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REAKCJE STRESOWE
U MESEMBRYANTHEMUM CRYSTALLINUM L.

Stress reactions in Mesembryanthemum crystallinum 1..

Ireneusz SLESAK, Zbigniew MISZALSKI

Summary. One of the ,,stress model plant™ is facultative halophyte Mesembryanthemum crystallinum. This plant is native to
the Namibian Desert of southern Africa and is adapted to growth in high concentration of sodium chioride (NaCl) and under
drought and low-temperature conditions. In response to different environmental stresses, i. . to salt stress or drought stress
M. crystallinum shifts its mode of carbon assimilation from the C3-pathway to CAM. During this transition M. crystallinum
shows reactions at the various levels of organization: 1) regulation of turgor and gas exchange on the whole-plant level, 2)
metabolic adaptations at the cellular level, 3) adaptative transport proteins at the membrane level, and 4) changes at the gene
expression level of the key enzymes for CAM in particular phosphoenolpyruvate carboxylase (PEPC), pyruvate-phosphate
dikinase (PPDK), malic enzyme (ME), and tonoplast ATPase. The main progress in stress physiology made on this plant
concerns the regulation of gene expression during stress conditions. M. crystallinum has rather small genome (about three
times bigger than Arabidopsis). It permits this plant might well be suited to become a general model of CAM and stress

research.
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WSTEP I CHARAKTERYSTYKA GATUNKU

Wszystkie organizmy ro§linne w trakcie
swojego zycia narazone sg na dziatanie rozmai-
tych niekorzystnych czynnikéw Srodowisko-
wych o charakterze biotycznym i abiotycznym.
Czynniki te powoduja reakcje nazywane re-
akcjami stresowymi. Potocznie jako stres rozu-
mie si¢ zwykle wszystkie te oddzialywania, kt6-
re wywieraja niekorzystny wplyw na funkcjono-
wanie danego organizmu, cz¢sto prowadzac do
Jjego trwatych uszkodzefi lub §mierci. Zakres po-
jeciowy terminu stres jest dos$é szeroki i brak
jest jego jednoznacznej i precyzyjnej definicji.
Lichtenthaler [29] proponuje rozréznienie na
tzw. eustress (ang. eu-stress) oraz disstres (ang.
dis-stress). Ten pierwszy jest stresem ,}lagod-
nym” (ang. mild stress) i przyczynia si¢ do

zmian tempa wzrostu i aktywnosci metabo-
licznej oraz nie wywoluje widocznych zaburzen
w przebiegu proceséw fizjologicznych rosliny.
Z kolei disstres jest stresem, ktéry moze induko-
waé uszkodzenia w organizmie i ma generalnie
negatywny wplyw na wzrost i rozwdj organi-
zmu roSlinnego [29]. Do najczesciej dyskutowa-
nych abiotycznych czynnikéw stresowych nale-
z3: wysoka lub niska temperatura otoczenia, wy-
sokie lub niskie napromieniowanie, zanieczysz-
czenia atmosferyczne, metale cigzkie, zasolenie
i stres wodny. W wiekszosci przypadk6w miarg
stresu u rolin sa okreslone parametry fizjolo-
giczne. Zalicza si¢ do nich przede wszystkim
produkcje biomasy, intensywno$é fotosyntezy
oraz zdolno$¢ do pobierania substancji mineral-
nych [52].

W niniejszej pracy skoncentrowano si¢ na



48

L Slesak, Z. Miszalski

ro§linie, ktéra wykazuje cickawe przystosowa-
nia do znoszenia szeroko rozumianego stresu
wodnego. Mesembryanthemum crystallinum
(przypotudnik, krysztatka I$niaca, ang. common
ice plant) nalezy do rodziny Aizoaceae i stanowi
bardzo interesujacy obiekt badan fizjologicz-
nych i biochemicznych. Dzigki calemu wachla-
rzowi przystosowar roslina ta moze egzystowac
w warunkach, ktére dla wielu innych gatunkéw
bytyby szkodliwe. Zdolnosci adaptacyjne M.
crystallinum mozna analizowaé na poziomie ca-
fego organizmu, funkcji poszczegdlnych orga-
néw, komdrek, organelli komérkowych lub na
poziomie regulacji genetycznej. Istniejg poten-
cjalne mozliwosci praktycznego wykorzystania
tej rodliny jako organizmu, ktéry posiada zestaw
genéw ,,uodporniajacych” na stres wodny.
Naturalne siedliska M. crystallinum znajduja
si¢ na pustyniach Afryki pld.-zach., gléwnie na
Pustyni Namib {2]. Gatunek ten powszechnie
wystgpuje takze w basenie M. Srédziemnego,
wchodzac w sklad roSlinnosci klifowej [67].
Znaczne niedobory wody pojawiajace si¢ w
podiozu i tym samym zwigkszajace si¢ stgzenie
roztworu glebowego, oraz okresowe zalewanie
przez wodg¢ morska przyczynity si¢ do wyksztal-
cenia u M. crystallinum unikalnych przystoso-
wan do znoszenia znacznego deficytu wody [2].
Gatunek ten jest fakultatywnym halofitem. Ste-
zenia 100-200 mmol-dm™3 NaCl stwarzaja opty-
malne warunki dla jego wzrostu i rozwoju [19].
M. crystallinum toleruje takze wyzsze st¢zenia
soli w podtozu dochodzace do 400 mmol-dm™
NaCl [34]. Zgodnie z przedstawiona we wstgpie
typologia stresu, w przypadku M. crystallinum
nie mamy do czynienia z ,prawdziwym” stre-
sem (disstresem), lecz z eustresem. Obecno$c
duzych stezen soli w Srodowisku nie jest jednak
warunkiem koniecznym do wegetacji tego ga-
tunku. Ciekawa wiladciwoscia tej rosliny jest
zdolno$¢ zmiany sposobu wiazania dwutlenku
wegla w zaleznosci od warunkéw Srodowiska.
Mtiode rosliny realizuja sposéb wigzania CO,
typu Cs, a podczas postgpujacego procesu sta-
rzenia si¢ ro§lina ta przechodzi do metabolizmu
typu CAM (Crassulacean acid metabolism).
Zmiana ta moze by¢ przyspieszana przez zasole-
nie, suszg, niska temperatur¢ otoczenia [66, 69].

W warunkach laboratoryjnych powszechnie sto-
suje si¢ NaCl, przede wszystkim ze wzgledu na
szybko$¢ zmian metabolicznych.

Zmiany fizjologiczno-biochemiczne, jakie
zachodza w M. crystallinum w trakcie przejscia
C5-CAM bada si¢ z uwzglednieniem wszystkich
pozioméw organizacji, poczawszy od organi-
zmu jako calosci, a na regulacji genetycznej
koriczac. Obecne badania koncentruja si¢ na
mechanizmach ekspresji genéw, od ktérych za-
lezy funkcjonowanie metabolizmu typu CAM.
Krétki cykl rozwojowy i stosunkowo niewielki
genom liczacy okoto 4108 par zasad sprawia, ze
M. crystallinum jest wygodnym obiektem ba-
dawczym [34]. Genom M. crystallinum jest tyl-
ko okolo trzy razy wigkszy od genomu Arabido-
psis thaliana (Brassicaceae), ktéra to roflina
stanowi obecnie gléwny obiekt w badaniach re-
gulacji i ekspresji genéw [17].

CO TO JEST METABOLIZM TYPU CAM?

