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Streszczenie 

Ściana komórkowa jest zewnętrzną warstwą komórki roślinnej, a jej struktura oraz 

wiązania pomiędzy poszczególnymi składnikami są kluczowe dla funkcjonowania całego 

organizmu. Ważnymi składnikami odpowiedzialnymi za współtworzenie amorficznej 

macierzy zewnątrzkomórkowej są białka arabinogalaktanowe (AGP). AGP są 

proteoglikanami, należącymi do rodziny glikoprotein bogatych w hydroksyprolinę. 

Zbudowane są z domeny białkowej połączonej z łańcuchami węglowodanowymi. 

Zaburzenia podczas poszczególnych etapów biosyntezy AGP są krytyczne dla ich budowy 

i rozmieszczenia w komórce, co z kolei może oddziaływać na ich funkcjonalność podczas 

zachodzących procesów fizjologicznych, w tym w procesie dojrzewania owoców. 

W związku z tym, w niniejszej rozprawie doktorskiej sformułowano hipotezę, 

zgodnie, z którą proces dojrzewania owoców pomidora jest ściśle skorelowany 

ze zmianami dystrybucji i cechami molekularnymi AGP. Powyższa hipoteza została 

zweryfikowana w ramach badań in situ i ex situ, które polegały na analizie zmian 

w strukturze, zawartości i lokalizacji AGP w trakcie procesu dojrzewania owoców pomidora 

(Solanum lycopersicum L.) roślin „dzikiego typu” oraz linii ze zmodyfikowaną ekspresją 

genu SlP4H3. Głównym celem niniejszej rozprawy doktorskiej było zbadanie roli AGP 

w formowaniu struktury ściany komórkowej, ze szczególnym uwzględnieniem 

czasowo-przestrzennej dystrybucji pozostałych jej składników w trakcie procesu 

dojrzewania owoców. 

Rozprawa doktorska obejmuje trzy zasadnicze etapy badawcze. Pierwszy etap badań 

umożliwił wyodrębnienie AGP jako potencjalnych markerów procesu dojrzewania. 

Zaobserwowano stopniowe zmniejszenie zawartości AGP w miarę postępu dojrzewania 

owoców. W początkowych stadiach procesu dominowały frakcje AGP o masie molekularnej 

60-120 kDa. Podczas gdy w fazach kończących proces odnotowano dominację frakcji 

o masie molekularnej 20-25 kDa. Ponadto, w finalnych stadiach procesu zaobserwowano 

obecność AGP o masie molekularnej 30 kDa, które uznano za marker zakończenia procesu 

dojrzewania. Badania mikroskopowe tkanki owoców potwierdziły występowanie zmian 

ilościowych, jak i czasowo-przestrzennych modyfikacji specyficznych epitopów AGP 

w miarę postępującego procesu dojrzewania. W owocach we wstępnych stadiach procesu, 

epitopy AGP, rozpoznawane przez przeciwciała JIM13 i LM2, zlokalizowano w przestrzeni 
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pomiędzy ścianą a błoną komórkową. W miarę postępu dojrzewania zaobserwowano 

zaburzenie charakterystycznego wzorca dystrybucji AGP. 

Kolejny etap badań umożliwił określenie zmian w zawartości oraz lokalizacji 

epitopów AGP w owocach linii transgenicznych, w których zmodyfikowano ekspresję genu 

SlP4H3. Przeprowadzone badania ujawniły zależności pomiędzy zmianami ekspresji genu 

SlP4H3 a ilością AGP w owocach. Stwierdzono brak charakterystycznej frakcji AGP – 

markerów zakończenia procesu dojrzewania, a rozkład mas molekularnych analizowanych 

epitopów AGP był odmienny niż w owocach „dzikiego typu”. Zaobserwowano 

występowanie nieprawidłowości anatomicznych i morfologicznych w owocach linii 

transgenicznych. Epitopy AGP w owocach znajdowały się głównie w zdegradowanych 

kompartymentach ściany komórkowej, w cytoplazmie.  

Ostatni etap badań umożliwił określenie bezpośredniego wpływu zmian w strukturze 

AGP oraz ich lokalizacji na montaż ściany komórkowej. Ilość i czasowo-przestrzenna 

dystrybucja ekstensyn, ksylanu, ramnogalakturonanu typu I, nisko i wysoko 

estryfikowanego homogalakturonanu uległy modyfikacji. Dodatkowo, w owocach linii 

transgenicznych, aberracje w organizacji ściany komórkowej spowodowały zmiany 

w tkance owoców, które uwidoczniono na poziomie tkankowym, komórkowym oraz 

subkomórkowym. 

Podsumowując, zaburzenia struktury, zawartości i czasowo-przestrzennej dystrybucji 

AGP stanowią czynnik zakłócający prawidłowy przebieg procesu dojrzewania owoców. 

W związku z powyższym, wyniki uzyskane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej 

potwierdzają hipotezę, że AGP mają kluczowe znaczenie dla procesu dojrzewania 

owoców. 

 

Słowa kluczowe: białka arabinogalaktanowe, ściana komórkowa, proces dojrzewania, 

owoce pomidora  
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Abstract 

The cell wall is the outer layer of a plant cell, and its structure and the bonds between 

components are crucial to the function of the whole organism. Arabinogalactan proteins 

(AGPs) are important components responsible for co-forming the amorphous extracellular 

matrix. AGPs are glycoproteins belonging to the hydroxyproline-rich glycoprotein family. 

They consist of a protein domain linked to sugar chains. Disruption of the various stages 

of AGP biosynthesis is critical to their structure and distribution in cells, which can affect 

their functional properties during the occurring physiological processes, including fruit 

ripening. 

Accordingly, this thesis proposes the hypothesis that tomato fruit ripening is closely 

correlated with changes in the distribution and molecular characteristics of AGPs. 

The above hypothesis was verified through in situ and ex situ studies, which investigated 

changes in the structure, content, and localisation of AGPs during the ripening of tomato 

(Solanum lycopersicum L.) fruit from wild-type plants and lines with modified expression 

of the SlP4H3 gene. The main objective was to study the role of AGP in the formation 

of the cell wall structure, with a particular focus on the spatio-temporal distribution 

of its other components during the fruit ripening process. 

The thesis consists of three main research phases. The first phase of the study enabled 

the identification of AGPs as potential markers indicating the progression of the ripening 

process. A gradual decrease in AGP content was observed as the fruit ripened. In the early 

stages of the process, AGP fractions with a molecular weight of 60-120 kDa dominated, 

while in the later stages, fractions with a molecular weight of 20-25 kDa became more 

dominant. In addition, bands indicating the presence of AGP with a molecular weight 

of 30 kDa were observed in the final stages of the process, which can be considered 

as a marker for the finalisation of the ripening process. Microscopic analysis of fruit tissues 

confirmed the presence of quantitative changes as well as spatio-temporal modifications 

of specific AGP epitopes as the ripening process progressed. In fruit at the beginning 

of ripening, AGP epitopes recognised by JIM13 and LM2 antibodies were mainly localised 

in the space between the cell wall and the plasma membrane. As ripening progressed, 

a disruption of the characteristic AGP distribution pattern was observed. 

The next stage of the study allowed the determination of changes in the content and 

localisation of AGP in the fruit of transgenic lines in which the expression of the SlP4H3 



8 
 

gene had been modified. The study demonstrated correlations between changes in SlP4H3 

gene expression and AGP content in fruit during the ripening process. The characteristic 

AGP fraction, which marks the finalisation of the ripening, was absent, and the layout 

of molecular masses of the AGP epitopes analysed differed from that observed in wild-type 

fruit. Anatomical and morphological changes in the fruit of transgenic lines were observed. 

AGP epitopes in fruit were mainly located in degraded cell wall compartments, 

in the cytoplasm. 

In the final stage of the study, it was possible to determine the direct effect of changes 

in AGP structure and localisation on cell wall assembly. The amount and spatio-temporal 

distribution of extensin, xylan, rhamnogalacturonan type I, low and high esterified 

homogalacturonan were modified. In the fruit of transgenic lines, disruption 

of polysaccharide and proteoglycan networks in the cell wall was noted as ripening 

progressed. Additionally, aberrations in cell wall organization led to changes in fruit tissues, 

observed at the tissue, cellular and subcellular levels. 

In conclusion, changes in the structure, content and spatio-temporal distribution 

of AGPs represent a disruptive factor in fruit ripening. Accordingly, the results obtained 

in this thesis support the hypothesis that AGPs are crucial for the fruit ripening 

process. 

 

Keywords: arabinogalactan proteins, cell wall, ripening process, tomato fruit 
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Transgenic line with silenced 

SlP4H3 gene 

RNAi#7 Linia transgeniczna z wyciszoną 

ekspresją genu SlP4H3 nr 7 

Transgenic line with silenced 

SlP4H3 gene 

WT Roślina „dzikiego typu” ‘Wild type’ plants 

 

Wykaz skrótów – opis stadiów procesu dojrzewania 

owoców 

Skrót Wyjaśnienie skrótu Objaśnienie z języka angielskiego 

BR Początek procesu dojrzewania, 

stadium początku wybarwienia, 

tzw. stadium „przełamania” 

Breaker stage 

TU Zaawansowane wybarwienie 

owoców, stadium słabo „zapalone” 

Turning stage 

PINK Stadium różowe  Pink stage 

RR Zakończenie procesu dojrzewania, 

stadium czerwone  

Red Ripe stage 
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1. Wprowadzenie 

1.1 Ściana komórkowa podczas procesu dojrzewania owoców 

Dojrzewanie owoców jest złożonym procesem rozwojowym obejmującym zmiany 

fizjologiczne, morfologiczne oraz anatomiczne tkanki (Kalaitzis i in., 2023; Osorio i in., 

2013). Postęp procesu dojrzewania owoców prowadzi do istotnych zmian w ich kolorze, 

smaku, teksturze i aromacie (Klee i Giovannoni, 2011), a jakość dojrzałych owoców jest 

kluczowa dla producentów żywności i konsumentów (Brummell, 2006). Znaczącą ilość 

badań dotyczących procesu dojrzewania owoców prowadzono z wykorzystaniem układu 

modelowego – owoców pomidora (Solanum lycopersicum L.) (Feder i in., 2020; Hyodo i in., 

2013). Ważnym aspektem branym pod uwagę w wyborze wspomnianego obiektu badań jest 

również znaczenie pomidora jako rośliny uprawnej (Skolik i in., 2019). Na całym świecie 

co roku produkuje się około 182 mln ton owoców pomidora (Quinet i in., 2019).  

Molekularne podstawy procesu dojrzewania owoców są złożone i związane z cechami 

strukturalnymi ściany komórkowej (Hyodo i in., 2013; Seymour i in., 2013). 

Zaobserwowano, że podczas dojrzewania owoców dochodzi do degradacji polisacharydów 

i proteoglikanów ściany komórkowej, jak również do modyfikacji wiązań pomiędzy jej 

składnikami (Brummell, 2006). Postępująca degradacja ściany komórkowej powoduje 

rozluźnienie struktury tkanki owoców oraz stanowi końcowe stadium procesu dojrzewania 

(Kalaitzis i in., 2023). Pektyny blaszki środkowej stają się słabiej związane z macierzą 

zewnątrzkomórkową, co prowadzi do powstawania pustych przestrzeni 

międzykomórkowych (Orfila i in., 2001; Paniagua i in., 2014; Posé i in., 2019; Wang 

i Seymour, 2022). Ponadto, ich degradacja przyczynia się do wzrostu ilości wolnych jonów 

wapnia (Ca2+) w apoplaście (Ortiz i in., 2011), regulujących aktywność enzymów, w tym 

pektynoesteraz, celulaz, poligalakturonaz, β-galaktozydaz i liaz pektynowych (Gao i in., 

2019). Zaś, aktywność wspomnianych enzymów powoduje nie tylko rozkład 

poszczególnych składników ściany komórkowej (Seymour i in., 2013), ale również wpływa 

na postęp wnikania wody do przestrzeni między fibrylami celulozowymi, powodując jej 

pęcznienie i pękanie (Brummell, 2006; Posé i in., 2018, 2019).  

