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STRESZCZENIE

Hydrofobowe wtasciwosci powierzchni owadéw zapewniajg ochrone ich organizméw przed zwilzeniem
przez wode. Dzieki tym wtasciwosciom szkodniki roslin uprawnych mogg zmniejszac¢ zwilzenie przez kro-
ple rozpylonej cieczy. Celem pracy byto udoskonalenie techniki obserwacji zwilzenia maczlika szklarnio-
wego (Trialeurodes vaporariorum Westwood) po naniesieniu kropli poprzez opryskiwanie. Badania po-
twierdzity przydatnos¢ wykonanego stolika pochylanego z wbudowanym zwierciadtem ptaskim w oce-
nie zwilzenia T. vaporariorum. Obecnos¢ obfitych woskéw kutykularnych oraz mikrostruktura grzbieto-
wej czesci puparium i larw mogg wyjasniac przyczyny ich hydrofobowosci. Wraz z obnizeniem napie-
cia powierzchniowego cieczy zwiekszato sie zwilzenie owada. Wyznaczenie katdéw przylegania cieczy po
spontanicznym osadzeniu kropli na puparium T. vaporariorum nie przyniosto jednak zadowalajgcych re-
zultatédw z uwagi na ksztatt powierzchni grzbietowe;.
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Improving the observation technique of the wettability
of greenhouse whitefly (Trialeurodes vaporariorum Westwood)

Keywords: wetting properties, contact angles, greenhouse whitefly, Trialeurodes vaporariorum

ABSTRACT

The hydrophobic properties of insects surface protect their organisms from wetting by water. Thanks to
these properties pest may reduce wetting by spray droplets. The aim of this work was to improve ob-
servation techniques of wetting the greenhouse whitefly (Trialeurodes vaporariorum Westwood) after
the application of spray droplets. The study confirmed the usefulness of the tilting stage with built-in
flat mirror in evaluation of wetting properties of T. vaporariorum. The presence of abundant epicuticu-
lar waxes and dorsal microstructure may explain the hydrophobicity of pupae and larvae. As the surfa-
ce tension of the liquid decreased the wetting of the insect increased. Determination of the contact an-
gles after spontaneous deposition of droplets on pupa of T. vaporariorum has not produced satisfacto-

ry results due to the shape of the dorsal surface.

1. WSTEP

Zwilzenie ptaskich, poziomych, gtadkich, jedno-
rodnych powierzchni mozna dosc¢ fatwo zmierzy¢
i bardzo precyzyjnie charakteryzowa¢ [1]. Opra-
cowano szereg metod pomiarowych, ktére sg
podstawg wyznaczania katéw przylegania (zwil-
zenia), jak i napiecia powierzchniowego [2, 3].
Inaczej moze byé w przypadku materiatu biolo-
gicznego. Powierzchnia struktur budujgcych ze-
wnetrzng okrywe organizméw jest heteroge-
niczna, wzbogacona obecnoscig utworéw ku-
tykularnych i pokryta woskami epikutykularny-
mi. Taki stan utrudnia, a czasem nawet uniemoz-
liwia pomiary. Powierzchnia owadow jest jed-
nym z lepszych tego przyktadéw. Wiele gatun-
kéw to organizmy szkodliwe, ktére sg rutynowo
zwalczane poprzez opryskiwanie. Zaréwno zwie-
rzeta, jak i rosliny, wytworzyty podobne mecha-
nizmy chronigce przed zwilzeniem; woski epiku-
tykularne, mikro- i nanostruktura powierzchni sg
podstawg ich hydrofobowosci [4, 5]. Pogtebie-
nie wiedzy o zachowaniu sie kropli cieczy o réz-
nych wtasciwosciach fizykochemicznych na po-
wierzchni ciata szkodliwych owadéw moze do-
starczy¢ cennych informacji umozliwiajgcych do-
skonalenie aplikacji sSrodkéw ochrony roslin.
Z uwagi na osiadty tryb zycia stadiéw niedoskona-
tych i bardzo duze znaczenie gospodarcze w upra-
wach warzyw i roslin ozdobnych w szklarniach, za
przedmiot badan obrano maczlika szklarniowego
(Trialeurodes vaporariorum Westwood). Celem
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pracy byto udoskonalenie obserwacji zwilzenia
przez zastosowanie stolika pochylanego z wbudo-
wanym zwierciadtem pfaskim i wyznaczenie ka-
tow przylegania na powierzchni stadiow niedo-
skonatych maczlika szklarniowego (Trialeurodes
vaporariorum Westwood) po naniesieniu kropli
poprzez opryskiwanie.

