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ROLA WAPNIA W FUNKCJONOWANIU SYSTEMOW
INFORMACYJNYCH KOMORKI ROSLINNEJ

The role of calcium in messenger system in plant cell

Jan B1aLczYK, Zbigniew LECHOWSKI

Summary. The action of free Ca?* ions as a secondary factor in transmitting information in a cell is
connected with rapid and transient changes of their level in basal cytoplasm, resulting from their quick,
two-way transport. Both, apoplast and cell organelle (chiefly endoplasmatic reticulum and mitochondria)
play the part of Ca2t jon store. The free Ca2t ion concentration in a cell cytoplasm before stimulation
amounts from 0.1 to 1 uM and it can increase to about 10 uM after the action of external stimulus (eg.
light, gravitation, electric stimulation or phytohormones). It is evident, from comparison of free Ca2t ion
concentration in apoplast and cell organelles, that their level, compared to cytoplasm is 1 to 10 thousand
times higher in them. Significant differences, similar to those in Ca2t ion concentration, occur also in the
electrochemical potential (cytoplasm from -120 to -170 mV, vacuole about -90 mV).

It is evident from the above information that in a plant cell is abnormally high electrochemical gradient
preferring passive transport of Ca2t ions to cytoplasm. Maintaining a low level of free Ca?+ jons in cytoplasm
requires a systematic removal of its excess to apoplast and cell organelle. The active Ca%?*-pumps (Fig.
1), situated in plasmalemma and in the membranes of cell organelles take part in the regulation of free
Ca?t jon level in cytoplasm. The level of free Ca?t jons in cytoplasm determines the degree of protein
phosphorylation and the activity of some enzyme, thus stimulating a suitable response. Therefore the level
of Ca?t jons is a kind of a bridge between the perception place of an external stimulus and a definite
intracellular response. The metabolism of phosphoinositides changes enable the inclusion of Ca?t jons
into the cell’s secondary information system (Fig. 2). The receptory system found within plasmalemma
enables, after the action of an external stimulus, transmition of a signal, thus activating phospholipase
C which hydrolyzes phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP3) to inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) and
diacylglycerol (DG). Both products compose central metabolites incorporated into different ways mediating
in information transmitting from the cell surface into its interior. IP3 becomes tied with its specific receptor
in the membranes of cell organelles, stimulating the excretion of Ca2t ions into cytoplasm. In numerous
reactions, in which calcium acts as a second messenger in a stimulus or chemical signal transmition, the
response in a cell is not directly induced by Ca?* ions but by the complex produced by its binding with
a special class of proteins (calcium binding proteins, CBP). In a complex binding with Ca?t ions, CBP
undergo conformational changes which condition the ability to interaction with other proteins and also
the growth of their chemical activity. Calmodulin (CaM) has been so far the most studied and the most
generally shown CBP in controlling many biological processes. The increase of free Ca2+ concentration in
cytoplasm from 1 to 10 uM enables orginating Ca?t-CaM complex as well as its biological activity. The
active Ca?*t-CaM interreacting with an apoenzyme induces, in the consequence of this reaction , also its
specific, conformative changes thus activating a definite enzyme. The other way is Ca2t-CaM affecting on
the regulatory system correlated with the protein kinase activation controlling the protein phosphorylation.
The information from a signal flows from the cell surface to the interior through DG, another product of PIP,
hydrolyze, was confirmed. In the presence of Ca%+ ions it activates protein kinase C, directly catalyzing the
protein phosphorylation. The article deals with level modifications of free Ca?t ions mediating in various
photoreception systems in cytoplasm and their influence on different photomorphogenetic processes. There
were also considered the effects made by phytohormones and gravitation on the level of Ca2+t free ions.
Figure 3 illustrates that changes in cytoplasmic and nucleoplasmic level of free Ca2t ions, together with
a specific class of chromosomal CBP can exert a regulative influence on translation and transcription of
mRNA. Stimulating action of free Ca?t jons leads to increasing the phosphorylazed CBP pool, interreacting
with specific genes coding the transcription. The demand of Ca?t jon influence on the gene expression in
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plant cells is based on indirectly obtained information and it requires experimental confirmation. Periodic
changes in the level of free Ca?* ions in the cells cytoplasm thus constitute a considerable tie linking the
place of stimulus perception with the modification of metabolic processes responsible for direct reaction of a

cell.

Key words: calcium, calmodulin, phosphatidylinositols, second messenger

Dr Jan Bialczyk, dr Zbigniew Lechowski, Zaktad Fizjologit i Biologii Rozwoju Roslin, Uniwersytet Ja-

gielloniski, al. Mickiewicza 8, 31-120 Krakdw

Podstawowe znaczenie wapnia jako ma-
kroelementu we wzroscie i rozwoju roslin
znane jest od wielu dziesigcioleci. Wyniki
badan uzyskane w ostatnich 10 latach po-
zwolily na wykazanie jego szczegdlnej funk-
cji regulacyjnej.  Dzialanie zewngtrznych
czynnikéw takich jak $wiatlo, fitochormony,
przyciaganie ziemskie, indukuja zmiany w
poziomie wolnych jonéw Ca?t w cytopla-
zmie, stanowiac wazny wewnatrzkomérkowy
regulator licznych fizjologicznych i bioche-
micznych proceséw [56, 83, 109, 113, 114,
115, 134]. Fizyko-chemiczne wlasnosci
jonéw Ca?t umozliwiaja u organizméw
eukariotycznych przyjecie przez nie roli
wewnatrzkomérkowego nosnika posrednicza-
cego w przekazywaniu do komdrki informa-
cji odbieranych ze srodowiska zewngtrznego
[6]. Komérki roslinne wykazuja wysoki sto-
pieii selektywnosci w pobieraniu jonéw Ca2+
w poréwnaniu z innymi kationami np. Mg2+,
K*, Nat [6]. Wystepujace w komdrkach
rézne pozablonowe ligandy: bialka, nu-
kleotydy adeninowe, szczawiany i cytry-
niany [83], wykazuja preferencje wiazania
jonéw Ca?* 10° razy wyzsza w poréwnaniu
do wiazania jonéw Mg2t [38, 70, 71].
Umozliwia to utrzymanie w cytoplazmie
optymalne) a réwnoczeénie bardzo niskiej
koncentracji wolnych jonéw Ca2t. Jony te
charakteryzuja si¢ takZe stosunkowo niska
energia hydratacji, umozliwiajaca ich specy-
ficzne rozmieszczenie w obrebie réznych ele-
mentéw strukturalnych komdrki [82]. Steze-
nie jonéw Ca?* oznaczane w cytoplazmie jest
bardzo niskie [107% -10-3M] i pozostaje pod
stala metaboliczna kontrola. Stezenie innych
kationéw np. Mg?t, K+ moze osiagaé¢ w cy-

