku by znamenala v€asnou
informaci, na zékladé které je mozné se rozhodnout o vybéru
mof¥idla, bylo by mozné (alespori docasné) vyloucit zamorené
pozemky z péstovani semennych porostt vyssich stupnid, vyznam
by takova informace méla i pro ekologické hospodarstvi.

Metoda detekce spoér patogent v pudé, ktera vyuziva
promyvani vzorkG pldy na sitech a separaci vytrusl
v sacharézovém roztoku, je znama pomérné dlouhou dobu
(Buczacki and Ockendon 1978, Daniels and Skipper 1982, lanson
and Allen 1986, Ohms 1957). Babadoost and Mathre (1998)
vyvinuli metodu detekce a kvantifikace teliospor Tilletia indica, .
T. controversa a T. barclayana v pldé . Zakrslé a snétivé klasy ozimé pSenice v porostu
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Dhingra a Sinclair (1995) popsali metodu tzv. vitalniho barveni,
pomoci které Ize rozliSit Zivé vytrusy hub od mrtvych. Barveni
akridinovou oranzi s naslednym vyhodnocenim pomoci
fluorescenéniho mikroskopu popsali jako vhodnou ke zjisténi
zivotnosti teliospor Tilletia indica v pudé Thinggaard and Leth (2003).

MATERIAL, METODA

Pro detekci teliospor z uméle zamorené pudy byly pouzity
vytrusy Tilletia controversa, které pochazely z pokusnych
infikovanych rostlin z VUZ Krométiz. Jejich Zivotnost byla ovéfena
testem kli¢ivosti na 2% vodnim agaru, kultivace v 8 °C, svételny
rezim 12 h svétlo/12 h tma.

Pro extrakci teliospér z uméle zamorené pldy jsme pouzili
presné popsanou metodu (Babadoost and Mathre 1998). Metoda
spociva v promyvani vzorku pldy na sitech (117 um), filtraci
ziskané suspense pres specialni filtratni papir (propustnost pro
¢astice mensi nez 20 um) a centrifugaci ziskaného sedimentu
v roztoku sachardzy, pfitom tfi operace celého postupu se tfikrat
opakuji. Konecny ziskany sediment je vySetfen béznou
mikroskopickou metodou na pfitomnost teliospér. Pldu pro ucely
umeélé kontaminace jsme odebrali z pozemku pokusného pole
v aredlu CZU, kde se napadeni snéti zakrslou (ani jinou snéti rodu
Tilletia) podle dostupnych informaci nevyskytlo na rostlinach
v poslednich patnacti letech ani jednou. Pocet zjisténych
teliospdr byl zjiStovan v Burkerové komurce. Uméla kontaminace
pudy byla provedena 1 ml suspenze teliosp6r o hustoté 0
(kontrola), 0,75x10% a 2x10° spor vpraveném do 10 g pudy. Kazda
varianta méla tfi opakovani.

Cerna masa chlamydospor snéti zakrslé v klase ozimé p$enice.

Pro detekci teliospér v pfirozené kontaminované ptdé byly
pouzity vzorky z pozemku s ovéfenym vyskytem snéti v poslednich
patnacti letech. Vzorky byly dodany VZU Kroméfiz (region
Vsetinska) a SRS (region Vsetinska a Pribramsko). Vzorky byly
zpracovany mirné modifikovanou metodou podle Babadoost and
Mathre (1998) — s vynechanim opakovani centrifugace na
sacharézovém polstafi s cilem zkratit dobu potfebnou pro
zpracovani vzorku. V tomto pfipadé€ nelze pouzit rovnici
vypracovanou uvedenymi autory pro stanoveni poctu spoér ve
vzorku pudy. Mikroskopické hodnoceni nebylo provedeno
s vyuzitim Burkerovy komUrky, ale pouze provéfenim 1 ml
ziskaného sedimentu. Determinace Tilletia spp. byla provedena na
zékladé mikroskopickych morfologickych znakl. Takto bylo
zpracovano ¢trnact vzorku, kazdy ve tfech opakovanich.

Metoda zjisténi zivotnosti spor : €ast teliospor byla usmrcena
ve sterilizatoru (120 °C, 20 min), druha ¢ast byla ponechana ziva
— zivotnost spdér prokazana jejich kli¢ivosti na 2% vodnim agaru.

Teliospory obou skupin byly barveny akridin oranzi a vizualizace
byla provedena pomoci fluorescenéniho mikroskopu podle
Thinggaard and Leth (2003).

