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Streszczenie

Fascynacja budowq struktur biologicznych i che¢ wyjasnienia ich znaczenia towa-
rzysza czlowiekowi od wiekow, a z pewnoscia spotegowane zostaly ponad 350 lat
temu z chwila przeprowadzenia przez Roberta Hooka pierwszych obserwacji komo-
rek roslinnych pod mikroskopem. Wspotczeséni biolodzy, dzigki postepowi techno-
logicznemu, moga badac¢ interesujace ich zjawiska i zaleznosci korzystajac z wielu
roznych metod umozliwiajacych poznawanie budowy i funkcji okreslonych struk-
tur. Metody te tacza w sobie osiggniecia inzynierii genetycznej, biologii moleku-
larnej, fizyki (w tym optyki) z zaawansowanymi technologiami informatycznymi,
pozwalajac na przeprowadzenie dokladnej i szybkiej analizy oraz na wizualizacje
otrzymanych wynikow w ciekawy i przystepny dla odbiorcy sposéb. Komorka
roslinna obserwowana dzisiaj pod mikroskopem moze mie¢ cechy ,zaprojektowa-
ne” przez badacza, na przyklad powszechne dzi$ linie transgeniczne umozliwia-
ja przyzyciowa obserwacje okreslonych struktur komorkowych bez koniecznosci
zmudnego przygotowywania materiatu (utrwalania i barwienia struktur komor-
kowych). Przechodzac od powigkszen makroskopowych, przez mikroskopowe do
nanoskopowych, mozemy obserwowa¢ komdrki na réznych poziomach, a rozwoj
technologii informatycznych i stale wzrastajaca moc obliczeniowa komputeréow po-
zwalaja na obrazowanie badanych struktur w tréjwymiarze oraz na tworzenie zto-
zonych modeli i symulacji komputerowych w oparciu o zebrane dane empiryczne.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie wybranych wspoétczesnych metod
wizualizacji i analizy ksztaltu komoérek roslinnych na przykladzie komorek epi-
dermy, zas praca kierowana jest do szerokiego grona studentéw zainteresowanych
biologia rozwoju roslin. Pierwsza czes$¢ przybliza réznorodnos¢ ksztattow komorek
wlasciwych epidermy liscia — tkanki, ktéra pelni nie tylko funkcje ochronne lecz
rowniez jest istotna dla morfogenezy catego liScia. W czeSci tej opisano szereg
metod umozliwiajacych obserwacje i badanie struktury na poziomie komérkowym
i subkomoérkowym. W drugiej czesci przedstawiono, w jaki sposéb mozna wyko-
rzysta¢ mikroskop fluorescencyjny, skanujacy laserowy mikroskop konfokalny oraz
skaningowy mikroskop elektronowy wraz z programami do obrébki danych cyfro-
wych, jako narzedzia do wizualizacji i ilosciowej analizy ksztaltu oraz obliczania
szybkosci wzrostu komoérek epidermy.



Leaf epidermis — methods of analyzing cell shape and cell growth
Summary

Fascination with the construction of biological structures and a desire to explain
their function have been a goal of researchers for centuries. Certainly their in-
spiration increased when Robert Hook observed plant cells using a microscope
350 years ago. Nowadays, thanks to technological progress, biologists can study
the phenomena and relationships of their interest using many different methods
allowing them to learn about structures and functions of cells. These methods com-
bine the achievements of genetic engineering, molecular biology, physics (including
optics) with advanced computer science, allowing quick analysis and visualiza-
tion of results in an interesting way. Currently the plant cell may have features
“designed” by the researcher. For example, the commonly used transgenic lines
allow in vivo observation of specific cell structures without the need for laborious
material preparation (e.g. fixing and staining cell structures). Today researchers
can also use different magnifications; from macroscopic, through microscopic to
nanoscopic ones. Digital technology and constantly increasing computing power
enable cell visualization in various dimensions as well as creating simulations and
computer models.

The purpose of this monograph is to present selected contemporary methods
of plant cells” visualization and analysis using epidermis as an example. The book
is directed to a wide range of students interested in developmental biology. The
first part focuses on the diversity of shapes of pavement cells of epidermis — the
tissue important for morphogenesis and organ protection. This section describes
methods enabling observation and analysis of plant cellular structures. The second
part presents how to use microscopic techniques such as fluorescence microscopy,
laser scanning confocal microscopy and scanning electron microscopy together
with computer programs for visualization and quantitative analysis of cell shape
and for calculations of epidermal cell growth.

Enigepmic nucTtka — metogm aHanisy pocty ta popmu KNiTUH
AHoTanis

3axorzeHHs OyA0BOIO OIOAOTIYHMX CTPYKTYp Ta OaKaHHS IMOSICHUTH IX 3HA9eHHS
CYIIPOBOAKYBaAW AIOAVHY CTOAITTAMM i, 0e3yMOBHO, mocnamnancs 1nosag, 350 poxis
Tomy, koan PoGepr I'yk mpoBogus repiri crocTepeskeHHs 3a KAiTMHAMM POCANH
ITi4, MIKpOCKOIIOM. 3aBASIKM TeXHIYHOMY IIpOTrpecy, cydacHi 6i0A0ru MOXYTh BUBYATU
SIBUINIA Ta B3a€MO3BSI3KM, IO IX LIKaBAATDH, BMKOPMCTOBYIOUN Oe34id pi3HMX MeTOAiB,
SKi 403BOASIOTH AgizHaTuCs po OyA0By Ta PyHKIIiT KOHKpeTHUX CTPYKTyp. Lli MeToan



IIOEAHYIOTh AOCSITHEHH:SI T€HHOI iH>KeHepii, MOAeKyAsIpHOI 0ioaorii, ¢pizukm (BKAIOUHO
OITUKY) 3 HepeloBuMH iHQOPMAaIifHUMI TEXHOAOTisAMM, IO AO3BOASE IIPOBOAUTH
TOYHMII Ta IIBUAKUI aHaAi3 Ta Bidyaaisallilo OTpMMaHIX pe3yAbTaTiB IliKaBUM Ta J0-
CTYIIHUM AAsl pelumienTa criocoooM. PocamnHna KAiTHHa, AKY CIIOCTepiraloTh ChOTOA-
Hi Mi4 MiKpOCKOIIOM, MOXKe MaTU O3HaKM «CIIPOeKTOBaHi» docaigHuKoM. Hampukaaga,
IOLINMpPEeHi ChbOTOAHI TpaHCIeHHi AiHil AO3BOASIOTH CIIOCTepiraTu 3a KOHKPeTHUMU
KAITUHHUMHI CTPYKTypaMy Oe3 HeoOXiAHOI KAOIITKOI MiATOTOBKM MaTtepiaay (Hampu-
KAag, ¢ikcawis ta papOyBaHHs KAITMHHMX CTPYKTYP). Ilepexoastan Bia Makpockoriy-
HOTO 40 MiKPOCKOITIYHOIO, a IMOTiM i 40 HaHOCKOIIIYHOTO 30iABIIIEHHs, MU MOXeMO
criocrepiraty KAITMHM Ha Pi3HMX PiBHAX, a PO3BUTOK iH(OPMAIiHMX TEeXHOAOTIN
i TOCTIfHO 3pocTaioya OOuUMCAIOBaAbHa IOTYXKHICTh KOMITIOTEPIB A403BOASIOTH 30-
OpaxyBaTu 40CAiAXKyBaHi CTPYKTypH B TPhOX BUMipaX, a TaKOXK CTBOPIOBATH CKAaAHi
MoOJeAl Ta KOMIT'IOTEpHe MOJeAIOBaHHS Ha OCHOBi 3i0paHNUX eMITipMYHUX JaHMX.

Mertoio gaHOi poboTM € IpeAcTaBUTM OOpaHi CydacHi MeTOAM Bisyaaisariii Ta
aHai3y popMM POCAMHHUX KAITUH Ha NpUKAaAi enigepMaapanx KAitus. Ll pobora
cpsMoOBaHa Ha IIMPOKY I'PYILy CTYAEHTIB, SKUX LiKaBUTDL 0i0A0Tisl PO3BUTKY POCAMH.
Y nepmiint yactTuHi poOOTH IIpeAcTaBAeHO pisHOMaHITHI pOpMM KAITUH, XapaKTepHi
AAsl elijepMicy AMCTS — TKaHMHM, sIKa He TiAbKM BUKOHYE 3aXMCHi QyHKII, aze
TaKOXX BaKAuBa Aa4s MopdoreHesy Ijiaoro amucra. Leir posaia ommcye psg meroais
CIIOCTepe>KeHHsI Ta BUBYEHHs CTPYKTYpM Ha KAITMHHOMY Ta CyOKAiTMHHOMY piBHI.
Y apyriii gacTymHi pobOTH IpeacTaBAeHO, SIK (AyOpecleHTHMIT MiKpOCKOIl, KOHQO-
KaAbHUI Aa3epHMI CKaHYIOUMII MiKPOCKOII Ta CKaHYIOUMI eAeKTPOHHMI MiKPOCKOII
MOXKYTh OyTM BUKOPMCTaHi pasoM i3 mporpamamu LmQpoBoi 0OpOoOKM JaHUX, K
iHcTpyMeHTHU A4 Bidyaaisariil Ta KiabKicHOro aHaaidy ¢popmmu Ta pospaxyHKy IIBUA-
KOCTi poCTy KAITUH elligepMMU.

Ilepekaaa Ha yKpalHCBKYy MOBY
Baxtenxo Aavona OaezigHa






Wstep

Epiderma liscia stanowi fizyczna barier¢ pomiedzy organizmem rosliny
a srodowiskiem, ktéra przede wszystkim pozwala na ograniczenie utraty
wody i stanowi zabezpieczenie przed wnikaniem patogendéw do ciala rosli-
ny. Funkcja asymilacyjna komorek epidermy jest czesto bardzo ograniczo-
na. Epiderma liscia jest tkanka niejednorodna. Tworza ja trzy zasadnicze
typy komorek: komodrki wilasciwe, wloski (trichomy) oraz szparki. Wloski,
w postaci jedno lub wielokomoérkowych twordéw, chronia powierzchnie
liscia, a takze moga petni¢ funkcje wydzielnicza. Szparki, podobnie jak
bardziej ztozone w swojej budowie aparaty szparkowe, sa wyspecjalizowa-
nymi strukturami, zapewniajacymi organom roslinnym sprawna wymiane
gazowa z otoczeniem. Zmodyfikowane szparki moga réwniez bra¢ udziat
w sekrecji nektaru czy wody (proces gutacji). Komorki wlasciwe natomiast
tworza ciagla warstwe scisle do siebie przylegajacych komorek, ktére znaj-
duja sie¢ pomiedzy szparkami i wloskami. Zewnetrzna (peryklinalna) Sciana
komorek wlasciwych jest czesto grubsza od pozostalych $cian i pokryta
kutykula (dotyczy to rowniez roslin wodnych). Zwykle epiderma lidcia jest
pojedyncza warstwa komorek, ale w lisciach niektoérych gatunkow roslin, na
przyktad gatunkow rodzaju Peperomia, mozna wyrdznic¢ kilka warstw. Ist-
nieje bardzo duze zréznicowanie ksztattow i rozmiaréw wszystkich trzech
typéw komorek epidermy w liSciach réznych gatunkéw roélin, a nawet
w obrebie jednego gatunku, czy wrecz jednego liScia. Komorki wlasciwe,
wystepujace po obu stronach blaszki, moga znaczaco réznic¢ sie od siebie.
Wyroézniajacymi sie innym ksztattem sg z reguty komorki znajdujace sie na
brzegu blaszki lisciowej, spajajace obie jego strony, oraz komorki wiasciwe,
znajdujace si¢ nad wigzkami przewodzacymi.



Morfologia komérek wtasciwych epidermy liscia

Komorki roslinne zawdzieczaja swoj ksztalt Scianie komorkowej. Komorki
wlasciwe réznych gatunkow roslin réznia sie ksztattem (Hejnowicz, 2002).
Zroznicowanie to dotyczy zarowno Scian peryklinalnych (réwnolegtych do
powierzchni lidcia), jak i $cian antyklinalnych (prostopadiych do powierzch-
ni lidcia). Sciany antyklinalne mogg by¢ zupetnie proste lub w réznym stop-
niu zafalowane (Ryc. 1). Zafalowanie scian antyklinalnych wystepuje u ga-
tunkéw filogenetycznie starych, takich jak mitorzab dwuklapowy (Ginkgo
biloba), ale obecne jest rowniez u gatunkow filogenetycznie mlodych, takich
jak rzodkiewnik pospolity (Arabidopsis thaliana). Wystepowanie zafalowan nie
jest jednak regula w zadnej z tych grup roslin. W lisciach sptaszczonych
grzbieto-brzusznie wyroznia si¢ strony, ktore odnosza si¢ do pierwotnej
orientacji zawigzka liscia wzgledem merystemu. Strona zawiazka liscia, kto-
ra znajduje si¢ przy pachwinie, pomiedzy liSciem a merystemem, jest jego
strong doosiowa (adaksjalng). Strona przeciwna zawiazka jest jego strong
odosiowa (abaksjalng). Komdrki wlasciwe epidermy tego samego liscia czesto
roznia sie ksztattem i stopniem zafalowania $cian antyklinalnych i perykli-
nalnych po obu jego stronach. I tak na przyktad dojrzate komorki wlasciwe
epidermy liScia mitorzebu charakteryzuja sie¢ wystepowaniem zafalowan po
obu stronach blaszki, ale bardziej zafalowany ksztalt scian antyklinalnych
maja komorki po doosiowej stronie. Z kolei po odosiowej stronie w $cianie
peryklinalnej komdrek wystepuja wyrostki, na powierzchni ktorych kutiku-
la tworzy ciekawy wzdr bruzd (Krmko i in., 2015).

