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Streszczenie: Sciana komorkowa jest bardzo dynamiczng struktura, nieustannie modyfikowang
w trakcie catego cyklu zyciowego roslin. Zmiany przebiegajace w Scianie komorkowej odgrywaja
istotne znaczenie rowniez w procesach zachodzacych w kietkujacych nasionach. Modulowanie struk-
tury $ciany komorek bielma okrywajacego zarodek jak i wydiuzajacego si¢ elongacyjnie korzenia
zarodkowego ma decydujacy wpltyw na to czy proces kietkowania zostanie pomyslnie zakonczony.
W przebudowie roslinnej $ciany komorkowej biorg udziat migdzy innymi specyficzne biatka mody-
fikujace polisacharydy (ang. Cell Wall Remodeling Proteins, CWRP), wchodzace w sktad tej struk-
tury komorkowe;j, takie jak: fibryle celulozowe, hemicelulozy oraz pektyny. W niniejszym artykule
zgromadzono aktualne informacje na temat roli wybranych CWRP uczestniczacych w modelowaniu
struktury pierwotnej $ciany komoérkowej kietkujacych nasion, takich jak: 1) celulazy (CEL) — roz-
ktadajace celulozg, 2) hemicelulazy mannolityczne (np. mannanazy, MAN) oraz ksylanolityczne (np.
endotransglikozylazy/hydrolazy ksyloglukanowe, XTH) — odpowiedzialne za hydroliz¢ hemiceluloz,
3) liazy pektynianowe (liazy PGA), a takze metyloesterazy pektynowe (PME) i poligalakturonazy
(PG), ktore wspdlnie odpowiadaja za rozktad pektyn. Oméwiono rowniez udziat ekspansyn (EXP)
— biatek o niepotwierdzonej dotychczas aktywnosci enzymatycznej, ale mimo to istotnym znaczeniu
w procesie rozluzniania i relaksacji $ciany komérkowej podczas wzrostu komorek i tkanek roslin. Po-
dano takze przyktady wpltywu hormonéw roslinnych, takich jak: gibereliny (GA), kwas abscysynowy
(ABA) i etylen (ET) na ekspresje i/lub aktywnos$¢ niektorych z CWRP w kietkujacych nasionach. In-
formacje przedstawione w tym artykule przegladowym podkreslaja role modyfikacji struktury Sciany
komorkowej przez CWRP, jako jednego z kluczowych mechanizméw wptywajacych na zalezne od
sygnatow hormonalnych procesy zachodzace w nasionach.

Stowa kluczowe: biatka modyfikujace $cian¢ komorkowa, kietkowanie nasion, polisacharydy, ros-
linna $ciana komorkowa
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Summary: The cell wall is a very dynamic structure, continuously modified through the life cycle
of plants. Changes in the cell wall are crucial also for the processes occurring in germinating seeds.
Modulation of the cell wall structure of the endosperm covering an embryo as well as of the elongating
radicle has a decisive influence on that, if germination process will be successfully completed. In the
reconstruction of the structure of plant cell wall are involved inter alia specific cell wall remodeling
proteins (CWRP), modifying polysaccharides, such as: cellulose fibrils, hemicellulose and pectin. In
this article are gathered up to date informations about the role of selected CWRP involved in the
modeling of primary cell wall structure of germinating seeds, such as: 1) cellulases (CEL) — digesting
cellulose, 2) hemicellulases such as: mannanases (MAN) and xyloglucan endotransglycosylases/hy-
drolases (XTH) — hydrolyzing hemicelluloses, 3) pectic lyases (PGA lyases), pectin methylesterases
(PME) and polygalacturonases (PG), which are responsible for the breakdown of pectins. Herein, is
also discussed the contribution of expansins (EXP) — proteins with not yet confirmed enzymatic activi-
ty, but with significant importance in the process of loosening and relaxation of the cell wall during the
growth of plant cells and tissues. The examples of the influence of plant hormones, such as gibberellins
(GA), abscisic acid (ABA) and ethylene (ET) on the expression and/or activity of some of the CWRP
in germinating seeds are also indicated. The informations presented in this review article emphasize
the role of modifications of the cell wall structure by CWRP as one of the key mechanisms influencing
the hormonally regulated seed germination.

Key words: cell wall remodeling proteins, plant cell wall, polysaccharides, seed germination

WSTEP

Sciana komérkowa jest najbardziej zewnetrzng strukturg otaczajaca cytoplazme
komorek roslin, grzybow, bakterii, archebakterii oraz czesci protistow. Pelni ona
roéznorodne funkcje, migdzy innymi: 1) stanowi ochrong przed czynnikami fizycz-
nymi, chemicznymi i biologicznymi, 2) umozliwia oddzialywanie z bodzcami $ro-
dowiskowymi oraz 3) decyduje o zdolnosci komorki roslinnej do utrzymania turgo-
ru. Wiasciwosci fizyczno-mechaniczne roslinnej $ciany komorkowej determinuja
ksztatt, szybko$¢ i kierunek wzrostu elongacyjnego pojedynczych komorek, a takze
zapewniaja wytrzymalo$¢ mechaniczng catych tkanek. Co wigcej, ze wzgledu na
swoje cechy $ciana komorkowa w pewnym stopniu ogranicza wzrost wydluzenio-
wy komorek roslinnych, ktory jest napedzany przez pobor wody.

Zmiany zachodzace w strukturze $ciany komoérkowej majg istotne znaczenie
na kazdym etapie cyklu zyciowego roslin, rowniez w procesach zachodzacych
w nasionach. Kietkowanie nasion jest kontrolowane przez dwie przeciwstawnie
oddzialujace na siebie sity, takie jak: rosngcy potencjat wydtuzajacego si¢ korze-
nia zarodkowego 1 opér stawiany przez tkanki okrywajace zarodek [49]. Majac
to na uwadze, podczas kietkowania nasion wielu gatunkow roslin okrytozalazko-
wych, w tym rzodkiewnika pospolitego (4drabidopsis thaliana) i rzezuchy siewnej
(Lepidium sativum) wyrdznia si¢ dwa etapy: 1) faze, gdy w wyniku pobierania
wody przez suche nasiona nastgpuje peknigcie tupiny (ang. festa rupture), a na-
stepnie 2) faze, w ktorej dochodzi do rozluznienia struktury bielma (ang. endo-
sperm weakening) umozliwiajacego przebicie tej warstwy okrywajacej przez wy-
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dhuzajacy si¢ elongacyjnie korzen zarodkowy (ang. endosperm rupture) — moment
uznawany za zakonczenie kietkowania [48, 65]. Zar6wno wydtuzanie komorek
korzenia zarodkowego jak irozluznianie struktury bielma wymagaja modyfikacji
struktury $ciany komorkowej [46, 58]. Wérod znanych mechanizméw modyfikacji
$ciany komorkowej mozna wyr6zni¢ dwa rodzaje odziatywan: 1) reaktywnych form
tlenu (ang. Reactive Oxygen Species, ROS) oraz 2) specyficznych biatek modyfi-
kujacych — CWRP z polisacharydami, prowadzace do ich rozluznienia i/lub roze-
rwania [50, 65]. Wykazano réwniez, iz zmiany struktury $ciany komorek zarodka
i bielma podczas kietkowania nasion sg regulowane przez hormony roslinne, takie
jak: GA, ABA i ET oraz czynniki srodowiskowe np. $wiatto [5, 37, 50, 60].