toplazmie wartosci rzedu milimoli. To ogra-
niczenie stezenia jonéw Ca?t w cytoplazmie
jest zwiazane: a) z mozliwoscia ewentualnego
tworzenia si¢ z nieorganicznymi fosforanami
nierozpuszczalnych stratéw, naruszajacych
gospodarke energetyczna komdrki [38, 70,
71] (proces wiazania Ca?* z fosforanami jest
okolo 10 razy szybszy w poréwnaniu do in-
nych kationéw); b) ze specyficzna zdolnoscig
dehydratacji koloidéw komdrkowych (okoto
100-krotnie wyzsza w poréwnaniu do in-
nych kationéw). Stezenie wolnych jonéw
Ca?t w cytoplazmie moze okresowo ulegaé
podwyzszeniu do wartosci rzedu od 10~7
do 107%M (a wyjatkowo do 10~5M), nie
wywolujac jednak istotnych zaklécen w
$rodowisku jonowym [6]. Dla poréwnania
podobny wzrost stezenia w komdrce ro-
Slinnej innych jonéw dwuwartosciowych np.
Mg?* lub jednowartosciowych np. K* pro-
wadzilby do podwyzszenia ich stezenia w
zakresie od 1073 do 10~! M. Tak wyso-
kie stezenie jonéw w istotny sposéb naru-
szaloby w tym przypadku stosunki osmo-
tyczne komdrki, a takze wynikajacy z wza-
jemnego stosunku kationdw do anionéw jej
wewnetrzny stan elektryczny. Utrzymanie
homeostazy wymagaloby réwniez bardzo wy-
sokiego nakladu energii. Podwyzszenie w cy-
toplazmie stezenia wolnych jonéw Ca?+ pro-
wadzi w komdrce do szeregu niekorzystnych
proceséw [56, 114], np. stymuluje aktywnog¢
licznych enzyméw, w tym réwniez hydroli-
tycznych, co w efekcie staje sie przyczyna
uszkodzen réznych struktur komdrkowych,
a nawet smierci komdrki. Leshem 1 wsp.
[80] sugerowali, ze zalamanie si¢ wewnatrzko-
mdérkowego rozmieszczenia jonéw Ca2t ak-
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tywuje fosfolipaze A, katalizujaca reakcje
uwalniania wolnych kwaséw thluszczowych z
blon komdrkowych, prowadzac do ich de-
strukcji. W komdrkach roslinnych obok licz-
nych makroczasteczek (najczescie] bialek),
wystepuje system aktywnych Ca2*-pomp,
umozliwiajacy usuwanie nadmiaru wolnych
jonéw Ca?t z cytoplazmy [24]. Potwier-
dzenie wystepowania u roslin kalmoduliny
(CaM)!, bialka wiazacego jony Ca?*, oraz
wykazanie stymulujacego wplywu komple-
ksu Ca’*t-CaM na aktywnos¢ niektérych en-
zyméw, potwierdzilo istotne znaczenie jonéw
Ca?* jako wewnatrzkomérkowego nosnika
informacji o uniwersalnym znaczeniu (wys-
tepowanie i aktywnosé kalmoduliny wyka-
zano uprzednio w tkankach zwierzecych).
Przemijajace zmiany w poziomie wolnych
jonéw Ca?t stanowia zatem istotne ogniwo
laczace miejsce percepcji bodica poprzez
specjalny receptor w plazmolemie, z wlacze-
niem tych informacji w modyfikacje procesow
metabolicznych, odpowiedzialnych za bezpo-
$rednia reakcje komorki.

LOKALIZACJA I DROGI TRANSPORTU
WAPNIA W KOMORCE ROSLINNEJ

Koncentracja wolnych jonéw Ca?t w cy-
toplazmie podstawowej w okresie spoczynku
wynosi od 0,1 do 1uM [9, 16, 47, 66,

}Wykaz stosowanych skrotéw: ABA - kwas
abscysynowy; ATP - adenozynotrifosforan; B —
$wiatlo niebieskie; cAMP - cykliczny adenozyno-
monofosforan; cGMP - cykliczny guanozynomono-
fosforan; CaM — kalmodulina; CBP — bialka wiazace
jony Ca?*t; CTC - chlorotetracyklina; DCCD-N,N™-
dicyklohexylcarbodiimid; DNP - dinitrofenol; EDTA
~ kwas etylenodwuaminoczterooctowy; EGTA -
kwas et yleno-glikol-bis-(3-aminoetyl eter)-N,N,N'N’-
czterooctowy, ER - retikulum endoplazmatyczne;
FR - promieniowanie dalekiej czerwieni (710-730
nm); GA; - kwas giberellowy; IAA - kwas indolilo-
3-octowy; PEPC - karboksylaza fosfoenolopirogro-
nianowa; P, — forma fitochromu absorbujaca pro-
mieniowanie dalekiej czerwieni; Py — forma fito-
chromu absorbujaca $wiatlo czerwone (okolo 670
nm); R - $wiatlo czerwone; Rubisco — karboksylaza
1,5-difosforanowa; UDP - urydynodifosforan; W -
wakuola.

157]. Wartos¢ ta moze ulegaé kilkakrotnemu
podwyzszeniu po stymulacji zewnetrznej.
Dla przykladu, w cytoplazmie komérek
Chara po indukowanej elektrycznie depola-
ryzacji plazmolemy, stezenie wolnych jonéw
Ca?* osiagalo wartosé TuM [31]. Wigkszos¢
wewnetrzne] puli wapnia wystepuje w po-
staci zwiazanej z bialkami blon plazmatycz-
nych, jak réwniez z nieorganicznymi i ogra-
nicznymi anionami. Stezenie wolnych jonéw
Ca?t w poréwnaniu z cytoplazma jest od
1 tys. do 10 tys. razy wyisze W apo-
plascie. Podobnie wyzsze stezenie wolnych
jonéw Ca?t w pordéwnaniu z cytoplazma
obserwowano w obrebie réznych organelli
komdrkowych. W wakuolach, na przyklad,
stezenie wolnych jonéw Ca?* utrzymuje si¢
na poziomie 107*M. Réwnie duze rdznice
jak w stezeniu jonéw Ca’t wykazane zo-
staly w potencjale elektrochemicznym cyto-
plazmy (od -120 do -170 mV, a wakuoli okolo
-90 mV [51, 52, 56, 83, 147]. Tak wigc
w komdrce roslinnej wystepuje anormalnie
duzy gradient elektrochemiczny, preferujacy
transport jonéw Ca?t do cytoplazmy [142,
147, 157]. Gradienty stezenia jonéw Ca?t
(wynikajace z réznic ich zawartosci w mi-
kroobszarach komdrki), jak i wartos¢ po-
tencjalu elektrochemicznego, utrzymywane
sa poprzez system ich aktywnego trans-
portu przy wykorzystaniu energii metabo-
licznej komérki [56, 89, 139]. Drogi trans-
portu jonéw Ca?t oraz mozliwosci regulacji
ich poziomu w komdrce ilustruje w sposéb
uproszczony rycina 1.

Uzyskane doswiadczalnie rezultaty wyka-
zuja, ze jony Ca?t sa transportowane do
komdrek roslinnych biernie. Zostalo to po-
twierdzone przez Mettlera 1 Leonarda [86],
ktérzy nie uzyskali znaczacych réznic w po-
ziomie jonéw Ca?t w protoplastach Ni-
cotiana, po uprzednim potraktowaniu ich
jednym z inhibitoréw (oligomycyna, DNP,
antimycyna, DCCD), hamujacych transport
aktywny w poréwnaniu z kontrola. Podobne
wyniki uzyskano w doswiadczeniach prze-
prowadzonych na fragmentach koleoptyl i
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epikotyli Avena sativa [51, 52]. Indu-
kowany dzialaniem bodicow zewnetrznych
transport jonéw Ca?* do komdrki jest
konsekwencja przejéciowego wzrostu prze-
puszczalnosci blon komdrkowych [4, 97).

2*
transport bierny Ca —
+

2" )
kanaly Ca —

Ryc. 1. Uproszczony schemat gléwnych drég
transportu jonéw Ca?t w koméree roslinnej [wg 10,
17, 30, 49, 53, 124, 131]. Szczegélowe omdwienie
procesdw transportu jonéw Ca2+ w tekscie.

Fig. 1. Simplified schema of Ca2+ — transport
in plant cell [after 10, 17, 30, 49, 53, 124, 131].

Transport bierny jonéw Ca?+ do komdrki za-
chodzi poprzez selektywnie dzialajace pory
lub kanaly zbudowane z bialek zlokalizo-
wanych w dwuwarstwie lipidowej [76, 130].
Otwarcie lub zamkniecie Ca?+-kanaldw jest
konsekwencja zmian potencjalu membra-
nowego. W  komdrkach nie poddanych
dzialaniu bodZcéw zewnetrznych, Ca2?+-ka-
naly pozostaja zamkniete, a mozliwoé¢ ich
otwarcia wzrasta wraz z depolaryzacja blony
(76, 130]. Regulacja stopnia otwarcia Ca2+-
kanaléw zwigzana z potencjalem membra-
nowym moze zaleze¢ takze od stopnia fo-
sforylacji bialek, wystepujacych w blonach
stowarzyszonych z Ca?*-kanalami [43, 103].
Kanaly te w réznym stopniu i z rézna spe-
cyficznoscia moga ulegaé zablokowaniu po-
przez dzialanie jonéw Co?*, La®t lub pew-
nych trucizn (np. verapamilu, D-600, diltia-
zemu lub dihydropirydyny) [76]. Sposéb blo-
kowania obydwoma rodzajami inhibitoréw
Jest prawdopodobnie odmienny i dotyka
roznych elementéw strukturalnych plazmo-

lemy [56]. Funkcjonowanie Ca2*-kanaléw
w komdrkach roslinnych jest slabo poznane.
Rezultaty ostatnich prac Handsona i wsp.
(63, 131] wykazaly, ze dzialanie zwiazkdéw
depolaryzujacych blony prowadzilo do ich
otwierania, natomiast zwiazki repolaryzujace
promowaly ich zamykanie, a takze, ze stopiefi
ich otwarcia moze byé¢ regulowany zaréwno
poprzez poziom zewnetrznej puli wapnia,
jak i stopien fosforylacji bialek strukturalnie
zwigzanych z kanalami.