Zdecydowana wigkszos¢ roslin strefy umiar-
kowanej charakteryzuje si¢ droga asymilacji
CO,, ktdra okreéla si¢ mianem metabolizmu ty-
pu Cs. U ro§lin tych pierwszym trwatym produ-
ktem wiazania CO, w ciaggu reakcji zwanych cy-
klem Calvina jest 3-wgglowy kwas fosfoglicery-
nowy. Natomiast u roSlin typu C, i CAM pier-
wotnym produktem asymilacji CO, jest szcza-
wiooctan, 4-wegglowy kwas organiczny, z ktére-
go powstaje jablczan. W roslinach typu C, jabt-
czan jest transportowany z komérek mezofilu do
komérek pochwy okotowiazkowej, gdzie jest
dekarboksylowany, a powstaly w tej reakcji
CO, wiaczany jest, podobnie jak u roslin C3, w
cykl Calvina. Zaréwno u roélin C5 jak i C4 apa-
raty szparkowe sa otwarte w ciagu dnia, co za-
pewnia roslinie staty doplyw CO,. Metabolizm
fotosyntetyczny realizowany u ro§lin Cy i roSlin
CAM wykazuje wiele podobiefistw. U roslin C,4
pobieranie CO, nastgpuje podczas dnia, a pro-
ces karboksylacji (mezofil) 1 dekarboksylacji
(pochwa okotowigzkowa) jest rozdzielony prze-
strzennie w obrebie licia. U roslin typu CAM
mamy do czynienia z czasowym rozdzialem
(noc-dzient) proceséw karboksylacji i dekarbo-
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Ryc. 1. Schematyczne przedstawienie podstawowych szlakéw metabolicznych oraz proceséw transportu membranowego
zaangazowanych w metabolizm typu CAM u M. crystallinum; 1 — karboksylaza fosfoenolopirogronianu, 2 — H'-ATPaza ty-
pu 'V, 3 — przenosnik jablczanu, 4 — enzym jabtczanowy (wg [35] zmodyfikowane).

Fig. 1. Summary of basic metabolic reactions and membrane transport processes involved in CAM of M. crystallinum; 1 — phospho-

enolpyruvate carboxylase (PEPC), 2 — V-type H™-ATPase, 3 — malate carrier, 4 — malic enzyme (after [35], modified).

ksylacji (Ryc. 1). Rosliny CAM majq zamknigte
aparaty szparkowe podczas dnia, a dwutlenek
wegla pobierany jest w nocy. Zsyntetyzowany w
nocy jablczan musi by¢ usuwany z cytozolu z
dwdch powoddéw. Po pierwsze pochodzace z dy-
socjacji jabtczanu jony H* mogtyby nadmiernie
zakwaszac cytoplazme, a po drugie anion jabt-
czanowy jest inhibitorem karboksylazy fosfoe-
nolopirogronianowej (PEPC), enzymu odpowie-
dzialnego za syntezg szczawiooctanu, i moze na
zasadzie sprzezenia zwrotnego zahamowac wia-
zanie CO,. Aktywnos¢ ATPazy tonoplastowej
prowadzi do powstania transmembranowego

gradientu stezenia jonéw H* (Apy™) pomiedzy
wakuolg a cytoplazma. Powstaty gradient poten-
cjatu elektrycznego jest sita napedowa dla prze-
no$nika jablczanu (ang. malate carrier), zlokali-
zowanego w tonoplascie [33]. W stabo alkalicz-
nym cytozolu (pH 7,5-8,0) kwas jablkowy jest
catkowicie zdysocjowany na 2H™ i jony jabtcza-
nowe, a w wakuoli wystepuje w formie nie-
zdysocjowanej (Ryc. 1). Wedlug Liittge i Smith
[32] jabtczan opuszcza wakuole w ciagu dnia na
drodze dyfuzji poprzez fragmenty lipidowe bto-
ny (ang. lipid soluble mechanism) i w cytopla-
zmie ulega dekarboksylacji dzigki aktywnosci
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Ryc. 2. Dobowe oscylacje stezenia jablczanu podczas meta-
bolizmu CAM.

Fig. 2. The diurnal oscillations of malate concentration du-
ring CAM pathway.

enzymow jabtczanowych (ang. malic enzyme,
ME). Uwolniony CO,, podobnie jak u roslin Cy,
w chloroplastach kierowany jest do cyklu Calvi-
na (Ryc. 1). Podczas dnia wyrdznia si¢ cztery
zasadnicze fazy asymilacji CO, (Ryc. 2). W no-
cy (faza I) obserwuje si¢ gromadzenie jablczanu
w wakuoli. Z nastaniem dnia (faza II) aparaty
szparkowe stopniowo zamykaja si¢, a proces
wigzania CO, do trdj- i czterowgglowych pro-
duktéw jest zréwnowazony. Okoto potudnia (fa-
za 1lI) zdecydowanie zaczyna przewaza¢ dekar-
boksylacja jabtczanu. Z koicem dnia (faza IV),
po wyczerpaniu si¢ puli jablczanu, mozliwe jest
wykorzystywanie endogennego CO, pochodza-
cego z procesOw oddechowych lub pobieranie
atmosferycznego dwutlenku wegla poprzez
otwierajace si¢ szparki [12]. Rosliny typu C3 w
trakcie pobierania CO, z powietrza tracq znacz-
ne iloSci wody w wyniku transpiracji. Latwo za-
uwazy¢, ze strategia ewolucyjna roflin CAM
»przystosowana” do oszczgdzania wody polega
na ograniczeniu transpiracji szparkowej podczas
dnia. Zatem gléwne wyznaczniki metabolizmu
CAM mozna uja¢ w dwéch punktach: nocna
akumulacja jablczanu w wakuoli oraz wzrost
opornosci szparkowej w ciagu dnia. Pod wzgle-
dem metabolizmu na poziomie komérki CAM
jest biochemiczna modyfikacja fotosyntezy, ma-
jaca dla rosliny funkcje adaptacyjne, czesto spo-

tykane w ekosystemach poddawanych okreso-
wym suszom.

REAKCJE Mesembryanthemum crystallinum NA
STRES SOLNY

Jak wspomniano wyzej, rézne czynniki stre-
sowe prowadza u M. crystallinum do indukcji
metabolizmu typu CAM. Szybkos¢ indukcji za-
lezy od natgzenia stresu [5, 6]. Indukowane
przez NaCl przejscie do CAM obserwuje sie po
okoto 1-2 tygodniach. Metabolizm CAM jest
dlugoterminowa adaptacja do zmniejszajacej si¢
ilosci dostepnej wody w zwigzku z susza fizjo-
logiczng, jaka wywotuje obecnos¢ soli w podto-
zu. Hodowla M. crystallinum w obecnosci NaCl
prowadzi réwnoczesnie do intensywnej akumu-
lacji jonéw Na* i CI” w tkankach [23, 34] i przy-
puszczalnie gromadzaca si¢ w tkankach s6l in-
dukuje przejscie do metabolizmu typu CAM.
Dodatkowo w odpowiedzi na stres solny M.
crystallinum produkuje i magazynuje substancje
o charakterze osmoprotekcyjnym i osmoregula-
cyjnym tzw. osmolity (ang. osmolytes), jak pro-
lina i pinitol, ktére réwnowaza wysokie wartoSci
potencjalu osmotycznego, na jakie narazone sg
komérki [1, 20, 42]. Obecnos¢ proliny stwier-
dzono juz na wczesnych etapach stresu solnego
[14]. Podobne mechanizmy tolerancji na dziata-
nie NaCl obserwuje si¢ takze u innych halofitéw
[28]. Prolina moze rodwniez stabilizowac enzy-
my przed denaturujacym wplywem wolnych
rodnikéw, ktére powstaja w wyniku obecnosci
NaCl lub suszy [49]. Znaczna produkcja proliny
podczas stresu solnego jest typowa reakcja wy-
stgpujaca w warunkach deficytu wody [20].
Akumulacja tego aminokwasu §wiadczy o ist-
nieniu  wspdlnych mechanizméw rzadzacych
odpowiedzia fizjologiczna rosliny na zasolenie i
susze. :

