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IVADAS
Ilga laikg buvo manoma, kad augalai, turintys ribotg gebéjima judéti ir reaguoti j iSoring aplinka,
turi primityvius jutimo gebéjimus. Tik keletas augaly rusiy, turinCiy vizualiai greitesne reakcijg j iSorinius
dirgiklius (pvz., lapy judéjimas inicijuotas mechaniniu dirgikliu) buvo iSimtimis. Tokiy augaly kaip
jautrioji mimoza (Mimosa pudica), saulasaré (Drosera) ir jautrusis musékautas (Dionaea muscipula)
tyrinéjimai atskleidé kur kas daugiau apie augaly pasaulj, nei buvo zinoma (Darwin, 1875; John Scott
Burdon-Sanderson, 1873). Buvo nustatyta, kad Siuose augaluose yra ne tik jvairiy receptoriy, kuriy

jautrumas virSija Zmogaus pirsto jautruma, bet ir elektriniy signaly, kuriais perduodama informacija.

Veikimo potencialai (VP) yra geriausiai aprasyti ir universaliausi elektriniai signalai generuojami
augaluose (Sukhov ir kt., 2019). Jie geba perduoti informacijg apie vietinius iSorinius dirgiklius ir
informuoti augalo lasteles apie esantj pavojy. VP suzadinami ,,viskas arba nieko* principu, inicijuojami
Ca2* koncentracijos citoplazmoje padidéjimu. Inozitolio trisfosfatas (IP3) reguliuoja kalcio isskyrima i$
lastelés saugykly gyviininése lastelése, taciau augaly lastelése IP3 vaidmuo dar néra aiSkus. IP3 yra
aptinkamas augaly lastelése kaip endogeniné medziaga, kurios koncentracija padidéja augalams
adaptuojantis prie nepalankiy aplinkos salygy (pvz. sausros, per didelis druskingumas, Saltis). Manoma,
kad 1P3 gali reguliuoti augaly kalcio signalinimo kelius, kaip antriné signaliné molekulé, taciau kokiu
mechanizmu augalinése lastelése veikia IP3 dar néra apraSyta, vienetiniy elektrofiziologiniy tyrimy

rezultatai Sia tematika vienareikSmiSky iSvady daryti neleidzia.

Nuolat dél klimato kaitos ir Zmogaus veiklos besikei¢iancios aplinkos salygos augaly gyvavimui
kelia pavojy, todél yra svarbu suzinoti daugiau apie augaly fiziologinius pokycius bei prisitaikymo
mechanizmus. I$siaisking IP3 sukeliamg poveikj augalinéms lasteléms galésime daugiau suZzinoti apie
augaly streso reguliavimg bei fiziologinius pokycius, kurie apsaugo augalus nuo nepalankiy aplinkos
salygy. Sis ziniy pritaikymas gali prisidéti prie agrokultiiros gerinimo, biojutikliy kiirimo bei augaly
Ivairoveés iSsaugojime.

Darbo tikslas:

Ivertinti inozitolio trisfosfato (IP3) poveikj menturdumbliy Nitellopsis obtusa Igsteliy elektriniy signaly

parametrams.
Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti IP3 poveikj Nitellopsis obtusa lasteliy membranos laidumui ir ramybés potencialui.



2. Nustatyti IP3 poveikj Nitellopsis obtusa Igsteliy veikimo potencialy parametrams: veikimo
potencialo suzadinimo slenks¢iui, amplitudei, smailei bei depoliarizacijos ir repoliarizacijos

trukméms;

3. Nustatyti IP3 poveikj Nitellopsis obtusa lasteliy suzadinimo metu tekancio srauto parametrams:
maksimaliam membranos laidumui, maksimalaus srauto amplitudei bei aktyvacijos ir

inaktyvacijos trukméms.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Elektriniai signalai augaluose

Elektrofiziologiniy tyrimy pradzia laikomi L. Galvani tyrimai su elektra ir varlémis(L. Galvani,
1791). Paaiskéjo, kad elektros srovés stimulas gali sukelti jony srauty poky¢ius kryptingai perduodamy
elektriniy signaly pavidalu. Atlikti tyrimai jrodé, kad suZeidus nervy gijas atsiranda didelis jtampos
skirtumas tarp suzeistos (vidinés) ir nepazeistos (iSorinés) nervy vietos. Tokiu biidu grubiai uzregistravus
membranos potencialo pokycius ir buvo aprasytas pirmasis elektrinis signalas vadintas zaizdos arba
suzalojimo potencialu. Taip pat buvo nustatyta, kad jvairts iSoriniai dirgikliai (pvz., mechaninis
suzalojimas) didina ramybés potencialo verte (Siuolaikiniais terminais tariant, jie sukelia depoliarizacija,
verté artéja prie nulio), o $iam plintan¢iam reiSkiniui apibiidinti buvo sukurti nauji terminai, tokie kaip
veikimo potencialas (VP) (Bois-Reymond, 1884). Po $iy tyrimy pradéta naudoti mikroelektrodus (KCI
pripildytas stiklines mikropipetes, kuriy galiuky skersmuo yra pakankamai mazas, kad juos bty galima
jvesti i gyvas lasteles), skirtus registruoti vidulgstelinius membranos potencialus. Sis metodas buvo
pritaikytas galvakojy milziniSkoms lasteléems (aksonams) ir Characeae Seimos makrodumbliy
tarpubamblio lasteléms tirti. XX a. ketvirtajame deSimtmetyje buvo ne tik atlikti pirmieji patikimi
vidulasteliniai augaly lgsteliy membraniniy potencialy matavimai, bet ir pirmieji vidulgsteliniai augaly

VP jrasai (Osterhout, 1936; Umrath, 1930).

Atradimas, kad visi augalai generuoja veikimo potencialus, buvo mokslinis proverzis, turéjes
svarbiy pasekmiy. Pirma, tai iStaisé ilgai vyravusj jsitikinimg, kad dauguma augaly yra tiesiog maziau
jautr@s iSoriniams dirgikliams nei keletas i§iméiy - vizualiai greitai reaguojancios jautriosios mimozos,
jautrieji musékautai. Antra, tai paskatino manyti, kad augaluose generuojami elektriniai signalai turi nesti

svarbius praneSimus (Pickard, 1973).

Elektrofiziologiniai ir kiti augaly ir gyviny toli sklindanéiy signaly tyrimai labai prisidéjo prie
misy Ziniy apie gyvaj] pasaulj, nes atskleidé svarbius augaly ir gyviiny panaSumus ir esminius skirtumus
elektrofiziologijos srityje, kuri gali biiti tiesiogiai susijusi su jy skirtingais gebéjimais reaguoti j aplinkos
signalus. Aukstesnieji augalai, uzuot stokoj¢ elektriniy signaly, i8vysté daugiau nei vieng signaly tipa,
galintj jveikti didelius atstumus. Be VP, kurie suzadinami ir gyviinams bei Zemesniesiems augalams,

aukstesnieji augalai pasiZymi papildomu, unikaliu, hidrauliSkai plintanciu elektriniy signaly tipu,



vadinamu variabiliaisiais potencialais ir mazai aprasytais sisteminiais potencialais (Trebacz ir kt., 2006;

Zimmermann ir kt., 2009).

1.2. Veikimo potencialas augaluose

Augaluose ir gyviinuose adaptyvia reakcija i aplinkos salygy pokycius ir trikdzius gali lemti jony
srauto per lasteliy membranas pokyciai (Buchanan ir kt., 2015; R. Wayne, 1993). Augaly veikimo
potencialai tyrin€¢jami jau daugiau nei pus¢ amziaus. Modeling sistemg daugiausia sudaré didelés
Characeae lastelés, kurios leido jvesti nuo 1 iki 10 um galiuko skersmens elektrodus, elektriskai
manipuliuoti lastelémis, keisti viding ir iSoring lgsteliy terpe. Characeae lasteliy veikimo potencialai buvo
pirmieji augaluose nustatyti elektriniai toli sklindantys signalai. VP teikia informacija apie daugybeg
aplinkos poky¢iy (Kisnieriene ir kt., 2019). Augaly, kaip ir gyviny lgsteliy, veikimo potencialai yra
atsakas ] palyginti $velnius, nezalojanc¢ius dirgiklius. Atskiri augalai per trumpg laikg gali sugeneruoti
desimtis VP, kuriuos atskiria refrakteriniai periodai: absoliutus refrakterinis periodas, per kurj vélesnis
suzadinimas nejmanomas, ir santykinis refrakterinis periodas, kurio trukmé priklauso nuo dirgiklio
stiprumo (Krol ir kt., 2010). Augaly VP, kaip ir gyviiny VP, veikia pagal principa ,,viskas arba nieko,
kuris reiSkia, kad yra sugeneruojamas santykinai pastovios amplitudés VP, nesvarbu, koks stiprus buvo

dirgiklis, jei jis vir$ijo tam tikrg slenksti.

