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Bitki Kitinazlar1: Molekiiler Yapilari, Onemleri ve Kullanimlari

Muhip HILOOGLU

OZET: Kitinaz proteinleri biyolojik sistemlerde dogada yaygin sekilde bulunurlar. Bitki kitinazlari, glikozid
hidrolaz gen ailesinden GH18 ve GH19 aileleri igerisinde yer almaktadir. Yedi sinifa (I-VII) ayrilan bitki kitinazlari,
yapilari, amino asit dizi benzerlikleri, substrat spesifiteleri, kataliz mekanizmalar1 ve inhibitor hassasiyetlerine
gore birbirlerinden farklilagirlar. GH19 ailesinde bulunan simif I, II, IV, VI ve VII kitinazlarinin en énemlileri
patojen baglantili proteinlerden olugsmaktadir. Genel olarak bitki kitinazlar1 patojenlere ve abiyotik faktorlere
yanit olarak bitkiler tarafindan iiretilirler. Bunlar, bitkilerde antifungal, antibakteriyel, insektisidal, nematisidal ve
antiviral savunma mekanizmalar1 gelistirirler. Kitinazlar, gen miihendisligi uygulamalar1 araciligiyla ticari oneme
sahip bitkilere aktarilmaktadir. Boylece, biyotik ve abiyotik etkilere kars1 direncli bitkiler gelistirilmektedir. Bu
derlemede, bitki kitinazlarinin 6zellikleri, nemleri ve kullanimlar: hakkinda bilgiler verilmistir.
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ABSTRACT: Chitinase proteins are extensively distributed throughout various biological systems. Plant chitinases
are found in the GH18 and GH19 families of the glycoside hydrolase gene family. Based on structure, substrate
specifity, amino acid sequence similarity, mechanisms of catalysis and sensitivity to inhibitors, plant chitinases are
classified into seven classes (I-VII). The most important chitinases are pathogenesis-related proteins which class
I, 11,1V, VI and VII are found in the GH19 family. In general, plant chitinases are produced by plants as an answer
to pathogens and abiotic factors. They develop antifungal, antibacterial, insecticidal, nematicidal, and antiviral
defence mechanisms in plants. Kitinases are transferred into commercially important plants via gene engineering
applications. In this way, resistant transgenic plants are being developed counter to biotic and abiotic effects. In this
review is giving information about the properties, importance and applications of plant chitinases.
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GIRIS

Glikozid hidrolaz (GH) gen ailesi, enzimlerin
altt sinifindan tigiinciisii olan hidrolazlara dahildirler.
Iki ya da daha fazla karbonhidrat arasindaki veya
karbonhidrat ve karbonhidrat olmayan parcalar
arasindaki  glikozidik baglar1  hidrolize ederler
(Cantarel et al.,2009). GH aileleri amino asit dizilerinin
benzerliklerine goére siniflandirilirlar. Ciinkii amino
asit dizileri ve katlama benzerlikleri arasinda dogrudan
bir iliski vardir. CAZy veritabanina gére GH’larin
siniflandirilmis 135 ailesi vardir (http://www.cazy.org/

Glycoside-Hydrolases.html). Kitinaz (EC 3.2.1.14) bu
135 aileden 18.(GH18) ve 19. (GH19) ailelere dahildir.
Iki aile amino asit dizilerine, ii¢ boyutlu yapilarina ve
katalitik reaksiyonlarinin molekiiler mekanizmasina
gore farklilagirlar (Mizuno et al., 2008). GHI8
kitinazlarin katalitik bolgeleri (f/a), TIM-barrel
katlanmasina sahip olup bir substrat destekli tutma
mekanizmasinda gorev alir. GH19 kitinazlarin katalitik
bolgeleri ise biiyiik ol¢iide o-heliks yapis1 gostererek

tek bir degisim ¢evirici mekanizmasi kullanir (Suginta
et al., 2016) (Sekil 1).

