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Streszczenie

Badania prowadzone na pobudliwych plechach wątrobowca 
Conocephalum conicum  wykazały, że podanie 5 mM roztworu glutaminianu 
(Glu) bądź glicyny (Gly) wywołuje serie potencjałów czynnościowych (AP), 
którym towarzyszy napływ wapnia do cytoplazmy pobudzonej komórki. 
Otrzymane wyniki są zgodne z istniejącą hipotezą że międzykomórkowy 
signalling oparty na aminokwasach jest obecny w królestwie roślin i zwierząt. 
Jak dotąd opublikowane dane eksperymentalne z równoległych pomiarów 
wewnątrzkomórkowego stężenia Ca"+ i poziomu potencjału 
transmembranowego izolowanych komórek liści (M eyerhoff et al. 2004, 2005) 
lub korzenia (Dennison i Spalding 2000) dotyczą głownie Arabidopsis thaliana, 
u której to rośliny zlokalizowano i sklonowano geny receptora kwasu
glutaminowego (GLR). Nasze badania po raz pierwszy wykazały istnienie
zależności między podaniem Glu a pobudzeniem u roślin niższych.

Receptory glutaminianu u roślin

Odkrycie genów receptora kwasu glutaminowego u Arabidopsis 
(ionotropic glutamate receptor, [18]) przyczyniło się do powstania hipotezy, że 
międzykomórkowy signalling oparty na aminokwasach powstał zanim nastąpiło 
rozdzielenie się królestw roślin i zwierząt. Wykazując, że roślinne i zwierzęce 
kanały receptorowe glutaminianu mają wspólnego przodka, liczne badania na 
poziomie genetyki molekularnej potwierdziły powyższą spekulację [3, 4, 20]. 
Zatem, także u roślin glutaminian jest odpowiedzialny za pojawienie się w 
cytoplazmie pobudzonej komórki wtórnego przekaźnika, jakim są jony wapnia. 
Pionierskie badania Dennison’a i Spalding’a [8] bezspornie to wykazały.

W iadomo obecnie, że w genomie rzodkiewnika 20 genów koduje roślinne 
receptory glutaminianu (GLR). Ze względu na ich wysoką homologię ze 
zwierzęcymi iGIuR-NMDA zakłada się, że wszystkie one są
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niespecyficznymi kanałami wapniowymi, których najefektywniejszymi 
inhibitorami są: DNQX (6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione), CNQX (6-cyano-7- 
nitroquinoxaline-2,3-dione), MNQX (5,7-dinitro-l,4-dihydroquinoxaline-2,3- 
dione) oraz jony lantanu [7, 11, 17]. Przyjęto także założenie, że kanały te są 
obecne w plazmalemmie, gdyż nikt dotąd nie wykazał ich wewnątrzkomórkowej 
lokalizacji [6]. Posługując się sekwencjami aminokwasowymi, wyodrębniono 
3 rodziny GLR, oznaczając je  odpowiednio /4/G LR l(l-4), /4/GLR2(l-9), 
AfGLR3(l-7). Wszystkie one ulegają ekspresji w ciągu życia rośliny -  w 
różnym czasie, w różnych jej organach i tkankach -  i nie można żadnej z rodzin 
przypisać specyficznej lokalizacji [4]. Pomimo ogromnego wysiłku badawczego 
i potężnego zaplecza molekularnego, sklonowano dotąd tylko sześć różnych 
genów GLR, zaś fizjologiczną funkcję przypisano zaledwie trzem:

• v4töLR2.1 -  w regulacji pobierania i utylizacji jonów Ca2+, K+ i Na+ [14];
• /4ÆLR1.1 -  w regulacji biosyntezy kwasu abscysynowego (ABA)

i gospodarki wodnej u roślin poddanych stresowi suszy [12, 13];
• A/GLR3.4 -  we wczesnych etapach aklimatyzacji [19, 20].

Poza wymienionymi przykładami, próbowano wykazać związek między 
aktywnością GLRs a transdukcją sygnału świetlnego [1, 18] i wzrostem 
wydlużeniowym hipokotyla [1] oraz cytotoksycznością Al3+ [21].

