STRESZCZENIE

Od poczatku rozwoju kwiatu pierwotne $ciany komorkowe, znajdujace si¢ na powierzchni
epidermy dzialek kielicha (zewngetrzne $ciany peryklinalne komoérek epidermalnych) stanowig
najbardziej zewnetrzng bariere¢ chronigcg dziatki 1 kwiat przed stresem s$rodowiskowym,
patogenami, uszkodzeniami mechanicznymi i uczestniczag w wymianie gazowej. Dynamiczna
przebudowa pierwotnych $cian komorkowych jest konieczna do ich ekspansji, umozliwiajac
wzrost komorek oraz koordynacje miedzy komodrkami niezbgdng do wyksztatcenia
funkcjonalnego organu. Cho¢ sktad $ciany komoérkowej byl szeroko badany, kompleksowe
podejscie pozwalajace na jednoczesng analize wszystkich jej gtownych skladnikoéw oraz
sledzenie ich zmian podczas rozwoju organu jest ograniczone. W niniejszej pracy pierwotne
Sciany komodrkowe epidermy dziatki kielicha Arabidopsis thaliana wykorzystano do analizy
ich skfadu. Ponadto badano powstawanie wzoru kutykularnego w typie dzikim oraz u
mutantow $ciany komorkowej podczas dojrzewania dziatki kielicha. W badaniach
wykorzystano mikrospektroskopi¢ Ramana, ktora umozliwia oceng ogolnego sktadu Sciany
komorkowe] podczas pojedynczego pomiaru. Natomiast mikroskopie konfokalng
wykorzystano do przeprowadzenia obserwacji in vivo powierzchni komorek epidermy w
trakcie dojrzewania dzialtki kielicha. Dzigki temu uzyskano dodatkowe informacje o dynamice
sciany komorkowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem powstawania wzoru kutykularnego.
Cele badan obejmowaly weryfikacj¢ nastepujacych hipotez: (i) Sklad pierwotnej $ciany
komorkowej epidermy dziatki kielicha Arabidopsis zmienia si¢ podczas rozwoju dziatki a
mutacje csil, mad5, pme32, xyll wptywaja na zmiany w skladzie; (ii) Pierwotna $ciana
komorkowa epidermy dziatki kielicha Arabidopsis wykazuje anizotropi¢ strukturalng
wynikajaca z uporzadkowania jej sktadnikow; (iii) Niedobdr jednego sktadnika $ciany
komoérkowej u mutantéw Arabidopsis aktywuje mechanizm kompensacyjny; (iv) Poczatkowy
wzér prazkow kutykularnych pojawiajacych si¢ na zewngtrznych $cianach peryklinalnych
dzialki kielicha jest zalezny od wzrostu 1 geometrii komorki w momencie powstawania wzoru,
(v) Wzér prazkow kutykularnych zmienia si¢ w trakcie wzrostu komorek. Pomiary z
wykorzystaniem mikrospektroskopii Ramana wykazaty zmiany ontogenetyczne w sktadzie
pierwotnej Sciany komorkowej podczas dojrzewania epidermy dziatki kielicha Arabidopsis,
przejawiajace si¢ roznicami intensywnosci sygnatu i réznicami w udziale dwoch widm
sktadowych  zidentyfikowanych  przy uzyciu metody rozdzielania  krzywych
wielowymiarowych. Zmiany te wskazuja, ze sktad §ciany komorkowej ulega przebudowie

podczas dojrzewania organu. Analiza map Ramanowskich powierzchni $cian dziatki kielicha



