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Wstęp 

Kompartymentacja jonów sodu i chloru w apoplaście i wakuoli komórek 
korzeni jest zasadnicza dla wzrostu roślin w warunkach stresu solnego. Usuwanie 
nadmiaru jonów z cytoplazmy wymaga wzmożonej aktywności pomp protonowych 
plazmolemy i tonoplastu. Stymulacja aktywności ATPaz może wynikać ze zwięk
szonej ekspresji genów kodujących obydwa enzymy, lub ze specyficznych modyfi
kacji białek enzymatycznych. Celem pracy było określenie mechanizmu potransla
cyjnej modyfikacji pomp protonowych plazmolemy i tonoplastu w warunkach 
stresu solnego. 

Metodyka badań 

Badania wykonano na korzeniach tygodniowych siewek ogórka Cucumis 
sativus L. Pęcherzyki plazmolemy uzyskano w wyniku wirowania mikrosomów z 
korzeni ogórka w układzie dwufazowym PEG/Dextran wg KŁoBus [1995], a 
pęcherzyki tonoplastu w wyniku wirowania osadów mikrosomów w skokowym 
gradiencie sacharozy (20, 28, 32 i 42% w/w) wg KABAŁY i KŁoBus [2001]. Aktyw
ność H+-ATPazy i V-ATPazy była mierzona w dwojaki sposób: jako aktywność 
hydrolityczna enzymów (katalizowana przez ATPazy hydroliza ATP) oraz jako 
zmiany absorbancji oranżu akrydyny w wyniku katalizowanego przez enzymy 
transportu protonów do pęcherzyków błonowych (KABAŁA, KŁoBus 2001 ]. 

Omówienie wyników badań 

Z literatury wiadomo, że w trakcie stresu solnego zmienia się poziom 
mRNA pomp protonowych. Ciekawym wydawało się zbadać, czy w stresie solnym 
mają miejsce również potranslacyjne modyfikacje aktywności ATPaz. W tym celu 
analizowano wpływ frakcji cytosolowej pochodzącej z komórek korzeni ogórka 
poddanych działaniu NaCl, na aktywność obu zależnych od ATP pomp protono
wych plazmolemy i tonoplastu izolowanych z roślin nietraktowanych solą. Uzys
kane wyniki wyraźnie pokazywały silną stymulację aktywności obydwu enzymów 
( około 70%) przez frakcję cytosolową ( seria doświadczalna nr 3, rys. 1 A, B). 
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Okazało się, że frakcja cytosolowa, otrzymana z komórek korzeni nietraktowa
nych solą również podwyższała aktywność H+-ATPaz (seria doświadczalna nr 2, 
rys. 1 A, B). Stymulacja była jednak zdecydowanie mniejsza i stanowiła tylko 
około 20%. Takie wyniki sugerują, że czynnik stymulujący ATPazy nie pojawiał 
się w komórkach de novo w trakcie stresu solnego, lecz jego ilość lub aktywność 
w tych warunkach wyraźnie rosła. 
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- T) 

2 - PM lub T + ekstrakt z korzeni nietraktowanych solą; PM or T + extract from unstressed 
roots 

3 - PM lub T + ekstrakt z korzeni traktowanych NaCI; PM or T + extract from NaCI treated 
roots 

4 - PM lub T + zagotowany ekstrakt z korzeni traktowanych solą; PM or T + boiled extract from 
NaCl treated roots 

:'i - PM lub T + ekstrakt z korzeni roślin traktowanych solą + staurosporyna; PM or T + extract 
from NaCI treated roots + staurosporine 

6 - PM lub T + ekstrakt z nietraktowanych solą korzeni ogórka + 2 mmol Ca2• ·dm--' ; PM or T + 
extract from unstressed cucumber roots + 2 mmol Ca2• ·dm-1 

7 - PM lub T + ekstrakt z nietraktowanych solą korzeni +2 mmol Ca2+•dm-1 +50 µ.mol·dm-1 W7 
(antagonista kalmoduliny); PM or T+ extract from unstressed cucumber roots +2 mmol 
Ca2•·dm-l +50 µ.mol·dm-3 W7 (an antagonist of calmodulin) 

Rys. 1. Wpływ frakcji cytosolowej otrzymanej z korzeni ogórków nietraktowanych i 
traktowanych solą na aktywność plazmolemowych (A) i tonoplastowych (B) 
ATPaz izolowanych z roślin nietraktowanych solą 

Fig. 1. Effect of the soluble fraction obtained from both, unstressed and NaCI stres
sed roots on the ATPase activity in plasma membrane (A) and tonoplast (B) 
vesicles isolated from unstressed plants 

Celem dalszych doświadczeń stało się określenie natury czynnika stymulują
cego pompy protonowe. W pierwszej kolejności sprawdzono, czy wysoka tempe
ratura może w jakiś sposób zmienić działanie omawianego czynnika. Okazało się, 
że umieszczenie frakcji cytosolowej na około 5 min we wrzątku, zupełnie elimino
wało jej stymulujący efekt (seria doświadczalna nr 4, rys. 1 A, B). Nasuwało to 
sugestie, że czynnik ma naturę białkową. 

