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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ
As – арсен 

AsIII – арсеніт (As2O3) 

AsV – арсенат (AsO4)-3 

At – Arabidopsis thaliana 

ABC (ATP-binding cassette transporters) – транспортери із касетою для зв’язування АТФ 

ACR3 (Arsenical compound resistance) – система активного видалення AsIII з клітин дріжджів  

AKT (Arabidopsis K+ transporter) – транспортер K+ з Arabidopsis thaliana

APX – аскорбат пероксидаза
BART (Bile/arsenite/riboflavin transporter) – транспортер жовчі, арсеніту, рибофлавфіну

CAX/CHX (Cation/H+ exchangers) – протонно-катіонові обмінники

CBL (Casitas B-lineage Lymphoma) – тип E3 убіквітин лігази
CCC (Cation-chloride co-transporters) – катіон-Cl−-котранспортери 

CCCP (Сarbonylcyanide chlorophenyl hydrazone) – карбоніліл хлорофеніл гідразон
CCV (Сlathrin-coated vesicles) – клатринові везикули
CDC25 (Сell-cycle dual-specificity phosphatases) – фосфатази клітинного циклу подвійної специфічності 

CFP (Cyan fluorescent protein) – циановий флуоресцентній протеїн 

CIPK24 (CBL-interacting serine/threonine-protein kinase 24) – cерін/треонінова протеїнкіназа 24, що взаємодіє із CBL-протеїном 
CNGCs (Cyclic nucleotide-gated channels) – канали, що регулюються циклічними нуклеотидами 

СPA (Сation proton antiporters) – катіон-протон антипортери

Col (Columbia) – генотип Arabidopsis thaliana (Колумбія )
COP (Coat proteins) – білки покриву везикул

DV (Dense vesicles) – електронно щільні везикули

DMA (Dimethylarsinic acid) – диметиларсиннова кислота

DIP (Dark-induced protein) – індукований темрявою білок
ESCRT (Endosomal sorting complex required for transport) – едосомальний комплекс сортування, що необхідний для клітинного транспорту

EYFP (Enhanced yellow fluorescent protein) – підсилений жовтий флуоресцентний протеїн  

GLR (Glutamate-like receptors) – подібні до рецепторів глутамату NSCC-канали
GORK (Guard cell outwardly rectifying K+ channel) – канал продихових клітин, що вивільняє K+ 

GR – глутатіон редуктаза

GSH – глутатіон відновлений

HKT (High-affinity K+ transporter) – транспортер K+ високої афінності 

ICP-MS (Inductively coupled plasma mass spectrometry) – масс-спектрометрія з індуктивно-зв’язаною плазмою 

КСО (K+ outward reclifying channel) – канал, що вивільняє K+
KIRC (K+ inwardly rectifying channel) – канал поглинання K+
KORC (K+ outwardly rectifying channel) – канал вивільнення K+
KUP/HAK/KT KUP/HAK/KT (K+ uptake permease/high-affinity K+/K+ transporter) – пермеаза поглинання K+/ висока афінність до K+/ транспортер K+
LCT (Low-affinity cation transporter) – катіонний транспортер низької афінності 

MRP (Multidrug resistance-associated protein) – білок ABC-типу, асоційований із стійкістю до багатьох ліків 
MDR (Multidrug resistance protein) – білок стійкості до багатьох ліків ABC-типу 
MMA (Monomethylarsonic acid) – монометиларсонова кислота

MVB (Multivesicular body) – мультивезикулярне тіло

NHX (Na+/H+ exchanger) – протонно-натрієвий обмінник

NIPs (Nodulin-26like intrinsic proteins) – подібні до нодуліну26 внутрішні білки  

NSCCs (Nonselective cation channels) – неселективні катіонні канали 

PIP (Plasma membrane intrinsic proteins) – внутрішні протеїни плазматичної мембрани

PVC (Prevacuolar compartments) – превакуолярні компартменти 

RFP (Red fluorescent protein) – червоний флуоресцентній протеїн 

RMR (Receptor-membrane-Ring H2 protein) – мембранний рецептор кільцевого H2-білку
ROS (Reactive oxygen species) – активні форми кисню

SAVs (Senescence-associated vacuoles) – асоційовані із відпаданням листя вакуолі
SKOR (Stelar K+ outward rectifier) – транспортер видалення K+ клітин центрального циліндра 

SIP (Small basic intrinsic proteins) – малі базові внутрішні білки 

SNARE (Soluble NSF Attachment Protein Receptor) – водорозчинний NSF-білок прикріплення (специфічні білки для розпізнавання та злиття мембран) 

SOD – супероксид дисмутаза
SOS1 (Salt overly sensitive) – активний транспортер, чутливий до надмірної кількості солі 
sPVC (Storage prevacuolar compartments) – превакуолярні компартменти зберігання

TMA (Ttrimethylarsine) – триметиларсин

TMAO (Trimethylarsine oxide) – оксид триметиларсину

TIP (Tonoplast intrinsic proteins) – внутрішні білки тонопласту 

ТРК (Two-pore K+ channels) – допорові K+ канали
VI-NSCCs (Voltage-independent nonselective cation channels) – незалежні від напруги NSCC-канали
VICs (Voltage-independent channel) – нечутливі до напруги канали
VSS (Vacuolar sorting signals) – сигнали вакуолярного сортування

WT (Wild type) – дикий тип 

QTL (Quantitative trait locus) – локуси кількісних ознак 
АБК – абсцизова кислота

ЛВ – літична вакуоля

ПВ – протеїнова вакуоля 
ЦВ – центральна вакуоля

5’UTR (5’-Untranslated region) – не трансльований 5’ регіон інформаційної РНК 

ВСТУП
Актуальність теми. На відміну від тварин, рослинні організми не мають здатності рухатися і таким чином уникати несприятливих умов для існування. У природних умовах 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 мільярду людей Землі страждають від недостатнього вмісту білків, вуглеводів та жирів у своєму харчуванні [1]. Ще 1 мільярд людського населення планети зазнає негативного впливу через дефіцит важливих мінеральних елементів у повсякденному раціоні та забруднення їжі токсичними сполуками внаслідок діяльності людини чи природних факторів [2, 3]. Слід зазначити, що глобальні потреби людства у продуктах харчування зростуть на 40% до 2030 р. [4]. 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 [5, 6, 7].    

Ріст та розвиток рослин, як і продуктивність сільського господарства, 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 [8, 9, 10, 11]. Транспортні протеїни, або транспортери, що розташовані в мембранах клітинних структур, є одними із головних детермінантів для подальшого використання у покращенні водного та мінерального балансу рослин. Цей важливий тип білків відповідає не тільки за транспорт поживних речовин та посухостійкість рослин, а і бере участь у ширшому спектрі 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 із глобальною зміною клімату збільшення тривалості та кількості періодів посухи буде неупинно зростати разом із виснаженням водних ресурсів багатьох регіонів світу та навіть Східної Європи [10]. 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 із 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 із продуктами харчування рослинного походження [12]. 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 на ґрунти мінеральних добрив. 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 дослідження. 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 306 сторінках, містить 87 рисунків та 5 таблиць. 
РОЗДІЛ 1
ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 
Вивчення механізмів транспорту мінеральних сполук рослинними організмами набуває великого значення. Розуміння цих процесів, встановлення їх молекулярних механізмів є дуже важливим для розвитку сучасної біотехнології та молекулярної генетики. Адже це допоможе у майбутньому вирішити широку низку глобальних проблем, пов’язаних із продуктивністю сільського господарства в умовах зміни клімату, покращенням харчової цінності продуктів за рахунок біофортифікації, зменшенням вмісту токсичних та небажаних сполук у тканинах рослин, проведенням робіт із відновлювання земель шляхом фіторемедіаціі та багатьма іншими важливими аспектами життєдіяльності людини. В цьому огляді увага була зосереджена на питаннях механізмів соле- та посухостійкості рослин, транспорту іонів Na+, K+ і сполук арсену та ролі мембранних транспортерів, що беруть участь у цих процесах у рослинах, молекулярних аспектів роботи цих мембранних транспортних білків, а також фізіологічної ролі рослинних вакуоль різних типів та шляхів внутрішньоклітинної доставки білків до цих органел.  

1.1. Проблема посухи та засолення ґрунтів 
Серед широкої низки абіотичних факторів, що мають значний вплив на ріст та розвиток рослин, водний стрес чи дефіцит води є найбільш важливим фактором виживання рослин. Поняття «водного стресу» є ширшим, ніж «посуха». Посуха, вплив високих концентрацій солей, низькі температури є складовими ширшого поняття «водний стрес». Попри все, механізми відповіді рослин на посуху та дію високих концентрацій солей є дуже подібними і навіть перетинаються між собою, бо і в одному, і в іншому випадку рослини насамперед зазнають осмотичного шоку.

Посуха та засолення ґрунтів є головними факторами, що обмежують продуктивність сільського господарства сьогодення. Майже 69% світової продукції пшениці зазнає негативного впливу через дефіцит води та засолення ґрунтів. Окрім того, за гіркою іронією, у багатьох випадках саме посуха призводить до засолення ґрунтів. Бо для ведення сільського господарства на землях, які страждають від дефіциту води, необхідно широке застосування систем іригації та штучного поливу, що призводить до вторинного засолення ґрунтів. Зазвичай вода для іригації містить певну кількість солей, що поступово накопичується в ґрунтах та веде до засолення. 50% поливних сільськогосподарських земель світу страждають від засолення [13, 14]. Спроби створення сортів рослин із покращеними показниками соле- та посухостійкості за допомогою традиційних методів селекції у більшості випадків не дали бажаного результату [15]. Такий незначний прогрес у створенні нових стійких сортів рослин унаслідок селекційної роботи обумовлений великою складністю механізмів посухо- та солестійкості та є результатом роботи цілого комплексу генів [16]. Розуміння процесів осморегуляції, поглинання та міграції у межах рослини, транслокації та компартменталізації головних мінеральних елементів, зокрема Na+ та Cl-, є дуже важливими для пояснення механізмів толерантності рослин до водного та сольового стресу. Тому вивчення молекулярної природи цих процесів та комплексної взаємодії відповідних мембранних транспортних протеїнів може значно полегшити розвиток технологій створення рослин, які толерантні до надмірних концентрацій солей та дефіциту води [17]. 

1.2. Клітинні процеси, пов’язані із сольовим стресом та дефіцитом води 
Формування відповіді рослин на дефіцит води та дію високих концентрацій солей є складним та комплексним і містить велику кількість різних процесів, що мають бути чітко скоординованими. Втрата води та підвищення концентрацій іонів солей призводять до гіперосмотичного шоку та іонного дисбалансу, що спричиняє появу вторинних ефектів чи навіть патологій. [18, 19, 20]. Механізми стійкості рослин до сольового стресу та посухи поділяються на ті, що мінімізують осмотичний стрес та іонний дисбаланс, і ті, що у подальшому призводять до вторинних ефектів, спричинених цим стресом [21, 22]. Вторинні ефекти пов’язані із розбалансуванням живлення рослин та оксидативним стресом [23]. Розбалансування водного потенціалу між апопластом та симпластом спричиняє зменшення тургорного тиску. За умови суттєвого зменшення тургорного тиску відбувається значне уповільнення росту [21]. Коли різниця у водному потенціалі клітини уже не може компенсуватися зменшенням тургорного тиску, відбувається дегідратація клітини [24]. Структури цитозолю та клітинні органели і галофітів, і глікофітів рівнозначно чутливі до цитотоксичних іонів Na+ та Cl-. Компенсація осмотичного тиску за таких умов відбувається за рахунок накопичення у цитозолі відповідних осмолитів чи осмопротекторів [21, 25, 26]. Дія катіонів Na+ є одним із головних чинників негативних ефектів дефіциту води та засолення. Більшість наукових досліджень, пов’язаних із ефектами сольового та водного стресів, присвячена саме цьому елементу. Попри все, адаптація рослин до високих концентрацій солей також вимагає чіткої регуляції гомеостазу аніонів Cl- [27, 28, 29]. Для таких рослин, як соя, цитрусові, виноград, де катіони Na+ здебільшого залишаються у корені та стеблі, вплив аніонів Cl- є критичнішим, тому що цей іон накопичується у високих концентраціях у тканинах паростків та негативно впливає на такий важливий для рослин процес, як фотосинтез. Крім того, надлишок іонів Na+ та Cl- у навколишньому середовищі зменшує осмотичний потенціал ґрунтового розчину і відповідно запобігає поглинанню молекул води кореневою системою рослин. Оскільки іони Na+ та Cl- є досить ефективними осмолитами, але мають високу цитотоксичність, компенсація осмотичного тиску клітиною відбувається за рахунок депозитування цих іонів у центральну вакуоль [30, 31]. Рух іонів у вакуолю відбувається безпосередньо від апопласту до тонопласту. Такий рух здебільшого забезпечується за допомогою іонної транспортної системи плазматичної мембрани та тонопласту. З іншого боку аби запобігти негативним ефектам сольового стресу та дефіциту води, рослини також накопичують надлишок цих цитотоксичних іонів у тканинах, що є менш важливими у рослинному метаболізмі та менш чутливими до впливу високих концентрацій солей. 

Налаштування цитоплазматичного осмотичного гомеостазу досягається завдяки продукції відповідних специфічних клітинних осмолитів та осмопротекторів [32]. Такі осмолити та осмопротектори майже не впливають на внутрішньоклітинний pH та підтримують нормальну активність багатьох клітинних ферментів в умовах впливу надмірних концентрацій солей. Деякі специфічні осмолити, зокрема іони K+, є простими іонами мінеральних сполук, але більшість із них це органічні сполуки, а саме – прості цукри (фруктоза та глюкоза), цукрові спирти (гліцерин та етильовані інозитоли), складні цукри (трехалоза, фруктани та рафіноза) та похідні амінокислот (олеїн, гліцин бетаїн, пролін бетаїн та інші) [25, 33]. Багато із органічних осмолитів мають функцію осмопротекторів, що допомагають відновленню осмотичного потенціалу. Наприклад, бетаїн гліцин підтримує цілісність плазматичної мембрани та тилакоїдів [32]. Більш того, велика кількість цих осмолитів також відіграють роль антиоксидантів та нейтралізують реактивні форми кисню (ROS), що є побічними продуктами гіперосмотичного та іонного стресу [25]. 

В умовах високих концентрацій солей накопичення цитотоксичних іонів у вакуолі є обмеженим. Такий процес зберігання токсичних іонів є дуже важливим для функціонування глікофітів в умовах сольового стресу. За умови неможливого подальшого накопичення іонів солей рослинними вакуолями відбувається підвищення концентрації цих цитотоксичних іонів у цитозолі, що негативно впливає на багато різних аспектів життєдіяльності клітини. Іони Na+ є безпосередніми конкурентами іонів K+ у транспортних системах поглинання рослин. Слід зазначити, що в умовах засолення поглинання іонів натрію рослиною відбувається набагато ефективніше, ніж калію. Фізико-хімічні подібності між іонами Na+ та K+ призводять також до конкуренції за каталітичні сайти, що у нормальних умовах приєднують необхідний катіон K+. Підтримання високої пропорції іонів K+ до Na+ у цитозолі покращує солестійкість рослин [20, 27, 34]. 

Оксидативний стрес є іншим аспектом дії високих концентрацій солей, що насправді є результатом дії осмотичного та іонного стресів, індукованих надмірним засоленням [35, 36]. Рослинні організми розвинули низку механізмів толерантності до цих стресів, що передбачає контроль біосинтезу клітинної стінки, синтезу протеїнів, поділу клітин та росту. 

Індукована осмотичним шоком продукція реактивних форм кисню (ROS) – супероксидного радикалу (О2-), перекису водню (Н2О2) та гідроксильного радикалу (ОН-), нейтралізується різноманітними ферментами детоксифікації, а саме – супероксид дисмутазою (SOD), аскорбат пероксидазою (APX) та глутатіон редуктазою (GR). Зв'язок між дією високих концентрацій солей та оксидативним стресом було показано в експериментах з рослинами рису. При трансформації рису геном Mn супероксид дисмутази із дріжджів показники солестійкості значно покращувалися [37].

Із осмотичним стресом, викликаним засоленням чи дефіцитом води, тісно пов’язано явище аутофагії у рослин. Процес аутофагії спрямований на деградацію окислених білків протягом оксидативного стресу [38], але потенційна роль аутофагії у формуванні відповіді на осмотичний стрес залишається невідомою. Було показано, що протеїни, пов’язані із аутофагією, є залученими у процес формування відповіді рослиною на дію сольового та осмотичного стресу [39, 40]. Хоча відношення процесу аутофагії до формування відповіді на посуху та осмотичний стрес ще нез’ясоване, але було показано, що рослини із дефектним фенотипом з аутофагії є чутливішими до дії сольового та осмотичного стресів [41]. 

Сенсорні механізми сприйняття рослинами осмотичного та іонного стресів. Рослинні організми вміють відчувати зміни у осмотичному та іонному балансі. Процес детекції таких змін є надзвичайно важливим для підтримання коректного функціонування кореневої системи та паростків в умовах дефіциту води та високих концентрацій Na+  та інших цитотоксичних іонів. Рослинні організми дуже швидко реагують на додавання NaCl у зовнішнє середовище та формують відповідну реакцію [34, 42]. На жаль, механізми такої реакції ще не повністю зрозумілі. Існує припущення, що детекція позаклітинного Na+ відбувається на плазматичній мембрані, але сенсорні білки, що відповідають за цей процес, залишаються все ще нез’ясованими. Відомо, що за умови високої концентрації NaCl у позаклітинному просторі відбувається швидке зростання вільного Ca2+ у цитозолі. Таке зростання вільного Ca2+ свідчить про існування клітинних сенсорів, що запускають механізми збільшення вмісту іонів Ca2+ у цитозолі у відповідь на збільшення концентрації іонів Na+ у позаклітинному просторі [43, 44]. Було показано, що експресія кальцинеріну в рослинах чи клітинах дріжджів значно підвищує толерантність останніх до дії сольового стресу. Наведені дані вказують на подібність кальцинеріну та SOS-шляху (рис. 1.1) [45, 46]. Підвищення концентрації вільного кальцію у цитозолі може відбуватися за рахунок кальцієвих сенсорів, а саме SOS3-кальцинерін В-подібний білок. Існує припущення, що збільшення концентрації кальцію у цитозолі забезпечується димеризацією SOS3 та подальшою взаємодією цих димерів із SOS2-кальцинерін В-подібною протеїнкіназою (CIPK24). Комплекс SOS3/SOS2 фосфорилює Na+/H+ антипортер NHX7/SOS1 (Salt overlay sensitive 1) (рис. 1.1) [47, 48]. Попри все, ще не було ідентифіковано жодного осмосенсору, припускається, що саме SOS1 виконує функцію натрієвого сенсору [48, 49]. Існує здогадка, що нещодавно ідентифіковані Na+/К+ котранспортери типу НКТ можуть виконувати функцію осмосенсорів, бо значно збільшують поглинання іонів заліза в умовах гіперосмосу в ооцитах Xenopus laevis [50, 51]. Цілком ймовірно, що двокомпонентна гістидин кіназа AtHK1 також має осмосенсорні властивості, бо є відповідальною за запуск MAP-кіназного каскаду в умовах гіперосмосу [52, 53, 54]. Зокрема було показано, що при трансформації мутантів дріжджів лінії Sln1, що втратили осмосенсорну функцію, геном гістидин кінази AtHK1 з A. thaliana, ця функція відновлювалася [52]. Лінії рослин із надекспресією гена цієї протеїнкінази чи з втратою функції AtHK1 демонструють фенотипи, що проявляються при дії осмотичного стресу та посухи [52, 53, 54, 55, 56]. Попри все, у рослин існує ціла низка фізіологічних механізмів відповіді на дію осмотичного стресу. Тому, окрім вищезазначених білків, існують інші осмотичні сенсори клітини [56]. Опираючись на той факт, що після додавання до середовища культивування високих концентрацій NaCl чи манітолу, відбувається швидке зростання рівня Ca2+ у цитозолі протягом декількох секунд [42]. Стрімке зростання рівня Ca2+ у цитозолі розпочинається в декількох типах клітин кореневої системи [57, 58, 59]. Такі спостереження дають можливість припустити, що осмотичний стрес може сприйматися клітиною за допомогою механочутливого Ca2+ каналу [60]. 
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Рис. 1.1. Гіпотетична модель регуляції гомеостазу Na+ в рослинній клітині.
Окрім іонів Ca2+, що можуть передавати сигнали в середині клітини, було показано, що циклічні нуклеотиди цАМФ та цГМФ також можуть брати участь у сигнальних процесах корегування сольового стресу. Електрофізіологічні дані свідчать про те, що дія циклічних нуклеотидів може зменшувати приток іонів Na+ у клітини за допомогою пониження активності незалежних від напруги катіонних каналів CNGC (Cyclic Nucleotide Gated Channels) [61] та швидкого зростання концентрації цГМФ у цитозолі [62]. Ці результати були отримані для рослин арабідопсису, що зазнали осмотичного та сольового стресу [61, 62, 63].   

1.3. Рослинні системи транспорту Na+, K+ та регуляції їх внутрішньоклітинного вмісту 
Існує низка мембранних транспортерів, що відіграє важливу роль у механізмах стійкості рослин до дії стресів біотичної та абіотичної природи. Особливої уваги заслуговують мембранні Na+/K+-транспортери, що активно задіяні в процесах формування відповіді на дію сольового та осмотичного стресу (рис. 1.2) [17]. Існує декілька різних шляхів потрапляння іонів Na+ в клітини кореневої системи. Na+ може проходити плазматичну мембрану за допомогою низки іонних каналів та транспортерів. Деякі мутанти рослин, що втратили функції того чи іншого мембранного каналу чи транспортеру, демонструють зменшення накопичення Na+ в клітинах рослин. Нещодавно була описана нова транспортна система іонів Na+, що відноситься до родини проникних для кальцію NSCC-каналів (Calcium-permeable non-selective cation channels) та чутлива до впливу іонів Са2+ [64, 65]. Було продемонстровано, що іони Са2+ пригнічують поглинання та загальний потік радіоактивного Na+ через неселективні іонні канали (NSCCs) [66, 67]. Відповідно до отриманих даних, було висунуте припущення, що ці канали відіграють важливу роль у поглинанні натрію кореневою системою рослин [65, 68, 69]. Однак ці показники є досить змінними і точна пропорція між рівнем притоку та витоку іонів Na+ ще не встановлена. NSCC-канали відіграють важливу роль у загальному накопиченні Na+ в солечутливих сортах рису [70]. Родина проникних для кальцію NSCC-каналів містить канали, які залежні від циклічних нуклеотидів CNGC (рис. 1.2) [70–72], та глутамат-подібні рецептори GLR (Glutamate-like Receprtor) [73]. Аналіз транскриптів рослин A. thaliana, що зазнали дії сольового стресу, показав значне підвищення експресії генів п’яти різних ізоформ CNGC-каналів [74]. Існують дані, що вказують на участь CNGC3 A. thaliana у короткотривалому поглинанні іонів натрію кореневою системою, а активна робота цих каналів послаблює солестійкість рослин [71]. Деякі представники родини CNGC, а саме CNGC10 із A. Thaliana, беруть участь у поглинанні та транспорті іонів натрію на великі відстані, що свідчить про ймовірну участь цих каналів у регуляції сольового стресу [72].  

Було показано, що протонно-катіонний антипортер AtCHX2 з A. thaliana має високу активність у клітинах ендодермісу коренів та відповідає за транспорт із ендодермальних клітин у клітини центрального циліндру (рис. 1.2)  [75]. 
Na+ є головним конкурентом K+ при поглинанні рослинами. Транспортні системи плазматичної мембрани з високою селективністю до іонів K+ можуть також з набагато меншою ефективністю пропускати іони Na+. Калієві канали відіграють важливу роль у іонному гомеостазі та підтриманні оптимальних пропорцій іонів K+ відповідно іонів Na+ всередині клітини. Na+ є головним конкурентом K+ у метаболічних процесах, тому високий вміст іонів K+ у рослинних клітинах значно підвищує толерантність рослин до впливу підвищених концентрацій іонів Na+ і тим самим збільшує солестійкість [76, 77].
Рослини мають два головні типи спеціалізованих каналів для транспорту калію, шейкерні канали, двопорові калієві канали родин ТРК (Two-pore K+ channels) та КСО (K+ outward reclifying channel) (рис. 1.2) [78, 79, 80].

Шейкерні канали, а саме KAT1 та AKT1, розташовані на плазматичній мембрані (рис. 1.2). Вони забезпечують транспорт іонів K+ всередину клітини. Мутанти A. thaliana akt1-1 демонструють схожу із рослинами дикого типу чутливість до впливу надмірних концентрацій солей, що вказує про відсутність функції транспорту іонів Na+ для цього каналу [81].

З іншого боку рослини арабідопсису, трансформовані геном PutAKT1 із галофіту Puccinellia tenuiflora, значно зменшують накопичення іонів Na+ та збільшують вміст іонів K+ і в умовах сольового стресу, і в контрольних умовах [82]. Такі результати свідчать про те, що PutAKT1 бере участь у поглинанні іонів K+ і в умовах сольового стресу [82].

Здебільшого цим каналам властива висока селективність по K+ у порівнянні з Na+, і, вважалось, що вони не відіграють суттєвої ролі у транспорті іонів Na+ [69, 83]. Проте останні роботи засвідчують, що ця вибірковість є набагато складнішою і трапляються екофізіологічні варіації у функціонуванні цих каналів. Наприклад AKT1 галофіту Suaeda maritima, може транспортувати іони Na+ із низькою афінністю [84]. У іншій роботі було показано, що шейкерні калієві канали можуть обумовлювати досить значне поглинання іонів Na+ у солечутливих сортах рису. Проте такий ефект був відсутній у сортів рису, що є толерантними до сольового стресу [85]. 
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Рис. 1.2. Гіпотетична модель транспорту іонів Na+ та K+ в рослинному організмі. 
Експериментальні дані вказують на те, що шейкерні калієві канали можуть брати участь у транспорті Na+ тільки в окремих випадках. АКТ1 є високоселективним каналом і насамперед транспортує іони калію, але за умови високого засолення АКТ1 може транспортувати і Na+ [86]. KAT1 також має велике значення для солестійкості рослин. Було показано, що експресія чи надекспресія OsKAT1 кДНК із рису в клітинах дріжджів та клітинах рису значно покращувала солестійкість [87]. 

Калієві канали родини SKOR (stelar K+ outward rectifier) відіграють важливу роль у підтримуванні гомеостазу K+. Мутанти skor демонструють зменшення накопичення іонів калію у пагоні, але концентрація K+ у корені залишається незмінною, що вказує на участь цих каналів у завантаженні ксилеми іонами K+. Хоча клітинна локалізація цих каналів ще не повністю з’ясована, вірогідно, що вони містяться на плазматичній мембрані та також можуть відігравати важливу роль у толерантності рослин до впливу надмірних концентрацій солі (рис. 1.2) [88]. Потенційними кандидатами, що відповідають за контроль завантаження ксилемного соку іонами Na+, є калієві канали родини KORC та NORC [89, 90]. Ортолог KORC – AtSKOR із A. thaliana, бере участь у завантаженні ксилемного соку K+  [91]. 

Представники транспортерів-носіїв також можуть брати участь у поглинанні іонів Na+. Низка досліджень показали, що транскрипція генів HAK/KUP (K+ uptake permease) та KT (K+ transporter) підвищується чи регулюється за умови впливу сольового стресу [92, 93, 94]. Експресія генів HAK підвищується в умовах відсутності іонів K+ та дії сольового стресу [95]. При наявності високого співвідношення іонів Na+ до K+ калієві транспортери родини HAK/KUP/KT можуть транспортувати Na+ із низькою афінністю (рис. 1.2) [96]. Більш того, транспорт калію повністю пригнічується іонами натрію при експресії генів HAK/KUP/KT у мутантах дріжджів [97, 98]. Надекспресія гена рисового K+ транспортера OsHAK5 значно підвищувало солестійкість трансформованої культури клітин тютюну BY2 завдяки підвищенню рівня накопичення K+ та паралельного зменшення поглинання Na+ [99]. 

Окрім вищезазначених мембранних транспортних протеїнів, існує велика вірогідність того, що транспортери родини LCT також беруть участь у транспорті іонів натрію. Уперше ген LCT1 був клонований із пшениці. Експресія останнього у клітинах дріжджових мутантів показала, що LCT1 є неселективним носієм катіонів і може транспортувати іони K+, Rb+, Na+ та Ca2+ [100, 101]. Хоча мембранна локалізація та фізіологічна роль LCT1 залишаються невідомими, цей катіонний транспортер може бути задіяний у транспорті Na+ через плазматичну мембрану [102]. Деякі дослідження вказують на те, що при експресії гена LCT1 у геторологічних системах дріжджових мутантів зростає загальний вміст Na+ та солечутливість дріжджів [103]. Таким чином, експериментальні дані свідчать про те, що цей транспортер може брати участь у поглинанні іонів Na+. 
Роль транспортерів родини HKT у механізмах солестійкості рослин. Мембранні транспортери родини HKT (High Afinnity K+ Transporter) забезпечують транспорт іонів і Na+, і K+ [104]. Вперше HKT-транспортер (TaHKT2;1) було ізольовано та клоновано з пшениці (Triticum aestivum) [105, 106]. Відкриття цього типу транспортерів призвело до подальшої ідентифікації та характеристики генів, що кодують НКТ-транспортери, з різних видів рослин [107]. Подальший аналіз амінокислотних послідовностей і транспортних особливостей НКТ-транспортерів дозволив поділити транспортери цієї родини на дві відміннні субгрупи [108, 109]. НКТ-транспортери класу І у переважній більшості випадків забезпечують транспорт Na+ [108, 109], а НКТ-транспортери класу ІІ відповідають за котранспорт Na+ та K+ [106]. 

Мутації гена AtHKT1;1 з A. thaliana, що кодує транспортер класу І, призводить до появи гіперчутливості разом із надмірним накопиченням Na+ у тканинах листків та зменшенням вмісту цього елемента в коренях за умов дії сольового стресу [110, 111, 112]. Подальший детальний аналіз вказує на головну роль AtHKT1;1 та його ортологу з рису OsHKT1;5 у видаленні Na+ з ксилемного соку у клітини паренхіми. Такий механізм видалення та перерозподілу Na+ запобігає токсичним ефектам цього іону в тканинах листя [112, 113, 114, 115]. Надекспресія гена AtHKT1;1 у клітинах центрального циліндру посилювала солестійкість рослин [116]. Електрофізіологічний аналіз in vivo клітин центрального циліндру коренів вказує на те, що AtHKT1;1 забезпечує пасивний транспорт Na+  і робить його подібним до каналів [117]. Таким чином, AtHKT1;1 забезпечує видалення Na+ з ксилемного соку. Окрім того, існує припущення, що таке видалення Na+ стимулює зворотній транспорт та завантаження ксилеми іонами K+ за допомогою калієвих каналів. Такий механізм видалення з ксилеми Na+ та завантаження ксилемного соку K+ призводить до збільшення рівня цього елемента по відношенню до Na+  у тканинах листя і цим самим зменшує чи запобігає цитотоксичним ефектам дії Na+ [113, 114]. За допопомгою QTL-аналізу (Quantitative trait locus, локуси кількісних ознак ) ознак солестійкості у рослин було виявлено, що подібні механізми видалення Na+ з ксилемного соку є надзвичайно важливими для солестійкості пшениці (Triticum turgidum) та рису [118, 119]. В обох випадках головна QTL-ознака солестійкості містить ортологи HKT1;5, що кодують селективні по Na+ HKT транспортери класу І [118, 120]. QTL-аналіз ознак солестійкості пшениці також призвів до ідентифікації іншого важливого локуса, пов’язаного із солестійкістю, а саме Nax1 [121]. Було з’ясовано, що локус Nax1 є тісно пов'язаним із регіоном гена TaHKT1;4, який також кодує HKT-транспортер класу І, відповідає за видалення Na+ з ксилеми у тканинах листя і таким чином унеможливлює надмірне накопичення цього токсичного елемента в важливих біосинтетичних тканинах [122]. Нещодавні дослідження з порівняльного аналізу солестійкого типу Indica та солечутливого типу Japonica свідчить на користь гіпотези, що саме OsHKT1;4 запобігає накопиченню цитотоксичного Na+ у тканинах листя в умовах сольового стресу [123]. 

Результати вищезазначених робіт свідчать про те, що HKT-транспортери класу І локалізуються у клітинах паренхіми та задіяні у важливому механізмі захисту органів фотосинтезу від надмірного накопичення цитотоксичного Na+ в умовах сольового стресу. Збільшення рівня поглинання K+ разом із паралельним видаленням Na+ із тканин листя тісно корелює із показниками солестійкості рослин [124].

Таким чином, відповідно до проведених робіт HKT-транспортери класу І є одними із ключових елементів підтримки високого рівня K+ по відношенню до Na+  в тканинах рослин [113, 114]. 

На відміну від A. thaliana, геном рису кодує 9, а геном ячменю 6 різних ізоформ НКТ-транспортерів [122, 125]. Функції HKT-транспортерів класу ІІ були детальніше вивчені саме у цих видів рослин. Зокрема було показано, що OsHKT2;1 є транспортером Na+, а функція цього транспортного протеїну є особливо важливою за умов дефіциту K+ [122, 125, 126]. 
Експресія OsHKT2;1 спостерігається у кореневому епідермісі, кортикальних клітинах та судинних тканинах і кореня, і листя [122, 126, 127]. Характер експресії цього гена в тканинах кореня у відповідь на дію сольового стресу відрізняється для солестійких та солечутливих сортів [127]. Мутантні лінії рису із втраченою функцією OsHKT2;1 демонструють затримку росту в умовах дефіциту К+ та накопичують набагато менше Na+ у своїх тканинах [126]. Надекспресія іншого представника HvНКТ2;1 із ячменю призводила до збільшення поглинання іонів натрію та накопичення останнього у ксилемному соці в умовах сольового стресу.
Під час дії високих концентрацій солей експресія HvНКТ 2;1 підвищується та посилюється транслокація іонів Na+ у листя [128].

Отже, транспортери HKT2;1 беруть участь у поглинанні моновалентних іонів з високою афінністю, зокрема іонів Na+, в умовах дефіциту K+. На відміну від HKT-транспортерів класу І із рису та пшениці, ячмінь використовує HKT2;1 для накопичення Na+ у тканинах пагону як один із механізмів стійкості до сольового стресу [128]. Попри все, роль HKT2;1 у поглинанні іонів Na+ в умовах сольового стресу є обмеженою і швидко пригнічується при підвищенні його концентрації [128]. 

За умови дії сольового стресу рівень експресії генів інших представників родини НКТ з рису, а саме OsHKT2;3 та OsHKT2;4, теж змінюється у тканинах кореня. Очевидно, що родина транспортерів НКТ класу ІІ бере участь у поглинанні та транспорті Na+ [125]. 

Припускається, що деякі із НКТ-транспортерів мають осмосенсорні характеристики. Було показано, що за умов гіперосмотичного шоку відбувається активація цих транспортних протеїнів [129]. 

Слід зазначити, що нещодавно були ідентифіковані деякі механізми регуляції експресії генів, що кодують НКТ-транспортери. Зокрема було показано, що цитокініни пригнічують експресію AtHKT1;1 в коренях A. thaliana за допомогою специфічних транскрипційних факторів ARR1 та ARR12. У відповідь на дію сольового стресу рівень цитокінінів у рослині зменшується, проте рівень експресії AtHKT1;1 зростає [130]. Було також відкрито подібний характер негативної регуляції експресії AtHKT1;1 за участі транскрипційного фактора ABI4 (ABA-INSENSITIVE 4) [131]. Декілька регуляторних цис-елементів у регіоні промотора гена AtHKT1;1 було ідентифіковано при скринінгу sos3 мутантів A. thaliana [132]. Скринінг солечутливих мутантів A. thaliana sss (soil salinity-sensitive) призвів до виділення окремої лінії рослин sss1-1 (sss, soil salinity-sensitive), що мали високу гіперчутливість до дії Na+  у пагонах [133]. Завдяки аналізу цієї мутантної лінії було виявлено, що SSS1-локус кодує AtrbohF-протеїн – НАДФН оксидазу, яка каталізує продукцію реактивних форм кисню (ROS) [133]. Таким чином, AtrbohF забезпечує продукцію реактивних форм кисню, що у свою чергу може призводити до посилення видалення іонів Na+ з ксилемного соку за допомогою AtHKT1;1 і таким чином захищати листя від сольового стресу [133]. 

Роль антипортерів родини NHX у підтримці низького рівня цитоплазматичного Na+ та іонному гомеостазі. Для того щоб мінімізувати негативний вплив високих концентрацій Na+ у цитоплазмі солей, рослини застосовують декілька механізмів [77]. Зокрема рослини здатні на видалення токсичних іонів натрію шляхом транспорту останнього у вакуоль чи назовні клітини через плазматичну мембрану [77, 134]. Таке видалення цитотоксичного Na+ відбувається завдяки роботі протонно-натрієвих (Na+/H+) антипортерів. Геном A. thaliana кодує більш ніж 40 різних типів Na+/H+ антипортерів [135, 136]. Протонно-натрієві антипортери поділяють на три родини СPA1, або NHX, NhaD та CPA2 (CHX та KEA) [137]. 

Рослинні транспортні протеїни родини NHX були вперше описані як транспортери тонопласту, що завантажують надлишок цитозольного Na+ у вакуолю. Для багатьох рослинних об’єктів було показано, що саме NHX-транспортери є одними з головних детермінантів солестійкості рослин [134, 138, 139, 140]. Протонно-натрієві обмінники родини NHX поділяють на два головних типи, а саме AtNHX7/SOS1 і AtNHX8, та власне NHX1-6 [141, 142, 143]. NHX-транспортери першого типу (AtNHX7-8) локалізовані на плазматичній мембрані і можуть відігравати важливу роль у транспорті іонів натрію на великі відстані, а саме від стебел до коренів [144]. AtNHX7/SOS1 транспортер із A. thaliana є гомологом Na+/H+ антипортера NHА1 із дріжджів, що локалізується на плазматичній мембрані. Філогенетично близько до AtNHX7/SOS1, що відповідає за видалення Na+ з клітин, стоїть AtNHX8, функції якого ще не зовсім з’ясовані [145, 146]. Проте існують деякі експериментальні дані, що свідчать про участь AtNHX8 у видаленні токсичнішого Li+ з клітини [147].

Протонно-натрієві обмінники другого типу, власне NHX, також поділяють на два класи. До класу 1 належать ізоформи NHX з A. thaliana (AtNHX1-4), що мають чітку вакуолярну локалізацію [148, 149]. Проте NHX-протеїни, що належать до класу 2, а саме AtNHX5 – 6, є специфічними для мембран різноманітних ендосомальних компартментів клітини [149, 150]. Мутанти дріжджів nhx1 є чутливими до впливу Na+. Було показано, що NHX1 із дріжджів забезпечує вакуолярну компартменталізацію іонів Na+ [151]. Перший рослинний NHX, а саме AtNHX1, був ідентифікований завдяки подібності своєї послідовності до дріжджового SсNHX1 [152]. Підсилення експресії AtNHX1 та його ортологів в A. thaliana та інших видах рослин значно підвищувало толерантність до сольового стресу [153, 154, 155, 156, 157, 158]. Головна роль більшості охарактеризованих NHX-антипортерів є транспорт та накопичення Na+ у вакуолі та інші клітинні компартменти за умов сольового стресу, що зменшує токсичну дію цього іону на клітинний метаболізм [134]. Останні роботи вказують на те, що антипортери родини NHX також беруть участь у транспорті та накопиченні K+ у вакуолях та підтримці стабільного клітинного pH [159]. Було показано, що експресія AtNHX1 у томатах підвищує вакуолярний рівень K+ та транспорт цього елемента з коренів до пагонів. Такий ефект є досить корисним для рослин, бо рівень внутрішньоклітинного K+ по відношенню до Na+ збільшується, що зменшує цитотоксичний вплив Na+ [159, 160, 161]. Окрім того, QTL-аналіз томатів вказує на те, що ознака накопичення Na+ у листі тісно пов’язана із позицією LeNHX3 гена [162]. Останні дослідження функцій антипортерів родини NHX свідчать про те, що ці мембранні транспортні протеїни беруть участь у широкому спектрі процесів, а саме регуляції осмотичного тиску, рості клітин та розвитку рослин [159, 161]. Ендосомальні NHX, що належать до класу 2, відіграють важливу роль у клітинному рості та, можливо, беруть участь у процесах везикулярного транспорту та процесінгу білків [161, 163]. Результати цих досліджень також вказують на важливу роль NHX-антипортерів класу 2 у механізмах стійкості рослин до сольового стресу, контролі pH клітинних органел та підтримці іонного гомеостазу [149, 150 161, 163].  Було показано, що подвійні nhx5-nhx6 мутанти A. thaliana є чутливішими до впливу сольового стресу, ніж рослини дикого типу, а власне транспортні білки NHX5 та NHX6 колокалізувалися із маркерами чи апарату Гольджі, чи відділу транс-Гольджі [160]. Окрім «класичних» функцій, існують NHX-антипортери, що навпаки беруть участь у транспорті Na+  із вакуолі до цитоплазми [164].

За останнє десятиліття було ідентифіковано велику кількість рослинних гомологів NHX [134]. На жаль, функції багатьох із них та їхнє філогенетичне положення залишаються невивченими та потребують подальших ретельних досліджень.  

Роль та функції двопорових калієвих каналів родини ТРК в іонному гомеостазі, регуляції осмотичного та сольового стресів. Калієві канали відіграють важливу роль у гомеостазі K+ та підтриманні оптимальних пропорцій іонів K+ відносно Na+ всередині клітини. Na+ є головним конкурентом K+ у метаболічних процесах, тому високий вміст K+ в рослинних клітинах значно підвищує толерантність рослин до впливу підвищених концентрацій Na+ і тим самим збільшує солестійкість. Рослини мають два головні типи спеціалізованих каналів для транспорту калію, шейкерні канали, двопорові калієві канали родин ТРК (Two-pore K+ channels) та КСО (K+ outward reclifying channel) [79, 165]. Двопорові канали родини ТРК (Two-pore K+ channels) відіграють важливу роль у широкому спектрі клітинних і фізіологічних процесів рослин. Вони є важливими регуляторами гомеостазу K+, тургорного тиску. ТРК-канали беруть участь при формуванні відповіді на дію різноманітних типів абіотичного стресу [79]. Гени селективних за K+ каналів родини TPK були знайдені в геномах багатьох видів рослин, а саме A. thaliana, рису, евкаліпта, тополі, ячменю та інших видів [165, 166, 167]. За винятком однопорового AtKCO3 (K+ outward reclifying channel), усі інші відомі калієві канали мають два порових домена із характерною для них послідовністю GYGD, що відповідає за K+ селективність та належать до родини ТРК (Two pore potassium channels) [165, 167, 168]. 

Канали родини ТРК відіграють важливу роль у проростанні насіння та русі продихів [79]. Двопорові канали також важливі для регуляції механізмів стійкості рослин до сольового та осмотичного стресу, бо забезпечують відповідний баланс іонів K+ всередині клітини [79, 166]. Двопорові канали родини ТРК мають структурну подібність до калієвих каналів із тандемним поровим доменом з клітин ссавців [168, 169]. Слід також зазначити, що більшість представників цих каналів мають EF-домени у C-кінці, тому ці білки можуть регулюватись іонами кальцію. Багато представників родини ТРК також містять сайт зв’язування 14-3-3 білками у своєму N-кінці  [168, 169]. 

Завдяки своїм структурним відмінностям ТРК-канали виконують різні фізіологічні функції і можуть мати різну клітинну локалізацію. Роботи останніх років свідчать про те, що для формування ефективної системи транспорту калію ТРК-канали утворюють димери [170, 171]. Субодиниці AtTPK1 з A. thaliana та NtTPK1 можуть формувати функціональні гомодимери при експресії останніх у гетерологічних та гомологічних системах [172]. Геном A. thaliana кодує 5 різних ізоформ ТРК каналів, а саме AtTPK1, 2, 3, 4, 5 [168]. AtTPK1 є одним із найкраще вивчених каналів цієї родини, що бере участь у процесах закриття продихів, проростання насіння та відповіді на осмотичний стрес [79, 168]. Активність цього каналу залежить від значення рН у цитозолі та внутріклітинної концентрації кальцію. Як і більшість каналів цієї родини, AtTPK1 локалізований у тонопласті великих літичних вакуоль [79, 168]. Вважається, що інші ізоформи AtTPK2 та AtTPK5 також мають вакуолярну локалізацію [169, 173]. Останні дослідження функцій та клітинної локалізації деяких представників родини ТРК свідчать про те, що існують ТРК-канали із відмінною від тонопласта літичних вакуоль мембранною спеціалізацією. Зокрема відомо, що AtTPK4 з арабідопсису локалізується у плазматичній мембрані та не містить у своїй структурі EF-доменів у C-кінці [174]. Раніше вважалося, що AtTPK3 локалізується у тонопласті центральної вакуолі, але останні експериментальні дані демонструють, що цей канал має хлоропластну локалізацію [168, 175]. Цікавим фактом є те, що ТРК-канали із рису (OsTPKa та OsTPKв) локалізуються у вакуолях різних типів. OsTPKa специфічний для тонопласту літичної вакуолі, а у мембрані малих за розміром протеїнових вакуоль знаходиться OsTPKb [80]. Клітинна локалізація двопорового каналу NtTPK1b з тютюну ще нез’ясована повністю. Проте було показано, що ці калієві канали тютюну локалізуються у везикулярних структурах, що мають деякі подібності до протеїнових вакуоль [176, 177]. Слід відзначити, що хоча інші представники родини ТРК з A. thaliana, а саме AtTPK2 і AtTPK5, локалізуються у мембранах літичних вакуоль, існують експериментальні дані про те, що ці канали також можуть знаходитися у менших за розміром везикулярних структурах [168]. Двопорові канали цієї родини задіяні у багатьох процесах рослинних відповідей на дію абіотичних стресів [165]. На відміну від AtTPK1, ген якого експресується у всіх типах рослинних тканин, AtTPK2 є спеціалізованим каналом пилку, отже є важливим елементом у процесах запилення [174]. Окрім того, експресія AtTPK3 спостерігається у кінцівках коренів та пилку, а AtTPK5 експресується у судинах та репродуктивних органах [168]. 

Завдяки своїй унікальній локалізації рисовий двопоровий канал OsTPKb відіграє важливу роль у процесах формування насіння і збагачення його на мінерали [165, 178]. 

Існує низка даних, яка свідчить про те, що функція каналів цієї родини є надзвичайно важливою при сольовому та водному стресі [165]. Відомо, що активність NtTPK1a чутлива до дії спермідину і сперміну, а рівень траскриптів гена цього каналу підвищується за гіперосмотичних умов [172]. Відповідно до наших спостережень, надекспресія гена двопорового калієвого каналу OsTPKb призводила до підвищення стійкості рослин рису до сольового та осмотичного стресів [165, 179]. 

Ці дані свідчать на користь того, що протеїнові вакуолі можуть бути важливими клітинними органелами для регуляції осмотичного тиску та підтримки високого рівня внутрішньоклітинного K+. Існують дані, що вказують на підвищення рівня транскриптів гена цього каналу за умов дії сольового та осмотичногог стресів [165]. Окрім того, було показано, що експресія гена ТРК-каналу із тополі у клітинах тютюну підвищувала їх стійкість до сольового стресу [180]. Інші експериментальні дані демонструють, що надекспресія гена двопорового каналу OsТРКa в рисі підвищувала стійкість рослин до сольового та водного стресів [181]. З іншого боку, індукція експресії гена двопорового каналу HvTPKb із ячменю спостерігалась після 8 годин інкубації в умовах осмотичного стресу [182].

Функції багатьох двопорових каналів родини ТРК ще недостатньо вивчені, а в багатьох випадках залишаються нез’ясованими. Тому подальше вивчення функцій двопорових ТРК-каналів та їхньої ролі у регуляції абіотичних стресів є необхідною умовою для розуміння фізіологічних та біохімічних процесів, пов’язаних із регуляцією сольового та осмотичного стресів, поглинанням та метаболізмом мінеральних елементів, ростом та розвитком рослин та його насіння.    

1.4. Різноманіття та фізіологічна роль рослинних вакуоль 
Вакуолі рослинних клітин є унікальними органелами, що відрізняються своєю поліфункціональністю. Вони є головним джерелом клітинного тургору та резервуаром для зберігання і накопичення поживних речовин. Вакуолі рослинних клітин відповідають за підтримку гомеостазу різноманітних сполук у цитозолі, а саме мінеральних сполук, цукрів, органічних кислот і вторинних метаболітів [183, 184]. Деякі спеціалізовані типи клітин, а саме клітини продихів, демонструють швидкі зміни розміру клітини за рахунок зменшення об’єму вакуолі цих клітин. Ці швидкі зміни об’єму вакуоль забезпечують такі важливі процеси, як транспірація та дихання, що є необхідною умовою для виживання рослин. 

Головним типом вакуоль рослинних клітин є центральна вакуоля (ЦВ), що наявна майже в усіх типах тканин вегетативних органів рослин. ЦВ може займати до 90% об’єму клітини та відповідає за створення та підтримування тургору. Окрім того, в ЦВ накопичуються продукти деградації цитоплазми клітини та містяться гідролітичні ферменти [183]. Завдяки таким властивостям ЦВ ще часто називають літичні або вегетативні. 

Клітини репродуктивних органів та насіння рослин збагачені на інший тип вакуоль, що отримали назву протеїнові вакуолі (ПВ) [185, 186, 187, 188, 189, 190]. Ці вакуолі мають невеликі розміри та відповідають за зберігання різноманітних білків та інших важливих поживних речовин. ПВ збагачені на запасні білки та білки захисту, що є надзвичайно важливим для проростання насіння і раннього розвитку проростків. Ці вакуолі також зустрічаються у клітинах вегетативних органів, але їхня роль ще не повністю з’ясована. Припускається, що за умови впливу на рослини деяких абіотичних стресів, наприклад посухи та холоду, саме ПВ клітин вегетативних тканин накопичують запасні білки [185, 191]. Показано, що вакуолі обох типів можуть співіснувати в одній клітині [191, 192, 193]. Отже, ЦВ відрізняється від ПВ за своєю морфологією, біохімічним складом та функціями. Нещодавно було встановлено, що різні типи вакуоль також відрізняються набором водорозчинних та тонопластних білків. Зокрема деякі представники аквапоринів родини ТІР (ТІР, Tonoplast Intrinsic Protein) та калієвих каналів родини ТРК мають різну вакуолярну локалізацію [80, 165, 185,186, 190]. 

Існування великих ЦВ у клітині є важливою та необхідною умовою для росту рослин та розтягування клітин. Таке збільшення клітинного об’єму за рахунок розтягування допомагає рослині оптимізувати поверхню поглинання сонячного світла у процесі фотосинтезу. ЦВ рослин є еквівалентами лізосом тваринних клітин та вакуоль дріжджів. Як вже зазначалося, ЦВ є основним резервуаром для накопичення та зберігання іонів, мінеральних сполук і води, вторинних метаболітів і пігментів [167, 183, 194]. Зберігання ксенобіотичних та токсичних сполук у ЦВ допомагає зменшити їх негативний вплив на біохімічні процеси, що відбуваються у цитоплазмі. Метаболіти, що використовуються рослинами для свого захисту від патогенів та шкідників, також зберігаються у ЦВ і вивільняються із них у відповідь на механічні пошкодження клітини чи тканини або атаку шкідників. Створення запасів поживних речовин у ЦВ допомагає рослинам пережити періоди дефіциту важливих для життя рослини елементів та води за рахунок мобілізації ресурсів вакуоль [195, 196, 197]. Саме тому якісний та кількісний вміст ЦВ постійно змінюється відповідно до стадії розвитку рослини та факторів навколишнього середовища [198, 199]. ЦВ є також головним депо рослинної клітини для зберігання іонів Ca2+. Отже, ЦВ відіграють важливу роль у сигнальних процесах у клітині [167]. ЦВ мають кислий рН, що сягає позначки 4-5, але у деяких випадках, а саме у цитрусових, може знижуватись до 2 [199]. Низьке рН вакуолярного соку значно полегшує процеси деградації різноманітних сполук завдяки наявності різноманітних гідролаз, що є аналогами гідролітичних ферментів лізосом тваринних клітин [200, 201, 202]. Тонопласт ЦВ вищих рослин, вакуоль грибів та лізосом клітин тварин містить дуже подібні H+-ATФази, що беруть активну участь у закисленні вакуолярного соку. Унікальними для тонопласту рослинних вакуоль є Н+-пірофосфатази, що також можуть брати участь у створенні кислого рН вакуолярного соку та, можливо, у транспорті калію [203, 204]. Тонопласт ЦВ містить специфічний для них гамма-ТІР- аквапорин [186, 205, 206]. Окрім того, варто зазначити, що функціонування гамма-ТІР-аквапорину вимагає кислого рН [207]. 

Нещодавно був відкритий подібний до ЦВ інший підтип вакуоль, що отримав назву SAV–вакуолі (Senescence-associated vacuoles), що асоційовані із процесами старіння [208, 209]. SAV–вакуолі містять специфічну SAG12 цистеїн протеазу (senescence-associated gene 12). Окрім того, на відміну від «класичних» ЦВ, рН соку цих вакуоль є кислішим. Слід зауважити, що ЦВ специфічний c-TIP-аквапорин відсутній у тонопласті SAV-вакуоль. Вважається, що SAV-вакуолі із високою протеолітичною активністю утворюються de novo у клітинах листків, що старіють та містять агрегати деградованого матеріалу компонентів клітини [209, 210]. Припускається, що поряд із ЦВ, SAV–вакуолі можуть брати активну участь у процесах запрограмованої клітинної загибелі [210, 211]. 

Слід зазначити, що білки насіння рослин є головним джерелом харчування для людства [212, 213]. Тривалий термін рослини можуть зберігати амінокислоти у формі специфічних запасних білків. Велика кількість запасних білків накопичується в насінні, корені та інших вегетативних органах, зокрема коренеплодах та цибулинах. Для захисту запасних білків від неконтрольованої передвчасної деградації у клітині, рослини використовують декілька механізмів. Одним із головних механізмів захисту запасних білків від розпаду, як ми вже зазначали, є зберігання у ПВ. Тому раніше ці клітинні органели іноді називали протеїновими тілами (PB, protein bodies) [214, 215]. У свій час існувала думка, що ПВ утворюються шляхом фрагментації ЦВ у процесі синтезу запасних білків та їх накопичення [216]. Але ця модель походження ПВ не могла пояснити, як запасні білки, що зберігаються у вакуолях цього типу, будуть уникати дії кислих протеаз, характерних для ЦВ. Подальші дослідження ПВ із алейронового шару зернівок ячменю показали, що для вакуоль цього типу притаманні нейтральний pH (близько 7), наявність аспартатпротеази і хітинази та відсутність типової протеази ЦВ – алейрону (aleurain) [217, 218, 219, 220, 221]. 

На відміну від тонопласту ЦВ, що містить у собі гамма-ТІР-аквапорин, тонопласт ПВ містить у собі альфа-ТІР та дельта-ТІР-аквапорини [186, 187, 188]. До того ж, нещодавно було з’ясовано, що вакуолярні калієві канали родини ТРК також мають різну вакуолярну спеціалізацію. Так, OsTPKa із рису локалізується у тонопласті ЦВ, а OsTPKb у мембрані ПВ [80, 165].
Слід ще раз підкреслити, що ПВ є дуже складними та унікальними органелами. Більшість ПВ клітин насіння містить у собі одне чи декілька відмінних один від одного спеціалізованих утворень. ПВ можуть складатися із матриксу, кристалоїду та глобоїду [190, 214, 215, 220]. У матриксі міститься більшість водорозчинних білків. Структура та склад кристалоїдів залишається ще не зовсім з’ясованими [189]. Відомо, що кристалоїди містять запасні білки, мембранні білки та велику кількість ліпідів [189]. Матрикс та кристалоїд є головними резервуарами для зберігання різних типів білків. ПВ насіння бобових не має кристалоїдів [214, 215]. При експресії у трансгенному насінні тютюну запасних білків бобових, а саме фазеолину, фітогемаглютиніну, ці білки накопичувались у матриксі ПВ [222, 223, 224]. 
На відміну від останніх, зеїн бобових вже накопичувався у кристалоїдах ПВ насіння тютюну [222]. Крім того, присутність трьох різних типів мембранних білків Re-F-B-альфа, DIP (Dark-induced protein) та RMR (Receptor-membrane-Ring H2 protein) у кристалоїді ПВ вказує на те, що ліпідні мембрани є невід’ємною частиною цієї структури [188]. Походження кристалоїдів та їхні функції залишаються все ще нез’ясованими [188, 225].

