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Summary

Disaccharide sucrose plays important role in plants in photoassimilate par-
titioning, and as a carbon and energy source, it regulates cell metabolism, plant
growth and development. Utilization of sucrose in most metabolic pathways is
preceding by enzymatic cleavage of sucrose to monosaccharides. This cleavage
is catalyzed by invertase and sucrose synthase. Hydrolysis of sucrose to glucose
and fructose provides substrates to primary metabolism reactions proceed in
plant cell. Because sugars in plants are not only nutrients molecules, but also
regulate expression of genes, invertase can control cell division and plant devel-
opment. Several types of invertases can exist in plant cells, which differ in their
biochemical properties and cell localization. The rapid accumulation of informa-
tion about their physiological function and regulation in planta has revealed the
biotechnological potential of these proteins. This review focuses on recent ad-
vances in the properties and role of the identified plant invertases in the light of
application for plant metabolic engineering.

Key words:
invertase, sucrose metabolism, assimilates distribution, sugar sensing, bio-
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1. Wstep

U roslin wyzszych powstajace w procesie fotosyntezy weglo-
wodany transportowane sg z organ6w donorowych (ang. source)
do organow akceptorowych (ang. sink) najczesciej w formie sa-
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charozy. Cukier ten nieprzypadkowo wyselekcjonowany zostat w procesie ewolucji
jako gtéwna forma transportu weglowodanéw w roslinach. Jest stabilnym zwigz-
kiem nieredukujacym i nie naraza tkanek na r6znego rodzaju reakcje oksydoreduk-
cyjne w czasie przemieszczania w roélinie. Produkty hydrolizy sacharozy sg gtow-
nym substratem oddechowym oraz uczestniczg w procesach osmoregulacji w ko-
morkach roslinnych (1). Na podstawie badan prowadzonych w ostatnich latach do-
starczono licznych dowoddw na udziat cukrow, zwiaszcza sacharozy i produktéw
jej rozpadu, w regulacji metabolizmu roslin (2,3). Dostarczajac informacji o stopniu
zaopatrzenia oraz zapotrzebowania komorek na produkty fotosyntezy, cukry petnig
funkcje substancji sygnatowych i wptywaja na ekspresje wielu klas genéw zaanga-
zowanych w metabolizm weglowodandw oraz procesy rozwojowe roslin (4-6). Sa-
charoza moze by¢ wykorzystywana w metabolizmie komérkowym na drodze dwdéch
przemian. Nieodwracalna hydroliza sacharozy jest katalizowana przez inwertaze
[EC 3.2.1.26] (sacharoza + H20  glukoza + fruktoza). Natomiast syntaza sacharo-
zy [EC 2.4.1.13], biorgca takze udziat w syntezie tego dwucukru, przeprowadza od-
wracalng reakcje z udziatem UDP (sacharoza + UDP © UDP-glukoza + fruktoza).
W rodlinach inwertaza jest podstawowym enzymem biorgcym udziat w mobilizacji
i degradacji sacharozy podczas catego cyklu zyciowego, jak rowniez w odpowiedzi
roslin na czynniki Srodowiskowe, poniewaz zaréwno substraty jak i produkty katali-
zowanej przez ten enzym reakcji sg jednoczesnie czasteczkami sygnatowymi (7,8).

2. Klasyfikacja i charakterystyka inwertaz

Inwertazy stanowig rodzing enzymow, ktorych wystepowanie stwierdzono
u wielu gatunkdw roslin wyzszych, a liczne oczyszczono i scharakteryzowano na po-
ziomie molekularnym. Na podstawie optimum pH inwertazy mozna podzieli¢ na
kwasne oraz neutralne lub alkaliczne. Natomiast biorgc pod uwage lokalizacje ko-
morkowa, punkt izoelektryczny, optimum pH oraz rozpuszczalno$¢ powszechnie
wyroznia sie trzy typy inwertaz: 1) inwertazy wakuolame (Inv-V) - kwasne, roz-
puszczalne inwertazy wystepujace w wakuoli; 2) inwertazy zwigzane ze $ciang ko-
mérkowsa (Inv-CW) - kwasne, nierozpuszczalne inwertazy zwigzane jonowo ze $cia-
ng komoérkowa; 3) inwertazy neutralne (Inv-N) - neutralne/alkaliczne, rozpuszczal-
ne inwertazy wystepujace w cytoplazmie (8,9). W tabeli zebrano informacje na te-
mat podstawowych wiasciwosci inwertaz.

Kazdy z trzech typow inwertaz reprezentowany jest przez r6zne izoenzymy. Po-
szczegolne izoformy rdznig sie niektérymi wiasciwosciami biochemicznymi, np. wraz-
liwoscig na inhibitory. W komorkach roslinnych wystepuja przynajmniej 2 izoformy
Inv-V oraz 6 izoform Inv-CW (8). Znane sg réwniez 2 izoformy Inv-N, ktéra jest do-
tychczas najstabiej scharakteryzowanym typem inwertazy (10,11). Fizjologiczna ko-
rzy$¢ z wystepowania izoenzymow polega na wiekszej elastycznosci i efektywnosci
kontroli transportu, dystrybucji oraz magazynowania sacharozy w odpowiedzi na
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czynniki srodowiskowe oraz na etapie réznych stadiéw rozwojowych tkanek i orga-
now roslinnych (12).

Tabela
Wiasciwosci rotnych typéw inwertaz roslinnych
Typ Inwertazy Optimum pH pi Lokalizacja Rozpuszczalno$¢ Glikozylacja
inwertaza wakuolama kwasne obojetny wakuola nierozpuszczalna -1
Inv-V pH 5,0-5,5
Inwertaza $ciany komorkowej  kwasne zasadowy/kwasny  apoplast rozpuszczalna -1-
Inv-CW pH 3,5-5,0
inwertaza neutraliu obojetne lub zasadowe obojetny cytoplazma rozpuszczalna —
Inv-N pH 6,8-8,0

PoszczegOlne izoformy sg prawdopodobnie kodowane przez rézne geny (9,10).
Geny kodujgce inwertazy kwasne (Inv-V oraz Inv-CW) wyizolowano juz z kilku ga-
tunkéw roslin: pomidora, rzodkiewnika, kukurydzy, marchwi (10), zycicy (13) i ziem-
niaka (14). Na podstawie mapowania gendw inwertaz kwasnych pochodzacych
z rzodkiewnika, pomidora i kukurydzy wykazano, ze w kazdej z tych roslin sg one
zlokalizowane na r6znych chromosomach. Jednak pomiedzy gatunkami roslin jed-
no- i dwuliciennych stwierdza sie znaczny stopien konserwatywnosci, jezeli chodzi
0 ich strukture. Wyizolowane do tej pory geny inwertaz kwasnych zawierajg od sze-
§ciu do o$miu eksondw. Z reguty we wszystkich tych genach wystepuje ekstremal-
nie maty ekson (ekson 1), sktadajacy sie tylko z 9 nukleotydéw. jest to jeden z naj-
mniejszych eksonow wystepujacych u rodlin wyzszych. Koduje on tripeptyd (DPN),
tworzacy rdzeniowg cze$¢ konserwatywnego motywu p-fniktofliranozydazy
(NDPNG) (8-10).

