A GOMBAHIFAK MIKROSZKOPOS VIZSGALATA
A GAZDANOVENY SZOVETEIBEN

VAGAS ENDRE

(Kozlésre érkezett: 1973. december 10.)

A gombakartevék sejtfonalainak (mycéliumdnak) mikroszkopos ki-
mutatasa gazdasdgi novényeink szdveteiben, de akar épilet- és ipari fa-
anyagainkban is, egyarant fontos feladat. Az utébbi idében a felsoroltak
mellett még a fatonkok felilletén végzett gombatermesztés mellékterme-
keként jelentkez6 un. ,mikéfa” vizsgalatdban is szerepet kapott. Nem
jelentéktelen azonban e kérdés szemléltetéstechnikai vonatkozésa sem;
azaz, hogy miként kévethetjlik nyomon és demonstralhatjuk a gombafona-
lak behatolas-, terjedés- és kartevésmoddjat a gazdandvényben. A gomba-
kartevék finom sejtfonalaikkal ugyanis atszévik a gazdanovényt, mikoz-
ben a sejtek anyaganak jelentds részét felélik, felhasznaljak; az ipari fa-
anyag allomanyat pedig nagymértékben atalakitjak, fellazitjidk, sét, ron-
csoljak.

A gcembahifdk kimutatdsa a gazdandvény szovetel kozott sokaig
meglehetdsen problematikus mikrotechnikai feladatnak latszott. Napja-
inkig erre a célra minddssze négy lényegesebb eljarast — Pianese 1896
—, Cartwright 1926 —, Margolena 1932 — és Markus 1951-bdl szarmazd
modszereit — tart szamon az irodalom. Az eddigi modszerek mindegyike
lényegében un. progressziv festbeljaras, azaz azon az elven alapszik,
hogy a gombafonalak bizonyos festékanyagokat nagyobb mértékben vesz-
nek fel — a metszetben erbsebben szinezédnek — mint a gazdanovény
szovetel. Sajnos, az emlitett festédési eltérés — amelynek oka a gomba-
fonalak és a novényi sejtfalak, sejtalkotorészek eltérd felépitésében ke-
resendé — a kornyezé szovet és a gombafonalak kozott nem mindig elég-
gé szembetling. Igy a mycelium a kornyezetébdl gyakran alig tlinik el§;
masrészt az eddigi mddszerekkel készilt preparatumok tébbnyire kevés-
sé 1d6allok, és ezért alig van mod a gyakorlati és tudomanyos szempont-
bol igen fontos Osszehasonlitdé preparatum-gyijtemények megérzésére.

A progressziv moddszerek hatasfokanal lényegesen kedvez8bb ered-
ményhez jutunk, ha regressziv festéeljarashoz folyamodunk; azaz a gaz-
dandvény szoveteiben lazdn — egyben feleslegesen — kotédott festék-
anyagok jelentékeny részét ugy vonjuk ki (differencidljuk), hogy a fes-
tés eredményét a gombafonalakra koncentraljuk. Az egyébként mérsé-
kelt eredményeket nyujté Cartwright-féle eljarast differencialds kéz-
beiktatadsdval a kovetkezdként alakithatjuk élesen szinezd médszerré:
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A feldolgozasra szant friss névényi anyagot 700-os alkoholban,
5—10%;-0os formalinoldatban, esetleg Bouin-oldatban rdgzitjik; majd pa-
raffinba adgyazzuk. Az ipari faanyagot dltaldban nem rogzitjiik. A kemé-

nyebb fafajtdkat vizben fézve puhitjuk, majd kozvetlenil — bedgyazds
nélkiil — metssziik mikrotom segitségével. A kézvetlen metszésre nem al-
kalmas — kénnyen toredezé — faanyagot szintén paraffinba agyazottan

metsziik. Altaldban kb. 10—15 mikron vastagsagli metszeteket készitiink,
mert a vékonyabb metszetekben amycéliumbdl csak fragmentumok val-
nanak majd megfigyelhetékké a latotérben. Tobbnyire radidlis és tan-
gencidlis metszeteket készitiink, noha a keresztmetszeti képet sem nél-
kiilozhetjilk a gombafertézottség vizsgalatdban.

