
N E W S  
OF THE NATIONAL ACADEMY OF SCIENCES OF THE REPUBLIC OF KAZAKHSTAN  
SERIES OF BIOLOGICAL AND M EDICAL
ISSN 2224-5308
Volume 3, Number 315 (2016), 46 -

INFLUENCE OF CHITIN-GLUCAN COMPLEX AND 
CHITOSAN OLIGOSACCHARIDE ON THE ACTIVITY 

p-l,3-GLUCANASE AND CHITINASE OF WHEAT PLANTS

A. Dalelhankhyzy, N. S. M amytova, Zh. D. Beskempirova, 
B. Tilegen, V. A. Kuzovlev, A. A. Khakimzhanov

M. A. Aitkhozhin Institute of Molecular Biology and Biochemisrtry CS MES RK, Almaty, Kazakhstan.
E-mail: a.khakimzhanov@mail.ru

Keywords: wheat seedlings, (3-1,3-glucanase, chitinase, isoenzymes, induction, chitin-glucan complex, chito- 
san oligosaccharide.

Abstract. In the protection of plants against fungal pathogen fundamental importance are specific substances - 
elicitors. Among them the best known are starchy substances, such as (3-glucan, chitin, chitosan and their oligomeric 
derivatives. The elicitors are important in cell signal transduction, phytoalexins induction, and activation of defense 
genes, as well as associated with the pathogenesis PR-proteins. As part of the latest especially importance are 
hydrolytic enzymes - (3-1,3-glucanases and chitinases, which can destroy the cell walls of fungi.

This work is devoted to the a weakly-studied aspect - the effect of chitin-glucan complex (CGC) cell wall (CW) 
of the fungus Fusarium graminearum and chitosan oligosaccharide (COS) on the induction and activation of (3-1,3- 
glucanase and chitinase in wheat seedlings. It was established that these amino carbohydrate agents cause in the stem 
and root of the rise of glucanase and chitinase activity - the initial (2 and 4 hour) and later period -  on the 16 hours. 
However, in the presence of HOS two-phase pattern of the enzymes activation has been more clearly defined. On the 
isoenzyme level CGC caused in rout de novo synthesis components (3-1,3-glucanase with pi 3.3 and 7.8, and among 
the chitinases - isoforms with pi 3.1 and 3.5. In the presence of COS in both organs induced isozymes (3-1,3- 
glucanase with pi 7.2 and 8.0. Among the stem chitinases are induced acidic isozymes (pi 3.1, 3.5).

The data show a particularity eliciting properties of CGC and COS in the inducing effect on isozymes of (3-1,3- 
glucanase and chitinase wheat seedlings. Results may be used in biochemistry interactions of plants and 
phytopathogenic fungi.
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А ннотация. В защите растения от грибного патогена принципиальную значимость имеют специфи­
ческие вещества - элиситоры. Среди них наиболее известны углеводистые вещества, такие как р-глюкан, 
хитин, хитозан и их олигомерные производные. Элиситоры имеют важное значение в клеточной сигнальной 
трансдукции, индуцировании фитоаллексинов и активации защитных генов, а также связанных с патогене­
зом PR-белков. В составе последних особую значимость имеют гидролитические ферменты - р-1,3-глюкана- 
зы и хитиназы, способные разрушать клеточные стенки грибов.

Данная работа посвящена слабоизученному аспекту - влиянию хитин-глюканового комплекса (ХГК) 
клеточных стенок (КС) гриба Fusarium graminearum  и хитозан олигосахарида (ХОС) на индукцию и активи­
зацию Р-1,3-глюканазы и хитиназы в проростках пшеницы. Установлено, что эти аминоуглеводные агенты 
вызывают в стебле и корне подъем глюканазной и хитиназной активности - в начальный (2 и 4 час) и более 
поздний период -  на 16 ч. Однако в присутствии ХОС 2-х фазный характер активизации ферментов был 
более четко выражен. На изоферментном уровне ХГК вызывал в корне синтез de novo компонентов Р-1,3- 
глюканазы с pI 3.3 и 7.8, а в составе хитиназы - изоформ с pI 3.1 и 3.5. В присутствии ХОC в обоих органах 
индуцировались изоферменты р-1,3-глюканазы с pI 7.2 и 8.0. Среди хитиназ стебля происходила индукция 
кислых изоферментов (pI 3.1, 3.5).

