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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. На відміну від тварин, рослинні організми не мають здатності рухатися і таким чином уникати несприятливих умов для існування. У природі рослини постійно зазнають дії стресових факторів навколишнього середовища. Вплив різноманітних абіотичних стресів може негативно впливати та суттєво пригнічувати ріст, розвиток та продуктивність рослин. Головними чинниками таких типів стресів є засолення, посуха, вплив важких металів та металоїдів. Усі ці вищезазначені стресові чинники є надзвичайно важливою проблемою для сільського господарства, бо можуть суттєво знижувати врожаї сільськогосподарських рослин у всьому світі. Окрім того, близько 1 млрд. людей Землі страждають від недостатнього вмісту білків, вуглеводів та жирів у своєму харчуванні. Ще 1 млрд. населення планети зазнає негативного впливу через дефіцит важливих мінеральних елементів у повсякденному раціоні та забруднення їжі токсичними сполуками внаслідок діяльності людини чи природних факторів. Слід зазначити, що глобальні потреби людства у продуктах харчування зростуть на 40% до 2030 р. Тому існує велика потреба світового сільського господарства та інших галузей економіки у покращенні солестійкості та посухостійкості рослин, їхнього мінерального складу, мінімізації накопичення токсичних сполук у тканинах за допомогою молекулярної селекції, редагування геному чи інших геномних технологій для подальшого використання цих агрокультур на деградованих чи непридатних для землеробства ґрунтах (Rockström et al., 2009; Connor, 2008; Conway, 2012).    

Ріст та розвиток рослин, як і продуктивність рослинництва, залежать від багатьох факторів, але головними із них є наявність водних ресурсів та неорганічних елементів живлення, низький рівень засолення та відсутність важких металів і металоїдів (Foley et al., 2011; Mueller et al., 2012; Сampbell et al., 2013; Van Hoorn et al., 2006). Транспортні протеїни, або транспортери, розташовані в мембранах клітинних структур, є одними з головних детермінантів для подальшого використання у покращенні водного та мінерального балансів рослин. Цей важливий тип білків відповідає не тільки за транспорт поживних речовин та посухостійкість рослин, а і бере участь у забезпеченні ширшого спектру фізіологічних функцій. Слід зазначити, що мембранні транспортні протеїни виконують важливі функції у механізмах стійкості рослин до дії багатьох типів абіотичного стресу, а саме надмірного засолення ґрунтів і забруднення токсичними мінеральними сполуками. Варто додати, що у зв’язку з глобальними змінами клімату збільшення тривалості та кількості періодів посухи буде неупинно зростати разом з виснаженням водних ресурсів багатьох регіонів світу та навіть Східної Європи (Сampbell et al., 2013). Продуктивність сільського господарства в умовах надмірного засолення, посухи та забруднення токсичними сполуками може бути потенційно збільшена за рахунок використання мембранних транспортерів у технологіях створення нових сільськогосподарських культур з підвищеними показниками стійкості до вищезазначених стресів. 

Людська діяльність та природні процеси вивільнення токсичного металоїду арсену внаслідок ерозії спричиняють накопичення останнього у воді та ґрунті, що призводить до акумулювання цього елемента у рослинах та споживання його з продуктами харчування рослинного походження (Finnegan et al., 2012). Мембранні транспортери активно залучені у процеси поглинання та транспорту цього металоїду в рослинах. Тому вивчення транспорту арсену та ідентифікація ключових транспортерів цього процесу є надзвичайно важливим для подальшого запобігання накопичення та вивільнення цього токсичного елемента з рослинних тканин чи фіторемедіаційних заходів. 

Розуміння процесів поглинання, перерозподілу та накопичення у рослинному організмі головних моновалентних іонів та металоїдів, а саме Na+ та К+, сполук арсену, є важливою складовою для з’ясування механізмів підтримання іонного гомеостазу, соле- та посухостійкості рослин, виведення токсичних сполук, мінімізації навантаження мінеральних добрив на ґрунти. Тому вивчення молекулярної природи цих процесів та функцій ключових мембранних транспортних протеїнів дасть змогу суттєво розширити та доповнити існуючі уявлення про мінеральний транспорт, механізми регуляції сольового та осмотичного стресів, підтримки іонного гомеостазу та інших важливих метаболічних і фізіологічних процесів у рослинах. 

Зв'язок роботи із науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана у Державній установі «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України» у відділах геноміки та молекулярної біотехнології та рослинних харчових продуктів та біофортифікації у період з 2006р. по 2015р. у рамках бюджетної теми «Вивчення молекулярно-генетичних та клітинних механізмів стійкості рослин до абіотичних та біотичних факторів для покращення їхніх адаптивних властивостей до несприятливих умов навколишнього середовища» (2012-16 р.р., номер держреєстрації 0112U001597), проекту «Вивчення молекулярно-клітинних основ транспорту мінеральних сполук до різних типів клітинних вакуолей» цільової комплексної міждисциплінарної програми наукових досліджень НАН України «Фундаментальні основи молекулярних та клітинних біотехнологій» (2010-14 р.р., № 0110U004663) та проекту «Вивчення ролі та молекулярно-клітинної природи мембранних калієвих каналів з ячменю та рису в процесах підтримки мінерального гомеостазу, осмотичного шоку та водного стресу» цільової комплексної міждисциплінарної програми наукових досліджень НАН України «Молекулярні та клітинні біотехнології для потреб медицини, промисловості та сільського господарства» (2015-20 р.р., № 0115U005200).

Мета та завдання дослідженнь. Метою роботи було провести молекулярно-генетичний аналіз та здійснити функціональну характеристику мембранних транспортерів мінерального обміну та їхньої ролі у підтриманні осмотичного та іонного гомеостазу з метою підвищення посухо- та солестійкості рослин, а також у механізмах транспорту та детоксифікації сполук арсену. 

Згідно із поставленою метою до завдань експериментальної роботи входило:

1. Дослідити функціональні молекулярно-генетичні характеристики та фізіологічну роль мембранного транспортеру родини НКТ2;1 із ячменю у процесах солестійкості та перевірити гіпотезу підвищення солестійкості ячменю шляхом посилення накопичувального фенотипу цієї рослини; 

2. Провести філогенетичний аналіз відомих та потенційних білків протонно-натрієвих обмінників родини NHX і з’ясувати функції деяких представників протонно-натрієвих обмінників родини NHX ячменю в умовах сольового стресу;

3. Здійснити кладистичний аналіз потенційних білків калієвих каналів родини ТРК рослинного походження та здійснити функціональну характеристику двопорового калієвого каналу родини ТРК – AtTPK1 з A. thaliana, а також з’ясувати його роль у регуляції гомеостазу калію, осмотичного шоку та інших фізіологічних процесах;

4. Охарактеризувати функції білків каналів родини ТРК рису – OsTPKa та OsTPKb, – встановити їхню роль для росту та розвитку рослин, зокрема в умовах сольового стресу, дефіциту води чи калію;

5. Встановити клітинну локалізацію каналів OsTPKa та OsTPKb рису та визначити, які елементи послідовності та структури ТРК-каналів із рису відповідають за органельну адресацію;

6. Здійснити експериментальну перевірку механізмів та шляхів внутрішньоклітинного транспорту білків OsTPKa та OsTPKb з ендоплазматичного ретикулюму до органел призначення; 

7. Охарактеризувати клітинну локалізацію білків калієвих каналів родини ТРК з тютюну, а саме білків NtTPK1a та NtTPK1b;

8. З’ясувати деякі функціональні характеристики представників білків калієвих каналів родини ТРК з A. thaliana та рису шляхом комплементації мутантної лінії E. coli LB2003 з дефектами у системі поглинання калію;

9. Визначити ролі представників білкових транспортерів родини НКТ, ТРK та NHX у моделі транспорту моновалентних катіонів у рослинах; 

10. Провести транскрипційне профілювання генів фосфатних транспортерів Medicago truncatula з метою з’ясування молекулярно-генетичних умов для транспорту сполук фосфору та арсену; 

11. З’ясувати механізми транспорту сполук арсену у рослинах за допомогою аквапоринів підродини NIP та дослідити можливості використання гетерологічних мембранних систем видалення арсеніту ACR3 у рослинах для посилення стійкості до впливу цього металоїду. 

Об’єкт дослідження: транспорт мінеральних сполук та As за допомогою мембранних транспортних білків та їхня роль у регуляції іонного та осмотичного гомеостазу, сольового стресу, фітотоксичних ефектів.

Предмет дослідження: молекулярна організація, функціональна спеціалізація, фізіологічна роль мембранних транспортних протеїнів рослин, а саме білків родин HKT, NHX, ТРК, PT та підродини NIP, в умовах сольового та осмотичного стресів, дефіциту калію та мембранної системи видалення арсеніту ScACR3 дріжджів в умовах дії сполук на основі арсену.

Методи дослідження: молекулярно-генетичні (виділення та електрофоретичний аналіз ДНК та РНК, отримання кДНК, ПЛР, ПЛР у реальному часі, макроарей-аналіз, клонування фрагментів ДНК, сайт-направлений мутагенез, створення генів химерних білків, рестрикційний гідроліз ДНК, секвенування, трансформація бактерій плазмідами, рекомбіназне клонування на основі Gateway системи, біотехнологічні (культивування рослин in vitro, створення генетичних конструкцій, генетична трансформація рослин, рослинних клітин, дріжджів і мутантів бактерій), біохімічні (визначення вмісту іонів та As за допомогою фотометрії у полум’ї та HPLC-ICP-MS), мікроскопічні (електронна та конфокальна мікроскопія), фізіологічні (оцінка кондуктивності продихів, відносний приріст рослин, виділення ксилемного соку), біоінформатичні (робота з базами даних, філогенетичний аналіз, комп’ютерний аналіз нуклеотидних та амінокислотних послідовностей, робота з різноманітними веб-ресурсами) та методи статистичного аналізу. 

Наукова новизна отриманих результатів. Вперше досліджено функції білкового транспортеру ячменю HvHKT2;1. Встановлено, що цей транспортний протеїн відповідає і за транспорт іонів Na+, i за транспорт іонів К+. Продемонстровано його участь у механізмах солестійкості рослин шляхом завантаження ксилемного соку Na+ та ретранслокації цих іонів із коренів до тканин пагонів. 
Відповідно до результатів кладистичного аналізу вперше показано появу нової клади для NHX-транспортерів, до якої належить AtNHX3.  

Вперше проведено функціональну характеристику білка вакуолярного калієвого каналу AtTPK1. З’ясовано роль цього каналу у транспорті іонів К+ між вакуолями та цитоплазмою. Продемонстровано участь цього транспортного білка в процесах регуляції осмотичного шоку, русі продихових клітин, проростанні насіння та підтримці гомеостазу К+. 

Вперше клоновано, охарактеризовано та визначено клітинну локалізацію білків каналів родини ТРК, а саме білків OsTPKa та OsTPKb. Вперше показано різну вакуолярну спеціалізацію рисових білків калієвих каналів родини ТРК, а саме OsTPKa та OsTPKb. Вперше знайдено канал родини ТРК, а саме OsTPKb, що локалізується у тонопласті протеїнових вакуоль. Також з’ясовано механізми різної вакуолярної адресації для цих мембранних транспортних білків. Встановлено амінокислотні послідовності у C-кінці білка OsTPKb, що відповідають за його локалізацію у тонопласті протеїнових вакуоль. Продемонстровано роль білків OsTPKa та OsTPKb у підтримці калієвого гомеостазу рослин, сольовому та осмотичному стресах. Показано важливу роль білка OsTPKb у процесах формування насіння та індивідуального розвитку рослини. Вперше продемонстровано можливість доставки білків OsTPKb до протеїнової вакуолі без залучення апарату Гольджі.

З’ясовано здатність деяких інших представників білків калієвих каналів з A. thaliana, а саме білків AtTPK2, AtTPK3, AtTPK5, проводити іони К+ шляхом експресії генів вищезгаданих каналів у мутантній лінії кишкової палички LB2003, де відсутні системи транспорту К+. Виявлено різницю у клітинній локалізації двох представників білків каналів родини ТРК тютюну NtTPK1a та NtTPK1b. Проведено узагальнення та кладистичний аналіз усіх потенційних білків родини ТРК рослинного походження.

Вперше досліджено роль аквапоринів родини NIP у транспорті арсену. Ідентифікований нами аквапорин AtNIP7;1 є першим рослинним транспортним протеїном, що демонструє здатність транспорту сполук арсену у тривалентній формі рослинами A. thaliana. Вперше застосовано підхід експресії гетерологічного гена, що кодує систему видалення арсену у дріжджів, для зменшення накопичення та виведення цього токсичного металоїду з рослин.

У результаті теоретичного узагальнення експериментальних досліджень запропоновано модель внутрішньоклітинного транспорту та органельної адресації двопорових калієвих каналів. Окрім того, була запропонована модель транспорту іонів Na+/K+ у рослинах за участі мембранних транспортних протеїнів, зокрема родини HKT, TPK, NHX. На основі наших експериментальних досліджень значно доповнена та розвинена модель транспорту сполук на основі As у рослинах. 

Практичне значення одержаних результатів. Отримані дані можуть використовуватись для проведення подальших досліджень процесів мінерального живлення, механізмів соле- та посухостійкості, з’ясування механізмів транспорту та міграції сполук арсену чи інших токсичних елементів у рослинах. Запропонований алгоритм та дизайн експериментів може бути використаний і для інших напрямків дослідження молекулярної природи механізмів транспорту мінеральних елементів, металоїдів та інших сполук, метаболізму та формування адаптивних відповідей і у рослинах, і в інших типах живих організмів. 

