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Streszczenie. W pracy przedstawiono teoretycznek#yspoli wapnia w rélinie. Omo-
wiono pobieranie i transport wapnia w ebie railiny. Szczegéla uwag; paswigecono roli i budo-
wie biatek (biatka ATP-zaleme, kanatowe, transportery pomocnicze) zaamganych w ten pro-
ces.Budow transporteréw przedstawiono na poziomie bialgériéw je kodujcych.

Stowa kluczowe: waf transport, Cd-ATPazy, H/C&* — wymieniacze kationowo-
wapniowe, kanaty wapniowe

WSTEP

Wam jest jednym z podstawowych sktadnikéw pokarmowycHimo Petni
zaréwno ro¢ strukturalm jak i funkcg uniwersalnego przekaika informaciji.
Zawartg¢ wapnia w poszczegoélnych gatunkachlirojest bardzo zrinicowana.
W roslinie jest on bardzo stabo reutylizowany co powodzgepbjawy niedoboru
tego sktadnika obserwowang 13a najmtodszych dtiach, wierzchotkach wzrostu
todyg i korzeni. Mimo intensywnych badlaotyczcych pobierania wapnia przez
korzenie rélin proces ten nie zostal jeszcze dostatecznie poznany. Pobrany
Z roztworu glebowego wagransportowany jest do i nadziemnej ksylemem.
Natomiast w transport na mate odlegliozaangaowane g liczne biatka trans-
portowe tzw.: kanaty, pompy i &oiki jonowe. Posip w technice badawczej
ostatnich lat przyczynit sido poznania ich budowy oraz czynnikow wptysyaj
cych na ten transport. Wapvywiera duy wplyw na stan koloidéw, zwksza
bowiem lepké¢, zmniejsza hydrofilng cytoplazmy co wptywa na przepuszczal-
nos¢ bton komarkowych.
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WYMAGANIA RO SLIN W STOSUNKU DO WAPNIA

Stezenie wapnia w rdinach rosicych na glebach o poziomie tego pierwiast-
ka uwaanym za normalny nie waha sie w zakresie 0,1 do 5% s.m. [33].

Poziom ten odzwierciedla zarowno dgstas¢ Ca wsrodowisku jak rownig
rozne zapotrzebowanie wapnia przezm® rgliny i tym samym mee stanowd
podstaw wyrdzniania rélin o niskim i wysokim zapotrzebowaniu na wiagro-
sliny o niewielkim zapotrzebowaniw geprezentowane przez gatunki rasm na
glebach kwénych, ubogich w wajp Dodatkowo meéna tu wprowad#i jeszcze
jedno kryterium: grupy rdin, okreslane w literaturze angielskgjycznej mianem
‘potasowych’, charakteryzage s¢ wysokimi wartédciami stosunku K:Ca (przed-
stawiciele rodzin baldaszkowatych i astrowatych), oraz ‘sviezeowe’ 0 Wyso-
kiej koncentracji w swych tkankach szczawiandw. Te drugie i kotzna jesz-
cze podzielt na rdliny zawierajce w wakuolach komérkowych stale wolny
kwas szczawiowy, jak u szczawikowatych, lub wgsjacy sk w postaci krysz-
tatkbw szczawian wapnia, obserwowany déliroz rodzin gadzikowatych, ko-
mosowatych i rdestowatych [59].

Do rcélin o dwym zapotrzebowaniu na wamaleza rosrace na glebach wa-
piennych réliny z rodzin gruboszowate, kapustne i bobowe.