U rzodkiewnika zidentyfikowano dotychczas 6 genéw kodujacych Inv-CW (geny
AtcwlINV), z ktorych piec ulega ekspresji w rozwijajacych sie nasionach, przy czym
ekspresja czterech z nich jest najbardziej intensywna w fazie réznicowania komorek
(15). W roslinach ziemniaka zidentyfikowano 2 geny kodujace Inv-CW {invCDUI
1 invCD141), ktére ulegaty specyficznej ekspresji w tkankach floemu (14). Ekspresja
gendw kodujacych Inv-V w roslinach zycicy (Inv 1:2 i Inv /:4) jest réwniez specyficzna
tkankowo: ekspresja Inv 1:2 zachodzi gtéwnie w korzeniach, natomiast Inv 1:4 prze-
waznie w lisciach (13). Dlatego tez sugeruje sie, ze rosliny podczas ewolucji wy-
ksztatcity niewielka rodzine gendw inwertaz kwasnych, ktorych ekspresja zachodzi
niezaleznie, w specyficznym miejscu i czasie podczas rozwoju rosliny (10).

Przypuszcza sig, ze sekwencje genowe kodujace poszczeg6lne izoformy inwer-
taz kwasnych powstaty w wyniku odlegtej w czasie, przypadkowej duplikacji genu.
W ostatnich badaniach dotyczacych filogenetycznych relacji pomiedzy genami ko-
dujacymi Inv-CW oraz Inv-V wykazano, ze Inv-V prawdopodobnie ewoluowata
z Inv-CW w wyniku mutacji, ktéra wywotata zmiane sekwencji sygnatowej i zadecy-

BIOTECHNOLOGIA 2 (77) 63-80 2007 65



Barbara Hawrytak, Barbara Wolska-Mitaszko

dowala o skierowaniu biatka do wakuoli (16). Uzyskane w nielicznych przypadkach
sekwencje cDNA kodujacego Inv-N nie wykazuja podobienstwa do sekwencji inwer-
taz kwasnych, sg natomiast w znacznym stopniu homologiczne z genami inwertaz
bakterii fotosyntetyzujacych (17). W komoérkach cyjanobakterii zidentyfikowano
dwa geny (mvA i /nvB), ktére wykazywaty 50-56% homologie z roslinnym genem ko-
dujacym biatko Inv-N o masie czasteczkowej 53-55 kDa. Poniewaz Inv-N wystepuje
tylko w komérkach roslin i cyjanobakterii, przypuszcza sie, ze geny roslinnej Inv-N
wywodzg sie z ortologicznego genu organizmu prokariotycznego, ktéry wniknat do
komérki roslinnej na drodze endosymbiozy (18).

Z uwagi na podobienstwo sekwencji genowych inwertaz kwasnych kodowane
przez nie biatka charakteryzujg sie podobng budowa oraz wiasciwosciami bioche-
micznymi. Inv-G/V oraz Inv-V syntetyzowane sg jako prepropeptydy. Poréwnanie se-
kwencji aminokwasowych tych enzymoéw wykazato obecno$é N-koricowej domeny,
zawierajgcej do 100 reszt aminokwasowych, ktéra jest odcinana podczas transportu
i dojrzewania biatka (10,19). Przypuszczalnie jest ona podzielona na 2 segmenty:
peptyd sygnatowy (niezbedny przy wprowadzaniu biatka do retikulum endoplazma-
tycznego i szlaku wydzielniczego) oraz N-koAcowy propeptyd (rys. 1). W przeciwien-
stwie do Inv-CW, prepropeptyd Inv-V zawiera dodatkowo krétkg domene aminokwa-
sowg dotgczona do konca C, ktéra moze braé udziat w kierowaniu biatka do wakuoli
(9,10). Wsp6lng cecha dojrzatych biatek inwertaz kwasnych jest obecno$¢ pentapep-
tydu NDPNG tworzgcego konserwatywny motyw P-fruktoftiranozydazy, ktéry wyste-
puje takze w inwertazach bakteryjnych i drozdzowych (8). Mimo ze sekwencja ami-
nokwasowa Inv-CW i Inv-Vjest homologiczna w ok. 40-60%, enzymy te rdznig sie nie-
znacznie optimum pH oraz specyficznos$cig substratowg. W badaniach nad wiasciwos-
ciami Inv-V i Inv-CW (20), pochodzacymi z tych samych gatunkéw roslin, wykazano,
ze chociaz oba typy enzymu posiadaja kwasne optimum pH, to dla Inv-V jest ono
z reguty okoto 0,6-0,9 jednostki wyzsze w poréwnaniu z Inv-CW. Ponadto specyficz-
nos¢ Inv-V w stosunku do rafinozy jest 16-30% nizsza niz Inv-GA®. Rdznice te wy-
wolywane sg pojedyncza substytucjg w sekwencji aminokwasowej obu enzymoéw.
W konserwatywnej sekwencji (WEC-PA-DF) Inv-V obecna jest walina, natomiast
w tym samym miejscu w Inv-CW stwierdzono wystepowanie proliny (20).

Inwertazy kwasne, w przeciwienstwie do Inv-N, ulegajg procesowi N-glikozylacji
(9). Glikozylacja Inv-CW jest niezbedna do efektywnego transportu przez btone pla-
zmatyczng, niezaleznie od struktury dotaczonego do N-korca oligosacharadu.
Stwierdzono, ze pozbawiona reszty cukrowej Inv-CW ulega szybkiej degradacji
w aparacie Golgiego. Natomiast w przypadku Inv-V, ta potranslacyjna modyfikacja,
prawdopodobnie nie peini specyficznej roli podczas kierowania biatka do wakuoli
(21). Masa czasteczkowa kwasnych inwertaz waha sie w dos$¢ szerokim zakresie (od
50 kDa do 450 kDa), gdyz w natywnej formie moga one wystepowa¢ w postaci mo-
nomerdow, dimeréw lub oligomeréw (12). Ponadto aktywnos$¢ tych enzymdéw hamujg
czynniki blokujace grupy sulfhydrylowe, co przypuszczalnie zwigzane jest z obecno$-
cig reszty cysteiny w ich centrum aktywnym (8).
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Prepropeptyd
Propeptyd

Dojrzate biatko

Inv-CW:
— 1"~ noene VECPDF COOH
Inv-V:
HjN NDPNG VECVDF IBCOOH
Sekwencja Propeptyd Sekwencja
sygnatowa N-korcowy Okoncowa

Rys. 1. Schemat struktury pierwszorzedowej inwertaz kwasnych (wg 9, 10, zmodyfikowane).

