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SKANINGOWY MIKROSKOP ELEKTRONOWY
W BADANIACH KARPOLOGICZNYCH

Scanning electron microscope in carpological studies

Jagna KARCZ

Summary. The structure of plant surfaces has been intensively studied under taxonomic and ecological aspects. During the
last decade the application of scanning electron microscope has greatly increased our knowledge of plant surfaces. The SEM
is a surface microscope and the subject under examination is the natural primary surface of a plant — the epiderm, which
covers i. e. seeds and fruits. Structurally, epiderms are usually rather thick-walled and stable in a vacuum: this allows quick
preparation for SEM examinations, without the need for complicated dehydration techniques. Epidermal characters of seeds
and fruits arc surprisingly little affected by the environmental conditions in which a plant grows: there is evidence for a
strong genetic control over these characters. Their high structural diversity provides most valuable criteria for the
classification between species and family level. The comprehensive bibliography of Brisson and Peterson [13] indicates the
value of the SEM for the study of seeds and fruits. Surface characters may be grouped into four categorics (Figs. 1, 4): (1)
cellular arrangement or cellular pattern, (2) Shape of cells (the ..primary sculpture™ of a surface), (3) Reliet of outer cell
walls (the .secondary sculpture™ superimposed on the primary sculpture), caused mainly by cuticular striations and
superficially visible wall inclusions and wall thickennings, (4) Epicuticular sccretions (the .Jtertiary sculpture” superimposed
on the secondary sculpture), i. e. mainly waxes and related substances. Micromorphological and ultrastructural data have
contributed invaluable information to our understanding of the evolution and classification of seed plants and play an
important role in the modern syntetic systems of Angiosperms (e.g. Dahlgren [18)).
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WSTEP (elektronograméw) z transmisyjnego oraz ska-

ningowego mikroskopu elektronowego (TEM,

Sposréd  organdéw  generatywnych roslin - SEM).

kwiatowych nasiona i owoce nalezag nadal do
najmniej poznanych. Przetrwalnikowy chara-
kter i zwigzana z tym konieczno$¢ diagnozowa-
nia tych diaspor oraz bogata ich réznorodno$¢
morfologiczno-anatomiczna staty sie podstawag
wyodrebnienia w botanice dziedziny zwanej
karpologia {17, 18, 49, 52, 62, 70, 74]. Rozwdj
karpologii, zwlaszcza w drugiej potowie XX
wieku, wynika przede wszystkim z cigglego
udoskonalania technik badawczych, co pozwoli-
to przejs¢ od klasycznej metody obserwacyjno-
opisowej w mikroskopic $wictlnym (LM) do
metod petnej interpretacji na podstawie obrazow

Strukturalne cechy organdw generatywnych,
takich jak kwiaty, nasiona i owoce juz od dawna
sg wykorzystywane jako cechy o duzej wartosci
diagnostycznej w badaniach taksonomicznych.
Cechy te okres§la si¢ najczesciej jako ,,dobre” ce-
chy przydatne do oznaczania taksondw roznej
rangi. ,,Dobre” sy to takie cechy, ktore nie pod-
legaja szerokiej zmiennosci i moga zachowywad
si¢ faktycznie nie zmienione pod wptywem roz-
nych czynnikow Srodowiska [31, 39]. Ponadto
cechy te posiadajy wigkszg wartosé w klasyfika-
cji roslin niz struktura organéw wegetatywnych
(na przyktad todyga, liscie), ktére czgsciej ule-
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gaja  modyfikacjom $rodowiskowym. Po-
wszechnie wiadomo, ze w klasyfikacji i filoge-
nezie Angiospermae najbardziej uzyteczne sy
cechy kwiatéw, jako wartosciowe i pewne Kry-
terium taksonomiczne. W tak duzych rodzinach,
jak Ranunculaceae czy Asteraceae szczegolnie
istotny jest typ kwiatu lub kwiatostanu i ich bu-
dowa. Natomiast morfologiczne cechy nasion i
owocOw si najezesciej uzupelniajacymi cecha-
mi diagnostycznymi, chociaz w pewnych gru-
pach systematycznych moga mie¢ duze znacze-
nie taksonomiczne. W rodzinach Apiaceae,
Brassicaceae, Rosaceae cechy owocow sa naj-
bardziej uzyteczne ze wszystkich cech. W rodzi-
nie Carvophyllaceae roznice w budowie nasion
pozwalaja na rozgraniczenie jednostek takso-
nomicznych na poziomie gatunku, a nawet pod-
gatunku czy odmiany. Odrgbnosci poszezegol-
nych diaspor moga by¢ wyrazne, ledwie do-
strzegalne lub zupelnie niewidoczne. Zawsze
jednak ujawniaja one pewna indywidualnos¢ z
zachowaniem cech podstawowych, charaktery-
stycznych dla rodzaju. sekeji, gatunku czy od-
miany. Warto nadmieni¢, ze tylko nasiona i
owoce w pelni dojrzale gwarantuja poprawna
identyfikacje taksonomiczna [27, 46].