Dla utrzymania stalego niskiego poziomu
wolnych jonéw Ca?* w cytoplazmie wy-
magane jest systernatyczne usuwanie ich
nadmiaru do apoplastu lub organelli komdr-
kowych (gléwnie wakuoli, ER, chloroplastéw
1 mitochondriéw) [30, 49, 72]. Znaczaca
pula jonéw Ca?t jest magazynowana w
obrebie jadra komdrkowego, mitochondriéw
1 chloroplastéw. Z uwagi jednak na ogra-
niczone mozliwosci szybkiego jej przemie-
szczania nie odgrywa ona zasadniczej roli
w regulacji poziomu wolnych jonéw Ca?+
w cytoplazmie podstawowej [30, 60]. W
przypadku ER mozliwosci te s3 znacznie
wieksze, zaleza jednak od stanu T0ZWojo-
wego komdrki. W komdrkach wykazujacych
egzocytoze (np. podczas wzrostu lagiewki
pylkowej) stwierdzono odkladanie znacznych
ilosci jonéw Ca?t w obrebie ER [129).
Wystepowanie w ER systemu wiazania
jonéw Ca?* jest dobrze udokumentowane, a
wysoka zdolnos¢ wiazania jonéw Ca?t po-
twierdza réwniez fakt, ze poléwkowe wysy-
canie reakcji wystepuje przy stezeniu okolo
1 uM. Wyniki te sugeruja, ze ER moze od-
grywac istotna role w utrzymaniu niskiego
poziomu jonéw Ca2* w cytoplazmie [10, 17,
18]. System wiazania jonéw Ca2+ w ER jest
wrazliwy na dzialanie jonédw wanadu [10, 17,
18] i inhibitoréw CaM [10].

Dzialanie jonéw Ca?t jako wtérnego
czynnika przekazywania informacji w komdr-
ce zwiazane jest z szybkimi i przemijajacymi
zmianami jego poziomu w cytoplazmie pod-
stawowe). Proces ten zwiazany jest z la-
twym 1 szybkim dwukierunkowym ich prze-
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mieszczaniem. Role magazynu jonéw Ca?+
pelni zaréwno apoplast jak i organelle
komdrkowe (gléwnie ER i mitochondria) [41,
45, 118]. Zawartoéé¢ jonéw Ca?t w waku-
oli jest wysoka ale jej udzial w systemie
regulujacym ich dystrybucje jest malo efek-
tywny. Ich transport nastepuje z duzych
objetosci roztworu wakuolarnego do stosun-
kowo malej powierzchni cytoplazmy. Regu-
lacja poziomu wolnych jonéw Ca?t w cy-
toplazmie nastepuje poprzez udzial aktyw-
nych Ca%t-pomp, zlokalizowanych w pla-
zmolemie 1 blonach organelli komdrkowych
[52, 83, 116]. Aktywnosé¢ Ca2*t-ATPaz
wlaczonych w funkcjonowanie Ca?*-pomp
regulowana jest poprzez Ca’t-CaM [89,
139]. TIlo$¢ wydalanych jonéw Ca?t z cy-
toplazmy, przy udziale aktywnych Ca?+*-
pomp zlokalizowanych gléwnie w plazmole-
mie, wynosi okolo 80-90% ogdlnej ich puli
[65]. Udzial Ca?*-pomp zlokalizowanych
w tonoplascie 1 blonach ER w procesie re-
gulacji poziomu wolnych jonéw Ca?t jest
znacznie mniejszy, przewaza w nich nato-
miast aktywna wymiana Ca?*/H*t (anti-
port) [124, 141]. Za takim zalozeniem prze-
mawia takze wysokie, wynoszace okolo 10
#M wysycenie poléwkowe tej reakcji oraz
Jej wrazliwo$¢ na wewnatrzkomérkowe pH
(17, 141]. Konieczno$é¢ utrzymania gra-
dientu H* w blonach organelli komdérkowych
umozliwiajacego transport jonéw Ca?t wy-
maga nakladu energii generowanej przez Ht-
ATPazy [147]. Sze [147) uwaza, ze system
ten, aczkolwiek w mniejszym stopniu moze,
wystepowal réwniez w plazmolemie.

ROLA WAPNIA W APOPLASCIE

Roztwor jonéw wypeliajacy $ciany ko-
mérkowe, jak rOwniez wystepujace pomiedzy
nimi wolne przestrzenie, stanowi ich latwo
dostepny rezerwuar dla komdrki. Rossi-
gnol i wsp. [133] wykazali, ze okolo 60%
z calkowitej puli wapnia w tkance roslinnej
zawiera Sciana komoérkowa.  Wapd od-
grywa wazing role w strukturalnej integra-

¢ji zaréwno plazmolemy, poprzez wplyw na
fosfolipidy 1 bialka zewnetrznej powierzchni
blony [42], jak réwniez $ciany komérkowe]
[28, 52]. W przypadku deficytu wap-
nia blony komdrkowe traca swoje wlasnosci
pélprzepuszczalne [82]. Stezenie jonéw Ca?t
w zakresie od 1 do 5 mM w apoplascie uwaza
si¢ za czynnik ochronny plazmolemy przed
wieloma negatywnymi efektami, np. od-
dzialywania niskich wartosci pH, zasolenia,
Jjonéw toksycznych oraz braku zbalansowania
Jjonowego [52, 79]. W regionach bezposrednio
przyleglych do plazmolemy wystepowanie
jonéw Ca?* w milimolarnej koncentracji za-
bezpiecza ich niezbedna pule dla sympla-
stu. Sciana komérkowa pelniaca funkcje
zewnetrznego szkieletu komdrki roslinnej,
odgrywa istotna role takze we wzroscie 1
rozwoju roslin.  Jej wlasnosci elastyczne
umozliwiaja wzrost komorki (czesto sty-
mulowany dzialaniem IAA). Niska koncen-
tracja wapnia w $cianach komdrkowych
wynoszaca okolo 1 uM wywiera na ten proces
hamujacy wplyw, natomiast wzrost do okolo
10-20 uM stanowi poziom ochraniajgcy
[21, 40]. Wysoka koncentracja jondw
Ca?t w écianie komdrkowej jest konieczna
do utrzymania aktywnosci syntazy 1,3-0-
glukanowej, wlaczonej w synteze polimeréw
$ciany komdrkowej [28, 65]. Ray i1 Ba-
ker [125] wykazali wzrost wbudowywania
UDP-(4C)-glukozy w $ciang komdrkowa po
uprzednim potraktowaniu tkanki roztwo-
rami zawierajacymi jony Ca?t. Wykazano
réwniez, ze w organach spichrzowych, m.
in. w owocach jablek i pomidoréw, $ciany
komdrkowe pelnig funkcje gléwnego maga-
zynu wapnia. Sztuczny wzrost poziomu
jonéw Ca?t w apoplascie tych organdéw
(np. poprzez infiltracj¢ w prézni roztwo-
rami zawierajacymi jony Ca2*t) obnizal prze-
puszczalnosé blon komdrkowych, stymulujac
w komorkach wysokie stezenie chlorofilu 1
kwasu askorbinowego, przy réwnoczesnym
obnizaniu produkcji etylenu i wydziela-
nia CO, [101]. W  owocach kontrol-
nych nastepowala natomiast w $cianach
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komdrkowych kumulacja 70 kDa polipep-
tydu, co prawdopodobnie zwiazane jest
z degradacjag blaszki srodkowe;. Wy-
niki te sugeruja, ze pewne procesy bio-
chemiczne zwigzane z etapem starzenia sig
tkanek ulegaja zahamowaniu w przypadku
podwyzszonego stezenia wapnia w $cianach
ich komérek [108, 110]. Dotychczasowe re-
zultaty nie pozwalaja jednak na okreslenie
krytycznego poziomu apoplastycznego wap-
nia, stymulujacego rozpoczecie procesu sta-
rzenia si¢ tkanek i ‘organdéw roslinnych.
Wapni utrzymuje strukturalng integralnosé
sciany komdrkowej.  Spelnia on bardzo
wazng role w adhezji komdrek 1 spdjnosci
tkanki. Ten cementujacy efekt zwigzany
jest z pektynianem wapnia wystepujacym w
blaszce srodkowej [28, 134]. Wapn pelni
tutaj rol¢ wewnatrzmolekularnego czynnika
stabilizujacego kompleks pektyna-biatko [29].
W zawiesinie kultur tkankowych zastosowa-
nie zwiazkéw chelatujacych jony Ca?* (np.
EDTA, EGTA) prowadzilo do rozpadu tka-
nek [36]. Spadek poziomu wapnia w $cianie
komdrkowej aktywuje takze niektore enzymy
(m. in. poligalakturonaze) powodujac jej
degradacje [8].