2. CZESC DOSWIADCZALNA

2.1 KONSTRUKCJA STOLIKA POCHYLANEGO
Z WBUDOWANYM ZWIERCIADLEM PLASKIM

Podstawg prowadzenia obserwacji powierzchni
owada byto zastosowanie mikroskopu pracujgce-
go w swietle odbitym. Zatozono, ze baza dla ta-
kich obserwacji bedzie mikroskop o typowej bu-
dowie uktadu optycznego z obiektywem ustawio-
nym w pionowej osi. Do tego celu uzyto mikro-
skopu SteREO DiscoveryV12 z modutem steruja-
cym EMS-3, oprogramowaniem AxioVision Rel.
v.4.8.2 i kamerg AxioCam ERc 5. Zestaw mikro-
skopowy umozliwiat automatyczne skalowanie
obrazu i wymiarowanie. Mikroskopowe obser-
wacje ksztattu kropli wymagaty skierowania osi
optycznej na powierzchnie prostopadta do piono-
wo ustawionej osi obiektywu. W tym celu zasto-
sowano wysokiej jakosci lustro zewnetrzne stoso-
wane w ukfadach optycznych do zmiany kierun-
ku biegu promieni tworzgcych obraz (Rys. 1). Lu-
stro ptaskie ustawiono pod katem 45° do obiek-
tywu. Uchwyt preparatu umieszczono na stoliku.
Réznorodne potozenie i uksztattowanie obiektéw
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(liscie, owady) wymagato wykonania konstrukcji
stolika umozliwiajgcej jego pochylanie wzgledem
centralnej osi i ustawienie obrazu obiektu zgod-
nie z zatozeniami obserwacji. Ruchomy uchwyt
i stolik pochylany pozwalaty na dopasowanie po-
tozenia preparatu w taki sposob, aby mozliwe
byto obserwowanie podstawy kropli cieczy row-
nolegle do poziomu. Na Rysunku 2 zaznaczo-
no pozycje stolika pochylanego i uchwytu z za-
mocowanym szkietkiem nakrywkowym w sytu-
acji réznego utozenia owada na lisciu przymoco-
wanym do szkietka. Stolik pochylany z uchwytem
i wbudowanym zwierciadtem ptaskim umieszczo-
ny w statywie mikroskopu SteREO Discovery.V12
przedstawiono na Rysunku 3.

Przystosowanie mikroskopu SteREO Discovery.
V12 do badan wykonano w firmie ,Serwis Przy-
rzadow Optycznych”.
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Rysunek 1 Schemat budowy stolika pochylanego
z uchwytem i wbudowanym zwierciadtem ptaskim:
1 — pierscien podstawy stolika; 2 — uchwyt stolika
pochylanego; 3 — podstawa lustra ptaskiego;

4 — uchwyt lustra; 5 — stolik pochylany;

6 — uchwyt preparatu

Rysunek 2 Schemat dziatania stolika pochylanego
z uchwytem i wbudowanym zwierciadtem ptaskim
do ustawiania obiektéw i obserwacji ich powierzchni
prostopadle do pionowej osi uktadu optycznego

mikroskopu SteREO Discovery.V12

Rysunek 3 Stolik pochylany z uchwytem i wbudowanym
zwierciadtem ptaskim w wybranych potozeniach

2.2 MATERIAL BADAWCZY, OBSERWACIE
| POMIARY

Modelowym owadem uzytym w badaniach byt
pluskwiak z podrzedu piersiodziobych: maczlik
szklarniowy (Hemiptera, Sternorrhyncha), a sci-
$lej jego nieruchome stadia larwalne oraz pu-
parium. Badania prowadzono réwniez na po-
wierzchni liscia pomidora zwyczajnego (Solanum
lycopersicum), ktory stuzyt jako podtoze do ho-
dowli maczlika szklarniowego, a takze na parafil-
mie i szkle. Parafilm jest standardowym podtozem
do wyznaczania katéw zwilzenia kropli i napie-
cia powierzchniowego w badaniach cieczy uzyt-
kowej sSrodkdw ochrony roslin [6]. Ocene zwilze-
nia przeprowadzano na powierzchni ciata owa-
déw znajdujacych sie na lisciu, jak i po przeniesie-
niu na tasme adhezyjng. Fragment liscia przycina-
no w mozliwie najmniejszej odlegtosci od osobni-
ka i przyklejano do tasmy na brzegu szkietka na-
krywkowego do badan mikroskopowych, ktére
umieszczano w uchwycie preparatu. W przypadku
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puparium poszczegdlne osobniki przenoszono
takze na tasme adhezyjna, co umozliwiato ich od-
powiednie utozenie i prowadzenie obserwacji na
kilku owadach jednoczesnie. W kazdym powtd-
rzeniu przeprowadzono obserwacje na 5 osobni-
kach, a kombinacja doswiadczalna sktadata sie z 3
powtdrzen.

