


movimento di molecole e ioni tra | diversi
scomparti del sistemi biologici

membrana cellulare

l

garantisce un ambiente fisico-chimico
altamente stabile



necessita di controllare la composizione dell’ambiente interno in
funzione di diverse condizioni ambientali

eucarioti —)  SVIIUPPO
endomembrane

< 1N\

separazione
processi
incompatibili

concentrazione

reagenti accumulo

cataboliti



PIANTE
Il trasporto di membrana e alla

base di numerosi proce ssi



GENERAZIONE DEL TURGORE

La presenza della parete permette alle cellule di
generare una pressione positiva

l

Accumulo di K * nel citoplasma e nel vacuolo




ACQUISIZIONE DI NUTRIENTI

% s
~ Chemical
Element symbol

Obtained from water or carbon dioxide
Hydrogen _ Hetie
Carbon G
Oxygen U Oy

Obtained from the soil

 Macronutrients

o Nibiogens il N
iPotassium i
iGalciumynd i s Calsn g
Magnesium Mg
Phosphorus. P
Sulfur. Js S
Silicon A Si

Micronutrients s
Chlorine A
Iron e
Boron LA B j
Manganese ~ Mn
Sodium NG
Copper i G
“eNickelison sl SN rer
‘Molybdenum Mo




DISTRIBUZIONE DI METABOLITI

Ripartizione dei prodotti della fotosintesi dali

siti di sintesi a quelli di utilizzo e di accumulo



COMPARTIMENTALIZZAZIONE DEI METABOLITI
Alcuni processi biochimici sono incompatibili tra loro

— necessita di evitare cicli futili

(sintesi amido e glicolisi)



TRASFORMAZIONE DELL'ENERGIA

fotosintesi e respirazione




TRASDUZIONE DEL SEGNALE

stimolo ambientale - [Ca?'] - risposta fisiologica

Signals

Response




Trasporto passivo e trasporto attivo

Trasporto passivo: movimento di molecole per diffusione secondo il
gradiente di concentrazione (legge di Fick)
movimento spontaneo

Trasporto attivo: movimento di sostanze contro il loro gradiente
di potenziale chimico, e richiesta energia (ATP)



Si puo calcolare la forza motrice della diffusione o
I’energia necessaria per il trasporto contro
gradiente, considerando il potenziale chimico della

sostanza trasportata




DIFFUSIONE

spostamento delle molecole secondo un gradiente
di concentrazione dovuto ad agitazione termica
casuale

i (]
Allimzio; TR = e e e
Mezzo senza saccarosio J—
Sacchetlo con saccarosio -{— e
Membrana permeabile T N

. e —e—

-

All'equilibrio:

La concentrazione di
saccarosio nel sacchetto
equivale a quella del
mezzo




0 = W' + RTIn C, + zFE + Y/J.P



ﬁj = |.1J.*J- + RTIn C,+ zFE + VP

potenziale chimico di j in
condizioni standard



Ly = p*j + RTIn C,+ zFE + VP
l

componente della
concentrazione



1, = u* + RTIn C, + zFE + VP
l

componente della carica
elettrostatica



1, = u* + RTIn C, + zFE + VP
|

componente della
pressione
idrostatica



I, = u* + RTIn C, + zFE + VP



1, = u* + RTIn C, + zFE + VP



4 = u* + RTIn C, + zFE + VP
l

cccccc trazione di j



1, = u* + RTIn C, + zFE + VP
l

carica elettrostatica
di |



1 = u* + RTIn C, + zFE + VP
l

costante
rad

di
Faraday



1, = u* + RTIn C, + zFE + VP
l

potenziale elettrico
generale della
soluzione



1, = u* + RTIn C, + zFE + VP
l

volume parziale
molare j



1, = u* + RTIn C, + zFE + VP
|



i =" +RTInC, + zFE + )(

/

significativo esclusivamente
nel movimenti osmotici
dell’acqua




Saccarosio (non ha carica elettrica)

W. = 0. + RTIn Ci,

o, = u'. + RTIn Co_




A“s = “is B “Os =
= (U, + RTIn C\)) - (4", + RTIn C°,) =

= RT(In C';- In C°,) =

— RT In L5
Co.



EHS e proporzionale al gradiente di
concentrazione



relazione tra il potenziale chimico e il trasporto di molecole
attraverso una membrana

Semipermeable
membrane

Chemical potential Chemical potential
in compartment A in compartment B Description

Passive transport (diffusion) occurs
spontaneously down a chemical-
Hi potential gradient.