Результати досліджень уже застосовуються у навчальному процесі у спецкурсі для студентів 1 року магістратури «Внутрішньоклітинний транспорт та секреція» та можуть бути використані при розробці курсів лекцій для підготовки фахівців із клітинної біології, генетичної інженерії, генетики та геноміки, фізіології і біохімії рослин та у агрономії. 
Отримані результати та запропоновані у роботі підходи будуть корисними для біотехнологічного покращення рослин шляхом генетичної інженерії чи редагування їхніх геномів. Також вони мають наукову і практичну цінність для молекулярної селекції рослинних культур з низьким вмістом арсену, покращеними показниками посухо- і солестійкості та рівня калію. Результати роботи та застосовані принципи можна використовувати для фіторемедіації та рекультивації земель, а також біофортифікації продуктів харчування.

Особистий внесок здобувача. Дисертація є завершеною науковою працею, що була виконана відповідно до розроблених автором теоретичних напрацювань та практичних підходів. Здобувач самостійно розробив концепцію дисертаційної роботи. Постановку наукових завдань дисертаційної роботи, подальшу інтерпретацію отриманих даних було здійснено безпосередньо автором роботи. Здобувачем самостійно проведено обробку літературних джерел, розроблено структуру дисертації, зроблено та оформлено рисунки і таблиці. Автор сформулював головні положення та висновки, викладені у дисертації. Основна частина роботи була виконана безпосередньо здобувачем. У цілому у проведенні досліджень та аналізі й узагальненні результатів частка автора складає близько 85%. Під час проведення досліджень автор користувався консультаціями та практичною допомогою Франца Маатхауса (Йоркський університет, Великобританія), Жана-Чарльза Існера (Університет міста Бристоль, Великобританія), професора Едгара Пайтера (Університет Мартіна Лютера, Галле, Німеччина). При розробці структури та концепції дисертаційної роботи здобувач користувався консультаціями доктора біологічних наук, професора, академіка НАН України Ярослава Борисовича Блюма. 

Апробація роботи. Результати дисертаційної роботи були представлені на XIV Міжнародному семінарі з біології рослинних мембран (Валенсія, Іспанія, 2007), з’їзді наукових груп з дослідження транспорту в рослинах Товариства експериментальної біології (Манчестер, Великобританія, 2008), щорічному з’їзді Товариства експериментальної біології (Глазго, Великобританія, 2009), семінарі дослідницьких груп із вивчення зернових культур (Норвіч, Великобританія 2010), IX Європейському з’їзді з геноміки рослин (Стамбул, Туреччина, 2011), І конференції молодих вчених «Биология растений и биотехнология» (Біла Церква, 2011), III Міжнародному симпозіумі «Intracellular Signaling and Bioactive Molecular Design» (Львів, 2012), VII конференції Європейської організації науки про рослини (EPSO) (Порто Хелі, Греція, 2013), І науковій онлайн-конференції та ІІ конференції молодих вчених «Plant Biology and Biotechnology» (Київ, 2013), Міжнародному симпозіумі клітинної біології разом з IV Українським конгресом клітинної біології (Ужгород, 2014), X Міжнародній науковій конференції «Фактори експериментальної еволюції організмів» (Чернівці, 2015). 
Публікації. За результатами дисертації опубліковано 39 наукових праць у профільних журналах та збірниках матеріалів конференцій, з них 24 статті у фахових виданнях та 14 тез у матеріалах всеукраїнських та міжнародних конференцій і з’їздів. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів і методів дослідження, результатів дослідження та їхнього обговорення, аналізу та узагальнення результатів, практичних рекомендацій, висновків та списку цитованої літератури, який складається з 456 найменувань. Робота викладена на 307 сторінках, містить 87 рисунків та 5 таблиць. 

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Розділ «Огляд літератури» присвячено детальному аналізу сучасного стану досліджень процесів транспорту мінеральних сполук за допомогою мембранних транспортерів, механізмів соле- та посухостійкості рослин, транспорту сполук на основі арсену, біогенезу та ролі рослинних вакуоль різних типів, типів внутрішньоклітинного транспорту білків до органел призначення. Особлива увага приділена питанням транспорту, ретранслокації та компартменталізації найпоширеніших моновалентних катіонів, а саме Na+ та K+, сполук арсену, та застосування цих механізмів у біотехнології рослин.   

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Плазмідні вектори. Для клонування генів інтересу і подальшої трансформації протопластів, агробактеріальної трансформації рослин та інфільтрації листя тютюну використовували бінарні вектори системи pGreen/pSoup (Roger et al., 2000) та pART7/pART27 (Gleave, 1992). Для трансформації ячменю використовували генетичну конструкцію на основі вектору pBract214 (http://www.bract.org). Для трансформації рослин тютюну генами протонно-натрієвих обмінників родини NHX використовували генетичну конструкцію на основі вектору pGWB2 (Nakagawa et al., 2009). Для трансформації мутантної E. сoli лінії LB2003 використовували конструкції на основі вектору pQE-32 (Qiagen). Трансформацію дріжджових клітин здійснювали конструкцією на основі вектору pYES2 (Thermo Fisher Scientific).
Бактеріальні штами. Для клонування та маніпуляцій із плазмідною ДНК використовували штам E. coli DH5α (Ausubel et al., 1994). Для ампліфікацї плазмідних Gateway-векторів застосовували штам DB3:1, що є стійким до дії продукту гена ccdB (Bernard et al., 1992). Мутантний штам E. coli LB2003 (∆trkA kup1 (trkD1) ∆kdpABC5 rpsL metE thi rha gal) для проведення експериментів використовували для комплементації експресії генів білків ТРК-каналів (Schlösser et al., 1995). Для агробактеріальної трансформації рослин були використані штами A. tumefaciens AGL1 та GV3101 (Lazo et al., 1991; Van Larebeke et al., 1974). 
Рослинний матеріал. Для досліджень використовували рослини Arabidopsis thaliana (L.) екотипу Columbia (Col-0) та Т-ДНК мутантної лінії tpc1-2 (Peiter et al., 2005). Для пошуку та ідентифікації Т-ДНК інсерційних мутантів використовували лінії з Європейського центру насіння A. thaliana (Nottingham Arabidopsis Stock Centre, NASC, Нотінгем, Великобританія), а саме: SALK_122287 та SALK_012572 для NIP5;1; SALK_146323 для NIP6;1; NIP7;1 SALK_057023, SALK_042590 та SAIL_1165_G05 для NIP7;1. Дві лінії A. thaliana для ідентифікації Т-ДНК інерційних мутантів для AtTPK1, а саме: SAIL167A03 та SALK146903, були отримані з Інституту Солка (Salk Institute, Ла-Хойя, США) (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). Насіння маркерної лінії A. thaliana -TIP-GFP було люб’язно надано Ж.-М. Ноехаусом з Університету міста Невшатель (Швейцарія). 

Насіння рису Oryza sativa (L.) Japonica сорту Nipponbare були отримані з Міжнародного інституту рису (International Rice Research Institute (IRRI), Лос-Банос, Філіппіни). Мутантна лінія для OsTPKb із вставкою ретранспозону Tos 17 (NF6453) була отримана з центру дослідження геному рису RGRC (Японія, https://tos.nias.affrc.go.jp). Інша мутантна лінія для OsTPKb зі вставкою T-ДНК (PFG_2D-41178.R) була замовлена в центрі POSTECH Універститету міста Поханг (Pohang University of Science and Technology, Південна Корея).  

У деяких експериментах використовували рослини ячменю Hordeum vulgare (L.) сорту Golden Promise та рослини тютюну Nicotiana tаbacum (L.). У дослідженнях транскрипційного профілювання генів фосфатних транспортерів використовували рослини Medicago truncatula cv. Jemalong A17. 

Лінії дріжджів. У роботі викориcтовували наступні мутантні лінії дріжджів: acr3Δ (Wysocki et al., 1997), fps1Δ (Wysocki et al., 2001) та батьківський штам W303-1A (MATa {leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ura3-1 ade2-1 his3-11,15 ybp1-1}), що брався як контроль в усіх експериментах (Veal et al., 2003). 

Методики роботи з культурами E. coli. Бактеріальні клітини E. coli вирощували при 37°C на середовищі ЛБ (1% пептон; 0,5% дріжджовий екстракт; 0,5% NaCl чи KCl (для LB2003), pH 7,4) на шейкері при 225 об/хв чи твердому середовищі ЛБ із додаванням 1,5%-ного агару. Для довготривалого зберігання бактеріальних клонів та штамів до 700 мкл нічної рідкої культури E. coli додавали 300 мкл гліцерину та зберігали при -80°C. З рідкої культури E. coli готували компетентні клітини та проводили трансформацію хімічним методом (Green et al., 2012). 
Виділення плазмідної ДНК. Плазмідну ДНК виділяли за допомогою лужного методу (Green et al.,. 2012) та з використанням наборів QIAprep spin Miniprep kit, QIAprep spin Midiprep Kit (Qiagen) відповідно до рекомендацій компанії виробника.
Умови культивування та методи роботи з A. tumefaciens. Агробактеріальні клітини вирощували на рідкому середовищі ЛБ з додаванням 10 мкг/мл ріфампіцину та 50 мкг/мл гентаміцину для штаму GV3101 чи 20 мкг/мл ріфампіцину та 50 мкг/мл ампіциліну для штаму AGL1 при 28oC та 250 об/хв на шейкері. Для селекції трансформованих бактерій до ЛБ середовища додавали 50–100 мкг/мл канаміцину. Для довготривалого зберігання нічну культуру агробактерії заморожували при -80°C у 30%-му розчині гліцерину). З рідкої культури A. tumefaciens готували електрокомпетентні клітини та проводили електропорацію згідно методу (Wise et al., 2006) за допомогою Gene pulserTM (BioRad, США), розмір кювети – 20 мм (BioRad, США). Параметри електропорації були наступними: 2500 В, 25 мкФ, 200 Ом. 
Умови культивування та методи роботи з рослинним матеріалом. Рослини N. tabacum та A. thaliana дикого типу (Col-0), мутантної лінії tpc1-tpk1та маркерної лінії дельта-TIP-GFP пророщували з насіння та культивували в тепличних умовах при 22oC та світловим періодом 14 год. Рослини віком 8 тижнів використовували із для дослідження транзієнтної експресії. 

Для проведення деяких фізіологічних тестів з цілісними рослинами насіння A. thaliana (Col-0) дикого типу, інсерційних мутантних ліній та трансформантів з гіперекспресією AtTPK1 (TPKox) стерилізували у 5%-му розчині гіпохлориду натрію та висівали в чашки Петрі з твердим агаризованим середовищем (Gobert et al., 2007).
Для вивчення впливу сполук As на рослини до агаризованого середовища культивування додавали додатково K3AsO4 (AsV) або As2O3 (AsIII) у різних концентраціях та інкубували протягом 2 тижнів (Ali et al., 2012). При культивуванні рослини на рідкому гідропонному середовищі до середовища додавали K3AsO4 (AsV) чи As2O3 (AsIII) у декількох концентраціях та поміщали проростки A. thaliana віком 3 тижні та інкубували протягом 14 днів (Ali et al., 2012).
В експериментах з вивчення стійкості рослин до осмотичного стресу, впливу K+ та ролі абсцизової кислоти у процесах закриття продихів та проростання насіння до агаризованого поживного середовища додавали KCl, манітол чи абсцизову кислоту у різних концентраціях (Gobert et al., 2007). 
Насіння рису та ячменю пророщували у стерильних умовах при 28oC, вологості 100% у темряві протягом 5 днів. Проростки з насіння переносили у пластикові контейнери об’ємом 8 л, що містили штучно аероване гідропонне поживне середовище для подальшого культивування та проведення експериментів з оцінки фізіологічних функцій білків двопорових каналів родини ТРК рису чи HvНКТ2;1-транспортера ячменю (Mian et al., 2011). Регенеровані після трансформації рослини тютюну переносили на рідке гідропонне середовище Хогленда для подальшої адаптації та проведення експериментів із сольовим та осмотичним стресами (Ісаєнков та ін., 2015). 
Рослини M. truncatula вирощували відповідно до методики, описаної у роботі Грюнвальда та ін. (Grunwald еt al., 2009). Для колонізації коренів M. truncatula мікоризними грибами субстрат для вирощування рослин змішували у співвідношенні 1:10 з комерційними інокулюмами грибів (Grunwald еt al., 2009).  

Трансформація рослин. Трансформацію A. thaliana проводили за допомогою методу занурення квіток (floral dip) у бактеріальну суспензію (Clough et al., 1998). З кожної трансформованої рослини збирали сухе насіння, стерилізували та висівали у чашки Петрі з твердим середовищем, що містило половинний набір солей МС (Murashige et al., 1962) та 100 мг/л канаміцину для селекції трансформованих рослин. Насіння стратифікували холодом (4oC) протягом 2 днів, далі пророщували за нормальних умов освітлення (50–100 мікроЕйншейнів) протягом 7–10 днів. Потенційні трансформанти переносили у горщики з ґрунтом для подальшого вирощування та аналізу. 