Ściana komórkowa jest najbardziej zewnętrzną warstwą komórki roślinnej 

(Srivastava i in., 2017; Zhang i in., 2021). Jej skład jest zmienny i zależy od gatunku rośliny, 

typu tkanki i stadium fizjologicznego (Srivastava i in., 2017). Ściana komórkowa składa się 

z sieci mikrofibryli celulozowych połączonych z innymi polisacharydami, 
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m.in. hemicelulozami i pektynami (Lampugnani i in., 2018). Według najnowszego modelu 

budowy ściany komórkowej zwanego kompleksem APAP1 (ang. Arabinoxylan Pectin 

Arabinogalactan Protein 1 Complex), to białka arabinogalaktanowe (ang. arabinogalactan 

proteins, AGP) odgrywają w nim kluczową rolę strukturalną (Tan i in., 2013, 2023). AGP 

są odpowiedzialne za tworzenie dynamicznej sieci porządkującej polisacharydy 

i proteoglikany w kontinuum ściana-błona komórkowa. Kompleks APAP1 zbudowany jest 

z AGP, arabinogalaktanu typu II (ang. arabinogalactan type II, AG), homogalakturonanu 

(ang. homogalacturonan, HG), ramnogalakturonanu typu I (ang. rhamnogalacturonan 

type I, RG-I) i ksylanu (ang. xylan) (Hijazi i in., 2014a, 2014b; Tan i in., 2013, 2023). Ilość 

i rozmieszczenie poszczególnych składników kompleksu APAP1 należą do najważniejszych 

czynników wpływających na funkcję ściany komórkowej podczas przemian fizjologicznych 

(Srivastava i in., 2017; Tan i in., 2013). Zakłada się, że kompleks APAP1 nie pełni jedynie 

funkcji strukturalnej, ale również jest zaangażowany w sygnalizację komórkową i adhezję 

komórka-komórka (Hijazi i in., 2014b; Tan i in., 2013). 

 

1.2 Charakterystyka białek arabinogalaktanowych 

AGP są złożonymi proteoglikanami (Ellis i in., 2010; Nothnagel, 1997), należącymi 

do jednej z dziewięciu funkcjonalnych grup białek zaangażowanych w interakcje z innymi 

składnikami ściany komórkowej (ang. cell wall proteins, CWP) (Hijazi i in., 2014b). 

Najprostszym sposobem klasyfikacji AGP jest wydzielenie dwóch grup: klasycznych 

i nieklasycznych AGP (Silva i in., 2020). Klasyczne AGP należą do rodziny glikoprotein 

bogatych w hydroksyprolinę (ang. highly glycosylated hydroxyproline-rich glycoproteins, 

HRGP) (Ellis i in., 2010; Fragkostefanakis i in., 2012). Zaś, nieklasyczne AGP posiadają 

zmienną ilość aminokwasów (Showalter, 2001), dzięki czemu można podzielić je 

dodatkowo na: AGP ubogie w hydroksyprolinę (Hyp) (Baldwin i in., 1993), AGP bogate 

w cysteinę (Cys), asparaginę (Asn) i/lub lizynę (Lys) (Showalter, 2001), AGP podobne do 

fascyklin (ang. fasciclin-like AGPs, FLA) (Schultz i in., 2002) oraz chimeryczne AGP 

(Showalter, 2001).  

Po kilkudziesięciu latach badań AGP nadal wyzwaniem jest ich ekstrakcja oraz 

oczyszczanie (Strasser i in., 2021). Najczęściej w celu ich izolacji wykorzystuje się 

odczynnik Yariv (Hoshing i in., 2020; Yariv i in., 1962). Odczynnik ten selektywnie 

rozpoznaje i wiąże łańcuchy β-(1→3)-galaktanów, dłuższe niż pięć reszt (Chen i in., 2024; 
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Kitazawa i in., 2013; Rueda i in., 2023). Wspomniane pentagalaktany zostały 

zidentyfikowane jako najmniejsze sekwencje AGP wymagane do reaktywności odczynnika 

Yariv (Hoshing i in., 2022; Paulsen i in., 2014). Analiza kompleksu Yariv-pentagalaktan 

ujawniła, że stabilność tej struktury jest wynikiem oddziaływań niekowalencyjnych π-π 

i CH/π. Odziaływania te zachodzą pomiędzy hydrofobowymi domenami odczynnika Yariv 

a bogatymi w grupy CH obszarami pentagalaktanów (Přerovská i in., 2021). Dzięki 

zdolności do stabilnego wiązania łańcuchów węglowodanowych, odczynnik Yariv znalazł 

zastosowanie również w badaniach roli AGP w przemianach fizjologicznych roślin 

(Chen i in., 2024). Wyniki badań Pérez-Pérez i współpracowników (2019) wykazały, że 

obecność odczynnika Yariv modyfikuje przebieg embriogenezy somatycznej. Ponadto 

stwierdzono, że dodanie odczynnika Yariv do pożywki hodowlanej ma istotny wpływ 

na rozwój struktury łagiewki pyłkowej podczas kiełkowania ziaren pyłku (Leszczuk i in., 

2019b).  

Typowe klasyczne AGP składają się z części białkowej i rozbudowanej domeny 

cukrowej. Około 90-95% cząsteczki AGP stanowią łańcuchy węglowodanowe, głównie AG 

typu II (Kieliszewski, 2001; Popper, 2011), które są wysoce O-glikozylowane do reszt Hyp 

(Johnson i in., 2017; Tan i in., 2003). Szkielet białkowy, stanowiący N-końcową domenę 

AGP, składa się z około 100 aminokwasów (Schultz i in., 2000), głównie proliny (Pro), Hyp, 

alaniny (Ala), seryny (Ser), treoniny (Thr) i waliny (Val) (Ma i Johnson, 2023; Showalter, 

2001; Showalter i Basu, 2015). Reszty aminokwasowe ułożone są w powtarzające się 

motywy dipeptydowe: Ala-Pro, Ser-Pro, Thr-Pro i Val-Pro (Showalter i Basu, 2016). Reszty 

Pro są hydroksylowane przez wielogenową rodzinę enzymów – hydroksylazy 4-prolinowe 

(ang. prolyl 4-hydroxylases, P4H) (Kalaitzis i in., 2010). Podczas posttranslacyjnej 

modyfikacji AGP dochodzi również do przyłączenia ugrupowania wiążącego zwanego 

kotwicą glikozylofosfatydyloinozytolu (ang. glycosylphosphatidyl inositol (GPI) anchor) 

do hydrofobowej C-końcowej domeny (Fragkostefanakis i in., 2012). Pozwala to do 

umiejscowienia AGP w zewnętrznej warstwie fosfolipidowej błony komórkowej (Silva i in., 

2020), a tym samym na sklasyfikowanie AGP do unikatowej klasy białek zakotwiczonych 

GPI (ang. GPI-anchored proteins, GAP) (Liu i in., 2015). Kotwica GPI zbudowana jest 

z części oligosacharydowej o składzie α-Man(1→2)-α-Man(1→6)-α-Man(1→4)-

α-GlcN(1→6)-inozytol oraz części fosfolipidowej (Oxley i Bacic, 1999). Dominującym 

składnikiem fosfolipidowym jest fitosfingozyna (Svetek i in., 1999), która jest związana 
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z kwasem tetrakozanowym (Showalter, 2001). Biosynteza części białkowej i kotwicy GPI 

zachodzi w obrębie retikulum endoplazmatycznego (Silva i in., 2020; Zhou, 2022). 

Domena cukrowa AGP to przede wszystkim łańcuchy β-(1→3)-galaktanu oraz 

łańcuchy boczne β-(1→6)-galaktanu o zmiennej długości, które zakończone są resztami 

α-(1→3)-arabinozy (Showalter i Basu, 2016; Tan i in., 2024). Uznaje się, że stosunek 

L-arabinozy (L-Ara) do D-galaktozy (Gal) wynosi około 1:2 (Göllner i in., 2010). Rzadziej 

występującymi resztami cukrowymi AGP są D-glukoza (Glc), D-mannoza (Man), D-ksyloza 

(Xyl), L-ramnoza (L-Rha), L-fukoza (L-Fuc), D-glukozamina (GlcN) (Showalter, 2001), 

kwas D-glukuronowy (GlcA), kwas D-galakturonowy (GalA) i kwas 4-O-metylo-

D-glukuronowy (4-Me-GlcA) (Inaba i in., 2015). Detaliczne analizy chemiczne wykazały, 

że skład łańcuchów węglowodanowych jest specyficzny dla gatunku rośliny, rodzaju tkanki, 

a także poszczególnych procesów fizjologicznych (Ghosh i in., 2023). Wysoce rozgałęziona 

część cukrowa przyłączona do domeny białkowej silnie wpływa na właściwości chemiczne 

i strukturalne AGP oraz ich różnorodność funkcjonalną (Ma i in., 2018). AGP charakteryzują 

się różnymi masami molekularnymi, które odzwierciedlają zmienne stopnie glikozylacji ich 

specyficznych rdzeni białkowych (Showalter i Basu, 2016). O-glikozylacja jest dominującą 

formą glikozylacji klasycznych AGP, katalizowaną przez Hyp-O-galaktozylotransferazy. 

Reakcja ta zachodzi w aparacie Golgiego (Ma i Johnson, 2023). Zaburzenia podczas 

poszczególnych etapów biosyntezy AGP są krytyczne dla ich struktury, zawartości, 

rozmieszczenia in situ i funkcji biologicznej (Silva i in., 2020; Strasser i in., 2021). 

Zaś, specyficzna i zmienna lokalizacja AGP w kontinuum ściana-błona komórkowa jest 

wykorzystywana do identyfikacji ich roli podczas zachodzących procesów fizjologicznych 

(Liu i in., 2015). Udział tych cząsteczek w wielu procesach wzrostu i rozwoju roślin jest 

dobrze poznany (Silva i in., 2020), ale wciąż brakuje informacji na temat ich funkcji 

w procesie dojrzewania owoców. 

 

1.3 Wpływ hydroksylazy 4-prolinowej na strukturę i funkcje białek 

arabinogalaktanowych podczas procesu dojrzewania owoców 

Roślinne P4H należą do dioksygenaz zależnych od 2-oksoglutaranu 

(ang. 2-oxoglutarate-dependent dioxygenases, 2-ODDs) (Vlad i in., 2010), związanych 

z błoną komórkową (Kawai i in., 2014; Koski i in., 2009). P4H do prawidłowego 

funkcjonowania wymagają obecności tlenu jako kosubstratu, jonów żelaza (Fe2+) i kwasu 
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askorbinowego (Koski i in., 2007). P4H katalizują hydroksylację Pro, która jest główną 

posttranslacyjną modyfikacją HRGP (Ellis i in., 2010; Perrakis i in., 2021). Mechanizm 

działania P4H polega na dodaniu grup hydroksylowych (-OH) do Pro w obecności O2, 

2-oksoglutaranu i kwasu askorbinowego. Po reakcji enzymatycznej produktem końcowym 

jest Hyp oraz dwutlenek węgla i kwas bursztynowy (Koski i in., 2007). 