W epidermie traw mozna wyrdzni¢ wydiuzone i bardzo krotkie ko-
morki wlasciwe, a takze komorki pecherzykowate, charakteryzujace sie du-
zymi rozmiarami na przekroju poprzecznym przez lis¢ (HejNnowicz, 2002).
Wydtuzone komorki wiasciwe liscia kukurydzy zwyczajnej (Zea mays) po-
siadaja zafalowania scian antyklinalnych (CavarLint i in. 1997). U innych
jednolisciennych, jak na przykilad w lisciach cebuli (Allium cepa), $ciany
antyklinalne sa proste i tylko nieznacznie zaokraglone przy koncach ko-
morek (Ryc. 1 B). U przedstawicieli rodzaju Alocasia, nalezacego do rodziny
obrazkowatych (jednoliscienne), komorki wlasciwe epidermy swoim ksztat-
tem przypominaja komodrki wlasciwe wielu roslin dwulisciennych (fotografia

Ryc. 1. Schemat komdrek
epidermy (A). Komorki
epidermy abaksjalnej (B)

i adaksjalnej (C, D)
wybranych gatunkoéw,
widoczne na optycznych
przekrojach paradermalnych
(w plaszczyznie réwnoleglej
do powierzchni liscia):
cebula (B), begonia stale
kwitnaca (C), mitorzab
dwuklapowy (D). Preparaty
odreczne — mikroskop
$wietlny (B, C); preparat
odreczny barwiony
jodkiem propidyny (PI),
obserwowany w mikroskopie
epifluorescencyjnym;
przeprowadzono inwersje
obrazu w programie
Image] (D). Odcinek
skalujacy 50 um.

Zrédto: wszystkie ryciny

w niniejszej publikacji

w opracowaniu autorki.



Sciana peryklinalna

EPIDERM

MIEKIN

$ciana antyklinalna

ze strony tytulowej). Z kolei u begonii stale kwitnacej (Begonia semperflo-
rens), przedstawiciela roslin dwulisciennych, komoérki wlasciwe adaksjalnej
epidermy maja ksztatt zblizony do wielobokéw, a ich $ciany sa zupelnie
pozbawione zafalowan (Ryc. 1 C).

Stopien zafalowania $ciany antyklinalnej w réznych jej czesciach nie
zawsze jest taki sam. Wyrazne zafalowanie Sciany antyklinalnej widoczne




przy powierzchni komdrki wlasciwej epidermy cibory papirusowej (Cyperus
papirus) zmniejsza si¢ stopniowo w kierunku Sciany peryklinalnej wewnetrz-
nej. Sciana antyklinalna na styku ze $ciana peryklinalna wewnetrzna jest
prosta (PANTERIS i in., 1994).

Zroznicowanie ksztattu komorek wiasciwych dotyczy réwniez gatun-
kéw spokrewnionych ze sobg, a nawet moze dotyczy¢ rdznych lisci tego
samego gatunku. Komorki doosiowej epidermy réznych gatunkow z rodzaju
Amorphophallus maja sciany antyklinalne od zupetnie prostych u Amorphop-
hallus koratensis, przez delikatnie zafalowane u A. asterostigmatus, po sinuso-
idalne u A. krausei (SookcHALOEM i in., 2016). W lisciach lipy drobnolistnej
(Tilia cordata) zafalowania $cian antyklinalnych komorek wiasciwych wy-
stepuja w epidermie odosiowej, natomiast w epidermie doosiowej komorki
maja $ciany antyklinalne niemal proste (Ryc. 2). U lipy w fazie kwitnienia
powstaja charakterystyczne jasnozielone liscie — podsadki, w kacie ktérych
wyrastaja kwiatostany (Mowszowicz, 1980). Liscie te petnia role powabni dla
owadow a takze, po przekwitnieciu kwiatow, stanowia aparat lotny i poma-
gaja w rozsiewaniu nasion przez wiatr. W odrdznieniu od lisci wiasciwych,
po obu stronach podsadki komorki wtasciwe epidermy posiadaja wyrazne
zafalowanie $cian antyklinalnych (Ryc. 2 D, E).

Powstaje pytanie, jakie znaczenie dla rosliny ma zafalowanie antyklinal-
nych $cian epidermy? Z pewnoscia epiderma jest tkanka, ktéra w znacznym
stopniu przyczynia si¢ do utrzymania sztywnosci liScia, ktérego wnetrze
wypelnia gtownie miegkisz, w tym bardzo luzno ulozone komdrki mie-
kiszu gabczastego z duzymi przestworami miedzykomodrkowymi. Zafalo-
wania $cian antyklinalnych sa wzmocnieniem epidermy i przeciwdziataja
rozklejaniu $cian sasiadujacych komorek poprzez zmniejszenie naprezen
rozciagajacych w kierunku réwnoleglym do powierzchni epidermy (Hej-
Nowicz, 2002). Ponadto, zafalowania $cian antyklinalnych ograniczaja nad-
mierne wybrzuszanie $ciany peryklinalnej zewnetrznej (Sarara i in., 2018;
2019). Nadmierne wybrzuszanie $ciany peryklinalnej mogloby wystapi¢ pod
wplywem cisnienia turgorowego w duzych komorkach epidermy o prostych
$cianach antyklinalnych.

Komodrki epidermalne o zafalowanych Scianach antyklinalnych powstaja
czesto na powierzchni lici, ktore sie nie wydtuzaja. W przypadku okragto-

Ryc. 2. Komoérki epidermy
lipy drobnolistnej widoczne
na optycznym przekroju
paradermalnym (A, B,

D, E) i na przekroju
poprzecznym przez lis¢

(C, F). Epiderma adaksjalna
liscia wlasciwego (A)

i podsadki (D),

epiderma abaksjalna

liscia wilasciwego (B)

i podsadki (E). Preparaty
odreczne barwione PI,
obserwowane w mikroskopie
epifluorescencyjnym,
przeprowadzono inwersje
obrazu w programie Image].
Odcinek skalujacy (A-E)

50 pm, (F) 100 pm.



sercowatych lisci wilasciwych i eliptycznych podsadek lipy tendencja jest
odwrotna. Jednak wymienione typy lisci lipy poza ksztaltem rdéznia sie
rowniez struktura miekiszu. Podsadki wypelnia miekisz gabczasty, a liscie



wlasciwe migkisz palisadowy i gabczasty. By¢ moze w przypadku podsa-
dek luzniejsza struktura migkiszu jest rekompensowana bardziej zwarta
struktura tkanki okrywajacej (GLovER, 2000). Zafalowan nie tworzg rowniez
komorki wiasciwe epidermy wystepujace nad wiazkami przewodzacymi,
ktore rowniez stanowia zwarta tkanke. Réznic w stopniu zafalowania scian
antyklinalnych mozna dopatrzy¢ si¢ u wielu gatunkéw, poréwnujac komorki
wlasciwe wystepujace nad miekiszem palisadowym, o ciasno upakowanych
komorkach (mniej pofalowane), z komorkami wilasciwymi wystepujacymi
nad miekiszem gabczastym (bardziej pofalowane). Niemniej, réwniez od
tej zasady sa wyjatki. W komorkach epidermy doosiowej liscia milorzebu
Sciany antyklinalne sa zafalowane, a pod epiderma wystepuja gesto upa-
kowane komorki migkiszu palisadowego (Cesrat, 2007, KLiMko i in., 2015).
U rzodkiewnika wyrazne zafalowanie scian antyklinalnych wystepuje po
obu stronach liscia, chociaz migkisz wewnatrz blaszki jest zrdznicowany
strukturalnie na migkisz palisadowy i gabczasty (Wuyts i in., 2010).

U rzodkiewnika wzdr zafalowania $cian antyklinalnych w kazdej ko-
morce jest inny. Poszczegdlne $ciany antyklinalne komorek wtasciwych
znacznie roznia sie od siebie. W jednej komdrce mozna zaobserwowac $cia-
ny bardzo zafalowane i $ciany bez zafalowan (Ersner i in., 2018). Roznice
w stopniu zafalowania wiaza si¢ z wiekiem sciany, ktory jest konsekwencja
podziatéw komodrek. W wyniku czesci podziatéw komorek wiasciwych po-
wstaja kolejne komorki wiasciwe, a czes¢ prowadzi do tworzenia szparek.
Podzialy przebiegaja w taki sposob, aby konicowe rozmieszczenie szparek
na powierzchni epidermy bylo réwnomierne, a szparki nie kontaktowaty sie
bezposrednio ze soba. Podziaty te sa nierowne; z wigkszej komorki réznicuje
si¢ komorka wiasciwa, a mniejsza komdrka moze sta¢ si¢ od razu komodrka
macierzysta szparki, dzielaca si¢ na dwie komorki szparkowe, lub komorka
macierzysta merystemoidu. Sukcesywne odsrodkowe oddzielanie komodrek
wiasciwych od komorek ciagle dzielacych sie sprawia, ze komorki wtasciwe
majq Sciany antyklinalne w réznym wieku (MAcCALISTER i in., 2007). Ponadto
zroznicowanie wieku $cian u rzodkiewnika jest takze konsekwencja wyste-
powania podzialéw w komorkach wtasciwych, ktorych Sciany antyklinalne
sa juz wyraznie zafalowane, a ktore nie prowadza do tworzenia szparek
(Borowska-WYKRET i in., 2013). W efekcie podziatéw, wzrostu i réznicowania



we wzorze komorek epidermy dojrzatego liscia rzodkiewnika bardzo trud-
no rozpozna¢ pierwotne rzedy komodrek o wspdlnym pochodzeniu w taki
sposob, jak jest to mozliwe na przyktad w epidermie traw.

Wydaje sig, Ze nie ma jednoznacznego i prostego wyjasnienia, jaka
funkcje pelniaq zafalowania $cian antyklinalnych komorek epidermy. Biorac
pod uwage duza réznorodnos¢ ksztattow komorek wiasciwych, by¢ moze
wlasnie ksztatt tych komorek jest jednym z elementéw optymalizujacych
jedna z podstawowych funkcji liscia, czyli asymilacje.

Wybrane zagadnienia z cytologii komérek wtasciwych

Ostateczny ksztatt komorek wiasciwych epidermy, jak i innych komorek
rodlinnych, osiggany jest dzigki sprawnie dziatajacym systemom wewnatrz-
komoérkowym, majacym wptyw na $ciane komdrkowa. Systemy te odpowia-
daja za transport wewnatrzkomorkowy i fuzje blon, co pozwala dostarczy¢
sktadniki do budowy $ciany komorkowej. Biorg réwniez udzial w tworzeniu
i modyfikacji biatek i polisacharydoéw strukturalnych $ciany. Kazde wadli-
we ogniwo wewnatrzkomdrkowej sieci zalezno$ci moze skutkowac zmiang
ksztattu komorki.

Epiderme liscia buduja komorki zywe o duzej wakuoli (wakuolach), pel-
nigcej wazna role w utrzymaniu turgoru, ktéry nadaje komodrce sztywnosc
i umozliwia wzrost $ciany komorkowej. W dojrzatych komorkach wiasci-
wych cytoplazma wypetnia jedynie cienka przestrzen pomiedzy wakuo-
la i $ciana komodrkowq oraz znajduje si¢ w pasmach transwakuolarnych.
Cytoplazma przemieszcza si¢ w komodrce, a wraz z nia przemieszczajq sie
organelle komorkowe. Liscie moczarki kanadyjskiej (Elodea canadensis) i mo-
czarki argentynskiej (Egeria densa) buduja tylko dwie warstwy komorek —
epiderma adaksjalna i abaksjalna (Ryc. 3 A). W innych liSciach o prostej
budowie, jak na przykitad u wlosienicznika skapoprecikowego (Ranuncu-
lus trichophyllus), rowniez nie wystepuje tkanka miekiszowa (Rascro, 2002).
W takich przypadkach funkcje asymilacyjne migkiszu przejmuje epiderma,
ktérej obie warstwy posiadaja duze chloroplasty. Ruch cytoplazmy wraz
z chloroplastami i innymi organellami komdérkowymi mozna zaobserwowac



Ryc. 3. Dwuwarstwowy
li$¢ moczarki argentynskiej.
Widoczne znaczne

réznice w rozmiarach
komoérek pomiedzy
dwiema warstwami
epidermy na przekroju
poprzecznym (A). Komoérki
epidermy adaksjalnej

licia na optycznym
przekroju paradermalnym,
fotografowane

w kilkusekundowych
odstepach. Widoczne
przesuwajace sie skupiska
chloroplastow (B-E).
Mikroskop $wietlny;
odcinek skalujacy 50 pm;
AD - strona adaksjalna,
AB - strona abaksjalna.

w mikroskopie $wietlnym, ogladajac w $wietle przechodzacym cafe liscie
moczarki (Ryc. 3 B-E). Komorki epidermy moczarki $cisle do siebie przyle-
gaja, sa wydluzone w kierunku dtugiej osi liscia, a ich $ciany antyklinalne
nie posiadajg zafalowan. Ponadto komorki epidermy obu warstw rdznig sie

Ryc. 4. Komorki whasciwe
epidermy rzodkiewnika linii
GFP-MBD (A-C) oraz linii
LTI6b-GFP (D, E). Komorki
wiasciwe rozmieszczone
wokot szparki — przekroj
optyczny przez $ciany
antyklinalne. Wiazki
mikrotubul kortykalnych

w przekroju (A, strzatki).
Przekroje optyczne

w plaszczyznie tuz pod
$ciang peryklinalna (B, C)
pokazuja przebudowe

i depolimeryzacje mikrotubul
kortykalnych w czasie
poczatkowym t=0 oraz po
30 minutach. Postepujace
obkurczanie sie protoplastu
komorki wlasciwej

w 2,25% roztworze NaCl
(D-E, strzalki wskazuja
plazmalemme odstajaca

od $ciany komorkowej);
mikroskop epifluorescencyjny
Olympus BX41, $wiatto
wzbudzajace 470-490 nm,
odcinek skalujacy 10 um.



t=30min

wielkoscia: po doosiowej stronie liscia wystepuja znacznie wigksze komorki
niz po stronie odosiowej.

