Adapter stabilizujacy do dtugich preparatow
mikroskopowych — budowa i zastosowanie w cyfrowym
pozyskiwaniu obrazu
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Abstrakt. Mozliwo$¢ wykonywania, za pomoca mikrotomu typu ,,core-
-microtome”, preparatow z calych wywiertow wygenerowata problem zwia-
zany ze stabilizacjq preparatow podczas procesu pozyskiwania i zapisu ich
obrazu. Zaproponowane ostatnio dwa adaptery do dlugich preparatow mikro-
skopowych rozwiazaty problem ich stabilizacji oraz umozliwily kontrolg
pozycji docelowych fragmentéw w polu widzenia obiektywu. Konstrukcje
te nie rozwiazuja wszystkich potrzeb pojawiajacych si¢ podczas pozyskiwa-
nia obrazu na potrzeby iloSciowej anatomii drewna. W artykule proponujemy
udoskonalong wersj¢ adaptera do dtugich preparatow mikroskopowych wycho-
dzaca naprzeciw potrzebom uzytkownikow wczesniejszych wersji. Konstruk-
cje te pozwalaja na dalszy rozwoj ilo$ciowej anatomii drewna, koncentrujace;j
si¢ na seriach pomiarowych komorek ksylemu.

Stowa kluczowe: ilosciowa anatomia drewna, preparatyka mikroskopowa,
akwizycja obrazu, mikroskopia $wietlna

Abstract. Holder for long microslides — construction and application
in image acquisition. Automation of the wood microscopic specimens image
analysis along with development of new procedures for double-staining slides
preparation allow effective use of quantitative wood anatomy in retrospective
analysis of xylem structure formation and tree reactions to stressful growth
conditions or restoration of long-term growth trends. So far, the main tech-
nical challenge in the digitization of long microscopic specimens (up to 400
mm) created from cores, was their stabilization and precise shifting over opti-
cal microscopy stage. Recently proposed two adapters solved the above-men-
tioned problem of stabilization and enabled control of the target positions of the
long microscopic specimens fragments in the field of view of the lens. Unfortu-
nately, these devices did not solve all the needs emerging during image acqui-
sition. In this article, we propose an improved version of the adapter for long
microscopic specimens that meets the expectations of end-users of earlier ver-
sions. Our adapters enable further development of quantitative wood anatomy
in particular when focusing on the xylem-cell time series.
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Wstep

W ostatnim czasie obserwujemy dynamiczny rozwdj oraz postgpujaca automatyzacjg tech-
nik zwiazanych z iloSciowa anatomia drewna (Fonti i in. 2010, Wegner i in. 2013, von Arx
iin. 2014, 2015, 2016, Pacheco i in. 2018). W szczegdlnosci zwigzany jest on z ograniczeniem
pracochtonnosci rozpoznawania i pomiaru powierzchni $wiatet oraz $cian komorek ksylemu.
Pierwszym etapem tego procesu bylo skonstruowanie mikrotomu (core-microtome) umozli-
wiajacego tworzenie dlugich preparatow mikroskopowych z wywiertow dordzeniowych oraz
opracowanie dedykowanych protokotéw preparatyki mikroskopowej, co pozwolito uspraw-
ni¢ czgs$¢ prac laboratoryjnych (Gértner i Nievergelt 2010, Schneider i Gértner 2013, Wegner
iin. 2013, Gértner i in. 2015b, Ivanova i in. 2015). Kolejnym wyzwaniem stojacym przed ilo-
$ciowa anatomig drewna bylo opracowanie techniki pozyskania obrazow z dtugich preparatéw
(Wegner i in. 2013, von Arx i in. 2016).