Глобоїди складаються із кристалів оксалату та фітинової кислоти [216, 217, 226]. Крім того, останні дослідження за допомогою електронної конфокальної мікроскопії та біохімічний аналіз ізольованих глобоїдів вказують на те, що ці утворення оточені двошаровою ліпідною мембраною [207]. Цікавим фактом є те, що мембрани глобоїдів містять у собі специфічні для ЦВ Н+-пірофосфатази (V-PPase) та гамма-ТІР-аквапорини [207]. Глобоїди також містять специфічну для ЦВ алейронову протеазу [207].

Ці внутрішні утворення ПВ накопичують інтегральний маркерний протеїн, що є специфічним для транспортного шляху від Гольджі до ЦВ [226]. До того ж, глобоїди ПВ клітин арабідопсису містять на своїй мембрані специфічний для ЦВ транспортер металу NRAMP4 [226].

Отже, глобоїди ПВ за своїми ознаками є подібними до ЦВ [227]. Одним із пояснень феномена існування вакуолі одного типу всередині іншої вакуолі є те, що глобоїди можуть з’являтися всередині білкових вакуоль у результаті поглинання ЦВ ПВ-вакуолями шляхом автофагії. Завдяки імоноцитохімічному аналізу насіння арабідопсису із застосуванням антитіл проти альфа-ТІР та гамма-ТІР-аквапоринів, Н+-пірофосфатази та транспортеру металів NRAMP4 було підтверджено гіпотезу про те, що мембранні структури глобоїдів походять від ЦВ [226]. Глобоїди ПВ містили у собі характерні для ЦВ гамма-ТІР-аквапорин, Н+-пірофосфатази та транспортеру металів – NRAMP4. Ці утворення зникали після стратифікації насіння та заміщалися на новоутворені літичні вакуолі, що містили гамма-ТІР-аквапорин та Н+-пірофосфатази, але не мали NRAMP4. Отже, існування в клітині такої складної та унікальної мультивезикулярної органели, як ПВ, обумовлене створенням оптимальних умов для зберігання запасних білків різної природи та паралельного запуску зовсім різних та відмінних один від одного біохімічних процесів, що є необхідними для проростання чи інших важливих фізіологічних функцій [188]. 

Слід зазначити, що ПВ рослинних клітин також не мають аналогів у клітинах ссавців та дріжджів. Біологічна роль ПВ вивчена ще недостатньо. Здебільшого детальні дослідження ПВ проводилися у клітинах насіння. Багато питань стосовно функцій ПВ залишаються відкритими. Невідомою також є фізіологічна роль вакуоль цього типу у інших типах клітин (клітини кореня, мезофілу та інших тканин). Майже зовсім нез’ясована функція ПВ цього типу у захисті рослин та автофагії. 

Крім того, слід зазначити, що до цього часу залишається нез’ясованим, до якого типу вакуоль варто відносити вакуолярні структури, що містять тільки дельта-TIP-аквапорин на своїй мембрані. Існують роботи, що показують локалізацію дельта-TIP-аквапорину у невеликих вакуолях клітин листової паренхіми [185]. «Дельта-TIP-вакуолі» формуються у клітинах рослин за умов механічних ушкоджень тканин чи змін у розвитку рослини, що негативно впливають на накопичення вуглецю та азоту у клітинах листової паренхіми [185]. Біологічна функція цього підтипу вакуоль залишається невиясненою [185, 228]. Цілком ймовірно, що вакуолі із дельта-ТІР аквапорином у тонопласті, є окремим типом рослинних вакуоль та заслуговують на подальше детальне вивчення. 

Транспорт білків до вакуоль та механізми органельного розпізнавання. У рослинних клітинах, як і у клітинах ссавців та дріжджів, транспорт новосинтезованих водорозчинних та більшості мембранних білків до вакуоль розпочинається у ЕР. Водорозчинні білки зазнають подальших модифікацій гліканами у компартментах Гольджі і надалі транспортуються у вакуолі [184, 229]. Білки, що транспортуються до вакуоль, мають сигнальні послідовності вакуолярного розпізнавання (VSS, Vacuolar sorting signals) [230, 231]. Завдяки таким сигнальним послідовностям відбувається адресація транспорту цих білків у відповідні клітинні структури [80, 165, 183, 184]. Здебільшого вакуолярні білки синтезуються у вигляді більших за розміром попередників разом із приєднаними до N- чи C-кінця сигнальними пропептидами [184]. «Дозрівання» цих пропептидів відбувається за рахунок зменшення розміру, шляхом вирізання певних ділянок та подальшої секреції. Було показано, що приєднання таких сигнальних вакуолярних про пептидів до N- чи C-кінця інших білків призводило до накопичення останніх у вакуолях [184, 229, 232, 233]. Отже, саме у N- чи C-кінцевих послідовностях пропептидів вакуорляних білків містяться необхідні сигнали вакуолярного розпізнавання [184]. 

Відповідно до місця розташування у білку сигнали вакуолярного розпізнавання поділяють на три різні типи: N-кінцевий, внутрішній та C-кінцевий [234]. Наприклад, спорамін та алейрон мають сигнали вакуолярного розпізнавання на N-кінці пропептиду [183, 234]. Лектин, фазеолін, хітиназа, 2S альбумін містять сигнальні послідовності у С-кінці, фітогемаглютинін та легумін мають сигнали вакуолярного розпізнавання всередині поліпептидної послідовності [183, 234].

Уперше сигнали вакуолярного розпізнавання на N-кінці були описані для алейрону із ячменю та спораміну із батату [235, 236]. Сигнали вакуолярного розпізнавання цих білків містять амінокислотний специфічний «підпис» із аспарагіну-проліну-ізолейцину–аргініну (NPIR) [235, 236]. Заміна амінокислот у NPIR-«підписі» сигналу вакуолярного розпізнавання за допомогою сайт-направленого мутагенезу продемонструвала ключову роль ізолейцину у транспорті білків до вакуоль [235, 236]. Специфічні послідовності сигналів вакуолярного розпізнавання N-кінцю білків не втрачають свою функціональність навіть тоді, коли ці послідовності приєднують до C-кінця маркерних білків [184]. Отже, такі сигнальні послідовності можуть міститися не лише на N-кінцях, а і всередині пептидного ланцюга білка [184]. Схожа до сигнального мотиву алейрону та спораміну сигнальна послідовність вакуолярного розпізнавання була ідентифікована всередині пептидного ланцюга у попередника рицину [237]. Білки із таким сигнальним «підписом» вакуолрного розпізнавання локалізуються у ЦВ, проте алейронова протеаза транспортується до глобоїдів ПВ [186, 207]. 

На відміну від сигналів вакуолярного розпізнавання у N-кінці, сигнальні послідовності вакуолярного сортування у C-кінці не мають загальної консенсусної послідовності. Було продемонстровано, що послідовності сигналів вакуолярного розпізнавання C-кінця відповідають за коректну вакуолярну локалізацію лектину із ячменю та хітинази тютюну [238, 239]. За допомогою експериментів із заміною одних амінокислотних залишків на інші було встановлено, що гідрофобні амінокислотні залишки є дуже важливими для коректної локалізації лектину та хітиназ [240, 241]. Консенсусну послідовність для C-кінцевих послідовностей сигналів вакуолярного розпізнавання було виявлено для 2S-альбумінів із бразильського горіха (Bertholletia excelsa), що мають сигнальний мотив вакуолярного розпізнавання із NLPS-«підписом». Ця NLPS-послідовність є консервативною для білків родини альбумінів. Цікаво, що така NLPS-послідовність була знайдена у N-кінцях деяких спорамінів [184]. Було продемонстровано, що злиття репортерних чи рекомбінантних білків із коротким С-кінцевим сигналом вакуолярного розпізнавання (AFVY) із фазеоліну спрямовує транспорт цих сполук до матриксу ПВ [242, 243]. 

Подальші дослідження послідовностей сигналів вакуолярного розпізнавання C-кінців вакуолярних пептидів виявили, що здебільшого такі пептиди мають довгий бічний ланцюг у кінцевих ділянках та негативний заряд в одному із положень сигнальних ділянок [184]. Здебільшого білки із C-кінцевою сигнальною послідовністю вакуолярного розпізнавання накопичуються у ПВ [184, 239, 241]. Однак хітиназа із тютюну, що також має C-кінцеву сигнальну послідовність вакуолярного розпізнавання, накопичується у ЦВ. Таким чином, існування специфічних сигналів вакуолярного розпізнавання на різних кінцях поліпептидів свідчить про існування в рослинній клітині декількох незалежних механізмів сортування вакуолярних білків із апарату Гольджі до рослинних вакуоль [239, 242]. 

Вакуолярні білки рослин із сигналами вакуолярного розпізнавання всередині поліпептидного ланцюга синтезуються без подальшого відщеплення цих сигнальних послідовностей на С- чи N-кінцях. Детальні дослідження клітинного транспорту фітогемаглютинінів та легумінів, що транспортуються у ПВ, дали можливість ідентифікувати сигнальні послідовності вакуолярного розпізнавання всередині поліпептидних ланцюгів «зрілих» білків [244, 245]. Такий тип сигналів вакуолярного розпізнавання був знайдений для декількох білків із насіння. Досить часто такі білки зазнають модифікацій в апараті Гольджі, що робить їх більш гідрофобними та допомагає їхній подальшій агрегації у комплекси [184]. Досить часто такий механізм агрегації білків розглядають як альтернативний механізм сортування білків у вакуолі, що не залежить від специфічних вакуолярних рецепторів [ 208]. 

Застосування різних фармакологічних сполук для дослідження транспорту білків у вакуолі протопластів тютюну показало, що водорозчинні вакуолярні та тонопластні білки транспортуються у ці органели за допомогою зовсім різних транспортних шляхів [246]. Транспорт білків тонопласту детально вивчався для аквапоринів родини ТІР [188, 247, 248]. Різні ТІР-аквапорини залучають різні транспортні механізми доставки до відповідних типів вакуоль [188]. ТІР-аквапорини є трансмембранними білками, що мають шість трансмембранних доменів та С- та N-кінці, що розташовані у цитоплазмі [183]. Для того щоб локалізувати репортерний білок у тонопласті ПВ, достатньо приєднати трансмембранний С-кінець альфа-ТІР-аквапорину (AtTIP3;1) [188, 249]. Подальші дослідження транспорту ТІР-аквапоринів у протопластах тютюну за допомогою створення химерних білків, злитих із репортерним білком, показали, що напрямок транспорту можна змінити за допомогою застосування сигнальних послідовностей ТІР-аквапоринів.  

Іншим цікавим білком, що заслуговує на увагу, є BP-80. Цей білок із молекулярною вагою 80 кД був ідентифікований із лізату клатринових везикул (CCV, Clathrine coated vesicles) [232, 250]. BP-80 є трансмембранним білком, що локалізується в апараті Гольджі та малих мембранних PVC-компартментах (PVC, Prevacuolar compartment). Було показано, що трансмембранний домен водорозчинного білка BP-80 відповідає за транспорт останнього через апарат Гольджі до малих мембранних превакуолярнимх компартментів [232, 251]. 

Дослідження показують, що трансмембранний домен та С-кінець BP-80 відповідають за ретранслокацію білка із PVC-везикул до ЦВ чи глобоїду ПВ [225]. Злиття С-кінця гамма-ТІР із трансмембранним доменом BP-80 не впливало на характер та напрямок транспорту химерного білка [256]. На відміну від гамма-ТІР-аквапорину, при злитті трансмембранного домену BP-80 із С-кінцем альфа-ТІР та репортерним білком цей химерний білок накопичувався у кристалоїдах ПВ насіння трансформованого тютюну [225]. Проте злиття С-термінального кінця альфа-ТІР із трансмембранним доменом BP-80 призводило до безпосереднього транспорту химерного білка із ЕР у ПВ без залучення апарату Гольджі [250, 251]. Завдяки проведенню таких цікавих експериментів було виявлено існування двох відмінних один від одного транспортних шляхів до ПВ. Також було показано, що гамма-ТІР транспортується у ЦВ із кислим рН за допомогою клатринових везикул та апарату Гольджі. На відміну від гамма-ТІР-аквапоринів, альфа-ТІР доставляється до ПВ без допомоги апарату Гольджі [250]. 

Подальші дослідження транспортних механізмів білків до вакуоль показали, що транспортні шляхи водорозчинних білків та мембранних білків мають різну чутливість до дії інгібіторів внутрішньоклітинного транспорту (мономезин та брефелдин А) [252]. Наприклад, транспорт фітогемаглютиніну, фазеоліну та гамма-ТІР-аквапорину є чутливим до дії брефелдину А та безпосередньо залежить від функціонування апарату Гольджі [228, 252]. На відміну від транспорту фазеоліну, гамма-ТІР-аквапорину та інших білків, транспорт альфа-ТІР-аквапорину нечутливий до дії брефелдину та не залежить від апарату Гольджі [228, 252]. Застосування інгібіторів транспорту білків із ЕР до Гольджі у експериментах із дослідженням білкового транспорту ще раз вказало на існування у рослинних клітин двох різних шляхів транспорту білків до вакуоль. Отже, транспорт білків до ПВ може відбуватися двома шляхами: за допомогою апарату Гольджі та без залучення цієї органели.  

За допомогою дослідів із химерними гібридами цих двох білків родини ТРК було встановлено три ключових амінокислотних залишки у С-кінці, що відповідають за вакуолярне розпізнавання. До того ж, досліди із застосуванням брефелдину А вказують на подібний до альфа-ТІР механізм транспорту OsTPKb у ПВ [12, 13 – 80, 165]. 

Важливу роль у внутрішньоклітинному транспорті білків до відповідних типів вакуоль відіграють VSR-рецептори вакуолярного розпізнавання (Vacuolar sorting receptors). Ці рецептори спрямовують транспорт відповідних білків у вакуолі. Одним із перших VSR-рецепторів, що був ідентифікований, є BP-80 із гороху [250]. Існувала гіпотеза, що NPIR сигальний мотив вакуолярного розпізнавання N-кінця спораміну та алейрону може розпізнаватися гіпотетичним VSR-рецептором. В експериментах із зв’язуванням BP-80 із алейроном була показана специфічність до сигнальних послідовностей вакуолярного розпізнавання та залежність від рН [184]. Таким чином було доказано, що BP-80 є рецептором вакуолярного розпізнавання. Декілька рецепторів гомологічних до BP-80 були ідентифіковані та клоновані у водоростей, мохів та папоротей. Було виявлено, що VSR-рецептори також беруть участь у розпізнаванні та транспорті деяких запасних білків, які не мають VSS-послідовностей [184]. Рослини A. thaliana мають сім генів, що кодують VSR-рецептори [184]. На відміну від A. thaliana, виноград (Vitis vinifera L.) має лише три гени, що кодують VSR-рецептори. Одним із перших VSR-рецепторів із A. thaliana був ідентифікований AtELP (A. thaliana epidermal growth factor-like protein) [253]. AtELP має високий ступінь гомології із BP-80 та локалізується у клатринових везикулах, превакуолярних компартментах та апараті Гольджі [253, 254, 255]. VSR-рецептори є високонсервативними білками, що мають подібну клітинну локалізацію та можуть мати різну тканинну специфічність [183]. Наприклад, AtVSR1 відповідає за розподіл вакуолярних білків у насінні, а AtVSR3 локалізується у продихах [256, 257]. 

За допомогою аналізу гомології VSR-доменів із доменами різноманітних протеаз була ідентифікована інша родина VSR-рецепторів. Ці білки отримали назву RMR (Receptor-membrane-Ring H2 protein) [258]. Відомо, що A. thaliana містить шість різних генів, які кодують RMR-білки, а геном рису має тільки два RMR-гени [184]. Було показано, що RMR-білки із арабідопсису здатні зв’язуватись із VSS-послідовностями хітинази тютюну [259]. Цікавим фактом є те, що гомологи RMR-білків у клітинах ссавців є частиною убіквитин Е3 лігази [260]. Біологічна роль цих двох типів рецепторів вакуолярного розпізнавання ще не повністю з’ясованою. Припускається, що білки обох родин VSR-рецепторів можуть взаємодіяти один із одним у процесах внутрішньоклітинного транспорту, органельного розпізнавання та відбору.  

Механізми везикулярного транспорту до вакуоль. Транспорт багатьох макромолекул (білків, нуклеїнових кислот, полісахаридів, ліпопротеїдів) у клітині здійснюється за допомогою послідовного утворення та злиття оточених мембраною пухирців (везикул). Транспорт сполук за допомогою везикул має низку переваг у порівнянні із іншими типами клітинного транспорту –макромолекули, що знаходяться в везикулярних утвореннях, зазвичай не змішуються з іншими макромолекулами або органелами клітини. Везикули можуть зливатися зі специфічними мембранами, що і забезпечує обмін макромолекулами між різноманітними компартментами клітини. Внутрішньоклітинний везикулярний транспорт відіграє важливу роль у біогенезі та функціонуванні рослинних вакуоль. 

Існує велика низка досліджень, що свідчить про участь у везикулярному транспорті різних типів покривних білків оболонки везикул (COP, Coat proteins). Різноманітні типи клітинних везикул, а саме клатринові везикули, COPI- та COPII- везикули, «щільні» везикули (DV, Dense vesicles), були описані для рослинних клітин [83, 260, 261, 262, 263]. Чисельні експериментальні дані демонструють існування значної гомології між деякими COP-білками клітин рослин, ссавців та дріжджів, проте зовсім мало відомо про механізми та молекулярну природу везикулярного транспорту у рослин [263]. 

На сьогодні існує думка, що більшість білків вакуоль транспортується із апарату Гольджі за допомогою клатринових везикул. На пізніх етапах транспорту клатринові везикули зливаються із різноманітними типами превакуолярних компартментів (PVC, Prevacuolar compartments) та передають останнім свій внутрішній вміст [184, 260]. Превакуолярні компартменти можуть безпосередньо зливатися із специфічним для них типом вакуоль [184]. З іншого боку, за допомогою комплексу білків ESCRT (endosomal sorting complex required for transport) PVC-компартменти та інші типи везикул можуть зливатися разом та утворювати мультивезикулярні тільця (MVB, multivesicular body) [263]. Чисельні літературні дані свідчать про те, що транспорт до різних типів вакуоль забезпечується за допомогою PVC-компартментів мультивезикулярного типу (MVB) [84, 262, 263]. 

Різниця у напрямках транспорту PVC-компартментів до різних типів вакуоль обумовлена залученням різного набору SNARE-білків (Soluble NSF Attachment Protein Receptor) для злиття везикул (v-SNARE, vesicle SNARE) та для мембранного розпізнавання (t-SNARE, target SNARE) [264, 265]. Нещодавно новий тип PVC-компартментів був знайдений у клітинах рису, арабідопсису та тютюну (BY-2) [266]. Цей тип PVC-компартментів має подібні до MVB-компартментів розміри, але характеризується відсутністю внутрішніх везикул [267]. Цей новий тип превакуолярних компартментів був ідентифікований завдяки наявності у них специфічних RMR-рецепторів (receptor homology-transmembrane-RING H2) [266]. Такі везикулярні структури отримали назву превакуолярні компартменти зберігання (sPVC, Storage prevacuolar compartments). Експериментальні дані свідчать на користь того, що sPVC-везикули беруть участь у транспорті білків до ПВ [184, 266]. З іншого боку, «класичні» превакуолярні компартменти везикулярного типу (PVC/MVB) забезпечують транспорт білків до ЦВ та ПВ. ПВ та ЦВ рослинних клітин є фізіологічно та біохімічно різними клітинними органелами тому, що їх обслуговують різні за походженням транспортні везикули [219]. Транспорт білків із апарату Гольджі до ПВ забезпечують не «класичні» клатринові, а «щільні» DV-везикули діаметром 130 нм (DV, Dense vesicles) [219, 266].

Механізми транспорту білків у вакуолі за допомогою елементів апарату Гольджі в рослинних клітинах майже не відрізняються від везикулярних транспортних шляхів клітин дріжджів та ссавців [184]. На відміну від клітин ссавців, ЕР рослинних клітин є джерелом утворення та генерації різноманітних за своєю функцією та структурою мембранних ERdvc-компартментів (ERdvc, ER derived compartments), що беруть участь у транспорті білків до ПВ без залучення елементів апарату Гольджі [268]. Такий механізм транспорту білків, що є незалежним від апарату Гольджі, є притаманним лише рослинним клітинам. Однією із головних функцій ERdvc-компартментів є зберігання та транспорт запасних речовин, а саме білків та ліпідів до ПВ. Крім того, ERdvc-компартменти накопичують деякі специфічні види протеаз, що у подальшому надходять у ПВ і беруть участь у гідролізі запасних білків у процесі проростання насіння [268, 269]. 

Транспорт запасних білків, а саме глобінів та проламінів, до ПВ відбувається за допомогою різних механізмів. Глобіни є водорозчинними запасними білками зародка, що транспортуються до вакуоль із залученням комплексу Гольджі. На відміну від глобінів, проламіни є гідрофобними запасними білками зернівок злакових. Ці білки синтезуються EР та у подальшому агрегують у білкові тільця (ERdvPB, ER derived protein bodies) [268]. Відповідно доставка гідрофобних запасних білків до ПВ може відбуватись за рахунок транспорту ERdv-білкових тілець та без залучення елементів апарату Гольджі. 

Окрім транспортних ERdv-білкових тілець, доставка білків та інших компонентів до ПВ може відбуватись за рахунок інших типів ЕР-компартментів. Дослідженнях транспорту запасних білків у клітинах незрілого насіння гарбуза показали, що транспорт запасних білків, а саме глобуліну, відбувається за рахунок специфічних везикул, що накопичують попередників запасних білків (PAC, Precursor-accumulating vesicles) [270]. Пізніше було продемонстровано, що вони не мають нічого спільного із везикулярним транспортом до вакуоль, який залежить від апарату Гольджі. Слід зазначити, що деякі запасні білки, а саме глобіни та цис-протеїнази, можуть транспортуватися безпосередньо із ЕР до ПВ-вакуоль за допомогою PAC-везикул [270, 271]. Окрім РАС-везикул, існує ще один цікавий тип мембранних утворень, що забезпечує незалежний від апарату Гольджі транспорт білків до ПВ, – це DIP-везикули (DIP, Dark-induced tonoplast intrinsic protein vesicles) [190, 207]. Цей тип везикул був ідентифікований завдяки наявності у ньому DIP-аквапорину та подібного до рецептору RMR-білка. Подальші дослідження функцій DIP-везикул у клітині вказують на те, що вони є головним місцем транспорту елементів кристалоїду до ПВ [190]. При злитті DIP-везикул із ПВ відбувається передача мембранних компонентів, що містять DIP-аквапорин у внутрішній компартменти цієї органели [191]. Цікавим фактом є те, що DIP-аквапорин відсутній у тонопласті ПВ. Проте експериментальні дані свідчать про відсутність типових для ЦВ альфа- та гамма-ТІР-аквапоринів у мембранах DIP-везикул [190]. Ймовірно, функцією DIP-везикул є доставка у ПВ специфічних для ЦВ елементів, зокрема мембранних білків та, можливо, гідролітичних ферментів. 

Відповідно до даних останніх досліджень, зборка елементів тонопласту ПВ, кристалоїду та глобоїду відбувається за рахунок доставки матеріалу від зовсім різних за своєю природою мембранних компартментів [190]. Наприклад, доставка багатьох елементів кристалоїду відбувається завдяки руху DIP-везикул, а водорозчинних білків до ПВ матриксу за допомогою DV-везикул [190, 219]. Транспорт матеріалу для глобоїду здійснюється за рахунок роботи клатринових везикул [225].

Відкриття різних типів вакуоль дало можливість краще зрозуміти всю складність організації та функціонування рослинної клітини і рослинного організму в цілому. Проте невирішених питань залишається ще дуже багато. Наведені дані свідчать про різноманіття шляхів та механізмів вакуолярного транспорту
1.5. Проблема забруднення навколишнього середовища та продуктів харчування токсичними сполуками арсену 
Арсен (As) є металоїдом та широко розповсюджений у земній корі. Окрім того, зазвичай сполуки As зустрічаються у атмосфері та ґрунтових водах. Такі природні процеси як виверження вулканів та ерозія гірських порід призводять до вивільнення цього елемента і потрапляння його у ґрунтові води та трофічні ланцюги. Слід також зазначити, що внаслідок людської діяльності, а саме видобуток корисних копалин, спалювання вугілля та інших викопних джерел енергії, виплавка сталі із руди, використання консервантів деревини, застосування пестицидів та гербіцидів на основі As у сільському господарстві є головними джерелами забруднення навколишнього середовища сполуками As [272]. Більш того сполуки на основі As досить часто використовують для виробництва скла, кольорового забарвлення фейерверків та лігуваня у мікроелектроніці [273].  

Зазвичай, неорганічні форми As (AsIII та AsV) мають набагато більше розповсюдження у навколишньому середовищі ніж органічні форми цього елемента. Зазвичай найбільш поширеними неорганічними формами As є солі на основі заліза та сірки та оксиди цього елемента. Пиріт арсену (FeAsS) є самою розповсюдженою сполукою As [274, 275]. В природі сполуки As зустрічаються у двох формах валентності, а саме арсеніту (AsIII) та арсенату (AsV). П’ятивалентна форма As є більш поширеною у природі і представлена у вигляді сполук H2AsO4 та HAsSO4. Тривалентний арсеніт зустрічається в природі у вигляді As2O3 та As(OH)3 при розчинені у воді [276]. 
Окрім того, велика кількість різноманітних органічних сполук на основі As може бути знайдена у природі. Тканини живих організмів можуть містити арсеноліпіди та арсеноцукри, що можуть брати участь клітинному організмі. Ті органічні форми As, що зустрічаються у навколишньому середовищі здебільшого складаються з метильованих форм, а саме монометиларсонової кислоти (monomethylarsonic acid, MMAV) та диметиларсинової кислоти (dimethylarsinic acid, DMAV) [277]. Хоча дискусії із приводу існування бактеріальних форм життя, де ДНК містить замість фосфору As, продовжуються, деякі докази існування форм життя на основі арсену існують [278]. Слід також зазначити, що іншим джерелом потрапляння органічні форми As є пестициди, гербіциди та хімікати для обробки деревини [279].   
As є токсичним елементом для всіх форм життя та належить до канцерогенів І класу. Споживання продуктів харчування та питної води забруднених сполуками As несе значну небезпеку для здоров’я людей [280, 281, 282]. Довготривале споживання та накопичення As у тканинах призводить до підвищення ризику захворювання раком легень, шкіри та простати. Окрім того хронічний вплив сполук арсену може призводити і до інших захворювань, що не мають пухлинної природи, а саме гіпер- та гіпопігментації, кератозу, діабету та серцево-судинним захворюванням [283, 284]. 
На клітинному рівні, токсичність As в великій мірі залежить від природи сполуки на основі цього елемента. Арсеніт (AsIII) має високу афінність зв’язування  із сульфогідрильними групами, що містяться у цистеїні та його залишках. Приєднання арсеніту до цих цистеїнових амінокислотних залишків порушує структуру білку та процеси взаємодії між білками і таким чином негативно впливає на ключові метаболічні процеси клітини, а саме метаболізм жирних кислот, поглинання глюкози та продукція глутатіону [285, 286, 287, 288]. Окрім того, наслідком порушення синтезу та продукції глутатіону може бути дефіцит цієї сполуки, що в свою чергу призводить до збільшення рівня клітинних пошкоджень активними формами кисню ROS (reactive oxygen species) [ 289]. 

На відміну від арсеніту, арсенат (AsV) є аналогом фосфатів і може заміщувати чи конкурувати за сайти зв’язування із фосфатом, вбудовуватись у молекули АТФ та впливати на широку низку біохімічних процесів клітини [286]. Наприклад синтез АТФ маже бути порушений, що призводить до збоїв у енергетичному балансі клітини, метаболізм вуглецю та синтез нуклеїнових кислот. Окрім того, завдяки порушенню синтезу нуклеїнових кислот, AsV буде також негативно впливати на репарацію та метилування ДНК і таким чином буде порушено експресію генів [290]. 
Головними джерелами потрапляння As в організм людини є забруднена питна вода та продукти харчування з високим вмістом цього елемента. Близько 99% всього арсену люди отримують саме з цих двох вищезазначених джерел [291]. За оцінками всесвітньої організації здоров’я більше 100 мільйонів людей на  споживають воду з небезпечним вмістом арсену [292]. Забруднення As ґрунтових вод є дуже великою проблемою для країн, де природний рівень цього елемента є високим. Від забруднення ґрунтових вод As потерпає ціла низка країн та навіть регіонів, а саме Бангладеш, Індія, Китай, В’єтнам, США та Мексика [272, 293, 294, 295]. 
Забруднення As продуктів харчування є результатом іригації та поливу агрокультур водою із високим вмістом цього елемента. Особливої уваги заслуговує накопичення As в зернівках рису [296]. Умови затоплених полів, де вирощується культура рису, призводять до мобілізації AsIII та поглинання цієї сполуки рослинами [297]. За нормальних умов (без затоплення) AsIII мігрує та накопичується у ґрунті. Серед усіх зернових культур рис накопичує As в зернівках у досить високих концентраціях. Рівень As в зернівках варіює від 0,08 до 0,20 мкг/кг при вирощуванні на незабруднених ґрунтах та досягає концентрації 2,0 мкг/кг при культивуванні на забруднених територіях [298, 299]. Слід зазначити, що рис є головним харчовим джерелом для мільйонів людей. Особливо ця культура є важливою в південно-східній Азії, де вода та ґрунти мають високі показники вмісту As, що в призводить до накопичення цього елемента в продуктах харчування та подальшого потрапляння та накопичення в людському організмі. Іншим джерелом потрапляння сполук As у людський організм є споживання молюсків, що мають мушлі та ракоподібних. Проте споживання цих організмів призводить до потрапляння в людський організм органічних сполук As, а саме арсенобетаїну та арсенохоліну, що зазвичай не мають такого токсичного ефекту [276]. 

1.6. Механізми транспорту та детоксифікації арсену у живих організмів
Процес детоксифікації сполук As у різних типів організмів буде відрізнятися за своїми стратегіями, проте існують механізми, що є загальними для більшості живих істот. Дуже часто, AsV в клітинах живих організмів перетворюється у тривалентну форму As, що має високу афінність до SH груп і таким чином може швидко приєднуватись хелаторів багатих на сульфгідрильні групи, а саме глутатіон та фітохелатини. Таке висока афінність до SH груп допомагає суттєво знизити реакційну активність цих форм As та дозволяє швидко та відносно безпечно транспортувати ці сполуки і в середині клітини і між різними типами клітин до клітинних компартментів чи тканин, що мають низьку чутливість до AsІІІ форм. У прокаріотичних організмів та ссавців існує механізм метилування тривалентних форм As, що підвищує їх транспортні можливості та летючість [276]. Метилювання тривалентних форм As сприяє секреції цих етильованих сполук через шкіру чи виведенню із сечею у тварин. Прокаріотичні організми безпосередньо вивільняють летючі метилюванні сполуки арсену у атмосферу [276]. 

До клітин прокаріот AsІІІ потрапляє через фосфатні транспортери, а AsV через аквагліцеропорини [300]. Клітини кишкової палички Escherichia coli містять два фосфатних транспортери, а саме Pit та Pst, що беруть участь у поглинанні п’ятивалентних форм As (рис. 1.3) [301, 302]. Тривалентні форми As потрапляють у прокаріотичні клітини за допомогою аквагліцеропорину шляхом GlpF. Було показано, що у мутантної лінії E. coli, яка має делецію по гену GlpF, рівень поглинання AsІІІ був на 80% менший ніж у клітин дикого типу [303]. Стійкість прокаріот до сполук As контролюється за допомогою оперону arsRBC. arsR є малим метало-регуляторним протеїном, що функціонує як As-сенсорний репресор (рис. 1.3). 
У деяких бактеріальних організмів був ідентифікований додатковий механізм детоксифікації від сполук As. Зокрема ars оперон Sinorhizobium meliloti містить аквагліцеропорин aqpS замість arsB [306]. Можливо, що аквагліцеропорин aqpS забезпечує інших механізм виведення AsIII із клітини. Rhodopseudomonas palustris містить у своєму ars опероні arsM, що кодує S-аденозилметионінметилтрансферазу та регулюється репресором arsR. Ця S-аденозилметионінметилтрансфераза бере участь у поступовому метилюванні AsIII до утворення летючого оксиду триметиларсину, що вивільняється у атмосферу (рис. 1.3) [307]. 
Механізми транспорту та детоксифікації сполук As найдетальніше були вивчені у дріжджових клітин. Було показано, що AsV потрапляє у клітини Saccharomyces cerevisiae за допомогою фосфатного транспортеру Pho84 (рис. 1.4). Проте тривалентні форми As попадають у дріжджові клітини за допомогою аквагліцеропорину Fps1 [299, 308]. Окрім того, припускається, що пермеази глюкози також беруть участь у поглинанні As дріжджовими клітинами [309]. Експресія генів дріжджових гексозних транспортерів відновляла чутливість до As мутантної лінії дріжджів дельта fps1, що втратила функції аквагліцеропорину Fps1 і внаслідок чого набула толерантності до впливу сполук As (рис. 1.4) [310]. Стійкість дріжджів до As забезпечує кластер генів ACR1, ACR2 та ACR3. ACR1 кодує потенційний фактор транскрипції, що регулює транскрипцію ACR2 та ACR3 (рис. 1.4). Можливим механізмом такої регуляції може бути те, що продукт гена ACR1 є також сенсором клітинного рівня As. ACR2 кодує арсенатредуктазу. ACR3 кодує AsІІІ транспортер, що знаходиться у плазматичній мембрані та відповідає за видалення тривалентного As з клітини (рис. 1.4) [311].
Отже, вищезазначений кластер генів забезпечує механізм детекції клітинного рівня As, перетворення у тривалентну форму та видалення з клітини [311]. Попри все дріжджові клітини також мають інший механізм детоксифікації As пов'язаний із утворенням комплексів AsІІІ з глутатіоном та подальшим депозитуванням у вакуоль за допомогою АВС-транспортеру YCF1 (рис. 1.4) [311]. 
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Рис. 1.3. Метаболізм As в клітинах прокаріот [276].
У тканини тварин As потрапляє через систему травлення. Поглинання AsV відбувається клітинами кишечника за допомогою Na+:Pi-котранспортерів. Головним механізмом потрапляння тривалентної форми As у клітини тварин є транспорт цих сполук за допомогою аквагліцеропоринів (AQPs) та гексозних пермеаз (HXTs) (рис. 1.5).
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Рис. 1.4. Метаболізм As в дріжджах [276].

Було продемонстровано, що експресія гена аквапорину AQP9 щура призводила до збільшення поглинання AsIII та метиларсонової кислоти MMAIII (methylarsonous acid) [312, 313]. В інших експериментах було показано, що експресія генів AQP7 та AQP9 щурів чи людини в ооцитах шпорцевої жаби Xenopus laevis також призводила до підвищення рівня поглинання AsІІІ (рис. 1.5) [314].
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Рис. 1.5. Метаболізм As в клітинах ссавців [276].

Роботи останніх років показали, що експресія гена Glut1-пермеази глюкози із ссавців призводить до підвищення поглинання AsIII та MMAIII і у клітинах дріжджів, і в ооцитах Xenopus [310]. Цікавим фактом є те, що не спостерігається конкуренція між глюкозою та MMAIII. Таким чином транслокація цим протеїном кожного типу субстрату відбувається незалежним шляхом (рис. 1.5) [310]. Мембранні протеїни також відіграють важливу роль у видаленні As із клітин ссавців. Представники двох підродин АВС-транспортерів, а саме MRP та MRD, беруть участь у видаленні As з клітин ссавців. Було показано, що за умов обробки ліній клітин щурів різними формами As відбувається підвищення рівня експресії генів, які кодують MRP1, MRP2 та MDR1 [315, 316]. Окрім того, лінії мишей, що мають мутації у генах цих транспортерів, є чутливішими до дії сполук As та накопичують цей елемент у своїх тканинах значно більше, ніж дикий тип [317].

Глутатіонтрансфераза GSTP1 та MRP і MRD-транспортери АВС типу мають пов’язані між собою функції. MRP та MRD-транспортери містяться в мембранах везикул. Утворення комплексів між сполуками тривалентного As та глутатіону забезпечує субстратом MRP та MRD-транспортери, що відповідають за видалення цих форм As із цитоплазми [318]. 
Токсичність As та механізми стійкості рослин до цього елемента. У більшості випадків As поглинається кореневою системою рослин у формі арсенату (AsV). Арсенат є домінантною формою As в аеробних умовах [277]. У поглинанні AsV рослинами беруть участь специфічні транспортні протеїни. Зокрема, були ідентифіковані фосфатні транспортери Pht1;1 та 1;4 з A. thaliana, що беруть участь у транспорті арсенату всередину рослинних клітин (рис. 1.6) [319]. Окрім того, нещодавні дослідження транспорту As в папоротті Pteris vitata дозволили ідентифікувати фосфатний транспротер типу Pht1, що транспортує AsV у клітини цієї рослини [320]. Отже, внаслідок еволюційного розвитку рослини чи не набули, чи втратили функцію розпізнавання та специфічного транспорту AsV. 

Варто також зазначити, що симбіотичне утворення гриба та рослини – арбускулярна мікориза, забезпечує до 80% потреб рослини у фосфорі [321]. Арбускулярна мікориза в активному стані індукує експресію генів деяких фосфатних транспортерів, що можуть бути потенційними білками транспорту AsV [321]. Тобто такий мутуалістичний симбіоз гриба і рослини може бути важливим фактором при поглинанні не тільки фосфору, але і As [321]. Завдяки розгалуженій системі гіфів площа поглинання цих елементів буде значно більшою, ніж здатна забезпечити коренева система рослини, тому і рівні накопичення As рослинами можуть бути вищими. Однак це лише припущення, що потребує подальшого ретельного дослідження механізмів транспорту AsV в умовах утворення симбіотичних відносин такого типу. 

В анаеробних умовах завдяки життєдіяльності мікроорганізмів поширеною формою As є арсеніт (AsІІІ). Таким чином більшість видів водних рослин поглинає As у тривалентній формі. Отже, саме арсеніт є головними токсичним агентом для водних рослин. Інколи в деяких типах ґрунтів зустрічаються органічні форми As. Попри все відсоток органічних форм As незначний. Головними органічними сполуками As є етильовані форми цього елемента. Рівень поглинання органічних сполук As рослинами є значно меншим, ніж неорганічних форм [322, 323].

Різні види рослин мають різну здатність накопичувати As у своїх тканинах. Зазвичай концентрації цього елемента в наземних частинах рослин, що ростуть на незабруднених As землях, складають <1мг/кг сухої ваги, що становить менше, ніж 1/10 концентрації у ґрунті [324, 325]. Зазвичай рослинні організми мають механізми обмеження потрапляння в свої тканини As та перешкоджання ретранслокації цього металоїду із кореневої системи у пагони. Більшість сільськогосподарських зернових культур чутливі до забруднення сполуками As. Проте існує низка видів рослин, що є стійкими до впливу сполук As, зокрема деякі екотипи трави Holcus lanatus та навіть екстрімофіли, а саме папороть орляк китайський (Pteris vittata) [326, 327]. Ця папороть може накопичувати до 2% As від її сухої ваги [326, 327, 328]. Цікавим фактом є те, що подальший аналіз накопичення As у різних рослин виявив 12 видів, які майже повністю відносяться до папоротів роду Pteris та родини Pteridaceae [324]. Деякі водні рослини, а саме вольфія Wolffia globos, є стійкими до високих концентрацій As та можуть накопичувати цей елемент у концентраціях близько 400 мг/кг сухої ваги. Такий чіткий фенотип гіперакумулятора, можливо, пов'язаний із відсутністю бар’єра для транслокації цього елемента із коренів до пагонів [329]. 

Попри екофізіологічне різноманіття рослиних організмів, більшість механізмів відповіді рослин на дію сполук As є подібними. Наприклад, більшість внутрішньоклітинного арсенату (AsV) перетворюється у тривалентний арсеніт за допомогою арсенатредуктаз (рис. 1.6). 

Ці ферменти були ідентифіковані у багатьох видів рослин, а саме A. thaliana, H. Lanatus, P. vittata, рис [330, 331, 332, 333]. Більшість рослинних арсенатредуктаз біфункціональні та додатково мають активності тирозинфосфатаз [282]. Рослинні арсенатредуктази мають високий ступінь гомології до CDC25-фосфатаз клітинного циклу із подвійною специфічністю (cell-cycle dual-specificity phosphatases). Дуже часто ці ферменти мають консервативний HCX5R-мотив [276].

Експресія генів рослинних арсенатредуктаз у мутантних лініях дріжджів, що втратили ендогенні арсенатредуктази, відновлювала стійкість дріжджових клітин до впливу AsV [330, 3331, 332, 333]. Індукція експресії генів деяких арсенатредуктаз спостерігається за умови дії на рослину AsV [330, 331, 332, 333]. 

Втрата функцій деяких із цих ферментів у рослинах мала лише незначний вплив на рівень чутливості до As [328]. 
Отже, іноді дуже важко визначити фізіологічні функції деяких представників цих ферментів. Цілком можливо, що у рослинних клітинах існують інші альтернативні механізми перетворення арсенату у тривалентний арсеніт без залучення ферментів. 
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Рис. 1.6. Механізми поглинання та транспорту As рослинами [276].
Одним із загальних механізмів детоксифікацї цитоплазматичних металів та металоїдів є утворення комплексів за допомогою сіркових зв’язків [299, 305]. Хоча можуть існувати варіації між видами рослин, припускається, що для мінімізації токсичних ефектів AsІІІ, більшість цитоплазматичного арсеніту утворює комплекси із сполуками, які містять сірку. У рослинних організмів такі комплекси зазвичай утворюються із глутатіоном чи глутатіоновими фітохелатинами [276]. Функціональні SH-групи цистеїну в глутатіоні чи фітохелатинах мають високу афінність до AsІІІ.
Результати багатьох досліджень вказують на важливу роль фітохелатинів у механізмах конститутивної та адаптивної стійкості рослин до As [334]. Було показано, що мутант A. thaliana, який втратив можливість синтезувати фітохелатини, є гіперчутливим до As [335]. Варто також зазначити, що рослини гіперакумулятори As, а саме P. vittata та P. cretica, дуже мало утворюють комплексів As із фітохелатінами чи глутатіоном [334, 336, 337]. Цілком вірогідно, що ця група рослин має інші відмінні механізми детоксифікації As. 

Одним із головних захисних механізмів для більшості рослин є обмеження чи запобігання транслокації форм As чи інших токсичних іонів у пагони. Проте рослини гіперакумулятори використовують протилежну стратегію – вони акумулюють більшість токсичних металів чи металоїдів у тканинах пагонів. Наприклад, близько 80% всього As накопичується у тканинах пагона P. vittata. Окрім того, рослини, що не мають гіперакумуляторних властивостей, зокрема P. tremula, A. thaliana та рис, накопичують у тканинах листя лише 5–10% As [338, 339, 340]. Відповідно до літературних джерел, близько 60–100% As, що транслокується із коренів до тканин пагонів, має тривалентноу форму [328, 340, 341]. Незалежно від типу тканини зазвичай As у клітинах транспортується у вакуолю. Наприклад, відомо, що клітини дріжджів використовують АВС-транспортер YCF1 (дріжджовий Cd фактор 1) для транспорту у вакуолю металів та металоїдів у формі глутатіон-S-кон’югатів, які також складаються з AsІІІ-глутатіонових комплексів [311]. Механізм транспорту As через тонопласт рослинної вакуолі залишається невідомим. Деякі дослідження вказують на те, що Cd у рослинах вівса транспортується через вакуолярну мембрану у вигляді тривалентиних фітохелатинових комплексів [342]. Окрім того, існують дані, що вказують на залежне від АТФ накопичення комплексів AsІІІ-глутатіон у тонопластній фракції везикул, що були приготовлені із вакуоль Hоlcus lanatus [331]. Результати цих досліджень вказують на участь ABC-транспортерів у транспорті As фітохелатинових комплексів у вакуолю. Родина ABC-транспортерів нараховує близько 10 різних ізоформ, тому ідентифікація саме тих протеїнів, які беруть участь у цих процесах, є досить складним завданням. 

Роль аквапоринів у поглинанні та видаленні рослинами тривалентних форм As. Результати досліджень токсичних ефектів сполук As у рослин свідчать про те, що у більшості випадків такі ефекти обумовлені впливом неорганічних форм цього елемента у вигляді тривалентного арсеніту та п’ятивалентного арсенату. Якщо взяти до уваги те, що AsV швидко перетворюється в клітині у тривалентний арсеніт, то саме комплекси із AsІІІ чи неорганічні сполуки на основі арсеніту є головними внутрішньоклітинними формами As. Ідентифікація білків, що беруть участь у поглинанні, видаленні, компартменталізації та транспорті As на великі відстані, є надзвичайно складним процесом. Більшість білків, що беруть участь у вищезгаданих процесах, залишаються все ще невідомими. Проте деякий прогрес у ідентифікації білків, що беруть участь у транспорті As, все ж таки є. 

Що стосується AsІІІ, то поглинання цих форм As є характерним для водних рослин в умовах дефіциту кисню. Такі умови є характерними для рисових чеків, тому рослини рису зазвичай поглинають As саме у тривалентній формі. За аналогією до механізмів поглинання AsІІІ прокаріотами чи клітинами дріжджів та ссавців існує припущення, що поглинання цієї форми As відбувається за рахунок аквапоринів [343]. Геном рослин кодує велику низку (близько 30–40) представників аквапоринів з різних родин, тому ідентифікація білків, що беруть участь у поглинанні AsІІІ, є досить складною. Рослинні аквапорини поділяють на 4 головні групи, а саме внутрішні протеїни плазматичної мембрани підродини PIP (plasma membrane intrinsic proteins), внутрішні білки тонопласту підродини TIP (tonoplast intrinsic proteins), малі головні внутрішні білки підродини SIP (small basic intrinsic proteins) та подібні до нодуліну 26 внутрішні білки підродини NIP (nodulin26-like intrinsic proteins) [276]. 

За своє структурою аквапорини складаються із 3 трансмембранних доменів та одного канонічного NPA-мотиву (аспарагін, пролін, аланін) [276]. Укладка двох цих доменів разом створює регіон центральної пори в районі, розташованих один навпроти одного NPA-мотивів [344, 345]. Функціональний аквапорин сформований із чотирьох таких субодиниць з центральною порою. Селективність аквапоринів залежить від розміру центральної пори.
Розмір та селективність пор аквапоринів обумовлена композицією Ar/R (ароматичного аргінину) регіону в складі цього утворення [276]. Саме композиція Ar/R-регіону визначає розмір пори, ступінь гідрофобності, сили водневих зв’язків між порою та субстратом. Отже, ця композиція має великий вплив на селективність та функцію аквапоринів. Розмір пори архетипових аквапоринів складає близько 0,3 нм. Це розмір є трішки більшим за розмір одної молекули води (0,28 нм). Існує декілька підродин аквапоринів, у яких розмір пори є більшим. До таких аквапоринів відносяться білки родини NIP. Завдяки більшому розміру пори аквапорини підродини NIP можуть пропускати додаткові групи субстратів, а саме недиссоційовані кислоти, гліцерин і подібні до нього сполуки, нейтральні металоїди [276]. Тому цей клас аквапоринів дуже часто визначають як аквагліцеропорини. Відповідно до композиції Ar/R ділянки у складі пори субродину NIP-аквапоринів поділяють на три окремі групи. До першої групи належать архетиповий нодулін26 та NIP-аквапорини, що можуть пропускати молекули води, гліцерин, молочну кислоту [276]. Передбачається, що NIP-аквапорини групи II та III мають більший розмір пор, ніж у групи I, і тому можуть пропускати більші за розміром молекули, а саме антимоніти, сечовину, формамід, силікати та борну кислоту. Дуже часто NIP-аквапорини груп II та III ще називають транспортери металоїдів [339, 346, 347]. Фізіологічні функції деяких ізоформ NIP-аквапоринів із цих груп були охарактеризовані. Зокрема AtNIP5;1 каталізує поглинання нейтральної борної кислоти B(OH)3 в умовах дефіциту бору [346]. Інший аквапорин AtNIP6;1 також бере участь у транспорті бору, але виконує функції ретранслокації цього елемента із коренів до пагонів [347]. Окрім транспорту бору, було показано, що NIP-аквапорини, зокрема OsNIP2;1 (Lsi1), беруть участь у транспорті сполук Si. Цей елемент є дуже важливми для росту та розвитку рослин рису, що потребують його у досить великих кількостях [348]. Існують експериментальні свідчення про те, що ще декілька представників NIP-аквапоринів груп II та III можуть транспортувати силіцій. Проте фізіологічна роль цих транспортних білків залишається все ще нез’ясованою [340]. 

Нещодавні дослідження фізіологічної ролі деяких NIP-аквапоринів дозволили ідентифікувати декілька протеїнів, що беруть участь у транспорті As. Скринінг декількох мутантних ліній A. thaliana, які втратили функцію NIP-аквапорину, а саме NIP5;1, 6;1 чи 7;1, дозволили з’ясувати, що втрата функції NIP7;1 призводить до появи стійкості тільки до тривалентного As. Проте чутливість до впливу AsV залишалась незмінною. Окрім того, слід зазначити, що втрата функцій NIP5;1 чи NIP6;1 не призводила до підвищення стійкості рослин до впливу As обох валентних форм [339]. Було також продемонстровано, що загальний вміст AsІІІ в Atnip7;1 мутантних лініях рослин був значно нижчим, ніж у рослин дикого типу. Експресія гена AtNIP7;1 у мутантній лінії дріжджів дельта fps1, що втратила функції системи поглинання арсеніту – аквагліцеропорину FSP1, відновлювала транспорт та накопичення AsІІІ у дріжджових клітинах [339]. У рослин рису було показано, що транспортер групи III NIP2;1 чи Lsi1 відповідає за транспорт силіцію [348]. Втрата функції цього транспортного білка в мутантній лінії рису призводила до зменшення накопиченні Si та суттєво знижувала поглинання арсеніту коренями у порівнянні із рослинами дикого типу. Гетерологічна експресія OsNIP2;1 в ооцитах Xenopus laevis вказує на те, що цей аквапорин здатний пропускати тривалентну форму As та не транспортує AsV. Втрата функції іншого NIP2;2 аквапорину, що належить до групи ІІ, у рослинах рису не призводила до значних змін на тканинному рівні. Подальша робота з функціональної характеристики NIP-аквапоринів проводилась здебільшого на основі гетерологічної експресії генів цих білків у мутантних лініях дріжджів. Результати цих досліджень вказують на те, що зокрема AtNIP7;1 та OsNIP2;1 мають здатність пропускати тривалентну форму As [339, 348]. Окрім того, отримані дані свідчать, що майже всі NIP-аквапорини групи ІІ можуть транспортувати AsІІІ [258]. Здатність транспортувати AsІІІ була показано для декількох представників NIP-аквапоринів групи ІІ різних видів рослин, а саме A. thaliana, Lotus japonicus та рису [339, 348, 349]. Завдяки застосуванню прямого генетичного скринінгу стійкості рослин A. thaliana AsІІІ було встановлено, що NIP-аквапорини групи І є головними детермінантами стійкості до впливу арсенітів [350]. Експресія в ооцитах Xenopus laevis і AtNIP1;1 і найближчого гомолога – AtNIP1;2, призводила до появи транспорту AsІІІ у цих клітинах [351]. При дослідженні NIP-аквапоринів групи І у рисі було показано, що OsNIP1;1 та OsNIP3;1 здатні забезпечувати поглинання AsІІІ  ооцитами Xenopus laevis за умови експресії генів цих протеїнів у клітинах цієї системи. Окрім того, слід зазначити, що поглинання AsІІІ при експресії OsNIP3;1 набагато нижче, ніж у випадку із OsNIP1;1 [340]. Загалом роботи останніх років свідчать про те, що, ймовірно, всі типи NIP-аквапоринів здатні різною мірою пропускати тривалентний As [276].  
Цікавим фактом є нещодавнє відкриття транспорту AsIII за допомогою аквапорину підродини TIP, а саме PvTIP4;1, із гіперакумулятору As – Pteris vitata [352]. Клітинна локалізація PvTIP4;1 ще нез’ясована, тому твердження про те, що поглинання AsIII може відбуватись за допомогою цього аквапорини, є передчасним. Також ще не вивчено, чи забезпечує PvTIP4;1 транспорт тривалентних форм As у клітину чи у центральну вакуолю. 

Слід зазначити, що стійкість і прокаріотичних, і еукаріотичних клітин до впливу AsІІІ залежить від мембранних транспортерів, що забезпечують виведення цього елемента за межі клітини [342]. Декілька робіт останніх років вказують на те, що рослини можуть виводити з своїх тканин у навколишнє середовище і арсенати, і арсеніти [329]. Видалення AsІІІ було показано для рослин, що зазнавали впливу арсенату. Механізм видалення AsІІІ залишається ще не повністю зрозумілим [353]. Недавні дослідження ролі аквагліцеропоринів у поглинанні AsІІІ також вказують на те, що цей клас білків може брати участь у видаленні тривалентної форми As з клітин рослин. Зокрема експресія генів, що кодують NIP-аквапорини групи І та ІІ з A. thaliana, Lotus japonicus та рису, у мутантній лінії дріжджів дельта acr3, яка втратила функцію активного видалення AsІІІ, призводила до значного підвищення стійкості цієї лінії дріжджових клітин до впливу AsV [339, 348]. В обох випадках підвищення стійкості дріжджових клітин до впливу арсенату пояснюється появою системи витоку AsІІІ у клітинах та внутрішньоклітинним перетворенням п’ятивалентної форми As у тривалентну за допомогою арсенатредуктаз. Слід зазначити, що aqpS аквагліцеропорин з S. meliloti також виконує функції видалення AsІІІ  із бактеріальної клітини [267]. Цілком вірогідно, що рослини застосовують подібні із S. meliloti механізми для виведення арсенату з рослинних клітин. Проте повної картини механізмів виведення тривалентної форми AsІІІ не існує. Хоча є деякі дані, що вказують про зменшення витоку AsІІІ  в nip6;1 та nip7;1 мутантних лініях A. thaliana та nip2;1 лінії рису, що втратили функцію відповідних аквапоринів за умови впливу AsV [267, 354]. Слід також зазначити, що при наявності та ідентифікації механізму витоку AsІІІ з клітин рослин за допомогою аквагліцеропоринів такий транспорт буде винятково пасивним і залежати від градієнту концентрацій зовні та всередині клітини. 

1.3.2.2. Системи активного видалення As із клітин. До цього часу не ідентифіковано жодного специфічного механізму видалення As з рослин. Є роботи, які вказують на те, що рослини можуть видаляти з своїх тканин у навколишнє середовище і тривалентну, і п’ятивалентну форму As [353, 355]. Але незважаючи на результати деяких досліджень про можливість NIP-аквапоринів забезпечувати транспорт AsІІІ у двох протилежних напрямках за певних умов, інших механізмів та систем транспорту As за межі рослинної клітини ще не визначено [267, 355].  