W epidermie rzodkiewnika, w lisciach ktérego miekisz jest dobrze wy-
odrebniony, chloroplasty wystepuja w komorkach szparek, natomiast ty-
powych chloroplastow nie ma w komorkach wiasciwych. Cho¢ ostatnie
badania epidermy rzodkiewnika wykazaly obecnos$¢ chloroplastow takze
w tych komorkach, sa one o potowe mniejsze niz chloroplasty komorek
migkiszowych, a takze jest ich dziesieciokrotnie mniej w przeliczeniu na
jedng komorke (Pyke i in., 1991; Barton i in., 2018). Chloroplasty komo-
rek wlasciwych przeprowadzaja fotosynteze, ale — w porownaniu z chloro-
plastami miekiszu — charakteryzuja si¢ stabsza autofluorescencja chlorofilu
(BarToN i in., 2016).

Ruch cytoplazmy i organelli komoérkowych mozliwy jest dzieki obec-
nosci cytoszkieletu zbudowanego z aktyny i miozyny. Sprawne przemiesz-



czanie sie struktur cytoplazmatycznych z jednego do drugiego miejsca
w komorce warunkuje prawidiowa regulacje wielu procesow komorkowych,
jak chocby dostarczanie skladnikéw do budowy sciany komdrkowej i jej
wzrost. Orientacja nowo powstajacych mikrofibryl celulozowych, budujacych
Sciang zalezy od cytoszkieletu zbudowanego z mikrotubul o dynamicznie
zmieniajacym sie ukladzie.

Zatem wnetrze zywej komorki ulega ciaglej przebudowie. Wiele pro-
cesow, ktore sie na to skfadaja, mozna obecnie obserwowad przyzyciowo.
Powszechnie stosowang technikg obrazowania przyzyciowego komorek ro-
slinnych jest wykorzystanie fluorescencyjnych markeréw molekularnych,
znakujacych biatkowe komponenty komorki: cytoszkielet i blony komor-
kowe (SHEAHAN i in., 2004; NELsoN i in. 2007, SpARKES i in., 2009; JiN i in.,,
2009; ZuanG i in., 2013). Miedzy innymi czesto stosuje si¢ biatko zielonej
fluorescencji (ang. Green Fluorescent Protein, GFP), ktore taczy sie na przy-
ktad z biatkami towarzyszacymi mikrotubulom (ang. Microtubule-Associated
Proteins; MAPs) za posrednictwem domeny MBD (ang. Microtubule Binding
Domain; YoNEDA i in., 2007). Linia transgeniczna, w ktdrej stabilnej ekspres;ji
ulega kompleks biatkowy GFP-MBD pozwala na obserwacje przyzyciowa
mikrotubul (Ryc. 4 A-C). Inna linia rzodkiewnika, w ktoérej pod konstytu-
tywnym promotorem wirusa mozaiki kalafiora (CaMV 35S) ekspresji ulega
kompleks LTI6b-GFP (ang. Low Temperature Induced Protein; CUTLER i in., 2000),
umozliwia obserwacje btony komorkowej, w tym takze podczas plazmolizy
(Ryc. 4 D-E). W stanie turgoru bfona komorkowa przylega $cisle do Sciany
komorkowej, odwzorowujac jej ksztatt. Linie LTI6b-GFP wykorzystano m.in.
do analizy iloSciowej wzrostu komorek wilasciwych (Ersner i in., 2018).

Sciana komérkowa u roélin jest struktura niezwykle ztozona, zaréwno
jezeli chodzi o sklad chemiczny, jak i sposob organizacji jej elementow.
Waznym skladnikiem spos$réd wielu rodzajow cukréw budujacych sciane
jest celuloza, ktéra tworzy mikrowldkna zwane mikrofibrylami. Mikrofibryle
celulozowe uktadajg sie w wiazki wyzszych rzeddw, a ich orientacja nadaje
Scianie okreslone wlasciwosci mechaniczne (CosGroVE i Jarvis, 2012). Istnieje
zalezno$¢ miedzy orientacja mikrofibryli celulozowych w $cianie a orienta-
cja mikrotubul kortykalnych, znajdujacych si¢ tuz pod btona komorkows,
w plaszczyznie ktdrej porusza sie¢ enzym syntezujacy fibryle celulozowq



(syntaza celulozy). Zaleznos¢ pomiedzy kierunkiem przemieszczania si¢ en-
zymu a orientacja mikrotubul wykazano obserwujac przyzyciowo syntaze
celulozy znakowana GFP (Lroyp, 2006; PArReDEZ i in., 2006). Mikrotubule kor-
tykalne w komorkach wlasciwych epidermy tworza rézne uklady (Ryc. 4).
Obserwujac jednoczes$nie wigksze — sktadajace sie z kilku komorek — obszary,
mozna nawet mowi¢ o ,ponadkomdrkowym” wzorze mikrotubul (JacQues
i in, 2013). W pojedynczej komorce wlasciwej grube pasma mikrotubul
znajdujace si¢ pod Scianami antyklinalnymi rozchodza si¢ czesto na ksztatt
wachlarza pod zewnetrzng $ciang peryklinalng. U niektérych gatunkow
roslin stabilne mikrotubule znajdujace si¢ pod sciang antyklinalng przyczy-
niaja si¢ do odkladania wigkszej liczby fibryl celulozowych, co prowadzi
do powstawania miejscowych pogrubient antyklinalnej $ciany komodrkowej
i w konsekwencji wptywa na tworzenie jej zafalowan (PanTeris i in., 1993;
1994). W komorkach wilasciwych rzodkiewnika mikrotubule znajdujace sie
pod $ciang antyklinalng ulegaja szybkiej przebudowie, a sama $ciana anty-
klinalna pozbawiona jest lokalnych zgrubien. Powstawanie zafalowan Scian
antyklinalnych u rzodkiewnika musi zaleze¢ zatem jeszcze od innych czyn-
nikéw (BeLteroN i in., 2018; Hicakr i in., 2016).

Do czynnikéw wplywajacych na powstawanie zafalowan sciany z pew-
noscig naleza biatka, ktdére dziatajg na réznych poziomach wspomnianej
wczesniej, szeroko pojetej, sieci zaleznosci wewnatrzkomoérkowych. Miedzy
innymi wazna role odgrywaja biatka biorace udziat w syntezie i modyfika-
cjach niecelulozowych sktadnikéw $ciany, czyli hemiceluloz i pektyn (Majpa
i in. 2017, ArTaRTOURI i in., 2019) oraz enzymy wptywajace na strukture ele-
mentow $ciany komorkowej (CosGrove, 2016). Kolejnym waznym ogniwem
sa filamenty aktynowe, zapewniajace prawidlowy transport wewnatrzko-
moérkowy. Wykazano zwigzek pomiedzy konserwatywnym biatkiem BRICK
i filamentami aktynowymi a powstawaniem zafalowan w komorkach wias-
ciwych kukurydzy (Frank i in, 2003). U rzodkiewnika inne biatko (biat-
ko SAND) bierze udzial w fuzji pecherzykéw z wakuola. W réznicujacych
sie komorkach epidermy rzodkiewnika dochodzi do zlewania si¢ ze soba
mniejszych endosomalnych pecherzykéw, ktére lacza sie nastepnie z wa-
kuola. Proces fuzji pecherzykéw jest rowniez bardzo wazny dla sprawnego
dostarczania sktadnikéw budujacych Sciane komorkowa. U mutanta sand-1,



Ryc. 5. Epiderma abaksjalna
Alocasia amazonica, rodzina
obrazkowate (Araceae);
odreczny przekrd;
poprzeczny przez lis¢ (A);
zdarty fragment epidermy
abaksjalnej (B). Antocyjany,
obecne w wakuolach
komorek epidermy po
abaksjalnej stronie liscia;
na przekroju poprzecznym
antocyjany widoczne

tylko w nienaruszonych
komorkach. Odcinek
skalujacy 10 pm.

u ktorego proces fuzji pecherzykéw jest uposledzony, komorki wiasciwe
epidermy liscieni osiagaja znacznie mniejszy poziom zafalowan $cian w po-
rownaniu z typem dzikim (SingH i in., 2014).

Wakuola komorek roslinnych peini wiele waznych funkcji; jest miejscem
gromadzenia produktéw przemiany materii oraz realizuje funkcje lityczne.
Ponadto, wakuola — poprzez gromadzenie substancji osmotycznie czynnych —
zapewnia komorce utrzymanie turgoru. Wakuole komdrek wlasciwych moga
zawiera¢ antocyjany (Ryc. 5). Antocyjany syntetyzowane sa w cytoplazmie,
ale gromadza si¢ w wakuolach, w ktorych staja si¢ barwne ze wzgledu na
nizsze pH soku wakuolarnego (Cuanoca i in, 2015). W lisciach czerwonej
odmiany bazylii (Ocimum basilicum var. purpurascens ‘Red Rubin’) antocyjany
obecne w komdrkach epidermy po obu stronach liScia znaczaco tagodza
efekty wystawienia rosliny na bezposrednie silne swiatto (TaTTint i in., 2014).

Ryc. 6. Komorki wihasciwe

i szparki epidermy odosiowej
liscia rzodkiewnika. Jadra
komdrkowe o ksztalcie

od okraglych i matych -

w miodych komdrkach
wiasciwych i w komérkach
szparek — po jadra duze

i 0 wrzecionowatym
ksztalcie w zrdznicowanych
komoérkach wlasciwych
(strzatka). Jadra

znakowane DAPI; komorki
obrazowane jednoczesnie

w $wietle przechodzacym

i w epifluorescencji. Odcinek
skalujacy 10 um.



Komorki epidermy wchodza czesto na droge endocykli, zwiekszajac
poziom jadrowego DNA bez podziatu komdrki. W komorkach wtasciwych
rzodkiewnika poziom DNA moze osiggac¢ 16 C (MELARAGNO i in. 1993). Ze
wzgledu na aktywnos$¢é podzialowa w epidermie rzodkiewnika obok siebie

wystepuja komorki charakteryzujace si¢ znacznymi réznicami w rozmiarach
komorek i poziomie DNA (MEeLARAGNO i in., 1993; LaMMENs i in., 2008; ELsNER
i in,, 2012; Ryc. 6). W komodrkach mutantéw z zaburzeniami cyklu komor-
kowego poziom jadrowego DNA moze by¢ mniejszy lub znacznie prze-
wyzsza¢ typowe zakresy dla komorek epidermy. Poziom jadrowego DNA
w komodrkach wtasciwych epidermy mozna bada¢ wykorzystujac cytometr
komorkowy, ktéry umozliwia pomiar jadra i poziomu DNA w okreslonej
komorce (CavarLiini i in., 1997). Wykorzystujac cytometr komoérkowy oraz
pomiary jader i komdrek w programie ImageJ stwierdzono zaleznos¢ miedzy
wielkoscig jadra komdrkowego (zawartoscia DNA) a rozmiarem komorki, ale
nie stwierdzono zaleznosci miedzy wielkoscig jadra a szybko$cia wzrostu
komorki (ErsNer i in., 2012).



Zwigkszonemu poziomowi DNA w komorkach wiasciwych nie zawsze
towarzyszy wyrazna zmiana ksztaltu Scian antyklinalnych (LAMMENS i in.,
2008). Interesujacy jest fenotyp epidermy liscia transgenicznej linii rzodkiew-
nika, w ktdrej pod promotorem genu aktywnego w merystemie apikalnym
pedu ekspresji ulega negatywny dominujacy allel kinazy zaleznej od cykli-
ny A (CDKA;1.N146). W efekcie aktywnosci transgenu w merystemie czes¢
komorek ulega przedwczesnemu roéznicowaniu. Natomiast w epidermie
liscia tej linii pojawiajg si¢ gigantyczne komorki wilasciwe, ktore posiada-
ja zafalowania $cian (GaamoucHE i in. 2010), ale takze komdrki wtasciwe
o srednich rozmiarach i o wyraznie zmienionych ksztattach, czesto zupetnie
pozbawione zafalowan (Borowska-WYKRET i in., 2013).

Kolisto$é, falistos§é czyli jakie parametry
opisujg ksztatt komorki

Dojrzate komdrki wilasciwe obserwowane na powierzchni blaszki lisciowej
ze wzgledu na wystepujace falowanie $cian antyklinalnych przypominaja
elementy ukfadanki obrazkowej, tzw. puzzle. W literaturze angielskojezycz-
nej terminy shape of puzzle lub jigsaw-puzzle w odniesieniu do komorek
wlasciwych epidermy pojawiaja sie bardzo czesto (GLover, 2000; Hicakr i in.,
2016; Majpa i in., 2017, MOLLER i in., 2017; SapraLA i in., 2018; BipHENDI i in.,
2019). W odréznieniu od elementéw ukladanki, ksztatt komodrki wiasciwej
u wielu gatunkéw roélin nie jest powtarzalny, a to zrodzito koniecznos¢
stworzenia uniwersalnego sposobu opisu takiego ksztaltu (Ryc. 7).
Typowa komorka wiasciwa epidermy rzodkiewnika jest splaszczona.
Wysokos$¢ sciany antyklinalnej (h) wynosi okoto 10 pm. Wymiar podtuzny
lub poprzeczny sciany peryklinalnej moze by¢ kilkanascie razy wigkszy.
Pomimo wyraznego sptaszczenia catej komorki sciana peryklinalna nie jest
idealnie plaska. Dlatego wykonanie obrysu komorki na podstawie parader-
malnego przekroju optycznego pozwala na zmierzenie pola powierzchni
obrysu komorki w rzucie prostopadiym, ktére nie jest dostownie polem
powierzchni sciany peryklinalnej. Rzeczywiste pole powierzchni sciany pe-
ryklinalnej mozna wyznaczy¢ tylko w oparciu o metody tréjwymiarowe.

Ryc. 7 . Komorki wiasciwe
odosiowej epidermy liscia
rzodkiewnika, zdjecie
wykonane w mikroskopie
$wietlnym. Odcinek skalujacy
10 pm. Schemat komorki
wiasciwej w réznych
plaszczyznach przekroju:
przekrdj paradermalny —
plaszczyzna réwnolegla
do powierzchni liscia a;
przekroje prostopadte do
powierzchni liscia: b, c.
Sciane antyklinalng
zaznaczono czarnym
paskowaniem, wysokos¢
$ciany antyklinalnej h.