Sekil 1. GH enzimlerinin 3 boyutlu yapilar1 A) Aspergillus fumigatus’tan (B/a), barrel yapisinda GH18 kitinaz1 B) Carica papaya’dan o+

yapidaki bir GH19 kitinazi (Adrangi and Faramarzi, 2013)

GH18 ailesi kitinazlarin katalitik mekanizmasi,

lirlinlerin  anomerik  konfigiirasyonlarin1  tagiyan
substrata dayali katalizi igerir. Bu aile esas olarak
allosaminidin tarafindan inhibe edilir. GH19 ailesi
kitinazlarmin katalitik mekanizmas: ise, hidrolize
poli-B-(1,4)-N-asetilglukozamin (NAG) kalintisinin
anomerik  konfigiirasyonunu tersine  ceviren
genel bir asid-baz mekanizmasidir. GH19 ailesi
kitinazlarin inhibitorleri amidinler ve amidrazonlardir
(Kasprzewska et al., 2003; Karthik et al., 2017).
Farkli
yapilar1 temelinde ve fizikokimyasal ozelliklerine
gore ayirt edilirler (Bhattacharje et al., 2017). GH18

ailesi kitinazlar1 bakterilerde, funguslarda, viriislerde,

organizmalardaki kitinazlar bu molekiiler

hayvanlarda ve yiiksek yapili bitkilerde bulunurlar.
GH19 ailesi kitinazlar ise yliksek yapili bitkiler ve bazi
bakterilerde bulunurlar.
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Kitinaz ilk olarak 1911 yilinda Bernard tarafindan
orkide soganlarinda, termosensor gorevi ve antifungal
ajan olarak bulunmustur. Bu enzim bitki bulundugu
tarihten itibaren bagigiklik cevabmi giiclendirmede
bir arag¢ olarak kullanilmaktadir (Sharma et al., 2011).
Bitki kitinazlari; yapilari, substrat spesifiteleri, kataliz
mekanizmalar1 ve inhibitor hassasiyetleri temelinde,
GHI18 ve GHI9 aileleri i¢inde toplam 7 siif (I-VII)
altinda bulunmaktadirlar (Arie et al., 2000; Sarma et
al., 2012). Sif I, II, IV, VI ve VII GH19 ailesinde;
Smuf IIT ve V ise GH18 ailesinin iiyeleridir. (Adrangi
and Faramarzi, 2013). Xu et al. (2007) Smnif I'i Ia
ve Ib olarak ikiye ayirmiglardir.
asidiktir ve vakuolde bulunan yaklagik 6 amino asitlik
bir C-terminal bolgesine (ChBD) sahiptir. Sinif Ib
kitinazlar ise basittir, ChBD igermezler ve apoplastta

Smif Ia kitinazlar
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gizlenmis sekilde bitkilerde bulunurlar (Ouyang et al.,
2001; Xu et al., 2007). Smf II kitinazlarda yalnizca
katalitik bolge bulunurken, sinif I ve IV ise N-terminal
sistein zengin kitin baglanma bolgesi ve 10-20 kalint1
uzunlugundaki peptide bagli C-terminal katalitik bolgesi
(CatD) icerirler. Sinif IV kitinazlarini sinif I’den ayiran
en Onemli Ozellik katalitik bolgedeki karakteristik
delesyonlardir (Mizuno et al., 2008). Bunlar, patojen
ylizeyine yakin glikozidik bagin hidrolizi ile sonuglanan
kitin baglayici bolgedeki ii¢ adet delesyondur. Sinif IV,
asidik kitinazlar olup baglayici bir bolge olusturmazlar.
Bunlar, hem sinif II’ye hem de sinif I’e ¢cok daha az
dizi benzerligi gostermektedirler (Porat et al., 2001).
GHI19 ailesinin 3 boyutlu yapisi ilk olarak Hart et al.
(1996) tarafindan arpa bitkisinden Simif II kitinaziyla
rapor edilmistir. Bu calismadan sonra fasulye bitkisinde
de yapisi ortaya konmustur (Hahn et al., 2000).