Представленные данные свидетельствуют о специфичности элиситорных свойств ХГК и ХОС в инду­
цирующем эффекте на изоферменты р-1,3-глюканазы и хитиназы проростков пшеницы. Результаты могут 
быть использованы в биохимии взаимодействия растений и фитопатогенных грибов.

Введение. К настоящему времени накоплен большой фактический материал об индукции в 
растениях в ответ на инфицирование вирусами, бактериями и грибами синтеза многих новых 
белков, так называемых патогенез-связанных, или PR-белков. Эти белки классифицированы в 
17 семейств в соответствии с их структурой и свойствами [1]. Особое внимание в связи с 
изучением механизмов защиты растений от фитопатогенов уделяется PR Р-1,3-глюканазам 
(ЕС 3.2.1.39) и хитиназам (ЕС 3.2.1.14), способным разрушать клеточные стенки грибов [2].

Гидролиз полисахаридов клеточных стенок (хитин-глюкановый комплекс) грибных патогенов, 
приводящий к образованию элиситор-активных фрагментов, является основной функцией Р-1,3- 
глюканаз и хитиназ, способствуя индукции других защитных реакций. По своей природе боль­
шинство известных элиситоров относится к углеводам. В своем обзоре Shibuya N. и Minami E. [3] 
приводят сведения о доказанных элиситорных свойствах таких веществ, как Р-глюкан, хитин, 
хитозан, их олигосахариды, а также олигогогалактурониды.

Углеводистые элиситоры распознаются рецепторными сайтами на поверхности плазмати­
ческой мембраны растения-хозяина и являются триггерами защитного ответа растения [4, 5]. 
Расщепляющее действие хитиназ на структуру хитиновых полимеров приводит к образованию 
хитозан-подобных веществ, накапливающихся особенно внутри гифов. Хитозан обладает высокой 
ингибиторной активностью в отношении прорастания уредоспор и роста гриба [6]. Олиго- и поли­
мерный хитозан также эффективно индуцирует резистентность путем активации генов защитного 
ответа [7, 8]. Следует отметить, что элиситоры индуцируют фитоалексины в крайне низких кон­
центрациях, составляющих 10-9 и даже 10-13 М [9].

Элиситоры имеют важное значение в клеточной сигнализации, индуцировании фитоал- 
лексинов, активации защитных генов и белков растения. Обычно это либо поверхностные, либо
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выделяемые паразитом вещества, т. е. именно те соединения, которые первыми соприкасаются с 
поверхностью растения. Помимо упомянутых углеводов, ими могут быть гликопротеины, липо- 
полисахариды, липогликопротеиды и др. [10].

К настоящему времени наиболее изученными являются элиситоры аминосахаридной при­
роды, такие как хитин, хитозан и разнообразные их производные - хитоолигосахариды. Проявле­
ние элиситорных свойств строго зависит от размера и структуры углевода, количества аминных 
групп, их расположения и т.д. [11]. Так, например, еравнили олигомеры GlcNAc от тетрамера до 
декамера, GlcN от пентамера до гептамера, а также N -ацетилированные хитозаны со степнью 
ацетилирования 1%, 15%, 35%, 60% и степенью полимеризации (СП) от 540 до 1100 по элиситор- 
ному эффекту на активность фенил-аммоний лиазы (ФАЛ), пероксидазы (ПО), отложение лигнина 
и некроз листьев пшеницы. Олигомеры GlcN не обладали элиситорным эффектом, тогда как 
GlcNAc олигомеры с СП > 7 индуцировали ПО, но не ФАЛ. Частично N -ацетилированные поли­
мерные хитозаны активировали ПО и ФАЛ. Максимум действия проявлял хитозан со средней СП. 
Хитозаны, но не хитин олигомеры, вызывали отложение лигнина и некрозис. Данные указывают 
на разные механизмы индукции ферментов, участвующих в лигнификации и некрозисе [12].

Были исследованы различия между хитозаном массой 350 кДа и олигохитозаном (6 кДа) в 
ингибиторном действии на фитопатогенные грибы. Оба агента сильно тормозили прорастание 
спор и рост мицелия Alternaria kikuchiana и Physalospora piricola. Хотя олигохитозан имел лучшее 
ингибиторное действие на грибковую патогенность in vitro, хитозан был более эффективным 
в контроле болезни. Кроме того, при обработке олигохитозаном увеличивалась активность 
хитиназы, Р-1,3-глюканазы и пероксидазы [13]. Эти результаты свидетельствуют о том, что 
хитозан и олигохитозан запускают разные механизмы для ингибирования патогенности и контроля 
болезни.

