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Immunocytochemiczna lokalizacja epitopów 
pektyn i proteoglikanów AGP w regenerujących 
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 ściany komórkowej są w istotny sposób powiązane z 
regulacją procesów morfogenezy i różnicowania roślin. Celem przeprowadzonych badań była próba 
lokalizacji epitopów charakteryzujących pektyny i proteoglikany AGP — (arabinogalactan proteins) w 
tkankach buraka cukrowego regenerujących z niezapłodnionych zalążków w kulturach in vitro. Biorąc 
pod uwagę dotychczasowe wyniki badań immunocytochemicznych tkanek buraka uznano za celowe 
przeprowadzenie analiz zmierzających do określenia różnic w dystrybucji tych związków w komórkach 
buraka cukrowego w zależności od rodzaju tkanki oraz składników pożywki determinujących procesy 
regeneracji w kulturach in vitro. Obecność charakterystycznych epitopów określano w różnicującej się 
tkance kalusa z widocznymi regionami merystematycznymi, jak też w zarodkach somatycznych w 
stadium torpedy, powstałych w trakcie kultury niezapłodnionych zalążków. Detekcję przeprowadzono 
przy wykorzystaniu specyficznych przeciwciał monoklonalnych, a miejsca występowania określonych 
antygenów oligosacharydowych uwidaczniano in situ za pomocą reakcji z przeciwciałami wtórnymi 
sprzężonymi z alkaliczną fosfatazą. Wykazano, że cztery epitopy typowe dla pektyn, reagujące z 
przeciwciałami JIM5, JIM7, LM5 i LM6, występują powszechnie we wszystkich badanych tkankach i 
typach komórek. Wśród epitopów charakteryzujących proteoglikany AGP wyodrębniono takie, które 
występują w organogennym kalusie w relatywnie dużych ilościach (LM2, JIM13 i JIM14), bądź tylko 
w ilościach śladowych, albo takie, które w ogóle nie są obecne. W wyniku reakcji kontrolnych, 
wykonanych z pominięciem etapu inkubacji z przeciwciałem pierwotnym, uzyskano skrawki 
niezabarwione lub zabarwione w minimalnym stopniu, co świadczy o specyficzności 
przeprowadzonych badań immunocytochemicznych.  

Słowa kluczowe: białka arabinogalaktanowe (AGP), burak cukrowy, kultury in vitro, pektyny, 
proteoglikany, zalążki, 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 situ by reaction with secondary antibodies conjugated with alkaline 
phosphatase. It has been shown that the four epitopes typical for pectin, which react with antibodies 
JIM5, 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 skrótów  
AGP — białka arabinogalaktanowe 
BAP — 6-benzyloaminopuryna, BCIP/NBT - 5-bromo-4-chloro-3-indolilofosforan w obecności błękitu 
nitrotetrazolowego,  
IBA — kwas indolilo-3-masłowy,  
KIN — kinetyna, MS — pożywka wg Murashige i Skooga,  
NAA — kwas naftylo-1-octowy,  
TDZ — tidiazuron,  
TIBA— kwas 2,3,5-trójjodobenzoesowy, 2,4-D - kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy 