Багато живих організмів мають енергозалежні системи видалення AsІІІ із цитоплазми [355]. Типовими прикладами таких систем є залежна від протонного мембранного градієнту бактеріальна система ArsB, залежна від АТФ arsAB- система видалення AsІІІ дріжджів ACR3, що також залежить від протонного градієнту [356, 357, 358, 359]. Дріжджовий ACR3 належить до суперродини транспортерів BART (bile/arsenite/riboflavin transporter) [360]. ACR3 має 48,5 кДА молекулярну вагу, складається із 404 амінокислотних залишків, 64,1% з яких розташовані на мембрані. Окрім того ACR3 має 8 потенційних сайтів фосфорилювання (4 для протеїнкінази С та 4 для казеїнкінази ІІ) та 3 потенційних сайти для N-глікозилювання. За своєю структурою ACR3 складається з 10 трансмембранних доменів [359, 360]. Було показано, що ACR3 має специфічність до AsIII [357]. Однак є свідчення того, що ACR3 може також транспортувати SbIII [358].

Питання про те, чи мають рослини активні енергозалежні системи видалення As, залишається відкритим. Відомо, що при обробці коренів томатів, які зазнали дії AsV, карбонілцианід хлорофеніл гідразоном (CCCP, carbonylcyanide chlorophenyl hydrazone) відбувається пригнічення процесів видалення AsІІІ з рослинних тканин [353]. Як відомо, обробка карбонілцианід хлорофеніл гідразоном призводить до деполяризації плазматичної мембрани, тому такий феномен пояснюють існуванням невідомих механізмів активного видалення AsІІІ у рослинних клітинах [353]. 
Проведення скринінгу бібліотеки кДНК з гіперакумулятора As P. vittata за допомогою комплементації мутантної лінії дріжджів дельта acr3 дозволило ізолювати подібний до дріжджової системи ACR3-транспортер у цьому виді рослин [361]. При експресії PvACR3 у вищезазначеній мутантній лінії дріжджів рівень накопичення As суттєво знижувався, а стійкість клітин до впливу і арсенату, і арсеніту зростала [361]. Іншим цікавим фактом є те, що при дії арсенату на цю папороть рівень експресії PvACR3 швидко зростає. Подальші дослідження цього транспортера в папоротях P. vittata показали, що геном цих рослин кодує декілька ізоформ білків, подібних до ACR3 [362]. Більше того, було встановлено, що PvACR3 має тонопластну локалізацію і відповідає за транспорт та накопичення AsІІІ у вакуолі [362]. Аналіз послідовності PvACR3 та пошук гомологів серед інших видів рослин вказує на те, що гени гомологів цього транспортеру існують і в інших нижчих рослинах, а саме мохів (Physcomitrella patens), папороті (Ceratopteris richardii), плауноподібних (Selaginella moellendorffii) та голонасінних (Welwitschia milabilis і Picea sitchensis) [362]. Проте ніяких гомологів не знайдено у квіткових рослин, що свідчить про втрату цієї системи в ході еволюційного процесу [276, 362]. Варто також зазначити, що експресія дріжджового гена ScACR3 у рослинах A. thaliana призводила до підвищення стійкості до токсичного впливу сполук As і рослин, і протопластів [354]. Результати цієї роботи свідчать про подібну до дріжджів локалізацію цього протеїну на плазматичній мембрані. Окрім того, слід зазначити, що незважаючи на посилення стійкості рослин до впливу і арсенатів, і арсенітів, рівень As у тканинах рослин зазнавав незначних змін. Було також відмічено збільшення рівня транслокації As із коренів у пагони [354]. Нещодавно було показано, що гетерологічна експресія ScACR3 у рослинах рису призводила до пришвидшення на 30% втрати рослинами AsІІІ та зменшення концентрації цього елемента в коренях на 30%, пагонах та зернівках на 42% [363]. 

Транспорт та накопичення сполук As у велику літичну вакуолю є ще одним можливим шляхом детоксифікації цієї сполуки у рослинних клітинах. Така детоксифікація може відбуватися за рахунок активного залучення хелаторних сполук, а саме фітохелатинів та глутатіону, із подальшою транслокацією у вакуолю. 

Залежно від виду рослини форми зберігання всередині клітини As значно відрізняються. Зокрема у вакуолях папороті P. vittata As зберігається майже виключно у вигляді неорганічної тривалентної форми, проте вакуолі H. lanatus містять цей елемент у вигляді комплексів [334, 364]. Білки, що беруть участь у транспорті сполук As у вакуолі, залишаються невідомими. Проте було показано, що при додаванні MgATФ до мікросом, збагачених на тонопластну мембрану, із коренів H. lanatus глутатіонові комплекси As транспортувались у ці везикули. Результати цих експериментів вказують на існування АВС-транспортерів, що можуть забезпечувати вищезазначений феномен [334]. Проте експерименти з аналізу мутантних ліній рослин із втраченими функціями деяких АВС-транспортерів не виявили змін у стійкості рослин до впливу сполук As [276].

Вирішення проблем забруднення As та попадання цього токсичного елемента в продукти харчування вимагає використання різних стратегій. Підходи щодо зменшення рівня поглинання цього токсичного елемента головними сільськогосподарськими зерновими культурами є надзвичайно важливим завданням. Для успішного вирішення цих проблем подальше глибоке вивчення механізмів поглинання, видалення чи витоку та транслокації As потребує значної уваги. Слід також зазначити, що відкриття можливості транспорту As NIP-аквапоринами має бути використане у подальшому розвитку агро- та біотехнологій рослин з метою зменшення токсичних ефектів, пов’язаних із цим елементом. Окрім того, варто звернути увагу на подальший пошук та ідентифікацію мембранних систем активного видалення сполук As чи у позаклітинний простір, чи у центральну літичну вакуолю.

РОЗДІЛ 2
МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

2.1. Матеріали 

Хімічні реактиви та лабораторні матеріали. Хімічні реактиви, що використовувались у цій роботі, були придбані у наступних компаній: Bio-Rad (США), Merck (UK), Erofins MWG Operon (Німеччина), Sigma (США), Roth (Німеччина), Fluka (Швейцарія), Thermo Fisher Sciеntific (США), Duchefa (Нідерланди), Amersham (Німеччина). Витратні лабораторні матеріали, а саме пробірки, лабораторний пластик, кювети тощо, були отримані від Eppendorf (Німеччина), Thermo Fisher Sciеntific (США) та Applied Biosystems (США).
Ферменти та лабораторні набори. Всі ферменти рестрикції, що були використані у роботі, були придбані у компанії New England Biolabs (NEB, США). Високоточна полімераза Phusion High-Fidelity DNA Polymerase та зворотна транскриптаза SuperScript II Reverse Transcriptase були отримані від Thermo Fisher Sciеntific (США). Звичайна Taq ДНК полімераза та лужна фосфатаза, Т4 ДНК лігаза та полінуклеотид кіназа були придбані у Promega (США), Thermo Fisher Sciеntific (США) чи NEB (США). Ферменти для отримання протопластів отримані від компаній Yakult (Японія) та Sigma (США).

Реагенти для проведення ПЛР у реальному часі були придбані у Applied Biosystems (США) та Bio-Rad Laboratories (Мюнхен, Німеччина).
У роботі використовувались наступні набори: QIAprep spin Miniprep kit, QIAprep spin Midirep Kit, QIAquick gel extraction Kit, QIAquick PCR purification kit, RNeasy kit, RNeasy Plant Mini Kit, DNeasy Plant Mini Kit, що були придбані у компанії Qiagen (Нідерланди) та NucleoSpin RNA II kit та NucleoSpin RNA II kit у компанії Macherey-Nagel (Німеччина). Для проведення сайт-направленого мутагенезу QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit був придбаний у Agilent Technologies (США).

Плазмідні вектори. Бінарні вектори системи pGreen/pSoup були використані для трансформації рису та A. thaliana, агробактеріальної інфільтрації листя тютюну (http://www.pgreen.ac.uk) (рис. 2.1) [365]. Вектор pGreen0029 містить ген стійкості до канаміцину під контролем промотора нопалін синтази (nos) для селекції трансформантів. 
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Рис. 2.1. Карта-схема системи бінарних векторів pGreen/pSoup для трансформації рису та A. thaliana.
Серія pGreen – це бінарні вектори, що можуть реплікуватись у E. сoli, але не мають всього набору генів для реплікації у агробактерій. Тому при трансформації агробактерій конструкціями на основі pGreen потрібна присутність іншої плазміди pSoup, що містить регіон oriV для реплікації плазмід типу pGreen в агробактеріях. pSoup також має селективний ген стійкості до тетрацикліну.
Для трансформації рослин A. thaliana та мутантних ліній цих рослин tpk1-1, tpk1-2 використовували pART27 вектор, що належить до системи pART7/pART27 [366] (рис. 2.2). pART27 є бінарним вектором для трансформації рослин та несе ген стійкості до канаміцину, а pART7 містить експресійну касету під контролем 35S промотора для експресії трансгена. 
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Рис. 2.2. Карта-схема системи векторів pART7/pART27 для трансформації рису та A. thaliana

Для транзієнтної експресії у протопластах рослин використовували конструкції на основі вектору pART7, що може реплікуватись лише у E. сoli та містить ген стійкості до ампіциліну. 

Для трансформації ячменю використовували бінарний вектор pBract214 (http://www.bract.org), що був спеціально розроблений для трансформації однодольних рослин та клонування за допомогою Gateway технології. pBract214 несе в собі ген стійкості до гігроміцину та касету для експресії трансгена під контролем убіквітинового промотора кукурудзи (рис. 2.3).
Для трансформації рослин тютюну генами протонно-натрієвих обмінників родини NHX використовували вектор pGWB2, що містить експресійну касету під контролем 35S промотора [367].  

Проведення експериментів із комплементацією мутантної E. сoli лінії LB2003 використовували конструкції на основі вектору pQE-32 (Qiagen) (рис. 2.4). Вектор спеціально розроблений для безпосереднього клонування ПЛР продуктів та експресії останніх у системі E. сoli для продукції рекомбінантних протеїнів, помічених шістьма залишками гістидину у N-кінці. Плазміда містить ген стійкості до ампіциліну.
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Рис. 2.3. Карта-схема Gateway сумісного бінарного вектору pBract214 для трансформації ячменю. 
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Рис. 2.4. Карта-схема Gateway сумісного бінарного вектору pGWB2 для трансформації дводольних. 
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Рис. 2.5. Карта-схема векторів системи pQE для експресії продукції рекомбінантних протеїнів в прокаріотичних системах.  
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Рис. 2.6. Карта-схема вектору для трансформації дріжджів pYES2.
Для трансформації дріжджових клітин використовували конструкції на основі вектору pYES2 (Thermo Fisher Scientific) (рис. 2.5). Вектор був спеціально розроблений для експресії трансгенів та продукції рекомбінантних протеїнів. Має мультиклональний сайт, що знаходиться під контролем промотора GAL1 (гена галактокінази). Вектор також має ген, що кодує урацил, завдяки чому відбувається селекція трансформантів, які можуть рости на мінімальному середовищі без урацилу. Для селекції у клітинах E. сoli вектор має ген стійкості до ампіциліну.
Штами Escherichia coli. У більшості випадків штам E. coli DH5α [368] використовувався для клонування та маніпуляцій із плазмідною ДНК.

Мутантний штам DB3:1, що є стійким до дії продукту гена ccdB [369], застосовували для ампліфікацї плазмідних векторів для клонування за допомогою Gateway (Thermo Fisher Scinetific) технології. 

Мутантний штам E. coli LB2003 (∆trkA kup1 (trkD1) ∆kdpABC5 rpsL metE thi rha gal) [370] для проведення експериментів із комплементацією був люб’язно наданий Евертом Беккером із університету міста Оснабрюк, Німеччина. 
Штами Agrobacterium tumefaciens . Штами A. tumefaciens AGL1 та GV3101 були використані для агробактеріальної трансформації рослин [371, 372]. 

Характеристика рослинного матеріалу. У дисертаційній роботі використовували рослини Arabidopsis thaliana (L.) екотипу Columbia (Col-0). 

Лінії рослин для пошуку та ідентифікації Т-ДНК інсерційних мутантів, 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, були отримані із Європейського центру насіння A. thaliana (Nottingham Arabidopsis Stock Centre, NASC, Нотінгем, Великобританія). 

Дві лінії для ідентифікації Т-ДНК інерційних мутантів для AtTPK1, а саме SAIL167A03 та SALK146903, були замовлені та отримані із Інституту Солка (Salk Institute, Ла-Хойя, США) (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). 

Т-ДНК мутантна лінія tpc1-2 була ідентифікована та охарактеризована попередньо нашими колегами із Університету міста Йорк і описана у цьому посиланні [373].

Насіння маркерної лінії A. thaliana -TIP-GFP було люб’язно надано Жаном-Марком 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 із центру дослідження геному рису RGRC (Японія, https://tos.nias.affrc.go.jp). Інша мутантна лінія для OsTPKb із вставкою T-ДНК (PFG_2D-41178.R) була замовлена із центру POSTECH Універститету міста Поханг (Pohang University of Science and Technology, Південна Корея).  

У деяких експериментах користувалися рослинами ячменю Hordeum vulgare (L.) сорту Golden Promise та рослинами тютюну Nicotiana tаbacum (L.). 

У дослідженнях транскрипційного профілювання генів фосфатних транспортерів використовували рослини Medicago truncatula cv. Jemalong A17, що були люб’язно надані Террі Хуге із Національного інституту сільськогосподарських досліджень Франції (French National Institute for Agricultural Research, CNRS-INRA, Тулуза). 
Мутантні лінії дріжджів. У дисертаційній роботі використовували мутант acr3Δ, у якому відсутня функція видалення AsIII з клітин мембранним транспортером ACR3 [357]. Іншою лінією дріжджових мутантів була лінія fps1Δ, у якій відсутня система поглинання AsIII за допомогою аквагліцеропорину FSP1[308]. Батьківським штамом для цих двох мутантних ліній є 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[374]. 

2.2. Методи біологічних досліджень

2.2.1. Умови культивування та методи 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 ЛБ середовищі із додаванням 1,5% 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.
Приготування компетентних клітин E. coli. Клітини E. coli штамів стандартного DH5α, DB3:1 чи LB2003 були взяті для подальшого приготування компетентних клітин. 

Гліцеринові стокі штамів бактерій висівали на чашки Петрі з твердим ЛБ середовищем. Бактерію інкубували протягом 18 годин при 37oC. 5 мл рідкого ЛБ середовища було інокульовано однією колонією. Первинну культуру інкубували протягом 12–18 годин при 37oC та постійному перемішуванні на шейкері при 250 об/хв. У подальшому 500 мл рідкого ЛБ середовища було інокульоване в 1 мл первинної нічної культури. Бактерію культивували при 19oC та постійному перемішуванні на шейкері при 250 об/хв до того моменту, коли оптична густина рідкої бактеріальної культури (OD600) становила 0,35–0,4. Після цього рідку бактеріальну культуру переміщали на льод для подальшої інкубації протягом 30 хв. Після інкубації на льоду культуру переносили у стерильні центрифужні пробірки об’ємом 50 мл та центрифугували при 4000 g протягом 10 хв при 4oC. Cупернатант видаляли, а бактеріальний осад залишали на льодяній бані. Бактеріальні клітини ресуспендували у 50 мл льодяного розчину 100 мМ MgCl2 та залишали інкубуватися протягом 15 хв. Суспензію бактерій центрифугували при 4000 g при 4oC протягом 15 хв. Супернатант видаляли та ресуспендували у 50 мл льодяного розчину 100 мМ CaCl2. Суспензію бактерій залишали на льодяній бані на 20 хв. Після цього розчин бактерій знову центрифугували при 4000 g при 4oC протягом 10 хв. Супернатант видалявся, а бактеріальний осад ресуспендували у 50 мл льодяного розчину 85 мМ CaCl2 та 15% гліцерину. Клітини центрифугували 4000 g при 4oC протягом 10 хв. Після видалення супернатанту осад ресуспендували у 2 мл розчину 85 мМ CaCl2 та 15% гліцерину. Із бактеріальної суспензії робили аліквоти по 50 мкл у стерильних поліпропіленових мікроцентрифужних пробірках (Eppendorf). Мікроцентифужні пробірки із аліквотами бактеріальної суміші негайно занурювали у рідкий азот для миттєвої заморозки. Заморожені аліквоти зберігали при -80oC.

Трансформація компетентних клітин E. coli хімічним методом. Для трансформації компетентних клітин аліквоти бактерій діставали із кільвінатора (-80oC) і негайно переносили на льодяну баню. Після того як бактеріальна суспензія повністю розтане, до 50 мкл компетентних клітин додавали близько 10 нг плазмідної ДНК чи лігазної реакційної суміші. Суміш ДНК із бактерією інкубували на льоду протягом 3 хв. Бактеріальна суміш із доданою ДНК піддавалась температурному шоку при 42oC протягом 45 с. Після цього суміш ДНК із клітинами E. coli переміщували на льод та інкубували протягом 3 хв.             

Після 3-хвилинної інкубації на льоду до бактеріальної суміші із ДНК додавали 800 мкл рідкого стерильного SOC середовища (2% триптон; 0,5% екстракт дріжджів; 10 мМ NaCl; 2,5мМ KCl; 10 мМ MgCl2; 20мМ глюкози) та поміщали перемішуватись при 250 об/хв на шейкері при 37oC протягом 1 години. 200 мкл трансформаційної суміші наносили на чашки Петрі із твердим ЛБ середовищем та відповідним антибіотиком (ампіцилін, тетрациклін, гентаміцин чи канаміцин) у залежності від гена стійкості, що міститься у плазміді. Чашки Петрі із трансформаційною сумішшю інкубувались протягом ночі при 37oC. На наступний день проводився скринінг бактеріальних колоній. 10–12 колоній із кожної трансформації відбирали для подальшого інокулювання 5 мл рідкого LB із відповідним антибіотиком. Пробірки із інокулюмом індивідуальних колоній інкубували протягом ночі при 250 об/хв на шейкері при 37oC. Наступного ранку із нарощених культур виділялась плазмідна ДНК для подальшого аналізу методом ПЛР чи рестрикції. 

Виділення плазмідної ДНК. Виділення плазмідної ДНК проводили лужним методом [375] з деякими модифікаціями. E. coli штам DH5α чи у деяких випадках DB3:1, що несе один з бінарних векторів, вирощували у рідкому середовищі LB з додаванням відповідних антибіотиків на ротаційному шейкері (200 об/хв.) за температури 37oC протягом ночі. Бактеріальну суспензію переносили у центрифужні пробірки 1,5 мл (Eppendorf) та осаджували центрифугуванням 6000 g протягом 5 хв. Отриманий осад ресуспендували у 200 мкл розчину 1 (50 мМ глюкоза, 25 мМ Tris-HCl pH 8,0, 10 мМ ЕДТА), додавали 400 мкл лізуючого розчину (0,2 NaOH, 1% ДСН) та інкубували при кімнатній температурі протягом 10 хв. Потім додавали 600 мкл 3 М розчину ацетату калію та інкубували на льоду 20 хв, після чого осаджували центрифугуванням при 10000 g, при 4oC протягом 15 хв. Супернатант, який містив розчинену плазмідну ДНК, переносили у нові пробірки, проводили очищення сумішшю хлороформ/ізоаміловий спирт (24:1) та центрифугували при 10000 g протягом 5 хв. Водну фазу переносили у нові пробірки та додавали 0,6 об’єму ізопропанолу для осадження плазмідної ДНК. Через 15–20 хв отриманий осад осаджували центрифугуванням (6000 g, 5 хв), промивали 70% етанолом підсушували та розчиняли у 20–40 мкл стерильної деіонізованої води.

У деяких випадках для виділення плазмідної ДНК з нічної культури E. coli використовували QIAprep spin Miniprep kit, QIAprep spin Midiprep Kit (Qiagen) відповідно до рекомендацій компанії виробника. 

2.2.2. Умови культивування та методи роботи з A. tumefaciens 
Агробактеріальні клітини вирощували на рідкому ЛБ середовищі із 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 агробактерільних штамів готувались гліцеринові стоки, де до 700 мкл рідкої культури A. tumefaciens додавали 300 мкл гліцерину та зберігали при -80°C.  

Приготування електрокомпетентних клітин A. tumefaciens. Гліцерінові стоки штамів висівали A. tumefaciens на чашки Петрі з твердим ЛБ середовищем та відповідними антибіотиками, а саме 20 мкг/мл ріфампіцину та 50 мкг/мл ампіциліну для AGL1 та 10 мкг/мл ріфампіцину та 50 мкг/мл гентаміцину для GV3101. Агробактерії вирощували на твердому ЛБ середовищі протягом 2 днів при 28oC. Для інокуляції 5 мл рідкого ЛБ середовища із відповідними антибіотиками відбиралась одна окрема колонія A. tumefaciens. Агробактеріальну стартову культуру вирощували протягом 48 год (28oC та 250 об/хв на шейкері). Вирощеною у 5 мл рідкої ЛБ стартовою культурою A. tumefaciens ре-інокулювали 250 мл рідкої ЛБ із тим самим складом та інкубували у колбі Ерленмаєра об’ємом 1 л протягом 15–20 год при 28oC та 250 об/хв на шейкері до досягнення рідкою культурою оптичної густини (OD600) 0,5 – 1,0 (1010 клітин/мл). У подальшому рідку культуру клітин переносили на льод та інкубували протягом 30 хв. Клітини центрифугували при 4000 g при 4oC протягом 10 хв. Осад із агробактерій промивали три рази шляхом центрифугування та подальшого ресуспендування у 10 мл стерильної дистильованої води. Після етапу останнього центрифугування та видалення супернатанту осад із агробактеріальних клітин ресуспендували у 10 мл 10% розчину гліцерину. Із бактеріальної суспензії бактерій у розчині гліцерину (10%) готувались аліквоти об’ємом 50 мкл, які швидко заморожували у рідкому азоті та переносили у кільвінатор (-80oC) для подальшого зберігання.

Електропорація клітин A. tumefaciens. Для електропорації агробактеріальних клітин використовували Gene pulserTM (BioRad, США) та відповідні 0,2 cм кювети (BioRad, США). Параметри електропорації були наступними: 2500 В, 25 мкФ, 200 Ом. 1 мкл плазмідної ДНК та у деяких випадках додатково 1 мкл ДНК допоміжної плазміди (Helper plasmid) додавали до 50 мкл розмороженої агробактеріальної аліквоти. Суміш ДНК із агробактеріальними електрокомпетентними клітинами переносили у охолоджені попередньо кювети із зазором між електродами 0,2 cм. Кювети із розчином бактерій та ДНК поміщали у відповідний отвір електропоратора та вмикали електричний імпульс. Кювету прибирали з відповідного отвору електропоратору та додавали 1 мл SOC середовища. У подальшому ресуспендовані у SOC середовищі бактеріальні клітини переміщували у поліпропіленові пробірки (Thermo Fisher Scientific) та інкубували при 28oC та 250 об/хв на шейкері протягом 3–4 год. 300 мкл та 500 мкл трансформаційної суміші наносили на чашки Петрі із твердим ЛБ середовищем та доданими антибіотиками (канаміцин, ріфампіцин). Чашки Петрі із трансформаційною сумішшю інкубувались протягом 2 діб при 28oC. Через 2 доби проводився скринінг бактеріальних колоній. 4–5 колоній із кожної трансформації відбирали для подальшого інокулювання 8 мл рідкого LB із відповідними антибіотиками (ріфампіцин та канаміцин). Пробірки із інокулюмом індивідуальних колоній інкубували протягом 2 діб при 250 об/хв на шейкері при 28oC. Із нарощених рідких культур виділялась плазмідна ДНК для подальшого аналізу методом ПЛР.  

2.2.3. Умови культивування та методи роботи з рослинними організмами 
Рослини тютюну N. tabacum пророщували з насіння та культивували у тепличних умовах при 22oC та світловим періодом 14 год. Рослини віком 8 тижнів використовували в експериментах із транзієнтною експресією. 

Для проведення експериментів із транзієнтною експресією в протопластах A. thaliana, насіння рослин дикого типу A. thaliana (Col-0), мутантної лінії tpc1-tpk1та маркерної лінії дельта-TIP-GFP висівали у горщики з ґрунтом та культивували в умовах теплиці при 22oC та світловим періодом 14 год. Рослини віком 6–7 тижнів використовували для виділення протопластів і подальшої трансформації останніх. 

Для проведення фізіологічних експериментів із цілими рослинами насіння A. thaliana (Col-0) дикого типу, інсерційних мутантних ліній та трансформантів із надекспресією AtTPK1 (TPKox) стерилізували за допомогою гіпохлориду натрію та висівали на чашки Петрі із твердим агаризованим середовищем (1,25 мM KNO3, 0,5 мM Ca(NO3)2, 0,5 мM MgSO4 та 0,625 мM KH2PO4) відповідно до роботи [174]. При проведенні експериментів вивчення впливу сполук As на рослини до агаризованого середовища культивування додавали додатково чи K3AsO4 (AsV), чи As2O3 (AsIII) у різних концентраціях. В інших типах експериментів до агаризованого поживного середовища могли додавати KCl, манітол чи абсцизову кислоту у різних концентраціях. Після стратифікації при 4°C протягом 2 днів чашки Петрі з насінням переносили у культуральні камери із контрольованими умовами світла та світлового періоду, температури та вологості (світловий день складав 12 год, інтенсивність світла – 120 мкМ/м2/с, температура – 24/20°C день/ніч, відносна вологість – 70–80%). Для визначення показників росту проростків A. thaliana рослини культивували на чашках Петрі із поживним середовищем протягом 14 днів. Для оцінки впливу кожної із сполук As чи інших типів впливів використовували від 3 до 5 чашок Петрі із поживним середовищем. 

При проведенні експериментів на рідкому поживному середовищі проростки A thaliana віком 2 тижні переносили на пластикові контейнери об’ємом 1 л, що були заповнені рідким поживним середовищем (0,09 мM (NH4)2SO4, 0,05 мM KH2PO4, 0,05 мM KNO3, 0,03 мM K2SO4, 0,06 мM Ca(NO3)2, 0,07 мM MgSO4, 0,11 мM Fe-EDTA, 4,6 мкM H3BO3, 1,8 мкM MnSO4, 0,3 мкM ZnSO4, 0,3 мкM CuSO4, pH 5–5,6). Для проведення експериментів вивчення впливу сполук As на рослини до рідкого середовища додавали чи K3AsO4 (AsV), чи As2O3 (AsIII) у декількох різних концентраціях та поміщали проростки A. thaliana віком 3 тижні та інкубували протягом 14 днів. 
Насіння рису та ячменю пророщували у стерильних умовах при 28oC, вологості 100% у темряві протягом 5 днів. Проростки з насіння переносили на пластикові контейнери об’ємом 8 л, що містили штучно аероване гідропонне поживне середовище (1,25 мM KNO3, 0,5 мM Ca(NO3)2, 0,5 мM MgSO4, 42,5 мкM Fe-EDTA, 0,625 мM KH2PO4, 0,16 мкM CuSO4, 0,38 мкM ZnSO4, 1,8 мкM MnSO4, 45 мкM H3BO3, 0,015 мкM (NH4)2MO7O24 та 0,01 мкM CoCl2) [376]. Пластикові контейнери із рослинами на гідропонному середовищі переносили до культуральної камери із контрольованими умовами освітлення, температури а вологості (світловий день – 16/8 год день/ніч, інтенсивність світла – 300 мкМ/м2/с, температура – 25/20°C день/ніч, відносна вологість – 60–40%). Гідропонне поживне середовище міняли на свіже кожних 7 днів. Через 4 тижні після проростання рослини зазнавали дії різних типів стресів, а саме осмотичного (присутність поліетиленгліколю), дефіциту К+ чи високих концентрацій Na+, шляхом додавання відповідних стресових агентів до гідропонного середовища чи модифікації його складу. Рослини, що росли на середовищі без видозмін, були контрольними. 

Регенеровані після трансформації рослини  тютюну переносили на рідке гідропонне середовище Хогленда для подальшої адаптації та проведення експериментів із сольовим та осмотичним стресами. Середовище Хогленда готували за наступним прописом: 202 г/л KNO3, 472 г/л Ca(NO3)2х4H2O, 493 г/л MgSO4х7H2O, 80 г/л NH4NO3, 15 г/л Fe III хелат, 2,86 г/л H3BO3, 1,81 г/л MnCl2х4H2O, 0,22 г/л ZnSO4х7H2O, 0,051 г/л CuSO4х5H2O, 0,12 г/л Na2MoO4х2H2O, KH2PO4 (pH 6,0).

Насіння M. truncatula обробляли 10 хв сірчаною кислотою та промивали 3 рази стерильною дистильованою водою. Після цього насіння стерилізували протягом 3 хв гіпохлоридом натрію (1,6 %) та промивали 3 рази дистильованою стерильною водою. Стерилізоване насіння пророщували на фільтрувальному папері у чашках Петрі протягом 3 днів при 4°C у темряві. У подальшому насіння пророщували протягом 2–4 днів при кімнатній температурі. 

Проростки M. truncatula переміщували у горщики з сумішшю вермикуліту та перліту у співвідношенні 1:1. Рослини вирощували при 25°C, 16 год освітлення та 65% вологості. Кожних 4 дні до горщиків з рослинами вносили добриво (10 мл Long Ashton nutrient solution), що мало низький вміст фосфатів (0,13 мM). 

Для колонізації коренів мікоризнимим грибами субстрат для вирощування рослин змішували у співвідношенні 1:10 із комерційними інокулюмами грибів Gigaspora rosea BEG9, Glomus mosseae BEG12 чи Glomus intraradices BEG141 (Biorize Sarl, Діжон, Франція). Для подальшого аналізу рослини збирали через 6 тижнів після інокуляції. Для проведення дослідів із дослідженням впливу фосфатів на профілі експресії генів рослини обробляли протягом всього періоду вирощування розчином із добривами, що містив 1,3мM фосфатів.

Агробактеріальна трансформація A. thaliana. Трансформацію A. thaliana проводили методом занурення квіток у бактеріальну суспензію із деякими модифікаціями (Floral dip) [377]. 

Для проведення трансформації рослини A. thaliana вирощували у тепличних умовах до стадії цвітіння (появи незрілих квіток). Культуру агробактерій штаму GV3101, що несе у собі конструкцію на основі бінарного вектору та допоміжну плазміну, вирощували у 1 л селективного за типом плазміди ЛБ середовища 28oC та 250 об/хв на шейкері до досягнення оптичної густини (OD600) 1,0–1,2. Рідку агробактеріальну суспензію центрифугували при 4000 g, після чого видаляли супернатант. Агробактеріальний осад ресуспендовали у розчині цукрози (5%) та доводили до оптичної густини (OD600) 0,8. Зазвичай об’єм такого бактеріального розчину складає 400–500 мл. До бактеріального розчину додавали TritonX100 (Sigma) фінальної концентрації 0,01% та перемішували. Наземна частина рослин у горщиках занурювалась у приготовану суспензію бактерій (400–500 мл) на 2–3 с. Після занурення у бактеріальну суспензію із детергентом піддони з рослинами накривали відповідними пластиковими кришками (міні-парниками) чи пластиковими пакетами для утримання вологої атмосфери протягом 24 год. Після цього етапу рослини вирощували в умовах теплиці до моменту продукування насіння. Сухе насіння збирали із кожної окремої рослини, стерилізували та висівали на чашки Петрі з твердим 0,5 МС (Мураcиг та Скуг) селективним (канаміцин) середовищем [378]. Насіння стратифікували холодом (4oC) протягом 2 днів. Після стратифікації насіння пророщували у нормальних світлових умовах (50–100 мікроЕйшенів) протягом 7–10 днів. Потенційні трансформанти переносили у горщики з ґрунтом для подальшого вирощування та аналізу. 

Агробактеріальна трансформація O. sativa. Зріле насіння рису сорту Nipponbare було трансформоване за допомогою агробактерії штаму AGL1. Процес трансформації проводили відповідно до методики, описаної у роботі [379], з деякими модифікаціями. Хімічний склад середовищ, що були використані протягом процесу трансформації насіння, представлені у таблиці 2.1. 
Очищене насіння рису стерилізували у етанолі (70%) протягом 1 хв і промивали стерильною дистильованою водою. У подальшому промите насіння рису стерилізували у 50 мл розчину гіпохлориду натрію (2,5%) із додаванням 1 краплі Tween-20 (Sigma) протягом 15 хв та подальшим п’ятиразовим промиванням у стерильній дистильованій воді. Очищене насіння рису стерилізували у етанолі (70%) протягом 1 хв і промивали стерильною дистильованою водою. У подальшому промите насіння рису стерилізували у 50 мл розчину гіпохлориду натрію (2,5%) із додаванням 1 краплі Tween-20 (Sigma) протягом 15 хв та подальшим п’ятиразовим промиванням у стерильній дистильованій воді. Індукція калюсогенезу проводилась таким чином. Стерилізоване насіння рису інокулювали на середовище N6D (табл. 2.1) та культивували протягом 3 тижнів при постійному освітленні. Вільні ембріональні прозорі глобули розміром приблизно 1 мм відокремлювали на желеподібному субстраті за допомогою прокатування калюсу, вирощеного з тканин насіння. 

Таблиця 2.1
Склад живильних середовищ,

які були використані для трансформації рису 
	Компонент
	N6D

(мг/л)
	2N6-AS

(мг/л)
	AAM (мг/л)
	RE-III

(мг/л)
	HF

(мг/л)
	AB

(мг/л)

	Макросолі

	KNO3
	2,830
	2,830
	
	1,900
	1,900
	

	NH4NO3
	
	
	
	1650
	1650
	

	(NH4)2SO4
	463
	463
	
	
	
	

	MgSO4 x 7H20
	185
	185
	250
	370
	370
	296

	CaCl2 x 2H20
	166
	166
	150
	440
	440
	10

	NaH2PO4 x 2H20
	
	
	150
	
	
	1300

	K2HPO4
	
	
	
	
	
	3000

	KH2PO4
	400
	400
	
	170
	170
	

	KCl
	
	
	3,000
	
	
	150

	Мікросолі

	Na2EDTA
	37,3
	37,3
	
	37,3
	37,3
	

	FeSO4 х 7H20
	27,8
	27,8
	
	27.8
	27,8
	2,5

	Fe-EDTA
	
	
	40
	
	
	

	MnSO4 х 4H20
	4,4
	4,4
	10
	22,3
	22,3
	

	ZnSO4 х 7H20
	1,5
	1,5
	2.0
	8,6
	8,6
	

	CUSO4.х 5H20
	
	
	0,025
	0,025
	0,025
	

	CoCl2 х 7H20
	
	
	0,025
	0,025
	0,025
	

	KI
	0,8
	0,8
	0,75
	0,83
	0,83
	

	H3BO3
	1,6
	1,6
	3,0
	6,2
	6,2
	

	Na2MoO4х 2H2O
	
	
	0,25
	0,25
	0,25
	

	Продовження таблиці 2.1

	Органічні сполуки

	Гідролізат казеїну
	300
	300
	500
	2,000
	
	

	Гліцин
	2,0
	2,0
	7,5
	2,0
	2,0
	

	L-Аргінин
	
	
	176,7
	
	
	

	L-Пролін
	2,878
	
	
	
	
	

	L-Глутамін
	
	
	900
	
	
	

	L-Аспарагін
	
	
	300
	
	
	

	Міо-Інозитол
	100
	100
	100
	100
	100
	

	Никотинова кислота
	0,5
	0,5
	1,0
	0,5
	0,5
	

	Гідрохлорид піридоксину
	0,5
	0,5
	1,0
	0,5
	0,5
	

	Гідрохлорид тіаміну
	1,0
	1,0
	1,0
	0,1
	0,1
	

	Фітогормони

	2,4-Д
	2,0
	2,0
	
	
	
	

	НОК
	
	
	
	0,02
	
	

	Кінетин
	
	
	
	2,0
	
	

	Ацетосерингон
	
	10~20
	10~20
	
	
	

	Цукри

	Цукроза
	30,000
	30,000
	68,500
	30,000
	30,000
	

	Сорбітол
	
	
	
	30,000
	
	

	Глюкоза
	
	10,000
	36,000
	
	
	5,000

	рH
	5,8
	5,2
	5,2
	5,8
	5,8
	7,2


Відокремлені ембріональні глобули інкубували додатково протягом 10 днів на NB середовищі для продукції вузлових ембріональних утворень (embryogenic nodular units, ENU), що безпосередньо використовувались для подальшої агробактеріальної трансформації.

Тільки одна рослина була отримана у процесі трансформації та регенерації з кожного ENU. 

Регенеровані рослини культивували для подальшого розвитку та диференціації на HF середовищі (табл. 2.1) протягом 2–3 тижнів при 28°C та освітленні. 

У подальшому трансформовані рослини переміщували до культуральної камери із контрольованими умовами освітлення, температури та вологості.
Агробактеріальна трансформація H. vulgare. Агробактеріальну трансформацію ячменю проводили у науково-дослідному Інституті Джона Іннеса, місто Норвіч, Великобританія (John Innes Research Institute, Norwich) відповідно до протоколу [380].  

Агробактеріальна трансформація N. tabacum. Генетичну трансформацію тютюну проводили методом спільного культивування сегментів листків асептичних рослин з рідкою агробактеріальною культурою протягом ночі на ротаційному шейкері (200 об/хв). Для цього 0,2 мл нічної агробактеріальної суспензії додавали до 20 мл рідкого середовища МС. Після спільного культивування експланти просушували на стерильному фільтрувальному папері та переносили на регенераційне середовище MSR (макро- та мікросолі МС, вітаміни Мореля, 30 г/л сахароза) з додаванням 1 мг/л БАП та 0,1 мг/л НОК, яке містило селективний агент канаміцин у концентрації 100 мг/л та цефотаксим для елімінації бактерії у концентрації 800 мг/л. 

Укорінення регенерантів проводили на безгормональному середовищі MС, яке містило канаміцин у концентрації 100 мг/л.
Агроінфільтрація листя N. tаbacum. Агроінфільтрацію проводили згідно [381, 382] з деякими модифікаціями. Нічну культуру A. tumefaciens штам GV3101, яка була трансформована відповідним вектором, осаджували при 6 об/хв 4ºC протягом 5 хв та ресуспендували у буфері для інфільтрації (10 мМ МЕС, pH 5,5, 10 мМ MgSO4 та 150 мкМ ацетосиргон). Для інфільтрації готували бактеріальну суспензію, що містила один з дослідних векторів та допоміжну плазміду pSoup [362]. Бактеріальну суспензію доводили до кінцевої оптичної густини (OD600) для кожної суміші 0,6–0,8. Надалі проводили інфільтрацію агробактеріальною суспензією рослин N. tаbacum, що вирощувались у теплиці, за допомогою стерильних одноразових шприців на 2 мл (без голок). Визначення транзієнтної експресії проводили на 4–6 добу після інфільтрації.
Виділення та трансформація протопластів. Протопласти алейронового шару зернівок рису в стадії дозрівання виділяли відповідно до роботи [383]. Покривну тканину зернівок відбирали на 10–15 день після появи насіння. Відібрану покривну тканину зернівок інкубували у інкубаційному середовищі ІМ (600 мM манітол, 1 мM KCl, 1 мM MgCl2, 1 мM CaCl2, 1 мM МЕС, pH 6), що містила 0,1% пектоліази (Pectolyase Y-23, Yakult) протягом 1,5 год. Подальшим кроком була інкубація рослинного матеріалу у ІМ середовищі, що містило 1% целюлази (Onozuka RS, Yakult) протягом 1,5 год. У подальшому суспензію протопластів у ферментному розчині пропускали через нейлонове сито (35 мкм) та відмивали за допомогою центрифугування на малих швидкостях та видалення супернатанту. У подальшому осад протопластів ресуспендовали у 2 мл середовища W5 (154 M NaCl, 125 мM CaC12, 5 мM KC1, 2 мM МЕС (pH 5,7)) та проводили процес трансформації за методикою, описаною нижче.  

Протопласти із етильованих проростків рису та ячменю віком 1 тиждень виділяли відповідно до методики [384]. Проростки рослин розрізали на маленькі шматочки за допомогою леза бритви. Подрібнену рослинну тканину інкубували у ферментному розчині (0,6 M манітол, 10 мM МЕС (pH 5,7), 1,5% целюлази (Onozuka RS, Yakult), 0,75% мацерозиму (Macerozyme, Sigma), 1% БСА, 1 мM CaC12, 5 мM β-меркаптоетанол, 50 мкг/мл карбеніциліну) протягом 4 годин у темряві та при повільному перемішуванні на шейкері (40 об/хв). Після етапу інкубації ферментний розчин разом із протопластами пропускали через нейлонове сито (35 мкм). Подальшим кроком було додавання одного рівного об’єму середовища W5 та центрифугування протягом 5 хв при 1000 g для того, щоб осадити протопласти. Осад протопластів ресуспендували у розчині MаМg (0,6 M манітол, 15 мM MgC12, 4 мM МЕС (pH 5,7)) для подальшої трансформації за допомогою поліетиленгліколю (PEG). Щільність протопластів підраховували у камері Фукса-Розенталя. Для трансформації підбирали суспензію зі щільністю 106 клітин/мл. Для трансформації протопластів до суспензії клітин у розчині MаМg додавали рівний об’єм розчину PEG-CMS (0,6 M манітол, 100 мM CaC12, 40% ПЕГ 3350) та 1 мкл плазмідної ДНК (1000 нг/мкл) та інкубували протягом 15 хв у темряві. Протопласти рослин відмивали від поліетиленгліколю шляхом додавання 10 об’ємів середовища W5 та обережного перемішування. Суспензію протопластів у середовищі W5 центрифугували при 600 g протягом 5 хв. Супернатант видаляли, осад протопластів ресуспендували в інкубаційному середовищі (0,6 M манітол, 4 мM МЕС (pH 5,7), 4 мM KC1). Суспензію протопластів залишали інкубуватись при 28°C у темряві на ніч. 

Виділення протопластів мезофілу A. thaliana проводили відповідно до роботи [385]. Для виділення протопластів використовували молоде листя A. thaliana віком від 3 до 5 тижнів. Свіжозібране молоде листя рослин промивали у великих об’ємах стерильної дистильованої води та нарізали на маленькі шматочки за допомогою леза бритви. Нарізані шматочки листя A. thaliana інкубували у 10–15 мл буферу для плазмолізу (500 мМ манітол) протягом 1 год. Наступним кроком було переміщення нарізаної рослинної тканини у ферментний буфер (1% целюлази (cellulase 'Onozuka' R10, Yakult), 0,25% мацерозиму (macerozyme 'Onozuka' R10, Yakult), 0,4 M манітол, 10 мM CaCl2, 20 mM KCl, 0,1% БСА та 20 мM МЕС (pH 5,7)) та проведення вакуумної інфільтрації (15 мм Hg) протягом 2 хв. Рослинну тканину інкубували в темноті у ферментному буфері протягом 2,5 год при обережному перемішуванні на шейкері (50 об/хв). У подальшому протопласти у ферментному розчині пропускали через нейлонове сито (35 мкм). Фільтрат протопластів розбавляли 0,5 об’єму 200 мМ CaCl2 та осаджували за допомогою центрифугування протягом 5 хв при 500 g. Осад протопластів ресуспендували у розчині приготованого із одного об’єму 500 мМ манітолу та двох об’ємів 200 мм CaCl2. Після подальшого центрифугування протягом 5 хв при 500 g осад протопластів ресуспендували у розчині, приготованому із двох об’ємів 500 мМ манітолу та одного об’єму 200 мм CaCl2. Суспензію протопластів знову центрифугували протягом 5 хв при 500 g. Осад протопластів ресуспендували у 5–10 мл середовища W5 та інкубували на льоду принаймні 30 хв перед процесом трансформації. Щільність протопластів підраховувалась за допомогою камери Фукса-Розенталя. Перед початком процесу трансформації протопласти осаджували центрифугуванням 5 хв при 500 g та ресупендували у розчині MаМg із доведенням концентрації протопластів 5х106 клітин/мл. Приблизно 1,6х106 протопластів додавали до 15 мл розчину 50 нг плазмідної ДНК (2мг/мл) та 50 нг ДНК із сперми лосося (2мг/мл) та обережно перемішували. До суспензії протопластів та ДНК додавали рівний об’єм розчину PEG-CMS (400 мМ манітол, 100 мМ Ca(N03), PEG 4000) та обережно, але ретельно перемішували. Трасформаційну суміш інкубували у темряві протягом 30 хв при 28ºC. Після етапу інкубації до трансформаційної суміші поступово із збільшенням об’ємів додавали середовище W5 (500 мкл, 1000 мкл, 2000 мкл, 4000 мкл) та обережно перемішували при кожному наступному додаванні протягом 20 хв. Після цього етапу суспензію протопластів центрифугували 5 хв при 500 g. Осад протопластів ресуспендували у 3 мл протопластного культурального середовища (400 мМ цукроза, 4,3 г/л МС солей (Duchefa), 100 мг/л міоінозитол, 250 мг/л ксилоза (Duchefa), 460 мг/л CaCl2, 10 мг/л тіамін, 1 мг/л піридоксин, 1 мг/л нікотинова кислота, 25 мг/л хлорамфенілкол, рН 5,8). Трансформовані протопласти переносили у стерильні чашки Петрі та інкубували у темряві протягом 12–16 год при 28ºC. 

Обробка рослинних клітин брефелдіном А. Відповідно до поставлених експериментів було приготовано стоковий розчин (10 мг/мл) брефелдіну А (Brefeldin A, Sigma) у диметилсульфооксиді (ДМСО), що розбавлявся до робочої концентрації 10 мкг/мл для використання у всіх експериментах. Брефелдін А із стокового розчину додавали до суспензії протопластів через 1 год після трансформації. 
Листя тютюну обробляли розчином брефелдіну А через 2 дні після інокуляції агробактерією за допомогою інфільтрації розчину у зону трансформації. У кожному експерименті протопласти чи клітини листя, оброблені 0,1% ДМСО, використовували як контроль.

2.2.4. Методи молекулярно-біологічного та генетичного аналізу рослин

Сегрегаційний аналіз трансформантів. Для експрес-визначення потенційних гомозиготних ліній трансформованих рослин проводився сегрегаційний аналіз поколінь.  

Насіння, зібране із трансформованих рослин A. thaliana (покоління Т0), висівали на чашки Петрі із селективним антибіотиком (канаміцин чи гігроміцин залежно від типу конструкції). З стійких до антибіотику рослин збирали насіння і знову висівали на середовище із 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) із стійких до антибіотика рослин знову відбирали та висівали на середовище для селекції окремо для кожної рослини. Насіння рослин, що демонстрували 100% стійкість до антибіотика, відбиралось як потенційні гомозиготні лінії для подальшого ПЛР аналізу.

Селекцію ячменю проводили шляхом занурення листя у тверде середовище, що містило гігроміцин від кожної лінії рослин. Такий аналіз проводили і для Т1, і для  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 із рослин рису та ячменю за допомогою ЦТАБ-методу із деякими модифікаціями. 100 мкг рослинного матеріалу розтирались у фарфоровій ступці до дрібного порошкоподібного стану у рідкому азоті. До подрібненої рослинної тканини додавали 450 мкл заздалегідь підігрітого ЦТАБ-буферу (2% ЦТАБ, 1,4 M NaCl, 100 мM Tris-HCl (pH 8) та 20 мM Na-EDTA) та інкубували при 65°C протягом 50 хв. Після ретельного перемішування суміші вортексом додавали 300 мкл суміші хлороформ:ізоаміловий спирт (24:1). Суміш перемішували та центрифугували 5 хв при 12000 g. Верхню водну фазу відбирали та переносили у нову мікроцентрифужну пробірку. Фракцію ДНК осаджували за допомогою додавання 96% етанолу та 4% 3 M NaAc (pH 5,2). Суміш перемішували вортексом та залишали інкубуватися протягом 30 хв при кімнатній температурі. Після цього суміш центрифугували протягом 10 хв при 12000g. Отриманий після центрифугування осад промивали у етанолі (70%). Висушений протягом 10 хв осад ресуспендували у 100 мкл TE-буферу. 

Загальну ДНК виділяли з рослин A. thaliana за допомогою DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) відповідно до рекомендацій компанії виробника.
ПЛР аналіз трансгенних рослин. Для того щоб перевірити присутність трансгена у рослинах, проводили ПЛР аналіз із ДНК регенерантів та наступного покоління рослин. Загальну ДНК з рису та ячменю виділяли за допомогою ЦТАБ методу з рослин A. thaliana за допомогою DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). Для проведення ПЛР реакції до 50 мкл реакційної суміші, що містила у собі 1xTaq ПЛР буфер, 200 мкМ дНТФ суміші, та 0,5мкл Taq-полімерази (Promega), додавали 200 нг геномної ДНК.

Для визначення рослин A. thaliana із надекспресією AtTPK1 відбирались рослини покоління Т2 та Т3, що пройшли селекцію на канаміцині. Для проведення ПЛР реакції до 50 мкл реакційної суміші, що містила у собі 1xTaq ПЛР буфер, 200 мкМ дНТФ суміші, та 0,5мкл Taq-полімерази (Promega), додавали 200 нг геномної ДНК. ПЛР аналіз проводили за допомогою специфічних до послідовностей 35S промотора та кодуючої послідовності AtTPK1 праймерів: 35S_for GCATGGGGATGAGGTTTTTA та AtTPK1_rev GACGAACCACCTCCTCATCC. Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 95oC 4 хв; 40 циклів: 95oC 30 с, 56oC 30 с, 72oC 60 с; 72oC 10 хв. 

Для аналізу рослин рису трансформованих генами чи OsTPKa, чи 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. Лінії рослин, що пройшли через ембріогенез, але не мали вставки та не були стійкими до гігроміцину А, використовували як контроль. ПЛР фрагменти розділяли методом електрофорезу у агарозному гелі (1,2%). 

Для перевірки трансгенної вставки у геномній ДНК ячменю, трансформованого ДНК конструкцію із геном HvHKT2;1 на основі вектору pBRACT214, проводили ПЛР із парою праймерів, специфічних до Т-ДНК бінарного вектора, а саме pBR214_for ATTTGTGTACGCCCGACAGT та pBR214_rev GGATATGTCCTGCGGGTAAA. Для аналізу використовували ДНК рослин, що пройшли сегрегаційний аналіз по гігроміцину у Т2 поколінні. Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 95oC 4 хв; 40 циклів: 95oC 30 с, 55oC 30 с, 72oC 60 с; 72oC 10 хв. 

Для ПЛР аналізу відбирали ДНК рослин, що пройшли сегрегаційний аналіз по стійкості до гігроміцину у Т3 поколінні. Для ідентифікації трансгенних рослин A. thaliana, трансформованих ScACR3, проводили ПЛР аналіз із парою праймерів, специфічних до цього гена, а саме ACR3_ for ATGTCAGAAGATCAAAAAAGT та ACR3_rev ATTTCTATTGTTCCATATAT. Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 95oC 4 хв; 40 циклів: 95oC 30 с, 57oC 30 с, 72oC 60 с; 72oC 10 хв. ПЛР фрагменти розділяли методом електрофорезу у агарозному гелі (1,2%). 

Ідентифікація мутантів та визначення генотипів. Ідентифікація та характеристика мутантних ліній рослин проводили за допомогою ПЛР із застосуванням специфічних праймерів, рекомендованих у відповідних базах даних наукових центів, що зберігають колекції цих мутантів. 

Дві лінії A. thaliana для ідентифікації гетерозигот мутантів по AtTPK1 були отримані із Інституту Солка (SALK) (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). Рослини були проаналізовані за допомогою ПЛР. Для ідентифікації гомозиготних мутантів лінії SALK146903 використовували наступні пару праймерів: TPK1(903)_for CTAGTATGTCGAGTGATGCAGCTCGTAC та TPK1(903)-rev ACGGTCCCTTTGAATCTGAGACGTGG (майбутня гомозиготна лінія tpk1-1). Для проведення аналізу та виявлення гомозиготних рослин лінії SAIL167A03 використовували праймери: TPK1(A03)_for GACGAACCACCTCCTCATCC та TPK1(A03)_rev CTCGAACTCATCCATTATCCCA (майбутня гомозиготна лінія tpk1-2). Профіль ампліфікації мав наступні параметри: 95oC 4 хв; 40 циклів: 95oC 30 с, 54oC 30 с, 72oC 60 с; 72oC 10 хв Ампліфіковані фрагменти клонували у ТА-вектор (pGEM T-easy, Promega) та сиквенували для верифікації позиції Т-ДНК вставки. 

Для ідентифікації nip5;1 мутантів використовували лінії рослин SALK_122287 та SALK_012572. Для nip6;1 брали лінію SALK_146323, а для nip7;1 було замовлено 3 лінії: SALK_057023, SALK_042590 та SAIL_1165_G05. Гомозиготні мутантні лінії A. thaliana були ідентифіковані ПЛР аналізом за допомогою праймерів до лівого бордеру відповідно до рекомендацій онлайн-ресурсу генетичних досліджень A. thaliana (SALK) (http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). Іншими в ПЛР парі праймерами для ідентифікації гомозиготних ліній були специфічні до гена інтересу та підібрані завдяки застосуванню спеціалізованого онлайн-ресурсу від SALK (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.html). Пари праймерів, що застосовували для ідентифікації гомозиготних мутантних ліній за генами NIP були наступними: 
для Nip5;1 – Nip5;1(2287)_LP TCCTAGCTCCATTTTCGTTTTC та Nip5;1(2287)_RP CTCCAAGTGTGACGTAAACCC, 
для Nip6;1 – Nip6;1(6323)_LP TGTGCTTGTAAAGTTGGGAGC та Nip6;1(6323)_RP GCAATCGTTGTAATCGCTAGC, 
для Nip7;1 – Nip7;1(7023)_LP TGTCAAAACTCCGATTATGGC та Nip7;1(7023)_RP AGTGTGTGTGGGGTCATAAGC. 
Праймер специфічний до лівого бордеру був Lba TGGTTCAGGTAGTGGGCCATC. 
Профіль ампліфікації мав наступні параметри: 95oC 4 хв; 40 циклів: 95oC 30 с, 54oC 30 с, 72oC 60 с; 72oC 10 хв
Отримані внаслідок ПЛР аналізу гомозиготні рослини відбирались. РНК з гомозиготних рослин використовували для подальшої ПЛР із зворотною транскрипцію для перевірки відсутності транскриптів гена інтересу.  
Визначення типу генотипу Tos17 інсерційної лінії рису NF6453 проводилось за допомогою ПЛР із застосуванням праймерів, специфічних до кодуючої послідовності гена OsTPKb: OsTPK1b(c)_for ATGGCGGCCCTCGACCAACA і OsTPKb(с)_rev ACGCAGGGAAGGCGGCGGGT, та комбінацією праймера OsTPKb(с)_rev разом із Tos17-специфічним праймером Tos17-1_rev ATTGTTAGGTTGCAAGTTAGTTAAGA. Гомозиготні рослини відбирались для подальшого аналізу. ПЛР проводили у 50 мкл реакційної суміші, що містила у собі 1xTaq ПЛР буфер, 200 мкМ дНТФ суміші, та 0,5мкл Taq-полімерази (Promega), додавали 50 нг геномної ДНК. Профіль ампліфікації мав наступні параметри: 95oC 4 хв; 40 циклів: 95oC 30 с, 54oC 30 с, 72oC 60 с; 72oC 10 хв.  

Аналіз інсерційної мутантної лінії PFG_2D-41178.R за геном OsTPKb проводили за допомогою ПЛР. Для визначення генотипу рослини, а саме дикого типу (Wt), гомозигот по Т-ДНК вставці (Hm) та гетерозигот (Hz), використовували комбінації праймерів для ПЛР (PFG41178_for AAACTTAAAGCGAGTACGGAGG та PFG41178_rev CCCTCTACTTCTGCGTCGTC, що є комплементарними до фланкованих із Т-ДНК ділянок (http://signal.salk.edu)), та комбінацію праймерів FG_rev та OsTPKb(с)_rev. ПЛР проводили наступним чином: до 50 мкл реакційної суміші, що містила у собі 1xTaq ПЛР буфер, 200 мкМ дНТФ суміші, та 0,5мкл Taq-полімерази (Promega, США), додавали 50 нг геномної ДНК. Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 95oC 4 хв; 40 циклів: 95oC 30 с, 54oC 30 с, 72oC 60 с; 72oC 10 хв.  