Zdolno§¢ zmiany metabolizmu z C; na
CAM jest takze zdeterminowana genetycznie i
zalezy od momentu cyklu rozwojowego rosliny
[66]. Im ro§lina jest starsza, tym w wigkszym
stopniu wykazuje cechy charakterystyczne dla
metabolizmu CAM. Bez odpowiedzi pozostaje
pytanie, czy do zmiany metabolizmu z C; na
CAM wymagana jest struktura rosliny jako ca-
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fosci, czy tez metabolizm CAM moze by¢ reali-
zowany réwniez na poziomie pojedynczych ko-
moérek. Ponadto indukcja CAM pozostaje w Sci-
stym zwiazku ze zmieniajacymi sie¢ warunkami
Srodowiska, wystgpujacymi w naturalnych sied-
liskach M. crystallinum [9, 22, 67]. Obecno$é
znacznych ilosci soli w podiozu stanowi jeden z
podstawowych naturalnych czynnikéw streso-
wych u M. crystallinum. Po usunigciu soli po-
wr6t do metabolizmu typu C; jest tylko czescio-
wy, a odwrécenie kierunku przemian jest tym
trudniejsze, im starsze rosliny zostaly poddane
stresowi solnemu [45]. Charakterystyczne dla
CAM dobowe oscylacje jabiczanu pozostaja na-
wet wtedy, gdy rosliny przestaje si¢ traktowad
NaCl. W takim przypadku zawarto$¢ jabtczanu
w wakuoli spada do poziomu notowanego u ro-
$lin w tym samym wieku, nie poddawanych
uprzednio stresowi solnemu [44]. Zjawisko za-
leznej od wieku rosliny zmiany metabolizmu
obserwowano nawet w kulturach hydroponicz-
nych [68]. Obserwacje te stwarzaja interesujace
perspektywy do poréwnania odpowiedzi na
stres solny na poziomie calych roslin oraz w kul-
turach in vitro. Zaréwno cate ro§liny, jak i tkan-
ki hodowane in vitro reaguja na stres solny
zwigckszong akumulacja proliny, ale tylko na po-
ziomie calej ro§liny dochodzi do wyksztalcenia
metabolizmu typu CAM [1, 55]. Wydaje sie, ze
synteza proliny jest jedna z reakcji na stres, na-
tomiast indukcja enzymoéw charakterystycznych
dla metabolizmu CAM wyraznie zalezy od sta-
nu rozwojowego rosliny.

W wyniku dziatania NaCl dochodzi do istot-
nych zmian w wymianie gazowej. Dos¢ obszer-
nie opisanym zjawiskiem u wielu roslin C3 jest
tzw. depresja potudniowa, czyli przymykanie
sie aparatow szparkowych w okresie 0 najwy-
Zszym nateZeniu napromieniowania i najwy-
zszej temperaturze, co prowadzi do obnizenia
aktywnosci fotosyntetycznej w godzinach potu-
dniowych [34]. WyraZng depresje potudniowa,
polaczona ze spadkiem w przewodnictwie dla
pary wodnej oraz w pobieraniu CO, mozna
zaobserwowac po 10-14 dniach traktowania ro-
Slin sola [65]. Wymiana gazowa osiaga wéw-
czas stan przejSciowy pomiedzy noca a dniem
(fazaI/1I) i dniem a noca (faza IV /1), z chara-

kterystyczna dla roslin typu CAM faza III, w k6-
rej aparaty szparkowe sa zamknigte [41]. Jed-
nakze analiza stgzenia CO, w przestworach
migdzykomdrkowych (C;) wskazuje, ze faza III
u roflin CAM rézni si¢ od wystepujacego w
srodku dnia spadku C; obserwowanego u rolin
C; w warunkach depresji poludniowej [34]; w
fazie III u ro§lin CAM obserwuje si¢ wysoki po-
ziom C; spowodowany intensywna dekarboksy-
lacja jablczanu [27]. U M. crystallinum podczas
indukcji CAM stezenie CO, w przestworach
migdzykomérkowych pozostaje  stosunkowo
niewielkie, nawet w okresie najsilniejszej dekar-
boksylacji jabiczanu w Srodku dnia. Typowe dla
CAM nocne pobieranie CO, sprzgzone z aku-
mulacja jablczanu pojawia si¢ w M. crystal-
linum dopiero po kilku dniach traktowania NaCl
[64]. Podobne do roslin C; ,,zachowanie streso-
we” M. crystallinum jest zwiazane z powtarzaja-
cym si¢ w ciggu dnia spadkiem potencjatu wod-
nego liScia i ci$nienia turgorowego. Winter i Ga-
demann [64] sadza, ze spadek ten moze by¢ jed-
nym z waznych sygnaléw dla indukcji metabo-
lizmu CAM.

Dlugoterminowy stres solny indukuje bar-
dzo wyraZne zmiany w wygladzie rosliny. Do-
chodzi do rozgalezienia si¢ pedu, a nowo rozwi-
Jajace sie liscie sa drobniejsze i grubsze [31].
Jedna z wyraznych cech morfologicznych jest
pojawienie si¢ tzw. komérek pecherzykowych
(ang. bladder cells), ktére w fazie CAM pokry-
waja powierzchnie calej ro§liny. Badania z uzy-
ciem odpowiednich sond ci$nieniowych do po-
miaréw cisnienia turgorowego (P) oraz do po-
miaréw cisnienia osmotycznego (1) soku ko-
morkowego wskazuja, ze komérki pecherzyko-
we pelnig role rezerwuaru wodnego rosliny [50].
W ten sposéb potwierdzono pochodzace z po-
czatku wieku przypuszczenia Haberlandta, co
do funkcji tych struktur jako magazynéw wody
[34]. W komérkach mezofilowych ro§lin w sta-
nie CAM, © przyjmuje najwicksze wartosci pod
koniec okresu ciemnosci (nocy), jako rezultat
nocnej akumulacji jablczanu, a wskaznik ten ob-
niza si¢ podczas dnia, gdy jablczan jest zuzywa-
ny do produkcji CO,. Cisnienie turgorowe w
mezofilu jest réwniez najwigksze pod koniec
nocy, co jest skutkiem osmotycznego pobierania
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wody wywolanego przez nagromadzony w wa-
kuoli jabtczan, i obniza si¢ podczas dnia.

Pod wplywem stresu solnego w komoérkach
pecherzykowych gromadza si¢ wspomniane
wyzej osmoprotektanty, jak np. pinitol. Pinitol
obok proliny jest wazna substancja osmoprote-
kcyjna. Stres solny indukuje akumulacjg pinito-
Iu do poziomu ponad 9% w przeliczeniu na su-
cha mase calej rosliny [42]. Komérki pecherzy-
kowe akumuluja znacznie wigcej pinitolu niz
mezofil liScia [1]. W trakcie transformacji z C3
na CAM indukowane sa réwniez enzymy zwia-
zane z synteza pinitolu, migdzy innymi transfe-
raza O-metylo-myo-inozytolowa. Indukcja tego
enzymu zalezy od stopnia organizacji ukladu i
zaobserwowano ja tylko w doswiadczeniach na
catych roslinach. Natomiast zmian aktywnosci
tego enzymu nie stwierdzono w kulturach tkan-
kowych. Ponadto, w przeciwiedstwie do indu-
kcji CAM, akumulacja pinitolu nie zachodzi
wraz ze starzeniem si¢ ro§liny [1, 59, 60]. Cyto-
wani autorzy sugeruja, Zze biosynteza pinitolu,
Jak i pojawienie si¢ metabolizmu typu CAM, za-
chodzi tylko w catych roslinach i zalezy od ge-
netycznie zdeterminowanego programu rozwo-
Jjowego. Ponadto relacje pomigdzy korzeniem a
pedem zdaja si¢ miec istotne znaczenie w odpo-
wiedzi fizjologicznej M. crystallinum na stres
solny [16, 39].