WSTĘP 

Ściana komórkowa to złożona sieć zbudowana z mikrofibryli celulozowych zanurzo-
nych w matriks utworzonej przez polisacharydy, białka i związki fenolowe. Wymienione 
komponenty charakteryzują się ogromnym zróżnicowaniem struktury i przestrzennej 
organizacji, w zależności od gatunku i typu tkanki, a ponadto ulegają dynamicznym 
rearanżacjom w kolejnych etapach rozwoju. Składniki ścian komórkowych podlegają 
również regulacji przez czynniki środowiskowe, takie jak temperatura, wilgotność, światło, 
obecność jonów itp. (Varner i Lin, 1989). Wszelkie przekształcenia w obrębie ścian 
komórkowych są kontrolowane przez geny kodujące określone białka enzymatyczne, a 
mnogość biokatalizatorów świadczy o dużej aktywności metabolicznej tego 
kompartymentu (Fry, 1995). Ściana poprzez sieć plazmodesmów bierze udział w trans-
porcie substancji i komunikacji międzykomórkowej. Stanowi ważny element systemu 
transdukcji sygnałów, gdyż enzymatyczna modyfikacja polisacharydów i proteoglikanów 
prowadzi do uwolnienia oligosacharydów, z których wiele jest zaangażowanych w 
regulacje procesów morfogenezy, jak np. pektyny, które stanowią 30–50% Polisacharydów 
budujących ściany roślin dwuliściennych (Carpita i Gibeaut, 1993). Funkcja tych 
związków w komórce jest uzależniona od ich długości, a oligogalakturonidy zawierające 
od 10 do 17 jednostek mogą pełnić rolę cząstek sygnalnych uczestniczących w regulacji 
morfogenezy i rozwoju roślin (David i in., 1994; Liners i in., 1994; Toonen i in., 1997; 
Malinowski i Filipecki, 2002). Badania embriogenezy algi morskiej Fucus spiralis i 
rzodkiewnika Arabidopsis thaliana wykazały, iż informacja o kierunku rozwoju jest 
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uwalniana ze ściany komórkowej i przekazywana do protoplastu właśnie w postaci cząstek 
sygnalnych, które kontrolować mogą ekspresję genów i poprzez to wpływać na procesy 
różnicowania (Berger i in., 1994; Brownlee i Berger, 1995). Funkcję pochodzących ze 
ściany komórkowej cząsteczek sygnalnych zwanych oligosacharydami opisano w 
organogenezie tytoniu Nicotiana tabacum (Eberhard i in., 1989), w procesach tworzenia 
elementów tkanki naczyniowej cynii Zinna elegans (Roberts i in., 1997), podczas rozwoju 
zarodków somatycznych świerka Picea abies (Egertsdotter i von Arnold, 1995) i marchwi 
Daucus carota (van Hengel i in., 2001). 

Kolejny z istotnych składników ściany komórkowej, czyli proteoglikany AGP wystę-
pują powszechnie w świecie roślin, a ich obecność stwierdzono w tkankach wszystkich 
przebadanych dotąd gatunków (Nothnagel, 1997). Białka arabinogalaktanowe (AGP — 
arabinogalactan proteins) są grupą glikoprotein zewnątrzkomórkowych. Białkowy rdzeń 
cząsteczek AGP stanowi około 2–10% ich masy i utworzony jest głównie z proliny, 
hydroksyproliny, alaniny, glicyny, seryny i treoniny, natomiast rozbudowana część 
węglowodanowa zawiera łańcuchy galaktozy połączone wiązaniami β-1→3 i β-1→6 oraz 
reszty arabinozy, ramnozy, fruktozy i kwasu glukuronowego (Nothnagel, 1997). AGP 
obecne są głównie w plazmolemie i ścianie komórkowej, a w mniejszych ilościach również 
w cytoplazmie i w wakuolach. Ulegają też aktywnej sekrecji poza komórkę, stanowiąc 
bogaty składnik gum i śluzów roślinnych. W kulturach komórek i tkanek in vitro AGP są 
akumulowane w pożywkach i pełnią ważne funkcje regulacyjne w trakcie różnicowania. 
Dlatego też uznano za celowe przeprowadzenie badań zmierzających do określenia 
obecności zarówno proteoglikanów AGP, jak i pektyn w tkankach buraka cukrowego 
podczas różnicowania pędów i zarodków somatycznych.  

