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Immunocytochemiczna lokalizacja epitopow
pektyn 1 proteoglikanow AGP w regenerujacych
tkankach buraka cukrowego (Beta vulgaris L.)

Immunocytochemical localization of pectin and arabinogalactan protein epitopes
in regenerating tissues of sugar beet (Beta vulgaris L.)

Pektyny i proteoglikany AGP, jako elementy $ciany komoérkowej sa w istotny sposéb powiazane z
regulacja procesow morfogenezy i roznicowania ro$lin. Celem przeprowadzonych badan byta proba
lokalizacji epitopow charakteryzujacych pektyny i proteoglikany AGP — (arabinogalactan proteins) w
tkankach buraka cukrowego regenerujacych z niezaptodnionych zalazkéw w kulturach in vitro. Biorac
pod uwage dotychczasowe wyniki badan immunocytochemicznych tkanek buraka uznano za celowe
przeprowadzenie analiz zmierzajacych do okreslenia réznic w dystrybucji tych zwigzkoéw w komorkach
buraka cukrowego w zaleznosci od rodzaju tkanki oraz sktadnikéw pozywki determinujacych procesy
regeneracji w kulturach in vitro. Obecno$¢ charakterystycznych epitopow okreslano w réznicujacej si¢
tkance kalusa z widocznymi regionami merystematycznymi, jak tez w zarodkach somatycznych w
stadium torpedy, powstatych w trakcie kultury niezaptodnionych zalazkéw. Detekcje przeprowadzono
przy wykorzystaniu specyficznych przeciwcial monoklonalnych, a miejsca wystgpowania okre§lonych
antygenow oligosacharydowych uwidaczniano in situ za pomoca reakcji z przeciwciatami wtornymi
sprz¢zonymi z alkaliczng fosfataza. Wykazano, ze cztery epitopy typowe dla pektyn, reagujace z
przeciwciatami JIMS, JIM7, LMS5 i1 LM6, wystepuja powszechnie we wszystkich badanych tkankach i
typach komorek. Wsrod epitopéw charakteryzujacych proteoglikany AGP wyodrebniono takie, ktore
wystepuja w organogennym kalusie w relatywnie duzych ilosciach (LM2, JIM13 i JIM14), badz tylko
w ilosciach sladowych, albo takie, ktore w ogole nie sa obecne. W wyniku reakcji kontrolnych,
wykonanych z pominigciem etapu inkubacji z przeciwcialem pierwotnym, uzyskano skrawki
niezabarwione lub zabarwione w minimalnym stopniu, co S$wiadczy o specyficznosci
przeprowadzonych badan immunocytochemicznych.

Stowa kluczowe: biatka arabinogalaktanowe (AGP), burak cukrowy, kultury in vitro, pektyny,
proteoglikany, zalazki, zarodki somatyczne

Pectin and arabinogalactan proteins, which are components of the cell wall, are significantly
associated with the regulation processes of morphogenesis and differentiation of plants. The aim of this
study was to characterize the location of the epitopes of pectins and arabinogalactan proteins in tissues
of sugar beet (Beta vulgaris L.) regenerating from unfertilized ovules in in vitro cultures. Considering
previous results of immunocytochemical analysis of tissues of sugar beet it seemed important to
determine the differences in distribution of these compounds in the cells of sugar beet depending on the
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type of tissue and medium components that determine the regeneration of explants in in vitro cultures.
The presence of specific epitopes was determined in callus tissue with visible meristematic regions , as
well as in somatic embryos at torpedo stage, growing in the culture of unfertilized ovules. Detection
was conducted using specific monoclonal antibodies, and the location of specific oligosaccharide
antigens was visualized in sifu by reaction with secondary antibodies conjugated with alkaline
phosphatase. It has been shown that the four epitopes typical for pectin, which react with antibodies
JIMS, JIM7, LM5 and LM6 are common in all examined tissues and cell types. Among the AGP
epitopes that typify arabinogalactan proteins there were distinguished those that occur in callus in
relatively large quantities (LM2, and JIM14 JIM13), or only in trace amounts, or which in general are
not present. In the control reaction, performed without the incubation stage of the primary antibody, the
sections were obtained which showed no signs of coloration or minimally colored, which indicates
specificity of the immunocytochemistry procedures.