Prawidłowy przebieg hydroksylacji Pro jest niezbędny do wzrostu i rozwoju roślin 

(Duruflé i in., 2017; Silva i in., 2020; Vlad i in., 2007). Aktywność P4H w komórce można 

zrewidować za pomocą specyficznych inhibitorów, m.in. 3,4-dehydroproliny 

(ang. 3,4-dehydroproline, DHP) (Cooper i Varner, 1983; Piński i in., 2021) lub poprzez 

manipulację ekspresją genów kodujących ten enzym (Kalaitzis i in., 2010; Perrakis i in., 

2019). W badaniach z użyciem selektywnego inhibitora aktywności P4H (DHP) 

odnotowano zahamowanie procesów podziału komórek, ograniczając rozwój korzeni cebuli 

(Allium cepa L.) (de Tullio i in., 1999). Zastosowanie strukturalnego analogu 

2-oksoglutaranu – 2,4-dikarboksylanu pirydyny (ang. pyridine 2,4-dicarboxylate, PDCA) 

indukowało zmiany w procesach dojrzewania owoców pomidora, wpływając na znaczne 

zmniejszenie produkcji etylenu oraz obniżając ilość epitopów AGP rozpoznawanych przez 

przeciwciało JIM13 (Kalaitzis i in., 2010). Dodatkowo, zastosowanie PDCA skutkowało 

modyfikacjami w procesie tworzenia komórek korzeniowych roślin pomidora 

(Fragkostefanakis i in., 2018). 

Badania dotyczące roli enzymu P4H w procesie rozwoju i dojrzewania roślin 

uprawnych zostały po raz pierwszy podjęte w Mediterranean Agronomic Institute of Chania. 

W tym celu stworzono linie roślin ze zmodyfikowaną ekspresją genów Solanum 

lycopersicum Prolyl 4-Hydroxylases (SlP4H) (Perrakis i in., 2019). Utworzono linie 

zawierające liczne izoformy enzymu P4H, m.in. P4H1, P4H2, P4H3, P4H4, P4H5, P4H6, 

P4H7, P4H8, P4H9 oraz P4H10 (Fragkostefanakis i in., 2014; Vlad i in., 2007). Biorąc pod 

uwagę ich aktywność katalityczną, lokalizację w komórkach, ich zdolności do interakcji 

z białkami oraz rolę w regulacji procesów, takich jak rozwój roślin, odpowiedź na stres, 

a także tworzenie struktur komórkowych, kolejne badania wykonywano w roślinach linii 

P4H3. Udowodniono, że izomer P4H3 wykazuje aktywność szczególnie w miejscach 

związanych z biosyntezą ścian komórkowych, jak również w retikulum endoplazmatycznym 

(Perrakis i in., 2019). Analiza anatomiczna roślin linii transgenicznych z wyciszoną 

ekspresją genu SlP4H3 wskazała liczne aberracje w budowie tkanki w strefie odcięcia 

(ang.  abscission zone, AZ), manifestując, że niedobór Hyp prowadzi do opóźnienia terminu 
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zainicjowania procesu dojrzewania owoców (Perrakis i in., 2019). Podsumowując, 

w roślinach z zaburzoną aktywnością enzymu P4H3 obserwuje się zmniejszenie zawartości 

Hyp, co w konsekwencji prowadzi do nieprawidłowej organizacji komórek i zaburzonego 

wzrostu tkanek (Perrakis i in., 2019, 2021; Vlad i in., 2007). 

Niemniej jednak, mechanizm zaobserwowanych zmian strukturalnych związanych 

z aktywnością P4H3 pozostaje nadal niejasny. Zakłada się, że zawartość Hyp jako głównego 

aminokwasu budującego białka strukturalne HRGP może pośrednio regulować przebieg 

procesów wiązania jonów oraz utrzymywać integralność kontinuum ściana-błona 

komórkowa (Velasquez i in., 2011, 2015). Udowodniono, że brak hydroksylacji Pro lub 

zaburzony jej prawidłowy przebieg, wynikający ze zmiany ekspresji genu SlP4H3, wpływa 

na modyfikacje procesu O-glikozylacji AGP (Konkina i in., 2021). W przypadku ściany 

komórkowej korzeni Arabidopsis thaliana określono związek między poziomem 

glikozylacji a funkcjonalnością AGP (Nibbering i in., 2020). Autorzy wykazali, że brak 

aktywności β-1,3-galaktozydazy, zaangażowanej w biosyntezę AGP, negatywnie wpływa 

na elastyczność ściany komórkowej korzeni, prowadząc do zmniejszonego tempa wzrostu 

komórek (Nibbering i in., 2020).  

Pierwsze informacje dotyczące roli AGP w procesie dojrzewania owoców zostały 

przedstawione w badaniach nad owocami winorośli (Vitis vinifera) (Moore i in., 2014). 

Odkrycie obecności AGP w tkankach sugeruje, że białka te mogą stanowić ważny 

strukturalno-funkcjonalnym składnik wpływający na właściwości owoców. Udowodniono, 

że specyficzna lokalizacja i struktura AGP w ścianie komórkowej jest skorelowana 

z poszczególnymi stadiami procesu dojrzewania owoców (Moore i in., 2014). Autorzy 

zasugerowali, że AGP, rozpoznawane przez przeciwciało LM2, są markerami stadium 

véraison jagód winogron. Odnotowano wyraźnie zwiększoną zawartość AGP 

we wspomnianym stadium, które jest przejściem od etapu wzrostu owocu do etapu 

rozpoczęcia dojrzewania winogron (Moore i in., 2014). W innych badaniach wykazano, że 

wraz z postępem procesu dojrzewania owoców jabłoni (Malus × domestica) oraz wraz z ich 

pozbiorczym starzeniem się następuje zmiana dystrybucji specyficznych epitopów AGP 

(Leszczuk i in., 2018). W owocach jabłoni stwierdzono obecność epitopów AGP, 

rozpoznawanych przez przeciwciała JIM13, JIM15 i MAC207, w ścianie komórkowej 

w bezpośrednim połączeniu z błoną komórkową. Wykazano, że obecność epitopów AGP 

jest ograniczona głównie do błony komórkowej, z ich wyraźną akumulacją wzdłuż granicy 

ze ścianą komórkową i przestrzeni pomiędzy ścianą a błoną komórkową, w tzw. macierzy 
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zewnątrzkomórkowej. Natomiast 3-miesięczny proces pozbiorczego starzenia się owoców 

istotnie wpływa na właściwości AGP. Odnotowano zmniejszoną zawartość AGP 

w kontinuum ściana-błona komórkowa, a ich obecność potwierdzono również 

w cytoplazmie (Leszczuk i in., 2019a, 2020a). Co ciekawe, pomimo ogromnego 

zainteresowania, nadal nie określono mechanizmu działania AGP w procesie rozwoju 

i dojrzewania owoców (Leszczuk i in., 2020b, 2023; Perrakis i in., 2019).  
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2. Hipoteza badawcza i cele rozprawy doktorskiej 

Hipoteza badawcza 

Badania struktury ściany komórkowej i połączeń pomiędzy jej poszczególnymi 

składnikami stanowią aktywnie rozwijającą się dziedzinę nauki. Dotychczas w badaniach 

koncentrowano się głównie na celulozie, pektynach i hemicelulozach, ich strukturze oraz 

funkcjach pełnionych w ścianie komórkowej. Niemniej jednak, wciąż brakuje 

szczegółowych informacji na temat AGP oraz ich interakcji z innymi składnikami ściany 

komórkowej, szczególnie w kontekście procesu dojrzewania owoców. 

Z uwagi na konieczność dogłębnego zrozumienia roli AGP w procesie dojrzewania 

owoców oraz ich potencjalnego wpływu na przebieg tego procesu postawiono następującą 

hipotezę badawczą: 

Dojrzewanie owoców pomidora jest ściśle związane 

ze zmianami dystrybucji i właściwościami molekularnymi AGP. 

 

Cel rozprawy doktorskiej 

Głównym celem badań przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskiej było 

zrozumienie roli AGP w kształtowaniu struktury ściany komórkowej, a w szczególności 

ich wpływu na czasowo-przestrzenną dystrybucję jej pozostałych składników w trakcie 

procesu dojrzewania owoców. 

W związku z realizacją celu głównego postawiono następujące cele szczegółowe: 

• opracowanie wzorca zmian właściwości molekularnych AGP i ich czasowo-

przestrzennej dystrybucji podczas procesu dojrzewania owoców [P.2] 

z wykorzystaniem metod molekularnych i immunocytochemicznych na poziomie 

komórkowym i subkomórkowym [P.1]; 

• wskazanie różnic w zawartości i czasowo-przestrzennym rozmieszczeniu 

AGP w różnych stadiach procesu dojrzewania w owocach roślin pomidora 

ze zmodyfikowaną ekspresją genów SlP4H3, przeprowadzając kompleksowe 

badania mikroskopowe i immunocytochemiczne [P.3]; 

• określenie wpływu zmian ekspresji genu SlP4H3 na cechy AGP, a następnie 

na pozostałe składniki kompleksu APAP1 w ścianie komórkowej podczas procesu 

dojrzewania owoców [P.4].  
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3. Materiały i metody badawcze 

3.1 Materiał badawczy 

Materiał badawczy stanowiły owoce pochodzące z homozygotycznych roślin 

pomidora generacji T2 i T3 (Solanum lycopersicum L. cv. ‘Ailsa Craig’) linii z wyciszoną 

ekspresją genu SlP4H3 (RNAi#1, RNAi#7) i linii z nadekspresją genu SlP4H3 (OEX#1, 

OEX#2) (Perrakis i in., 2021, 2019). Ponadto, analizowano dwie linie z nadekspresją genu 

SlP4H3 (cGFP OEX (cGFP) i nGFP OEX (nGFP)), w których dodany znacznik GFP 

znajdował się na C- lub na N-końcu DNA (Perrakis i in., 2021). Linie transgeniczne roślin 

zostały przygotowane i scharakteryzowane przez grupę badawczą z Mediterranean 

Agronomic Institute of Chania (MAICH) w Grecji. Rośliny uprawiano w warunkach 

szklarniowych w kontrolowanych warunkach temperatury (w zakresie 18-27°C) 

i wilgotności względnej (w zakresie 60-80%). Kontrolę do przeprowadzonych badań 

stanowiły owoce pomidora pochodzące z roślin „dzikiego typu” S. lycopersicum L. 

cv. ‘Ailsa Craig’ (ang. ‘wild type’, WT). Zamierzoną cechą roślin linii RNAi#1 i RNAi#7 

była około 50% niższa ekspresja genu SlP4H3. Natomiast poziom ekspresji tego genu 

w owocach roślin linii OEX#1 i OEX#2 stanowił odpowiednio 4- i 8-krotność poziomu 

ekspresji genu odnotowanego w owocach WT. Ekspresja genu SlP4H3 w liniach cGFP 

i nGFP była odpowiednio 92- i 20-krotnie wyższa w porównaniu do owoców roślin 

z niemodyfikowaną ekspresją genu SlP4H3.  