Для отримання трансгенних рослин рису сорту Nipponbare калюс, отриманий зі зрілих зернівок, був протрансформований за допомогою A. tumefaciens штаму AGL1 згідно методики (Vain еt al., 2004)). Агробактеріальну трансформацію ячменю проводили у Центрі Джона Іннеса, місто Норвіч, Великобританія (Tingay еt al., 1997). Генетичну трансформацію тютюну здійснювали методом спільного культивування сегментів листків асептичних рослин з рідкою агробактеріальною культурою (Ісаєнков та ін., 2015). Агроінфільтрацію листя N. tаbacum проводили з використанням штаму A. tumefaciens GV3101 (Bendahmane еt al., 2002;. Reisen еt al., 2007). 
Виділення та трансформація протопластів. Протопласти алейронового шару зернівок рису в стадії дозрівання виділяли відповідно до роботи (Hay еt al., 2007). Виділення та трансформацію протопластів етильованих однотижневих паростків рису та ячменю проводили відповідно до методики (Bart еt al., 2006). Виділення та трансформацію протопластів мезофілу A. thaliana проводили відповідно до роботи (Abel еt al., 1994).

Обробка рослинних клітин брефелдіном А. Листя тютюну обробляли розчином брефелдіну А через 2 дні після інокуляції агробактерією за допомогою інфільтрації розчину у зону трансформації (Isayenkov et al., 2011).
Сегрегаційний аналіз рослинних трансформантів. Насіння, зібране з трансформованих рослин A. thaliana (покоління Т0), висівали у чашки Петрі з селективним антибіотиком (канаміцин чи гігроміцин залежно від типу конструкції). Зі стійких до антибіотика рослин збирали насіння і знову висівали на середовище з селективним антибіотиком (покоління Т1). Насіння знову збирали та висівали на середовище із селективним антибіотиком окремо для кожної батьківської рослини. Спостерігалося розчеплення 1:3, де 1/3 частина насіння втрачала стійкість до селективного агента. Насіння (покоління Т2) зі стійких до антибіотика рослин знову відбирали та висівали на середовище для селекції окремо для кожної рослини. Насіння рослин, що демонстрували 100% стійкість до антибіотика, відбирали як потенційні гомозиготні лінії для подальшого ПЛР аналізу.
Селекцію ячменю проводили шляхом занурення листя у тверде середовище, що містило гігроміцин, від кожної трансформованої лінії рослин. Такий аналіз проводили і для покоління Т1, і для покоління Т2, що дозволило ідентифікувати дві гомозиготні лінії. При роботі з трансформантами рису, що мали стійкість до канаміцину, переважно працювали з гетерозиготними лініями рослин. 

Виділення загальної геномної ДНК з рослин. Загальну ДНК виділяли з рослин рису та ячменю за допомогою ЦТАБ-методу з деякими модифікаціями (Isayenkov et al., 2015). Загальну ДНК виділяли з рослин A. thaliana за допомогою DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) відповідно до рекомендацій компанії-виробника.

ПЛР аналіз трансгенних рослин. Для визначення рослин A. thaliana з надекспресією AtTPK1 відбирали рослини поколінь Т2 та Т3, що пройшли селекцію у присутності канаміцину, та проводили ПЛР аналіз (Gobert et al., 2007). 

Для аналізу рослин рису, трансформованих генами білків OsTPKa або OsTPKb, проводили ПЛР аналіз за допомогою праймерів, специфічних до послідовностей 35S промотора та кодуючих послідовностей OsTPKa та OsTPKb: 35S_for GCATGGGGATGAGGTTTTTA; OsTPKa_rev CTGAGCAGATTGTGCTAG  чи OsTPKb_rev ACGCAGGGAAGGCGGCGGGT. Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 95oC 4 хв; 40 циклів: 95oC 30 с, 56oC 30 с, 72oC 60 с; 72oC 10 хв. 

Для перевірки трансгенної вставки у геномній ДНК ячменю, трансформованого ДНК конструкцією з геном HvHKT2;1 на основі вектору pBRACT214, проводили ПЛР з парою праймерів, специфічних до Т-ДНК бінарного вектора (Mian et al., 2011). Для ідентифікації трансгенних рослин A. thaliana, трансформованих ScACR3, проводили ПЛР аналіз з парою праймерів, специфічних до цього гена (Ali et al., 2013). 

Ідентифікація гомозиготних мутантних ліній дослідних рослин. Ідентифікацію гомозиготних мутантів A. thaliana лінії SALK146903 (майбутня гомозиготна лінія tpk1-1) та SAIL167A03 (майбутня гомозиготна лінія tpk1-2) проводили відповідно до методики (Gobert et al., 2007). Для ідентифікації NIP-мутантів використовували лінії рослин A. thaliana SALK_122287 та SALK_012572 (nip5;1); SALK_146323 (nip6;1); SALK_057023, SALK_042590, SAIL_1165_G05 (nip7;1). Ідентифікацію та подальший аналіз проводили відповідно протоколу, описаного у роботі (Isayenkov et al., 2008). Гомозиготні OsTPKb-мутанти рису були ідентифіковані шляхом ПЛР аналізу для двох незалежних ліній, а саме Tos17 інсерційної лінії NF6453 та лінії PFG_2D-41178.R з вставкою Т-ДНК (Isayenkov et al., 2015). 

Виділення загальної РНК з рослин. Виділення загальної РНК з рослинного матеріалу проводили за допомогою TRIsol (Thermo Fisher Scinetific) або RNeasy Plant Mini kit (Qiagen) відповідно до інструкцій виробника. Загальну РНК дріжджів виділяли за допомогою RNeasy Mini Kit (Qiagen) відповідно до протоколу, рекомендованого виробником. Загальну РНК бактерій виділяли з осаджених зразків бактеріальних трансформантів, оброблених ізопропилβ-D-тіогалактозидазою (ІПТГ). РНК виділяли за допомогою NucleoSpin RNA II kit (Macherey-Nagel) відповідно до рекомендованого виробником протоколу. Якість та цілісність виділеної РНК визначалась спектрофотометрично та за допомогою електрофорезу в агарозному гелі. Концентрацію РНК у різних зразках вирівнювали до загальної величини. 

Синтез кДНК. Для синтезу кДНК застосовували зворотну транскриптазу SuperScript® IIІ Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scinetific) та набір супутніх компонентів, а саме 100 мМ дитіотреітолу (ДТТ ), 10 мМ дНТФ (суміш нуклеози́дтрифосфа́тів), оліго дТ18-22 та інгібітор РНКаз RNaseOUT™ (40 од./мкЛ) (Thermo Fisher Scinetific). Синтез кДНК проводили відповідно до інструкцій компанії-виробника.
Аналіз експресії генів у мутантних лініях рослин. Для підтвердження відсутності транскриптів генів, що мали мутацію, ЗТ-ПЛР аналіз проводили для відібраних попередньо гомозиготних ліній рослин. Для мутантних гомозиготних ліній tpk1-1 та tpk1-2 ЗТ-ПЛР аналіз проводили відповідно до методики, описаної у роботі Гобера та інш. (Gobert et al., 2007). 
Для мутантних ліній nip7;1,nip6;1та nip5;1 у ПЛР-аналізі використували кДНК відповідно до кожної гомозиготної лінії та наступні пари праймерів: NIP5;1_for GGTAATGGTGATGGCTCCTC та NIP5;1_rev TTAACGACGAAAGCTCCTAAC; NIP6;1_for GATTCGAAGGGAAGAGGAATG та NIP6;1_rev TGGACCCAGTGTTCTTACAGG; NIP7;1_for GCACGGTCAAGAGTAGTCGAC та NIP7;1_rev TGTCAAAACTCCGATTATGGC. Для порівняння та загальної оцінки рівня транскриптів у цих кДНК матрицях паралельно проводили ПЛР для тих же зразків з праймерами, специфічними до гена актину 2, а саме AtAct2_for CTGGGATGATATGGAGAAGATCTGG та AtAct2_rev CCGTTGTGGTGAATGAGTAACCACG. 
Для гомозиготних мутантних Ostpkb ліній ЗТ-ПЛР аналіз проводили відповідно до протоколу, описаного в роботі (Isayenkov et al., 2015).

Визначення рівня експресії привнесених генів у трансгенних рослинах. З трансгенних та контрольних рослин виділяли РНК та синтезували кДНК. У подальшому синтезовану кДНК трансгенних ліній рослин використовували для аналізу рівня експресії трансгенів за допомогою ПЛР. 
Експресію гена AtTPK1 у трансгенних ліній рослин визначали відповідно до методики, описаної Гобером та інш. (Gobert et al., 2007). Рівень експресії ScACR3 аналізували згідно із протоколом, описаним у Алі та ін. (Ali et al., 2012). Рівень експресії OsTPKa у трансгенних лініях рису вимірювали за допомогою ПЛР у реальному часі (ABI-7900 sequence detection system), використовуючи реакційну суміш SYBR Green master mix (Applied Biosystems) (Isayenkov et al., 2015). 

Для гомозиготних трансгенних ліній ячменю з надекспресією HvHKT2;1 проводили ПЛР аналіз з кДНК матрицею з трансгенних та контрольних рослин (Mian et al., 2011). Експресію HvNHX2 у рослинах тютюну визначали за допомогою ЗТ-ПЛР відповідно до протоколу, описаного Ісаєнковим та ін. (Ісаєнков та ін., 2015).

Транскрипційне профілювання генів деяких мембранних транспортерів. Рівень експресії HvHKT2;1 досліджували у різних тканинах рослин ячменю. Загальну РНК виділяли із коренів, стебла та листя 3-х тижневих паростків (Mian et al., 2011). У роботі також проводили експерименти із транскрипційним профілюванням генів деяких мембранних транспортерів у рослинах ячменю за умови впливу сольового чи осмотичного стресів. В експериментах оцінювали рівень транскриптів генів HvTPKb, HvTPKc, HvNHX4 та гена -тубуліну HvTubщо був референтним (Ісаєнков та ін., 2015). 

Приготування макроареїв та транскрипційне профілювання генів фосфатних транспортерів M. truncatula. Приготування зразків для макроареїв та аналіз експресійних профілів проводили відповідно методики, описаної Грюнвальдом та ін. (Grunwald еt al., 2009). Профілі експресії генів ключових фосфатних транспортерів перевіряли за допомогою ПЛР у реальному часі (Grunwald еt al., 2009).  
Клонування та створення генетичних конструкцій. Для створення конструкцій для експресії генів, злитих з маркерним флуоресцентним білком на основі вектору pART7, були створені експресійні касети під контролем 35S промотора, що містили у собі кДНК EYFP або RFP. кДНК mEYFP та mRFP були ампліфіковані за допомогою ПЛР із специфічними праймерами, а саме EXFP_F-BamHI СGGGATCCATGAAAAGTAAAGGAGAAGA та EXFP_R-BamHI GCGGATCCTTTGTAGAGCTCATCCATGC, що також містили ДНК послідовність сайту розпізнавання рестриктази BamHI. Ампліфіковані ПЛР продукти mEYFP та mRFP були вставлені у pART7 вектор за допомогою BamHI рестрикції з подальшим лігуванням Т4 лігазою. 

Клонування AtTPK1 та створення конструкції p35S-AtTPK1 для надекспресії AtTPK1 у рослинах A. thaliana було виконано колегами із Університету Потсдама відповідно до посилання (Czempinski et al., 2002). Послідовність кДНК AtTPK1 без стоп-кодону була вставлена у створений вектор pART7-EYFP за допомогою EcoRI/SmaI сайтів рестрикції. Ампліфікацію кДНК AtTPK1 без стоп-кодону проводили за допомогою наступної пари праймерів: TPK1EcoRI_ for GCGAATTCATGTCGAGTGATGCAGCTCG та TPK1SmaI_rev GCCCCGGGCCTTTGAATCTGAGACGTGG. Внаслідок клонування була створена конструкція для транзієнтної експресії химерного злитого гена AtTPK1:EYFP в протопластах. Для подальшого використання химерного злитого гена AtTPK1:EYFP у трансформації рослин касета для експресії цього химерного гена під контролем 35S промотора була вирізана із pART7 та вставлена у бінарний вектор pART27 за допомогою NotI сайту рестрикції. Створену конструкцію pART27-AtTPK1:EYFP використовували для агробактерільної трансформації рослин A. thaliana, зокрема комплементації мутантів лінії tpk1-1. 

Клонування генів OsTPKa та OsTPKb проводили у бінарний вектор pGreen0179 (http://www.pgreen.ac.uk). Кодуючі послідовності кДНК OsTPKa та OsTPKb повної довжини ампліфікували за допомогою ПЛР з праймерами: OsTPKaXhoI_for  GCCTCGAGATGGATGACAACAGCATT, OsTPKaSma1_rev GCCCCGGGCTGAGCAGATTGTGCTAG для OsTPKa, OsTPKb EcoRI_for GCGAATTCATGGCGGCCCTCGACCAA та OsTPKb SmaI_rev GCCCCGGGACGCAGGGAAGGCGGCG для OsTPKb. OsTPKa-фрагмент був вставлений у 35S промоторну касету плазміди pART7 за допомогою рестрикції ферментами XhoI та SmaI та лігування T4-ДНК лігазою (NEB). Промоторну касету із вбудованим у неї фрагментом кДНК OsTPKa вставляли у бінарний вектор pGreen0179 за допомогою ферменту рестрикції NotI та лігування T4-ДНК лігазою.

кДНК HvHKT2;1 та HvNHX2 клонували у бінарні вектори за допомогою технології Gateway. кДНК HvHKT2;1 повної довжини була ампліфікована за допомогою пари праймерів, що містили ділянки послідовностей, специфічні для ВР клонази. кДНК HvHKT2;1 була клонована у вектор pBract214 відповідно методики, описаної Міан та ін.. (Mian et al., 2011). Клон HvNHX2 був люб’язно наданий канд. біол. наук О. Бабаковим з Інституту фізіології рослин імені К. Тімірязєва (Москва, Росія). Кодуюча послідовність HvNHX2 без стоп-кодону довжиною 1639 пн була клонована у бінарний вектор pGWB2 згідно з протоколом, описаним Ісаєнковим та ін. (Ісаєнков та ін., 2015).