Wyniki badan z zakresu fizjologii roslin podkreslity znaczenie nieustannej po-
trzeby przebudowy $ciany komorkowej w rozwoju i funkcjonowaniu tych niemo-
bilnych organizmoéw. Rola nieenzymatycznych modyfikacji tej struktury z udzialem
ROS, takich jak np. rodnik hydroksylowy, podczas wzrostu elongacyjnego korzenia
zarodkowego i rozluzniania bielma w kielkujacych nasionach jest opisana w nie-
dawno opublikowanym artykule przegladowym autorstwa Oracz [49]. Brakuje na-
tomiast publikacji zawierajacych aktualne informacje na temat roli CWRP podczas
kietkowania. Z tego tez wzgledu w niniejszym artykule zostaty oméwione najnow-
sze odkrycia potwierdzajace role modyfikacji struktury Sciany komorkowej z udzia-
lem ekspansyn oraz enzymow, takich jak: celulazy, endotransglikozylazy/hydrolazy
ksyloglukanu, mannanazy, liazy pektynianowe, metyloesterazy pektynowe i poliga-
lakturonazy, podczas procesoOw wzrostowych korzenia zarodkowego i rozluzniania
bielma w kietkujgcych nasionach.

BUDOWA I WEASCIWOSCI SCIANY KOMORKOWEJ

U roélin wyr6zniamy dwa typy Scian komorkowych: pierwotne i wtdrne, réznig-
ce si¢ wlasciwosciami fizycznymi i mechanicznymi. Pierwotna $Sciana komorkowa
formuje si¢ w trakcie wzrostu komorki. Jest plastyczna i jednoczesnie bardzo wytrzy-
malg strukturg, tworzaca metabolicznie aktywny przedzial komorkowy. Uczestniczy
ona w kontroli wzrostu wydluzeniowego komorek intensywnie rosnacych organow,
jak np.: zarodki nasion, hypokotyle siewek, wierzchotki wzrostu korzeni i pedoéw
[9]. Sciane pierwotna tworza nierozciagliwe i nierozpuszczalne w wodzie fibryle ce-
lulozowe (ang. cellulose fibrils), osadzone w matriks uwodnionych polisacharydéw:
hemiceluloz (ang. hemicelluloses) i pektyn (ang. pectins) [24] (ryc. 1). Pomig¢dzy
pierwotnymi $cianami komorkowymi dwoch sagsiadujgcych ze soba komorek wyste-
puje spajajaca je warstwa substancji migdzykomorkowej zawierajacej gtéwnie pek-
tyny, zwana blaszka srodkowa. Natomiast wtorna $ciana komorkowa jest wytwarza-
na w momencie, gdy komorka zakonczy swoj wzrost i/lub zaczyna si¢ roznicowac.
Zbudowana jest ona glownie z celulozy oraz lignin. Powstaje poprzez obudowywa-
nie pierwotnych $cian komorkowych i jest znacznie sztywniejsza, poniewaz zawie-
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ra mniej wody niz $ciana pierwotna [8]. Wiadomym jest, iz hemicelulozy i pektyny
sa wytwarzane w aparacie Golgiego. Natomiast, celuloza jest syntetyzowana na ze-
wnatrz protoplastu, z udziatem kompleksu syntazy celulozowej (ang. Cellulose Syn-
thase Complex, CSC), zlokalizowanego w blonie komorkowej [72] (ryc. 1).
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RYCINA 1. Schemat przedstawia uproszczony model modyfikacji struktury pierwotnej $ciany ko-
morek roslinnych przez enzymy, takie jak: celulazy (CEL), mannanazy (MAN), endotransgliko-
zylazy/hydrolazy ksyloglukanu (XTH), poligalakturonazy (PG), liazy pektynianowe (liazy PGA)
i metyloesterazy pektynowe (PME) oraz ekspansyne (EXP) — o niepotwierdzonej dotychczas ak-
tywnosci enzymatycznej, ale uczestniczacej w tym procesie. Pierwotna §ciana komoérkowa roslin
zbudowana jest z fibryl celulozowych osadzonych pomigdzy uwodnionymi tancuchami polisacha-
rydow: hemiceluloz i pektyn. Biosynteza fibryl celulozowych przeprowadzana jest przez btonowy
kompleks syntazy celulozowej (CSC). Sktadniki hemiceluloz i pektyn powstaja na terenie cytopla-
zmy w aparacie Golgiego, a nastepnie transportowane sa do $ciany komorkowej w pecherzykach
egzocytarnych. Pierwotne $ciany dwoch graniczacych ze soba komoérek spaja tzw. blaszka $rod-
kowa, zawierajaca duze ilosci pektyn. Natomiast od wnetrza komorki $ciana komoérkowa grani-
czy z btong komorkowa zbudowang z dwoch warstw fosfolipidow i biatek. Modyfikacje pierwotne;j
$ciany komorkowej determinujg prawidlowy przebieg wielu procesow zyciowych roslin i nasion
FIGURE 1. The diagram shows a simplified model of the primary plant cell wall structure modifica-
tions by enzymes, such as cellulases (CEL), mannanases (MAN), xyloglucan endotransglucosylase/
hydrolases (XTH), polygalacturonases (PG), pectic lyases (PGA lyases) and pectic metylesterases
(PME), as well as expansins (EXP) — with not yet defined enzymatic activity, but involved in the
process. The primary plant cell wall is composed of cellulose fibrils embedded between the hydrated
polysaccharide chains of hemicelluloses and pectins. The biosynthesis of cellulose fibrils is carried
out by the membrane bound cellulose synthase complex (CSC). The components of hemicelluloses
and pectins are generated in the cytoplasm in the Golgi apparatus, and then are transported to the cell
wall in an exocytotic vesicles. The primary walls of two adjoining cells are connected by the middle
lamella comprising of large amount of pectins. From the inner side of the cell, the cell wall abuts
with the cellular membrane constructed of two layers of phospholipids and proteins. Modifications
of the primary cell wall determine the correct course of many life processes of plants and seeds
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Fibryle celulozowe, sktadaja si¢ z okoto 16-18 czasteczek celulozy utozonych
rownolegle [15, 22]. Celuloza wystepuje w postaci silnie odwodnionych oraz po-
zbawionych odgatezien bocznych, sztywnych lancuchéw zbudowanych z 3000-
14000 czasteczek glukozy potaczonych wigzaniami B-1,4-glikozydowymi, petiac
role rusztowania dla pozostaltych komponentow $ciany komorkowe;.

Do szkieletu celulozowego za pomoca wigzan wodorowych, przytaczone sa
czasteczki hemiceluloz [15]. Hemicelulozy sa ztozonymi biopolimerami, w ktérych
sktad moga wchodzi¢ monosacharydy, takie jak: kwas glukuronowy, ksyloza, ara-
binoza, mannoza, glukoza i galaktoza. Jedng z podstawowych grup hemiceluloz,
wystepujaca w znacznych ilosciach w pierwotnych $cianach komorkowych roslin
wyzszych sg ksyloglukany [24, 33, 59]. Czasteczki te zbudowane sg ze szkieletu
tworzonego przez reszty glukozowe potaczone wigzaniami B-1,4-glikozydowymi,
ktory posiada dodatkowo odgalezienia np. w postaci czasteczek ksylozy lub ga-
laktozy, potaczonych wigzaniami -1,6-glikozydowymi. Ksyloglukany petnia rolg
podporowa, uczestniczg w stabilizowaniu szkieletu mikrotubularnego i syntezie ce-
lulozy w $cianach pierwotnych, a takze co ciekawe moga stanowi¢ zrodto energii
podczas kielkowania nasion [1, 51, 69]. Inne typy hemiceluloz obecne w $cianach
komoérkowych to miedzy innymi: mannany i ksylany. Liniowo polaczone czastecz-
ki mannanu usztywniaja $ciang komodrkowa, nadajac jej tym samym odporno$¢ na
uszkodzenia mechaniczne. Natomiast ksylany wystepuja w $cianach pierwotnych
w niewielkich ilosciach, a ich rola nie zostala dotychczas wyjasniona. Wiadomo
jednak, ze ksylany sg niezbednym sktadnikiem, bez ktérego rosliny nie bytyby
w stanie wyksztatci¢ w pelni funkcjonalnych naczyn [68].