Augaly lastelése yra dvi membranos - plazmalema ir tonoplastas. Abi membranos paprastai gali
biiti suzadintos. Dviejy membrany indélis ir jony koncentracijos kitimas tiek citoplazmos, tiek
vakuoliniuose skyriuose yra tikétinos priezastys, dél kuriy augaly VP forma yra labiau kintanti nei
gyviny VP (1.2.1 pav.) (Beilby, 2007). Daugumos augaly VP smailé jgyja neigiamesne uz 0 mV verte,
taciau esama iS§imc¢iy, kuriy augaly smailé gali biiti teigiamesné uz 0 mV. Vieni i8 tokiy augaly, kuriy VP

smailé yra teigiamesné uz 0 mV yra Nitellopsis obtusa.
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1.2.1 pav. Nitellopsis obtusa lasteliy VP duomeny palyginimas su sumodeliuotu veikimo potencialu
jvertinant VP kintamuma, adaptuota pagal Beilby, 2007.

Dauguma augaly gali generuoti VP ir $ie vaidina svarby vaidmenj tarplastelinéje ir vidulagstelinéje
komunikacijoje, kartu su hormoniniais ir kitais cheminiais signalais. Dél jony koncentracijos, turgoro ir
vandens srauto pokycCiy gali pakisti lastelés fermenty veikla lastelés viduje ir gali lemti membranos bei
citoplazmos fiziologinius pokyc¢ius (pav., didesnis vandens pasisavinimas j lastelés vidy sausros metu
(Feng ir kt., 2016)). Augaly veikimo potencialuose CI” sudaro pagrindinj depoliarizuojantj jony srautg, 0
Ca?" reikalingas VP aktyvacijai (Findlay ir Hope, 1964). Padidéjusi Ca?* koncentracija citoplazmoje
suaktyvina CI- kanalus, kurie lemia VP depoliarizacijos fazg. Repolarizacija iki normalaus ramybés
potencialo vyksta dél Ca?*, kurj Ca?" siurbliai vél pernesa j saugyklas, CI- kanaly uzsidarymo, K*
nutekéjimo per depoliarizacijos suaktyvintus kanalus ir testinio protony siurblio aktyvumo. Atlikus
i§samius tyrimus paaiskéjo, kad Ca?* daugiausia i$siskiria i§ vidiniy saugykly (galbiit i§ endoplazminio
tinklo) VP metu (C. Plieth, 1999). Kartu Ca?*, CI" ir K* kanalai leidzia augaly lasteléms reaguoti j

kintangias aplinkos salygas, kei¢iant kanaly elektrinj aktyvuma. Sie jony poky¢iai VP metu medziuose



patvirtinti naudojant dispersing rentgeno spinduliy analize ir jony kanaly inhibitorius (J. Fromm, R.
Spanswick, 1993).

VP yra generuojamas sickiant apsaugoti augalg ir yra inicijuojamas tik esant pakankamai
intensyviam stimului, kuomet augalui kyla tikras pavojus. VP gali informuoti toli esancias lgsteles apie
vietinius dirgiklius (pvz., gyviinus, kurie minta augalo lapais) ir priversti jas veikti atsakant j dirgiklj.
Pavyzdziui, VP informuoja augalo lgsteles ir jos sustabdo citoplazmos tekéjimg j pazeistg vietg ir/arba
i§skiria gynybines medziagas, kurios atbaido ar veikia toksiSkai. Augaluose egzistuoja daugybé
elektrinio signalinimo funkcijy: lapy judéjimas (J. Fromm, W. Eschrich, 1988), kvépavimo
suintensyvéjimas (Dziubinska ir kt., 1989), citoplazmos tekéjimo sustabdymas (T. Hayama, T. Shimmen,
1979), Pin2 geno, atsakingo uz lastelés atsparumg patogenams, raiskos indukcija (Bratislav Stankovic,
1996), kamieno ilgéjimo reguliavimas (T. Shiina, M. Tazawa, 1986). Zinios apie elektrinius signalus
augaluose padeda iSsiaiSkinti augalo lgstelése ir organuose vyksiancius informacijos perdavimus bei
suteikia galimybe naujiems tyrimams. Fotosintezés reguliavimas besikei¢ian¢iomis aplinkos salygomis
yra esminé¢ augaly veikla. ]vair@is vietiniai dirginimai gali sukelti skirtingas fotosintezés reakcijas
nepazeistose augaly dalyse, kurias atskleidZia CO2 asimiliacijos grei¢io pokyciai Sviesos salygomis
(Sukhov, 2016). Fotosintezés mechanizmas susideda i§ daugybés skirtingy faziy, kuriy valdyme
dalyvauja elektriniai signalai (Oksana Sherstneva, Vladimir Vodeneev, 2015). Augaly
elektrofiziologiniai tyrimai yra pagrindas atrasti ir tobulinti biojutiklius, skirtus aplinkos stebésenai,
terSaly, pesticidy ir dezinfekuojamyjy medziagy poveikiui nustatyti, klimato poky¢iams stebéti, augaly

ir vabzdziy sgveikai, Zemés tkiui, derliui jtakg daranc¢ioms salygoms valdyti ir greitai kontroliuoti.

1.4. Ca?* kanalai

Kalcis j augaly lasteles patenka per Ca®* pralaidzius jony kanalus esancius augaly plazminéje
membranoje (White, 2000). Kadangi didelé [Ca®"]eyt (citoplazminé Ca?* koncentracija) yra citotoksiska,
nestimuliuojamose lastelése submikromoliaring [Ca®*]eyt koncentracija palaiko Ca?*-ATPazés ir
H*/Ca?*- antiporteriai (Méaser ir kt., 2001). Sie fermentai perkelia citozolinius Ca?* j apoplasta arba
vidulgsteliniy organeliy, tokiy kaip vakuolé arba endoplazminis tinklas (ET) vidy. Greitas Ca?*
patekimas per plazminés membranos, tonoplasto ir (arba) ET katijony kanalus sukelia [Ca?*]cyt poky¢ius,

kurie inicijuoja lasteliy atsaka i jvairius vystymosi signalus ir aplinkos pokycius.

Spéjama, kad lasteliy atsakas j specifinius biotinius ir abiotinius stimulus yra koduojamas

skirtingais [Ca®"]eyt poky¢iais ir perduodamas [Ca®"]eyt signalais. Daug dabartiniy darby, susijusiy su
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kalciu augaluose, skirta [Ca®*]cyt signaly ir atsako keliy ir specifiskumui nustatyti. Tokie signalai yra

vadinami kalcio bangomis.

Naudojant Nitella ir Chara tarpubamblines lgsteles, j kurias mikroinjekcijomis buvo j$virkstas
fotoproteinas aekvorinas parodyta, kad veikimo potencialas sukelia staigy [Ca®Jeyt padidéjimg ir
citoplazminio srauto tekéjimo sustabdyma. Sistema taip pat pasizymejo atsistatymu — greitai griZzo prie
normalios [Ca?*]cyt koncentracijos, o po to vél normalizavosi citoplazminis tekéjimo srautas (Williamson
& Ashley, 1982). Taip pat nustatyta, kad Iasteléms esant ramybés biisenoje [Ca®*]¢yt koncentracija Chara
buvo ~0,1 pM, o Nitella — 0,4 uM. Stimuliuojant [Ca®*]ey: koncentracija Chara pakilo iki 6,7 pM, o
Nitella — iki 43 uM. Atlikus analogiskg tyrimg (M. Kikuyama & M. Tazawa, 1983) nustatyta, kad
rezultatai sutapo su Williamson ir Ashley (1982 m.), tvirtai nustatytas [Ca®*]cy pokytis Nitella ir Chara
veikimo potencialo metu. Sie tyrimai buvo pirmieji ir kelerius metus isliko jtikinamiausiu Ca®* poky¢iy

reguliavimo augaluose pavyzdziu.

Zinoma, kad Ca?* koncentracijy poky&iai yra atsakingi uz signalizavimo kelius, tadiau vis dar néra
aiski Ca?* kanaly, kurie inicijuoja veikimo potencialus, tapatybé. Didelé dalis augaly atsaky j skirtingus
mechaninius dirgiklius yra jau aprasyti prie$ daugiau nei 100 mety (Darwin, 1880), tac¢iau molekuliniame
lygmenyje, mechanizmai, kurie aprépia lasteléje vyksianéius poky¢ius, Vis dar néra iki galo istirti (Alova
ir kt., 2020).

