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Listot na Nicotiana tabacum L e obvien
so kutikula koja ja so~inuvaat epidermis koj
se sostoi od ednokleto~en sloj na kletki
so razli~en oblik, stomi smesteni pome|u
kletkite i lisni vlaknenca ili trihomi
(Delon et al., 1979, Poethig, 1997).

Ova lisno tkivo koe se nao|a pome|u
nadvore{nata sredina i mezofilot ima
specijalizirana fiziolo{ko-ekolo{ka
funkcija i izrazena  biosintetska sposob-
nost. Celata lisna povr{ina e prepokriena
so smolest i gumest eksudat koj se sinte-
tizira i izla~uva od kutikulata i trihomite
(Nielsen et al., 1991, Wagner, 1999).

Kaj razli~nite sorti tutun i inser-
cii, gustinata i vidot na vlaknencata vari-
raat vo zavisnost od toa dali se nao|aat na
gornata ili na dolnata strana na listot
(Pej~inovi} i sarad, 1977, Nielsen et al., 1991).

Sostavot i sodr`inata na neispar-
liviot eksudat kaj tutunot zavisat od geno-
tipot, insercijata, agroekolo{kite i
proizvodstvenite uslovi. Eksudatot sodr`i
hemiski konstituenti koi vlijaat vrz otpor-
nosta na rastenieto kon {tetnite insekti i
bolestite i konstituenti koi se prekursori
na aromata i mirisot na tutunot (Heemann
1981, Severson 1985, Georgieva 1998, Simo-
novska et al., 2006).

Smolite koi se sozdavaat vo `lez-
denite vlaknenca i vo sub kutikularniot
sloj na listot pretstavuvaat leplivi, gusti
i amorfni supstancii. Po svojata hemiska
priroda tie se smesa na razli~ni alifa-
ti~ni, hidroaromati~ni i aromati~ni soedi-
nenija koi vo odreden stepen se oksidirani,
polimerizirani i kondenzirani (Wagner,
1999).

Vosocite se jaglevodorodi so razgra-
neta molekula od 25-34 jaglerodni atomi,
koi se sozdavaat od epidermalniot sloj i

zaedno so masnite kiselini so S
16-18

 atomi
se izla~uvaat na povr{inata na tutunskiot
list vo vid na kristali (Arrendale et al.,
1988).

Na povr{inata i vo trihomite na
tutunskiot list, osven smolite i  vosocite,
se sozdavaat mnogu neisparlivi komponenti
koi ja davaat karakteristi~nata aroma i
miris na tutunot, kako {to se terpenite,
saharoznite estri i drugi isparlivi
komponenti (Severson, 1984). Acikli~nite
cembreni, labdanite i di

_
 i tricikli~nite

diterpeni se sintetiziraat od trihomite na
listot pri negovoto sozrevawe i vo tutun-
skite cvetovi (Reid, 1985).

Po diterpenite, {e}ernite estri se
vtora po golemina grupa soedinenija koi se
sintetiziraat i izla~uvaat kako eksudat od
`lezdenite kletki na lisnite vlaknenca od
tutunot. Ispituvawata poka`aa deka
saharoznite estri migriraat od ̀ lezdenite
kletki na trihomite i se rasporeduvaat
isklu~ivo okolu trihomite i epikutiku-
larno po povr{inata na listot (Lin et al.,
1994).

Va`en faktor za aromata, mirizli-
vosta, kako i otpornosta kon insekti na
odredena sorta tutun pretstavuva zasta-
penosta na  razli~nite fenolni komponenti
na povr{inata na listot (Georgieva, 1998).
Od polifenolnite soedinenija koi se
prisutni vo eksudatot na listot osobeno se
va`ni taninite, kumarinite, flavonolite,
fenolite, antocijanite i hidroksiliranite
cikloheksani (Snook et al., 1981).

Sozdavaweto na alkaloidite vo lis-
nite trihomi kaj nekoi vidovi tutun go ispi-
tuvale istra`uva~ite (Laune et al., 2000).

Citohemiskite ispituvawa ovozmo-
`uvaat da se odredi mestoto na sozdavawe
na nekoi epikutikularni soedinenija na
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listot, a posredno so toa i kvalitativno
odreduvawe na komponentniot sostav na
neisparliviot eksudat kako i vidot i zas-

tapenosta na trihomi so koi gi sekretiraat
ovie soedinenija.

MATERIJAL I METOD NA RABOTA

Rastitelen materijal
Za analiza bea zemeni primeroci

tehni~ki zreli, zdravi i neo{teteni lis-
tovi tutun od podvrvnata insercija na
sortata P-23. Tutunot be{e odgleduvan spo-
red vospostavenata proizvodstvena prakti-
ka za orientalski tip tutun na Opitnoto
pole na Institutot za tutun vo Prilep vo
2003 godina.

