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UDK 663.11:632.122.1/.2
Struéni rad*

BROJ TELEUTOSPORA Tilletia spp.
KAO POKAZATELJ KVONTAMINIRANOSTI
ZRNA PSENICE

COUNT OF TELEUTOSPORES OF Tilletia spp. AS AN INDICATOR
OF CONTAMINATION OF WHEAT GRAINS

R. Jevti¢!, M. MiloSevi¢!, S. StojanovicZ, M. Dopuda’,
G. Forgié*, N, Jeki¢®, M. Mitkovico**

REZIME

Cilj rada je bio da se utvrdi koli¢ina teleutospora na zrnu penice, jer
je njihovo prisustvo u direktnoj korelaciji sa intenzitetom infekcije u
polju i zagadeno¥¢u zrna.

Kori3¢ena je metoda ispiranja (pranja) zrna. Radni uzorak iznosio je
4x 300 zrna. Brojanje spora parazita vrieno je pomoéu mikroskopa u
. 10 vidnih polja ponavljanja. Za poredenje nivoa znacajnosti uzeto je
50 spora/zrnu. (spora po zrnu).
Od 80 analiziranih uzoraka kod 92,5 % je utvreno prisustvo teleuto-
spora parazita. Kontaminiranost zrna 25 (31.2%) uzoraka bila je iznad
nivoa znadajnosti. U 1997.godini prosecan broj spora bio je znatno
vidi nego u 1996. godini. Najveca kontaminiranost zrna teleutosporama
parazita Tilletia spp. (20,5 po zrnu) bila je kod 17 uzoraka koji su
poticali iz lokaliteta Sremski Jarak.

Kljuéne redi: Tilletia tritici, teleutospore, broj spora po zrnu.

UvOD

Glavnica je najranije zapaZena i opisana bolest pSenice. Opisao
juje Tillet 1755. godine [1] po kome je &itav rod dobio
ime. Za na$u zemlju uglavnom su znadajne Tilletia tritici
(Bjerk.) Wint., specifi¢ni sinonimi: 7. caries (DC.) Tul., T
tritici (Bjerk.) R. Wollff 1 Tilletia leavis Kiihn, specifi¢ni
sinonimi: T. levis Kihn, T. foetida (Wall.) Liro, T. foetens
(Berk &Curt.) Schrét. Zatim Tilletia controversa Kiihn , spe-
cifi¢ni sinonimi: T. contraversa Kithn, T. brevifaciens Fisch.
U Indiji, Pakistanu i Iranu javlja se Tilletia indica Mitra,
specifi¢ni sinonimi: Neovossia indica (Mitra) Mundkur.

- * Predat: 15.01.1998.

SUMMARY

The aim of this work was to evaluate teleutospore counts on wheat
grains, as their presence directly correlates with the infection degree
on the field and with the contamination of the grain.

Method of the rinsing (washing) of grains was applied. The sample
was 4 times 300 grains. Counting of parasite spores was performed
microscopially, at 10 sight field repeats. For the evaluation of signi-
ficance level 50 spores per grain was used.

From 80 analyzed samples, at 92,5% the presence of teleutos-
pores has been found. Contamination of 25 (31,2%) samples
was above the significance level. Spore counts in 1997 were
higher, than in 1996. The highest contamination levels for
teleutospores of Tilletia spp. parasites (20.5 per grain) were
found in samples originating fron Sremski Jarak region.

Key words: Tilletia tritici, teleutospores, number of spores per
grain.

Prva zabele$ka o pojavi 7. laevis na prostoru Srbije potite iz
1895. godine, a utvrdio je Simi¢ u jednom ambaru u Beogradu.
Nesto kasnije, Ranojevi¢ (1905) je konstatovao njeno prisustvo
u srezu Nigavskom, a Kati¢ (1906) oko Kragujevca, Stalaca,
KruSevca, Koznika, JoSanitke Banje i Nisa [2]. Narogito po-
voljne za razvoj T. laevis su bile 1908. i 1909. godine, kada
je na mnogim parcelama unistila preko 50% Zetve. Proizvodadi
su o prirodi ovog oboljenja malo znali i bili su skloni raznim
verovanjima i vradzbinama [3].

