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Zastosowanie metody filmowej do badan kinetyki
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Applying the time-lapse imaging technique for the studies of stem
gravitropic kinetics in the changed gravimorphic conditions

ABSTRACT

Zajaczkowska U., Malesa M., Kujawiriska M. 2016. Zastosowanie metody filmowej do badad kinetyki
grawitropicznej pedéw w zmienionych warunkach grawimorficznych. Sylwan 160 (2): 120-126.

White willow (Sa/ix alba 1..) dormant shoots were collected in March and cut into 30 cm segments.
The basal ends were placed in containers with sand and kept in dispersed sunlight and the halogen
light after dark. To induce the gravimorphic reaction the segments were oriented at the angle
of 30 degrees with respect to horizontal line (stage I). After two weeks of culture the segments
were turned at the angle of 150 degrees in such a way that the segments were in horizontal position
and the newly formed lateral shoots were oriented according to the gravity vector (fig. 1). They
were kept in such position for another 2 weeks (stage II). The growth kinetics of newly formed
shoots was studied using time lapse technique. It was found that during stage I the most intensive
development of lateral buds growth occurred on the upper side at apical part of the shoot segment.
During stage I, the newly formed shoots started to reorient opposite to the gravity vector. The
latateral shoots close to the apical end responded faster as compared to the shoots located at farther
distances. The site of gravitropic response during 2-week-long experiment was moving and located
always below apical part of the lateral shoot in the non-lignified zone. Microscopic observations
of the newly formed lateral shoots revealed formation of secondary xylem typical for willow and in
some regions the structure newly formed xylem was similar to that of tension wood. The possibility
of application of 3D digital Image Correlation method for the studies of growth trajectory was
tested in the preliminary experiment performed on the seedlings of Cucumis sativus (fig. 2). The
preliminary results (fig. 3) indicate that the method could be applied also for the of growth trajectory
of woody plants.
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Wstep

Wplyw pola grawitacyjnego na wzrost i réznicowanie si¢ ro$lin jest przedmiotem badari od wielu
lat i doczekat sig licznych opracowari zar6wno dla roslin naczyniowych, jak i mszakéw [Wareing,
Nasr 1958, 1961; Wagner, Sack 1998]. W badaniach efektéw grawitacji na rosliny wyrdznia sie
dwa typy reakcji: grawitropizm i grawimorfizm. Grawitropizm oznacza ukierunkowany wzrost
w polu grawitacyjnym, zgodnie lub przeciwnie w stosunku do zwrotu wektora przyspieszenia gra-
witacyjnego. Grawimorfizm dotyczy proceséw na kazdym poziomie organizacji i obejmuje szereg
zjawisk morfologicznych w zaleznosci od potozenia w obr¢bie rosliny [Barlow 1995]. Za reakcje
grawimorficzng uznaje si¢ m.in. aktywacj¢ $pigcych pgkéw bocznych z gérnej strony odginanych
pedow przy réwnoczesnym hamowaniu rozwoju pgkéw po spodniej stronie [Hyun-Hee i in. 2007]
lub tez ograniczony wzrost pgdu wierzchotkowego i nizszg aktywno$¢ kambium w todydze po prze-
chyleniu osi rosliny [Little, Lavigne 2002]. Orientacja przestrzenna pedéw w rozgatezionym
drzewie i zwigzany z tym swoisty typ wzrostu i rozwoju byt tez podstawg do opracowania wstep-
nych modeli wzorcéw rozgal¢zieh w koronie podczas ontogenezy drzewa [Renton i in. 2006].
Nie ma jednak dotychczas opracowan odpowiadajacych na pytanie, czy regulacja grawimorficzna,
wyrazajgca si¢ okreslonym typem wzrostu, bedzie miata wplyw na pézniejszg reakcje grawitro-
piczng.

Metoda filmowa w technice poklatkowej od wielu lat jest stosowana w analizie wzrostu i roz-
woju roslin [Spurny 1976]. Gléwng zaletg tej analizy jest mozliwos¢ monitoringu zjawisk, ktére
dokonujg si¢ w dlugim okresie czasu i z tego powodu sg praktycznie niemozliwe do bezposred-
niej obserwacji. Zarejestrowanie zdarzenia odbywa si¢ przez zapisanie pojedynczej klatki w okre-
Slonym interwale (zakres zwykle od 10 sekund do kilku godzin — w zaleznosci od zjawiska) oraz
zmontowanie poszczegélnych klatek do postaci filmu odewarzanego z okreslong predkoscia.