Owoce pomidora zbierano w ścisłe określonych stadiach procesu dojrzewania: 

początek wybarwienia, „przełamania” (ang. Breaker stage, BR), słabo „zapalone” 

(ang. Turning stage, TU), różowe (ang. Pink stage, PINK) oraz czerwone (ang. Red Ripe 

stage, RR) (Chromiński, 1971; Nakatsuka i in., 1998). Stadia dojrzewania zidentyfikowano 

na podstawie oceny zmian koloru skórki owoców (Batu, 2004). Poprawność selekcji 

poszczególnych stadiów dojrzewania zbadano przez grupę badawczą z MAICH metodami 

genetycznymi (stosując łańcuchową reakcję polimerazy, ang. polymerase chain reaction, 

PCR) oraz metodami biochemicznymi (analizując poziom zawartości etylenu za pomocą 

chromatografii gazowej). Dodatkowo, sprawdzono poziom likopenu, który jest pigmentem 

należącym do karotenoidów (Georgiadou i in., 2021), a jego zawartość w owocach pomidora 

jest charakterystyczna dla każdego stadium procesu dojrzewania (Nagata i Yamashita, 

1992). W owocach WT w stadium BR zawartość likopenu odnotowano na poziomie 

3,5 µg/g, który stopniowo wzrastał do 28 µg/g świeżej masy tkanki owoców w stadium RR. 

Natomiast w owocach linii transgenicznych stwierdzono wyższe stężenie likopenu niż 
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w owocach WT. Na początku procesu dojrzewania stężenie wynosiło około 10 µg/g i wraz 

z postępem procesu dojrzewania wzrosło do 50-70 µg/g świeżej masy tkanki. W owocach 

linii nGFP poziom likopenu w ostatnim stadium procesu dojrzewania był dwukrotnie 

wyższy niż w przypadku pozostałych linii transgenicznych. 

Analizy przygotowanego materiału badawczego przeprowadzono technikami in situ 

i ex situ (Rysunek 1). 

 

Rysunek 1. Wykorzystane techniki badawcze in situ i ex situ. Rysunek wykonano w programie 

BioRender [opracowanie własne]. 

Sposób przygotowania materiału badawczego oraz dokładne protokoły wykonania 

wszystkich analiz, liczby powtórzeń technicznych, sposób analizy uzyskanych danych wraz 

z dodatkowymi technicznymi wskazówkami zostały opisane w poszczególnych 
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publikacjach [P.1 – P.4]. Przede wszystkim, publikacja P.1 pod tytułem „A practical guide 

to in situ and ex situ characterisation of arabinogalactan proteins (AGPs) in fruits” stanowi 

kompleksowy opis sposobu przeprowadzenia określonych eksperymentów, opisuje nowe 

i często udoskonalone procedury oraz ich optymalizację konieczną do analiz tkanki 

owoców. W niniejszej rozprawie przedstawiono wyłącznie krótki opis i cel zastosowanej 

techniki badawczej. 

 

3.2 Badania molekularne 

3.2.1. Analiza składników ściany komórkowej – technika dot blot  

Immunocytochemiczna technika dot blot została zastosowana do detekcji obecności 

wybranych składników ściany komórkowej w analizowanych próbkach. Jest uproszczoną 

wersją techniki Western blot, w której próbki są nakrapiane bezpośrednio na membranę, 

bez konieczności przeprowadzania rozdziału elektroforetycznego. Szczegółowy protokół 

techniki dot blot przedstawiono w publikacji P.2. 

Identyfikacja obecności specyficznych epitopów składników ściany komórkowej 

opierała się na zastosowaniu pierwszorzędowych przeciwciał monoklonalnych (Kerafast, 

USA). W Tabeli 1 przedstawiono dokładny opis stosowanych przeciwciał.  

Tabela 1. Przeciwciała pierwszorzędowe rozpoznające wybrane składniki ściany 

komórkowej. 

Nazwa 

przeciwciała 
Epitop Bibliografia 

JIM13 β-GlcA(1→3)-α-GalA(1→2)-α-Rha; AGP 
(Knox i in., 1991;              

Yates i in., 1996) 

JIM15 GlcA; 4-Me-GlcA; AGP (Yates i in., 1996) 

LM2 GlcA; AGP (Yates i in., 1996) 

LM14 Arabinogalaktan typu II; AGP (Moller i in., 2008) 

LM1 Ekstensyny (Smallwood i in., 1996) 

LM11 
β-Xyl(1→4)-β-Xyl(1→4)-β-Xyl(1→4)-β-Xyl; 

ksylan, arabinoksylan 
(McCartney i in., 2005) 

LM16 Ramnogalakturonan typu I (Verhertbruggen i in., 2009) 

LM19 
α-GalA(1→4)-α-GalA(1→4)-α-GalA(1→4)-

α-GalA; homogalakturonan 
(Verhertbruggen i in., 2009) 

LM20 
α-MeGalA(1→4)-α-MeGalA(1→4)-

α-MeGalA(1→4)-α-MeGalA; homogalakturonan 
(Verhertbruggen i in., 2009) 
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3.2.2. Jakościowa i ilościowa analiza składników ściany komórkowej – technika 

Western blot 

Technikę Western blot wykorzystano w celu molekularnej charakterystyki 

poszczególnych składników ściany komórkowej. Metoda została przeprowadzona w kilku 

etapach: elektroforetyczny rozdział wyizolowanych białek w żelu poliakrylamidowym 

(ang. sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE), transfer 

białek na membranę PVDF (ang. polyvinylidene difluoride transfer membranę), reakcja 

immunochemiczna oraz kolorymetryczna detekcja wygenerowanego sygnału. Szczegółowy 

protokół wykonanej analizy przedstawiono w publikacji P.1. 

 

3.2.3. Profilowanie składników ściany komórkowej – test immunoenzymatyczny 

(ang. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) 

Profilowanie składników ściany komórkowej za pomocą testu 

immunoenzymatycznego (ELISA) to technika, która została zastosowana celem ilościowego 

oznaczenia składników ściany komórkowej. Test przeprowadzono według metody opisanej 

przez Pfeifer i in. (2020) na 96-dołkowej płytce (Nunc MaxiSorpTM flat-bottom, Thermo 

Scientific, Denmark). Szczegółowy protokół wszystkich etapów analizy przedstawiono 

w publikacji P.1. 

 

3.2.4. Test „wiązania” in vitro (ang. binding assay) – technika dot blot  

Test „wiązania” in vitro z zastosowaniem techniki dot blot wykorzystano w celu oceny 

interakcji pomiędzy poszczególnymi składnikami ściany komórkowej. Określono 

powinowactwo wyizolowanego z owoców AGP z komercyjnie dostępnymi składnikami 

ściany komórkowej, m.in. AG, RG, częściowo acetylowany ksylan, ksyloglukan 

(Megazyme, USA) i celuloza (Sigma-Aldrich, USA). Analizę wykonano zgodnie 

z metodologią przedstawioną w pracach Hijazi i in. (2014a) oraz Moller i in. (2008). 

Szczegółowy protokół przeprowadzenia analizy przedstawiono w publikacji P.4. 
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3.2.5. Test „wiązania” in vitro (ang. binding assay) – technika ELISA 

Testy powinowactwa pomiędzy AGP a pozostałymi składnikami ściany komórkowej 

zostały wykonane również poprzez zastosowanie detekcji techniką ELISA. Analizy 

przeprowadzono zgodnie z metodą przestawioną w pracy Biswal i in. (2018). Szczegółowy 

protokół przeprowadzenia analizy przedstawiono w publikacji P.4. 

 

3.3 Badania mikroskopowe 

3.3.1. Preparatyka tkanki do analiz mikroskopowych 

Przygotowanie materiału roślinnego do analiz mikroskopowych przeprowadzono 

zgodnie z wytycznymi opisanymi przez Leszczuk i in. (2019c), a szczegółowy protokół 

przedstawiono w publikacji P.1. 

 

3.3.2. Technika immunofluorescencyjna – skanujący laserowy mikroskop 

konfokalny (ang. confocal laser scanning microscope, CLSM) 

Znakowanie immunofluorescencyjne lokalizacji składników ściany komórkowej 

na poziomie tkankowym i komórkowym wykonano w celu oceny zmian czasowo-

przestrzennej dystrybucji wybranych epitopów w trakcie procesu dojrzewania owoców. 

Dominantą metody jest zastosowanie przeciwciała drugorzędowego skoniugowanego 

z fluorochromem Alexa Fluor 488 (ang. secondary antibody, goat Anti-rat IgM (heavy 

chain) cross – Alexa Fluor 488; ThermoFisher Scientific, Denmark). Szczegółowy protokół 

przedstawiono w publikacji P.1. 

 

3.3.3. Technika immunozłotowa – transmisyjny mikroskop elektronowy 

(ang. transmission electron microscope, TEM)  

Znakowanie składników ściany komórkowej z użyciem techniki immunozłotowej 

miało na celu identyfikację zmian lokalizacji epitopów na poziomie subkomórkowym 

w wybranych kompartymentach komórkowych: ścianie komórkowej, błonie komórkowej 

oraz cytoplazmie. W przypadku tej metody, detekcja bazuje na zastosowaniu przeciwciała 

sprzężonego z nanocząstkami złota (ang. secondary Anti-rat IgG (whole molecule) – Gold 

antibody; Sigma, USA). Szczegółowy protokół przeprowadzenia analizy przedstawiono 

w publikacji P.1. 
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3.3.4. Analiza morfologiczna izolowanego AGP – skaningowy mikroskop 

elektronowy (ang. scanning electron microscope, SEM)  

AGP izolowano z owoców w dwóch skrajnych stadiach procesu dojrzewania. 

W tym celu zastosowano zdolność wiązania AGP i odczynnika Yariv. Uzyskane liofilizaty 

obrazowano z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej SEM. Szczegółowy protokół 

przeprowadzenia analizy przedstawiono w publikacji P.3. 

 

3.3.5. Analiza zawartości jonów wapnia – SEM z mikroanalizą EDS – spektroskopia 

dyspersji energii (ang. energy dispersive spectroscopy) 

Do określenia zawartości jonów Ca2+ w tkance owoców zastosowano metodę 

spektroskopii dyspersji energii w połączeniu z mikroskopią SEM. Obrazowanie powierzchni 

tkanki owoców pozwoliło na identyfikację jonów na poziomie mikroskalowym. Analizy 

przeprowadzono zgodnie z metodyką zaproponowaną przez Li i in. (2014). Szczegółowy 

protokół analizy przedstawiono w publikacji P.4. 

 

3.3.6. Analiza dystrybucji jonów wapnia – CLSM z wykorzystaniem wskaźnika 

Fluo-3 AM 

Detekcję jonów wapnia przeprowadzono również na poziomie komórkowym 

z użyciem wskaźnika Fluo-3 AM (Sigma-Aldrich, USA), wykazującym fluorescencję 

w obecności jonów Ca2 (Tsien, 1980). Poziom intensywności fluorescencji jest 

proporcjonalny do stężenia jonów Ca2+. Analizę przeprowadzono zgodnie z metodyką 

zaprezentowaną w pracach Li i in. (2014) oraz Qiu i in. (2020). Szczegółowy protokół 

przeprowadzenia analizy przedstawiono w publikacji P.4. 

 

3.4 Badania biochemiczne 

3.4.1. Ekstrakcja i kolorymetryczne oznaczenie zawartości białek 

Ekstrakcję białek przeprowadzono w oparciu o protokół Ling i in. (2021) 

z zastosowaniem buforu Laemmli’ego (1970) w modyfikacji własnej. Zawartość białka 

oznaczono metodą kolorymetryczną Bradford (1976) i obliczono na podstawie równania 

krzywej kalibracyjnej dla albuminy surowicy bydlęcej (ang. bovine serum albumin, BSA; 
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y=0,0013x; R² = 0,9935). Stężenie białek wyrażono jako µg/ml. Szczegółowy protokół 

izolacji przedstawiono w publikacjach P.2, P.3 oraz P.4.  