VYSLEDKY A DISKUSE

V uméle kontaminované zeminé byly spdry Uspésné detekovany.
Ze vzorku kontaminovaného 10° teliospér jsme zpét ziskali 17%,
ze vzorku kontaminovaného 10° pak 69 % spdr — tab. 1. Procento
zjisténych spér odpovida vysledkim uverejnénym autory
Babadoost and Mathre (1998). Ti detekovali 19,3% spor pfi
kontaminaci suspenzi 10 a 73,8 % spor pFi kontaminaci zeminy
suspenzi o hustoté 10° teliospér T. controversa. MnoZstvi spor, které
jsme detekovali v pfirozené zamorenych vzorcich zeminy je
uvedeno v tab. 2. PoCet spoér byl zjiStovan zkracenou metodou
(vynechani opakovani dvou filtraci a nasledné centrifugace), proto
nebylo mozné vyuzit vypocet poltu spér v zeminé s vyuzitim
rovnice, kterou vypracovali autofi metody. Nicméné se potvrdilo, Ze
i zkracena metoda (Uspora ¢asu 8-10 hodin) je dostatec¢na pro
prokazani pfitomnosti teliospdr Tilletia spp. v daném vzorku zeminy.

Tri ze ¢trnéacti vzorkl byly negativni, pfitomnost teliospér nebyla
zjisténa. Pouze v Sesti vzorcich byla detekovana beze vsi
pochybnosti Tilletia controversa. Zbylych pét vzorkd obsahovalo
spory snéti rodu Tilletia, které nemeély charakteristické morfologické
znaky ani T. controversa, ani T. caries (syn. T. tritici), ktera take mUze
prezivat v ptdé (Borgen, 2000). Domnivame se, Ze se bud mohlo
jednat o indiferentni typy spér kfizenct obou druhu, protoze oba
druhy se kfizit mohou (Silbernagel 1964, Shi et all., 1996), nebo
byly typické znaky (pfedevsim vySka lamel v sitovité strukture
povrchu teliospéry) Eastecné zni¢eny dlouhodobéjsim prezivanim
v pudé, mimo fyzikalnich faktort i pod viivem padni mikroflory.

Obarvenim usmrcenych a zivych teliospér akridin oranzi
a vyhodnocenim pomoci fluorescenéniho mikroskopu je mozné
pomérné spolehlivé rozeznat mrtvé a zivé spory. U Zivych spor
vitalni barvivo nepronika buné€nou sténou, zatimco u mrtvych
spo6r ano. Ackoli metoda byla vyvinuta pro Tilletia indica
(Thinggaard a Leth, 2003), ovérili jsme, Ze je mozné ji pouzit i pro
Tilletia controversa. Pokus ukazal, ze vitalni teliospéry detekované
v uméle kontaminované zeminé byly vitalni. Ze <¢&trnacti
testovanych, resp. jedendcti pozitivnich vzork( pfirozené
zamorené zeminy se v deviti pfipadech jevily teliospory zivé.
Konstatujeme, zZe vitalni barveni a vyhodnoceni pomoci
fluorescenéniho mikroskopu se jevi jako pomérné rychla
a spolehlivd metoda pro ovéreni Zivotnosti teliospor Tilletia spp.

ZAVER

Kombinace zminénych metod - tj. detekce teliosp6r v ptdé
a nasledné vitalni barveni — by mohla byt vyuzivana pro ovéfeni
zamoreni pozemkl teliospérami Tilletia spp. Véfime, ZzZe
kombinace detekce spor a monitoringu vyskytu rostlin
napadenych Tilletia spp. (s dirazem na T. controversa) poskytne
uzite¢né informace vSem péstitellim, kterym unozni v€as zvolit
vhodné mofidlo, posoudit osevni sled. Dulezitd bude znalost
o zamoreni &i Cistoté pozemku pro péstitele semennych porostu
a pro podniky hospodafrici systémem ekologického zemédélstvi.
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Tab. 1: T. controversa — detekce v uméle kontaminované zeminé

hustota suspenze (spor/ml) 0 10° 10°
mnozstvi vpravenych spor 0 100 % 100 %
procento zjisténych teliospor 0 17 % 69 %

Vyskyt snéti byva velmi ¢asto doprovazen i vy$$im vyskytem fuzarii

Tab. 2: Tilletia spp. v pfirozen& kontaminované zeminé

vzorek €. pocet teliospor Tilletia spp. zZjistény druh
zjisténych v 1 ml sedimentu
1 2 T. controversa
2 2 T. controversa
3 1 Tilletia sp.
4 0 -
5 2 Tilletia sp.
6 11 T. controversa
7 2 T. controversa
8 3 T. controversa
9 2 Tilletia sp.
10 2 Tilletia sp.
11 3 T. controversa
12 0 -
13 1 Tilletia sp.
14 0 -
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