GH18 ailelerinin iiyesi olan sinif Il ve V kitinazlari
ise daha uzak akrabalik iligkisi gosterirler (Mizuno et
al., 2008). Sinif V’in tek temsilcisi Utrica doica’dan
[1sirgan otu, (Utricaceae)] rapor edilmistir. Bu sinif,
kitin baglayic1 bolgelerle kitinaz homolojisine sahip
olan bir lektindir. Sinif V’te kitin baglayict bolgedeki
katalitik kalintilar delesyona ugradigindan herhangi
bir katalitik aktiviteye sahip degillerdir (Velezhan
et al., 2000). Patojen bagintii (PR) proteinlerden
PR-3 simifinda degerlendirilen kitinazlardan (sinif I,
II, IV, V, VI ve VII) farkli olarak simif III Kitinazlar
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PR-8 smifinin icerisinde bulunmaktadir. Ek olarak,
lizozim fonksiyonlar1 da vardir. Sekans benzerligi ve
substrat spesifitesi bakimindan farklilik gosterirler.
Tiitiin, nohut, salatalik ve arabidopsis bitkilerinde
karakterizasyonu yapilan sinif III’iin hem bazik hem
de asidik formlar1 bulunur (Van Loon, 1999; Neuhaus,
1999). Sinif III kitinazlarin en bilineni; bir endo-kitinaz
olan hevamindir. Hevea brasiliensi’nin (kauguk agact)
lateksinde bulunan vakuollerden izole edilmis olan
hevamin 29 kilodalton (kDa) biiyiikliigiiyle onemli
oranda hayvan ve faj lizozimlerinden (14-21 kDa)
farklilik gostermektedir (Scheltinga et al., 1994).
Ancak bitki kitinazlar1 genellikle boceklerde mevcut
olan kitinazlardan daha diigiik molekiil agirligina sahip
endo-kitinazlardir. Boyutlar1 genellikle 25-40 kDa
arasinda degisir (Bhattacharya et al., 2007).

Patojen bagintihi proteinler ve 6nemleri

Bitkileri¢in oldukcadzellesmis GH19 aile liyesiolan
bitki kitinazlar1 patojen bagintili (PR) proteinlerin icinde
kategorize edilip bunlarin 6nemli bir bolimiinii igerir
(Xayphakatsa et al., 2008). Yiiksek yapil bitkiler gesitli
patojenler tarafindan gergeklestirilen, biyokimyasal
ve fizyolojik degisimlere neden olan saldirilara karsi
genis bir savunma mekanizmast olusturur. Bunlardan
en Onemlileri fitoaleksin iiretimi ve PR proteinlerinin
sentezi  (f3-1,3-Glukanazlar ve kitinazlar gibi) olup
farkli proteinleri kodlayan bir dizi genin aktivasyonuna
yol acarlar (Sharma, 2013) (Sekil 2).
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Sekil 2. Kitinazlarin bitki savunmasinda patojenlere karsi rolii (Nishizawa, 2005)
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Bu proteinler, kitinazlardan meydana gelen PR-3,
PR-4,PR-8ve PR-11’indei¢indeoldugu 17 aileicerisinde

simiflandirilir (Sels et al., 2008). PR proteinlerinin 17
ailesinin ozellikleri Cizelge 1°de verilmistir.

Cizelge 1. Patojen bagintili (PR) proteinlerin siniflandirilmasi

Aile Tip iiyesi Ozellikleri Kaynak

PR-1 Tiitiin PR-1a Antifungal Antoniw et al., 1980
PR-2 Tiitiin PR-2 [-1,3-glukanaz Antoniw et al., 1980
PR-3 Tiitiin P, Q Kitinaz tip LI, IV,V,VL,VII Van Loon, 1982

PR-4 Tiitiin ‘R’ Kitinaz tip LII Van Loon, 1982

PR-5 Tiitiin S Taumatin- benzeri Van Loon, 1982

PR-6 Domates Inhibitor I Proteinaz- inhibitor Green and Ryan, 1972
PR-7 Domates P69 Endoproteinaz Vera and Conejero, 1988
PR-8 Salatalik kitinaz Kitinaz tip III Metraux et al., 1988
PR-9 Tiitiin ‘lignin forming peroxidase’ Peroksidaz Lagrimini et al., 1987
PR-10 | Maydanoz ‘PRI’ Riboniikleaz benzeri Somssich et al., 1986
PR-11 Tiitiin ‘class V’ kitinaz Kitinaz, tip I Melchers et al., 1994
PR-12 Turp Rs- AFP3 Defensin Terras et al., 1995
PR-13 Arabidopsis THI2.1 Tiyonin Epple et al., 1995

PR-14 | Arpa LTP4 Lipid- transfer protein Garcia-Olmeda et al., 1995
PR-15 Arpa OxOa (germin) Oksalat oksidaz Zhang et al., 1995
PR-16 | Arpa OxOLP Oksalat oksidaz-benzeri Wei et al., 1998

PR-17 | Tiitiin PRp27 Bilinmiyor Okushima et al., 2000

PR proteinleri, hidrolitik enzimler,

enzim  (kalsiyum karbonat

gibi) kompleks

olusturabilir

inhibitorleri ve membran-gecirgen peptidler de dahil
isgalci patojenlere ve abiyotik faktorlere yanit olarak
bitkiler tarafindan iiretilen bir grup proteindir (Li and
Yi, 2012; Adrangi and Faramarzi, 2013). Ek olarak,
PR proteinleri antifungal, antibakteriyel, insektisidal,
nematisidal ve antiviral etki gosterirler. Dolayisiyla,
PR proteinleri bitkilerde patojenlere karsi genis bir
“sistematik kazanilmig diren¢” (Systematic Acquired
Resistance/SAR) mekanizmasina dahil olurlar.