WAPN JAKO ELEMENT SYSTEMU
INFORMACYJNEGO KOMORKI
ROSLINNEJ

Percepcja bodzca zewnetrznego przez ko-
morke 1 wlaczenie go w regulacje procesow
biochemicznych prowadzacych do indukeji
odpowiedzi, stanowi istotny przedmiot za-
interesowania fizjologéw roslin.  Odkrycie
w komdrkach roslinnych systeméw, ktérych
aktywnos¢ uzalezniona jest od poziomu
wolnych jonéw Ca?* takich jak fosforyla-
cja bialek, aktywnosé niektérych enzyméw
uzaleznionych od jonéw Ca?* lub kom-
pleksu Ca?t-CaM, doprowadzilo (podobnie
jak w komérkach zwierzecych) do wykaza-
nia jego roli jako nosnika informacji [115,
134]. Poziom jonéw Ca?* stanowi wiec ro-
dzaj pomostu pomiedzy percepcja bodzca

zewnetrznego, a okreslong wewnatrzkomoér-
kowa odpowiedzia {56, 84, 113, 114, 115, 116,
134]. Roézne rodzaje bodZzcédw zewnetrznych
wywieraja czesto przeciwstawne efekty. W
naturalnych warunkach poziom jonéw Ca?+
jest wypadkowa ich réwnoczesnego oddzia-
lywania.  Jezeli stezenie wolnych jonéw
Ca?t pelni w komdrce rolg wtdérnego in-
formatora lub, w dalszej kolejnosci, me-
diatora pierwotnych bodicéw, to musza
byé w nie] spelnione nastgpujace kryte-
ria [115, 156]: a) cytoplazmatyczny po-
ziom wolnych jonéw Ca2t musi zaleze¢ od
stymulacji zewngtrznej, a zmiany w ich
koncentracji zawsze poprzedzaja odpowiedz
fizjologiczna; b) komdrki musza posiadac
mechanizm regulujacy zmiany stezenia wol-
nych jonéw Ca?* i c) zablokowanie dzialania
jonéw Ca’*-wrazliwego systemu (np. przez
zastosowanie inhibitoréw Ca?*-kanaléw lub
inhibitoréw Ca?*-ATPaz) musi hamowaé od-
powieds fizjologiczna na bodziec.

U podstawy wlaczenia jonéw Ca?t we
wtérny system informacyjny komorki stojg
przemiany fosforofosfatydyloinozytoli. Zo-
staly one pierwotnie szczegdlowo zbadane
w réznych systemach zwierzecych [4], a
nastepnie potwierdzono ich wystepowanie
takze w komdrkach roslinnych [90, 114, 115].

Schemat na ryc. 2 ilustruje cykl prze-
mian fosforofosfatydyloinozytoli i mobili-
zacje jonéw Ca?t prowadzaca w efekcie do
odpowiedzi fizjologiczne). Jak wykazano,
bodZce takie jak $wiatlo, fitohormony czy
przyciaganie ziemskie dzialaja poprzez zloka-
lizowany w plazmolemie system receptorow
komdrki. Ich wzajemne oddzialywanie mo-
dyfikuje jej wrazliwoéé. Interakcja ta wy-
wiera wplyw na stopien aktywnosci fosfo-
lipazy C, indukujacej cykl przemian 4,5-
difosforofosfatydyloinozytolu (PIP;) zlokali-
zowanego w wewnetrznej warstwie plazmo-
lemy [4, 87, 114, 115]. Dotychczas nie
udalo si¢ wyjasni¢ w jaki sposéb sygnal
pochodzacy od receptora zostaje wlaczony
w aktywacje fosfolipazy C [97]. Przyjmuje
sie, ze aktywacja nastepuje poprzez bialka
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G (bialka wiazace neukleotydy guanidynowe)
(33, 46]. Z drugiej strony pewne rezultaty
sugerujg (85, 104], ze aktywacja fosfolipazy
C w tkankach roslinnych nastepuje poprzez
wzrost poziomu jondw Ca’t, a bialka G
nie odgrywaja w nich stymulacyjnej roli jak
ma to miejsce w tkankach zwierzecych. Fo-
sfolipaza C hydrolizuje PIP; (4,5-difosforo-
fosfatydyloinozytol) prowadzac do powstania
dwoéch produktéw: 1, 4, 5-trifosforoinozytolu
(IP3) i diacyloglicerolu (DG) [4, 88, 89..
97]. Obydwa powstale zwiazki stanowia cen-
tralne metabolity wlaczone w dwie drogi
przekazywania informacji pochodzacych z
powierzchni komérki, a prowadzacych do
Jej wnetrza. Wyniki niektérych badai na
komérkach zwierzecych sugeruja, ze zaréwno

Bodziec
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Ryc. 2. Schemat indukowanych dzialaniem bo-
dZca zewngtrznego przemian 4,5-difosforofosfatydy-
loinozytolu (PIP;) oraz znaczenie jego produktéw
poérednich w wewnatrzkomdérkowym laricuchu in-
formacyjnym (wg 4, 90, 112, zmodyfikowano).
Szczegbélowe objasénienie reakcji jak réwniez stosowa-
nych skrétéw w tekscie.

Fig. 2. Schematic illustration of external stimulus-
induced turnover of phosphatidylinositol 4,5 bispho-
sphate (PIP3) and the role of turnover products in
the intraccllular messenger system [after 4, 90, 112
modified].

IP3jak 1 DG podlegaja dalszym przemianom
metabolicznym, a produkty tych reakeji (np.
1, 3, 4, 5-tetrafosforoinozytol (IP4), kwas

arachidonowy (AA), monogliceryd (MG) czy
kwas fosfatydowy (PA) [46, 59, 145], moga
by¢ réwniez wlaczone w dalsze, bardziej od-
legle systemy informacyjne.

IP3 ulega zwiazaniu z jego specyficz-
nym receptorem w blonach cytoplazmatycz-
nych organelli komdérkowych, gléwnie ER
(69, 145], stymulujac wydalanie z nich wol-
nych jonéw Ca?* do cytoplazmy [128].
Wzrost stezenia jonéw Ca?t w cytoplazmie
jest w tych warunkach zalezny réwniez od
czesciowego ich importu z apoplastu i waku-
oli [156]. Badania przeprowadzone in vitro
wykazaly, ze frakcja mikrosoméw roslinnych
po dodaniu do jej zawiesiny mikromolarnych
koncentracji IP3 wydalala szybko okolo 20—
30% jonéw Ca?*t. Czeé¢ wydalonych jonéw
Ca?t ulegala w tych warunkach powtdrnej
reakumulacji do mikrosoméw. Obecnoéé fo-
sforofosfatydyloinozytoli stwierdzono w za-
wiesinie komérek Daucus carota [7] i Ca-
tharanthus roseus [54], a takze wykazano,
ze ich stezenie zalezy od fazy wzrostu
komérki.  Wskazuje to na ich udzial w
proliferacji komérek. Zmiany poziomu po-
szczegolnych form fosforofosfatydyloinozy-
toli wykazano réwniez w przeciwleglych par-
tiach poduszeczki lisciowej, w zaleznosci od
fazy ruchu nyktynastycznego listkéw Sama-
nea saman [91]. W tym przypadku, opisane
zmiany moglyby stanowié istotny element re-
gulacji zegara biologicznego [32, 90].