Trzecig klase sktadnikow $ciany komorkowej stanowig pektyny. Sg one mie-
szaning dhlugich, rozpuszczalnych w wodzie tancuchow kwasu pektynowego,
zbudowanych z czasteczek kwasu D-galakturonowego, potaczonych wigzaniami
a-1,4-glikozydowymi. Do polisacharydow wchodzacych w sktad pektyn wystepu-
jacych w $cianach komoérkowych i blaszkach srodkowych roslin zaliczamy: homo-
galakturonan (ang. HomoGalacturonan, HG), ramnogalakturonan I oraz II (ang.
RhamnoGalacturonan-1, RG-1; RhamnoGalacturonan-11, RG-II) [43, 54]. Sposréd
nich, HG jest najpowszechniej wystepujacym polisacharydem, stanowigcym okoto
60-65 % zawartosci pektyn. Ten wielocukier jest liniowym polimerem czasteczek
kwasu D-galakturonowego, ktéory moze by¢ modyfikowany przez metylowg estry-
fikacje w pozycji C-6 grupy karboksylowej, z wytworzeniem zestryfikowanego
metylu homogalakturonanu (Me-HG) [67]. Stopien estryfikacji metylu silnie wpty-
wa na wilasciwosci mechaniczne $cian komoérkowych i zmienia si¢ w zaleznos$ci
od stadium rozwojowego roslin, tkanek, a nawet fragmentow S$ciany pojedynczej
komorki [2]. Drugim najczgsciej wystepujacym polisacharydem pektynowym jest
RG-I, bedacy rozgatezionym polimerem zbudowanym z reszt kwasu D-galakturo-
nowego i L-ramnozy. W pierwotnych $cianach komérkowych pektyny odpowiadaja
za nadawanie im porowatosci, gestosci i fadunku elektrycznego oraz regulujg od-
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legto$¢ pomiedzy fibrylami celulozowymi, w zwigzku z czym umozliwiaja adhezje
komorek oraz ich kontrolowany podziat [4, 54]. Ponadto, sa one takze gtéwnym
sktadnikiem zelowej otoczki (ang. mucilage) tworzonej przez nasiona niektorych
gatunkow roslin (np. 4. thaliana, L. sativum) podczas imbibicji [26].

Wtasciwosci pierwotnej $ciany komoérek zarodka i bielma odgrywaja istot-
ng role w regulacji przebiegu procesu kietkowania. Dlatego tez w dalszej czgsci
niniejszego artykutu przegladowego omowiono najnowsze odkrycia dotyczace
roli specyficznych bialek zaangazowanych w modulowanie wlasnie tej struktury
komoérkowe;.

BIALKA MODULUJACE STRUKTURE SCIANY KOMORKOWEJ
W KIELKUJACYCH NASIONACH

CELULAZY

Grupe enzymoéw odpowiedzialnych za rozktad celulozy stanowig celula-
zy (ang. cellulases, CEL, EC 3.2.1.4). Maja one zdolno$¢ katalizowania reakcji
hydrolizy wigzan B-1,4-glikozydowych, wystepujacych pomiedzy czasteczkami
glukozy w tafcuchu celulozowym (ryc. 1). Produktem przej$ciowym rozktadu
celulozy jest dwucukier celobioza, degradowany nastepnie do glukozy. Wyrdz-
nia si¢ trzy grupy celulaz: 1) endo-B-1,4-glukanazy (ang. Endo-f-1,4-glucanases,
EC 3.2.1.6), ktore katalizuja reakcje hydrolizy wewnatrzczasteczkowych wigzan
B-1,4-glikozydowych; 2) egzo-B-1,4-glukanazy (ang. Exo-f-1,4-glucanases, EC
3.2.1.155), odczepiajace jednostki celobiozy lub glukozy od koncéw tancucha
celulozy oraz 3) B-glukozydazy (ang. S-glucosidases, EC 3.2.1.21), katalizujace
reakcje rozktadu celobiozy do dwodch czasteczek glukozy i odczepiajace czastecz-
ki glukozy od niezredukowanych koncéw oligosacharydow. U A. thaliana CEL
kodowane sg przez liczaca ponad 12 przedstawicieli rodzing genow [12].

Aktywno$¢ CEL umozliwia modyfikacj¢ struktury pierwotnej Sciany komor-
kowej, w ktorej sztywny szkielet celulozowy stanowi mechaniczng barierg dla
zwigkszajacych rozmiary komorek aktywnie rosnacych tkanek roslinnych, takich
jak np. kietkujgce nasiona oraz wyksztatcajace si¢ tagiewki pytkowe [45]. W ni-
niejszym artykule przegladowym poswiecono szczegolng uwage roli CEL mody-
fikujacych $ciang komorkowa podczas proceséw zachodzacych w kietkujacych
nasionach. Wykazano, iz aktywno$¢ CEL wzrasta w bielmie nasion bielunia kol-
czastego (Datura ferox) oraz kawy arabskiej (Coffea arabica) bezposrednio przed
przebiciem bielma przez wydluzajacy si¢ korzen zarodkowy [5, 11, 55]. Nato-
miast u nasion pomidora (Solanum lycopersicum) zaobserwowano, iz aktywnos¢
CEL utrzymuje si¢ na statym poziomie w trakcie kietkowania az do czasu prze-
bicia bielma przez korzen zarodkowy, gdzie nast¢pnie wzrasta w obydwu tych
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strukturach nasienia [21]. Uzyskane wyniki sugeruja, ze rola CEL w kielkowaniu
zalezy od cech gatunkowych nasion [5].

Kolejne pojawiajace si¢ dowody potwierdzaja role CEL w kietkowaniu nasion.
Jednakze nie ma zbyt wielu informacji charakteryzujacych wplyw np. hormonow
roslinnych na dziatanie CEL w przebiegu powyzszego procesu. W niedawno opu-
blikowanej pracy autorstwa Chen i in. [5] wykazano, ze hamowanie rozluzniania
bielma podczas kietkowania nasion sataty (Lactuca sativa) przez podany egzo-
gennie ABA, jest zwigzane z obnizeniem poziomu transkryptow genow CELI
i 2 (ang. Cellulase 1, 2) oraz zmniejszeniem ilosci biatka i aktywnosci CEL1 i 2
w bielmie. Udowodniono takze, ze traktowanie nasion etefonem (prekursor ET)
stymuluje proces rozluzniania bielma, co jest skorelowane ze wzrostem ekspresji
CELI i 2, a takze iloScig oraz aktywnoS$cig biatek przez nie kodowanych w biel-
mie. Natomiast, w korzeniu zarodkowym nie zaobserwowano tego rodzaju zmian
zaro6wno pod wpltywem ABA jak i etefonu. Wyniki te sugeruja, ze ABA oraz ET
regulujg kietkowanie poprzez tkankowo-specyficzne modulowanie ekspresji ge-
noéw CELI i 2 oraz ilo$ci 1 aktywnosci bialek przez nie kodowanych [5].