Vrsta T. controversa je 1957. godine konstatovana kao nova
za nalu zemlju (2). Medutim, nije ustanovljeno koliko je ona

#* | Dr Radivoje Jevti¢, Dr Mirjana MiloSevi¢, Naucni institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad; 2 Prof. dr Srbobran Stojanovi¢,
Institut za istraZivanja u poljoprivredi ,,Srbija”, Beograd-Centar za strna Zita, Kragujevac; 3 Dr Milenko Dopuda, Institut za
poljoprivredu ,,Dr Petar Drezgi¢”, Sremska Mitrovica; * Mr. Gordana Forgi¢, Agroinstitut”, Sombor; * Dipl. inZ. Nedeljka Jekic,
Poljoprivredna stanica, Ruma; ¢ Dipl. inz. Milica Mitkovi¢, Agrozavod-Stig, Pozarevac.
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rasprostranjena u pojedinim nasim Zitorodnim reonima. Treba
naglasiti da 7. indica kod nas jo§ uvek nije registrovana.

U periodu ekonomske krize mnoge mere zastite su izostale, pa
su Jevti¢ i sar. [4, 5] potvrdili da je glavnica ponovo aktuelna
bolest p3enice u Srbiji.

Simptomi bolesti dve najzastupljenije vrste u nasim uslovima (7.
tritici 1 T. laevis). Biljke pSenice zaraZene glavnicom ne mogu se
prepoznati sve do pojave klasa iz rukavca. ZaraZeni klasovi imaju
nijansu plavi€aste boje. Bolesna zrna su ne$to $ira, buretasta i
imaju tamnosivu boju. Promena boje zrna nastaje usled izumiranja
unutra$njeg sadrZaja, koji je potpuno pretvoren u cru pra$nu
masu. Kod bolesnih zrna spoljni omotad je ocuvan, ali prilikom
viSidbe puca i rasipa se crna prasna masa. To su teleutospore
gljive. Pri oslobadanju teleutospora javlja se neprijatan miris koji
podse¢a na ribu u raspadanju. Miris se javlja zbog prisustva
trimetilamina koji se nalazi u teleutosporama gljive, po ¢emu se
bolest ranije nazivala "smrdljiva plesan". Iz jednog zaraZenog zrna

" oslobodi se oko 3est do devet miliona teleutospora [2], koje se
prilikom vridbe rasipaju po parceli, raznose na susedne parcele
ili zadrZavaju u brazdici i na bradici (dlagice na vrhu zma).

Zbog toga je cilj rada bio da se utvrdi koli¢ina teleutospora
prouzrokovaca glavnice Tilletia tritici na zrnu psenice, jer je
njihovo prisustvo u direktnoj korelaciji sa intenzitetom infek-
cije u polju i zagadeno$c¢u zrna.

MATERIJAL I METOD

Izratunavanje broja teleutospora parazita na zrnu p3enice
vrdeno je po metodi "The International Seed Testing Associa-
tion - ISTA" [6]. Ova metoda predvida odredivanje zagadenosti
zrna, nivo znacajnosti i determinaciju do vrste parazita. Za
analizu su uzeti uzorci iz Zetve 1996. i 1997. godine i to: sa
podrugja Srema (69 uzoraka), Severne Batke (6 uzoraka),
Stiga (4 uzorka) i jedan uzorak sa Tehnologkog fakuleta iz
Novog Sada (postZetvena kontrola). Kod svih uzoraka prethod-
no je utvrdeno prisustvo glavnice, na otkupnim mestima. Uzor-
ci, koji poti¢u sa teritorijre Srema iz Zetve 1996. godine (120),
prethodno su mikroskopirani. Kod 108 uzoraka je utvrdeno
prisustvo teleutospora parazita, ali za rad su odabrani samo oni
koji su prilikom mikroskopiranja obeleZeni sa tri plusa (+++),
odnosno samo oni kod kojih je utvrdeno vise od est hlami-

- dospora po vidnom polju mikroskopa. Takvih uzoraka bilo je
18 (Tab. 2: 1-18). Ostali uzorci sa teritorije Srema potidu iz
1997. godine. Uzorci koji potidu sa ostalih lokaliteta su uzeti
sa otkupnih mesta u 1997. godini i kod njih je utvrden visok
procenat glavni¢avih zrna.

Radni uzorak: Iz svakog uzorka odbrojano je po 1200 zrna,
odnosno Cetiri ponavljanja sa po 300 zrna pSenice u svakom
(4x300).

Da bi se odredila kontaminiranost zrna pSenice potrebno je
izvriti spiranje svih teleutospora koje se nalaze na zrnu. Broj
teleutospora parazita zavisi od nivoa infekcije i ne moZe se
odrediti samo jednim pranjem. Zato ovaj metod predvida tri
ispiranja. '

Procedura ispiranja (pranja):

I ispiranje: Sva zrna p3enice iz jednog ponavljanja (300)
stavljaju se u Erlenmayer-ovu tikvicu zapremine 100 ml. Zatim
se dodaje 20 ml vruée vode (oko 60°C) i mucka tri minuta.
Posle muckanja vr§eno je dekantovanje u drugu tikvicu iste
zapremine. Dekantovana suspenzija spora mikroskopirana je
na mikroskopu marke REICHERT, objektivom 45/0,65 i oku-
larom (8X). Broj teleutospora utvrden je brojanjem svih tele-
utospora u 10 vidnih polja mikroskopa po ponavljanju.