Key words:  sugar beet, in vitro culture, pectin, proteoglycans AGPs (arabinogalactan proteins),
seeds, somatic embryos

Wykaz skrétow

AGP — biatka arabinogalaktanowe

BAP — 6-benzyloaminopuryna, BCIP/NBT - 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan w obecnosci bigkitu
nitrotetrazolowego,

IBA — kwas indolilo-3-mastowy,

KIN — kinetyna, MS — pozywka wg Murashige i Skooga,

NAA — kwas naftylo-1-octowy,

TDZ — tidiazuron,

TIBA— kwas 2,3,5-tr6jjodobenzoesowy, 2,4-D - kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy

WSTEP

Sciana komérkowa to ztozona sie¢ zbudowana z mikrofibryli celulozowych zanurzo-
nych w matriks utworzonej przez polisacharydy, biatka i zwiazki fenolowe. Wymienione
komponenty charakteryzujg si¢ ogromnym zrdéznicowaniem struktury i przestrzennej
organizacji, w zaleznosci od gatunku i typu tkanki, a ponadto ulegaja dynamicznym
rearanzacjom w kolejnych etapach rozwoju. Skladniki $cian komorkowych podlegaja
rowniez regulacji przez czynniki srodowiskowe, takie jak temperatura, wilgotnos¢, §wiatlo,
obecno$¢ jonow itp. (Varner i Lin, 1989). Wszelkie przeksztalcenia w obrgbie $cian
komorkowych sa kontrolowane przez geny kodujace okre$lone biatka enzymatyczne, a
mnogos¢ biokatalizatorow §wiadczy o duzej aktywnosci metabolicznej tego
kompartymentu (Fry, 1995). Sciana poprzez sie¢ plazmodesméw bierze udziat w trans-
porcie substancji i komunikacji mi¢dzykomorkowej. Stanowi wazny element systemu
transdukcji sygnatow, gdyz enzymatyczna modyfikacja polisacharydow i proteoglikanéw
prowadzi do uwolnienia oligosacharydow, z ktérych wiele jest zaangazowanych w
regulacje procesow morfogenezy, jak np. pektyny, ktore stanowig 30—50% Polisacharydow
budujacych $ciany roslin dwulisciennych (Carpita i Gibeaut, 1993). Funkcja tych
zwigzkoéw w komorce jest uzalezniona od ich dlugosci, a oligogalakturonidy zawierajace
od 10 do 17 jednostek mogg pehi¢ rolg czastek sygnalnych uczestniczacych w regulacji
morfogenezy i rozwoju roslin (David i in., 1994; Liners i in., 1994; Toonen i in., 1997;
Malinowski i1 Filipecki, 2002). Badania embriogenezy algi morskiej Fucus spiralis 1
rzodkiewnika Arabidopsis thaliana wykazaly, iz informacja o kierunku rozwoju jest

158



Magdalena Tomaszewska-Sowa

uwalniana ze $ciany komorkowej i przekazywana do protoplastu wtasnie w postaci czastek
sygnalnych, ktore kontrolowa¢ moga ekspresje genow i poprzez to wpltywac na procesy
réznicowania (Berger i in., 1994; Brownlee i Berger, 1995). Funkcje pochodzacych ze
sciany komorkowej czasteczek sygnalnych zwanych oligosacharydami opisano w
organogenezie tytoniu Nicotiana tabacum (Eberhard i in., 1989), w procesach tworzenia
elementow tkanki naczyniowej cynii Zinna elegans (Roberts i in., 1997), podczas rozwoju
zarodkow somatycznych Swierka Picea abies (Egertsdotter i von Arnold, 1995) i marchwi
Daucus carota (van Hengel i in., 2001).