Wprawdzie zapotrzebowaniestim na wap utrzymuje s¢ na stosunkowo ni-
skim poziomie, jest on jednak nieximy w wielu procesach komérkowych. Usu-
nigcie wapnia z nawi@nia powoduje szyhksmier¢ komorek merystemu apikal-
nego i zatrzymanie wzrostu étim. W warunkach naturalnych jego deficyt jest
rzadki jednak znanegskosztowne skutki niedoboréw wapnia w postaci takich
chordb fizjologicznych jak: gorzka plamisto podskorna u jabtoni [9,13,17,
40,45], sucha zgnilizna wierzchotkowa pomidora [8,25,36,52] i papryki [29,54],
brzezne zamieranie dti u kapusty pekiskiej [3-5,21,49, zgnilizna wrtrza
gtéwki kapusty, zgnilizna sercowatadi selera. W tkankach pozbawionych wy-
starczagcych ilosci wapnia w reakcji na szok hypoosmotyczny (wzrost wilgotno-
$ci, opadow deszczu) memy obserwowapekanie pomidorow, czefai i jabtek,
ktore jest rezultatem ostabienigian komoérkowych. W przypadku nadmiaru
wapnia u rélin obserwujemy opfnienie dojrzewania nasion i redukdempa
wzrostu. U pomidora obserwujemy rozwéj matyaitych plam, ktére sspowo-
dowane obecrigia krysztatkdw szczawianu wapnia.

FORMA | ZAWARTOSC WAPNIA W ORGANELLACH KOMORKOWYCH

O wiasciwosciach fizjologicznych wapnia w najgkiszym stopniu decyduje
jego rozpuszczalé. U eukariontdw funkcje regulatorowe wo petné tylko
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forma jonowa, CH, pochodzca z rozpuszczalnych w wodzie jego chlorkéw,
azotandéw lub soli niektérych kwaséw organicznych. YWawiazany wys¢puje
postaci zwizkOw o r&nym stopniu rozpuszczalfm. Jako wap wymienny okre-
$sla sk jego zwazki, czsto kompleksowe, z pektynami czy biatkami oraz jony
wbudowane w struktury organelli komérkowych. Fosfgrancglany i szczawiany
wapnia g nierozpuszczalne. Zawagtoposzczegolnych form zmieniagsiv orga-
nach, w zalenosci od rodzaju tkanki, organelli oraz fazy rozwojgweslin
[44,55,59]. W obgbie komorki wysgpuja réznice w zawartéci wapnia sigajace
dwoch rzdow wielkdci. Jest to mdiwe dzigki membranom odgraniczagym
poszczegolne struktury oraz wystijacych w nich biatkom transportowym. Zawar-
tos¢ wapnia wécianie komérkowej wahasbd 300 do 500 mM Gam i najcz-
sciej wyskpuje on zwazany z kwasem glukoranowym lub w postaci trudno roz-
puszczalnego gglanu wapnia. W btonie komorkowej zlokalizowane jest5d6
catego wolnego wapnia komérkowego. Natadowane damatmiodnione kationy
wapniowe wchodztu w rznego typu wizania koordynacyjne z grupami funkcyj-
nymi fosfolipidéw i biatek. Zawartg wapnia w cytoplazmie ksztattujeesod
kilkudzieskciu uM do kilku mM catkowitego wapnia, z czego okoto 1% wgyst
puje w formie niezwizanej. Wgkszags¢ wapnia w cytoplazmie zwrana jest
przez zwizki nieorganiczne i organiczne, specyficzne biatka np.: kalmodulina,
kinazy biatkowe, biatka podobne do aneksyn, kalsekwestryny. W taticeihdo-
plazmatycznym wyspuje do 10pM wolnego C&". WiekszGié zwiazana jest tu
przez biatka kalsekwestryny i kalretikuliny. Zavegét wapnia w mitochondriach
moze dochodzi do kilkuset mM wolnego Ga Czs¢ wapnia wystpuje tu w formie
wolnej, czs¢ jako fosforan wapnia. W kolejnej organelli w cluplastach zawar§é
tego sktadnika wahaesbd 2,4 do 6,3M catkowitej zawartéci wapnia, przy czym
wigkszdié wyskpuje w postaci wolnego €aW jadrze komérkowym migemy od-
notowa do 10uM wolnego C4&'. Wyskpuije on najcgciej w powizaniu z biatkami
jadrowymi oraz DNA i RNA. Zawartg wapnia w wakuoli jest od 1 do 10 mM wol-
nego C&', przy czym najagciej zwiazany jest z kwasami organicznymi: szczawio-
wym, cytrynowym, jabtkowym, bursztynowym i fumaromf55].