Jednym z kluczowych elementdw przygotowania obrazéw cyfrowych preparatdéw mikro-
skopowych jest ich digitalizacja za pomoca mikroskopu $wietlnego wspodtpracujacego z kamerg
cyfrowa (Gértner i in. 2015a). Problem stabilizacji dlugich preparatéw na stoliku mikrosko-
powym podczas procesu ich digitalizacji moze by¢ rozwigzany poprzez uzycie tekturowego
adaptera montowanego w zastepstwie klasycznego uchwytu do preparatdw mikroskopowych
(Gértner i in. 2015b). Wspomniane rozwigzanie umozliwia utrzymanie szkietka mikroskopo-
wego w pozycji prostopadtej do osi obiektywu mikroskopowego jedynie podczas pracy w obre-
bie srodkowej czgsci slajdu. Po przesunigciu slajdu do skrajnej pozycji brak podpory pod cala
dhugoscia preparatu powoduje jego destabilizacj¢. Jednoczesnie mozliwos$¢ wykorzystania srub
mikrometrycznych stolika mikroskopowego do precyzyjnego przesuwania preparatu ograni-
czona jest ich maksymalnym zakresem ruchu w osi X, zwykle wynoszacym ok. 80 mm. W kon-
sekwencji przesuwanie preparatow o dtugosci 400 mm na stoliku mikroskopowym musi by¢
realizowane manualnie przy ograniczonej precyzji (Ivanova i in. 2015). Alternatywnym roz-
wigzaniem jest zaproponowany ostatnio adapter do stolika mikroskopu $wietlnego (w dwoéch
wersjach), pozwalajacy zarowno stabilizowad, jak i precyzyjnie kontrolowa¢ przesuw dhugich
preparatow mikroskopowych w swietle obiektywu (Klisz i in. 2018). Urzadzenia te, pomimo
rozwiazania wielu dotychczasowych wyzwan z zakresu digitalizacji preparatow mikroskopo-
wych, nadal wymagaja rozwijania ich konstrukcji.

W artykule opisujemy najnowsze rozwigzania techniczne implementowane w konstrukcji
trzeciej wersji adaptera do dlugich preparatéw mikroskopowych.

Adapter mikroskopowy do digitalizacji dlugich preparatéw
mikroskopowych
Podstawowa funkcjonalnos$cia najnowszej wersji adaptera jest stabilizacjq diugich prepa-

ratdéw mikroskopowych. Urzadzenie to umozliwia rdwniez mechaniczne przesuwanie prepa-
ratdéw za pomoca dedykowanych $rub mikrometrycznych (ryc. 1, 2a). Konstrukcja adaptera

8 2 Marcin Klisz i inni  Adapter stabilizujacy do dtugich preparatow mikroskopowych...




znaczaco rozni si¢ od poprzednich wersji (Klisz i in. 2018). Podstawg tworza dwie nieprzezro-
czyste plyty plastikowe o wymiarach 112 x 98 mm oraz zamknigty profil aluminiowy. Preparat
mikroskopowy stabilizowany jest za pomoca dwoch C-ksztattnych uchwytéw pozwalajacych
na dostosowanie ich rozstawu do dlugosci i szerokosci preparatu za pomocg dwdch $rub (ryc.
3a i b). Maksymalna szerokos$¢ szkietka podstawowego mozliwa do zamocowania w uchwy-
tach wynosi 40 mm. Ruch preparatu mikroskopowego wzdtuz adaptera realizowany jest po
prowadnicy jednoczesnie stabilizujacej jedng z krawedzi adaptera (ryc. 4).

Kontrola przesuwania slajdu odbywa si¢ za pomoca zdublowanej $ruby mikrometrycznej
umiejscowionej po lewej 1 prawej stronie prowadnicy (ryc. 2a). Obrot srub mikrometrycznych
przenoszony jest na uchwyty preparatow za pomoca sprzegta z filcowym trzpieniem. Docisk
filcowego trzpienia do sruby mikrometrycznej regulowany jest poprzez srubg mocujaca sprze-
gla (ryc. 2b). Zwolnienie $ruby sprzggta pozwala na manualny przesuw slajdu wzdtuz calej
prowadnicy. Konstrukcja ta mocowana jest do stolika mikroskopowego poprzez aluminiowy
ptaskownik wyprofilowany w sposob umozliwiajacy mocowanie adaptera do réznych typow
stolikdéw mikroskopowych (OLYMPUS, ZEISS) (ryc. 4).

Rye. 1. Adapter do dtugich preparatow mikroskopowych zamocowany na stoliku mikroskopu OLYMPUS
BX50: X — $ruby mikrometryczne, Y — C-ksztattne uchwyty do szkietek podstawowych, Z — sprzggto do
przenoszenia obrotu §ruby mikrometrycznej

Fig. 1. OLYMPUS BX50 equipped with the long slide holder: X — left and right hand micro-screws, Y — C-
shaped handles for 400 mm glass slide, Z — clutch with a felt spindle for shifting transfer
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Ryc. 2. Sruba mikrometryczna (A) i sprzegto do przenoszenia ruchu obrotu sruby mikrometrycznej (B):
X — $ruba mocujaca, Y — filcowy trzpien