Pirmieji tariamai Ca?* pralaidiis augaly kanalai buvo identifikuoti pagal numanoma gyviininiy
kanaly geny seky homologijg. Véliau cikliniy nukleotidy valdomi kanalai (CNGC), atrasti i§ augaly geny
bibliotekos ir pripazinti panasiis j tokius pacius kanalus gyviny lasteléese. CNGC kanalai dalyvauja
augaly imuninéje sistemoje. Glutamato tipo receptoriniai kanalai (GLRs), kurie atlieka svarby vaidmenj
augalo gynybinése bei reprodukcinése funkcijose, buvo identifikuoti pagal seky panaSumg j gyviny
jonotropinius glutamato receptorius. PanasSiai kaip GLRs buvo identifikuoti ir mechaniskai jautriis
PIEZO kanalai augaluose. Augaly PIEZO kanaly pralaidumas néra nuodugniai iStirtas, taCiau
ekstrapoliacija i§ gyviiny homology ir funkciSkai defektyviy fenotipy rodo, kad jie greiiausiai yra
pralaidiis Ca?*. Kadangi dauguma augaly kanaly yra identifikuojami pagal seky numatomuma ir lyginant
su homologiniais kanalais ir uz jy produkcijg atsakingais genais, néra aisku, ar kanalai yra susij¢ su
elektriniy signaly generavimu. IeSkoma panaSumy giminingose arba homologinése augaly ir gyviiny
sistemose, taciau $ig informacijg sunkiau interpretuoti, nes fenotipai gali atsirasti dél transkripcijos
veiksniy, Saperony arba reguliavimo veiksniy mutacijy (Kleist & Wudick, 2022). Net heterologinés

raiskos sistemos gali turéti netiesioginj poveikj endogeniniams lasteliy komponentams arba atvirksciai.

9



Todél augaly kanaly identifikavimas ir aprasSymas jprastai yra sudétingas procesas reikalaujantis daug

tyrimy bei skirtingy metody.

1.3. Inozitolio trisfosfatas

Inozitolio 1,4,5-trisfosfatas (IP3) yra antriné signaliné molekulé, kuri kontroliuoja daugelj Igsteliy
procesy, inicijuodama vidinius kalcio signalus (1.3.1 pav.). IPs gyvininése lastelése veikia per
receptorius, kuriy molekulinés ir fiziologinés savybés labai panasios j raumeny kalcj mobilizuojancius
rianodino receptorius. Si bendra vidulasteliniy kalcio kanaly $eima pasizymi dalyvavimu Ca?*
signaluose, sukeliandiuose raumeny susitraukima ir svyruojanéias Ca®* bangas arba aktyvuojanéiuose
transkripcijos veiksnius. Toks dinamiSkas signalizavimo kelias kontroliuoja daugelj lasteliniy procesy,
iskaitant apvaisinima, lasteliy augima, transformacija, sekrecija, lygiyjy raumeny susitraukima, jutiminj

suvokima ir neurony signalizavima.

OH
E_Ggpﬂ

OPO5*
OH OH

1.3.1 pav. Inozitolio 1,4,5-trisfosfato molekulé.

Prie$ keturis deSimtmecius buvo jrodyta, kad inozitolio trisfosfatas susidaro aktyvuojant pavirSiaus
membranos receptorius (M. J. Berridge, R. Dawson, 1983). Tuo metu buvo jsivaizduojamas gana
paprastas biocheminis kelias, kuriame dalyvavo IPs nuoseklus defosforilinimas iki 1P2 j IP ir galiausiai j
laisva inozitolj. Beveik visose nagrinétose sistemose receptoriy aktyvuota kalcio mobilizacija apima
pradine kalcio iSsiskyrimo i§ vidulasteliniy atsargy faze, po kurios seka ilgesné kalcio patekimo fazé
(Putney, 1987). Turimi duomenys tvirtai rodo, kad vidinj i§siskyrima valdo IPs. Ca?* i3siskiria i§ atskiros
vidulgstelinés talpyklos, j kurig jeina ne visi nemitochondrigkai sekvestruoti Ca?* (C. Taylort, J. Putney,
1985), ir yra jrodymuy, kad Sios talpyklos dydis lastelése gali bti reguliuojamas nuo GTP priklausomy
mechanizmy (J. M. Mullaney, 1988). I§ pradziy manyta, kad organelé, i§ kurios IPs isskiria Ca?*, yra
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endoplazminio tinklo sudedamoji dalis, taiau pastaruoju metu manoma, kad Ca?* patenka i§ naujos j IP3
reaguojancios organelés, vadinamos ,kalciosoma™ (Volpe ir kt., 1988). Mechanizmas, kuriuo IP3

islaisvina Ca?*, yra susijes su sgveika su specifiniu membraniniu receptoriumi (Supattapone ir kt., 1988)

IP; gyviininése lgstelése veikia per receptorius ir dalyvauja Ca®* signalinimo keliuose. Pagrindinis
IP; vaidmuo akivaizdus nesuzadinamose lastelése, kur jis generuoja Ca?" signalus, kontroliuojandius
skirtingus procesus (Berridge, 2008; Mikoshiba, 2015). Suzadinamose lastelése pirminis Ca?* signalas
priklauso nuo Ca?* patekimo per jtampos valdomus kanalus, kuris gali biti sustiprintas Ca?* i§siskyrimu

per vidiniy saugykly rianodino receptorius (RYR) (1.3.2 pav.).
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1.3.2 pav. Inozitolio trisfosfato reguliuojami signalinimo keliai gyviininése lgstelése adaptuota pagal M.
Berridge, 2016. RVK — receptoriy valdomi kanalai, JVK — jtampos valdomi kanalai. InsP3 — inozitolio

trisfosfatas. InsPs receptorius — receptorius prie kurio jungiasi IP3 molekulé

Per pastaruosius tris deSimtmecius i$siplété suvokimas apie tai, kaip lgstelés naudoja kalcj savo
veiklai reguliuoti. Antriné signaliné molekulé IP3 atlicka svarby vaidmenj kontroliuojant tiek vidiniy
kalcio atsargy mobilizacija, tiek iSorinio kalcio patekima. Inozitolio trisfosfatas paprastai susidaro per
procesa, vadinamg fosfolipazés C (PLC) signaliniu keliu. UZIgstelinés signalinés molekulés, pavyzdziui,
hormonai ar neuromediatoriai, prisijungia prie specifiniy lasteliy membranos receptoriy. Sie receptoriai

daznai biina sujungti su G baltymu, kuris inicijuoja signaling kaskada. Suaktyvéjus receptoriui, su
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receptoriumi susijes G baltymas stimuliuoja PLC aktyvinimg. PLC yra fermentas, skaldantis specifinj
fosfolipidg, vadinamg fosfatidilinozitolio 4,5-bisfosfatu (PIP2), esantj lastelés membranoje. PLC skaldo
PIP2 i du produktus: diacilglicerolj (DAG) ir inozitolio trisfosfatg. IP3 iSsiskiria i citozolj kaip tirpi
molekulé. 1Pz difunduoja citoplazmoje ir prisijungia prie specifiniy IP3 receptoriy, esanciy ant
endoplazminio tinklo (ET). Dél Sio prisijungimo atsidaro ET esantys kalcio kanalai, todél kalcio jonai
(Ca?*) i§ endoplazminio tinklo vidaus patenka j citozolj. Inozitolio trisfosfato susidarymas yra
pagrindinis vidulastelinés signalizavimo etapas, leidziantis lgsteléms reaguoti i ekstralgstelinius stimulus

ir koordinuoti jvairius fiziologinius procesus.

Lastelés IP3 naudoja dviem pagrindiniais keliais fosfolipazés C-beta (PLC-p) ir fosfolipazés C-
gama (PLC-y). Tiek PLC-B, tick PLC-y keliai pabrézia IP3, kaip antrinés signalinés molekulés, kuri
skatina kalcio iSsiskyrima i$ vidulasteliniy atsargy, svarba, inicijuojant vidulgsteliniy signaly veiksnius.
Sie keliai turi skirtingus aktyvavimo baidus ir tolesnius taikinius, todél lastelés gali reaguoti j jvairius
ekstralgstelinius signalus ir reguliuoti jvairius lgstelinius procesus. Kai pagrindiniai IP3 kalcio
signalizavimo aspektai jau aprasyti, pradedama dométis molekulés vaidmeniu konkreCiose lasteliy
reakcijose (Berridge, 1995).