2.2.5. Транскрипційний аналіз рослин 

Виділення загальної РНК з рослин. Виділення загальної РНК із рослинного матеріалу проводили за допомогою реагенту – TRIsol (Thermo Fisher Scinetific). Тотальну рослинну РНК виділяли таким чином. Близько 300 мкг рослинної тканини розтирали у рідкому азоті до стану світло-зеленої пудри. Рослинний матеріал переміщали у стерильні мікроцентрифужні пробірки та додавали 1000 мкл TRIsol-реагенту та інкубували 10 хв при кімнатній температурі, після цього вміст центрифугували при 12000 g протягом 10 хв при 4°C. Супернатант відбирали у нову мікроцентрифужну пробірку. До супернатанту додавали 0,2 мл хлороформу та ретельно перемішували 15 хв трясінням та інкубували 2–3 хв при кімнатній температурі. Зразки центрифугували протягом 20 хв при 12000 g та 4°C. Водну фазу (550 мкл) видаляли та переносили у нову центрифужну пробірку. До водної фази додавали 0,5 об’єму ізопропанолу, перемішували та центрифугували протягом 20 хв при 12000 g та 4°C. Супернатант видаляли, до осаду додавали 300 мкл етанолу (75%) та ресуспендували піпеткою. РНК осаджували протягом 15 хв при 8000 g та 4°C. Видаляли надлишок етанолу та висушували осад протягом 15 хв при кімнатній температурі. Осад РНК розчиняли у 40 мкл стерильної води.  

Якість та цілісність виділеної РНК визначалась спектрофотометрично та електрофорезом в агарозному гелі. Концентрацію РНК у різних зразках вирівнювали до загальної величини. 

У деяких випадках при виділенні загальної РНК із рослин використовували 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 із осаджених зразків бактеріальних трансформантів, що були оброблені ІПТГ. РНК виділяли за допомогою NucleoSpin RNA II kit (Macherey-Nagel) відповідно до рекомендованого виробником протоколу.

Синтез кДНК. Для синтезу кДНК застосовували зворотну транскриптазу SuperScript® IIІ Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scinetific) та набір супутніх компонентів, а саме 100 мМ ДТТ (дітіотреітол), 10 мМ дНТФ (суміш нуклеози́дтрифосфа́тів), оліго дТ18-22 та інгібітор РНКаз RNaseOUT™ (40 units/μL) (Thermo Fisher Scinetific).

Cинтез кДНК починався із того, що до 2 мкг загальної РНК додавали 1 мкл оліго дТ18-22 праймер та доводили деіонізованою водою загальний об’єм до 12 мкл. Суміш РНК та оліго дТ18-22 денатурували при 70°C протягом 10 хв, після чого швидко охолоджували переносом пробірки із сумішшю на лід. Після швидкого центрифугування до суміші додавали 4 мкл 5x First Strand Buffer, 1 мкл ДТТ, 1 мкл дНТФ, 1 мкл інгібітор РНКаз RNaseOUT. Реакційну суміш інкубували протягом 2 хв при 42°C. Останнім додавали 1 мкл зворотну транскриптазу SuperScript RT II. Реакцію проводили протягом 60 хв при 42°C. Фермент інактивували інкубацією суміші при 70°C протягом 15 хв. Синтезовану кДНК зберігали при -20°С. 

Аналіз експресії генів з Т-ДНК вставкою у мутантних лініях A. thaliana. З мутантними лініями A. thaliana проводили ЗТ-ПЛР аналіз для підтвердження відсутності транскриптів генів, що мали мутацію (Т-ДНК вставку). ЗТ-ПЛР аналіз проводили для відібраних попередньо гомозиготних ліній рослин. 

Для мутантних ліній tpk1-1 та tpk1-2 проводили ПЛР на синтезованій з загальної РНК кДНК матриці із відповідними специфічними праймерами, а саме AtTPK1_for GACGAACCACCTCCTCAT та AtTPK1_rev CGAACTCATCCATTATCCCA. 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 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. Паралельно також проводили ПЛР для гена актину 2 як референтного загального показника транскриптів. Профілі ампліфікації мали наступні параметри: 95oC 4 хв; 95oC 30 с, 56oC 30 с, 72oC 60 с – 35 циклів; 72oC 10 хв.  

Аналіз експресії гена OsTPKb у мутантних лініях рису за допомогою ЗТ-ПЛР. З гомозиготних мутантних ostpkb ліній рослин виділяли РНК та синтезували кДНК для подальшого проведення ПЛР. ПЛР реакцію проводили за допомогою специфічних праймерів до OsTPKb: OsTPKb_for GGTGCGCGCCATGGAGATGA та OsTPKb_rev GAGTGATCGGCGTCGAGGTT. Наступна пара праймерів була специфічна до гена актину 1 із рису (OsAct1): OsAct1_for CGCTTCCTCATGCTATCCTC OsAct1_for GCTAGGAGCAAGGGAAGTGA. Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 95oC 4 хв; 95oC 30 с, 54oC 30 с, 72oC 30 с – 40 циклів; 72oC 4 хв. Рівень експресії гена актину 1 обирався референтним [294]. 

Визначення рівня експресії привнесених генів у трансгенних рослинах. Для попередньо відібраних сегрегаційним аналізом та ПЛР геномної ДНК трансгенних ліній рослин з надекспресією чи експресією привнесених генів проводили ЗТ-ПЛР чи ЗТ-ПЛР у реальному часі. 

З гомозиготних ліній рослин A. thaliana разом із контрольними виділяли РНК та проводили синтез кДНК. У подальшому синтезовану кДНК трансгенних ліній рослин використовували для аналізу рівня експресії відносно референтного гена (housekeeping gene) за допомогою ПЛР. 

Таким чином для визначення рівня експресії у трансгенних ліній рослин застосовували наступні пари праймерів для AtTPK1 – AtTPK1_for GACGAACCACCTCCTCAT та AtTPK1_rev CGAACTCATCCATTATCCCA; для ScACR3 ACR3_for ATGTCAGAAGATCAAAAAAGT та ACR3_rev ATTTCTATTGTTCCATATAT. Рівень експресії привнесених генів порівнювався із експресійним рівнем референтного гена, а саме актину 2 (AtAct2_for CTGGGATGATATGGAGAAGATCTGG та AtAct2_rev CCGTTGTGGTGAATGAGTAACCACG). ПЛР профіль для AtTPK1 був наступним: 95oC 4 хв; 95oC 30 с, 58oC 30 с, 72oC 60 с – 30 циклів; 72oC 10 хв; для ScACR3: 95oC 4 хв; 95oC 30 с, 58oC 60 с, 72oC 60 с – 35 циклів; 72oC 10 хв.  

Для деяких гетерозиготних ліній трансгенних рослин рису із надекспресією OsTPKa також проводили аналіз рівня експресії привнесеного гена. Рівень експресії OsTPKa вимірювали за допомогою ПЛР у реальному часі (ABI-7900 sequence detection system) та реакційної суміші SYBR Green master mix (Applied Biosystems). ПЛР реакцію у реальному часі проводили за допомогою специфічних праймерів до OsTPKa: OsTPK1aSybr_for CAAGGCCCCCCTGAAAAG та OsTPK1aSybr_rev CTTGGCCTCATCTCCTTGAATAA. Наступна пара праймерів була специфічна до фактору елонгації 1 α (OsEF1a): OsEFasybr_for CAAGGCCCGTTACGATGAAAT та OsEFasybr_rev GGTTGTAGCCGACCTTCTTCAG. Рівень експресії гена фактору елонгації альфа обирався референтним [387].

Для гомозиготних трансгенних ліній ячменю із надекспресією HvHKT2;1 проводили ПЛР аналіз із кДНК матрицею із трансгенних та контрольних рослин. Для ПЛР аналізу використовували пару праймерів специфічних до HvHKT2;1, а саме HvHKT2;1_for GTTTCTCTCCTCGACAGCCATT та HvHKT2;1_rev ATCAACAGCGGAGAACATTGTG. Рівень транскриптів гена α-тубуліну використовували як референтний. Праймери для гена α-тубуліну були наступні: HvTuba_for AGTGTCCTGTCCACCCACTC та HvTuba_rev AGCATGAAGTGGATCCTTGG. ПЛР профіль для був наступним: 95oC 4 хв; 95oC 30 с, 56oC 30 с, 72oC 60 с – 30 циклів; 72oC 10 хв. Окрім звичайного семі-квонтитавного ПЛР, проводили ПЛР у реальному часі за допомогою SYBR Green master mix та приладу ABI-7900 sequence detection system (Applied Biosystems; http://www.appliedbiosystems.com/).

Експресію HvNHX2 у рослинах тютюну визначали за допомогою ПЛР на матриці синтезованої кДНК. Для проведення ПЛР реакції до 50 мкл реакційної суміші, що містила у собі 1xTaq ПЛР буфер, 200 мкМ дНТФ суміші та 0,5мкл Taq-полімерази (Promega), додавали 3 мкл реакційної суміші зворотної транскрипції. Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 95oC 4 хв; 95oC 30 с, 55oC 30 с, 72oC 30 с – 35 циклів; 72oC 7 хв. Праймери для HvNHX2 були наступними: HvNHX2_for GTCATTCTCTGCACCAA; HvNHХ2_rev CATAGCACCGAGCGTGATTA.

Транскрипційне профілювання генів деяких мембранних транспортерів. 
Рівень експресії HvHKT2;1 досліджували в різних тканинах рослин ячменю. Загальну РНК виділяли із коренів, стебла та листя проростків віком 3 тижні. Відповідно до виділених зразків РНК проводили синтез кДНК для подальшого ПЛР. ПЛР проводили із праймерами HvHKT2;1_for GTTTCTCTCCTCGACAGCCATT та HvHKT2;1_rev ATCAACAGCGGAGAACATTGTG для HvHKT2;1. Рівень транскриптів гена α-тубуліну використовували як референтний. ПЛР профіль був наступним: 95oC 4 хв; 95oC 30 с, 56oC 30 с, 72oC 60 с – 30 циклів; 72oC 10 хв.

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. 

Для ПЛР аналізу використовували кДНК із рослин, що зазнали дії одного чи іншого типу стресів. Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 95oC 4 хв; 95oC 30 с, 55oC 30 с, 72oC 30 с – 35 циклів; 72oC 7 хв. ПЛР проводили за допомогою специфічних праймерів до HvTPKb: HvTPKb_for CAAGGGGAAATCCACGTTTA та HvTPKb_rev TCTCATCGATCTTCCCCATC; HvTPKc: HvTPKc_for TACAAGGACCGCCTCATCTT та HvTPKc_rev ATTCGGCCCTTCTTGATGT; HvNHX4 HvNHX4_for AGGACTTGGCTTGTCAGGAA HvNHX4_rev CCAACGTGTGACCAGCTATG. Наступна пара праймерів була специфічна до гена α-тубуліну (HvTub): HvTub_for AATGCTGTTGGAGGTGGAAC та HvTub_rev GCTGCTCATGGTAAGCCTTC. Продукти ПЛР розділяли у 1% агарозному гелі у присутності бромистого етидію.

Приготування макроареїв. Якість та кількість виділеної з рослин M. truncatula РНК визначалася за допомогою приладу та відповідного лабораторного набору – Lab Chip-System RNA 600 Nano kit та Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Боблінген, Німеччина). Експресію генів, пов’язаних із мікоризою, також підтверджували за допомогою ЗТ-ПЛР та використання праймерів для гена фосфатного транспортера MtPT4 та гена АТФази MtHA1 (табл. 2.2) [321]. Для гібридизації Mt6kRIT макроарею проби кДНК синтезували із РНК зразків двох біологічних та двох технічних повторів та мітили 33P (Amersham). Сигнали гібридизації оцінювати за допомогою фосфоімаджеру Storm Phosphoimager (Molecular Dynamics, Ismaning, Німеччина) та відповідного програмного забезпечення – ImageQuant software (Perkin-Elmer, Бостон, США). Статистичний аналіз проводили зі допомогою програми EMMA 1.0.

Транскрипційне профілювання генів фосфатних транспортерів M. truncatula. Транскрипційне профілювання проводили із кДНК зразків за допомогою ПЛР у реальному часі. Реакцію ПЛР у реальному часі проводили у 25 мкл суміші, що містила 2 мкл кДНК, розведеної у 10 разів, із трьома технічними повтореннями. Для ПЛР реакції використовували 0,15 мкМ праймерів специфічних до послідовностей генів фосфатних транспортерів (табл. 2.2), SYBR Green master mix (Applied Biosystems) та iCycler (Bio-Rad Laboratories). 
Таблиця 2.2
Список праймерів використаних для перевірки гібридизації кДНК макроареїв та транскрипційного профілювання генів фосфатних транспортерів M. truncatula 
	№
	Назва
	Послідовність

	1
	MtHA1_for
	CAAGGATTTGGTTGTACTAATG

	2
	MtHA1_rev
	CAGGTACTTGTCTAGCA

	3
	MtPT1_for
	GGGATGTTATGCACATTACTT

	4
	MtPT1_rev
	CCAGTAGCTAAATGCAAACAG

	5
	MtPT2_for
	GGGATGTTATGCACATTACTT

	6
	MtPT2_rev
	CCTATGGAGTGGAAAAATAGA

	7
	MtPT3_for
	TTCAGCAAGCAATTCGCAAAACG

	8
	MtPT3_rev
	GTGAACCAGTAGCCCGGAACAGTA

	9
	MtPT4_for
	GCGGGTGCTATGGTTGGTG

	10
	MtPT4_rev
	GAGCCCTGTCATTTGGTGTTG

	11
	MtPT5_for
	CTGAGTATGCGAACAAGAAGA

	12
	MtPT5_rev
	ACGCCAGTAATAGGTAAGTGC

	13
	MtPT6_for
	ATAGGCGTGCAAGACAAGAACAG

	14
	MtPT6_rev
	GATAAAAGCCACCGTGAACCAG


Для перевірки ефективності ПЛР ампліфікації проводилась побудова стандартної кривої для серією розведень (від 108 до 10 молекул фрагментів генів). Профіль ампліфікації був наступним: 95oC 4 хв; 95oC 15 с, 56oC 30 с, 72oC 60 с – 45 циклів; 72oC 10 хв. За допомого кривої плавлення праймерів проводилась оцінка специфічності пар праймерів. Число копій вираховувалось за допомогою відповідної програми iCycler iQ-System Vers. 2.1.A (BioRad). Всі реакції проводили із трьома технічними та трьома біологічними повтореннями.

2.2.6. Клонування, створення генетичних конструкцій, химерних генів, мутагенез 

Створення генетичних конструкцій з EYFP та RFP. Для створення конструкцій для експресії генів, злитих з маркерним флуоресцентним білком на основі вектору pART7 (рис. 2.2), були створені експресійні касети під контролем 35S промотора, що містили у собі кДНК чи EYFP, чи RFP (рис. 2.7),  . 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 із подальшим лігуванням Т4 лігазою. 

Створення генетичних конструкцій з геном AtTPK1. Клонування AtTPK1 та створення конструкції p35S-AtTPK1 для надекспресії AtTPK1 у рослинах A. thaliana було виконано колегами із Університету Потсдаму відповідно до посилання [388]. ПЛР фрагмент кДНК AtTPK1 був вставлений за допомогою SmaI/SalI  сайтів рестрикції у вектор pBinAR-Kan [389].  

Послідовність кДНК AtTPK1 без стоп кодону була вставлена у створений вектор pART7-EYFP за допомогою EcoRI/SmaI сайтів рестрикції. Ампліфікація кДНК AtTPK1 без стоп кодону проводилась за допомогою наступної пари праймерів: TPK1EcoRI_ for GCGAATTCATGTCGAGTGATGCAGCTCG та TPK1SmaI_rev GCCCCGGGCCTTTGAATCTGAGACGTGG. ПЛР проводили за допомогою Phusion polymerase (Thermo Fisher Scientific). Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 98oC 30 c; 98oC 10 с, 72oC 30 с – 36 циклів; 72oC 10 хв. Внаслідок клонування була створена конструкція для експресії химерного злитого гена AtTPK1:EYFP. Конструкцію активно використовували для транзієнтної трансформації протопластів (рис. 2.7).
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 (рис 2.8). 
Створення генетичних конструкцій з генами OsTPKa та OsTPKb для трансформації рису. Клонування OsTPKa та OsTPKb проводили у бінарний вектор pGreen0029 (рис. 2.1) (http://www.pgreen.ac.uk). Кодуючи послідовності кДНК OsTPKa та OsTPKb повної довжини ампліфікували за допомогою ПЛР із праймерами: OsTPKaXhoI_for  GCCTCGAGATGGATGACAACAGCATT, OsTPKaSma1_rev GCCCCGGGCTGAGCAGATTGTGCTAG для OsTPKa, OsTPKb EcoRI_for GCGAATTCATGGCGGCCCTCGACCAA та OsTPKb SmaI_rev GCCCCGGGACGCAGGGAAGGCGGCG для OsTPKb. ПЛР провдили за допомогою ДНК полімерази Phusion polymerase (Thermo Fisher Scientific). Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 98oC 30 c; 98oC 10 с, 72oC 30 с – 36 циклів; 72oC 10 хв. Ампліфікований за допомогою ПЛР 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 вставили у бінарний вектор pGreen0029 (рис. 2.8), що несе ген стійкості до гігроміцину А, за допомогою ферменту рестрикції NotI та лігування T4-ДНК лігазою.
Створення генетичних конструкцій для транзієнтої експресії генів, злитих з EYFP чи RFP. Кодуючі послідовності без стоп кодонів OsTPKa, OsTPKb та HvTPK1 ампліфікували за допомогою ПЛР. Пари праймерів для ампліфікації містили XhoI та SmaI сайти рестрикції. Пари праймерів були наступними: для OsTPKa OsTPKaXho_for GCCTCGAGATGGATGACAACAGCATT та OsTPKaSma1_rev GCCCCGGGCTGAGCAGATTGTGCTAG; для OsTPKb OsTPKbXhoI_for GCCTCGAGATGGCGGCCCTCGACCAACA та OsTPKbSmaI_rev GCCCCGGGACGCAGGGAAGGCGGCGGGT. ПЛР проводили за допомогою ДНК полімерази Phusion polymerase (Thermo Fisher Scientific). Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 98oC 30 c; 98oC 10 с, 72oC 30 с (36 циклів); 72oC 10 хв. Отримані ПЛР фрагменти вставляли у створені вектори pART7-EYFP/RFP  шляхом XhoI та SmaI рестрикції та подальшого лігування Т4-ДНК лігазою (NEB). У результаті клонування були створені конструкції pART7-OsTPKa: EYFP/RFP, pART7-EYFP:OsTPKa,  та pART7-OsTPKb:EYFP/RFP, pART7-EYFP:OsTPKb (рис. 2.7).
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Рис 2.7. Схеми створених генетичних конструкцій із злитих із геном флуоресцентного білка для транзієнтної трансформації протопластів. 
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Рис 2.7. (Продовження) Схеми створених генетичних конструкцій із злитих із геном флуоресцентного білка для транзієнтної трансформації протопластів. P35S – 35S промотор; Tocs – OCS термінатор. 
Повна кодуюча послідовність HvTPK1 без стоп кодону була ампліфікована за допомогою ПЛР та наступної пари праймерів HvTPK1: HvTPK1Xho_for GCCTCGAGATGAATAATAGGTTTTTGAT та HvTPK1 Sma_rev GCCCCGGGACAAATTTCATTTACACAGG, що містили сайти рестрикції EcoRI та SmaI. ПЛР проводили за допомогою ДНК полімерази Phusion polymerase (Thermo Fisher Scientific). Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 98oC 30 c; 98oC 10 с, 72oC 30 с (36 циклів); 72oC 10 хв. Отриманий ПЛР фрагмент вставляли у pART7-EYFP за допомогою рестрикції по EcoRI та SmaI сайтам та подальшим лігуванням за допомогою Т4 ДНК лігазою. У результаті цього етапу клонування було створено конструкцію pART7-HvTPK1:EYFP (рис. 2.7). 

Клонування кодуючих послідовностей кДНК генів калієвих каналів родини ТРК з тютюну проводили наступним чином. Для отримання кДНК із рослин тютюну виділяли загальну РНК. Для ампліфікації повної кодуючої послідовності NtTPK1a використовували наступну пару праймерів: NtTPK1aEcoRI_for  GCCAATTCATGGAGAAAGAGCCTCTTCT, NtTPK1aSmaI_rev GCCCCGGGATGGTGGTGGCTTTCCATTAGATC. Для ампліфікації кодуючої послідовності NtTPK1b було застосовано іншу пару праймерів: NtTPK1bXhoI_for GCCTCGAGATGGCAGACAGCAACATAAA та NtTPK1bSmaI_rev GCCCCGGGAGATGATTGAGCAAGTGTCA. Праймери містили ділянки із сайтами рестрикції. ПЛР проводили за допомогою ДНК полімерази Phusion polymerase (Thermo Fisher Scientific). Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 98oC 30 c; 98oC 10 с, 72oC 30 с (36 циклів); 72oC 10 хв. Ампліфіковані за допомогою ПЛР NtTPK1-фрагменти повної довжини були клоновані у вектор pART7-EYFP за допомогою рестрикції ферментами EcoRI та SmaI для NtTPK1a чи XhoI та SmaI для NtTPK1b та лігування T4-ДНК ліпазою (рис. 2.7). 
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Рис. 2.8. Схема створених Т-ДНК бінарних генетичних конструкцій для трансформації A. thaliana, рису та агроінфільтрації. LB, RB – ліва і права границі Т-ДНК; nptII – ген стійкості до канаміцину; Tnos – NOS термінатор; Pnos – NOS промотор; P35S – 35S промотор; Tocs – OCS термінатор. 
Кодуюча послідовність без стоп кодону γ-TIP була ампліфікована за допомогою ПЛР із кДНК A. thaliana. ПЛР фрагмент кодуючої послідовності γ-TIP ампліфікували за допомогою пари праймерів, що містили сайти рестрикції EcoRI та SmaI, а саме GammaTIPEcoR1_for GCGAATTCATGCCGATCAGAAACATCG та GammaTIPSmaI_rev GCCCCGGGGTAGTCTGTGGTTGGGAGC. ПЛР проводили за допомогою ДНК полімерази Phusion polymerase (Thermo Fisher Scientific). Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 98oC 30 c; 98oC 10 с, 72oC 30 с (36 циклів); 72oC 10 хв. ПЛР фрагмент γ-TIP кДНК було клоновано у вектор pART7-EYFP за допомогою рестрикції ферментами EcoRI та SmaI та лігування T4-ДНК ліпазою (рис. 2.7).  

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. Створеною генетичною конструкцією на основі бінарного pART27 вектору трансформували агробактерію штаму GV3101 для подальшого використання у агроінфільтрації (рис. 2.8). 
Створення генетичних конструкцій з химерними генами  із послідовностей OsTPKa та OsTPKb. Для генерації химерних генів було проведено фосфорилювання за допомогою Т4 полінуклеотидкінази (Promega) праймерів 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 21 та 22 відповідно до списку у таблиці 2.3. Після етапу фофорилювання праймерів було проведено відповідну ампліфікацію ПЛР фрагментів, що відповідають різним частинам ДНК послідовностей кДНК OsTPKa та OsTPKb. ПЛР проводили за допомогою ДНК полімерази Phusion polymerase (Thermo Fisher Scientific). Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 98oC 30 c; 98oC 10 с, 56oC 10 с, 72oC 30 с (36 циклів); 72oC 10 хв. ПЛР фрагменти, що були призначені для подальшого з’єднання разом, лігували за допомогою T4-ДНК лігази (NEB). Реакційну суміш ПЛР фрагментів із T4-ДНК лігазою використовували як матрицю для подальшої ампліфікації химерних послідовностей за допомогою пар праймерів 1 та 4 або 3 та 2 (табл. 2.3), що мали сайти рестрикції XhoI та SmaI. Химерні послідовності вставляли в експресійну касету вектору pART7-EYFP за допомогою рестрикції XhoI та SmaI, як це було вже описано раніше. 

Таблиця 2.3

Список праймерів використаних для створення химерних генів  

	№
	Назва
	Послідовність

	1
	OsTPKaXho_for
	GCCTCGAGATGGATGACAACAGCATT

	2
	OsTPKaSma1_rev
	GCCCCGGGCTGAGCAGATTGTGCTAG

	3
	OsTPKbXhoI_for
	GCCTCGAGATGGCGGCCCTCGACCAACA

	4
	OsTPKbSmaI_rev
	GCCCCGGGACGCAGGGAAGGCGGCGGGT

	5
	OsTPKaterm_for
	GTAGGACTTCTCCTTTTTATCTATCTTC

	6
	OsTPKbNterm_rev
	GAGCCGGAAGCTGGGGCG*

	7
	OsTPKa14N_for
	CGGTTTCGACGATGCAGGTC

	8
	OsTPKb14N_rev
	TCTTGCCGCTCCTTCCGGCG*

	9
	OsTPKabody_for
	GACGCCTTGTACTTCTTCTGTGT

	10
	OsTPKbtail_rev
	GAGGGCGCGGGTGGTGCGGG*

	11
	OsTPKbCtem3_for
	GCCGACTACCTCGTCGAGAAG

	12
	OsTPKaNterm3_rev
	TACTTTGCTGACAAAGAGAG*

	13
	OsTPKaNT_rev
	ACGTCCCAGTTTGGATGAGAA

	14
	OsTPKbCT_for
	GCGTTCGCGGTGGCGTGGATCAC*

	15
	TPKatrunc_rev
	AAGGTACATGAAGAATTGTGC

	16
	TPKbCtermN_for
	GCGGAGCTGTACACGGAGCG*

	17
	OsTPKa(Ef-)_rev
	GGCTGCCTCAAGATCCATCTTTGT

	18
	OsTPKb(2Ef reg)_for
	GACCTCGACGGCGACCACCGCG*

	19
	OsTPKaNt(1Ef) _rev
	TGCAGCACCAACTTGTCGATCATCA

	20
	OsTPKb(Ef2)_for
	GACTTCGTGCTGTACAAGCTCAAGG*

	21
	OsTPKa(2Ef)_rev
	GTCATATGGGGAGAGAGTGCCAGA

	22
	OsTPKb(noEf)_for
	CTCGCCGCCGCCCAGCCTACTCCG*


Примітка. Праймери з фосфорильованими кінцями помічені зірочкою (*)
Сайт-направлений мутагенез послідовностей OsTPKa, OsTPKb та HvTPK1. 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. 
Таблиця 2.4
Список праймерів використаних для сайт направленого мутагенезу 
	№
	Назва
	Послідовність

	1
	OsTPKaDG_for  
	GAGGCAGCCGATCTGGATGGTGATCGAC

	2
	OsTPKaDG_rev   
	CTGCAGCACCAACTTGTCGATCACCATC

	3
	OsTPKaVL_for
	GTTGGTGCTGCAGAATTTGTTCTGTACAAGCTC

	4
	OsTPKaVL_rev
	GATCTTACCCAGTTCTTTGAGCTTGTACAGAAC

	5
	OsTPKaNS_for
	AGAACTGGGTAAGATCAGCAAGAGGAGA

	6
	OsTPKaKN_rev  
	GAAGAAATCTCCTCTTGGCTGATCTTACC

	7
	OsTPKaKN_for
	CTTTTCTGGAGGAGTTTGAAAATCTCGATGTCG

	8
	OsTPKaKN_rev  
	GCCAGAGTGGTCGACATCGAGATTTTCAAACTCC

	9
	OsTPKaYA_for  
	CGACCACTCTGGCACTCTCTCCCCAGCGGACCTG

	10
	OsTPKaYA_rev  
	GTGCTAGGGTCAGGTCCGCTGGGGAGAGTGCC

	11
	OsTPKbmut_for
	CCGCGTCGGGGCCGCCGAGTTCGTGCTG

	12
	OsTPKbmut_rev
	CCTTGAGCTTGTACAGCACGAACTCGGCGGCCCCGAC

	13
	OsTPKa2MUTEF_for
	GTTTGAAAAGCTCCATGTCCACCACTCTGCCACTCTCTC

	14
	OsTPKa2MUTEF_rev
	GGGGAGAGAGTGGCAGAGTGGTGGACATGGAGC

	15
	HvTPK1KN_for
	GAGGAGTTTGAGAACCTCGATGTTGACCAGTCCGGCACTCTC

	16
	HvTPK1KN_rev
	TCGGAGGTTCTCAAACTCCTCTAGGAAACAAGATATGTCTTCTTGG


Примітка. Положення мутацій помічені жирним шрифтом та підкресленням  

Для OsTPKa мутації у кодонах амінокислот проводили у положенні 292 для заміни аспартату на гліцин; у положенні 303 для заміни валіну на лейцин; у положенні  313 для заміни аспарагіну на серин; у положенні 326 для заміни лізину на аспарагін; у положенні 330 для заміни аспартату на гістидин; у положенні 333 для заміни гліцину на аланін; у положенні 338 для заміни тирозину на аланін. Також була проведена подвійна заміна у положенні 330 аспартату на гістидин та у положенні 338 тирозину на аланін. Для OsTPKb була проведена мутація кодону у положенні 295 для заміни аспартату на глутамат. Зміни у кодоні HvTPK1 у положенні 328 призводили до заміни лізину на аспарагін. 

pART7-OsTPKa:EYFP, pART7-OsTPKb:EYFP та pART7-HvTPK:EYFP конструкції використовували у для генерації мутацій за допомогою кіта  QuikChange II XL Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) та відповідних праймерів (табл. 2.4). Секвенування для підтвердження мутаційної події та визначення типу мутації проводили для кожної конструкції. 

Створення генетичних конструкцій для трансформації ячменю та тютюну на базі технології Gateway. кДНК HvHKT2;1 була клонована у вектор pBract214 створений для трансформації однодольних рослин. кДНК HvHKT2;1 повної довжини була ампліфікована за допомогою пари праймерів, що містили ділянки послідовностей специфічні для ВР клонази. Праймери мали наступні послідовності: HvHKT1attB1_for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTNNСATGGGTTGGGTGAAAAGATTTTACC та HvHKT1attB2_rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTNTCATACTTTCCAGGATTTACCCATG. 

Ампліфікацію кДНК HvHKT2;1 проводили за допомогою ДНК полімерази Phusion polymerase (Thermo Fisher Sciеntific). Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 98oC 30 c; 98oC 10 с, 66oC 10 с, 72oC 30 с (36 циклів); 72oC 10 хв.

Клон HvNHX2 був люб’язно наданий кандидатом біологічних наук Олекcієм Бабаковим із Інституту фізіології рослин імені Тімірязєва (Москва, Росія). Кодуюча послідовність HvNHX2 була ампліфікована за допомогою ПЛР. На основі нуклеотидної послідовності кодуючої області гена HvNHX2 була сконструйована пара специфічних праймерів, що містили у собі attB сайти розпізнавання ВР-клонази для Gateway клонування: HvNHX2(Gate)_for GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGGGGCCCGATTTGGGGC та HvNHX2(Gate)_rev GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCACTACGGTTTTCTGCCTCTG.

Кодуюча послідовність гена HvNHX2 без стоп кодону довжиною 1639 пн була ампліфікована із використанням Phusion polymerase (Thermo Fisher Sciеntific) відповідно до рекомендацій компанії виробника. Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 95oC 30 c; 95oC 10 с, 64oC 10 с (36 циклів); 72oC 30 с; 72oC 10 хв.
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Рис. 2.9. Схема створених на базі технології Gateway Т-ДНК бінарних генетичних конструкцій для трансформації тютюну та ячменю. LB, RB – ліва і права границі Т-ДНК; nptII – ген стійкості до канаміцину; hpt - – ген стійкості до гігроміцинуну; Tnos – NOS термінатор; Pnos – NOS промотор; P35S – 35S промотор; Tocs – OCS термінатор; PUbi – промотор убіквітину кукурудзи. 
Ампліфіковані ПЛР фрагменти для двох генів виділяли із агарозного гелю та використовували для подальшої реакції ВР-рекомбінації із донорним вектором pDONOR207. Реакцію ВР-рекомбінації проводили наступним чином: до 6 мкл ампліфікованого ПЛР HvNHX2-фрагменту (10 нг/мкл) додавали 1 мкл донорного вектору pDONOR207 (150 нг), 1 мкл TE буферу (pH 8,0) та 2 мкл ВР-клонази (BP Clonase™ II, Thermo Fisher Scientific). Реакцію інкубували при 25oС протягом 18 годин. Для зупинки реакції та подальшої трансформації компетентних клітин кишкової палички до реакційної суміші додавали 1 мкл протеїнази К та інкубували при 37oС протягом 10 хв. 

Для клонування послідовностей кДНК HvHKT2;1 та HvNHX2 кДНК у вектор призначення (Destination vector) проводилась реакція LR-рекомбінації. До 6 мкл створеного за допомогою BP-рекомбінації Entry-клону (100нг) додавали 1 мкл вектору призначення, а саме pBract214 для HvHKT2;1 та pGWB2 для HvNHX2, 1 мкл TE-буферу (pH 8,0) та 2 мкл суміші ферментів LR Clonase ™ II (Thermo Fisher Scientific) та перемішували. Реакцію інкубували при 25oС протягом 18 годин. Для зупинки реакції до реакційної суміші додавали 1 мкл протеїнази К та інкубували при 37oС протягом 10 хв. 

Отримані конструкції для експресії HvHKT2;1 чи HvNHX2 використовували для подальшої трансформації рослин (рис. 2.9). 
Клонування і створення генетичних конструкцій із геном ScACR3 з дріжджів для транзієнтної трансформації протопластів та агробактеріальної трансформації рослин. кДНК синтезували із загальної РНК, виділеної із нічної культури (S. cerevisiae). Кодуючу ДНК послідовність ScACR3 було отримано за допомогою ПЛР ампліфікації із застосуванням специфічних праймерів, що містили сайти рестрикції XhoI та SmaI та були компліментарні до кінцевих ділянок кДНК цього гена. Для ПЛР ампліфікації використовували наступну пару праймерів: ACR3XhoI_for GCCTCGAGATGTCAGAAGATCAAAAAAGT та ACR3SmaI_rev  GCCCCGGGATATATGGAACAATAGAAAT. Ампліфікацію фрагмента кДНК ScACR3 проводили за допомогою ДНК полімерази Phusion polymerase (Thermo Fisher Scientific). Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 98oC 30 c; 98oC 10 с, 56oC 10 с, 72oC 30 с (36 циклів); 72oC 10 хв. Ампліфікований фрагмент ScACR3 клонували у pART7 чи у pART7-EYFP за допомогою XhoI та SmaI рестрикціі із подальшим лігуванням фрагментів T4-ДНК лігазою. 

Таким чином було створено конструкцію для експресії злитого ScACR3:EYFP. У подальшому конструкцію використовували для транзієнтної трансформації протопластів (рис. 2.7). 

35S::ScACR3 експресійна касета із конструкції pART7- ScACR3 була вставлена у бінарний вектор pGreen0179 за допомогою NotI рестрикції та подальшого лігування T4-ДНК лігазою. Створену конструкцію використовували для агробактеріальної трансформації A. thaliana (рис. 2.8).     

Клонування AtNIP7;1 та створення генетичної конструкції для трансформації дріжджів. кДНК синтезована із загальної РНК A. thaliana була використана для отримання та ампліфікації клону NIP7;1 повної довжини. Кодуючу послідовність AtNIP7;1 ампліфікували за допомогою ПЛР із наступною парою праймерів: AtNIP7;1HindIII_for GCAAGCTTAAAATGAATGGTGAGGCACGGTCAAGAGTAGT та AtNIP7;1EcoRI _rev GCGAATTCTTAACGTAAAAGTGAAGAAACGGAAGGGGA. Праймери містили HindIII та EcoRI сайти рестрикції. Для проведення ПЛР використовували 20 нг кДНК. Ампліфікацію фрагмента AtNIP7;1 повної довжини проводили за допомогою ДНК полімерази Phusion polymerase (Thermo Fisher Scientific). Програма ПЛР ампліфікації мала наступні параметри: 98oC 30 c; 98oC 10 с, 72oC 30 с (36 циклів); 72oC 10 хв. ПЛР фрагмент кДНК AtNIP7;1 клонували у вектор pYES2 (Thermo Fisher Scientific) за допомогою HindIII та EcoRI рестрикції із подальшим лігуванням T4-ДНК лігазою. Створену конструкцію використовували для трансформації дріжджів (рис. 2.10).
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Рис. 2.10. Схема створеної генетичної конструкції для трансформації клітин дріжджів геном AtNIP7;1 з A. thaliana. PGAL1 – GAL1 промотор; TCYC1 – транскрипційний термінатор CYC1.
Клонування генів калієвих каналів родини ТРК для експресії у мутантній лінії E. coli LB2003. Загальну РНК виділяли із проростків та пилку A. thaliana. кДНК була синтезована відповідно до зразка РНК. кДНК із OsTPKa та OsTPKb були отримані із Центру геному рису (Rice Genome Resource Center (RGRC, Japan).  

Для отримання та клонування кДНК клонів повної довжини для AtTPK1, AtTPK2, AtTPK3, AtTPK5 та OsTPKa, OsTPKb використовували наступні пари праймерів: 

1. AtTPK1BamHI_for GCGGATCCTGATGTCGAGTGATGCAGCTCG та AtTPK1SmaI_rev GCCCCGGGCCTTTGAATCTGAGACGTGG; 

2. AtTPK2BamHI_for GCGGATCCTGATGGCTAACGACGGTAACGG  та AtTPK2SmaI_rev GCCCCGGGAATAGAAGTTGCAGTGGGTA; 
3. AtTPK3BamHI_for GCGGATCCTGATGGCCAACGAAGGAAGTGA та AtTPK3KpnI_rev GCGGTACCGCATCGCCACTGCCACCTTC; 
4. AtTPK5SacI_for GCGAGCTCGCATGGAACCACTCATCAGCCC та AtTPK5Pst1_rev GCCTGCAGGCCAAAGGATCCCCCAAAAGATCAGG;
5. OsTPKaBamHI_for GCGGATCCTGATGGATGACAACAGCATT та 

OsTPKaSma1_rev GCCCCGGGCTGAGCAGATTGTGCTAG; 
6. OsTPKbBamHI_for GCGGATCCTGATGGCGGCCCTCGACCAACA та 

OsTPKb SmaI_rev GCCCCGGGACGCAGGGAAGGCGGCGGGT.

OsTPKb SmaI_rev GCCCCGGGACGCAGGGAAGGCGGCGGGT.
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Рис. 2.10. Схеми створених генетичних конструкцій для трансформації клітин E.coli LB2003 генами калієвих каналів родини ТРК рослинного походження. PT51 – T5 промотор; lacO  – елемент lac-оператора; 6xHis-6xГістидин кодуюча послідовність.
Для проведення ПЛР ампліфікації фрагментів ТРК повної довжини використовували 20 нг кДНК чи плазмідну ДНК із клонами. ПЛР проводили за допогмоглю Phusion polymerase (Thermo Fisher Scientific). Програма ПЛР мала наступні параметри: 95 oC 30 c; 95oC 10 с, 72oC 30 с (36 циклів); 72oC 10 хв. Ампліфіковані за допомогою ПЛР AtTPK/OsTPK-фрагменти повної довжини були клоновані у вектор – pQE-32 (Qiagen) за допомогою рестрикції відповідними ферментами для кожного окремого ТРК клону та лігування T4-ДНК лігазою (NEB). кДНК AtTPK1, AtTPK2 та OsTPKa, OsTPKb були клоновані у pQE-32 за допомогою BamHI та SmaI; AtTPK3 за допомогою BamHI та KpnI; AtTPK5 за допомогою SacI та KpnI (рис. 2.11).

2.2.7. Методи мікроскопії  
Конфокальна мікроскопія. 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 проводився за допомогою конфокальної скануючої мікроскопії (Zeiss LSM510 Meta). 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. Флуоресценцію GFP/EYFP/RFP/CFP у протопластах перевіряли через 18–24 години після трансформації. Загалом від 30 до 50 протопластів перевірялось на предмет флуоресценції та клітинної локалізації. Трансформацію та мікроскопічний аналіз протопластів повторювали тричі.  

Флуоресцентна мікроскопія. 
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 години 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 8,0 та 180 мM сорбітол). Лізовані протопласти, що мали флуоресценцію, розділяли на три різні категорії: флуоресценцію у великих головних вакуолях відносили до категорії літичних вакуоль; флуоресценцію у малих чисельних вакуолях до категорії протеїнових вакуоль; флуоресценцію, що не належала ні літичним, ні протеїновим вакуолям, відносили до категорії ЕР. 

Близько 40–50 трансформованих протопластів було перевірено для визначення пропорції протопластів, що мали флуоресценцією в літичних вакуолях, протеїнових вакуолях чи ЕР. Трансформацію та мікроскопічний аналіз протопластів повторювали тричі.  

Електронна мікроскопія алейронового шару незрілого насіння. Морфологія алейронового шару тканин насіння, що формується, аналізувалось за допомогою електронної мікроскопії. Незріле насіння рису віком 15 днів збирали із рослин дикого типу та мутантних ліній за геном OsTPKb. Із зібраного незрілого насіння виділяли алейроновий шар зернівок та фіксували у розчині 4% параформальдегіду, 0,2% глутаральдегіду та 50 мМ натрій-фосфатного буферу (pH 7.2) при 4oC. Після триразової промивки розчином 50 мМ натрій-фосфатного буферу (pH 7.2) тканини алейронового шару у подальшому фіксували та забарвлювали за допомогою оксиду осмію (1% OsO4, 50 мM натрій-фосфатний буфер (pH 7,3)) протягом 1,5 годин при 4oC. У подальшому зразки зазнавали поступової дегідратації за допомогою серій різних концентрацій етанолу, а саме 70, 80, 90, 95 та 100%. Після дегідратації зразки заливали у спеціальну білу смолу (LR white Resin (London Resin Co. Великобританія) для подальшого приготування секцій (70 нм) за допомогою ультрамікротому Leica UCT (Німеччина). Отримані секції наносили на мідні решітки для електронної мікроскопії та забарвлювали протягом 10 хвилин розчином 4% уранілацетату та цитрату свинцю. Мікроскопічний аналіз проводили при 60–80 кВ за допомогою трансмісійного електронного мікроскопа TECNAI G2 12 (FEI, США).

2.28. Фізіологічні та біохімічні методи роботи з рослинами  

Визначення відносного рівня приросту рослин. Трансформовані та контрольні рослини віком 3–4 тижні в залежності від типу експерименту культивували протягом 2 тижнів на різних експериментальних середовищах. Використовували від 5 до 6 рослин для кожної лінії і для кожного типу середовища. Визначення відносного рівня приросту обраховували відповідно до методики Пуртера та Гарнієра [390]. Для розрахунку рівня приросту використовували формулу: [ln(FW2) - ln(FW1)]/(t2 - t1). FW є значення ваги сирої рослинної тканини. t1 та t2 є пунктами початку та закінчення періоду росту (від 14 до 21 днів). По 4 рослини зважували для кожного пункту t1 та t2 для кожного типу стресу. Не було виявлено значної різниці між контрольними та трансформованими рослинами при вирощуванні на стандартному середовищі. Експерименти повторювали три або чотири рази. Дані представляли середніми значеннями зі  стандартним відхиленням (SD) +. 

Оцінка проростання насіння. Насіння A. thaliana віком від 5 до 8 тижнів стерилізували та стратифікували протягом 48 год при 4°C. Для проведення цього типу тестів відбиралось насіння рослин дикого типу (WT), двох мутантних ліній tpk1-1 та tpk1-2, трьох ліній рослин із надекспресією АtTPK1. Насіння висівали на чашки Петрі із стерильним агаризованим середовищем, що було описано у розділі 2.2.3. Насіння вважалося, що проросло за умови виходу паростку через покрив. Оцінку проростання проводили при 10-кратномому збільшенні.   

Визначення вмісту As у тканинах рослин. Оцінку рівня поглинання AsIII проводили для проростків A. thaliana, що росли протягом 7 днів на стандартному середовищі (див. розділ. 2.2.3.) із доданим As2O3 до кінцевої концентрації 5, 10 чи 15 мкМ. 

Рівень поглинання AsIII для рослин віком 4 тижні проводили шляхом вирощування останніх на гідропонній культурі, що містила 50 мкМ As2O3, протягом 6, 18 та 40 год.

І проростки, і дорослі рослини збирались шляхом швидкого заморожування у рідкому азоті. Заморожений рослинний матеріал подрібнювали до стану пудри. Приблизно 100 мг подрібненого рослинного матеріалу розчиняли у 3 мл концентрованої азотної кислоти та 2 мл перекису водню у мікрохвильовій печі CEM MARS5 microwave (CEM, Букінгем, Великобританія). Загальний вміст As визначали в оброблених рослинних зразках за допомогою спектрометру Pye Unicam 701 ICP-OES spectrometer (Кембрідж, Великобританія) [391].
Визначення вмісту As у тканинах рослин, трансформованих ScACR3 проводили за допомогою високоефективної рідинної хроматографії разом із мас-спектрометрією з індуктивно-зв’язаною плазмою HPLC-ICP-MS (Agilent LC1100 series та Agilent ICP-MS 7500, Agilent Technologies, Санта Клара, Каліфорнія, США) [392]. Для аналізу вмісту As у тканинах рослин проростки A. thaliana віком 3 тижні зазнавали впливу 50 мкМ AsV протягом 24 годин. Після інкубації на середовищі із As пагони та корені рослин були промиті деіонізваною водою. Для того щоб видалити апопластний As, корені цих рослин поміщали у десорбційний розчин (1 мM K2HPO4, 0,5 мM Ca(NO3)2 та 5 мM МЕС pH 5,6) для інкубації протягом 30 хв. Корені та пагони кожної рослини зважували окремо та розтирали у рідкому азоті до стану пудри за допомогою порцелянової ступки та товкачика. До подрібненої рослинної тканини додавали фосфатний буфер (2 мM NaH2PO4, 0,2 мM Na2EDTA, pH 6). Екстракти фільтрували двічі через фільтрувальний папір та один раз через фільтр (0,45 мкм) за допомогою одноразового шприца. HPLC-ICP-MS аналіз проводили в науково-дослідному центрі Ротхамстед, Харпенден, Великобританія 

Визначення вмісту Na+ та K+ у тканинах рослин. Після двотижневого культивування рослин рису та ячменю на різних типах середовища, відбиралося по 4 рослини для кожного типу стресу та контроль відповідно. Рослини були розділені на стеблову та кореневу частини. Корені були відмиті двічі у льодяному розчині 20 мM CaCl2 протягом 10 хв. Визначалися значення ваги сирої та висушеної рослинної тканини зразків. Висушені зразки подрібнювали. Екстракція іонів відбувалася за допомогою 5 мл 20 мM CaCl2 протягом 24 годин [68]. 

Набухле насіння та проростки A. thaliana висушували протягом 48 годин при 80°С. У подальшому K+ був екстрагований за допомогою інкубації рослинного матеріалу у розчині 20 мM CaCl2 протягом 5 годин.  

Концентрації іонів Na+ та K+ у розчині 20 мM CaCl2 визначали за допомогою фотометрії у полум’ї (Flame photometrу, Sherwood Scientific Ltd, Великобританія). Експерименти повторювали тричі. Дані представлені середніми значеннями із cтандартним відхиленням (SD).та + 

Аналіз вмісту Na+ та K+ у ксилемному соці. Рослини ячменю віком 4 тижні із надекспресією HvHKT2;1 та контрольні інкубували протягом 3 годин на середовищі, що містило 2 мМ КCl та 100 мМ NaCl, чи протягом 5 днів на середовищі, до якого входило 2 мМ КCl та 50 мМ NaCl. Після етапу інкубації на різних стресових середовищах рослини збирали і розрізали дорсально 20 мм вище місця з’єднання кореня та пагону. Відрізані корені закріпляли у камері тиску (EL540-300, Wagtech, Великобританія) та створювали тиск, що ледве перевищував осмотичний тиск зовнішнього розчину. Ксилемний сік з рослин збирали протягом 30 хв та об’єднували разом відповідно до рослинної лінії та типу стресу. Концентрації Na+ та K+ вимірювали за допомогою фотометрії у полум’ї (Flame photometrу, Sherwood Scientific Ltd, Великобританія). 

Оцінка життєздатності протопластів. Оцінку життєздатності протопластів ізольованих із трансгенних ліній A. thaliana, що експресують ScACR3, та рослин дикого типу використовували для оцінки чутливості рослинних клітин на вплив сполук As. Протопласти виділяли із трьох трансгенних ліній та дикого типу. Протопласти інкубували з різними концентраціями AsIII (7 мM) та AsV (190 мM) в умовах постійного освітлення протягом 24 год. Барвник T-1824 (Evans Blue) використовували для ідентифікації живих та мертвих протопластів на початку та після 24 годин інкубування. Барвник проходив через плазматичну мембрану лише мертвих клітин. Кількість мертвих клітин підраховувалась та визначалась у відсотках загальної кількості клітин на початку експерименту. 

Оцінка продихової кондуктивності цілого листка. Листя дорослих рослин A. thaliana інкубували у буфері «відкриття» (10 мМ KCl, 10 мM MЕС-KOH (pH 6,15) протягом 2 годин при постійному освітленні для того, щоб індукувати максимальне відкриття продихів. Контрольний рівень обміну газу (t=0), а саме H2O, для чотирьох листків визначали за допомогою видалення окремих листків із експериментального розчину та переміщення останніх у камеру вимірювання газового аналізатору у інфрачервоному світлі (Infrared Gas Analyser, Li-Cor 6400 (LI-COR) Кембрідж, Великобританія). Після цього ті ж листки зазнавали обробки АБК шляхом додавання концентрованого розчину абсцизової кислоти до буферу «відкриття» (10 мкМ). Зменшення кондуктивності листків спостерігалось протягом всього часу вимірювання. У контрольних експериментах, без додавання АБК, листя демонструвало близько 10% варіації у кондуктивності продихів протягом часу вимірювань. Для кожної групи рослин проводили від чотирьох до п’яти незалежних вимірювань кондуктивності продихів.     

2.2.9. Методи роботи з дріжджовими клітинами

Середовища та умови культивування. Культури дріжджових ліній вирощували на середовищі YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose, 1% пептон, 1% глюкоза/декстроза, 2% агар). Для подальшого відбору та селекції ліній і трансформантів використовували мінімальне середовище, а саме SD (Synthetically defined). SD-середовище складається із декстрози (глюкоза/галактоза) 20 г/л, (NH4)2SO4 5 г/л, YNB (Yeast Nitrogen Base) – вітаміни (біотин 20 мкг/л, пантотенова кислота 2 мкг/л, фолієва кислота 2 мкг/л, інозитол 10 мг/л, ніацин 400 мкг/л, вітамін В10 200 мкг/л, гідрохлорид піридоксину 400 мкг/л, рибофлавін 200 мкг/л, гідрохлорид тіаміну 400 мкг/л), мікроелементи (борна кислота 500 мкг/л, Cu

HYPERLINK "https://en.wikipedia.org/wiki/Sulfate" \o "Sulfate"SO4 40 мкг/л, KI 1000 мкг/л, Fe

HYPERLINK "https://en.wikipedia.org/wiki/Chlorine" \o "Chlorine"Cl3 200 мкг/л, MnSO4 400 мкг/л, Na2MoO4 200 мкг/л, Zn

HYPERLINK "https://en.wikipedia.org/wiki/Sulfate" \o "Sulfate"SO4 400 мкг/л), солі (KH2PO4  800 мг/л, K2HPO4 150 мг/л, MgSO4 500 мг/л, NaCl 100 мг/л, CaCl2 100 мг/л) та доданих амінокислот, а саме лейцину, метіоніну, гістидину та урацилу. Для селекції дріжджових трансформантів використовували середовище SC (Synthetic complete) (галактоза 20 г/л, (NH4)2SO4 5 г/л, YNB 6,7 г/л та суміші Dropout без урацилу 2 г/л). Суміш Dropout вагою 54 г має наступну композицію амінокислот: аденін 0,5 г, аланін 2 г, аргірин 2 г, аспарагін 2 г, аспарагінова кислота 2 г, цистеїн 2 г, глютамін 2 г, глютамінова кислота 2 г, гліцин 2 г, гістидин 2 г, інозитол 2 г, ізолейцин 2 г, лейцин 10 г, лізин 2 г, метіонін 2 г, вітамін В10 2 г, фенілаланін 2 г, пролін 2 г, серин 2 г, треонін 2 г, триптофан 2 г, тирозин 2 г, урацил 2 г, валін 2 г. Культури дріжджів вирощували на твердих чи рідких середовищах при температурі 30oC. 

Трансформація дріжджів. Трансформацію дріжджових клітин проводили відповідно до методики, розробленої у лабораторії Бридена Наукового центру дослідження раку Фреда Хатчінсона, США (Breeden Lab, Fred Hutchinson Cancer Research Centre) [393]. Процес трансформації розпочинався з інокуляції одною дріжджовою колонією рідкої нічної культури, що у подальшому нарощували на шейкері при 30oC та 250 об/хв. Наступного ранку щогодини заміряли оптичну густину (OD600) рідкої культури до досягнення нею показника 0,3. Культуру із оптичною густиною 0,3 центрифугували при 4000 g протягом 10 хв. Супернатант видаляли, а дріжджовий осад ресуспендували у 25 мл стерильної дистильованої води. Клітини знову центрифугували за тих же параметрів. Супернатант видаляли, а осад дріжджових клітин ресуспендували у 2 мл стерильного розчину 100 мM LiAc. Суміш дріжджових клітин та LiAc інкубували протягом 10 хв. Після інкубації відбирали 100 мкл культури дріжджів та змішували із 10 мкл ДНК сперми лосося (2 мг/мл), 15 мкл плазмідної ДНК (100 мкг/мл) та 700 мкл суміші LiAc-PEG (36 мкл 1 M LiAc, 240 мкл 50% ПЕГ 3500, 20 мкл H2O). Суміш інкубували протягом 30 хв при 30oC. Перед обробкою температурним шоком до суміші додавали 80 мкл ДМСО. Трансформаційну суміш разом із ДМСО інкубували протягом 15 хв при 42 oC. У подальшому суміш ресуспендували у 500 мкл буфера ТЕ (pH 8,0). 200 мкл наносили на селективне середовище. У нашому випадку селективним середовищем було SD із глюкозою без урацилу. 

Крапельний тест (Drop assay). Три дріжджових лінії, а саме W303-1A, acr3Δ та fps1Δ (див. розділ. 2.1.8.), були трансформовані конструкцією pYES-NIP7;1 та пустим вектором pYES (pYES-EV). Ріст цих 6 трансформованих варіантів оцінювався за допомогою попереднього інкубування на SD із глюкозою без урацилу до досягнення оптичної густини (OD600) рідкої культури близько 1. Після вирівнювання показників оптичної густини (OD600) для всіх варіантів трансформацій по 2 мкл десятикратних серій розведень рідкої культури дріжджів розкапували на тверде SD середовище, що містило галактозу замість глюкози та різні концентрації AsIII та AsV.    

Визначення рівня поглинання AsIII клітинами дріжджів. Визначення рівня поглинання AsIII клітинами дріжджів проводилось відповідно методики, наведеної у посиланні [308]. Дріжджові клітини вирощували у 50 мл рідкого середовища SC до досягнення оптичної густини (OD600) близько 1. Клітини центрифугували при 4000 g протягом 10 хв. Осад із клітин дріжджів ресуспендували у свіжому SC середовищі та додавали 20 мкМ AsIII  й інкубували протягом 30 та 60 хв. Клітини збирали центрифугуванням при 4000 g протягом 10 хв та ресуспендували у 10 мл дистильованої води. Клітини кіп’ятили у 10 мл води протягом 5 хв. Загальний вміст As визначали у зразках води за допомогою (ICP-OES). Аналіз проводили за допомогою спектрометру Pye Unicam 701 ICP-OES spectrometer (Кембрідж, Великобританія). Визначення рівня поглинання AsIII проводили тричі для незалежно вирощених культур дріжджів. 