W potranslacyjnych modyfikacjach wielu enzymów, w tym również ATPaz, 
ważną rolę odgrywają procesy fosforylacji i defosforylacji enzymu. Wyniki badań 
własnych potwierdziły, że fosforylacja białka ATPazy jest zasadnicza w potransla
cyjncj modyfikacji pomp protonowych w trakcie stresu solnego. Bowiem zastoso
wanie staurosporyny, powszechnie znanego inhibitora kinaz, obniżało stymulujący 
efekt frakcji cytosolowej izolowanej z komórek korzeni poddanych działaniu soli 
jak i z roślin kontrolnych na aktywność ATPaz plazmolemy i tonoplastu (seria 
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doświadczalna nr 5, rys. 1 A, B). Wyniki doświadczeń sugerowały, że czynnik sty
mulujący pompy obecny we frakcji cytosolowej jest kinazą białkową. 

Okazało się, że dodanie jonów wapnia do mieszaniny reakcyjnej zawierają
cej błony plazmolemy lub tonoplastu oraz frakcję cytosolową z komórek korzeni 
kontrolnych (niepoddanych działaniu soli) bardzo wyraźnie stymulowało (około 
80%) aktywność ATPaz (seria doświadczalna nr 6, rys. 1 A, B). Dodatkowo 
wprowadzenie W7, antagonisty kalmoduliny, do preparatów zawierających pę
cherzyki plazmolemy lub tonoplastu i frakcję cytosolową z korzeni roślin nietrak
towanych solą oraz jony wapnia niwelowało efekt Ca2+ na aktywność ATPaz 
(seria doświadczalna nr 7, rys. lA, B). Prawdopodobnie więc charakteryzowana 
kinaza jest zależna od wapnia i kalmoduliny, bądź też posiada domenę podobną 
do kalmoduliny. 

ATPaza plazmolemowa jest enzymem posiadającym charakterystyczną 
domenę autoinhibitorową na tzw. C-końcu. W stanie niskiej aktywności, C-koniec 
wchodzi w interakcję z domeną katalityczną . Ogranicza to dostęp substratu 
(ATP) oraz blokuje kanał protonowy. Przyłączenie aktywatora powoduje modyfi
kację położenia C-końca, pozwalającą na przyjęcie przez enzym aktywnej konfor
macji. Fosforylacja odpowiednich reszt seryny lub treoniny na C-końcu plazmole
mowej ATPazy umożliwiała asocjację kompleksu białka 14-3-3 z H+-ATPazą. Po 
przyłączeniu białka 14-3-3 do domeny autoinhibitorowej znajdującej się na C
końcu następuje zmiana stanu aktywności ATPazy. Z formy nieaktywnej enzym 
przechodzi w stan wysokiej aktywności [PORTILLO 2000]. Niewiele wiadomo na 
temat fosforylacji tonoplastowej ATPazy. Jednak MAGNIN i in. [1995] pokazali, że 
66 kDa podjednostka V-ATPazy może ulegać fosforylacji. Autorzy sugerowali, że 
fosforylacja tonoplastowej pompy protonowej mogłaby być dotychczas nieznanym 
sposobem potranslacyjnej regulacji tych pomp. Wyniki naszych badań również 
potwierdziły, że obie badane pompy protonowe, generujące gradient H+, ulegają 
fosforylacji, której skutkiem jest wzrost aktywności enzymów. 
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Gradient pH w pęcherzykach plazmolemy (A) lub tonoplastu (B), izolowanych z korzeni roślin kon
trolnych lub traktowanych NaCl, był inicjowany przez dodanie 3,75 mM ATP i MgS04 (1). Kiedy 
gradient pH ustalił się , do prób wprowadzano heksokinazę w ilości 10 jednostek na cm3 (2). Następ
nie wprowadzano Na-glukonian 20 mmol·dm-3 (3) i obserwowano zmiany absorbancji Am 

The formation of a pH gradient in plasma membrane (A) or tonoplast (B) vesicles, isołated from 
control or NaO treated plants, was initiated by addition of 3.75 mM ATP and MgS04 (1). When the 
pH gradient reached a steady state, 10 units per cm·3 of hexokinase were added (2), followed by addi
tion of 20 mmol·dm-J Na-gluconate (3) and changes in absorbancy at A495 were observed 

Rys. 2. Antyporter Na+/fl+ w pęcherzykach plazmolemy (A) i tonoplastu (B) izolowa
nych z korzeni ogórka 

