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Wstep

Kompartymentacja jondw sodu i chloru w apoplascie i wakuoli komdérek
korzeni jest zasadnicza dla wzrostu ro$lin w warunkach stresu solnego. Usuwanie
nadmiaru jonéw z cytoplazmy wymaga wzmozonej aktywnosci pomp protonowych
plazmolemy i tonoplastu. Stymulacja aktywnos$ci ATPaz moze wynika¢ ze zwigk-
szonej ekspresji genéw kodujacych obydwa enzymy, lub ze specyficznych modyfi-
kacji bialek enzymatycznych. Celem pracy bylo okreslenie mechanizmu potransla-
cyjnej modyfikacji pomp protonowych plazmolemy i tonoplastu w warunkach
stresu solnego.

Metodyka badan

Badania wykonano na korzeniach tygodniowych siewek ogdrka Cucumis
sativus L. Pecherzyki plazmolemy uzyskano w wyniku wirowania mikrosoméw z
korzeni ogérka w ukladzie dwufazowym PEG/Dextran wg Krosus [1995], a
pecherzyki tonoplastu w wyniku wirowania osadéw mikrosoméw w skokowym
gradiencie sacharozy (20, 28, 32 i 42% w/w) wg KaBALY i KroBuUs [2001]. Aktyw-
no§¢ H+-ATPazy i V-ATPazy byla mierzona w dwojaki sposéb: jako aktywnosé
hydrolityczna enzyméw (katalizowana przez ATPazy hydroliza ATP) oraz jako
zmiany absorbancji oranzu akrydyny w wyniku katalizowanego przez enzymy
transportu protonéw do pecherzyké6w blonowych {KaBatra, Krosus 2001].

Oméwienie wynikéw badan

Z literatury wiadomo, ze w trakcie stresu solnego zmienia si¢ poziom
mRNA pomp protonowych. Ciekawym wydawalo si¢ zbadaé, czy w stresie solnym
maja miejsce rowniez potranslacyjne modyfikacje aktywnosci ATPaz. W tym celu
analizowano wplyw frakcji cytosolowej pochodzacej z komoérek korzeni ogérka
poddanych dziataniu NaCl, na aktywno§¢ obu zaleznych od ATP pomp protono-
wych plazmolemy 1 tonoplastu izolowanych z roélin nietraktowanych sola. Uzys-
kane wyniki wyraZnie pokazywaly silna stymulacje aktywnosci obydwu enzyméw
(okoto 70%) przez frakcje cytosolows (seria doSwiadczalna nr 3, rys. 1 A, B).
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Okazalo sig, ze frakcja cytosolowa, otrzymana z komdrek korzeni nietraktowa-
nych solg réwniez podwyzszata aktywno§¢ H+-ATPaz (seria doSwiadczalna nr 2,
rys. 1 A, B). Stymulacja byla jednak zdecydowanie mniejsza i stanowita tylko
okolo 20%. Takie wyniki sugeruja, ze czynnik stymulujacy ATPazy nie pojawiat
si¢ w komérkach de novo w trakcie stresu solnego, lecz jego ilo$¢ lub aktywnosé
w tych warunkach wyraznie rosta.
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Rys. 1. Wplyw frakcji cytosolowej otrzymanej z korzeni ogérkéw nietraktowanych i

traktowanych sola na aktywno$¢ plazmolemowych (A) i tonoplastowych (B)
ATPaz izolowanych z roflin nietraktowanych sola
Fig. 1. Effect of the soluble fraction obtained from both, unstressed and NaCl stres-

sed roots on the ATPase activity in plasma membrane (A) and tonoplast (B)
vesicles isolated from unstressed plants

Celem dalszych doswiadczen stato si¢ okre§lenie natury czynnika stymulujg-
cego pompy protonowe. W pierwszej kolejnoSci sprawdzono, czy wysoka tempe-
ratura moze w jaki§ sposéb zmieni¢ dzialanie omawianego czynnika. Okazalo sie,
ze umieszczenie frakcji cytosolowej na okolo 5 min we wrzatku, zupetnie elimino-
wato jej stymulujacy efekt (seria do$wiadczalna nr 4, rys. 1 A, B). Nasuwalo to
sugestie, ze czynnik ma naturg biatkowa.