Kolejny z istotnych sktadnikdéw $ciany komorkowej, czyli proteoglikany AGP wyste-
puja powszechnie w $wiecie roslin, a ich obecnos$¢ stwierdzono w tkankach wszystkich
przebadanych dotad gatunkéw (Nothnagel, 1997). Bialka arabinogalaktanowe (AGP —
arabinogalactan proteins) sa grupa glikoprotein zewnatrzkomorkowych. Biatkowy rdzef
czasteczek AGP stanowi okoto 2-10% ich masy i utworzony jest gtownie z proliny,
hydroksyproliny, alaniny, glicyny, seryny i treoniny, natomiast rozbudowana czg§¢
weglowodanowa zawiera tancuchy galaktozy potaczone wigzaniami 3-1—3 i -1—6 oraz
reszty arabinozy, ramnozy, fruktozy i kwasu glukuronowego (Nothnagel, 1997). AGP
obecne s3 glownie w plazmolemie i Scianie komoérkowej, a w mniejszych ilo§ciach rowniez
w cytoplazmie i w wakuolach. Ulegaja tez aktywnej sekrecji poza komorke, stanowigc
bogaty sktadnik gum i §luzéw roslinnych. W kulturach komorek i tkanek in vitro AGP sa
akumulowane w pozywkach i pelnig wazne funkcje regulacyjne w trakcie r6znicowania.
Dlatego tez uznano za celowe przeprowadzenie badan zmierzajacych do okreslenia
obecnosci zarowno proteoglikanow AGP, jak i pektyn w tkankach buraka cukrowego
podczas réznicowania peddéw i zarodkéw somatycznych.

MATERIALY I METODY

Roslinne kultury in vitro

Rys. 1. Poczatkowe etapy kultury in vitro zalazkéw: dno kwiatowe z zalazkiem w trakcie izolacji (A),
réznicujace si¢ zalazki w plynnej kulturze (B)
Fig. 1. Initiation of the in vitro culture of ovules: a flower receptacle with isolated ovule (A),
differentiating ovules in the liquid medium (B)
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Materiat do badan stanowity niezaptodnione zalgzki buraka cukrowego (Beta vulgaris
L.), genotyp 0170 (Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego), ktore po wyizolowaniu z
pakow kwiatowych (rys. 1A) inkubowano w ptynnej pozywce MS (Murashige i Skoog
1962) zawierajacej 4,4 uM BAP, 30 g/l sacharozy, 100 mg/l inozytolu, 0,4 mg/l tiaminy,
w celu indukcji proceséw morfogenetycznych. W kolejnym etapie, po okoto 12
tygodniach, roznicujace si¢ tkanki (rys. 1B) przenoszono na pozywki regeneracyjne,
bedace modyfikacjami pozywki MS, ktore zawieraly roézne kombinacje regulatorow
wzrostu z grupy auksyn: NAA, IBA, 2,4-D i cytokinin: BAP, KIN, TDZ, oraz antyauksyne
TIBA a takze substancje zestalajace: agar lub gerlit oraz 0,09 M sacharoz¢. Kontrole
stanowila pozywka MS bez regulatorow wzrostu (tab. 1).

Tabela 1
Sklad pozywek regeneracyjnych zastosowane w doswiadczeniu
Composition of the regeneration media used in the experiment
. . Stezenie i rodzaj zastosowanych sktadnikow pozywki
Numer pozywki C trati d type of components of the medium
The number of — oneentration anc typ P - - -
medium cytokl.nl.ny auksyny sub'st?mc'_]a zestalajaca inne
cytokinins auxins solidifying substance other
1. - - 0,7% agar -
2. 4,4 uM BAP - 0,7% agar
3. 4,4 uM BAP - 0,4% agar
4. 4,4 uM BAP - 0,2% agar
5. 4,4 uM BAP - 0,4%gerlit
6. 0,44 uM BAP - 0,7% agar -
7. 2,2 uM BAP - 0,7% agar -
8. 0,44 uM BAP 0,44 uM NAA 0,7% agar -
9. 2,2 uM BAP 0,44 pM NAA 0,7% agar -
10. 4,4 uM BAP 0,44 uM NAA 0,7% agar -
11. 0,44 uM KIN 0,44 uM NAA 0,7% agar -
12. 2,2 uM KIN 0,44 pM NAA 0,7% agar -
13. 4,4 uM KIN 0,44 uM NAA 0,7% agar -
14. 0,44 uM KIN 0,44 uM 2,4-D 0,7% agar -
15. 2,2 uM KIN 0,44 pM 2,4-D 0,7% agar -
16. 4,4 uM KIN 0,44 pM 2,4-D 0,7% agar -
17. 4,4 uM BAP - 0,7% agar 1,0 uM TIBA
18. 4,4 uM BAP - 0,7% agar 2,0 uM TIBA
19. 1,0 uytM TDZ 1,0 uM IBA 0,7% agar -
20. 3,0 uM TDZ 1,0 uM IBA 0,7% agar -
21. 5,0 uM TDZ 1,0 uM IBA 0,7% agar -