POBIERANIE WAPNIA | TRANSPORT DO WAZEK SITOWO-
NACZYNIOWYCH

Najbardziej intensywne pobieranie wapnia zachodzi w wierzchojkstnefie
korzenia, gdzie wyspuje rozwingta pierwotna endoderma z pasemkami Caspa-
riego. Sciany komorek rélinnych wykazuj wiasciwosci jonowymienne, wizac
przegciowo kationy, take i wapnia, a ich zawaré wewmtrz scian komorko-
wych regulowana jest na drodze dyfuzji i wymiany. Proces aktywyejiany
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wapnia, a w tym tate uczestniczce w nim biatka trasporterowe, nie zostaty do-
tychczas dostatecznie poznane.

Zaangaowane w transport wapnia prawdopodobnie biatka kanatowe regu-
lowane cyklicznymi nukleotydami [31,47,51] biatka kimvee nie selektywne dla
kationdw [14] oraz biatko homologiczne do biatka &amvego zalenego od najgk
cia (AF071527), odkryte Wrabidopsis thalianajoraz wyizolowane ZTriticum
aestivunbiatko LCT1 (low-affinity cation transporter) [46}JV przypadku ostatnie-
go, pobieranie Castwierdzono wykorzystag sklonowany gen tego biatka i sys-
tem ekspresji w dealzach [12]. Co wicej, kolejne badania wykazaty usprawniony
system pobierania wapnia u tytoniu, do ktérego wpidzeno LCT1-cDNA [1].

Pobrany z roztworu glebowego weaprzez wierzchotkow strek korzenia trans-
portowany jest do ksylemu symplastycznie lub astptanie. Pierwszy z tych me-
chanizmow, zalny od transpiracji, jest nieselektywny dla kationdwuwartgcio-
wych [60,62], drugi natomiast, zaviany z aktywnécia szeregu biatek, pozwala na
selektywny transport i kontrglilosci transportowanego pierwiastka [11,62]. O ile
zaangaowanie tych dwéch mechanizmdéw w transport waprsaezsprzeczne, to
udziat kadego z nich w catym procesie nie zostat dotychgramany. Transport
Z korzenia do egci nadziemnej odbywaesprzez ksylem lub floem. Transport ksy-
lemowy przebiega szybko, w tempie okoto 40 nmol Ca/goél&./gn. korzenia, pod-
czas gdy przemieszczanie przez floem jest procesedzo ziaonym i przebiegaf
cym wolno. Regulacja ekspresji genéw bialek tranispgych, jak te regulacja ak-
tywnosci samych transporteréw urdiwia selektywny zatadunek Cado floemu
zgodnie z zapotrzebowaniem organéw nadziemnych, grsiegorocesem niezwykle
Zlozonym, angaujacym wg Sandersa i in. [43] okoto 2500 gendw.

Wymiana jonéw wapnia radzy komérkami nagpuje w drodze prostej dyfu-
Zji przez plazmodesmy, poprzezsniki i kanaty zgodnie z gradientemesén
badz tez aktywnego transportu zeleego od energii, w ktory zaangavane §
pompy wapniowe lub transportery pomocnicze [20,55,58,59].

POMPY WAPNIOWE (BIALKA ATP-ZALEZNE)