2.2.10. Методи роботи з E. coli мутантного штаму LB2003

Оцінка росту бактеріальних трансформантів штаму E. coli LB2003. Штам E. coli LB2003 трансформували пустим вектором pQE32 (Qiagen) чи створеними конструкціями: QE32-AtTPK1, -AtTPK2, -AtTPK3, -AtTPK5, -OsTPKa, -OsTPKb. Бактерію вирощували 16 годин на поживному KLM середовищі із високим K+ (0,5% екстракт дріжджів, 1% триптон, 150мM KCl та ампіцилін 100 мг/л). Після інкубації протягом 16 годин із бактеріальної культури відбирали 100 мкл та розбавляли у 5 мл свіжого KLM середовища. 

Для того щоб оцінити ріст бактерій, 5 мл стартової культури у KLM-середовищі вирощували до досягнення нею оптичної густини (OD600) 0,5. Експресію генів ТРК-каналів у бактерії індукували додаванням 1мM ІПТГ (Ізопропіл-β-D-1-тіогалактопіранозид) (Sigma). Через 2 години після додавання ІПТГ визначали оптичну густину культури (OD600). Усі ІПТГ-культури доводили до оптичної густини 0,5 розведенням за допомогою рідкого KLM середовища. Після нормалізації оптичної густини із бактеріальних культур відбирали 5 мл суміші бактерій та центрифугували протягом 2 хв при 10000 g, відмивали один раз у свіжому середовищі ІПТГ-KLM середовищі, центрифугували 2 хв при 10000 g та видаляли супернатант. Осад використовували для бактеріальної інокуляції рідкого поживного середовища (0,5% екстракт дріжджів, 1% триптон, ампіцилін 100 мг/л, 1мM ІПТГ) із різними концентраціями K+, а саме 0 мM, 0,1 мM, 3 мM та 150 мM KCl. Експерименти із оцінкою швидкості росту рідкої бактеріальної культури E. coli LB2003 повторювали тричі. 
Визначення рівня поглинання K+ бактеріальними трансформантами. Трансформанти бактерій вирощували на рідкому KLM середовищі (0,5% екстракт дріжджів, 1% триптон, ампіцилін 100 мг/л, 1мM ІПТГ, 10 мM KCl) до досягнення оптичної густини (OD600) 0,5. Після центрифугування протягом 5 с при 5000 g видаляли супернатант, а бактеріальний осад ресуспендували у рідкому «голодному» середовищі без калію (0,5% екстракт дріжджів, 1% триптон, ампіцилін 100 мг/л, 1мM ІПТГ, 0 мM KCl) та інкубували протягом 3 годин. Після трьохгодинної інкубації на середовищі без калію бактеріальні культури розділяли на 4 рівні частини та центрифугували протягом 5 с при 5000 g. Одна з чотирьох поділених частин бактеріальних культур переносилася на льод для подальшого використання як контролю. Інші три фракції бактеріальних культур ресуспендували у 10 мл рідкого KLM середовища (0,5% екстракт дріжджів, 1% триптон, ампіцилін 100 мг/л, 1мM ІПТГ), що містило 0,1 мM та 3мM KCl, і залишали інкубуватись протягом 1 год для оцінки поглинання іонів калію. Після вимірювання оптичної густини для кожної пробірки експериментальні та контрольні зразки центрифугували 5 с при 5000 g, видаляли супернатант та ресуспендували у такому ж об’ємі KLM середовища без калію (0,5% екстракт дріжджів, 1% триптон, ампіцилін 100 мг/л, 1 мM ІПТГ, 0 мM KCl). Для оцінки іонів калію у бактеріальній суспензії зразки центрифугували 5 с при 5000 g, видаляли супернатант та ресуспендували у 2 мл 5% трихлороцетової кислоти та залишали 0,5 год інкубуватися. Вимірювання вмісту калію у бактеріальних зразках проводилося за допомогою фотометрії у полум’ї (Flame photometrу, Sherwood Scientific Ltd). Рівень поглинання калію (наномоль/гр/год) розраховувався після віднімання показників вмісту калію у контрольних зразках. 

2.2.11. Методики біоінформатичного аналізу
Пошук рослинних гомологів 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/) (рис. 2.6) [394, 395]. 
Межі каталітичних доменів калієвих каналів родини ТРК визначали за даними статей GenBank, UniProt і результатів аналізу доменної архітектури в SMART7 (http://smart.embl-heidelberg.de/) [396]. 

Пошук рослинних гомологів послідовностей NHX, ТРК та NIP-білків проводили за алгоритмом BLASTp з обмеженням пошуку в групі «Viridiplantae» і використанням таких параметрів: вагова матриця – BLOSUM62, число очікуваних збігів у випадковій вибірці із порогом E=10 за активної фільтрації низькоконструйованих ділянок і фрагментів вирівнювань, що містять пробіли (www.expasy.org; www.blast.ncbi.nlm.nih.gov) [394, 395, 396]. Первинну вибірку послідовностей гомологів виконували на основі ваги вирівнювань і показників ідентичності у відсотках, подібності та наявності гепів [394].

Оцінку потенційної специфічності та доменної архітектури білків виконували на основі аналізу із застосуванням мережевого інструмента SMART7 (www.smart.embl-heidelberg.de) [396]. Множинне вирівнювання амінокислотних послідовностей здійснювали за допомогою програми ClustalX (2.0.5) (www.clustal.org) із використанням серії матриць BLOSSUM [391].

Філогенетичний аналіз калієвих каналів родини ТРК проводили на основі кластеризації усіх білків з архітектурою двох каталітичних доменів, об’єднаних лінкерною областю. Для побудови філогенетичних дерев протонно-натрієвих обмінників родини NHX, калієвих каналів родини ТРК та аквапоринів підродини NIP використовували метод зв’язування двох найближчих сусідів (Neighbor-Joining) [397, 398].

Візуалізацію, аналіз і визначення кореня філогенетичного дерева виконували за допомогою програм Dendroscope 3.2.8 та MEGA5 [399, 400].
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Рис. 2.7. Загальна методологія біоінформатичного дослідження потенційних двопорових калієвих каналів, антипортерів родини NHX та NIP аквапоринів рослинного походження.
2.2.12. 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. 

РОЗДІЛ 3
РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
3.1. Роль мембранного транспортеру HvHKT2;1 у механізмах солестійкості та іонного балансу ячменю  
Мембранні транспортери родини HKT (High Afinnity K+ Transporter) беруть участь у транспорті і Na+, і K+ [104]. Відповідно до структури та амінокислотної послідовності ця родина транспортних протеїнів поділяється на дві відмінні субгрупи (рис. 1.3) [108, 109]. Згідно із літературними даними НКТ-транспортери класу І забезпечують транспорт Na+ (рис. 1.3) [108, 109]. Проте НКТ-транспортери класу ІІ є симпортерами Na+ та K+ (рис. 1.3) [106]. Окрім різниці в своїх функціональних та електрофізіологічних характеристиках, НКТ-транспортери класу І суттєво відрізняються за своєю фізіологічною функцією від білків класу ІІ. Зокрема більшість відомих НКТ-транспортерів беруть участь у видаленні Na+ з ксилемного соку у клітини паренхіми [112, 113, 114, 115].   

У нашій роботі ми хотіли з’ясувати фізіологічну роль, функціональні характеристики та механізми регуляції НКТ-транспортерів класу ІІ з ячменю, а саме HvHKT2;1. 

Особливості експресії гена HvHKT2;1. Рівень транскриптів гена HvHKT2;1 за стандартних умов вимірювали за допомогою ЗТ-ПЛР у реальному часі. Було з’ясовано, що найбільший рівень HvHKT2;1 транскриптів спостерігався в коренях (рис. 3.1). Набагато нижчий рівень експресії цього гена проявлявся у тканинах стебла та листя (рис. 3.1). Було також з’ясовано, що рівень експресії HvHKT2;1 збільшується за умов дефіциту K+ та культивуванні на середовищі із 50 мМ Na+. 

Рослини росли у стандартних умовах 2 мМ К+ протягом 3 тижнів і у подальшому культивувались протягом 2 тижнів на 2мM К+, 0 мМ К+ чи 0 мМ К+ плюс 50 мМ Na+.

Відсутність K+ у середовищі культивування обумовлювало збільшення рівня HvHKT2;1 транскриптів у коренях у чотири рази, а в листі – вдвічі. Окрім того, слід зазначити, що культивування рослин при 50 мМ Na+ збільшувало рівень експресії цього гена в шість разів тільки у листі (рис. 3.1). 
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Рис. 3.1. 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+.  
Транскрипційний рівень HvHKT2;1 у трансформованих рослин ячменю. Трансформацію ячменю проводили генетичною конструкцією, що несла ген HvHKT2;1 під контролем сильного промотора гена убіквітину кукурудзи. Для подальшого аналізу були відібрані дві гомозиготні лінії рослин (ОХ1 та ОХ2) із надекспресією HvHKT2;1 та дві контрольні лінії рослин із нащадків первинних трансформантів (WT1 та WT2), де присутність трансгена не було виявлено. Аналіз рівня HvHKT2;1 транскриптів у трансформованих та контрольних рослинах проводили за допомогою ЗТ-ПЛР та ЗТ-ПЛР у реальному часі. 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. 3.2.). Подальший аналіз профілю експресії HvHKT2;1 дозволив з’ясувати, що надекспресія цього гена в рослинах призводить не тільки до збільшення загального рівня транскриптів у рослині, але також веде до появи експресії у клітинах центрального циліндра (рис. 3.2). Проте в групі контрольних рослин, а саме WT1 та WT2, експресії HvHKT2;1 у клітинах центрального циліндру майже не спостерігалось (рис. 3.2). 
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Рис. 3.2. Рівень експресії HvHKT2;1 у трансгенних рослин та дикого типу. WT – дикий тип. ОХ – рослини із надекспресією HvHKT2;1. C – кортекс кореню, St – центральний циліндр. 

Аналіз росту рослин із надекспресією HvHKT2;1 в умовах високих концентрацій Na+. Рослини вирощували на рідкому гідропонному середовищі. Після 3 тижнів культивування на стандартному середовищі, що містило 2 мМ K+, рослини переміщували на різні типи рідкого середовища, що відрізнялися за вмістом K+ та Na+. Наступні 2 тижні рослини вирощували на середовищах, що містили чи 2 мМ K+ (2 К, стандартне), чи без K+ (0 К), чи без K+ із додаванням 50 мМ Na+ (0 К-50 Na+), чи із 2 мМ K+ та додаванням 50 мМ або 100 мМ Na+ (2K-50Na або 2K-100Na). Рослини із надекспресією HvHKT2;1 (ОХ1 та ОХ2) демонструють вищі на 25–30% темпи росту, ніж контрольні рослини (WT1 та WT2) при культивуванні на середовищах із високим вмістом Na+, а саме 50 мМ Na+ та 100 мМ Na+ (рис. 3.3).
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Рис. 3.3. Відносний приріст маси контрольних рослин (WT) та рослин із надекспресією HvHKT2;1 (ОХ) на середовищах, що містили різні концентрації K+ та Na+. Приріст рослин вказаний як відносний приріст у порівнянні до цього показнику у контрольних рослин (WT), що були культивовані на стандартному середовищі. Примітка: достовірна різниця між рослинами із надекспресією HvHKT2;1 (ОХ) та контрольними рослинами (WT) помічена зірочками.   

Вміст К+ та Na+ у листі рослин із надекспресією HvHKT2;1, що росли на середовищах із різною концентрацією цих елементів. Вміст Na+ та K+ у рослинах вимірювали у тканинах коренів та листя після 2 тижнів культивування в умовах різних концентрацій того чи іншого елемента, що були уже зазначені раніше. 
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Рис. 3.4. Вміст Na+ та K+ в коренях та листі контрольних рослин та рослин із  надекспресією HvHKT2;1, що вирощували на середовищах із різними концентраціями цих іонів.
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Рис. 3.4. (Продовження) 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) 2 мМ K+ (2 К, стандартне). (b) Без K+ (0 К). (c) Без K+ із додаванням 50 мМ Na+ (0 К-50 Na+). (d) 2 мМ K+ із додаванням 50 мМ (2K-50Na). (e) 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.

Проведений аналіз вмісту цих іонів у тканинах рослин вказує на те, надекспресія HvHKT2;1 не впливала на вміст Na+ та K+ у коренях рослин. Проте вміст цих катіонів у листі рослин змінювався при культивуванні на середовищах: 0K-50Na, 2K-50Na та 2K-100Na.  
У кожному із цих випадків рослини із надекспресією HvHKT2;1 накопичували у тканинах листя набагато більше Na+, ніж контрольні рослини (рис. 3.4). Таким чином збільшення накопичення Na+ у тканинах листя трансгенних рослин надавало їм деякі переваги у рості порівняно із контрольними рослинами при культивуванні на середовищах (2K-50Na та 2K-100Na). Варто також зазначити, що при культивуванні рослин із надекспресією HvHKT2;1 на середовищі 0K-50Na супроводжувалось збільшення вмісту і Na+ і, К+ (рис. 3.4). 

Вплив надекспресії HvHKT2;1 на концентрацію К+ та Na+ у ксилемному соці рослин ячменю. Вміст Na+ і К+ вимірювали у ксилемному соці контрольних ліній і рослин із надекспресією HvHKT2;1. Для проведення цього експерименту рослини вирощували протягом 5 днів на середовищах із 2 мМ К+ чи 2 мМ К+ та 50 мМ Na+. Протягом проведення аналізу вмісту цих іонів у ксилемному соці було виявлено, що концентрація К+ була майже однаковою і для контрольних рослин, і для рослин із надекспресією HvHKT2;1 (рис. 3.5). Концентрація К+ також була подібною для контрольних та трансгенних рослин при вирощуванні на середовищі із 2 мМ К+ (рис. 3.4). Проте при культивуванні рослин на середовищі із 2 мМ К+ та 50 мМ Na+  концентрація Na+ у ксилемному соці трансгенних рослин була на 30% вищою у порівнянні із контрольними рослинами (рис. 3.4). 

При проведенні подібного експерименту, де рослини інкубували на середовищі із 2 мМ К+ та 100 мМ Na+ протягом 3 годин, рослини із надекспресією HvHKT2;1 мали вищу концентрацію Na+ у ксилемному соці, ніж контрольні рослини (рис. 3.5). Отримані дані свідчать про те, що надекспресія HvHKT2;1 призводить до посилення транслокації Na+ у пагін і таким чином сприяє накопиченню цього елемента у тканинах листя за умов культивування рослин на середовищах із 2 мМ К+ та 50 мМ Na+ чи  100 мМ Na+ (рис. 3.4).

Роль HvHKT2;1 у коренях ячменю. Експресія генів HvHKT2;1, TaHKT2;1 та OsHKT2;1 спостерігається у периферичних клітинах коренів (рис. 3.2) [105, 127]. Така тканинна спеціалізація свідчить на користь гіпотези, що ці транспортери відіграють важливу роль у поглинанні Na+ та/чи К+ із ґрунту. Існують експериментальні докази того, що OsHKT2;1 забезпечує поглинання Na+ коренями за умов дефіциту К+ [126]. Результати наших експериментів свідчать про те, що надекспресія HvHKT2;1 призводить до збільшення вмісту Na+ у тканинах рослин, а саме листі (рис. 3.4). 
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Рис. 3.5. 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 надекспресією HvHKT2;1 (ОХ) та контрольними рослинами (WT) помічена зірочками.
Таким чином отримані нами дані підтримують гіпотезу про те, що цей транспортер має здатність забезпечувати поглинання Na+ кореневою системою. З другого боку, докази того, що HKT-транспортери беруть участь у поглинанні К+ із ґрунту, все ще відсутні. 

Цілком вірогідно, що функція Na+/K+-симпорту, яка притаманна цим транспортерам при експресії останніх у гетерологічних системах, а саме дріжджах та ооцитах Xenopus, може бути артефактом [128, 401]. Попри все експресія гена рисового OsHKT2;2 у суспензійній культурі клітин тютюну BY-2 забезпечувала Na+/K+-симпорт [402]. Цікавою несподіванкою для нас став факт збільшення вмісту K+ у пагонах при культивуванні рослин в умовах дефіциту цього елемента (рис. 3.4). Ці результати можуть свідчити на користь того, що HvHKT2;1 може відігравати важливу роль у абсорбції K+ у коренях чи реабсорбції при екстремально низьких концентраціях цього елемента. Таким чином гіпотеза про те, що HKT-транспортери можуть брати участь у поглинанні K+ коренями, заслуговує на увагу та подальші ретельні дослідження. 

Посилення накопичувального фенотипу ячменю за рахунок надекспресії HvHKT2;1.) Результати наших експериментів свідчать про те, що надекспресія HvHKT2;1 призводить до підвищення солестійкості рослин разом із збільшенням рівня накопичення Na+ у листі за умови культивування на середовищі з високими концентраціями цього елемента (рис. 3.4). Якщо взяти до відома обидва показники, а саме підвищений відносний рівень приросту та підвищений вміст Na+ у листі, можна зробити висновок про те, що і рівень поглинання Na+ із зовнішнього розчину, і рівень транспорту цього елемента в напрямку пагону значно підсилювався при надекспресії HvHKT2;1. Аналіз вмісту Na+ у ксилемному соці вказує на те, що збільшення загальних обсягів транспорту цього елемента швидше за все призводить до посилення секреції Na+ у ксилемний сік, а не до зменшення рециркуляції Na+ із пагонів до коренів за допомогою флоемного соку. Цілком вірогідно, що підсилення поглинання Na+ при надекспресії HvHKT2;1 призводить до підвищення концентрації Na+ у цитоплазмі клітин кореня, а обсяги секреції цього елемента за допомогою спеціалізованих ситем видалення (SOS1 та ін.) у ксилемний сік підвищуються [49, 403]. Ця гіпотеза підвищення концентрації Na+ у симлазмі коренів, що призводить до збільшення рівня секреції цього елемента у ксилемний сік, може також пояснити, чому експресія AtHKT1;1 у периферичних клітинах коренів у трансгенних рослинах A. thaliana веде до збільшення накопичення цього цитоксичного катіону в пагонах [116]. Цей транспортер, а саме AtHKT1;1, бере участь  у реабсорбції цього катіона із ксилемного соку у центральний циліндр кореню і таким чином зменшує рівень накопичення Na+ у листі [114, 116]. Крім того, до цієї гіпотези слід додати, що ектопічна експресія гена HvHKT2;1 у клітинах ксилемної паренхіми у створених трансгенних рослинах може також безпосередньо брати участь у секреції Na+ у ксилемний сік. За допомогою збільшення рівня поглинання Na+ із зовнішніх розчинів та ретранслокації цього елемента у пагони надекспресія HvHKT2;1 посилила накопичувальний фенотип ячменю. Варто також зазначити, що якщо надекспресія HvHKT2;1 призводила до підвищення стійкості рослин до сольового стресу, то при пригніченні експресії TaHKT2;1 у пшениці показники солестійкості зростали [404]. Таку різницю в ефектах при маніпуляції експресією генів у рослинах двох подібних транспортерів можна пояснити особливостями інтеграції чи залучення кожного із них до формування відповіді на сольовий стрес. Слід також чітко вказати, що у процесах контролю поглинання Na+ та К+, розподілу цих катіонів по рослинним тканинам та клітинній компартменталізації, окрім транспортерів HKT2;1, важливу роль відіграють і інші групи мембранних транспортних протеїнів [26, 81, 403, 405, 406, 407, 408]. Інакше кажучи, зміна характеру транспорту Na+ у певному типі клітин завдяки зміні транспортної активності HvHKT2;1 може бути і перевагою для деяких випадків, і недоліком для інших та залежить від здатності клітин до детоксифікації. Наприклад було показано, що у солестійких сортів ячменю відбувається транслокація та накопичення Na+ у пагонах в умовах сольового стресу [409, 410]. Такі ефекти можуть бути результатом ефективної компартменталізації Na+ у тканинах пагону завдяки роботі Na+/H+ антипортерів [409, 410]. На противагу ячменю пшениця має фенотип видалення, тому стратегія солестійкості цієї культури є видалення або обмеження поглинання та накопичення Na+ у своїх тканинах. Тому підвищення солестійкості цих рослин пов’язане із пригніченням експресії TaHKT2;1 обумовлене зменшенням поглинання та транслокації у пагони Na+ [404]. У рослинах ячменю підвищення стійкості рослин до сольового стресу обумовлене надекспресією HvHKT2;1 супроводжується збільшенням здатності коренів до поглинання та транслокації Na+ у тканини пагонів. Велика кількість робіт свідчать про накопичувальний фенотип рослин ячменю, тому припущення про те, що надекспресія HvHKT2;1 у рослині із накопичувальним фенотипом буде підвищувати солестійкість рослин шляхом посилення вищезазначених фенотипових характеристик [411, 412]. Запропонова гіпотеза заслуговує на увагу та подальше детальне вивчення шляхом модуляції експресії генів HKT2;1-транспортерів.
3.2. Філогенетичне різноманіття транспортерів родини NHX та роль деяких NHX-білків з ячменю у механізмах соле- та посухостійкості рослин
Для мінімізації токсичних ефектів Na+ у клітині рослини можуть транспортувати цей елемент у вакуолю чи назовні [77, 134]. Такі процеси опосередковані роботою представників протонно-натрієвих (Na+/H+) антипортерів. Протонно-натрієві обмінники родини NHX поділяють на два головні типи, а саме AtNHX7/SOS1 та AtNHX8 і власне NHX (NHX1-6) [141, 142, 143]. NHX-транспортери першого типу (AtNHX7-8) локалізовані на плазматичній мембрані й можуть відігравати важливу роль у транспорті іонів натрію на великі відстані, а саме від стебла до коренів [144]. Головна роль більшості NHX-антипортерів (NHX1-6 ), що були вже охарактеризовані, –  це транспорт та накопичення Na+ у вакуолі чи інші клітинні компартменти за умов сольового стресу [134]. Проте роботи останніх років свідчать про те, що антипортери родини NHX також беруть участь у транспорті та накопиченні K+ у вакуолях і підтримці стабільного клітинного pH [159].

За останні роки було анотовано та ідентифіковано значну кількість транспортерів родини NHX. Проте назви представників NHX-транспортерів в анотаціях баз даних дуже часто не відповідають їхньому реальному філогенетичному положенню. Слід також зауважити, що функціональна характеристика багатьох представників цих транспортерів залишається невивченою. 

У нашій роботі ми хотіли проаналізувати філогенетичне різноманіття цих транспортних протеїнів, з’ясувати фізіологічну роль та механізми регуляції експресії генів деяких представників NHX-антипортерів із ячменю.  

Філогенетичний аналіз протонно-натрієвих обмінників родини NHX рослинного походження. На початку біоінформатичного пошуку було проведено відбір повних амінокислотних послідовностей NHX-транспортерів з A. thaliana у базах даних UniProtKB і GenBank. Подальший BLASTp-пошук інших рослинних гомологів у базі даних UniProtKB і GenBank був виконаний відносно повних амінокислотних послідовностей з додатковою перевіркою консервативного каталітичного домену Na+/H+ антипортерів (SMART-Na_H_Exchanger: PF00999). Випадки багаторазового депонування виявляли на підставі порівняння координат локусів генів відповідних білків. 

Для того щоб обмежити масив отриманої вибірки, відбір послідовностей проводили за допомогою аналізу доменної архітектури. Було відібрано послідовності, що мали домен Na+/H+ антипортерів. Робота виконувалась за допомогою інструментуа SMART з підключенням скриптів аналізу за всіма іншими додатковими базами даних. У результаті такої селекції послідовностей було відібрано 403 білки, що містили домен, визначений за HMM-профілями.  
У результаті множинного вирівнювання обраних 403 повних амінокислотних послідовностей Na+/H+ антипортерів було показано високий ступінь гетерогенності відібраної групи гомологівю. Проте було відмічено чітке виділення консервативних мотивів характерних для каталітичних доменів цієї групи. Попри високу гетерогенність у середині вибірки, результати спільної NJ – кластеризації повних амінокислотних послідовностей NHX-транспортерів з A. thaliana та інших рослинних гомологів свідчать про існування загальних для них клад, що може вказувати на їхню еволюційну близькість.

Було показано, що всі відібрані послідовності потенційних Na+/H+ антипортерів формують 4 великих клади (рис. 3.6). До першої клади належать контрольний NHX-транспортер AtNHX1 та два інших представники цієї родини AtNHX2 та AtNHX4. Окрім того, до цієї великої клади увійшли 219 рослинних гомологів цього типу (рис. 3.6) (див. табл. 2). Слід також зазначити, що проведення кладистичного аналізу виявило існування невеликої нової клади, до якої належить референтний білок – AtNHX3 з A. thaliana. Відповідно до результатів нашого аналізу, вперше показано появу нової клади, до якого належить AtNHX3. 

Як уже зазначалось раніше, на відміну від інших NHX-транспортерів типу ІІ AtNHX3 імпортує іони натрію із вакуолярного соку у цитозоль, можливо, саме тому Na+/H+ антипортери цієї групи створюють окрему другу кладу  (рис. 3.6) (див. табл. 3.1) [164]. До цієї клади належить 58 відомих рослинних гомологів. 
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Рис. 3.6. Результати кладистичного аналізу зведеної групи потенційних протонно-натрієвих обмінників родини NHX рослинного походження. 

Примітка. Маркерами виділено представників типу NHX з A. thaliana, кладистичний алгоритм – зв’язування найближчих сусідів (N-J).
Третя клада NHX-транспортерів типу ІІ представлена гомологами Na+/H+ антипортерів AtNHX5 та AtNHX6, що, на відміну від інших NHX-транспортерів, мають ендосомальну локалізацію та виконують важливі функції у внутрішньоклітинному транспорті (рис. 3.6) (див. табл. 3.1) [161]. 
Слід також зазначити, що, окрім 81 рослинного гомолога, які належать до цієї клади, окремими гілками до неї входять ScNHX1 із дріжджів та HsNHE6 і HsNHE7 людини. Така філогенетична близькість цих транспортних протеїнів із дріжджовими та людськими гомологами свідчить про ранню еволюційну функціоналізацію протеїнів цієї групи (рис. 3.6) (див. табл. 3.1).

До окремої четвертої клади належать групи Na+/H+ антипортерів типу І, що мають гомологію до AtNHX7/SOS1 та AtNHX8. Відомо 28 рослинних протеїнів, що належать до цієї клади. Окрім того, NHX-транспортери цієї клади мають гомологію до HsNHE1, HsNHE2 та HsNHE3 антипортерів людини. 

Також варто зауважити, що транспортні протеїни останньої клади, зокрема AtNHX7/SOS1 та AtNHX8, мають інші клітинні та фізіологічні функції і відповідають за видалення надлишкового Na+ та Li+ з клітини та ретранслокацію цих токсичних іонів із стебла і фотосинтезуючих тканин у корінь (рис. 3.6) (див. табл. 3. 1). 

Отже, у результаті проведеної роботи з відбору та класифікації 403 унікальних послідовностей потенційних Na+/H+ антипортерів родини NHX було виявлено неспівпадіння анотованих назв цих транспортних протеїнів з групами, до яких вони належать. Максимальне неспівпадіння анотованих назв відмічено для білків, що входять у першу кладу. В інших кладах теж спостерігається неспівпадіння назв із типом групи протеїнів. Окрім того, множинне вирівнювання вказує на високий ступінь дивергенції серед послідовностей потенційних Na+/H+ антипортерів родини NHX.

Внаслідок проведення кладистичного аналізу було виділено 4 клади NHX – подібних послідовностей із чіткими ознаками та об’єднанням з більш дослідженими контрольними білками з A. thaliana. Цікавим фактом є те, що у ході кладистичного аналізу була ідентифікована нова клада, до якої належить AtNHX3 з A. thaliana та його гомологи. 
Таблиця 3.1
Класифікація гомологів Na+/H+ антипортерів родини NHX з A. thaliana 
	Організм /Клада / Тип 
	Тип II 
	Тип I 

	
	Клада 1
	Клада2
	Клада 3
	Клада 4

	
	група 4
	група 

1
	група 2
	група

 3
	група 5
	група 

6
	група 7
	група 8

	Homo sapiens
	
	
	
	
	HsNHE6

HsNHE7
	HsNHE1

HsNHE2

HsNHE3

	Saccharomices cerevisiae
	
	
	
	
	ScNHX1
	
	

	Arabidopsis thaliana
	AtNHX4
	AtNHX1
	AtNHX2
	AtNHX3
	AtNHX5
	AtNHX6
	AtNHX7
	AtNHX8

	Aegilops tauschii
	AtNHX2

AtNHX2
	
	
	
	
	
	
	

	Aeluropus lagopoides
	AlNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Aeluropus littoralis
	AlNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Amborella trichopoda
	AtNHX1 AtNHX1
	
	
	AtNHX4
	AtNHX6
	
	
	AtNHX8

	Arabidopsis lurata
	AlNHX4
	AlNHX1
	AlNHX2

AlNHX2
	AlNHX3
	AlNHX5
	AlNHX6
	AlNHX7
	

	Arabis alpina
	
	
	
	
	AaNHX6
	AaNHX6
	AaNHX7
	

	Arachis hypogaea
	AhNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Atriplex dimorphostegia
	
	
	AdNHX1
	
	
	
	
	

	Atriplex gmelini
	
	
	AgNHX1
	
	
	
	
	

	Atriplex halimus
	
	
	AhNHX1
	
	
	
	
	

	Atriplex patens
	
	
	ApNHX1
	
	
	
	
	

	Beta vulgaris
	
	
	BvNHX1
	BvNHX4
	BvNHX6
	
	
	BvNHX8

	Boechera laevigata
	
	
	
	
	
	
	BlNHX7
	

	Boechera stricta
	
	
	
	
	
	
	BsNHX7
	

	Brachypodium distachyon
	BdNHX2 BdNHX2 BdNHX2
	
	
	BdNHX4
	BdNHX6
	
	
	

	Brassica napus
	BnNHX3
	BnNHX BnNHX2 BnNHX1 BnNHX1 BnNHX2
	
	BnNHX4
	
	Bna-C06g39970D

BnNHX6 BnNHX6 BnNHX6
	BnNHX7
	

	Brassica rapa
	BrNHX3
	BrNHX2 BrNHX BrNHX1
	
	BrNHX4
	
	BrNHX6 BrNHX6
	BoNHX7
	

	Brassica oleracea
	
	
	
	
	
	BoNHX6
	
	

	Bruguiera gymnorhiza
	
	
	
	
	
	
	
	BgNHX7

	Camelina sativa
	CsNHX3
	CsNHX1
	CsNHX2

CsNHX2
	CsNHX4
	CsNHX5

CsNHX5
	CsNHX6
	CsNHX7
	

	Capsella rubella
	CrNHX4
	CrNHX1
	CrNHX2
	CrNHX3
	CrNHX5

CrNHX5
	
	CrNHX7
	

	Cardamine hirsuta
	
	
	
	
	
	
	ChNHX7
	

	Chalcanthus renifolius
	
	
	
	
	
	
	CrNHX7
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	Chenopodium quinoa
	
	
	
	
	
	
	
	CqNHX7

	Chrysanthemum x morifolium
	CmNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Cichorium intybus
	CiNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Cicer arietinum
	
	
	
	
	CaNHX6

CaNHX6
	
	
	CaNHX7

	Citrus clementina
	CcNHX1
	
	CcNHX1

CcNHX2
	CcNHX4


	
	
	
	

	Citrus sinensis
	CsNHX1 CsNHX2

CsNHX2
	
	
	CsNHX4


	CsNHX6 CsNHX6
	
	CsNHX7
	

	Citrus reticulata
	
	
	CrNHX1
	
	
	
	
	

	Citrus trifoliata
	
	
	CtNHX1
	
	
	
	
	

	Citrus x paradisi
	
	
	CpNHX1
	
	
	
	
	

	Cochlearia hollandica
	
	ChNHX1
	
	
	
	
	ChNHX7
	

	Coffea canephora
	CcNHX1
	
	
	CcNHX4
	
	
	
	

	Cucumis melo
	
	
	
	CmNHX4
	
	
	
	CmNHX8

	Cucumis sativus
	CsNHX2
	
	
	CsNHX4
	CcNHX6
	
	
	CsNHX8

	Cymodocea nodosa
	
	
	
	
	
	
	
	CnNHX8

	Diplachne fusca
	DdNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Elaeis guineensis
	EgNHX2

EgNHX2
	
	
	EgNHX4
	EgNHX6
	EgNHX6
	
	EgNHX8

	Eucalyptus grandis
	EgNHX3 EgNHX2
	
	
	EgNHX4
	EgNHX6

104445788
	
	
	EgNHX8

EgNHX8

	Eutrema salsugineum
	EsNHX4
	EsNHX1
	EsNHX2
	EsNHX3
	EsNHX5

EsNHX6
	EsNHX6
	EsNHX7
	

	Eutrema halophilum
	
	EhNHX1
	
	
	
	
	EhNHX7
	

	Eutrema heterophyllum
	
	
	
	
	
	
	EhNHX7
	

	Erythranthe guttata
	
	
	
	EgNHX4
	EgNHX6

EgNHX6
	
	
	

	Festuca arundinacea
	FaNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Fragaria vesca
	FvNNHX2
	
	
	FvNHX4

FvNHX4
	
	
	
	FvNHX8

	
	FvNHX2
	
	
	
	
	
	
	

	Genlisea aurea
	
	
	
	GaNHX4
	
	
	
	

	Glehnia littoralis
	GlNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Glycine max
	GmNHX1

GmNHX1
	
	
	GmNHX4
	GmNHX6

GmNHX6

GmNHX6
	
	
	GmNHX8

	Glycine soja
	
	
	
	
	GsNHX6
	
	
	GsNHX7

	Gossypium raimondii
	GrNHX3 GrNHX1

GrNHX1
	
	
	GrNHX4
	GrNHX6

GrNHX6
	
	
	GrNHX8

	Gossypium hirsutum
	GhNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Gossypiumar boreum
	
	
	
	
	GsNHX6
	
	
	

	Halostachys caspica
	
	
	HcNHX1
	
	
	
	
	

	Helianthus tuberosus
	HtNHX1
	
	
	
	
	
	
	HtNHX7

	Hordeum brevisubulatum
	HbNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Hordeum vulgare
	HvNHX3 HvNHX1 HvNHX2
	
	
	HvNHX4
	HvNHX4 HvNHX4
	HvNHX6
	
	

	Hesperis matronalis
	
	
	
	
	
	
	HmNHX7
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	Ipomoea batatas
	IbNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Ipomoea nil
	InNHX1

InNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Ipomoea tricolor
	ItNHX1

ItNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Iris lactea
	IlNHX2 IlNHX2
	
	
	
	
	
	
	

	Jatropha curcas
	JcNHX3 JcNHX2
	
	
	JcNHX4
	JcNHX6

JcNHX6
	
	
	JcNHX8

	Kalidium foliatum
	
	
	KfNHX1
	
	
	
	
	

	Kosteletzkya virginica
	
	
	
	
	
	
	
	KvNHX7

	Lilium tenuifolium
	LtNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Limonium gmelinii
	LgNHX1
	
	
	
	
	
	
	LgNHX8

	Lolium perenne
	LpNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Lophopyrum elongatum
	LeNHX1 LeNHX2
	
	
	
	
	
	
	

	Malus domestica
	MdNHX2 MdNHX1
	
	
	MdNHX4
	MdNHX6
	
	
	MdNHX8

	Malus zumi
	MzNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Mesembryanthemum crystallinum
	
	
	McNHX1
	
	McNHX6
	
	
	McNHX7

	Medicago sativa
	
	
	
	MsNHX4
	
	
	
	

	Medicago truncatula
	
	
	
	MtNHX1
	MtNHX6

MtNHX6
	
	
	

	Medicago falcata
	
	
	
	MfNHX1
	
	
	
	

	Morus notabilis
	MnNHX2
	
	
	MnNHX4
	
	
	
	MnNHX7

	
	MnNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Musa acuminata
	MaNHX2 MaNHX2 MaNHX2
	
	
	MaNHX4
	MaNHX6
	MaNHX6
	
	103994780

	Nelumbo nucifera
	NnNHX1

104588931
	
	
	NnNHX4
	NnNHX6
	
	
	104611075

	Nicotiana benthamiana
	NbNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Nicotiana tomentosiformis
	NtNHX1

NtNHX2

NtNHX2

104118755
	
	
	NtNHX4
	NtNHX6
	
	
	

	Nicotiana sylvestris
	NsNHX2 NsNHX1

NsNHX1
	
	
	NsNHX4 NsNHX4
	NsNHX6
	
	
	NsNHX8

	Nierembergia caerulea
	NcNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Nitraria tangutorum
	
	
	NtNHX1
	
	
	
	
	NtNHX

	Olimarabidopsis pumila
	
	OpNHX1

OpNHX2
	
	
	
	
	
	

	Oryza brachyantha
	ObNHX2 ObNHX2 ObNHX2
	
	
	
	ObNHX6
	ObNHX6
	
	ObNHX7

	Oryza coarctata
	OcNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Oryza sativa Indica
	OsNHX1


	
	
	
	
	
	
	

	Oryza sativa Japonica
	OsNHX1

OsNHX2 OsNHX2 OsNHX3 OsNHX2
	
	
	OsNHX4
	OsNHX6
	
	
	OsNHX7
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	Oxybasis glauca
	
	
	OgNHX1
	
	
	
	
	

	Petunia x hybrida
	PhNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Phaseolus vulgaris
	PvNHX1

PvNHX1
	
	
	PvNHX4
	PvNHX6
	
	
	

	Phoenix dactylifera
	PdNHX2 PdNHX2
	
	
	PdNHX4
	PdNHX6
	PdNHX6
	
	PdNHX8

	Phragmites australis
	PaNHX1 PaNHX2
	
	
	
	
	
	
	PaNHX7

	Phyllostachys edulis
	PeNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Picea sitchensis
	PsNHX4
	
	
	
	
	PsNHX6
	
	

	Populus euphratica
	PeNHX1 PeNHX2 PeNHX2 
	
	
	
	PeNHX6
	
	
	PeNHX8

	Populus tomentosa
	PtNHX1 
	
	
	
	PtNHX6
	
	
	

	Populus trichocarpa
	PtNHX1

PtNHX2

PtNHX1
	
	
	
	PtNHX6
	
	
	PtNHX7

PtMHX8

	Prunus persica
	PpNHX1 PpNHX1
	
	
	PpNHX4
	
	
	
	PpNHX8

	Prunus mume
	PmNHX1
	
	
	PmNHX4
	PmNHX6
	
	
	PmNHX8

	Puccinellia tenuiflora
	PtNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Pyrus betulifolia
	PbNHX1 PbNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Pyrus ussuriensis
	PuNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Pyrus x bretschneideri
	PbNHX2
	
	
	PbNHX4

PbNHX4

PbNHX4

PbNHX4
	PbNHX6
	
	
	103943271

	Reaumuria trigyna
	
	
	
	
	
	
	
	RtNHX7

	Ricinus communis
	RcNHX3 RcNHX1
	
	
	RcNHX4
	
	
	
	RcNHX8

	Rosa hybrid
	RhNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Rosa rugosa
	RrNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Sesamum indicum
	SiNHX1
	
	
	SiNHX4

SiNHX4
	SiNHX6

SiNHX6
	
	
	SiNHX8

	Salicornia bigelovii
	
	
	SbNHX1
	
	
	
	
	

	Salicornia brachiata
	
	
	SbNHX1
	
	
	
	
	

	Salicornia europaea
	
	
	SeNHX1
	
	
	
	
	

	Salicornia dolichostachya
	
	
	
	
	
	
	
	SdNHX8

	Salsola komarovii
	
	
	SkNHX1
	
	
	
	
	

	Setaria italica
	SiNHX2 SiNHX2 SiNHX2
	
	
	SiNHX4
	SiNHX6
	
	
	

	Sesuvium portulacastrum
	
	
	SvNHX1
	
	
	
	
	SpNHX7

	Schrenkiella parvula
	
	
	
	
	
	
	SpNHX7
	

	Solanum lycopersicum
	SlNHX3
	
	
	SlNHX4

SlNHX4
	SlNHX6
	
	
	StNHX8

	Solanum tuberosum
	StNHX2
	
	
	StNHX4
	StNHX6
	
	
	StNHX7

	Sorghum bicolor
	SbNHX2 SbNHX3
	
	
	SbNHX4
	
	
	
	SbNHX7

	Spinacia oleracea
	
	
	
	
	
	
	
	SoNHX7

	Suaeda corniculata
	
	
	ScNHX1
	
	
	
	
	

	Suaeda japonica
	
	
	SjNHX1
	
	
	
	
	SjNHX8

	Suaeda pruinosa
	
	
	SpNHX1
	
	
	
	
	

	Продовження таблиці 3.1

	Suaeda salsa
	
	
	
	
	
	
	
	SsNHX8

	Tarenaya hassleriana
	ThNHX3
	
	ThNHX2
	ThNHX4
	
	ThNHX6
	ThNHX7
	

	Theobroma cacao
	TcNHX1

TcNHX1
	
	
	TcNHX3
	TcNHX6
	
	
	TcNHX7

	Thellungiella halophila
	
	ThNHX1

ThNHX1
	
	
	ThNHX5
	
	
	

	Thinopyrum elongatum
	TeNHX1 TeNHX2
	
	
	
	
	
	
	

	Thinopyrum intermedium
	TiNHX1 TiNHX
	
	
	
	
	
	
	

	Triticum aestivum
	TaNHX1 TaNHX1 TaNHX2
	
	
	TaNHX1

TaNHX1
	
	
	
	

	Triticum urartu
	TuNHX2
	
	
	
	
	
	
	

	Tetragonia tetragonioides
	
	
	TtNHX1

TtNHX1
	
	
	
	
	

	Turritis glabra
	
	
	
	
	
	
	TgNHX7
	

	Vitis vinifera
	VvNHX1 VvNHX2
	
	
	VvNHX4
	VvNHX6
	
	
	VvNHX8

	Vigna radiata
	VrNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Vigna unguiculata
	ViNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Zea mays
	ZmNHX2 ZmNHX1 ZmNHX4 ZmNHX1 ZmNHX2 ZmNHX3

ZmNHX5
	
	
	ZmNHX4
	ZmNHX6

ZmNHX5
	ZmNHX6
	
	

	Zostera marina
	ZomNHX2
	
	
	
	
	
	
	

	Zoysia japonica
	ZjNHX1
	
	
	
	
	
	
	

	Zygophyllum xanthoxylum
	
	
	ZxNHX2
	
	
	
	
	ZxNHX8


 Слід також зазначити, що результати кладистичного аналізу вказують на необхідність детальної систематизації та присвоєння відповідних і коректних назв потенційним NHX-транспортерам.
Попри розподіл Na+/H+ антипортерів на 4 різні групи гомологів, фізіологічні та клітинні функції цих транспортних протеїнів можуть бути відмінними. Тому подальше вивчення молекулярної природи, функцій цих NHX-транспортерів є дуже важливим.
Вплив експресії гена протонно-натрієвого обміннику HvNHX2 ячменю в рослинах тютюну на показники солестійкості. Рослини тютюну були трансформовані генетичною конструкцію на основі Gateaway сумісного вектору pGWB2 для експресії гена протонно-натрієвого обміннику HvNHX2 з ячменю. У ході аналізу експресії привнесеного гена в трансформанти тютюну було отримано та проаналізовано 17 трансгенних ліній тютюну, стійких до канаміцину. Перевірка експресії гена HvNHX2 у трансформованих рослинах, які мали стійкість до антибіотика, методом ЗТ-ПЛР дозволила ідентифікувати 9 незалежних ліній рослин, що мали стабільний рівень експресії цього трансгена. У подальшому відібрані лінії рослин, що експресують HvNHX2, були використані для фізіологічних тестів оцінки солестійкості. Рослини висаджували на гідропонне середовище із вмістом NaCl.   
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Рис. 3.7. Токсичні ефекти дії високих концентрацій NaCl на рослини тютюну. Рослини після 4 тижнів інкубації на середовищі із 250 мМ NaCl.         

У ході проведення цих експериментів було виявлено, що трансформовані рослини здатні виживати на середовищі із 250 мМ NaCl, яке було летальним для контрольних рослин (рис. 3.7). 

При проведенні досліджень впливу експресії HvNHX2 на солестійкість рослин було відмічено, що деякі лінії трансформантів демонстрували дуже незначний приріст у масі (рис. 3.8). Проте контрольні рослини, що не містили ген HvNHX2, швидко втрачали вагу та гинули (рис. 3.8). Окрім того, після культивації рослин із 250 мМ NaCl протягом 4 тижнів виживання HvNHX2-трансформантів становили близько 38. На відміну від HvNHX2-трансформантів, лінії контрольних рослин повністю гинули через 4 тижні культивації на середовищі із високим вмістом NaCl (рис. 3.9). 
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Рис. 3.8. Відносний приріст рослин тютюну, що були трансформовані HvNHX2 за день при культивуванні на різних типах середовища. (a) Приріст на звичайному середовищі Хогленда. (b) Приріст на середовищі, що містило 250 мМ NaCl. Лінії рослин, марковані літерою c, є контрольними (без HvNHX2). Лінії рослин, помічені літерою n, –  трансформанти, що демонструють експресують HvNHX2. 
Отже, проведені експерименти вказують на те, що привнесення гена протонно-натрієвого обмінника ячменю HvNHX2 у геном тютюну значно підвищувало параметри солестійкості трансформантів. Було продемонстровано, що на відміну від контрольних рослин, рослини із експресією HvNHX2 здатні виживати на середовищі із 250 мМ NaCl протягом 4 тижнів. Така концентрація NaCl є летальною для рослин дикого типу. 
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Рис. 3.9. Виживання рослин тютюну протягом 4 тижнів на високих концентраціях NaCl (250 mM). control – контрольні рослини (без HvNHX2). nhx2 – рослини, що експресують HvNHX2.

Таким чином, запропонований підхід підвищення солестійкості рослин шляхом експресії генів протонно-натрієвих обмінників родини NHX має гарні перспективи для широкого застосування у майбутньому біотехнологічному покращенні сільськогосподарських рослин та для використання групи цих генів при подальшій молекулярній селекції.    

Індукція експресії гена протонно-натрієвого обміннику HvNHX4 в умовах дії сольового стресу. Проведені експерименти із проростками ячменю віком 7 днів, які зазнали впливу сольового та водного стресів, вказують на те, що ці два стресових чинники можуть по-різному регулювати експресію генів мембранних транспортерів, зокрема HvNHX4 (рис. 3.10). Цікавим фактом є те, що конститутивний рівень експресії гена цього транспортного білка, у порівнянні із експресією референтного гена α-тубуліну, є надзвичайно низьким (рис. 3. 10). Індукція експресії HvNHX4 відбувається тільки при дії сольового стресу (500 мМ NaCl) через 24 години (рис. 3. 10).
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Рис. 3.10. 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 ваги 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% PEG, 2 год; 5– 10% PEG, 8 год; 6 – 10% PEG, 24 год; 7 – 500 мМ NaCl, 2 год; 8 – 500 мМ NaCl, 8 год; 7 – 500 мМ NaCl, 24 год. 

Експресія HvNHX4 спостерігалась тільки після 24 годин культивування на середовищі із підвищеним вмістом NaCl, а не через 2 чи 8 годин. Такі дані можуть свідчити про те, що експресія HvNHX4 відноситься до механізмів вторинної клітинної відповіді. Отже, цілком ймовірно, що HvNHX4 бере участь у довготривалій регуляції сольового стресу у рослин. Участь Na+/H+ обмінників родини NHX у формуванні відповіді на дію сольового стресу була показана для багатьох представників цієї родини [77, 413]. Вірогідно, що HvNHX4 бере на себе роботу депозитування Na+ у вакуолю чи інші мембранні компартменти клітини і зменшує концентрацію цього катіона у цитозолі, де проходять важливі метаболічні процеси. Таким чином, індуктором експресії HvNHX4, є виключно сольовий стрес, а не водний стрес. 

3.3. Роль двопорових калієвих каналів родини ТРК у рості та розвитку рослини і регуляції сольового та водного стресів 
Двопорові канали родини ТРК відіграють важливу роль у підтриманні оптимальних пропорцій іонів K+ відносно Na+ всередині клітини [79, 166]. Na+ є головним конкурентом K+ у метаболічних процесах, тому високий вміст K+ у рослинних клітинах значно підвищує толерантність рослин до впливу високих концентрацій Na+ і тим самим збільшує солестійкість. Окрім того, K+ є прекрасним клітинним осмопротектором. Тому збільшення вмісту K+ у цитоплазмі позитивно впливає на стійкість до осмотичного стресу. У наших дослідженнях ми хотіли перевірити правильність запропонованого підходу за допомогою двопорових каналів родини ТРК. 

Слід зазначити, що двопорові канали родини ТРК відіграють важливу роль у широкому спектрі клітинних і фізіологічних процесів рослин. Гени K+ каналів родини TPK були знайдені у геномах багатьох видів рослин [165, 166, 167]. Попри все функціональні характеристики багатьох із них залишаються невідомими. 

У дисертаційній роботі було проведено відбір та узагальнення відомих послідовностей ТРК та зроблено філогенетичний аналіз. Окрім того, у нашій роботі було проведено клонування та функціональна характеристика ряду представників родини ТРК з різних видів рослин, а саме A. thaliana, O. sativa, H. vulgare, N. tabacum. 
Філогенетичний аналіз потенційних двопорових калієвих каналів родини ТРК рослинного походження. На основі літературних джерел [79, 165, 168] та баз даних UniProtKB і GenBank були відібрані відповідні повні амінокислотні послідовності та послідовності їхніх каталітичних доменів калієвих каналів родини ТРК з A. thaliana. Подальший BLASTp-пошук усіх інших рослинних гомологів у базі даних UniProtKB і GenBank був виконаний відносно повних амінокислотних послідовностей та каталітичних доменів іонних транспортерів (SMART- Ion_trans_2: PF07885). Випадки багаторазового депонування виявляли на підставі порівняння координат локусів генів відповідних білків.

Для обмеження отриманої вибірки було проведено відбір послідовностей за допомогою аналізу доменної архітектури. Було відібрано послідовності, що мали два домени іонних транспортерів Ion_trans_2:PF07885, об’єднаних неструктурованою лінкерною ділянкою. Робота виконувалась за допомогою інструмента SMART з підключенням скриптів аналізу у всіх інших додаткових баз даних. У результаті такого відбору послідовностей було обрано 157 білків, що містять домени, визначені за HMM-профілями, і представляють відповідну конструкцію (рис. 3.11). 
За результатами множинного вирівнювання 157 вибраних послідовностей було продемонстровано високий ступінь гетерогенності відібраної групи гомологів з показниками ідентичності 3,5% та подібності 7,7%, але чітким виділенням консервативних мотивів.

Попри високу гетерогенність усередині вибірки, результати спільної NJ-кластеризації каталітичних доменів іонних каналів A. thaliana та інших рослинних гомологів свідчать про існування загальних для них клад, що може вказувати на їхню еволюційну близькість. Зокрема було встановлено, що всі знайдені послідовності потенційних рослинних ТРК-каналів сформували чотири великих клади (рис. 3.11). Так, у першу кладу увійшли контроль-канал AtTPK1 (UniprotKB: KCO1, Q8LBL1) з A. thaliana та 69 рослинних гомологів цього типу. 
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Рис. 3.11. Результати філогенетичного аналізу зведеної групи потенційних двопорових калієвих каналів рослинного походження. 

Примітка. На філограмі квадратиком позначений потенційний корінь дерева.

Слід зауважити, що кладистичний аналіз виявив існування окремої гілки, представленої одним білком – AtTPK4 з A. thaliana (UniprotKB: KCO4, Q9FWX6), що знаходиться ближче до гіпотетичного кореня філограми (рис. 3.11). AtTPK4 з A. thaliana локалізується у плазматичній мембрані та не містить EF-мотивів у С-терміналі [174]. 

Друга група каналів родини ТРК представлена трьома гілками з дуже схожими за своїми консервативними мотивами білками і містить 25 потенційних каналів (рис. 3.11). У третю групу ввійшли 23 рослинних ТРК-канали, об’єднані із контрольним білком AtTPK5 з A. thaliana (UniprotKB: KCO5, Q9S6Z8). Четвертою групою ТРК-каналів, що містить у собі потенційний корінь філограми, є група з 35 потенційних калієвих каналів рослин. Ця група є об’єднаною з двома контрольними білками A. thaliana AtTPK2 (UniprotKB: KCO2, Q9FL25) та AtTPK3 (UniprotKB: KCO6, Q9SVV6) (рис. 3.11).

Отже, в результаті проведення цієї роботи було проаналізовано та відібрано 157 унікальних послідовностей потенційних калієвих каналів родини ТРК на основі аналізу специфічної доменної архітектури. Множинне вирівнювання вказує на високий ступінь дивергенції серед послідовностей потенційних калієвих каналів родини ТРК. Внаслідок проведення кладистичного аналізу було виділено 4 клади ТРК – подібних послідовностей із чіткими ознаками та об’єднанням з більш дослідженими контрольними білками з A. thaliana. 

Слід зазначити, що попри розподіл калієвих каналів родини ТРК на 4 різних групи гомологів, фізіологічні функції та клітинна локалізація цих каналів можуть бути відмінними.  

Роль AtTPK1 у підтриманні водного та K+ гомеостазу, функціонуванні продихових клітин та проростанні насіння. 

Геном A. thaliana містить гени 5 різних ізоформ ТРК-каналів. Характеристика каналів родини ТРК розпочалася із клонування та аналізу AtTPK1. Більшість каналів родини ТРК мають вакуолярну локалізацію. Проте AtTPK4 з A. thaliana локалізується у плазматичній мембрані та не містить в своїй структурі EF-доменів у C-терміналі [174]. Дослідження останніх років свідчать про локалізацію AtTPK3 у хлоропластах. У нашій роботі ми хотіли охарактеризувати фізіологічну роль та провести молекулярно-генетичний аналіз AtTPK1 із A. thaliana. 
Для того щоб з’ясувати функціональні характеристики AtTPK1 проводили аналіз та ідентифікацію мутантних ліній A. thaliana по цьому гену. Для ідентифікації мутантів 4 потенційних лінії A. thaliana були замовлені в Інституті Солка, а саме salk131790, salk146903, sail167a03, та salk040082, що мають вставки у регіоні 5’UTR, першому екзоні та регіоні 3’UTR гена At5g55630 (рис. 3.12). 
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Рис. 3.12. Ідентифікація мутантів із Т-ДНК вставкою для AtTPK1 

(a) Схематичне зображення чотирьох Т-ДНК вставок у AtTPK1 (At5g55630). Обидві лінії SALK_146903 та SAIL_167A03 мають вставку у першому екзоні у позиції 503 чи 620 відповідно до схеми. (b) Результати ЗТ-ПЛР аналізу експресії AtTPK1для рослин дикого типу (WT) та мутантних ліній. В ПЛР використовували специфічні праймери для ампліфікації фрагмента AtTPK1 повної довжини та праймери специфічні до послідовності гена актину (референтний ген). Мутантні лінії tpk1-1та tpk1-2 демонструють відсутність транскриптів гена AtTPK1. 
При проведенні аналізу рівня транскриптів AtTPK1 методом ЗТ-ПЛР була показана відсутність транскриптів тільки для двох гомозиготних мутантних ліній, а саме 146903 (tpk1-1) та 167a03 (tpk1-2), що свідчить про повну втрату функції цього двопорового каналу у цих лініях рослин (рис. 3.12). Крім того, слід зазначити, що електрофізіологічні дослідження струмів (Patch clamp) тонопластів вакуоль клітин рослин дикого типу та мутантних гомозиготних ліній вказують на відсутність специфічних вакуолярних струмів [79].
Клітинна локалізація AtTPK1. При транзієнтній трансформації мезофільних протопластів A. thaliana дикого типу та мутантних ліній химерним геном AtTPK1:GFP флуоресценція GFP спостерігалась виключно у тонопласті центральних вакуоль (рис. 3.13). 