W potranslacyjnych modyfikacjach wielu enzymoéw, w tym réwniez ATPaz,
wazng rolg odgrywaja procesy fosforylacji i defosforylacji enzymu. Wyniki badafi
wlasnych potwierdzily, ze fosforylacja biatka ATPazy jest zasadnicza w potransla-
cyjnej modyfikacji pomp protonowych w trakcie stresu solnego. Bowicm zastoso-
wanie staurosporyny, powszechnie znanego inhibitora kinaz, obnizato stymulujacy
efekt frakcji cytosolowej izolowanej z komérek korzeni poddanych dziataniu soli
jak 1 z roSlin kontrolnych na aktywno$¢ ATPaz plazmolemy i tonoplastu (seria
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doswiadczalna nr 5, rys. 1 A, B). Wyniki do§wiadczen sugerowaly, ze czynnik sty-
mulujacy pompy obecny we frakeji cytosolowej jest kinazg biatkowa.

Okazalo sig, ze dodanie jonéw wapnia do mieszaniny reakcyjnej zawierajg-
cej blony plazmolemy lub tonoplastu oraz frakcj¢ cytosolowa z komérek korzeni
kontrolnych (niepoddanych dziataniu soli) bardzo wyraznie stymulowato (okoto
80%) aktywno$¢ ATPaz (seria do$wiadczalna nr 6, rys. 1 A, B). Dodatkowo
wprowadzenie W7, antagonisty kalmoduliny, do preparatéw zawierajacych pg-
cherzyki plazmolemy lub tonoplastu i frakcjg cytosolowa z korzeni roélin nietrak-
towanych sola oraz jony wapnia niwelowato efekt Ca2* na aktywno§¢ ATPaz
(seria do$wiadczalna nr 7, rys. 1A, B). Prawdopodobnie wigc charakteryzowana
kinaza jest zalezna od wapnia i kalmoduliny, badz tez posiada domeng podobna
do kalmoduliny.

ATPaza plazmolemowa jest enzymem posiadajacym charakterystyczna
domeng autoinhibitorowa na tzw. C-koficu. W stanie niskiej aktywnosci, C-koniec
wchodzi w interakcje z domeng Kkatalityczng. Ogranicza to dostgp substratu
(ATP) oraz blokuje kanal protonowy. Przylaczenie aktywatora powoduje modyfi-
kacje polozenia C-kofica, pozwalajacy na przyjgcie przez enzym aktywnej konfor-
macji. Fosforylacja odpowiednich reszt seryny lub treoniny na C-koficu plazmole-
mowej ATPazy umozliwiala asocjacje kompleksu biatka 14-3-3 z H*-ATPazg. Po
przylaczeniu bialka 14-3-3 do domeny autoinhibitorowej znajdujacej si¢ na C-
koficu nastgpuje zmiana stanu aktywnosci ATPazy. Z formy nieaktywnej enzym
przechodzi w stan wysokiej aktywnosci [PoRTILLO 2000]. Niewiele wiadomo na
temat fosforylacji tonoplastowej ATPazy. Jednak MAGNIN i in. [1995] pokazali, ze
66 kDa podjednostka V-ATPazy moze ulega¢ fosforylacji. Autorzy sugerowali ze
fosforylacja tonoplastowej pompy protonowej moglaby byé dotychczas nleznanym
sposobem potranslacyjnej regulacji tych pomp. Wymkl naszych badan réwniez
potwierdzily, ze obie badane pompy protonowe, generujace gradient H*, ulegaja
fosforylacji, ktérej skutkiem jest wzrost aktywnosci enzymaow.
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Gradient pH w pgcherzykach plazmolemy (A) lub tonoplastu (B), izolowanych z korzeni rolin kon-
trolnych lub traktowanych NaCl, byl inicjowany przez dodanie 3,75 mM ATP i MgSO, (1). Kiedy
gradient pH ustalit sig, do préb wprowadzano heksokinazg w ilosci 10 jednostek na cm? (2). Nastgp-
nie wprowadzano Na-glukonian 20 mmol-dm-* (3) i obserwowano zmiany absorbancji A,

The formation of a pH gradient in plasma membrane (A) or tonoplast (B) vesicles, isolated from
control or NaCl treated plants, was initiated by addition of 3.75 mM ATP and MgSO, (1). When the
pH gradient reached a steady state, 10 units per cm- of hexokinase were added (2), followed by addi-
tion of 20 mmol-dm= Na-gluconate (3) and changes in absorbancy at A were observed

Rys. 2. Antyporter Na+/H* w pgcherzykach plazmolemy (A) i tonoplastu (B) izolowa-
nych z korzeni ogérka

Fig. 2. Na+/H* antiport in plasma membrane (A) and tonoplast (B) vesicles isolated
from cucumber roots
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Kompartymentacja jonéw sodu i chloru w apoplascic i w wakuoli jest
zasadnicza dla wzrostu ro§lin w warunkach stresu solnego. Wycofywanie nadmia-
ru jonéw sodu z cytoplazmy do apoplastu i wakuoli jest mozliwe dzigki obecnosci
w blonach bialka transportujgcego s6d na zasadzie antyportu Na+/H+. Wiadomo,
ze funkcjonuje on tylko w warunkach odpowiednio duzego transblonowego gra-
dientu elektrochemicznego H+.