Celem niniejszej pracy byta préba zastosowania metody filmowej do analizy zjawiska gra-
witropizmu ujemnego pedéw wierzby biatej zastymulowanych i uksztaltowanych poprzez zjawisko
grawimorfizmu. Podj¢to tez badania metodyczne nad mozliwoscig zastosowania nowoczesnych
metod 3D cyfrowej korelacji obrazu (3D CKO) do szczegétowych badan trajektorii wzrostu
rosliny. Te cze$¢ badari eksperymentalnych, ze wzgledu na ich wstgpny charakter i koniecznosé
zastosowania mozliwie bardzo prostego modelu ro§linnego, wykonano na siewkach ogérka.

Materiat i metody

EKSPERYMENT 1. Badania przeprowadzono na rocznych pgdach wierzby biatej (Sa/ix alba L.). Pedy
w stanie bezlistnym zebrano na poczatku marca i przechowywano przez okres okoto 1 miesigca
w temperaturze 5’C w celu zahamowania rozwoju pagkéw, nastgpnie dzielono je na odcinki o dtu-
gosci 30 cm. Doswiadczenie przeprowadzono w dwéch etapach. Etap I obejmowat hodowle
odcinkéw pedéw w celu uzyskania reakcji grawimorficznej. W celu aktywacji pakéw i wzrostu
nowych pgdéw bocznych (do dtugosci okoto 12 ¢m) odcinki pgdéw utozono ukosnie — pod katem
30" do poziomu, koricem bazalnym w kuwecie wypelnionej wilgotnym piaskiem, na okoto 2 ty-
godnie. Etap II polegat na hodowli nowych pedéw utworzonych w etapie I. Odcinki pgdéw
obrdcono o 1507, tak aby nowo utworzone pedy boczne ustawione byly zgodnie ze zwrotem wek-
tora grawitacji. Pedy umieszczono w pojemnikach wypetnionych wilgotnym piachem z dodatkiem
hydrozelu (w celu zatrzymania wilgoci). Bazalne korice odcinkéw pedéw z wytworzonymi korze-
niami byly zaglebione w piachu, a pozostata cz¢s¢, z wyrosnietymi, nowymi pedami, wystawata
z pojemnika (ryc. 1). Okres wzrostu wynosit 2 tygodnie.
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Rye. 1.

Schemat eksperymentu ze zrazami (odcinkami pe-
d6éw) wierzby bialej — poczatek etapu I1. Pedy boczne
utworzone w etapie I ustawione zgodnie ze zwrotem
wektora grawitacji

Scheme of the experiment with white willow stem
segments — the beginning of stage II. Lateral shoots
formed during the stage I were positioned accorging
to gravity vector

W obydwu etapach hodowla prowadzona byta w pomieszczeniu z dostgpem do rozpro-
szonego Swiatla dziennego i §wiatla halogenowego w okresie nocy. W drugim etapie badaii
reakcj¢ nowych pedéw na zmiang polozenia rejestrowano poklatkows technikg filmows, uzy-
wajac do tego celu kamery DV Sony VX2100 oraz aparatéw cyfrowych: Pentax K10 oraz Ricoh
(GX200. Ustawiona warto$¢ interwatu to 1 klatka co 30 minut. Uzyskany materiat cyfrowy pod-
dano montazowi w programie Final Cut Pro 6 w celu uzyskania filmu o predkosci 25 klatek/sek.

Po 14 dniach obserwacji, po zakoriczeniu etapu II, wyrosni¢te pedy zebrano i poddano ba-
daniom mikroskopowym. Preparaty wykonano na przekrojach poprzecznych w trzech miejscach
pedu powstatych w trzech okresach wzrostu:

1) podczas etapu [ w rejonie niepodlegajacym wygigciu grawitropicznemu (srednio 1 ¢cm od

podstawy nowo utworzonego pgdu),

2) podczas etapu I, w rejonie podlegajacym intensywnemu wygieciu grawitropicznemu,

3) podczas etapu II, w rejonie niepodlegajagcym wygigciu (orientacja osi zgodna z wekto-

rem grawitacji).