MATERIAŁY I METODY 

Roślinne kultury in vitro 

 
A     B 

Rys. 1. Początkowe etapy kultury in vitro zalążków: dno kwiatowe z zalążkiem w trakcie izolacji (A), 
różnicujące się zalążki w płynnej 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) 



Magdalena Tomaszewska-Sowa 

160 

Materiał do badań stanowiły niezapłodnione zalążki buraka cukrowego (Beta vulgaris 
L.), genotyp 0170 (Kutnowska Hodowla Buraka Cukrowego), które po wyizolowaniu z 
pąków kwiatowych (rys. 1A) inkubowano w płynnej pożywce MS (Murashige i Skoog 
1962) zawierającej 4,4 µM BAP, 30 g/l sacharozy, 100 mg/l inozytolu, 0,4 mg/l tiaminy, 
w celu indukcji procesów morfogenetycznych. W kolejnym etapie, po około 12 
tygodniach, różnicujące się tkanki (rys. 1B) przenoszono na pożywki regeneracyjne, 
będące modyfikacjami pożywki MS, które zawierały różne kombinacje regulatorów 
wzrostu z grupy auksyn: NAA, IBA, 2,4-D i cytokinin: BAP, KIN, TDZ, oraz antyauksynę 
TIBA a także substancje zestalające: agar lub gerlit oraz 0,09 M sacharozę. Kontrolę 
stanowiła pożywka MS bez regulatorów wzrostu (tab. 1). 

Tabela 1 
Skład pożywek regeneracyjnych zastosowane w doświadczeniu 
Composition of the regeneration media used in the experiment 

Numer pożywki 
The number of 

medium 

Stężenie i rodzaj zastosowanych składników pożywki 
Concentration and type of components of the medium 

cytokininy 
cytokinins 

auksyny 
auxins 

substancja zestalająca 
solidifying substance 

inne 
other 

1.  - - 0,7% agar - 
2.  4,4 µM BAP - 0,7% agar  
3.  4,4 µM BAP - 0,4% agar  
4.  4,4 µM BAP - 0,2% agar  
5.  4,4 µM BAP - 0,4%gerlit  
6.  0,44 µM BAP - 0,7% agar - 
7.  2,2 µM BAP - 0,7% agar - 
8.  0,44 µM BAP 0,44 µM NAA 0,7% agar - 
9.  2,2 µM BAP 0,44 µM NAA 0,7% agar - 
10.  4,4 µM BAP 0,44 µM NAA 0,7% agar - 
11.  0,44 µM KIN 0,44 µM NAA 0,7% agar - 
12.  2,2 µM KIN 0,44 µM NAA 0,7% agar - 
13.  4,4 µM KIN 0,44 µM NAA 0,7% agar - 
14.  0,44 µM KIN 0,44 µM 2,4-D 0,7% agar - 
15.  2,2 µM KIN 0,44 µM 2,4-D 0,7% agar - 
16.  4,4 µM KIN 0,44 µM 2,4-D 0,7% agar - 
17.  4,4 µM BAP - 0,7% agar 1,0 µM TIBA 
18.  4,4 µM BAP - 0,7% agar 2,0 µM TIBA 
19.  1,0 µM TDZ 1,0 µM IBA 0,7% agar - 
20.  3,0 µM TDZ 1,0 µM IBA 0,7% agar - 
21.  5,0 µM TDZ 1,0 µM IBA 0,7% agar - 

 
Preparaty histologiczne 
Tkanki rozwijające się na pożywkach regeneracyjnych pobrano i utrwalono w celu 

przygotowania preparatów mikroskopowych. Proces utrwalania zachodził w roztworze 4% 
paraformaldehydu i 0,5% glutaraldehydu w 0,05 M buforze Pipes. W kolejnym etapie 
tkanki odwadniano w roztworach alkoholu etylowego o wzrastającym stężeniu (od 30% do 
100%), a następnie materiał przesycano mieszaniną bezwodnego alkoholu etylowego i 
ksylenu (3:1, 1:1, 1:3, 0:1) oraz paraplastu. Końcowy etap przesycania polegał na 
umieszczeniu materiału w czystym paraplaście i polimeryzacji poprzez zanurzenie w 
zimnej wodzie. Materiał roślinny zatopiony w paraplaście cięto przy pomocy mikrotomu 
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Leica RM 2155 na skrawki o grubości 10 µm, które nałożono na szkiełka podstawowe 
pokryte wodnym roztworem polilizyny. Po odparafinowaniu i wysuszeniu skrawki 
poddano analizie pod kątem obecności i lokalizacji epitopów oligosacharydowych, 
charakterystycznych dla proteoglikanów AGP i pektyn. 

