Streszczenie

Sciany komodrkowe odgrywaja kluczowg role we wiasciwosciach tkanki owocéw,
w szczegdlnosci whasciwosciach mechanicznych, ktére sg ksztattowane réwniez poprzez wzajemng
adhezje komdrek. Dotychczasowe wyniki badan wskazujg, ze wtasciwosci mechaniczne tkanki owocéw
zalezg gtdwnie od stopnia degradacji pektyn, jednak ze wzgledu na réznorodnos¢ pektyn w scianach
oraz skomplikowang budowe samych scian istnieje konieczno$¢ pogtebiania wiedzy w tym zakresie.
Analize zawartosci pektyn i innych polisacharydéw wykonuje sie standardowo metodami
biochemicznymi, ktdére nie dostarczajg informacji o ich rozlokowaniu w tkance. Dotychczas
najpopularniejszg metodg obrazowania polisacharydéw sciany komodrkowej owocédw i warzyw
(szczegdlnie  pektyn) jest  obrazowanie z  wykorzystaniem przeciwciat  (metoda
immunofluorescencyjna). Metoda ta jest jednak niezwykle czasochtonna, dos$¢ droga oraz selektywna.
Alternatywa do analiz biochemicznych oraz ich uzupetnieniem mogg by¢ metody wykorzystujgce
spektroskopie w poczerwieni oraz Ramana, ktdre mogg dostarczy¢ informacji o sktadzie jakosciowym
i ilosciowym polisacharydéw w $cianie komdrkowej. Dotychczas technika obrazowania ramanowskiego
z powodzeniem wykorzystywana byta w medycynie do badan nad rozrdznieniem tkanki nowotworowe;j
od zdrowej, do obrazowania scian komérkowych w drewnie, stosowana jest rowniez do obrazowania
zwigzkéw biologicznie czynnych, takich jak witaminy i barwniki. W opublikowanych pracach ze
wspotautorstwem autora niniejszej rozprawy wykazano, ze metoda obrazowania ramanowskiego
umozliwia réwniez uzyskanie warto$ciowych informacji o rozlokowaniu polisacharydéw w $cianie
komérkowej owocédw pomidora oraz zmian lokalizacji pektyn w scianach komérkowych jabtka. Dlatego

badania w tym zakresie powinny by¢ kontynuowane.

Gtéwnym celem badan opisanych w pracy doktorskiej byta analiza zawartosci polisacharydéw
w S$cianie komodrkowej i ich naturalnych zmian w owocu pomidora przy pomocy metod
biochemicznych, spektroskopowych oraz immunofluorescenyjnych. Wiedza ta jest niezbedna do
poznania przyczyn miekniecia owocdw oraz do dalszego rozwoju metod spektroskopowych w badaniu
tkanek roslinnych, w tym w szczegélnosci mikrospektroskopii Ramana. Jako materiat do badan
wybrano owoc pomidora jadalnego (Solanum lycopersicum), ktdry jest uznawany za owoc modelowy
w badaniach proceséw towarzyszacymi formowaniu sie i dojrzewaniu owocdéw. Gtowny cel
realizowany byt poprzez dwa cele szczegétowe: (1) opracowanie metodyki oceny zawartosci i lokalizacji
polisacharydéw w Scianach komérkowych owocéw przy pomocy obrazowania ramanowskiego; (2)
interpretacja zwigzku parametréw biochemicznych z wtasciwosciami mechanicznymi mezokarpu
owocow oraz zmian w mikrostrukturze Sciany komérkowej w czasie fizjologicznego dojrzewania
owocow. Plan badan obejmowat analizy przeprowadzone na dwdéch odmianach pomidora Czeresniowy

oraz Pink King w dwdch réznych stadiach dojrzatosci, to jest:



I.  Analize biochemiczng i fizyczng owocdéw: zawartosci skrobi oraz likopenu, aktywnosci
enzymatycznej poligalakturonazy i pektynometyloesterazy, zawartosci kwasu askorbinowego,

zwigzkow fenolowych oraz wtasciwosci mechanicznych tkanki;

Il.  Analize zawartosci polisacharydéw wyizolowanych ze Scian komérkowych, w tym zawartosci
kwasu galakturonowego we frakcjach pektyn rozpuszczalnych w wodzie, chelatorze wapnia oraz

weglanie sodu, zawartosci celulozy i hemiceluloz;

lll.  Analize widm FT-IR oraz Ramana dla frakcji pektyn oraz hemiceluloz ekstrahowanych ze scian

komérkowych z zastosowaniem metod analizy sktadowych gtéwnych (PCA);

IV.  Analize rozlokowania polisacharydéw w scianie komérkowej metodg mikroskpektroskopii

Ramana oraz immunofluorescencyjna.

W ramach niniejszej pracy zbadano, jak zmienia sie rozlokowanie polisacharydéw w czasie
dojrzewania owocu pomidora. Wyniki przeprowadzonych badan i poréwnanie réznych metod analizy
Scian komoérkowych pokazujg przydatnosé techniki obrazowania ramanowskiego w obserwancji
rozlokowania i zmian w mikrostrukturze $cian komérkowych owocu pomidora zachodzacych w czasie
jego fizjologicznego dojrzewania. Wykazano, ze w $cianie komdrkowej owocéw pochodzacych z
pierwszego stadium dojrzatosci istniaty regiony z wysokg zawartoscig pektyn w obrebie blaszki
srodkowej, na styku sgsiadujgcych komodrek. Natomiast w $cianie komdrkowej z owocu w petni
dojrzatego pektyny byly jednorodnie rozlokowane w S$cianie komodrkowej, ponadto tkanke
charakteryzowat pewien stopien degradacji wynikajacy prawdopodobnie ze zmniejszajacej sie ilos¢
pektyn, co prawdopodobnie powoduje zmniejszenie adhezji miedzykomérkowej. Wyniki zwigzane z
badaniem mikrostruktury poparte zostaty wynikami analiz chemicznych, ktére wskazujg na podobne
zmiany biochemiczne zachodzgce w Scianie komodrkowej, tak jak to pokazata metoda
mikrospektroskopii Ramana. Wysoki poziom enzymdw pektynolitycznych i zwiekszajaca sie zawartosé
kwasu askorbinowego, a co za tym idzie zmniejszajgca sie zawarto$¢ pektyn w Scianie komdrkowej,
moze mie¢ znaczacy wplyw zaréwno na strukture tkanki poprzez powstanie przestwordw

miedzykomdrkowych, jak i na przestrzenne rozlokowanie biopolimerdow w scianie komadrkowej.
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