1.4. Inozitolio trisfosfatas augaluose

Inozitolio 1,4,5-trisfosfato signalizavimo keliai augaluose lyginami su analogiSkais keliais
gyvininése lgstelése. Nepaisant visy tyrimy jrodymy augaluose apie IP3 veikiamus kelius negalime teigti,
kad poveikio mechanizmai yra vienodi, nes augaluose néra atrastas homologiskas IP3 receptorius, kuris
atlieka svarby vaidmenj gyviininése lgstelése inicijuodamas jony kanaly atsivérima (Krinke ir kt., 2007).
Inozitolio trisfosfato signalinimas augaluose néra taip placiai iStirtas, palyginti su gyviinais, taciau yra
irodymy, kad IP3 signalinimas taip pat atlieka svarby vaidmenj augaly fiziologijoje. Augaluose IP3

dalyvauja jvairiuose procesuose, iskaitant hormony signalinima, atsakg j stresg ir vystymasi.

Augaluose pastebétas IP3 sukeltas Ca?* issiskyrimas i§ vakuoliy (Ranjeva ir kt., 1988), tonoplasty
pusleliy (K.S. Schumaker & H. Sze, 1987) ir mikrosomy (Drgbak ir kt., 1988) jau buvo nagrinétas, ta¢iau

tiesioginis rySys tarp IP3 ir kalcio jony signalizavimo inicijavimo néra jrodytas.

IP3 yra susijes su keliy augaliniy hormony, pavyzdziui, abscizinés riigSties (ABA) ir auksino,
signalinimo keliais. Pavyzdziui, ABA gali paskatinti IP3 susidaryma, todé¢l padidéja citozolinio kalcio
kiekis ir véliau pasireiskia fiziologinés reakcijos, pvz., Zioteliy uzsivérimas vandens trikumo/sausros

metu (Fedoroff, 2002). Fitohormonas auksinas yra svarbus augaly vystymuisi. Inozitolio trisfosfatas yra
12



susijes su Ca?* signalizavimu ir kryptingo auksino perne§imo kontrole, kurig vykdo poliniai PIN auksino

nesikliai (Zhang ir kt., 2011).

IP3 taip pat yra susij¢s su augaly augimu ir vystymusi. [Pz dalyvauja jvairiuose procesuose,
pavyzdziui, dulkiadaigio augime, Sakniaplaukiy susidaryme ir s¢kly dygime (Xu ir kt., 2005). Zinoma,
kad IP3 valdomas kalcio signalinimas reguliuoja lasteliy augima, diferenciacija ir Igsteliy tarpusavio rysj

augaly vystymosi metu.

IP3 yra susijes su augaly atsaku j jvairius aplinkos veiksnius, jskaitant sausra, druskingumg ir
patogenus. Manoma, kad jis dalyvauja kalcio valdomuose streso signalinimo keliuose, sukeldamas

adaptyvias reakcijas, padedancias augalams prisitaikyti prie esanciy nepalankiy salygy (H. Du, 2011).

Inozitolio trisfosfatas aptiktas kaip endogeniné medziaga jvairiy rii$iy dumbliuose ir manoma, kad
jis atlicka svarby vaidmenj jy fiziologijoje ir Igsteliniuose procesuose. Nepaisant morfologiniy ir
fiziologiniy skirtumy tarp dumbliy ir aukStesniyjy augaly, IP3 vaidmuo dumbliuose yra analogiSkas. 1P3
dalyvauja dumbliy kalcio valdomuose signaly perdavimo keliuose. PanaSiai kaip ir kituose
organizmuose, IPs gali paskatinti kalcio jony (Ca?*) iSsiskyrimg i§ vidulasteliniy saugykly, pavyzdziui,
endoplazminio tinklo arba vakuoliy, ir dél to keiciasi citozolio kalcio koncentracija. Kalcis yra labai
svarbi antrin¢ signaliné¢ molekulé, reguliuojanti jvairius dumbliy lasteliy procesus, iskaitant augima,

fotosintezg ir reakcija i aplinkos dirgiklius.

IP3 yra susijes su kalcio jony iSsiskyrimu i§ vidulgsteliniy atsargy. Nors konkretus IP3 dalyvavimas
Nitellopsis obtusa veikimo potencialuose néra iSsamiai istirtas, tikétina, kad IP3 veikia kaip antriné
signaliné molekul¢ ir inicijuoja kalcio iSsiskyrima i§ vidulgsteliniy atsargy, pavyzdZiui, endoplazminio
tinklo, ir gali prisidéti prie kalcio koncentracijos poky¢iy veikimo potencialy metu. Remiantis literatra,
Chara dumbliy veikimo potencialai, manoma, yra generuojami antrinés signalinés molekulés pagalba.
Kol kas néra aiSku, kokia yra $i antrin¢ signaliné molekulé, bet tai galéty biiti inozitolio trisfosfatas
(Beilby ir kt., 2016). IPs sukeltas kalcio isskyrimas galéty keisti vidulasteling kalcio koncentracijg ir
galimai daryti jtaka suzadinamumui ir veikimo potencialo savybéms. Viename tyrime su Nitella
lastelémis veikiant IP3 nustatyta, jog IP3 padidina lgsteliy suzadinamuma (Thiel ir kt., 1990), taciau
kitame analogiSkame tyrime medZziagos poveikio lasteliy suzadinamumui nebuvo pastebéta (Tazawa &

Kikuyama, 2003).

Nors miisy supratimas apie I[Pz dumbliuose vis dar tobuléja, yra duomeny, kad jis atlieka svarby

vaidmenj kalcio reguliuojamose signalinimo keliuose, nuo fototaksio priklausomuose procesuose,
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reakcijoje ] stresg, augime ir vystymesi. Butina atlikti tolesnius tyrimus, kad biity iSsiaiskinti konkretiis
IP3 signalo komponentai ir mechanizmai skirtingose dumbliy grupése ir atskleistas visas jo funkcijy

spektras dumbliy biologijoje.

1.5. Nitellopsis obtusa

Nitellopsis obtusa yra gélavandenis makrodumblis geriau zinomas bendriniu pavadinimu
7vaigzdétasis maurasakis. ZvaigZdétasis maurasakis morfologiskai primena aukstesniuosius augalus, turi
] stiebg panasig centring asj (thallus), sudaryta i§ pakaitomis i$sidésciusiy ilgy tarpubambliniy lgsteliy ir
trumpy bambliy. Dumblis uzauga iki daugiau kaip 1,5 m ilgio, yra ryskiai permatomos zalios spalvos.
Nuo kity Characeae seimos dumbliy jj lengva atskirti pagal rizoidy lgsteles atskirianéius zvaigzdés

formos bamblius (1.5.1 pav.), kurie leidzia vegetatyviai daugintis.

Nitellopsis obtusa turi ilgas, gana tiesias $akas, iSsidés¢iusias menturiskai, kurios i§ bambliy iSauga
smailiu kampu. Ir stiebas, ir Sakos yra mazdaug 1 mm skersmens. Stiebai gali biiti iki 80 cm ar net ilgesni
ir sudaryti tankig mase¢. Aktyvaus augimo metu jie biina Sviesiai Zalios spalvos. Rizoidali jtvirtina dumblj
substrate ir yra permatomi, nes neturi chlorofilo. Augalai biina vyriski arba moteriski. Oogonijos
(moteriSkos dauginimosi struktiiros) susiformuoja virSutiniy Sakeliy pagrinduose, gali biiti oranziniy ar

raudony oocity, kurie padeda atskirti § dumblj nuo gana panaSiy muskusiniy Zoliy ir trapiyjy gyslociy.

1.5.1 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa zvaigdzés formos bamblys. Interneto prieiga prie paveikslo:
https://www.invasivespeciescentre.ca/invasive-species/meet-the-species/invasive-aquatic-plants/starry-

stonewort/
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Zvaigzdétasis maurasakis auga gélame vandenyje iki daugiau kaip 4 m gylio ant minksto substrato,
pavyzdziui, dumblo, smélio. Paprastai auga giliame, 1étai tekanciame vandenyje, kur kity augaly yra
nedaug, paprastai netoli prieplauky. Zvaigzdétasis mauraSakis jautriai reaguoja j vandens kokybés
pokycius ir gali biiti aplinkos sglygy indikatoriné rusis. Jis klesti Svariame, gerai deguonimi prisotintame

vandenyje (Larkin ir kt., 2018).

