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Streszczenie

Badania  prowadzone na pobudliwych  plechach  watrobowca
Conocephalum conicum wykazaly, ze podanie 5 mM roztworu glutaminianu
(Glu) badz glicyny (Gly) wywoluje serie potencjaléw czynnosciowych (AP),
ktérym towarzyszy naptyw wapnia do cytoplazmy pobudzonej komorki.
Otrzymane wyniki sa zgodne z istniejacq hipoteza, ze mig¢dzykomoérkowy
signalling oparty na aminokwasach jest obecny w krélestwie roslin i zwierzat.
Jak dotad opublikowane dane eksperymentalne z réwnoleglych pomiaréw
wewnatrzkomoérkowego stezenia Ca™ i poziomu potencjatu
transmembranowego izolowanych komérek lisci (Meyerhoff ez al. 2004, 2005)
lub korzenia (Dennison i Spalding 2000) dotycza glownie Arabidopsis thaliana,
u ktérej to roliny zlokalizowano i sklonowano geny receptora kwasu
glutaminowego (GLR). Nasze badania po raz pierwszy wykazaly istnienie
zaleznosci migdzy podaniem Glu a pobudzeniem u roslin nizszych.

Receptory glutaminianu u roslin

Odkrycie genéw receptora kwasu glutaminowego u Arabidopsis
(ionotropic glutamate receptor, [18]) przyczynilo si¢ do powstania hipotezy, ze
migdzykomorkowy signalling oparty na aminokwasach powstal zanim nastapito
rozdzielenie sie krolestw roélin i zwierzat. Wykazujac, ze roslinne i zwierzece
kanaly receptorowe glutaminianu maja wspdlnego przodka, liczne badania na
poziomie genetyki molekularnej potwierdzily powyzsza spekulacje [3, 4, 20].
Zatem, takze u roslin glutaminian jest odpowiedzialny za pojawienie si¢ w
cytoplazmie pobudzonej komérki wtornego przekaznika, jakim sa jony wapnia.
Pionierskie badania Dennison’a i Spalding’a [8] bezspornie to wykazaty.

Wiadomo obecnie, ze w genomie rzodkiewnika 20 gendéw koduje roslinne
receptory glutaminianu (GLR). Ze wzgledu na ich wysoka homologie ze
zwierzecymi  iGluR-NMDA  zaklada si¢, 2Ze  wszystkie one sa
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Ryc.1. Serie potencjalow czynnosciowych (AP) pojawiaja si¢ po podaniu aminokwasowych
neuroprzekaznikéw — Gly i Glu, natomiast pojedyncze AP sq efektem stymulacji termicznej (nagly
spadek temperatury z 22 do 10 °C), $wietlnej (130 pmolm™s™) lub elektrycznej (1V).
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niespecyficznymi  kanatami  wapniowymi, ktérych najefektywniejszymi
inhibitorami sa: DNQX (6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione), CNQX (6-cyano-7-
nitroquinoxaline-2,3-dione), MNQX (5,7-dinitro-1,4-dihydroquinoxaline-2,3-
dione) oraz jony lantanu [7, 11, 17]. Przyjeto takze zaloZenie, Zze kanaly te sg
obecne w plazmalemmie, gdyz nikt dotad nie wykazal ich wewnatrzkomorkowej
lokalizacji [6]. Poslugujac si¢ sekwencjami aminokwasowymi, wyodrgbniono
3 rodziny GLR, oznaczajac je odpowiednio ArGLRI(1-4), ArGLR2(1-9),
AtGLR3(1-7). Wszystkie one ulegaja ekspresji w ciagu zycia roSliny — w
roznym czasie, w roznych jej organach i tkankach — i nie mozna zadnej z rodzin
przypisa¢ specyficznej lokalizacji [4]. Pomimo ogromnego wysitku badawczego
i poteznego zaplecza molekularnego, sklonowano dotad tylko szes¢ réznych
gendw GLR, zas$ fizjologiczng funkcj¢ przypisano zaledwie trzem:

e AfGLR2.1 — w regulacji pobierania i utylizacji jonéw Ca*, K*iNa*[14);

e A/GLRI1.1 - w regulacji biosyntezy kwasu abscysynowego (ABA)

i gospodarki wodnej u roslin poddanych stresowi suszy [12, 13];

e AGLR3.4 — we wczesnych etapach aklimatyzacji [19, 20].

Poza wymienionymi przyktadami, probowano wykaza¢ zwiazek migdzy
aktywnoscia GLRs a transdukcja sygnalu $wietlnego [1 18] i wazrostem
wydluzeniowym hipokotyla [1] oraz cytotoksycznoscia Al [21].