Bitki kitinazlarmin fonksiyonel yonleri

Kitin dogada karbonhidrat ve proteinler ile
kompleks olarak bulunur (Sietsma and Wessels, 1979).
Ek olarak, yaglarla, pigmentlerle ve minerallerlerle
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(Synowiecki and Al-Khateeb, 2003). Kitin bir poli-
B-(1,4)-N-asetilglukozamin olup dogada seliilozdan
sonra en fazla bulunan polisakkarit tiirevidir
(Khoushab and Yamabhai, 2010). Dogada yaygin
olarak bulunan kitinin mantarlarin hiicre duvarlarinin
yapisinda, eklem bacaklilarin iist deri ve kabuklarinda,
nematodlarda, yumusakc¢alarda ve bazi alglerde
bulundugu bildirilmigtir (Li et al., 2016). Cesitli
canlilarin yumurtalarinin kabugunda da kitin varlig
bilinmektedir (Farnesi et al., 2015; Ju et al., 2016). Bu
ve benzeri organizmalar bitkilere direkt zararlarinin
yaninda dolayl olarak viral, fungal ya da bakteriyal
etmenleri tasiyabilen ozelliklere sahiptirler. Kitinaz,
kitinin dogrusal bir f 1-4 bagli homopolimer olan
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N-asetilglukozamin’nin (GlcNAc) endo veya ekzo
yikimindan sorumludur. (Sietsma and Wessels, 1979).
Simdiye kadar, kitinazlar bitkinin biitiin organ ve
dokularinda (tohumlar, kokler, yumrular, meyve ve
cicek) bulunmuglardir (Nauman et al., 2013; Zhang
et al., 2013). Bunlara apoplast ve vakuoller de
dahildir. Bu kitinazlar bitki savunmasinda patojenlere
kars1 cesitli sekillerde (aktif veya pasif savunmada)
kullanilabilir (Xu et al., 2007). Enzim, serbest veya
immobilize formda kullanilabildigi gibi kitinaz {ireten
mikroorganizmalarin topraga verilmesi yoluyla da
kullanilabilir. (Sharma et al., 2011). Bununla birlikte,
kitinaz kaynagi olarak mikroorganizmalarin kullanimi
diisiik maliyet ve kolayliktan dolay1 yaygindir. Burada,
kitin yikimi topraktaki azot dongiisii icin dnem tagir.
Dogal kitinaz kayna8i olan Serratia marcescens,
Xanthomonas maltophilia gibi bakteriler potansiyel
ireticiler iken Myrothecium verrucavia ana kaynak
olarak goriilmektedir (Gowindsamy et al., 1998).
Fakat,
yetersiz kalmakta olup bitki kitinazlar ile birlikte
bitki

birlikte,
oldiiriilmesinde hizlandirici olarak kullanilabilmektedir
(Sharma et al., 2011). Fungal patojenler bakimindan
in vitro deneyler gostermektedir ki kitinazlarin etki

tek baglarina mikroorganizma Kkitinazlar

savunmasinda  kullamilmaktadir. Bunlarin

kullanim1 patojenik mikroorganizmalarin

bicimi; pek ¢ok fungal tiiriin gelisimini hif ug¢larini
lizise ugratarak inhibe ederler.
duvarindaki kitinin hidrolizi yoluyla yaparlar (Zhang et
al., 2013). Ayrica, bitkilerin tohumlarinin ¢imlenmesi
sirasinda, fungal hiicre duvarini hedefleyerek, patojenik
enfeksiyonu azaltan cesitli smif IV kitinazlarini
salgiladiklar1 gosterilmistir. Ornegin; Misir (Zea mays)
bitkisinin, Fusarium ve Bipolaris mantar tiirlerine