~

B At equilibrium, &* = f®. If there
is no active transport, steady
state occurs.

~ A
Mj

Active transport occurs against a
chemical potential gradient.

(e [EJB ﬁiA o ﬁjB

AG per mole for movement of j from
Ato B is equal to i;° - @*. For an
overall negative Ad, the reaction
must be coupled to a process that has
a AG more negative than —(ii;® - 4.

A
K




ione K+

= RT In=X 4 zF(Ei-Eo)

Coy

dato che z=+1

= RT In&X 4 F(Ei-E9)

Coy



gli ioni diffondono sia in risposta a
gradienti di concentrazione che a

differenze di potenziale elettrico




POTENZIALE DI DIFFUSIONE

Compartment A Compartment B

Membrane Kt CI-
Initial conditions: B - .\ I //// M
[KCl]a > [KCl]g ::.::3...- e o . B
: " :'.:- - “© » @
e ..go. e d @
\. %0 %00 %] ° )

Diffusion potential exists
until chemical equilibrium
is reached.

Equilibrium conditions:
[KCl]a = [KCl]g

At chemical equilibrium,
diffusion potential equals
zero,

Le membrane sono diversamente permeabili alle varie molecole:
permeabilita di membrana (coefficiente di diffusione)



Il potenziale di diffusione ritarda lI'ingresso di K* e accelera

qguello di CI

Initial conditions:
[KCIa > [KCl]g

Diffusion potential exists
until chemical equilibrium
is reached.

Equilibrium conditions:
[KCl]a = [KCl]g

At chemical equilibrium,
diffusion potential equals
zero.

Compartment A Compartment B

Membrane i ol
/
l/ ./
I
) e ©
e . .
4

- -
.. ...... I...... ®
.: .:.:o ...:..:.
,.:.:.: .:"....

\o'.. o '.'o*oyj




VELOCITA’ DI DIFFUSIONE DIVERSE PER I VARI IONI
GENERANO POTENZIALI DI DIFFUSIONE ATTRAVERSO LE

MEMBRANE

(si puo definire un coefficiente di diffusione della
sostanza attraverso la membrana)



PRINCIPIO DELL’ELETTRONEUTRALITA

una soluzione contiene sempre un numero uguale di anioni e
cationi

la presenza di un potenziale di membrana indica una distribuzione
disuguale degli ioni attraverso la membrana

trascurabile in termini chimici

-100 mV - un anione in piu su 100.000



Il potenziale di membrana altera la distribuzione degli ioni

guando la distribuzione di un soluto attraverso la
membrana raggiunge I'equilibrio, il flusso passivo (J)

e |o stesso in entrambe le direzioni



o-1 YiI-0

Ijjo — I]J_i

quindi

i + RTIn Co + zFE° = i*; + RTIn Cj + zFE

ovvero

RT ~C° . .
E-E,= — In —__ | equazione di Nernst

I .
ZiF C|




AE, = E-E,

potenziale di Nernst

per uno ione monovalente a 25T

AE, = 59 log

el
C|

(mV)



all’equilibrio, la differenza di concentrazione di uno
lone tra due scomparti e bilanciata dalla differenza di
campo elettrico tra gli scomparti

0
' stabilendo un AE di 59 mV si mantiene
AE, = 59 log -

_ una differenza di concentrazione di 10
C. volte
J



tutte le cellule possiedono un potenziale di membrana,
dovuto alla distribuzione asimmetrica degli ioni tra
I'interno e I'esterno della cellula

Ag/AgCl junctions to
permit reversible .
electric current

Voltmeter

(<1 pm ~~ membrang
diameter) seals to

Microelectrode — B
Conducting ’7 | |
nutrient U L | /
solution [ SrTe o

9 5:0.6; 2419 9

Plant tissue
G

-240 mV < AE_ > -60 mV



la misura della concentrazione dei vari ioni permette
distinguere tra trasporto attivo e passivo

Concentration

in external 4
medium Internal concentration (mmol L)

lon (mmol L) Predicted Observed

K* 1 74 75

Na* 1 74 8

Mg?+ 625 1340 3

Ca* 1 5360 2

NO,~ 2 0.0272 28

Cl= 1 0.0136 7

H,PO, 1 0.0136 21

S@,2 0.25 0.00005 19

guesto esperimento non discrimina tra i vari scompa rti cellulari

di



Plasma membrane

Vacusle Tonoplast

Cell wall

K+ <=
Na* <
c32+ ;ﬁ CaZ+ ‘t-“__} Ca2+
4o
e H,PO,~ H,PO,~ H,PO,
H* H* > H*

.<_



EQUAZIONE DI GOLDMAN

g , .
ﬂE:E 1 F, El{* + B gt gt +F.'1'['Cl'

1
" 1 U'
P }’KI'CE‘I +-F::E.-:ﬂ'{-"}~']'ﬂ‘l +-|,_iEl{‘._-'I':_.I H



AE calcolato con

I equazione di Goldman =-50/-40 mV

misura sperimentale AE = -240/-60 mV




gual e la componente aggiuntiva?