W tym kontekscie nieustannie pojawia si¢
pytanie. czy istnieja jakies< cechy. na ktérych ta-
ksonomicznej istotnosci mozna zawsze pole-
gac¢? Z wielu opracowan taksonomicznych wy-
nika, ze u okrytonasiennych cechy organow ge-
neratywnych sa najezesciej uzywane sposrod
cech diagnostycznych i whaczane w opisy takso-
now [ 10, 16, 28, 65]. Stanowig one zatem grupg
cech o duzym znaczeniu taksonomicznym.

Aktualnie w badaniach karpologicznych co-
raz wigkszego znaczenia, oprocz cech morfolo-
gicznych, nabieraja cechy mikrostrukturalne po-
wierzchni. Szczegdétowa analiza powierzchni
nasion i owocow, a wigc epidermy zewnetrznej
tupiny nasiennej i owocni, stala si¢ mozliwa
dzigki wprowadzeniu do badan morfologicz-
nych skaningowego mikroskopu elektronowe-
20. Poczatki badan w tym zakresie siggaja dru-
giej potowy lat 60. naszego wieku [2, 13, 60,
66]. Na przestrzeni zwlaszcza ostatnich 20 lat
skaningowa mikroskopia elektronowa (technika
SEM) w sposab istotny przyczynita si¢ do po-
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znania roznych struktur  powierzchniowych.
Wrzory komoérkowe powierzchni oraz urze-
7bienie zewnetrznych Scian komorkowych epi-
dermy mogg by¢ w wielu przypadkach dobrym
kryterium taksonomicznym na poziomie gatun-
ku. sekcji, rodzaju |61]. Potrzeba stosowania za-
tem SEM w tych badaniach wynika z dwdéch po-
wodow. Po pierwsze, mikroskopia skaningowa
odstania dotad niedostrzegane szczegoly stru-
ktury powierzchni epidermy. Po drugie, dostar-
cza szeregu nowych cech mikrostrukturalnych,
bardziej wiarygodnych i fundamentalnych, ma-
jacych niejednokrotnie decydujyce znaczenic
przy identyfikacji dyskusyjnych taksonéw. Wie-
le z tych cech, takich jak uktad i ksztatt komorek
epidermalnych oraz urzezbienie ich zewnetrz-
nych Scian komorkowych, weszto do praktyki
botanicznej jako standardowe cechy taksonomi-
czne |3, 9, 36, 42]. Okreslona struktura tupiny
nasiennej lub owocni moze by¢ typowa i chara-
kterystyczna dla calej rodziny (Compositae, Le-
guminosae, Valerianaceae) lub tez wyraZnic
zroznicowana w obrebie tej samej grupy (Papa-
veraceae, Onagraceae, Scrophulariaceae). W
rodzinie Apiaceae takie cechy, jak ilosé rzedow
i uktad kolcow na owocach oraz ich ornamenta-
¢ja sa uzywane do rozdzielania scisle spokrew-
nionych rodzajow. Réwniez cechy anatomiczne
nasion i owocow sa szeroko wykorzystywane w
systematyce jako uzupelniajgce cechy takso-
nomiczne |5, 36, 47, 59, 72|. Ponadto za prowa-
dzeniem obserwacji epidermy w mikroskopie
skaningowym przemawiaja 4 argumenty:

1. bogate zroznicowanie strukturalne:

2. stata obecnos¢ w badanym materiale, a tak-
ze na obiektach zielnikowych oraz fosylnych:

3. najczesciej gruboScienny charakter dodat-
kowo zabezpieczajacy przed nickorzystnymi
warunkami prézni mikroskopowej:

4. mata podatnos¢ na warunki srodowiska i
tym samym stalos¢ wzorow komaorkowych po-
wierzchni.