Окрім того, при трансформації протопластів мутантних ліній цією генетичною конструкцією відбувалось відновлення швидких струмів [79].  
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Рис. 3.13. Вивільнення центральної літичної вакуолі із протопласту A. thaliana, трансформованого AtTPK1:GFP після осмотичного лізису. 

Шкала = 5 мкм.

Роль AtTPK1 у внутрішньоклітинному та міжклітинному розподілі К+. Рослини дикого типу (WT), мутантні лінії tpk1-1 та tpk1-2, рослини із надекспресією AtTPK1 (TPK1ox) інкубували в умовах різних концентацій K+ для того, щоб оцінити роль цього двопорового каналу в транспорті та підтримці оптимального балансу цього елемента в рослинах. У багатьох випадках були помічені значна різниця у поведінці та розвитку між різними експериментальними лініями рослин. Зокрема, коли рослини вирощували на середовищах, що мали високу (80 мМ) чи низьку (10 мкМ) концентрацію K+, обидва типи умов культивування призводили до пригнічення росту мутантних ліній, а саме tpk1-1 та tpk1-2, порівняно із рослинами дикого типу (рис. 3.14). Проте рослини лінії TPK1ox навпаки мали показники росту вищі, ніж WT (рис. 3.14). Подібні результати були отримані і для показників загальної ваги проростків, і для довжини коренів. Однак загальний вміст К+ у тканинах рослин не мав значної різниці між різними рослинними лініями (рис. 3.14). Результати нашої роботи показують негативний вплив високих та низьких концентрацій цього елемента на ріст проростків A. thaliana. Окрім того, значної різниці у вмісті К+ в тканинах дослідних рослин не було помічено. Отже, AtTPK1 не бере участі у поглинанні К+, проте є важливим для підтримки внутрішньоклітинного та міжклітинного гомеостазу К+. 
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Рис. 3.14. Ріст та вміст К+ у мутантних лініях, рослинах із надекспресією AtTPK1 та дикому типі за умов культивування на середовищах із високою (80 мМ) чи низькою (10 мкМ) концентрацією цього елемента. Статистично відмінна різниця за допомогою Т-тесту позначена при Р<0,1(*). 
Роль AtTPK1 у русі продихових клітин. Є гіпотеза, що вакуолярні струми типу (VK) беруть участь у функціонуванні продихових клітин [79]. Найповільніше закриття продихів спостерігалось для мутантних ліній рослин, швидкість закриття продихів у рослин із надекспресією AtTPK1 була вищою, ніж у рослин дикого типу (рис. 3.15). 
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Рис. 3.15. Вплив АБК (10 мкМ) на кондуктивність продихових клітин у мутантних лініях рослин (tpk1-1 та tpk1-2), дикому типі (WT) та рослинах із надекспресією AtTPK1. Представлені результати п’яти незалежних експериментів. 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.   

Попри все після інкубації із АБК протягом 2 годин кінцеві показники кондуктивності продихів не мали значної різниці для всіх трьох ліній рослин. Коли листя AtTPK1 мутантних ліній, а саме tpk1-1 та tpk1-2, обробляли грибним токсином фузікоцином (fusicoccin), що є сильним стимулятором відкриття продихів, значної різниці у кінетиці відкриття продихів не спостерігалось. 
Отримані дані свідчать про те, що втрата функції AtTPK1 у продихових клітинах зменшує вивільнення К+ із вакуолі і таким чином уповільнює закриття продихів, але не впливає на поглинання цього катіона протягом відкриття.

Роль AtTPK1 у проростанні насіння. Один із найвищих рівнів експресії AtTPK1 спостерігається у клітинах зародку [323]. Тому було вирішено перевірити, чи впливає рівень експресії цього гена на характер проростання насіння.  
Цікавим фактом є те, що проростання рослин ліній (tpk1-1 та tpk1-2) було значно повільніше, ніж дикого типу. Проте проростання рослин із надекспресією цього гена (TPKox) було швидшим за WT (рис. 3.16). Така різниця у проростанні спостерігалась лише протягом перших 2 днів після стратифікації. Дисбаланс у проростанні насіння можна посилити за допомогою додавання до середовища культивування фітогормону АБК. 

Завдяки проведенню експериментів такого типу було помічено, що процес проростання tpk1-1 та tpk1-2 мутантних ліній є значно чутливішим до впливу АБК (рис. 3.16). Ми також оцінювали швидкість проростання насіння за умови присутності К+ (20 чи 50 мM) чи його повної відсутності. Отримані дані свідчать про відсутність будь-якої значної різниці у показниках проростання в умовах різних концентрацій К+ або його дефіциту для всіх трьох рослинних ліній. Таким чином процеси ранніх етапів проростання насіння не потребують поглинання К+ рослинами із зовнішніх джерел. Рівень К+ у насінні, що проростало (1–2 дні), в контрольних умовах та у присутності АБК (2–4 дні) не зазнав значних змін і був подібний для всіх трьох ліній рослин. 

Осмопротекторна роль AtTPK1. Окрім з’ясування ролі AtTPK1 у перерозподілі К+ всередині клітини та між клітинами, було з’ясовано, що цей калієвий канал відіграє важливу роль при осмотичному стресі. Проростки A. thaliana дикого типу (WT), мутантні лінії tpk1-1 та tpk1-2, рослини із надекспресією AtTPK1 (TPK1ox) культивували на середовищі із додаванням сорбітолу, як осмотичного стресору, у двох концентраціях, а саме 180 мМ та 200 мМ. При проведенні експериментів цього типу було відмічено різницю у швидкості росту рослин різних ліній. Обидві концентрації сорбітолу в середовищі призводили до пригнічення росту мутантних ліній, а саме tpk1-1 та tpk1-2, рослинами дикого типу та лінії TPK1ox (рис. 3.17).
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Рис. 3.16. Вплив АБК на проростання насіння в мутантних лініях рослин (tpk1-1 та tpk1-2), дикому типі (WT) та рослинах із надекспресією AtTPK1. 

Приблизно 100 насінин було проаналізовано для кожної лінії рослин. Представлені результати аналізу шести незалежних експериментів. Статистично відмінна різниця за допомогою Т-тесту позначена при Р<0,1(*) та P<0,05(**). 

Було показано, що рослини мутантних ліній (tpk1-1 та tpk1-2) мають показники росту нижчі у порівнянні із рослинами дикого типу та TPK1ox (рис. 3.17). Проте рослини із надекспресію AtTPK1 демонстрували здатність рости в умовах осмотичного стресу набагато вищу, ніж WT та мутанті лінії рослин (рис. 3.17).

Отримані результати показують негативний вплив осмотичного стресу на ріст проростків A. thaliana. Проте спостерігається, що рослини із надекспресію AtTPK1 мають значно більшу стійкість до осмотичного стресу, ніж рослини дикого типу та мутантних ліній.
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Рис. 3.17. Ріст рослин мутантних ліній, з надекспресією AtTPK1 та дикого типу в умовах осмотичного стресу, а саме в присутності сорбітолу у різних концентраціях 180 мМ та 200 мМ. Представлені результати аналізу п’яти незалежних експериментів.

Фізіологічна роль AtTPK1. Рослинні вакуолі є динамічними клітинними структурами. Головними функціями цих важливих клітинних компартментів є підтримка тургорного тиску, клітинного сигналінгу, депозитування ксенобіотиків та життєво важливих для клітини сполук. Такий важливий мінеральний елемент, як К+, зберігається у вакуолях для забезпечення тургорного тиску, клітинного руху (розтягування) та для підтримки буферних характеристик К+ гомеостазу у цитозолі [79, 165]. Усі ці функції потребують відповідних механізмів транспорту, зокрема забезпечення руху продихових клітин чи розтягування клітин.  

У наших експериментах було показано, що у вакуолі клітин мутантних ліній A. thaliana, що втратили функцію цього каналу, відсутні струми VK-типу [414, 415, 416]. 

Активність AtTPK1 регулюється за допомогою цитоплазматичного рН та концентрації іонів Сa2+. AtTPK1 є високоселективним каналом за К+. Коли рослини інкубували в умовах високих (80 мМ) та малих (10 мкМ) концентрацій К+, зміни у швидкості росту проростків залежали від рівня експресії AtTPK1. Проте вміст К+ у тканинах рослини залишався незмінним і не залежав від рівня експресії гена цього каналу. Отримані дані вказують на те, що AtTPK1 бере участь у внутрішньоклітинному перерозподілі К+ та, цілком вірогідно, може впливати на ретранслокацію цього елемента між різними типами тканин. Обидва процеси стають особливо важливими в умовах високих чи низьких концентрацій цього мінерального елемента у зовнішньому середовищі для того, щоб підтримувати адекватний рівень К+ у цитозолі [417]. Регуляція руху продихів залежить від руху К+ та інших осмотиків між вакуолею продихової клітини та апопластом [418]. В умовах постійного освітлення всі три лінії рослин із різним рівнем експресії AtTPK1 демонстрували стовідсоткову продихову кондуктивність для цілого листка. Проте при додаванні АБК відбувається швидке зменшення продихової кондуктивності листя у рослинах дикого типу і зменшує наполовину цей показник. Окрім того, слід зазначити, що відповідь на дію АБК була значно повільнішою для мутантних ліній рослин із втраченою функцією AtTPK1, а для рослин із надекспресією гена цього каналу швидшою. Ніяких змін між лініями рослин не було помічено при обробці рослин фузікоцином. АБК безпосередньо впливає на клітини продихів та вмикає вивільнення К+ із вакуоль клітин цього типу [418]. Наші результати підтверджують модель вивільнення іонів К+ із вакуоль продихових клітин за умови впливу АБК, що у свою чергу є важливою умовою для закриття продихів. Хоча продихові клітини і зачинялись при дії АБК, але цей процес відбувався значно повільніше, ніж у рослинах дикого типу. Отже, відповідно до результатів наших експериментів можна стверджувати, що AtTPK1 бере участь у закритті продихів клітин шляхом вивільнення К+ із вакуолі.

AtTPK1 є також важливим для проростання насіння. Відповідно до даних наших експериментів насіння мутантних tpk1 ліній проростає повільніше, ніж у дикого типу чи рослин із надекспресією цього гена. Особливо це помітно при обробці насіння АБК. Такі результати свідчать про те, що функція AtTPK1 є відносно незалежною від дії АБК. Ще й більш того слід зазначити, що саме робота AtTPK1 є важливою для процесу проростання і може компенсувати результати негативної регуляції за допомогою АБК. Хоча наші дані і не забезпечують беззаперечних та чітких доказів ролі AtTPK1 у проростанні, проте дуже вірогідно, що підсилення експресії AtTPK1 у клітинах рослин зародка та ендосперму потрібно для генерації тургорного тиску шляхом депозитування К+ у вакуолях [419]. Таке збільшення тургорного тиску необхідне для подальшого росту клітин шляхом розтягування.     

Результати із моделюванням осмотичного стресу шляхом додавання сорбітолу до середовища культивування вказують на участь цього каналу в захисті клітини від наслідків цього типу шоку. Відомо, що К+ є одним із головних осмопротекторів у клітині. Цілком можливо, що вивільнення цього катіона із вакуоль у цитоплазму відбувається інтенсивніше у рослин із надекспресією гена цього каналу. Тому такі рослини отримують ряд переваг при дії осмотичного стресу у порівнянні із диким типом та мутантними лініями. Слід зазначити, що регуляція активності AtTPK1 проходить за допомогою іонів Сa2+ та 14-3-3 білків [171]. Цілком ймовірно, що при осмотичному стресі відбувається збільшення цитоплазматичної концентрації Сa2+, що у свою чергу призводить до збільшення пропускної здатності AtTPK1-каналу. До того ж слід зазначити, що при сольовому стресі спостерігається фосфорилювання деяких сайтів цього каналу за допомогою залежних від Сa2+ протеїнкіназ родини CDPK [420]. Отже, AtTPK1 може брати участь у відповіді рослин на дію осмотичного стресу. 

Хотілось би ще раз зазначити, що AtTPK1 є калієвим каналом тонопласту центральної вакуолі. AtTPK1 відіграє важливу роль у розподілі К+ всередині клітини та між клітинами різних типів тканин. AtTPK1 є важливим компонентом процесів закриття продихів, проростання насіння, росту клітин та захисту від наслідків осмотичного стресу. 

Функції та фізіологічна роль каналів ТРК із рису. Геном рису кодує три різних ізоформи каналів родини ТPK, а саме OsTPKa, OsTPKb та OsTPKс. За своєю амінокислотною послідовністю OsTPKa та OsTPKb є дуже подібними між собою та також мають високу ступінь подібності до AtTPK1 з A. thaliana. Відповідно до результатів попереднього аналізу послідовностей та філогенетичного аналізу припускалося, що OsTPKa та OsTPKb будуть мати схожі фізіологічні функції та клітинні локалізації. У нашій роботі було проведено клонування генів цих каналів, молекулярно-генетичний та функціональний аналізи, встановлено деякі характеристики внутрішньоклітинного транспорту та фізіологічну роль OsTPKa та OsTPKb.       

Роль OsTPKb у процесах росту, розвитку та формування насіння рису. Для визначення функціональної ролі двопорового каналу OsTPKb у рослинах рису було проведено пошук мутантних ліній за цим геном за допомогою декількох онлайн-ресурсів з вивчення геному цієї важливої агрокультури. Внаслідок такого пошуку було відібрано дві мутантні лінії, що відрізняються за природою мутації, а саме мутації на основі вставки ретранспозону Tos17 та Т-ДНК (рис. 3.18). Насіння ліній цих рослин було замовлено у двох різних незалежних центрах дослідження геному рису. Отримане насіння пророщували та виділяли ДНК з пророщених рослин для подальшого пошуку гомозиготних ліній і використання у експериментах. Методом ПЛР аналізу було відібрано 3 гомозиготні рослини лінії PFG_2D-41178.R (Т-ДНК вставка) та 2 лінії NF6453 (Tos 17) (рис. 3.19). Після підтвердження гомозиготності у відібраних мутантних рослинах було перевірено експресію гена двопорового каналу OsTPKb методом ЗТ-ПЛР. У ході аналізу експресії вищезазначеного гена було виявлено відсутність транскриптів OsTPKb у гомозиготних рослинах обох мутантних ліній (рис. 3.20). Відібрані у ході аналізу рослини переносили на рідке гідропонне середовище для подальшого культивування. Під час культивування рослин було виявлено, що відсутність продуктів гена OsTPKb в рослинах суттєво впливає на їхній ріст та розвиток. Мутантні рослини мали набагато менші темпи приросту маси, ніж гетерозиготні рослини та рослини дикого типу (рис. 3.21). Окрім того, відповідно до наших спостережень, мутації у гені OsTPKb призводили до часткової стерильності дорослих рослин. 
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Рис.3.18. Схема інсерційних мутацій гена OsTPKb (Os07g01810) у двох різних лініях рису. (a) Схематичне зображення вставки у лінії NF6453 (Tos17). (b) Схематичне зображення вставки у лінії PFG_2D-41178.R (Т-ДНК).
Однією із головних проблем дослідження функціональної ролі K+ каналу OsTPKb було отримання життєздатного насіння. Насіння, що формувалось у гомозиготних мутантних рослин, мало слабкі показники проростання та переважно було «пустим» чи з дефектами. 

Відомо, що OsTPKb є головним K+ каналом протеїнових вакуоль рослин [165, 202, 421]. Клітини тканин насіння, а саме клітини алейронового шару, є особливо збагачені на протеїнові вакуолі. Протеїнові вакуолі виконують важливу функцію зберігання поживних речовин та важливих мінеральних елементів [79, 202] у насінні. Можливо, що саме функція цих унікальних рослинних клітинних органел є надзвичайно важливою для успішного формування насіння рослин. Тому було вирішено вивчити морфологію алейронового шару насіння рису, що формується у мутантних рослин за геном OsTPKb. Завдяки проведенню електронної мікроскопії були виявлені значні порушення у морфології клітин алейронового шару насіння мутантних рослин рису та клітин суміжних тканин (рис. 3.22). 
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Рис.3.19. Визначення генотипу рослин для двох інсерційних мутантних ліній рису. Hm – гомозигота; Hz – гетерозигота; Wt – дикий тип. (a) Лінія NF6453 (Tos17): 1, 3, 5, 7, 9, 11 – ПЛР із праймерами OsTPKb(с)_for та OsTPKb(с)_rev. 2, 4, 6, 8, 10, 12 – ПЛР із праймерами OsTPKb(с)_rev та Tos17-1_rev. Групи 1 та 2; 3 та 4; 5 та 6; 7 та 8; 9 та 10; 11 та 12 – зразки ДНК із окремих рослин. (b) Лінія PFG_2D-41178.R (Т-ДНК): 1, 3, 5, 8, 10, 12 – ПЛР із праймерами PFG_for та PFG_rev. 2, 4, 6, 9, 11, 13 – ПЛР із праймерами PFG_rev та OsTPKb(с)_rev. Групи 1 та 2; 3 та 4; 5 та 6; 8 та 9; 10 та 11; 12 та 13 – зразки ДНК із окремих рослин. 

Клітини алейронового шару мутантних рослин характеризувалися відсутністю протеїнових вакуоль та інших структур для зберігання та запасання корисних мінеральних елементів і поживних речовин (рис. 3.22). Окрім того, внаслідок таких порушень насіння рису було нездатне сформувати повноцінний набір клітин алейронового шару та, можливо, мало негативний вплив на сусідні клітини зародка.

Отже, згідно з нашими спостереженнями функція K+ каналу OsTPKb є вкрай важливою та необхідною для повноцінного розвитку і розмноження рослини. На нашу думку, підсилення експресії гена OsTPKb веде до посилення стійкості рослин до деяких типів абіотичних стресів, а саме засолення та осмотичного шоку. 
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Рис.3.20. ЗТ-ПЛР аналіз транскриптів гена OsТРКb у рослинах дикого типу (Wt), гетерозиготних (Hz) та гомозиготних рослинах (Hm) мутантних ліній NF6453 (Tos17) та PFG_2D-41178.R (Т-ДНК). OsTPKb – ПЛР фрагменти транскриптів гена двопорового калієвого каналу OsTPKb; OsAct1– ПЛР фрагментів гена актина 1. 1 – Wt, 2 - Hm (PFG_2D-41178.R), 3 – (PFG_2D-41178.R), 4 – Hm (PFG_2D-41178.R), 5 – Hm (NF6453).
Ці дані свідчать на користь того, що протеїнові вакуолі, в яких локалізується OsTPKb, можуть бути дуже важливими органелами для осморегуляції, а OsTPKb є ключовим гравцем підтримування цієї функції. Аналіз даних із онлайн-ресурсу Genevestigator (https://genevestigator.com/gv/) вказує на те, що рівень транскриптів цього гена збільшується за умови впливу сольового та осмотичного стресів [165]. Окрім того, відповідно до даних із Genevestigator, найвищий рівень експресії OsTPKb відбувається на ранніх етапах проростання, де роль протеїнових вакуоль є надзвичайно важливою. 

Слід зазначити, що збагачення цитоплазми клітин зародка на K+ є одним із пускових механізмів запуску активного метаболізму проростання рослини. Саме у цих процесах роль OsTPKb є вагомою. Відомо, що K+ є дуже важливим мінеральним елементом для росту та розвитку рослин. Цей елемент бере участь у понад 200 різних ферментативних реакцій у клітині. Канали родини ТРК є одними із ключових елементів підтримання K+ гомеостазу в рослині. Тому можливе зменшення рівня накопичення та вмісту K+ у рослинах рису з мутантним геном OsTPKb призводило до значного гальмування росту та розвитку рослин.
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Рис. 3.21. Фенотипи рослин дикого типу (Wt) та мутантних за геном OsTPKb ліній рису (mut). 

Унікальна локалізація цього каналу у протеїнових вакуолях робить його надзвичайно важливим для повноцінного формування та функціонування насіння. 

Отже, внаслідок пошуку та аналізу мутантів рису за геном OsTPKb було відібрано гомозиготні рослин двох ліній, що мали повну відсутність експресії цього гена. Морфологічний аналіз отриманих гомозиготних рослин з мутантним геном OsTPKb вказує на те, що цей K+ двопоровий канал суттєво впливає на ріст та розвиток рослин. Було показано, що мутації гена OsTPKb призводять до часткової стерильності рослин та порушень у формуванні насіння. Електронно-мікроскопічний аналіз показав, що алейроновий шар у незрілому насінні мутантних рослин має морфологічні аномалії та характеризується відсутністю протеїнових вакуоль і деградованою структурою клітин.

Отож OsTPKb має велике значення для росту та розвитку рослини і формування насіння.
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Рис. 3.22. Результати трансмісійної електронної мікроскопії алейронового шару незрілого насіння рису дикого типу (Wt) та мутантної за геном OsTPKb лінії (mut). 

ал – клітини алейронового шару; в – вакуолі; я – ядра.  

Роль калієвого каналу OsТРКa рису в механізмах стійкості до сольового стресу та дефіциту води. У процесі трансформації методом індукції калюсу в зрілих зернівках рису за допомогою генетичної конструкції для надекспресії OsТРКa було проведено селекцію на середовищі, що містило гігроміціцин А. У ході ПЛР аналізу трансформантів, стійких до гігроміцину А, було відібрано 12 незалежних ліній (рис. 3.23). Для перевірки функціональності отриманих трансгенних рослин було проведено аналіз експресії гена, що кодує калієвий канал OsTPKa, за допомогою ПЛР у реальному часі зі зворотною транскрипцією. Під час проведення такого аналізу було відібрано 8 ліній, у яких рівень експресії OsTPKa був суттєво вищий, ніж у контрольних рослинах (рис. 3.24). Рівень транскриптів OsTPKa у трансформантах відрізнявся від контрольного від 40 до 100 разів. Для проведення подальших досліджень було відібрано 4 лінії рослин, а саме 2, 4, 6 та 8, що мали схожий рівень експресії OsTPKa. 

Відібрані трансгенні лінії рослин разом із контрольними рослинами переміщували для подальшого аналізу на рідке гідропонне середовище для моделювання сольового стресу із додаванням NaCl (50 мМ), створення умов водного стресу із додаванням поліетиленгліколю з молекулярною вагою 4000 (PEG 4000) до кінцевої концентрації 20%, дефіциту іонів калію. 
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Рис.3.23. ПЛР аналіз первинних трансформантів рису за допомогою праймерів, специфічних до CaMV 35S промотора та кодуючої послідовності OsTPKa: 1, 19 – негативний контроль, без матриці, 2-18, 20-36 – геномна ДНК із незалежних трансформованих ліній рису. M – молекулярний маркер. Лінії, відмічені зірочками, були відібрані для подальшого аналізу. 

Як демонструють наші аналізи, всі ці типи стресів, що були протестовані у ході експериментів, суттєво принижують швидкість росту і контрольних рослин, і трансгенних (рис. 3). Проте аналіз відносного рівня росту дослідних рослин показує, що посилення експресії OsTPKa призводить до покращення росту на підвищених концентраціях NaCl (рис. 3.25). Цікавим фактом є те, рівень відносного приросту рослин майже не відрізнявся для трансгенних та контрольних рослин при вирощуванні їх на середовищі, вільному від калію (рис. 3.25). 
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Рис.3.24. Оцінка рівня експресії OsTPKa у трансформантах рису за допомогою ПЛР у реальному часі із зворотною транскрипцією: К – нетрансформований контроль, OsTPKa 1,2,3,4,5,6,7,8 –трансформовані лінії рису. 
Невелика варіація, що спостерігалась для даного типу експериментів, була у межах похибки. Експерименти із вирощуванням рослин на середовищі із 20% поліетиленгліколем 4000, що моделює водний дефіцит, демонструють більшу стійкість трансгенних рослин до цього роду стресу. Різниця у відносному рівні приросту у рослин із підвищеною експресію OsTPKa була навіть вищою, ніж у експериментах із сольовим стресом (рис. 3.25). 

У виконаній роботі нам було також цікаво дослідити, як підвищення експресії гена калієвого каналу OsTPKa може впливати на накопичення іонів Na+ та гомеостаз K+ у рослинах. Результати із аналізу вмісту такого цитотоксичного іону, як Na+, показують, що підвищення експресії гена цього каналу позитивно впливає на рослини і зменшує рівень іонів у рослинних Na+ тканинах (рис. 3.26). Вимірювання вмісту іонів Na+ проводилось і для надземних частин рослини, і для кореневої системи. 
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Рис. 3.25. Відносний приріст маси в OsTPKa-трансформантах та контрольних рослинах 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).  

Як показують досліди із вимірюванням вмісту Na+ у пагонах, трансгенні рослини містили значно нижчий рівень цього іона у порівнянні з контрольними рослинами (рис. 3.26). 
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Рис. 3.26. Вміст іонів Na+ у тканинах трансформованих та контрольних рослин, що зазнали дії сольового стресу та дефіциту K+. К – нетрансформовані контрольні рослини, OsTPKaox – трансформанти із підвищеним рівнем експресії OsTPKa. Контроль – стандартне поживне середовище, 0 К+ 50мМ NaCl – середовище без калію із додаванням 50мМ NaCl (сольовий стрес та дефіцит калію), 0 К+ – середовище без калію (дефіцит калію). (a) Вміст Na+ в пагонах. (b) Вміст Na+ в коренях.

Подібна картина спостерігалась і при аналізі вмісту Na+ у коренях рослин рису. Здебільшого рівень Na+ був нижчий у порівнянні з тканинами контрольних рослин за винятком експерименту із вирощування рослин на вільному від K+ середовищі (рис. 3.26). Проте такий дисбаланс у вмісті іонів натрію між коренем та пагоном можна пояснити компенсаторними механізмами рослини для підтримування адекватного осмотичного статусу. 

Існує декілька робіт, що свідчать про накопичення Na+ у тканинах при дефіциті іонів K+ [26, 80]. Окрім того, слід зазначити, що накопичення іонів відбувалось саме у кореневій системі, а не пагоні, де проходить активний фотосинтез і надмірний вміст іонів Na+ буде негативно впливати на цей важливий біохімічний процес. Тому здійснюється перерозподіл K+ у тканини із активними біосинтетичними процесами, а іони Na+ будуть накопичуватись у менш вибагливих та метаболічно важливих тканинах рослин, а саме коренях (рис. 3.26).  

Механізми регуляції осмотичного та сольового стресів за допомогою двопорових каналів OsТРКa чи OsТРКb у рисі. Завдяки нашим експериментам було виявлено, що підвищення експресії гена, який кодує калієвий канал OsTPKa в рисі, може суттєво підвищити показники соле- та посухостійкості цих рослин. 

Слід зазначити, що за нашими попередніми даними надекспресія OsTPKb у рослинах рису призводить до підвищення стійкості рослин до дії сольового та осмотичного стресів [165, 179]. 

Біоінформатичний аналіз рівня експресії OsTPKb при дії осмотичного та сольового стресів вказує на те, що ці типи стресів можуть бути індукторами експресії гена цього каналу (рис. 3.27).

За попередньою оцінкою, на відміну від OsTPKa трансформантів, характер відповіді рослин, трансформованих геном OsTPKb, дещо відрізнявся. Рослини, трансформовані OsTPKb, демонструють дещо вищі темпи приросту у порівнянні із контролем в умовах помірного сольового стресу (50 мМ NaCl) (рис. 3.27). 
[image: image50.emf]
Рис. 3.27. Рівень транскриптів генів OsTPKa, OsTPKb та OsTPKc у різних умовах інкубування та за дії різних типів стресів. Профілі експресії цих генів розподілено на п’ять різних груп відповідно до природи стимулу. Перша група відноситься до дії абіотичних стресів різних типів. Друга об’єднує у собі різні умови культивування. До третьої належить дія фітогормонів різних видів. Четверта група показує зміни у відповіді на дію елісіторів. Остання п’ята група відноситься до дії різних типів біотичного стресу (вірус – RSV: rice stripe virus; грибок – M. grisea: rice blast fungus). Всі дані були адаптовані із веб-ресурсу Genevestigator (www.genevestigator.com) [165].  

Інша серія експериментів свідчить про те, що у порівнянні із контрольними рослинами, OsTPKb-трансформанти показують себе стійкішими в умовах помірного сольового стресу (25 мМ NaCl) із додаванням 50 мкМ KCl. Окрім того, рослини, трансформовані OsTPKb, демонструють деяку стійкість при дії водного стресу (16% поліетиленгліколь) [179]. 
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Рис. 3.28. 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).  

Тому цілком вірогідно, що деякі механізми осмопротекції рослинних клітин іонами K+ опосередковані роботою калієвого каналу протеїнових вакуоль OsTPKb [165]. Ймовірно, що цей калієвий канал відіграє важливу роль і при регуляції водного стресу під час проростання насіння та захисті його клітин від токсичного впливу NaCl та осмотичного шоку. За своїми показниками приросту в умовах сольового стресу, зазвичай, OsTPKb-трансформанти мали індекси росту дещо вищі, ніж у рослин, трансформованих OsTPKa [179].

Варто також зазначити, що всі рослини із надекспресією OsTPKb росли на середовищі із низьким вмістом K+ краще, ніж контрольна вибірка рослин (рис. 3.27). Отже, прийом підсилення експресії OsTPKb в рослинах може стати у нагоді для подальшої розробки та створення рослин невибагливих до вмісту K+ у ґрунті та менш залежних від калійних добрив. 
Отже, у ході виконання експериментів було виявлено, що трансформація рису генами калієвих каналів родини ТРК може суттєво підвищити показники соле- та посухостійкості рослин. 

Можна впевнено стверджувати, що надекспресія OsTPKa призводить до суттєвого підвищення показників посухостійкості рослин та зменшення вмісту цитотоксичного Na+ у пагонах (активних біосинтетичних тканинах). Можливим механізмом такого підвищення стійкості є покращення гомеостазу K+ рослини. Цілком вірогідно, що тканини трансгенних рослин із надекспресією OsTPKa містили у собі більше іонів K+, ніж дикий тип. Тому такі рослини, що мають покращений гомеостаз K+, накопичують у своїх тканинах суттєво меншу кількість цитотоксичного Na+ для подолання осмотичного шоку. Осмотичний шок тісно пов'язаний із сольовим стресом та водним дефіцитом. 

Із вищесказаного можна зробити висновок, що застосування підходу підтримання високих концентрацій K+ у цитоплазмі по відношенню до Na+ у рослинних тканинах є перспективним напрямком для подальшого застосування у біотехнології рослин. Наші дані свідчать про те, застосування калієвих каналів родини ТРК для покращення характеристик соле- та посухостійкості рослин, а саме рису, підвищення експресії генів, що кодують калієві канали, може позитивно впливати на ці показники та покращити гомеостаз K+ у рослині. Крім того, варто зазначити, що характер стійкості рослин до дії сольового та водного стресів залежить від типу гена, що зазнавав надекспресії чи був додатково привнесений у геном рослини, та фізіологічної ролі відповідного транспортного протеїну. 

Вакуолярна локалізація OsТРКa та OsТРКb. У попередніх роботах уже було показано більшість представників ТРК-каналів із A. thaliana, а саме AtTPK1, AtTPK2 та AtTPK5, локалізовані у тонопласті великої літичної вакуолі [168, 171]. Для того щоб зрозуміти можливу роль рисових калієвих каналів родини ТРК, були отримані та клоновані дві ізоформи OsTPKa (Os03g54100) та OsTPKb (Os07g01810). Для того щоб з’ясувати мембранну локалізацію цих двох ізоформ OsTPK, до С-кінця EYFP (Enhanced yellow fluorescent protein) приєднували кодуючу послідовність OsTPKa та OsTPKb для подальшої експресії цього химерного гена у протопластах рослин (рис. 3.29). Відповідно до результатів наших досліджень флуоресценцію EYFP спостерігали переважно у великих літичних вакуолях для OsTPKa чи у протеїнових вакуолях для OsTPKb. Слід зауважити, що у деяких випадках незначний відсоток EYFP флуоресценції спостерігали і у ендоплазматичному ретикулюмі (рис. 3.29). Великою несподіванкою для нас стала локалізація OsTPKb у тонопласті протеїнових вакуоль. У порівнянні із літичною вакуолею, що має кислий рН і таким чином акумулює у собі індикатор – червоний нейтральний, клітинні компартменти, які мали флуоресценцію EYFP злитого із OsTPKb, не мали кислого рН (рис. 3.30). Згідно з нашими результатами флуоресценція OsTPKb- EYFP спостерігається у малих вакуолярних структурах, що схожі на протеїнові вакуолі [202, 420, 421]. Протеїнові вакуолі є звичайними для клітин мезофілу рису, проте особливо збагачені на цей тип вакуоль є клітини репродуктивних тканин, зокрема клітини алейронового шару зернівки [420, 421]. Клітини алейронового шару зрілих зернівок рису особливо збагачені на протеїнові вакуолі, проте клітини алейронового шару зернівок, що формуються, також додатково містять великі літичні вакуолі. 
Трансформація протопластів із алейронового шару незрілих зернівок конструкціями із OsTPKa:EYFP чи OsTPKb:EYFP знову підтвердила різну вакуольну локалізацію цих двох каналів (рис. 3.32). Флуоресценція OsTPKb-EYFP спостерігалась лише у малих протеїнових вакуолях. 

Було показано, що деякі аквапорини родини TIP (Tonoplast intrinsic protein, внутрішній протеїн тонопласту) локалізуються у різних типах вакуолі. Ці мембранні білки можна використовувати як маркери для розпізнавання типу вакуолі [188, 421, 422, 423, 424].

Тому ми провели досліди із колокалізацією OsTPKa чи OsTPKb із протопластами маркерної лінії A. thaliana -TIP-GFP (Green fluorescent protein). 
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Рис. 3.29. Вакуолярна локалізація каналів OsTPKa та OsTPKb в протопластах рису. 
 (a) Вторинна структура OsTPKa (синій колір) та OsTPKb (зелений колір) показує розташування трансмембранних доменів, 14-3-3 мотиву на N-кінці та EF мотивів на C-кінці. Зображення протопластів та вакуоль, вивільнених із них, показані у світлому полі (ліворуч) та флуоресценці при флуоресценції (праворуч). OsTPKa-EYFP локалізується у центральних літичних вакуолях (LV), а OsTPKb-EYFP у чисельних, невеликих за розміром протеїнових вакуолях (PSV). Шкала = 5 мкм.  

(b) Клітинний розподіл флуоресценції OsTPKa-EYFP чи OsTPKb-EYFP злитих білків у літичних вакуолях (LV), протеїнових вакуолях (PSV) та ендоплазматичному ретикулюмі (ER) у трансформованих протопластах.
Протопласти цієї маркерної лінії трансформували конструкцією із OsTPKb:RFP (Red fluoresecnt protein). Характер флуоресценції RFP майже на 100% співпадає із GFP (рис. 3.33). Ці результати свідчить про те, що і -TIP (маркер протеїнових), і OsTPKb локалізовані в одному і тому ж клітинному компартменті. 
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Рис. 3.30. Аналіз рН у різних типів вакуоль. 
Вакуолі із протопластів, що містили TPKb-EYFP, обробляли індикатором рН – нейтральним червоним. (a) Індикатор забарвлює літичну вакуолю (LV) із кислим середовищем, але не забарвлює протеїнові вакуолі (PSV). (b) EYFP флуоресценція протеїнових вакуоль (PSV).     
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Рис. 3.31. Локалізація OsTPKa та OsTPKb злитих із N-кінцем EYFP у протопластах мезофілу рису. Верхня панель – світле поле. Нижня панель – флуоресцентні зображення OsTPKa у літичній вакуолі та OsTPKb у протеїнових вакуолях. Шкала = 5 мкм.
У порівнянні із OsTPKb, OsTPKa демонструє клітинну локалізацію відмінну від -TIP (рис. 3.33). Ми також провели транзієнтну експресію TPKb:RFP у протопластах, що експресують -TIP:EYFP (рис. 3.33). У цьому випадку флуоресценція RFP зовсім не співпадала із характером флуоресценції EYFP (рис. 3.33). 
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Рис. 3.32. Локалізація OsTPKa та OsTPKb злитих із С-кінцем EYFP в протопластах алейронового шару незрілих зернівок рису. Верхня панель – світле поле. Нижня панель – флуоресцентні зображення OsTPKa у літичній вакуолі та OsTPKb у протеїнових вакуолях. LV-літична вакуоль; PSV-протеїнова вакуоль. Шкала = 5 мкм.

Отримані дані свідчать про те, що OsTPKb та -TIP (маркер літичних вакуоль) мають різну клітинну локалізацію. Окрім того, була проведена коекспресія генів обох OsTPK каналів, злитих чи з RFP, чи з EYFP. Відповідно до наших результатів флуоресценція OsTPKa-RFP та OsTPKb-EYFP спостерігалась у різних клітинних компартментах (рис. 3.33). Отже, отримані результати свідчать про те, що, незважаючи на високий ступінь ідентичності і за нуклеотидною послідовністю, і за амінокислотною композицією, OsTPKa та OsTPKb мають різну не тільки клітинну локалізацію, а і вакуолярну. OsTPKa локалізований у тонопласті великої літичної вакуолі, а OsTPKb розташований у мембрані протеїнових вакуоль.
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Рис. 3.33. 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.

Особливості клітинного транспорту OsТРКa та OsТРКb до різних типів вакуоль. Існуюча модель транспорту вакуолярних білків базується на тому, що всі вони транспортуються у літичну вакуолю через проходження резервуарів ендоплазматичного ретикулюму та системи апарату Гольджі. Відповідно до цієї моделі транс-ділянка цієї органели продукує клатринові везикули, що забезпечують сполучення апарату Гольджі з подібними до ендосом превакуолярними компартментами [232, 425]. На відміну від цієї моделі, існує низка експериментальних даних, які вказують на те, що транспорт білків до протеїнових вакуоль може здійснюватись і з залученням апарату Гольджі, і без цієї клітинної органели [190, 230, 232, 248, 271, 270, 426]. Деякі білки запасу, зокрема лектини, транспортуються через систему апарату Гольджі, де вони агрегують у щільні везикули без клатрину для того, щоб у подальшому злитися із протеїновими вакуолями [270, 271]. Інший клас протеїнів запасу, зокрема глобіни та цис-протеїназа, транспортуються у протеїнові вакуолі без залучення апарату Гольджі. Такі протеїни формують великі агрегати у специфічних регіонах гладенького ендоплазматичного ретикулюму, де відбувається брунькування (відокремлення) великих везикул, що у подальшому досягають протеїнових вакуоль за допомогою невідомого механізму [426]. Транспорт інтегральних мембранних білків до тонопласту літичної вакуолі відбувається із залученням системи апарату Гольджі. 

В одній із попередніх робіт було показано, що AtTPK1 із A. thaliana транспортується до літичної вакуолі саме із залученням апарату Гольджі [173]. Варто зауважити, що транспорт мембранних білків до превакуолярних компарментів чи компарментів, подібних до протеїнових вакуоль, може проходити безпосередньо із ендоплазматичного ретикулюму до органели призначення без залучення апарату Гольджі [225]. Наприклад, деякі вакуолярні аквапорини, зокрема -TIP, транспортуються до протеїнових вакуоль за допомогою везикул, що походять безпосередньо із ендоплазматичного ретикулюму [228, 232, 426]. 

Для того щоб з’ясувати, чи транспортують білки калієвих каналів OsTPKa та OsTPKb до своїх органел призначення із залученням апарату Гольджі, ми застосували грибний антибіотик брефелдін А, що інгібує транспорт протеїнів між ендоплазматичним ретикулюмом та апаратом Гольджі шляхом порушення мембранної цілісності Гольджі [232, 427]. 
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Рис. 3.34. Вплив брефелдіну А на клітинну локалізацію OsTPKa та OsTPKb у клітинах тютюну та протопластах рису та ячменю. (a) Флуоресценція OsTPKa:EYFP в епідермальних клітинах тютюну спостерігається на периферії, що відповідає тонопласту літичної вакуолі. Флуоресценція OsTPKa-EYFP в клітинах, оброблених брефелдіном А (bref), спостерігається в мембранних структурах, подібних до ендоплазматичного ретикулюму. (b) Експресія OsTPKa:EYFP в контрольних протопластах рису. Обробка брефелдіном (bref) зміщує флуоресценцію із літичних вакуоль до везикул, подібних за своєю структурою до протеїнових вакуоль. (с) Обробка трансформованих протопластів рису брефелдіном А не впливає на характер локалізації OsTPKb у протеїнових вакуолях. (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.

Транзієнтна експресія OsTPKa:EYFP в клітинах листка тютюну шляхом агробактеріальної інфільтрації показала флуоресценцію EYFP злитого із цим білком у тонопласті центральної літичної вакуолі (рис. 3.34). Обробка клітин брефелдіном А призводила до накопичення флуоресценції у мембранних та везикулярних структурах, що є подібними до структур ендоплазматичного ретикулюму та відрізняються від тонопласту літичної вакуолі. Отримані результати свідчать про те, що транспорт OsTPKa до тонопласту літичної вакуолі чутливий до впливу брефелдіну А і залежить від функціонування апарату Гольджі. Для того щоб зрозуміти роль апарату Гольджі в транспорті OsTPKa, ми обробили протопласти мезофілу рису та ячменю брефелдіном А безпосередньо після трансформації клітин чи OsTPKa:EYFP, чи OsTPKb:EYFP (рис. 3.34). Отримані результати вказують на те, що брефелдін А суттєво впливає на характер локалізації OsTPKa у протопластах та призводить до зміщення EYFP флуоресценції із літичних вакуоль до везикулярних компартментів, подібних до протеїнових вакуоль (рис. 3.34). На відміну від OsTPKa, характер локалізації OsTPKb не змінювався при обробці протопластів брефелдіном А (рис. 3.34). Такі ж ефекти зміни клітинної локалізації при застосуванні брефелдіну А спостерігалась і для протопластів ячменю, трансформованих OsTPKa:EYFP чи OsTPKb:EYFP (рис. 3.34). 

Отже, отримані нами дані свідчать про те, що транспорт OsTPKa відбувається із залученням систем апарату Гольджі, проте транспорт OsTPKb до протеїнових вакуоль може відбуватись без залучення цієї органели. Однак цілком вірогідно, що транспорт OsTPKb може відбуватись через цис-ділянку апарату Гольджі, що є менш чутливою до дії брефелдіну А [427].                  

Роль С-кінця ТРК каналів рису у різній органельній адресації. Функція білків дуже часто пов’язана із їхньою клітинною локалізацією та тим, як ці протеїни досягають кінцевого пункту призначення. Для того щоб зрозуміти механізми різної клітинної локалізації OsTPKa та OsTPKb, було створено серію химерних протеїнів, що складаються із різних частин одного та іншого калієвого каналу. Створення таких химерних протеїнів дає змогу зрозуміти та ідентифікувати потенційний регіон каналу, що відповідає за вакуолярне розпізнавання та клітинну локалізацію. 

При заміні цілого цитоплазматичного N-кінця OsTPKa, що містить регуляторну 14-3-3 ділянку, на відповідний домен із OsTPKb призводило до того, що флуоресценція EYFP спостерігалась лише у ендоплазматичному ретикулюмі (рис. 3.35). Зменшення розміру домену для обміну, що все ще містить регуляторну 14-3-3 ділянку, значно не змінювало характер флуоресценції (рис. 3.35). У подальшому ми замінили лише ділянку N-кінця вище регуляторної 14-3-3 послідовності відповідною ділянкою із OsTPKb. У цьому випадку флуоресценція також спостерігалась у ендоплазматичному ретикулюмі (рис. 3.35). 
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Рис. 3.35. Клітинна локалізація OsTPKa-OsTPKb химерних білків у протопластах рису при заміні ділянок N-кінця. Ліворуч – вторинна структура, що складається із доменів OsTPKa (синій колір) та із ділянок OsTPKb (зелений колір). Праворуч – кількісний аналіз розподілу флуоресценції між літичнимим вакуолями (LV), протеїновими вакуолями (PSV) та структурами ендоплазматичного ретикулюму (ER). (a, b та c) Різні за своєю довжиною заміни ділянок N-кінця OsTPKa на відповідні ділянки OsTPKb. Шкала = 4 мкм.
Для того щоб перевірити, чи впливає регіон трансмембранних доменів на вакуолярну локалізацію, була сконструйована химера, де половина C-кінця OsTPKa була замінена на відповідний регіон OsTPKb. Відповідно до отриманих результатів флуоресценція EYFP спостерігалась лише в резервуарах ендоплазматичного ретикулюму (рис. 3.36). У подальшому ми замінили тільки четвертий трансмембранний домен та цитозольну частину C-кінця OsTPKa на еквівалентний регіон OsTPKb. Оцінка EYFP локалізації показала, що майже у 85% трансформованих протопластів флуоресценція спостерігається у протеїнових вакуолях (рис. 3.36). У подальшому химерні білки створювали із зменшенням розміру регіону C-кінця OsTPKa для заміни на відповідний регіон OsTPKb. Протеїни, що містили всі чотири трансмембранних домени OsTPKa та цитозольний C-кінець OsTPKb, показують клітинну локалізацію подібну до химери, яка містила останній четвертий трансмембранний домен та цитозольний C-кінець OsTPKb (рис. 3.36). 
[image: image59.jpg]



Рис. 3.36. Клітинна локалізація OsTPKa:OsTPKb химерних білків в протопластах рису. 
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Рис. 3.36. (Продовження) 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). Праворуч – кількісний аналіз розподілу флуоресценції між літичними вакуолями (LV), протеїновими вакуолями (PSV) та структурами ендоплазматичного ретикулюму (ER). (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. (е) Заміна у С-кінці після першого EF-мотиву на відповідну ділянку OsTPKb. (f) Химери, що мають лише другий EF-мотив від С-кінця. (g) Заміна останніх восьми амінокислотних залишків на відповідні із OsTPKb. Шкала = 5мкм. 
Отже, наші спостереження вказують на те, що присутність трансмембранних доменів від OsTPKb не потрібна для того, щоб досягти локалізації химерного білка у протеїнових вакуолях. Проте присутність цитозольного C-кінця OsTPKb у химерах є необхідною умовою для локалізації цих білків у протеїнових вакуолях (рис. 3.36). При заміні у химерному білку ділянки C-кінця OsTPKa, що починається перед першим EF-мотивом, на відповідний регіон з OsTPKb флуоресценція спостерігається також у протеїнових вакуолях (рис. 3.36). Проте, коли один з EF-мотивів у послідовності OsTPKa залишався незмінним, а міняли ділянку С-кінця лише із одним (дальнім) EF-мотивом OsTPKb, тоді деякі зміни у клітинній локалізації цього химерного білка були відмічені. Хоча через 24 години після трансформації химерний білок цієї конструкції накопичувався у протеїнових вакуолях у 85% випадків, через 12 годин після трансформації 55% трансформованих протопластів мали флуоресценцію у ендоплазматичному ретикулюмі. 

Відповідно до вищесказаного, перший коровий EF-мотив в OsTPKa може бути задіяний у механізмах вивільнення білка із ендоплазматичного ретикулюму, а мутації у цьому регіоні призводять до затримки транспорту із цієї клітинної органели, але не призводить до змін у адресації цього білка (рис. 3.36). 

Подальше зменшення розмірів ділянки С-кінця OsTPKb, що починається перед другим коровим EF-мотивом, також суттєво впливала на характер клітинної локалізації. При трансформації цією конструкцією протопластів рису спостерігали рівномірний розподіл флуоресценції між літичними та протеїновими вакуолями. Слід зазначити, що невелике збільшення флуоресценції у ендоплазматичному ретикулюмі відмічалось також (рис. 3.36). Отже, результати наших досліджень свідчать на користь того, що амінокислотна послідовність між цими двома коровими EF-мотивами є важливим детермінантом вакуолярного розпізнавання. Коли обидва EF-мотиви належали OsTPKa і, тільки, невеличкий хвіст С-кінця (8 амінокислот) було замінено на відповідну послідовність OsTPKb, локалізацію цього химерного білка спостерігали лише у літичних вакуолях, що є характерним тільки для OsTPKa. 

Отже, якщо узагальнити всі отримані результати, можна припустити, що регіон N-кінця цих каналів може бути залученим у вивільнення цих білків із ендоплазматичного ретикулюму, але не є важливим для розпізнавання типу мембрани. На відміну від регіону N-кінця, ділянка С-кінця між двома коровими EF-мотивами є надзвичайно важливою для подальшого вакуолярного розпізнавання цих двох білків. 

Роль амінокислотної послідовності С-кінця ТРК-каналів рису та ячменю у різній вакуолярній локалізації. Згідно до результатів, отриманих під час дослідів з вивчення клітинної локалізації OsTPKa:OsTPKb химерних білків, було показано, що саме ділянка С-кінця між EF-мотивами є ключовою для вакуолярного розпізнавання та адекватної клітинної адресації цих калієвих каналів. Отже, у зв’язку з цим виникло запитання, чи існують у цій ділянці специфічні та унікальні амінокислотні залишки, що впливають на процес вакуолярного розпізнавання. Тому було вирішено провести досліди із сайт-направленим мутагенезом та поміняти амінокислотні залишки у цій ділянці на інші (рис. 3.37). Для оцінки впливу цих мутацій на характер клітинної локалізації мутовані білки калієвих каналів родини ТРК були експресовані в протопластах рису.  
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Рис. 3.37. Вирівнювання послідовностей С-кінців OsTPKa, OsTPKb та HvTPK1. Амінокислотні залишки для сайт-направленого мутагенезу позначені «блискавками». Потенційні двокислотні мотиви, що відповідають за експорт із ендоплазматичного ретикулюму, позначені зірочками. Потенційні корові EF-мотиви позначені сірими прямокутниками. Одиночні та подвійні зміни амінокислотних залишків були проведені для OsTPKa: D292G, V303L, N313S, K326N, D330H, G333A, Y338A та подвійна мутація D330H Y338A. Мутація D295E була створена у послідовності OsTPKb та мутація K328N у послідовності HvTPK1.

Спочатку було з’ясовано, чи EF-мотиви та функції, пов’язані із ними (приєднання Ca2+ для індукції змін у конформації), можуть впливати на характер клітинної локалізації. Відповідно до поставленого питання було зменшено здатність Ca2+ приєднуватись до EF-мотивів за допомогою заміни амінокислотних залишків, що є важливими для координації та зв’язування з іонами Ca2+ [425]. Першою була проведена заміна аспарагіну у положенні 292 послідовності OsTPKa на неполярний гліцин (D292G). Хоча цілком вірогідно, що мутація D292G буде негативно впливати на зв’язування з Ca2+, характер клітинної локалізації OsTPKa залишився незмінним (рис. 3.38). Наступною мутацією була заміна аспарагіну у положенні  330 та гліцину у положенні 333 на лужний гістидин та аліфатичний аланін відповідно (D330A:G292H). І подвійна, і одиночна мутації не призводили до значних змін у характері клітинної локалізації OsTPKa (рис. 3.38). Протеїни із подвійною мутацією мали незначне підвищення флуоресценції у ендоплазматичному ретикулюмі (рис. 3.38). 

Наступна серія мутацій була проведена для того, щоб визначити роль амінокислотних залишків OsTPKa та OsTPKb, що є різними в консервативному регіоні С-кінців цих калієвих каналів. Перший EF-мотив OsTPKa містить високонсервативний амінокислотний залишок глутаміну у положенні 300, що також було відмічено для багатьох каналів родини ТРК (рис. 3.37) [173]. Цікавим фактом є те, що тільки послідовність OsTPKb замість глутаміну містить залишок аспарагіну у відповідному положенні (284). Проте заміна аспарагіну у послідовності OsTPKb на глутамін не призводило до зміни клітинної локалізації цього каналу (рис. 3.38). Заміна ароматичного тирозину у OsTPKa у положенні 338 другого EF-мотиву на менший за розміром аланін із OsTPKb також не впливало на характер флуоресценції у трансформованих протопластах рису (рис. 3.38). 

У подальшому зусилля були зосереджені на амінокислотних залишках поза межами корових EF-мотивів, що були різними у OsTPKa та OsTPKb. Для цього було розпочато процес мутагенезу, де валін у положенні 303 був замінений на залишок лейцину в послідовності OsTPKa (рис. 3.37). Створений мутантний протеїн демонстрував часткове зміщення у клітинній локалізації, а саме 65% протопластів демонстрували флуоресценцію у літичних вакуолях та близько 30% протопластів мали флуоресценцію в протеїнових вакуолях (рис. 3.37).
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Рис. 3.38. Клітинна локалізація мутованих у C-кінці OsTPKa білків у протопластах рису. Ліворуч – вторинна структура, що складається із доменів OsTPKa (синій колір) та з ділянок OsTPKb (зелений колір). Орієнтовна позиція мутованого амінокислотного залишку позначена «блискавкою». Праворуч – кількісний аналіз розподілу флуоресценції між літичнимим вакуолями (LV), протеїновими вакуолями (PSV) та структурами ендоплазматичного ретикулюму (ER). (a) Мутація OsTPKa D292G. (b) Подвійна мутація OsTPKa D330H:G333A у другому EF-мотиві. (с) Мутація OsTPKa Y338A у другому EF-мотиві. (d) Мутація OsTPKb D295E. Шкала = 5мкм.     
Отримані результати свідчать про те, що залишок лейцину у OsTPKb має важливе значення для органельної адресації. Заміна у OsTPKa лужного лізину у положенні 326 на кислий аспарагін також призводила до зміщення у клітинній локалізації із літичних вакуоль до протеїнових. 
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Рис. 3.39. Клітинна локалізація мутованих у C-кінці OsTPKa білків у протопластах рису. Ліворуч – вторинна структура, що складається із доменів OsTPKa (синій колір) та з ділянок OsTPKb (зелений колір). Орієнтовна позиція мутованого амінокислотного залишку позначена «блискавкою». Праворуч  – кількісний аналіз розподілу флуоресценції між літичнимим вакуолями (LV), протеїновими вакуолями (PSV) та структурами ендоплазматичного ретикулюму (ER). (a) Мутація OsTPKa V303L. (b) Мутація OsTPKa K326N. (с) Мутація OsTPKa N313S. (d) Подвійна мутація OsTPKa V303L та N313S. Шкала = 5мкм.  

Приблизно однакова кількість трансформованих протопластів демонструвала флуоресценцію чи в літичних вакуолях, чи у протеїнових (рис. 3.39). Заміна у OsTPKa аспарагіну у положенні 313 на нейтральний серин також призводила до подібних змін у клітинній локалізації, де приблизно 50% трансформованих протопластів демонструвало флуоресценцію в протеїнових вакуолях (рис. 3.39). Оскільки ці заміни значно впливали на зміну клітинної локалізації мутантних білків, було проведено заміну декількох амінокислотних залишків у цьому регіоні. Подвійні мутанти, що містили мутацію K326N (K326N V303L та K326N N313S), не призводили до появи флуоресценції у протопластах, що свідчить про нежиттєздатність цих протеїнів. 
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Рис. 3.40. Клітинна локалізація мутованого у C-кінці HvTPK1 білку в протопластах рису. 

Ліворуч – вторинна структура, що складається із доменів HvTPK1 (червоний колір) та ділянки OsTPKb (зелений колір). Орієнтовне положення мутованого амінокислотного залишку позначене «блискавкою». Праворуч – кількісний аналіз розподілу флуоресценції між літичними вакуолями (LV), протеїновими вакуолями (PSV) та структурами ендоплазматичного ретикулюму (ER). (a) Локалізація HvTPK1. (b) Локалізація HvTPK1 з мутацією K328N. Шкала = 5мкм.
Проте при проведенні подвійної амінокислотної заміни, а саме V303L та N313S, клітинна локалізація такого мутантного OsTPKa мала місце виключно у протеїнових вакуолях (рис. 3.39).

Біоінформатичний пошук та аналіз послідовностей С-кінців інших інтегральних мембранних білків, а саме δ-TIP та α-TIP, демонструє відсутність подібних амінокислотних залишків у відповідних позиціях. 