Preparaty histologiczne

Tkanki rozwijajace si¢ na pozywkach regeneracyjnych pobrano i utrwalono w celu
przygotowania preparatow mikroskopowych. Proces utrwalania zachodzil w roztworze 4%
paraformaldehydu i 0,5% glutaraldehydu w 0,05 M buforze Pipes. W kolejnym etapie
tkanki odwadniano w roztworach alkoholu etylowego o wzrastajagcym stezeniu (od 30% do
100%), a nastepnie material przesycano mieszaning bezwodnego alkoholu etylowego i
ksylenu (3:1, 1:1, 1:3, 0:1) oraz paraplastu. Koncowy etap przesycania polegal na
umieszczeniu materialu w czystym paraplascie i polimeryzacji poprzez zanurzenie w
zimnej wodzie. Material roslinny zatopiony w paraplascie cigto przy pomocy mikrotomu
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Leica RM 2155 na skrawki o grubo$ci 10 um, ktére natozono na szkietka podstawowe
pokryte wodnym roztworem polilizyny. Po odparafinowaniu i wysuszeniu skrawki
poddano analizie pod katem obecnosci i lokalizacji epitopéw oligosacharydowych,

charakterystycznych dla proteoglikanow AGP 1 pektyn.
Immunocytochemiczna lokalizacja wybranych epitopéw oligosacharydowych
Antygeny lokalizowano za pomoca 10 przeciwcial monoklonalnych, rozpoznajacych

rézne domeny strukturalne (tab. 2).

Tabela 2
Przeciwciala zastosowane w celu lokalizacji poszczegoélnych epitopéw
Antibodies used to detect epitopes
Przeciwciato
pierwotne Rozpoznawany epitop Referencje
Primary Epitope References
antibodies
Przeciwciala charakterystyczne dla epitopow pektynowych
Antibodies specific to pectin epitopes
LM S Cztery reszty (1—4)-B-D-galaktozy (RG-I) Jones i in. 1997
Four (1—-4)- B-D-galactose residues (RG-I) Jones et al. 1997
LM6 Pig¢ reszt (1—5)-a-L-arabinozy (RG-I) Willats i in. 1999
Five (1—>5)- a-L-arabinose residues (RG-I) Willats et al. 1999
Nieznany, optymalne wiazanie z pektynami HGA o 31 — 40% estryfikacji,
zawierajacymi co najmniej cztery niezestryfikowane reszty GalA sasiadujace z ~ Willats i in. 2000,
TIMS resztami zestryfikowanymi. Clausen i in. 2003
Unknown, optimal binding to pectins (HGA) showing 31-40% esterification, Willats et al. 2000,
containing epitopes composed of four or more contiguous unesterified residues ~ Clausen et al. 2003
adjacent to or flanked by residues with methyl-ester groups
Nieznany, optymalne wiazanie z pektynami HGA o 15 — 80% estryfikacji, . ..
zawierajacymi zestryfikowane reszty GalA na przemian z niestryfikowanymi. Willats 1 2000,
. o . . . g Clausen i in. 2003
JIM7 Unknown, optimal binding to pectins (HGA) showing 15-80% esterification, Willats ct al. 2000
containing epitopes composed of methyl-esterified residues with adjacent or . :
- : . Clausen et al. 2003
flanking unesterified residues
Przeciwciata charakterystyczne dla epitopow AGP
Antibodies specific to pectin epitopes
LM 2 B-D-GlcpA, B-D-GlepA (1-O-Me), oraz inne nieznane Smallwood i in. 1996
B-D-GlcpA, B-D-GlepA(1-O-Me) and possibly other unknown Smallwood et al. 1996
TIM4 B-D-GlepA-(1—3)-a-D-GalpA-(1—2)-L-Rha oraz inne nieznane Yates i in. 1996
B-D-GlcpA-(153)- a-D-GalpA-(1—-2)-L-Rha and possibly others unknown Yates et al. 1996
TIMS Nieznany Pennell i in. 1991
Unknown Pennell et al. 1991
JIM13 B-D-GlcpA-(1—3)-a-D-GalpA-(1—2)-L-Rha oraz inne nieznane Yates i in. 1996
B-D-GlcpA-(1—-3)- a-D-GalpA-(1—2)-L-Rha and possibly other unknown Yates et al. 1996
JIM14 L-Ara oraz inng nieznane Knox i in. 1991
L-Ara and possibly other unknown Knox et al. 1991
1IM15 B-D-GlepA(1-O-Me), D-GIcA oraz inne nieznane Yates i in. 1996

