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Streszczenie: Chitynazy, biatka enzymatyczne hydrolizujace chityne, sa bardzo szeroko rozpowsze-
chnione w przyrodzie. Sekwencje kodujace chitynazy posiadaja wirusy, a takze niemal wszystkie or-
ganizmy zywe poczynajac od jednokomorkowych bakterii poprzez grzyby, rosliny nizsze i wyzsze,
a skonczywszy na zwierzetach i czlowieku. Enzymy te posiadajg bardzo zréznicowana strukture i petnig
wielorakie funkcje. Chitynazy roslinne odkryte zostaly jako czynniki grzybobdjcze i dtugo ich dziatanie
rozwazane bylo w tym kontekscie. Stad tez ich rola w innych procesach jest mniej poznana. W tej pracy
opisano mechanizm dziatania tych biatek, ich klasyfikacje oraz znaczenie w rozwoju ro$lin.

Stowa kluczowe: chitynaza, embriogeneza, rozw6j wegetatywny i generatywny, chityna, biatka
arabinogalaktanowe

Summary: Chitinase, a chitin hydrolyzing enzymatic proteins are widely distributed in nature. Chiti-
nase coding sequences have viruses, and almost all living organisms ranging from unicellular bacteria
by fungi, lower and higher plants, up to animals and human beings. These enzymes have a very diverse
structure and perform multiple functions. Plant chitinases have been discovered as agents for their
fungicidal activity and have long time been considered in this context. Therefore, their role in other
processes is less understood. This paper describes the mechanism of action of these proteins, their
classification and importance in the development of plants.
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WSTEP

Chitynazy, sg szeroko rozpowszechnionymi biatkami enzymatycznymi z gru-
py hydrolaz, ktéorych sekwencje kodujace znaleziono w wirusach, bakteriach,
grzybach, owadach, zwierzetach i roslinach. Enzymy te, podobnie jak B-N-acety-
loheksozoaminidazy, zaliczane sa, do enzymow chitynolitycznych, nalezacych do
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wiekszej grupy enzymatycznej — hydrolaz glikozydowych (GH). Do hydrolaz gli-
kozydowych naleza wszystkie enzymy hydrolizujace wigzania glikozydowe w poli-
sacharydach, oligosacharydach i glikozydach. Jest to bardzo liczna grupa i w opar-
ciu o sekwencje aminokwasowe ich domen katalitycznych podzielono je na ponad
110 rodzin. Chitynazy przyporzadkowano do rodziny 18, 19, 23 i 48 hydrolaz gliko-
zydowych, natomiast -N-acetyloheksozoaminidazy do rodziny 3, 18, 20 1 84 [2].

Chitynazy uczestnicza w hydrolizie chityny, nierozpuszczalnego polimeru
B-1,4-N-acetyloglukozaminy (GlcNAc), jednego z najczesciej wystepujacych
w przyrodzie polisacharydow (ryc. 1).

Chityna swoja strukturg zblizona jest do celulozy, glownie ze wzgledu na fakt two-
rzenia dtugich tancuchéw polimerowych N-acetyloglukozaminy potaczonych wigza-
niami B-1,4-glikozydowymi. Ponadto sie¢ przestrzenna (ang. three dimensional, 3D)
mikrofibryli chityny jest kowalencyjnie przytaczona do B-1,3-glukanu, ktory jest dru-
gim polisacharydem budulcowym wystepujacym w wiekszosci $cian komérkowych
grzybow [29]. W przyrodzie chityna wystepuje w dwoch formach krystalicznych, tj.
a, ktorej tancuchy GIcNAc utozone sg antyrownolegle i B, ktorej tancuchy GlcNAc
utozone sg rownolegle [1]. Chityna jest sktadnikiem szkieletéw owadow i skorupia-
koéw oraz ich jaj, a takze muszli migczakow i1 Scian komérkowych grzybow [41, 65].
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RYCINA 1. Struktura chemiczna tancucha chityny. B — oznaczenie wigzania 1,4-glikozydowego po-
miedzy weglem C1 i C4 dwoch sasiednich czasteczek N-acetyloglukozaminy