Nitellopsis obtusa dél savo unikaliy savybiy daznai naudojamas kaip modelinis organizmas
moksliniuose tyrimuose. Jis pladiai tyrinétas dél fiziologiniy, morfologiniy ir vystymosi savybiy. Sio
makrodumblio tyrimai suteiké Ziniy apie lasteliy biologija, citoskeleto dinamika, jony perneSimag ir

lasteliy tarpusavio rysj (Findlay, 1970; MacRobbie & Dainty, 1958).
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2. TYRIMO METODAI

Nitellopsis obtusa lasteliy gniuzulai buvo surinkti spalio — lapkri¢io ménesiais i§ Stankos ezero
Traky rajone. Dumbliai iStraukti i§ 4 — 8 metry gylio ir transportuoti ezero vandenyje. Dumbliy lgstelés
laboratorijoje laikytos akvariumuose kambario temperatiiroje (20+1 °C), uzpiltos vandentiekio vandeniu
ir apsviestos 12 val. per parg standartiniu ap$vietimu (950,19 pmol m s). Dieng prie§ eksperimenta
tarpubamblinés lgstelés yra atkerpamos nuo gretimy Igsteliy. Atskirtos Igstelés sudedamos j kameréle,

kurioje lgstelés uzpilamos kontroliniu tirpalu (APW).

Bioelektriniams signalams registruoti tarpubamblinése zvaigzdétyjy maurasakiy lastelése buvo
naudota vidulgsteliné mikroeletrodiné technika. Taikyti dviejy pory elektrody fiksuotos jtampos ir
fiksuotos srovés metodai. Elektrody iSdéstymas bei registravimo kameros schema vaizduojama (2.1
pav.). Naudojant stakles (Sutter Instrument P-1000) buvo gaminami vidulasteliniai mikroelektrodai i$
borosilikatiniy stiklo kapiliary (World Precision Instruments). Vidulasteliniai elektrodai pildyti 3 M KCI
tirpalu. Referentinis elektrodas pildytas 3 M KCI ir agar — agaro (2,5 %) tirpalu. Laikikliai elektrodams
gaminti i$ kalomelio (Hg2Cly) ir pildyti 3 M KCl tirpalu. Elektros srové leista iSoriniais chlorsidabriniais
elektrodais tarp atskiry kameros daliy. Registavimui naudotas stiprintuvas TEC-10CX (NPI Electronic),
analogas-kodas keitiklis Digidata 1440A (Molecular Devices), kontroliuojamas pCLAMP 10.2
(Molecular Devices) programine jranga. Naudojamas diskretizavimo daznis: 100-1000 Hz, signalo
stiprinimas 10x. Tirpaly pratekéjimas (~1 ml/min) centrinéje kameros dalyje palaikomas naudojant
vakuuminj siurblj (Scientifica PPS) ir peristalting pompg. Mikroelektrodas j lastele jvedamas
manipuliatoriumi (PatchMan, Eppendorf), stebint pro binokuliarg (7% didinimas). Mikroelektodas
jprastai jvedamas j vakuolg, taigi, registruojami membranos potencialai atspindi tiek plazmalemos, tiek

tonoplasto elektrinj aktyvuma.

A

2.1 pav. Registravimo kameros principiné schema ir elektrody iSdéstymas: A — organinio stiklo kamera, B
— tarpubambliné Igstel¢, C — centring kameros dalj izoliuojantys vazelino tilteliai, 1 — vidulastelinis stiklinis
elektrodas, 2 — referentinis stiklinis elektrodas, 3 — iSoriniai stimuliuojamieji elektodai (Ag/AgCl).
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Eksperimentai atliekami dienos metu esant standartiniui ap$vietimui (95+0,19 umol m? s?)
kambario temperatiiroje (20£1°C). Menturdumblio Nitellopsis obtusa Igstelé paguldoma registruojamoje
kameroje. Centriné kameros dalis i§ abiejy pusiy izoliuojama vazelino tilteliais. Visos kameros dalys
uzpildomos kontroliniu tirpalu (APW). Centrinéje kameros dalyje tirpalas perfuzuojamas. Salia lastelés
centrin¢je kameros dalyje tvirtinamas referentinis elektrodas, o vidulgstelinis elektrodas j lastele
jvedamas manipuliatoriumi. Po elektrodo jvedimo lastelé perfuzuojama kontroliniu tirpalu ir laukiama
trumpiausiai valandg kol nusistovi ramybés potencialas (RP). Eksperimentai atliekami tik su lastelémis,
kuriy RP buvo neigiamesnis nei -175 mV. Tokj RP turinCios lgstelés po elektrodo jvedimo pasizymi
aktyvios protony pompos biisena, kuri palaiko neigiamg RP aktyviai perneSdamos protonus j uzlgsteling
erdve. Bioelektriniy signaly matavimai atlikti kaip nurodyta 2.2 pav.: trumpais srovés stimulais
jvertinama membranos varza, tuomet 2 veikimo potencialai suzadinami nuolatine tolydziai kylancia
srove (0,02 pA/s) 5 min. intervalu; kai VP suzadinamas, stimulas nutraukiamas. Po 10 min ramybés
periodo taikomas fiksuotos jtampos metodas (VC), po kurio seka ~10 min ramybés laikotarpis ir vél
suzadinami 2 VP. Po paskutiniy 2 VP suzadinimy praéjus 10-15 min ramybés periodo centrinéje kameros
dalyje kontrolinis tirpalas pakeiCiamas pasirinktu tirpalu. Pakeitus tirpalg laukiama 30 min ir

registravimy serija kartojama.

%
=

tirpalas i
1 pasirinkta TP3
tirpala.

BTt o Fiksuotos Fiksuotos itampos metodu - Fiksuotos
jvedamas j srovés metodu registruojamos suzadinimo srovés metodu
lastele. stimuliuojami metu tekancios srovés. stimuliuojami

2VP. | 2 VP.

2.2 pav. Menturdumblio tarpubamblinés lastelés elektriniy signaly registravimo eiga. Po elektrodo jvedimo laukiama maziausiai valanda,
tuomet kartojamos identiskos registravimo serijos. Viena registravimo serija susideda i§ 2 VP (5 min intervalais.), po to 10 min ramybés
periodo ir po jo seka fiksuotos jtampos metodu registruojamos jtekancios srovés suzadinimo metu. Tada seka 5 min ramybés periodas po
to fiksuotos jtampos metodu matuojamas maksimalus membranos potencialo laidumas. Toliau seka 10 min. ramybés periodas, tuomet
stimuliuojami 2 VVP. Pragjus 10 min. ramybés periodui centringje kameros dalyje tirpalas kei¢iamas j pasirinktg ir lgstelé ramybés biisenoje

paliekama 30 min. Vieno eksperimento metu atliekamos 2-3 registravimy serijos.
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Naudoti tirpalai

Kontrolinis tirpalas: APW (0,1 mM CaCly, 0,1 mM KCI, 1,0 mM NaCl, 3 mM TRIS ir HEPES
naudojamas sureguliuoti pH iki 7,2). IP3 75 uM ir 150 pM buvo naudoti tyrimams. IP3 istirpintas APW
tirpale.

Menturdumblio Igstelés buvo veikiamos $iais tirpalais ir jy koncentracijomis:

o IP3 75 pM;
o IP3 150 pM.

Vertinti elektrofiziologiniai parametrai (2.3 pav):

e Ramybés potencialas vertintas prie$ sukeliant VP.

e Membranos laidumas vertintas lastele stimuliuojant trimis 2 s trukmés hiperpoliarizuojanciais
srovés impulsais prie§ sukeliant VP.

¢ VP suzadinimo slenkstis.

e VP smailé.

¢ VP depoliarizacijos trukmé vertinta kaip laiko tarpas nuo VP suzadinimo slenks¢io iki VP
smailés.

e VP repoliarizacijos trukmé vertinta kaip laiko tarpas tarp VP smailés ir per 60 mV
repoliarizavusio membranos potencialo vertés

e VP amplitudé.
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2.3 pav. Veikimo potencialo parametrai. RP — ramybés potencialas, Rep. trukmé — repoliarizacijos trukmé, kai membranos
potencialas repoliarizuojasi per 60 mV nuo smailés, Dep. trukmé — depoliarizacijos trukmé nuo suzadinimo slenks¢io iki
smailés, En— VP suzadinimo slenkstis, VP amplitudé — VP smailés ir VP slenkscio ver¢iy skirtumas, VP smailé —

didziausia VP verté, varzos matavimas — atlickamas prie§ suzadinant lastelés membrang.