Wyst¢powanie we frakeji plazmolemy ak-
tywnych kinaz fosforoinozytoli, a takze fosfo-
lipazy C [61] wykazano u réznych gatunkéw
roslin.  Powstaly (po hydrolizie PIP;) IP3
ulega dalszej hydrolizie przy udziale fosfo-
rodiesteraz do 1,4-difosforoinozytolu (IP3),
a nastgpnie poprzez l-monofosforoinozytol
(IP) do inozytolu (I). Ta pula inozytolu wraz
z pochodzacym z syntezy de novo, w komdrce
wykorzystana jest w ER do resyntezy I-
monofosforoinozytolu (PI), inkorporowanego
nastgpnie w plazmolemie, gdzie ulega fosfo-
rylacji w sposéb przedstawiony na ryc. 2.
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REGULACYJNA ROLA WAPNIA W
FOSFORYLACIJI BIALEK

W licznych reakcjach, w ktérych wapn
dziala jako wtorny informator w przekazy-
waniu bodzcéw lub sygnalow chemicznych,
odpowiedZ w komdrce nie jest indukowana
bezposrednio przez jony Ca?t, ale poprzez
kompleksy powstajace z ich polaczenia ze
specjalnej klasy bialkami (bialka wiazace
Ca?t, ang.: calcium binding proteins, CBP)
[70, 71]. Bialka te wykazuja wysokie powi-
nowactwo do wapnia (okreslone w jednost-
kach liczby falowej wynosi od 10~ do 10~
kajzera, 1K=1 x cm~2). W kompleksowym
polaczeniu z jonami Ca?t, bialka te ulegaja
zmianom konformacyjnym, wykazujac takze
zdolnos¢ do interakcji z innymi bialkami,
co powoduje wzrost ich aktywnosci chemicz-
nej [20]. Ich wlasnosci chemiczne okreslaja
wysoka preferencje wiazania jonéw Ca?*,
a takze wysoka selektywnosé (np. stosu-
nek jonéw Ca?t/Mg?t w komdrce wyno-
si 1:1000). Ten specyficzny rodzaj bialek
(CBP) traci funkcjonalng aktywnos¢ w sta-
nie niezwiazanym z wapniem.

CaM jest najlepiej do tej pory pozna-
nym 1 najbardziej rozpowszechnionym CBP
w komdrkach eukariotycznych [20, 24, 68].
Inne CBP odgrywaja mniejsza role w me-
tabolizmie 1 czesto ich wystepowanie jest
ograniczone do pewnych komdrek lub tka-
nek. W tkankach roslinnych, jak to dotych-
czas wykazano, wapn kontroluje aktywnosé
10 enzyméw, przy czym u polowy z nich,
ich aktywnosé zwigzana jest z kompleksem
Ca?*-CaM [114]. Wozrost stezenia wol-
nych jonéw Ca?* okolo 10 krotny (od 1
do 104M) w cytoplazmie przywraca inak-
tywowanym formom CaM ponownie ich ak-
tywnosé. Wtlasnosci fizyko-chemiczne CaM
sa podobne u wszystkich organizméw eu-
kariotycznych, co $wiadczy o jego wyso-
kim stopniu konserwatywnosci strukturalne)
i funkcjonalnej. CaM jest bialkiem kwasnym
o masie czasteczkowe) 17-19 kDa; posiada
u wszystkich przebadanych dotychczas orga-

nizméw ta sama liczbeg miejsc wiazania jonow
Ca’* (4 mol jonéw Ca?t na 1 mol CaM)
oraz podobna, po zmianach konformacyj-
nych, strukturg wtérna [114, 132]. W $wiezej
masie tkanki roslinnej wystepuje w stezeniu
2-40umol kg~!. Tak niskie stgzenie nie
ogranicza jego fizjologicznej aktywnosci. W
komdrce roslinnej wystepuje niski stosunek
powierzchni cytoplazmy do wakuoli (1:10),
co powoduje, ze szacunkowa jego koncentra-
cja w cytoplazmie podstawowe] wynosi od
10-7 do 10-5M. CaM w komdrce roslinnej
jest rozmieszczona nierownomiernie. Okolo
90% jej calkowitej puli wystepuje w cytopla-
zmie podstawowej, 5-9% w mitochondriach,
1-2% w chloroplastach i < 1% w mikroso-
mach [92]. Réznice w jej stezeniu wystepujg
réwniez w poszczegélnych tkankach 1 orga-
nach. Istnieje jednak pewna prawidlowosé
polegajaca na wigksze) jej zawartosci w tkan-
kach mlodych lub szczegdlnie wrazliwych na
dzialanie bodZcéw zewnetrznych.

Mechanizm aktywacji enzymdow przy
udziale CaM zachodzi w dwéch etapach [68,
84, 109]:

a) jony Ca?* wiaza sig z CaM prowadzac do
Je) zmian konformacyjnych,

b) powstaly kompleks Ca?+-CaM laczy si¢
z apoenzymem idukujac w nim réwniez
zmiany konformacyjne.

Zdaniem Klee [67], stopien wystepujacych
zmian konformacyjnych w kompleksie Ca2+-
CaM wywolany jest rdézna koncentracja
jonéw Ca?t i moze byé rozpoznawany przez
odmienne rodzaje bialek, modyfikujac w ten
sposéb odpowiedZ komodrki. Brak jest obe-
cnie informacji dotyczacych wplywu fosfo-
rylacji CaM na jej aktywnosé w komodrkach
roslinnych. W informacjach opartych o wy-
niki uzyskane na materiale zwierzecym [158]
sugerowano, ze wiazanie Ca?*t-CaM zalezy
od stopnia fosforylacji CaM. Pelne ufosfo-
rylowanie CaM ograniczalo jego interakcje
z jonami CaZt. Aktywnosé enzyméw
uzaleznionych od kompleksu Ca?+-CaM mo-
ze takze ulegad ograniczeniu poprzez za-
stosowanie réznych syntetycznych pochod-
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nych fenylotiazyny lub sulfonamiddw nafta-
lenu, jak réwniez przez dzialanie endogen-
nych inhibitoréw. Ten ostatni sposéb ha-
mowania aktywnosci CaM jest szczegélnie
interesujacy ze wzgledu na mozliwosé regulo-
wania na tej drodze jej wewnatrzkomérkowej
aktywnosci. Do endogennych inhibitoréw
CaM nalezg rézne pochodne (+)-katechiny i
flawonoidéw [101]. Stezenie tych zwiazkéw,
Jak to wykazano eksperymentalnie, wzrasta
w starzejacych sie organach roslin i moze by¢
czesclowo ograniczone poprzez zewnetrzne
zwiekszenie w nich poziomu jonéw CaZt
(101, 102]. Hamowanie aktywnosci CaM
poprzez traktowanie syntetycznymi inhibito-
rami nie jest jednak specyficzne i aktywnosé
innych enzyméw zaleznych od jonéw Ca?t
jest rowniez przez nie ograniczana np. kinazy
bialkowe) C (enzymu od CaM niezaleznego)
[97]. W S$wiecie rodlin wykazano do tej
pory pie¢ enzyméw, ktdrych aktywnosé jest
regulowana poprzez oddzialywanie komple-
ksu Ca?t-CaM, a naleza do nich: NAD*-
kinaza [1, 93], Ca?*-ATPaza [83], H*t-
ATPaza [22, 160], chinowa-NAD* oksydo-
reduktaza [106, 121] 1 kinazy bialkowe [58,
106]. W dokladniej poznanych komdrkach
1 tkankach zwierzecych Wang 1 wsp. [153]
wykazali udzial Ca?t-CaM w regulacji ak-
tywnosci 24 enzyméw. Kompleks Ca2t-
CaM moze oddzialywaé¢ na dwéch dro-
gach: bezposrednio na system efektorowy
lub posrednio na system regulatorowy. Ta
ostatnia mozliwo$¢ jest skorelowana z ak-
tywnoscia kinaz bialkowych sterujacych pro-
cesami fosforylacji bialek. Zmiany konforma-
cyjne bialek wywolane stopniem ich ufosfo-
rylowania wplywaja takze na odmienne ich
wlasnosci biologiczne. Amplifikacja i roz-
biezno§¢ w dzialaniu pewnych sygnaléw w
komérkach osiagane sa poprzez fosforylacje
1 katalizowana przez réznorodne fosfatazy,
defosforylacje bialek [22, 95, 96].
Zewnatrzkomérkowe bodzZce transmito-
wane sa do wnetrza komorki bezposrednio
lub poprzez aktywacje transmembranowego
systemu sygnalizacji. Polega on na urucha-

mianiu syntezy niskoczasteczkowych zwia-
zkéw chemicznych pelniacych funkcje po-
srednikéw lub wtérnych informatordw (AA,
MG, TP4, PA) [22, 120]. Produkty te
moga wplywaé na regulacje aktywnosei kinaz
bialkowych i fosfataz, zmieniajac stan ufo-
sforylowania wielu bialek. Proces fosforylacji
wywiera wplyw na aktywnosé licznych bialek
1 ukladéw enzymatycznych, np. kompleksu
dehydrogenazy pirogronianowej [123], H*-
ATPazy [11, 12, 160], chinowej-NAD%toksy-
doreduktazy [121], PEPC [14, 96], kom-
pleksu barwnik-bialko zbierajacego energie
[2, 3], mniejszej podjednostki Rubisco [64,
94}, bialka wiazacego cytokininy [107], re-
duktazy glutanylo-hydroksymetylowej Co A
[135], kinazy difosforopirogronianowej [35],
fitochroméw [159], a takze czynnika elF-2,
inicjujacego synteze bialek [122].