FIGURE 1. The chemical structure of chitin chain. B — designation 1,4-glycosidic bond between the
carbon C1 and C4 of two adjacent N-acetylglucosamine molecules
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MECHANIZM DZIALANIA CHITYNAZ,
ICH KLASYFIKACJA I WYSTEPOWANIE

Chitynaza katalizuje hydroliz¢ wigzan pomigedzy weglem C1 i C4 dwoch sg-
siednich N-acetyloglukozamin w tancuchu chityny. Ze wzgledu na mechanizm
dziatania wyodrebniono dwa rodzaje chitynaz: endochitynazy (EC 3.2.1.14) i eg-
zochitynazy (EC 3.2.1.52) [60]. Endochitynazy nazywane sg tez chitynazami typu
roslinnego (,,plant type”), natomiast egzochitynazy chitynazami typu bakteryjne-
go (,,bacterial type”). Endochitynazy rozszczepiaja wiazania -1,4-glikozydowe
losowo w punktach wewngtrznych w polimerze, uwalniajac rozpuszczalne multi-
mery o malej masie czasteczkowej, takie jak chitotetroza i chitotrioza oraz dimer
diacetylchitobioza. Z kolei egzochitynaza hydrolizuje chityn¢ na dimery uwalnia-
jac diacetylochitobioze, bez mono- lub oligosacharydow [3].

Jak juz wspomniano wiele organizmow ma zdolnos$¢ do wytwarzania enzymow
chitynolitycznych rozktadajacych chityng. Bakterie wytwarzajg chitynazy nalezace
gtéwnie do rodziny GH-18, a ponadto do GH-19 i GH-23 [33]. Z kolei wszystkie
chitynazy grzybowe [22], podobnie jak chitynazy wytwarzane przez owady zalicza-
ne sg do rodziny GH-18 [92]. Co wigcej, sekwencje kodujace chitynazy z rodziny
GH-18 sa szeroko rozpowszechnione u wiruséw oraz u zwierzat i roslin wyzszych,
natomiast chitynazy zrodziny GH-19 sa gtownie reprezentowane w ro$linach
wyzszych i jak juz wspomniano bakteriach. Te dwie rodziny r6znig si¢ sekwencja
aminokwasowa, strukturg trojwymiarowa (3D), oraz mechanizmem molekularnym
reakcji katalitycznych, a zatem uwaza si¢, ze majg rozne ewolucyjne pochodzenie
[44, 87]. Biorac pod uwagg stechiomerti¢ substratéw i produktow reakcji enzyma-
tycznej mozemy te dwie rodziny hydrolaz glikozydowych zaklasyfikowac¢, jako en-
zymy zachowujace (nalezy tu rodzina GH-18) lub inwertujace (GH-19) konfigura-
cj¢ na anomerycznym atomie wegla w powstatym produkcie. Enzymy zachowujace
wykorzystuja tzw. mechanizm pojedynczego podstawienia, natomiast inwertujace
podwojnego podstawienia reszt aminokwasowych w miejscu aktywnym [8].

Chitynazy roslinne stanowia bardzo zréznicowana grupe¢. Shinshi i wsp. [67]
jako pierwsi zaproponowali podziat chitynaz roslinnych na 3 klasy strukturalne,
obecnie podziat obejmuje az 7 klas (I-VII) w obrebie dwu rodzin hydrolaz GH-19
i GH-18 (ryc. 2).

Chitynazy z klasy 1, II, IV, VI, VII naleza do rodziny GH-19. Analiza filogene-
tyczna chitynaz z klasy I, 11 1 IV sugeruje wickszg ewolucyjng odlegltos¢ pomiedzy
chitynazami z klasy IV a tymi z klas 11 Il [20]. Klasa I chitynaz zawiera wysoce
konserwatywng strukture gtowna domeny katalitycznej, wraz z niewielkim, boga-
tym w glicyng i proling regionem oddzielajacym od bogatej w cysteing N-koncowe;j
domeny. Okreslana jest ona, jako domena podobna do heweiny — lektyny wigzace;j
chityne z drzewa gumowego (ang. Hevein-like domain) lub domena wigzania chi-
tyny (ang. Chitin-Binding Domain, CBD) [18]. Klasa I podzielona jest na podklasy
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RYCINA 2. Klasyfikacja i budowa chitynaz roslinnych. | sekwencja sygnalna; [ domena wig-
zania chityny; Il region zawiasowy; KESIHEE domeny katalityczne
FIGURE 2. Classification and structure of plant chitinases. . signal sequence; [ | chitin bind-