Fig. 2. Micro-screw (A) and clutch transferring rotation of the micro-screw (B): X — clamping screw, Y —
felt spindle

Rye. 3. Regulowany mechanizm mocujacy do preparatdw mikroskopowych —lewa (A) i prawa (B) stro-
na: X — §ruby regulacyjne, Y — C-ksztattne uchwyty

Fig. 3. Adjustable fixing mechanism for a long glass slide — left (4) and right (B) side: X — adjusting
screws, Y — C-shaped handles
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Ryec. 4. Konstrukcja adaptera do dhugich preparatow mikroskopowych: W — prostokatne okno do obser-
wacji mikroskopowych, V — sprzegto do przenoszenia ruchu obrotu $ruby mikrometrycznej, X — ptytka
mocujaca do stolika mikroskopowego, Y — uchwyty mocujace, Z — sruba mikrometryczna

Fig. 4. Holder for long anatomical slides: W — rectangular window for microscopic observation, V —
clutch transferring rotation of the micro-screw, X — mounting plate, Y — adjustable, fixing mechanism,

Z — micro-screw

Perspektywy wykorzystania

Zastosowanie zautomatyzowanych technik analizowania obrazéw preparatéw mikroskopo-
wych ksylemu umozliwia sledzenie ksztaltowania przebiegu wzrostu promieniowego w kon-
tekscie reakcji na zmieniajace si¢ warunki sezonu wegetacyjnego (Castagneri i in. 2017, Pren-
din i in. 2017). llosciowa analiza parametréw strukturalnych i funkcjonalnych elementow ana-
tomicznych ksylemu pozwala na budowanie chronologii komoérkowych umozliwiajacych retro-
spektywne analizy fenologii ksylemu, a posrednio aktywnosci kambium w kontekscie kluczo-
wych parametréw klimatycznych (Carrer i in. 2017).

Ekstremalne wydarzenia klimatyczne trwajace zbyt krotko, aby mogly pozostawié sygnat
w powszechnie wykorzystywanych w dendroklimatologii cechach struktury drewna, takich jak
szerokos¢ stoja rocznego, gestos¢ drewna czy maksymalna gestos¢ drewna podznego, moga
modyfikowac charakterystyki profili anatomicznych komoérek ksylemu (Carrer i in. 2016).
Dotyczy to zarowno struktury anatomicznej u drzew nagozalagzkowych, jak i znacznie bardziej
skomplikowanej budowy anatomicznej drzew okrytozalazkowych (Wegner i in. 2013, von Arx
iin. 2015, Petit i in. 2016, Prendin i in. 2017). Szczegdlnie u gatunkdéw drzew charakteryzuja-
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cych si¢ pierscieniowonaczyniowa budowg anatomiczng drewna analizy ilo$ciowe daja moz-
liwos¢ $ledzenia zmian specyficznych cech, takich jak grupowanie naczyn drewna wczesnego
czy srednicy naczyn drewna poznego (Fonti i in. 2013).

Mozliwo$ci wykorzystania iloSciowej anatomii drewna nie ograniczaja si¢ do sledzenia
przebiegu wzrostu promieniowego w czgsci nadziemnej roslin. Metoda ta z sukcesem wyko-
rzystywana jest w badaniach anatomii korzeni roslin zielnych oraz drzew (von Arx i in. 2005,
Wronska-Watach i in. 2016). Rownolegte zastosowanie kilku uzupetniajacych si¢ metod anali-
zowania przebiegu ksztalttowania si¢ ksylemu, takich jak izotopy stabilne wegla i azotu razem
z ilosciowq anatomia drewna, pozwala na doskonalsze wyjasnienie mechanizméw powstawa-
nia embolizmu w komorkach systemu waskularnego oraz wykorzystania wody w procesie foto-
syntezy bedace podtozem zamierania drzew w wyniku suszy (Pellizzari i in. 2016).

Wyzej wymienione zastosowania technik analizowania obrazéw preparatéw mikroskopo-
wych w badaniach ksylemu, o ile wykorzystywane sa dugie preparaty mikroskopowe otrzy-
mane z wywiertow dordzeniowych, moga wymagac ich stabilizacji na stoliku mikroskopowym
podczas procesu akwizycji obrazu. W takiej sytuacji adapter do stolikdw mikroskopowych,
umozliwiajacy stabilizacj¢ oraz precyzyjny ruch diugich slajdéw mikroskopowych, pozwala
znacznie usprawnic prace laboratoryjne.
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