-150 -
0.1 mM CN~ added

S -130 -
E
T
s -110}
X
g CN™ removed
g —90 =
g
0
£ =70 -
Q
B
g -50f

-30 | 1 | |

0 20 40 60 80
Time (minutes)
CN- aumento pH apoplasto I'H* e lo 1one
diminuzione pH citosol ' trasportato

elettrogenicamente



I potenziali di membrana delle cellule vegetali
sono il risultato di due componenti

> Potenziale di diffusione

»Trasporto elettrogenico



PROCESSI DI TRASPORTO DI MEMBRANA



Permeabilita di doppi strati lipidici

molecole cariche

¥

qrosse

mclecole polan

piccole

micleole polari
Hzﬂ

maolecole
idrofobiche

gas

B

etanolo

Eﬂz

ioni

amminoacidi

glucosio

henzene




Confronto dei valori di permeabilita (P) per diverse molecole
tra membrane artificiali e biologiche

— —

C|) o
(] — Tt
I | 1

—

o
A
T

1078 -
Glycerol

1078

10710+

| | | | | 1 |
10-10 10® 10°® 104 1072 1 102

Permeability of lipid bilayer (cm s™")

Permeability of biological membrane (cm s™)



Le membrane biologiche sono in genere piu
permeabili di doppi strati lipidici artificiali a ioni,
acqua e molecole polari

Proteine di trasporto:

Canali
Carriers

Pompe

(In Arabidopsis su 25.800 proteine 1800 trasporto)



Proteine di trasporto

Transported molecule

o O

Carrier
protein

Channel
protein

Electrochemical

v
Simple diffusion potential gradient

& J
NG
Passive transport Primary active transport
(in the direction of (against the direction

electrochemical gradient) of electrochemical gradient)



CANALI

due conformazioni: aperti/chiusi

Plasma membrane @

INSIDE
Selectivity filter

subunit .
_'_:_f:.' __—Regulatory subunit

Ampiezza del poro e cariche di superficie = selettivita



CANALI
*Trasportano ioni
*Sono specifici per lo ione trasportato

La selettivita e data dall'ampiezza e da cariche
di superficie all'interno del poro

*Sono regolati (voltaggio, ormoni, luce, fosforilazione)



| canali si studiano con la tecnica del patch clamp
(©)
(15)

k
Tl
).
1= -
I . E
2 )
2
Microscope | Pipette
& y O:
Praen.

D



(A)

" Cell-attached
Gigaohm seal lj patch
High voltage \ Pull
pulse or suction
— Pull \ .
—

Qutside-out Inside-out
patch patch

Nucleus

Whole cell




z

B0 O s cal
calhdaiman pb

voltage-clamp

<+
(1]
g0
A0, O sl En.i"
Ll g = R = J,." 3
caldaingkaa) {ph) L 10 meld Ba=™

<100

i SO,
i

c

singolo canale



(B)

— 50

Current per area (mA/ m?)

= = =
= = L =
] — =1 [N}
| | | |
] l | l

- =250

Voltage (mV)

@ 30 mM Na™

2
=

E
=
@




Esistono canali distinti di entrata ed uscita per il K+

- / uscita + (outward r.)

e AN

E. 100-

voRaggo (M) J, i
-180 -mfm’aﬁn 20 |20 63 100

rf'r -100 1

entrata — (inward r.)

=R



CANALI CATIONICI : 6 famiglie in arabidopsis

4 reftificant! entrant

1 Retimicanis uscente

1 denoie rettficants enfrants -

2 reftificant uscerd] attivata aal Ca*

(&) Canali cationicl poco soletivi () Canall del G 7 |D) Cationd seletfivi, pormesbill ol Co™
Canale regoiato da RScenone puiativo ol glriammato Canale 3 due port 1 protena Egtarno
nuciaolide oleo: 20 proteine

- = 5 -II
_~~LMOTENi0 putativo Herrrhéla
dl legame per i3 pasmatica



Modello per i canali del K* (inward ) delle piante

OUTSIDE OF CELL Voltage-  Pore-forming
sensing region (P-domain
region

Plasma

membrane

4 subunita, dall’alto

CYTOPLASM
1 subunita vista lateralmente



CANALI PER K* “SHAKER”