METODY PRZYGOTOWANIA PROBEK

Mikroskop skaningowy umozliwia obserwa-
cj¢ zewngtrznej powierzchni komorek, polyczen
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migdzykomérkowych, a takze struktur we-
wnatrzkomérkowych. Jest to mozliwe dzigki
stale doskonalonej optyce elektronowej skanin-
gowego mikroskopu elektronowego oraz opra-
cowaniu szeregu specyficznych metod przygo-
towania (utrwalenia, odwodnienia) obiektéw ro-
§linnych do badain w SEM. Metody przygotowa-
nia prébki (preparatu) do obserwacji w SEM za-
leza przede wszystkim od rodzaju obiektu ba-
dawczego. Obiekty twarde, takie jak dojrzate
nasiona i owoce, pylki kwiatéw, zarodniki ro$lin
nizszych, nie wymagaja wstgpnych czynnosci
przygotowawczych, a wige bez utrwalenia moga
byé bezposrednio po napyleniu badane w SEM.
Obiekty migkkie (tkanki ro§linne silnie uwo-
dnione) wymagaja utrwalenia i odwodnienia w
celu uniknigcia artefaktéw zwiazanych z wysu-
szeniem probki [14]. Zalety techniki SEM doty-
czg gléwnie tatwosci przygotowania probki (ca-
le obiekty) lub preparatu (przekroje, wycinki
tkanek), wielkiej glebi ostrosci obrazu, mozli-
wosci dokonywania dodatkowych zabiegéw w
czasie obserwacji (np. wytrawiania preparatu),
uzyskiwania charakterystyki chropowatosci po-
wierzchni w formie oscylacji pradu zwigzanego
7 wiazka elektronéw, a przy zastosowaniu do-
dadkowego wyposazenia — okredlenia skiadu
chemicznego prébki [30].

BADANIE STRUKTUR
ZEWNATRZKOMORKOWYCH

Metody przygotowania probki do obserwacji
w SEM sg zréznicowane i zaleza przede wszy-
stkim od stopnia uwodnienia danego obiektu
[14, 22, 26]. Obiekty twarde (dojrzale nasiona i
owoce), z uwagi na gruboScienny charakter tu-
pin nasiennych i owocni oraz niski stopiefi
uwodnienia tkanek, nie zmieniaja swojej natu-
ralnej struktury w warunkach prézni mikrosko-
powej. Procedura postgpowania nie wymaga za-
tem stosowania wstgpnych technik dehydrata-
cyjnych. Ponadto substancje inkrustujace lub
adkrustujace $ciany komérek epidermalnych
dodatkowo zabezpieczaja badane obiekty przed
oddzialywaniem prézni. W tym przypadku spo-
sob postegpowania obejmuje 3 etapy:

1. mechaniczne oczyszczenie powierzchni
probek,

2. napylenie,

3. wihasciwa obserwacja w SEM z réwno-
czesnym wykonaniem dokumentacji fotografi-
cznej.

Obiekty o nieuszkodzonych powierzch-
niach, wybrane za pomocg binokularu lub mi-
kroskopu steroskopowego umieszcza si¢ na
standardowych krazkach aluminiowych za po-
moca srebrnej pasty. Nastepnie probki pokrywa
si¢ weglem i zlotem technicznym w napylarce
metoda odparowania metalu. Warstwa napylaja-
ca redukuje niekorzystny efekt zwigzany ze
skondensowang wiazka elektronéw w komorze
mikroskopu oraz poprawia jakos$¢ uzyskanych
obrazéw. Jezeli powierzchnia nie zostanie odpo-
wiednio zabezpieczona przez napylenie warto-
§ci poznawcze otrzymanych elektronogramow
sa niewielkie [20, 33]. Dlatego tez wszystkie
twarde obiekty roslinne powinny by¢ napylone.
Tak wykonane probki sa gotowe do obserwacji
w mikroskopie skaningowym.

Natomiast przygotowanie obiektéw migk-
kich (nasiona i owoce we wczesnych stadiach
rozwojowych) do badain w SEM obejmuje na-
stgpujace etapy:

1. utrwalanie,

2. odwadnianie,

3. suszenie,

4. napylanie,

5. wlasciwa obserwacja.

Jezeli prébka (preparat) jest uwodniony, to
w prézni woda wyparowuje, a obiekt ulega za-
mrozeniu. Sily napigcia powierzchniowego
wzrastajace w czasie procesu parowania sprzy-
jaja wykrystalizowaniu si¢ mikrokrysztaléw lo-
du, co niekorzystnie wptywa na jako$¢ uzyska-
nych obrazéw. Suszenie probek na powietrzu
powoduje powstanie licznych artefaktéw
powierzchniowych. Mniej znieksztalcer powie-
rzchni komdérek obserwuje si¢ wtedy, gdy w
procesie przygotowania preparatu przed susze-
niem zastosuje si¢ odpowiednie odczynniki
utrwalajace i odwadniajace [57].