pozwolita wyr6zni¢ dwa regiony z przypisanymi specyficznymi widmami: §cian¢ komorkowa
znajdujaca si¢ pomigdzy prazkami kutykularnymi oraz §ciane pokryta pragzkami. Widma tych
regiondw wykazywaty niewielkie roznice w sktadzie, w tym dodatkowe pasma w $cianach
pokrytych prazkami. Ponadto ujawniono roéznice jakosciowe miedzy badanymi mutantami a
typem dzikim. W widmach Ramana zidentyfikowano pasma wrazliwe na polaryzacje, ktore
wskazuja na anizotropi¢ strukturalng $ciany. Pasma zalezne od polaryzacji byty zwigzane nie
tylko z celulozg, ale réwniez ze skladnikami kutykuli. Celuloza byla uporzadkowana w
pierwotnych $cianach komoérkowych w podobnym stopniu zaréwno u typu dzikiego, jak i u
badanych mutantéw, z wyjatkiem mad5. Fenotyp mad5 jest podobny do innych mutantow
kataniny, u ktorych zmieniona jest dynamika mikrotubul. Anizotropia strukturalna sktadnikow
kutykuli dziatki kielicha Arabidopsis, ktéra byla podobna w typie dzikim i1 badanych
mutantach, nie byta dotychczas opisywana. Sugeruje to, ze nawet cienka kutykula epidermy
kielicha Arabidopsis wykazuje pewien stopien uporzadkowania. Dalsze badania o wyzszej
rozdzielczo$ci sg potrzebne, aby wyjasni¢ te ceche struktury kutikuli. Porownanie udziatu
sygnatow Ramana zwigzanych z pektynami, celulozg i hemicelulozg w widmach $cian typu
dzikiego 1 mutantow pozwolito posrednio oceni¢ wzgledny udzial trzech gléwnych
polisacharydow w $§cianie. U mutantow spadek sygnatu przypisanego jednemu sktadnikowi byt
réwnowazony przez wzrost sygnatow innych skladnikéw. Jest to prawdopodobnie przejaw
mechanizmu kompensacyjnego utrzymujgcego strukture i wlasciwosci mechaniczne $ciany
komorkowej pomimo zmian w skladzie. Obserwacje z wykorzystaniem mikroskopii
konfokalnej in vivo, polaczone z ilo§ciowa analiza wzrostu powierzchni i krzywizny dziatki
kielicha, wykazaty, Ze prazki kutykularne dekorujace powierzchni¢ abaksjalng dzialki kielicha
Arabidopsis powstaja na poczatkowo gladkich $cianach peryklinalnych, gdy powierzchnia
scian nadal si¢ powieksza. Wzor prazkéw kutykularnych zalezy od anizotropii wzrostu i
krzywizny powierzchni oraz jej geometrii. Zgodnie z modelami wyjasniajagcymi formowanie
prazkow jako wyboczenie mechaniczne, orientacja nowo powstatych prazkoéw byta najczesciej
réwnolegla do kierunku maksymalnego wzrostu zard6wno na poziomie komérkowym, jak i
subkomoérkowym. Zwigzek miedzy orientacja pragzkéw a kierunkami krzywizny powierzchni
Sciany byt znacznie stabszy. Jednak unikalna ztozonos¢ wzoru prazkow na powierzchni dziatki
kielicha mad5 wydaje si¢ by¢ zwigzana z duza krzywizng komorek epidermalnych tego
mutanta. Stopien uporzagdkowania i morfologia prazkow kutykularnych zmieniajg si¢ podczas
ekspansji powierzchni dziatki kielicha. Anizotropia wzoru pragzkéw wzrastata lub malata w
czasie wzrostu powierzchni komorek. Spadek anizotropii czesto wigzal si¢ z powstawaniem

nowych krotkich prazkow, czasami prostopadtych do wcze$niej utworzonych, natomiast



wzrost anizotropii byt zwigzany z prostowaniem prazkow juz istniejagcych. Zmiany anizotropii
wzoru kutykularnego podczas ekspansji Sciany sg prawdopodobnie przejawem zroéznicowania
sztywnosci kutikuli: stosunkowo sztywny film utworzony przez wilasciwg kutykule pokrywa
stosunkowo migkka warstwe kutykularng, co jest zgodne z zatozeniami modeli powstawania

prazkéw opartych na wyboczeniu.