W badaniach uzyto nastepujacych cieczy: wode
dejonizowang, roztwory wodne lignosulfonianu
sodowego (0,1%-2%), Glucopon 650 EC (0,1%),
Marlowet R 40 (0,1%), Silwet Gold (0,04%). Na-
noszenie strumienia kropli odbywato sie z pomo-
c3g recznego atomizera z odlegtosci 10-15 cm od
szkietka z przygotowanym preparatem. Dla pod-
niesienia widocznosci kropli, do cieczy dodawano
albo fluoresceine sodowg w stezeniu 0,01%, albo
koncentrat soku z buraka ¢wiktowego w stezeniu
2%. W przypadku fluoresceiny oswietlacz wypo-
sazono w filtr niebieski, a mikroskop w interferen-
cyjny filtr odcinajacy oA _ =525 nm. Do oswietla-
nia przedmiotu zdjecia uzyto o$wietlacza haloge-
nowego z dwoma swiattowodami ksztattowanymi
w dowolnym kierunku. Przed opryskiwaniem
ustawiano ostro$¢ obrazu na jednego lub kilka
owaddw znajdujacych sie w polu obserwacji. Na-
stepnie automatycznie odsuwano obiektyw do
ustalonej pozycji i ostaniano lustro. Po opryski-
waniu, obiektyw wracat automatycznie do usta-
lonej pozycji, usuwano ostone lustra i korygowa-
no ostros¢ obrazu na kontur kropli na owadzie
wzglednie korygowano powiekszenie, a nastep-
nie wykonywano zdjecie. Czas trwania tych czyn-
nosci do chwili wykonania zdjecia wynosit od 15
do 60 sekund.

Wyznaczenie katédw zwilzenia i rozmiaréw kro-
pli odbywato sie manualnie w oparciu o standar-
dowe funkcje oprogramowania AxioVision Rel.
v.4.8.2. Poprawnos¢ wyznaczania katow zwilzenia
zweryfikowano w oparciu o badania poréwnaw-
cze przeprowadzone na parafilmie z wykorzysta-
niem tensjometru i oprogramowania firmy KSV,
umozliwiajgcych wykonywanie automatycznych
pomiaréw. Badania poréwnawcze przeprowadzo-
no w Katedrze Agronomii Uniwersytetu Przyrod-
niczego w Poznaniu.

Dokumentacje =~ mikrostruktury  powierzchni
grzbietowej maczlika szklarniowego wykona-
no pod mikroskopem skaningowym Hitachi TM
3000.
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3. WYNIKI I ICH DYSKUSJA

Przystosowanie mikroskopu w oparciu o zasto-
sowane rozwigzanie pozwolito na poprawne wy-
znaczanie na ptaskiej powierzchni szkfa i parafil-
mu katow zwilzenia. Wyniki zweryfikowano z wy-
korzystaniem tensjometru i oprogramowania fir-
my KSV. Tensjometr umozliwiat wyznaczanie ka-
tow zwilzenia i pomiar napiecia powierzchnio-
wego w funkcji czasu. Przyjete rozwigzanie tech-
niczne pozwolito na wyznaczanie katéw zwilzenia
w przypadku kropli o podstawie mniejszej niz
500 um, zatem o wielkos$ci odpowiadajacej kro-
plom uzyskiwanym podczas rozpylania cieczy
uzytkowej srodkéw ochrony roslin (Rys. 4).

Rysunek 4 Katy przylegania kropli roztworu
lignosulfonianu sodowego w stezeniu 0,1% na parafilmie

W badaniach prowadzonych na larwach i pupa-
rium maczlika szklarniowego zatozono, ze po-
wierzchnia czesci grzbietowej owada bedzie sta-
nowita oczekiwane miejsce osadzania kropli pod-
czas opryskiwania (Rys. 5). W rozwoju postem-
brionalnym T. vaporariorum larwy w drugim
i trzecim stadium oraz puparium pozbawione sg
odndzy i nie przemieszczajg sie. Larwy pierwsze-
go stadium przemieszczajg sie bardzo wolno, tym
samym stadia niedoskonate tego gatunku s3 do-
brym materiatem do badan prowadzonych przy-
zyciowo.