Клонування кодуючих послідовностей без стоп-кодонів OsTPKa, OsTPKb та HvTPK1 у pART7-EYFP/RFP проводили відповідно процедури, описаної Ісаєнковим та ін. (Isayenkov et al., 2011). Клонування кодуючих послідовностей кДНК генів калієвих каналів родини ТРК з тютюну проводили згідно протоколу, описаного Ісаєнковим та ін. (Ісаєнков та ін., 2014). Кодуюча послідовність без стоп-кодону γ-TIP була клонована відповідно описаної процедури (Isayenkov et al., 2011). Для проведення транзієнтної експресії шляхом агроінфільтрації у клітинах мезофілу тютюну експресійна касета 35S-OsTPKa:EYFP із pART7-OsTPKa:EYFP була вирізана та вставлена у бінарний вектор pART27 за допомогою рестриктази NotI. 
Сворення генетичних конструкцій та клонування дріжджового гена ScACR3 проводили для транзієнтної трансформації протопластів та агробактеріальної трансформації рослин згідно з протоколом, описаним Алі та ін. (Ali et al., 2014). Для трансформації та комплементації мутантів дріжджів була клонована та створена генетична конструкція із геном AtNIP7;1 (Isayenkov et al., 2010).

Для експресії генів калієвих каналів родини ТРК у мутантній лінії E. coli LB2003 було клоновано послідовності кДНК повної довжини AtTPK1, AtTPK2, AtTPK3, AtTPK5 та OsTPKa, OsTPKb та створені генетичні конструкції на основі вектора pQE-32 (Isayenkov et al., 2013; Ісаєнков та ін., 2015). 
Створення генетичних конструкцій з химерними генами та сайт-направлений мутагенез. Генерація химерних генів була проведена за допомогою методу фосфорилювання кінців праймерів за допомогою Т4 полінуклеотидкінази згідно роботи Ісаєнкова та інших (Isayenkov et al., 2011). Конструкції, що кодують злиті із EYFP білки, а саме pART7-OsTPKa:EYFP, pART7-OsTPKb:EYFP та pART7-HvTPK1:EYFP, використовували для проведення сайт-направленого мутагенезу і створення точкових мутацій у деяких кодонах для заміни одної кислоти на іншу. pART7-OsTPKa:EYFP, pART7-OsTPKb:EYFP та pART7-HvTPK:EYFP конструкції використовували для генерації мутацій за допомогою набору QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) (Isayenkov et al., 2011). 

Методи мікроскопії. Аналіз флуоресценції репортерних GFP/EYFP/RFP/CFP протеїнів, злитих із калієвими каналами родини ТРК з різних видів рослин, γ-TIP та -TIP, ScACR3, AtPIP2;1, проводили за допомогою конфокальної скануючої мікроскопії (Zeiss LSM510 Meta, Німеччина). Оцінку колокалізації різних флуоресцентних білків проводили у режимі лямбда мікроскопу. Сигнали GFP, EYFP, RFP, CFP та автофлоуресценції, що були попередньо прописані та збережені, розділяли спектрально (unmix) за допомогою програмного забезпечення мікроскопу. 
Для чіткого визначення типу клітинної органели, де спостерігається флуоресценція репортерних білків, а саме літичної вакуолі, протеїнової вакуолі чи ЕР, була застосована методика м’якого лізису протопластів. Флуоресценцію протопластів спостерігали через 18–24 год після трансформації. Протопласти зазнавали м’якого лізису за допомогою поступової заміни інкубаційного середовища розчином м’якого осмотичного шоку (10 мM EГTA, 10 мM EДTA, pH 8, та 180 мM сорбітол). 

Морфологію алейронового шару тканин насіння, що формується, аналізували за допомогою електронної мікроскопії (Isayenkov et al., 2015).

Фізіологічні та біохімічні методи роботи з рослинами. Трансформовані та контрольні рослини віком 3–4 тижні у залежності від типу експерименту культивували протягом 2 тижнів на різних експериментальних середовищах. Використовували 5–6 рослин кожної лінії і для кожного типу середовища. Визначення відносного рівня приросту обраховували відповідно до методики Пуртера та Гарнієра (Poorter еt al., 1999). Оцінку проростання насіння рослин дикого типу (WT), двох мутантних ліній tpk1-1 та tpk1-2, трьох ліній рослин із надекспресією АtTPK1 проводили за методикою, описаною Гобером та ін. (Gobert еt al., 2007).

Визначення вмісту арсену. Оцінку рівня поглинання AsIII для паростків A. thaliana проводили відповідно до методики (Ali еt al., 2012). Загальний вміст As визначали в оброблених рослинних зразках за допомогою спектрометру Pye Unicam 701 ICP-OES spectrometer (Кембрідж, Великобританія) (Xu еt al., 2007). Визначення вмісту As у тканинах рослин, трансформованих ScACR3, проводили за допомогою високоефективної рідинної хроматографії разом з мас-спектрометрією з індуктивно-зв’язаною плазмою HPLC-ICP-MS (Agilent LC1100 series та Agilent ICP-MS 7500, Agilent Technologies, Санта Клара, Каліфорнія, США) (Li еt al., 2009). HPLC-ICP-MS аналіз проводили в науково-дослідному центрі Ротхамстед (Харпенден, Великобританія). 
Визначення рівня поглинання AsIII клітинами дріжджів проводилось відповідно методики Висоцкі та ін. (Wysocki еt al., 2001).
Визначення вмісту Na+ та K+. Після двотижневого культивування рослин рису та ячменю на різних типах середовищ відбирали по 4 рослини для кожного типу стресу та контролю відповідно. Вміст Na+ та K+ у тканинах та ксилемному соці рослин визначали за допомогою фотометрії у полум’ї (Flame photometrу, Sherwood Scientific Ltd, Великобританія) (Maathuis, 2006; Mian et al., 2011).

Оцінка життєздатності протопластів. Оцінку життєздатності протопластів, ізольованих з трансгенних ліній A. thaliana, що експресують ScACR3, та рослин дикого типу проводили за допомогою барвника T-1824 (Evans Blue) (Ali еt al., 2012).  

Оцінка продихової кондуктивності цілого листка. Швидкість відкриття продихів визнали за допомогою вимірювання газового аналізатору у інфрачервоному світлі (Infrared Gas Analyser, Li-Cor 6400 (LI-COR) Кембрідж, Великобританія) (Gobert еt al., 2007).  
Методи роботи з дріжджовими клітинами. Трансформацію дріжджових клітин проводили відповідно до методики (Gietz еt al., 2007). Крапельний тест (Drop assay) проводили відповідно процедури, описаної Ісаєнковим та ін. (Isayenkov et al., 2008). 

Оцінка росту та рівня поглинання K+ бактеріальними трансформантами штаму E. coli LB2003. Штам E. coli LB2003 трансформували вектором pQE32 (Qiagen) чи створеними конструкціями: QE32-AtTPK1, -AtTPK2, -AtTPK3, -AtTPK5, -OsTPKa, -OsTPKb. Оцінку росту бактеріальних клітин проводили відповідно методики (Isayenkov et al., 2013; Ісаєнков та ін. 2015). Оцінку рівня поглинання K+ бактеріальними трансформантами проводили за допомогою фотометрії у полум’ї (Flame photometrу, Sherwood Scientific Ltd) (Isayenkov et al., 2013; Ісаєнков та ін. 2015).  
Методики біоінформатичного аналізу. Пошук рослинних гомологів білків протонно-натрієвих обмінників родини NHX, калієвих каналів родини ТРК та NIP-аквапоринів виконували за ключовими словами і на основі результатів BLASTp-сканування бази даних UniProt (SIB BLAST Network Service) з обмеженням за рослинами та GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Korf, 2003; Wu et al., 2006). Методологія філогенетичного аналізу детально описана в роботах (Isayenkov et al., 2015; Ісаєнков та ін. 2015). 

Статистична обробка даних. Усі експерименти проводили якнайменше для трьох незалежних повторів. Обробку даних досліджень проводили у програмі Microsoft Excel, статистичну вірогідність отриманих результатів оцінювали з використанням двовибіркововго t-критерію для залежних вибірок. Значення P<0,05 (іноді P<0,1) приймали як критерій достовірної різниці порівняно з контрольними значеннями. 
РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ

Роль мембранного транспортеру HvHKT2;1 у механізмах солестійкості та іонного балансу ячменю
Особливості експресії гена HvHKT2;1. Відповідно до результатів наших досліджень було продемонстровано, що HvHKT2;1 є Na+/K+ котранспортером. Аналіз рівня HvHKT2;1 транскриптів у трансформованих та контрольних рослинах проводили за допомогою ЗТ-ПЛР та ЗТ-ПЛР у реальному часі. Показано, що ген HvHKT2;1 переважно експресується у клітинах кортексу кореня, що свідчить на користь гіпотези про роль цього транспортера у поглинанні Na+ та/чи К+ з ґрунту (Schachtman et al., 1994; Golldack et al., 2002). Цікавим фактом є те, що рівень транскриптів цього гена зростав у коренях за умов дефіциту К+ та у пагонах за високої концентрації Na+ у середовищі. Отримані дані транскриптомного аналізу свідчать про участь цього транспортера у регуляції Na+/K+ гомеостазу на рівні рослини (рис. 1). Рівень експресії HvHKT2;1 у трансгенних лініях рослин (ОХ1 та ОХ2) був приблизно в п'ятнадцять разів вищий за контрольні лінії (WT1 та WT2) (рис. 1). Подальший аналіз профілю експресії HvHKT2;1 дозволив з’ясувати, що надекспресія цього гена призводить не тільки до збільшення загального рівня транскриптів у рослині, але також до появи експресії у клітинах центрального циліндра (рис. 1). 

Ріст та поглинання Na+/K+ рослинами із гіперекспресією HvHKT2;1 в умовах сольового стресу. Відповідно до результатів наших експериментів рослини з надекспресією гена HvHKT2;1 (ОХ1 та ОХ2) демонструють вищі на 25–30% темпи росту, ніж контрольні (WT1 та WT2) при культивуванні на середовищах з високим вмістом Na+, а саме 50 мМ Na+ та 100 мМ Na+. Іншим цікавим відкриттям було збільшення вмісту K+ у пагонах при культивуванні рослин з надекспресією гена цього транспортера в умовах дефіциту даного елемента, що може свідчити про участь HvHKT2;1 у абсорбції K+ у коренях чи реабсорбції при екстремально низьких концентраціях цього елемента. Отже, цілком вірогідно, що HKT-транспортери можуть брати участь у поглинанні K+ коренями (рис. 2). Надекспресія HvHKT2;1 призводить до збільшення поглинання Na+ рослинами та підвищення концентрації цього токсичного іона в ксилемному соці та підсилення транслокації його у листя рослин при інкубації у присутності 50 чи 100 мM NaCl.
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Рис. 1. Рівень транскриптів HvHKT2;1 в корені, стеблі та листі та різних умовах росту. (a) Рівень експресії HvHKT2;1 в корені, стеблі та листі за стандартних умов. (b) Рівень експресії HvHKT2;1 при культивуванні рослин з різними концентраціями Na+ та К+. (с) Рівень експресії HvHKT2;1 у трансгенних рослин та дикого типу. WT – дикий тип. ОХ – рослини із гіперекспресією HvHKT2;1. C – кортекс кореню, St – центральний циліндр.
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Рис. 2. Вміст Na+ та K+ у коренях та листі контрольних рослин та рослин із надекспресією HvHKT2;1, що вирощували на середовищах із різними концентраціями цих іонів. (a) без K+ (0 К). (b) без K+ із додаванням 50 мМ Na+ (0 К-50 Na+). (c) 2 мМ K+ із додаванням 50 мМ (2K-50Na). (d) 2 мМ K+ із додаванням 100 мМ Na+  (2K-100Na). Примітка: достовірна різниця між рослинами із надекспресією HvHKT2;1 (ОХ) та контрольними рослинами (WT) помічена зірочками. 
Цікаво, що така відповідь корелює із підсиленням стійкості рослин до впливу надмірного засолення (рис. 3). Отримані дані свідчать про те, що один із факторів, який обмежує солестійкість рослин ячменю, є транслокація Na+ у тканини пагонів, а не накопичення чи компартменталізація цього катіона в тканинах листя. Отже, надекспресія гена транспортера HvHKT2;1 призводить до підвищення стійкості рослин до сольового стресу за допомогою посилення накопичувального фенотипу рослин ячменю. Таким чином, гіпотеза про те, що HKT-транспортери можуть брати участь у поглинанні K+ коренями, заслуговує на увагу та подальші ретельні дослідження. 
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Рис. 3. Вміст Na+ та K+ у ксилемному соці контрольних рослин та рослин із надекспресією HvHKT2;1, що вирощували на середовищах з різними концентраціями Na+. (a) вміст K+. (b) вміст Na+. Примітка: достовірна різниця між рослинами із гіперекспресією HvHKT2;1 (ОХ) та контрольними рослинами (WT) помічена зірочками.
Різноманіття транспортерів родини NHX та їхня роль у механізмах соле- та посухостійкості рослин