ing domain; Il a hinge region; [ XX M catalytic domain

o wzorach Ia i Ib, ktore zawierajg odpowiednio chitynazy kwasne i zasadowe. Chity-
nazy nalezace do klasy II posiadaja strukture gtowng domeny katalitycznej wysoce
homologiczng do klasy I chitynazy, jednak brakuje im domeny bogatej w cysteing
(CBD), a takze regionu zawiasowego. Ponadto klasa I chitynaz wystepuje tylko u ro-
$lin, a chitynazy klasy II takze u grzybow i bakterii. Chitynazy klasy IV zbudowane
sg z regionu zawiasowego, a takze obu domen, tj. katalitycznej i wigzania chityny.
Uwaza sig, ze klasa IV ewoluowata z klasy | poprzez seri¢ czterech delecji, ktore spo-
wodowaty zmniejszenie liczby miejsc wigzacych GlcNAc oraz zaburzenia w sekwen-
cji odpowiedzialnej za kierowanie do wakuoli, co doprowadzito do ich wydzielania
w apoplascie [56, 79]. Najmniej poznane sg chitynazy z klasy VI i VII. Wiadomo, ze
enzymy z klasy VI posiadaja obie domeny (katalityczng i CBD), jednak ze wzgledu na
modyfikacje polegajace na zmniejszeniu domeny katalitycznej do regionu bogatego
w glicyng i proling oraz przycigcie domeny CBD, znacznie r6znig si¢ od tych z klasy
i klasy IV. Natomiast chitynazy klasy VII zbudowane sa z domeny katalitycznej,
ktora wykazuje duze podobienstwo do tej z klasy IV oraz sekwencji sygnalnej [6, 58].

Chitynazy z klasy IIl i V naleza do rodziny 18 hydrolaz glikozydowych (GH-18).
Roslinne chitynazy klasy III posiadaja domene katalityczna, jednak brak im domeny
wigzacej chityne (CBD) oraz regionu zawiasowego. Chitynazy klasy III wyka-
zujg szeroki zakres punktu izoelektrycznego, aktywnos¢ w szerokim zakresie pH
i stabilnos¢ w temperaturach 60-70°C. Natomiast klasa V chitynaz posiada powie-
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long domene¢ wiazania chityny. Chitynazy z klasy III i V, mimo Ze naleza do tej
samej rodziny hydrolaz, wykazujg stosunkowo niskie podobienstwo w sekwencji
aminokwasowej domeny katalitycznej (<15% podobienstwa) [46, 47]. Co wigcej,
ich unikalna struktura i dodatkowa aktywnos$¢ lizozymu upodabnia je do chitynaz
bakteryjnych.

Duza roznorodno$¢ w strukturze chitynaz roslinnych wynika z ewolucyjnych
zmian w $wiecie roslin. Aby pozna¢ fundamentalng role chitynaz ro§linnych, zbadano
chitynazy pochodzace z roslin ewolucyjnie starszych od okrytonasiennych, miedzy
innymi chitynazy paproci — Pteris ryukyuensis [49] 1 sagowca — Cycas revoluta [73].
Najnowsze badania strukturalne i fizjologiczne dotycza chitynaz pochodzacych z ro-
$lin nienaczyniowych. Badania chitynaz u mchow moga prowadzi¢ do lepszego zro-
zumienia podstawowego znaczenia tych enzymow w krolestwie roslin [48, 67, 74].