‘\__-________

Stosujac program ImageJ-Fiji' mozna na podstawie obrazéw komorek
z przekrojow paradermalnych zmierzy¢ miedzy innymi pole powierzchni
obrysu lub dlugos$¢ obrysu komorki (obwod — taczna diugos¢ wszystkich
Scian antyklinalnych). W programie Image] znajduja si¢ réwniez bardziej

! Image] to darmowe narzedzie do tworzenia oraz edycji plikéw graficznych stwo-
rzone przez National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA; https://imagej.nih.gov/ij.
Fiji to rozszerzona wersja Image] (wykorzystywana w niniejszej pracy); stale uaktual-
niana i wzbogacana o nowe funkcje (tzw. wtyczki — plugins), ktére rozszerzaja zakres
mozliwosci przetwarzania i analizy obrazéw; np. wtyczka FibrilTool jest dodatkowym
narzedziem do ilosciowego opisu orientacji elementéw fibrylarnych, takich jak cy-
toszkielet (Boupaoup i in., 2014).



https://imagej.nih.gov/ij
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zlozone deskryptory ksztaltu, takie jak circularity, solidity, opisane w dalszej
cze$¢ tego rozdzialu. Program umozliwia wykonanie pomiarow na rézne
sposoby, zaréwno poprzez odreczne obrysowanie ksztattu komorki, jak tez
poprzez wyodrebnienie ksztattu komorki z tlta (Ryc. 8). W obu przypadkach
w pasku menu, w zakladce Analyze nalezy wybra¢ zakres parametréow, kto-
re dla komorki chcemy zmierzy¢ (Set Measurements). Jezeli obraz nie zostal
wczesniej skalibrowany, zmierzona powierzchnia podana zostanie w pikse-
lach kwadratowych. Wyodrebnianie ksztattu komorki wymaga przeksztat-
cenia obrazu w typ 8-bit i ustawienia progu dokladnosci (Threshold) z jaka
elementy obrazu, w tym przypadku komorki wlasciwe, maja zosta¢ wyod-
rebnione z tfa. Nastepnie korzystajac z dodatkowego modutu SIOX (Simple
Interactive Object Extraction) Segmentation, znajdujacego sie w zakladce Plugins,
wykonujemy maske wyodrebnionego ksztaltu, ktorg zapisujemy i mierzymy
stosujac zadany wczesniej zakres parametrow.

Pomiar pola powierzchni obrysu komorki nie wystarcza do opisu
ksztattu komorki: komorki o takiej samej powierzchni obrysu moga réznic¢
si¢ ksztaltem. Jednym ze sposobow opisu ksztattu komorki z pofalowanym
brzegiem jest przedstawienie stosunku obwodu do powierzchni obrysu we-
dltug wzoru na tzw. kolistos¢ (ang. circularity C):

AC
C =47 P_Z
gdzie:
A_ - powierzchnia obrysu komorki,
p. — obwod komorki;



Ryc. 8. Obraz komorek
epidermy uzyskany

w mikroskopie
$wietlnym (A), maska
wybranej komérki
stworzona w programie
w ImageJ (B), pomiary
powierzchni obrysu
komorki i diugosci obrysu
wykonane w oparciu

o maske (C).

Najwyzsza warto$¢ C wynosi 1 i opisuje ksztatt kota. Wartos¢ ta jest niz-
sza dla elipsy, czy wielokata. W przypadku komorek o zafalowanych scianach
antyklinalnych, im bardziej zafalowany ksztatt komorki, tym nizsza jest war-
tos¢ C (ArRMOUR i in., 2015; ELsNER i in., 2018). W podobny sposob ksztatt komor-
ki mozna przyréwnac takze do innych figur geometrycznych, na przyktad do
prostokata (ang. rectangularity), dzielac pole powierzchni obrysu komorki przez
pole powierzchni prostokata, w ktéry wpisano obrys. Mozemy rowniez wpisac
pole powierzchni obrysu komorki do figury geometrycznej ztozonej z krzy-
wych, faczacych wypukle elementy obrysu komarki (Ryc. 9; Manik i in., 2016).
Wykorzystujac obrys antyklinalnych $cian komdrkowych oraz figure zlozona
z krzywych mozna wyznaczy¢ tzw. ,falistos¢” komorki, obliczajac stosunki
pol powierzchni lub obwodow (Ryc. 9 C-D). Parametr S (ang. solidity) to sto-
sunek pola powierzchni obrysu komdrki do pola powierzchni figury zlozonej
z krzywych; parametr Cv (convexity) to stosunek diugosci obrysu figury ztozo-
nej z krzywych do dtugosci obrysu komorki (Manik i in., 2016; Wu i in., 2016).
Ryc. 10 pokazuje wartosci niektorych parametréw obliczone dla dwoch przy-
ktadowych komorek wilasciwych, réznigcych sie stopniem zafalowania Scian.

Ryc. 9. Pole powierzchni
obrysu komoérki

o zafalowanym ksztalcie
wpisane w koto (A),

w prostokat (B), w figure
zfozong z krzywych (C, D).




Label Area Perimeter Circularity |Solidity
1. 16623 993,418 0,212 0,647
2. 35048 977,016 0,461 0,789

Przeprowadzajac binaryzacje obrazu komdrki w programie Image], a na-
stepnie wykorzystujac funkcje szkieletowania (Process — Binary — Skeletonize),
mozna wyznaczy¢ rodzaj wewnetrznego szkieletu (Ryc. 11). Funkcja w po-
wtarzalny sposob usuwa piksele z krawedzi obiektu na obrazie binarnym,
az do zredukowania ich do szkieletu szerokosci jednego piksela. W komorce
mozna tym sposobem wyznaczy¢ o$ szkieletu i odchodzace od niej odgate-
zienia. Metoda, chociaz nie zawsze identyfikuje wszystkie zafalowania $cian
(Ryc. 11 B-C), jest wykorzystywana w analizach ilosciowych. Wzgledem
wyznaczonego ta metoda szkieletu komorki opisano orientacje mikrotubul
kortykalnych w komdrkach wlasciwych epidermy liscia (Akira i in., 2015).

Wyznaczenie parametrow opisujacych ksztalt oddzielnie dla poszcze-
gblnych komorek jest czasochtonne i ucigzliwe. Dlatego coraz czesciej w ba-
daniach wykorzystuje si¢ narzedzia usprawniajgce proces wyodrebniania
i pomiaru komorek; naleza do nich miedzy innymi LobFinder (Wu i in,
2016) i PaCeQuant (MOLLER i in, 2017). LobFinder jest narzedziem opiera-
jacym si¢ na oprogramowaniu Matlab’>, natomiast PaCeQuant pracuje na
bazie programu Image].

2 Matlab jest programem naukowo-technicznym dystrybuowanym przez Math-
Works, przeznaczonym do rozwijania algorytméw, wizualizacji i analizy danych.
Program znajduje zastosowanie w réznych obszarach. Matlab umozliwia prace na ma-
cierzach, wektorach i strukturach, przez co skraca czas projektowania i wykonywania
obliczen.

Ryc. 10. Maski dwoch
komoérek (1, 2) o réznym
stopniu zafalowania

$cian antyklinalnych,
zestawienie wartosci dla
pola powierzchni obrysu
komorki (area), dtugosci
obrysu (perimeter), kolistosci
(circularity) 1 parametru S
(solidity).



Ryc. 11. Komérka wlasciwa
epidermy liScia rzodkiewnika
(A), binaryzacja wybranego
ksztattu i utworzona

maska (B), o$ szkieletu

i odgatezienia (C). Strzatki
wskazuja na zafalowania
Sciany, ktdre nie zostaty
zidentyfikowane podczas
szkieletowania.

Program LobFinder identyfikuje zafalowania $ciany komorkowej. Auto-
rzy wskazuja na jego wigksza czutos¢ w wyszukiwaniu uwypuklen sciany
w porownaniu z omdéwiona powyzej funkcja szkieletowania, ktdra pomija
nieduze zafalowania (Wu i in.,, 2016; Ryc. 11, strzatki). LobFinder wykorzy-
stuje wspotrzedne punktéw wyznaczajacych obrys komorek, otrzymane ze
zdjec¢ konfokalnych o wysokiej rozdzielczosci. Wspolrzedne obrysu uzyskuje
sie przeprowadzajac segmentacje komodrki za pomocag dostepnego w Image]
narzedzia do zaznaczania wielokatéw, pozwalajacego uzytkownikowi do-
stosowad pozycje punktéw granicznych komorki. Nastepnie, korzystajac
z funkcji convhull w programie Matlab, wyznacza si¢ najmniejszy wielobok
otaczajacy granice komorki. W oparciu o odleglosci pomiedzy punktami le-
zacymi na obwodzie komorki, a punktami lezacymi na obwodzie wieloboku,
wyszukiwane sg lokalne minima w odleglosciach, ktdre stuza wychwyceniu
istniejacych niewielkich uwypuklen $Sciany (Wu i in., 2016).

PaCeQuant jest darmowym narzedziem pozwalajacym na zautomatyzo-
wanie pracy w zakresie obliczen réznych parametréw opisujacych ksztatt
komorek wiasciwych. Program wymaga zainstalowania wtyczki MiToBo



Objects
1 2 5 6 14 23 30
1|Area_(microns*2) 409,9959| 104,222| 172,9749| 126,075| 438,5729| 653,4047| 148,7685
2|Perimeter_(microns) 113,1871| 39,87448| 58,79276| 45,99534| 97,98793| 140,4048| 48,25638
3|Length_{microns) 46,09265| 12,86566| 21,1881| 13,69866| 26,58181| 59,87581| 17,46865
4|Width_(microns) 13,14759| 10,6754| 11,67411| 13,07937| 24,44083| 15,63922| 11,05666
5|Circularity 0,40216| 0,82372| 0,62885| 0,74888| 0,57399| 0,41651| 0,80281
6| Eccentricity 0,72168| 0,03403| 0,28542| 0,00214| 0,00702| 0,76085| 0,18313
7|Solidity 0,77923 1] 0,88326| 097911 0,85992| 0,81763 1
8|MarginRoughness 6,84877| 4,82646| 6,02047| 5,21326| 7,36278| 5,16304| 3,58751
9|BranchCount 4 3 3 3 4 3 3
10|AvgBranchLength_(microns) 8,25099| 4,93943| 7,49891| 6,42902| 12,67733| 20,22431| 5,88236
11| AvgEndpointDist_{microns) 1,845| 1,50333 2,46 1,77667| 2,05 3,14333 2,05
12|LongestPathLength_(microns) 44,66586| 13,00845| 19,93724| 15,15793| 32,83414| 58,4531| 14,50776
13|MinCoreWidth_{microns) 7,38| 9,16788| 10,27457| 8,36239| 13,9641| 13,57342 6,56
14| MaxCoreWidth_(microns) 9,84| 9,16788| 10,27457| 8,36239 14,76| 13,57342| 9,0572
15{AvgConcavity 968 682 843 1008| 1124 1040 710
16{StdDevConcavity 226,6319| 102,2546| 196,6011| 168,3479| 88,26664| 207,4126| 99,72462
17|ConvexHullArea_({microns”2) 526,153| 104,0539| 195,8365| 128,7646| 510,0154| 799,1474| 145,9108
18{ConvexHullPerimeter_(microns) 100,5588| 37,99638| 54,14199| 44,21406| 87,97721| 128,7285| 46,2549
19| ConvexHullConvexity 0,88843 0,9529| 0,9209( 0,96127| 0,89784| 0,91684| 0,95852
20|ConvexHullRoundness 0,50951| 0,90716| 0,74152| 0,81043| 0,71205| 0,4955| 0,87379
21|LobeNumber 6 3 2 2 7 9 2
22|NonelobeArea_{microns”2) 193,315| 21,5168| 10,3362 0,3362| 255,1758| 429,6636| 0,3362
23|Avglobelength_(microns) 4,74599 4,3329| 8,50435| 6,84161| 4,02604| 3,23782| 8,43476
24|AvgApicallobelength_(microns) 2,83491| 3,68172| 5,86861| 5,11149| 2,54716| 1,79115| 7,36354
25|AvgBasalLobelength_(microns) 1,91108| 0,65118| 2,63574| 1,73012| 1,47888| 1,44667| 1,07122
26|AvgBasal LobeWidth_{microns) 10,93513| 7,86378| 8,30187| 7,96076| 8,97349| 12,01959| 10,45299
2?|AngquatorLobeWidth_{microns} 15,15274| 17,47385| 23,90175| 20,54713| 14,01386| 17,42771| 25,23066

Ryc. 12. Analiza ksztattu
komorek fragmentu
epidermy rzodkiewnika
wykonana w programie
PaCeQuant. Surowy
(niepoprawiany) obraz
komorek po binaryzacji

w programie Image] (A),
segmentacja komorek

w programie PaCeQuant
(B), obrysy i numeracja
przeanalizowanych komorek
(C). Obrys komorki nie
zawsze jest domkniety;
zielone strzatki (A, B).
Strzatki czerwone wskazuja
na przykladowe miejsca
bfednie zaklasyfikowane
jako dwie komérki (12

i 13). Tabela przedstawia
obliczenia 27 parametréw
ksztattu dla przyktadowych
siedmiu komorek (obiektow)
otrzymane w programie
PaCeQuant.



(Microscope Image Analysis Toolbox), ktéra stanowi zbidr podstawowych i za-
awansowanych operatoréw przetwarzania obrazu. Wykorzystujac PaCeQuant
mozna zarowno przeprowadzi¢ segmentacje komorek, lub wykorzysta¢ dane
z istniejacej segmentacji, a takze obliczy¢ jednoczesnie do 27 parametrow
ksztattu komorki. Program klasyfikuje parametry do czterech grup: cechy
globalne, cechy oparte na konturach, cechy oparte na szkieletach, deskryp-
tory charakterystyczne dla komoérki wilasciwej. Parametry wymienione jako
ostatnie opisuja wymiary zafalowan, na przykiad diugos¢ zafalowania, sze-
rokos¢ podstawy zafalowania. Do programu dolaczony jest skrypt stuzacy
do graficznej wizualizacji wytypowanych komorek i analizy statystycznej
(MOLLER i in., 2017; MiTRA i in., 2019). Program jest wygodnym narzedziem
do szybkiej, wieloczynnikowej analizy obszarow o duzej liczbie komorek,
dla ktdérych lokalne niewielkie niedoskonalosci obrazu nie maja istotnego
znaczenia (Ryc. 12).