B-D-GlcpA(1-O-Me), D-GIcA and possibly other unknown

Yates et al. 1996

Detekcje wybranych epitopdw zainicjowano poprzez blokowanie skrawkow przy pomocy
1% albuminy wolowej, 1% odtluszczonego mleka i buforu TBST. Wysuszone preparaty
inkubowano w roztworach przeciwciat pierwotnych, a nastepnie wtornych sprzezonych z
alkaliczng fosfatazg. Po wyplukaniu przeciwcial w buforze AP skrawki inkubowano z
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substratem BCIP/NBT przez 13 minut. Aktywnosci endogennej alkalicznej fosfatazy
blokowano poprzez dodanie do substratu chlorowodorku lewamizolu. Reakcje kontrolne
przeprowadzano bez udziatu przeciwcial pierwotnych. Po wysuszeniu szkielek preparaty
poddano obserwacjom w mikroskopie $wietlnym Jenalumar 2.

WYNIKI I DYSKUSJA

Obecnosc¢ epitopow charakterystycznych dla pektyn i proteoglikanow AGP badano w
roznicujacej si¢ tkance kalusa z widocznymi regionami merystematycznymi (rys. 2), jak
tez w zarodkach somatycznych w stadium torpedy (rys. 3).

y T

Rys. 2. Merystemy na powierzchni tkanki kalusowej, (100x)
Fig. 2. Meristems on the surface of callus tissue, (100x)

Rys. 3. Zarodek somatyczny w stadium torpedy (100x)
Fig. 3. Somatic embryo at torpedo stage (100x)
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Detekcje przeprowadzono na skrawkach tkanek przy wykorzystaniu specyficznych
przeciwcial monoklonalnych, a miejsca wystepowania okreslonych antygendéw oligo-
sacharydowych uwidaczniano in situ za pomocg reakcji z przeciwcialami wtoérnymi
sprzgzonymi z alkaliczng fosfatazg. Stosujac t¢ technike wykazano, Ze cztery epitopy
typowe dla pektyn, reagujace z przeciwciatami JIMS, JIM7, LM5 i LM6, wystepuja
powszechnie we wszystkich badanych tkankach i typach komoérek. Znakowanie w postaci
brunatnej barwy obserwowano zaréwno w duzych, niezréznicowanych komorkach kalusa,
w obrgbie merystemow (rys. 4A - C, 5A, 5B), jak i w tkankach zarodkow somatycznych
(rys. 7A - D). Najbardziej intensywny sygnat uzyskano dla komorek tkanki przewodzacej
(rys. 4B, 8B, 8D) (tab. 3).

Tabela 3
Ocena intensywno$ci sygnalu w analizowanych tkankach
The degree of signal intensity in the analyzed tissue
Intensywno$¢ sygnalu — Signal intensity |
Lo tkanka kalusa z widocznymi zarodki _r .
P/:zetgl;wg}aia strefami merystematycznymi | somatyczne komorki dt kanlg
ntibodies callus tissue with visible somatic przewodzace)
. the cells of vascular tissue
merystematic areas embryos
Przeciwciata charakterystyczne LM 5 + + +t
dla epitopéw pektynowych LM 6 ++ + ++
Antibodies defining pectins JIM5 ++ ++ +++
epitopes JIM7 +++ ++ ++
LM 2 ++ + ++
Przeciwciala charakterystyczne JIM4 i i
dla epitopéw AGP JIM8 ) )
Antibodies defining AGP epitopes JIM13 A M A
JIM14 + -
JIM15 - -

*Stopien intensywnosci sygnatu w skali: + staby, ++ dobry, +++ bardzo dobry, - brak sygnatu
*Signal intensity scale: +week , ++good, +++very good, - lacking

A

Rys. 4. Immunocytochemiczna detekcja epitopéw charakterystycznych dla pektyn w réznicujacym sie
kalusie zawierajacym strefy formujacych si¢ merysteméw (M) oraz elementy tkanki naczyniowej (T):
JIMS (A, B), JIM7 (C) (100x)

Fig. 4. Inmunocytochemical detection of pectin epitopes in the differentiating callus tissue containing
primordial meristems (M) and vascular tissue (T): JIMS (A, B), JIM7 (C) (100x)
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C