Prigotvuvawe na citohemiski
preparati i in situ lokalizacija na
epikutikularni komponenti

Preparatite bea napraveni od
par~iwa epidermis (okolu 0,5 cm2), izdvoeni
od vrvniot del na opa~inata na listot, abak-
sijalno od lisnite nervi. Potoa e izvedeno
boewe na preparatite so razli~ni reagensi,
in situ lokalizacija i kvalitativno oprede-
luvawe na epikutikularnite supstancii
(fenoli, flavonoidi, flavonoli, kondenzi-
rani tanini, polifenoli, saharozni estri i
alkaloidi).

Fenolnite komponenti bea odrede-
ni po obojuvawe vo reagensot 0.5% metilen-
sko plavo vo acetaten pufer so pH = 4.4.

Flavonoidite zastapeni na lisnata
povr{ina bea odreduvani spored nivnata
fluorescencija so reagensot 5% etanolen
rastvor na aluminium trihlorid, a flavo-
nolite so 0.5% etanolen rastvor na 2-
aminoetil difenil borinat.

Hoepfner-Vorsatz reagensot i nitrozo
reakcijata bea upotrebeni za lokalizirawe
na polifenolite na preparatite od epider-
mis, a vanilin-hlorovodorodna kiselina
be{e upotrebena za obojuvawe na konden-
ziranite tanini.

So reagensot anilin-difenilamin-
fosforna kiselina (DAP) se obojuvaat i
lociraat saharoznite estri vo trihomite
i na epidermisot.

Alkaloidite koi se nao|aat na
listot se obojuvaat  i identifikuvat so jod-
kalium jodid reagensot.

Primenetite hemiski reakcii i rea-
gensite za obojuvawe i detekcija se iden-

ti~ni so onie koi se upotrebuvaat vo tenko-
slojnata hromatografska analiza na fenol-
nite i polifenolnite soedinenija, flavono-
lite, flavonoidite i drugi soedinenija (Jork
et al., 1990).

Po obojuvaweto, par~iwata epider-
mis vnimatelno se stavaat pome|u predmetno
i pokrovno staklo i preparatite se posmat-
rani pod svetlosen mikroskop od markata
Axiovert 25 opremen so videokamera Sony i
nadvore{na PC kontrola i korekcija so
imerzija na okularot vo maslo (Moreno,
2006).

Opredeluvawe na zastapenosta na
lisni vlaknenca

Gustinata na lisnite vlaknenca na
list od podvrvnata insercija e opredelena
so nivno broewe pri posmatrawe na neo-
boena lisna plojka (0.5 cm2) pod svetlosen
mikroskop od markata Axiovert 25 opremen so
videokamera Sony i nadvore{na PC kontro-
la (zgolemuvawe 100 x, povr{ina 2.25 mm2).

Zastapenosta na trihomite so pove-
}ekleto~ni ̀ lezdeni kletki i na trihomite
bez `lezdeni kletki e ocenuvana od 0 (bez
trihomi) do 9 (dvata vida na trihomi) i e
izrazena kako sredna vrednost na gustinata
na pet slu~ajno zemeni listovi tutun.
Broeweto e izvr{eno na tri lokacii na
gornata i dolnata  strana na listot, bez da
se zafa}aat nervite:

Lokacija 1: Na osnovata na listot
Lokacija 2: Vo sredinata na listot
Lokacija 3: Pri vrvot na listot
Dokolku brojnosta na trihomite e

oceneta so vrednost od 1 do 8 zna~i deka na
listot se prisutni od 1 do 120 trihomi so
`lezdeni kletki na povr{ina 2.25 mm2,
odnosno 1-80 trihomi bez ̀ ledeni kletki na
2.25 mm2. Vrednosta nad 9 zna~i deka na
listot se prisutni nad 120 trihomite so
`lezdeni kletki i nad 80 trihomi bez
`ledeni kletki na 2.25 mm2.

Potoa matemati~ki se presmetuva
zastapenosta na trihomite na edinica lisna
povr{ina izrazeno vo mm2.

Tutun/Tobacco, Vol.57, No 9-10, 217-223, 2007



219

REZULTATI I DISKUSIJA

Citohemiska lokalizacija na
epikutikularni komponenti

Epidermisot i kleto~nite yidovi na
trihomite se obojuvaat metahromatski od
sino do sino zeleno, zavisno od prisustvoto
na fenolnite supstancii (Slika 1).

Po obojuvaweto so aluminium trihlo-
rid, epidermisot i trihomite dobivaat
zelena ili `olta fluorescencija kako
rezultat na prisustvoto na flavonoidite.
Zelena fluorescencija mo`e da se posmatra
na epidermisot i kaj `lezdenite kletki od
malite trihomi, dodeka pove}ekleto~nite
`lezdeni trihomi fluoresciraat `olto
(Slika 2).

Po tretmanot so etanolen etilfla-
vognost, trihomite poka`uvaat portokalova
fluorescencija kako rezultat na prisus-
tvoto na fenolite (Slika 3).