Trudnos$ci napotykane podczas badan wiasciwosci biochemicznych Inv-N wyni-
kajg ze znacznej niestabilnosci tego enzymu i szybkiej utraty jego aktywnosci pod-
czas homogenizacji tkanek. Jedynie w nielicznych przypadkach udato sie otrzymac
oczyszczone biatka enzymatyczne, ktérych optimum pH waha sie w zakresie
pH 6,8-8,0 (8,10). Z wyjatkiem Inv-N pochodzacej z marchwi (22), w natywnej formie
wystepujg one z reguly jako homotetramery ztozone z podjednostek o masie
54-65 kDa. Ich aktywnos¢ jest gwattownie hamowana w obecnosci glukozy i frukto-
zy, ale nie pod wptywem jonéw metali, co wskazuje na znaczne réznice w budowie
centrum aktywnego neutralnych i kwasnych inwertaz (10). Ponadto sekwencja ami-
nokwasowa Inv-N jest bogata w cysteine i zdecydowanie rozni sie od inwertaz kwas-
nych. Wystepowanie homologicznej struktury pierwszorzedowej do roslinnej Inv-N
stwierdzono jedynie u bakterii fotosyntetyzujgcych (17,23).

Wykazano, ze inwertazy o kwasnym optimum pH moga hydrolizowaé, oprocz sa-
charozy, réwniez inne dwucukry, ktore posiadajg kofcowg, niepodstawiong reszte
P-D-fruktofurazynowa jak np. rafinoza czy stachioza. Jednak aktywno$¢ enzymatycz-
na w stosunku do tych weglowodandw jest znacznie nizsza w poréwnaniu z whasci-
wym substratem, jakim jest sacharoza. Natomiast Inv-N jest najprawdopodobniej
aktywna specyficznie jedynie w stosunku do sacharozy (19). inwertazy kwasne mo-
gq réwniez uczestniczy¢ w syntezie fruktandw, ktore przechowywane sa w wakuoli
komérek wielu gatunkdw traw i innych roslin, stanowiac zapas weglowodanow (13).
Podczas biosyntezy fruktandw pierwszy etap obejmuje m. in. powstawanie 1-keto-
zy, a niektdre inwertazy wykazujg aktywnos¢ glukotransferazy i katalizujg synteze
trisacharydow, najczesciej 1-ketozowych (24). Na podstawie pewnych danych do-
Swiadczalnych wskazuje sie jednak, ze aktywno$¢ Inv-V u traw spada podczas bio-
syntezy fruktandw, natomiast wzrasta w procesie ich rozktadu (13).
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3. Rola inwertaz w transporcie i dystrybucji asymilatow

w roélinach sacharoza jest dominujgca formg wsrdd transportowanych cukréw,
a inwertaza jest rozpatrywana jako podstawowy enzym bioracy udziat we wigczaniu
zwigzkéw weglowych do metabolizmu podstawowego oraz uczestniczacy w trans-
lokacji weglowodanéw pomiedzy organami (12,25). Istnieje kilka hipotez dotycza-
cych dystrybucji asymilatéw pomiedzy organami, ktére uwzgledniajg zaréwno czyn-
niki determinujace zapotrzebowanie organdw akceptorowych, jak i wydajnos¢ orga-
néw donorowych, inwertazy stanowig réwniez jeden z czynnikéw kontrolujacych te
zaleznosci (26,27).

Zasadniczg role w procesie roztadowania sacharozy z rurek sitowych floemu do
niektorych, ale nie wszystkich, organéw akceptorowych odgrywa najprawdopodob-
niej inv-CW (rys. 1). Jej aktywno$¢ podczas roztadunku floemu ma szczeg6lne znacze-
nie w tkankach, ktoérych komorki tacza jedynie w znikomym stopniu za posrednic-
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twem plazmodesm, a sacharoza z rurek sitowych do komorek akceptorowych musi
przemieszczaé sie apoplastycznie (przez Sciane komdérkowa). Ma to miejsce np.
podczas kietkowania nasion czy rozwoju pytku. Jednak w tkankach z duzg iloscia
potaczen plazmodesmalnych czes$¢ sacharozy przedostaje sie takze poprzez obszar
Sciany komorkowej i obecnos¢ Inv-CW moze decydowac o efektywnosci roztadowa-
nia floemu (15,28).

Wykazano, ze Inv-CW bierze udziat w dystrybucji sacharozy pomiedzy donorami
i akceptorami, np. podczas rozwoju roslin kukurydzy (29). Zmiany ekspresji Inv-CW
u tego gatunku prowadza do zakldcen w procesie translokacji fotoasymilatéw,
a mutanty niesyntetyzujgce tego enzymu charakteryzujg sie redukcjg biomasy i wiel-
kosci dojrzatych nasion. W miodych organach akceptorowych Inv-CW moze zwiek-
sza¢ import weglowodandw, utrzymujac gradient stezenia sacharozy pomiedzy flo-
emem a akceptorem. Natomiast w organach dojrzatych inwertazy moga ogranicza¢
intensywno$¢ eksportu sacharozy, hydrolizujac jg do heksoz, co obniza zatadunek
sacharozy do floemu i prowadzi do regulacji zwrotnej fotosyntezy (11).

4. Funkcja inwertaz w procesach wzrostu i rozwoju roslin

Wozrost i rozwdj roslin regulowany jest przez szereg réznorodnych czynnikéw
i wymaga dostarczenia sktadnikéw odzywczych z organdw fotosyntetyzujacych. Za-
obserwowano $cistg zalezno$¢ pomiedzy szybkoscig wzrostu a aktywnoscig enzy-
mow metabolizmu sacharozy - inwertazg i syntazg sacharozy. Wykazano, ze ak-
tywnos$é trzech gtdwnych tjgjéw inwertaz jest uzalezniona od rodzaju tkanki, orga-
nu i stadium rozwojowego rosliny. Ze wzgledu na réznorodne funkcje, jakie petni