Po podaniu Glu do korzeni Arabidopsis następował wzrost [Са2+]су1 
mierzony metodą luminescencyjną [8]. Napływowi Ca"+ towarzyszyła 
depolaryzacja potencjału transmembranowego komórki, znacznie powolniejsza 
i dłużej się utrzymująca niż zmiany w [Ca“+]cyt. Oba zjawiska były hamowane 
przez jony La3+, z czego Dennison i Spalding [8] wysunęli wniosek, że 
depolaryzacja pod wpływem glutaminianu jest konsekw encją napływu 
kationów.

W pracach M eyerho ffa [19, 20] prowadzono równoległe pomiary 
wewnątrzkomórkowego stężenia Ca~+ (luminescencyjnie) i poziomu potencjału 
transmembranowego w komórkach mezofilu (liści) Arabidopsis thaliana. 
Wykazano, że amplituda depolaryzacji wywołana glutaminianem zależy od 
stężenia podanego glutaminianu. Ponadto, zarówno DNQX, CNQX, MNQX jak 
i La3+ znacząco upośledzały napływ wapnia. Po „pobudzeniu” następował okres 
niepobuliwości, który trwał godzinę.

Nasze badania prowadzone na pobudliwych plechach wątrobowca 
Conocephalum conicum  skupiły się wyłącznie na zmianach potencjału 
membranowego wywołanych napływem Ca"+ do cytoplazmy [15, 16]. 
Wykazano, że podanie 5 mM roztworu glutaminianu (Glu) bądź glicyny (Gly) 
wywołuje serie potencjałów czynnościowych (AP), (rys. 1). Po podaniu, do 
roztworu omywającego roślinę, 50 mM LaCl3, żaden bodziec nie wywoływał



_____  A - 50 mM LaCI3
5 min

50 mV

-160 mV

15m M G Iu 15m M GIy oziębienie oświetlenie 4 V

В -1 mM DNQX

oziębienie oświetlenie 1 V
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glutaminianem.



AP (rys. 2A), natomiast 1 mM roztwór DNQX hamował tylko AP wywołane 
glutaminianem (rys. 2B). Składowa wapniowa potencjałów czynnościowych 
również nie pojawiała się po podaniu I mM roztworu DNQX w odpowiedzi na 
Glu (DNQX nie hamował wapniowego komponentu potencjałów 
czynnościowych wywoływanych bodźcami mechanicznymi, elektrycznymi, czy 
świetlnymi). Pod wieloma względami (zależność od siły bodźca i długi okres 
refrakcji) składowa wapniowa A P g iu Conocephalum conicum  przypominała 
charakterystykę zmian potencjału membranowego w opisaną u Arabidopsis 
thaliana  119, 20].
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Ryc.3. W pływ glutamin ianu  na  potencjał spoczynkow y i po tencjały  czynnościowe wywoływane 
różnymi bodźcam i u C onocephalum  conicum',  gw iazdką oznaczono  po tencjały  czynnościow e 
wywołane odpow iednim  bodźcem  w obecności 5 mM glu tam inianu w roztw orze omywającym.

Fizjologiczna rola pobudzenia (AP) u Conocephalum conicum  została 
określona dla stymulacji elektrycznej, kiedy udało się powiązać przejście 
potencjału czynnościowego ze wzrostem oddychania [10]. Poza tym wykazano,



że w reakcje obronne plechy są zaangażowane APs [9]. Związek pomiędzy AP 
w odpowiedzi na glutaminian a fizjologią Conocephalum conicum  nie jest nam 
znany. Rola, jaką  odgrywają Glu i Gly w procesie pobudzenia u roślin nurtuje 
wielu badaczy i jest zagadnieniem do zbadania w najbliższej przyszłości.

Poza pobudzeniem, używając metody wewnątrzkomórkowych pomiarów 
potencjału błonowego, obserwowaliśmy długo trwający wpływ Glu i Gly na 
poziom potencjału spoczynkowego (RP). Nasze badania wykazały, że RP ulega 
znaczącej hiperpolaryzacji, jeśli w roztworze omywającym plechę 
Conocephalum conicum  znajdzie się Glu bądź Gly. Wraz ze wzrostem 
bezwzględnej wartości RP odnotowaliśmy wzrost amplitud AP (rys. 3), 
zakładając, że jest to efekt lepszego statusu energetycznego komórki 
w obecności podanych aminokwasów. Troficzny wpływ Glu i Gly (obok 
pobudzającego) jest dobrze znany nie tylko fizjologom roślin ale i zwierząt [2].
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