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Il floema è un importante tessuto vascolare vegetale che la pianta utilizza per distribuire a tutti gli organi non autotrofi i metaboliti prodotti da foglie mature mediante la fotosintesi. Per la sua stabilità chimica il saccarosio è il metabolita scelto dalla maggior parte dei vegetali per tale traslocazione. La famiglia dei trasportatori saccarosio/protoni consente il caricamento e l’accumulo di saccarosio nel floema utilizzando l’energia immagazzinata nel gradiente protonico; a questa famiglia appartiene il trasportatore ZmSUT1 clonato da mais (Aoki et al., 1999) il quale, quando espresso in ovociti di Xenopus laevis, presenta delle correnti protoniche con valori inferiori a -500 nA a –60 mV (Carpaneto et al., 2005). Altri trasportatori simili usualmente hanno correnti più piccole di un ordine di grandezza. ZmSUT1 è pertanto un candidato ideale per lo studio dei meccanismi di funzionamento del simporto protoni/saccarosio. In un precedente lavoro, in collaborazione con il gruppo del Prof. Rainer Hedrich, abbiamo dimostrato, per la prima volta nel caso di trasportatori vegetali, la reversibilità di ZmSUT1 (Carpaneto et al., 2005). ZmSUT1 sembra possedere tutte le caratteristiche funzionali necessarie non solo al caricamento ma anche al rilascio di saccarosio nei tessuti pozzo (i tessuti non autotrofi che necessitano l’apporto di nutrienti organici); questi dati, inoltre, sono in accordo con il profilo di espressione di ZmSUT il quale risulta essere localizzato sia nei tessuti sorgente (tessuti autotrofi) che nei pozzi (Aoki et al., 1999). Siamo anche riusciti a misure mediante una metodica termodinamica la stechiometria del trasportatore che è risultata essere 1 a 1, (una molecola di saccarosio per protone) (Carpaneto et al., 2005). 

Abbiamo quindi iniziato, prendendo spunto da un lavoro recentemente pubblicato (Schmitt and Koepsell, 2002), misure di capacità su ovociti iniettati con ZmSUT1 e abbiamo trovato che la capacità di membrana presenta una chiara dipendenza sia dai protoni che dal saccarosio. Abbiamo effettuato misure di correnti transienti (presteady-state currents) indotte sia da saccarosio che da protoni le quali suggeriscono un ruolo dei protoni nelle variazioni di capacità precedentemente misurate. Abbiamo forti evidenze sperimentali sul fatto che ci sia un correlazione tra correnti transienti e correnti stazionarie indotte da saccarosio esterno. Un legame di questo tipo è stato dimostrato sul trasportatore animale GAT1 che media il simporto tra GABA e sodio (Fesce et al., 2002). Questi dati, non ancora pubblicati, sono di assoluta novità nel campo dei cotrasportatori protonici e del cotrasporto in generale. Obiettivo della mia permanenza presso l’Univerità di Wuerzburg per tre settimane è stato proprio il proseguimento dello studio riguardante la relazione fra correnti transienti e correnti stazionarie. Per prima cosa abbiamo eseguito misure di entrambi i tipi delle correnti al variare della temperatura. La corrente transiente (presteady-state current) viene ottenuta dalla sottrazione della corrente in assenza di saccarosio con la corrente indotta da concentrazioni saturanti di saccarosio (dopo opportuna correzione della componente stazionaria). Essa ha un andamento complesso; la fase finale del suo decadimento può venire descritta mediante la somma di due funzioni esponenziali. La componente lenta ha una costante tempo di circa 2 ms ed è sostanzialmente indipendente dal potenziale applicato. Dal prodotto dell’inverso della costante tempo lenta con l’integrale della corrente transiente (si tratta di una carica) si ottiene una corrente che coincide con la corrente stazionaria evocata dall’applicazione di concentrazioni saturanti di saccarosio. La costante tempo lenta è all’incirca raddoppia (4 ms) a 14oC (l’esponenziale è più lento) e la carica sottesa dal relativo esponziale diventa più piccola al diminuire della temperatura. Al di sotto dei 14oC non è più possibile risolvere l’esponziale lento. Oltre agli esperimenti svolti in stretta collaborazione con il Dr. Dietmar Geiger, ho lavorato sull’analisi dati modificando ed ampliando un mio programma dedicato scritto utilizzando il software igor (ha un  linguaggio di programmazione simile al C). In questo modo ho potuto verificare la consistenza delle nostre stime. Abbiamo inoltre definito tutte le figure che saranno il punto di riferimento di una nuova pubblicazione. Il modello funzionale di ZmSUT1 che abbiamo in mente si può riassumere nel seguente modo: in assenza di substrato i protoni non possono transitare attraverso la membrana plasmatica ma rimangono intrappolati all’interno dando origine alla componente transiente. In assenza di substrato il trasportatore perciò si comporta dal punto di vista elettrico come una capacità. Interpretiamo la costante tempo lenta come il passo che limita il movimento protonico (sarebbe legato pertanto al turnover del trasportatore). Quando viene aggiunto il substrato la carica protonica viene mobilizzata generando la corrente di trasporto ed il trasportatore si comporta dal punto di vista elettrico come una resistenza. Abbiamo indicazioni dallo studio di un mutante di ZmSUT1 che una istidina (quella in posizione 69) giochi un ruolo importante in tale processo. Ritengo che il periodo a Wuerzburg sia stato molto fruttuoso e auspico che la proficua collaborazione con il gruppo del Prof. Hedrich possa continuare. 
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