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V.Hervert:

Zjistovani mycelia Podosphaera leucotricha (Ellis et Everh.)
Salm. v pupenech jabloni

Uvod

Padli jablotiové — Podosphaera leucotricha (E11is et Everh.) Salm. patii v posled-
nich letech zv1asté v teplych oblastech u nds i v nékterych sousednich statech, na pi. v Rakousku
a Némecku k nebezpeé¢nym a vaznym chorobam jabloni. Nékteré faze ve vyvoji této parasitické
houby nejsou jestd dokonale prostudovany. Neznéame na pi. piesné dobu, kdy dochézi k infekeim
pupenii, ve kterych padli prezimuje jako mycelium. Tyto pupeny, a to jak kvétni, tak listové
jsou zdrojem primérnich nakaz na jate piistiho roku. Zjisténi by mélo vyznam nejen theoreticky,
nybrz i prakticky. Zékrokem proti padli v tuto dobu, t. j. v dobé proristani mycelia do pupenu
nebo tésné pred touto dobou by se dalo snad zabranit z velké ¢asti primarnim infekeim pupenti
a tim hlavnimu zdroji ndkaz pro piisti rok.

Zjistovani mycelia v pupenech narizelo hlavné na technické obtize. Piezimujici mycelium
v pupenech bylo zjisténo fadou autorti, (Woodward 1927, Berwith 1936, Stoll 1941,
Hochapfel 1951, Hervert 1954, Stalder 1955), uvadéné metody se visak nehodily
pro vysetiovani velkého poétu pupeni a nebyly plné spolehlivé. Metoda ke zjidténi mycelia
musela byt rychl4, aby umo#nila vySetieni velkého poétu pupent v kratké dobs a spolehlivé,
aby i malé ¢4sti podhoubi se rychle rozeznaly a pokud moZno barevnd rozliily od pletiva rostliny.

K vitalnimu barveni mycelia se pouziva éasto methylové modte (syn. bavlnikovéa mod¥,
Cotton bleu). Této pouzil St alder 1955 té2 ke zjistovani prezimujiciho mycelia padli jabloio-
vého v pupenech. Metoda spo¢iva v tom, %e na podloZznim sklitku zahfivame v laktofenolu roz-
pudténou bavinikovou modi (19/y,) s édsti pupenu, Supinkou nebo listkem. Laktofenol projasni
bunky listu, mycelium se zbarvi modre, modfie se viak zbarvi i ¢asti pletiv pupenu, i kdyz ne tak
intensivné.

Pouzili jsme metody, jejim# podkladem je mikrochemicka reakece na chitin (Schneider
1922). Tuto metodu zde uvadime. Vyssi houby obsahuji ve svych blanach mykochitin. Chitin sam
nedava charakteristické chemické reakce. Pomérné lehce 1ze viak dokézat chitosan, ktery vznika
zahiivanim chitinu s louhem draselnym na 180 °C (N & mec 1930, Lhotsky 1954). Chitosan
se barvi jodjodkaliem hnédofialové. Toto zbarveni po piidani silné zfedéné H,S0, (19,) piechazi
v CGervenofialové. Zkouseli jsme barveni chitosanu kyselinou pikrovou, chlorzinkjodem a 19,
mythylovou modii, rozpusténou v laktofenolu. Kyselina pikrova, kterd ma zbarvovat mycelium
trvale zluté, nezbarvovala mycelium ani buiiky pupenu. Chlorzinkjod barvil mycelium modfe,
bunky pupenu viak byly temné, az ¢erné, neprahledné, a proto zjistovani bylo obtizné. Bavlni-
kové modi barvila mycelium intensivné modie, slab&ji modfte pletivo jabloné.

Vliastni prace

Mikrochemickou reakeci na mykochitin jsme zkouSeli nejprve u listu
jabloné, ktery byl napaden padlim. Pokusné jsme ménili koncentraci louhu
a délku doby vyvatovani listu. Pletivo rostliny bylo silné po§kozovano, pokud
listy byly vafeny v louhu primo. Umistili jsme proto ¢asti listh mezi dvé pod-
lozni sklicka, ktera jsme spojili svorkami. Louh, ktery vnika mezi skli¢ka staci
k projasnéni bunék rostliny a k pribéhu reakce. (Zména chitinu v chitosan.)

Zjistovani myecelia v pupenech jsme provadéli zatim jen v dobé vegetaé-
niho klidu, t. j. v dobé po opadu listi, od listopadu do tinora. Aby pravdépodob-
nost nakazy byla vétsi, volili jsme z poéatku pupeny jen z letorosti, které
byly v minulé vegetaci napadeny padlim. Barva kury téchto napadenych
vétvicek je stiibiité bila. Mycelium jsme zjistovali bez predbézné fixace, ihned
po ufiznuti pupeni.
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Na ru¢nim mikrotomu jsme zhotovili vzdy nékolik podélnych Fezi pupe-
nem, které jsme pienesli na podlozni sklicko, prikryli kouskem silonového
pletiva a ptikryli druhym podloznim sklickem. Sila feztt 30—40 p. Obé sklicka
jsme spojili svorkou a vlozili do siroké zkumavky s koncentrovanym louhem
(180 g KOH na 100 ml H,0). Zkumavky jsme pienesli do susarny, vyhiaté
na 170—180 °C. Zde byly ponechany 60 minut pri této teploté. Potom jsme
louh slili a zkumavky se sklicky proplachli horkou vodou. Po sejmuti sponky
jsme oddelili podlozni sklicka. Silonové pletivo jsme nechali jesté na tezech,
které jsme promyvali koncentrovanym alkoholem a vodou, abychom se zbavili
zbytku louhu, ktery zistane mezi sklicky. Promyvani jsme délali tim zptsobem,
7e jsme na ezy pupenu, chranéné stale silonovym pletivem, aby neodplavaly,
kapali alkohol a vodu pipetou.