Rys. 2. Synteza, transport i metabolizm sacharozy w komérkach donorowych i akceptorowych z uw-
zglednieniem lokalizacji komérkowej réznych typéw inwertaz (wg 8,48, zmodyfikowane). Syntetyzowa-
na w komdrkach donorowych lisci sacharoza (SUC) kanatem apoplastycznym transportowana jest do ru-
rek sitowych floemu. Zatadunek floemu przebiega aktywnie przy udziale transporterdw sacharozy (TS).
Pod wptywem infekcji lub zranienia nastepuje aktywacja zewnatrzkomoérkowej inwertazy zwigzanej ze
$ciana komorkowa (Inv-G/V), a rozktad sacharozy do glukozy (Gic) i fruktozy (Fru) zaktéca proces tado-
wania floemu. Hydroliza transportowanej przez floem sacharozy moze by¢ katalizowana przez 3 typy in-
wertaz. W tkankach, ktérych komérki nie tacza sie za pomocg plazmodesm sacharoza dostaje sie z rurek
sitowych tyka do apoplastu prawdopodobnie przy udziale transporteréw sacharozy. Nastepnie sacharo-
za moze by¢ hydrolizowana przez Inv-CW, a powstajace glukoza i fhiktoza sg transportowane do komoé-
rek akceptorowych przez transportery heksoz (HT). Alternatywny transport sacharozy moze odbywaé
sie bezposrednio przy udziale transporteréw sacharozy, W cytoplazmie komoérek akceptorowych sacha-
roza hydrolizowana jest przez inwertaze neutralng (Inv-N), albo syntaze sacharozy, natomiast w wakuoli
przez inwertaze wakuolama (Inv-V). Wytworzone w wyniku aktywnos$ci enzymoéw rozktadajacych sacha-
roze heksozy sg nie tylko substratami metabolicznymi, ale regulujg réwniez ekspresje genow.
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w ro$linach sacharoza, rola inwertaz jako enzyméw katalizujacych rozktad tego
dwucukru moze by¢ rozpatrywana wieloptaszczyznowo (10). Aktywnos$¢ Inv-CW jest
najwyzsza w miejscu transportu cukrow oraz strefie elongacji korzenia i pedu, nato-
miast aktywno$¢ Inv-V - w tkankach z matg lub brakiem aktywnosci Inv-CW. Inv-N
wykrywana jest najczesciej w organach dojrzatych, ktére wykazuja mata lub brak ak-
tywnosci inwertaz kwasnych (9). Cheng i wsp. (30) przypuszczaja, ze jest bardzo
prawdopodobne, iz kazda tkanka roslinna posiada unikatowe sekwencje genéw ko-
dujace rozne izoformy inwertaz.

Tkanki, ktére przechodza szybki rozwoj charakteryzuja sie wysokim stezeniem
heksoz i niska zawartoécia sacharozy. Scista zalezno$¢ pomiedzy poziomem aktyw-
nosci Inv-V a intensywnym wzrostem komérek sugeruje, ze enzym ten moze odgry-
wac istotng role w procesach wzrostu i rozwoju organéw roslinnych. Inv-V odpowia-
da prawdopodobnie za utrzymanie ciSnienia osmotycznego soku komdrkowego
podczas gwattownego pobierania wody przez rosnace komoérki oraz moze dostar-
czac substratow do biosyntezy $ciany komoérkowej (28). Ponadto wzrost roslin regu-
lowany jest rowniez przez Inv-CW za posrednictwem fitohormonow: auksyn i gibe-
relin. Jeden z mozliwych mechanizméw pobudzania wzrostu roslin przy udziale wy-
mienionych fitohormondéw polega na ich stymulujagcym wptywie na proces syntezy
Inv-CW. Uwolnione w wyniku jej aktywnosci zredukowane cukry mogg zosta¢ wyko-
rzystane do biosyntezy polisacharydéw. Inv-CW odgrywa réwniez role w procesie
réznicowania komérek i rozwoju organéw roslinnych (8,31).

Sktad weglowodanowy dojrzewajacych owocow i organéw spichrzowych praw-
dopodobnie kontroluje wystepujaca w wakuoli Inv-V. Przyktadem moze by¢ proces
dojrzewania owocéw winogron, podczas ktérego transportowana z lisci sacharoza
gromadzona jest w wakuolach komorek gron juz jako glukoza i fruktoza. Akumula-
cja tych monosacharyddw jest jednym z wazniejszych etapéw dojrzewania gron
(32). Katalizowana przez Inv-V hydroliza sacharozy do glukozy i fruktozy przypusz-
czalnie odgrywa role w tego rodzaju procesach réwniez u innych gatunkéw roslin,
gromadzacych cukry w owocach i organach spichrzowych. Gatunki pomidoréw aku-
mulujace w owocach duze ilosci monosacharydéw {Lycopersicon esculentum) charak-
teryzuje wysoka aktywno$¢ Inv-V, a niska aktywno$¢ syntazy sacharozy. Natomiast
w przypadku gatunkéw gromadzacych znaczne ilosci sacharozy (L. peruvianum,
L. Chmielewska), aktywnos¢ Inv-V w wakuolach komorek owocow jest stosunkowo ni-
ska (33).

Za metabolizm sacharozy w komoérkach zréznicowanych, o niskim zapotrze-
bowaniu na cukry, odpowiedzialna jest Inv-N. Ten typ inwertazy katalizuje hy-
drolize sacharozy w komérkach o niskiej aktywnosci inwertaz kwasnych. Inv-N
funkcjonuje prawdopodobnie jako gtowny enzym sacharolityczny, wprowadza-
jacy glukoze i fruktoze bezposrednio do podstawowego metabolizmu komérko-
wego (19,34).
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5. Udziat inwertaz w odpowiedzi na stres

WSsrdd szeregu stresdéw abiotycznych wplywajacych na produktywnos$¢ roslin,
podstawowa role odgrywa stres osmotyczny indukowany suszg, zasoleniem roztwo-
ru glebowego lub niskg temperatura. Chociaz fizyczna natura wymienionych streso-
row jest zdecydowanie rézna, jednak pod ich wptywem nastepuje w roslinach akty-
wacja pewnych wspélnych mechanizméw obronnych (35). jedna z gtéwnych reakcji
obronnych jest gromadzenie cukréw rozpuszczalnych, ktére zmniejszajg potencjat
osmotyczny soku komorkowego (11) i funkcjonujg m.in. jako osmoprotektanty,
chronigc rosliny przed uszkodzeniami wynikajagcymi z deficytu wody (36). W doj-
rzatych organach wegetatywnych pod wplywem stresu suszy wyraZznie wzrasta ak-
tywno$¢ Inv-V, czemu towarzyszy znaczny wzrost koncentracji monosacharydoéw
(36). Natomiast w organach generatywnych nastepuje spadek aktywnosci inwertaz
kwasnych, przy réwnoczesnym obnizeniu poziomu cukréw redukujacych i skrobi
oraz wzroscie stezenia sacharozy, co hamuje rozwdj zalgzni i kietkowanie pyiku,
a w konsekwencji uniemozliwia zaptodnienie (37). Przykladowo w warunkach ni-
skiego potencjatu wody w zalgzni kukurydzy obserwowano gwattowny spadek eks-
presji genéw kodujacych Inv-CW {Incwl, Incw2) oraz Inv-V {lvrl, Ivr2) (38). Takze
w pylnikach pszenicy deficyt wody powodowat spadek ekspresji gendw dla Inv-GA/»
(lvrl) oraz Inv-V (Ivr5), jednak tylko wtedy gdy stres wodny miat miejsce na etapie
mejozy (39). Wyniki te wskazujg na organo- i tkankowospecyficzng regulacje aktyw-
nosci inwertaz w warunkach deficytu wodnego, przy czym w organach generatyw-
nych regulacja ta zachodzi gtéwnie na poziomie transkrypcji.