Mimo znacznej liczby kropli wytwarzanych pod-
czas opryskiwania, skuteczno$¢ trafienia owada
kroplg o odpowiedniej wielkosci w centralng
czes¢ grzbietowej partii pancerza byta bardzo
niska, oszacowano j3 na ponizej 12% w przypad-
ku puparium. Prawdopodobienstwo trafienia kro-
pla w owada byto zwigzane z wielkoscig stadidw
niedoskonatych i rosto wraz z kolejnymi stadiami.
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Rysunek 5 Puparium maczlika szklarniowego
z kropla wody dejonizowane;j

W zwigzku z niskg skutecznoscig trafien zrezygno-
wano z prowadzenia obserwacji na pojedynczych
osobnikach w miejscu ich naturalnego wystepo-
wania na lisciu na rzecz obserwacji owaddéw uto-
zonych na tasmie adhezyjnej (Rys. 6). Préby prze-
noszenia larw nie daty dobrych rezultatéw z po-
wodu bardzo czestych uszkodzen i deformacji ich
ciat. Larwy majg mate rozmiary. Wedtug Gosz-
czynskiego [7] srednia dtugosc osobnikéw wynosi
w pierwszym stadium larwalnym 0,29-0,31 mm,
w drugim 0,37-0,4 mm, w trzecim 0,5-0,54 mm,
podczas gdy puparium 0,7-0,74 mm.

Rysunek 6 Puparium maczlika szklarniowego
pozbawione wyrostkdw grzbietowych z kroplg roztworu
lignosulfonianu sodowego w stezeniu 0,5% o napieciu
powierzchniowym 58 mN/m

Po opryskiwaniu owadéw, ustawienie obrazu i re-
jestracje zdje¢ wykonano w wiekszosci przypad-
kéw w zatozonym czasie od 15 do 60 sekund. Ob-
serwacje wskazujg, ze zwilzenie puparium wzra-
stato na skutek obnizania napiecia powierzchnio-
wego cieczy (Rys. 5 i 6) i byto najwieksze po apli-

kacji roztworu Silwet Gold. Napiecie powierzch-
niowe badanych roztworéw miescito sie w zakre-
sie od 64 mN/m (lignosulfonian sodowy w steze-
niu 0,1%) do 22 mN/m (Silwet Gold w stezeniu
0,014%). Wyznaczanie katéw zwilzenia na po-
wierzchni puparium po aplikacji wody i cieczy
0 nizszym napieciu powierzchniowym przyniosto
jednak zbyt mato powtarzalne rezultaty. Zidenty-
fikowano zrédta btedu pomiarowego, ktére zwia-
zane s3g z budowg morfologiczng owada. Zaliczo-
no do nich przede wszystkim ksztatt puparium,
ktory zmienia sie w réznych fazach jego wzrostu
i obecnos¢ woskowych wyrostkdéw na grzbieto-
wej powierzchni (Rys. 7). Po usunieciu wyrost-
kéw (Rys. 6) budowa i ksztatt powierzchni grzbie-
towej, a takze uktad tergitéw, nadal utrudniaty
wyznaczenie prostej tworzgcej podstawe kropli

Rysunek 7 Puparia maczlika szklarniowego osadzone
na brzegu tasmy adhezyjnej na szkietku w uchwycie stolika

(Rys. 8). Z uwagi na przypadkowe miejsce osadza-
nia kropli podstawowym problemem byt zmien-
ny ksztatt grzbietowej czesci pancerza puparium
(Rys. 6 i 8). Jest mozliwe, ze metoda osadzone;j
kropli zastosowana do wyznaczania katow przyle-
gania wody do powierzchni kutikuli bezskrzydtych
skoczogonkéw (Collembola) [5] mogtaby daé lep-
sze rezultaty. W przypadku maczlika szklarniowe-
go konieczne jest naniesienie kropli o objetosci
mniejszej niz 0,4 pl. Problemy z poprawnym okre-
Sleniem katéw zwilzenia zwigzane ze strukturg
uktadu tergitow i ich rzezbga (Rys. 8) sg przeszko-
da mozliwg do pokonania. Wyznaczona linia pod-
stawy kropli mogtaby by¢ wypadkowgq zagtebien
i wzniesien. Juz w 1936 . [8] okreslono relacje po-
miedzy szorstkoscig i zwilzeniem, a w zastosowa-
niach materiatowych znormalizowano metody
pomiarowe szorstkosci powierzchni [9].
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0154 2012/05/30 20:06 H D40 x500 200 um

Rysunek 8 Ukfad i rzezba tergitdéw na grzbietowej po-
wierzchni puparium maczlika szklarniowego