ROLA ROSLINNYCH CHITYNAZ

Roslinne chitynazy zostalty odkryte przez Bernarda w 1911 roku, ktory wykazat
ich dziatanie antygrzybowe [65]. Chitynazy zostaly wykryte i przebadane u bardzo
wielu gatunkow roslin w roznych organach i tkankach, takich jak korzenie, bulwy,
pedy, liscie, kwiaty, zarodki, nasiona i owoce, protoplasty mezofilu i komorki epider-
my [62]. Dotychczas przeprowadzone badania wykazaly, ze synteza chitynaz odbywa
si¢ niemal na kazdym etapie rozwoju rosliny. Enzymy te uczestnicza we wzro$cie
wegetatywnym, poczawszy od fazy embrionalnej, kielkowania nasion, poprzez roz-
woj siewki, az do procesow generatywnych zwigzanych z kwitnieniem oraz dojrze-
waniem owocow (tab. 1).

Chitynazy produkowane podczas wzrostu irozwoju roslin moga zabezpieczac
rosliny przed zewnetrznymi czynnikami stresowymi, np. patogenami, a takze czgsto
uczestniczg bezposrednio w procesach zwigzanych z rozwojem wegetatywnym i ge-
neratywnym. Ich rola w rozwoju roslin moze by¢ dwojaka, z jednej strony uczestni-
cza w rozluznianiu struktury $cian komorkowych, a ponadto stwierdzono, ze niektore
chitynazy mogg bra¢ udzial w transdukcji sygnalu. Zwigzane jest to z tym, ze subs-
tratem dla chitynazy, oprocz chityny, sa takze biatka arabinogalaktanowe (AGP), kto-
rych cze$¢ zawiera reszty N-acetyloglukozaminy (GIcNAc) [69]. AGP pehig funkcje
strukturalna taczac Sciany komdrkowe z btong plazmatyczna i cytoszkieletem, ale tak-
ze uczestniczag w wielu procesach biologicznych, w tym podziale komorek, zaprogra-
mowanej $mierci komorki, zroznicowaniu i ekspansji komodrek, embriogenezie oraz
interakcjach zywiciel/drobnoustrdj [38]. Potwierdzono, iz biatka te moga by¢ hydro-
lizowane przez chitynaze do oligosacharydow, co prowadzi do rozluznienia struktury
scian komorkowych, a ponadto powstate w wyniku tej reakcji chitooligosacharydy
staja si¢ czgsteczkami sygnalnymi regulujacymi wiele procesow rozwoju roslin [54].
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TABELA 1. Udziat ro$linnych chitynaz w rozwoju roélin
TABLE 1. Plant chitinases in plant development

Chitynazy

w roéznych Klasa
stadiach roz- chitynazy
woju rosliny

Roslina Zrodto

Stadia wegetatywne:

* Zea mays L.(Kukurydza zwyczajna) [5]
v Picea abies L. (Swierk pospolity) [87]
Faza I Arabidopsis thaliana L. (Rzodkiewnik pospolity) [50]
embrionalna * Pinus nigra Arn. (Sosna czarna)
* Abies alba Mill. X A. cephalonica Loudon (Jodta biata x Jodta grecka);  [15]
Abies alba Mill. x A. numidica (Jodta biata x Jodta numidyjska) [15]
M1 Dactylis glomerata L. (Kupkowka pospolita) [78]
I Punica granatum L. (Granatowiec wlasciwy) [36,91]
1 Glycine max L. (Soja warzywna) [17]
Kielkowanie II, III Cucumis melo L. (Ogorek melon) [86]
nasion * Hordeum L. (Jgczmien) [25]
I Lycopersicum esculentum Mill. (Pomidor zwyczajny) [89]
v Araucaria angustifolia Kuntze (Araukaria brazylijska) [12]
v Arabidopsis thaliana L. (Rzodkiewnik pospolity) [50]
Rozwdj 1T Nicotiana tabacum L. (Tyton szlachetny) [53]
siewek 1 Adenanthera pavonina L. (Gruczotkowiec pawi) [63]
Stadia generatywne:
v Arabidopsis thaliana L. (Rzodkiewnik pospolity) [50]
Kwitnienie I Oryza sativa L. (Ryz siewny) [76]
I Metroxylon sagu Rottb (Sagownica zwyczajna) [59]
v Erysimum linifolium L. (Pszonak) [56]
Przekwitanie I Dimocarpus longan Lour. (Longan) [90]
II Lycopersicum esculentum Mill.(Pomidor zwyczajny) [39]
Dojrzewanie * Musa acuminata Colla. (Bananowiec) [77]
owWocow 1 Musa acuminata Colla. (Bananowiec) [35]