Fiksuotos jtampos metodu registruotos jtekancios srovés suzadinimo metu. Remiantis (Tsutsui ir
kt., 1987) nurodymais vertintas maksimalus membranos laidumas suzadinimo metu Gmax (2.4 pav).
Lasteliy membranos potencialo verté buvo tolygiai depoliarizuojama intervale nuo -300 mV iki 150 mV
(greitis 3mV/s). Sis signalas buvo moduliuotas trumpais 0,1 s 10 mV amplitudés kvadratiniais impulsais,
leidusiais nustatyti membranos laiduma. Maksimalus membranos laidumas suzadinimo metu skaiciuotas

1 membranos ploto vieneta.
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2.4 pav. Membranos maksimalaus laidumas registravimo protokolas. Fiksuotos jtampos metodu membranos potencialas
150 s tolygiai depoliarizuojamas nuo -300 mV iki 150 mV. Signalas moduliuotas trumpais 0,1 s 10 mV amplitudés

kvadratiniais impulsais (a). Membranos suZadinimo metu stebimas maksimalus laidumas — Gmax.

Fiksuotos jtampos metodu taip pat registruotos suzadinimo metu tekancios srovés laikinés
charakteristikos ir amplitudés (2.5 pav.). Remiantis nurodymais (Zherelova ir kt., 2009) membranos
potencialas fiksuojamas ties lastelés ramybés potencialu, tuomet trumpu 0,4 s impulsu membranos
potencialo verte fiksuojant ties 50 mV suzadinama lgstelés membrana. Impulsui pasibaigus palaikoma
lastelés membranos ramybés potencialo verté likusias 9,6 s, kad biity galima stebéti suzadinimo metu

tekancio srauto aktyvacijos ir inaktyvacijos trukmes.
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2.5 pav. Suzadinimo metu tekancio srauto registravimo protokolas. Membranos potencialas fiksuojamas ties
ramybés potencialo verte, tuomet trumpu 0,4 s impulsu membranos potencialo verte fiksuojant ties 50 mV suZadinama
lastelés membrana. Stimului pasibaigus palaikoma lastelés membranos ramybés potencialo verté. Vertinami parametrai: Imax

— maksimalaus srauto amplitudé; tact - srauto aktyvacijos tukmé; tinact. — srauto inaktyvacijos tukmé.

Vertinti parametrai:

® |max — maksimalaus srauto amplitudeé;

® ta - srauto aktyvacijos tukmé — laiko atkarpa nuo suzadinancio impulso pradzios iki maksimalios

srauto vertes;

® tinact. — Srauto inaktyvacijos tukmé — laiko atkarpa, per kurig srauto amplitudé sumazéja 50 % nuo

maksimalios vertés.
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Statistiniai metodai

Eksperimentai tiriant inozitolio trisfosfato 75 uM ir 150 uM koncentracijy 30 min ir 60 min
poveiki buvo kartojami 4-9 kartus. Duomeny normalumui jvertinti naudotas Shapiro-Wilk’o testas.
Parametry vertés po IP3 poveikio buvo lyginamos su vertémis kontroliniame tirpale toje pacioje lasteléje.
Vertinti pirmi fiksuotos srovés metodu stimuliuoti veikimo potencialai. Porinis Stjudento t — testas buvo
naudotas jvertinti poky¢ius tarp normaliy duomeny. Poky¢iams duomenyse, kuriems buvo atmesta
normalumo prielaida, taikytas Wilcoksono testas. Visais atvejais skirtumai laikyti statistiskai
reikSmingais, kai p<0,05, paveiksl¢liuose Zyméti zvaigzdutémis, n — eksperimenty skaic¢ius. Duomenys
pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis. Duomeny apdorojimas ir statistin¢ analizé atlikta
naudojantis:

— Clampfit (Molecular Devices Corporation),

— OriginPro (OriginLab Corporation).
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3. REZULTATAI

3.1. Inozitolio trisfosfato 75 M poveikis membranos ir VP parametrams

75 pM 30 min. ir 60 min IPs tirpalo poveikis Nitellopsis obtusa lasteliy elektriniy signaly parametrams
buvo tiriamas kaip nurodyta tyrimy metody skyriuje. 75 UM 30 min IP3 poveikis depoliarizavo lastelés
membranos ramybés potencialg nuo -225,52 + 17,15 mV iki -214,44 + 17,15 mV (p = 0,03). 75 uM 60
min. IP3 poveikis dar labiau depoliarizavo lgstelés membranos ramybés potencialg iki -189,32 + 27,39
mV (p < 0,01). Membranos ramybés potencialas taip pat statistiSkai reikSmingai skyrési priklausomai
nuo medziagos poveikio trukmeés (p < 0,01). Po 60 min. poveikio 75 UM IP3 pakeitus tirpalg atgal j
kontrolinj (APW) buvo pastebétas membranos ramybés potencialo neigiaméjimas iki -207,75 + 27,88
mV (p = 0,04). Taigi, tiek 30 min., tiek 60 min poveikis 75 uM IP3 tirpalu sukélé reik§mingus pokycius

membranos ramybés potencialui (3.1.1 pav.)
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3.1.1 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa membranos ramybés potencialo vertés kontrolinémis salygomis
(APW) ir paveikus 75 pM 1Pz tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis +

standartinis nuokrypis. Zvaigzdutés zymi reik§mingus skirtumus kai p < 0,05, n=9.

75 UM 60 min IP3 poveikis padidino membranos laiduma ramybés biisenoje nuo 3,06 + 0,64 S/m? iki
3,42 + 0,64 S/m? (p = 0,04). Membranos laidumas lasteles veikiant ilgiau negu 75 uM 30 min IP; taip
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pat reik§mingai padidéjo nuo 3,08 + 0,66 S/m? iki 3,42 + 0,66 S/m? (p = 0,03). Lasteles po poveikio 75
MM IP3 sugrazinus i kontrolines salygas, pastebétas reikSmingas laidumo sumaz¢jimas nuo 3,10 + 0,50
S/m? iki 2,77 + 0,50 S/m? po 30 min. poveikio (p < 0,01) ir dar didesnis laidumo sumazéjimas nuo 3,41
+0,67 S/m? iki 2,77 + 0,67 S/m? po 60 min poveikio (p < 0,01). Taip pat buvo pastebéta, kad 75 pM IP3
tirpalu paveikty Nitellopsis obtusa, grazinty j kontrolines sglygas, membranos laidumas yra mazesnis
negu pries atliekant eksperimentg. Po poveikio grazinty lasteliy laidumas sumazéjo nuo 3,07 + 0,47 S/m?
iki 2,77 + 0,47 S/m? (p =0,02) (3.1.2 pav.).
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3.1.2 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa membranos laidumo vertés kontrolinémis salygomis (APW) ir
paveikus 75 UM IPs tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis

nuokrypis. Zvaigzdutés zymi reikimingus skirtumus kai p < 0,05, n="9.

75 UM 1Pz tirpalo 30 min poveikis reik§mingai hiperpoliarizavo VP suzadinimo slenkscius. Lyginant su
lastelémis pries 75 M 1Pz 30 min poveikj slenkstis buvo hiperpoliarizuotas nuo -92,59 + 10,88 mV ki
-102,76 £ 10,88 mV (p = 0,04). Lyginant su 30 min poveikiu, paveikus lasteles 75 puM IP3 tirpalu 60 min
slenkstis depoliarizavosi iki -94,97 + 11,41 mV (p = 0,04). Si verté reik§mingai nesiskyré nuo VP
slenkscio vertés kontrolinémis sglygomis. Lasteles grazinus j kontrolines salygas po 75 UM IP3 poveikio
VP suzadinimo slenkstis depoliarizuojasi nuo -103,66 + 13,15 mV iki -93,3 + 13,15 mV (p < 0,01) (3.1.3
pav.).
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3.1.3 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa VP suzadinimo slenks¢io vertés kontrolinémis saglygomis (APW) ir
paveikus 75 UM IPs tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis

nuokrypis. Zvaigzdutés zymi reikimingus skirtumus kai p < 0,05, n=09.

VP smailé paveikus 75 uM IPs tirpalu padidéjo nuo 20,95 £ 17,26 mV iki 31,22 + 17,26 mV (p = 0,03),
kuomet poveikio trukmé buvo 60 min. StatistiSkai reikSmingas VP smailés padidéjimas pastebétas
lyginant 75 uM [Pz 30 min poveikj ir lasteles po poveikio grazinus j kontrolines salygas. VP smailé
padidéjo nuo 18,30 £ 13,90 mV iki 32,68 £ 13,90 mV (p < 0,01) (3.1.4 pav.).
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3.1.4 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa VP smailés vertés kontrolinémis sglygomis (APW) ir paveikus 75

MM I[Pz tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis * standartinis nuokrypis.

Zvaigzdutés zymi reik§mingus skirtumus kai p < 0,05, n=9.