Rys. 5. Immunocytochemiczna detekcja epitopéw charakterystycznych dla pektyn w réznicujacym sie
kalusie zawierajacym strefy formujacych si¢ merysteméw (M): LMS (A), LM6 (B). Reakcja kontrolna
(C) (100x)

Fig. 5. Imnmunocytochemical detection of pectin epitopes in the differentiating callus tissue containing
primordial meristems (M): LMS5 (A), LM6 (B). Control reaction (C) (100x)

Wisrdd epitopéw charakteryzujacych proteoglikany AGP wyodrebniono takie, ktore
wystepuja w organogennym kalusie w relatywnie duzych ilosciach badz tylko w ilosciach
sladowych, albo takie, ktore w ogodle nie sg obecne. Do pierwszej grupy zaklasyfikowano
AGP wiazace si¢ z przeciwciatami LM2, JIM13 i JIM14 (rys. 6A - C), do kolejnych te
reagujace z JIM15, JIM4 i JIM8. W przypadku zarodkéw somatycznych analizowano
dystrybucje dwodch epitopoéw charakteryzujacych proteoglikany, tzn. LM2 i JIM13.

Rys. 6. Inmunocytochemiczna detekcja epitopéw charakterystycznych dla proteoglikanéw AGP,
rozpoznawanych przez przeciwciala LM2 (A), JIM13 (B), JIM14 (C) w réznicujacym si¢ kalusie
zawierajacym strefy formujacych si¢ merystemow (M) (100x)

Fig. 6. Inmunocytochemical detection arabinogalactan protein epitopes recognized by antibodies:
LM2 (A), JIM13 (B), JIM14 (C) in the differentiating callus tissue containing primordial meristems
(M) (100x)

Potwierdzono, ze badane domeny strukturalne sg rozpowszechnione w analizowanych
tkankach (rys. 8A—C) (tab. 3). W wyniku reakcji kontrolnych, wykonanych z pomini¢ciem
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etapu inkubacji z przeciwcialem pierwotnym, uzyskano skrawki niezabarwione lub
zabarwione tylko w minimalnym stopniu (rys. 5C), co $wiadczy o specyficznosci prze-
prowadzonych badan immunocytochemicznych. Nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy
dystrybucja pektyn i proteoglikanéw AGP w tkankach buraka cukrowego a rodzajem za-
stosowanego fitohormonu w pozywce regeneracyjnej. Stwierdzono, iz zwigzki te sa
charakterystyczne dla wielu tkanek i faz rozwojowych.

Rys. 7. Inmunodetekcja epitopéw charakterystycznych dla pektyn rozpoznawanych przez
przeciwciala: JIMS (A) i JIM7 (B) oraz LMS (C) i LM6 (D) w zarodkach somatycznych (100x)
Fig. 7. Imnmunocytochemical detection of pectin epitopes recognized by antibodies: JIMS (A) i JIM7 (B)
oraz LMS5 (C) i LM6 (D) in somatic embryos (100x)

Zastosowane w eksperymencie regulatory wzrostu i rozwoju byly stymulatorem
formowania si¢ merystemow, zawigzkoéw pedow, lisci czy tkanki kalusowej. Wyniki analiz
immunocytochemicznych przeprowadzonych na innych gatunkach ro§lin sugeruja, iz
niektore z badanych zwiazkéw moga by¢ uwazane za markery procesOw embriogenezy.
Immunodetekcja epitopow charakterystycznych dla pektyn i proteoglikanow AGP w
zarodkach somatycznych byta mozliwa tylko w przypadku regeneracji niezaptodnionych
zalazkow na pozywkach zestalonych 0,7% agarem, zawierajacych 2,2 uM BAP i 0,44 uM
NAA, 0,44 uM KIN i 0,44 uM NAA oraz 0,44 uM KIN i 0,44 uM 2,4- D. Tylko w
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obecnosci tych kombinacji fitohormonow zaobserwowano proces embriogenezy
somatycznej buraka cukrowego.