Rola CEL w biologii nasion wcigz nie jest dobrze poznana. Zasadniczg przy-
czyng jest fakt, iz dostepne na dzien dzisiejszy metody nie pozwalajg w pelni
scharakteryzowa¢ biologicznych funkcji poszczegdlnych CEL w specyficznych
tkankach ro$linnych. Szansa na uzyskanie wiarygodnych wynikoéw badan charak-
teryzujacych role¢ CEL w procesie kietkowania na pewno bytyby przyszte ekspe-
rymenty wykorzystujace nasiona mutantow konkretnych genéw CEL oraz nowo-
czesne narzedzia biologii molekularnej 1 pomiary biochemiczne.

MANNANAZY

Drugim obok celulozy, istotnym sktadnikiem §ciany komorkowej sg hemice-
lulozy, ktérych struktura moze by¢ modyfikowana przez enzymy lityczne — hemi-
celulazy (ang. hemicellulases). Ze wzgledu na rodzaj rozktadanego hemicelulozo-
wego polisacharydu wyrdézniamy miedzy innymi: 1) hemicelulazy mannolityczne
zwane mannanazami (ang. Mannanases, MAN), ktore rozktadaja mannany oraz
2) hemicelulazy ksylanolityczne okre$lane jako ksylanazy (ang. Xylanases,
XYL), rozktadajace ksyloglukan. Rola i funkcje pierwszej grupy w/w enzymow
w procesach zachodzacych w nasionach jest tematem niniejszego podrozdziatu,
natomiast druga grupa zostata omoéwiona w nastepnym podrozdziale.

Wsrod MAN wyrézniamy: 1) endo-1,4-B-mannanazy (ang. endo-1,4-B-man-
nosidases, endo-1,4-B-mannanases, EC 3.2.1.78), tnace wigzania B-1,4-glikozy-
dowe w tancuchu gtownym mannanu do manno-oligomeréw, takich jak: manno-
biozy i mannozy oraz 2) f-mannozydazy (ang. f-mannosidases, mannanases, EC
3.2.1.25) hydrolizujace oligomery powstate w wyniku dziatania endo-1,4--man-
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nanaz (ryc. 1). W genomie 4. thaliana znajduje si¢ 8 genéw MAN kodujacych
endo-1,4-B-mannanazy [29]. Niestety, dostepne dane literaturowe nie podajg kon-
kretnej liczby genow kodujacych f-mannozydazy u roslin.

Sciany komérkowe nasion, a w szczegolnosci te budujace bielmo, zawieraja duze
ilosci mannanow nadajacych im wytrzymato$¢ mechaniczng. Poniewaz rozluznianie
struktury bielma jest jednym z kluczowych etapoéw kietkowania nasion wielu gatun-
kéw roslin zaproponowano, iz enzymy hydrolizujgce mannany mogg petnic istotng
role w tym procesie. Pomiary aktywnos$ci endo-1,4-f-mannanazy i f-mannozydazy,
w peczniejacych nasionach mutantow gib-1 (ang. GA-deficient 1) L. esculentum, cha-
rakteryzujacych si¢ zaktoconym szlakiem biosyntezy GA, wykazaty, iz nizsza aktyw-
no$¢ obydwu enzyméw w porownaniu do nasion typu dzikiego byta skorelowana
z zahamowanym kietkowaniem [21]. Co wigcej, podanie egzogennej GA stymu-
lowalo kietkowanie gib-1, a takze indukowato wzrost aktywnosci w/w enzymow
mannolitycznych w bielmie kietkujacych nasion, w porownaniu do nasion pecz-
niejacych na wodzie [21]. W oparciu o uzyskane wyniki analiz ekspresji genow
MAN podczas pecznienia nasion 4. thaliana rowniez zasugerowano, iz mogg one
peni¢ istotng role w procesie kietkowania. W kietkujacych nasionach A. thaliana
ekspresji ulega potowa ze wszystkich 8 gendow MAN kodowanych przez genom tej
rosliny, sa to: MAN7, 6, 215 (ang. Endo-Beta-Mannosidase 7, 6, 21 5) [28]. Hy-
brydyzacja in situ wykazata, iz transkrypty tych gendéw sa zlokalizowane zardw-
no w korzeniu zarodkowym jak i bielmie go otaczajacym. Nasiona pojedynczych
mutantéw insercyjnych man7, 6 1 5 kietkowaty prawie dwa razy wolniej niz typ
dziki. Zaobserwowany w poczatkowych etapach kietkowania wysoki poziom eks-
presji gendw MANS, MAN7 oraz w szczegdlnosci MANG, ulega obnizeniu w mo-
mencie przebicia warstwy bielma przez korzen zarodkowy. W innych badaniach
zidentyfikowano czynnik transkrypcyjny bZI1P44 (ang. basic leucine-zipper 44),
jako ten odpowiadajacy za aktywacje ekspresji genu MAN7. Mutanty insercyjne
genu bZIP44 A. thaliana charakteryzowaly si¢ obnizonym poziomem ekspresji
MANT7 i kietkowaly wolniej niz nasiona typu dzikiego. Natomiast w przypadku
badanych linii wykazujacych nadekspresj¢ genu bZIP44 zaobserwowano odwrot-
ny fenotyp kietkowania [30]. Wyniki te sugeruja, iz biatka kodowane przez geny
MAN pehia kluczowa role w hydrolizie mannanéw obecnych zarowno w $cia-
nach komorek bielma — rozluzniajac jego strukturg, jak rowniez i korzenia — ufa-
twiajac wzrost elongacyjny jego komorek.

Badania przeprowadzone na kietkujacych nasionach C. arabica wykazaty, ze
nie tylko endo-1,4-B-mannanazy, ale takze f-mannozydazy mogg petnic istotng
role w regulacji tego procesu. Ekspresja genow MSIDE2 (ang. f-mannosidase)
oraz MANA (ang. endo-f-mannanaseA) nalezacych do B-mannozydaz wzrastata
w bielmie kietkujacych nasion tego gatunku na etapach poprzedzajacych przebi-
cie tej warstwy komorek przez korzen zarodkowy [14]. Ci sami autorzy wykazali,
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ze podanie egzogennego ABA hamowato kietkowanie nasion C. arabica co bylo
skorelowane ze wzrostem ekspresji w/w analizowanych genow.

Przedstawione informacje podkreslaja role MAN w modulacji struktury $cia-
ny komorkowej zarowno w obumierajacej tkance bielma jak i w aktywnie ro-
sngcym korzeniu zarodkowym podczas kontrolowanego przez hormony procesu
kietkowania.

ENDOTRANSGLIKOZYLAZY/HYDROLAZY KSYLOGLUKANOWE

Enzymami hydrolitycznymi specyficznie katalizujacymi reakcje cigcia i/lub
modyfikacji czasteczek ksyloglukanu wystgpujacego w roslinnych $cianach komor-
kowych sa hemicelulazy ksylanolityczne, takie jak: endotransglikozylazy ksylo-
glukanu (ang. Xyloglucan EndoTransglycosylase, XET; EC 2.4.1.207) i hydrolazy
ksyloglukanu (ang. Xyloglucan EndoHydrolase, XEH; EC 3.2.1.151).