Hoepfner-Vorsatz reagensot gi
identifikuva nitrozo derivatite na
dihidrofenolnite soedinenija, odnosno
polifenolite koi formiraat razli~no
oboeni soli. @lezdenite vlaknenca i
epidermalnite kletki se obojuvaat
portokalovo, a mestata kade se locirani
polifenolite bledo`olto (Slika 4).
Reagensot vanilin-hlorovodorodna kiseli-
na dava sjajno crveno obojuvawe vo prisustvo
na flavan-3-ols-monomerni i polimerni
tanini (Slika 5).

DAP reagensot dava metahromatsko
kafeavo obojuvawe vo prisustvo na
saharozni estri vo `lezdestite trihomi
(Slika 6).

Jod-kalium jodid testot gi obojuva
alkaloidite koi se prisutni na lisnata
povr{ina vo kafeava boja (Slika 7).

Sl. 1. Citohemiska lokalizacija na
fenoli

Photo1. Cytochemical localization of phenols

Sl.2.Citohemiska lokalizacija na
flavonoidi

Photo2. Cytochemical localization of flavonoids

Slika 3. Citohemiska lokalizacija na
flavonoli

Photo 3. Cytochemical localization of flavonols

M. Srbinoska: Citohemisko ispituvawe na epikutikularni komponenti kaj tutunot
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Slika 4. Citohemiska lokalizacija na
polifenoli

Photo 4. Cytochemical localization of polyphe-
nols

Slika 5. Citohemiska lokalizacija na
tanini

Photo 5. Cytochemical localization of tannins

Slika 6. Citohemiska lokalizacija na
saharozni estri

Photo 6. Cytochemical localization of sucrose
esters

Slika 7. Citohemiska lokalizacija na
alkaloidi

Photo 7. Cytochemical localization of alkaloids
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Zastapenost na lisni vlaknenca
Brojot i vidot na lisnite vlaknenca

na podvrvna insercija kaj sortata tutun P-
23 se pretstaveni vo Tabela 1.

Brojot, rasporedot i formata na
`lezdenite vlaknenca na istata strana na
listot se razli~ni. Zastapenosta na triho-
mite e pogolema na gornata strana na listot,
sporedeno so dolnata strana.

Najgolem broj vlaknenca na mm2 lisna
povr{ina e registriran na osnovata na lis-
tot, a najmal na vrvniot del od listot. Ovie
rezultati se vo soglasnost so ispituvawata
na Pej~inovi}, (1977) za gustinata na lisni
vlaknenca kaj nekoi orientalski i polu-
orientalski sorti tutun odgledani vo regi-
onot na Prilep.

Tabela 1. Zastapenost na lisni vlaknenca kaj podvrv na sortata P-23
Table 1. Presence of trichomes in the upper leaves of variety P-23

M. Srbinoska: Citohemisko ispituvawe na epikutikularni komponenti kaj tutunot
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 Postapkite na citohemiskite boe-
wa na lisnata kutikula (epidermis i tri-
homi) mo`at da se primenat za brza kvalita-
tivna analiza na epikutikularnite supstan-
cii koi se nao|aat na povr{inata na zelen
tutunski list.

 So ovie postapki izvedena e in situ
lokalizacija i kvalitativno doka`uvawe na
prisustvoto na fenoli, flavonoidi, flavo-
noli, kondenzirani tanini, polifenoli,
saha-rozni estri i alkaloidi na lisnata
povr{ina od sortata P-23. Po su{eweto i

fermentacijata, tokmu ovie komponenti mu
davaat karakteristi~en miris i aroma na
tutunot od sortata P-23 i go definiraat kako
visokokvalitetna surovina.

 Zastapenosta na trihomite so sin-
tetska sposobnost kaj sortata P-23 e pogo-
lema na gornata strana od listot, sporedeno
so dolnata.

 Najgolem broj na vlaknenca na edi-
nica lisna povr{ina e registriran na osno-
vata na listot, a najmal na vrvniot del od
listot.
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CYTOCHEMICAL INVESTIGATION OF EPICUTICULAR COMPONENTS ON

TOBACCO

M. Srbinoska
Tobacco Institute-Prilep

SUMMARY

Today, the majority on information of leaf surface morphology has been obtained using
transmission or scanning electron microscopy.

As an alternative to direct imagining of plant tissues, it is possible to fix and stain intact
plant tissue and obtain high-resolution images with using an optical microscopy with CCD camera.
Laboratory study was conducted to examine the leaf surface of green tobacco leaves of variety P-23
with cytochemical staining techniques and demonstrate the presence of some epicuticular substances
in abaxial leaf epidermis. The cytochemical localization of flavonoids, flavonols, tannins, polyphenols,
sugar esters and alkaloids in tobacco leaf epidermis were assessed. There was significant variation
in the type and number of trichomes per unit leaf area of leaf surface.
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