1. Utrwalanie. Warunkiem otrzymania do-
brego obrazu w SEM jest wlasciwe utrwalenie
prébki. Zaréwno sposob postepowania, jak i ro-
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dzaj mieszaniny utrwalajacej sa podobne do sto-
sowanych w technice mikroskopii elektronowej
transmisyjnej [22]. W praktyce sa stosowane na-
stgpujace utrwalacze: 1,5% do 3% roztwdr alde-
hydu glutarowego (GA) w buforze fosforano-
wym lub kakodylowym; 1% lub 2% roztwor
czterotlenku osmu (OsO4) w buforze fosforano-
wym; utrwalacz Karnovsky’ego — parafor-
maldehydowo-glutarowoaldehydowy w buforze
fosforanowym; mieszanina utrwalaczy: aldehyd
glutarowy i czterotlenek osmu w buforze kako-
dylowym; akroleina; akroleina — aldehyd gluta-
rowy; utrwalacz CrAF (kwas chromowy, kwas
octowy, formalina); FAA (formalina, kwas oc-
towy, alkohol etylowy) oraz nadmanganian po-
tasu. WyZej wymienione utrwalacze z reguly
wolno wnikaja do wnetrza bloczka tkankowego
i dlatego nalezy dla uzyskania wlasciwego efe-
ktu utrwalania pobiera¢ odpowiednio mate wy-
cinki nasion i owocéw [11, 54, 58]. Mersey. i
McCully [50] zwracaja uwage na utrwalacz
akroleina — aldehyd glutarowy jako szczegdlnie
przydatny do utrwalania tkanek o grubych $cia-
nach komérkowych. Ponadto obiekty uwodnio-
ne, takie jak nasiona i owoce we wczesnych sta-
diach rozwojowych, wykazuja duza wrazliwo§é
na osmolarno$¢ utrwalacza i w zwiazku z tym
wazne jest, aby dostosowac stgzenie utrwalacza
i buforu do wtasciwosci utrwalanego materiatu.
Przecigtny czas utrwalania od 1-3 h (max. do 48
h) w temperaturze od 0—4°C lub w temperaturze
pokojowej [55].

2. Odwadnianie. Proces ten przeprowadza
si¢ we wzrastajacych stezeniach alkoholu etylo-
wego lub acetonu (30%, 50%, 70%, 85%, 95%
przez 5-10 min.). Nastgpnie prébke (preparat)
przenosi si¢ do alkoholu etylowego absolutnego
lub acetonu i kilkakrotnie ptucze przez kilka mi-
nut (max. 30-60 minut) [35].

3. Suszenie. Kolejnym waznym etapem w
procesie przygotowania probki jest suszenie.
Najczesciej stosuje si¢ suszenie w tzw. punkcie
krytycznym przy uzyciu CO2 i urzadzenia pod
nazwg Critical Point Drying (metoda CPD),
wprowadzona do mikroskopii elektronowej w
1951 roku przez Andersona [1]. Metoda opiera
si¢ na wykorzystaniu zjawiska polegajacego na

tym, iz w tzw. punkcie krytycznym ciecz prze-’

chodzi w gaz, a zjawisku temu nie towarzyszg
sity znieksztatcajace [15]. Klasyczna juz metode
CPD mozna zastapi¢ metoda suszenia z uzyciem
odczynnika Peldri II (komponent fluorokar-
bonowy) w eksykatorze prozniowym, gdzie za-
chodzi sublimacja prébki [43]. Metoda ta umo-
zliwia uzyskanie obrazéw nie odbiegajacych ja-
koscia od obrazéw mikroskopowych otrzyma-
nych w tradycyjny sposéb. Odczynnik Peldri I1
mozna wigczy¢ rowniez do etapu odwadniania
probek. Wyzej wymienione metody mozna row-
niez stosowaé w przypadku innych obiektéw ro-
§linnych [35, 38, 40, 67].