Данная работа посвящена малоизученному аспекту - действию хитин-глюканового комплек­
са клеточных стенок гриба Fusarium graminearum и хитозан олигосахарида на активацию 
Р-1-3-глюканазы и хитиназы, а также их отдельных изоферментов в проростках пшеницы.

Материалы и методы. Объектами исследования служили 5-ти дневные проростки пшеницы 
(Triticum aestivum L.) сорта Шортандинская. Проростки обрабатывали различными концентра­
циями хитин-глюканового комплекса (ХГК) клеточных стенок (КС) гриба F. graminearum, полу­
ченного в лаборатории и хитозан олигосахарида (ХОС) с массой 5000 Да (Sigma, США) в течение
2-24 ч в стерильных условиях.

Препарат клеточных стенок гриба получали следующим образом. Мицелий после отделения 
от культурального фильтрата тщательно отмывали водой (7-8 раз), затем 0,1 М NaCl (2-3 раза) и 
0,5 М NaCl (4-5 кратная промывка). Не разрушенный мицелий гомогенизировали в блендере с 
200 мл 0,5М раствора NaCl и центрифугировали при 3000g. Надосадочную жидкость отбрасывали, 
осадок растворяли в следующей порции 0,5 М NaCl. Стадию очистки солями повторяли 5-7 раз. 
Полученный осадок КС отмывали от солей водой (5-7 кратная отмывка) и высушивали. Липо- 
фильные и другие полярные компоненты КС экстрагировали этиловым спиртом 24 ч при 22-25оС в 
соотношении 1/50. КС высушивали лиофильно и хранили при 4-8оС.

Для получения ХГК к 0,5 г КС добавляли 20мл 0,05М ацетатного буфера рН 5.6, содержащего 
50 мг целлюлазы (Sigma, США). Взвесь перемешивали и инкубировали 4 ч при 50-51оС. После 
инкубации взвесь центрифугировали 10 мин при 12000g. КС отделяли и повторяли фермента­
тивный гидролиз в вышеописанных условиях. Супернатант отбирали и инактивировали целлюлазу 
кипячением на водяной бане при 100оС 7 мин. Смесь охлаждали, выпавший осадок фермента 
центрифугировали 10 мин при 12000g и отбрасывали. Объединенные фракции гидролизата КС 
концентрировали в вакуумном испарителе при 37-40оС и лиофильно высушивали.

Активность Р-1,3-глюканазы определяли колориметрически по методу [14], а хитиназы - по 
методу [15]. Нативное изоэлектрофокусирование (ИЭФ) Р-1,3-глюканазы и хитиназы проводили в 
пластинах 5% ПААГ толщиной 1 мм с помощью прибора Multiphor II (LKB, Швеция). В качестве 
амфолитов использовали Servalyt рН 3-10 (Serva, Германия). Окрашивание пластины ПААГ на 
хитиназную активность проводили по методу [16], а проявление зон активности Р-1,3-глюканазы - 
по методу [17].
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Результаты исследований

Хитин-глюкановый комплекс клеточных стенок F  graminearum с массой частиц 2-10 кДа 
получали ферментативным гидролизом и фракционированием гидролизата на ультрафильтра- 
ционной ячейке Amicon (Millipor, США). В работе исследовалось действие 2-х фракций: 20-10 и 
10-4 глюкозных остатков. Контролем служили проростки, инкубируемые на дистиллированной 
воде.

В стеблях под действием 1-й и 2-й фракций ХГК максимальная глюканазная и хитиназная 
активность наблюдалась на более поздних сроках инкубации (8 и 16 ч). В отличие от стеблей, в 
корнях активация обоих ферментов происходила двумя выраженными пиками значений -  в 
начальный (на 2 и 4 ч) и более поздний период - на 16 ч (рисунок 1).
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Рисунок 1 -  Влияние ХГК КС F. graminearum на активность Р-1,3-глюканазы и хитиназы проростков пшеницы:
А и С -  стебель, Б и Д -  корень;

1 -  20-10 глюкозных остатков, 2 -  10-4 глюкозных остатков

Картина влияния ХГК на изоферментном уровне представлена на рисунке 2. Видно, что с 
увеличением продолжительности действия этого агента возрастал синтез Р-1,3-глюканазы в 
стеблях и корнях. При этом можно отметить, что в корне после 2 ч обработки происходил синтез 
de novo изофермента с pI 3.3, а после 16 ч - компонента с pI 7.8 (рисунок 2А). Кроме того, в обоих 
органах происходила активация изоформ с pI 5.2, 5.4 и 6.3. В ИЭФ спектре хитиназы (рисунок 2Б) 
наблюдалась индукция кислых изоформ с pI 3.1 и 3.5 как в корне, так и стебле, а также активация 
компонентов с pI 4.3 и 7.8 в корне.