Na podstawie uzyskanego pola powierzchni obrysu komorek wias-
ciwych rzodkiewnika mozna w przyblizeniu obliczy¢ objetos¢ komorek.
W tym celu nalezy zmierzy¢ grubos¢ epidermy, czyli wysoko$¢ (h) Sciany
antyklinalnej. Wymiar ten odczytujemy z przekrojow wykonanych przez
komorke. Najlepiej, jesli dysponujemy przekrojami optycznymi komorki,
wykonanymi przy uzyciu mikroskopu konfokalnego, w ktérym fragment
epidermy skanuje sie¢ kilkunastokrotnie, tworzac stos zdje¢ w osi Z (ang.
Z-stack). Taki stos mozna analizowa¢ w roznych, prostopadlych do siebie
ptaszczyznach. Dla danego stosu zdje¢ badanego fragmentu tkanki w pro-
gramie Image] tworzymy widok przekrojow prostopadtych (Image — Stacks —
Ortogonal Views) przez wybrang komorke (Ryc. 13). Mozna réwniez wykonac
przekroje odreczne i obserwowac je w mikroskopie swietlnym, ale wtedy nie
mozemy analizowad¢ réznie zorientowanych przekrojow tej samej komorki.
Nalezy pamietad, ze komorka wilasciwa ogladana na przekrojach poprzecz-
nym i podiuznym przez blaszke lisSciowa ma ksztalt zblizony do prostokata
lub prostokatéw, ktorych wymiary zaleza od miejsca przekroju. Poza tym
komorke na przekrojach widac¢ czesto we fragmentach odsunietych od sie-
bie, co utrudnia analize (Ryc. 7, plaszczyzny b, b’, b”). Niemniej w oparciu
o tradycyjne przekroje epidermy istnieje mozliwos¢ wyznaczenia Sredniej
grubosci epidermy.



YZ

Ryc. 13. Komorki wiasciwe

odosiowej epidermy

liscia rzodkiewnika. Serie

przekrojow optycznych

- wykonano w mikroskopie
konfokalnym Olympus
IX81 z systemem FV1000.
Lié¢ barwiony P,
skanowany przy uzyciu

. lasera o dlugosci $wiatta

543 nm; inwersja obrazu

w programie Image]. Analiza

obrazu w prostopadtych

- plaszczyznach XY, XZ, YZ.

Plaszczyzna XY

R

:; i ptaszczyzny do niej
réwnolegte odpowiadaja
-~ plaszczyznie a,
plaszczyzna XZ odpowiada
s p%aszczyznlle b, plaszczy/zr@
h YZ odpowiada ptaszczyznie ¢

na Ryc. 7, h — wysokos¢
$cian antyklinalnych.
Odcinek skalujacy 10 um.

Komorki wiasciwe epidermy liscia mitorzebu posiadaja zafalowane scia-
ny antyklinalne po obu stronach blaszki. Komorki te po odosiowej stronie
blaszki maja takze duze uwypuklenia $ciany peryklinalnej — do kilku w jed-
nej komorce (Ryc. 14). Dla opisu ksztattu komoérek z uwypuklonymi $cianami
peryklinalnymi obrazy komdrek z mikroskopu $wietlnego, czy fluorescencyj-
nego, staja si¢ malo czytelne i niewygodne w analizie. Precyzyjne okreslenie
ksztaltu komorki zapewniajg serie zdje¢ otrzymane z wykorzystaniem mi-



Ryc. 14. Komorki epidermy
milorzebu dwuklapowego;
przekrdj paradermalny

liscia (A, D-F), przekrdj
poprzeczny przez lis¢ (B, C).
Epiderma doosiowa (A, B)

i odosiowa (C-F). Komorki
epidermy tego samego
fragmentu liscia w réznych
przekrojach paradermalnych
(D, E, F). Szparka

w epidermie odosiowej, ktdra
przystaniaja uwypuklenia
Sciany peryklinalnej komorek
wiasciwych (C, F). Preparaty
odreczne barwione PI,
mikroskop epifluorescencyjny
Olympus BX41, inwersja
obrazu w programie Image].
Odcinek skalujacy 50 pm.

kroskopu konfokalnego. Na rycinie 15 pokazano przykladowe przekroje op-
tyczne oraz tréjwymiarowa rekonstrukcje powierzchni epidermy wykonane
na podstawie stosu zdje¢ z mikroskopu konfokalnego w programie Image]J
(Plugins — 3D-Viewer). W programie Image] mozliwe jest takze odtworzenie
prostokatnych wycinkéw z objetosci biezacego stosu, w sposdb dowolnie zde-
finiowany, na przykiad wzdtuz wytyczonej linii prostej lub famanej. W tym
celu wytyczamy lini¢ i wybieramy polecenia [mage — Stacks — Reslice. W efek-
cie otrzymujemy nowy przekrdj optyczny (Ryc. 15 B), prostopadly do bieza-
cego stosu (Ryc. 15 A), ale zdefiniowany wzdtuz okreslonej linii (tutaj lini¢
wyznaczono rownolegle do dlugiej osi wybranych komorek 1 i 2).



Ryc. 15. Epiderma odosiowa
(A, B, E) i doosiowa

(C, D) liScia mitorzebu
dwuklapowego, obrazy

z mikroskopu konfokalnego
Olympus IX81 z systemem
FV1000. Lis¢ barwiony

PI, skanowany laserem

o diugosci swiatta

543 nm; inwersja obrazu

w programie Image] (A-D).
Wzdtuz komoérek 1, 2 oraz
3, 4 wyznaczono linie,
réwnolegle do ktorych

w programie ImageJ
utworzono prostokatne
wycinki (odpowiednio B

i D), prostopadfe do stosu
biezacego. Powierzchnia
odosiowej epidermy
zawierajaca komorki 1

i 2 pokazana w projekgji
tréjwymiarowej w programie
Image] (E). Odcinek skalujacy
50 pm.



Wzrost komérek roslinnych
na przyktadzie epidermy

W naukach biologicznych, w odniesieniu do powigkszajacych sie struktur,
powszechnie postugujemy si¢ terminem wzrost. Méwimy o wzroscie ko-
morek, organdw czy organizmdw, majac najczesciej na mysli powiekszanie
rozmiaréw komorki, organu czy organizmu w czasie. Zmiany takie majq
charakter ciagly. Empirycznie jednak najczesciej badamy wzrost w sposob
,Mieciagly”, opierajac si¢ na danych zebranych w okreslonych odstepach cza-
su. Jezeli struktura nieodwracalnie si¢ powigksza, to tym samym ulega nie-
odwracalnemu odksztalceniu. W tym znaczeniu wzrost komoérek roslinnych
jest odksztalceniem nieodwracalnym sciany komdrkowej. Komorki roslinne
prawie wszystkich rodzajow, ze wzgledu na potaczenie $cian sasiednich ko-
morek poprzez pektynowe blaszki srodkowe, nie zmieniaja w czasie wzrostu
wzajemnego sasiedztwa. Poniewaz protoplasty sasiednich komorek sa ze
soba czesto potaczone plazmodesmami, méwimy o wspodtzaleznym wzroscie
komorek, czyli o wzroscie symplastycznym. Wzrost komorek roslinnych,
z nielicznymi wyjatkami, mozemy zatem analizowa¢ w oparciu o $ledzenie
kontaktéw miedzy komdrkami, zwanych werteksami, ktore w trakcie wzro-
stu zostaja zachowane (Hejnowicz, 2002; Kwiatkowska, 2004).

W epidermie liscia wystepuje obok siebie kilka typéw komorek, ktdrych
wzrost jest rozny. U rzodkiewnika najwiekszym modyfikacjom ksztattu ule-
gaja trichomy (wloski) oraz komorki wiasciwe, przy czym komorki wilasci-
we zaczynaja intensywnie rosna¢ i zmienia¢ ksztalt, kiedy trichomy sa juz
wyraznie wyksztalcone (ScHNITTGER i in., 1999). Komorki wlasciwe znacznie
sie wtedy powigkszajg, a ich Sciany antyklinalne z prostych staja si¢ pofa-
lowane. Czes¢ komoérek wilasciwych nadal sie dzieli (Ryc. 16). Podczas gdy
cze$¢ komorek wiasciwych ulega réznicowaniu, polozone pomiedzy nimi
merystemoidy pozostaja aktywne, co prowadzi do powstawania kolejnych
szparek pomiedzy komodrkami wiasciwymi (MAcCALISTER i in., 2007).



SzybkosS¢ wzrostu i anizotropia wzrostu,
czyli jakie parametry opisujg wzrost

Wzrost mierzymy okreslajac potozenie punktéw (w przypadku komorek —
potozenia wertekséw) w kolejnych czasach (f i t+Af). Na podstawie zmia-
ny polozenia punktow obliczamy predkosci ich przesuniec. W ten sposob
w odniesieniu do wszystkich kierunkéw w przestrzeni mozemy otrzymac

Ryc. 16. Komorki wiasciwe

i szparki odosiowej epidermy
rzodkiewnika dwdch
miodych lisci (A ,B i C, D).
A, B — komorki wiasciwe
obserwowane w odstepie

48 godzin, fragment
epidermy ze srodkowej
czesci liscia; C, D - komorki
wiasciwe obserwowane

w odstepie 96 godzin,
fragment epidermy

z bazalnej (znajdujacej

sie przy ogonku) czesci
lidcia. Strzatki wskazuja

na antyklinalne $ciany
komoérkowe, ktore z prawie
prostych staty sie pofalowane
(A, B). Fragment epidermy,
na ktérym cze$¢ komorek
wiasciwych sie nie podzielita
(przyktadowe komorki

11 2), a inne, np. komorka
zaznaczona na zo6tto (C),
ulegty kilkukrotnym
podziatom. Grupe komdrek
0 wspolnym pochodzeniu
zaznaczono na zoétto (D).
Obrazy z mikroskopu
skaningowego. Odcinek
skalujacy 10 um (A, B),

20 um (C, D).



pole predkosci przesunieé¢ punktéw V. Pole V jest ciagte i wektorowe (Na-
kIELskl, 2000). Z pola predkosci przesunie¢ punktdw mozemy nastepnie
obliczy¢ tensor szybkosci wzrostu, w skrdécie nazywany tensorem wzro-
stu (Heynowicz, 1984, 2002, 2004, HejNnowicz i ROMBERGER, 1984). Szybkosc
wzrostu, jako wielko$¢ tensorowa, przyjmuje dla kazdego kierunku w prze-
strzeni okreslong wartos¢. Oznacza to, ze wokol danego punktu mozna
zdefiniowaé powierzchnie, ktérej ksztatt zalezy od wielkosci tensora, w tym
przypadku: szybkosci wzrostu. Odleglos¢ od punktu do powierzchni jest
proporcjonalna do szybkosci wzrostu w tym kierunku. Graficznym obrazem
takiej powierzchni jest tzw. indykatrysa (NaxkieLski, 2000). Jezeli szybkosc¢
wzrostu mierzona dla danego punktu jest jednakowa we wszystkich kie-
runkach w przestrzeni (wzrost izotropowy), to indykatrysa jest sfera. Jednak
najczesciej w roznych kierunkach szybko$¢ wzrostu jest rozna, czyli wzrost
jest anizotropowy, a indykatrysa przyjmuje ksztatt sptaszczonego balona lub
upodabnia si¢ do klepsydry (NaxieLski, 2000; Kwiatkowska, 2004). W przy-
padku wzrostu anizotropowego dla danego punktu w przestrzeni wsrod
kierunkéw szybkos$ci wzrostu istnieja trzy wzajemnie prostopadle kierunki,
w ktorych wartosci tensora sa minimalne, maksymalne i posrednie. Kie-
runki te nazywamy gléwnymi kierunkami wzrostu (ang. principal growth
directions; Hepnowicz i RoMBERGER, 1984; Hejnowicz i Karczewski, 1993).

Wzrost w danym punkcie na powierzchni epidermy lub merystemu api-
kalnego pedu, mozemy opisac¢ poprzez podanie szybkosci wzrostu liniowego
w dwoch prostopadtych kierunkach gtéwnych — w kierunkach maksymalnej
i minimalnej szybko$ci wzrostu (Goopart, GreeN, 1986; Dumars, KwiaTkow-
ska, 2002; Kwiatkowska, 2004). Dla kierunkow tych obliczana jest wzgledna
szybkos¢ wydtuzania RGR, (RGR, ang. Relative Growth Rates in Length) jako
In(L/L)/At; gdzie L' i L sa odpowiednio dlugosciami koricowa i poczatkows,
a At to przedzial czasu. Kierunki ilustrujemy krzyzem, ktérego ramiona
wskazuja na kierunki maksymalnej i minimalnej szybkosci wzrostu, a dys-
proporcja w diugosci ramion odpowiada réznicom w szybko$ciach wzrostu.
Im wieksza jest dysproporcja ramion krzyza, tym wigksza jest anizotropia
wzrostu w danym punkcie. Jezeli ramiona krzyza sa réwne, wzrost jest
izotropowy.



Szybkosci wzrostu powierzchniowego komdrki mozna wyznaczy¢ zna-
jac pole powierzchni komodrki w kolejnych czasach. Na tej podstawie oblicza-
na jest wzgledna szybkos¢ wzrostu powierzchniowego (RGR, ang. Relative
Growth Rates in Areq), jako In(A’/A)/At, gdzie A" i A to powierzchnia koficowa
i poczatkowa. Analogicznie obliczy¢ mozna wzgledng szybko$¢ wzrostu
objetosciowego (RGR,) jako In(V/V)/At, gdzie V' i V to objetos¢ koncowa
i poczatkowa (Dumais i Kwiatkowska, 2002; ELsNER i in., 2012).