Immunocytochemiczna lokalizacja wybranych epitopów oligosacharydowych 
Antygeny lokalizowano za pomocą 10 przeciwciał monoklonalnych, rozpoznających 

różne domeny strukturalne (tab. 2).  

Tabela 2 
Przeciwciała zastosowane w celu lokalizacji poszczególnych epitopów 

Antibodies used to detect epitopes 
Przeciwciało 

pierwotne 
Primary 

antibodies 

Rozpoznawany epitop 
Epitope 

Referencje 
References 

Przeciwciała charakterystyczne dla epitopów pektynowych 
Antibodies specific to pectin epitopes 

LM 5 Cztery reszty (1→4)-β-D-galaktozy (RG-I) 
Four (1→4)- β-D-galactose residues (RG-I) 

Jones i in. 1997 
Jones et al. 1997 

LM 6 Pięć reszt (1→5)-α-L-arabinozy (RG-I) 
Five (1→5)- α-L-arabinose residues (RG-I) 

Willats i in. 1999 
Willats et al. 1999 

JIM5 

Nieznany, optymalne wiązanie z pektynami HGA o 31 – 40% estryfikacji, 
zawierającymi co najmniej cztery niezestryfikowane reszty GalA sąsiadujące z 
resztami zestryfikowanymi. 
Unknown, optimal binding to pectins (HGA) showing 31–40% esterification, 
containing epitopes composed of four or more contiguous unesterified residues 
adjacent to or flanked by residues with methyl-ester groups 

Willats i in. 2000, 
Clausen i in. 2003 
Willats et al. 2000, 
Clausen et al. 2003 

JIM7 

Nieznany, optymalne wiązanie z pektynami HGA o 15 – 80% estryfikacji, 
zawierającymi zestryfikowane reszty GalA na przemian z niestryfikowanymi. 
Unknown, optimal binding to pectins (HGA) showing 15–80% esterification, 
containing epitopes composed of methyl-esterified residues with adjacent or 
flanking unesterified residues 

Willats i in. 2000, 
Clausen i in. 2003 
Willats et al. 2000, 
Clausen et al. 2003 

Przeciwciała charakterystyczne dla epitopów AGP 
Antibodies specific to pectin epitopes 

LM 2 ß-D-GlcpA, ß-D-GlcpA (1-O-Me), oraz inne nieznane 
β-D-GlcpA, β-D-GlcpA(1-O-Me) and possibly other unknown 

Smallwood i in. 1996 
Smallwood et al. 1996 

JIM4 β-D-GlcpA-(1→3)-α-D-GalpA-(1→2)-L-Rha oraz inne nieznane 
β-D-GlcpA-(1→3)- α-D-GalpA-(1→2)-L-Rha and possibly others unknown 

Yates i in. 1996 
Yates et al. 1996 

JIM8 Nieznany 
Unknown 

Pennell i in. 1991 
Pennell et al. 1991 

JIM13 β-D-GlcpA-(1→3)-α-D-GalpA-(1→2)-L-Rha oraz inne nieznane 
β-D-GlcpA-(1→3)- α-D-GalpA-(1→2)-L-Rha and possibly other unknown 

Yates i in. 1996 
Yates et al. 1996 

JIM14 L-Ara oraz inne nieznane 
L-Ara and possibly other unknown 

Knox i in. 1991 
Knox et al. 1991 

JIM15 β-D-GlcpA(1-O-Me), D-GlcA oraz inne nieznane 
β-D-GlcpA(1-O-Me), D-GlcA and possibly other unknown 