Исследовано действие хитозан олигосахарида на индукцию Р-1,3-глюканазы и хитиназы в 
проростках пшеницы. ХОС повышал глюканазную активность в стебле и корне в ранний (2-4 ч) 
период инкубации. Второй пик активности отмечен позже - на 16 ч инкубации (рисунок 3 А,Б). 
В концентрации 1 мг/мл воздействие ХОС было больше на 20%, чем при концентрации 0,1 мг/мл. 
Увеличение активности хитиназы (свыше 3-х крат) в стебле происходило после 2 ч обработки 
олигосахаридом. В корне также наблюдалось 2-х фазная индукция фермента - после 2 и, особенно, 
16 ч инкубации с 1 мг/мл ХОС (рисунок 3С, Д).

0 0

0
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Рисунок 2 -  Влияние ХГК КС F. graminearum на ИЭФ-спектр Р-1,3-глюканазы (А) и хитиназы (Б) проростков пшеницы: 
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Б: 1 -  исходный стебель; 2 -  фракция 2, 2 ч; 3 -  фракция 1, 16 ч; 4 -  фракция 2, 16 ч; 5 -  исходный корень;
6 -  фракция 2, 2 ч; 7 -  фракция 1, 8 ч; 8 -  фракция 2, 16 ч
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На рисунке 4 А,Б представлены результаты ИЭФ Р-1,3-глюканазы стеблей и корней пшеницы. 
Видно, что под действием ХОC усиливались изоферменты с pI 5.2 и 5,4 в обоих органах, а также 
щелочной компонент с 9.1 в стебле. Особо следует отметить индукцию в обоих органах синтеза 
de novo 2-х изоформ с pI 7.2 и 8.0. В составе хитиназы стебля происходила индукция и активация 
кислых изоферментов (pI 3.1, 3.5).

pH 10 pH 10

1 2 3 4 5 6 7 8  ] 2 3 4 5 6  7 8 9  10
А Б

Рисунок 4 -  Влияние ХОС на ИЭФ-спектр Р-1,3-глюканазы (А) и хитиназы (Б) проростков пшеницы:
А: 1 -  исходный стебель; 2 -  2 ч; 3 -  4 ч; 4 -  16 ч; 5 -  исходный корень; 6 -  2 ч; 7 -  4 ч; 8 -  16 ч;

Б: 1 -  исходный стебель; 2 -  0,1 мг/мл ХОС, 2 ч; 3 -  0,1 мг/мл, 4 ч; 4 -  1 мг/мл, 8 ч; 5 -  1 мг/мл, 16 ч;
6 -  исходный корень; 7 -  1 мг/мл, 2 ч; 8 -  1 мг/мл, 4 ч; 9 -  1 мг/мл, 8 ч; 10 -  1 мг/мл, 16 ч

В отличие от хитин-глюканового комплекса и хитозан олигосахарида другие испытанные 
нами углеводистые полимеры, входящие в состав клеточных стенок -  ламинарин, хитин (в кол­
лоидной форме), целлюлоза и ее водорастворимые производные, не оказывали существенного 
действия на Р-1,3-глюканазу и хитиназу проростков пшеницы.

Обсуждение результатов. Исследовано влияние хитин-глюканового комплекса клеточных 
стенок F.graminearum и хитозанолигосахарида массой 5 кДа на активность Р-1,3-глюканазы и 
хитиназы проростков пшеницы. При воздействии ХГК в стеблях максимум глюканазной и хити- 
назной активности наблюдался на поздних сроках инкубации (8-16 ч). В корнях активация обоих 
ферментов происходила 2-мя пиками значений -  в начальный (2 и 4 ч) и поздний (16 ч) периоды. 
Похожим элиситорным эффектом на проростки пшеницы обладал олигосахарид хитозана. Однако 
в присутствии этого агента 2-х фазный характер активизации ферментов был более четко выра­
женным.