W komorkach roslinnych zidentyfikowano takze hemicelulazy ksylanolityczne
posiadajace aktywno$¢ zaro6wno endotransglikozylazy jak i1 hydrolazy ksylogluka-
nu. Lancuchy ksyloglukanu moga by¢ cigte rowniez przez endo-B-1,4-glukanazy,
nalezace do grupy celulaz, posiadajacych zdolno$¢ przecinania zarowno tancuchow
ksyloglukanu jak i celulozy [9]. Endo-B-1,4-glukanazy odpowiadaja za degradacje
ksyloglukanu poprzez rozcigcie wigzan B-1,4-glikozydowych pomigdzy czastecz-
kami glukozy budujacymi tancuch tego polisacharydu, w wyniku czego powstaja
oligomery cukrow o réznej dlugosci i budowie. Poniewaz rola endo-B-1,4-gluka-
naz jak i XEH w konteks$cie degradacji ksyloglukanéw w procesach zachodzacych
w nasionach nie zostata dotychczas scharakteryzowana, w niniejszej pracy skupio-
no si¢ na omowieniu roli XTH.

Podobnie jak endo-B-1,4-glukanazy, takze enzymy XTH przecinajg tancuch
ksyloglukanu w miejscu wigzania B-1,4-glikozydowego. Z tg roznicg, ze XTH po
rozcigeiu wigzania B-1,4-glikozydowego przylaczaja do nowo powstatego reduku-
jacego konca tancucha ksyloglukanu, nieredukujacy koniec innego tancucha ksylo-
glukanu lub krotki oligosacharyd — produkt innej reakcji cigcia hemiceluloz (aktyw-
no$¢ transglikozylazy) (ryc. 1). XTH moga rowniez dotacza¢ wode do powstatego
konca modyfikowanej czasteczki ksyloglukanu (aktywno$¢ hydrolazy) [40, 56].
W ten sposdb XTH gtéwnie dzicki aktywnosci transglikozylazy przyczyniajg si¢ do
rearanzacji struktury ksyloglukandéw w Scianach komérkowych. Analizy w warun-
kach in vitro nie potwierdzity, aby XTH byty odpowiedzialne za rozluznianie struk-
tury $ciany komodrkowej. Zaproponowano, iz uczestnicza one w procesie biogenezy
i przebudowy $ciany komorkowej w celu jej usztywnienia i/lub wzmocnienia [13].

W genomie A. thaliana zidentyfikowano 33 geny XTH, u ryzu (Oryza sativa)
jest ich 29, a u topoli (Populus trichocarpa) — 41 [13, 23, 25]. Udowodniono, iz



512 J. ZDZIESZYNSKA, M. STAWSKA, K. ORACZ

XTH odgrywaja role w procesach, w ktorych dochodzi do przebudowy struktury
sciany komorkowej, takich jak np.: wzrost korzeni i hypokotylu, kietkowanie [9,
44]. W badaniach przeprowadzonych na kietkujacych nasionach L. esculentum
zaobserwowano tkankowo specyficzng stymulacje ekspresji genu XTH4 (ang.
Xyloglucan endoTransglucosylase 4) w bielmie [42]. Co wigcej, w eksperymen-
tach wykorzystujacych nasiona L. sativum wykazano, ze ekspresja genow XTH
jest czasowo i tkankowo specyficznie regulowana podczas procesu kietkowania.
Zaobserwowano, iz ilo$¢ transkryptow XTH19 we wczesnych etapach kietkowa-
nia nasion tego gatunku byla wyzsza w bielmie niz zarodku, lecz zmniejszata si¢
w pozniejszych etapach tego procesu, poprzedzajacych przebicie bielma przez ko-
rzen zarodkowy [64]. Ci sami autorzy udowodnili, ze ekspresja XTHI19 1 XTHIS8
w bielmie nasion L. sativum jest negatywnie regulowana przez traktowanie egzo-
genna GA na wczesnych etapach kielkowania, natomiast w p6zniejszych fazach
aplikacja GA nie powodowata zmian ekspresji tych gendéw. Moze to oznaczac,
iz w/w XTH pehig istotng funkcje szczegodlnie w pierwszych godzinach procesu
kietkowania, kiedy to modyfikacje struktury bielma decyduja o tym czy rosngcy
korzen zarodkowy zdota przebic si¢ przez t¢ strukture okrywajaca.

Niedawno opublikowane wyniki badan transkryptomicznych wykazaty pod-
wyzszony poziom ekspresji m.in. genu X7H3/ w bielmie peczniejacych nasion
A. thaliana [13]. Ponadto, informacje uzyskane w oparciu o analizy bioinforma-
tyczne danych mikromacierzowych potwierdzity, iz ilo$¢ transkryptow XTH31
jest Scisle skorelowana z dynamika kietkowania. Zaobserwowano, ze ekspresja
XTH31 nie jest indukowana w niekietkujacych nasionach np. obarczonych spo-
czynkiem (spoczynek — zespot barier uniemozliwiajacych kietkowanie nieuszko-
dzonych, zywych nasion, nawet w warunkach optymalnych dla tego procesu) lub
peczniejacych w obecnosci inhibitoréw kietkowania [13]. Jednakze, biologiczne
testy z wykorzystaniem nasion mutantow xth31 A. thaliana ujawnity, iz kietko-
waly one szybciej w porownaniu do nasion typu dzikiego. Uzyskane wyniki po-
twierdzily, iz enzym kodowany przez tkankowo-specyficznie eksprymowany gen
XTH31 odgrywa role w usztywnianiu struktury sciany komoérek bielma utrudnia-
jac przebicie si¢ korzenia zarodkowego przez te warstwe okrywajaca [13].

Dotychczasowe doniesienia literaturowe podaja przyktady XTH uczestniczg-
cych w regulacji procesu kietkowania nasion. Jednakze, w odroznieniu do wielu
innych enzymoéw omawianych w tej pracy, XTH przebudowuja $ciang komodrko-
wa w celu jej usztywnienia i/lub wzmocnienia i/lub rozluznienia, hamujac lub
stymulujac kietkowanie, w zaleznosci od tego w jakiej tkance, ktore geny XTH sa
eksprymowane. Ponadto, modyfikacje §ciany komoérkowej wymagaja zaangazo-
wania roznych enzymow XTH jak rowniez wielu innych CWRP, dlatego tez aby
w pelni zrozumie¢ te skomplikowane przemiany potrzebne sg bardziej komplek-
sowe analizy.
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LIAZY PEKTYNIANOWE

Pektyny wchodzace w sktad $ciany komorkowej rozktadane sg przez enzymy na-
lezace do klas, takich jak: 1) liazy pektynianowe = liazy pektatowe = liazy kwasu
pektynowego = liazy kwasu galakturonowego (ang. pectate lyase, PolyGalacturonic
Acid lyases, PGA lyases, EC 4.2.2.2), 2), liazy pektynowe (ang. Pectin Lyase, PNL,
PL, EC 4.2.2.10), 3) metyloesterazy pektynowe (ang. Pectin MethylEsterase, PME,
EC 3.1.1.11) oraz 4) poligalakturonazy (ang. PolyGalacturonase, PG, EC 3.2.1.15).