Філогенетичний аналіз протонно-натрієвих обмінників родини NHX рослинного походження. Для подальшого розуміння можливої участі транспортерів родини NHX у механізмах соле- та посухостійкості було проведено біоінформатичний пошук та відбір наявних потенційних послідовностей білків протонно-натрієвих обмінників родини NHX рослинного походження. Після вторинного аналізу повних послідовностей протонно-натрієвих обмінників родини NHX було відібрано 403 амінокислотні послідовності цих транспортних білків з різних видів рослин. Кладистичний аналіз відібраних послідовностей NHX-транспортерів вказує на існування 4 клад. 3 клади належать до NHX-транспортерів типу ІІ, а 1 клада містить протонно-натрієві обмінники типу І. Окрім того, варто зазначити, що в результаті кладистичного аналізу було показано появу нової клади, до якої належать протонно-натрієві обмінники родини NHX, подібні до AtNHX3 (рис. 4). У ході проведення кладистичного аналізу та подальшої класифікації виявлено неспівпадіння назв NHX-транспортерів у базах даних із типом клади та групи з маркерним типом, до якої насправді належать ці протонні обмінники.
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Роль протонно-натрієвих обмінників ячменю (HvNHX) у процесах солестійкості рослин. Одним із найперспективніших підходів покращення солестійкості рослин є застосування мембранних транспортерів моновалентних катіонів для депозитування токсичних іонів, зокрема Na+, у центральну вакуолю рослинної клітини. Тому було вирішено з’ясувати роль деяких представників вакуолярних NHX-транспортерів ячменю в механізмах соле- та посухостійкості рослин. Зазвичай рослини мають декілька ізоформ NHX. Було показано, що гіперекспресія чи експресія різних генів NHX-транспортерів у рослинах призводить до підвищення солестійкості (Apse еt al., 1999; Zhang et al., 2001; Barkla et al., 1995). Відомо, що геном ячменю кодує 4 транспортери родини NHX (An et al., 2007; Ershov et al., 2005). Слід зазначити, що ячмінь має високий рівень толерантності до засолення, тому використання протонно-натрієвих обмінників родини NHX із цієї рослини є досить перспективним. Нами було привнесено ген протонно-натрієвого обмінника ячменю HvNHX2 у геном тютюну. Внаслідок такої генетичної маніпуляції параметри солестійкості трансформантів значно підвищувались. Трансформовані рослини, що експресують HvNHX2, були здатні виживати на середовищі з 250 мМ NaCl протягом 4 тижнів (рис. 5). Така концентрація NaCl є летальною для рослин дикого типу. Отже, запропонований підхід підвищення солестійкості рослин шляхом експресії генів протонно-натрієвих обмінників родини NHX був успішно підтверджений проведеними експериментами. 

До того ж, дослідження транскрипційного профілю генів, що кодують NHX-транспортери в рослинах ячменю, показало, що індукція експресії HvNHX4 відбувається через 24 години інкубації на поживному середовищі, що містить 500 мМ NaCl. Проте ніякої індукції експресії гена цього каналу не було відмічено при інкубації рослин в умовах водного стресу. Таким чином, HvNHX4 є можливим регулятором сольового стресу у рослин ячменю (рис. 6). Участь Na+/H+ NHX-обмінників у формуванні відповіді на дію сольового стресу була показана для багатьох представників цієї родини. Вірогідно, що HvNHX4 бере на себе роботу депозитування Na+ у вакуолю чи інші мембранні компартменти клітини і, відповідно, зменшує концентрацію цього катіона у цитозолі, де проходять важливі метаболічні процеси.
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Рис. 5. Виживання рослин тютюну протягом 4 тижнів у присутності високих концентрацій NaCl (250 мM). Контроль або control (a, b) – контрольні рослини (без HvNHX2). HvNHX2ox(a) або nhx2 (b) – рослини, що експресують HvNHX2.

[image: image7.png]1000 x|

Ml 20 3¢ 4 5F 6% T 98 29

MG 120 37 M = 68 T 281 39

% sia pisua excapecii HvTuba

30

5

20

15

10

25308

zwn| sroa |24mn

KomTpOns

218, ‘ sroa ‘uvoa

500 M Nacl

2r0a | sroa |zuoa

10%PEG





Рис. 6 Результати ЗТ-ПЛР аналізу експресії генів HvNHX4 та HvTub у проростках ячменю за умов дії сольового та водного стресів через різний інтервал часу. (a) HvNHX4. (b) HvTubc) Кількісний аналіз рівня експресії гена HvNHX4.М – маркер молекулярної маси ДНК. 500 мМ NaCl – сольовий стрес. PEG 4000 – водний стрес (середовище із додаванням поліетилегліколю 4000). 1 – контроль, 2 год; 2 – контроль, 8 год; 3 – контроль, 24 год; 4 – 10% ПEГ, 2 год; 5– 10% PEG, 8 год; 6 – 10% ПEГ, 24 год; 7 – 500 мМ NaCl, 2 год; 8 – 500 мМ NaCl, 8 год; 7 – 500 мМ NaCl, 24 год.
Роль двопорових калієвих каналів родини ТРК у рості та розвитку рослини і регуляції сольового та водного стресів
Фізіологічна роль каналів родини ТРК є дуже різноманітною. Вони беруть участь у контролі гомеостазу калію і генерації тургорного тиску. Канали цієї родини задіяні у багатьох рослинних відповідях на дію абіотичних стресів. 
Філогенетичний аналіз потенційних двопорових калієвих каналів родини ТРК рослинного походження. Для того щоб класифікувати та узагальнити філогенетичне різноманіття двопорових калієвих каналів родини ТРК, було проведено біоінформатичний пошук та кладистичний аналіз послідовностей потенційних білків ТРК-каналів. Після детального вивчення та відбору на основі вторинного аналізу доменної архітектури порових ділянок було відібрано 157 білків каналів родини ТРК різних видів рослин. Множинне вирівнювання вказує на високий рівень дивергенції серед послідовностей потенційних білків калієвих каналів родини ТРК. Унаслідок проведення кладистичного аналізу було виділено 4 клади білків ТРК – подібних послідовностей із чіткими ознаками та об’єднанням з дослідженими контрольними білками з A. thaliana.

Фізіологічна роль AtTPK1 та його клітинна локалізація. Геном A. thaliana містить п’ять генів, що кодують білки двопорових калієвих каналів родини ТРК. Найпоширенішим представником цієї родини є білок AtTPK1, що зустрічається у всіх типах клітин. Нами було показано, що цей канал міститься у тонопласті центральної літичної вакуолі. Отже, відповідний транспортний білок забезпечує транспорт К+ між цитоплазмою та вакуолею. 
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Рис. 7. Кондуктивність продихових клітин (a), ріст та вміст К+ (b) у мутантних лініях рослин (tpk1-1 та tpk1-2), дикому типі (WT) та рослинах із надекспресією AtTPK1. (a) Показники кондуктивності у контрольних умовах були: для tpk1-1 – 140+13 мкМ/м2/с; tpk1-2 – 133+12 мкМ/м2/с; WT – 124+10 мкМ/м2/с; TPKox – 115+11 мкМ/м2/с. (b) – рослини культивували на середовищах із високою (80 мМ) чи низькою (10 мкМ) концентрацією цього К+. Статистично відмінна різниця за допомогою Т-тесту позначена при Р<0,1(*).
Завдяки аналізу мутантних ліній рослин із втраченою функцією білка AtTPK1 та рослин з надекспресією відповідного гена була продемонстрована важлива роль цього каналу у закритті продихових клітин (рис. 7). Найповільніше закриття продихів спостерігалось для мутантних ліній рослин, швидкість закриття продихів у рослин із надекспресією білка AtTPK1 була вищою, ніж у рослин дикого типу. Під час експериментів було виявлено, що білок AtTPK1 бере участь у закритті продихів клітин шляхом вивільнення К+ із вакуолі. Таким чином, функція цього каналу також може впливати на водний статус рослин. Результати наших досліджень свідчать про негативний вплив високих та низьких концентрацій цього елемента на ріст проростків A. thaliana. Окрім того, значної різниці у вмісті К+ у тканинах дослідних рослин не було помічено. Отже, білок AtTPK1 не бере участі у поглинанні К+, проте є важливим для підтримки внутрішньоклітинного та міжклітинного гомеостазу К+. (рис. 7).

Рис. 8. Вплив АБК на проростання насіння в мутантних лініях рослин (tpk1-1 та tpk1-2), дикому типі (WT) та рослинах із надекспресією AtTPK1. Статистично відмінна різниця за допомогою Т-тесту позначена при Р<0,1(*) та P<0,05(**).
У ході аналізу проростання насіння мутантних ліній та рослин з надекспресією гена цього каналу була окреслена його роль. Відповідно до результатів експериментів насіння мутантних tpk1 ліній проростає повільніше, особливо при обробці АБК, у порівнянні з диким типом чи з рослинами з надекспресією даного гена (рис. 8). Отже, функція білка AtTPK1 є відносно незалежною від дії АБК. Цілком імовірно, що підсилення експресії гена AtTPK1 у клітинах рослин зародку та ендосперму потрібно для генерації тургорного тиску шляхом накопичення К+ у вакуолях, що є необхідною умовою росту клітин шляхом розтягування (Bethke et. al., 1998). Білок AtTPK1 також може брати участь у перерозподілі важливих поживних елементів поміж тканин насіння, що проростає. Під час аналізу приросту A. thaliana різних ліній в умовах осмотичного стресу було показано, що рослини мутантних ліній (tpk1-1 та tpk1-2) мають показники росту нижчі у порівнянні із рослинами дикого типу та TPK1ox (рис. 9). Проте рослини з надекспресією AtTPK1 демонстрували здатність рости в умовах осмотичного стресу набагато вищу, ніж WT та мутанті лінії рослин (рис. 9). Отримані результати свідчать про участь цього каналу у формуванні відповіді на дію осмотичного стресу. Іони К+ є одними із головних осмопротекторів у клітині. Отже, цілком імовірно, що вивільнення К+ із вакуолярних компартментів буде швидшим та інтенсивнішим у рослин із надекспресією гена цього каналу. Можливо, саме тому рослини з надекспресією цього гена мають ряд переваг при дії осмотичного стресу, ніж рослини дикого типу чи мутантних ліній. Таким чином, можна впевнено стверджувати, що білок AtTPK1 є калієвим каналом тонопласту центральної вакуолі та відіграє важливу роль у розподілі К+ всередині клітини і підтримці гомеостазу цього іону. Він має велике значення для функціонування продихових клітин, проростання насіння, росту клітин та протекції від наслідків осмотичного стресу.
Функціональна та фізіологічна характеристика двопорових каналів ТРК із рису. Геном рису кодує принаймні три ізоформи калієвих каналів родини ТРК, а саме OsTPKa, OsTPKb та OsTPKc. Білки OsTPKa та OsTPKb дуже подібні один до одного (63% ідентичності) та до AtTPK1 (50 чи 57% ідентичності). За таких показників подібності можна припустити, що у цих двох представників калієвих каналів ТРК рису будуть схожі фізіологічні функції та клітинна локалізація. Однак ці два білки мають значну різницю та функції і у локалізації, і у характері клітинної доставки до органели призначення. Відповідно до аналізу фенотипів мутантних ліній рису, що втратили функцію двопорового калієвого каналу OsTPKb, цей транспортний білок має дуже важливе значення для росту та розвитку рослин і формування насіння. Згідно з нашими спостереженнями дві незалежні мутантні лінії рису за геном OsTPKb мають набагато менший приріст біомаси у порівнянні з рослинами дикого типу та гетерозиготними рослинами (рис. 10). Відмічено часткову стерильність та порушення у формуванні насіння. У результаті електронно-мікроскопічного аналізу зернівок виявлено, що алейроновий шар у незрілому насінні мутантних рослин має морфологічні аномалії та характеризується відсутністю протеїнових вакуоль і деградованою структурою клітин (рис. 10). Отже, завдяки фенотиповому аналізу мутантів, що втратили білок двопорового каналу OsTPKb, було показано надзвичайно важливу роль цього білка для росту та розвитку рослини та формування насіння.  
У ході експериментів із з’ясування ролі білків двопорових каналів родини ТРК у регуляції сольового та осмотичного стресів було виявлено, що підвищення експресії гена, який кодує білок калієвого канала OsTPKa у рисі, може суттєво покращити показники стійкості рослин до високих концентрацій солей, водного стресу та дефіциту калію. Рослини із надекспресією гена OsTPKa демонстрували кращий рівень росту, зменшення накопичення Na+ у своїх тканинах за умов сольового стресу та дефіциту калію (рис. 11). Окрім того, відповідно до результатів наших попередніх досліджень надекспресія OsTPKb у рослинах рису також спричиняє посилення стійкості рослин до дії сольового та осмотичного стресів. Згідно з даними, отриманими за допомогою онлайн-інструменту Genevestigator, сольовий та осмотичний стреси можуть бути індукторами експресії гена цього каналу. На відміну від OsTPKa трансформантів, характер відповіді рослин, трансформованих геном OsTPKb, дещо відрізнявся. Рослини, трансформовані геном OsTPK, демонструють дещо вищу стійкість у порівнянні з контрольними варіантами до помірного сольового стресу (50 мМ NaCl) (рис. 12). Можливим механізмом такого підвищення стійкості є покращення гомеостазу K+ рослин. Можна впевнено стверджувати, що надекспресія гена OsTPKa призводить до суттєвого підвищення показників посухостійкості рослин та зменшення вмісту цитотоксичного Na+ у пагонах (активних біосинтетичних тканинах). Цілком імовірно, що тканини трансгенних рослин з надекспресією генів OsTPKa та OsTPKb мають більший вміст іонів K+ у порівнянні з диким типом. Na+ є головним конкурентом K+.
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Рис. 10. Фенотипи рослин (a) та структура алейронового шару незрілого насіння рису (b) дикого типу (Wt) та мутантних за геном OsTPKb ліній рису (mut). 