Wyniki analiz przeprowadzonych w doswiadczeniu dokumentuja, ze roéznicowanie
tkanek buraka, tzn. organogennego kalusa i zarodkéw somatycznych, zwigzane jest
z synteza i depozycja epitopow pektynowych o réoznym stopniu i wzorcu estryfikacji, jak
tez o odmiennej zawartos$ci reszt arabinozy i galaktozy. Badania immunocytochemiczne
tkanek buraka relacjonowane przez innych autorow potwierdzity obecno$¢ AGP reagu-
jacych z przeciwciatami JIMS8, JIM13 i LM2 w lisciach, protoplastach zawiesinowych,
mezofilowych i1 szparkowych, w niezréznicowanych komoérkach zawiesinowych oraz
w organach generatywnych (Butowt i in., 1999; Majewska-Sawka i Munster, 2003;
Wisniewska, 2006; Majewska-Sawka i Rodriguez-Garcia, 2006; Wisniewska i Majewska-
Sawka, 2007).

Rys. 8. Immunodetekcja epitopéw charakterystycznych dla proteoglikan6w AGP rozpoznawanych
przez przeciwciala LM2 (A, B) i JIM13 (C, D) w zarodkach somatycznych z widocznymi elementami
tkanki naczyniowej (T) (100x a, ¢ i 200x b, d)

Fig. 8. Immunocytochemical detection of arabinogalactan protein epitopes recognized by antibodies:
LM2 (A, B) i JIM13 (C, D) in somatic embryos with visible elements of vascular tissue (T) (100x a, ¢
and 200x b, d)
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Prezentowane wyniki dokumentujg, ze dwa z wymienionych epitopow, tzn. JIM13 i LM2,
sg rowniez obecne w komorkach kalusa, w merystemach, w tworzacych si¢ in vitro
organach (zawiagzkach peddw i lisci) oraz w zarodkach somatycznych. Wnioski z analiz
immunocytochemicznych przeprowadzonych na innych gatunkach roslin sugeruja, ze
niektore molekuty AGP pojawiaja si¢ w Scisle zdefiniowanych fazach rozwojowych, sa
zatem postrzegane jako ewentualne markery proces6w organogenezy i embriogenezy.
Czesto odmiennos¢ pomiedzy tkankami o wlasciwosciach embriogennych i nieembrio-
gennych mozna zdefiniowac na podstawie roznic w obecnosci lub relatywnej zawarto$ci
poszczegdlnych epitopow. Zgodnie z tym stwierdzeniem wykazano, ze czgsteczki
reagujace z JIM13 s3 intensywnie syntetyzowane i akumulowane w kulturach embrio-
gennych $wierka Picea abies (Egertsdotter i von Arnold, 1995), w zarodkach cykorii
Cichorium (Chapman i in., 2000), w specyficznych fazach rozwoju zarodkow
somatycznych i1 zygotycznych rzodkiewnika Arabidopsis (Qin i Zhao, 2006), jak tez w
zarodkach mikrosporowych rzepaku Brassica napus (Tang i in., 2006). Epitopy LM2
wydaja si¢ mie¢ zwigzek z rdznicowaniem kalusa wilczomlecza Euphorbia pulcherrima,
gdyz ich catkowita zawarto§¢ w tkankach embriogennych znacznie przewyzsza wartosci
charakteryzujagce niezroznicowane komorki kalusa (Saare-Surminski i in., 2000).
Podobnie, procesy dyferencjacji kalusa pszenicy Triticum aestivum wydaja si¢ korelowaé
ze zroznicowang ekspresja LM2 (Konieczny i in., 2007), a kalusa jodlty Abies alba z
synteza epitopow galaktozy wykrywanych przez przeciwciato Gal4 (Samaj i in., 2008).

WNIOSKI

1. Pomimo, iz najintensywniejszy sygnat uzyskano dla komorek tkanki przewodzacej,
badane epitopy typowe dla pektyn zaobserwowano we wszystkich analizowanych
tkankach 1 typach komorek, niezaleznie od stosowanej pozywki regeneracyjnej i
obecnym w niej fitohormonom.

2. Stwierdzono ponadto, iz obecno$¢ domen AGP oraz synteza i depozycja epitopow
pektynowych towarzyszy procesom rdznicowania w obrebie tkanek buraka, tzn.
organogennego kalusa i zarodkow somatycznych.

3. Tylko niektore z przeciwcial rozpoznajacych okreslone epitopy AGP mogg byc¢
uznawane za markery procesoOw morfogenetycznych bowiem obserwowane sa w
poszczegdlnych fazach rozwojowych inne natomiast obecne sg w licznych komorkach
kalusa, w merystemach, w tworzacych si¢ organach a nawet w zarodkach
somatycznych.
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