Yates i in. 1996 
Yates et al. 1996 

 
Detekcję wybranych epitopów zainicjowano poprzez blokowanie skrawków przy pomocy 
1% albuminy wołowej, 1% odtłuszczonego mleka i buforu TBST. Wysuszone preparaty 
inkubowano w roztworach przeciwciał pierwotnych, a następnie wtórnych sprzężonych z 
alkaliczną fosfatazą. Po wypłukaniu przeciwciał w buforze AP skrawki inkubowano z 
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substratem BCIP/NBT przez 13 minut. Aktywności endogennej alkalicznej fosfatazy 
blokowano poprzez dodanie do substratu chlorowodorku lewamizolu. Reakcje kontrolne 
przeprowadzano bez udziału przeciwciał pierwotnych. Po wysuszeniu szkiełek preparaty 
poddano obserwacjom w mikroskopie świetlnym Jenalumar 2. 

WYNIKI I DYSKUSJA 

Obecność epitopów charakterystycznych dla pektyn i proteoglikanów AGP badano w 
różnicującej się tkance kalusa z widocznymi regionami merystematycznymi (rys. 2), jak 
też w zarodkach somatycznych w stadium torpedy (rys. 3).  

 
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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Detekcję przeprowadzono na skrawkach tkanek przy wykorzystaniu specyficznych 
przeciwciał monoklonalnych, a miejsca występowania określonych antygenów oligo-
sacharydowych uwidaczniano in situ za pomocą reakcji z przeciwciałami wtórnymi 
sprzężonymi z alkaliczną fosfatazą. Stosując tę technikę wykazano, że cztery epitopy 
typowe dla pektyn, reagujące z przeciwciałami JIM5, JIM7, LM5 i LM6, występują 
powszechnie we wszystkich badanych tkankach i typach komórek. Znakowanie w postaci 
brunatnej barwy obserwowano zarówno w dużych, niezróżnicowanych komórkach kalusa, 
w obrębie merystemów (rys. 4A - C, 5A, 5B), jak i w tkankach zarodków somatycznych 
(rys. 7A - D). Najbardziej intensywny sygnał uzyskano dla komórek tkanki przewodzącej 
(rys. 4B, 8B, 8D) (tab. 3). 

Tabela 3 
Ocena intensywności sygnału w analizowanych tkankach 

The degree of signal intensity in the analyzed tissue 

Przeciwciała 
Antibodies 

Intensywność sygnału — Signal intensity  
tkanka kalusa z widocznymi 
strefami merystematycznymi 

callus tissue with visible 
merystematic areas 

zarodki 
somatyczne 

somatic 
embryos 

komórki tkanki 
przewodzącej  

the cells of vascular tissue 

Przeciwciała charakterystyczne 
dla epitopów pektynowych  
Antibodies defining pectins 
epitopes 

LM 5 + + +++ 
LM 6 ++ + ++ 
JIM5 ++ ++ +++ 
JIM7 +++ ++ ++ 

Przeciwciała charakterystyczne 
dla epitopów AGP 
Antibodies defining AGP epitopes 

LM 2 ++ + ++ 
JIM4 -  - 
JIM8 -  - 
JIM13 ++ + ++ 
JIM14 +  - 
JIM15 -  - 

∗Stopień intensywności sygnału w skali: + słaby, ++ dobry, +++ bardzo dobry, - brak sygnału 
 ∗Signal intensity scale: +week , ++good, +++very good, - lacking 

 

 
Rys. 4. Immunocytochemiczna detekcja epitopów charakterystycznych dla pektyn w różnicującym się 
kalusie zawierającym strefy formujących się merystemów (M) oraz elementy tkanki naczyniowej (T): 

JIM5 (A, B), JIM7 (C) (100x) 
Fig. 4. Immunocytochemical detection of pectin epitopes in the differentiating callus tissue containing 

primordial meristems (M) and vascular tissue (T): JIM5 (A, B), JIM7 (C) (100x) 
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Rys. 5. Immunocytochemiczna detekcja epitopów charakterystycznych dla pektyn w różnicującym się 
kalusie zawierającym strefy formujących się merystemów (M): LM5 (A), LM6 (B). Reakcja kontrolna 