Po podaniu Glu do korzeni Arabidopsis nastgpowal wzrost [Ca® ent
mierzony metodg luminescencyjng [8]. Naptywowi Ca™ towarzyszyta
depolaryzacja potencjatu transmembranowego komorki, znacznie powolniejsza
i diuzej sig utrLmecha niz zmiany w [Ca’*]ey.. Oba zjawiska byly hamowane
przez jony La®, z czego Dennison i Spalding [8] wysungli wniosek, ze
depolaryzacja pod wpltywem glutaminianu jest konsekwencja naplywu
kationéw.

W pracach Meyerhoff’a [19, 20] prowadzono réwnolegle pomiary
wewnatrzkomorkowego stezenia Ca®* (luminescencyjnie) i poziomu potencjatu
transmembranowego w komoérkach mezofilu (lisci) Arabidopsis thaliana.
Wykazano, ze amplituda depolaryzacji wywotana glutaminianem zalezy od
stezenia podanego glutaminianu. Ponadto, zaréwno DNQX, CNQX, MNQX jak
i La’* znaczaco uposledzaly naptyw wapnia. Po ,,pobudzeniu” nastgpowat okres
niepobuliwosci, ktory trwat godzing.

Nasze badania prowadzone na pobudliwych plechach watrobowca
Conocephalum conicum skupily si¢ wy%qczme na zmianach potencjatu
membranowego wywolanych naptywem Ca** do cytoplazmy [15, 16].
Wykazano, ze podanie 5 mM roztworu glutaminianu (Glu) badz glicyny (Gly)
wywoluje serie potencjatéw czynnosciowych (AP), (rys. 1). Po podaniu, do
roztworu omywajacego rosling, 50 mM LaCls, zaden bodziec nie wywolywal
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Ryc.2. Wplyw inhibitoréw receptoréw glutaminianu na potencjaly czynnosciowe wywolywane
réznymi bodzcami u Conocephalum conicum:

A - 50 mM La** jest niespecyficznym blokerem wigkszosci kanaléw kationowych, stad po jego
podaniu nastgpuje catkowity zanik pobudliwo$ci — zaden bodziec nie wywola AP;

B - | mM DNQX dziala specyficznie na iGLR hamujac generacj¢ APs wywolywanych
glutaminianem.



71

AP (rys. 2A), natomiast | mM roztwér DNQX hamowat tylko AP wywolane
glutaminianem (rys. 2B). Skfadowa wapniowa potencjaléw czynno$ciowych
rowniez nie pojawiata si¢ po podaniu I mM roztworu DNQX w odpowiedzi na
Glu  (DNQX nie hamowal wapniowego komponentu potencjatéw
czynnosciowych wywolywanych bodZcami mechanicznymi, elektrycznymi, czy
swietlnymi). Pod wieloma wzgledami (zaleznos$¢ od sily bodzca i dlugi okres
refrakcji) sktadowa wapniowa APg, Conocephalum conicum przypominata
charakterystyke zmian potencjalu membranowego w opisang u Arabidopsis
thaliana [19, 20].

5 min
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-140 mV J _J

-180 mV-J

-160 mV J l, |
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Ryc.3. Wplyw glutaminianu na potencjal spoczynkowy i potencjaly czynnosciowe wywolywane
r6znymi bodZcami u Conocephalum conicum; gwiazdka oznaczono potencjaly czynnosciowe
wywolane odpowiednim bodZcem w obecnosci 5 mM glutaminianu w roztworze omywajacym.

Fizjologiczna rola pobudzenia (AP) u Conocephalum conicum zostata
okreslona dla stymulacji elektrycznej, kiedy udalo si¢ powiazaé przejscie
potencjatu czynnoéciowego ze wzrostem oddychania [10]. Poza tym wykazano,
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ze w reakcje obronne plechy sa zaangazowane APs [9]. Zwigzek pomigdzy AP
w odpowiedzi na glutaminian a fizjologia Conocephalum conicum nie jest nam
znany. Rola, jaka odgrywaja Glu i Gly w procesie pobudzenia u roslin nurtuje
wielu badaczy i jest zagadnieniem do zbadania w najblizszej przysztosci.

Poza pobudzeniem, uzywajac metody wewnatrzkomorkowych pomiaréw
potencjatu blonowego, obserwowalismy dlugo trwajacy wplyw Glu i Gly na
poziom potencjatu spoczynkowego (RP). Nasze badania wykazaly, ze RP ulega
znaczacej hiperpolaryzacji, jeSli w roztworze omywajacym pleche
Conocephalum conicum znajdzie si¢ Glu badz Gly. Wraz ze wzrostem
bezwzglednej wartosci RP odnotowalismy wazrost amplitud AP (rys. 3),
zakladajac, ze jest to efekt lepszego statusu energetycznego komorki
w obecnosci podanych aminokwaséw. Troficzny wplyw Glu i Gly (obok
pobudzajacego) jest dobrze znany nie tylko fizjologom roslin ale i zwierzat [2].
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