Il ispiranje: Nakon dekantovanja i mikroskopiranja u isto
ponavljanje radnog uzorka ponovo se dodaje 20 ml vruée vode
(oko 60°C). Posle snaznog muckanja u trajanju od 10 sekundi
vrsi se dekantovanje i mikroskopiranje na isti nadin kao kod
ispiranja 1.

III ispiranje: Postupak ovog ispiranja isti je kao ispiranje II
Isti postupak ispiranja je primenjen za svako ponavljanje i
analizirani uzorak.

Izratunavanje broja teleutospora na zrnu vrieno je prema for-
muli:

Tk:ASXP

Gde je:

Tk — Broj teleutospora po zru

As - Prose¢an broj spora po vidnom polju mikroskopa
P — Povrsina vidnog polja

n — Broj zrna p¥enice po ponavljanju (300)

Za poredenje kontaminiranosti zrna teleutosporama parazita
Tilletia spp., kori§cene su vrednosti date u tabelama: tab.l:
Variranje broja zrna u radnom uzorku, tab. 2: Optimalno
uvecanje na mikroskopu i broj spora u vidnom polju —osnova
za izraCunavanje 300 zrna, tab. 3: Procedura ispiranja-spora po
zrnu, tab. 4: Variranje u broju spora po zrnu za razlidite testove
zavisno od broja vidnih polja i ponavljanja, tab.5 i 6: Signifi-
kantnost broja spora za razli¢ite vrste roda Tilletia spp. pri
nivou infekeije 50 spora po zrnu = 0.05 [7].

Dobijeni podaci su varijaciono-statisti¢ki obradeni, a tumadenje
dobijenih rezultata vrieno je preko analize varijanse, izraduna-
vanjem LSD vrednosti i primenom Dankanovog, T i F testa
Jjednakosti sredina i varijansi.

Tab. 1: Prosedan broj teleutospora Tilletia spp. pri proceduri ispiranja uzoraka
Tab. 1: Average Number of Teleutospores Tilletia spp. Used to Rinsing Procedure

Ispiranje (Pranje) Prosecan broj teleutospora / zrnu Dankanov Test
Rinsing procedure Average Number of Teleutospores / Kernel Duncan’s Multiple Range Test
5% 1%
I 72,9 A A
I 30,1 B B
111 153 C C
LSD = 0,05 = 1,415 0,01 = 1,861
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Tab. 2: Prosedan broj teleutospora u vidnom polju mikroskopa (As) i prosetan broj teleutospora po zrnu pSenice (Ts) svih

analiziranih uzoraka u 1996. i 1997. godini.
Tab. 2: Average Number of Teleutospores in Microscope Field of Vision (As) and Average Number of Teleutospores per Kernel

of Wheat (Ts) of all Investigated Samples in 1996. and 1997.