Wielu autoréw sadzi, ze pierwotnym czynni-
kiem uruchamiajacym zmiang¢ fotosyntetycznej
drogi asymilacji wegla z C3 do CAM jest NaCl,
ktéry wywoluje zmiane poziomu endogennego
kwasu abscysynowego (ABA) i cytokinin w ro-
Slinie [13, 43, 54]. W badaniach wskazywano na
wazng rol¢ ABA w transdukcji sygnatu prowa-
dzacego do indukcji metabolizmu CAM [6].
Thomas i in. [54] obserwowali wzrost poziomu
endogennego ABA pod wptywem NaCl juz po
okolo 25 godzinach traktowania ro§lin solg. Jed-
nak podanie inhibitora biosyntezy ABA — lowa-
statyny nie zmienialo poziomu akumulacji
mRNA dla PEPC. Na tej podstawie autorzy ci
wykluczyli pierwotna role¢ ABA w transdukcji
sygnatu indukujacego CAM. Ta sama grupa ba-
daczy stwierdzita, 7ze zaréwno cytokinina poda-
na dokorzeniowo, jak i NaCl petnig rol¢ sygnatu
uruchamiajgcego synteze proliny i PEPC [54].

Oddzialywanie ABA na indukcj¢ metabolizmu
CAM wyraznie zalezy od stgzenia hormonu;
ABA podawany w stezeniu 5-10 pmol-dm™
prowadzi do pojawienia si¢ metabolizmu CAM.
Zbyt wysokie koncentracje ABA hamuja przej-
Scie z C; do CAM. Zmiana metabolizmu jest
najbardziej wydajnie indukowana, gdy ABA ap-
likuje sic do pozywki korzeniowej, a stabsze
efekty obserwuje sig jesli hormon podaje sie do-
listnie [6]. Natomiast Schmitt i Pipenbrock [47]
zaobserwowali, ze to korzenie moga petnic role
hamulca w indukcji kluczowego dla CAM enzy-
mu — karboksylazy fosfoenolopirogronianowe;j.
Podana dolistnie cytokinina (6-benzyloami-
nopuryna, BA) réwniez zmniejsza ilo§¢ mRNA
dia PEPC oraz hamuje aktywnosé enzymatycz-
na samej karboksylazy [43, 47]. Korzeri jako
gléwne miejsce biosyntezy cytokininy zapewne
odgrywa wazna funkcje regulacyjna w catym
procesie transformacji z metabolizmu C; do
CAM [47]. Problem fitohormonalnego urucha-
miania metabolizmu CAM nadal pozostaje
otwarty. Jest wielce prawdopodobne, ze regula-
cja taka zalezy od réwnoleglego dziatania kilku
fitohormondéw.

NaCl w nadmiarze wplywa niekorzystnie na
funkcjonowanie wielu enzymoéw oraz strukture
blon komérkowych [28]. Organizmy zywe w
rozmaity sposéb bronig si¢ przed czynnikami
stresowymi. Startegia tolerancji wzgledem nad-
miaru NaCl wyksztatcona przez M. crystallinum
polega na gromadzeniu jonéw Nat i CI" w wa-
kuoli. Dzigki temu roslina odseparowuje czyn-
nik stresowy od przedzialéw komérkowych, w
ktérych zachodza istotne przemiany metabo-
liczne [34].

Podczas indukowanego przejsScia z metabo-
lizmu C3 na CAM zanotowano wzrost aktywno-
Sci ATPazy tonoplastowej i jakoSciowe zmiany,
zwiazane z budowa podjednostek enzymu [51].
Wzrost aktywnos$ci enzymu poprzedza pojawie-
nie si¢ dobowych oscylacji jabiczanu, ktére
Swiadcza o wyksztalceniu si¢ metabolizmu typu
CAM [4], przy czym specyficzna aktywno$é en-
zymu pozostaje niezmieniona, a wzrost aktyw-
no$ci wynika z syntezy de novo biatek ATPazo-
wych. Analiza obecnoéci enzymu za pomoca
przeciwcial wskazuje, ze iloSciowe zmiany en-
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zymu sg raczej wywotlane stresem solnym per
se, a nie przej$ciem na metabolizm typu CAM
[4]. Natomiast jako$ciowe zmiany w obrebie
podjednostek ATPazy sa Scisle zwiazane z eks-
presja genéw warunkujacych metabolizm CAM
[45].

Oproécz opisanych powyzej zmian w aktyw-
no$ci enzyméw tonoplastowych, w trakcie
transformacji z C3 do CAM dochodzi do zmian
ptynnosci bton tonoplastowych. Za ptynno$é
bton biologicznych odpowiedzialne sa zaréwno
biatka, jak 1 lipidy. Nie zaobserwowano znaczg-
cych réznic w skladzie lipidowym tonoplastu po
indukcji CAM [21], ale zmiany takie zanotowa-
no w skladzie bialek. Prawdopodobnie stosunek
biatek do lipidéw petni istotng role w zmianach
ptynnoéci btony tonoplastowej [34]. Na podsta-
wie tych badai mozna stwierdzi¢, ze istotna rolg
w adaptacji do warunkéw stresowych odgrywa
zréznicowana zawarto$¢ biatek w bfonach bio-
logicznych, co wptywa na zmian¢ plynnosci
bion. Niezaleznie od tych badan, dzigki meto-
dzie elektronowego rezonansu paramagnetycz-
nego (EPR) stwierdzono, ze zar6wno w fazie
C;, jak i CAM membrany oczyszczonych pe-
cherzykéw tonoplastowych zwigkszaja swoja
ptynnosé réwnomiernie i liniowo, w zakresie te-
stowanych temperatur od 8 do 44°C. Dla ro$lin
w stanic CAM wymagana jest temperatura o
3,3°C wyzsza dla osiagnigcia tego samego sto-
pnia ptynnosci btony, jak u ro§lin C5 [26]. Ozna-
cza to, ze tonoplast rosliny w stanie CAM jest
bardziej sztywny, niz tonoplast rosliny w fazie
C,. Poniewaz wigksza sztywnos§¢ oznacza niz-
szg przepuszczalno$é, moze to stanowic istotng
korzy$¢ dla rodlin w fazie CAM, bo oznacza
wigksza zdolnos¢ do akumulacji jabiczanu w
nocy.

Proces przechodzenia na metabolizm typu
CAM jest zwigzany z przemianami biochemicz-
nymi na terenie komorki i podlega regulacji;
stwierdzono, ze szereg enzymow zmienia swoja
aktywnos¢ podczas przejécia do CAM [1, 24].
Intensywniej przebiegajacy proces glikolizy w
stadium CAM umozliwia zwigkszenie syntezy
akceptora CO, jakim jest fosfoenolopirogro-
nian (PEP). Kluczowym enzymem katalizuja-
cym nocne wiazanie CO, jest karboksylaza

fosfoenolopirogronianu (PEPC). Aktywnos¢ te-
go enzymu jest regulowana na poziomie trans-
krypcji, translacji [8, 9, 38, 46] oraz na poziomie
potranslacyjnym poprzez fosforylacje reszty se-
rynowej w czasteczce enzymu [25, 61]. Induko-
wana w obecno$ci NaCl PEPC jest réwniez re-
gulowana przez $wiatlo, a najaktywniejsza cze-
§cig widma jest promieniowanie czerwone [37].
W regulacji aktywnosci PEPC zaobserwowano
réwniez zmiany wywolane przez typowa re-
akcje fitochromowa [7]. Ponadto PEPC in vitro
jest relatywnie odporna na obecnos¢ jonéw Na*
1 Cl', a w obecnosci swoich substratéw moze na-
wet by¢ stymulowana przez NaCl [48].