Однак заміна лізину у положенні 326 на аспарагін у С-кінці HvTPK1 із ячменю призводила до зміщення флуоресценції. При трансформації протопластів ячменю, рису та A. thaliana конструкцією із HvTPK1 білок цього гена локалізується здебільшого у літичних вакуолях. Отже, мутація K328N у послідовності HvTPK1 збільшує вдвічі частоту локалізації цього білка у протеїнових вакуолях (рис. 3.40).

Можливі механізми транспорту OsTPKa і OsTPKb до різних клітинних компартментів та роль цих каналів у рослинній клітині. Протеїнові послідовності OsTPKa та OsTPKb мають високий рівень ідентичності. Окрім того, вони демонструють подібні електрофізіологічні характеристики [80]. Однак вони мають різну клітинну організацію. Хоча деяка частка цих білків і залишалася у ендоплазматичному ретикулюмі, але, як правило, OsTPKa локалізувався у тонопласті центральної літичної вакуолі. На відміну від цього, OsTPKb демонстрував флуоресценцію у невеликих сферичних компартментах, що мають усі ознаки протеїнових вакуоль, зокрема нейтральне рН та маркерний протеїн δ-TIP у складі своєї мембрани (рис. 3.33). Така різниця у клітинній локалізації спостерігалась у різних органах та типах клітин, зокрема клітинах мезофілу та алейронового шару, у різних видах рослин, а саме рису, ячменю, тютюну та A. thaliana. Крім того, дослідження колокалізації цих каналів із застосуванням маркера протеїнових вакуоль δ-TIP та маркера літичних вакуоль -TIP показує гарну конвергенцію між δ-TIPта OsTPKb, але не для -TIP та OsTPKb. До того ж, у нашій роботі показано, що транспорт до протеїнових вакуоль деяких білків, зокрема -TIP, відбувається без залучення апарату Гольджі [248, 332]. Наші експерименти із застосуванням брефелдіну А вказують на те, що за подібним механізмом може відбуватись транспорт OsTPKb у протеїнові вакуолі. 
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Рис. 3.41. Модель ендосомального транспорту білків у рослинній клітині [232]. Транспорт білків у літичні вакуолі (ЛВ) та до плазматичної мембрани відбувається за допомогою клатринових везикул (CCV) через транс-відділ апарату Гольджі (TGN) та мультивезикулярні тільця/превакуолярних компартментів (MVC/PVC). Транспорт білків у протеїнові вакуолі (ПВ) відбувається в одному випадку за допомогою транс-відділу апарату Гольджі та мультивезикулярних тілець/превакуолярних компартментів (стосується водорозчинних білків запасу). В іншому випадку білки переносяться від ендоплазматичного ретикулюму крізь проміжні компартменти (DV – щільні везикули, DIP-органели, РАС – везикули, що накопичують попередники білків без залучення апарату Гольджі (деякі білки тонопласту, TIP, OsTPKb)). Транспорт деяких аквапоринів родини PIP у хлоропласти відбувається без залучення елементів апарату Гольджі. Ретроградний транспорт від апарату Гольджі до ендоплазматичного ретикулюму здійснюється за допомогою СОРІ-везикул. Зворотній антероградний транспорт відбувається за рахунок СОРІІ-везикул.
Клітини рослин можуть містити принаймні два типи вакуоль. Хоча й існує відчутний прогрес у дослідженні та розумінні механізмів транспорту водорозчинних білків у літичні та протеїнові вакуолі, зовсім мало відомо про молекулярні та структурні компоненти, що відповідають за адресацію та тип транспортного шляху [425]. 
Білки для літичної вакуолі зазвичай транспортуються із ендоплазматичного ретикулюму через апарат Гольджі та превакуолярні компартменти (рис. 3.41). Механізм такого типу клітинного транспорту білків має багато спільного із транспортом до лізосом чи вакуоль у клітинах тварин та дріжджів і залежить від рецепторів сортування апарату Гольджі, а саме білка зв’язування ВР80 чи подібного до епідермального фактору росту білка ELP з A. thaliana [202, 232, 429]. Подальший антероградний транспорт за цим механізмом проходить із залученням клатринових везикул та переносить білки із апарату Гольджі до превакуолярних компартментів та літичних вакуоль (рис. 3.41). 

Протеїнові вакуолі є унікальними клітинними компартментами для рослин [202]. Транспорт білків, спрямований до протеїнових вакуоль, може проходити за допомогою декількох типів шляхів (рис. 3.41). 

Для водорозчинних протеїнів транспорт із ендоплазматичного ретикулюму до протеїнових вакуоль відбувається здебільшого через систему апарату Гольджі: протеїни агрегуються у щільні везикули у цис-відділі Гольджі, а залишають цю органелу в районі транс-Гольджі для подальшого злиття із протеїновими вакуолями [232, 425]. 

Цей напрямок транспорту може також залучати DIP-органели (dark induced intrinsic protein organelles). Ці органели належать до везикулярних утворень, які містять TIP-аквапорин, що індукується в темноті, та білок RMR1 (receptor homology-transmembrane-RING H2 domain protein, рецептор гомологічний до трансмембранного кільцевого домену Н2) у рослинах A. thaliana [190, 228]. Протеїни запасу, а саме глобуліни та цис-протеїназа, можуть також досягати протеїнових вакуоль без залучення структур апарату Гольджі шляхом транспорту у везикулах, що накопичують попередники протеїнів, чи KDEL-везикулах [228, 248, 271, 430]. Хоча існують припущення, що протеїни запасу містять специфічні сигнали сортування, це питання залишається все ще відкритим [228, 248, 256]. Проте, як і у випадку із водорозчинними протеїнами, сортування протеїнів запасу може залежати від агрегування у периферичних цистернах апарату Гольджі [431].    

Набагато менше відомо про механізми внутрішньоклітинного транспорту інтегральних мембранних білків до літичних чи протеїнових вакуоль. Наприклад, для протеїнів літичних вакуоль двокислотні мотиви можуть сприяти взаємодії із COPII-білками для забезпечення переносу із ендоплазматичного ретикулюму до апарату Гольджі [432]. Процес транспорту протеїнів від апарату Гольджі до літичних вакуоль залучає механізм сортування за допомогою білків апарату Гольджі, зокрема ВР80 [248] (рис. 3.41).  

Маркери протеїнових вакуоль, зокрема α-TIP, транспортуються до цих органел без залучення структур апарату Гольджі. Проте останні дослідження вказують на те, що транспорт α-TIP через систему апарату Гольджі також може мати місце [228]. Зокрема продемонстровано, що ділянка трансмембранного домену разом із частиною цитозольного хвоста С-кінця α-TIP достатньо для того, аби спрямувати транспорт цього білка до тонопласту протеїнових вакуоль. 
Велика ступінь подібності між OsTPKa та OsTPKb поєднана із різною вакуолярною спеціалізацією цих двох каналів може бути гарним знаряддям для вивчення клітинного таргетингу. Для того щоб з’ясувати домени білків, які впливають на напрямок внутрішньоклітинного транспорту та органельну адресацію, було створено серію химерних білків, що поєднали у собі різні частини OsTPKa та OsTPKb. Часткова чи повна заміна N-кінця OsTPKa на відповідну ділянку послідовності OsTPKb призводила до затримки цих химерних протеїнів у ендоплазматичному ретикулюмі. Обидва канали OsTPKa та OsTPKb містять активний 14-3-3-домен в N-кінці. Результати деяких попередніх робіт свідчать про те, що 14-3-3-білки можуть брати участь у регуляції транспорту іонів через канал [433]. Наприклад, приєднання 14-3-3 стимулює транспорт багатьох білків із ендоплазматичного ретикулюму, що призводить до збільшення щільності останніх у плазматичній мембрані [434, 435] (рис. 3.42). Проте дослідження функціональних характеристик AtTPK1 із A. thaliana вказують те, що 14-3-3-домен немає ніякого впливу на експорт із ендоплазматичного ретикулюму та транспорт до вакуоль [173]. Обмін 14-3-3 доменами між OsTPKa та OsTPKb призводить до значного накопичення химерних білків у ендоплазматичному ретикулюмі та запобігає подальшій міграції їх у органели призначення.    

Отримані нами дані свідчать про те, що у рисі 14-3-3 можуть впливати на вивільнення білків із ендоплазматичного ретикулюму. Однак 14-3-3 протеїни не є ключовими елементами для різної вакуолярної адресації.   

Нещодавні дослідження транспортера ESL1 (ERD-six-like transporter of monosaccharides), що індукується стресами, із A. thaliana показали важливість мотиву LXXXLL у N-кінці для адекватної локалізації у тонопласті літичних вакуоль [436]. Аналіз послідовностей ТРК-каналів із різних видів рослин вказує на існування цього мотиву в N-кінці OsTPKa та OsTPKb, але не у AtTPK1 із A. thaliana. Наші ж дані свідчать про те, що існування LXXXLL в N-кінці недостатньо для чіткої адресації у літичні вакуолі.    

На відміну від обмінів послідовностей у N-кінці, заміна регіону С-кінця OsTPKa на відповідну частину послідовності OsTPKb призводила до суттєвого зміщення флуоресценції із літичних вакуоль до протеїнових (рис. 3.42). Отримані результати вказують на важливу роль С-кінця у мембранному таргетингу, проте питання механізмів такої різної адресації залишається відкритим. При дослідженнях механізмів клітинного транспорту AtTPK1 у С-кінці цього калієвого каналу було ідентифіковано декілька двокислотних мотивів, зокрема 296-DLE-298 у спіралі H1 першого EF-мотиву, що впливають на процес вивільнення із ендоплазматичного ретикулюму [173]. Автори цього дослідження також продемонстрували важливість С-термінала для коректної адресації до літичної вакуолі та зробили припущення, що цей регіон може містити мотиви для сортування у літичні вакуолі. Наші результати для OsTPKa також підтвержують цю гіпотезу. Отримані нами дані про особливості транспорту OsTPKb співпадають із попередніми моделями транспорту α-TIP. Було показано, що цитоплазматичний хвіст С-кінця α-TIP є ключовим елементом для розпізнавання α-TIP цитоплазматичною системою транспорту без залучення апарату Гольджі [225, 232, 248] (рис. 3.41). Цілком вірогідно, що такий механізм забезпечується завдяки специфічному домену (PIEPPPHH) у С-кінці, що взаємодіє із протеїном SRC2 (soybean-regulated-by-cold trafficking protein) [225]. С-кінці OsTPKa та OsTPKb містять два EF-домени. Показано, що EF-домени у білках, які взаємодіють із калієвими каналами, є важливими регуляторами корегування внутрішньоклітинного транспорту цих мембранних транспортних протеїнів у тваринних клітинах [437]. Роль Ca2+ у процесах розпізнавання та вакуолярного сортування для ендоплазматичної Ca/Mn-ATФази – ECA3 також була продемонстрована [438, 439]. Проте дослідження електрофізіологічних характеристик OsTPKa та OsTPKb показали лише незначний вплив Ca2+ на активність цих каналів. Ці дані свідчать про те, що EF-домени у цих білках можуть бути біфункціональні [80]. Окрім того, було перевірено, як здатність зв’язуватись із Ca2+ EF-доменів ТРК-каналів із рису може впливати на транспорт і клітинну локалізацію. Мутації, що змінювали залишки амінокислот у корових послідовностях чи першого або другого EF-мотивів, не мали ніякого ефекту на характер клітинної локалізації OsTPKa та також не посилювали затримку цього білка у ендоплазматичному ретикуюмі. Однак, можливо, присутність Ca2+ необхідна для вивільнення білків із ендоплазматичного ретикулюму. Тому що Ca2+ має незначний вплив на мембранну локалізацію ТРК-каналів із рису, у подальших дослідженнях були проведені заміни амінокислотних залишків, що є відмінними для цих двох каналів, у регіоні між двома EF-мотивами. У ході проведення цієї серії експериментів були ідентифіковані три амінокислотні залишки, які могли суттєво впливати на характер клітинної локалізації та зміщувати адресацію від літичних вакуоль до протеїнових. Заміни у послідовності OsTPKa валіну на лейцин у положенні 303, аспарагіну на серин у положенні 313 та лізину на аспарагін у положенні 326 призводили до значного зміщення флуоресценції злитих білків від тонопласту літичних вакуоль до протеїнових. Ці мутації впливали на бічний розмір ланцюгу, заряд та потенціал для фосфорилювання С-кінця. Найбільшого ефекту було досягнуто при створенні мутації N313S, що мало значний вплив на амінокислотну ділянку між двома EF-доменами (рис. 3.42). Моделювання цієї ділянки послідовності за допомогою біоінформатичного онлайн-інструмента (InterPro,http://www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/) вказує на те, що серин у позицї 313 може бути потенційним сайтом для фосфорилювання із значенням конфіденційності 0,992.
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Рис. 3.42. Спрощена схема механізмів транспорту білків калієвих каналів родини ТРК із рису ув різні типи вакуоль. ER-ендоплазматичний ретикулюм; ERdv – органели, що походять із ендоплазматичного ретикулюму; Golgi – апарат Гольджі; CCV – клатринові везикули; DV – щільні везикули; PVC – превакуолярні компартменти; LV –літична вакуоля; PSV – протеїнова вакуоля. DIP – везикули, які містять тонопластний внутрішній протеїн (TIP), що індукується у темноті; ERdvPB – протеїнові тільця, що походять із ендоплазматичного ретикулюму; PAC – компартменти, що накопичують попередники протеїнів.  

Декілька робіт свідчать про те, що фосфорилювання є важливим процесом для коректної адресації білків у протеїнову вакуолю. Наприклад, застосування ворсманніну, грибного токсину, що інгібує роботу декількох типів протеїнкіназ, зупиняло опосередкований транспорт до протеїнових вакуоль за механізмом розпізнавання сигнальної послідовності у С-кінці, проте зовсім не впливало на процеси транспорту білків до літичних вакуоль [239]. Цікавим фактом є те, що той же інгібітор зупиняв накопичення хітинази у протеїнових вакуолях тютюну [230].   

Отже, отримані нами дані демонструють різну вакуолярну локалізацію двох дуже подібних K+ каналів тонопласту. Обмін доменами N- та C-кінців має вплив на внутрішньоклітинний транспорт, зокрема на експорт із ендоплазматичного ретикулюму. 

Завдяки застосуванню сайт-направленного мутагенезу було ідентифіковано три амінокислотні залишки, які суттєво впливають на характер вакуолярної локалізації цих двох каналів (рис. 3.42). Відповідно до наших даних залишок серину у положенні 313, ймовірно, може зазнавати додаткового фосфорилювання для адресації у протеїнові вакуолі. 

Особливості клітинної локалізації калієвих каналів родини TPK із тютюну. 

Для проведення аналізу клітинної локалізації каналів ТРК із тютюну було здійснено біоінформатичний пошук та аналіз послідовностей цих білків. Відповідно до нуклеотидних послідовностей NtTPK1а та NtTPK1b було проведено дизайн праймерів для подальшого клонування та створення генетичних конструкцій злитих із EYFP. У результаті проведення ПЛР були отримані кодуючі послідовності відповідних NtTPK1 калієвих каналів (рис. 3.43). Ревень та специфічність експресії генів цих каналів в різних типах рослинних тканин залашається невідомими. У своїх експериментах ми застосували загальну РНК із молодих рослин тютюну для синтезу та ампліфікації кДНК відповідних генів цих каналів. Отже, вірогідно, що гени цих каналів є досить активними у клітинах більшості типів тканин тютюну. 

Ці білки суттєво відрізняються за своєю амінокислотною послідовністю. Ймовірно, що їхні клітинні та фізіологічні функції також суттєво різняться (рис. 3.44).

Функціональні характеристики та особливості клітинної локалізації NtTPK1а є ще недостатньо вивченими. На відміну від NtTPK1а, роль NtTPK1b у підтримці гомеостазу К+ рослини, клітинна локалізація, профіль експресії та електрофізіологічні характеристики ніколи не аналізувалися та залишаються невідомими. Тому подальші дослідження ролі та функцій цього каналу є вкрай необхідними.
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Рис. 3.43. Результати ампліфікації повних кодуючих послідовностей NtTPK1a/NtTPK1b із кДНК загальної РНК рослин тютюну.
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Рис. 3.44. Порівняльний аналіз амінокислотних послідовностей двох ізоформ ТРК-каналів тютюну із AtTPK1 A. thaliana.   

Раніше вже було показано, що більшість представників ТРК-каналів із A. thaliana та рису (AtTPK1, AtTPK2, AtTPK5 та OsTPKa) локалізовані у тонопласті літичних вакуоль [80, 168, 171]. Для того щоб зрозуміти потенційну роль ТРК-каналів у клітинах тютюну, було отримано та клоновано дві ізоформи NtТРК, функції яких та клітинна локалізація ще недосліджені повністю. Дві повні послідовності, що кодують NtTPK1а та NtTPK1b, були ампліфіковані та вставлені у плазмідну конструкцію для транзієнтної експресії химерного злитого з EYFP білка. 
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Рис.3.45. Клітинна локалізація NtTPK1a та AtTPK1 у протопластах A. thaliana. 

(a) Флуоресценція EYFP в протопластах, що були трансформовані плазмідними конструкціями NtTPK1a:EYFP та AtTPK1:EYFP, спостерігається у центральних літичних вакуолях. (b) Розподіл EYFP-флуоресценції NtTPK1a та AtTPK1 між різним клітинними структурами. ЕР – ендоплазматичний ретикулюм; Вез – везикули, ЛВ – літичні вакуолі. Шкала = 10 мкм.  
Створені ДНК конструкції NtTPK1а:EYFP та NtTPK1b:EYFP використовували для трансформації протопластів A. thaliana. У ході аналізу EYFP флуоресценції у протопластів трансформованих NtTPK1а:EYFP було виявлено, що EYFP-флуоресценція спостерігається по периметру великої літичної вакуолі і подібна до флуоресценції протопластів трансформованих AtTPK1:EYFP (рис. 3.45). Залишковий незначний рівень флуоресценції був відмічений і у ЕР, проте більшість химерного злитого NtTPK1а-EYFP відзначалось у тонопласті літичних вакуоль. 
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Рис. 3.46. Клітинна локалізація NtTPK1b та OsTPKb у протопластах A. thaliana.  

(a) Флуоресценція EYFP у протопластах, що були трансформовані плазмідними конструкціями NtTPK1b:EYFP та AtTPK1:EYFP, спостерігається у центральних літичних вакуолях. (b) Розподіл EYFP-флуоресценції NtTPK1b та OsTPKb між різним клітинними структурами. ЕР – ендоплазматичний ретикулюм; Вез – везикули, ЛВ – літичні вакуолі. Шкала = 10 мкм.  

Слід зауважити, що AtTPK1 із A. thaliana локалізується у тонопласті літичних вакуоль [79, 168]. Подібність до AtTPK1:EYFP у характері клітинної локалізації химерного білка NtTPK1а:EYFP вказує на те, що, можливо, NtTPK1а належить до системи тонопласту літичної вакуолі. До того ж, варто зазначити, що наші дані підтверджують раніше висунуте припущення, що цей іонний канал локалізується на мембрані літичних вакуоль, бо саме він був ізольований із фракції білків тонопласту [172]. 

Експресія NtTPK1а у дріжджових клітинах також підтверджує вакуолярну локалізацію цього каналу [172]. Слід підкреслити), що вакуоля дріжджових клітин та лізосоми тваринних клітин є аналогами літичної вакуолі в рослині. Всі ці клітинні органели мають кисле рН та відіграють літичну функцію [332].   

На відміну від NtTPK1а-EYFP, при трансформації протопластів NtTPK1b:EYFP спостерігалась зовсім інша картина (рис. 3.46). Флуоресценція химерного NtTPK1b-EYFP була наявна у малих везикулярних структурах, що іноді дуже важко виділити при аналізі протопластів при видимому світлі. Проте при застосуванні флуоресцентного світла ці структури демонструють чітку і сильну флуоресценцію (рис. 3.46). Подібний характер клітинної локалізації був показаний для протопластів рослин, що були трансформовані геном злитого білка OsTPKb-EYFP [80]. 

Відповідно до попередніх результатів наших досліджень відомо, що OsTPKb є білковим маркером тонопласту протеїнових вакуоль, що є унікальними структурами рослинних клітин. Цілком ймовірно, що NtTPK1b має локалізацію у тонопласті протеїнових вакуоль. Можливо, що саме NtTPK1b виконує функції калієвого каналу у протеїнових вакуолях клітин тютюну.  

Отоже, наші дані свідчать про те, що дві ізоформи ТРК-каналів із тютюну, а саме NtTPK1а та NtTPK1b, мають різну клітинну локалізацію. Порівнюючи клітинні профілі флуоресценції цих химерних білків, злитих із EYFP, з великою долею вірогідності можна припустити, що ці два калієві канали тютюну мають різну вакуолярну спеціалізацію. Слід зазначити, що отримані результати щодо вакуолярної локалізації NtTPK1а підтверджують припущення того, що цей канал, як і більшість ТРК-каналів інших рослин, локалізується у тонопласті літичної вакуолі. 

Майже зовсім невивченими залишаються клітинні та фізіологічні функції NtTPK1b. Отримані нами дані свідчать про те, що, більш за все, цей канал локалізується у малих везикулярних структурах. Можливо, саме цей канал є специфічним для мембрани протеїнових вакуоль, однак подальший аналіз  клітинної локалізації цього калієвого каналу потрібно провести у майбутньому. По-перше, варто визначити реакцію рН цих малих везикулярних утворень. По-друге, потрібно провести дослідження із колокалізації цього каналу з іншими маркерними білками для окремих клітинних структур. По-третє, є велика необхідність з’ясування його фізіологічної ролі та електрофізіологічних характеристик NtTPK1b. Адже відомо, що цей калієвий канал задіяний у клітинному поділі, але, на наш погляд, роль цього каналу у клітині та рослині в цілому може бути набагато ширшою.    

Наші дані указують на те, що, незважаючи на велику спорідненість цих каналів до AtTPK1 [165], NtTPK1а та NtTPK1b мають різну субклітинну локалізацію, а NtTPK1b накопичується у везикулярних структурах, відмінних від «класичних» літичних вакуоль [440]. 

Функціональна експресія генів вакуолярних калієвих каналів родини TPK A. thaliana та рису в мутантній лінії E. coli LBA2003. На відміну від AtTPK1, функції багатьох ТРК-каналів досліджені ще недостатньо, а деяких представників залишаються зовсім нез’ясованими. Для того щоб зрозуміти, чи можуть AtTPK 1, 2, 3, 4, 5 та OsTPKа, OsTPKb утворювати функціональні канали у гетерологічних системах, була проведена спроба експресії генів цих каналів у мутантній лінії E. coli LB2003, що дефектна за системами поглинання К+, а саме транспортерів Trk та Kdp [370, 441]. Зважаючи на той факт, що функціональні характеристики каналів родини ТРК є ще недостатньо вивчені, була зроблена спроба дослідити функціональність цих каналів у LB2003 мутанті. 

Бактеріальний штам LB2003 нездатний рости на середовищі із вмістом калію нижчим, ніж 0,1 мМ. У цього бактеріального штаму відсутня система поглинання іонів калію, а саме Trk (TrkG та TrkH), Kup (TrkD), та Kdp [278]. Відповідно до результатів експериментів показано, що рівень росту культури LB2003 трансформованої пустим вектором (pQE-32) є значно нижчим ніж бактерій дикого типу на середовищі із 0,1 мМ KCl (рис. 3.47). 
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Рис.3.47. Експресія AtTPK 1, 2, 3, 5 та OsTPKa, OsTPKb у трансформантах LB2003. 
Для того щоб з’ясувати, чи можливо відновити функції поглинання іонів калію за допомогою функціональної експресії ТРК-каналів рослин, ми провели трансформацію мутантного бактеріального штаму LB2003 п’ятьма генами із A. thaliana та двома генами із рису, що кодують канали цієї групи (AtTPK 1, 2, 3, 4, 5 та OsTPKа, OsTPKb). 
Для порівняльного аналізу було також проведено трансформацію LB2003 геном AtTPK1, що кодує найбільш вивчений TРK-канал з A. thaliana як позитивний контроль. Для підтвердження трансформації та експресії генів AtTPK1, 2, 3, 5 та OsTPKа, OsTPKb в LB2003 було проведено ЗТ-ПЛР. З цією метою виділяли загальну РНК з індукованих ІПТГ LB2003 трансформантів. Синтезована із цих зразків загальна кДНК була використана для ампліфікації клонів TPK повної довжини (рис. 3.47). 

Використання ЗТ-ПЛР дало можливість встановити функціональність створених конструкцій. Усі лінії трансформованих клітин LB2003 при індукції ІПТГ демонстрували експресію відповідних генів родини ТРК. Майже всі бактеріальні культури E. coli штаму LB2003, що були трансформовані AtTPK1, 2, 3, 5 та OsTPKa, OsTPKb, росли менш інтенсивно, ніж клітини дикого типу (Wt), проте мали значно кращі показники росту у порівнянні із LB2003 трансформованого пустим вектором (EV) (рис. 3.48). 

Для перевірки ефективності комплементації LB2003 різними калієвими каналами із A. thaliana рідкі культури трансформантів розкапували на тверде середовище із 0,1 мM KCl та ІПТГ у декількох розбавленнях (рис. 3.49). Аналіз динаміки росту різних ТРК-трансформантів LB2003 вказує на те, що експресія ТРК-генів у бактеріальному мутанті може відновити параметри росту культури майже до рівня дикого типу (рис. 3.48; 3.49).
Хоча аналіз ЗТ-ПЛР показує експресію AtTPK3 у LB2003, проте робота цього каналу у бактеріальному мутанті суттєво не впливала на покращення та відновлення характеритик росту бактерії на середовищі із мінімальним вмістом К+. При цьому робота інших калієвих каналів, а саме AtTPK1, 2, 5, та OsTPKа, OsTPKb, була здатна покращити швидкість росту бактеріальної культури до показників дикого типу. При збільшенні вмісту калію у середовищі до 3 мМ різниця у швидкості росту бактеріальних культур майже зникає (рис. 3.48).

Для того щоб охарактеризувати детальніше, як AtTPK1, 2, 3, 5 та OsTPKa і OsTPKb впливають на ріст LB2003 в залежності від концентрації калію у середовищі, ми провели тест з оцінки часу подвоєння бактеріальної популяції трансформантів (рис. 3.50). Трансформанти E. сoli вирощували на рідкому поживному середовищі, що мало різний вміст калію чи не містило взагалі цього іону (0 мM K+, 0,1 мM K+, 3 мM K+ та 150 мМ K+). 

Було показано, що найбільший час подвоєння популяції (хв) під час експоненціальної фази росту був зафіксований для рідких культур, трансформованих пустим вектором (EV) та AtTPK3, за умов культивування низького вмісту або відсутності калію в середовищі (0 мM K+, 0,1 мM K+) (рис. 3.50). Проте інші варіанти трансформантів показували значно менший час подвоєння у порівнянні з культурою з пустим вектором за тих же умов культивування (рис. 3.50).  

У випадках, коли вміст калію у середовищі збільшували до 3 мM та 150 мМ, різниця у часі подвоєння трансформованих бактеріальних популяцій із диким типом (Wt) та трансформантами із пустим вектором (Ev) не відмічалася (рис. 3.50). Такі результати свідчать про те, що клітини E. coli отримали нову функціональну транспортну систему, що може забезпечувати і транспорт, і поглинання калію для подальшого росту та є відмінною від бактеріальних Trk та Kdp.
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Рис. 3.48. Ріст трансформованих клітин E. coli дикого типу (Wt) та мутантного штаму LB2003 на середовищах із різним вмістом К+. 

Клітини дикого типу трансформовані пустим вектором (Wt), мутант LB2003 трансформований пустим вектором (Ev) та мутанти LB2003 трансформовані AtTPK1, 2, 3, 5 та OsTPKa, OsTPKb вирощували на рідкому середовищі із 0,5% екстракту дріжджів, 1% триптону, ампіциліну 100 мг/л, 1мM ІПТГ, що містило чи 0,1 мM KCl, чи 3 мМ KCl. 
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Рис. 3.49. Комплементація клітин E. сoli штаму LB2003 за допомогою калієвих каналів родини ТРК із A. thaliana (крапельний тест).  

Аби підтвердити, що відновлення росту ТРК-трансформантів штаму LB2003 відбувається саме за рахунок поглинання K+ рослинними системам транспортними білками, було проведено експерименти із оцінки «потужності» поглинання іонів K+ бактеріями, що були інкубовані на голодному (без додавання K+) середовищі, а в подальшому інкубували протягом 1 год на середовищі із різним вмістом цього елемента K+, а саме 0,1 мM K+, 0,3 мM K+ (рис. 3.51). Згідно із даними експериментів, чистий приток іонів калію для клітин дикого типу (Wt) становив близько 2 нмоль/гр. Сирої маси/год. Було показано, що клітини LB2003, трансформовані пустим вектором, мають негативні значення і таким чином втрачають K+ протягом проведення аналізу (рис. 3.51). Чистий приток K+ у клітинах, що експресують AtTPK, був подібний до клітин, трансформованих пустим вектором, та втрата цього елемента складала приблизно 0,5 нмоль/год. 
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Рис. 3.50. Час подвоєння популяції E. coli за умови різних концентрацій калію.  

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, вирощували на рідкому поживному середовищі, яке містило різні концентрації КCl. Час подвоєння популяції вираховували за показниками оптичної густини (OD600) протягом експоненціальної фази росту.

Клітини із експресією AtTPK1 та AtTPK2 демонстрували рівень поглинання K+ дещо нижчий, ніж клітини дикого типу, трансформовані пустим вектором. Найвищий рівень поглинання K+ був зафіксований для клітин, трансформованих AtTPK5, OsTPKa та OsTPKb, і сягав 3 нмоль/год (рис. 3.51).

Характер поглинання K+ значно змінився при інкубації бактеріальних культур на середовищі із 3 мM K+. При таких концентраціях K+ у середовищі приток іонів калію був зареєстрований і для клітин, трансформованих пустим вектором (WT-EV). Проте він був значно меншим у порівнянні із клітинами дикого типу, трансформованими пустим вектором (рис. 3.51). 
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Рис. 3.51. Поглинання K+ клітинами E. coli, що експресують гени ТРК-каналів із рису та A. thaliana. Клітини E. coli, що були попередньо інкубовані на «голодному» середовищі вільному від K+, в подальшому інкубували  протягом 1 години у середовищі, що містило чи 0,1 мМ чи 3 мM K+. Для того щоб визначити величину поглинання K+ різницю у вмісті K+ вираховували перед та після інкубації при різних концентраціях K+ для клітин E. coli дикого типу (WT), мутанту LB2003 трансформованого пустим вектором (EV) та мутантними клітинами трансформованими AtTPK1, 2, 3, 5 та OsTPKa, OsTPKb. Негативні значення означають втрату K+ бактеріальними клітинами.

За цих умов культивування приток K+ у клітини був зафіксований і для клітин із експресією AtTPK3, але рівень цього притоку статистично не відрізнявся від клітин, трансформованих пустим вектором. Рівень притоку AtTPK1 та AtTPK2 трансформантів дорівнював величині, що була зафіксована для клітин дикого типу, трансформованих пустим вектором (WT-EV). Слід зазначити, що значення притоку калію в бактеріальних культурах, трансформованих OsTPKa, OsTPKb та AtTPK5, було вполовину менше, ніж для бактерій дикого типу (рис. 3.51).

Результати наших досліджень свідчать про те, що ТРК-канали рослин можуть формувати функціональні транспортні системи калію в штамі E. coli LB2003. Дані аналізу росту трансформантів вказують на те, що OsTPKa, OsTPKb та AtTPK1, 2, 5 відновлюють ріст бактеріальної культури на середовищі із низьким вмістом калію до рівнів росту дикого типу (рис. 3.47; 3.48). Експресія OsTPKa, OsTPKb та AtTPK1, 2, 5 призводила до значно вищого рівня поглинання іонів калію у порівнянні із бактеріальними культурами, трансформованими пустим вектором (рис. 3.51). Завдяки проведеним експериментам було з’ясовано, що AtTPK1, 2, 5 та OsTPKa, OsTPKb не тільки відновлюють функції росту LB2003, а і значно підвищують рівень притоку та поглинання іонів калію [442, 443, 444]. Наші результати чітко вказують на те, що більшість каналів родини ТРК із A. thaliana та два канали із рису, а саме OsTPKa та OsTPKb, можуть формувати функціональну та потужну систему транспорту калію в E. coli.

3.4. Регуляція експресії генів фосфатних транспортерів за умов колонізації різними видами арбускулярних грибів та дефіциту фосфору
Фосфор є одним із значущих елементів мінерального живлення рослин та має надзвичайно велике значення для протікання багатьох біохімічних та фізіологічних процесів. Цей мінеральний елемент є важливим компонентом нуклеїнових кислот, мембран та АТФ. Рослини споживають сполуки фосфору за допомогою низки фосфатних транспортерів кореневої системи. Для підвищення ефективності поглинання цього важливого елемента рослини змінюють морфологію та архітектуру коренів, зокрема збільшенням площі та густини бічних коренів, кореневих волосків, чи утворюють симбіотичні асоціації із мікоризними грибами.   

AsV є найбільш розповсюдженою формою в природі. В аеробних умовах арсенат є головною формою As [277]. Завдяки своїм подібним фізико-хімічним властивостям із фосфатами AsV потрапляє у клітини кореневої системи за допомогою фосфатних транспортерів. Як уже зазначалось, раніше форми AsV є аналогами фосфатних груп і конкурують у клітині із фосфатами. Тому поглинання AsV рослинами призводить до значних негативних наслідків, а саме збоїв у енергетичному балансі клітини, метаболізмі вуглецю та синтезі нуклеїнових кислот. Рослини не мають спеціалізованих систем транспорту арсенатів. Внаслідок еволюційного розвитку рослини чи не набули, чи втратили функцію розпізнавання та специфічного транспорту AsV. Таким чином процеси поглинання AsV рослинами із навколишнього середовища відбувається винятково за допомогою фосфатних транспортерів. Уже ідентифіковано декілька фосфатних транспортерів, що здатні транспортувати AsV [319, 320].

Фосфатні транспортери належать до чотирьох родин, а саме PHT1, PHT2, PHT3 та PHT4. Представники родини PHT1 є транспортерами високої афінності та локалізовані у плазматичній мембрані. Представники фосфатних транспортерів інших родин мають ендосомальну локалізацію. Отже, у процесах поглинання сполук AsV рослинами ключову роль будуть відігравати представники родини PHT1, що беруть участь у поглинанні фосфору і, можливо, As із ризосфери.  

Для того щоб з’ясувати роль фосфатних транспортерів при формуванні симбіотичних відносин між грибом і рослиною та за умов дефіциту фосфору, було проведено транскрипційне профілювання рослин M. truncatula. У ході проведення експериментів було виявлено, що симбіотичні гриби індукують експресію гена лише одного фосфатного транспортера, а саме MtPT4 (рис. 3.52). Однак існує також різниця у характері експресії генів цих транспортерів у залежності від виду гриба. 

Така різниця у характері експресії генів фосфатних транспортерів може бути обумовлена тим, що концентрація фосфатів у листі рослин, що колонізовані Gigaspora rosea, вища, ніж у рослин , які утворюють симбіотичні відносини з іншими видами грибів. Отже, більшість із тестованих генів безпосередньо не регулюються G. rosea. Вірогідніше, що така регуляція викликана кращим забезпеченням фосфатами (рис. 3.52). 
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Рис. 3.52. Регуляція генів фосфатних транспортерів (MtPT) з Medicago truncatula. -Р – 0,13 мM фосфат; +Р – 1,3 мM фосфат; Gm – Glomus mosseae; Gi – Glomus intraradices; Gr – Gigaspora rosea. Результати були відкалібровані відповідно до рівня експресії референтного гена MtTef1 [321]. Стовпчики показують М значення експресії у рослинах, що росли на збагаченому на фосфат субстраті (1,3 мM фосфат, білі стовпчики), Gm-мікориза (світло-сірі стовпчики), Gi-мікориза (темно-сірі стовпчики), Gr-мікориза (чорні стовпчики) у порівнянні із рівнем експресії цих генів у коренях рослин, що зазнали дефіциту фосфатів (0,13 мM фосфат). Статистично достовірна різниця позначена зірочками.
Цікаво, що арбускулярні гриби трьох тестованих видів негативно регулюють експресію більшості генів фосфатних транспортерів, а саме MtPT1, 3, 5 та 6 для G. intraradices, MtPT3 та 6 для G. mosseae, та MtPT1, 3, та 6 для G. rosea. 

Отримані результати свідчать про те, що ген транспортера MtPT5 експресується у кореневих волосках та епідермальних клітинах. Отже, MtPT5 може відігравати важливу роль у безпосередньому поглинанні фосфатів, а, можливо, і AsV із ґрунту [321]. Відповідно до даних наших експериментів, ген транспортера MtPT4 індукується винятково при колонізації рослин арбускулярними грибами. Таким чином, MtPT4 відіграє головну роль доставки фосфатів у рослини при утворенні симбіотичних відносин арбускулярних грибів із рослинами. Мутуалістичні відносини гриба і рослини можуть значно посилювати рівень поглинання фосфору і, можливо, As рослинними організмами. Завдяки розгалуженій системі гіфів площа поглинання цих елементів значно збільшується. Таким чином, масштаби цього поглинання також збільшаться. Отже, якщо нами будуть ідентифіковані фосфатні транспортери, що здатні транспортувати AsV, та механізми цих процесів, то отримані дані можна буде використовувати для фіторемедіації забруднених земель та для блокади транспорту As у рослини за допомогою комбінування видів грибів для колонізації. На нашу думку подальші дослідження ролі цих транспортерів і у транспорті фосфору, і у транспорті арсену необхідно проводити. 

3.5. Роль NIP-аквапоринів у поглинанні та транспорті арсену рослинами
Аквапорини – малі інтегральні мембранні білки, що належать до древньої родини MIP (major intrinsic proteins, головні внутрішні білки). Представники цієї родини є і у тваринних клітин, і у прокаріотів, і у рослин. Аквапорини є каналами і відповідають за транспорт води через мембрани. Тому ці білки є дуже важливими для регуляції водного та осмотичного статусів рослин. Проте дослідження останніх років вказують на те, що ці мембранні протеїни, окрім води, можуть забезпечувати транспорт ширшого спектру сполук.   

Рослинні аквапорини беруть участь і транспорті води, і у транспорті інших нейтральних молекул [445]. Геном A. thaliana кодує 35, а геном рису 33 ізоформи цих білків [446, 447, 448]. 

Відповідно до ступеня гомології та клітинної локалізації рослинні аквапорини поділяють на чотири субродини, а саме PIP (plasma membrane intrinsic proteins), TIP (tonoplast intrinsic proteins, внутрішній протеїн тонопласту), SIP (small basic intrinsic proteins, малий базовий внутрішній протеїн), NIP (nodulin26-like intrinsic proteins, подібний до нодуліну26 внутрішній протеїн). 

Серед усіх аквапоринів NIP-білки є специфічними для рослин. Зокрема геном рису кодує 10 NIP-аквапоринів, а геном A. thaliana містить 9 генів NIP [446, 448]. 
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Рис. 3.53. Результати філогенетичного аналізу послідовностей зведеної групи аквапоринів підродини NIP [191]. 

Філогенетичний аналіз NIP-аквапоринів та їхні характеристики. На основі літературних джерел [446, 447, 448] та баз даних UniProtKB і GenBank були відібрані відповідні повні амінокислотні послідовності рослинного походження (рис. 3.53). Відповідно до композиції Ar/R (aromatic/arginine) домену рослинні NIP-аквапорини поділяють на три групи (рис. 3.53). Група І мість архетиповий нодулін26 та NIP-аквапорини, які мають пропускну здатність до води, гліцерину та молочної кислоти (рис. 3.52). 

NIP-аквапорини, що належать до групи II та III, мають більшу за розміром пору у порівнянні із групою І. Тому NIP-білки групи ІІ та ІІІ здатні пропускати речовини більші за розміром, а саме антимоніти, сечовину, формамід, силікатну та борну кислоту. 

Окрім того, вони мають високу здатність пропускати воду. На відміну від білків групи І, NIP-аквапорини групи ІІ та ІІІ іноді ще називають транспортерами металоїдів, що також містить AtNIP7;1, який не належить ні до однієї із цих груп. Слід зазначити, що завдяки нашим дослідженням разом із поєднанням результатів інших науковців AtNIP7;1 зараз зараховують до групи ІІ [339, 347, 446].

Ідентифікація та характеристики NIP-мутантів. До групи II належать NIP5;1, NIP6;1 та NIP7;1, що мають послідовність Ala/Val/Ala/Arg у своєму Ar/R регіоні [344]. Було показано, що NIP5;1 функціонує в рослинах як транспортер бору [346]. Функції NIP6;1 та 7;1 все ще залишаться невідомими, хоча NIP7;1, можливо, бере участь у транспорті силіцію [348]. Було запропоновано, що подібні до аквапоринів типи транспортерів можуть брати участь у поглинанні AsIII у бактеріях, дріжджах та клітинах ссавців [299]. 

Існують експериментальні дані, які засвідчують те, що аквапорини також можуть брати участь у поглинанні AsIII і в рослинах [449]. Проте жодного специфічного білка, що бере участь у поглинанні AsIII, не було виявлено. Тому було розпочато пошук та ідентифікацію мутантів для всіх трьох членів NIP-аквапоринів групи II.

Застосування ПЛР та ЗТ-ПЛР аналізу дозволило ідентифікувати одну мутантну лінію для NIP5;1 (SALK_012572) та дві для NIP6;1 (SALK_046323). Дві незалежні мутантні лінії були знайдені для NIP7;1 (nip7;1-1 (SALK_057023) та nip7;1-2 (SALK_042590). Лінія nip7;1-1 несе вставку Т-ДНК у кінці третього інтрону та nip7;1-2 має вставку на початку четвертого екзону (рис. 3.54). 

Обидві лінії демонструють повну відсутність транскриптів NIP7;1 (рис. 3.54). П’ять мутантних ліній разом із рослинами дикого типу культивували в контрольних умовах та на середовищах, що містили AsIII (As2O3) та AsV (K2HAsO4) у різних концентраціях. 
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Рис. 3.54. Ідентифікація AtNIP7;1 мутантів. 

(a) Схема Т-ДНК вставок у гені AtNIP7;1 (At3g06100). (b) Дані ЗТ-ПЛР аналізу експресії AtNIP7;1 у мутантних лініях nip7;1-1 (SALK_057023) та nip7;1-2 (SALK_042590).

Відповідно до результатів наших експериментів, різниці у рості між рослинами дикого типу та мутантними лініями nip5;1 і nip6;1 не спостерігалося. Натомість обидві лінії 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. 3.54). 
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Рис. 3.55. Аналіз приросту маси та вмісту As у мутантних лініях AtNIP7;1 та рослинах дикого типу. (a) Проростки A. thaliana пророщували на агаризованому середовищі без As (контроль) та із 100 мкM AsV чи 5, 7 та 10 мкM AsIII. (b) Загальний вміст As у проростках A. thaliana після вирощування на середовищах, що містили 7 мкM AsIII чи 100 мкM AsV. (c) Загальний вміст As у рослинах віком 4 тижні, що вирощували на гідропонному середовищі із 50 мкM AsIII протягом 6, 18 чи 40 годин. Значення різниці більше 5% позначене зірочками.

Найбільша різниця у рості була виявлена, коли концентрація AsIII у середовищі становила 7 мкM. Отримані дані свідчать про те, що NIP7;1 бере участь у процесі поглинання AsIII. Тому було вирішено перевірити робочу гіпотезу та провести подальші аналізи.

Загальний рівень As у проростках, які росли на середовищі, що містило AsIII, був значно нижчим для двох мутантних ліній nip7;1 у порівнянні із рослинами дикого типу (рис. 3.55). Ніякої різниці у вмісті As не було зафіксовано, коли рослини культивувалися на середовищі із 100 мкM AsV. Після 40 годин інкубації на середовищі із 50 мкM AsIII було зафіксовано зменшення накопичення As у тканинах лінії nip7;1 (рис. 3.55).  

Вплив експресії AtNIP7;1 на стійкість до As у різних мутантних лініях дріжджів. Експресія AtNIP7;1 у різних мутантних лініях дріжджів значно змінювала стійкість до As. Для того щоб з’ясувати, як AtNIP7;1 може впливати на процеси поглинання та стійкості до As, ген цього транспортеру був експресований у дріжджових клітинах дикого типу та мутантних лініях acr3Δ, fps1Δ. Згідно з останніми дослідженнями Acr3p є білком плазматичної мембрани та має 10 трансмембранних доменів [357]. Втрата функцій цього білка в клітинах дріжджів призводить до збільшення у п’ять раз чутливості до AsIII завдяки відсутності системи видалення цієї форми As у зовнішнє середовище. Генотип acr3Δ також є чутливішим до впливу AsV. Вважається, що у більшості живих організмів, включно із дріжджами, AsV швидко редукується до AsIII за допомогою арсенат редуктази [334]. 

Отже, втрата функції Acr3p призводить до збільшення накопичення AsIII у клітинах, що відповідно спричиняє затримку росту у ще більших масштабах [334]. При експресії AtNIP7;1 у мутантній лінії acr3Δ, AtNIP7;1 тільки збільшував чутливість до AsIII (рис. 3.56). Отримані дані свідчать про участь AtNIP7;1 у процесах накопичення AsIII у клітині.

Fps1p належить до групи дріжджових аквапоринів родини MIP. Цей канал здатний до двонаправленого транспорту гліцерину [308]. Втрата функції цього аквапорину негативно впливає на осмотичний гомеостаз, проте покращує стійкість рослин до AsIII завдяки зменшенню поглинання цієї сполуки.  

Суттєве підвищення стійкості до AsIII в мутантній лінії fps1Δ свідчить, що Fps1p є одним із головних елементів у процесі поглинання AsIII дріжджовими клітинами. Експресія AtNIP7;1 у мутантній лінії fps1Δ значно знижувала показники стійкості до AsIII. При експресії AtNIP7;1 у дріжджах генотипу fps1Δ показники стійкості до AsIII були подібними до дикого типу (рис. 3.56).
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Рис. 3.56. Вплив експресії AtNIP7;1 у різних лініях дріжджів на 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 останньої дріжджів цієї лінії до AsV.

Підвищення чутливості до AsIII було також відмічено для дріжджів дикого типу, що мали експресію AtNIP7;1. У клітинах дикого типу все ще існує свій ендогенний механізм потрапляння AsIII за допомогою Fps1p-аквапорину, проте поява AtNIP7;1 у клітинах забезпечує додатковий шлях для потрапляння цього елемента (рис. 3.56).

Оскільки AsV швидко редукується в цитозолі до AsIII, а ACR3 є головною системою виведення AsIII із дріжджів, робота ACR3 у клітині також буде впливати на токсичні ефекти, пов’язані із AsV. Для того щоб перевірити цю гіпотезу, дріжджі мутантної лінії acr3Δ, трансформовані пустим вектором (acr3Δ:EV) чи AtNIP7;1 (acr3Δ:AtNIP7;1), ростили на середовищах, які містили різні концентрації AsV (рис. 3.56). Невелике, проте чітке покращення у рості культури acr3Δ:AtNIP7;1 було зафіксоване у порівнянні із acr3Δ:EV. Отримані дані свідчать про те, що AtNIP7;1 може забезпечувати не тільки приток (поглинання) AsIII, але і виток цього елемента. В умовах, коли система активного видалення AsIII (ACR3) не працює, присутність AtNIP7;1 може зменшувати токсичні ефекти AsV.
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Рис. 3.57. Вплив експресії AtNIP7;1 на характер поглинання AsIII клітинами дріжджової лінії fsp1Δ.

Наші результи чітко свідчать про те, що AtNIP7;1 може забезпечувати поглинання AsIII при експресії гена цього білка в різних генотипах дріжджів. Дані, отримані при дослідженні ефектів транспорту та накопичення As для мутантної лінії acr3Δ, свідчать про те, що AtNIP7;1 може пропускати AsIII і в зворотному напрямку і таким чином покращувати стійкість до AsV за допомогою зменшення рівня накопичення AsIII.

Для подальшої перевірки та підтвердження нашої гіпотези було проведено аналіз здатності AtNIP7;1 забезпечувати поглинання AsIII. У даних експериментах вимірювали рівень поглинання AsIII за короткий період часу для лінії fps1Δ із експресією AtNIP7;1 та порівнювали із рівнем цього елемента в клітинах цієї мутантної лінії, трансформованих пустим вектором (рис. 3.57). Відповідно до отриманих результатів, клітини, трансформовані пустим вектором (fps1Δ:EV), мали нижчий рівень поглинання у порівнянні із AtNIP7;1 трансформантами (fps1Δ:AtNIP7;1) (рис. 3.57).

Роль аквапоринів у поглинанні AsIII в рослинах. Як і всі аквапорини, аквагліцеропорини є дуже ефективними транспортерами води [344, 446]. Рівень транспорту інших речовин через пори аквапоринів цього типу зазвичай є набагато нижчим, ніж для молекул води. Однак у багатьох фізіологічних умовах осмотичні градієнти можуть бути дуже малими або не існувати взагалі. У таких випадках, найвірогідніше, преференція транспорту через аквагліцеропорини буде надаватись іншим речовинам ніж молекулам води. Слід зазначити, що, на жаль, кількісні характеристики таких процесів все ще залишаються нез’ясованими. 

Ген аквагліцеропорину AtNIP7;1 експресується у значних рівнях і у клітинах тканин коренів, і у клітинах тканин пагонів (https://www.genevestigator.ethz.ch). Цілком можливо, що цей транспортер бере участь у транспорті малих та неполярних сполук. Наші результати демонструють, що втрата функції AtNIP7;1 в рослинах покращує стійкість A. thaliana до AsIII та зменшує поглинання AsIII коренями. До того ж, гетерологічна експресія AtNIP7;1 у дріжджах призводить до затримки росту клітин за наявності AsIII та збільшує рівень поглинання цієї форми As. Отримані дані чітко свідчать про те, що AtNIP7;1 є важливою ланкою у процесах поглинання AsIII в A. thaliana. 

У мутантній лінії дріжджів acr3Δ AtNIP7;1 також покращував стійкість клітин до AsV. Такі результати вказують на те, що рух AsIII через AtNIP7;1 може бути у двох протилежних напрямках. Однак подібних ефектів в експериментах із рослинами A. thaliana не було зафіксовано. У останніх дослідженнях було показано, що витік AsIII відбувається із коренів рослин рису та томатів [353]. Проте в цій роботі було продемонстровано, що цей процес витоку AsIII є чутливим до карбоніл ціанід м-хлорфеніл гідразону (СССР, carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone). Тому більш вірогідно, що у цьому випадку мова йде про системи активного транспорту, а не про пасивний транспорт за допомогою аквапоринів. 

Ідентифікація специфічних продуктів генів, які беруть участь у поглинанні AsIII, може значно полегшити створення рослин для фіторемедіації (підвищення поглинання) чи для харчового споживання людиною (зниження поглинання) [299, 365]. 

3.6. Застосування дріжджової системи ScACR3 для створення рослин із покращеною стійкістю до As
Для того щоб оцінити, чи можливо у рослин посилити виведення As і чи буде це мати позитивний ефект на їхній ріст, було вирішено експресувати ScACR3 із дріжджів в рослинах A. thaliana. ScACR3 є антипортером, що працює за рахунок протонного градієнту на плазматичній мембрані та виводить AsIII із клітин дріжджів [357, 358]. Вищі рослини не мають гомологів до ScACR3. Окрім того, залишається невідомим, чи мають вищі рослини активні системи видалення AsIII з клітин. На відміну від ScACR3, що локалізується на плазматичній мембрані, гіперакумулятор As папороть Pteris vittata має декілька подібних до ScACR3 білків, але всі вони мають тонопластну локалізацію та транспортують AsIII у центральну літичну вакуолю [362]. Тому було задумано провести трансформацію A. thaliana та протопластів цієї рослини геном ScACR3 або геном злитого із EYFP- ScACR3:EYFP.   

Особливості локалізації ScACR3 у рослинній клітині. Перед тим як розпочати вивчати будь-які фізіологічні ефекти, пов’язані із експресією ScACR3, було необхідно з’ясувати, яку клітинну локалізацію буде мати білок дріжджового походження. Було проведено створення генетичної конструкції із геном, що кодує C-термінальне злиття ScACR3-EYFP. Транзієнтна експресія цього гена в протопластах A. thaliana показала, що сигнал EYFP спостерігається в периферійній ділянці клітини (рис. 3.58). Результати цих експериментів свідчать про те, що найбільш ймовірним місцем локалізації ScACR3 у рослинній клітині є плазматична мембрана. Для того щоб підтвердити це припущення, протопласти, трансформовані ScACR3:EYFP, зазнавали додаткової котрансформації геном, що кодує маркер плазматичної мембрани, а саме аквапорин AtPIP2;1, злитий із CFP (cyan fluorescent protein) (рис. 3.56) [451]. 
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Рис. 3.58. 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.  

Комбінація сигналів EYFP та CFP свідчить про те, що картина EYFP флуоресценції повністю співпадає із флуоресценцією CFP (рис. 3.58). Отже, наші результати показують те, що дріжджовий ScACR3 локалізується у плазматичній мембрані рослинної клітини. Паралельно проводились експерименти із встановленням клітинної локалізації N-термінального злиття EYFP-ScACR3. Відповідно до отриманих результатів, характер клітинної локалізації для цього типу злитого білка був дуже схожий до попереднього ScACR3-EYFP та демонстрував локалізацію на плазматичній мембрані. Як уже було зазначено раніше, деякі види нижчих рослин, зокрема Pteris vittata, мають транспортери ACR3 типу [361]. Проте такі транспортери у рослинах локалізуються у тонопласті літичних вакуоль. Тому було проведено перевірку присутності ScACR3 у вакуолях шляхом вивільнення вакуолі із протопластів трансформованих ScACR3:EYFP. Ніякої флуоресценції не було помічено у вакуолярних компартментах. 

Вплив експресії ScACR3 на стійкість до As на клітинному рівні. 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 [339]. 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). 
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Рис. 3.59. Виживання протопластів із контрольних та трансгенних ліній рослин, що зазнали дії AsIII (3,5 мM та 7 мM) чи AsV (190 мM). Кількість мертвих протопластів із трансгенних ліній (ACR-W1, ACR-W2, ACR-N1 та ACR-N2) та відповідних контрольних ліній (тут нема узгодження) (WT та nip7;1) відносно контрольних умов при культивуванні у середовищі із різними концентраціями AsIII чи AsV. Дані трьох незалежних експериментів. Різні літери зверху стовпчиків свідчать про достовірні різниці між різними рослинними групами (P < 0,05). 

Всі ці чотири гомозиготні трансгенні лінії використовували для подальших експериментів. Спочатку було проведено оцінку того, як ScACR3 впливає на характеристики клітини. Для того щоб провести таку оцінку, була використана система протопластів – ізольованих рослинних клітин без клітинної стінки. Для вивчення ефектів, спричинених експресією ScACR3 на клітинному рівні, протопласти виділяли із двох різних груп трансформантів та інкубували їх при різних концентраціях AsIII та AsV. 
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Рис. 3.60. Вихід As із протопластів контрольних та трансгенних ліній рослин. 