* brak danych dotyczacych klasy badanych chitynaz

ROLA CHITYNAZ W ROZWOJU WEGETATYWNYM

Jakjuzwspomnianochitynazyuczestniczaw rozwojuwegetatywnympoczynajac
od rozwoju zarodka, kietkowaniu nasion, az do wzrostu siewki. Chitynazy, po-
dobnie jak glukanazy i transferazy lipidowe, naleza do zewnatrzkomérkowych
biatek regulujacych proces embriogenezy zygotycznej i somatycznej [15]. Ich
rola w tych procesach polega prawdopodobnie na modyfikacji §ciany komoérko-
wej komorek roslinnych, poprzez hydrolize zawartych w niej oligomerow skta-
dajacych si¢ z przynajmniej trzech reszt N-acetylglukozaminy [11, 37]. Ponadto
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w embriogenezie zygotycznej chitynazy mogg uczestniczy¢ w przekazywaniu
sygnatéw miedzy zarodkiem, a odzywiajacym je bielmem wykorzystujac do tego
celu wspomniane juz wczesniej oligosacharydy powstale po hydrolizie AGP [5, 7,
54]. Wzajemne powigzania mi¢dzy zarodkiem i bielmem nalezg do trudnych do
badania ze wzglgdu na fakt, ze rozwijaja sie one gigboko w tkankach matecznych.
Jednym ze sposobdéw pokonania tej bariery jest wykorzystanie proceséw soma-
tycznej embriogenezy w warunkach in vitro. W kulturach haploidalnych zarodkéw
pochodzacych z mikrospor kukurydzy wykryto obecno$¢ AGP, dwie izoformy chi-
tynazy iinne enzymy hydrolityczne oraz powstate na skutek ich aktywnosci oli-
gosacharydy. Skorelowano obecnos¢ AGP ze stymulacjg embriogenezy [5]. AGP
dziata promujaco na proces somatycznej embriogenezy u marchwi, w szczegdlno-
$ci w polaczeniu z chitynazami, poniewaz dodanie endochitynazy (EP3) do kultur
marchwi prowadzonych w obecnosci AGP dodatkowo stymulowato embriogeneze
[80]. Biatko wyizolowane z zarodkéw zygotycznych i somatycznych $wierka po-
spolitego (Picea abies) posiadato aktywno$¢ chitynolityczng i po dalszych anali-
zach zostato przyporzadkowane do IV klasy chitynaz. Obserwowano zwigkszong
ekspresje genow kodujacych te¢ chitynaze (Chia4-Pa) po przeniesieniu komorek
masy proembriogeniczej na pozywke bez regulatoréw wzrostu [86]. Chitynaze kla-
sy lI scharakteryzowana u Arabidopsis (AtEP3/AtchitlV) uznano za specyficzng dla
procesu embriogenezy somatycznej, cho¢ jest obecna takze w pytku oraz bielmie,
a nawet rosngcych korzeniach wlosnikowych i podsadkach lisciowych [50]. Takze
w kulturach zawiesinowych innych roslin iglastych wykryto chitynazy. W pozywce
z kulturg sosny czarnej (Pinus nigra) wykryto dwanascie, natomiast w kulturach hy-
brydowych jodty bialej (Abies alba x A. cephalonica oraz Abies alba x A. numidica)
dziewie¢ izoform chitynazy. Wskazuje to na duza zmienno$¢ chitynaz i niewatpli-
wie ich znaczenie we wzroscie i rozwoju zarodkow somatycznych [15]. W hodowli
zawiesinowej trzech lini embriogennych i trzech nieembriogennych kupkoéwki po-
spolitej (Dactylis glomerata L.) stwierdzono roznice w obecnosci chitynazy. Endo-
chitynaza klasy III obecna byta w pozywkach z hodowla linii embriogennych, nie
stwierdzono jej natomiast w przypadku linii nieembriogennych. Dlatego chitynazy
moga by¢ traktowane jako potencjalny marker embriogenicznosci [77]. Stwierdzo-
no takze, ze obecno$¢ chitynazy kontroluje przej$cie zarodka ze stadium globular-
nego do sercowatego [9].