Fig. 2. Na+/H+ antiport in plasma membrane (A) and tonoplast (B) vesicles isolated 
from cucumber roots 
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Kompartymentacja jonów sodu i chloru w apoplaście i w wakuoli jest 
zasadnicza dla wzrostu roślin w warunkach stresu solnego. Wycofywanie nadmia
ru jonów sodu z cytoplazmy do apoplastu i wakuoli jest możliwe dzięki obecności 
w błonach białka transportującego sód na zasadzie antyportu Na+/H+. Wiadomo, 
że funkcjonuje on tylko w warunkach odpowiednio dużego transbłonowego gra
dientu elektrochemicznego H +. 

W doświadczeniach porównano zmiany absorbancji oranżu akrydyny wywo
łane obecnością glukonianu sodu w preparatach z pęcherzyków plazmolemy lub 
tonoplastu izolowanymi z siewek ogórków (glikofit) kontrolnych lub poddanych 
działaniu soli. W próbach z błonami pochodzącymi z roślin poddanych działaniu 
soli obserwowano wzrost absorbancji oranżu akrydyny, natomiast w preparatach z 
roślin kontrolnych wprowadzenie glukonianu sodu nie powodowało takich zmian 
(rys. 2 A, B). Wzrost absorbancji oranżu akrydyny sugerował obecności antyportu 
sodowo-protonowego w błonach roślin traktowanych NaCI. U halofitów antypor
ter Na +/H+ ulega ekspresji konstytucyjnej i jest obecny zarówno w roślinach pod
danych działaniu NaCI, jak i w roślinach rosnących w środowisku bez NaCl, nato
miast u glikofitów pojawia się on indukcyjnie, w odpowiedzi na stres solny [FuKu
DA i in. 1998]. 

Antyport sodowo-protonowy odgrywa istotną rolę w adaptacji roślin do 
zasolenia. Wysoka aktywność pomp protonowych plazmolemy i tonoplastu może 
kontrolować stężenie jonów sodu w cytoplazmie, generuje bowiem gradient pro
tonów, który jest źródłem siły protomotorycznej dla antyportu Na+/H+. Dzięki 
temu możliwe jest wyrzucanie jonów sodu z cytoplazmy do apoplastu i wakuoli. 

Wnioski 

1. W warunkach stresu solnego pompy protonowe plazmolemy i tonoplastu 
podlegają fosforylacji, w której uczestniczy białkowa kinaza zależna od wap
nia i kalmoduliny, czego skutkiem jest wzrost aktywności enzymów. 

2. Wysoka aktywność pomp protonowych plazmolemy i tonoplastu może kon
trolować stężenie jonów sodu w cytoplazmie. Generuje bowiem gradient 
protonów, który jest źródłem siły protomotorycznej dla antyportu Na+/H+. 
Antyporter sodowo protonowy obecny jest w błonach komórek korzeni 
ogórka poddanych działaniu NaCI. 
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Streszczenie 

W pracy wykazano, że frakcja cytosolowa z korzeni ogórków traktowanych 
NaCI, stymulowała plazmolemową i tonoplastową ATPazę izolowaną z roślin nie 
poddanych działaniu soli. Stymulujący efekt frakcji cytosolowej był eliminowany 
przez wysoką temperaturę i staurosporynę. Wprowadzenie jonów wapnia z ekst
raktem z roślin niepoddanych działaniu soli, do zawiesiny błon izolowanych z 
roślin również nietraktowanych solą, stymulowało pompy protonowe. Takie rezul
taty sugerowały udział specyficznych białkowych kinaz, zależnych od wapnia w 
aktywacji ATPaz błonowych w warunkach stresu solnego. Doświadczenia z zasto
sowaniem W7, antagonisty kalmoduliny, zawęziły szeroką grupę kinaz do tych 
zależnych od kompleksu wapń-kalmodulina. 

Dodatkowo wykazano, że w błonach izolowanych z korzeni ogórków trak
towanych NaCl funkcjonuje antyport Na+/H+, który wyrzuca nadmiar jonów sodu 
z cytoplazmy. 

THE MODIFICATION OF PLASMA MEMBRANE AND TONOPLAST 
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Summary 

The cxtract from NaCl treated cucumber roots stimulated both, the plasma 
membranc 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 Ca2+ together with 
extract from unstressed plants to the membrane prepared from unstressed roots 
stimulated both proton pumps. Such results suggestcd a participation of specific 
Ca-dependent kinases in activation of the membrane ATPases under salt stress 
conditions. Experiments with W7, an antagonist of calmodulin, restrictcd 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 NaCI stressed 

cucumber roots operated the Na+(H+ antiport, which excluded sodium ions from 
cytoplasm. 
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