Liazy PGA sa enzymami pektynolitycznymi katalizujacymi rozktad wigzan
a-1,4-glikozydowych pomiedzy resztami kwasu D-galakturonowego wewnatrz
lancucha tworzacego pektyne, co skutkuje powstawaniem krotszych tancuchow
kwasu D-galakturonowego (ryc. 1). Enzymy PNL rowniez przecinajg wigza-
nie o-1,4-glikozydowych jednak rozpoznaja zestryfikowane czasteczki kwasu
D-galakturonowego wewnatrz fancucha pektyn i tng wigzanie pomigdzy takimi
czasteczkami. W przeciwienstwie do pozostalych enzymow o aktywnosci pekty-
nolitycznej, liazy PGA i PNL nie sg enzymami hydrolitycznymi poniewaz w ka-
talizowanej przez siebie reakcji nie wykorzystuja czasteczki wody. W genomie
A. thaliana istnieje 26 gendow kodujacych enzymy o prawdopodobnej aktywnos$ci
liaz PGA, wytypowanych w wyniku analiz bioinformatycznych ze wzgledu na
wysokie podobienstwo kodowanych przez nie biatek do bakteryjnej liazy PGA
z Erwinia chrysanthemi [39]. Ze wzgledu na to, ze rola PNL w nasionach jest
bardzo stabo poznana, w rozdziale tym omawiana jest tylko rola liaz PGA. Nato-
miast dwa pozostate enzymy: PME oraz PG sg scharakteryzowane w kolejnych
czesciach tego artykutu.

Wyniki wielu badan wskazuja na pozytywna rol¢ liaz PGA w regulacji po-
szczegolnych procesow rozwojowych roslin, takich jak np.: dojrzewanie owocow,
wzrost tagiewki pylkowej, opadanie kwiatow i owocow, wzrost wydtuzeniowy
komorek hypokotylu [61, 74]. Zademonstrowano, ze liazy PGA moduluja budo-
we $ciany komorek kietkujacych nasion A. thaliana. Wyniki analizy aktywnosci
promotorow genow Atlg67750 oraz At3g24670 kodujacych prawdopodobne lia-
zy PGA u tego gatunku wykazaly, ze byty one aktywne w bielmie kietkujacych
nasion [61]. Wykazano réwniez, iz na etapie przebicia bielma przez korzen za-
rodkowy zaréwno w bielmie jak i zarodku ekspresja tych genow byta negatywnie
regulowana przez egzogennie aplikowany ABA [53]. Natomiast w p6zniejszych
fazach kietkowania zaobserwowano, iz poziom ekspresji genéw kodujacych liazy
PGA w zarodku jest wyzszy niz w bielmie. Z kolei w eksperymentach przepro-
wadzonych na nasionach L. sativum wykazano, iz na poziom ekspresji LsPL1 (L.
sativum Pectate Lyasel) bedacego ortologiem genu Atlg04680, kodujacego liaze
PGA, majg wplyw hormony roélinne, takie jak: ABA oraz ET, aplikowane we
wczesnej fazie kietkowania [37]. Zgodnie z tym co przedstawili Linkies 1 in. [37]
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regulacja ekspresji LsPLI przez ABA w nasionach jest tkankowo-specyficzna:
hormon ten hamuje ekspresje LsPLI w bielmie i stymuluje w korzeniu zarodko-
wym, podczas gdy ET stymulowat ekspresj¢ tego genu w obu tkankach. Wyniki te
sugeruja, iz poziom ekspresji LsPLI podczas kietkowania nasion L. sativum zalezy
od fazy tego procesu oraz od rodzaju tkanki, w ktorej jest eksprymowany.

Opisane powyzej przyktady literaturowe wskazujg na to, iz liazy PGA pelnig
istotng role w regulacji poszczegdlnych procesow rozwojowych. Niemniej jednak
rola tych enzymow w regulacji przemian metabolicznych zachodzacych w $cianach
komorkowych w czasie kietkowania nasion nadal jest bardzo stabo poznana. Wigk-
szos$¢ dostgpnych danych opiera si¢ na analizach bioinformatycznych oraz wyni-
kach pomiaréw ekspresji genow, ktore jednak nie umozliwiaja pelnej charakterysty-
ki biologicznych funkcji poszczegdlnych bialek przez nie kodowanych w procesach
zachodzacych w nasionach.

METYLOESTERAZY PEKTYNOWE

Wiasciwos$ci biofizyczne $cian komoérek roslinnych moga by¢ modulowane
m.in. w wyniku zmian poziomu metyl-estryfikacji pektyn z udziatem PME. Tego
rodzaju modyfikacje $ciany sa wazne dla zdrowej, aktywnie rosnacej tkanki, jak
roOwniez procesOw rozluzniania struktury $ciany komorkowej np. podczas dojrze-
wania owocow 1 zmian zachodzacych w obumierajgcym bielmie kietkujacych na-
sion. Enzymy PME katalizujg reakcj¢ demetyl-estryfikacji Me-HG, podczas ktorej
estry metylowe sg usuwane z tancuchow HG prowadzac do powstania wolnych
grup karboksylowych iuwolnienia czgsteczek protonu oraz metanolu (ryc. 1).
PME moga dziata¢ liniowo (wzdtuz potaczonych réwnolegle kilku tancuchow HG)
w celu de-estryfikacji fragmentoéw HG, powodujac wzrost liczby wolnych grup
karboksylowych, ktore nastgpnie moga taczy¢ si¢ z jonami wapnia. PME moga
takze dziata¢ w sposob nieliniowy, de-estryfikujac tylko pojedyncze czasteczki
lub krotkie odcinki HG, co nie sprzyja powstawaniu dtugich tancuchow HG po-
laczonych mostkami wapniowymi, natomiast prowadzi do rozluznienia struktury
$ciany komorkowe;j.

PME sg kodowane przez duza wielogenowa rodzing, ktéra ze wzgledu na roz-
nice w strukturze pierwszorzedowej zostata podzielona na dwie grupy: 1) pierw-
sza obejmuje PME posiadajace konserwatywng domeng pektynoesterazy (Pfam
01095), a 2) druga grupa PME charakteryzuje si¢ obecno$cig domeny pektyno-
esterazy (Pfam 01095) oraz dodatkowo domeny hamujacej (Pfam 04043). U A4.
thaliana zidentyfikowano 67 genow PME, z ktorych do pierwszej grupy nalezy
22 ado drugiej 45 przedstawicieli. Aktywnos¢ wszystkich PME jest antagoni-
stycznie regulowana przez biatkowe inhibitory metyloesterazy pektynowej (ang.
Pectin MethylEsterase Inhibitor, PMEI). Analizy bioinformatyczne ujawnity, iz
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u A. thaliana liczebnos¢ PMEI jest zblizona do liczby zidentyfikowanych PME
1 wynosi 69 gendéw [58].

Wykazano, iz PME uczestnicza w przebudowie pektyn na réznych etapach
rozwoju ro$liny, takich jak np.: wydtuzanie korzenia i hypokotyla, dojrzewanie
owocow oraz kietkowanie [27, 52, 58, 71]. Przytoczone tu przyktady wskazuja
na réznorodnos¢ proceséw w jakich uczestnicza PME oraz na potencjalng ztozo-
nos¢ ich mechanizméw dziatania. Enzymy te z jednej strony zmickczajac i roz-
luzniajac pektyny umozliwiaja pecznienie i stymulacje wzrostu elongacyjnego.
Z drugiej strony sprzyjaja tworzeniu si¢ mostkow wapniowych w wyniku czego
przyczyniaja si¢ do usztywnienia $ciany komorkowej, spowalniajacego procesy
wzrostowe. Uczestnicza rowniez w rozkladzie blaszki §rodkowej umozliwiaja-
cym separacj¢ komorek.

