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Metoda izolowania epidermy lisci pomidora i ogorka
dla mikroskopowej oceny rozwoju grzybow patogenicznych
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cucurnber leaves for microscopic investigation of pathogenic fungus development.

Abstract

There has been described a new, easy method of isolation and staining of epidermis from leaves
and cotyledon of healthy cucumber and infected one with the fungus Pseudoperonospora cubensis
Berk and Curt and from tomato leaves infected with the fungus Oidiurn licopersicum Cook and
Massee. The epidermis was taken of with the use of transparent Scotch from the leaves and
stained with toluidyne blue. This method is helpful in distinguising the differences in a struc-
ture of epidermis of healthy and infected leaves and in estimating the following: stage of devel-
opment of the fungus on epidermis, number and size of haustorium in epidermis cells, number
of spores of a fungus on the certain surface of the host leaf. This method is valuable because it
enables to protect the material for a long time, which is very important during testing a big
number of plants. Key words: leaf epidermis, method of isolation, cucumber, tomato, patho-
genic fungus.

WSTEP

Oceng porazenia lisci przez patogena najczg¢sciej przedstawia si¢ na podstawie
obserwacji makroskopowych przy pomocy umownej skali uwzgledniajacej przybli-
zony procent powierzchni z wystgpujgcymi chlorozami i nekrozami. Przy poszu-
kiwaniu cech morfologicznych liscia zwigzanych z wrazliwoscig odmian na grzyby
patogeniczne wazne jest poznanie budowy epidermy gospodarza i poréwnanie stopnia
zarodnikowania grzyba na badanych powierzchniach. Z morfologicznymi i anato-
micznymi cechami epidermy zwigzana jest tzw. odpornos¢ wlasciwa bierna roslin
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na dziatanie grzybéw (Y an g iin, 1972; Schuman iin, 1992). Od lat po-
szukiwane sg korelacje migdzy gruboscig kutikuli, iloscig aparatéw szparkowych lub
iloscig wloskéw w epidermie liscia a odpornoscig roslin Misko i Postnikova,
1989;Kitroongruang iin, 1991; Pavlenko, 1991, 1993). Zastosowanie
elektronowego mikroskopu skaningowego do tych badani nie daje doktadnego obrazu
interakcji epiderma liscia — patogen, jak réwniez nie jest dostgpne w warunkach kaz-
dego laboratorium. Przy prowadzeniu badan nad biologig grzyba Oidium lycopersicum
Cook and Massee, wywolujacego maczniaka prawdziwego pomidora (D y ki iin.,
1994) i odpornoscig réznych linii hodowlanych ogérka na Pseudoperonospora cubensi
Berk and Curt, ktéry jest sprawcg maczniaka rzekomego (Habd as iin., 1994,
1996) opracowano prostg i szybka metodg izolowania i barwienia epidermy lisci do
analizy w mikroskopie swietlnym.

MATERIAL

Badania cytologiczne nad odpornoscig ogérka na grzyb Pseudoperonospora
cubensis, prowadzono na odm. Wisconsin i linii 3351 wykazujgcych duzg wrazliwosc
oraz na liniach 3320 i 3292 wykazujacych duzg tolerancj¢ na tego patogena. Badano
réwniez cykl zyciowy grzyba Oidium lycopersicum Cook and Massee, ktory jest
przyczyng maczniaka prawdziwego objawiajacego si¢ bialym, mgczystym nalotem
na gérnej powierzchni lisci pomidora. Dla tego celu przebadano liscie wielu odmian
pomidora uprawnego (Lycopersicon esculentum), ktére sg wrazliwe na tego patogena
oraz liscie trzech dzikich gatunkéw (L. pennelli, L. chilense, L. hirsutum) i ich mie-
szancéw z pomidorem uprawnym, charakteryzujacych si¢ nieporazalnoscig lub wy-
sokg tolerancja. Liscie i liscienie zdrowych i chorych roslin ogérka czy pomidora,
po makroskopowej ocenie poddawano nowo opracowanej metodzie ,.izolowania epi-
dermy”.

OPIS METODY

Na fragmenty liscienia lub liscia, z obydwu jego stron, naklejano kawatki prze-
zroczystej tasmy (a i b) typu Scotch (rys. 1). Nastepnie, lekko naciskajgc, dokladnie
przyklejano obydwie powierzchnie tak, aby pecherzyki powietrza nie znajdowaly
si¢ migdzy tasmg a komérkami epidermy. Potem rozklejano fragmenty (aib) i w ten
sposéb otrzymano zabezpieczong epiderme gornej i dolnej strony liscia na dwoch
oddzielnych kawatkach tasmy (rys. 1), ktore oznaczano (w spos6b umowny) dla ich
rozréznienia. Resztki mezofilu z obydwu fragmentéw tasmy usuwano skalpelem
uwazajac, aby nie uszkodzi¢ przyklejonej warstwy epidermy. Po przeptukaniu w wo-
dzie destylowanej, tasme a i b (z przyklejong epidermg gérnej i dolnej strony liscia)
barwiono w blgkicie toluidyny (2% biekit toluidyny w 1% roztworze wodnym czte-
roboranu sodu). Barwiony material umieszczano na szkietku podstawowym w glice-
rynie (wewnetrzna strona epidermy do szkietka podstawowego). Sporzadzony w ten
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sposob preparat epidermy liscia czy liscienia (wraz z patogenem), zostal zabez-
pieczony przed wysychaniem i mégt byé przechowywany, po uprzednim przykryciu
szkietkiem przykrywkowym, do czasu prowadzenia obserwacji w mikroskopie
Swietlnvm

fragment liscia ; ~— g

Rys. 1. Schemat wykonywania preparatu ,izolowanie epidermy” (a, b — tasma)
The outline of making the speciment “isolahon of epidermis” (a, b — scotch tape)