Preparaty cigto skalpelem i zamykano w glicerynie. Obserwacje wykonano mikroskopem opty-
cznym Olympus bazujagcym na oprogramowaniu Cell P.

EKSPERYMENT 2. Wstepne badania metodyczne dotyczgce trajektorii wzrostu roslin wykonano
na siewkach ogérka siewnego (Cucumis sativus 1..). Ich celem bylo sprawdzenie mozliwosci za-
stosowania metody 3D cyfrowej korelacji obrazu do badari trajektorii wzrostu roslin. Badania wy-
konano na podlegajacych reakcji grawitropicznej siewkach ogérka o dugosci kilku cm, w ktérych
wyksztatcone byly liscienie oraz nastapit poczatek rozwoju pierwszych lisci (ryc. 2). Uktad 3D
CKO skladat sie z dwdch aparatéw cyfrowych Canon EOS 5D Mark?2 o rozdzielczosci 21 Mpx
wyposazonych w obicktywy o stalej ogniskowej 24 mm. Przed rozpoczgciem pomiaréw uktad
3D CKO skalibrowano, wykonujac serie zdje¢ dwdéch plansz kalibracyjnych (czarne okregi na
biatym tle oraz szachownica). Test trwat tgcznie okoto 70 godzin, a dane zbierane byly z inter-
watem 10 minut. Zarejestrowano tacznie okoto 450 zdjeé.

Wyniki
EKSPERYMENT 1. Podczas pierwszego etapu hodowli pedéw wierzby wyrastajacych ze zrazéw uto-
zonych ukosem (pod katem 30°) zaobserwowano reakcj¢ grawimorficzng, wyrazajacy si¢ nierGw-
nomierng aktywacjg pakéw i zréznicowang intensywnoscig wzrostu nowych pedéw. Najbardziej
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Rye. 2.
Widok siewki ogérka badanej z dwéch aparatéw fotograficznych uktadu 3D cyfrowej korelacji obrazu z zaz-
naczonym punktem analizy (P1)

View of the cucumber seedling analyzed with two cameras of 3D Digital Image Correlation system with
point for growth trajetory analysis (P1)

intensywnie rosty pedy z pakéw przy szezycie zrazu (przy koricu apikalnym) i po gérnej jego
stronie. W dalszej analizie okreslono je jako pedy ,,A”. Wraz ze wzrostem odleglosci od szczytu
zrazu malata dtugosé nowo powstatych pedéw — okreslono je jako pedy ,,B”. Dlugosé nowo
utworzonych pedéw zawierata si¢ w przedziale 1-12 ¢cm, a grubos¢ w granicach 3-6 mm. W strefie
zrazu znajdujgcej si¢ w podlozu wyksztalcity si¢ korzenie, ktére najintensywniej rosty na dolnym
(bazalnym) koricu zrazu i po spodniej jego stronie.

Analiza kinematograficzna wykazata, ze nowo utworzone p¢dy, ustawione zgodnic z wek-
torem grawitacji, w okresie 7 dni podlegaly wygigciu grawitropicznemu, ktérego kat wynosit
srednio 150°. Ustawienie to bylo ostateczne i przeciwnie do zwrotu wektora grawitacji. Pedy ,,A”
w wickszosci przypadkéw reagowaly jako pierwsze juz od pierwszego dnia po rozpoczgciu
doswiadczenia. Pedy ,,B” rozpoczely reakcje wzrostows srednio po uptywie 24 godzin w sto-
sunku do pedéw ,A”. Zaobserwowano réwniez ruchy nutacyjne, ktére ujawniaty si¢ dopiero po
osiggnigciu przez nowo tworzony ped orientacji pionowe;.

Strefa pedu, w ktdrej wystgpuje ugigcie grawitropiczne, jest takze miejscem, gdzie ped
ulega zgieciom nutacyjnym. Miejsce to podnosi si¢ wraz ze wzrostem wydtuzeniowym pedu
i przemieszcza si¢ w kierunku apikalnym, wystgpujac ciggle w strefie niezdrewniatej pod wierz-
chotkiem.