Reguta opisujgca zwilzenie na szorstkich po-
wierzchniach wyjasnia, ze hydrofobowosé, jak
i hydrofilowos$¢é powierzchni ulegajg wzmocnieniu
na skutek jej szorstkosci. Obserwacje mikrostruk-
tury tergitow pancerza puparium T. vaporariorum
mogg prowadzi¢ do wniosku, ze moze ona zmniej-
sza¢ zwilzenie ciata owada przez wode. Podsta-
wowa role ochronng petnig jednak woski kutyku-
larne. Wyniki badan materiatowych wskazujg, ze
jesli zakres lokalnych zagtebien i wzniesien na po-
wierzchni miesci sie w przedziale 5-10 um, zwil-
zenie woda moze wzrasta¢ [10]. Rysunek 9 do-
kumentuje, ze kropla wody dejonizowanej stabo
zwilzata mikrozagtebienia grzbietowej czesci tuto-
wia puparium. Zatem rzezba tergitu moze zwiek-
sza¢ hydrofobowos$¢ i utatwiac sptywanie cieczy
o witasciwosciach fizycznych podobnych do wody.

0104 2012/05/30 09:00 H D4.0 x500 200 um

Rysunek 9 Slad po kropli wody na puparium maczlika
szklarniowego wskazuje, ze mikrozagtebienia sg stabo
zwilzane przez wode
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W przypadku puparium i larw T. vaporariorum
taka ciecza jest wydalina analna, ktéra pojawia
sie wielokrotnie w ciggu doby na ich powierzchni
grzbietowej. Znaczenie dla zwilzenia ma réwniez
nanostruktura kutykuli, ktéra dla potrzeb oceny
hydrofobowosci owaddéw byta zwykle badana na
ich skrzydtach [4, 11]. Nanostruktura powierzchni
T. vaporariorum i jej rola w ochronie owada przed
zwilzeniem jest blizej nieznana.

Pomimo niepowodzenia w wyznaczaniu katéw
zwilzenia przeprowadzone badania wykazaty, ze
makrostruktura puparium réwniez utrudnia efek-
tywne zwilzenie jego korpusu przez krople cie-
czy podczas opryskiwania. Na uwage zastuguje
obecnos$¢ wysokich wyrostkdw grzbietowej czesci
pancerza puparium (Rys. 7-10). Wyrostki sg wy-
sycone woskami i mogg sie na nich osadza¢, jak
i rozbija¢ krople podczas opryskiwania (Rys. 10).
Maczlik szklarniowy przebywa na spodniej stro-
nie liscia, zatem wyrostki sg zwykle skierowane
ku dotowi. Tym samym ryzyko sptywania cieczy
z wyrostkow ku korpusowi jest mate. Wyrostki sg
wytworem kutikuli i nie petnig funkcji metabolicz-
nych. W zwigzku z tym ksenobiotyki, ktére osadzi-
ty sie na wyrostkach, nie powinny wptywac¢ na zy-
wotnos¢ owada. Przypuszczamy, ze wskazany me-
chanizm moze nawet wzmacniac¢ system odpor-
nosci maczlika szklarniowego w stadium pupa-
rium na srodki ochrony roslin stosowane poprzez
opryskiwanie.

Stolik pochylany z wbudowanym zwierciadtem
pfaskim okazat sie réwniez cennym narzedziem
podczas wykonywania zdje¢ zywych owadéw i in-
nych obiektéw w réznorodnym potozeniu. Z uwa-

Ao0um,

Rysunek 10 Puparium maczlika szklarniowego z kroplami
osadzonymi na wyrostkach grzbietowych i korpusie
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gi na znaczenie stolika w obserwacji, dokumen-
tacji i pomiarach, jego opracowanie przyczynito
sie rowniez do podniesienia jakosci ksztatcenia
studentéw w zakresie przedmiotdw zwigzanych
z ochrong roslin przed agrofagami.

4. WNIOSKI

Na podstawie przeprowadzonych badan stwier-
dzono przydatnos¢ wykonanego stolika pochyla-
nego z wbudowanym zwierciadtem ptaskim do
obserwacji zwilzenia powierzchni przez krople
o wielkosciach uzytecznych podczas opryskiwa-
nia roslin w praktyce ochrony roslin. Opracowany

zestaw umozliwiat obserwacje i charakteryzowa-
nie zwilzenia maczlika szklarniowego w stadiach
niedoskonatych. Przyjeta metoda spontaniczne-
go osadzania kropli podczas opryskiwania oka-
zata sie nieodpowiednia do precyzyjnego wyzna-
czania katow przylegania na powierzchni grzbie-
towej owada.

5. FINANSOWANIE
Praca powstata w wyniku realizacji projektu ba-

dawczego nr N N310 781340 finansowanego ze
srodkéw Narodowego Centrum Nauki.
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