ал – клітини алейронового шару; в – вакуолі; я – ядра.  
Таким чином, рослини із надекспресією генів OsTPKa та OsTPKb, що мають покращений гомеостаз K+, будуть накопичувати у своїх тканинах суттєво меншу кількість цитотоксичного Na+. Імовірно, що білок OsTPKb відіграє важливу роль і при регуляції водного стресу, і при проростанні насіння та захисті його клітин від токсичного впливу Na+. За своїми показниками приросту в умовах сольового стресу, зазвичай, OsTPKb трансформанти мали індекси росту дещо вищі, ніж у рослин, трансформованих геном OsTPKa. Отже, у ході експериментів було виявлено, що трансформація рису генами білків калієвих каналів родини ТРК може суттєво підвищити показники соле- та посухостійкості рослин.
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Рис. 11 Відносний приріст маси (a) та вміст іонів Na+ у тканинах (b) OsTPKa-трансформантів та контрольних рослин за умов дії різних типів стресів: К – нетрансформовані контрольні рослини, OsTPKaox – трансформанти із підвищеним рівнем експресії OsTPKa. Контроль – стандартне поживне середовище, 0 К+ – середовище без калію (дефіцит калію), 50мМ NaCl – середовище із додаванням 50мМ NaCl (сольовий стрес), 20% PEG – середовище із додаванням поліетилегліколю 4000 до кінцевої концентрації 20% (водний стрес), 0 К+ 50мМ NaCl – середовище без калію із додаванням 50мМ NaCl (сольовий стрес та дефіцит калію), 0 К+ – середовище без калію (дефіцит калію).

Підтримання високих концентрацій K+ у цитоплазмі щодо Na+ у рослинних тканинах може посилювати стійкість рослин до осмотичного та сольового стресів. Наші дані чітко демонструють, що надекспресія генів білків вакуолярних каналів родини ТРК рису знижує чутливість рослин до дефіциту K+ та покращує їхню стійкість до осмотичного та сольового стресів. Канали OsTPKa та OsTPKb є дуже подібними за своєю структурою, мають схожі біофізичні характеристики та активуються 14-3-3 білками. Проте, відповідно до результатів наших експериментів, ТРК-канали рису (OsTPKa та OsTPKb) локалізуються у вакуолях різних типів. Канал OsTPKa міститься у тонопласті літичної вакуолі, а мембрана малих протеїнових вакуоль має білок OsTPKb (рис. 13). Отже, отримані результати свідчать про те, що, незважаючи на високий рівень ідентичності і за нуклеотидною послідовністю, і за амінокислотною композицією, білки OsTPKa та OsTPKb мають різну не лише клітинну локалізацію, а і вакуолярну. Відповідно до результатів експериментів з колокалізацією OsTPKa та OsTPKb із маркерними білками протеїнових чи літичних вакуоль, а саме -TIP-GFP чи -TIP-EYFP, було чітко показано, що ці два калієві канали локалізуються у вакуолях різних типів (рис. 13). До того ж, для підтвердження результатів експериментів було також перевірено значення рН вакуолярного соку протопластів, трансформованих генами OsTPKa або OsTPKb. Канал OsTPKb локалізувався у мембранах малих вакуоль, що мали нейтральне значення рН. Проте вакуолярний сік компартментів, що містили білок OsTPKa, мав кисле середовище. Таким чином, всі результати проведених експериментів чітко свідчать про різницю у вакуолярній спеціалізації цих двох подібних за своєю структурою та біофізичними характеристиками транспортних білків. Слід зазначити, що транспорт мембранних білків, зокрема -TIP, до превакуолярних компартментів чи мембранних утворень, подібних до протеїнових вакуоль, може проходити безпосередньо з ендоплазматичного ретикулюму до органели призначення без залучення апарату Гольджі (Oufattole еt al., 2005).
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Для того щоб з’ясувати, чи відбувається транспорт білків OsTPKa та OsTPKb до своїх органел призначення із залученням апарату Гольджі, було застосовано брефелдін А. Цей грибний антибіотик інгібує транспорт білків між ендоплазматичним ретикулюмом та апаратом Гольджі шляхом порушення мембранної цілісності апарату Гольджі. Вдалось з’ясувати, що брефелдін А суттєво впливає на характер локалізації білка OsTPKa та призводить до його локалізації у везикулярних структурах, подібних до протеїнових вакуоль. На відміну від OsTPKa, характер локалізації білка OsTPKb не змінювався при обробці протопластів брефелдіном А (рис. 14). 
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Рис. 14. Вплив брефелдіну А на клітинну локалізацію OsTPKa та OsTPKb у клітинах тютюну і протопластах рису та ячменю. (a) Флуоресценція OsTPKa:EYFP в епідермальних клітинах тютюну. Флуоресценція OsTPKa-EYFP в клітинах, оброблених брефелдіном А (bref). (b) Експресія OsTPKa:EYFP в протопластах рису. (с) Експресія OsTPKb:EYFP в протопластах рису. (d та е) Розподіл флуоресценції EYFP між літичними (LV) та протеїновими вакуолями (PSV) у контрольних і оброблених брефелдіном А трансформованих протопластах рису (d) та ячменю (е). Шкала = 5мкм. 
Отже, результати експериментів свідчать про те, що транспорт білка OsTPKa відбувається із залученням систем апарату Гольджі, проте транспорт білка OsTPKb до протеїнових вакуоль може проходити без використання цієї органели. Клітинна локалізація білків дуже тісно пов’язана із їхніми функціональними характеристиками та залежить від типу і механізму клітинного транспорту цих білків до кінцевого пункту призначення. Для розуміння механізмів різної клітинної локалізації білків OsTPKa та OsTPKb нами було створено серію химерних протеїнів, що складаються з різних частин одного та іншого калієвого каналу. Застосування такого підходу дало змогу зрозуміти та ідентифікувати потенційну ділянку каналу, що відповідає за вакуолярне розпізнавання цих двох транспортних білків (рис. 15). Зокрема, було показано, що саме присутність цитозольного C-кінця білка OsTPKb у химерах є необхідною умовою для локалізації цих білків у протеїнових вакуолях. Подальші дослідження із заміною невеликих ділянок C-кінця білка OsTPKa на відповідну з білка OsTPKb показали, що ділянка С-кінця між двома коровими EF-мотивами надзвичайно важлива для подальшого вакуолярного розпізнавання цих двох білків. 
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Рис. 15. Клітинна локалізація OsTPKa-OsTPKb химерних білків у протопластах рису. Ліворуч – вторинна структура, що складається із доменів OsTPKa (синій колір) та із ділянок OsTPKb (зелений колір). LV – літичні вакуолі, PSV – протеїнові вакуолі, ER –ендоплазматичний ретикулюм. (a) Химера, що містить 50% OsTPKa та 50% OsTPKb. (b та c) Химери, що мають четвертий трансмембранний домен із С-кінцем OsTPKb (b) чи мають лише ділянку з С-кінцем OsTPKb (с). (d) Химера, де ділянка С-кінця OsTPKb була скорочена, але містила обидва EF-мотиви. Шкала = 5мкм. 
Окрім того, було виявлено, що перший коровий EF-мотив в OsTPKa може бути задіяний у механізмах вивільнення білка з ендоплазматичного ретикулюму, а мутації у цьому регіоні призводять до затримки транспорту з цієї клітинної органели, але не викликають змін у адресації цього білка. Отже, можна зробити висновок, що амінокислотна послідовність між двома коровими EF-мотивами у С-кінці є важливим детермінантом вакуолярного розпізнавання. Згідно з результатами наших експериментів саме ділянка С-кінця між EF-мотивами є ключовою для вакуолярного розпізнавання та адекватної клітинної адресації цих калієвих каналів. 
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Рис. 16. Клітинна локалізація мутованих у C-кінці OsTPKa білків у протопластах рису. Орієнтовна позиція мутованого амінокислотного залишку OsTPKa позначена «блискавкою». LV – літичні вакуолі, PSV – протеїнові вакуолі, ER – ендоплазматичний ретикулюм. (a) Мутація OsTPKa V303L. (b) Мутація OsTPKa K326N. (с) Мутація OsTPKa N313S. (d) Подвійна мутація OsTPKa V303L та N313S. Шкала = 5мкм. 
Для того щоб з’ясувати, чи існують у цій ділянці специфічні та унікальні амінокислотні залишки, які є важливими для вакуолярного розпізнавання, було проведено серію експериментів із застосуванням сайт-направленого мутагенезу для заміни амінокислотних залишків саме у цій області та інших важливих областях С-кінця. Мутовані гени калієвих каналів родини ТРК були експресовані в протопластах рису. Відповідно до отриманих результатів мутації у EF-мотивах не призводили до значних змін у локалізації химерних білків. У подальшому було проведено серію амінокислотних замін поза межами корових EF-мотивів, що були різними у білків OsTPKa та OsTPKb. При проведенні заміни валіну в позиції 303 на залишок лейцину в послідовності білка OsTPKa відбувалось часткове зміщення в клітинній локалізації. 65% протопластів містили цей мутантний білок у літичних вакуолях та близько 30% протопластів у протеїнових вакуолях (рис. 16). Отже, відповідно до результатів цих експериментів залишок лейцину у OsTPKb має важливе значення для органельної адресації. При заміні лужного лізину в позиції 326 на кислий аспарагін у послідовності OsTPKa також відбувались зміни у клітинній локалізації. Приблизно однакова кількість трансформованих протопластів демонструвала флуоресценцію або в літичних вакуолях, або в протеїнових. Заміна аспарагіну в положенні 313 на нейтральний серин також призводила до подібних змін у клітинній локалізації, а саме мутований білок розподілявся порівну між протеїновими та літичними вакуолями. Таким чином, вищезазначені амінокислотні заміни мали значний вплив на характер клітинної локалізації мутованих білків. Для підтвердження цього припущення ми також провели подвійну заміну амінокислот у С-кінці визначеної ділянки білка OsTPKa. Проведення подвійної амінокислотної заміни, а саме V303L та N313S, кардинально змінювало характер клітинної локалізації мутованого білка OsTPKa і призводило до його накопичення у тонопласті протеїнових вакуоль (рис. 16). Отже, в ході експериментів із застосуванням сайт-направленного мутагенезу були ідентифіковані три амінокислотні залишки, що суттєво впливають на характер клітинної локалізації та відповідають за органельну адресацію до протеїнових вакуоль. Заміни у послідовності білка OsTPKa валіну на лейцин у положенні 303, аспарарагіну на серин у положенні 313 та лізину на аспарагін у положенні 326 призводили до зміни у вакуолярній локалізації. Отже, лейцин у положенні 303, серин у положенні 313 та аспарагін у положенні 326 є головними детермінантами локалізації у протеїнових вакуолях. Біоінформатичний аналіз цієї ділянки послідовності вказує на те, що серин у положенні 313 може бути потенційним сайтом для фосфорилювання. 

Клітинна локалізація представників двопорових калієвих каналів із тютюну. У рослин тютюну було знайдено два представники каналів родини ТРК. За іронією обидва представники цих каналів анотовані як NtTPK1. Для полегшення та запобігання непорозуміння ми застосували для них дещо інші назви, а саме NtTPK1а (GenBank accession № EU161633) та NtTPK1b (GenBank accession № AB353341). Функції, клітинна локалізація та фізіологічна роль цих каналів вивчені ще недостатньо. Слід також зазначити, що рівень транскриптів гена цього каналу зростає за умов дії сольового та осмотичного стресів. Функції та клітинна локалізація білка NtTPK1b залишаються майже зовсім невідомими. Нами було проведено клонування та створення химерних генів, які кодують ці канали, злиті із EYFP. Результати порівняння клітинних профілів флуоресценції цих химерних білків, злитих із EYFP, виявили різну вакуолярну спеціалізацію цих двох TPK-каналів з тютюну. Отримані дані підтверджують припущення інших авторів, що білок NtTPK1а міститься у тонопласті літичної вакуолі. Проте характер клітинної локалізації для білка NtTPK1b був зовсім іншим. Накопичення білка цього каналу спостерігалось у везикулярних структурах, подібних до протеїнових вакуоль (рис. 17). Отже, є велика доля вірогідності, що саме цей канал є специфічним для мембрани білкових вакуоль. Однак необхідно визначити реакцію рН цих малих везикулярних утворень, провести дослідження із ко-локалізації цього каналу з іншими маркерними білками для окремих клітинних структур.
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Рис. 17. Клітинна локалізація білків NtTPK1a та NtTPK1b у протопластах A. thaliana. (a) Флуоресценція EYFP у протопластах, що були трансформовані плазмідними конструкціями NtTPK1a:EYFP та NtTPK1b:EYFP (b) Розподіл EYFP-флуоресценції NtTPK1a та NtTPK1b між різним клітинними структурами. ЕР – ендоплазматичний ретикулюм; Вез – везикули, ЛВ – літичні вакуолі. Шкала = 10 мкм. 
Формування функціональної системи транспорту К+ двопоровими калієвими каналами з A. thaliana та рису в мутантній лінії E. coli LBA2003. Характеристики деяких калієвих каналів родини ТРК інтенсивно вивчаються протягом останнього часу. Проте, на відміну від білка AtTPK1, функції багатьох білків калієвих каналів родини ТРК вивчені недостатньо, а у деяких випадках залишаються ще нез’ясованими. Для того щоб з’ясувати, чи можуть представники ТРК з A. thaliana (AtTPK 1, 2, 3, 4, 5) та рису (OsTPKа та OsTPKb) забезпечувати транспорт К+  в гетерологічних системах, було проведено експресію генів цих каналів у мутантній лінії E. coli LB2003, дефектної за системами поглинання цього іону (Trk та Kdp). Результати проведених досліджень свідчать про те, що білки ТРК-каналів рослин можуть формувати функціональні транспортні системи калію в штамі E. coli LB2003. При експресії генів двопорових каналів OsTPKa, OsTPKb та AtTPK1, 2, 5 у мутантній лінії E. coli ріст бактеріальної культури на середовищі із низьким вмістом калію відновлювався до рівнів росту дикого типу (рис. 18). При інкубації на середовищі з низьким вмістом цього іона чистий приток K+ у клітинах, що експресують AtTPK, був подібний до клітин, трансформованих пустим вектором, та втрата цього елемента складала близько 0,5 нмоль/год. Проте більшість бактеріальних культур з експресією генів каналів родини ТРК демонстрували позитивну динаміку у поглинанні цього елемента. Клітини з експресією AtTPK1 та AtTPK2 демонстрували рівень поглинання K+ дещо нижчий, ніж клітини дикого типу, трансформовані пустим вектором, а найвищий рівень поглинання цього елемента спостерігався для клітин, трансформованих AtTPK5, OsTPKa та OsTPKb.
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Рис. 18. Ріст (a) та поглинання K+ (b) трансформованими клітинами E. coli дикого типу (Wt) та мутантного штаму LB2003 на середовищах із різним вмістом К+. Клітини дикого типу (WT-EV), мутант LB2003, трансформований пустим вектором (EV), та мутантні клітини, трансформовані конструкціями, що несуть AtTPK1, 2, 3, 5 та OsTPKa, OsTPKb, культивували на рідкому поживному середовищі, яке містило різні концентрації КCl. (b) Негативні значення означають втрату K+ бактеріальними клітинами.
Варто також зазначити, що рівень притоку K+ у бактеріальних культурах, трансформованих генами білків OsTPKa, OsTPKb та AtTPK5, був вполовину нижчим, ніж у бактеріях дикого типу (рис. 18). Однак отримані нами результати чітко вказують на здатність більшості каналів родини ТРК із A. thaliana та білків OsTPKа та OsTPKb формувати функціональну та потужну систему транспорту калію в E. coli.