Протопласти, ізольовані із контрольних рослин (дикий тип (WT) та nip7;1) та ліній із експресією ScACR3 (ACR-W1, ACR-W2, ACR-N1 та ACR-N2), інкубували протягом 2 годин на середовищі із 2 мM AsV, а потім переносили у вільне від As середовище. Вміст As у зовнішньому середовищі вимірювали через 3 та 6 годин. (a) Рівень As у зовнішньому середовищі через 3 години. (b) Рівень As у зовнішньому середовищі через 6 годин. Дані 3–4 незалежних аналізів. Різні літери зверху стовпчиків свідчать про достовірні різниці між різними рослинними групами (P < 0,05). 
Було знайдено, що для ініціації клітинної загибелі необхідні дуже високі концентрації As в середовищі для інкубації. Протопласти інкубували у присутності двох валентних форм As протягом 24 годин. Протопласти усіх трансгенних ліній демонструють більшу стійкість до впливу AsIII (3,5 та 7 мM) та AsV (190 мM) у порівнянні із контрольними клітинами (рис. 3.59). Для того щоб з’ясувати, чи пов’язана стійкість протопластів із трансгенних ліній з активністю ScACR3, була проведена оцінка кількості As, виведеного із протопластів, які були попередньо проінкубовані протягом 2 годин у середовищі, що містило AsV (2 мM) (рис. 3.60). 

Відповідно до отриманих результатів, протопласти з трансгенних ліній ACR-W1 та ACR-W2 виводили As більше, ніж контрольна група через 3 та 6 годин. Протопласти трансгенних ліній ACR-N1 та ACR-N2 мутанту nip7;1 не показували значних змін, коли вимірювання проводилось через 3 години, проте через 6 годин концентрація As зростала у зовнішньому середовищі.

Отже, наші дані свідчать про те, що експресія ScACR3 підвищує стійкість до As та, цілком вірогідно, є результатом посилення виведення цього елемента в клітинах трансгенних ліній. 

Вплив експресії ScACR3 на стійкість рослин до As. Для того щоб оцінити, як експресія гена дріжджового транспортера ScACR3 впливає на ріст A. thaliana, проростки та дорослі рослини інкубували на середовищах із різними концентраціями AsIII чи AsV. Відповідно до результатів експериментів темпи приросту рослин дикого типу знизилися на 70% при пророщуванні на середовищі із AsIII (10 мкM) у порівнянні з ростом у контрольних умовах (рис. 3.61). Проте темпи росту рослин трансгенної лінії ACR-W1 зменшувались лише на 55% (рис. 3.62). Однак ріст іншої трансгенної лінії ACR-W2 був пригнічений ще більше, ніж рослин дикого типу. 
Пророщування рослин на середовищі із 160 мкМ AsV призводило до схожих наслідків, як і у випадку з 10 мкM AsIII. Ріст рослин лінії ACR-W1 був значно кращий контролю, а лінія ACR-W2 мала показники приросту, які подібні до контрольних рослин (рис. 3.61). Однак при пророщуванні рослин мутантної лінії nip7;1 у тих же умовах, показники приросту були кращі у порівнянні із диким типом (рис. 3.61). 

[image: image85.png]Bara 1o/ HIX P OCTHH BiHOCHO
BACH POC/IHH ¥ KOHTPOJIbHUX YMOBAX

(%)

3

]

a
8

8

3

3

10 MxM Asll

160 MxM AsV

120

100

10 vxM AsTT

mWT
"nip7;1
mACR-N1
HACR-N2

160 MM AsY




Рис. 3.61. Відносний приріст проростків A. thaliana контрольних та трансгенних ліній на середовищах, що містили чи 10 мкМ AsIII, чи 160 мкм AsV. 

Ріст трансгенних ліній (ACR-W1, ACR-W2, ACR-N1 та ACR-N2) разом із відповідними контрольними лініями (WT та nip7;1) протягом 14 днів м на ½ МС, що містило чи AsIII, чи  AsV. Дані 6 незалежних аналізів. Різні літери зверху стовпчиків свідчать про достовірні різниці між різними рослинними групами (P < 0,05).
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Рис. 3.62. Ріст проростків A. thaliana дикого типу та трансгенної лінії ACR-W1 протягом 14 днів на середовищі із 10 мкМ AsIII. 
Експресія ScACR3 у рослинах цієї мутантної лінії ще більше підвищувала показники стійкості до As. Цікаво, що рівень стійкості цих двох nip7;1 трансгенних лінійбув дещо нижчим, ніж для лінії ACR-W1. 
Подібний характер росту, що був відмічений при пророщуванні проростків на агаризованому середовищі, спостерігався і при культивуванні рослин на гідропонному середовищі із різними концентраціями AsIII чи AsV. Відносний рівень приросту маси (RGR) був значно вищим для ACR-W1,ACR-N1 та ACR-N2 ліній у порівнянні із рослинами дикого типу чи контрольних рослин мутантної лінії nip7;1 (рис. 3.63). Найбільша різниця у прирості рослин була помічена при культивуванні їх на гідропонному середовищі, що містило AsV у концентраціях 160 чи 200 мкM. Як і у дослідах з проростками на агаризованому середовищі, приріст рослин ліній ACR-N1 та ACR-N2 був дещо нижчим у порівняння із ACR-W1.   
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Рис. 3.63. Відносний приріст рослин дикого типу та трансгенних ліній A. thaliana віком 2 тижні на гідропонних середовищах, що містили різний вміст чи AsIII (10 або 15 мкМ), чи AsV(160 або 200 мкМ). Відносний приріст (%/день) трансгенних ліній (ACR-W1, ACR-W2, ACR-N1 та ACR-N2) разом із відповідними контрольними лініями (WT та nip7;1) після 14 днів інкубації на гідропонному середовищі, що містило чи AsIII, чи AsV. Дані 3 незалежних аналізів. Різні літери зверху стовпчиків свідчать про достовірні різниці між різними рослинними групами (P < 0,05).
Вплив гетерологічної експресії ScACR3 на процес виведення As із рослин. Для того щоб вивчити вплив ScACR3 на механізми стійкості до As, було проведено вимірювання концентрацій цього елемента в коренях та пагонах і оцінено масштаби виведення As у зовнішнє середовище. Рослини культивували на середовищі, що містило відносно низький рівень AsV (5 мкМ) протягом 24 годин. Після цього рівень AsV та AsIII вимірювали і у рослинах, і у зовнішньому середовищі. 
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Рис. 3.64. Виведення AsIII у % від поглинутого AsV для рослин дикого типу та трансгенних ліній A. thaliana, що інкубувались протягом 24 годин на гідропонному середовищі із 10 мкМ AsV. Виведенння AsIII (% від поглинутого рослинами AsV) трансгенними лініями (ACR-W1, ACR-W2, ACR-N1 та ACR-N2) разом із відповідними контрольними лініями (WT та nip7;1). Дані 3 незалежних аналізів. Різні літери зверху стовпчиків свідчать про достовірні різниці між різними рослинними групами (P < 0,05).
Поява AsIII у зовнішньому поживному середовищі є результатом виведення цієї валентної форми As кореневою системою після поглинання AsV рослиною за допомогою фосфатних транспортерів та редукції тривалентного стану клітинами коренів [353]. Відповідно до отриманих даних, 56% AsV поглинутого рослинами A. thaliana виводиться із тканин у формі AsIII. Такий феномен був уже описаний і для інших видів рослин [353, 452, 453] (рис. 3.64). Проте здатність видаляти AsIII у трансгенних ліній рослин, а саме ACR-W1 та ACR-W2, була набагато вищою, ніж у контрольній лінії. Хоча подібна тенденція спостерігалася для контрольних та трансгенних рослин мутантної лінії nip7;1, але збільшення видалення AsIII для цих ліній було статистично недостовірним (рис. 3.64).
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Рис. 3.65. 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 із відповідними контрольними лініями (WT та nip7;1). Дані 3 незалежних аналізів. Різні літери зверху стовпчиків свідчать про достовірні різниці між різними рослинними групами (P < 0,05).
У цілому наші дані свідчать про те, що присутність ScACR3 збільшує виведення As у зовнішнє середовище. Більшість As (92–95%), знайденого в тканинах коренів та пагонів, мають тривалентний стан. Відповідно до отриманих нами даних, вміст As у коренях трансгенних рослин дикого типу (ACR-W1 та ACR-W2) є значно нижчим (рис. 3.64). У контрольних та трансгенних рослинах мутантної лінії nip7;1 рівень As був схожим. У тканинах пагонів вміст As був вищим для трьох із чотирьох трансгенних ліній, проте у лінії ACR-N2 (nip7;1) вміст цього елемента у пагонах був значно нижчим (рис. 3.65). 

Хоча такі зміни на рівні рослинних тканин були досить помірними, вони суттєво змінили розподіл цього елемента між коренем та пагоном (рис. 3.65). Три з чотирьох трансгенних ліній демонструють значне збільшення рівня накопичення в пагонах та зменшення в коренях (рис. 3.64). Наші результати вказують на те, що, додатково до збільшення здатності видаляти As з тканин, ScACR3 також сприяє перерозподілу As із коренів до тканин пагонів (рис. 3.65).     

Роль ScACR3 у механізмах стійкості рослин до As. As – токсичний елемент для всіх живих організмів. Для багатьох регіонів світу забруднення As є важливою проблемою та негативно впливає на багато сфер сільського господарства. Зернові культури, зокрема рис, є важливою ланкою харчового ланцюга у передачі As з навколишнього середовища у організм людини [282, 454]. Зменшення накопичення As у тканинах рослин буде мінімалізувати токсичні ефекти цього елемента і таким чином позитивно впливати і на ріст рослин, і продуктову якість для людського споживання. Токсичні ефекти As пов’язані насамперед з цитоплазматичними процесами. Для того щоб зменшити вплив цих ефектів, потрібно обмежити доступ As до цитоплазми та збільшити здатність видалення цього елемента із метаболічно активної частини клітини. Видалення As із цитоплазми може бути спрямоване або у вакуолю, або у апопласт. Нещодавно були ідентифіковані декілька тонопластних транспортерів, що можуть транспортувати As у вакуолю. Ці транспортери належать до родини АВС-транспортерів (AtABCC1 та AtABCC2) та забезпечують транспорт AsIII фітохелатинових комплексів у вакуолю [455]. Подібні до дріжджового ScACR3 транспортери, що були знайдені в деяких видів нижчих рослин, також закачують As у вакуолю [362]. Більшість симпластного As залишається у клітинах коренів, тому накопичення цього елемента у вакуолі обмежене відносно невеликим об’ємом кореневої системи. Зовсім не дивує той факт, що в клітинах коренів працює ціла низка транспортних систем, які відповідають за транспорт небезпечних та токсичних речовин у апопласт [456]. Механізми видалення рослинами цитоплазматичного As у зовнішнє середовище залишаються неідентифікованими. Виведення AsІІІ у зовнішнє середовище було відмічено для багатьох видів рослин, але фізіологічна складова цих процесів залишається нез’ясованою [352, 355, 372, 457]. Для того щоб збільшити об’єми видалення As із рослин, був використаний трансгенний підхід, що базується на гетерологічний експресії в A. thaliana гена дріжджової системи видалення As – ScACR3. 

Протопласти, виділенні із усіх трансгенних ліній, демонструють кращі показники виживання та виведення As порівняно із контролем. Таким чином, на клітинному рівні експресія ScACR3 покращує стійкість завдяки підвищенню рівня видалення As у протопластів усіх трансгенних ліній. Експресія гена цього транспортера в рослинах демонструє, що 3 із 4 трансгенних дослідних ліній мають вищий рівень приросту у порівнянні з контролем за умов культивування в присутності чи AsIII, чи AsV, що швидко перетворюється у цитоплазмі на тривалентну форму (рис. 3.64). Окрім того, здатність трансгенних рослин до видалення As була вищою, ніж у рослин дикого типу чи мутантної лінії nip7;1 (рис. 3.64). Отримані результати вказують на те, що присутність ScACR3 у клітинах рослин може позитивно впливати на стійкість до As, проте рівень такої стійкості може залежати від типу трансгенної лінії. 

Цілком вірогідно, що загальний фенотип росту трансгенних ліній залежить від багатьох різних аспектів. Декілька факторів можуть обумовлювати варіації у стійкості рослин, що були описані раніше. Наприклад, збільшення виведення As буде сприяти зниженню рівня цього елемента у цитоплазмі і відповідно мінімалізувати токсичні ефекти As та сприяти процесу росту. Конститутивний рівень витоку As може призводити до локального накопичення цього елемента у апопласті навколо тканин і клітин із підвищеною чутливістю, що може негативно впливати на стійкість всієї системи. Підвищення виведення AsIII може підсилювати накопичення цього елемента в судинах ксилеми коренів, що призводить до збільшення транслокації цієї валентної форми із коренів до пагонів (рис. 3.65). Зміна у розподілі цього елемента між різними типами тканин може і сприяти, і негативно впливати на ріст та стійкість рослин. Наприклад, протопласти з лінії ACR3-W2 демонструють покращену стійкість та вищій рівень виведення As, проте рослини цієї лінії не показують будь-якого значного покращення у рості за присутності As. Ця трансгенна лінія має показники стійкості навіть гірші ніж контрольні рослини дикого типу, що стало великою несподіванкою для нас (рис. 3.61, 3.63). 
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Рис. 3.66. Рівень транскриптів ScACR3 у різних трансгенних лінях A. thaliana. 
Результати ЗТ-ПЛР у реальному часі. Загальна РНК була виділена із рослин віком 2–3 тижні. Рівень транскриптів гена актину 1 (Actin1) з A. thaliana використовували як референтний. Рівень транскриптів ScACR3 нормалізовували відносно рівня експресії Actin1. Дані 3 незалежних аналізів. 

Серед усіх трансгенних ліній саме ACR3-W2 демонструє найнижчий рівень експресії ScACR3 (нижче у п’ять разів у порівнянні з ACR3-W1 та у два рази нижче, ніж у ACR3-N) (рис. 3.66). Така різниця у рівнях експресії різних трансгенних ліній може бути одним із пояснень таких різних ефектів у ACR3-W2 та інших трансгенних рослин. Така різниця у рівні експресії також може призводити до різниці у функціонуванні ScACR3 на локальних рівнях і таким чином запобігає формуванню загального позитивного ефекту. Окрім того, не слід забувати, що при гетерологічній експресії гена цього транспортеру може також відбуватись альтернативний сплайсинг. Випадки появи альтернативних за розміром транскриптів ScACR3 були зафіксовані декілька разів при проведенні ЗТ-ПЛР аналізу. Тому можливою причиною такої низької стійкості ACR3-W2 є продукція артефактного транскрипту. 

У протопластах ACR3-W2 виведення As відбувається у зовнішнє середовище, що немає обмежень чи кордонів, проте взаємодія між різними компартментами, клітинами та тканинами відсутня. 

Трансгенні лінії рослин ACR-N1 та ACR-N2 демонструють деякі переваги у рості, однак не мають значного збільшення у видаленні As з тканин рослин. Це може бути результатом того, що рівень витоку As в мутантних лініях nip7;1 вищий, ніж у рослин дикого типу (рис. 3.64). Як було показано раніше, NIP-аквагліцеропорини забезпечують двонаправлений транспорт речовин, зокрема As [339, 340]. Відповідно до результатів цих робіт, втрата функцій NIP7;1 буде призводити до зменшення виведення AsІІІ, проте рівень витоку цього елемента із контрольних протопластів лінії nip7;1 був подібним до протопластів з рослин дикого типу. Незважаючи на це, при аналізі рівня видалення AsІІІ на рівні цілої рослини цей параметр був значно вищим у мутантів nip7;1, ніж у дикого типу (рис. 3.64). Отже, отримані дані свідчать про те, що втрата функції NIP 7;1 змінює вивільнення As із симпласту, проте робить це у залежний від типу клітини та/чи тканини спосіб. Відповідно до наших спостережень, рівень виведення As у трансгенних рослин мутантної лінії nip7;1 не збільшувався. Таким чином ці результати свідчить про те, що покращена стійкість цієї групи рослин пов’язана із зовсім іншим феноменом, ніж виведення As. Рівень виведення цього елемента у цих рослинах є вищим, проте виведений з цитоплазми As залишається у апопласті. 

Було показано, що ScACR3 локалізується у плазматичній мембрані та виконує функції видалення AsІІІ з клітини. Дослідження клітинної локалізації ScACR3 у клітинах A. thaliana також свідчать про розташування цього транспортера у плазматичній мембрані (рис. 3.58). Відповідно до результатів експериментів, отриманих на протопластах та коренях трансгенних ліній рослин, цілком вірогідно, що цей транспортний білок у рослинах функціонує подібним до дріжджів способом (рис. 3.60, 3.64). Тобто ScACR3 видаляє AsІІІ із цитоплазми у апопласт. Зменшення вмісту As у коренях деяких трансгенних ліній також свідчить на користь запропонованої моделі. 
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Рис. 3.67. Співвідношення загального вмісту As між пагонами та коренями рослин дикого типу та трансгенних ліній A. thaliana, що інкубувались протягом 24 годин на гідропонному середовищі з 10 мкМ AsV. Співвідношення загального вмісту As пагін:корінь у трансгенних лініях (ACR-W1, ACR-W2, ACR-N1 та ACR-N2) та у відповідних контрольних лініях (WT та nip7;1). Дані 3 незалежних експериментів. Різні літери зверху стовпчиків свідчать про достовірні різниці між різними рослинними групами (P < 0,05).
Оскільки зменшення загального вмісту As було незначним, то такий ефект може бути пояснений затримкою цього елемента у апопласті. Однак існують й інші процеси, на які може впливати функціонування ScACR3. Наприклад, збільшення рівня As у пагоні свідчить про те, що ScACR3 посилює транслокацію As із коренів до пагонів. У цілому слід зазначити, що для того аби захистити тканини із активними фотосинтетичними процесами, рослини намагатимуться запобігати потраплянню до них надлишку важких металів та металоїдів. Для As така стратегія є напрочуд очевидною. Експресія ScACR3 у клітинах паренхіми ксилеми може сприяти навантаженню ксилеми AsІІІ і таким чином змінювати співвідношення вмісту цього елемента між коренем та пагоном (рис. 3.67). Дійсно, у трансгенних лініях ACR-W1, ACR-W2 та ACR-N1 не тільки змінилось співвідношення AsІІІ між коренями та пагонами, але і показники приросту стали кращими (рис. 3.67). Отже, наші результати свідчать про те, що збільшення транспорту As у пагони не шкодить стійкості рослин. Вірогідно, що експресія ScACR3 у клітинах пагону сприяє накопиченню цього елемента у апопласті.

Таким чином, експериментальні дані свідчать про те, що експресія гена, який кодує активну систему видалення AsІІІ в A. thaliana підвищує стійкість рослин до впливу As і на клітинному рівні, і на рівні організму в цілому. Механізм такої стійкості базується, принаймні частково, на тому, що збільшення виведення AsІІІ у апопласт та/чи зовнішнє середовище зменшує токсичне навантаження цього елемента на цитоплазму. Результати роботи останніх років, де ScACR3 був експресований у рослинах рису, також вказує на те, що функціонування цього білка збільшує видалення AsІІІ із цитоплазми [363]. На жаль, автори цього дослідження не продемонстрували ніяких даних стосовно приросту трансгенних рослин у присутності сполук As, тому залишається не зовсім зрозумілим, чи було досягнуто покращення стійкості рослин рису до цього елемента. Проте рівень As у тканинах рослин був меншим, як і у зернівках двох трансгенних ліній із трьох. Автори цієї роботи показують набагато вищий рівень видалення As із трансгенних рослин порівняно із нашими даними. Проте у цій роботі не відмічено змін у перерозподілі As із коренів до пагонів. Таким чином, ефекти гетерологічної експресії ScACR3 у рослинах залежать від багатьох факторів, зокрема виду рослин, стадії розвитку та складності організації тканини. Загалом слід зазначити, що використання добре охарактеризованих мембранних систем транспорту As із бактерій, грибів та інших організмів може бути дуже гарним знаряддям у майбутньому для покращення характеристик сільськогосподарських рослин. Такий підхід буде сприяти збільшенню врожайності сільськогосподарських рослин в умовах забруднення навколишнього середовища сполуками As. Однак подальший розвиток таких технологій потребує більш тонкого налаштування роботи трансгенів, зокрема застосування тканиноспецифічних промоторів, для запобігання та мінімалізації токсичних ефектів As. Проте ефекти посилення транслокації As із коренів до пагонів та збільшення вмісту цього елемента у тканинах цього органу стануть у нагоді для застосування у фіторемедіації. 

РОЗДІЛ 4
АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ
Рослинним організмам необхідно бути постійно готовими до відповіді на дію стресів різної природи, сольового стресу (осмотична та іонна компонента), дефіциту мінеральних речовин та впливу важких металів і металоїдів. Важливою умовою життєдіяльності рослин є підтримка коректної роботи органів, а саме коренів та пагонів, в умовах дефіциту води, високих концентрацій цитотоксичних іонів, металів та металоїдів. 

Рослини здатні детектувати такі зміни і формувати відповідні реакції. Процес детекції таких змін є надзвичайно важливим для підтримання коректного функціонування кореневої системи та пагонів в умовах дефіциту води та високих концентрацій Na+ та інших цитотоксичних іонів. На відміну від сольового та водного стресів, вищі рослини не мають здатності детектувати та обмежувати приток токсичних сполук на основі As, що, відповідно, призводить до негативних наслідків, пов’язаних із токсичністю цього елемента. 

Формування відповіді рослин на дефіцит води та дію високих концентрацій солей є складним та комплексним і передбачає велику кількість різних процесів, що мають бути чітко скоординованими. Втрата води та підвищення концентрацій іонів солей спричиняють гіперосмотичний шок та іонний дисбаланс. Сольовий та водний стреси також негативно впливають на мінеральний гомеостаз головних поживних елементів. Механізми стійкості рослин до водного та сольового стресів можна поділити на ті, що зменшують негативні наслідки осмотичного стресу та токсичності іонів, і ті, що пов’язані із вторинними ефектами цих стресів [21, 22]. 

Розбалансування водного потенціалу між апопластом та симпластом спричиняє зменшення тургорного тиску. За умови суттєвого зменшення тургорного тиску відбувається значне уповільнення росту [21]. Коли різниця у водному потенціалі клітини вже не може компенсуватися зменшенням тургорного тиску, відбувається дегідратація клітини [24]. Структури цитозолю та клітинні органели і галофітів, і глікофітів однаково чутливі до цитотоксичних іонів Na+, Cl- та інших. Дія катіонів Na+ є одним із головних негативних чинників при дефіциті води та засоленні. Підтримка осмотичного гомеостазу рослинної клітини відбувається завдяки продукції та накопичення відповідних специфічних клітинних осмолитів та осмопротекторів [32]. Деякі клітинні осмолити, зокрема іони K+, є простими іонами мінеральних сполук, що широко розповсюджені в клітинах та тканинах рослин.  
В умовах високих концентрацій солей та дефіциту води накопичення цитотоксичних іонів у вакуолі є обмеженим. Такий процес зберігання токсичних іонів є дуже важливим для функціонування глікофітів в умовах сольового стресу. При досягненні фізичного та фізіологічного порогу накопичення іонів рослинними вакуолями відбувається завдяки підвищенню концентрації цих цитотоксичних іонів у цитозолі, що негативно впливає на багато різних аспектів життєдіяльності клітини. Іони Na+ є безпосередніми конкурентами іонів K+ у транспортних системах поглинання рослин. Слід зазначити, що в умовах засолення поглинання іонів натрію рослиною відбувається набагато ефективніше, ніж калію. Фізико-хімічні подібності між іонами Na+ та K+ призводять також до конкуренції за каталітичні сайти, що у нормальних умовах приєднують необхідний катіон K+. Адаптація рослин до високих концентрацій солей та дефіциту води передбачає інтеграцію багатьох процесів та функцій, зокрема контроль поглинання Na+, транслокацію та клітинну компартменталізацію цього елемента. Використання принципу високого вмісту цитоплазматичного K+ по відношенню до Na+ покращує солестійкість рослин [20, 27, 34]. У дисертаційній роботі було запропоновано декілька підходів для покращення посухо- та солестійкості рослин, а саме депозитування токсичних іонів у вакуолю чи клітинну стінку; транспорт токсичних іонів у стебло, старе листя чи листяну пазуху; підтримка низького цитоплазматичного рівня Na+ щодо рівня K+; підвищення поглинання рослинами K+. 

Більшість білків, що беруть участь у поглинанні, видаленні, компартменталізації та транспорті на великі відстані As, залишаються все ще невідомими.

Для перевірки достовірності запропонованих підходів та ідентифікації білків, що беруть участь у транспорті As, ми дослідили клітинну локалізацію та фізіологічні функції деяких мембранних транспортерів моновалентних іонів та металоїдів. 

Характеристика транспортера HKT2;1 з рослин ячменю. Було показано, що транспортери родини HKT беруть участь у механізмах стійкості глікофітних рослин, а саме пшениці, рису, A. thaliana, до помірного сольового стресу за допомогою видалення цитотоксичного Na+ із тканин надземних органів. У нашій роботі ми проаналізували роль транспортера HvHKT2;1, що може транспортувати і Na+, і K+ в рослинах ячменю. Ячмінь є відносно солестійкою зерновою культурою та має накопичувальний фенотип. Відповідно до результатів наших досліджень було продемонстровано, що HvHKT2;1 є Na+/K+ котранспортером. Ген HvHKT2;1 переважно експресується у клітинах кортексу кореня, що свідчить на користь гіпотези про роль цього транспортера у поглинанні Na+ та/чи К+ із ґрунту [105, 127]. Цікавим фактом є те, що рівень транскриптів цього гена зростав у коренях за умов дефіциту К+ у та у пагонах при високих концентрацій Na+ у середовищі. Отримані дані транскриптомного аналізу свідчать про участь цього транспортера у регуляції Na+/K+ гомеостазу на рівні рослини. 

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. 

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 інкубаціїу присутності 50 чи 100 мM NaCl. Цікаво, що така відповідь корелює із підсиленням стійкості рослин до впливу надмірного засолення.

Отримані дані показують те, що один із факторів, який обмежує солестійкість рослин ячменю, є здатність транслокації Na+ у тканини пагонів, ніж накопичення чи компартменталізація цього катіона в тканинах листя.  

Отже, надекспресія гена транспортера HvHKT2;1 призводить до посилення стійкості рослин до сольового стресу за допомогою посилення накопичувального фенотипу рослин ячменю. 
Цікавим фактом було збільшення вмісту K+ у пагонах при культивуванні рослин за умов дефіциту цього елемента, що може свідчити про участь HvHKT2;1 у абсорбції K+ у коренях чи реабсорбції при екстремально низьких концентраціях цього іону. Таким чином, гіпотеза про те, що HKT-транспортери можуть брати участь у поглинанні K+ коренями, заслуговує на увагу та подальші ретельні дослідження. 

Різноманіття транспортерів родини NHX та їхня роль у механізмах соле- та посухостійкості рослин. Для подальшого розуміння можливої участі транспортерів родини NHX у механізмах соле- та посухостійкості було проведено біоінформатичний пошук та відбір наявних потенційних послідовностей протонно-натрієвих обмінників родини NHX, що належать рослинним організмам. Після вторинного аналізу повних послідовностей протонно-натрієвих обмінників родини NHX було відібрано 403 амінокислотні послідовності цих транспортних білків із 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, що подібні до AtNHX3. 

У ході проведення кладистичного аналізу та подальшої класифікації було виявлено неспівпадіння назв NHX-транспортерів у базах даних із типом клади та групи з маркерним типом, до якої насправді належать ці протонні обмінники.  

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 надекспресія чи експресія різних генів NHX-транспортерів у рослинах призводить до підвищення солестійкості [153, 154, 155, 156, 157, 158]. 

Геном ячменю кодує 4 транспортери родини NHX [142, 410]. Слід зазначити, що ячмінь має високий рівень толерантності до засолення, тому використання протонно-натрієвих обмінників родини NHX із цієї рослини є досить перспективним. У нашій роботі ми привнесли 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. 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 із 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. 

Участь Na+/H+ обмінників родини NHX 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. 

Філогенетичне різноманіття двопорових калієвих каналів родини ТРК. Представники родини двопорових каналів родини ТРК виконують різноманітні фізіологічні функції. За винятком однопорового родича AtKCO3, усі інші мембранні канали, які забезпечують транспорт K+, мають дві пори з характерним амінокислотним підписом GYGD, що відповідає за селективність до цього іону. Завдяки своїм структурним відмінностям ТРК-канали виконують різні фізіологічні функції та можуть мати різну клітинну локалізацію. Вакуолярні канали були знайдені у геномах багатьох видів рослин від мохів роду Physcomitrella до евкаліпту. 

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. Для того щоб класифікувати та узагальнити філогенетичне різноманіття двопорових калієвих каналів родини ТРК, було проведено біоінформатичний пошук та кладистичний аналіз послідовностей потенційних ТРК-каналів. Після детального вивчення та відбору на основі вторинного аналізу доменної архітектури порових ділянок було відібрано 157 каналів родини ТРК різних видів рослин. Множинне вирівнювання вказує на високий рівень дивергенції серед послідовностей потенційних калієвих каналів родини ТРК. Унаслідок проведення кладистичного аналізу було виділено 4 клади 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 двопорові калієві канали родини ТРК. Найпоширенішим представником цієї родини є AtTPK1, що зустрічається у всіх типах клітин. У наших експериментах було показано, що цей канал міститься у тонопласті центральної літичної вакуолі. Отже, цей транспортний білок забезпечує транспорт К+ між цитоплазмою та вакуолею. Завдяки аналізу мутантних ліній рослин із втраченою функцією AtTPK1 та рослин із надекспресією відповідного гена була продемонстрована важлива роль цього каналу у закритті продихових клітин. Під час експериментів було виявлено, що AtTPK1 бере участь у закритті продихів клітин шляхом вивільнення К+ із вакуолі. Таким чином функція цього каналу також може впливати на водний статус рослин.   

У ході аналізу проростання насіння мутантних ліній та рослин із надекспресією гена цього каналу була окреслена роль цього білка. Відповідно до даних наших експериментів, насіння мутантних tpk1 ліній проростає повільніше, особливо при обробці його АБК, ніж дикого типу чи рослин із надекспресією цього гена. Отже, функція AtTPK1 є відносно незалежною від дії АБК. Цілком імовірно, що підсилення експресії 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 [419]. AtTPK1 також може брати участь у перерозподілі важливих поживних елементів поміж тканин насіння, що проростає.     

Отримані нами 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 надекспресію гена цього каналу. Можливо, саме тому рослини із надекспресією цього гена мають ряд переваг при дії осмотичного стресу, ніж рослини дикого типу чи мутантних ліній.

Таким чином, можна впевнено стверджувати, що 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 ці два представники ТРК із рису будуть мати схожі фізіологічні функції та клітинну локалізацію. Однак ці два канали 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 канал 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 із рослинами дикого типу та гетерозиготними рослинами. Було відмічено часткову стерильність та порушення у формуванні насіння. Електронно-мікроскопічний аналіз зернівок показав, що алейроновий шар у незрілому насінні мутантних рослин має морфологічні аномалії та характеризується відсутністю протеїнових вакуоль і деградованою структурою клітин.

Отже, завдяки фенотиповому аналізу мутантів, що втратили двопоровий канал OsTPKb, було показано надзвичайно важливу роль цього білка для росту та розвитку рослини та формування насіння.  

У ході виконання експериментів із з’ясування ролі двопорових каналів родини ТРК у регуляції сольового та осмотичного стресів було виявлено, що підвищення експресії гена, який кодує калієвий канал OsTPKa у рисі, може суттєво покращити показники стійкості рослин до високих концентрацій солей, водного стресу та дефіциту калію. Рослини із надекспресією OsTPKa демонстрували кращий рівень росту, зменшення накопичення Na+ у своїх тканинах за умов сольового стресу та дефіциту калію. 

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, які були отримані за допомогою онлайн інструменту Genevestigator, сольовий та осмотичний стреси можуть бути індукторами експресії гена цього каналу (рис. 3.27).

На відміну від OsTPKa трансформантів, характер відповіді рослин, трансформованих геном OsTPKb дещо, відрізнявся. Рослини, трансформовані OsTPK, демонструють дещо вищу стійкість до помірного сольвого стресу (50 мМ NaCl) у порівнянні із диким типом. Окрім того, слід зазначити, що рослини, трансформовані OsTPKb, демонструють дещо вищу стійкість при дії водного стресу (16% поліетиленгліколь).  

Можливим механізмом такого підвищення стійкості є покращення гомеостазу K+ рослин. Цілком імовірно, що тканини трансгенних рослин із надекспресією OsTPKa та OsTPKb мають більший вміст іонів K+ у порівнянні з диким типом. Таким чином, рослини із надекспресією OsTPKa та OsTPKb, що мають покращений гомеостаз K+, накопичують у своїх тканинах суттєво меншу кількість цитотоксичного Na+. 

Отже, цілком вірогідно, що деякі механізми осмопротекції рослинних клітин іонами K+ опосередковані роботою калієвого каналу протеїнових вакуоль OsTPKb [165]. Ймовірно, що цей калієвий канал відіграє важливу роль і при регуляції водного стресу при проростанні насіння та захисті його клітин від токсичного впливу NaCl та осмотичного шоку. За своїми показниками приросту в умовах сольового стресу, зазвичай, OsTPKb трансформанти мали індекси росту дещо вищі, ніж у рослин, трансформованих OsTPKa [179].   

Отже, у ході виконання експериментів було виявлено, що трансформація рису генами калієвих каналів родини ТРК може суттєво підвищити показники соле- та посухостійкості рослин. 

Можна впевнено стверджувати, що надекспресія OsTPKa призводить до суттєвого підвищення показників посухостійкості рослин та зменшення вмісту цитотоксичного Na+ у пагонах (активних біосинтетичних тканинах). Можливим механізмом такого підвищення стійкості є покращення гомеостазу K+ рослини. Цілком ймовірно, що тканини трансгенних рослин із надекспресією OsTPKa містили у собі більше іонів K+ у порівнянні з диким типом. Тому такі рослини, що мають покращений гомеостаз K+, накопичують у своїх тканинах суттєво меншу кількість цитотоксичного Na+ для подолання осмотичного шоку. 

Отже, застосування підходу 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 вакуолярних каналів родини ТРК із рису зменшує чутливість рослин до дефіциту K+ та покращує стійкість рослин до осмотичного та сольового стресів.   

Також варто зазначити, що характер стійкості рослин до дії сольового та водного стресів залежить від типу гена, що зазнавав надекспресії чи був додатково привнесений у геном рослини, та фізіологічної ролі відповідного транспортного протеїну.

Як уже зазначалось раніше, 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 із рису (OsTPKa та OsTPKb) локалізуються у вакуолях різних типів. OsTPKa міститься у тонопласті літичної вакуолі, а мембрана малих протеїнових вакуоль має OsTPKb.   

Отже, отримані результати свідчать про те, що, незважаючи на високий рівень ідентичності і за нуклеотидною послідовністю, і за амінокислотною композицією, OsTPKa та OsTPKb мають різну не лише клітинну локалізацію, а і вакуолярну. OsTPKa локалізований у тонопласті центральної літичної вакуолі, а OsTPKb міститься у мембрані протеїнових вакуоль. Відповідно до результатів наших експериментів із колокалізацією OsTPKa та OsTPKb із маркерними білками чи протеїнових, чи літичних вакуоль, а саме -TIP-GFP чи -TIP-EYFP, було чітко показано, що ці два калієві канали локалізуються у вакуолях різних типів. Більш того, для підтвердження результатів наших експериментів було також перевірено рН вакуолярного соку протопластів, трансформованих чи OsTPKa, чи OsTPKb. OsTPKb локалізувався у мембранах малих вакуоль, що мали нейтральний рН. Проте вакуолярний сік компартментів, що містили OsTPKa, мав кисле середовище. Таким чином, весь комплекс проведених експериментів чітко свідчить 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 із ендоплазматичного ретикулюму до органели призначення без залучення апарату Гольджі [225]. 

Для того щоб з’ясувати, чи відбувається транспорт білків OsTPKa та OsTPKb до своїх органел призначення із залученням апарату Гольджі, було застосовано грибний антибіотик брефелдін А, що інгібує транспорт протеїнів між ендоплазматичним ретикулюмом та апаратом Гольджі шляхом порушення мембранної цілісності Гольджі. Завдяки нашим експериментам було з’ясовано, що брефелдін А суттєво впливає на характер локалізації OsTPKa та призводить до локалізації цього білка у везикулярних структурах, подібних до протеїнових вакуоль. На відміну від OsTPKa, характер локалізації OsTPKb не змінювався при обробці протопластів брефелдіном А. 

Отже, результати наших експериментів свідчать про те, що транспорт OsTPKa відбувається із залученням систем апарату Гольджі, проте транспорт OsTPKb до протеїнових вакуоль може відбуватись 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 OsTPKa та OsTPKb нами було створено серію химерних протеїнів, що складаються з різних частин одного та іншого калієвого каналу. Завдяки застосуванню такого підходу ми змогли зрозуміти та ідентифікувати потенційний регіон каналу, що відповідає за вакуолярне розпізнавання цих двох транспортних білків. 

Зокрема, було показано, що саме присутність цитозольного C-кінця OsTPKb у химерах є необхідною умовою для локалізації цих білків у протеїнових вакуолях. Подальші дослідження з заміною невеликих ділянок C-кінця OsTPKa на відповідну із OsTPKb показали, що ділянка С-кінця між двома коровими EF-мотивами надзвичайно важлива для подальшого вакуолярного розпізнавання цих двох білків. Окрім того, було виявлено, що перший коровий EF-мотив в OsTPKa може бути задіяний у механізмах вивільнення білка із ендоплазматичного ретикулюму, а мутації у цьому регіоні призводять до затримки транспорту з цієї клітинної органели, але не викликають змін у адресації цього білка. Отже, відповідно до результатів наших досліджень 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. Для того щоб з’ясувати, чи існують у цій області специфічні та унікальні амінокислотні залишки, які є важливими для вакуолярного розпізнавання, було проведено серію експериментів, де застосовували метод сайт-направленого мутагенезу для заміни амінокислотних залишків саме у цій області та інших важливих областях С-кінця. Мутовані гени білків калієвих каналів родини ТРК були експресовані в протопластах рису. Відповідно до наших 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 OsTPKa та OsTPKb. При проведенні заміни валіну у положенні 303 на залишок лейцину в послідовності OsTPKa відбувалось часткове зміщення в клітинній локалізації. 65% протопластів містили цей мутантний протеїн у літичних вакуолях та близько 30% протопластів у протеїнових вакуолях. Отже, відповідно до результатів цих експериментів залишок лейцину у OsTPKb має важливе значення для органельної адресації. При заміні лужного лізину у положенні 326 на кислий аспарагін у послідовності OsTPKa також відбувались зміни у клітинній локалізації. Приблизно однакова кількість трансформованих протопластів демонструвала флуоресценцію чи в літичних вакуолях, чи в протеїнових. Заміна аспарагіну у 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 мутантних білків. Для підтвердження цього припущення ми також провели подвійну заміну амінокислот у С-кінці визначеної ділянки OsTPKa. Проведення подвійної амінокислотної заміни, а саме V303L та N313S, кардинально змінювало характер клітинної локалізації мутованого OsTPKa і призводило до накопичення цього білка у тонопласті протеїнових вакуоль. 

Варто також додати, що тотожна заміна лізину у положенні 326 на аспарагін в С-кінці HvTPK1 із ячменю призводила до значних змін у клітинній локалізації цього білка. Мутація K328N у послідовності HvTPK1 збільшувала вдвічі частоту локалізації цього білка у протеїнових вакуолях. 

Отже, в ході проведення 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 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. 

Таким чином, отримані нами результати демонструють різну вакуолярну локалізацію двох дуже подібних двопорових калієвих  каналів. Було також показано можливість існування альтернативного шляху транспорту OsTPKb до протеїнових вакуоль без залучення апарату Гольджі. Завдяки застосуванню сайт-направленого мутагенезу було ідентифіковано три амінокислотні залишки, що відповідають за локалізацію у тонопласті  протеїнових вакуоль. Залишок серину у положенні 313 є можливим сайтом фосфорилювання для відповідної адресації у протеїнові вакуолі. 

Клітинна локалізація представників двопорових калієвих каналів із тютюну. У рослин тютюну було знайдено два представники родини каналів 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 каналу зростає за умов дії сольового та осмотичного стресів. Функції та клітинна локалізація NtTPK1b залишається майже зовсім невідомими. 

У нашій роботі ми провели клонування та створення химерних генів, які кодують ці білки, злиті із EYFP. Порівняння клітинних профілів флуоресценції цих химерних білків, злитих із EYFP, показало різну вакуолярну спеціалізацію цих двох TPK-каналів з тютюну. Отримані нами дані підтверджують припущення інших авторів, що NtTPK1а міститься у тонопласті літичної вакуолі. Проте характер клітинної локалізації для NtTPK1b був зовсім іншим. Накопичення білка цього каналу спостерігалось у везикулярних структурах, подібних до протеїнових вакуоль. 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. 

Отже, відповідно до результатів наших експериментів, що, попри велику спорідненість цих каналів з AtTPK1, NtTPK1а та NtTPK1b мають різну субклітинну локалізацію. NtTPK1b накопичується у везикулярних структурах, відмінних від «класичних» літичних вакуоль.   

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 AtTPK1, функції багатьох 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 утворювати транспорт К+  в гетерологічних системах, було проведено експресію генів цих каналів у мутантній лінії E. coli LB2003, що дефектна за системами поглинання цього іону (Trk та Kdp). 
Проведені дослідження свідчать про те, що ТРК-канали 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. 

При інкубації на середовищі із 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 із 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. Варто також зазначити, що рівень притоку K+ у бактеріальних культурах, трансформованих OsTPKa, OsTPKb та AtTPK5, був вполовину меншим, ніж у бактеріях дикого типу.

Однак отримані нами результати чітко вказують на здатність більшості каналів родини ТРК із A. thaliana, OsTPKа та OsTPKb формувати функціональну та потужну систему транспорту калію в E. coli.

Роль фосфатних транспортерів у поглинанні AsV рослинами. 
Як уже зазначалося раніше, в аеробних умовах AsV є головною та найпоширенішою формою As [277]. Завдяки своїм подібним фізико-хімічним властивостям із фосфатами цей елемент потрапляє в тканини рослин за допомогою фосфатних транспортерів. У ході еволюції рослини чи не набули, чи втратили функцію розпізнавання та специфічного транспорту AsV. 

Симбіотичне утворення гриба та рослини – арбускулярна мікориза, забезпечує до 80% всього фосфору, що поглинає рослина, та може індукувати експресію генів фосфатних транспортерів [321]. Таким чином, деякі представники фосфатних транспортерів, що пов’язані із мікоризою, можуть мати потенціал для транспорту AsV. 

У результаті проведених нами експериментів було з’ясовано, що симбіотичні гриби чітко індукують експресію гена лише одного фосфатного транспортера, а саме 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 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. До того ж, згідно з результатами наших експериментів MtPT4 є спеціалізованим фосфатним транспортером арбускулярної мікоризи. Розгалужена система гіфів робить площу поглинання мінеральних речовин значно більшою, ніж на це здатна коренева система рослини. Таким чином, об’єми поглинання фосфору і, можливо, AsV будуть значно більші. Отож при з’ясуванні характеристик і здатності вищезазначених фосфатних транспортерів транспортувати AsV, отримані дані можна буде використовувати для майбутнього застосування у фіторемедіації забруднених земель. 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. 

Фізіологічна роль аквапоринів підродини NIP у транспорті сполук арсену в рослинних організмах.

Аквапорини підродини NIP є специфічними білками рослин. Відповідно до композиції Ar/R (aromatic/arginine) домену рослинні NIP-аквапорини поділяють на три групи. NIP-аквапорини, що належать до групи ІІ та ІІІ, є транспортерами металоїдів. Відповідно до результатів наших досліджень AtNIP7;1 зараз зараховують до групи ІІ. Функції AtNIP6;1 та 7;1, що належать до групи ІІ, все ще залишаться невідомими, хоча існують дані про участь AtNIP7;1 у транспорті силіцію [348].

NIP-аквапорини рослин можуть бути потенційною групою транспортерів, які беруть участь у двонаправленому транспорті AsIII. Гетерологічна експресія генів різних ізоформ NIP-транспортерів (із рису, A. thaliana та Lotus japonicus) у дріжджових клітинах чи ооцитах Xenopus laevis збільшувала чутливість цих систем до впливу сполук As. Окрім того, було показано участь деяких ізоформ NIP, а саме AtNIP1;1, АtNIP7;1, OsNIP2;1 та OsNIP3;2, у поглинанні AsIII рослинними системами. 

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. 

Отримані нами результати чітко свідчать про те, що AtNIP7;1 може забезпечувати поглинання AsIII при експресії гена цього білка в різних генотипах дріжджів. Наші дані також демонструють те, що AtNIP7;1 може пропускати AsIII і у зворотньому напрямку, таким чином покращуючи стійкість до AsV за допомогою зменшення рівня накопичення AsIII. Однак подальші дослідження функцій AtNIP7;1 у рослинах вказують на те, що ця ізоформа NIP не впливає на видалення тривалентної форми As із рослин, проте може відігравати важливу роль у накопиченні та транслокації цього елемента.

Можливо, що інші ізоформи, а саме AtNIP5;1 та AtNIP6;1, відіграють роль у видаленні AsIII  з рослинних клітин. 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, AtNIP7;1 бере участь у поглинанні AsIII рослинами. Цілком вірогідно, що інші ізоформи, а саме AtNIP5;1 та AtNIP6;1, відіграють роль у видаленні AsIII з рослинних клітин. Отримані нами дані також свідчать про те, ізоформи NIP-транспортерів можуть працювати разом у чіткій координації та можуть регулюватись відповідно специфіки клітинного стресу. 

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. Вищі рослини не мають гомологів до ScACR3. Для оцінки клітинної локалізації цього білка у клітинах рослин було проведено трансформацію протопластів A. thaliana конструкцією із ScACR3:EYFP. Відповідно до отриманих нами результатів дріжджовий ScACR3 локалізується у плазматичній мембрані рослинної клітини. Слід зазначити, що папороть Pteris vittata має транспортери, подібні до ACR3 типу, але вони мають вакуолярну локалізацію [362]. 

Для з’ясування ролі ScACR3 у стійкості клітин до впливу сполук As була проведена оцінка життєздатності протопластів та аналіз кількості As, виведеного із протопластів. Відповідно до отриманих результатів протопласти із 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. 

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 з 10 мкM AsIII темпи приросту трансгенних ліній рослин знижувались на 55% проти 70% зниження росту у рослин дикого типу. Інкубація рослин із 60 мкМ AsV призводила до схожих наслідків. При культивації рослин на гідропонному середовищі спостерігалися подібні ефекти.  

Для комплексної оцінки впливу ScACR3 на механізми стійкості до As рослин було проведено аналіз вмісту цього елемента в коренях і пагонах та оцінено масштаби виведення As у зовнішнє середовище. 

Відповідно до отриманих нами результатів здатність видаляти AsIII у трансгенних ліній рослин була набагато вищою. Наші дані свідчать про те, що функціонування ScACR3 сприяє виведенню As у зовнішнє середовище. 

Окрім того, присутність дріжджової системи ScACR3 у рослинах суттєво змінила розподіл As між коренем та пагоном. Отже, результати наших експериментів свідчать про те, що додатково до збільшення здатності видаляти As з рослинних тканин ScACR3 спричиняє перерозподіл цього металоїду із коренів до пагонів.     

Отже, дані наших експериментів вказують на те, що присутність ScACR3 у клітинах рослин може позитивно впливати на стійкість до As, проте рівень такої стійкості може залежати від типу трансгенної лінії. 

Експресія ScACR3 у клітинах паренхіми ксилеми сприятиме навантаженню ксилеми AsІІІ, що може призводити до зміни співвідношення вмісту цього елемента між коренем та пагоном. Результати наших досліджень вказують на те, що збільшення транспорту As у пагони не шкодить стійкості рослин. Імовірно, що робота цього транспортного білка в клітинах пагону сприяє накопиченню цього елемента у апопласті. 

Таким чином, завдяки проведеній роботі 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. 

Таким чином, разом із узагальненням експериментальних даних інших науковців проведені нами дослідження демонструють існування альтернативного клітинного шляху транспорту мембранних білків до протеїнових вакуоль без залучення апарату Гольджі. Механізми такого типу клітинного транспорту майже невивчені та потребують подальших ретельних досліджень. Результати нашої роботи показують існування нових молекулярних сигналів розпізнавання мембран різних типів вакуоль. 

Проведені дослідження вказують на те, що регуляція механізмів стійкості до впливу сольового та осмотичного стресів відбувається на декількох рівнях. На клітинному рівні важлива робота антипортерів родини NHX і двопорових калієвих TPK-каналів. А на рівні цілої рослини перерозподіл іонів між тканинами та органами рослин проходить за допомогою транспортерів родини HKT. При регуляції осмотичного та сольового стресів роль транспортних протеїнів родини NHX та TPK полягає у депозитуванні токсичного Na+ у вакуолю та збагачення цитоплазми на іони К+ із вакуолярного депо. Транспортери родини NHX ретранслокують Na+ у інші менш чутливі чи метаболічно активні тканини для мінімізації наслідків вищезазначених стресів. 

Окрім того, наші результати показують, що мембранні транспортні протеїни, а саме аквапорини, які відповідають за транспорт води у рослин, не лише беруть участь у регуляції водного гомеостазу, але й можуть пропускати нейтральні сполуки та токсичні форми As. Отже, завдяки саме цим транспортним протеїнам відбуваються  накопичення цього елемента в тканинах рослин та пов’язані із цим токсичні ефекти. Подальша ідентифікація аквапоринів, зокрема підродини NIP, що беруть участь не лише у поглинанні As і виведенні цього елемента, розширить картину транспорту цього металоїду в рослинах та дасть змогу застосовувати ці механізми для мінімалізації токсичних ефектів, накопичення As та фіторемедіаційних цілей. Більш того, створення подвійних та потрійних мутантів на основі генів NIP чи фосфатних транспортерів або комбінації мутацій у генах обох типів транспортерів є цікавим і перспективним напрямком з’ясування транспортних процесів As та супутніх сполук і вирішення проблеми забруднення через цей токсичний металоїд.   

Можна також стверджувати, що застосування мембранної гетерологічної системи активного видалення As із дріжджів має високий потенціал у майбутньому для захисту рослин від токсичної дії As. Відповідно до результатів наших досліджень застосування тканиноспецифічних промоторів для експресії гена ScACR3 буде доречнішою, бо дасть змогу зменшити накопичення цього елемента в тканинах пагона. Отже, застосований у цій роботі підхід був досить успішним.
На загал можна також стверджувати, що існування такої широкої низки мембранних транспортерів із унікальними для них функціями є необхідною умовою для адаптивної гнучкості, надійності та коректностного функціонування рослин в умовах дії не лише осмотичного та сольового стресів, іонного дисбалансу та фітотоксичних ефектів As, але й інших типів стресів.   

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ
Завдяки проведеним дослідженням було значно розширено уявлення про участь мембранних транспортерів у процесах стійкості до сольового та осмотичного стресів, підтримки гомеостазу K+, механізмів транспорту сполук As.   

Вивчення механізмів транспорту моновалентних катіонів за допомогою мембранних транспортерів має велике значення для розвитку біотехнології рослин. 

Результати наших досліджень чітко вказують, що модифікація чи видозміна транспорту іонів через плазматичну мембрану чи тонопласт вакуолі може посилювати і солестійкість, і стійкість рослин до осмотичного стресу. Застосування прийомів та підходів, що були використані у нашій роботі, стане у нагоді для подальшого біотехнологічного чи генетичного покращення сільськогосподарських рослин. 

Зокрема завдяки результатам нашої роботи було показано, що посилення експресії гена Na+/K+ транспортеру HvHKT2;1 із ячменю призводить до підвищення стійкості рослин до засолення та посухи. Застосування такого підходу підсилювало накопичувальний фенотип ячменю та підвищувало його стійкість до високих концентрацій солей. Такий ефект перерозподілу цитотоксичних іонів Na+  стане у нагоді для подальшого створення солестійких сортів і ліній ячменю та інших видів рослин. 

У нашій роботі продемонстровано, що експресія вакуолярного гена Na+/H+–антипортеру із ячменю HvNHX2 призводить до значного підсилення солестійкості трансгенних рослин тютюну, а це свідчить про важливу роль цих транспортерів у механізмах стійкості рослин до дії високих концентрацій солей. Отже, застосування Na+/H+-антипортерів для біотехнологічного покращення рослин як генетичного маркеру для подальшої молекулярної селекції є перспективним напрямком. Транспортери цієї групи мають гарні перспективи для застосування у біотехнології та генетиці рослин для створення соле- та посухостійких сільськогосподарських культур. Відповідно до результатів наших експериментів та літературних даних застосування підходу депозитування цитотоксичного Na+ у вакуолю за допомогою NHX-антипортерів посилювало солестійкість рослин.   

Результати нашої роботи показують, що функція двопорових калієвих каналів родини ТРК є важливою для підтримки гомеостазу K+ у рослинах. Окрім того, представники цих каналів беруть участь у широкій низці фізіологічних процесів рослини, зокрема закриття продихів, проростання та формування насіння. Підсилення експресії генів цих каналів у рослинах робить їх стійкішими до осмотичного стресу, посилює і водний, і K+ гомеостаз рослин. Було також продемонстровано, що рослини із надекспресією генів цих каналів є стійкішими до впливу високих концентрацій солей. Отже, застосування підходу підтримки високого рівня K+ у рослинах призводить до посилення стійкості рослинних організмів до осмотичного стресу та надмірних концентрацій солей. Такий прийом є дуже важливим і потрібним для подальшого застосування у створенні нових сортів сільськогосподарських рослин, стійких до вищезазначених видів стресів. Окрім того, збагачення рослин на K+ може бути використано для вирощування рослин на ґрунтах із низьким вмістом K+ чи для зменшення внесення цього елемента при культивації сільськогосподарських рослин. Варто також зазначити, що K+ є надзвичайно корисним елементом для здоров’я людини, тому споживання рослинних продуктів із підвищеним вмістом цього елемента також може стати у нагоді при розробці технологій біофортифікації рослин.  

Хотілося би також додати важливість цих каналів для проростання та розвитку насіння. Підсилення експресії генів деяких представників цих каналів, зокрема OsTPKb, буде збагачувати насіння на K+ та підсилювати його фітнес. Тому застосування двопорових каналів у цьому біотехнологічному напрямку та у молекулярній селекції рослин буде також корисним і для сільського господарства, і для харчової промисловості. Відкриття незалежного від апарату Гольджі механізму везикулярного транспорту до протеїнових вакуоль робить ці органели перспективними «біореакторами» для зберігання корисних сполук без додаткових модифікацій, зокрема глікозилювання. Таким чином, вивчення та розуміння механізмів такого типу клітинного транспорту має велике значення для застосування у покращенні харчових характеристик рослин та виробництві фармацевтичних чи корисних біохімічних сполук. 

Варто також зазначити, що розуміння процесів транспорту As дозволить застосовувати ці знання для створення рослин, стійких до впливу цього токсичного металоїду, та зменшити рівень накопичення цього елемента у рослинних тканинах. Отже, відкриття здатності аквапорину AtNIP7;1 пропускати AsІІІ у клітини може бути застосоване для зменшення потрапляння цього токсичного елемента в рослини. Зокрема, мутації чи вимкнення експресії гена, що кодує цей аквапорин, будуть підвищувати стійкість рослин до впливу цього металоїду та зменшувати рівень накопичення останнього в тканинах, що є важливим моментом при вирощуванні сільськогосподарських рослин чи технічних культур в умовах забруднення на сполуки As. Зменшення накопичення As у тканинах рослин буде мінімалізувати токсичні ефекти цього елемента і відповідно позитивно впливати і на ріст рослин, і їхню на харчову якість.   

Слід зазначити, що стійкість клітин до впливу As залежить від мембранних транспортерів, що забезпечують виведення цього елемента за межі клітини. Отже, застосування гетерологічної системи видалення As із рослин є цікавим та перспективним підходом для майбутнього використання в біотехнології рослин. 

Окрім того, завдяки нашим експериментам було показано, що експресія гена дріжджової системи видалення ScACR3 під контролем конститутивного промотора може призводити до збільшення накопичення As у пагонах. Таким чином, результати наших експериментів можуть бути використані у подальшому створенні рослин для фіторемедіації забруднених As регіонів. 
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.  
Основні результати роботи представлені у висновках:
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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