Biatka transportowe dzielimy na 4 gtébwne grupy: biatka ATRzzad do kt6-
rych zaliczamy 3 rodziny (ABC, V-typ ATPazy, P-typ ATPazy) tkaskanatowe
(CIC, GIC, MIP, VIC), transportery pomocnicze do ktérych zalicg&® rodzin
(MFS, NST-TPT, SSS, Trk, ENT, GPH, AAA, BASS, NCS1, NhaD, APDT,
MC, NCS2, MATE, CDF, POT, CCC, HAAAP, OPT, ZIP, AAAP, AE, D&S
AEC, RND, Nramp, CPAl, Amt, FBT, SMR, PiT, CPA2, SulP, KUP, CaCA),
oraz biatka niezklasyfikowane (http://mwww-biology.d@xdu/~msaier/transport).
Tylko czs$¢ z nich zaangapwana jest w transport wapnia i zostanigjbpisana.
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W zaleinosci od miejsca lokalizacji ATPazy memy podzielt na plazmolemo-
we, tonopastyczne sroédplazmatyczne [55]. Do pierwszej grupy ATPaz hake,
ktore zostaty wyizolowane: z korzeni kukurydzy (1dDa), buraka cukrowego (100
kDa), z siewek rzodkiewki (270 kDa), z kultur korkdwych marchwi (120 kDa),
korzeni marchwi, fici kukurydzy, rzodkiewnika, pomidora. Do drugiejigy ATPaz
umiejscowionych w bionie oddzielgej wakuot od cytoplazmy nale biatka wy-
izolowane z korzeniegzmienia, pomidora, rzodkiewnika. Do trzeciej gruyPaz
srodplazmatycznych nate biatka wyizolowane z kultur komoérkowych marchwi,
kwiatostanéw kalafiora, buraka czerwonego, pomidora

Ca-ATP-azy (pompy wapniowe) majysokie powinowactwo (Km = 1-10 mM)
oraz mad pojemnd¢ w stosunku do CH. Transportowi jednego jonu
przez plazmolemtowarzyszy hydroliza jednej ggteczki ATP, natomiast przez
btorg retikulum endoplazmatycznego (ER) dwochsteczek ATP. Aktywng
C&* ATPazy kontrolowana jest przez jej przebiegajetapami fosforylaej de-
fosforylacg: ufosforylowanie biatka prowadzi do zmian jego konformaciji
i uwolnienia kationu C& do wakuoli, ER lub poza komégka defosforylacja
przywraca poczkows struktue ATPazy [55].

Pompy zaliczane do ATPaz typu P zbudowane &0 transbtonowych frag-
mentdéw (TMS) o bardzo podobnej budowie (rys. 1). Transport wapniaznizale
ny jest w nich od utzenia aminokwaséw w podjednostce S4 i S5. Pompy te po-
dzielone g na dwie rodziny: ATP-azy typu P lIA i ATP-azy typu P [IB18,22,
23,53]. ATP-aza typu P IIB charakteryzuje sbecndcia autoinhibitorowej N-
terminalnej domeny, ktéra zawiera miejsca pregenia kalmoduliny oraz fosfo-
rylacji reszt cysteiny, natomiast ATP-aza typu P IIA pozba& jest N-
terminalnej domeny antyregulatorowe;j.

ATPaza typu P 1IB E ATPaza typu P I1A

P- type ATPase 1B P- typa ATPase HA

|;lr|ill

CYTOPLASM

Rys. 1. Budowa ATP-azy typu P lIA i ATP-azy typu P IIB w8ze i in. 2000 [53]
Fig. 1. Structure of ATPase type P IIA and ATPase typtBR $zeet al. 2000 [53]
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Do ATP-az typu P lIA nale biatka rzodkiewnika kodowane przatECA1-4[2]
oraz biatko pomidordeLCA1[35], ATP-azy typu P IIB reprezentupiatka rzod-
kiewnika kodowane przextACA1,223,53] iAtACA4orazAtACA0d 7-13[2].

ATP-azy typu V charakteryzasic ztozona budows podjednostkow, na ktén
sktada s 7-10 elementéw transbtonowych, przy czym N- i CAde umiejsco-
wione g po wewrrtrznej stronie plazmalemmy, a ok. 6 fragmentéw tworzy kanat
wewntrz blony [32]. Aktywndé ATP-az typu V prowadzi do znacznego wzrostu
gradientu protonéw w wakuoli, retikulum endoplazmatycznym i dcecystpara-
tu Golgiego. Nadmiar jonéw Husuwana jest przez aktywny'/g&" antyport
CAX, ktéry w miejsce 3 jonéw Hwprowadza 2 jony Ca [6]. W tonopldcie
gradient protonowy me by regulowany dodatkowo tak przez H -PPaz (H*
-pirofosfataz) lub obie.