 

3.4.2. Ekstrakcja i kolorymetryczne oznaczenie zawartości likopenu 

Ekstrakcję likopenu i analizę kolorymetryczną przeprowadzono w oparciu o protokół 

Nagata i Yamashita (1992). Zawartość likopenu obliczono zgodnie z równaniem Nagata 

i Yamashita (1992) i wyrażono jako µg/g świeżej masy tkanki (Georgiadou i in., 2021). 

 

3.4.3. Izolacja AGP za pomocą odczynnika Yariv 

Izolację AGP z tkanki owoców przeprowadzono metodą ekstrakcji opisaną po raz 

pierwszy przez Derek Lamport (2013) oraz techniką opracowaną dla tkanki owoców 

zaproponowaną przez Leszczuk i in. (2020c). Dwie wymienione metody ekstrakcji 

opierają się na użyciu odczynnika Yariv (1,3,5-tri(ρ-glikozyloksyfenylazo)-2,4,6-

trihydroksybenzen, β-GlcY; Biosupplies, Australia) (Kitazawa i in., 2013; Yariv i in., 1962). 

Zawartość wyizolowanego AGP wyrażono jako mg/g świeżej masy tkanki. Szczegółowy 

protokół izolacji przedstawiono w publikacji P.2. 

 

3.4.4. Test dyfuzji AGP w żelu agarowym z odczynnikiem Yariv 

Test dyfuzji radialnej w żelu agarowym przeprowadzono zgodnie z opisem van Holst 

i Clarke (1985) oraz Castilleux i in. (2020). Test umożliwia określenie stężenia AGP poprzez 

pomiar strefy reakcji AGP z β-GlcY. Zawartość AGP wyrażono jako mg/ml. Szczegółowy 

protokół przeprowadzenia analizy przedstawiono w publikacji P.2.   
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4. Omówienie wyników przedstawionych w publikacjach 

W publikacjach P.1, P.2, P.3 i P.4 opisano i przedyskutowano rolę AGP w ścianie 

komórkowej oraz scharakteryzowano wpływ modyfikacji ekspresji genu SlP4H3 na proces 

dojrzewania owoców pomidora. Cykl przedstawionych publikacji (P.1 – P.4) prezentuje ciąg 

uzupełniających się wiadomości, stanowiący kontynuację ściśle zaplanowanych 

doświadczeń. Publikacje uporządkowano z uwzględnieniem zależności przyczynowo – 

skutkowych pomiędzy poszczególnymi etapami badań: 

Publikacja P.1 jest kompleksowym praktycznym przewodnikiem w zakresie metod 

immunocytochemicznych w badaniach AGP w owocach.  

W publikacji P.2 zbadano rolę AGP w naturalnym procesie dojrzewania oraz oceniono 

potencjał tych proteoglikanów jako markerów finalizacji procesu dojrzewania owoców. 

W publikacji P.3 omówiono wpływ modyfikowanej ekspresji genu SlP4H3 

na właściwości AGP. Wyniki przedstawione w pracy wskazują, że zmiany w ekspresji genu 

kodującego enzym P4H3 znacząco oddziałują na zawartość i strukturę AGP. 

Publikacja P.4 stanowi kulminacyjny punkt prowadzonych badań, w której szczególną 

uwagę poświęcono roli AGP w tworzeniu dynamicznej sieci porządkującej polisacharydy 

i proteoglikany ściany komórkowej zwanej kompleksem APAP1.  

 

4.1. Publikacja P.1 

Kutyrieva-Nowak N., Leszczuk A., Zdunek A. 2023. A practical guide to in situ and ex situ 

characterisation of arabinogalactan proteins (AGPs) in fruits. Plant Methods, 19: 117. 

W publikacji P.1 zaprezentowano opis immunocytochemicznych metod 

wykorzystywanych do charakterystyki AGP w owocach. Celem niniejszej pracy było 

stworzenie praktycznego przewodnika metod, zarówno analiz in situ, jak i ex situ. 

W publikacji omówiono metody mikroskopowe pozwalające na wizualizację czasowo-

przestrzennej dystrybucji AGP, w tym technikę znakowania immunofluorescencyjnego 

i technikę immunozłotową. Ponadto, opisano metody ex situ umożliwiające określenie cech 

molekularnych AGP oraz przeprowadzenie ich ilościowej analizy, takich jak Western blot 

i technika ELISA. Niniejsza praca zawiera kluczowe informacje o poszczególnych etapach 

preparatyki materiału, wykonania reakcji immunocytochemicznych, a także detekcji 

i identyfikacji sygnału za pomocą odpowiednich narzędzi badawczych. 
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W publikacji opisano optymalizację techniki immunofluorescencyjnej 

z wykorzystaniem obrazowania z użyciem mikroskopii konfokalnej skaningowej (CLSM) 

oraz metodę immunozłotową, której wizualizacja odbywała się za pomocą mikroskopii 

elektronowej transmisyjnej (TEM). Etapy preparatyki tkanki do badań 

immunocytochemicznych obejmują szereg procedur, w tym ich utrwalenie, odwodnienie 

i przeprowadzenie reakcji immunocytochemicznych. Ze względu na wysoką zawartość 

wody oraz podatność na uszkodzenia mechaniczne, szczególnie pod koniec procesu 

dojrzewania, przygotowanie tkanki owoców pomidora wymaga licznych modyfikacji 

standardowych procedur badawczych. Podczas przygotowania tkanek owoców zastosowano 

utrwalacz składający się z mieszaniny 2% roztworu paraformaldehydu i 2,5% roztworu 

aldehydu glutarowego w PBS. Taka kombinacja pozwala na zachowanie struktury 

komórkowej przez stabilizację białek. Podczas etapu zatapiania tkanek owoców 

wykorzystano żywicę akrylową LR White. Żywica LR White jest nietoksyczną żywicą 

o niskiej lepkości i minimalnym niespecyficznym barwieniu, co czyni ją odpowiednią 

do preparatyki i późniejszego obrazowania fluorescencji i uwidocznienie nanocząstek złota. 

Przygotowane w ten sposób kapsułki z tkankami owoców zostały następnie sekcjonowane 

z użyciem ultramikrotomu na skrawki o grubości 1 µm i 70 nm w zależności od techniki 

mikroskopowej. Podczas znakowania immunofluorescencyjnego, skrawki owoców 

umieszczano na szkiełkach pokrytych poli-L-lizyną, w celu poprawy adhezji próbki 

do powierzchni szkiełka mikroskopowego. Z kolei, do znakowania immunozłotowego, 

skrawki owoców umieszczano na heksagonalnych siatkach niklowych pokrytych błoną 

formwarową. Siatki niklowe pokryte błoną formwarową są mniej reaktywne chemicznie 

w porównaniu do siatek miedzianych, co minimalizuje ryzyko wystąpienia 

niespecyficznych interakcji z przeciwciałami. Ponadto, zastosowanie siateczek niklowych 

minimalizuje zakłócenia od metalicznych artefaktów, zapewniając lepsze warunki 

do precyzyjnego obrazowania z użyciem mikroskopii elektronowej. 

Strategicznym etapem reakcji immunocytochemicznej jest inkubacja próbki 

z przeciwciałami: pierwszorzędowym monoklonalnym oraz drugorzędowym sprzężonym 

z odpowiednim znacznikiem: fluorescencyjnym (Alexa Fluor 488) oraz nanocząstkami 

złota. Do badań tkanki owoców zoptymalizowano rozcieńczenia stosowanych 

komercyjnych przeciwciał pierwszorzędowych – 1:50 i drugorzędowych – 1:200 dla 

techniki fluorescencyjnej oraz 1:50 dla techniki immunozłotowej. Dodatkowo, po inkubacji 

z przeciwciałem drugorzędowym przeprowadzono barwienie za pomocą barwnika 
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Calcofluor White. Etap ten wprowadzono w celu uwidocznienia celulozy i hemicelulozy 

obecnej w ścianie komórkowej. Uzyskana kontrastująca wizualizacja umożliwia 

jednoczesną detekcję AGP oraz precyzyjne określenie ich lokalizacji w strukturach ściany 

komórkowej. 

Opisane w publikacji P.1 techniki molekularne, tj. Western blot oraz test 

immunoenzymatyczny, pozwalają na określenie zawartości i cech molekularnych AGP. 

W przypadku analizy AGP z zastosowaniem techniki Western blot wprowadzono szereg 

modyfikacji, pozwalający na identyfikację epitopów AGP na membranie PVDF. Rozdział 

elektroforetyczny AGP, jako proteoglikanów, jest bardziej złożony niż rozdział klasycznych 

białek, ze względu na ich specyficzną strukturę, która obejmuje zarówno domenę białkową, 

jak i liczne łańcuchy węglowodanowe. W publikacji P.1 zaproponowano elektroforezę 

w żelu poliakrylamidowym w warunkach denaturujących z wykorzystaniem 

dodecylosiarczanu sodu (SDS‑PAGE) jako preferowaną w analizach AGP. Ponadto, 

zmodyfikowano stężenie roztworu blokującego – 5% roztwór BSA. Dodatkowo, 

zoptymalizowano zastosowane stężenia przeciwciał pierwszorzędowych – 1:500 

i drugorzędowych związanych z fosfatazą alkaliczną (AP) – 1:1000. W przypadku techniki 

ELISA zmodyfikowano stężenie przeciwciał pierwszorzędowych – 1:20 i drugorzędowych 

– 1:500, a także czas ich inkubacji z powszechnie stosowanych 24h na 72h.  

Podsumowując, zaprezentowane w publikacji P.1 modyfikacje technik pozwalają 

na optymalizację analiz AGP, w tym poprawę czułości, specyficzności, szybkości 

i powtarzalności analiz. 

 

4.2. Publikacja P.2 

Kutyrieva-Nowak N., Leszczuk A., Zając A., Kalaitzis P., Zdunek A. 2023. Arabinogalactan 

protein is a molecular and cytological marker of particular stages of the tomato fruit ripening 

process. Scientia Horticulturae, 310: 111718. 

W publikacji P.2 przedstawiono detaliczny opis zmian cech molekularnych i czasowo-

przestrzennej dystrybucji AGP w owocach podczas naturalnie zachodzącego procesu 

dojrzewania. Do badań wykorzystano owoce pochodzące z roślin pomidora – WT, zebrane 

w ściśle określonych stadiach. Celem badań zaprezentowanych w publikacji P.2 była analiza 

AGP jako proteoglikanów, stanowiących potencjalny marker poszczególnych stadiów 
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procesu dojrzewania. W badaniach wykorzystano wcześniej zoptymalizowane techniki 

immunocytochemiczne i biochemiczne, tj. znakowanie immunofluorescencyjne, ekstrakcję 

AGP z użyciem odczynnika Yariv, analizę molekularną Western blot, test 

immunoenzymatyczny oraz test dyfuzji na żelu agarowym. 

Izolacja AGP z użyciem odczynnika Yariv wraz z analizą ilościową pozwoliły 

na wykazanie znaczących różnic w ich zawartości w poszczególnych stadiach procesu 

dojrzewania. W tkankach owoców w stadium BR stężenie AGP osiągnęło poziom 0,98 mg/g 

świeżej masy tkanki. W stadium TU stężenie wzrosło do 3,11 mg/g, z wyraźnym spadkiem 

w stadiach PINK i RR do stężenia około 1,1 mg/g świeżej masy tkanki. Wyniki testu dyfuzji 

AGP w żelu agarowym z odczynnikiem Yariv również potwierdziły zmniejszenie stężenia 

AGP w tkance wraz z postępem procesu dojrzewania. 