(C) (100x) 
Fig. 5. Immunocytochemical detection of pectin epitopes in the differentiating callus tissue containing 

primordial meristems (M): LM5 (A), LM6 (B). Control reaction (C) (100x) 
 
Wśród epitopów charakteryzujących proteoglikany AGP wyodrębniono takie, które 

występują w organogennym kalusie w relatywnie dużych ilościach bądź tylko w ilościach 
śladowych, albo takie, które w ogóle nie są obecne. Do pierwszej grupy zaklasyfikowano 
AGP wiążące się z przeciwciałami LM2, JIM13 i JIM14 (rys. 6A - C), do kolejnych te 
reagujące z JIM15, JIM4 i JIM8. W przypadku zarodków somatycznych analizowano 
dystrybucję dwóch epitopów charakteryzujących proteoglikany, tzn. LM2 i JIM13.  

 

 
Rys. 6. Immunocytochemiczna detekcja epitopów charakterystycznych dla proteoglikanów AGP, 
rozpoznawanych przez przeciwciała LM2 (A), JIM13 (B), JIM14 (C) w różnicującym się kalusie 

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

(M) (100x) 
 
Potwierdzono, że badane domeny strukturalne są rozpowszechnione w analizowanych 

tkankach (rys. 8A–C) (tab. 3). W wyniku reakcji kontrolnych, wykonanych z pominięciem 
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etapu inkubacji z przeciwciałem pierwotnym, uzyskano skrawki niezabarwione lub 
zabarwione tylko w minimalnym stopniu (rys. 5C), co świadczy o specyficzności prze-
prowadzonych badań immunocytochemicznych. Nie stwierdzono zależności pomiędzy 
dystrybucją pektyn i proteoglikanów AGP w tkankach buraka cukrowego a rodzajem za-
stosowanego fitohormonu w pożywce regeneracyjnej. Stwierdzono, iż związki te są 
charakterystyczne dla wielu tkanek i faz rozwojowych.  

 
Rys. 7. Immunodetekcja epitopów charakterystycznych dla pektyn rozpoznawanych przez 

przeciwciała: JIM5 (A) i JIM7 (B) oraz LM5 (C) i LM6 (D) w zarodkach somatycznych (100x) 
Fig. 7. Immunocytochemical detection of pectin epitopes recognized by antibodies: JIM5 (A) i JIM7 (B) 

oraz LM5 (C) i LM6 (D) in somatic embryos (100x) 
 
Zastosowane w eksperymencie regulatory wzrostu i rozwoju były stymulatorem 

formowania się merystemów, zawiązków pędów, liści czy tkanki kalusowej. Wyniki analiz 
immunocytochemicznych przeprowadzonych na innych gatunkach roślin sugerują, iż 
niektóre z badanych związków mogą być uważane za markery procesów embriogenezy. 
Immunodetekcja epitopów charakterystycznych dla pektyn i proteoglikanów AGP w 
zarodkach somatycznych była możliwa tylko w przypadku regeneracji niezapłodnionych 
zalążków na pożywkach zestalonych 0,7% agarem, zawierających 2,2 µM BAP i 0,44 µM 
NAA, 0,44 µM KIN i 0,44 µM NAA oraz 0,44 µM KIN i 0,44 µM 2,4- D. Tylko w 
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obecności tych kombinacji fitohormonów zaobserwowano proces embriogenezy 
somatycznej buraka cukrowego.  