WYMIENIACZE KATIONOWO-WAPNIOWE (RODZINA BIALEK CaCA)

Wapniowe transportery pomocnicze manale powinowactwo (Km=10-15
mM) oraz wysok pojemnéé w stosunku do Ca Ogdine réwnanie reakcji kata-
lizowane przez antyportery E4katiort wyglada nastpujaco:

Ca2* (4o wewntrz) + [NH' badz nNa" (na zewatrz)l = Ca2* (na zewatrz) +
[NH* badZ NNa" (do wewnitrz)l

Wymieniacze kationowo-wapniowe, jak CAX1 czy CAX2, vestja w btonie
komérkowej i w tonoplécie. Sekwencje nukleotydowe ich genéwinig sie dos¢
znacznie, a rnice te przekladajsig na r@nice w budowie pierwszogdowej
biatek [39]. Analiza filogenetyczna pozwolita wyri¢ 6 gtéwnych gadzi (1-2 —
geny biatek zwiergych blisko zwazane, 3 — nieliczne, odkryte u bakterii i ar-
cheobakterii, 4 — homologiczne geny grzybéwéling sinic i zielenic, 5 — poje-
dynczy gen antyportera ChaA €a:H * z Escherichia coli 6 — odlegly homolog

z Saccharomyces cerevisja¢4l]. Biatka te znacznie idia sic wielkoscia
(od 302 do 1199 aminokwasow) [10], a w jednym organizmigemystpowa’
kilka ich homologéw [41]. Ich budowa jest ztma: wymieniacze kationowo-
wapniowe ssakéw zbudowang 5 dziewkciu, bakteryjne z dziestiu, raslinne
nawet z jedenastu transbtonowych fragmentéw. W przypadku biatikach,
najbardziej konserwatywne gzi tych powtarzajcych st elementéw,al i a2
znajdup sig w drugim i trzecim oraz w siodmym i 6smym transbtonowym frag-
mencie, uktadac sie w wewmtrzmembranow petle tworzaca pory, przez ktére
transportowany jest wag26].
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U rzodkiewnika poznano 11 genéw kogiyjch domniemane antyportery/iga*
(AtCAX) [24]. AtCAX1, AtCAX2, AtCAXA4. Ich biatka wystpuja w tonopldcie,
przy czym AtCAX1 wykazuje wysakspecyficznéé i powinowactwo do Cétt
[48], natomiast AtCAX2wysokie powinowactwo i specyficzeibdo metali cz-
kich. Specyficzn&t pozostatych AtCAX jest nieznana, przypuszczazsi decy-
duje o niej 9 aminokwasow twarzych tzw. ‘Ca domegl) Homologi AtCAX
wystepuja u innych gatunkéw rin: Phaseolus aureus VCAXL1 [56,57];0ryza
sativa — OsCAX1A [27,28], domniemany wymieniacz kationowo-wapniowy
oznaczony jako OSJNBA0087G11.21 (AC09178ZEa mays— podobne do
CAX1, ZCAX2 (AB044567).

KANALY WAPNIOWE

Nomenklatura i klasyfikacja biatek kanatowych pozostaje nie upkmvana,
w dostpnej literaturze spotkamozna r@ne kryteria podziatu. Dla potrzeb niniej-
szej pracy przyto podziat stosowany przez White'a i Broadley'a [59] Kanaty
wapniowe na podstawie zmian potencjatu elektrycznego dzielimyDA&LC-
aktywowane przez depolaryzadpton, HACC — aktywowane przez polaryzacj
bton, VICC- niezalene od napicia. Biatko kanatowe mee dziat& jak sito mole-
kularne (przepuszcza jony o odpowiedniej wigtip lub jak selektywny filtr
(specyficznie wize jony a nagpnie usuwa je z wyspujacych we wrtrzu kana-
lu miejsc wizania). Kanaty wapniowe bigrudziat wewt6rnym przekazywaniu
sygnatéw i regulacji przeptywu wapnia. W pierwszym przypadkwymiku po-
budzenia naspuje szybki wzrost poziomu Calcyt]. Uwolniony do cytoplazmy
Ca2* przykczany jest naspnie przez np. kalmoduknlub niektére kinazy biat-
kowe, ktére przez fosforylacpktywuj nastpnie inne biatka.