Wykorzystując półilościową analizę dot blot i test ELISA przeprowadzono rewizję 

obecności specyficznych epitopów AGP rozpoznawanych przez przeciwciała JIM13, LM2 

i LM14 w owocach. Wyniki analizy metodą dot blot wskazują na stopniowy spadek liczby 

analizowanych epitopów w miarę postępu procesu dojrzewania owoców. W tkankach 

owoców wykluczono występowanie epitopów AGP rozpoznawanych przez przeciwciało 

JIM15. Dodatkowo, po zastosowaniu przeciwciała LM2, zaobserwowano najwyższą 

intensywność sygnału w owocach we wszystkich analizowanych stadiach procesu 

dojrzewania. Uzyskane wyniki wskazują, że przeciwciało LM2 może pełnić nadrzędną rolę 

jako narzędzie do detekcji AGP w owocach pomidora. Podobnie analiza przeprowadzona 

za pomocą techniki ELISA wykazała, że w owocach roślin WT nie występują istotne zmiany 

w ilości epitopów AGP (JIM13) w trakcie dojrzewania. Natomiast w przypadku analizy 

reakcji z przeciwciałami LM2 i LM14 stwierdzono wyraźne zmiany w ekspozycji tych 

epitopów. 

Stosując analizę Western blot oszacowano zmiany zawartości poszczególnych frakcji 

AGP o różnych masach molekularnych podczas procesu dojrzewania owoców. 

Dowiedziono, że w stadiach BR i TU dominują frakcje AGP o masie molekularnej 

60-120 kDa. Natomiast podczas postępu procesu dojrzewania owoców masa molekularna 

AGP znacznie spada. W stadiach PINK i RR przeważają frakcje AGP o masie molekularnej 

20-25 kDa. W ostatnich etapach procesu dojrzewania zaobserwowano obecność AGP 

o masie molekularnej 30 kDa. Z tego powodu frakcję AGP charakteryzującą się tą masą 

molekularną uznano za marker finalizacji procesu dojrzewania. 
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Wyniki badań mikroskopowych ujawniły zmiany anatomiczne w tkankach owoców, 

które były skorelowane z typowymi, dobrze udokumentowanymi modyfikacjami 

komórkowych struktur owoców, związanymi z postępującym procesem dojrzewania. 

Analizy lokalizacji i czasowo-przestrzennej dystrybucji AGP na poziomie tkankowym 

ujawniły, że na początku dojrzewania epitopy AGP były usytułowane głównie 

w zewnętrznych częściach owocu, tj. w warstwach epidermalnych. Natomiast wraz 

z postępem procesu dojrzewania identyfikowane epitopy odnotowano przede wszystkim 

w warstwie hypodermalnej. Zatem, obecność AGP w poszczególnych tkankach owoców 

sugeruje ich specyficzność tkankową zależną od stadium procesu dojrzewania.  

Analizy na poziomie komórkowym potwierdziły specyficzność lokalizacji AGP, 

a dokładnie ich występowanie zgodnie ze ściśle określonym wzorcem. Na początku procesu 

dojrzewania owoców epitopy AGP rozpoznawane przez przeciwciała JIM13 i LM2 

znajdowały się głównie w kontinuum ściana-błona komórkowa. W kolejnych stadiach 

dojrzewania analizowane epitopy AGP uwidoczniono w licznie oderwanych przedziałach 

ściany komórkowej, usytułowanych w bezpośrednim sąsiedztwie z błoną komórkową. 

Postępowi procesu dojrzewania również towarzyszyło zmniejszenie intensywności 

fluorescencji. 

Podsumowując, AGP mogą być wykorzystane jako potencjalne wskaźniki procesu 

dojrzewania, ze względu na obecność specyficznych cech charakterystycznych 

dla poszczególnych stadiów tego procesu. Wyniki uzyskane w badaniach P.2 dostarczają 

kluczowych informacji o charakterystycznych właściwościach AGP w różnych stadiach 

naturalnie zachodzącego procesu dojrzewania owoców pomidora. Uzyskane dane stanowią 

punkt wyjścia – „wzorzec”, na podstawie którego przeprowadzono kolejne badania procesu 

dojrzewania owoców pomidora ze zmienioną aktywnością P4H.  
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4.3. Publikacja P.3 

Kutyrieva-Nowak N., Leszczuk A., Ezzat L., Kaloudas D., Zając A., Szymańska-

Chargot M., Skrzypek T., Krokida A., Mekkaoui K., Lampropoulou E., Kalaitzis P., 

Zdunek A. 2024. The modified activity of prolyl 4 hydroxylases reveals the effect 

of arabinogalactan proteins on changes in the cell wall during the tomato ripening process. 

Frontiers in Plant Science, 15: 1365490. 

W publikacji P.3 przedstawiono wyniki badań w zakresie zmian cech AGP w owocach 

roślin pomidora ze zmodyfikowanym poziomem ekspresji genu SlP4H3. Enzym P4H3 jest 

zaangażowany w posttranslacyjną modyfikację AGP. Zmiany podczas hydroksylacji Pro 

mogą wpływać na przebieg O-glikozylacji, warunkując występowanie modyfikacji 

strukturalnych i funkcjonalnych AGP. Celem badań przedstawionych w tej publikacji było 

scharakteryzowanie struktury molekularnej, cech biochemicznych, zawartości, lokalizacji 

i czasowo-przestrzennej dystrybucji AGP podczas zaburzonego przebiegu procesu 

dojrzewania. Badania przeprowadzono w owocach roślin z wyciszoną ekspresją genu 

SlP4H3 (RNAi#1, RNAi#7) oraz nadekspresją genu SlP4H3 (OEX#1, OEX#2, cGFP, 

nGFP). W pracy opisano kompleksowe analizy porównawcze z użyciem metod in situ 

i ex situ w odniesieniu do wcześniej scharakteryzowanych właściwości AGP w owocach 

roślin WT [P.2].  

Przeprowadzone analizy z użyciem techniki dot blot ujawniły zależności pomiędzy 

zmianami ekspresji genu SlP4H3 a zawartością AGP w owocach. W owocach linii 

transgenicznych stwierdzono zmienioną zawartość poszczególnych epitopów AGP w trakcie 

procesu dojrzewania. W przypadku owoców linii RNAi#7 zaobserwowano 5-20% 

zmniejszenie intensywności sygnału w reakcji z przeciwciałami JIM13, LM2 i LM14. 

Natomiast, w owocach linii OEX#1 odnotowano 20-30% wyższy poziom sygnału, nawet 

w owocach w końcowym stadium procesu dojrzewania. Najwyższy sygnał podczas analizy 

wszystkich próbek uzyskano w reakcji z przeciwciałem LM2, co wskazuje na brak istotnego 

wpływu aktywności P4H3 na obecność GlcA w strukturze AGP.  

Dzięki zastosowaniu techniki ELISA, w owocach linii z nadekspresją genu SlP4H3 

(OEX#1, OEX#2, cGFP, nGFP) odnotowano stężenie epitopów AGP na poziomie 

50-60 µg/ml (JIM13) i 1000-1300 µg/ml (LM2). Badania owoców linii RNAi#7 

nie wykazały istotnych różnic w ilości epitopów AGP w porównaniu do owoców roślin WT. 

W obu przypadkach stężenia wynosiły 40 µg/ml i 900 µg/ml, odpowiednio w reakcji 
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z przeciwciałem JIM13 i LM2. Natomiast, analiza owoców linii RNAi#1 z wymienionymi 

przeciwciałami pozwoliła na odnotowanie znacznie niższego stężenia epitopów AGP 

(około 30 µg/ml (JIM13) i 300 µg/ml (LM2)). Stężenie epitopów AGP rozpoznawanych 

przez przeciwciało LM14 wynosiło 20 µg/ml i nie stwierdzono istotnych różnic pomiędzy 

badanymi próbkami. 

Analiza molekularna AGP wyizolowanych z owoców linii transgenicznych 

potwierdziła obecność frakcji AGP w zakresie mas molekularnych 20-120 kDa. W celu 

określenia względnego poziomu zawartości poszczególnych frakcji AGP przeprowadzono 

pomiar intensywności sygnału kolorymetrycznego poszczególnych prążków, stosując 

oprogramowanie Image Lab Software v. 6.1 (Bio-Rad, USA). Otrzymane wartości 

zsumowano i przedstawiono w trzech zakresach mas molekularnych 20-25 kDa, 25-60 kDa 

oraz 60-120 kDa. Wykazano, że masa molekularna AGP w poszczególnych stadiach procesu 

dojrzewania była odmienna od typowego „wzorca” opracowanego na podstawie analiz AGP 

w owocach roślin WT. Stwierdzono wzrost względnego poziomu zawartości AGP (JIM13 

i LM2) w owocach linii cGFP i nGFP, który utrzymywał się do zakończenia procesu 

dojrzewania. Z kolei najniższy poziom zawartości AGP (JIM13 i LM2) zaobserwowano 

w owocach linii RNAi#1 i RNAi#7. W owocach linii transgenicznych odnotowano wzrost 

względnego poziomu zawartości AGP (LM14) o masie molekularnej 60-120 kDa. 

Interesującym jest fakt, że podczas badań owoców linii ze zmodyfikowaną ekspresją genu 

SlP4H3 nie odnotowano obecności charakterystycznej frakcji AGP (bardzo 

charakterystycznego prążka) o masie molekularnej około 30 kDa, uznaną za marker 

finalizacji procesu dojrzewania.  

Stosując technikę ekstrakcji z użyciem odczynnika Yariv określono stężenie AGP 

w tkance owoców. W początkowym stadium procesu dojrzewania zawartość AGP 

w owocach linii OEX#1 wynosiła 4,28 mg/g, w owocach linii OEX#2 – 0,59 mg/g, 

w owocach linii RNAi#7 – 0,31 mg/g, a w owocach roślin WT – 0,38 mg/g świeżej masy 

tkanki. Natomiast w ostatnim stadium dojrzewania zaobserwowano istotnie niższą 

zawartość AGP. W przypadku owoców linii OEX#1 odnotowano zmniejszenie na poziomie 

80%, w porównaniu do 26,5% dla owoców roślin WT, 7,48% dla owoców linii RNAi#7 oraz 

37,5% dla owoców linii OEX#2. 

Analizy histologiczne oraz znakowanie immunofluorescencyjne AGP 

przeprowadzono w tkance owoców w dwóch skrajnych stadiach procesu dojrzewania, tj. BR 

i RR. Stwierdzono liczne odstępstwa od typowego obrazu tkanki owoców obserwowanego 
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wraz z postępem procesu dojrzewania. W tkance linii nGFP odnotowano rozluźnienie ściany 

komórkowej już na początku procesu dojrzewania. Natomiast, w tkankach linii RNAi#1 

i RNAi#7 stwierdzono mniej zintegrowane, nierównomiernie pogrubione i pofałdowane 

ściany komórkowe. Dodatkowo, w owocach tych linii w obu stadiach procesu dojrzewania 

odnotowano niski poziom fluorescencji w reakcji z przeciwciałami JIM13, LM2 i LM14. 

W owocach linii OEX#1 i OEX#2 epitopy AGP rozpoznawane przez przeciwciało JIM13 

były widoczne w całym obszarze kontinuum ściana-błona komórkowa, w tym nawet 

w stadium RR. 