Pod wptywem niskiej temperatury stwierdza sie wzmozong aktywno$¢ Inv-V
i Inv-N, co prowadzi do akumulacji monosacharydéw, zaréwno u gatunkéw roslin
wrazliwych, jak i odpornych na niskg temperature (11,40). Uwaza si¢, ze monosa-
charydy funkcjonuja nie tylko jako gtéwne zrodto metabolitdw i energii, niezbedne
do reorganizacji metabolizmu i ksztattowania odpornosci komorek na chtod, ale
réwniez petnig role krioprotektantéw (40). Sacharoza i cukiy proste wykazuja zdol-
nos¢ do stabilizacji struktury biatek i lipidéw. Reagujac z grupami polarnymi fosfoli-
pidéw oraz wzmacniajac wiazania hydrofobowe z biatkami, pomagaja utrzymaé na-
tywng strukture i funkcje bton komérkowych w warunkach hipotermii. Moga one
réwniez wigzaé wolne rodniki, zapobiegajac procesom oksydacyjnej destrukcji bton
komorkowych, takim jak peroksydacja lipidéw, zachodzacym pod wptywem niskiej
temperatury (41). W roslinach ziemniaka w warunkach niskiej temperatury miniek-
son jednego z gendw kodujacych inwertazy kwasne jest podatny na alternatywny
splicing tzn. nastepuje wycinanie tego eksonu z niektorych transkiyptow, jednak fi-
zjologiczne znaczenie tego procesu nie jest w petni poznane (42). Ponadto wykaza-
no, ze ekspresja genéw kodujacych Inv-V (/vrl, Ivr2) gwattownie spada w warunkach
niskiej zawartosci tlenu (hipoksji) oraz w warunkach beztlenowych (anoksji). Zmia-
ny te moga stanowi¢ potencjalny sygnat o endogennym poziomie tlenu w komor-
kach oraz miec¢ istotne znaczenie w procesie adaptacji roslin do hipoksji (43).
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Wazna rolg przypisywang Inv-CW jest jej udziat w odpowiedzi roslin na atak pa-
togenow. Wysoka aktywnos$¢ tego enzymu w zainfekowanych organach moze do-
starcza¢ zwigzkdw wegla niezbednych do wzmocnienia $ciany komaorkowej, syntezy
metabolitdw wtérnych, inhibitoréw enzyméw oraz enzymoéw hydrolitycznych pro-
dukowanych w odpowiedzi na infekcje organizmami patogennymi (31,34). Na pod-
stawie szczegdtowych badan nad dystrybucjg Inv-CW w zaatakowanych przez grzy-
by tkankach sugeruje sie, ze wzrost jej aktywnos$ci stanowi cze$¢ mechanizmu
obronnego roslin. Poza tym na podstawie analizy zalezno$ci pomiedzy metaboli-
zmem weglowodandw a indukcjg ekspresji genéw odpornosci wskazuje sie, ze wie-
le gendw zwigzanych z obrong przed atakiem patogena jest indukowanych przez
rozpuszczalne cukry (44). Zgodnie z koncepcjg proponowang przez Jang i Sheen
(45), aktywacja genéw odpornosci moze byé zalezna od szlaku transdukcji dostar-
czanego przez cukry sygnatu, gdzie potencjalnym producentem czynnikéw sygnali-
zacyjnych (glukoza i fruktoza) jest Inv-CW. Autorzy ci zasugerowali, ze uszkodzenie
mechaniczne (zranienie) oraz infekcje bakteryjne wywotuja gwattowny wzrost eks-
presji odpowiadajacych jej gendw. W konsekwencji nastepuje zwiekszona hydroliza
apoplastycznej sacharozy, a naptywajgce monosacharydy wywotujg represje ekspre-
sji genéw fotosyntezy (45,46).

Proces infekcji tkanki roslinnej przez r6znorodne patogeny, gtéwnie bakteryjne
i grzybowe, wiaze sie réwniez ze wzrostem intensywnosci oddychania. Wzmozona
aktywnos$¢ inwertaz moze by¢ zwigzana z koniecznoscig szybszego wykorzystania
zgromadzonych zapasow sacharozy. Aktywacja inwertaz typu Inv-CW zaspokaja za-
tem zwiekszone zapotrzebowanie na cukry zainfekowanych tkanek, a wzrost pozio-
mu monosachardéw generuje sygnaty metaboliczne indukujace ekspresje genéw
odpornosci, a jednocze$nie hamujacych proces fotosyntezy. Poniewaz Inv-CW jest
istotnym elementem sieci sygnatowej uruchamianej w odpowiedzi na atak patoge-
now, stad coraz czesciej jest rozwazana jako specyficzne biatko PR zwigzane z pro-
cesem patogenezy (8,31).

6. Mechanizmy regulujace aktywno$¢ inwertaz

Regulacja aktywnosci inwertaz zwigzana jest zaréwno ze specyficzng tkankowo
ekspresjg odpowiadajgcych im gendw, jak i regulacjg poprzez réznorodne bodzZce
wewnatrz- i zewnatrzkomaorkowe. Poszczegdllne izoenzymy charakteryzuja sie zroz-
nicowang wrazliwoscig na identyczne bodzce, a wéwczas ekspresja tych samych ge-
noéw inwertaz moze r6znic sie w znacznym stopniu w zaleznosci od typu tkanki i jej
stadium rozwojowego.

Wsréd wielu czynnikéw wewnatrzkomérkowych regulujacych aktywnos¢ inwertaz
wazng pozycje zajmuja cukry, wytwarzane jako bezposredni albo posredni wynik ak-
tywnosci tych enzymow (8). Na podstawie wynikow dotychczasowych badan szlakdw
sygnalizacji cukrowej w roslinach wyzszych jednoznacznie wskazuje sig, ze zmiany
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poziomu cukrow wptywajg stymulujaco lub hamujaco na ekspresje wielu klas gendw.
W organizmach ro$linnych cukrowe szlaki sygnatowe utworzone przez biatka i enzy-
my, analogiczne do biatek zidentyfikowanych w drozdzach, tworzg z innymi szlakami
transdukcji sygnatéw ztozong sie¢ sygnatowq regulujacg wiekszos¢ procesow zycio-
wych (28,47). W roslinach kukurydzy zidentyfikowano dwie klasy gendw kodujacych
Inv-V rézniacych sie wrazliwos$cig na poziom cukréw. Ekspresja jednej z klas gendw
jest aktywowana przez weglowodany, podczas gdy wzrost stezenia cukréw wywotuje
represje drugiej klasy gendw nalezacych do tej samej rodziny (29). Interesujace jest, ze
w roslinach gromadzacych znaczne ilosci weglowodandw, takich jak marchew, nie wy-
kazano wptywu cukrow na ekspresje gendw inweraz kwasnych. Moze to by¢ zwigzane
z faktem, ze regulacyjna rola cukrow w procesie ekspresji gendw kodujacych inwerta-
zy u tego typu roslin nie bytaby korzystna, dlatego tez rosliny albo nie wyksztatcity ta-
kiego mechanizmu regulacji, albo zostat on utracony w trakcie ewolucji (10).

