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Streszczenie

Fascynacja budowa struktur biologicznych i che¢ wyjasnienia ich znaczenia towa-
rzysza czlowiekowi od wiekéw, a z pewnoscig spotegowane zostaly ponad 350 lat
temu z chwilg przeprowadzenia przez Roberta Hooka pierwszych obserwacji komo-
rek roslinnych pod mikroskopem. Wspdtczesni biolodzy, dzieki postepowi techno-
logicznemu, moga bada¢ interesujace ich zjawiska i zalezno$ci korzystajac z wielu
réznych metod umozliwiajacych poznawanie budowy i funkcji okreslonych struk-
tur. Metody te facza w sobie osiggniecia inzynierii genetycznej, biologii moleku-
larnej, fizyki (w tym optyki) z zaawansowanymi technologiami informatycznymi,
pozwalajac na przeprowadzenie dokladnej i szybkiej analizy oraz na wizualizacje
otrzymanych wynikéw w ciekawy i przystepny dla odbiorcy sposéb. Komoérka
rodlinna obserwowana dzisiaj pod mikroskopem moze mie¢ cechy ,zaprojektowa-
ne” przez badacza, na przyklad powszechne dzi$ linie transgeniczne umozliwia-
ja przyzyciowa obserwacje okreslonych struktur komoérkowych bez koniecznos$ci
zmudnego przygotowywania materiatu (utrwalania i barwienia struktur komor-
kowych). Przechodzac od powiekszen makroskopowych, przez mikroskopowe do
nanoskopowych, mozemy obserwowa¢ komorki na réznych poziomach, a rozwdj
technologii informatycznych i stale wzrastajgca moc obliczeniowa komputeréw po-
zwalajg na obrazowanie badanych struktur w tréjwymiarze oraz na tworzenie zlo-
zonych modeli i symulacji komputerowych w oparciu o zebrane dane empiryczne.

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie wybranych wspodtczesnych metod
wizualizacji i analizy ksztaltu komorek roslinnych na przykfadzie komoérek epi-
dermy, za$ praca kierowana jest do szerokiego grona studentéw zainteresowanych
biologia rozwoju rodlin. Pierwsza czes¢ przybliza réznorodnos¢ ksztattéw komorek
wlasciwych epidermy liscia — tkanki, ktéra peitni nie tylko funkcje ochronne lecz
réwniez jest istotna dla morfogenezy calego liscia. W czesci tej opisano szereg
metod umozliwiajacych obserwacje i badanie struktury na poziomie komdérkowym
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 obrobki danych cyfro-
wych, jako narzedzia do wizualizacji i iloSciowe]j analizy ksztattu oraz obliczania
szybkosci wzrostu komoérek epidermy.
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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 nuctka — metogm aHanisy pocty Ta Gopmu KNiTUH
AHoTanis

3axomnaeHHs Oy40BOIO OiOAOTIUHMX CTPYKTYp Ta Oa’kaHH:S HOACHUTH IX 3HaueHHS
CYIPOBOAKYBaAU AIOAVHY CTOAITTAMMU i, O€3yMOBHO, MOCHMAUANCA ToHaJ 350 pokis
ToMy, Koan Pobeprt I'yk mposoaus mepiri crocTepekeHHs 3a KAiTMHaAMU POCAMH
MiZ MiKpOCKOIIOM. 3aBAsKI TeXHIYHOMY IIpOrpecy, cydacHi 0ioaoru MOXYTh BUBYATU
SIBUITA Ta B3a€MO3BSI3KN, IO IX ITiKaBASATDH, BUKOPUCTOBYIOUM Oe3Aiu pi3HMX MeTOAiB,
SIKi 403BOASIIOTD Ai3HaTHUCS PO OyA0BYy Ta PyHKLIT KOHKpeTHMX cTpyKTyp. Lli MeToan
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IIOE€AHYIOTh AOCATHEHHS TeHHOI iHXKeHepil, MOAeKyAspHOI 0ioaorii, (pisuky (BKAIOUHO
ONTHKY) 3 IepeoBrMN iH(POPMaIliifHMMI TeXHOAOTiAMM, IO AO03BOAAE IIPOBOAUTI
TOYHMII Ta MIBUAKUI aHaAi3 Ta Bi3yaai3allilo OTpMMaHUX pe3yAbTaTiB IliKaBuUM Ta J0-
CTYIIHMM AASl pennIrienTa crrocooom. PocantHa KaAiTuHa, SKy CIIOCTEpPiraloTh ChbOTOA-
Hi i MiKpPOCKOIIOM, MOXKe MaTy O3HaKU «CIIpOeKToBaHi» socaigHukoM. Hampukaaga,
MIOIIMPeHi ChbOTOAHI TPaHCreHHi AiHil AO3BOASIOTL CIIOCTEpiraTu 3a KOHKPETHUMM
KAITMHHUMM CTPyKTypamu 0e3 HeoOXiaHOI KAOIITKOI MiArOTOBKM MaTepiady (Harpu-
kaag, Ppikcamia Ta papOysaHHs KAITMHHUX CTPYKTYp). Ilepexoasan Big Makpockoriy-
HOTO A0 MiKpPOCKOIIIYHOIO, a IOTiM i 40 HaHOCKOITIYHOTO 30iABIIeHHs, MU MOXXEMO
criocTepiraT¥ KAiTUHU Ha PIi3HMX PiBHSX, a PO3BUTOK iH(OPMAIiHMX TeXHOAOTii
i mocTirtHO 3pocTaroda 00YMCAIOBa/AbHA ITOTYKHICTh KOMITIOTEPiB A03BOASIOTH 30-
OpaxyBaTi 40CAiAXKyBaHi CTPYKTYPH B TPhOX BUMIpaX, a TaKOX CTBOPIOBATH CKAa/HI
MOgeai Ta KOMIT'IOTepHE MOJEAIOBaHHs Ha OCHOBi 3i0paHMX eMITIPUMYHUX AQHMX.