Obrazowanie epitopów AGP rozpoznawanych przez przeciwciało JIM13 na poziomie 

subkomórkowym pozwoliło na odnalezienie korelacji lokalizacji AGP w poszczególnych 

przedziałach komórkowych a stadiami procesu dojrzewania. Analiza rozmieszczenia AGP 

polegała na zidentyfikowaniu i przeliczeniu nanocząstek złota (Anti-Rat-IgG – 10 nm 

colloidal Gold antibody; Sigma, USA) na uzyskanych elektronogramach TEM (2048 × 2048 

pikseli) za pomocą oprogramowania ImageJ. Wyniki wyrażono jako liczbę nanocząstek 

złota na 1 μm2 powierzchni badanego przedziału komórkowego (Corral-Martínez i in., 2016; 

Leszczuk i in., 2018).  

W owocach linii transgenicznych ze zmodyfikowaną ekspresją genu SlP4H3 

odnotowano nie tylko zaburzenia wzoru czasowo-przestrzennej dystrybucji AGP, 

ale również ich zmiany ilościowe. W owocach linii OEX#1 i OEX#2 stwierdzono 

zdecydowanie mniejszą ilość epitopów AGP w kontinuum ściana-błona komórkowa 

(odpowiednio 0,30 nanocząstek na µm2 i 0,31 nanocząstek na µm2) w porównaniu 

do owoców roślin WT (odpowiednio 1,13 nanocząstek na µm2). Natomiast w owocach linii 

RNAi#1 i RNAi#7 w stadium BR stwierdzono odpowiednio 80% i 93% zmniejszenie ilości 

epitopów AGP w kontinuum ściana-błona komórkowa (0,21 nanocząstek na µm2 

i 0,08 nanocząstek na µm2). Ponadto, w owocach linii cGFP i nGFP w stadium BR epitopy 

AGP były rozproszone w kontinuum ściana-błona komórkowa (odpowiednio 

0,38 nanocząstek na µm2 i 0,14 nanocząstek na µm2) oraz cytoplazmie (0,29 nanocząstek na 

µm2 i 0,15 nanocząstek na µm2). Analizując owoce linii transgenicznych w stadium RR 

odnotowano mniejsze ilości epitopów AGP w porównaniu do owoców roślin WT (średnio 

o 50%).  

Na podstawie uzyskanych wyników badań sformułowano wniosek, iż zmiany 

w strukturze AGP oraz ich lokalizacja wywierają bezpośredni wpływ na strukturę ściany 

komórkowej, znacząco zaburzając charakterystyczną anatomię tkanki owoców, przypisaną 
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do poszczególnych stadiów procesu dojrzewania. Na ówczesnym etapie analizy postawiono 

hipotezę, iż zjawisko to związane jest z zakłóceniem występowania również innych 

składników ściany komórkowej, prowadząc tym samym do modyfikacji cech 

anatomicznych tkanki owoców. 

 

4.4. Publikacja P.4 

Kutyrieva-Nowak N., Leszczuk A., Denic D., Bellaidi S., Blazakis K., Gemeliari P., Lis M., 

Kalaitzis P., Zdunek A. 2024. In vivo and ex vivo study on cell wall components as part 

of the network in tomato fruit during the ripening process. Horticulture Research, 11: 

uhae145. 

W publikacji P.4 zaprezentowano wyniki badań w zakresie analizy zmian zawartości 

oraz czasowo-przestrzennej dystrybucji poszczególnych składników kompleksu APAP1, 

z zastosowaniem technik immunocytochemicznych oraz biochemicznych. W ramach badań 

skoncentrowano się na ksylanie, RG-I oraz nisko i wysoko estryfikowanym HG, które są 

rozpoznawane odpowiednio przez przeciwciała LM11, LM16, LM19 oraz LM20. Celem 

niniejszej pracy było określenie wpływu zaburzeń w syntezie jednego ze składników 

kompleksu APAP1 – AGP, na integralność całej ściany komórkowej. W związku z tym 

do badań wykorzystano ponownie owoce roślin ze zmodyfikowaną ekspresją genu SlP4H3 

oraz WT w dwóch skrajnych stadiach procesu dojrzewania (BR i RR). 

Znakowanie immunofluorescencyjne z użyciem przeciwciała LM11 pozwoliło na 

zobrazowano epitopów ksylanu w ścianie komórkowej i przestworach międzykomórkowych 

w owocach roślin WT. W przypadku owoców linii ze zmodyfikowaną ekspresją genu 

SlP4H3 stwierdzono podobny wzór rozmieszczenia epitopów LM11. Dodatkowo, 

odnotowano wyższą intensywność sygnału fluorescencji w porównaniu do owoców roślin 

WT, która utrzymywała się do zakończenia procesu dojrzewania. 

Sygnał immunofluorescencji w reakcji z przeciwciałem LM16, rozpoznającym 

epitopy RG-I, odnotowano głównie wzdłuż ściany komórkowej we wszystkich 

analizowanych owocach. Intensywność fluorescencji w owocach linii OEX#1 i OEX#2 była 

zbliżona do tej w owocach roślin WT. Natomiast w owocach linii RNAi#7 stwierdzono 

odstępstwo od typowej lokalizacji RG-I. Analizowane epitopy zwizualizowano jako 

pojedyncze skupiska w obrębie ściany komórkowej. 
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Znakowanie immunofluorescencyjne HG (LM19) w owocach linii z modyfikowaną 

ekspresją genu SlP4H3 wykazało największe różnice w porównaniu do owoców roślin WT. 

W przypadku owoców roślin WT i linii transgenicznych w stadium BR, epitopy nisko 

estryfikowanego HG (LM19) zwizualizowano w ścianie komórkowej i przestworach 

międzykomórkowych. W miarę postępu procesu dojrzewania, w owocach linii OEX#1 

i OEX#2 nie stwierdzono zmniejszenia intensywności fluorescencji ani obecności 

pojedynczych skupisk epitopów HG w obszarze międzykomórkowym, co różniło się 

od obserwacji w owocach roślin WT. Natomiast, w owocach linii RNAi#7 stwierdzono 

znaczne zmniejszenie intensywności sygnału wraz z postępującym procesem dojrzewania. 

W przypadku znakowania wysoko estryfikowanego HG z użyciem przeciwciała LM20 

nie odnotowano istotnych zmian w intensywności fluorescencji w owocach linii 

transgenicznych w porównaniu do owoców roślin WT. Intensywność zmniejszała się wraz 

z postępem procesu dojrzewania. Epitopy HG (LM20) zostały oznakowane jako pojedyncze 

skupiska w ścianie komórkowej i obszarze międzykomórkowym. 

Analiza mikroskopowa TEM na poziomie subkomórkowym potwierdziła różnice 

w dystrybucji poszczególnych składników ściany komórkowej. Analizę gęstości 

znakowania poszczególnych epitopów przeprowadzono zgodnie z podejściem 

zaprezentowanym w pracy P.3, polegającym na określeniu ilości nanocząstek złota na 1 μm2 

powierzchni kompartymentu komórkowego. Interpretacja uzyskanych danych opierała się 

na określeniu stosunku ilościowego pomiędzy obecnością poszczególnych składników 

w ścianie lub błonie komórkowej a obecnością tych epitopów w cytoplazmie. Dzięki temu 

możliwe było określenie „stopnia degradacji” ściany komórkowej, przyjmując, że ściana 

komórkowa ulega strukturalnej dezorganizacji.  

Analiza z wykorzystaniem przeciwciała LM11 pozwoliła zlokalizować epitopy 

ksylanu głównie w obrębie ściany komórkowej. Co ciekawe, wyniki znakowania owoców 

linii z nadekspresją genu SlP4H3 wykazały brak analizowanych epitopów w cytoplazmie. 

W owocach wszystkich analizowanych roślin w stadium RR odnotowano wzrost gęstości 

epitopów ksylanu (LM11) w kontinuum ściana-błona komórkowa. Wspomniany wzrost 

wynosił 40% dla owoców roślin WT, 60% dla owoców linii RNAi#7, 80% dla owoców linii 

OEX#1 oraz 10% dla owoców linii OEX#2. 

Epitopy RG-I (LM16) zlokalizowano głównie w kontinuum ściana-błona komórkowa, 

a wraz z postępem procesu dojrzewaniem ich ilość zwiększała się w cytoplazmie. 
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Nie odnotowano istotnych różnic pomiędzy owocami linii transgenicznych a owocami 

roślin WT. 

Największą ilość epitopów HG (LM19) stwierdzono w kontinuum ściana-błona 

komórkowa we wszystkich analizowanych owocach. W owocach linii OEX#1 i OEX#2 

zaobserwowano znaczący wzrost ilości analizowanych epitopów w stadium RR 

(odpowiednio 10-krotny i 24-krotny). Jednakże, nie odnotowano istotnych różnic pomiędzy 

owocami linii RNAi#7 a owocami roślin WT. 

W przypadku analizy HG rozpoznanego przez przeciwciało LM20, w owocach roślin 

WT zidentyfikowano większą ilość epitopów HG (LM20) w kontinuum ściana-błona 

komórkowa niż w cytoplazmie. Natomiast, w owocach linii ze zmodyfikowaną ekspresją 

genu SlP4H3 odnotowano 1,5-krotny wzrost zawartości epitopów HG (LM20) 

w cytoplazmie od początkowego stadium procesu dojrzewania.  

Profilowanie składników ściany komórkowej z zastosowaniem techniki ELISA 

umożliwiło na potwierdzenie licznych zaburzeń w ilości analizowanych składników 

w owocach linii transgenicznych. Do analiz włączono również określenie zawartości 

ekstensyn, rozpoznawanych przez przeciwciało LM1. Ekstensyny są białkami 

strukturalnymi ściany komórkowej, należące do rodziny HRGP. Hydroksyprolina w ich 

strukturze, podobnie jak w przypadku AGP, jest kluczowym składnikiem domeny 

białkowej. W owocach linii OEX#1 i OEX#2 w stadium BR odnotowano istotny wzrost 

ilości epitopów ekstensyn rozpoznawanych przez przeciwciało LM1 (odpowiednio 

15 mg/ml PNP i 10 mg/ml PNP), w porównaniu do 5 mg/ml PNP w przypadku owoców 

roślin WT. Nie zidentyfikowano znaczących różnic pomiędzy owocami linii z nadekspresją 

genu SlP4H3 a owocami roślin WT w stadium RR (około 15 mg/ml PNP). Natomiast, 

w owocach linii RNAi#7 stwierdzono 2-krotnie mniejszą ilość epitopów LM1 (8 mg/ml 

PNP) niż w owocach roślin WT. Zatem, analizy z wykorzystaniem przeciwciała LM1 

pozwoliły na potwierdzenie specyficzności ekspresji genu SlP4H3 względem HRGP.  

W przypadku analizy ksylanu rozpoznanego przez przeciwciało LM11 stwierdzono 

wzrost ilości epitopów (z 5 mg/ml PNP do 15 mg/ml PNP) wraz z postępem procesu 

dojrzewania we wszystkich owocach linii ze zmodyfikowaną ekspresją genu SlP4H3. 

W przypadku analizy epitopów RG-I (LM16) nie zidentyfikowano znaczących różnic 

pomiędzy owocami linii transgenicznych a owocami roślin WT w postępującym procesie 

dojrzewania. 
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Stwierdzono niższą zawartość HG rozpoznawanych przez przeciwciało LM19 

w owocach linii OEX#1, OEX#2 i RNAi#7 w porównaniu do owocach roślin WT. 