Innym enzymem, ktéry zmienia swoja
aktywnos¢ podczas przejécia z C3 do CAM, jest
dikinaza nieorganicznego fosforanu i pirogro-
nianu (ang. pyruvate-inorganic phosphate diki-
nase, PPDK). Enzym ten katalizuje regeneracje
PEP [38]. W czasie transformacji z C; do CAM
powaznym zmianom ulega takze aktywnos¢
wspomnianych wczesniej enzymoéw jabiczano-
wych (ME), katalizujacych proces dekarboksy-
lacji jabtczanu. W zalezno$ci od rodzaju koen-
zymu wyréznia si¢ dwa typy enzyméw jabicza-
nowych: NAD-ME i NADP-ME [12]. Dekarbo-
ksylacja jablczanu w ciagu dnia prowadzi do
wysokiego stgzenia wewnatrzkomérkowego
CO,. Sytuacja taka moze prowadzi¢ do ograni-
czenia oksygenazowej funkcji karboksyla-
zyloksygenazy rybulozo-1,5-bisfosforanu (Ru-
bisco) {34]. Zatem w konsekwencji moznaby sig¢
spodziewac silnej redukceji fotooddychania u M.
crystallinum, realizujacego metabolizm typu
CAM. W eksperymentach nie potwierdzono
réznic w aktywno$ci enzyméw zaangazowa-
nych w szlak fotooddechowy podczas indukcji
CAM [62]. W rozwazaniach tych nalezy wzia¢
pod uwage to, Ze w sytuacji gdy aparaty szpar-
kowe sa zamknigte, a roslina jest silnie ekspono-
wana na $wiatto, moze dochodzi¢ do intensyw-
nej produkceji O,. Powstajaca wypadkowa war-
to$¢ stosunku O,/CO, bedzie przypuszczalnie
decydowad o efekcie wzrostu lub spadku nate-
zenia fotooddychania. Ostatnio wykazano
wzrost aktywno$ci dysmutazy ponadtlenkowej
(SOD) w lisciach M. crystallinum w trakcie in-
dukcji CAM [40]. Wynik ten wskazywalby na
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Tabela 1. Wybrane geny i enzymy zaangazowane w metabolizm typu CAM u M. crystallinum (wg [12], zmodyfikowane).

Table 1. Selected genes and enzymes involved in CAM in M. crystallinum (after [12], modified).

Gen Enzym Lokalizacja w komérce | Induktor Literatura
Gene Enzyme Subcellular localization | Inducer References
Ppcl PEPC cytozol NaCl, ABA [8,54]
cytosol susza (drought), BA
Mdhi NADP-MDH chloroplasty NaCl [11}]
chloroplasts
Mod1 NADP-ME cytozol NaCl [10]
cytosol
Ppdkl PPDK chloroplasty NaCl [18]
chloroplasts
podjednostki
H*-V-ATPazy: [15,30,57]
AtpvA Subunits of H*-V- wakuola NaCt
AtpvB ATPase vacuole NaCl
ApvE podj. (sub.) A (tonoplast) NaCi
Atpve podj. (sub.) B (tonoplast) NaCl, ABA
podj. (sub.) E Swiatlo (light)
podj. (sub.) ¢

wzrost stgzenia O, w mezofilu i przestworach
migdzykomérkowych, szczegdlnie w fazie 111 i
IV. W takich warunkach mozna spodziewac sie
znacznego przyspieszenia procesu fotooddy-
chania.

U szeregu gatunkéw roslin poddanych stre-
sowi solnemu zaobserwowano wyrazny wzrost
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej [63].
Rosngca aktywno$¢ SOD wskazuje na stres
oksydacyjny indukowany sola. Wzrost aktyw-
nosci obserwowano dla wszystkich trzech klas
SOD: Mn-SOD (mitochondrialna), Fe-SOD
(chloroplastowa) i Cu/Zn-SOD (cytozolowa).
Aktywnos¢ wszystkich form SOD wzrasta juz w
pierwszych dniach traktowania sola. Wyniki te
sugerujg, ze zasolenie powoduje stres oksyda-
cyjny w M. crystallinum, w réznych przedzia-
tach komérkowych [40]. Jednak powyzsze ba-
dania nie wyjasnily problemu, czy wzrost
aktywnosci poszezegdlnych form SOD zalezy
bezposrednio od stresu solnego, czy jest zwigza-
ny ze zmiana metabolizmu C;-CAM. Przypusz-
czalnie wywotany przez zasolenie stres oksyda-
cyjny moze wplywac na ekspresj¢ metabolizmu
typu CAM.

Zmiany w aktywno$ci enzymatycznej,

wzglednie indukcja nowych, nieobecnych w fa-
zie Cy izoenzymow, wskazuja na Sciste powia-
zanie metabolizmu CAM z uvaktywnianiem si¢
okreslonych grup genéw. Znaczny postgp w ba-
daniach nad molekularnymi zmianami w eks-
presji genéw M. crystallinum obserwuje si¢ od
korica lat 80. Schmitt i in. [46] jako pierwsi
skonstruowali bibliotek¢ skladajaca si¢ z frag-
mentéw cDNA z M. crystallinum. Technika hy-
brydyzacji typu dot-blot okreslonych, sklono-
wanych fragmentéw cDNA, skierowanych prze-
ciwko catkowitemu RNA z M. crystallinum po-
kazata wzrost poziomu transkryptéw mRNA dla
PEPC i PPDK, wskutek indukowanego sola
przejscia C3-CAM [38]. Proces indukcji syntezy
mRNA dla tych enzyméw byt odwracalny, jesli
ro§liny przenoszono do warunkéw bezstreso-
wych [58]. Badania te dowodza, ze stres soiny
indukuje okreslone geny odpowiedzialne za wy-
ksztalcenie metabolizmu CAM, czyli zmiany
zachodzg nie tylko na poziomie potranslacyj-
nym, ale réwniez na etapie transkrypcji.
Stwierdzono, Ze rosliny C; nie poddawane
stresowi solnemu wykazuja niewielka ekspresje
Jjednego z dwoch izoenzyméw PEPC. Forma
PEPC charakterystyczna dla M. crystallinum w
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fazie C; kodowana jest przez gen Ppc2. Wzrost
zasolenia wyraZnie uaktywnia gen dla innej izo-
formy PEPC — Ppcl (Tab. 1). Transkrypty wias-
nie tego genu w postaci mRNA, a nastepnie en-
zymu — PEPC, odpowiedzialne sa mi¢dzy inny-
mi za ekspresje CAM. Sumarycznie zestaw wy-
branych genéw M. crystallinum indukowanych
przez rozmaite czynniki podano w tabeli 1. W
tkankach M. crystallinum stwierdzono takze
obecno$¢ mRNA dla biatek petnigcych funkcje
kanatéw wodnych, tzw. akwaporyn. Biatka te
kodowane sa w M. crystallinum przez rodzine
genéw Mip (ang. major intrinsic protein, gléwne
biatko integralne): MipA, MipB, MipC [70]. Naj-
wieksze ilosci transkryptéw MipA 1 MipC wy-
kryto w korzeniach i liSciach. MipA zlokalizo-
wano gléwnie w endodermie i w okolicach ksy-
lemu korzeniowego. Jego obecno$¢ stwierdzono
rowniez w tkance sitowo-naczyniowej liscia
oraz w mezofilu. Natomiast MipB wykryto wy-
facznie w wierzchotkowej czg¢sci korzenia. Eks-
presja akwaporyn MIPA i MIPB w oocytach Xe-
nopus zwigkszala przepuszczalnosé blony ko-
moérkowej dla wody. Ponadto stwierdzono
wyrazne fluktuacje mRNA dla MipA 1 MipC,
SciSle zwiazane ze zmianami turgoru lisci pod-
czas stresu solnego. Powr6t do maksymalnej
turgoscencji byt skorelowany ze wzrostem ilosci
transkryptow dla opisanych wyzej akwaporyn.
Na podstawie tych eksperymentéw wysnuto
wniosek, ze akwaporyny u M. crystallinum re-
guluja pobieranie wody przez komorke, i ze re-
gulacja ta jest SciSle zwigzana z zasoleniem pod-
foza [70]. Badania te dowodza, ze u podioza in-
dukcji CAM w obrebie tkanek liscia lezy ua-
ktywnianie si¢ okre§lonych genéw w korzeniu.
W korzeniu jako organie, ktéry w pierwszej ko-
lejnosci jest eksponowany na stres solny, pra-
wdopodobnie uruchamiany jest caty szereg syg-
naléw, ktoére zapoczatkowuja zmiany metabo-
lizmu fotosyntetycznego w czedci nadziemnej
ro$liny.