Chitynazy wystepujace w nasionach sg bardzo zréznicowane i nalezg do kla-
sy I, I, III, IV i VII. Udowodniono, ze chitynazy moga odgrywac znaczacg role
w kietkowaniu nasion. Chitooligosacharydy obecne w komorkach okrywy na-
siennej sg rozktadane przez te enzymy, a to z kolei dzieki rozluznieniu struktury
okrywy nasiennej, umozliwia wytonienie korzonka zarodkowego [18]. Chitynaz¢
klasy III znaleziono w nasionach granatu, chociaz nie stwierdzono jej w okrywie
nasiennej i w lisciach, co moze wskazywac na to, ze chitynaza jest aktywna gtow-
nie w zarodku. Obecno$¢ chitynazy potwierdzono takze w amyloplastach. Dalsze
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badania wykazaty, ze chitynaza ulega degradacji podczas kietkowania nasion, co
moze wskazywac na jej role w tym procesie [90]. Rozwazano takze mozliwos$¢
uczestniczenia chitynazy w dostarczaniu jonéw wapnia do komorek. Chitynazy
majg zdolno$¢ wigzania jonoéw wapnia w stosunku okoto dziesi¢ciu moli jonow
Ca?" na mol biatka. Mozliwe, ze chitynazy sa odpowiedzialne za magazynowanie
tych jonoéw, co reguluje wiele procesow fizjologicznych w tym kietkowanie na-
sion [36]. Chitynazy klasy I obecne sg w dojrzewajacych nasionach i strakach soi
jak réwniez w korzeniach i lisciach tej rosliny. Staba ekspresje chitynazy klasy
I zaobserwowano takze na pozniejszym etapie rozwoju zarodka [17]. W dojrze-
wajacych nasionach melona poczynajgc od 40 dnia po kwitnieniu do osiagnigcia
przez nie dojrzatosci, wykryto jedng form¢ kwasowa i dwie zasadowe chitynaz,
przy czym w bielmie ujawniono izoformy kwasne i zasadowe, a w osi zarodka
zasadowe. Dwie sekwencje uzyskane z nasion melona zidentyfikowano jako chi-
tynaze klasy Il (CmChi2) i Il (CmChil), a poziom ich ekspresji rost w trakcie
kietkowania nasion, co powigzano z pojawieniem si¢ korzenia zarodkowego [85].
Podobnych obserwacji dokonano na jeczmieniu. Chitynazy o masie 28 i 33 kDa
zlokalizowano w warstwie aleuronowej i bielmie w rozwijajacych sie i kietkuja-
cych ziarniakach, natomiast nie stwierdzono ich w zarodkach. Zaobserwowano
takze gromadzenie mRNA kodujacego chitynazy podczas dojrzewania ziarniakow
jeczmienia [25]. W nasionach pomidora (Lycopersicon esculentum Mill.) chityna-
zy nalezace do klasy I razem z B-1,3-glukanazg wykazujg podwyzszona aktyw-
no$¢ w mikropylarnych tkankach podczas imbibicji nasion przed przebiciem si¢
korzenia zarodkowego w trakcie skietkowania nasion. Nie potwierdzono jednak,
aby enzymy te ulatwiaty przebicie korzenia wykorzystujac mechanizm hydrolizy
tkanek i modyfikacji $ciany komorkowej podczas kietkowania nasion pomidora
[88]. Chitynazy klasy IV w powigzaniu z biatkami arabinogalaktanowymi uczest-
niczg w dojrzewaniu nasion Araucaria angustifolia [12]. Pojawienie si¢ chitynaz
w rozwijajacych si¢ nasionach czesto zwigzane jest rowniez z zabezpieczeniem
ich przed atakiem patogenow grzybowych, tak jak w przypadku ziarniakow owsa
[71], nasion traganka [31] 1 fasoli [82]. Enzymy te hydrolizuja Sciane komdrkowa
grzybow, a przez to zapobiegaja infekcji.