4. Napylanie. Nastepnie badany obiekt prze-
nosi si¢ do napylarki prézniowej wyposazonej w
urzadzenie rotacyjne oraz napylajace. Czas na-
pylania nalezy ustali¢ do$wiadczalnie. Jezeli
warstwa pokrywajaca preparat jest zbyt gruba,
wtedy nie sa widoczne szczegdély badanej po-
wierzchni. Po przeniesieniu stolikow z napylo-
nym materialem do komory prézniowej mikro-
skopu, mozna przystapi¢ do wtasciwych obser-
wacji i wykonania dokumentacji fotograficznej
[19].

BADANIE STRUKTUR
WEWNATRZKOMORKOWYCH

Budowe wewnetrzna nasion i owocOw oraz
innych obiektéw roslinnych mozna bada¢ w
SEM wytacznie po zastosowaniu odpowiednich
metod przygotowawczych. W mikroskopie ska-
ningowym mozliwa jest obserwacja nastepuja-
cych rodzajow prébek: przekroje poprzeczne,
podiuzne lub wycinki tkanek pochodzace z obie-
ktow nieutrwalonych badZ z chemicznie utrwalo-
nych, skrawanych recznie lub mikrotomowo [56,
53, 63, 24]. Ponadto w SEM mozna obserwowacé
grube skrawki reczne pochodzace z suchych i
twardych obiektow (Ryc. 1 E, F). Skrawki te na-
klejamy bezposrednio na stolik aluminiowy, na-
pylamy i obserwujemy w mikroskopie.

Sposéb postgpowania w przypadku prébek
nieutrwalonych (dojrzale nasiona, owoce)
przedstawia sig nastgpujaco:

1. skrawanie reczne lub mikrotomowe (skra-
wki o grubosci od 3040 um),

2. naklejanie skrawkow na szkietka nakry-
wkowe za pomoca cienkiej warstwy gliceryny i
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bialka w stosunku 1:1 lub bezposrednio na po-
wierzchnig stolika,

3. suszenie na powietrzu lub w termostacie w
temp. 35°C przez 24 h,

4. pocigcie szkietek nakrywkowych na ka-
walki z uzyciem oléwka diamentowego,

5. naklejenie szkielek na stolik aluminiowy,

6. napylenie 1 obserwacja w SEM.

Natomiast przygotowanie probek chemicz-
nie utrwalonych do badai w SEM obejmuje na-
stepujace etapy: utrwalanie, odwadnianie, su-
szenie w CPD, napylanie i wlasciwa obserwa-
cja. Procedura utrwalania i odwadniania sg po-
dobne do stosowanych w transmisyjnej mikro-
skopii elektronowej (TEM). Poszczegolne etapy
postgpowania sy nastgpujace:

I. utrwalanie prébek (preparatow) w 2% lub
3% aldehydzie glutarowym w buforze fosfora-
nowym o stezeniu 0,1 mol/l i pH=7.2 w tempe-
raturze pokojowej lub w 42 C od 1-3 h (max. do
48 h),

2. odwadnianie we wzrastajacych stezeniach
alkoholu etylowego lub acetonu (10-15 min.)
oraz w absolutnym alkoholu lub acetonie przez
10-30 min..

3. suszenie w punkcie krytycznym,

4. napylanie weglem i ztotem technicznym,

5. obserwacja w SEM.

Olsen [53] opracowal metode przygotowa-
nia do obserwacji w SEM skrawkéw z ziarnia-
kow jeczmienia. Poszezegdlne czynnosci sa na-
stgpujace:

I. wykonanie skrawkéw o grubosci 40 pum
z suchych owocow za pomoca mikrotomu za-
Mrozeniowego,

2. utrwalanie skrawkéw w 2,5% glutaralde-
hvdzie w 0.1 M buforze kakodylowym o
pH=7.4 przez 10 h,

3. ptukanie w buforze 2 razy po 30 min.,

4. dotrwalanie skrawkow w 2% OsO4 w bu-
forze fosforanowym o pH=7,4 przez 3 h,

5. odwadnianie w serii alkoholowej po 20 min.,

6. naklejenie skrawkow na stolik aluminiowy,

7. napylenie i obserwacja.