Wybrane metody analizy wzrostu komérek wtasciwych

Wzrost mozna obliczy¢ na podstawie jednorazowej obserwacji komorek, jezeli
pole® szybkosci wzrostu nie zmienia si¢ w czasie i przestrzeni. W przypad-
ku rosnacego liscia pole szybkosci wzrostu nie jest jednak stale (Lirowczan
i in,, 2013). Podstawq dla obliczen szybkosci wzrostu komoérek epidermy sa
obrazy tych samych komdrek uzyskane w okreslonych odstepach czasu.
Istnieje kilka metod przyzyciowych obserwacji komorek, ktére umozliwiajg
zebranie danych do obliczania szybkosci wzrostu.

Metoda replik
Przyzyciowe obrazowanie powierzchni

Jak juz wspominano, komorki wlasciwe w trakcie wzrostu bardzo zmieniaja
ksztalt, dlatego sposob obserwacji powinien umozliwi¢ rozpoznanie tych
samych komorek, a jednoczesnie nie powinien wptywac na ich wzrost. Me-
toda spetniajacaq te wymagania jest metoda przyzyciowych replik (WiLLiaMS,
GRreEN, 1988), ktorg stosuje sie miedzy innymi w analizie wzrostu meryste-
mow wierzchotkowych pedu, zawiazkéw lisci i innych powierzchni orga-
now roslinnych (Dumais, Kwiatkowska, 2002; GaamoucsE i in., 2010; Kwiart-
kowsKA i in., 2019). Wykonanie replik umozliwia bardzo dobre przyzyciowe

> W organie rosnacym symplastycznie istnieje ciagle, wektorowe pole predkosci
przesunie¢ punktéw wzgledem wybranego punktu odniesienia. W zaleznosci od typu
wzrostu pole moze by¢ stacjonarne lub zmienne w czasie (Nakierski, 2000; HejNowicz,
2002).



Ryc. 17. Przyzyciowa
metoda replik. W polimerze
dentystycznym utrwalona
zostata powierzchnia
rosnacego liscia na poczatku
(t,,), po 48h, po 96h. Na
bazie formy z polimeru
wykonano nastepnie
odbitki lakierowe (A)

i/lub odlewy z zywicy
epoksydowej (B). Odbitka
lakierowa powierzchni liscia
rzodkiewnika (A) - zdjecie
z mikroskopu $wietlnego
(Nikon Eclipse 80i, kamera
Nikon DS-Fi2). Odlewy

z zywicy epoksydowej
powierzchni liscia
rzodkiewnika z widocznym
uktadem komorek
podstawowych (B, C) oraz
trichomow (C), zdjecia ze
skaningowego mikroskopu
elektronowego SEM;

Philips XL 30 TMP ESEN.
Odcinek skalujacy (A, B)

10 um. Zdjecia A, B nie
przedstawiaja tych samych
fragmentéw epidermy.

lakier

obrazowanie powierzchni organu roslinnego z zachowaniem jego geometrii

i szczegolow badanej powierzchni. Jest to metoda mato inwazyjna; w bada-
niach epidermy umozliwia odbicie w polimerze wysokich, rozgatezionych
trichomow liscia, a nastepnie zdjecie zastygnietego, ale wcigz elastycznego
polimeru, bez uszkodzenia powierzchni liscia. Lis¢ w dalszym ciggu rosnie
i po pewnym czasie mozna z niego zdja¢ kolejna replike (ELsNER i in., 2012).

Na pierwszym etapie wykonuje si¢ serie form z polimeru dentystycz-
nego, w ktorych odwzorowana jest badana powierzchnia organu (Ryc. 17).
Polimery dentystyczne dostepne sa w kilku wariantach, rézniacych sie cza-
sem zastygania. Do badania powierzchni lisci uzywano polimeru Take 1
Regular set (Kerr, USA), ktérego czas pelnego zastygniecia wynosi 5 mi-



nut (ELsNER i in., 2012). Nastepnie na bazie form z polimeru wykonuje sie
odlewy z zywicy epoksydowej lub plaskie odbitki z lakieru do paznokci
(Ryc. 17). Odbity w przezroczystym lakierze uktad komorek epidermy ob-
serwujemy jak typowy preparat mikroskopowy w swietle przechodzacym,
ale dla poprawienia kontrastu obserwacje prowadzimy przy przymknietej
przestonie aperturowej mikroskopu. Odlewy z zywicy epoksydowej (2Ton
Epoxy, Devcon) nadaja si¢ do obserwacji w mikroskopie skaningowym (po
odpowiednim napyleniu, np. zlotem), a nawet konfokalnym, ze wzgledu
na autofluorescencje zywicy. Mikroskopia skaningowa i konfokalna umoz-
liwiajg rejestracje obrazu i dalsza analize, z zachowaniem przestrzennego
charakteru badanego organu. Wykonanie odbitek lakierowych na bazie form
z polimeru mozliwe jest tylko dla prawie ptaskich powierzchni, takich jak
blaszka lisciowa, i jest wystarczajace do odwzorowania zmian ksztaltu ko-
morek w czasie.

Rekonstrukcja tréjwymiarowa powierzchni
na podstawie obrazéw skaningowych

Mikroskop skaningowy (SEM, ang. Scanning Electron Microscopy) wykorzy-
stany w badaniu powierzchni komdrek epidermy pozwala na analizowanie
powierzchni w 3D (tréjwymiarze). Odlewy powierzchni komoérek z zywicy
epoksydowej nalezy przyklei¢ klejem zywicznym do stolika mikroskopo-
wego tak, aby obserwowana powierzchnia byta unieruchomiona, mozliwie
najlepiej wyeksponowana, a zwlaszcza nie przestonigta zbednymi fragmen-
tami. Uzyskanie dobrego obrazu badanej powierzchni w mikroskopie ska-
ningowym wymaga pokrycia powierzchni cienka warstwa metaliczna (np.
zlotem). Analiza odlewow z zywicy nie wymaga natomiast dodatkowych,
czasochlonnych zabiegdéw, ktére przeprowadza si¢ dla migkkich uwodnio-
nych obiektow biologicznych, poddajac je tzw. suszeniu w punkcie krytycz-
nym dwutlenku wegla.

Trojwymiarowy ksztalt powierzchni otrzymuje si¢ po wykonaniu tzw.
rekonstrukcji stereoskopowej. Dla zrekonstruowania powierzchni epidermy
i ksztattu komorek podstawowych mozna zastosowac protokdt, wykorzy-
stywany pierwotnie przez autoréw dla merystemoéw wierzchotkowych pedu
(Dumars, Kwiatkowska, 2002; Routier-Kierzkowska, Kwiatkowska, 2008). Pro-

Ryc. 18. Stereopara
mikrofotografii pokazujaca
fragment epidermy
rzodkiewnika, obrazy
obrécone wzgledem siebie
o kat 10° (A, B). Zmiana
ksztaltu pieciobokéw

w widoku od géry
spowodowana obrotem
plaszczyzny wokot osi x.
Zaznaczony wierzchotek
wieloboku po obrocie
plaszczyzny przyjmuje nowa
wspdtrzedna y.



tokot zaklada wykonanie dla kazdego etapu rozwoju badanej struktury pary
mikrofotografii elektronowych (tzw. stereopary), ktére pokazuja ten sam
fragment powierzchni, ale sg przechylone o kat 10° wzgledem osi x obrazu.
Jedna z mikrofotografii stuzy do digitalizacji potozenia wertekséw komorek
(werteksami nazywamy miejsca, w ktorych zbiegaja si¢ sciany antyklinalne
trzech sasiednich komorek). Te same werteksy sa automatycznie rozpoznawa-
ne na drugiej mikrofotografii. Na podstawie przesunie¢ werteksow w trak-
cie obrotu stolika obliczana jest trzecia wspolrzedna z (Ryc. 18), podobnie
dla wszystkich punktéow (pikseli) obrazu. Zrekonstruowana powierzchnie
mozemy oglada¢ w réznych projekcjach (Ryc. 19), a takze wykonac pre-
cyzyjne pomiary rozmiaréw komorek (RouTier-Kierzkowska, KwIiATKOwska,
2008; UyrTtEwAAL i in. 2012).



Ryc. 19. Mikrofotografie
powierzchni epidermy liscia
rzodkiewnika obrdcone
wzgledem siebie o kat

10° (A, B); rekonstrukcja
tréjwymiarowa fragmentu
powierzchni w widoku od
gory (C) oraz w dwoch
projekcjach bocznych (D, E).
Odcinek skalujacy 100 pm.

Analiza wzrostu komorek

Rekonstrukcja wybranego fragmentu epidermy metoda replik wykonana dla
tego samego lisScia w okreslonych odstepach czasu pozwala obliczy¢ szyb-
kos¢ wzrostu i anizotropie wzrostu komorek (Ryc. 20; ¢, i t,,). Obliczenia
mozna przeprowadzi¢ w programie Matlab (Dumais, Kwiatkowska, 2002),
ktoéry umozliwia stworzenie map barwnych prezentujacych wymienione pa-
rametry. Poniewaz jedynymi punktami, ktére rozpoznajemy na kolejnych
obrazach z rekonstrukcji sa werteksy, ksztalt komodrek sprowadza sie do
wieloboku. Podejscie to bardzo dobrze sprawdza si¢ dla obliczen szybkosci
wzrostu komdrek merystemu apikalnego pedu. Przyblizenie komorki wlas-
ciwej epidermy wielobokiem mozna zastosowac dla komoérek zrdéznicowa-
nych w niewielkim stopniu (Ryc. 20; Ersner i in., 2012). Im antyklinalne
Sciany stajg sie bardziej pofalowane, tym przyblizanie komdrki wielobokiem
staje si¢ mniej dokfadne.

Ryc. 20 A-D przedstawia mapy barwne szybkosci wzrostu i anizo-
tropie wzrostu komdrek przykltadowego fragmentu epidermy potrdjnego
mutanta cyklinowego rzodkiewnika (cyclinD3; DewrrTE i in., 2007), ktérego
komorki sa w poczatkowym etapie rdznicowania. Szybko$¢ wzrostu po-



Ryc. 20. Rekonstrukcja
tréjwymiarowa powierzchni
epidermy liscia potréjnego
mutanta cyklinowego
(cyeD3) rzodkiewnika
wykonana w oparciu

o repliki zebrane co 48 h;
komoérki wlasciwe o stabym
stopniu zafalowania s$cian
antyklinalnych. Szybkos¢
wzrostu powierzchniowego
komorek (A), szybkos¢
wzrostu odcinkéw
pomiedzy werteksami
potaczonymi wspdlng
$ciang antyklinalng (B);
anizotropia wzrostu komorki
wyrazona krzyzem (C),
$rednia anizotropia wzrostu
i maksymalny kierunek
wzrostu komorki (D).
Odcinek skalujacy 50 pm.

(10°um um'h™)

0,5

wierzchniowego komorek wiasciwych tego fragmentu epidermy obliczono
jako In(A7/A)/At. Analiza szybkosci wzrostu powierzchniowego komorek
przedstawionego fragmentu pokazuje, ze komodrki sasiadujace ze soba nie
rosna z ta sama szybkoscia (Ryc. 20 A). Z podobnych analiz obejmuja-
cych wiecej krokéw czasowych wiemy takze, ze szybkos¢ wzrostu komorki
zmienia si¢ w czasie. Ogdlnie mozna powiedzie¢, ze szybko$¢ wzrostu
powierzchniowego komdrek wtasciwych epidermy w rosnacym lisciu maleje



oraz, ze komorki mate w bazalnej czesci liScia rosna szybciej niz komorki
duze w czesci apikalnej. Jednak lokalnie wystepuja takze komorki, zaréwno
mate jak i duze, ktére zwiekszaja szybkos¢ wzrostu w czasie. Epiderma
jest wiec rodzajem mozaiki ztozonej z komorek o zréznicowanej szybkosci
wzrostu powierzchniowego (ELsNER i in., 2012). Szybkos$¢ wzrostu odcinka
(obliczona jako In(L/L)/At), Taczacego werteksy posiadajace wspdlna Sciane
antyklinalng przedstawiona zostala na mapie Ryc. 20 B; réwniez tu wi-
dac zroznicowanie szybko$ci wzrostu poszczegolnych odcinkow tworzacych
$ciany wieloboku.

Anizotropie¢ wzrostu komoérek wyrazona krzyzem pokazano na
Ryc. 20 C. Kierunki ramion krzyza wskazujg na kierunki maksymalnej
i minimalnej szybkosci wzrostu komorki, a dtugosci ramion — na wartosci
szybkosci wzrostu w tych kierunkach. Wéréd zréznicowanych co do wiel-
kosci komoérek wybranego fragmentu nie ma komdrek o wyraznie anizo-
tropowym wzroscie. Kierunek maksymalnej szybkosci wzrostu i srednia
anizotropie wzrostu pokazuje Ryc. 20 D. W protokole obliczania sredniej
anizotropii wzrostu (Dumais, Kwiatkowska, 2002) liczone sa najpierw kie-
runki maksymalnej i minimalnej szybkosci wzrostu dla kazdego werteksu,
jako deformacja trdjkata zdefiniowanego przez trzy werteksy, ktore sg z nim
polaczone wspodlng sciang. Nastepnie wartosci i kierunki dla wszystkich
werteksOw sg udredniane, a anizotropia wzrostu oceniana na podstawie
przynaleznosci wertekséw do komorki i jej naturalnych sasiadéw okreslona
jest jako $rednia anizotropia wzrostu.