A festéshez sziikséges festékoldatok:

A) 1%,-os vizes safraninoldat
(Safranin O, Color Index szam: 50 240)

B) Vizben oldhaté anilinkék (Color Index szam: 42 755) 2,5 g
Desztilldlt viz 25 ml
Telitett vizes pikrinsavoldat 100 ml

1. A paraffin kivonasa utdn, amelyet benzollal végzink, a targyle-
mezre ragasztott metszeteket acetonba, 70° -os alkoholba, majd desztil-
141t vizbe helyezziik 4—5 percre.

2. Az ,,A”-oldatban 1—3 percig festiink, majd desztillalt vizzel le-
Oblitjik a metszetet.

1. abra
A targylemez kezelése Kirkbrid-féle csiptetével.
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3. A vizszintesen tartott targylemezen a metszetre néhany csepp
.,,B” oldatot rétegeziink — a metszetet az oldattal béven fedjik —, majd
gyenge langon ovatosan forrasig hevitjik. A targylemezt a festékoldat
felforralasa kozben célszerd, ha az un. Kirkbrid-féle drotesiptetével tart-
juk a lang folé (1. abra). A csipteté rugdsan rogziti a targylemezt, és a
csiptet6 szarainak dsszenyomasakor bocsatja el azt.

A targylemez lehtllése utan a metszetet vizben 6blitjik.

4. A festékfelesleget 1Y/-os natronlugoldatban kivonjuk; a metsze-
tet 2—3 masodpercig tartjuk az oldatban. A metszet téglavoros szint o6lt.

5. A metszetet vizzel ledblitjik, majd haromszor cserélt acetonnal
kezeljik. Az utols6 acetonkezelés addig tartson, amig a metszet festék-
felesleget mar nem ad le.

2. abra
A kukoricaliszdg (Ustilago maydis) hifai, a szar alapszovetének sejtjeiben.
(Mikrofelvétel)

3. abra
Ustilago maydis; hifavég egy alapszoveti sejtben. (Mikrofelvétel)
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4. dbra
Ustilago maydis; hifa a szar szallitoszovetében. (Mikrofelvétel)

6. Viztelenités és atderités karbol-benzol oldatban (3 rész benzolban
1 rész kristalyos karbolsavat oldunk fel). Ebben az oldatban befejezédik
a metszetek differencidlésa, egyben az eredeti kékes sziniik is visszatér.

7. A karbolsavat 4—5-sz0r cserélt benzollal alaposan kimossuk, majd
kanadabalzsam segitségével allanddésitjuk a készitményt.

A festés eredményeként — az altaldban halvanyan fest6dé alapszo-
veti hattérbél — a gombafonalak éles kékesvoros festédéssel tinnek eld
(2—4. felvételek). A nem fasodott részek kék, a fasodott sejtfalak voros
arnyalatokban szinezédnek. A gombafonalak festhetésége az egyes gom-
bacsoportok, sét fajok esetében némileg eltér6. A preparatumok festése
10—15 éven tul sem valtozik szamottevéen.

Szamos gombafaj fonalait, egyben a sejtfalak celluloz és lignin-
anyaganak a gomba kartétel alatti atalakulasat szemléletesen feltlinteti
az alciankék — auramin — safranin hisztokémiai jellegli festdeljaras is,
melyet a Mikroskopie c. folyoiratban kozoltiink az 1961. év folyaman.

OSSZEFOGLALAS
A dolgozat a gombahifak kimutatdsara ez ideig felhasznalt — kor-
latozott teljesitOképességli — mikrotechnikai modszereket értékeli, majd
a Cartwright-féle eljaras modositasanak lehet6ségét ismerteti. Carl-
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wright progressziv festémddszerébe beillesztett — 10/j-os ndatronluggal
vegzett — differencialas eredményeképpen a szerzdé a gombafonalak éles
festédését éri el az alapszovet mérsékelt szinezddése mellett.

A dolgozat utal a gombahifak hisztokémiai jellegli kimutatdsénak

lehetdségére is.
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A mikrofelvételek a szerz8 preparatumairol késziiltek.
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