Dalsi postup spoc¢iva v sejmuti si-
lonového pletiva; pomahame si jehlou.

ezy barvime nyni jodjodkaliem, které
asi po minuté odssajeme. Pokapneme
19, kyselinou sirovou, piikryjeme kry-
cim sklickem a ihned prohlizime. Myce-
lium je intensivné ¢ervenofialové zbarve-
né. Bunky rostliny, v nasem pripadé su-
pinynebo listky pupent, byvaji nékdyna
basalni ¢asti tmavémodré az derné, coz
viak pii zjistovani mycelia nevadi. Ne-
muze dojit k zaméné s myceliem. Pii in-
tensivnim osvétleni a piti pouziti modré-
ho filtru je zbarveni mycelia vyraznéjsi.

Zpusob piipravy je pomérné jedno-
duchy. Rezy pupenem se daji zhotovit
ruéné, ponévadz fezy nemusi byt zvlast
tenké. Sila fezi 30—40 u je dostacujici.
Pracovali jsme s ru¢nim mikrotomem.
Dva pracovnici prohlédli za den 50 pu-
pent. Je mozno postupovat i jinym
zpusobem. Nezhotovujeme Tezy pupe-
nem, nybrz pupen jehlami rozcupujeme
na jednotlivé Supiny a listky. Dalsi

s s Y . o Mycelium Podosphaera leucotricha na listu
postup je pak stejny jako pii Fezech. jablons (300X ). — Foto J. Fiala.

Diskuse

Popsanou metodou 1ze pomérné rychle a spolehlivé zjistit pritomnost my-
celia v pupenech, a tim dokonaleji poznat nékteré vyvojové faze parasitickych
hub, v nasem piipadé u Podosphaera leudotricha. Hodlame pouzit této metody
predné ke zjisténi doby primarnich infekei. Jak jsme se zminili jiz na zac¢atku,
mélo by toto zjisténi velky vyznam pro praxi. V dobé infekce nebo tésné pied
ni by se dalo riznymi chemickymi zakroky mozna z velké ¢asti zabranit témto
infekeim a tim predejit zdroji nakaz na jate ptistiho roku.

Dale pouzivame této metody k ovéteni pozorovani, Ze po silnych mrazech
se padli vyskytuje slabéji nez jina léta. Dosud tato pozorovani byla empiricka.
Nebylo znamo, zda neslo o vliv podminek prostiedi v piedchizejicim roce
a zda skute¢né k infekeim pupentt padlim doslo.
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Praxe 74d4 od vyzkumu ¢im dale tim vice prognosu jednotlivych chorob.
Podle naseho minéni bude mozno této metody s ispéchem pouzit pro piredpoveéd
sily primarnich infekei. Ponévadz rozsifovani padli na jaie se déje témér
vyhradné z ptezimujiciho mycelia v pupenech, byla by tato prognosa pomérné
velmi presna. Jeji vyhodou by byla jednoduchost, ktera by umoznila vyzkum-
nym stanicim v jednotlivych krajich, i méné technicky vybavenym, piedpoveéd
intensity vyskytu padli jablonového. Metodu bude nutno jesté opakovat a vy-
zkouget v praxi. Je znamo, Ze nedochazi k rastu mycelia na jaie ze vsech
pupent, ve kterych pfezimovalo.

Zaveér

V praci je popsané vyuziti mikrochemické reakce na chitin ke zjistovani
prezimujiciho myecelia Podosphaem leucotricha v pupenech jabloni v dobé
vegetacniho klidu (listopad az tnor).

Vysettovani se provadelo na iezech silnych 30—40 u. T{eLy pupenem
jsme zhotovovali na ru¢nim mikrotomu, lze vsak pupeny fezat i ruéné v bezové
dusi, pripadné pouze ,,rozcupovat®, to znamena oddélit Supiny a zaklady
listtt pupenu od sebe. Zhotovené fezy byly umistény mezi dvé podlozni sklicka,
aby se nerozvarily. Pusobenim koncentrovaného louhu (180 g KOH na
100 ml H,0) pti teploté 170—180 °C po dobu 1 hodiny doslo ke zméné chitinu
v chitosan. Tento lze snadno dokazat na pt. jodjodkaliem Chitosan se barvi
hnédofialové, piikdpneme-li vak po odsséti jodjodkalia 1%, kybehnu sirovou,
méni se zbarveni chitosanu v cervenoﬁalove, které je intensivnéjsi a vyraz-
néjsi. Preparaty prohlizime piimo v této zfedéné kyseliné. Doporudujeme
intensivni osvétleni a pouiiti modrého filtru.

Tato metoda umozni podle naseho soudu zjisténi I)Ieme doby pnmarmch
infekei, ovéfeni pouhého pozorovani o vliva mrazu na prezimujici mycelium
a_prognosu intensity jarniho vyskytu padli ]ablonovoho Aplikace i pro
nékteré jiné parasitické houby obsahujici chitin je mozna.
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