На изоферментном уровне ХГК КС вызывал в корне синтез de novo компонентов Р-1,3-глю- 
каназы с pI 3.3 и 7.8, а в составе хитиназы - изоформ с pI 3.1 и 3.5. В присутствии ХОC в обоих 
органах индуцировались 2 изофермента Р-1,3-глюканазы с pI 7.2 и 8.0. Среди хитиназ стебля, как и 
в случае с ХГК, происходила индукция кислых изоферментов (pI 3.1, 3.5).

Таким образом, гидролизат клеточных стенок гриба F. graminearum и хитоолигосахарид 
обладают индуцирующим действием на пшеничные проростки, вызывая в них появление и усиле­
ние синтеза ряда изоферментов хитиназ и глюканаз. В отличие от ХГК и ХОС, другие испытанные 
полимеры ламинарин, хитин, целлюлоза, а также водорастворимые фрагменты целлюлозы, не 
оказывали существенного влияния на активность и состав глюканазы и хитиназы проростков 
пшеницы.

Представленные данные свидетельствуют об особенностях в специфичности элиситорных 
свойств компонентов хитин-глюканового комплекса и хитозан олигосахаридов среднего размера в 
индуцирующем эффекте на изоферменты Р-1,3-глюканазы и хитиназы проростков пшеницы.
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Полученные результаты подтверждают важность структуры и размерности соединений в прояв­
лении элиситорных свойств.

И ст очник финансирования исследований. Министерство образования и науки Республики Казахстан.
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Туш н сездер: бидай eскiндерi, Р-1,3-глюканаза, хитиназа, изоферменттер, индукция, хитин-глюкан 
кешеш, хитозанолигосахарид

Аннотация. Элиситорлар -  eсiмдiктердi сацыраук¥лак патогенiнен коргауда мацызды кызмет атка- 
ратын арнайы заттар. Олардыц арасында кeбiрек танылганы р-глюкан, хитин, хитозан жэне олардыц 
олигомерлi туындылары сиякты кeмiрсулы заттар. Элиситорлар жасушаныц сигналдык трансдукциясында, 
фитоаллексиндердi индуцирлеуде жэне корганыс гендерiнiц, сондай-ак патогенездерiмен байланысты 
PR -  акуыздарыныц белсендiлiгiн арттыруда мацызды рел аткарады. Соцгысыныц к¥рамьшда сацырау- 
к¥лактардыц жасуша кабыгын б^зуга кабiлеттi р-1,3-глюканаза жэне хитиназа гидролитикалык ферменттерi 
ерекше орын алады.

Б^л ж^мыс аз зерттелген аспектiлер -  Fusarium graminearum  сацыраук¥лагыныц жасушалык кабы- 
гыныц (ЖК) хитин -  глюкан кешенiнiц (ХГК) жэне хитозан олигосахаридтщ (ХОС) бидай есшш ндеп Р-1,3- 
глюканаза жэне хитиназа ферменттершщ индукциясы жэне белсендiлiгiне арналган. Осы аминокeмiрсулы 
агенттер сабак пен тамырдагы глюканаза жэне хитиназа белсендiлiгiн -  бастапкы (2 жэне 4 сагат) жэне 
соцгы кезецiнде -  16 сагатта жогарылататыны аныкталды. Алайда ХОС эсер еткенде ферменттердщ 2 фа- 
залык белсендiлiгi бiршама анык байкалган. Изоферменттi децгейде ХГК тамырда Р-1,3-глюканазаныц pI 3.3 
жэне 7,8 компоненттершщ, ал хитиназа к¥рамыныц -  pI 3.1 жэне 3.5 изоформаларыныц de novo синтезiн 
тудырды. ХОС катысында аталган мYшелерде Р-1,3-глюканазаныц pI 7.2 жэне 8.0 и зо ф ер м ен ш ^  индуцир- 
лендг Сабакта хитиназаныц кышкылдык изоферменттерiнiц (pI 3.1, 3.5) индукциясы жYPдi.

Келтiрiлген мэлiметтер ХГК мен ХОС бидай eскiнiндегi р-1,3-глюканаза жэне хитиназа изофермент - 
терiне индуцирлiк эсер етiп, ерекше элиситорлык касиет кeрсететiнi дэлелдедi. Нэтижелер eсiмдiктер мен 
фитиопатогендi сацыраук¥лактардыц eзара карым-катынасы энзимологиясында пайдаланылуы мYмкiн.
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