»Inward rectifying

» Outward rectifying

»Regolati da voltaggio

»Espressi in cellule di guardia (assorbimento o efflusso di K¥)

»Espressi nelle radici (assorbimento di K+ dal suolo)



CARRIERS

trasporto passivo (diffusione facilitata)
trasporto vettoriale di ioni e soluti

Chutsid Components of th
tramsmerm brame
\ permeability pathway
= e | . —_— e R _— —_—
— s S — _— Ce e ' —
b, — — — — — — a—, —
— S G —— = (e _— —
— Y — i e - —
Q Q e 7
HNt /
Helices 9 and 10 form
| a hydrophobic pocket
Inside J

8



(A) Kinetic (B) Physical
S

i | B
|

| A N
v L=

Cs,

legano la molecola trasportata
subiscono una moidficazione conformazionale

la velocita di trasporto € piu lenta rispetto ai canal

(Vcanale = 106 Vcarrier)



le cinetiche di attivita dei carrier
sono descrivibili con 'equazione
di Michaelis-Menten

Vmax

2 Viax

Rate

[S]

o -

Carrier
transport

- o e o e o e S e S S s s

Simple
diffusion

(Kin)

External concentration of
transported molecule



TRASPORTO ATTIVO PRIMARIO

Il trasporto e accoppiato a una fonte di energia
metabolica

idrolisi di ATP
reazione di ossidoriduzione

POMPE

elettrogeniche — H*-ATPasi (piante , funghi)
Na*/K*-ATPasi (animali)

elettroneutre - H*/K*-ATPasl ( mucosa gastrica )



principall pompe elettrogeniche

»H"-ATPasi di plasmalemma
»H*-ATPasi vacuolare

»H*-pirofosfatasi (vacuolo, golgi)

»Ca** ATPasi (plasmalemma)



H*-ATPasi di plasmalemma

‘. -.__-- f’!\l __. b !-
2 o . o — o
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.i_,n. J-.l. --.-:..
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H*-ATPasi vacuolare
> ADP + @),




estrusione attivadiH *

|

gradiente elettrochimico di protoni
(forza motrice protonica)

l

ENERGIA LIBERA



Il movimento di protoni secondo il loro gradiente
elettrochimico puo essere accoppiato al lavoro cellulare

_ [H+]i
Apg+ = FAE + 2.3RTlog
[H*]°
AL+ 2.3RT ,__ [H*]
Ap =— = AE + log

F F [H*]°



poiché pH = -log[H"]

'H+'i
log ——  =- (pH.-pH,)= ApH
:H+:o
2.3RT
Ap = AE - ApH
F

Ap = AE -59 ApH

Forza protonmotrice






TRASPORTO ATTIVO SECONDARIO

la forza proton motrice puo guidare il trasporto di
altre sostanze contro il gradiente elettrochimico

SIMPORTO
protone e molecola X si muovono nella
stessa direzione

ANTIPORTO
protone e molecola X si muovono Iin
direzioni opposte



Trasporto attivo secondario

(A) Symport (B) Antiport

OUTSIDE OF CELL

@®® ®®

High

Low
&

High Low
Electrochemical @ @ @ Electrp?hemcilgal
potential gradient potential gradient
of substrate A CYTOPLASM of substrate B



Trasporto attivo secondario

) (8) (© (D)

\Concen_tratio‘ﬁ 0 ' ::i:lntfrine
e
500 @® - L
oJ6je ® | © @
® 66

CYTOPLASM



External medium pH (——)

simporto glucosio-H*

/ Glucose added

—230mV, =77 255 my
| pH 6.32 7
t

SHS7 : K pH 5.68

] .;f
1 ,
| ’
i f’
o an™
-145 mV

HE—— | | | I

10 20 30 40 50

Time (minutes)

(-===) (Aw) |enuaod aueiquiay



basse concentrazioni di saccarosio

saturabile

trasporto bloccato da CN-

1

simporto H+-saccarosio

alte concentrazioni saccarosio

non saturabile

non bloccato da CN-

1

trasporto passivo

Rate of sucrose uptake (nmol per 10° cells per hour)

(A)

| | | 1 L

0 2 4 6 8 10
Sucrose concentration (mi)
(B)
125 -
100 | i |
tk-"'im: Mrm"‘h-}/
41 £
™= .
751 s /
E% o Ry A
iy | LI
50 - s
E
T 0 L
o ik e 1] k| 4 =