Drugim produktem powstajacym pod-
czas hydrolizy PIP, jest DG, aktywujacy w
obecnosci jonéw Ca?* kinaze bialkowa C.
Kinaza bialkowa C katalizuje w komdrkach
roslinnych bezposrednio fosforylacje bialek
(ryc. 2) [97, 98]. Z innych bialek wia-
zacych bezposrednio jony Ca?* poznano
dobrze bialko o masie czasteczkowej 63
kDa, charakteryzujace si¢ wlasnosciami pod-
Jjednostki chinowo-NAD™T oksydoreduktazy.
Pelni ono réwniez funkcje ochronna en-
zymu przed defosforylacja [48]. Jony
Ca’t moga takze bezposrednio [151] (bez
udzialu CaM) stymulowad reakcje fosfory-
lacji innych bialek, np. kinazy bialkowej,
katalizujacej fosforylacje malej podjednostki
Rubisco [111]. W przypadku potraktowa-
nia obiektéw EGTA lub fosfolipaza nastepuje
hamowanie lub ograniczenie stopnia fosfory-
lacji. Proces ten nie jest jednak wrazliwy na
dzialanie inhibitoréw CaM [94]. W tych wa-
runkach enzym odzyskuje pelng aktywnosé
poprzez dodanie jonéw Ca?t lub fosfoli-
pidéw.
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ZNACZENIE WAPNIA W PROCESACH
REGULOWANYCH PRZEZ
FITOHORMONY

Fitohormony moga posiadac istotne zna-
czenle w modyfikacji poziomu wolnych jonéw
Ca?t w cytoplazmie komdrek roslinnych [78].
Cytokininy (CK) podnosza poziom wolnych
jonéw Ca?t w cytoplazmie. Znaczenie in-
terakcji CK i jonéw Ca?t w opdinianiu
procesu starzenia sig liScl zostalo dobrze
udokumentowane [111]. Dzialanie CK po-
zostaje jednak bez wplywu na opdZnianie
proceséw starzenia w przypadku elimina-
¢ji jondw Ca?t, np. poprzez réwnoczesne
traktowanie lisci EGTA [116]. Innym do-
brze znanym przykladem interakcji CK 1
jonéw Ca?t jest formowanie paczka u Fu-
naria (136, 137, 138]. Poprzez zastosowanie
CTC, znanego chelatora wapnia wykazano,
ze nastepowal wzrost koncentracji blonowo
zwiazanego wapnia w regionie komdrek tar-
czowych (odpowiedzialnych po réznicowaniu
za proces formowania paczka) [136). Two-
rzenie paczka bylo natomiast indukowane
poprzez wzrost wewnatrzkomoérkowego po-
ziomu jonéw Ca?* | w wyniku hodowli pro-
tonemy na podlozu zawierajacym jony Ca?*
i jonofor wapniowy A 23187 [137]. W
przypadku gdy transport jonéw Ca?t do
protonemy byl hamowany przez inhibitory
Ca?t-kanaléw, nawet w obecnosci CK nie
nastepowalo formowanie paczka szczytowego
[138]. Cytokininy sa gléwnie odpowiedzialne
za kontrole podzialéw komdrkowychi, jak zo-
stalo to wykazane, intensywnos¢ podzialdéw
Jjest skorelowana z poziomem wolnych jonéw
Ca?t. Zastosowanie w tym przypadku in-
hibitoréw Ca2*-kanaléw hamowalo podzialy
na etapie metafazy [55]. W procesach
podziatu komdrek obecnos¢ wapnia wyka-
zano w obrebie wrzeciona kariokinetycznego
[66].

Wplyw jonéw Ca®*t na dzialanie 1AA
stwierdzono stosunkowo wczesnie [21, 23, 25,
37, 119], nie udalo sie jednak okresli¢ cha-
rakteru tego wspéldzialania. IAA indukuje

in vitro wydluzenie fragmentéw hypokotylu
wielu gatunkéw roslin. Wzrost ten ulega za-
hamowaniu poprzez zastosowanie chelatoréw
wapnia (EDTA, EGTA, CTC), a takze inhi-
bitoréw Ca?*-kanaléw [25]. Dzialanie IAA
w etiolowanym hypokotylu soi [13], epikotylu
grochu i kukurydzy [63], jak réwniez tkan-
kach korzenia [114], stymulowalo uwalnianie
jonéw Ca?* z blon komdrkowych, podnoszac
jego poziom w cytoplazmie 1 aktywujac en-
zymy zalezne od kompleksu Ca?t-CaM, w
tym réwniez kinazy bialkowe [114]* Wplyw
IAA poprzez CaM na zmiane stopnia fosfo-
rylacji in vivo badano przez zastosowanie in-
hibitoréw CaM 1, jak wykazano, hamowaly
one wydluzanie koleoptylu jak i hypokotylu
kukurydzy [119].

Jony Ca?t stymuluja synteze i sekrecje
a-amylaz w traktowanych GAs warstwach
komdrek aleuronowych ziarniakéw zbéz [62].
Rezultaty badar nad inkorporacja 3%S-me-
tioniny sugeruja jednak, ze same jony Ca?*
moga wywiera¢ stymulujacy efekt na ak-
tywnos¢ a-amylaz [118]. Z przedstawio-
nych wzajemnie sprzecznych informacji wy-
nika, ze wyjasnienie mechanizmu ewentual-
nego wspéldzialania GAj 1 jonéw Ca’t w
komdrce roslinnej wymaga dalszych badan.

Hetherington i wsp. [57] obserwowali sy-
nergistyczne dzialanie ABA i jonéw Ca?t w
utrzymaniu zamknigcia szparek. Ich zdaniem
dzialanie ABA prowadzi do wzrostu prze-
puszczalnoéci blon komdrek szparkowych
dla jonéw Ca?t. Wzrost poziomu wolnych
jonéw Ca?t w cytoplazmie moie w sposéb
istotny wplywaé na szybkosé przeplywu in-
nych jonéw, determinujac stan turgorescen-
cji komérek szparkowych.

Obserwowane zmiany w transporcie jo-
néw Ca?t indukowane dzialaniem fitohor-
monéw moga by¢ wynikiem aktywacji Ca?*-
ATPaz, Ca?t/Ht wymiany (antiport) lub
obydwu proceséw réwnoczesnie. Dalsze ba-
dania sa niezbedne dla wyjasnienia, ktdry
z procesdw w sposdb przewazajacy okresla
kierunek transportu jonéw Ca?t. Jezeli
fitohormony wywierajg wplyw na zmiany
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poziomu cytoplazmatycznego wapnia po-
przez redystrybucje wewnatrz komdrki (tj.
pomiedzy organellam komdrkowymi a cy-
toplazma), to okreslenie tych zmian moze
nastapi¢ wylacznie poprzez bezposrednio wy-
konane pomiary poziomu jonéw Ca2t. In-
formacje dotyczace interakcji fitohormonow
i jonéw Ca2?t sg niepelne 1 czgsto uzy-
skane posrednio. W wigkszosci poda-
wanych przykladéw pochodza one jedy-
nie z powierzchowne) obserwacji badanego
materialu, umieszczonego w pozywkach o
réznej koncentracji jonéw Ca?t i odpo-
wiedniego fitohormonu. Pelne wyjasnienie
tych efektéw wymaga zastosowania skom-
plikowanych technik pomiaru stezenia wap-
nia w réznych mikroobszarach komdrki, 1
okreslenie takze wzajemnego oddzialywania
fitohormonu i jonédw Ca?* na procesy meta-
boliczne.