PODSUMOWANIE

Przedstawione powyzej przystosowania M.
crystallinum do stresu abiotycznego, a zwlasz-
cza zasolenia, pokazuja, ze w badaniach doty-

czacych fizjologii stresu nalezy uwzgledniaé
wszystkie poziomy organizacji ukfadu zywego.

M. crystallinum nie jest ro$§ling o duzym zna-
czeniu gospodarczym, chociaz miodych lisci
mozna uzywac do celéw konsumpcyjnych [36].
Ponadto w rejonach o silnie zasolonych glebach
prébuje si¢ wykorzystywac ten gatunek do odsa-
lania podtoza (inf. ustna od dr J. Cuartero). Jed-
nak wyniki uzyskane w badaniach tego wias$nie
gatunku moga mie¢ w przyszlosci doniosie zna-
czenie w zrozumieniu odpornosci roslin na stres.
Dzisiaj wiadomo, ze mechanizmy rzadzace od-
pornoscia i tolerancja na rozmaite czynniki stre-
sowe, takie jak: susza, zasolenie, niska tempera-
tura, zanieczyszczenie atmosfery i patogeny, sa
bardzo podobne. Czgsto obserwuje si¢, ze np.
rodliny o zwigkszonej odpornosci na susze lepiej
toleruja réwniez stres solny [2]. Zjawisko
odpornosci na kilka rozmaitych czynnikéw stre-
sowych okresla si¢ mianem ,,odpornosci krzy-
zowej” (ang. cross-tolerance). Innymi stowy
wzrost odpornos$ci na czynnik stresowy ,,A” wy-
woluje w roslinie szereg adaptacji, ktére spra-
wiaja, ze osobnik taki staje si¢ uodporniony na
stres wywolany przez inny czynnik stresowy
»B”. Zjawisko ,,odpornosci krzyzowej” ma nie-
bagatelne znaczenie w naturalnych ekosyste-
mach, gdzie rosliny poddawane sa calemu ze-
spotowi rozmaitych niekorzystnych czynnikéw
srodowiskowych.

Aplikacyjne podejscie do zagadnienia odpo-
rnosci i tolerancji na stres Srodowiskowy kon-
centruje sie na uzyskaniu ro§lin transgenicz-
nych, w tym takze ro§lin uprawnych o cechach
gwarantujacych przezycie niekorzystnych wa-
runkéw. Nieposlednig role odgrywaja tutaj ro-
§liny zaadaptowane do skrajnych warunkéw
$rodowiskowych np. rosliny z rodzaju Mesem-
bryanthemum, Craterostigma, Atriplex [2]. Ga-
tunki te sa swoistym rezerwuarem genow ,,anty-
stresowych”. Przykltadowo, przeniesienie ge-
néw gwarantujgcych wzmozong synteze¢ dwdch
waznych osmoprotektantéw — mannitolu i sorbi-
tolu do tytoniu pozwolito uzyskac roSliny o
zwiekszonej odornos$ci na stres solny [53]. RO6w-
niez bakteryjny gen mtlD, odpowiedzialny za
wzmozong synteze mannitolu, zmniejszat inhi-
bicje kietkowania transgenicznych nasion Ara-
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bidopsis thaliana w obecnosci 200 mmol-dm3
NacCl [56].

Przypuszczalnie w najblizszych latach beda
podejmowane proby polepszania, gléwnie me-
todami inzynierii genetycznej, gatunkéw roSlin
uprawnych szczegélnie narazonych na susze i
zasolenie [3]. Niektérzy badacze uwazaja, ze
przenoszenie pojedynczych genéw bedzie da-
wato tylko czesciowa odporno$é roSliny na
okreslone rodzaje stresu Srodowiskowego.
Wielka ,kariere” przewiduje si¢ dla ekspery-
mentdw, w wyniku ktérych bedzie sie dokony-
wac transferu wielu genéw zaangazowanych w
catoSciowy (systemowa) odpowiedZ rosliny na
stres [3]. Dlatego poznanie mozliwie jak najbo-
gatszego zestawu gendéw determinujacych bio-
chemiczno-fizjologiczne przystosowania roSlin
do np. zwickszonego niedoboru wody ma
ogromne perspektywy.

PODZIEKOWANIA:

Autorzy pragna zlozy¢ serdeczne podzigkowania Pa-
nu prof. dr hab. Stanistawowi Wieckowskiemu (In-
stytut Biologii Molekularnej UJ) za cenne uwagi w
trakcie przygotowywania niniejszego artykutu. Praca
byta czeSciowo finansowana z grantéw KBN 6P04C
105 121 6P04C 065 16.

LITERATURA

[1] ApaMs P., THOMAS J. C.,VERNON D. M., BOHNERT H.
J.R., JeNSEN G. 1992. Distinct cellular and organismic
responses to salt stress. Plant Cell Physiol. 33: 1215-
1223.

[2] BOHNERT H. J., NELSOND. E., JENSENR. G. 1995. Ad-
aptation to environmental stresses. The Plant Cell 7:
1099-111t.

[31 BOHNERT H. J., GOLLDACK D. , ISHITANI M., KAMASA-
N1 U. R,, RAMMESMAYER G., SHEN B. , SHEVELEVA E.,
JENSENR. G. 1996. Salt tolerance engineering requires
multiple gene transfers., Engineering Plants for
Comm. Prod. Appl., N. Y. Academy of Science, 729:
115-125.

[4] BREMBERGER C., LUTTGE U. 1992. Dynamics of tono-
plast proton pumps and other tonoplast proteins of
Mesembryanthemum crystallinum L. during the induc-
tion of crassulacean acid metabolism. Planta 188:
575-580.

[5] CHENG S.-H., EDWARDS G. E. 1991. Induction of Cras-
sulacean acid metabolism in the facultative halophyte
Mesembryanthemum crystallinum. Plant Cell Envi-
ron. 14: 271-278.

[6] CHuC.,DaIZ., KuM. S. B, EDWARDS G. E. 1990. In-
duction of crassulacean acid metabolism in the facul-

tative halophyte Mesembryanthemum crystallinum by
abscisic acid. Plant Physiol. 93: 1253-1260.

[7] CockBURN W., WHITELMAN G. C., SMITHJ. 1996. The
participation of phytochrome in the signal transduc-
tion pathway of salt stress responses in Mesembryant-
hemum crystallinum L. J. Exp. Bot. 47: 647-653.

[8] CusHmaN J. C., MEYER B., MicHALOWSKI C. M.,
ScumrtT J. M., BoHNERT H. J. 1989. Salt-stress leads
to differential expression of two isogenes of phosp-
hoenolpyruvate carboxylase during CAM induction in
common ice plant. The Plant Cell 1: 715-725.