Red. Red.
broj Mesto Ag Ts broj Mesto As Ts
uzorka Locality uzorka Locality
No. No
1. | SURDUK 10,92 36,03 41. | RUMA 0,48 3,78
2. | SUBOTISTE 6,38 22,53 42. | RUMA 5,92 19,54
3. | MANDELOS 5,08 16,76 43. | KUZMIN 6,00 19,80
4. | SR. MITROVICA 5,75 18,97 44. | DIVOS 5,17 17,06
5. | SR. MITROVICA 3,84 12,67 45. | LACARAK 12,50 41,25
6. | VISNJICEVO 2,61 8,61 46. | LACARAK 3,26 10,76
7. | BELEGIS 51,58 170,21 47. | LACARAK 26,58 87,71
8. | VISNJICEVO 4,34 14,32 48. | LACARAK 2,59 8,55
9. | KUKUJEVCI 28,50 94,05 49. | BOSUT 28,58 94,31
10. | MANDELOS 52,33 172,68 50. | VELIKI RADINCI 0,81 2,67
11. | MANDELOS 26,08 86,06 51. | LACARAK 3,09 10,20
12. | VELIKI RADINCI 9,75 32,17 52. | SASINCI 4,20 13,86
13. | SR. MITROVICA 15,50 51,15 53. | NOVI SAD 33,17 10946 |
14. | LACARAK 22,50 74,25 54. | SOMBOR 5,08 16,76
15. | LACARAK 9,25 30,52 55. | KOLUT 17,33 57,19
16. | KUZMIN 1,54 5,08 56. | BACKI MONOSTOR 44,42 146,59
17. | SR. MITROVICA 15,25 50,32 57. | RASTINA 8,92 29,44
18. | SR. MITROVICA 52,92 174,63 58. | BEZDAN 38,17 125,96
19. | VOGANJ 33,00 108,9 59. | BACKI BREG 6,02 19,87
20. | VOGANJ 14,75 48,68 60. | SREMSKI JARAK 0,33 1,09
21. | DOBRINCI 8,17 26,96 61. | SREMSKI JARAK 0,10 0,33
22. | MALI RADINCI 7,42 24,49 62. | SREMSKI JARAK 0,18 0,59
23. | RUMA 2,86 9,44 63. | SREMSKI JARAK 1,38 4,55
24. | RUMA 10,92 36,04 64. | SREMSKI JARAK 0,10 0,33
25. | VOGANJ 19,92 65,74 65. | SREMSKI JARAK 43,92 144,94
26. | RUMA 30,17 99,56 66. | SREMSKI JARAK 2,60 8,58
27. | VOGANIJ 21,09 69,60 67. | SREMSKI JARAK 0,10 0,33
28. | VOGANTJ 5,54 18,25 68. | SREMSKI JARAK 0,10 0,33
29. | RUMA 0,26 0,86 69. | SREMSKI JARAK 5,17 17,06
30. | DONJI PETROVCI 8,42 27,79 70.. | SREMSKI JARAK 3,84 12,67
31. | RUMA 0,32 1,06 71. | SREMSKI JARAK 9,58 31,61
32. | NIKINCI 20,92 69,04 72. | SREMSKI JARAK 6,83 22,54
33. | VELIKI RADINCI 1,69 5,58 73. | SREMSKI JARAK 8,25 27,22
34. | RUMA 0,82 2,71 74. | SREMSKI JARAK 4,67 15,41
35. | VELIKI RADINCI 2,02 6,67 75. | SREMSKI JARAK 13,34 44,02
36. | VELIKI RADINCI 49,58 163,61 76. | SREMSKI JARAK 4,52 14,92
37. | RUMA 0,33 1,09 77. | POZAREVAC 1 22,25 73,42
38. | RUMA 0,33 1,09 78. | POZAREVAC 2 49,83 164,44
39. | RUMA 1,22 4,03 79. | POZAREVAC 3 21,92 72,34
40. | RUMA 0,10 0,33 80. | POZAREVAC 4 35,75 117,98
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REZULTATI I DISKUSIJA

Vec je re€eno da se sve teleutospore parazita Tilletia spp. ne
mogu utvrditi samo jednim ispiranjem (pranjem). Rezultati
ovih istrazivanja pokazali su da se u proceduri prvog ispiranja
moze utvrditi 61,7%, drugog 25,3% i tre¢eg 13% od ukupnog
broja prisutnih spora na zrnu. Dobijeni podaci su u skladu sa
podacima iznetim u Radnom listu 53 [6]. Metod CIMMYT [1]
unekoliko se razlikuje od ISTA metoda. Rastvor u koji se
stavljaju spore za posmatranje pod svetlosnim mikroskopom
naziva se Shears mouting rastvor. Spore mogu da se posmat-
raju pod nefluorescentnom uljanom imerzijom. Pod uticajem
plavog dela spektra (485 nm), kome se izlazu u trajanju od
dva minuta spore T.tritici ne fluoresciraju, dok spore T.con-
trovesra fluoresciraju. Prilikom brojanja spora uzimaju se u
obzir sve spore koje su vece od polovine originalne veli¢ine.
Najsigurniji metod za razlikovanje spora T.tritici od T.contro-
versa je metod naklijavanja.

Broj teleutospora dobijen pri ispiranjima I, IT i III prikazan je
u tab. 1. Izmedu ispiranja utvrdene su znadajne i visokoznagaj-
ne razlike na nivou znadajnosti od 5 i 1% . Vrednosti LSD za
51 1% date su u tab. 1.

Svi analizirani uzorci (80), imali su visoku brojnost teleuto-
spora po zrnu pSenice. Jo§ pri prvom ispiranju brojnost je bila
iznad nivoa uzetog za poredenje (50 spora po zrnu). To zna¢i
da je infekcija u polju bila visoka. Ovakvi rezultati su i oéeki-

" vani, jer su za analizu koriS¢eni uzorci za koje se znalo da
imaju visoku zarazu parazitom Tilletia spp. Podaci o pro-
senom broju teleutospora svih ponavljanja i sva tri ispiranja
(pranja), za svaki uzorak, dati su u tab. 2.