Natomiast Mc Donald,Pease i Hayes [50],
Hodgkin [32], Panessa i Gennaro [54] oraz Ro-
binson [57] opracowali metody przygotowania
obiektéw roslinnych i zwierzecych zatopionych

w bloczkach parafinowych, celoidynowych lub
zywicach epoksydowych do obserwacji w SEM.
Wyzej wymienione metody obejmuja nastgpuja-
ce etapy: odparafinowanie, odwodnienie, susze-
nie w CPD, napylenie i obserwacj¢ w SEM. Pa-
rafing z grubych skrawkow parafinowych usuwa
si¢ przez dwukrotne ptukanie w ksylenie lub
benzenie (odparafinowanie), nastgpnie wycinek
przenosi si¢ do szeregu alkoholu etylowego lub
acetonu, suszy metoda CPD, napyla warstwy
wegla oraz metalu i obserwuje w SEM. Bloczki
celoidynowe zanurza si¢ w chloroformie i naste-
pnie postepuje si¢ jak w przypadku skrawkow
parafinowych. Mozna réwniez przy uzyciu mi-
krotomu wykona¢ seryjne skrawki o grubosci od
15-20 um (max. do 100 pum), przytwierdzic za
pomocy lepika do malego szkietka nakrywko-
wego, odparafinowac, odwodni¢, wysuszy¢, na-
pyli¢ i przenies¢ do kolumny CPD [43]. Nato-
miast wprowadzenie w 1976 roku przez Geis-
singera [25] metody pozwalajacej na badanie
tkanek zatopionych w zywicach epoksydowych
jest niewatpliwym postgpem, gdyz umozliwia
prowadzenie poréwnawczych badani tych sa-
mych struktur w LM, TEM i SEM. Makita i
Sandborn [48] opracowali metode pozwalajaca
na badanie seryjnych skrawkow (1-100 pm)
tkanki, utrwalonej jak do badain w TEM, (utrwa-
lanie w aldehydzie glutarowym i dotrwalenie w
czterotlenku osmu) lecz niezatopionej w Zywicy
epoksydowej. Do skrawania uzywa si¢ auto-
matycznego urzadzenia skrawajacego lub mi-
krotomu zamrozeniowego. Wyzej wymienione
metody stosowane sa zaréwno dla obiektow ro-
Slinnych jak i zwierzgcych.

INTERPRETACJA OBRAZU
MIKROSKOPOWEGO

Nasiona i owoce maja réznorodnie ornamen-
towang powierzchni¢. Podstawowym jej ele-
mentem jest komoérka epidermalna tupiny na-
siennej (testy) lub owocni (egzokarpium), o réz-
nie wyksztalconej zewnetrznej Scianie perykli-
nalnej (Ryc. 2, 3).

Zgodnie z Barthlottem [6, 7] mikrocechy po-
wierzchni epidermy nasion i owocéw naleza do
4 grup:
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Ryc. 2. Fragment powierzchni owocu Valeriana simplicifo-
lia (Reichen) Kabath. Pojedyncza, zapadnigta komérka epi-
dermalna owocni, X 1500; a — antyklinalny zarys komérki,
p — zewnetrzna $ciana peryklinalna.

Fig. 2. Detail of the fruit surface of Valeriana simplicifolia
(Reichen) Kabath. Single collapsed epidermal cell of peri-
carp, X 1500; a — anticlinal outline of cell, p — outer pe-
riclinal wall.
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Ryc. 3. Schemat zewngtrznej sciany peryklinalnej komérki
epidermy; a — epikutykularny wosk, b — kutykula pier-
wotna, ¢ — kutykula wtérna, d — warstwa pektynowa, e —
zewngtrzna $ciana peryklinalna (wg [69], zmodyfikowano).

Fig. 3. Interpretation of the outer periclinal wall layers of
epidermal cell; a — epicuticular wax, b — primary cuticle,
¢ — secondary cuticle, d — pectin layer, e — outer pericli-
nal wall (after [69], modified).

1. Wzér komérkowy lub uktad komérkowy
powierzchni (cellular pattern) — jest to specyfi-
czna dla danego obiektu (taksonu) orientacja
przestrzenna komorek epidermalnych wraz z
réznorodnymi strukturami zewnetrznymi (wlo-
ski, brodawki, kolce). Theobald i inni [64] przy-
pisuja taksonomiczne znaczenie tej cesze po-
wierzchni w okre§laniu taksonéw na poziomie
rodzaju i gatunku.

2. Pierwotna skulptura — ksztalt komoérek
epidermalnych (Ryc. 1 A, B, C, D). W obrebie
tej zasadniczej grupy wyréznia si¢ 4 mniejsze
grupy mikrocech:

a) zarys komoérek — najczgsciej wieloboczny,
izodiametryczny lub wydtuzony w jednym kie-
runku,

b) uksztattowanie $cian antyklinalnych — wi-
docznych w SEM jako granice komérkowe (cell
boundaries), ktére sa zazwyczaj proste, nieregu-
larnie powyginane (S-, U-, Omega-, V-ksztalt-
ne), zapadniete lub podwyzszone.