25

|
0 10 20 30 40 50
Sucrose concentration (mM)



PRINCIPALI IONI E SOLUTI TRASPORTATI DA CARRIER
(trasporto attivo)

NO,, PO,%>, SO,#, zuccheri, amminoacidi, basi azotate

alta selettivita per la molecola da trasportare

Antiportatore Na+/H+

Confinamento Na+ nel vacuolo

Tolleranza alla salinita dei suoli: gene AtNHX1

Antiportatore Ca2*/H+: vacuolo



Ra"*

pHTz2
AE w =100 & =200 my

Pml-i

-, i J ESTERND
i Canali CELLULA
e e ; Attt rimita
- e, N
Na' catt prisendl nat®




H*-ATPasi

F-ATPasi del mitocondri e dei cloroplasti. Sfruttano |l
ApH per la sintesi di ATP

V-ATPasi, presente nel tonoplasto. Pompa i protoni
all’'interno del vacuolo, generando la forza motrice per
diversi sistemi di trasporto

P-ATPasi, presente sulla membrana plasmatica



| P T e W e W
| i, B B e, G, e e

| T g g
L Telela aTaTaTaR

900088

CF;
a31 B31 y1 61 €

a, b,b,cy,

F-ATPasi



V ATPasi

16(B), 26(q)

+ altre 8 subunita

3 (16 kDa, =2 X 8 kDa subunita c
+ altre 4 subunita)

Pm vacuolo=+30 mv




Duiside

H*-ATPasi di plasmalemma (P ATPasi)

(I
(O
(I

=




“ATP- @ ADP







RUOLO FISIOLOGICO DELL'H*-ATPasi DI PLASMALEMMA

(famiglia multigenica: in Arabidopsis 10 isoforme)

mantenimento del pH del citoplasma

<N

! pH 1 pH ?pr

interruzione della : . L - ST
dormienza dei semi  Sintesi DNA e divisione risposte di difesa a
cellulare patogeni



RUOLO FISIOLOGICO DELL'H*-ATPasi DI PLASMALEMMA

forza guida per sistemi di trasporto di ioni e nutrienti

W
Cansll



RUOLO FISIOLOGICO DELL'H*-ATPasi DI PLASMALEMMA

apertura e chiusura degli stomi




RUOLO FISIOLOGICO DELL'H*-ATPasi DI PLASMALEMMA

movimenti pulvinici

pulwvinus



RUOLO FISIOLOGICO DELL'H*-ATPasi DI PLASMALEMMA

crescita per distensione

XET Expansins

NN T\ A .
g& ——— H
H+ N/ — H+
4 .
He M ik e "
H+ N\ Vel H+
s ‘\ H+
H+ H+
e A
H+ ’ H+

He N\ N A H*

—_—c

H+
H+
H+ ﬁ&

H+
H+ —_— ’




possibili meccanismi che determinano un
aumento di attivita dell’H*-ATPasi

=
H* Activation
\J‘f protein

fattori che influenzano l'attivita dellH  *-ATPasi

stress salino luce
auxina patogeni



Il dominio C-terminale regola I'attivita dell’enzima

Ohutside

prove sperimentali

espressione H*-ATPasi senza C terminale
proteolisi controllata



PROTEINE 14-3-3

Classe di proteine regolatrici diffuse in tutti gli
eucarioti

Proteine dimeriche. Ogni monomero ha un PM
di circa 30 kDa

Interagiscono con numerose proteine bersaglio,
tramite il riconoscimento di particolari sequenze
fosforilate su residui di serina

14-3-3 binding site

phosphoserine




In condizioni fisiologiche l'interazione reversibile tra H+-ATPasi e
proteine 14-3-3 € mediata dalla fosforilazione di un residuo di
treonina nel dominio C-terminale della pompa protonica

LOW ACTIVITY HIGH ACTIVITY

H*
H*

H H W

FE
PP2A

I

v



. Fusicoozin




TRASPORTO DI IONI NELLE RADICI

via simplastica e via apoplastica (analogamente al movimento di
H,0)

A livello della banda del Caspary via simplastica

Grazie alla banda del Caspary la pianta mantiene una concentrazione di ioni nello xilema
superiore a quella del’'acqua del suolo



CARICAMENTO DELLO XILEMA

Gli ioni escono dal simplasto per entrare nello xilema
costituito da cellule non vital

Nelle cellule parenchimatiche tracheali: H *-ATPasi, canali e carrier s

In Arabidopsis canali SKOR: canali di efflusso per K*

Canali di scaricamento per Cl- e NO;