Czynniki takie jak: infekcja patogen6w, zranienie, temperatura, grawitropizm,
Swiatto rowniez modulujg ekspresje gendw kodujacych inwertazy (11,31). Ponadto
ich ekspresja uzalezniona jest od stezenia catej gamy hormonow roslinnych. Stwier-
dzono, ze auksyny, gibereliny, cytokininy, brasinosteroidy oraz kwas abscysynowy
wplywaja na wzrost ekspresji gendéw Inv-CW, natomiast etylen - jako jedyny fito-
hormon, wptywa na obnizenie poziomu mRNA Inv-CW i wywoluje spadek jej aktyw-
nosci (31). Doktadne zbadanie tej zaleznosci moze utatwi¢ wyjasnienie molekular-
nych mechanizméw fizjologicznej reakcji roslin na fitohormony.

Podczas gdy indukcja aktywno$ci inwertaz najczesciej zachodzi w wyniku
wzmozonej transkrypcji, redukcja aktywnosci tych enzymow uzalezniona jest gtow-
nie od mechanizmdw posttranslacyjnych, w tym inaktywacji przez specyficzne inhi-
bitory biatkowe. Sg to niskoczagsteczkowe polipeptydy o masie czgsteczkowej od
15 do 23 kDa, charakteryzujace sie duza termostabilnoscia i kwasoodpornoscia (48).
W szczegbtowych badaniach struktury krystalicznej wyizolowanego z tytoniu biat-
kowego inhibitora Inv-CW (Nt-CIF) ujawniono wystepowanie N-koricowej domeny,
ktéra prawdopodobnie jest istotna dla integralnosci strukturalnej Nt-CIF (49).
Stwierdzono, ze inhibitor hamujgcy aktywnos¢ Inv-CW wykazuje kolokalizacje z biat-
kiem Inv-CW w Scianie komorkowej, co sugeruje jego wazng role fizjologiczng w re-
gulacji aktywnosci tego enzymu. Stopien inhibicji aktywnosci inwertazy przez inhi-
bitory biatkowe uzalezniony jest od wartosci pH oraz od stezenia sacharozy. Najwyz-
szy poziom zahamowania aktywnos$ci enzymatycznej przez inhibitory biatkowe wy-
kazano w warunkach pH optymalnego dla kwasnych inwertaz (ok. pH 4,5). Nato-
miast stosunkowo niskie stezenia sacharozy hamujg tworzenie kompleksu enzym-
-inhibitor (34). Wydaje sie, ze sacharoza moze chroni¢ Inv-CW przed inhibicja, jed-
nak zaskakujacy jest fakt, ze silne wkasciwosci ochronne sacharozy obserwowano je-
dynie dla specyficznej kombinacji Inv-CW i Nt-CIF izolowanych z kultur zawiesino-
wych komorek tytoniu. Badania in vitro wskazuja, ze udziat w tworzeniu kompleksu
enzym-inhibitor biorg réwniez kationy dwuwartosciowe (Mg”+, Zn”+), a ich obec-
nos¢ poteguje spadek aktywnosci Inv-CW wywotany przez inhibitory biatkowe (48).
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Jeden ze sposobow posttranslacyjnej regulacji aktywnosci Inv-V wigze sie z kon-
trolg kompartmentacji i degradacji enzymu. Funkcjonowanie tego mechanizmu
zwigzane jest z obecnoscig specyficznych pecherzykdw powstatych z retikulum en-
doplazmatycznego (PPVs), ktore zawierajg prekursory proteaz cysteinowych uczest-
niczacych w degradacji sktadnikdw komérkowych podczas starzenia sie roslin oraz
w procesie apoptozy (50). Inv-V moze by¢ dosy¢ dtugo przechowywana w tego typu
charakterystycznych, wrzecionowatych pecherzykach rozpietych pomiedzy ryboso-
mami a wakuolg, co znacznie op6znia proces transportu enzymu do miejsca docelo-
wego, ktérym jest wakuola. W pecherzykach PPVs stwierdzono wystepowanie nie-
aktywnej formy proteazy VPEy, ktdra uwolniona razem z Inv-V do kwasnego $rodo-
wiska wakuoli ulega autoaktywacji i powoduje degradacje Inv-V. System kompart-
mentacji Inv-V w PPVs umozliwia kontrole zaréwno czasu jej aktywacji w wakuoli,
jak i wrazliwosci na pozniejszy rozktad przez proteaze VPEy. Stwarza to dodatkowa,
poza regulacjg na poziomie mRNA oraz biatka, mozliwos¢ regulacji aktywnosci tego
typu inwertazy (28,50).

7. Manipulacje aktywnoscig inwertaz w roslinach transgenicznych -
aspekty poznawcze i praktyczne

7.1. Rosliny transgeniczne w badaniach nad funkcja fizjologiczng inwertaz

Aktualnie coraz wiecej danych na temat roli fizjologicznej inwertaz uzyskuje sie
dzieki manipulacjom genami kodujgcymi inwertazy w ro$linach transgenicznych.
Geny kwasnych inwertaz z drozdzy sg poddawane ekspresji w poszczegblnych prze-
dziatach subkomorkowych (apoplascie, wakuoli i cytoplazmie) komorek roslinnych,
a uzyskana nadekspresja genu inwertazy drozdzowej w roslinach transgenicznych
wywotuje zmiany w metabolizmie sacharozy. Z reguty prowadzi to do zahamowania
transportu tego dwucukru pomiedzy tkankami donorowymi a akceptorowymi, co
skutkuje zahamowaniem fotosyntezy, rozwoju lisci i korzeni oraz kompletna zmia-
nag ich morfologii (51,52).

Wysunieto hipoteze, ze plasmodesmy posiadajg specyficzng zdolno$¢ prze-
mieszczania czgsteczek sygnatowych koordynujacych rozwdj liscia i jego funkcie fi-
zjologiczne. Wysoka aktywnos$¢ inwertaz w lisciach transgenicznego tytoniu, przy
jednoczesnej redukcji potaczen plazmatycznych, prawdopodobnie ogranicza prze-
mieszczanie czasteczek sygnatowych, co moze wptywaé na proces szybszego sta-
rzenia sie liscia (9). Transgeniczne rosliny pomidora z genem inwertazy drozdzowej,
ktérego ekspresja nastepowata w apoplascie, charakteryzowaty sie znacznie zredu-
kowanym wzrostem. Wynikato to prawdopodobnie z akumulacji inwertazy w li$-
ciach, todygach i korzeniach (51). Roéliny ziemniaka transformowane genem inwer-
tazy drozdzowej, ktorego nadekspresje uzyskano w apoplascie komérek lisci, ce-
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chowaty sie zahamowanym wzrostem i wytwarzaty mniejszg liczbe bulw w poréw-
naniu z roslinami kontrolnymi. Ponadto komérki lisci gromadzity glukoze, fruktoze
i aminokwasy, czemu towarzyszyt wzrost ci$nienia osmotycznego oraz zahamowa-
nie procesu fotosyntezy (53).