Wielokrotnie izolowano chitynazy z siewek roznych gatunkéw roslin, takich jak
sorgo [23], daglezja zielona [24], bawelna [4], ciecierzyca [14], gdzie uczestniczy-
ly w obronie tych ro$lin przed infekcja patogenami grzybowymi. Rola chitynaz we
wzroscie ro$lin nie jest do konca poznana, chociaz potwierdzono korelacje migdzy
wzrostem aktywno$ci tych enzymow, a wyzszym wigorem siewek transformowanego
tytoniu (Nicotiana tabacum) [53]. Obserwowano takze wzrost zawarto$ci chitynaz,
wraz z rozwojem siewek gruczotkowca pawiego (Adenanthera pavonina) [63].

Roslinne biatka chitynolityczne, w szczegolnosci chitynazopodobne (ang.
chitinese-like,CTL) biorg takze udziat w procesie biosyntezy $ciany komorkowe;j
[45]. Mutacja genu kodujacego CTL1 u Arabidopsis doprowadzita do ektopowe-
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go odktadania si¢ ligniny we wtérnej Scianie komoérkowej, zmniejszenia dlugosci
korzeni i hipokotyli oraz zwigkszenia liczby korzeni wlosnikowych [96]. Row-
niez u Arabidopsis Sénchez-Rodriguez i wsp. [62] zaobserwowali koekspresje
CTL i syntazy celulozy (CESA). Dodatkowo wysnuli hipotezg, ze CTL taczy si¢
z pojawiajagcymi si¢ w apoplascie mikrofibrylami celulozy, co w konsekwencji
moze wpltywac na wlasciwosci strukturalne celulozy.

ROLA CHITYNAZ W ROZWOJU GENERATYWNYM

W rozwoju generatywnym roslin, chitynazy pojawiajg si¢ na etapie indukcji kwit-
nienia. Chitynazy wykryto w kwiatach wielu roslin, te nalezace do klasy I znaleziono
m. in. w kwiatach tytoniu [40], Arabidopsis [61] oraz ryzu [32], natomiast nalezgce
do klasy II w kwiatach pietruszki [55], ziemniaka [85] oraz pomidora [21]. Chityna-
zy klasy Il (AtEP3/AtchitlV) znaleziono jak juz wspomniano wczes$niej w okrywie
nasiennej i bielmie podczas kietkowania nasion, a takze podczas rozwoju generatyw-
nego, w dojrzatym 1 kietkujacym pytku [50]. Stwierdzono bardzo wysoki konstytu-
tywny poziom ekspresji genu chitynazy klasy [ w precikach i stupkach kwiatow ryzu,
a jednoczesnie nie stwierdzono jej w organach wegetatywnych, nawet po traktowaniu
czynnikami stresowymi, zarowno chemicznymi takimi jak etefon, kwas salicylowy,
chitozan jak i fizycznymi, takimi jak promieniowanie UV i zranienie. Chitynaz moga
wigc odgrywac role w rozwoju kwiatow i réwniez w tym przypadku peti¢ funkcje
enzymu ,,rozluzniajacego” §ciany komorkowe koniecznego do szybkiej ekspansji ko-
morek [76]. W kwiatach sagowca (Metroxylon sagu) wystepuja chitynazy klasy I,
ktore na bardzo niskim poziomie byty ekspresjonowane rowniez w lisciach i me-
rystemie [59]. Ponadto chitynazy licznie pojawiaja si¢ w starzejacych sie i opada-
jacych ptatkach kwiatow, np. Erysimum linifolium [56], Dimocarpus longan [90],
czy pomidora [39], co moze si¢ wigza¢ z tym, ze chitynazy uczestniczg w roz-
puszczaniu $cian komoérkowych lub separacji komorek, ktore zachodzg podczas
starzenia si¢ i opadania ptatkow [34].