Wyniki analiz przeprowadzonych w doświadczeniu dokumentują, że różnicowanie 
tkanek buraka, tzn. organogennego kalusa i zarodków somatycznych, związane jest 
z syntezą i depozycją epitopów pektynowych o różnym stopniu i wzorcu estryfikacji, jak 
też o odmiennej zawartości reszt arabinozy i galaktozy. Badania immunocytochemiczne 
tkanek buraka relacjonowane przez innych autorów potwierdziły obecność AGP reagu-
jących z przeciwciałami JIM8, JIM13 i LM2 w liściach, protoplastach zawiesinowych, 
mezofilowych i szparkowych, w niezróżnicowanych komórkach zawiesinowych oraz 
w organach generatywnych (Butowt i in., 1999; Majewska-Sawka i Munster, 2003; 
Wiśniewska, 2006; Majewska-Sawka i Rodriguez-Garcia, 2006; Wiśniewska i Majewska-
Sawka, 2007).  

 
Rys. 8. Immunodetekcja epitopów charakterystycznych dla proteoglikanów AGP rozpoznawanych 

przez przeciwciała LM2 (A, B) i JIM13 (C, D) w zarodkach somatycznych z widocznymi elementami 
tkanki naczyniowej (T) (100x a, c 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, c 

and 200x b, d) 
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Prezentowane wyniki dokumentują, że dwa z wymienionych epitopów, tzn. JIM13 i LM2, 
są również obecne w komórkach kalusa, w merystemach, w tworzących się in vitro 
organach (zawiązkach pędów i liści) oraz w zarodkach somatycznych. Wnioski z analiz 
immunocytochemicznych przeprowadzonych na innych gatunkach roślin sugerują, że 
niektóre molekuły AGP pojawiają się w ściśle zdefiniowanych fazach rozwojowych, są 
zatem postrzegane jako ewentualne markery procesów organogenezy i embriogenezy. 
Często odmienność pomiędzy tkankami o właściwościach embriogennych i nieembrio-
gennych można zdefiniować na podstawie różnic w obecności lub relatywnej zawartości 
poszczególnych epitopów. Zgodnie z tym stwierdzeniem wykazano, że cząsteczki 
reagujące z JIM13 są intensywnie syntetyzowane i akumulowane w kulturach embrio-
gennych świerka Picea abies (Egertsdotter i von Arnold, 1995), w zarodkach cykorii 
Cichorium (Chapman i in., 2000), w specyficznych fazach rozwoju zarodków 
somatycznych i zygotycznych rzodkiewnika Arabidopsis (Qin i Zhao, 2006), jak też w 
zarodkach mikrosporowych rzepaku Brassica napus (Tang i in., 2006). Epitopy LM2 
wydają się mieć związek z różnicowaniem kalusa wilczomlecza Euphorbia pulcherrima, 
gdyż ich całkowita zawartość w tkankach embriogennych znacznie przewyższa wartości 
charakteryzujące niezróżnicowane komórki kalusa (Saare-Surminski i in., 2000). 
Podobnie, procesy dyferencjacji kalusa pszenicy Triticum aestivum wydają się korelować 
ze zróżnicowaną ekspresją LM2 (Konieczny i in., 2007), a kalusa jodły Abies alba z 
syntezą epitopów galaktozy wykrywanych przez przeciwciało Gal4 (Samaj i in., 2008).  

WNIOSKI 

1. Pomimo, iż najintensywniejszy sygnał uzyskano dla komórek tkanki przewodzącej, 
badane epitopy typowe dla pektyn zaobserwowano we wszystkich analizowanych 
tkankach i typach komórek, niezależnie od stosowanej pożywki regeneracyjnej i 
obecnym w niej fitohormonom.  

2. Stwierdzono ponadto, iż obecność domen AGP oraz synteza i depozycja epitopów 
pektynowych towarzyszy procesom różnicowania w obrębie tkanek buraka, tzn. 
organogennego kalusa i zarodków somatycznych.  

3. Tylko niektóre z przeciwciał rozpoznających określone epitopy AGP mogą być 
uznawane za markery procesów morfogenetycznych bowiem obserwowane są w 
poszczególnych fazach rozwojowych inne natomiast obecne są w licznych komórkach 
kalusa, w merystemach, w tworzących się organach a nawet w zarodkach 
somatycznych. 
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