Uzyskanie transgenicznych roélin marchwi ze zredukowang aktywnoscig Inv-V
i Inv-CW umozliwito wysuniecie hipotezy, ze enzymy te odgrywajg zasadniczg role
w rozwoju oraz kontroli sktadu weglowodanowego komérek organdéw spichrzo-
wych, poniewaz decydujg o efektywnosci transportu asymilatéw do tkanek spich-
rzowych. W normalnie rozwijajacych sie roslinach marchwi aktywnos$¢ Inv-V
i Inv-G/V moze kontrolowac¢ réznicowanie sie organéw, poprzez wptyw na dystrybu-
cje zwigzkdéw wegla pomiedzy tkankami. Zaburzenie tego procesu wywotuje ano-
malie w transporcie fotoasymilatow do korzeni i gromadzenie ich w lisciach. Konse-
kwencja jest brak formowania sie korzenia gtdwnego (34). Przypuszcza sie, ze Inv-V
poprzez rozkiad transportowanej przez floem sacharozy podtrzymuje cisnienie
osmotyczne w rozwijajacych sie komoérkach korzenia, natomiast w pozniejszej fazie
wplywa na utrzymanie gradientu stezenia sacharozy pomiedzy korzeniem a lisémi
(54). Zmiana fenotypu roslin moze wigzac si¢ réwniez z rozregulowaniem procesu
sygnalizacji cukrowej pomiedzy tkankami (46,54). Na podstawie wszystkich danych
przypuszcza sie, ze ekspresja inwertaz w nieodpowiednich miejscach, jak i w nie-
wiasciwym czasie, prowadzi do drastycznych zmian w fizjologii oraz morfologii ros-
lin transgenicznych.

7.2. Inwertaiy w biotechnologii roslin

Kompleksowe oddziatywanie inwertaz na metabolizm sktaniaja do poszukiwan
mozliwosci praktycznego wykorzystania metod manipulacji genami kodujacymi te
enzymy w ro$linach uzytkowych. Badania te obejmujg wiele aspektéw iloSciowej
i jakosciowej poprawy plonowania oraz eliminowania strat powstajacych w wyniku
procesu przechowywania uzyskanego plonu.

Jeden z kierunkéw badawczych dotyczy udziatu inwertaz w reakcji roslin na
abiotyczne czynniki stresowe oraz mozliwosci manipulacji metabolizmem weglowo-
danow w celu uzyskania podwyzszonej odpornosci gatunkow istotnych dla rolnic-
twa. Poniewaz stres wodny, ktérego przyczyna jest gtdwnie susza, nadmierne zaso-
lenie roztworu glebowego lub niska temperatura, jest gtéwnym czynnikiem limi-
tujacym plonowanie roslin, szczeg6lnie interesujgca jest, jak sie wydaje, zdolnos¢
niwelowania negatywnych skutkéw jego oddziatywania. Stwierdzono, ze sposrédd
wszystkich dotychczas znanych genéw inwertaz, gen Ivr2 kodujacy Inv-V jest jedy-
nym, ktéry ulega specyficznej indukcji pod wptywem stresu wodnego. Wzrost eks-
presji genu Ivr2 prowadzi do akumulacji heksoz i wzrostu cisnienia osmotycznego
soku komorkowego, co w konsekwencji indukuje odporno$é tkanek na odwodnie-
nie (55).
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Wykazano, ze nadekspresja inwertazy drozdzowej w przestrzeni apoplastycznej
tytoniu wptywata na podwyzszong tolerancje tego gatunku na stres wywotany nad-
miernym zasoleniem. Rosliny transgeniczne charakteryzowaty sie duzo wyzszym
cisnieniem osmotycznym soku komorkowego niz typ dziki, a wysoka zawarto$é
heksoz w chloroplastach chronita aparat fotosyntetyczny przed uszkodzeniem
w warunkach stresowych (56). Podobne rezultaty uzyskano takze w przypadku ro$-
lin pomidora (57,58). Transformacja roslin ziemniaka genem inwertazy drozdzowej
wigzata sie z jego podwyzszong odpornoscig na niskg temperature. Wynikato to
prawdopodobnie z faktu, ze monosacharydy produkowane w wyniku nadekspresji
apoplastycznej inwertazy, oprécz roli osmoregulacyjnej, majg réwniez zdolnos¢ do
stabilizacji i ochrony natywnej struktury bton komdrkowych w warunkach hipoter-
mii (40).

Z punktu widzenia przechowalnictwa obiecujgca jest rowniez, jak sie wydaje,
perspektywa zapobiegania stratom ilosciowym i jakosciowym podczas przechowy-
wania uzyskanego plonu. Przechowywanie bulw ziemniaczanych w warunkach ob-
nizonej temperatury jest jednym ze sposob6w zapobiegania ich przedwczesnemu
kietkowaniu, jednak niskie temperatury sprzyjaja procesowi scukrzania skrobi i gro-
madzeniu cukréw rozpuszczalnych (ang. cold-induced-sweetening), przez co ulega po-
gorszeniu jako$¢ kulinarna i przetworcza bulw (59). Akumulacja heksoz jest wyni-
kiem zaburzenia rownowagi pomiedzy procesem degradacji skrobi a intensywnos-
cig glikolizy. Prowadzi to do wzrostu zawartosci sacharozy, ktéra w pozniejszym
etapie ulega hydrolizie do glukozy i fruktozy, przypuszczalnie przy udziale Inv-V
(48). W celu przeciwdziatania gromadzeniu heksoz, do roslin ziemniaka wprowa-
dzono pochodzacy z tytoniu gen Nt-inhh, kodujacy biatkowy inhibitor Inv-V (Nt-V1F).
Konsekwencjg tego zabiegu byta ponad 75% redukcja zawartosci monosacharyddw
w transgenicznych bulwach przechowywanych w warunkach obnizonej temperatu-
ry. Ponadto nie wykazano negatywnego wptywu transformacji genem Nt-inhh na
plon, a koncentracja skrobi nie ulegta istotnym zmianom, dzieki czemu jako$¢ bulw
byta duzo wyzsza w poréwnaniu z surowcem kontrolnym (60). Zahamowanie aktyw-
nosci Inv-V za pomoca wprowadzenia do roslin genu kodujacego specyficzny inhibi-
tor biatkowy moze przyczyni¢ sie roéwniez do stabilizacji sacharozy w korzeniach
buraka cukrowego, co wzbudza duze zainteresowanie, szczegélnie ze wzgledow
ekonomicznych. Stwierdzono, ze mechaniczne uszkodzenia korzeni podczas ich
zbioru wplywajg na wzrost aktywnosci Inv-V. Dlatego tez w poczatkowym okresie
przechowywania burakéw cukrowych znaczna cze$é sacharozy ulega degradacji do
heksoz. Ostatnio udato sie zidentyfikowac pojedynczg izoforme Inv-V (V1-1), ktora
odpowiada za indukowang zranieniem akumulacje monosacharydéw w dojrzatych
korzeniach (61). Pilotazowe badania nad mozliwoscig redukcji aktywnosci Inv-V
w roslinach buraka cukrowego transformowanego genem kodujgcym biatkowy inhi-
bitor Nt-V1F sg wyjatkowo obiecujgce (48).