Роль фосфатних транспортерів у поглинанні AsV рослинами

У ході еволюції рослини або не набули, або втратили функцію розпізнавання та специфічного транспорту AsV. Завдяки своїм подібним фізико-хімічним властивостям з фосфатами цей елемент потрапляє в тканини рослин за допомогою фосфатних транспортерів. Симбіотичне утворення гриба та рослини – арбускулярна мікориза – забезпечує до 80% рослинних потреб у фосфорі. У результаті проведених нами експериментів було з’ясовано, що симбіотичні гриби чітко індукують експресію гена лише одного фосфатного транспортера, а саме білка MtPT4. Проте існують деякі розбіжності у характері експресії інших генів фосфатних транспортерів у залежності від виду гриба. Зокрема, арбускулярні гриби трьох тестованих видів негативно регулюють експресію більшості генів фосфатних транспортерів, а саме білків MtPT1, 3, 5 та 6 для G. intraradices, MtPT3 та 6 для G. mosseae, MtPT1, 3, та 6 для G. rosea. Окрім того, відповідно до даних наших досліджень фосфатний транспортер MtPT5 є специфічним для кореневих волосків та епідермальних клітин і може відігравати важливу роль у безпосередньому поглинанні фосфатів, а, можливо, і AsV із ґрунту. Окрім того, згідно з результатами наших експериментів пригнічення експресії генів деяких фосфатних транспортерів, що можуть брати участь у транспорті As, можна досягнути шляхом колонізації рослин відповідним видом гриба-симбіонта. 

Роль NIP-аквапоринів у транспорті сполук арсену в рослинах
NIP-аквапорини рослин можуть бути потенційною групою транспортерів, які беруть участь у двонаправленому транспорті AsIII. Мутанти A. thaliana, що втратили функцію деяких NIP-транспортерів, були проаналізовані за багатьма показниками, а саме поглинання та видалення As, міжтканинної транслокації та накопичення цього елемента у вакуолях. Результати наших досліджень вказують на те, що всі ці мутанти мають фенотип, асоційований із ефектами As. Таким чином, NIP-транспортери можуть брати участь у різних аспектах транспорту As у рослинах A. thaliana. 
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Рис. 19. Вплив експресії AtNIP7;1 у різних лініях дріжджів на поглинання та стійкість до As. (a) Експресія AtNIP7;1 у дріжджах дикого типу та мутантних лініях acr3Δ чи fsp1Δ підвищує чутливість до AsIII. (b) Експресія AtNIP7;1 у лінії acr3Δ покращує стійкість дріжджів цієї лінії до AsV. (с) Експресія AtNIP7;1 у лінії fsp1Δ зменшує рівнь поглинання As. 
Отримані нами результати свідчать на користь того, що аквапорин AtNIP7;1 може забезпечувати поглинання AsIII при експресії гена цього білка в різних генотипах дріжджів, а саме acr3Δ (чутливий до As) та fps1Δ (стійкій до As) (рис. 19). Наші дані також вказують на те, що білок AtNIP7;1 може пропускати AsIII і у зворотньому напрямку, таким чином покращуючи стійкість до AsV за допомогою зменшення рівня накопичення AsIII  (рис. 19). Однак подальші результати досліджень функцій аквапорина AtNIP7;1 у рослин вказують на те, що ця ізоформа NIP не впливає на видалення тривалентної форми As з рослин, проте може відігравати важливу роль у накопиченні та транслокації цього елемента (рис. 20).
Обидві мутантні лінії A. thaliana nip7;1-1 та nip7;1-2 демонстрували значно кращі темпи росту у порівнянні із рослинами дикого типу при культивуванні на середовищі, що містило AsIII, але не AsV (рис. 20). Результати наших досліджень також свідчать про те, що втрата функції AtNIP7;1 у рослинах покращує стійкість A. thaliana до As та зменшує поглинання AsIII коренями. Отже, відповідно до даних наших експериментів, білок AtNIP7;1 бере участь у поглинанні AsIII рослинами.
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Рис. 20. Аналіз приросту маси (a) та вмісту As (b, c, d) у мутантних лініях AtNIP7;1 та рослинах дикого типу A. thaliana (a). (b) Загальний вміст As у рослинах після вирощування на середовищах, що містили 7 мкM AsIII чи 100 мкM AsV. (c) Загальний вміст As у рослинах, що вирощували на гідропонному середовищі із 50 мкM AsIII протягом 6, 18 чи 40 годин. Значення різниці більше 5% позначене зірочками.
Роль дріжджової системи ScACR3 видалення As у механізмах стійкості рослин до впливу цього металоїду
Питання, чи мають вищі рослини активні системи видалення AsIII з клітин, залишається невідомим. Тому було вирішено провести трансформацію A. thaliana геном ScACR3 під контролем 35S промотора для оцінки можливості виведення As із рослин за допомогою дріжджової системи ScACR3. Для оцінки клітинної локалізації цього білка у клітинах рослин було проведено трансформацію протопластів A. thaliana конструкцією з химерним геном ScACR3:EYFP. Відповідно до отриманих нами результатів білок ScACR3 локалізується у плазматичній мембрані рослинної клітини (рис. 21). 
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Рис. 21. Локалізація ScACR3 у протопластах A. thaliana. (a) Протопласт у світлому полі. (b) Флуоресценція CFP маркера плазматичної мембрани AtPIP2;1–CFP. (c) Флуоресценція EYFP ScACR3-EYFP. (d) Накладання флуоресцентних сигналів від EYFP та CFP разом. Шкала = 10 мкм. 
Для того щоб оцінити, чи впливає на процеси росту рослин гетерологічна експресія ScACR3, була проведена трансформація рослин A. thaliana дикого типу (Col-0) та мутантної лінії nip7;1 (втрачена функція аквапорину AtNIP7;1) генетичною конструкцією, що несла цей ген (Isayenkov et al., 2008). Для кожного із цих типів трансформованих рослин було ідентифіковано декілька гомозиготних трансгенних ліній. Дві лінії були виявлені для рослин дикого типу (ACR-W1 та ACR-W2) та дві трансгенні лінії для мутантної групи nip7;1 (ACR-N1 та ACR-N2).
[image: image22.png]b

ACKWE ACKWZ ip 73 ACRAI ACRNZ

b

IEEEREEEER

P ——
Seiese b dnesrgany




Рис. 22. Виживання (a) та вихід As (b) із протопластів контрольних та трансгенних ліній рослин, що зазнали дії AsIII (3,5 мM та 7 мM) чи AsV (190 мM). (b) Рівень As у зовнішньому середовищі через 6 годин після інкубацї на середовищі із 2 мM AsV. Різні літери зверху стовпчиків свідчать про достовірні різниці між різними рослинними групами (P < 0,05).
[image: image23.png]Bara gociiqHHX poc/IHH BiTHOCHO
BAari Poc/HH Y KOHTPOJIBHIIX YMoBaXx (%)

120

100

80

40

20

120

100

10 MM As™

10 MM As™

160 MM AsY

mWT
“nip7;1
mACR-N1
®mACR-N2

160 MM AsY

WT

WT-ScACR3

Kontpoinb

10 MM As




Рис. 23. Відносний приріст проростків A. thaliana контрольних та трансгенних ліній (ACR-W1, ACR-W2, ACR-N1 та ACR-N2) на середовищах, що містили чи 10 мкМ AsIII, чи 160 мкм AsV. (b) Ріст проростків дикого типу та трансгенної лінії ACR-W1 на середовищі із 10 мкМ AsIII. Різні літери зверху стовпчиків свідчать про достовірні різниці між різними рослинними групами (P < 0,05).
Для з’ясування ролі білка ScACR3 у стійкості клітин до впливу сполук As була проведена оцінка життєздатності протопластів та аналіз кількості As, виведеного із протопластів. Відповідно до наших даних протопласти з експресією гена ScACR3 мали вищі показники життєздатності та виводили As значно краще, ніж контрольні лінії. Таким чином, отримані нами результати свідчать про те, що експресія ScACR3 підвищує стійкість клітин до As. Цілком імовірно, що таке підвищення стійкості є результатом посилення виведення цього елемента в клітинах трансгенних ліній (рис. 22). Вплив експресії гена дріжджового транспортера ScACR3 на стійкість до впливу As також був оцінений на рівні цілого організму. У роботі було показано, що при інкубації рослин на середовищі у присутності 10 мкM AsIII темпи приросту трансгенних ліній рослин знижувались на 55% проти 70% у рослин дикого типу (рис. 23). Таким чином, було з’ясовано, що експресія гена дріжджової системи видалення AsІІІ в A. thaliana підвищує стійкість рослин до впливу As і на клітинному рівні, і на рівні організму в цілому. Цілком імовірно, що механізм такої стійкості полягає у тому, що збільшення виведення AsІІІ у апопласт та/чи зовнішнє середовище зменшує токсичне навантаження цього елемента на цитоплазму. 
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Рис. 24. Загальний вміст As у пагонах та коренях рослин дикого типу та трансгенних ліній A. thaliana, що інкубувались протягом 24 годин на гідропонному середовищі із 10 мкМ AsV. Загальний вміст As (нмоль/г) у пагонах та коренях трансгенних ліній (ACR-W1, ACR-W2, ACR-N1 та ACR-N2) разом з відповідними контрольними лініями (WT та nip7;1). Різні літери зверху стовпчиків свідчать про достовірні різниці між різними рослинними групами (P < 0,05).
ВИСНОВКИ
У роботі проведено комплексне дослідження та функціональна характеристика мембранних транспортних протеїнів рослин, які беруть участь у транспорті моновалентних іонів та металоїдів (As). Було продемонстровано участь цих мембранних транспортних білків у механізмах соле- та посухостійкості, іонного гомеостазу та детоксифікації. Розроблено модель транспорту іонів Na+/K+ у рослинах за участі мембранних транспортних протеїнів, зокрема родини HKT, TPK, NHX. Була доповнена та розвинена модель транспорту сполук на основі As в рослинних організмах. Запропоновано альтернативний механізм клітинної доставки OsTPK-білка до протеїнових вакуоль. Розроблено ефективні підходи для біотехнологічного та молекулярно-генетичного покращення важливих агрономічних та технологічних характеристик рослин, зокрема посухо- та солестійкості, збагачення на калій, зменшення або збільшення вмісту арсену.  
1. Встановлено, що високі концентрації Na+ чи дефіцит K+ у зовнішньому середовищі призводять до підвищення рівня транскрипції гена Na+/K+-симпортера HvHKT2;1, що свідчить про участь цього транспортера у регуляції Na+/K+ балансу у рослин. 

2. Продемонстровано, що білок HvHKT2;1 ячменю відіграє важливу роль у абсорбції чи реабсорбції K+ у коренях при дуже низьких концентраціях цього елемента. Надекспресія гена HvHKT2;1 у рослинах ячменю спричиняє транслокацію Na+ із коренів у пагони та листя, підвищує загальний вміст цього елемента в тканинах рослин та посилює накопичувальний фенотип ячменю, що призводить до підвищення солестійкості цих рослин. 

3. У результаті кладистичного аналізу NHX-подібних послідовностей білків рослинного походження було продемонстровано існування чотирьох клад NHX-транспортерів. Виявлено нову кладу NHX-подібних послідовностей, до якої належить білок AtNHX3 з A. thaliana. 

4. З’ясовано, що експресія гена протонно-натрієвого обміннику HvNHX2 ячменю в клітинах тютюну покращує солестійкість цих рослин. Одночасно індукція експресії гена протонно-натрієвого обмінника HvNHX4 ячменю відбувається за умови дії лише сольового, а не осмотичного стресу. 