¢) urzezbienie antyklinalnych granic komér-
kowych (relief of cell boundaries) — granice mo-
ga byé gladkie, prazkowane, pofalowane lub
wykazuja posrednie formy urzezbienia,

d) zarys zewnetrznych $cian peryklinalnych
(curvature of outer periclinal walls). Zarys tych
§cian determinujg (makroskopowo widoczne w
SEM) nieréwnoéci powierzchni. Komérki moga
by¢ plaskie, zapadnigte lub wypukie. W obrebie
komérek wypuklych moga wystgpowac formy
posrednie takie jak: stozkowate, kopulaste, bro-
dawkopodobne. Opisana mikrocecha jest dobra
cecha taksonomiczna.

3. Wtérna skulptura — delikatna mikroorna-
mentacja zewnetrznych $cian komérkowych —
kutykuli (Ryc. 1 C, D). Moze charakteryzowa-
wac si¢ nastgpujacym wzorem kutykularnym:

a) I rzedowa skulptura — nienaruszona po-
wierzchnia kutykuli. Moze by¢ gladka, prazko-
wana, siatkowana, drobnobrodawkowana lub
wykazywac rézne wzory posrednie. Ta mikro-
ornamentacja kutykularna stanowi wazne kryte-
rium taksonomiczne w oznaczaniu taksonow
réznej rangi.

b) II rzgdowa skulptura — wewngtrzna strona
zewnetrznych $cian peryklinalnych, okresla-
nych jako wtérne zgrubienia Scian (secondary
wall thickenings). Odstania si¢ podczas dojrze-
wania nasion i owocéw w wyniku zapadnigcia
sie¢ zewnetrznych §cian komérkowych. Wtérna
skulptura jest najczesciej specyficzna na pozio-
mie rodzaju i gatunku [12, 60].

4. 1IT rzedowa skulptura — epikutykularny
wosk (Ryc. 4, A, B). Powierzchnia zewngtrzna
kutykuli zazwyczaj jest pokryta nalotem wosko-
podobnym, ktérego struktura moze by¢ bardzo
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Rye. 1. Powierzchnia nasion i owocow w SEM. A — Nigella ciliaris DC., wielokatne komérki epidermalne fupiny nasicnnej
o gladkiej skulpturze zewnetrznych Scian peryklinalnych, X 250, B — Arabidopsis suecica (Fries) Norrlin, komorki epider-
malne testy z brodawkopodobnym uwypukleniem zewnetrznych Scian peryklinalnych, X 500; C — Nigella damascena L..
komaorki epidermalne testy ze stozkowatym wybrzuszeniem, X 250 D — Nigella orientalis L., szesciokatine komorki epider-
malne testy z prazkowanymi granicami antyklinalnymi i pomarszezong wiérng skulpturg zewnetrznych scian peryklinalnych,
X S500: E Potamogeton crispus L., fragment przekroju poprzecznego owoeni i tupiny nasiennej, X 250, F — Potamoge-
ton crispus L., fragment przekroju poprzecznego endokarpium ze zeskleryfikowanym migkiszem, X 1000.

Fig. 1. Surface sculptures of seeds and fruits, SEM photomicrographs. A — Nigella ciliaris DC.. polygonal cells of the seed
coat with smooth secondary sculpture of outer periclinal walls, X 250; B — Arabidopsis suecica (Fries) Norrlin, testa cells
with papilla-like projection of outer periclinal cell walls, X 500; C — Nigella damascena L., epidermal testa cells with coni-
cul projection of cell wall, X 250; D — Nigella orientalis L., hexagonal cells of the seed coat with striated anticlinal walls
and rugosed secondary surface sculpturing, X 500; E — Potamogeton crispus L., part of the transverse section of the pericarp
and seed coat, X 250; F — Potamogeton crispus L., part of the transverse section of the endocarp showing sclerified paren-
chymatous cells, X 1000,



Ryc. 4. Powierzchnia owocow w SEM. A — Valeriana pyrenaica L., komérki egzokarpium z drobnymi strukturami epiku-
tykularnego wosku na powierzchni zewnetrznych Scian peryklinalnych, X 1500; B — Valeriana montana L., komaorki epi-
dermalne owocni z delikatnymi i pojedynczymi tuskami woskopodobnymi, wystepujagcymi na powierzchni zewnetrznych
Scian peryklinalnych, X 2000; C — Sherardia arvensis L., pojedyncze wloski na powierzchni owocu, X 250; D — Sherardia
arvensis L., fragment jednokomérkowego wioska z podiuznie prazkowang wiérng ornamentacja, X 1000.