Niedawno opublikowane dane wskazuja, iz pgczniejace nasiona mutantow A.
thaliana wykazujace nadekspresje PMEI5 charakteryzuja si¢ obnizong aktywnoscia
PME, objawiajaca si¢ szybsza dynamika kietkowania w pordwnaniu do nasion typu
dzikiego [34]. Zaproponowano, iz wysoka aktywnos¢ PME jest skorelowana z in-
dukowanym przez ABA hamowaniem wydtuzania si¢ korzenia zarodkowego i roz-
luzniania bielma, dwoch proceséw wymaganych do zakonczenia kietkowania [34].
Jednak wyniki badan Scheler i in. [58] wykazaty, iz mechanizm regulacji kietkowa-
nia przez PME jest zdecydowanie bardziej ztozony. Na podstawie analiz molekular-
nych, fizjologicznych, histochemicznych i biofizycznych potwierdzono, ze podczas
kietkowania nasion L. sativum, zmiany w liczebnosci transkryptéw poszczego6lnych
PME i PMEI sg skorelowane z czasowo-przestrzennymi zmianami w poziomie me-
tyl-estryfikacji sciany komorkowej. Autorzy zasugerowali, ze mechanizm regulacji
kietkowania nasion tego gatunku przez PME jest modulowany w sposob zalezny
zarowno od etapu kietkowania, jak 1 czg$ci nasiona, tj.: inaczej przebiega on w biel-
mie, a inaczej w korzeniu zarodkowym [58].

Duza liczebnos¢ cztonkow rodziny PME zdecydowanie utrudnia prowadzenie
badan nad charakterystyka funkcji petnionych przez poszczegdlne enzymy kodo-
wane przez te geny w procesach zachodzacych w nasionach. Odzwierciedla si¢
to niestety w matej liczbie danych literaturowych dotyczacych tego zagadnienia,
a jednoczes$nie stanowi wyzwanie dla naukowcow do kontynuacji badan w tym
trudnym temacie.

POLIGALAKTURONAZY

Dziatalno$¢ aktywnych PME moze sprzyja¢ pozniejszym modyfikacjom $cia-
ny komorkowej z udziatem innych hydrolaz, takich jak np. PG, ktére w wigkszym
stopniu przyczyniajg si¢ do rozluzniania struktury Sciany komoérkowej i/lub roz-
dzielania si¢ komorek [20]. U A. thaliana geny kodujace PG nalezg do duzej rodziny
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liczacej 69 przedstawicieli. Wsrdd tego rodzaju enzyméw wyrdzniamy endo- i eg-
z0-PG. Obydwie grupy PG roznig si¢ miejscem przeprowadzenia reakcji hydrolizy.
Wszystkie PG hydrolizujg wigzania a-1,4-glikozydowe pomi¢dzy resztami kwasu
D-galakturonowego wchodzacymi w skiad tancucha pektynowego [62] (ryc. 1).
Jednakze endo-PG hydrolizuja w sposob przypadkowy, wzdtuz sieci potaczen poli-
galakturonanu, co prowadzi do powstania czgsteczek oligo-galakturonanu. Nato-
miast egzo-PG hydrolizujg poczynajac od niezredukowanych koncow polimerdw,
generujac monomeryczny kwas D-galakturonowy. Szybko$¢ hydrolizy z udzialem
PG zalezy od dilugosci fancucha polisacharydowego. Co wigcej, zréznicowanie
PG funkcjonujacych w okreslonym pH, ich specyficzno$¢ substratowa oraz inne
czynniki mocno sprzyjajg takze grzybowym patogenom w atakowaniu organizmow
ros§linnych. Grzybowe patogeny ro$lin oddziatuja na roslinng $ciane komorkowa
miegdzy innymi za posrednictwem swoich specyficznych PG. W odpowiedzi na atak
chorobotworczych patogenow, rosliny wytwarzaja specyficzne, biatkowe inhibito-
ry (ang. PolyGalacturonase Inhibitor Protein, PGIP) spowalniajace i/lub hamujace
aktywnos$¢ patogenowych PG. Ponadto, inhibitory te sprzyjaja akumulacji dlugich
tancuchow oligosacharydowych w celu inicjacji kaskady reakcji obronnych przed
atakiem patogenow. PGIP sg biatkami bogatymi w powtorzenia leucynowe, o dhu-
gosci okoto 360 aminokwasow, wykazujacymi kompetytywne i nickompetytywne
wlasciwosci hamujace aktywnos$¢ PG. Aktywne miejsca PG oddziatywuja z se-
kwencja zawierajacg polarne aminokwasy (np.: glicyna, arginina, asparagina, tyro-
zyna, lizyna, itp.). Inhibitor zapobiega wigzaniu si¢ substratu, konkurujac i zajmu-
jac miejsce aktywne enzymu, skutkujac kompetytywnym hamowaniem aktywnosci
PG. Jednakze, dotychczas w ro§linach nie zidentyfikowano wewnetrznych PGIP
zdolnych do hamowania aktywnosci roslinnych PG. Mate oligosacharydy powstate
w wyniku dziatalno$ci patogenowych PG funkcjonuja jako czasteczki sygnatowe
indukujace syntez¢ roslinnych PGIP. Pomimo tego, ze wigkszo$¢ ro§linnych PGIP
ma podobng sekwencje aminokwasow, istnieje Scista zalezno$¢ pomiedzy specy-
ficznoscia roslinnych PGIP a patogenowymi PG. Tego rodzaju zaleznos¢ konkret-
nych PGIP i PG moze wyjasnia¢ podatnos¢ roznych zbdz na infekcje $cisle okreslo-
nymi gatunkami patogendw.

Wykazano, iz aktywnos¢ PG jest zwigzana z szerokim spektrum procesow rozwo-
jowych roslin jak np.: odcinanie/oddzielanie si¢ owocow od rosliny macierzystej, pe-
kanie dojrzatych strakéw i1 pylnikow, dojrzewanie i psucie si¢ owocOw, wytwarzanie
komorek ksylemu, wzrost tagiewki pytkowej [ 18, 32]. Postuluje si¢, iz PG uczestnicza
rowniez w degradacji pektyn podczas kietkowania oraz rozluzniania bielma poprze-
dzajacego jego przebicie przez wydtuzajacy si¢ korzen zarodkowy [31]. Jednakze ze
wzgledu na zréznicowanie PG funkcjonujacych w okreslonym pH oraz specyficznosé
substratu, doktadny mechanizm ich dziatania oraz funkcje wickszosci przedstawicie-
li roslinnych PG w biologii nasion nadal pozostajg tajemnica.
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EKSPANSYNY

Wspolng nazwa ekspansyny (ang. Expansins, EXP) okre§lamy grupe biatek ze-
wnatrzkomérkowych uczestniczacych w procesie rozluzniania i relaksacji $ciany
komoérkowej podczas wzrostu komorek i tkanek roslin. Mechanizm dziatania EXP
nie zostat jeszcze dobrze poznany. Wykazano, ze biatka te wykazuja maksymalna
aktywnos$¢ przy pH ok. 4 w komorce roslinnej, uczestniczac w tzw. wzroscie kwa-
sowym [9]. Przypuszcza si¢ rowniez, ze EXP modyfikuja strukture Sciany komor-
kowej poprzez rozrywanie wigzan miedzy fibrylami celulozowymi i/lub tancucha-
mi hemicelulozowymi (ryc. 1). Na chwile obecna nie ma jednak wystarczajacych
dowodow, ktore potwierdzatyby enzymatyczng aktywno$¢ EXP i nie jest w petni
zrozumiate w jaki sposob te biatka modyfikujg strukture Sciany komodrkowej [10].