Strefy pedéw powstatych podczas etapu I, kiedy pedy nie podlegaly wygigciu, charak-
teryzujg sic dwoma réznymi typami wzrostu. W wigkszosci przypadkéw kambium wytworzyto
w kierunku promieniowym od 3 do 10 komérek drewna, ktére odktadane byly nieréwnomiernie
na obwodzie. Wyrazalo si¢ to falistg granicg mi¢dzy nowo utworzonym drewnem a migkiszem
rdzeniowym. Zaobserwowano takze intensywne podzialy mi¢kiszu rdzeniowego, co powodowato
przyrost pedu na grubosé. Srednie wartosci srednicy miekiszu wyniosty 2200 i 4350 pm dla stref
pedu powstatych odpowiednio po pierwszym i drugim etapie. W dwéch przypadkach zarejestro-
wano jednak odmienng form¢ wzrostu, charakteryzujacg si¢ bardzo intensywnym przyrostem na
grubos¢ przez tworzenie komdrek drewna (Srednio 37 komérek w kierunku promieniowym) przy
réwnoczesnej matej grubosci warstwy migkiszu rdzeniowego.

W reakceji anatomicznej pgdu na zmienione warunki wzrostu mozna zaobserwowac tworze-
nie si¢ pewnych charakterystycznych struktur. Zaobserwowana wezesniej (w etapie I) falistosé
granicy migdzy drewnem i migkiszem rdzenia jest najbardziej widoczna w obszarze, gdzie
zmieniajgcy swojg pozycje ped ulegat ciskaniu, bez specyficznych zmian w strefie rozciggania
pedu. Dodatkowo w strefach tych obszar drewna rézni si¢ znacznie od rejonéw pedu w kierunku
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bazalnym, oddalonych o okoto 90° wartosci katowej. Zaobserwowano tam rz¢dy ukosnie utozo-
nych komérek o charakterze drewna tensyjnego. Cechg charakterystyczng jest tu réwniez
ksztatt pedu na przekroju poprzecznym. Catkowity obrys obwodu pgdu ma ksztate eliptyczny,
z dhuzszg Srednicg lezgcg w kierunku pionowym.

EKSPERYMENT 2. Badania metodyczne z zastosowaniem metody 3D CKO wykonane na prostym
obiekcie roslinnym — siewkach ogérka (ryc. 2) wykazaty, ze technika ta w standardowej formie
nie data oczekiwanych rezultatéw. Problem pojawit si¢ w zwigzku z identyfikacjg obszaréw z le-
wej i prawej kamery. Ksztalt lisci oraz utozenie todyg sprawialy, ze zdjgcia roslin z lewej i prawej
kamery zbytnio si¢ od siebie réznily, a rozwigzanie ,,correspondence problem” stanowi pod-
stawe¢ do wyznaczenia wspétrzgdnych 3D badanego obiektu. Zastosowano wigc analizg serii
pomiarowej w dwéch uktadach 2D CKO (z lewej i prawej kamery) z uzyciem tzw. analizy inkre-
mentalnej, w ktérej kazdy obraz serii pomiarowej stanowil obraz referencyjny dla kolejnego
obrazu. Dzigki tej procedurze wyznaczono trajektori¢ punktu P1 (odpowiadajacego wierzchot-
kowi wzrostu todygi) dla lewej i prawej kamery. Do wspétrzednych punktu startowego analizy
dodawano wynik pomiaru przemieszczeri zwigzanych ze wzrostem. Nast¢pnie r¢cznie zazna-
czano odpowiadajgcy punkt na zdjeciu z lewej i prawej kamery. Kalibracja uktadu 3D CKO oraz
wspélrzgdne punktu P1 z lewej i prawej kamery pozwolity na wyznaczenie punktu P1 w rzeczy-
wistym uktadzie wspétrz¢dnych 3D.