UDZIAL WAPNIA W PROCESACH
FIZJOLOGICZNYCH
KONTROLOWANYCH DZIALANIEM
SWIATLA

Efekty dzialania $wiatla na procesy mor-
fogenezy 1 ruchdw roslin zaleza od stosowa-
nych zakreséw spektralnych i wartosci kwan-
towej. Fizjologiczna odpowiedZ na bodziec
$wietlny jest zwiazana ze zmianami poziomu
wolnych jonéw Ca?t w cytoplazmie pod-
stawowej komdrek roslinnych. Dobrze udo-
kumentowane informacje obejmuja dzialanie
§wiatla czerwonego (R), dalekiej czerwieni
(FR) i niebieskiego (B). Swiatlo czerwone
indukuje kielkowanie spor Omnoclea. Pro-
ces ten jest hamowany poprzez réwnoczesne
napromieniowanie FR [154]. Indukujaca w
procesie zarodnikowania funkcja R polega
na podwyzszeniu poziomu wolnych jonéw
Ca?* w cytoplazmie [155]., Napromienio-
wanie daleka czerwienia wywiera natomiast
efekt przeciwny.  Obserwowane przeciw-
stawne dzialanie R 1 FR na poziom cyto-
plazmatycznego stgzenia jonéw Ca’t wska-
zuje na udzial fitochromu w sterowaniu ta

reakcja [31, 83]. Dodatkowego potwierdze-
nia istotnej roli R w indukcji transportu
jonéw Ca’t dostarczyly wyniki badan z za-
stosowaniem inhibitoréw Ca?t-kanaléw [154,
155]. W obecnosci jonéw La®t R nie in-
dukuje kielkowania. Jednakze potraktowa-
nie spor jonami La3t po uprzednim na-
promieniowaniu R nie ograniczalo procesu
kielkowania. Efekt ten pozwala przypu-
szczaé, ze wbudowanie jonéw Ca?t koniecz-
nych do indukcji kielkowania jest reakcja
nastepujaca szybko po naswietleniu. Spory
Onocleamoga réwniez kielkowaé w ciemnosci
jezell nastapi wzrost wewnatrzkomoérkowego
poziomu wapnia, np. poprzez umieszcze-
nie ich w pozywce zawierajacej jony Ca?t
i jonofor wapniowy A 23187 [154]. Wplyw
inhibitoréw CaM zastosowanych w roztwo-
rach wywiera hamujace dzialanie na inten-
sywnosé kielkowania spor, moze to suge-
rowac udzial w tym procesie CaM. Podobny
efekt R 1 jego rolge w podwyzszaniu cyto-
plazmatycznego poziomu wapnia, wykazano
w indukcji ruchu chloroplastu Mougeotia do
ukladu plaskiego.  Zrédlem jonéw Ca?*
byly w tym przypadku: apoplast, pozywka
oraz organelle komdrkowe [143]. Szczegdlna
role w komdrkach Mougeotia przypisuje sig
wakuclom taninowym, pelnigcym funkcje
wewnatrzkomérkowego
Ca?t.

Wystepowanie fitochromowej regulacji
poziomu jonéw Ca?t w cytoplazmie stwier-
dzono w protoplastach wielu gatunkéw roshn
[26, 131]. Poddanie komdrek roslinnych
dzialaniu hormondéw zwierzgcych stymuluja-
cych hydrolize PIP;, np. 5-hydroksytrypta-
mina, doprowadzito do uzyskania efektéw za-
stepujacych dzialanie R. Bazujac na tych
rezultatach sugerowano, ze Py, stymuluje
hydrolize PIP,, ktorej produkty indukuja
w blonach komdrkowych otwarcie Ca?*-
kanaléw [131]. W przeciwienstwie do
tych wynikéw, badania nad wbudowywa-
niemn jonéw Ca?t do izolowanej frakcji mi-
krosomalnej z koleoptyli traw poddanych
napromieniowanin FR wykazaly, ze prowa-

rezerwuaru Jonow
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dzil on réwniez do wzrostu wolnego cyto-
plazmatycznego wapnia [31, 83]. Z tych
obserwacji wynika, ze w pewnych tkankach
FR moze prowadzi¢ takze do wzrostu wol-
nych jonéw Ca?t w cytoplazmie. Uzyskane
wyniki sugerujg wyraznie, ze okredlony za-
kres spektralny moze stymulowaé odmienne
efekty w réznych tkankach roslinnych lub,
ze moga by¢ one uzaleznione od ich wieku
i stanu rozwojowego [114]. Poziom fosforyla-
cji mektorych bialek w jadrze komérkowym
grochu jest promowany dzialaniem R przy
réwnoczesnym wzroscie zawartodci jonéw
Ca?* do rzedu mikromolarnych koncentracji.
Reakcja ta jest odwracalna po zadzialaniu
FR {27]. Stymulujace dzialanie R na in-
tensywnos¢ fosforylacji bialek oraz harno-
wanle tych procesow przez EGTA 1 inhibi-
tory CaM sugeruja, ze R 1 CaM kontrolujg
Jej przebieg.  Wong 1 wsp. [159] wyka-
zali w badaniach in wvitro, ze P, jest do-
brym substratem trzech kinaz bialkowych
ssakow: cAMP-kinazy bialkowej, ¢cGMP-
kinazy bialkowej i kinazy bialkowej C. W
przypadku cAMP kinazy bialkowej, P, jest
dla niej substratem, podczas gdy pozostale
rodzaje kinaz fosforyluja Py, w ograniczo-
nym zakresie. Réznice wystepujace pod-
czas procesu fosforylacji obydwu form fito-
chromu moga wyjasniaé rézna komoérkows
odpowiedZ, wywolana posrednio biochemicz-
nymi zmianami w reakcjach kontrolowanych
przez fitochrom.

Swiatlo niebieskie indukuje fototaktyczna
odpowiedz komérek Chlamydomonas [99] 1,
Jak wykazano to eksperymentalnie, reakcja
ta wiaze si¢ takze ze wzrostem stezenia wol-
nych jonéw Ca?t w cytoplazmie. Efekt
dvialania moze byé hamowany przez inhi-
bitory Ca®*-kanaléw. Wyniki sugeruja, ze
wapn réowniez odgrywa role w transduk-
cji sygnalu B. Hipoteza zostala dodatkowo
potwierdzona poprzez rezultaty badan nad
indukcjg slabymi natezeniami B ruchu chlo-
roplastu Mougeotia. Wagner 1 wsp. [152]
wykazali w tych warunkach: wzrost poziomu
wolnych jonéw Ca?t w cytoplazmie, wzrost

fosforylacji bialek oraz hamowanie reakcji ru-
chowej chloroplastu przez zastosowanie in-
hibitoréw CaM. Swiatlo niebieskie wywiera
stymulujacy wplyw na szybkosé ruchu cy-
toplazmy, promujac w tym przypadku wy-
dalanie z cytoplazmy podstawowej wolnych
jonéw Ca?*. Dla uzasadnienia postawio-
nej hipotezy, przeprowadzono eksperymenty
z komdrkami Vallisneria, wykazujgcymi ruch
cytoplazmy wylacznie w $wietle. Ruch mégl
by¢ jednak indukowany réwniez w ciemnosci
poprzez dodanie do srodowiska EGTA [148].
W innych komdrkach roslinnych ruch cy-
toplazmy byl blokowany w éwietle po-
przez wzrost koncentracji cytoplazmatycz-
nego wapnia (w wyniku dzialania jonow
Ca?* i jonofosforu wapniowego A 23187) [34,
156, 157]. Podobny efekt uzyskano poprzez
mikroiniekcje roztworu Ca2t-EGTA (buforu
zawierajacego 10 uM wolnych jonéw Ca?*t)
do wloskéw wystepujacych na precikach Tra-
descantia. W niezaburzonym naturalnym
ukladzie we wloskach obserwuje si¢ szybki
ruch cytoplazmy, ktérego intensywnosé moze
ulega¢ zmianom w przypadku modyfikacji
wewnetrznej zawartosci wolnych jonéw CaZ+
[34]. Dotychczas przedstawione rezultaty
badan nie pozwalaja na sformulowanie odpo-
wiedzi czy dzialanie B i R wyraza si¢ podob-
nymi zmianami w metabolizmie komdrek
roslinnych. Z rezultatow najnowszych badan
wykonanych na poduszeczce lisciowe) Sa-
manea saman wynika, ze po napromienio-
waniu B poziom DG wzrasta przejsciowo
w komdrkach motorycznych partii prostow-
nika, nie naruszajac jego koncentracji w
komorkach motorycznych partii zwieracza
[90]. Rezultat ten sugeruje, ze aktywny foto-
receptor absorbujacy B moze, poprzez wzrost
poziomu DG, aktywowad kinaze bialkowa
C, prowadzac do wzrostu turgorescencji
komdrek motorycznych partii prostownika,
a w konsekwencji stymulowad otwieranie
liscia. Istotne pytanie dotyczy réwniez za-
gadnienia czy efekty slabego i silnego B
s3 zwiazane z tym samym, czy odmiennym
laricuchem reakcji. Korzenie wickszoséei ga-
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tunkdéw wykazuja w warunkach ciemnosci ge-
otropizm dodatni. W kilku odmianach ku-
kurydzy korzenie ich reagowaly jednak na
sile przyciggania ziemskiego pozytywnie, po
krétkiej ekspozycji w s$wietle bialym {39,
40]. Dzialanie $wiatla nie indukowalo w
nich geotropicznego wygiecia jezeli komdrki
korzenia pozbawione zostaly wolnych jondéw
Ca?* poprzez potraktowanie ich roztworami
EGTA lub EDTA. Wynik ten wyraZnie suge-
ruje, ze indukowana §wiatlem wrazliwosé ge-
otropiczna jest posredniczona poprzez udzial
jonéw Ca?*t [88]. Przedstawione przyklady
promowania podobnych efektéw dzialaniem
roznych zakreséw spektralnych swiatla moze
by¢ zwiazane zardéwno z rodzajem tkanki,
je) wiekiem, a takze réwnoczesna kontrola
réznorodnych proceséw metabolicznych [26].