W doswiadczeniach poréwnano zmiany absorbancji oranzu akrydyny wywo-
tane obecno$cia glukonianu sodu w preparatach z pgcherzykéw plazmolemy lub
tonoplastu izolowanymi z siewek ogbérkéw (glikofit) kontrolnych Iub poddanych
dziataniu soli. W prébach z blonami pochodzacymi z roslin poddanych dziataniu
soli obserwowano wzrost absorbancji oranzu akrydyny, natomiast w preparatach z
roélin kontrolnych wprowadzenie glukonianu sodu nie powodowalo takich zmian
(rys. 2 A, B). Wzrost absorbancji oranzu akrydyny sugerowatl obecnosci antyportu
sodowo-protonowego w blonach ro§lin traktowanych NaCl. U halofitéw antypor-
ter Na+/H+ ulega ckspresji konstytucyjnej i jest obecny zaréwno w ro§linach pod-
danych dziataniu NaCl, jak i w roélinach rosnacych w §rodowisku bez NaCl, nato-
miast u glikofitéw pojawia si¢ on indukcyjnie, w odpowiedzi na stres solny [FUKU-
DA i in. 1998].

Antyport sodowo-protonowy odgrywa istotng rolg w adaptacji roflin do
zasolenia. Wysoka aktywno$¢ pomp protonowych plazmolemy i tonoplastu moze
kontrolowa¢ stgzenie jondw sodu w cytoplazmie, generuje bowiem gradient pro-
tonéw, ktdry jest Zrédiem sily protomotorycznej dla antyportu Na+/H+. Dzigki
temu mozliwe jest wyrzucanie jondw sodu z cytoplazmy do apoplastu i wakuoli.

Whioski

1. W warunkach stresu solnego pompy protonowe plazmolemy i tonoplastu
podlegaja fosforylacji, w ktérej uczestniczy biatkowa kinaza zalezna od wap-
nia i kalmoduliny, czego skutkiem jest wzrost aktywnosci enzymdw.

2. Wysoka aktywno$¢ pomp protonowych plazmolemy i tonoplastu moze kon-
trolowaé st¢zenie jonéw sodu w cytoplazmie. Generuje bowiem gradient
protonéw, ktory jest zrédtem sily protomotorycznej dla antyportu Na+/H+.
Antyporter sodowo protonowy obecny jest w blonach komdrek korzeni
ogorka poddanych dzialaniu NaCl
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Streszczenie

W pracy wykazano, ze frakcja cytosolowa z korzeni ogérkéw traktowanych
NaCl, stymulowata plazmolemowsg i tonoplastowa ATPaze izolowana z ro§lin nie
poddanych dziataniu soli. Stymulujacy efekt frakcji cytosolowej byt eliminowany
przez wysoka temperaturg i staurosporyng. Wprowadzenie jonéw wapnia z ekst-
raktem z ro§lin niepoddanych dziataniu soli, do zawiesiny blon izolowanych z
roélin réwniez nietraktowanych solg, stymulowato pompy protonowe. Takie rezul-
taty sugerowaly udzial specyficznych biatkowych kinaz, zaleznych od wapnia w
aktywacji ATPaz blonowych w warunkach stresu solnego. DoSwiadczenia z zasto-
sowaniem W7, antagonisty kalmoduliny, zawgzily szeroka grupg kinaz do tych
zaleznych od kompleksu wapn-kalmodulina.

Dodatkowo wykazano, ze w blonach izolowanych z korzeni ogdérkow trak-
towanych NaCl funkcjonuje antyport Na+/H+, ktéry wyrzuca nadmiar jonéw sodu
z cytoplazmy.

THE MODIFICATION OF PLASMA MEMBRANE AND TONOPLAST
PROTON PUMPS UNDER THE SALT STRESS CONDITIONS
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Summary

The extract from NaCl treated cucumber roots stimulated both, the plasma
membrane and tonoplast ATPases isolated from unstressed plants. Stimulatory
effect of the extract from NaCl treated plants was eliminated by high tempera-
ture and staurosporine. On the other hand, addition of Ca?* together with
extract from unstressed plants to the membrane prepared from unstressed roots
stimulated both proton pumps. Such results suggested a participation of specific
Ca-dependent kinases in activation of the membrane ATPases under salt stress
conditions. Experiments with W7, an antagonist of calmodulin, restricted a wide
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group of kinases to those dependent on the calcium-calmodulin complex.

Furthermore, it was found that in membranes isolated from NaCl stressed
cucumber roots operated the Na+*/H* antiport, which excluded sodium ions from
cytoplasm.
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