Mikroskop konfokalny
Przyzyciowe obserwacje komérek w mikroskopie konfokalnym

We wspolczesnych badaniach powszechnie korzysta si¢ z nowoczesnych
narzedzi do wizualizacji komdrek w 3D z uzyciem metod fluorescencyjnych.
Jednym z takich narzedzi jest skanujacy laserowy mikroskop konfokalny
(CLSM, ang. Confocal Laser Scanning Microscopy). W mikroskopie konfokal-
nym uzyskujemy lepszy kontrast i rozdzielczos¢ ogladanych obiektow w po-
réwnaniu z tradycyjnym mikroskopem fluorescencyjnym (tzw. mikroskopem
szerokiego pola). Obrazowany obiekt nie jest bowiem oswietlany w catym



polu widzenia, a dzigki zastosowaniu odpowiedniej przestony umieszczonej
przed detektorem, odciety zostaje sygnatl dochodzacy spoza plaszczyzny og-
niskowania. Mikroskop konfokalny umozliwia wigc zbieranie obrazu z jed-
nej plaszczyzny; z badanego obiektu zbieramy serie przekrojow optycznych
(ang. Z-stack). Inne jest rowniez, w poréwnaniu z tradycyjnym mikroskopem
fluorescencyjnym, zrodlo Swiatta: laser. Obiekt skanowany jest w kolejnych
przekrojach optycznych, w zadanym przez uzytkownika fragmencie ptasz-
czyzny XY, wzdluz osi z (rowniez w zadanej glebokosci). W procesie tym
istotne jest odpowiednie dobranie odleglosci miedzy kolejnymi przekrojami
tak, aby zapewni¢ optymalna rozdzielczos¢ w osi z. Skanowanie z duza
odlegtoscia w osi z moze prowadzi¢ do obnizenia rozdzielczosci w tej osi,
zmniejszenie odleglosci natomiast wydluza czas skanowania, co moze wpty-
wac negatywnie na zywotnos¢ komorek. Obraz z mikroskopu konfokal-
nego zapisywany jest w formie pliku, skladajacego si¢ z serii przekrojow
optycznych, z ktorych nastepnie buduje si¢ przestrzenny obraz. Zasadom
mikroskopii konfokalnej i wizualizacji obrazu poswiecono tom 2 kwartal-
nika Kosmos (2013).

W celu przyzyciowej wizualizacji ksztattu komoérek rodlinnych stosuje
si¢ fluorochromy znakujace blony komorkowe; miedzy innymi barwienia
Fei Mao — FM (JerinkovA i in., 2010; ZuanG i in., 2013) lub wykorzystuje
si¢ linie transgeniczne z btona komorkowa wyznakowang GFP, takie jak
linia Lti6B-GFP (ScHLEIFENBAUM i in. 2010). Barwienie jodkiem propidyny
(PI) rowniez daje mozliwo$¢ obrazowania ksztattu zywych komorek roslin-
nych, ktoérych blony sa nieprzepuszczalne dla PI, a fluorochrom pozostaje
w $cianach komorkowych. Zabarwione jodkiem propidyny jadra komoérkowe
wskazuja na zwigkszong przepuszczalnos¢ btony i swiadczg o prawdopo-
dobnej $mierci komdrki (Jones i in., 2016, Mrtra i in., 2019). Stosowanie
fluorochroméw, rézniacych sie spektrami wzbudzenia i emisji swiatla, po-
zwala na zbieranie obrazow z tego samego obiektu w kilku kanatach jed-
noczesnie przy tym samych czasie ekspozycji, co minimalizuje destrukcyjny
wplyw Swiatlta na komorki zywe. Dzigki temu mozna badac¢ jednoczesnie
wiele elementow: ksztatt komorki, organelle komdrkowe (jadro), cytoszkielet,
pozycje dodatkowych znacznikéw (fluorescencyjne mikrokulki). Mikroskop
konfokalny mozna wykorzysta¢ takze do badan wtasciwosci mechanicz-



nych $ciany komorkowej roslin, faczac modut mikroskopu konfokalnego
z mikroekstensometrem (ACME, ang. Automated Confocal Micro-Extensometer).
Wykorzystanie obrazowania konfokalnego ACME umozliwia badanie prze-
strzennej zmiennosci wilasciwosci mechanicznych scian komorkowych jako
odpowiedzi na zadang site (Rosinson i in., 2017).

Wizualizacja komérek epidermy w programie MorphoGraphX

MorphoGraphX jest aplikacja typu open source (www.MorphoGraphX.org),
ktora znajduje zastosowanie w badaniach ksztaltu organow i komorek,
w analizie wzrostu, w kwantyfikacji sygnatu fluorescencyjnego, w bada-
niach lokalizacji biatek a takze w uzyskaniu danych o geometrii komodrki
dla potrzeb modelowania (pE ReuiLie i in., 2015). W badaniach morfoge-
nezy roslin program wykorzystywany jest zwlaszcza do analizy wzrostu
i rozwoju organow o duzej krzywiznie, takich jak merystem wierzchotko-
wy pedu (Kierzkowskr i in., 2012; Burian i in., 2016; HamanT i in.,, 2019),
a takze do badania wczesnych etapdéw rozwoju dziatek kielicha (Strauss
i in, 2019), zarodka (YosHipa i in. 2014; Kerstens i in. 2020), korzenia
(KircHHELLE i in. 2019) oraz morfogenezy roznoksztattnych komorek, np.
trichomow liscia (pE ReuviLie i in., 2015), dla ktdrych rzutowanie obrazu
prowadziloby do duzych znieksztatcen. Przykladowe analizy ksztattu ko-
morek epidermy liscia przeprowadzone w programie MorphoGraphX po-
kazano na rycinach 21-23.

W oparciu o serie przekrojow optycznych z mikroskopu konfokalne-
go program MorphoGraphX umozliwia wyodrebnienie powierzchni, ale
z zachowaniem jej trzeciego wymiaru (wymiaru w osi z; tzw. rekonstruk-
cja 2,5D; Strauss i in., 2019). Dzigki temu mozna zmierzy¢ rzeczywista
powierzchnie peryklinalnej $ciany komoérkowej. Program umozliwia takze
zrekonstruowanie calej komorki i pomiar jej objetosci. Serie obrazéw, ktore
zamierzamy przetwarza¢ w programie MorphoGraphX, powinny by¢ zbie-
rane i zapisywane w okreslony sposob. Zaleca si¢ obrazy 16 bitowe, ktore
posiadaja zblizony do kubicznego rozmiar woksela (ang. voxel; woksel jest
odpowiednikiem piksela w trojwymiarze i stanowi podstawowa informacje
umozliwiajaca przeprowadzanie dalszych operacji). Warto réwniez w mia-
re mozliwosci zrezygnowac z usredniania obrazéow w trakcie skanowania,


http://www.MorphoGraphX.org/

a skanowanie w osi z wykona¢ nieco gesciej, o ile tylko da si¢ wydtuzy¢
czas ekspozycji danego obiektu na swiatlo lasera.

Wigkszosé¢ systemdéw komputerowych w mikroskopach konfokalnych
zapisuje pliki w sposob zastrzezony. MorphoGraphX nie rozpoznaje plikéw
oryginalnych i wymaga ich przeksztalcenia w pliki TIFF w taki sposob,
aby kazdy zbierany kanal po transformacji byt zapisany w oddzielnym
pliku TIFF. Grupa LOCI (The Laboratory for Optical and Computational
Instrumentation) udostepnita tzw. wtyczki do programu Fiji (Image]), kto-
re pozwalaja na przeksztalcenie oryginalnego formatu pliku z mikrosko-
pu konfokalnego w format TIFE. Plik TIFF (stos, bedacy seria przekrojow
optycznych) otwieramy w programie MorphoGraphX w jednej z dwoch
nadrzednych zakladek: Stackl lub Stack2, ktére sa zbiorami tych samych ele-
mentow i pozwalaja na wykonanie identycznych operacji na dwdch plikach
TIFE, na przyktad zebranych w dwoch réznych kanatach lub w réznych
czasach eksperymentu. Zaréwno w Stackl jak i w Stack2 program Morpho-
GraphX posiada trzy podstawowe zakladki: narzedzia gtowne (ang. Main),
kopie robocze (ang. Work) i operacje (ang. Processes), w ktorych umieszczone
sq polecenia. Oryginalny plik, zachowujacy dane o rozmiarach woksela,
znajduje si¢ w narzedziach gléwnych, natomiast zmiany, ktére na nim do-
konujemy, staja si¢ kopiami roboczymi. Dla wybranego i uruchomionego ze
Stackl pliku w narzedziach gléwnych programu ustawiamy podstawowe
parametry, wyswietlajac obraz w okreslonym kolorze. Zaktadka podglad
(ang. View) pozwala wykonac przekroje przez stos w trzech prostopadtych
plaszczyznach (pE ReulLLE i in., 2015; Strauss i in., 2019).

W programie mozna wykona¢ rekonstrukcje 2,5D, ktéra daje duze
mozliwo$ci badania ksztaltow komodrek epidermy, w sytuacji kiedy $ciana
peryklinalna komdrki ros$nie zaréwno w plaszczyznie blaszki liscia, jak
i prostopadle do niej (miforzab, Ryc. 22). Jest to takze wygodne narze-
dzie w badaniach fragmentéw epidermy liscia rzodkiewnika pochodza-
cych z miejsc o duzej krzywiznie, na przyklad znajdujacych si¢ w okolicy
ogonka lisciowego (Ryc. 21). Wykonanie rekonstrukcji 2,5D rozpoczyna si¢
od procesu oddzielenia globalnego ksztattu prébki od ,,szumu”, ktory wy-
stepuje ponad nia. Na Ryc. 21 D kolorem niebieskim zaznaczono ksztatt
probki, a kolorem czerwonym szum. Powierzchnia obiektu jest wydoby-



wana z tego ksztaltu jako trdjkatna siatka, ktora zostaje oddzielona od
szumu. (Ryc. 21 E). Na zapisanym obiekcie ponownie wykrywamy kra-
wedzie i tworzymy siatke, o odpowiednio dobranej gestosci oczek. Siatke
docinamy do powierzchni, ktorg ostatecznie chcemy analizowa¢. Nastepnie

wykonujemy projekcje sygnatu z oryginalnego obiektu na zrekonstruowana

Ryc. 21. Etapy rekonstrukcji
powierzchni epidermy.
Wizualizacja 3D (3D Viewer)
w programie Fiji

(Image]) serii przekrojow
optycznych z mikroskopu
konfokalnego (A), ta sama
seria przygotowana do
analizy i uruchomiona

w programie MorphoGraphX
(projekcje z gory i z boku
B, C), analizowany obiekt

i ,szum” pokazane

w dwoch kolorach (D),
siatka natozona na obiekt

i odciecie szumu (E, F),
siatka natozona wytacznie
na szukang powierzchnie,
zawezona do okreslonego

jej fragmentu (G), projekcja
sygnatu z oryginalnego
obiektu na zrekonstruowana
powierzchnie (H, I),
wyodrebniona powierzchnia
- rekonstrukcja 2,5D (]);
odcinek skalujacy 50 pm.



Ryc. 22. Rekonstrukeja 2,5D

i rzeczywista powierzchnia
pieciu wybranych komorek
odosiowej epidermy licia
mitorzebu posiadajacych
wyrazne uwypuklenia $ciany
peryklinalnej - projekcja z goéry
i z boku.

1000 pm®




powierzchnie i zapisujemy wyodrebniona powierzchnie* (pE REeuviLLE i in,
2015; Strauss i in., 2019). Etapy obrobki pliku TIFE, prowadzace do rekon-
strukcji 2,5D ukladu komorek epidermy liscia rzodkiewnika, w programie
MorphoGraphX przedstawia Ryc. 21.

Wyodrebniona powierzchnia stanowi podstawe dla segmentacji obrazu
na poszczegolne komorki, co w programie MorphoGraphX wykonuje si¢
automatycznie lub manualnie. Segmentacja komodrek polega na przypisaniu
kazdej komdrce znacznika, a nastepnie propagacji tego znacznika do granicy
komorki (do $ciany antyklinalnej) przez wykorzystanie algorytmu watershed,
ktory pozwala wypelni¢ znacznikiem oczka siatki. Wykonanie segmentacji
umozliwia nastepnie zobrazowanie kolorem rzeczywistej powierzchni scian
peryklinalnych komoérek. Mape barwnga tworzymy uruchamiajac Sciezke po-
lecenn w zakladce operacje: Mesh/Heat Map/Measures/Geometry/Area (de REUILLE
i in,, 2015; StrAuUss i in., 2019). Ryc. 22 przedstawia rzeczywistqa powierzchnie
pieciu komdrek wlasciwych odosiowej epidermy mitorzebu, ktére posiadaja
uwypuklenia peryklinalnej $ciany komorkowe;.

Analiza wzrostu komérek w programie MorphoGraphX

Dysponujac rekonstrukcja 2,5D powierzchni komérek w dwoch krokach cza-
sowych mozna obliczy¢ zmiany powierzchni komorek (jak i zmiany objeto-
Sci, jezeli rekonstrukcja dotyczy wszystkich scian komdrkowych) oraz okres-
li¢ anizotropie wzrostu. W tym celu w programie MorphoGraphX na obu
mapach nalezy wprowadzi¢ jednolita numeracje segmentowanych komorek
poprzez nafozenie na siebie konturéw komorek z obu map i przepisanie
numeréw komorek z pierwszej mapy na druga. MorphoGraphX umozliwia
okre$lenie zmian powierzchni komdrek na trzy sposoby: jako stosunek po-
wierzchni koncowej do poczatkowej (Ratio); jako réznice powierzchni kon-

* Do wyodrebnienia konturéw komodrek wiasciwych mozna réwniez postuzy¢ sie
makro Image] SurfCut, umozliwiajacym wydobycie warstwy sygnatu ze stosu konfo-
kalnego, segmentacje komorek oraz analize ksztattu komorek. Ze stosu zbinaryzowa-
nych zdje¢ kontur komoérek wydobywany jest poprzez projekcje kolejnych obrazéw
w osi z i utworzenie nowego zbinaryzowanego stosu. Nakladanie zdje¢ zapewnia
wypelnienie ewentualnych nieciaglosci konturéw komoérek. SurfCut, w pordéwnaniu
z MorphoGraphX, jest prostszy w obstudze i instalacji, ale jednoczesnie jest mniej uni-
wersalny — nie nadaje si¢ do analizy obiektéw o duzej krzywiznie (Ercuvan i in., 2019).