ROLA WAPNIA W PROCESACH
INDUKOWANYCH DZIALANIEM SILY
GRAWITACII

W kilku pracach eksperymentalnych po-
stulowano ewentualny udzial jonéw Ca?t w
transdukcji sygnalu przyciagania ziemskiego
w komdrkach korzenia [73, 74, 75, 134]. W
komdrkach czapeczki korzenia stwierdzono
wysoka koncentracje jonéw Ca?t [19], co
moze sugerowac, ze stezenie wapnia odgrywa
istotna, role w percepcji bodzca grawitac)i
[37, 73, 74, 75, 105]. Korzenie roslin ho-
dowanych na pozywce zawierajace) EGTA
tracily zdolnos¢ odpowiedzi na grawitacje.
Przywrdcenie normalnej reakcji nastgpowalo
poprzez umieszczenie korzeni w pozywce
zawierajacej jony CaZt. Reakcji takiej
nie uzyskano natomiast po dodaniu jonéw
Mg?t. Zastosowane w dalszych bada-
niach inhibitory CaM 1 uzyskane rezultaty
potwierdzaja istotne znaczenie kompleksu
Ca?t-CaM w tym procesie [5]. Podobnie
jak w przypadku dzialania innych bodzcow
srodowiskowych réwniez w przypadku odpo-
wiedzi na grawitacje jony Ca?t wydaja sig
pelnic funkcje wtornego informatora w trans-
misji sygnalu sterujacego fizjologiczna odpo-

wiedZz korzenia. Prowadzone od wielu lat
badania przez Guminskiego i wsp. [50, 69,
77, 144] wykazaly, ze wystepujace w glebie
zwiazki prochnicze stanowia naturalne chela-
tory niektérych kationdw, w tym takze jonéw
Ca?t. Mozna przypuszczal, ze wywieraja
one wplyw na stezenie jonéw Ca?t w roz-
tworze glebowym otaczajacym system ko-
rzeniowy, a takze na ich poziom in vivo w
komodrkach czapeczki korzenia, modyfikujac
w ten sposdb jego odpowiedZ geotropiczna,

REGULACYINA ROLA WAPNIA W
EKSPRESJI GENOW KOMOREK
ROSLINNYCH

Badania nad funkc)a jondéw wapnia w
ekspresji genéw byly prowadzone prawie
wylacznie na komdrkach zwierzecych. Sze-
reg wynikéw uzyskanych na réznych ty-
pach komdrek zwierzecych sugerowalo jedno-
znaczny udzial jonéw Ca?t w regulacji eks-
presji genéw [146]. Rezultaty te pozwolily
na zaproponowanie hipotetycznego modelu,
obrazujacego mozliwos¢ 1 sposdb regulacji
proceséw transkrypcji 1 translacji (ryc. 3).

Potwierdzenie wystepowania takze w ko-
morkach rodlinnych zmian stezenia jonéw
Ca’t pozwala przypuszczaé, ze istnieje w
nich podobny do komdrek zwierzecych me-
chanizm regulacji ekspresji genéw. Postu-
lat taki wymaga jednak doswiadczalnego po-
twierdzenia. W oparciu o posrednie informa-
¢je mozna przypuszczaé, ze w regulacji eks-
presji gendéw jony Ca?t odgrywaja istotna
role takze w komdrkach roslinnych:

a) dzialanie fitohormonéw posredniczone
przez poziom wolnych jonéw Ca?t wply-
wa na regulacje funkcjonowania niekté-

© rych gendw [149, 150],

b) Py, regulujac ekspresje licznych gendw
moze réwnoczesnie modyfikowad szybkosé
przeplywu jonéw Ca?* w komdrkach
roslinnych lub ich organellach [44],

¢) fosforylacja bialek moze rowniez wplywaé

na regulacje ekspresji gendw [117].
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Ryc. 3. Hipotetyczny schemat udzialu jonéw
Ca?t w mechanizmie regulacji transkrypcji i trans-
lacji genéw (wg 114, zmodyfikowano).

Fig. 3. Hypothetical scheme of Ca2t partici-
pation in the regulating mechanism of transcription
and translation of gene [after 114, modified).

Z przedstawionego na ryc. 3 schema-
tycznego zestawienia wynika, Ze zmiany
w cytoplazmatycznym i nukleoplazmatycz-
nym poziomie wolnych jonéw Ca?t wraz
ze specyficzna klasa chromosomowych CBP
moga wywiera¢ regulacyjny wplyw na tran-
skrypcje mRNA. CBP moga pelnié funkcje
stymulatoréw lub represordw transkrypcji
genéw.  Wystepowanie chromosomalnych
CBP stwierdzono takze w niektérych syste-
mach zwierzgeych, sugerujac ich udzial w
regulacji genéw [140]. Uzyskane dotych-
czas rezultaty nie zezwalaja na jednoznaczne
wyjasnienie roli CBP w tych procesach.
Stymulujace dzialanie wolnych jonéw Ca?+t
prowadzi do podwyzszenia puli ufosforylo-
wanych CBP, interreagujacych ze specyficz-
nymi genami kodujacymi transkrypcje. W
przypadku bialek roslinnych wystepowanie
podobnego mechanizmu postulowano jedy-
nie dla wrazliwego na dzialanie $wiatla genu
rbeS (Rubisco). W tym, przypadku jony
Ca’* reguluja aktywnosé kinazy biatkowej,
katalizujace] odwracalne reakcje wiazania
DNA-bialko, modyfikujac odpowiedZ en-

zymu na dzialanie $wiatla [44]. Wapn

moze réwniez kontrolowad ekspresje genow,
wplywajac na stopien ufosforylowania bialek
na poziomie translacji. Znaczenie fosfory-
lacj: bialek w regulacji translacji gendw zo-
stalo dobrze udokumentowane zaréwno w
komdrkach zwierzecych jak i rodlinnych {100,
122, 126, 127].

UWAGI KONCOWE

Przedstawione w artykule wyniki badan
potwierdzaja istotne znaczenie jonéw Ca2t
jako czynnika posredniczacego przenoszenie
informacji ze srodowiska zewnetrznego do
wnetrza komdrek roslinnych. Zmiany w kon-
centracji wolnego cytoplazmatycznego wap-
nia uruchamiaja wiele biochemicznych 1 fi-
zjologicznych ciagdw reakcji modyfikujacych
metabolizm komdrki, a takze jej odpo-
wiedZ na dzialanie réznego rodzaju bodzcéw
zewnetrznych. Powaznym ograniczeniem w
zadowalajacym wyjasnieniu jego roli w tkan-
kach roslinnych jest stosunkowo mala, w
poréwnaniu z tkankami zwierzecymi, liczba
informacji opartych o badania eksperymen-
talne. Znaczenie wapnia w Swiecle roslin
ograniczano do niedawna raczej do jego
funkeji jako makroelementu, wywierajacego
wplyw na rozwdj 1 budowe ich elementéw
strukturalnych.  Jedna 2z przyczyn byly
trudnosdci techniczne, uniemozliwiajace pre-
cyzyjne dokonanie pomiaru niskich stezen
wolnych jonéw Ca?t wystepujacych w ré-
znych mikroobszarach komdrki, przy réwno-
czesnoscl szybkich procesow prowadzacych
do ich wigzania. W skomplikowanym syste-
mie transdukcji bodZcéw zewngtrznych w ko-
morkach roslinnych wapi wydaje sig¢ pelnié
istotna funkcje. Pelne wyjasnienie sposobu
Jjego oddzialywania w réznych reakcjach fizjo-
logicznych komdrki roslinnej wymaga jednak
dalszych szczegélowych badan.
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