[9] CusBMmAN J. C., MicHaLowski C. B., BOHUNERT H. J.
1990. Developmental control of crassulacean acid me-
tabolism inducibility by salt stress in the common ice
plant. Plant Physiol. 94: 1137-1142.

[10] CusumaN J. C. 1992. Characterization and expression
of NADP-malic enzyme cDNA induced by salt stress
from the facultative CAM plant Mesembryanthemum
crystallinum. Eur. J. Biochem. 208: 259-266.

[11] CusHmaN J. C. 1993. Molecular cloning and expres-
sion of chloroplast NADP-malate dehydrogenase du-
ring Crassulacean acid metabolism induction by salt
stress. Photosynth. Res. 35: 15-27.

[12] CusuMaN J. C., BonNerT H. J. 1997. Molecular gene-
tics of crassulacean acid metabolism. Plant Physiol.
113: 667-676.

[13] Da1 Z., Ku M. S. B., ZBANG D., EbwaARDS G. E. 1994,
Effects of growth regulators on the induction of cras-
sulacean acid metabolism in the facultative halophyte
Mesembryanthemum crystallinum L. Planta, 192:
287-294.

[14] DEMMIG B., WINTER K. 1986. Sodium, potassium,
chloride and proline concentrations of chloroplasts
isolated from a halophyte Mesembryanthemum crys-
tallinum L. Planta 168: 421-426.

[15] DieTZ K. J., ARBINGER B. 1996. cDNA sequence and
expression of subunit E of the vacuolar H*-ATPase in
the inducible Crassulacean acid metabolism plant
Mesembryanthemum crystallinum. Biochim. Biophys.
Acta 1281: 134-138.

{16] EastmMoND P. J., Ross D. J. 1997. Evidence that the in-
duction of crassulacean acid metabolism by water
stress in Mesembryanthemum crystallinum (L.) invol-
ves root signalling. Plant Cell Environ. 20: 1559
1565.

[17] ESTELLE M. A., SOMERVILLE C. R. 1986. The mutants
of Arabidopsis., TIG — April, Elsevier Publishers B.
V., Amsterdam, s. 89-93.

[18] FisSLTHALER B., MEYER G., BOHNERTH. J., SCHMITT J.
M. 1995. Age-dependent induction of pyruvate, ort-
hophosphate dikinase in Mesembryanthemum crystal-
linum L. Planta 196: 492-500.

[19] FLowers T. J., TROKE P. F., YEO A. R. 1977. The me-
chanisms of salt tolerance in halophytes. Ann. Rev.
Plant Physiol. 28: 89-121.

[20] HARBORNE J. B. 1997. Ekologia biochemiczna. PWN,
Warszawa.

[21] HascHKE H.-P., KAISER G., MARTINOIA E., HAMMER
U., TeucHEr T., DorNE A. J., HEINZ E. 1990. Lipid



Reakcje stresowe...

57

profiles of leaf tonoplasts from plants with different
CO»-fixation mechanism. Bot. Acta 103: 32-38.

{22] HerppicH W., HERPPICH M., VON WILLERT D. J. 1992.
The irreversible C3 to CAM shift in well-watered and
salt-stressed plants of Mesembryanthemum crystal-
linum is under strict ontogenetic control. Bot. Acta
105: 34-40.

[23] HEUN A.-M., GorHAM ., LUTTGEU., WYN JONES R. G.
1981. Changes of water-relation characteristics and le-
vels of organic cytoplasmic solutes during salinity in-
duced transition of Mesembryanthemum crystallinum
from Ca-photosynthesis to Crassulacean acid metabo-
lism. Oecologia 50: 66-72.

[24] HoLtum J. A. M., WINTER K. 1982. Activity of enzy-
mes of carbon metabolism during the induction of
Crassulacean acid metabolism in Mesembryanthemum
crystallinum L. Planta 155: 6-16.

[25] Jiao J., CHOLLET R. 1991. Posttranslational regulation
of phosphoenolpyruvate carboxylase in C4 and crassu-
lacean acid metabolism plants. Plant Physiol. 95: 981—
985.

[26] KLIEMCHEN A., SCHOMBURG M., GAaLLA H. -J., LOTTGE
U., KLUGE M. 1993. Phenotypic changes in the fluidity
of the tonoplast membrane of crassulacean-acid-meta-
bolism plants in response to temperature and salinity
stress. Planta 189: 403-409.

[27] KLUGE M., BOHLKE C., QuUERIOz O. 1981. Crassulace-
an acid metabolism (CAM) in Kalanchoe. Changes in
intracellular CO» concentration during continuous
light or darkness. Planta 152: 87-92.

[28] Levitt J. 1980. Responses of plants to environmental
stresses., vol. II, Academic Press, Inc., Harcourt Brace
Jovanovich, s. 363-488.

[29] LICHTENTHALER H. K. 1997. Vegetation stress: an in-
troduction to the stress concept in plants. J. Plant.
Physiol. 148: 4-14.

[30} Léw R., RockEL B., KIrscH M., Ratalczak R., Hor-
TENSTEINER S., MARTINOIA E., LUTTGE U., RauscH T.
1996. Early salt stress effects on the differential ex-
pression of vacuolar H*-ATPase genes in roots and le-
aves of Mesembryanthemum crystallinum. Plant Phy-
siol. 110: 259-265.

[31] LUTTGE U, FIsCHER E., STEUDLE E. 1978. Membrane
potentials and salt distribution in epidermal bladders
and photosynthetic tissue of Mesembryanthemum
crystallinum L. Plant, Cell Environ. 1: 121-129.

[32] LutTGE U., SMITH J. A. C. 1984. Mechanism of passi-
ve malic-acid efflux from vacuoles of the CAM plant
Kalanchoe daigremontiana. J. Membr. Biol. 81: 149—
158.

[33] LUTTGE U. 1987. Carbon dioxide and water demand,
Crassulacean acid metabolism (CAM), a versatile eco-
logical adaptation exemplifying the need for integra-
tion in eco-physiological work. New Phytol. 106: 593—
629.

[34] LUTTGE U. 1993. The role of crassulacean acid meta-
bolism (CAM) in the adaptation of plants to salinity.
New Phytol. 125: 59-71.

[35] LUTTGE U., RATAICZAK R., RAUSCH T., ROCKEL B.
1995. Stress responses of tonoplast proteins: an exam-

ple for molecular ecophysiology and the search for
eco-enzymes. Acta Bot. Neeerl. 44: 343-362.

[36] Makowigcki S. 1927. Kwiaty ogrodowe. Naktadem
Ksiggarni Polskiej B. Potonieckiego, Lw6ow, Warsza-
wa, s 258.

{371 MceLwaIN E. F., BOHNERT H. J., THoMAs J. C. 1992,
Light moderates the induction of phosphoenolpyruva-
te carboxylase by NaCl and abscisic acid in Mesem-
bryanthemum crystallinum. Plant Physiol. 99: 1261-
1264.

[38] MicHaLowskl C. B., OLSON S. W., PIPENBROCK M.,
ScumiTt J. M., BOHNERT H. J. 1989, Time course of
mRNA induction elicited by salt stress in the common
ice plant (Mesembryanthemum crystallinum). Plant
Physiol. 89: 811-816.

[39] MicHAaLowskI C. B., BOHNERT H. J. 1992. Nucleotide
sequence of a root-specific transcript encoding a ger-
min-like protein from the halophyte Mesembryanthe-
mum crystallinum. Plant Physiol. 100: 537-538.

[40] MiszALsk1 Z., SLESAK 1., NIEwIADOMSKA E., BACZEK-
KWINTA R., LOTTGE U., RATAJICZAK R, 1998. Subcellu-
lar localization and stress responses of superoxide dis-
mutase isoforms from leaves in the C3-CAM
intermediate halophyte Mesembryanthemum crystal-
linum L. Plant Cell Environ. 21; 169-179.