Vertinant VP amplitude kontrolinése salygose ir paveikus 75 uM IP3 tirpalu 30 min ir 60 min, jokio
poveikio nepastebéta (3.1.5 pav.).
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3.1.5 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa VP amplitudés vertés kontrolinémis sglygomis (APW) ir paveikus
75 UM IPs tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis * standartinis nuokrypis
n=9.

Kontrolinése salygose paveikus lgsteles 75 uM IP3 60 min tirpalu VP depoliarizacijos fazés trukmé
reik§mingai pailgéjo nuo 1,13 + 0,19 s iki 1,41 + 0,19 s (p < 0,01). Si verté taip pat buvo ilgesné uz verte,
uzregistruota lastelg grazinus j kontrolines salygas: depoliarizacijos trukmé sutrumpéjo iki 1,42 £ 0,19 s
(p < 0,01). Lasteles veikiant ilgiau nei 30 min 75 pM IP3 tirpalu depoliarizacijos trukmé pailgéjo nuo
1,16 £ 0,20 s iki 1,41 + 0,20 s (p < 0,01) (3.1.6 pav.).
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3.1.6 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa VP depoliarizacijos trukmés vertés kontrolinémis sglygomis (APW)
ir paveikus 75 puM IPs tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis +

standartinis nuokrypis. Zvaigzdutés zymi reikmingus skirtumus kai p < 0,05, n=9.

VP repoliarizacijos fazés trukme paveikus lasteles 75 uM IPs tirpalu 60 min reik§mingai pailgéjo nuo 3,26 +
1,12siki 4,48 +1,12 s (p = 0,02) lyginant su lIgsteliy duomenimis kontrolinése salygose pries poveikj. Ilgesnis
nei 30 min IP3 poveikis reik§mingai prailgino repoliarizacijos trukme nuo 3,35 + 1,09 s iki 4,48 + 1,09 s (p <
0,01) (3.1.7 pav.)
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3.1.7 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa VP repoliarizacijos trukmés vertés kontrolinémis sglygomis (APW)

ir paveikus 75 pUM IPs tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis +

standartinis nuokrypis. Zvaigzdutés zymi reikmingus skirtumus kai p < 0,05, n=9.

3.2 Inozitolio trisfosfato 150 UM poveikis membranos ir VP parametrams

Padiding IP3 koncentracija stebéjome ar poveikis suintensyvés paveikus lasteles. Membranos ramybés

potencialui IP3 150 uM poveikis tiek 30 min tiek 60 min reik§mingo pokyc¢io nesukélé (3.2.1 pav).
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3.2.1 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa membranos ramybés potencialo vertés kontrolinémis sglygomis
(APW) ir paveikus 150 uM IP; tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis +

standartinis nuokrypis n = 4.

Veikiant Iasteles 150 pM IPs tirpalu 60 min pastebétas membranos laidumo padidéjimas nuo 2,92 + 0,48 S/m?
iki 3,84 + 0,48 S/m? (p = 0,03) (3.2.2 pav.).
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3.2.2 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa membranos laidumo vertés kontrolinémis sglygomis (APW) ir
paveikus 150 uM IPs tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis

nuokrypis. Zvaigzdutés zymi reik§mingus skirtumus kai p < 0,05, n = 4.

Nors tarp kontroliniy sglygy 150 UM IPs tirpalo poveikio reik§mingy skirtumy neaptikta, lyginant VP
suzadinimo slenkscio verte po 150 puM IPs tirpalo 30 min. poveikio su verte, uzregistruota lasteles
grazinus j kontrolinj tirpala, stebéta VP suzadinimo slenksé¢io depoliarizacija nuo -98,47 £ 11,49 mV iki
-78,19 £ 11,49 mV (p = 0,03). Aptikta, kad VP suzadinimo slenks¢iai depoliarizavosi nuo -78,19 + 6,58
mV iki -91,60 + 6,58 mV (p = 0,02) lyginant vertes kontrolinémis saglygomis prie$ IP3 150 UM tirpalo
poveikj ir po jo (3.2.3 pav).
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3.2.3 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa VP suzadinimo slenks¢io vertés kontrolinémis saglygomis (APW) ir
paveikus 150 uM IP3 tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis

nuokrypis. Zvaigzdutés zymi reikimingus skirtumus kai p < 0,05, n = 4.

VP smailés vertés nebuvo paveiktos 150 UM IPs tirpalo, lyginant su kontrolinémis sglygomis. Vis délto,
veikimo potencialo smailé reik§mingai padidéjo lyginant 150 UM IP3 tirpalu 30 min paveiktas lasteles ir
lasteles, grazintas j kontrolines sglygas. VP smailé padidéjo nuo 25,69 + 4,08 mV iki 44,76 + 4,08 mV
(p <0,01). Paveikus Igsteles 150 uM IP3 tirpalu poveikis buvo negrjztamas ir smailés verté padidéjo nuo
24,86 £ 6,57 mV iki -44,76 + 6,57 mV (p < 0,01) (3.2.4 pav.).
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3.2.4 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa VP smailés vertés kontrolinémis salygomis (APW) ir paveikus 150
MM [P tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis.

Zvaigzdutés zymi reik§mingus skirtumus kai p < 0,05, n = 4.

150 pM IP3 tirpalas veikiant tiek 30 min, tieck 60 min nesukélé jokio poveikio veikimo potencialo

amplitudei (3.2.5 pav.).
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3.2.5 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa VP amplitudés vertés kontrolinémis sglygomis (APW) ir paveikus
150 uM IP; tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis

nuokrypis n = 4.

Veikimo potencialo depoliarizacijos trukmei 150 puM IP3 tirpalas reik§mingo poveikio neturéjo (3.2.6

pav.)
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3.2.6 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa VP depoliarizacijos trukmé kontrolinémis sglygomis (APW) ir

paveikus 150 uM IP3 tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis
nuokrypis n = 4.

IP3 150 uM tirpalu veikiant lasteles 60 min repoliarizacijos trukmé pailgéjo nuo 2,77 + 1,35 s iki 5,75 +
1,35 s (p = 0,01) lyginant su lgstelémis esanciomis kontrolinémis salygomis. ReikSmingai pailgéjo
repoliarizacijos trukmé lgsteles paveikus 1Pz 150 pM tirpalu ilgiau nei 30 min. 1Pz 150 pM 60 min

poveikis buvo griztamas ir grazinty lasteliy j kontrolines salygas repoliarizacijos trukmé sutrumpéjo nuo
575+£1,31siki3,07+1,31s(p<0,01) (3.2.7 pav.).
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3.2.7 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa VP repoliarizacijos trukmé kontrolinémis sglygomis (APW) ir

paveikus 150 uM IP; tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis
nuokrypis n = 4.

3.3. IP3 75 pM 30 min poveikis suzadinimo metu tekanc¢io srauto parametrams

Maksimaliam membranos laidumui 75 uM 30 min IP3 poveikis nesukélé jokiy reikSmingy pokyciy
(3.3.1 pav.).
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3.3.1 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa membranos laidumo suzadinimo metu maksimalios vertés
kontrolinémis sglygomis (APW) ir paveikus 75 pM IP3 tirpalu (poveikio trukmé 30 min ir 60 min). Duomenys

pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis n = 9.

Inozitolio trisfosfato 75 uM 30 min poveikis neturéjo jtakos maksimaliai srauto amplitudei (3.3.2 pav.).
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3.3.2 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa maksimalaus srauto amplitudés vertés kontrolinémis sglygomis

(APW) ir paveikus 75 uM IPs tirpalu 30 min. Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis n = 9.

Nepastebétas 75 UM 1Pz tirpalo 30 min poveikis ir suzadinimo metu tekancio srauto aktyvacijos ir
inaktyvacijos trukméms (3.3.3 pav.)(3.3.4 pav.).
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3.3.3 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa membranos srauto aktyvacijos trukmé kontrolinémis salygomis

(APW) ir paveikus 75 uM IPs tirpalu 30 min. Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis n = 9.
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3.3.4 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa membranos srauto inaktyvacijos trukmé kontrolinémis saglygomis
(APW) ir paveikus 75 uM IPs tirpalu 30 min. Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis n = 9.