WYNIKI

Nowo opracowana metoda pozwolila na dokonanie ilosciowej oceny zarod-
nikowania grzyba Pseudoperonospora cubencis na liniach wrazliwych (fot. 1, 2)
i tolerancyjnych ogorka (fot. 3, 4) oraz poréwnania morfologii epidermy (ksztalt
i wielkos¢ komérek, grubosé scian komérkowych, liczba aparatéw szparkowych)
przedstawionej na fot. 5-8. Przy zastosowaniu tej metody zbadano réwniez epiderme
gbrnej strony lisci réznych gatunkéw i linii hodowlanych pomidora zdrowego
(fot. 9, 10) i epiderm¢ z objawami wywotanymi przez grzyb Oidium lycopersicum
(fot. 11-14). W odniesieniu do lisci pomidora metoda ta pozwolita na doktadne okres-
lenie nastgpujacych cech epidermy:
— liczba, ksztalt i wielkos$¢ wloskéw (fot. 9),
— liczba i budowa aparatéw szparkowych (fot. 9, 10),
— wielkos¢ 1 ksztalt oraz grubo$¢ scian komdrkowych komérek podstawowych
epidermy (fot. 10, 13, 14),

— liczba nekrotycznych komérek i komérek zdrowych przypadajaca na okreslong
powierzchni¢ widoczna w mikroskopie (fot. 11, 12),

— liczba, ksztalt i wielko$¢ haustoriéw grzyba obecnych w komoérkach epidermy
liscia gospodarza (fot. 13, 14).

Metoda ta w poréwnaniu z innymi, tradycyjnymi metodami stosowanymi do
oceny porazenia lisci lub liscieni roslin daje gwarancj¢ pelnego obrazu zarodnikowania
grzyba uwzgledniajge jednoczesnie cechy charakterystyczne epidermy liscia zywiciela.
Technika ta pozwala réwniez na dlugotrwale zabezpieczenie materiatu (ok. 1 roku),
co jest istotne przy testowaniu duzej liczby roslin w pracach hodowlanych i fitopato-
logicznych.



B. Dyki, H. Habdas

126

i R

o g caAaE
i
r R

o

i LSS x«w
.

i R e R e S g

.
a
e
%&.v%gm&kieﬁ&%wak
SEeen

e

b
wMM»&&.x§xw»«3 e
-

i

ni ogorka linii

rzchni liscie
(fot. 11 3) oraz epiderma dolna

a powie

eorna

n

Curt,
erma

ronospora cubensis Berk i

2) oraz tolerancyjnej (fot. 3 i 4). Epid

“udope

ba Pse

grzy

1-4. Zarodniki

Fot.

ej (fot. i

wrazliw

(fot. 21 4) (x 120)

udoperonospora cubensis Berk and

e surface of cucumber

ig. 3 and 4). Upper epidermis

, on th

Curt

and 2) and tolerant line (

fungus Pse

s of the

spore

The

1

line (Fig.
(Fig. 1 and 3) and lower epidermis (Fig. 2 and 4) (x 120)

of susceptible

cotyledons



127

Mikroskopowa ocena rozwoju grzybéw patogenicznych

51 6) oraz tolerancyjnej

epiderma dolna (fot. 6 i 8) (x 450)

ieni ogdrka linii wrazliwej (fot.

Struktura komdrek epidermy li§

Fot. 5-8.

(fot. 51 7),

orna
cells of cucumber cotyledons from sus

(fot. 71 8). Epiderma g

The structure of epidermal

ceptible and tolerant line (Fig. 7 and 8).

Upper epidermis (Fig. 5 and 7), lower epidermis (Fig. 6 and 8) (x 450)



128 B. Dyki, H. Habdas

Fot. 9-14. Komérki epidermy gérnej strony liscia pomidora zdrowego (fot. 9 i 10) i z objawami mgczniaka
prawdziwego (fot. 11-14). a — aparat szparkowy, w — wlosek, h — haustorium, n — komérki nekrotyczne.
Fot. 9, 11, 12 (x 120); Fot. 10 (x 280): Fot. 13, 14 (x 450)
The surface of epidermis of upper side of healthy tomato leaf (Fig. 9 and 10) and with symptoms
of powdery mildew (Fig. 11-14). a - stoma, w — hair, h — haustorium, n — necrotic cells
Fig. 9, 11, 12 (x 120); Fig. 10 (x 280); Fig. 13, 14 (x 450)
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Streszczenie

Opracowano prost i szybkg do wykonania metodg izolowania i barwienia epidermy z lisci i liscieni
ogérka zdrowego i porazonego przez grzyb Pseudoperonospora cubensis Berk i Curt, oraz ze zdrowych
i porazonych przez grzyb Oidium lycopersici Cook i Massee, lisei pomidora. Epidermg z liscia zrywano
przezroczysty tasma klejaeq typu Scotch i barwiono 2% blgkitem toluidyny rozpuszczonym w 1% roztworze
wodnym czteroboranu sodu. Metoda ta moze sluzy¢ do okreslenia réznic w budowie epidermy lisci zdrowych
i porazonych grzybem, do oceny stopnia rozwoju grzybéw na powierzchni epidermy, a takze do okreslenia
liczby i wielkosci haustoriéw obecnych w poszczegdlnych komérkach oraz liczby zarodnikéw grzyba
widocznych na badanej powierzchni liscia. Metoda ta pozwala na dlugotrwale zabezpieczenie badanego
materialu, co jest istotne przy testowaniu duzej liczby roglin w pracach hodowlanych i fitopatologicznych.
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