[41] OsmonND C. B. 1978. Crassulacean acid metabolism: a
curiosity in context., Ann. Rev. Plant Physiol. 29: 379-
414.

[42] PauL M. J., CockBURN W. 1989. Pinitol, a compatibile
solute in Mesembryanthemum crystallinum L. J. Exp.
Bot. 40: 1093-1098.

{43] PETERS W., BEck E., PIPENBROCK M., LENZ B,
ScHMmrtT J. 1997. Cytokinin as a negative effector of
phosphoenolpyruvate carboxylase induction in
Mesembryanthemum crystallinum. J. Plant Physiol.
151: 362-367.

[44] RaTAalczAK R., RICHTER J., LOTTGE U. 1994. Adapta-
tion of the tonoplast V-type H*-ATPase of Mesembry-
anthemum crystallinum to salt stress, C3-CAM
transition and plant age. Plant Cell Environ. 17: 1101
1112.

[45] RICHTER J. 1993. Die biochemische Anpassung der
Tonoplasten-ATPase an die Stoffwechselumstellung
von der C3-Photosynthese zum CAM bei den Pflanzen
Mesembryanthemum crystallinum und Kalanchoe
blossfeldiana., praca doktorska, D17, Technische Ho-
chschule Darmstadt

[46] ScHMITT J. M., MICHALOWSKIC., BOHNERT H. J. 1988,
Gene expression during CAM induction under salt
stress in Mesembryanthemum crystallinum: cDNA li-
brary and increased levels of mRNA for phosphoe-
nolpyruvate carboxylase and pyruvate orthosphospha-
te dikinase. Photosynth. Res. 17. 159-171.

[47] ScamiTT J. M., PIPENBROCK M. 1992. Regulation of
phosphoenolpyruvate carboxylase and crassulacean
acid metabolism induction in Mesembryanthemum
crystallinum L. by cytokinin. Plant Physiol. 99: 1664—
1669.

[48] SHOMER-ILAN A., WAISEL Y. 1986. Effects of stabili-
zing solutes on salt activation of phosphoenolpyruvate



58

1. Slesak, Z. Miszalski

carboxylase from various plant sources. Physiol.
Plant. 67: 406-414.

[49] STARCK Z. 1993. Reakcje roslin na niekorzystne czyn-
niki Srodowiska. W: Fizjologiczne reakcje roslin na
niekorzystne czynniki Srodowiska. Wydawnictwo
SGGW, W-wa, s. 9-23.

[50] STEUDLE E., LUTTGE U., ZIMMERMANN U. 1975. Water
relations of the epidermal bladder cells of the halophy-
tic specics Mesembryanthemum crystallinum: direct
measurements of hydrostatic pressure and hydraulic
conductivity. Planta 126: 229-246.

[517 STRUVE L., LUTTGE U. 1988. Biochemical and immu-
nological properties of solubilized tonoplast ATPase
of the facultative CAM plant Mesembryanthemum
crystallinum in the C3 - and CAM state. Bot. Acta 101:
39-44.

[52] Taiz L., ZEiGer E. 1991. Plant physiology. The Benja-
min/Cummings Company, Inc.

[53] TARCZYNSKIM. C., JENSEN R. G., BOHNERT H. J. 1993.
Stress protection of transgenic tobacco by production
of thc osmolyte mannitol. Science 259: 508-510.

[54] THoMAs J. C., Mc ELwWAIN E. F., BOHNERT H. J. 1992.
Convergent induction of osmotic stress-responses.
Abscisic acid, cytokinin, and the effects of NaCl.
Plant Physiol. 100: 416-423,

[55] THoMAs J. C., DE ARMOND R. L., BOHNERTH. J. 1992.
Influence of NaCl on growth, proline, and phosphoe-
nolpyruvate carboxylase levels in Mesembryanthe-
mum crystallinum suspension culture. Plant Physiol.
98: 26-631.

[56] THOMAS J. C., SEPAHI M., ARENDALL B., BOHUNERT H.
J. 1995. Enhanced seed germination in high salinity by
engineering mannitol expression in Arabidopsis tha-
liana. Plant Cell Environ. 18: 801-806.

[57] TsianTis M. S., BARTHOLOMEW D. M., SMITH J. A. C.
1996. Salt regulation of transcript levels for the ¢ sub-
unit of a leaf vacuolar H*-ATPase in the halophyte
Mesembrvanthemum crystallinum. Plant J. 9: 729—
736.

[58] VERNON D. M., OsTREM J. A., SCHMITT J. M., BOH-
NERT H. J. 1988. PPCase transcript levels in Mesem-
bryvanthemum crystallinum decline rapidly upon relief
from salt stress. Plant Physiol. 86: 1002-10

|59] VERNON D. M., BOHNERT H. J. 1992, Increased expres-
sion of a myo-inosytol methyl transferase in Mesem-
bryanthemum crystallinum is part of a stress response
distinct from Crassulacean acid metabolism. Plant
Physiol. 99: 1695-1698.

[60] VERNON D. M., BOHNERT H. J. 1992. A novel methyl
transferase induced by osmotic stress in the facultative
halophyte Mesembryanthemum crystallinum. EMBO
J.11: 2077-2085.

[61] WEIGEND M. 1994. In vive phosphorylation of phosp-
hoenolpyruvate carboxylase from the facultative
CAM  plant  Mesembryanthemum  crystallinum.
J. Plant. Physiol. 144: 654-660.

[62] WHITEHOUSE D. G., ROGERS W. J., TOBIN A. K. 1991,
Photorespiratory enzyme activities in C3 and CAM
forms of the faculcative CAM plant Mesembryanthe-
mum crystallinum L. J. Exp. Bot. 42: 485-492.

[63] WiNicow 1., BastoLa D. R. 1997. Salt tolerance in
crop plants: new approaches through tissue culture and
gene regulation. Acta Physiol. Plant. 19: 435-449,

[64] WINTER K., GADEMANN R. 1991. Daily changes in
CO:> and water vapor exchange, chlorophyll fluore-
scence, and leaf water relations in the halophyte
Mesembryanthemum crystallinum during the induc-
tion of crassulacean acid metabolism in responce to
high NaCl salinity. Plant Physiol. 95: 768-776.

[65] WINTER K. 1979, Effect of different CO2 regimes on
the induction of Crassulacean acid metabolism in
Mesembryanthemum crystallinum L. Planta 121:
147-153.

[66] WiNTER K., LUTTGE U. 1979. C3-Photosynthese und
Crassulacean-Saurestoffwechsel bei Mesembryanthe-
mum crystallinum L. Ber. Deutsch. Bot. Ges. 92:
117-132.

1671 WINTER K., LOTTGE U., WINTER E., TROUGHTON J. H.
1978. Seasonal shift from C3-photosynthesis to crassu-
lacean acid metabolism in M. crystallinum growing in
its natural environment. Oecologia 34: 225-237.

[68] WINTER K. 1974. NaCl-induzierter Crassulaceen-
Siurestoffwechsel bei der Salzpflanze Mesembryant-
hemum crystallinum. Abhingigkeit des CO2-Gaswe-
chsels von der Tag/Nacht-Temperatur und von der
Wasserversorgung der Pflanzen. Oecologia 15: 383-392.

[69] WiNTER K. 1973. CO2-Fixierungsreaktionen bei der
Salzpflanze Mesembryanthemum crystallinum unter
variierten AuBlenbedingungen. Planra 114: 75-85.

[70] YamMADA S., KATSUHARA M., KELLY W. B., MICHALO-
wskl C. B., BOUNERT H. J. 1995. A family transcripts
encoding water channel proteins tissue-specific
expression in the common ice plant. Plant Cell 7:
1129-1142.