Kanaty DACC, z ktérych wikszas¢ ulega aktywacji przy nagtiu —150 do —
100 mV, g przepuszczalne dla kationow jedno- i dwuwstimwych, wysépuja
w plazmolemie i odpowiadajza transport Ca do cytoplazmy. Aktywowaneas
gtébwnie w odpowiedzi na czynniki stresowe, np. chtéd [63] lub atak patbg
[60]. Do lepiej poznanych kanatéw wapniowych ralé&tTPC1 z protoplastow
Arabidopsis thalianaioraz AtSKOR, AtGORC — homologi kanatu potasowego
KORC, zbadane w komorkach kultur zawiesinowych marchwi.

Kanaty HACC aktywuj sie przy napg¢ciu —100 do —150mV i aszym. §
przepuszczalne dla dwuwastiowych kationéw jak B&t, Ca&t, Mg2t, CR+
i Zn2+, Scharakteryzowane zostaly w komérkach epidermy cebuli [38], tkomé
kach kultury zawiesinowej pomidora [Hpmodrkach mezofilowych [50] i przy-
szparkowych Kci [34,37], we widnikach korzeni [14]. Aktywowaneaspod
wptywem: wolnych rodnikéw [19,30,34], stresu suszy oraz przez dotyk.
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Niezalezne od napicia s kanaty VICC (Volatage- Independent Calcium
Channels), o rmych wiaciwosciach elektrofizjologicznych [15,60Przepusz-
czalne dla jedno- i dwuwarcowych kation6w [14,15,16ka otwarte w warun-
kach kontrolnych napcia (generalnie niewgliwe na cytoplazmatyczne modula-
tory). Zbudowane sz 24 fragmentéw transbtonowych (TMS), twagych 4 jed-
nostki (kada z nich sktada si6 TMS) oddzielonych od od siebie obszarami hy-
drofilowymi, przy czym za przepustodé®dkanatu odpowiada pierwsza z nich.

W tonoplacie wystpuja kanaty okrélane jako ,wolno [otwierajce s¢] wa-
kuolarne”- SV (Slow Vacuolar) i kilka wysoce selektywnych kanatow dlgniea
aktywowanych przez cytozolowe przekii informacji (IP3, 1Pg badz cADPR),
ktére zaangsowane § w dostarczanie wapnia do cytoplazmy [43,61]. Te drugie
mog wptywaté na regula@ turgoru komorki oraz braudziat w odpowiedzi na
stres solny i osmotyczny.

Kanaly SV katalizujce transport matych ifoi Ca2* do cytoplazmy w natural-
nych warunkach fizjologicznych. Kanaty teregulowane przez wiele efektoréw [61]
co sugerujeze mog odgrywa istotry role w regulacji stzenia cytozolowego Ga
[42]. Kanaly te g przepuszczalne dla kationdw jedno- i dwuwéitmvych.

PERSPEKTYWY

Tuz przed ztgeniem niniejszej pracy, Saier i wspotpracownicy przedstawili
w internetowym wydaniu Nucleic Acids Research [Nucl Acids Rds:D181-
D186, 2006] koncepcje i struktumowej ogdlnodogpnej elektronicznej bazy
danych TCDB (Transporter Classification Database)zrMooczekiwa, ze na-
rzedzie to pozwoli zebkai uporadkowa dostpma wiedz dotyczca biatek
transportowych. Nalg réwniez oczekiwa, ze dziki modelowaniu matematycz-
nemu i badaniu wkziwosci tych biatekin silico, dynamicznie rozwijajca sé
proteomika pozwoli wypehdi luki w wiedzy na temat transportu wapnia, pier-
wiastkéw i innych zwizkéw chemicznych.
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Abstract. Herein we present an overview of the &ité role of calcium in plants. The article
covers C& uptake and transport mechanisms within the pRatticular attention is given to the
role and structure of protein€#* -ATPasescalcium channels, ¥#Ca" -antiporters) involved in
these processes. We present the structure of ttdespon biochemical and molecular level.
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