Metoio ganoi pobOTH € mpeacTaBUTH OOpaHi CydJacHi MeToAu Bisyaaisamii Ta
aHaaizy GpopMIU POCAMHHMX KAITUH Ha IIpUKAaji emigepMaabHnx KAitus. s pobora
CHpsMOBaHa Ha IIUPOKY TPYIy CTYAEHTIB, SIKUX I[iKaBUTh 0i0AOTis PO3BUTKY POCAUH.
Y meprrriit gacTuHi poOOTH MpeACTaBAeHO Pi3HOMaHITHI (pOpMM KAITMH, XapaKTepHi
AAs emijepMicy AMCTS — TKaHMHM, sKa He TiAbKM BUKOHYE 3aXMCHI (yHKII, aze
TaKOXX Ba’KAMBa AAs Mop¢oreHesy Iidoro amucra. Lleit posaia ommcye psa MeTosis
CIIOCTePEeKeHHs Ta BUBYEHHS CTPYKTYpU Ha KAITMHHOMY Ta CyOKAITMHHOMY piBHI.
Y apyrilt gacTuHi pobOTH MpeACTaBAeHO, SIK (PAYOpPecleHTHUII MIKPOCKOI, KOHQO-
Ka/AbHUI Aa3ePHMI CKaHYIOUMII MiKPOCKOII Ta CKaHYIOYMIl €AeKTPOHHMI MiKpOCKOII
MOXYTh OyTM BMKOpPMCTaHi pasoMm i3 Iporpamamm LuQpoBoi 0OpoOKM JaHUX, K
iHCTpyMeHTH AA4s Bidyaaisallii Ta KiAbKicHOTO aHaai3y (pOpMIM Ta PO3paxyHKY IIBUA-
KOCTi pOCTy KAITUH eIligepMIL.

Ilepexaaa Ha yKpalHCBKYy MOBY
Baxtenxo Aavona OaxezisHa
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Wstep

Epiderma liScia stanowi fizyczna barier¢ pomiedzy organizmem rosliny
a $rodowiskiem, ktdra przede wszystkim pozwala na ograniczenie utraty
wody i stanowi zabezpieczenie przed wnikaniem patogenow do ciafa rosli-
ny. Funkcja asymilacyjna komodrek epidermy jest czesto bardzo ograniczo-
na. Epiderma liscia jest tkanka niejednorodna. Tworza ja trzy zasadnicze
typy komorek: komodrki wiasciwe, wloski (trichomy) oraz szparki. Wloski,
w postaci jedno lub wielokomdrkowych twordéw, chronia powierzchnie
liscia, a takze moga pelni¢ funkcje wydzielnicza. Szparki, podobnie jak
bardziej ztozone w swojej budowie aparaty szparkowe, sa wyspecjalizowa-
nymi strukturami, zapewniajagcymi organom roslinnym sprawng wymiane
gazowa z otoczeniem. Zmodyfikowane szparki moga rowniez bra¢ udziat
w sekrecji nektaru czy wody (proces gutacji). Komorki wiasciwe natomiast
tworza ciagla warstwe Scisle do siebie przylegajacych komorek, ktére znaj-
duja sie pomiedzy szparkami i wloskami. Zewnetrzna (peryklinalna) $ciana
komoérek wilasciwych jest czesto grubsza od pozostalych Scian i pokryta
kutykulg (dotyczy to rowniez roslin wodnych). Zwykle epiderma liscia jest
pojedyncza warstwa komorek, ale w lisciach niektdrych gatunkow roélin, na
przykiad gatunkéw rodzaju Peperomia, mozna wyroznic¢ kilka warstw. Ist-
nieje bardzo duze zréznicowanie ksztattow i rozmiaréw wszystkich trzech
typow komorek epidermy w lisciach réznych gatunkéw roslin, a nawet
w obrebie jednego gatunku, czy wrecz jednego liscia. Komoérki wiasciwe,
wystepujace po obu stronach blaszki, moga znaczaco réznic¢ sie od siebie.
Wyrdzniajacymi sie¢ innym ksztaltem sa z reguty komorki znajdujace sie na
brzegu blaszki lisciowej, spajajace obie jego strony, oraz komorki wtasciwe,
znajdujace sie nad wiazkami przewodzacymi.
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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 ksztattu

CaMV 355 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-
mentow fibrylarnych

M Fei Mao, fluorochromy do znakowania blony komdrkowej, np.
FM 4-64

FV1000 system obrazowania mikroskopu konfokalnego

GFP ang. green fluorescent protein; biatko zielonej fluorescencji

Image] Fiji program komputerowy do analizy plikow graficznych

LobFinder program komputerowy do identyfikacji zafalowan Sciany 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
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MorphoGraphX

program do analizy przestrzennej obrazu pochodzacego z mi-
kroskopu konfokalnego

NaCl chlorek sodu

PaCeQuant program komputerowy do obliczenn parametrow ksztattu komo-
rek wtasciwych

PI ang. propidium iodide; jodek propidyny

RGR ang. relative growth rates; wzgledna szybkos¢ 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 przekrojow 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 plikow graficznych

1% wektorowe pole predkosci przesunige¢ punktow
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