Na osnovu T-testa i F-testa, hozemo zakljugiti da je kontami-
niranost zrma pdenice u 1997. godini bila znatno vi$a nego u
1996. godini. Prose¢an broj teleutospora po zrnu svih uzoraka
prikupljenih u 1997. godini iznosio je 25,2 a u 1996. godini
4,3. Medutim, svi uzorci prikupljeni u 1996. godini poticali su
sa teritorije Srema. Zato je realnije uporediti prose¢ne vrednosti
broja teleutospora uzoraka iz 1996. i 1997. godine sa podrugja
Srema.

Od 18 analiziranih uzoraka sa podrugja Srema u 1996. godini
prose¢an broj teleutospora po zrnu bio je 4,3 , a 34 uzorka iz
1997.godine imala su 11.2 spore po zrnu. Najvec¢a kontamini-
ranost zrna teleutosporama parazita Tilletia spp. (20,5 po zrnu)
bila je kod 17 uzoraka koji su poticali iz lokaliteta Sremski
Jarak.

Prosecan broj teleutospora svakog uzorka dobijen je analizom

Cetiri ponavljanja. Izmedu ponavljanja svih uzoraka nisu dobi-

jene statisti¢ki znadajne razlike na nivou znacajnosti od 51 1%

za vrednosti LSDo,05= 1,634 i LSDo,01 = 2,149. Ovakvi rezul-

tati ukazuju na ujednacenu kontaminiranost zrna sporama pa-
" razita analiziranih uzoraka.

Najveci broj teleutospora po zrnu imali su uzorci iz lokaliteta
Sr. Mitrovica (174,6), Mandelos (172,6), Belegis (170,2),
Pozarevac (164,4), Veliki Radinci (163,6) izmedu kojih nije
bilo statisticki opravdanih razlika na nivou znacajnosti od 5 i
1% za vrednosti LSDogs = 7,307 i LSDoo1 =9,613. Sest
uzoraka ili 7,5% od ukupnog broja analiziranih nije bilo kon-
taminirano teleutosporama parazita.

Kod 11 uzoraka (13,8%) brojnost teleutospora po zrnu pSenice
bila je iznad 100. Medutim, 25 ili 31,25 % uzoraka imalo je

vedi broj teleutospora od nivoa uzetog za poredenje vrednosti
(50 spora po zrnu).

Prema podacima, Sigrianskij [7] ako se na zrnu nade 666 spora
ostvarice se slaba zaraza, sa 3167 srednja, 18445 jaka, a sa
266028 veoma jaka. Sli¢ne rezultate saopstio je i Josifovic [2],
da 209.872 spore po zrnu (200g/100 kg zrna), ostvaruju zarazu
od 53, 2%. Pri 40.331 zaraza je 17%, a pri 7.592 je 1,8%.

Medutim, ovi podaci nisu uporedivi sa brojem teleutospora
koji je utvrden metodom ispiranja (pranja) u ovom radu. Na-
ime, za odredivanja broja spora uzet je crni prah ( 100%
teleutospore). Poznato je da u veéini zemalja nije dozvoljeno
prisustvo parazita Tilletia spp. (tiletiénih klasova i zrna) prili-
kom zdravstvene kontrole, pa zato i ne postoji potreba da se
analizira kontaminiranost zrna i nivo infekcije u polju.

ZAKLJUCAK

Utvrdivanje kontaminiranosti zrna pSenice teleutosporama pa-
razita Tilletia spp. metodom ispiranja (pranja) mogu se dobiti
pouzdani podaci. Medutim, treba pronaéi korelaciju izmedu
broja spora po zrnu i intenziteta zaraze u polju §to e biti jedan
od narednih zadataka. Da bi se ovo sprovelo, neophodno je sa
parcela za koje se zna da su posejane zaraZenim semenom,
uzeti uzorke po dijagonali parcele na nekolko mesta sa
poviSine od 1m?2, a zatim izvrSiti ruéno krunjenje klasova i
analiza pomenutom metodom na prisustvo teleutospora.

Ova metoda mogla bi se primenjivati pri prijemu p3enice u
silose, kada je potrebno sa sigurno$céu utvrditi prisustvo tele-
utospora parazita.

Na podrucju Srema, a verovatno i drugim podrudjima Srbije,
glavnica je dostigla razmere epifitocije, §to su potvrdile analize
prikupljenih uzoraka. Kod 74 (92,5%) uzoraka utvrdeno je
prisustvo parazita Tilletia spp. na zrnu p3enice.
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