U A. thaliana EXP kodowane sa przez duza, wielogenowa rodzine liczaca 38
przedstawicieli, zas u O. sativa — 40 [35, 36]. Cennych informacji dotyczacych
EXP dostarczyly badania filogenetyczne sekwencji aminokwasowych tych biatek
wystepujacych u: A. thaliana, O. sativa, a takze wybranych gatunkéw: paproci
(np. Regnellidium diphyllum, Marsilea quadrifolia ), sosny (np. Pinus radiata,
Pinus taeda) oraz mszakoéw (np. Physcomitrella patens) [6]. Wykazano, ze se-
kwencje aminokwasowe EXP nie sag homologiczne do zadnych znanych sekwen-
cji innych CWRP, jak réwniez nie znaleziono motywow kodujacych specyficzne
domeny biatkowe, ktére moglyby sugerowac ich funkcj¢ enzymatyczna [7].

Wsrod dotychcezas zidentyfikowanych roslinnych EXP wyodrebniono 2 klasy
bialek: 1) a- ekspansyny (a-EXP) i 2) B-ekspansyny (B-EXP) [6, 9, 17]. Badania
filogenetyczne sekwencji aminokwasowych EXP prowadzone m.in. na modelu 4.
thaliana przyczynity si¢ do odkrycia sekwencji biatek ,,ekspansyno-podobnych”
(ang. “expansin-like”), ktore nazwano y-ekspansynami (y-EXP) [35]. Nastepnie
pojawito si¢ doniesienie o kolejnej klasie biatek ,,ekspansyno-podobnych” na-
zwanych &-ekspansynami (6-EXP), specyficznych dla O. sativa, ale nieobecnych
u A. thaliana [36]. Co ciekawe, niecktore z EXP wystepuja réwniez u bakterii be-
dacych patogenami ros$lin, np.: Xanthomonas campestris, Clavibacter michiga-
nensis, Ralstonia solanacearum, Aspergillus niger, co wiaze si¢ ze zjawiskiem
horyzontalnego transferu genow [9].

Obecnos¢ EXP zostata potwierdzona w $cianach komdrkowych wielu gatunkow
roslin, gdzie uczestnicza w regulacji procesow m.in.: rozwoju siewek, korzeni, lisci,
dojrzewania owocow, otwierania si¢ aparatow szparkowych oraz w odpowiedzi na
stres biotyczny i abiotyczny, zapylania kwiatow i kietkowania nasion [3, 16, 19,
38,46, 57, 63, 73]. Zarowno a- jak i B-EXP maja zdolnos¢ do modyfikowania $cia-
ny komoérkowej roslin jedno- i dwulisciennych. Jednakze w odroznieniu do a-EXP,
u traw (rodzina Poace) tylko B-EXP obnizaja wytrzymalo$¢ mechaniczng $ciany
komoérkowej poprzez rozluznianie blaszki srodkowej miedzy komoérkami [9]. Nato-
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miast u ro$lin dwuli$ciennych B-EXP maja niewielki udzial w rozluznianiu $ciany
komoérkowej, za to a-EXP pelnia decydujaca role w tym procesie. Geny kodujace
B-EXP ulegaja takze wysokiej ekspresji w pytku traw, utatwiajac penetracje tagiew-
ki pytkowej do komorki jajowej, co jest ewolucyjnym przystosowaniem i charakte-
rystyczng wlasciwoscia rodziny Poace [9]. Biologiczne funkcje EXP z pozostatych
klas nie zostaty dotad scharakteryzowane [45].

Liczne badania wskazuja na zalezno$¢ pomig¢dzy poziomem ekspresji po-
szczegbdlnych genow kodujacych biatka EXP a procesem kietkowania. Doswiad-
czenia przeprowadzone na kietkujacych nasionach S. lycopersicum wykazaty,
iz ekspresja genu EXP4 (ang. Expansin 4) kodujacego biatko EXP4, nalezace
do klasy a-ekspansyn wzrasta w bielmie [47]. Natomiast, u 4. thaliana, badano
nalezaca réwniez do klasy a-EXP — ekspansyne 2 (EXP2). Porownujac poziom
transkryptow EXP2 (ang. Expansin 2) w rdznych tkankach wykazano, ze EXP2
jest wysoko eksprymowany wytacznie w peczniejacych nasionach [41, 70]. W ba-
daniach z wykorzystaniem nasion mutantow exp2 A. thaliana zaobserwowano, ze
nasiona te peczniejagc na wodzie kietkowaly wolniej niz nasiona typu dzikiego,
co sugeruje istotng role EXP2 w regulacji tego procesu. Co wigcej, kietkujace na-
siona mutantow exp2 wykazujg wickszg wrazliwos$¢ na stres solny i osmotyczny,
niz nasiona typu dzikiego A. thaliana, co objawia si¢ wolniejszym kietkowaniem,
za$ mutanty z nadekspresjg EXP2 s3 bardziej odporne [70]. Wykazano rowniez,
iz traktowanie nasion typu dzikiego A4. thaliana egzogenng GA zwigksza poziom
ekspresji £XP2, natomiast podanie ABA nie wptywa na ilo$¢ jego transkryptow.
Dodatkowo, analizy z wykorzystaniem nasion A. thaliana mutantow DELLA
udowodnity, iz biatka: RGL1 (ang. RGA Like 1), RGL2 (ang. RGA Like 2), RGA
(ang. Repressor of GA), GAI (ang. Gibberellic Acid Insensitive) negatywnie re-
guluja proces kietkowania a sposrod nich dominujaca role w kontroli ekspresji
EXP2 pelni — RGL1 [66, 70].

Przytoczone tu przyktady wskazuja na to, iz mimo niewystarczajacych do-
wodow potwierdzajacych enzymatyczng aktywnos¢ EXP to bez watpienia biatka
te s3 wazne dla modulowania struktury sciany komorkowej kietkujacych nasion,
a ich mechanizm dziatania w tym procesie jest kontrolowany przez hormony ro-
slinne, takie jak ABA i GA.

PODSUMOWANIE I PRZYSZLE PERSPEKTYWY

Modyfikacje struktury $ciany komorek bielma i korzenia zarodkowego sa
jednym z kluczowych mechanizméw wplywajacych na przebieg procesu kiet-
kowania. Duza liczba cztonkow rodzin poszczegoélnych CWRP jest czynnikiem
utrudniajagcym poznanie ich roli i funkcji w kietkujacych nasionach. Nadal wiele
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pytan pozostaje bez odpowiedzi np. jakie inne geny kodujace enzymy regulujace
modyfikowanie $cian komorkowych odgrywaja istotng role podczas rozluzniania
bielma, a ktore sg wazne dla wzrostu komorek zarodka? Jaki wptyw na biologicz-
ne funkcje tychze genéw w kietkujacych nasionach majg czynniki egzogenne (np.
$wiatto, temperatura) oraz endogenne (np. hormony roslinne, ROS)? Ograniczo-
ny zasob informacji dotyczacych tych zagadnien powinien stanowi¢ zachete do
kontynuowania badan w tak intrygujacym temacie.
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