5. Встановлено, що білок AtTPK1 бере участь у вивільненні К+ з вакуолі продихових клітин і, відповідно, впливає на процес закриття продихів, що свідчить про участь цього каналу у регуляції водного гомеостазу рослини. Рослини з надекспресію гена AtTPK1 демонструють значно вищий рівень стійкості до дії осмотичного стресу, ніж рослини дикого типу та мутантних ліній, що вказує на участь даного каналу у регуляції осмотичного стресу.

6. Виявлено, що функціонування двопорового каналу AtTPK1 є відносно незалежним від дії абсцизової кислоти. Робота цього білка є важливою у забезпеченні процесу проростання насіння і може компенсувати результати негативного впливу абсцизової кислоти на процес проростання. 

7. Підтверджено, що функціонування двопорового калієвого каналу OsTPKb є життєво важливим для росту та розвитку рослин. Виявлено, що цей двопоровий калієвий канал відіграє незамінну роль у процесах формування зернівок рису. 

8. Показано, що надекспресія гена калієвого каналу OsTPKa у рослин рису призводить до покращення показників посухостійкості та зменшення накопичення Na+ у тканинах, проте посилення експресії OsTPKb покращує показники приросту рослин при дії сольового стресу сильніше, ніж при дії осмотичного стресу. 
9. Встановлено різну вакуолярну локалізацію двопорових калієвих каналів рису, а саме OsTPKa та OsTPKb. Виявлено, що калієвий канал OsTPKb локалізується у тонопласті протеїнових вакуоль, у той же час локалізація білка OsTPKa є характерною для мембран центральних літичних вакуоль. Продемонстровано, що транспорт білка OsTPKb до протеїнових вакуоль може відбуватись безпосередньо з ендоплазматичного ретикулюму до органели призначення без залучення апарату Гольджі. 

10. Доведено, що ділянка С-кінця між двома коровими EF-мотивами калієвих каналів OsTPKa та OsTPKb є надзвичайно важливою для подальшого вакуолярного розпізнавання цих двох білків. Заміни у амінокислотній послідовності цієї ділянки залишку валіну у положенні 303 на залишок лейцину, залишку аспарарагіну у положенні 313 на залишок серину та залишку лізину у положенні 326 на залишок аспарагіну призводять до зміни вакуолярної локалізації білка OsTPKa. Можна припустити, що фосфорилювання залишку серину у положенні 313 відіграє суттєву роль у його адресній доставці у протеїнові вакуолі.    
11. Незважаючи на велику спорідненість двопорових калієвих каналів із тютюну, а саме NtTPK1а та NtTPK1b, до білка AtTPK1 для них характерна різна субклітинна локалізація. Білок NtTPK1b накопичується у везикулярних структурах, відмінних від «класичних» літичних вакуоль. 

12. Продемонстровано, що більшість каналів родини ТРК із A. thaliana (білки AtTPK1, 2, 5) та два білки двопорових каналів із рису, зокрема OsTPKa та OsTPKb, можуть формувати функціональну та потужну систему транспорту калію у клітинах E. coli.

13. Виявлено, що аквагліцеропорин AtNIP7;1 із A. thaliana забезпечує транспорт тривалентної форми арсену (AsIII) через плазматичну мембрану та відіграє важливу роль у процесах поглинання цієї форми As у рослин.

14. Встановлено, що експресія гена, який кодує активну систему видалення AsІІІ із дріжджів - ScACR3, в A. thaliana підвищує стійкість рослин до впливу арсену і на клітинному рівні, і на рівні організму в цілому. ScACR3 підсилює здатність рослин видаляти As з тканин та сприяє його перерозподілу з коренів до пагонів. 

15. У цілому можна зробити висновок, що рослинні мембранні транспортери мінеральних сполук є важливими функціональними компонентами регуляції іонного гомеостазу, осмотичного та водного стресів, а також процесів детоксифікації у рослин. 
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Дисертація на здобуття наукового ступеня доктора біологічних наук за спеціальністю 03.00.22 – молекулярна генетика. – Державна установа «Інститут харчової біотехнології та геноміки НАН України», Київ, 2016.

Дисертація присвячена молекуляно-генетичній та фізіологічній характеристиці мембранних транспортерів, вивченню їхньої ролі у транспорті Na+ та K+, сполук As. Продемонстровано участь HvHKT2;1-транспорту у регуляції солестійкості рослин шляхом ретранслокації Na+ в інші тканини. Виявлено нову кладу для NHX-транспортерів та продемонстровано покращення солестійкості тютюну при експресії HvNHX2 ячменю у ньому. З’ясовано роль AtTPK1-каналу у процесах осморегуляції, закриття продихів, проростання насіння та підтримки гомеостазу К+. Показано різну вакуолярну локалізацію для OsTPKa та OsTPKb рису та продемонстровано участь цих калієвих каналів у регуляції осмотичного та сольового стресів, формуванні насіння та індивідуального розвитку рослини. З’ясовано шляхи доставки OsТРК-білків рису до центральної чи протеїнової вакуолів та амінокислоти в їх послідовностях, що відповідають за коректну вакуолярну адресацію. Виявлено різну клітинну локалізацію для NtTPK1a та NtTPK1b тютюну. Показано здатність AtTPK-каналів з A. thaliana проводити К+  через клітинну мембрану E. coli. Встановлено, що саме аквапорин AtNIP7;1 відіграє важливу роль у поглинанні AsІІІ рослинами A. thaliana. Продемонстровано зниження чутливості рослин до впливу арсену при експресії в них гетерологічного гена, що кодує систему виведення арсену у дріжджів - ScACR3.

Ключові слова: HKT-транспортери, NHX-транспортери, двопорові канали родини ТРК, NIP-аквапорини, дріжджова система видалення As – ScACR3, сольовий стрес, осмотичний стрес, гомеостаз К+, транспорт As. 
АННОТАЦИЯ 
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Диссертация на соискание ученой степени доктора биологических наук по специальности 03.00.22 – молекулярная генетика. – Государственное учреждение «Институт пищевой биотехнологии и геномики НАН Украины», Киев, 2016.

Диссертация посвящена молекуляно-генетической и физиологической характеристике мембранных транспортеров, изучению их роли в транспорте Na+ и K+, соединений As. Продемонстрировано участие HvHKT2;1-транспортера, в регуляции солеустойчивости растений путем ретранслокации Na+ в другие ткани. Показана новая клада для NHX-транспортеров и продемонстрировано улучшение солеустойчивости табака при експресии HvNHX2 ячменя в нем. Выяснена роль AtTPK1-канала в регуляции осмотического шока, закрытия устьиц, прорастания семян и поддержки гомеостаза К+. Показано разную вакуолярну специализацию OsTPKa и OsTPKb из риса и продемонстрирована их роль в регуляции осмотического и солевого стрессов, формировании семян и индивидуальном развитии растений. Выяснены пути доставки рисовых OsТРК-белков к центральной или протеиновой вакуолям и аминокислоты в их последовательностях, которые отвечают за корректную вакуолярную адресацию. Показано разную клеточную локализацию для NtTPK1a и NtTPK1b из табака. Продемонстрировано способность AtТРК-каналов с A. thaliana проводить К+  через клеточную мембрану E. coli. Установлено, что именно AtNIP7;1 играет важную роль в поглощении AsІІІ растениями A. thaliana. Показано уменьшение чувствительности растений к воздействию As при экспрессии в них гена кодирующего систему выведения As у дрожжей – ScACR3. 
Ключевые слова: HKT-транспортеры, NHX-транспортеры, двупоровые каналы семейства ТРК, NIP-аквапорины, дрожжевая система удаления As – ScACR3, солевой стресс, осмотический стресс, гомеостаз К+, транспорт As. 
SUMMARY
Isayenkov S.V. Molecular-genetic and functional characterization of membrane transporter involved in regulation of salt and drought tolerance in plants and arsenic detoxification. – Manuscript. 

Thesis for Dr.Sc. degree in biology (Dr.Sc. Biol.), the speciality 03.00.22 – molecular genetics. – Institute of Food Biotechnology and Genomics NAS of Ukraine, Kyiv, 2016. 

The thesis is devoted to the molecular-genetic characterization and investigation of membrane transporters physiological function. The aim of this study is evaluation of membrane transporters role in transport of monovalent ions (Na+ and K+) and As compounds. In this study, physiological functions of barley Na+/K+-transporter – HvHKT2;1 were characterized for the first time. It was suggested that one of the factors that limits barley salt tolerance is the capacity to translocate Na+ to the shoot rather than accumulation or compartmentalization of this cation in leaf tissues. Our data exhibit, that over-expression of HvHKT2;1 leads to increased salt tolerance by reinforcing the salt-including behaviour of barley. According to cladistical analysis of selected NHX transporter sequences, these proteins are distributed between 4 different clades. The appearance of new (AtNHX3-like) clade was discovered. The cladistical analysis and further classification of NHX homologs indicates the mismatching of these transporters given names to the clade and group which they have belonged. According to the results of our study, the induction of HvNHX4 expression occurred only in salt stress condition. No induction of HvNHX4 gene expression was observed under the drought stress. Moreover, the elevation of salt tolerance occurred in HvNHX2 expressing tobacco plans. Characterization of TPK1 loss-of-function mutants and TPK1-overexpressing plants shows that TPK1 has a role in intracellular K+ homeostasis affecting seedling growth at high and low ambient K+ levels. In stomata, TPK1 function is consistent with vacuolar K+ release, and removal of this channel leads to slower stomatal closure kinetics. During germination, TPK1 contributes to the radicle development through vacuolar K+ deposition to provide expansion growth. For the first time was shown, that in spite of high levels of similarity, the cellular localization of OsTPKa and OsTPKb channels was different. In contrast with OsTPKa, the OsTPKb is predominantly localized protein storage vacuoles. Trafficking of OsTPKa was sensitive to brefeldin A, while that of OsTPKb was not. The use of OsTPKa:OsTPKb chimeras and site-directed mutagenesis of C-terminal residues that were different between OsTPKa and OsTPKb identified three amino acids that are important for correct vacuolar destination. It was demonstrated the role both OsTPKa and OsTPKb in regulation of salt and osmotic stress. The role of OsTPKb in seed formation and plant development was evaluated. The different subcellular localization was observed for the tobacco TPK channel - NtTPK1a and NtTPK1b. The four isoforms of AtTPKs and two OsTPKs were cloned and expressed in LB2003 E. coli background. The expression of channels in bacteria was analyzed by RT-PCR. Our results show that AtTPK1, AtTPK2, AtTPK5 and OsTPKa, OsTPKb are restoring the LB2003 growth on low K+ media. The analysis of potassium uptake exhibited elevated level of K+ uptake in the same five types of AtTPKs and OsTPKs transformants. Our results therefore strongly suggest that in addition to AtTPK1, AtTPK2 and AtTPK5, OsTPKa and OsTPKb can form functional K+ transport systems in E. coli and as such may also form functional channels in planta. Our data show that loss of function in AtNIP7;1 improves A. thaliana AsIII tolerance and reduces AsIII uptake into the plant root. Furthermore, heterologous expression of AtNIP7;1 in yeast shows it affects yeast growth on AsIII and increases yeast AsIII uptake. These findings for the first time suggest that AtNIP7;1 forms part of an AsIII uptake pathway in A. thaliana. According to the data of our study where we heterologously expressed the yeast arsenite efflux transporter ScACR3 in A. thaliana to evaluate how this affects plant tolerance. ScACR3 was cloned from yeast and transformed into wild-type and nip7;1 A. thaliana. At the cellular level, all transgenic lines showed increased tolerance to arsenite and arsenate and a greater capacity for arsenate efflux. Three of four stably transformed lines showed improved growth. The presence of ACR3 increased arsenic translocation to the shoot. Heterologous expression of yeast ACR3 endows plants with greater arsenic resistance, but does not lower significantly arsenic tissue levels. 

Key words: HKT-transporters, NHX-transporters, two-pore channels of TPK family, NIP-aquaporins, yeast arsenite efflux transporter ScACR3, salinity stress, osmotic stress, К+ homeostasis, As transport.    
Рис. 4. Резуль-тати кладистичного аналізу зведеної групи потенційних протонно-натрієвих обмінників родини NHX рослинного походження. 


Маркерами виділено представ-ників типу NHX з A. thaliana, кладистичний алгоритм – зв’язування найближчих сусідів (N-J). Нова клада додатково виділена кремовим кольором. 





Рис. 9. Ріст рослин мутантних ліній із надекспресією AtTPK1 та дикого типу в умовах осмотичного стресу, а саме в присутності сорбітолу у різних концентраціях 180 мМ та 200 мМ. 





Рис. 12. Відносний приріст маси в OsTPKb-трансформантах та контрольних рослинах за умов дії різних типів стресів: К – нетрансформовані контрольні рослини, OsTPKbox – трансформанти із підвищеним рівнем експресії OsTPKb. Контроль – стандартне поживне середовище, 0 К+ – середовище без калію (дефіцит калію), 50мМ NaCl – середовище із додаванням 50мМ NaCl (сольовий стрес), 20% PEG – середовище із додаванням поліетилегліколю 4000 до 20% кінцевої концентрації (водний стрес).  





Рис. 13. Коекспресія OsTPKa та OsTPKb із маркерами для літичних та протеїнових вакуоль. (a) Колокалізація OsTPKb-RFP із δ-TIP-GFP. (b) Коекспресія OsTPKa:RFP та δ-TIP:GFP. (с) Коекспресія OsTPKb:RFP та γ–TIP:EYFP. (d) Флуоресценція OsTPKb-EYFP та OsTPKa-RFP у протопластах мезофілу рису, котрансформованих конструкціями, що кодують ці білки.


Шкала = 5 мкм.