Uzyskane za posrednictwem takiej procedury wyniki dotyczace trajektorii wzrostu wierz-
chotka (P1) przedstawiono na wykresach oddzielnie na osiach x, y i z w funkcji czasu oraz w rzeczy-
wistym uktadzie wspélrzednych 3D (ryc. 3). Zaprezentowane na wykresach wyniki wskazuja, ze
zastosowana metoda pozwolita na odtworzenie przebiegu wzrostu wierzchotka todygi w postaci
trajektorii o charakterze linii cigglych, co wskazuje na wysoki stopieri odwzorowania proceséw
wzrostowych w pedach wykazujacych reakcje grawitropiczng. W przebiegu tych trajektorii obser-
wowuje si¢ tez lokalnie nieznaczne oscylacje, szczegdlnie wyrazne na osi z.

Dyskusja
Podczas etapu I, tj. w czasie hodowli pedéw ze zrazéw ulozonych ukosnie, efekt grawimorficzny
byt typowy dla tego typu formy wzrostowej, obserwowanej przez wielu badaczy [Wareing, Nasr
1961; Timell 1986; Little, Lavigne 2002]. Traktowany byt jako etap wstgpny w doswiadczeniu,
ktére dotyczylo gléwnie pézniejszej reakceji utworzonych w ten sposéb pedéw na pole grawita-
cyjne (etap II). Jak wykazaly obserwacje filméw, istnieje istotne opéZnienie w rozpoczgciu
reakcji prostowania odwréconych pedéw. Byé moze zwigzane jest to z faktem, ze pedy krétsze,
ulokowane dalej od wierzchotka zrazu, znajdujg si¢ pod wpltywem dominacji wierzcholkowej
pedéw dhuzszych, usytuowanych blizej korca apikalnego, ktéra zwigzana jest z hamujgcym
efektem transportowanej polarnie auksyny. Little i Lavigne [2002], odginajac ped gléwny jodty
balsamicznej (Abies balsamea), zarejestrowali stabszy puls przeptywu auksyny z odchylonego
paka wierzchotkowego oraz intensywne odktadanie drewna kompresyjnego na spodniej stronie
pnia. Zasugerowali, ze w tych rejonach wytworzyta si¢ swoista zlewnia (,,sink”) dla auksyny, co
byto juz odnotowane przez innych autoréw [Wareing, Nasr 1961].

Fakt opdznionej reakcji grawitropicznej w pedach bardziej odlegtych od korica apikalnego,
charakteryzujgcych si¢ zahamowanym wezesniej wzrostem, dostarcza wielu pytan i wymaga dal-
szych doswiadczen. Byé¢ moze nie byt brany pod uwage w dostatecznym stopniu parametr czasu,
ktéry w morfogenezie roslin odgrywa istotng rolg. Pojawia si¢ zatem pytanie, czy geometria
ro$lin determinowana jest nie tylko przez dynamike systeméw hormonalnych, ale réwniez przez
endogenny specyficzny zegar, ktéry indukowatby do wzrostu okreslone paki.
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Rye. 3.
"Trajektorie wzrostu wierzchotkowej czgsci pedu siewki ogérka przedstawione w funkcji czasu oddzielnie
na osiach x, y i z oraz 3-wymiarowym uktadzie wspétrz¢dnych
Growth trajetories of stem apical part of cucumber seedling presented as the function of time separately
for x, y and z axes, and in 3-D coordinate system

Wykonane w ramach niniejszych badari wstepne pomiary metodyczne dotyczace trajek-
torii wzrostu todygi mtodej siewki ogérka z zastosowaniem metody 3D cyfrowej korelacji obrazu
wskazuja, ze technika ta moze by¢ wykorzystana do szczegétowych badari dynamiki i geometrii
wzrostu roslin drzewiastych poddanych reakcji grawimorficznej. Jak si¢ wydaje, zaobserwowane
trudnosci metodyczne mozna w znacznym stopniu pokonad, wykonujgc analiz¢ korelacyjng oddziel-
nie dla lewej i prawej kamery w trybie 2D oraz wybierajac do tej analizy punkty referencyjne
w taki sposGb, by mozna je bylo zastosowa¢ do korelacji. Obecne wyniki pozwalajg przypuszczad,
ze wprowadzenie tej techniki badawczej moze ujawnic zupelnie nowe aspekty dotyczace dyna-
miki i geometrii wzrostu ro$lin drzewiastych w procesach adaptacji nie tylko do grawitacji, lecz
takze do innych zmienionych warunkéw srodowiskowych.
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