W owocach linii z nadekspresją genu SlP4H3 w stadium BR i RR stężenie epitopów HG 

(LM19) wynosiło około 10 mg/ml PNP. Natomiast w owocach linii RNAi#7 około 15 mg/ml 

PNP, w porównaniu do 20 mg/ml PNP w owocach roślin WT.  

Analiza obecności epitopów HG (LM20) w stadium BR nie wykazała istotnych różnic 

między owocami linii transgenicznych a owocami roślin WT. We wszystkich owocach 

odnotowano 2-krotny wzrost ilości epitopów HG (LM20) pod koniec procesu dojrzewania 

(z 3 mg/ml PNP do 6 mg/ml PNP).  

Test „wiązania” in vitro za pomocą techniki dot blot na membranie PVDF pozwolił 

na zbadanie powinowactwa AGP do innych składników ściany komórkowej, tj. AG, RG-I, 

ksylanu, ksyloglukanu. Analizy objęły również celulozę jako podstawowy budulec szkieletu 

ściany komórkowej. Stwierdzono zdolność wiązania wyizolowanego AGP z owoców linii 

transgenicznych i roślin WT z RG-I i celulozą. Testy „wiązania” in vitro, których detekcję 

wykonano za pomocą techniki ELISA również potwierdziły możliwość interakcji AGP 

ze składnikami ściany komórkowej, głównie z AG, RG-I i celulozą. 

Celem wyjaśnienia zmian w montażu ściany komórkowej tkanki owoców roślin 

ze zmienioną ekspresją genu SlP4H3 przeprowadzono analizę lokalizacji jonów wapnia 

w ścianie komórkowej. Wykonano analizy z użyciem SEM-EDS oraz znakowanie jonów 

Ca2+ wskaźnikiem Fluo-3 AM i jego wizualizację z użyciem CLSM. Dane uzyskane dzięki 

przeprowadzeniu obu metod pozwalają wysnuć generalny wniosek, że ilość jonów Ca2+ 

wzrasta we wszystkich analizowanych owocach wraz z postępem procesu dojrzewania. 

Zaś, ich poziom w owocach roślin z nadekspresją i wyciszeniem genu SlP4H3 jest wyższy.  

Na wykresach składu pierwiastkowego analizowanych owoców odnotowano 

obecność jonów Ca2+. W próbkach pochodzących z owoców roślin WT i linii 

transgenicznych stwierdzono piki odpowiadające jonom Ca2+, znajdującym się w różnych 

przedziałach komórkowych. Podobnie, analiza owoców wszystkich linii transgenicznych 

i WT wykazała wzrost intensywności fluorescencji w obecności wskaźnika Fluo-3 AM wraz 

z postępem procesu dojrzewania. Najwyższą intensywność sygnału uzyskano w komórkach 

warstwy epidermalnej owoców w stadium RR. Co więcej, poziom fluorescencji w owocach 

linii OEX#1 i OEX#2 był znacznie wyższy niż w owocach roślin WT. Za pomocą 

oprogramowania ImageJ oznaczono profile poziomu szarości (ang. plot profile) pozwalające 
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na analizę intensywności sygnału wzdłuż wybranego obszaru ściany komórkowej owoców. 

W owocach roślin WT w stadium BR odnotowano pojedynczy pik, odpowiadający 

kumulacji jonów Ca2+ w ścianie komórkowej. Natomiast w owocach linii transgenicznych 

w stadium BR nie odnotowano tego piku, wskazując na większe rozproszenie jonów Ca2+. 

W stadium RR w owocach roślin WT i linii transgenicznych również zaobserwowano jony 

Ca2+ w całej powierzchni ściany komórkowej.  

Na podstawie uzyskanych wyników można wnioskować, że zmiany podczas syntezy 

jednego ze składników kompleksu APAP1 wpływają na proces tworzenia stabilnej sieci 

porządkującej kontinuum ściana-błona komórkowa. Zaburzenia strukturalne ściany 

komórkowej, w szczególności zmiany w organizacji pektyn, są skorelowane ze zmianami 

w wiązaniu jonów Ca2+. Konsekwencją zaburzeń ilościowych i molekularnych jest 

zmieniona aranżacja połączeń pomiędzy składnikami ściany komórkowej, skutkująca 

modyfikacjami w anatomii tkanki owoców.   
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5. Podsumowanie i wnioski 

Metody z zakresu biologii molekularnej i mikroskopii stały się kluczowymi 

technikami badawczymi stosowanymi w dziedzinie nauk rolniczych. Umożliwiają 

poszukiwanie rozwiązań pomocnych w podnoszeniu ilości i jakości plonów, co jest 

szczególnie ważne w obliczu rosnącego zapotrzebowania na żywność, jak również z powodu 

negatywnych i nieustających zmian klimatycznych. Najnowsze osiągnięcia nauki pozwalają 

na badanie i modyfikowanie procesów fizjologicznych, które mają bezpośredni związek 

z uprawą i jakością plonów. W ostatnim czasie opisano rolę AGP w regulacji wzrostu 

i rozwoju roślin, jak również ich zaangażowanie w procesach zwiększenia odporności upraw 

na stresy środowiskowe (Ma i in., 2018; Ma i Johnson, 2023). Jednak mniej uwagi 

poświęcono funkcji AGP w procesie dojrzewania owoców. Jest to nadal temat aktualny 

i wymagający interdyscyplinarnych badań oraz rozwoju i optymalizacji nowych narzędzi 

badawczych. 

Celem badań zaprezentowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej było określenie 

wpływu AGP na strukturę ściany komórkowej oraz poznanie czasowo-przestrzennej 

dystrybucji proteoglikanów, jak i pozostałych składników ściany komórkowej na poziomie 

komórkowym i tkankowym podczas dojrzewania owoców.  

Na podstawie wyników przeprowadzonych badań można sformułować następujące 

wnioski: 

• Owoce roślin ze zmodyfikowaną ekspresją genu SlP4H3 charakteryzują się 

zmienioną organizacją ściany komórkowej. Zarówno wzrost, jak i zmniejszenie ekspresji 

genu SlP4H3 wywołują zmiany zawartości i cech molekularnych AGP. 

• Zmiana ekspresji genu SlP4H3 wpływa na proces hydroksylacji Pro w domenie 

białkowej AGP, co wpływa na proces „przyłączania” łańcuchów węglowodanowych 

w kolejnych etapach biosyntezy.  

• Istnieje przyczynowo – skutkowy cykl następujących po sobie zmian, wywołanych 

zaburzeniami natywnej struktury AGP: 

1) Zaburzenia w zawartości i strukturze molekularnej AGP są odpowiedzialne 

za zmiany lokalizacji tych proteoglikanów w ścianie komórkowej owoców. 

2) Zmiany dystrybucji AGP wpływają na czasowo-przestrzenną dystrybucję 

pozostałych składników ściany komórkowej.  
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3) Brak natywnej postaci AGP zaburza wzajemną organizację pozostałych elementów 

strukturalnych kompleksu APAP1 oraz jonów wapnia. 

4) Zmodyfikowana i nieuporządkowana sieć macierzy zewnątrzkomórkowej 

ma wpływ na zmiany anatomiczne tkanki owoców. 

5) Zmiany anatomiczne tkanki owoców są związane z zaburzeniem prawidłowego 

przebiegu procesu dojrzewania. 

 

Podsumowując, uzyskane wyniki potwierdzają postawioną hipotezę o roli AGP jako 

kluczowego elementu strukturalnego w prawidłowym przebiegu procesu dojrzewania. 

Zrozumienie mechanizmów działania AGP jest obiecującą perspektywą badawczą i może 

stanowić pierwszy krok w kierunku zwiększenia efektywności produkcji roślinnej, 

a tym samym poprawę jakości owoców.  
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Zdunek A. 2024. The modified activity of prolyl 4 hydroxylases reveals the effect 
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2024 Uczestnictwo w warsztatach biologicznych podczas XIII Nocy 
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1. Kutyrieva N., Leszczuk A., Zdunek A. Molecular studies on changes 

of arabinogalactan proteins (AGPs) during tomato ripening process. 21st International 

Workshop for Young Scientists „BioPhys Spring”. 30-31.05.2022, Nitra, Słowacja. 

Abstrakt został opublikowany w materiałach konferencyjnych na str. 61-62. 

 

2. Kutyrieva-Nowak N., Leszczuk A., Kalaitzis P., Zdunek A. 2023. Prolyl 4 

hydroxylases (P4Hs) affect cell wall changes during the fruit ripening process. 22nd 

International Workshop for Young Scientists „BioPhys Spring”. 15-16.06.2023, 

Gödöllő, Węgry. 

Abstrakt został opublikowany w materiałach konferencyjnych na str. 43. 

 

3. Kutyrieva-Nowak N., Leszczuk A., Zdunek A. Molecular & microscopic tools 

to study fruit cell walls. 14th International Conference on Agrophysics. 11-13.09.2023, 
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Abstrakt został opublikowany w materiałach konferencyjnych na str. 35. 

 

4. Kutyrieva-Nowak N., Leszczuk A., Nowak A., Nosalewicz A., Zdunek A. 

Physiological changes in tomato fruit during storage in stressful oxygen condition. 

23rd International Workshop for Young Scientists „BioPhys Spring 2024”, 

23-24.05.2024, Lublin, Polska. 

Abstrakt został opublikowany w materiałach konferencyjnych na str. 87-89. 
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1. Kutyrieva-Nowak N., Leszczuk A., Kalaitzis P., Zdunek A. Rola hydroksylazy 

prolinowej (P4H3) w biosyntezie AGP w procesie dojrzewania owoców pomidora. 

Warsztaty dla młodych badaczy. 28-29.11.2022, Lublin, Polska. 

Abstrakt został opublikowany w materiałach konferencyjnych na str.17-18. 

 

2. Kutyrieva-Nowak N., Leszczuk A., Kalaitzis P., Zdunek A. Wpływ aktywności 

hydroksylazy prolinowej (P4H3) na dystrybucję AGP w ścianie komórkowej podczas 

procesu dojrzewania owoców pomidora. Konferencja „Cztery Żywioły – współczesne 

problemy w naukach o życiu”. 14.12.2022, Warszawa, Polska. 

Abstrakt został opublikowany w materiałach konferencyjnych na str. 28. 

 

3. Kutyrieva-Nowak N., Leszczuk A., Zdunek A. Lokalizacja i czasowo-przestrzenna 

dystrybucja składników kompleksu APAP1 podczas procesu dojrzewania owoców 

pomidora. Warsztaty dla młodych badaczy. 30.11-01.12.2023, Lublin, Polska. 

Abstrakt został opublikowany w materiałach konferencyjnych na str. 10-11. 

 

4. Kutyrieva-Nowak N., Leszczuk A., Kalaitzis P., Zdunek A. Dystrybucja 

i zawartość Ca2+ w tkankach owoców pomidora z zaburzonym procesem syntezy 

AGP. Konferencja „Cztery Żywioły – współczesne problemy w naukach o życiu”. 

14.12.2023, Lublin, Polska. 

Abstrakt został opublikowany w materiałach konferencyjnych na str. 35-36. 

 

Postery zaprezentowane na konferencjach międzynarodowych 

1. Kutyrieva-Nowak N., Leszczuk A., Zając A., Kaloudas D., Kalaitzis P., Zdunek 

A. The role of proline hydroxylase (P4H3) in AGP biosynthesis and distribution 

during the tomato fruit ripening process. XVI Cell Wall Meeting. 18-22.06.2023, 

Malaga, Hiszpania. 
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