Ryc. 23. Rekonstrukcja

2,5D powierzchni komorek
odosiowej epidermy liscia
rzodkiewnika i mapy barwne
otrzymanych wynikéw
stworzone w programie
MorphoGraphX. Mapa
barwna rzeczywistej
powierzchni komodrek

w chwili ¢, i t,, (A, B).
Przyrost powierzchni
komorek obliczony na
podstawie rzeczywistej
powierzchni $ciany
peryklinalnej (C) oraz
przyrost powierzchni
komorki obliczony na
podstawie polozenia
werteksow przy zachowanej
tej samej skali (E). Przyrost
powierzchni komorki
zaznaczonej symbolem (*),
o wyraznie zafalowanych
$cianach, przy zastosowaniu
obu sposobéw obliczen jest
rézny (C, E). Anizotropia
wzrostu — krzyze na
obrysach komoérek
przedstawionych jako
wieloboki (D) oraz krzyze
na mapie barwnej przyrostu
powierzchni (E). Odcinek
skalujacy 10 um.
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cowej i poczatkowej (Difference) oraz jako przyrost powierzchni (Growth),
ktory obliczany jest jako (A/A)-1)/At, gdzie A, A to powierzchnie w dwoch
czasach (www.MorphoGraphX.org). Przyktadowe mapy barwne pokazujace
rzeczywiste powierzchnie komorek epidermy liScia rzodkiewnika w czasie
t,it,, oraz wykonana na ich podstawie mape barwna przyrostu powierzch-
ni komodrek, wizualizowana w t=24 h przedstawia Ryc. 23 A-C.

W programie MorphoGraphX mozna takze okresli¢ anizotropie wzrostu
powierzchniowego komorek, obliczang na podstawie polozenia werteksow,
bedacych miejscami polaczenia trzech komorek. Dla obliczenia anizotropii
wzrostu werteksy na obu obrazach (Stackl, Stack2) musza by¢ przypisane
tym samym komdrkom. Sprawdzanie zgodnosci werteksow wykonuje sie
poprzez uruchomienie w programie $ciezki polecen Process/Mesh/Cell/Axis/
PDG/Check correspondence. Dla kazdego werteksu komorki obliczone zosta-
ja wspotrzedne wektora jednostkowego (x, y, z) kierunkéw maksymalnego
i minimalnego wzrostu oraz wartosci odksztatcen w kierunku maksymal-
nym i minimalnym. Program oblicza deformacje w 2D; w trzecim pro-
stopadlym kierunku przyjmuje wartos¢ zerowa (www.MorphoGraphX.org).
Anizotropia wzrostu na powierzchni komorki wizualizowana jest krzyzem,
ktérego ramiona wskazuja na kierunki maksymalnego i minimalnego od-
ksztalcenia, a diugosci ramion odpowiadaja wartosci odksztatcen w tych
kierunkach. Krzyz mozna pokaza¢ na mapie barwnej odpowiadajacej przy-
rostowi powierzchni komorki, ktory jest obliczony dla wieloboku (Ryc. 23 E)
lub na innych mapach barwnych.

Metoda adhezyjnych znacznikow —
analiza wzrostu komoérki na poziomie subkomérkowym

Komorka wiasciwa epidermy liscia rosnie przede wszystkim w plaszczyz-
nie peryklinalnej, a w trakcie jej réznicowania dochodzi do znacznych
zmian ksztattu. Tworzace si¢ w tym czasie wypustki jednej komorki wra-
staja w miejsca, w ktérych w sasiadujacych komodrkach powstaja wgtebienia.
Na skutek powstawania zafalowan scian antyklinalnych komorka wtasci-
wa w niektdrych miejscach staje si¢ wyraznie zwezona na ksztalt szyjki.
W komorkach wlasciwych epidermy rzodkiewnika wypustki i wglebienia


http://www.MorphoGraphX.org/

Ryc. 24. Ksztalt $cian
antyklinalnych komdrek
wlasciwych epidermy liscia
cibory papirusowej (A)

i liscia rzodkiewnika (B);
komoérka wilasciwa opisana
tylko poprzez pozycje
werteksow — wielobok (A, B).
Odcinek skalujacy 50 pm.

-

nie powstaja z jednakowa intensywnoscia wzdtuz calego obwodu S$ciany
peryklinalnej. W efekcie w zréznicowanej komorce wlasciwej nie ma dwoch
identycznych — lub chociazby podobnych - scian antyklinalnych, jak na
przyklad w komorkach wtasciwych epidermy gatunkéw roslin jednoliscien-
nych (Ryc. 24 A). Réznorodny ksztalt $cian antyklinalnych w komorce wias-
ciwej rzodkiewnika moze wskazywa¢ na zréznicowany wzrost w réznych
miejscach komorki. Jednak dla zbadania, jak ro$nie komorka wiasciwa na



poziomie subkomoérkowym, informacje tylko o polozeniu wertekséw stajq
si¢ niewystarczajace (Ryc. 23 B).

Dla okreslenia wzrostu komoérek wiasciwych epidermy liscia na po-
ziomie subkomdrkowym mozna wykorzysta¢ metode przyzyciowego zna-
kowania powierzchni komorek przy pomocy adhezyjnych zewnetrznych
znacznikéw (ArRMOUR i in., 2015; Ersner i in. 2018). Metode znacznikéw
w postaci pokrytych polilizyna mikrokulek o $rednicy 2 um, podanych
na powierzchni¢ komorek wykorzystano w badaniach wzrostu trichomdéw
rzodkiewnika. Na podstawie okreslenia pozycji mikrokulek bezposrednio
po nalozeniu i po dwunastu godzinach obliczono, ze wzrost trichomow
jest niejednorodny, do czterech razy szybszy w czesci szczytowej niz przy
podstawie wloska (Scawas i in., 2003). Znaczniki sferyczne mozna zastgpic
poprzez napylenie epidermy nietoksyczng fluorescencyjng farba pod odpo-
wiednio dobranym cisnieniem (ARMOUR i in., 2015). Autorzy pracy (ARMOUR
i in.,, 2015) w obliczeniach wzrostu komodrek wlasciwych epidermy zastoso-
wali technike interpolowania funkcji za pomoca ich sklejania (ang. Thin-Plate
Spline Analysis), wykorzystujac jako punkty odniesienia zaréwno napylone
znaczniki, jak i dodatkowe znaczniki wstawione komputerowo.

W przypadku komorek wlasciwych o bardzo nieregularnym ksztalcie
metoda mikrokulek umozliwia analize szybko$ci wzrostu powierzchnio-
wego sektorow zewnetrznej peryklinalnej sciany komdrkowej oraz odcin-
kéw écian antyklinalnych (Ersner i in., 2018). W badaniach wykorzystano
linie transgeniczng LTI6b-GFP (Cutrer i in., 2000), ktdérej sciany antykli-
nalne byly dobrze widoczne, dzieki wyznakowanej GFP blonie komorko-
wej. Do znakowania komorek wykorzystano aminowane kulki lateksowe
z polistyrenu (nr AMYF300NM; Magsphere, Pasadena, Kalifornia, USA)
o $rednicy 0,3 pum, ktére nakladano na liscie jako rozcienczony roztwor
wodny. Na rynku dostepne sa mikrokulki rézniace si¢ wielkoscia, spek-
trum fluorescencji i fizycznymi wlasciwos$ciami powierzchni, co umozliwia
dopasowanie znacznika do badanego obiektu. Po przyschnieciu roztworu
mikrokulek powierzchnie liscia obserwowano w mikroskopie epifluorescen-
cyjnym (Olympus BX41), stosujac zaréwno dla GFP jak i mikrokulek swiatto
wzbudzajace 470-490 nm. Komorki fotografowano w kilku plaszczyznach
wzdtuz osi z. Po wykonaniu dokumentacji fotograficznej rosline z wyzna-

Ryc. 25. Znakowanie

liscia wodnym roztworem
mikrokulek, uktad
mikrokulek na powierzchni
przyktadowej komorki
wiasciwej linii LTI6b-GFP

z widocznymi $cianami
antyklinalnymi, obrys
komoérki wykonany

w oparciu wylacznie

o werteksy (zotta linia; A),
odcinek skalujacy 10 um.
Uktad stabilnych mikrokulek
(zielone punkty) i werteksy
komdrek (zielone linie), jako
wierzchotki wielobokdow,
ktérych pozycje wyznaczano
na poczatku i na koncu
przedziatu czasu (B).
Srednia szybko$¢ wzrostu
powierzchniowego

sektorow, standaryzowana
w stosunku do sredniej
szybkosci wzrostu calej
komorki; krzyze odpowiadaja
anizotropii wzrostu
sektorow (C).
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kowanym lisciem przenoszono do pokoju hodowlanego, a lis¢ fotografowano
ponownie po 24 h.

Komoérki analizowano wykorzystujac zrzutowana pozycje mikrokulek
na ich Sciany peryklinalne. Mikrokulki stabilnie przyklejone do $ciany ko-
morkowej oraz werteksy stanowily wierzchotki nieforemnych wielobokdw.
Wyznaczona pozycja mikrokulek i werteksow siatka, zlozona z wielobokow,
w trakcie wzrostu komorki podlegata deformacji. Na podstawie zmiany
ksztattu wielobokdéw obliczono wzgledna szybkos¢ wzrostu powierzchnio-

wego jako RGRAAZI; tAl x 100, gdzie A, i A, byly powierzchniami badane-

go sektora na poczq’iku i na koncu eksperymentu, a t — czasem ekspery-
mentu (Ryc. 25). Badanie szybkosci wzrostu na poziomie subkomérkowym
ujawnito réznice w szybkosci wzrostu pomiedzy analizowanymi sektorami.
Dla ufatwienia poréwnania szybkosci wzrostu sektoréow réznych komorek
wyznaczono stosunek szybkosci wzrostu danego sektora (RGR,,) do sred-

niej szybkosci wzrostu sektorow danej komorki (. RGR,). Aby poréwnac

mean

szybko$¢ wzrostu roznych typéw sektorow (np. centralnych i brzeznych)
RGR,, - _ (RGR,)

Ai  mean

SD(RGR,)

przeprowadzono standaryzacje obliczajac RGR, jako



gdzie SD(RGR,) jest odchyleniem standardowym szybkosci wzrostu wszyst-
kich sektoréw komorki. W oparciu o mikrokulki osadzone wprost nad Scia-
na antyklinalna obliczono réwniez wzgledna szybkos¢ wzrostu odcinkéw
Sciany antyklinalnej, na przyklad u podstawy i na szczycie powstajacego
uwypuklenia. Anizotropie wyznaczono jako kierunki maksymalnego i mi-
nimalnego odksztalcenia dla sektora, stosujac formute GoopaLr, GReen (1986).

Wykorzystujac metode adhezyjnych znacznikéw stwierdzono, ze Scia-
na peryklinalna komorek wiasciwych epidermy liscia rzodkiewnika rosnie
z niejednakowgq szybkoscig; srodkowe sektory rosng wolno, a sektory pery-
feryczne rosna bardzo niejednorodnie. Sektory obwodowe, ktére wytyczono
w miejscach rozwijajacych si¢ wypustek rosty bardzo intensywnie i ani-
zotropowo, a kierunek ich maksymalnego wzrostu pokrywal si¢ z dluga
osig wypustki. Jednoczesnie analiza wzrostu odcinkéw $cian antyklinalnych
wykazata, ze $ciana antyklinalna w trakcie formowania wypustki rosnie
szybciej przy podstawie wypustki niz przy jej szczycie (ELsNER i in., 2018).
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Zastosowane skroty

ACME ang. automated confocal micro-extensometer; zautomatyzowany
mikro-ekstensometr konfokalny

AD, AB strona liscia adaksjalna; abaksjalna

C ang. circularity; kolistos¢ — deskryptor ksztaltu

CaMV 35S ang. cauliflower mosaic virus 35S enhancer; konstytutywny pro-
motor wirusa mozaiki kalafiora

CDKA;1.N146 negatywny dominujacy allel kinazy zaleznej od cykliny A ule-
gajacy ekspresji w merystemie apikalnym pedu pod promoto-
rem genu SHOOT MERISTEMLESS

CLSM ang. confocal laser scanning microscopy; skanujacy laserowy mi-
kroskop konfokalny

DAPI 4’,6-diamidyno-2-fenyloindol — barwnik fluorescencyjny wzbu-
dzany swiattem ultrafioletowym

3D-Viewer wtyczka programu Image] umozliwiajaca projekcje tréjwymia-
rowe obrazéw z mikroskopu konfokalnego

FibrilTool narzedzie programu Image] do ilosciowego opisu orientacji ele-
mentéw fibrylarnych

M Fei Mao, fluorochromy do znakowania bfony komoérkowej, np.
FM 4-64

FV1000 system obrazowania mikroskopu konfokalnego

GFP ang. green fluorescent protein; biatko zielonej fluorescencji

Image] Fiji program komputerowy do analizy plikéw graficznych

LobFinder program komputerowy do identyfikacji zafalowan $ciany ko-
morkowej

LTI6b ang. low temperature induced protein; biatko indukowane niska
temperaturg

MAPs ang. microtubule-associated proteins; biatka towarzyszace mikro-
tubulom

Matlab program komputerowy do tworzenia algorytméw

MBD ang. microtubule binding domain; domena wiazaca mikrotubule

MiToBo ang. microscope image analysis toolbox; wtyczka programu Image]J

umozliwiajaca obliczenia w programie PaCeQuant




MorphoGraphX

program do analizy przestrzennej obrazu pochodzacego z mi-
kroskopu konfokalnego

NaCl chlorek sodu

PaCeQuant program komputerowy do obliczent parametréw ksztattu komo-
rek wtasciwych

PI ang. propidium iodide; jodek propidyny

RGR ang. relative growth rates; wzgledna szybko$¢ wzrostu

S, Cv ang. solidity, convexity; deskryptory ksztattu

SEM ang. scanning electron microscopy; elektronowy mikroskop ska-
ningowy

SIOX narzedzie programu Image] stuzace do wyodrebnienia ksztattu

stack Z-stack; seria optycznych przekrojéow z mikroskopu konfokal-

nego

Stackl, Stack2

zaktadki w programie MorphoGraphX

SurfCut narzedzie programu Image] umozliwiajace analize przestrzenna
obrazu pochodzacego z mikroskopu konfokalnego

TIFF ang. tagged image file format; format plikdw graficznych
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