Bunu, fungus hiicre

karg1 korunmaya yardimct olan iki sinif IV kitinazi
(ChitA ve ChitB) iirettigi gosterilmistir (Price et al.,
2015). Kitinaz dolayli olarak boécek ve zararlilarin
populasyonlarinin kontroliinde de gorev almaktadir.
Ortamdaki kitin degisimi kitinaz {retimini arttirir.
Bu da boceklere, zararlilara ve bitki patojenlerine
kars1 biyo-kontrolér gorevi goriir (Senthilraja et al.,
2013). Kitinazlar, bir ¢esit sinyal molekiilleri olan
kito-oligosakkaridlerin ve bitkilerde patojenin biyo-
kontroliiniin temelini olusturan etilen gibi bitki bliylime
diizenleyicilerinin uygulanmasiyla indiiklenebilirler
(Kasprzewska et al., 2003).
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Biyoteknolojide kullanimlari

Giiniimiizde genetik miihendisligin gelismesiyle
baraber bitkilere istenilen 6zelliklerin kazandirilmasi
icin gen aktarimlari ya da gen susturma
teknolojilerinden  faydalanilmaktadir. Transgenik
bitkilerde, endiistriyel uygulamalar icin enzimlerin
ekspresyonu ve saflastirilmas: ile ilgili ksilanaz,
transglutaminaz, endoglukanaz, lakkaz ve Kkitinaz
dahil olmak iizere bir ¢ok protein i¢in bagarili sonuglar
elde edilmistir (Di Maro et al., 2010). Kitinazin
transgenik overekspresyonu hem biyotik hem de
abiyotik stres kosullarina kargt gelismis tolerans
gostermistir (Kumar et al., 2016). Son yillarda, kitinazi
daha fazla iireten transgenik bitkilerin iiretimi bitki
savunmasini arttirmak i¢in kullanilmaktadir. Bu, hiicre
dig1 enzimlerin aktivitesinin manipiilasyonu, enzim
negatif mutantlar veya transgenik bitkilerin kullanimi
ile olmaktadir (Sharma et al., 2011). Transgenik
bitkilerde kitinaz icin donor olarak kullanilan baglica
bitkiler sunladir; Beta vulgaris, Brassica juncea,
Cucumis sativus, Hordeum vulgare, Lycopersicon
chilense, Lycopersicon esculentum, Momordica
charantia, Nicotiana tabacum, Oryza sativa, Petuni
sp., Phaseolus vulgaris, Triticum aestivum ve Zea
mays (Grover, 2012). Kitinaz genleri tek baglaria
ya da -1,3-glukanaz genleri ile birlikte bir dizi bitki
tiiriine transfer edilerek etkileri incelenmistir. Kontrol
bitkileri ile karsilastirildiginda transgenik bitkilerin
sonuclari ¢cogu durumda daha artan seviyede fungal
hastaliklara diren¢ veya gecikmis hastalik belirtileri
sergilemiglerdir. Fakat bazi c¢aligmalar kitinaz ve
B-1,3-glukanaz genlerinin birlikte aktarimmin daha
etkili oldugunu gostermistir (Grover, 2012; Senthilraja
et al., 2013). Ayrica kitinaz gibi bir¢ok bitki defensini,
fungal patojenlere karsi etkili bir diren¢ saglanmast i¢in
tanimlanmisg, karakterize edilmis ve ticari oneme sahip
tarla bitkilerine aktarilmigtir (Ghag et al.,2016). Bunun
yaninda, [-1,3-glukanaz, taumatin benzeri proteinler,
kitinazlar ve bir poligalakturonaz inhibitor proteinini
iceren ¢esitli antifriz aktivitesi olan PR proteinleri de
bitkilerden izole edilmistir (Griffith and Yaish, 2004).
Bir ¢ok calismada bu ve benzeri kitinazlar cesitli
bitkilere transfer edilerek patojenlere karsi arttirilmig
direng elde edilmistir (Ignacimuthu and Ceasar, 2012;
Pan et al, 2013; Molla et al., 2016).
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SONUC

Bitki kitinazlari, glikozid hidrolazlardan GH18
ve GH19 ailelerine ait 7 sinif igerisinde tanimlanan,
bitkilerin savunma mekanizmalarinda oldukg¢a etkili
islevleri olan enzimlerdir. Ozellikle GH19 ailesi bitkiler
icin 6zellesmis kitinazlar1 igerir. Bunlardan en dnemlisi
PR olarak bilinen “patojen bagintili proteinler’den
olugmaktadir. Kitinazlarin biyoteknolojide, tarimda
ve diger cevresel alanlarda genis bir kullanimi vardir.
Bitki kitinazlar1 ¢esitli patojen organizmalara kargi
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