Interesujgce sg takze poszukiwania efektywnych i bezpiecznych metod zapobie-
gania krzyzowaniu transgendw, co mozna uzyska¢ dzieki roslinom niezdolnym do
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wytwarzania ftinkcjonalnego pytku. W wyniku przeprowadzonych eksperymentow
wykazano, ze w procesie dojrzewania pytku tytoniu udziat bierze specyficzna tkan-
kowo izoforma Inv-QV (Nin88) (48). Metoda postranskrypcyjnego wyciszania genow,
za pomocg konstruktu genowego zawierajgcego sekwencje antysensowe w stosunku
do Nin88, uzyskano rosliny produkujace sterylny pylek. Ekspresja antysensowego
konstruktu Nin88 w transgenicznym tytoniu nie wptyneta w zaden sposob na jego
wzrost i rozwdj, z wyjatkiem indukcji meskiej sterylnosci (62). Linie meskosterylne
roznych gatunkow roslin sg réwniez waznymi komponentami odmian mieszanco-
wych (heterozyjnych), ktére lepiej plonujg niz linie rodzicielskie, sg odporniejsze na
choroby oraz niekorzystne oddziatywanie srodowiska. Wprowadzenie do prac ho-
dowlanych linii z cytoplazmatyczng meska sterylno$cig stanowito istotny przetom,
gdyz niezdolnos¢ do wytwarzania funkcjonalnego pytku eliminuje koniecznos¢ prze-
prowadzania zmudnej, recznej kastracji pylnikéw. Ponadto gwarantuje, ze otrzyma-
ne nasiona mieszancowe sg wynikiem przekrzyzowania a nie samozapylenia (63).

W ostatnich badaniach wskazuje sie, ze Inv-G/V odgrywa podstawowg role
W procesie op6zniania starzenia sie roslin, ktdry jest indukowany za posrednictwem
cytokinin (64). Z reguty w tkankach o podwyzszonej koncentracji cytokinin stwier-
dza sie réwniez wzrost aktywnosci tego enzymu. Ekspresja Inv-CW z komosy czer-
wonawej (Chenopodium rubrum) w roslinach transgenicznego tytoniu istotnie wpty-
wata na op6znienie starzenia sie lisci, co sugeruje, ze Inv-CW moze efektywnie za-
stepowaé dziatanie cytokinin w tym procesie.

8. Perspektywy nowych zastosowan

Inwertazy, oprocz wykorzystania w inzynierii metabolicznej roslin, moga zna-
lez¢ zastosowanie w produkcji biosensoréw. Technologia wytwarzania biosensorow
opiera sie najczesciej na metodach immobilizacji specyficznych enzymdéw na odpo-
wiednich nosnikach. Immobilizacja enzymo6w chroni ich centra aktywne przed inak-
tywacja, co zapewnia makromolekutom biatkowym znaczng stabilnos¢ przy jedno-
czesnej redukcji kosztow biokatalizy. Wysoce specyficzne i czute biosensory, oparte
na immobilizowanych inwertazach, moga byé stosowane, np. w przemysle spozyw-
czym jako detektory obecnosci jonéw metali ciezkich (65) oraz stezenia sacharozy
w produktach zywnosciowych (66). Dotychczas w tym celu stosowane byly jedynie
inwertazy drozdzowe (67,68), natomiast ostatnio pojawito sie doniesienie 0 mozli-
wosci wykorzystania rowniez inwertaz roslinnych (66). Izolowane z migzszu owo-
cow arbuza kwasne inwertazy efektywnie immobilizowano na nosniku biopolimero-
wym (agaroza-guma guar). Immobilizowane enzymy charakteryzowata wysoka ter-
mostabilnos¢ (> 65°C) oraz trwatos¢ (do 110 dni), przy mozliwosci wielokrotnego
wykorzystania w okoto dwunastu cyklach. Podane cechy membran biopolimerowych
z unieruchomionymi inwertazami roslinnymi moga uczyni¢ z nich cenny surowiec
wykorzystywany w produkcji biosensoréw.
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9. Podsumowanie

Inwertazy roslinne zaangazowanie sg w podstawowe dla zycia roslin szlaki meta-
boliczne, gdyz substraty i produkty ich aktywnosci sg zardwno czasteczkami odzyw-
czymi jak i sygnatowymi. Inwertazy bezposrednio lub przy udziale regulatoréw kon-
trolujg wiele aspektéw wzrostu i rozwoju roslin, poczawszy od ekspresji genow az
do dlugodystansowego transportu asymilatow. Dzieki dynamicznemu rozwojowi
biotechnologii, manipulacje ekspresjg gendéw kodujacych inwertazy w roslinach
transgenicznych, umozliwity nie tylko poznanie funkcji fizjologicznych tych enzy-
mow, ale réwniez moga przyczyni¢ sie do poprawy plonowania roslin, zwkaszcza
w warunkach stresowych. Ze wzgledu na szereg proceséw na jakie oddziatujg in-
wertazy, poznanie doktadnego mechanizmu regulacji ich aktywnosci stwarza mozli-
wosci opracowania skutecznych metod kontroli metabolizmu roslin. Dziatania te
zmierzaja nie tylko w Kierunku wzrostu plonowania, ale réwniez poszukiwania eko-
nomicznych sposobdéw diugotrwatego przechowywania plonéw przy zminimalizo-
waniu strat ilosciowych i jakosciowych. Kolejnym waznym aspektem, jezeli chodzi
o0 potencjat biotechnologiczny inwertaz, jest mozliwosé konstruowania linii roslin
meskosterylnych znajdujacych szerokie zastosowanie w tworzeniu odmian mieszan-
cowych. Interesujgce jest takze, jak sie wydaje, wykorzystanie inwertaz roslinnych
w produkcji biosensoréw stosowanych w przemysle spozywczym. Wspoétdziatanie
wielu dyscyplin badawczych zajmujacych sie biologig roslin umozliwia zrozumienie
kompleksowej funkcji fizjologicznej réznych izoenzymoéw inwertaz. W toku prowa-
dzonych badarh moze wytoni¢ sie jeszcze wiele zaskakujacych aspektow ich od-
dziatywania, co prawdopodobnie stworzy nowe perspektywy praktycznego wyko-
rzystania potencjatu inwertaz w biotechnologii.
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