Fig. 4. Surface sculptures of fruits, SEM photomicrographs. A — Valeriana pyrenaica L., exocarp cells with fine epicuticu-
lar wax secretion on the outer periclinal walls, X 1500; B — Valeriana montana L., epidermal cells of pericarp with fine and
scattered flakes of epicuticular wax predominately located over the periclinal walls, X 2000; C — Sherardia arvensis L., fruit
surface with simple hairs, X 250; D — Sherardia arvensis L., detail of unicellular hair of fruit surface showing a linear rid-
ged secondary ornamentation, X 1000.

réznorodna [8, 21, 73]. Pod wzgledem morfolo-  ny w 6 grupach [2, 37]. Woski wystgpuja naj-
gicznym epikutykularny wosk jest klasyfikowa-  czesciej jako delikatne warstwy, réznie uksztal-
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towane i rozmieszczone, ktére moga jednak ule-
gac¢ uszkodzeniu podczas stoswania techniki
SEM. Wzér epikutykularnego nalotu jest bar-
dziej podatny na oddziatywanie czynnikéw §ro-
dowiska, niz cechy wynikajace ze skulptury I- i
[I-rzedowej, niemniej jednak stanowi on wazny
element  mikromorfologicznej réznorodnosci
nasion i owocow [3].

Opisujac roézne struktury powierzchniowe
widoczne w SEM, nalezy réwniez zwrdci¢ uwa-
¢e na specyficzng ornamentacj¢ kutykuli pokry-
wajacej wloski epidermalne [23, 41]. Wioski
maja najczesciej wtorna skulpturg lub potacze-
nie 2 rodzajéw ornamentacji: wtornej i I rzedo-
wej (Ryc. 4 C, D). Réznice w mikroornamenta-
cji wloskéw pozwalaja rowniez na rozgranicze-
nie jednostek taksonomicznych na réznych po-
ziomach,

Reasumujgc, badania nasion i owocow w
SEM potwierdzaja mikrostrukturalne zréznico-
wanie ich powierzchni na poziomie cech I-, II-, i
II-rzedowych, znacznie utatwiajacych oznacza-
nie taksonéw. Mikroskulptury dostarczaja sze-
regu uzupelniajacych cech diagnostycznych i w
zwigzku z tym sa coraz czgScie) opisywane w
pracach karpologiczno-systematycznych [29,
45, 68, 69, 71]. Sposrod cech mikrostruktural-
nych powierzchni nasion i owocéw, wzor ko-
morkowy powierzchni (pierwotna skulptura)
oraz kutykularna ornamentacja zewngtrznych
scian komdrkowych epidermy (wtérna skulptu-
ra) sa najezesciej specyficzne dla badanego ta-
ksonu i stanowig dobre cechy diagnostyczne [6,
7]. Obecnie cechy te sa szeroko wykorzystywa-
ne w systematyce poszczegolnych rodzin u An-
giospermae. W rodzinie Apiaceae szczegdlnie
istotny jest wzor powierzchni owocow oraz
uktad i urzezbienie kolcow, ktore wzmacniaja
rozroznianie taksondw na poziomie rodzaju. W
rodzinach Cactaceae i Orchidaceae szczegoty
kutvkuli epidermy nasion sa tak charakterysty-
czne, ze mogy stuzy¢ do identyfikacji roslin.
SEM ma rowniez szczegdlne znaczenie w przy-
padku nasion i owocéw bardzo drobnych lub o
powierzchniach wykazujacych na pierwszy rzut
oka jednolity plan budowy (gatunki blisko spo-
krewnione, odmiany danego gatunku). W takich
rodzinach, jak Aizoaceae, Apocynaceae, Ascle-

piadaceae, Bignoniaceae, Euphorbiaceae, Vale-
rianaceae czy Winteraceae struktura epikutyku-
larnego wosku (trzeciorzedowa skulptura) moze
miec duze znaczenie taksonomiczne.

Stosowanie wigc mikroskopu skaningowego
w badaniach karpologicznych umozliwia uzy-
skanie cennych danych o budowie powierzchni
tych organéw. Zréznicowanie mikrostrukturalne
nasion i owocoéw w pewnych grupach syste-
matycznych Angiospermae moze stanowi¢ waz-
ne kryterium taksonomiczne [65].
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