Znaczny wzrost ekspresji genu chitynazy (MaCHtt) w dojrzewajacych owo-
cach banana, w szczego6lnosci w pdzniejszych etapach rozwoju owocow, tj. 95
dni i wigcej od kwitnienia, Swiadczy o udziale tych enzymow w tych procesach.
Chitynazy maja tez znaczenie podczas dojrzewania posprzetnego owocow ba-
nana. Poziom ekspresji genu MaCHtt maksymalny poziom osigga w 18 dniu od
zerwania owocow. Autorzy podkreslaja, iz chitynazy w owocach pojawiaja si¢
konstytutywnie, a poziom jej ekspresji rosnie wraz z osigganiem dojrzatosci przez
owoce [77]. Do podobnych wnioskow doszli badacze sprawdzajac ekspresje genu
chitynazy (MaEChII) w liciach, a takze w kwiatach 1 w owocach banana. Dalsze
badania potwierdzity stopniowy wzrost ekspresji tego genu w trakcie dojrzewania
posprzetnego, co przetozylo si¢ takze na wzrost aktywnos$ci enzymatycznej endochi-
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tynazy w 20 dniu po zbiorach. Ponadto badaczom udato si¢ powigzac szczyt ekspre-
sji genu chitynazy ze szczytem produkcji bioracego udziat w dojrzewaniu owocow
etylenu oraz mozliwos¢ regulowania przez endogenny etylen ekspresji tego genu, co
jednoznacznie wskazuje na rolg endochitynazy w dojrzewaniu owocow [35].

ROLA CHITYNAZ W INTERAKCJI ROSLINY ZE SRODOWISKIEM

Chitynazy, ktére pojawiaja si¢ podczas rozwoju rosliny spetniaja takze funk-
cje wynikajace z interakcji rosliny ze §rodowiskiem. Niektore z chitynaz moga
by¢ reprezentowane w ros$linie konstytutywnie lub mogag by¢ indukowane przez
czynniki stresowe zarowno abiotyczne jak i biotyczne. Chitynazy uczestnicza
w reakcji roslin na stres abiotyczny spowodowany m.in. niskimi temperatura-
mi [19, 94, 97] czy metalami ciezkimi [27, 42, 43, 82, 84], a takze majg istotne
znaczenie w kontakcie z mikroorganizmami, biorgc udziat zard6wno w symbiozie
z bakteriami [64, 79] jak i z grzybami mikoryzowymi [13, 16] oraz w patogenezie
[10, 31, 52, 69, 73, 92, 95]. Odgrywaja takze znaczaca rol¢ w interakcji rosli-
ny z owadami, uczestniczagc w obronie przed atakiem insektow [28, 30], a nawet
w zdobywaniu substancji odzywczych przez rosliny owadozerne [51, 65].

PODSUMOWANIE

Chitynazy stanowig bardzo zlozong rodzine¢ bialek enzymatycznych hydrolizu-
jacych nie tylko chityng, ale takze biatka arabidogalaktanowe. Moga by¢ ekspresjo-
nowane konstytutywnie i angazowac si¢ w wiele procesow zwigzanych z rozwojem
rosliny, ale takze indukowane w wielu organach roslinnych pod wplywem stresow
abiotyczny i biotycznych. W przeciwienstwie do ich znaczenia w odpowiedzi na
czynniki biotyczne i abiotyczne, ich rola w rozwoju roslin nie zostala jeszcze do-
statecznie zbadana. Wiadomo, Ze uczestniczg w embriogenezie, kietkowaniu, oraz
we wzroscie siewek. Bardzo znaczaca role odgrywaja tez w formowaniu i opadaniu
kwiatow oraz dojrzewaniu owocow. Przypuszcza sie, ze ma to zwigzek z reorgani-
zacja $ciany komorkowej. Znaczaca role odgrywaja tu biatka arabinogalaktanowe,
ktorych hydroliza powoduje ponadto uwalnianie oligosacharydéw stanowiacych
czasteczki sygnalne w wielu procesach zwigzanych z rozwojem roslin. Poznanie
doktadnego mechanizmu dziatania chitynaz moze przyczyni¢ si¢ do poszerzenia
wiedzy dotyczacej ich udziatu w rozwoju roslin, oraz wykorzystania jej w prakty-
ce w farmakologii, ze wzgledu na powstajace z ich udziatem chitooligosacharydy
o wlasciwosciach antynowotworowych i przeciwzapalnych.
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