3.4. 1P3 150 puM 30 min poveikis suzadinimo metu tekancio srauto parametrams

Lasteles 30 min paveikus 150 pM 1Pz tirpalu poveikis membranos maksimaliam laidumui suzadinimo
metu pasirodé esas negriztamas: maksimalus membranos laidumas suzadinimo metu reik§mingai

padidéjo nuo 5,49 + 2,20 S/m?iki 6,96 + 2,20 S/m? Iasteles grazinus j kontrolines salygas.
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3.3.3 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa membranos maksimalaus laidumo suzadinimo metu vertés
kontrolinémis salygomis (APW) ir paveikus 150 pM IPs tirpalu 30 min. Duomenys pateikiami kaip vidurkis +

standartinis nuokrypis n = 4. Zvaigzdutémis pazyméti reik§mingi skirtumai.

150 pM 1Pz 30 min. poveikis neturéjo reikSmingos jtakos maksimalaus srauto suzadinimo metu

amplitudei (3.3.4 pav.)
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3.3.4 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa membranos maksimalaus laidumo vertés kontrolinémis salygomis

(APW) ir paveikus 150 uM IP; tirpalu 30 min. Duomenys pateikiami kaip vidurkis + standartinis nuokrypis n = 4.

[vertinus registruotas membranos suzadinimo metu tekancio srauto aktyvacijos ir inaktyvacijos trukmes

veikiant Igsteles 150 pM IP3 tirpalu 30 min. reikSmingy poky¢iy nepastebéta (3.3.5 pav.)(3.3.6 pav.).
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3.3.5 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa membranos suzadinimo metu tekanéio srauto aktyvacijos trukmeés

kontrolinémis salygomis (APW) ir paveikus 150 uM IPs tirpalu 30 min. Duomenys pateikiami kaip vidurkis +
standartinis nuokrypis n = 4.
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3.3.5 pav. Menturdumblio Nitellopsis obtusa membranos suzadinimo metu tekancio srauto inaktyvacijos trukmeés

kontrolinémis salygomis (APW) ir paveikus 150 uM IPs tirpalu 30 min. Duomenys pateikiami kaip vidurkis +
standartinis nuokrypis n = 4.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Kalcio kanalai yra labai svarbiis augaly kalcio signaly komponentai, leidziantys jtekéti kalcio jonams i
citoplazma i§ ekstralastelinés erdvés arba i3 vidulasteliniy saugykly. Siame tyrime augalines Nitellopsis
obtusa lasteles veikéme medziaga, kuri gyviininése lastelése yra atsakinga uz Ca?" igskyrima i§ lastelés
saugykly. Kadangi VP yra inicijuojamas kalcio jony koncentracijos citoplazmoje padidéjimo, kaip buvo
tikétasi, IP3 hiperpoliarizavo VP suzadinimo slenkstj, kas rodo, jog IP3 aktyvuoja kalcio kanalus.
Spéjama, kad medziagos, kurios hiperpoliarizuoja VP suzadinimo slenkst] (pvz. aminoriigstys) veikia
per btent kalcio kanaly aktyvacija (Lapeikaite ir kt., 2020). Hiperpoliarizuotas VP suzadinimo slenkstis
lemia lastelés didesnj suzadinamumg. Nors Nitellopsis obtusa makrodumbliai neturi homologiniy
gyviinams IP3 receptoriy, tadiau jvertinti parametrai, kuriais atspindimas Ca?* kanaly aktyvumas, todél
tikétina, kad IP3 gali veikti kaip antriné signaliné molekulé veikianti panaSius dar molekulinés biologijos

metodais neidentifikuotus augalinius IP3 receptorius.

Tikétina, kad IP3 neveikia chloro kanaly, nes nepastebéjome reikSmingy VP amplitudziy ar membranos

laidumo Gmax, registruoto fiksuotos jtampos metodu, poky¢iy.

IPs poveikj Nitellopsis obtusa lasteliy ramybés potencialui ir membranos laidumui bei elektriniy signaly
laikinéms charakteristikoms galima bty paaiskinti IP3 sgveika su K* kanalais ir / arba H*-ATPazémis,

taCiau vienareikSmiSky i§vady daryti negalima.

Medziagos veikimu jsitikinome pastebe¢je pakitusias VP parametry vertes (pvz. VP suzadinamumo
slenkstj), taciau kaip veikia IPzaugalinése 1astelése néra aiSku. Tirtos medziagos poveikio priklausomybe
nuo koncentracijos nebuvo nustatyta, taciau pastebéta, kad 1 Nitellopsis obtusa lastelé i§ 9, paveikta 75
MM 1Pz tirpalu bei 1 Igstelé i$ 4, paveikta 150 uM IPs tirpalu, sugeneravo spontaniniy veikimo potencialy
serijas, todél galima teigti, kad IP3 gali lemti lgsteliy suzadinamumo padidéjimg. Nitellopsis obtusa
veikimo potencialus lemiantys mechanizmai vis dar tyrin¢jami, todél reikia tolesniy tyrimy, kad bty
galima visapusiskai suprasti [P3 signaliniy keliy vadimenj Siy organizmy veikimo potencialy susidaryme

ir reguliavime,
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ISVADOS

75 UM IPs tirpalas depoliarizuoja membranos ramybés potencialg ir padidina membranos
laiduma. 150 pM IPs tirpalas neturi poveikio membranos ramybés potencialui, taciau padidina
membranos laiduma.

IP3 abiejy koncentracijy (75 uM ir 150 uM) tirpalai iSoriSkai veikiant lgsteles reikSmingai
hiperpoliarizuoja veikimo potencialo suzadinimo slenkst;.

. VP smailé padid¢ja veikiant menturdumbliy lastele 30 min. bei 60 min. tiek IP3 75 uM tiek 150
UM tirpalu.

IPs 75 uM 60 min. poveikis prailgina veikimo potencialo depoliarizacijos bei repoliarizacijos
trukmes. IP3 150 uM 60 min. poveikis prailgina veikimo potencialo repoliarizacijos trukmes.
IP3 (75 uM ir150 pM) tirpalai neturi poveikio maksimaliai membranos laidumo vertei Gmax.

. Veikiant lasteles 75 UM ir 150 uM IPs tirpalais maksimalaus suzadinimo metu tekanc¢io srauto
amplitudé reikSmingai nekinta.

Suzadinimo metu tekancio srauto aktyvacijos ir inaktyvacijos trukmés, lasteles veikiant 75 uM

ir 150 pM I[Pz tirpalais reiksmingai nekinta.
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INOZITOLIO TRISFOSFATO (IPs) POVEIKIS MENTURDUMBLIO
NITELLOPSIS OBTUSA LASTELIU ELEKTRINIU SIGNALU
PARAMETRAMS

SANTRAUKA
Augalai nuolatos turi prisitaikyti prie besikei¢ianciy aplinkos salygy. Sésli prigimtis priverté
augalus i$vystyti greitus informacijos perdavimo btidus — elektrinius signalus. Veikimo potencialai (VP)
yra geriausiai aprasyti ir universaliausi elektriniai signalai generuojami augaluose (Sukhov ir kt., 2019).
. VP suzadinami ,,viskas arba nieko* principu, inicijuojami Ca?* koncentracijos citoplazmoje padidéjimu.
Inozitolio trisfosfatas (IP3) reguliuoja kalcio iSskyrimg i$ lgstelés saugykly gyvininése Igstelése, taciau

augaly Igstelése [P3 vaidmuo dar néra aiSkus.

Sio bakalauro darbo tikslas jvertinti inozitolio trisfosfato (IPs) poveikj menturdumbliy Igsteliy
elektriniy signaly parametrams. Darbo uZdaviniai: nustatyti IPs poveikj Nitellopsis obtusa lasteliy
membranos laidumui ir ramybés potencialui, nustatyti IPs poveikj Nitellopsis obtusa lasteliy veikimo
potencialy parametrams: veikimo potencialo suzadinimo slenkséiui, amplitudei, smailei bei
depoliarizacijos ir repoliarizacijos trukméms, nustatyti IPs poveikj Nitellopsis obtusa Igsteliy suzadinimo
metu tekancio srauto parametrams: maksimaliam membranos laidumui, maksimalaus srauto amplitudei

bei aktyvacijos ir inaktyvacijos trukméms.

Ivertinti Siuos parametrus naudojome dviejy pory mikroelektrody technika. Taikéme fiksuotos
sroves/jtampos metodus. Palyginti gautus rezultatus naudojome literatirg bei sukauptas zinias

eksperimanty metu.

Rezultaty duomenimis nustatéme, kad IP3 veikia augaly kalcio kanalus hiperpoliarizuodamas VP
suzadinimo slenkscius. Nors IP3 veikimo mechanizmas augalinése lastelése néra atrastas turime pagrindo
manyti, kad augalinése Nitellopsis obtusa Igstelése gali biiti neatrasty tik augalams batingy IPsreceptoriy.

44



VILNIUS UNIVERSITY

LIFE SCIENCES CENTER

Judita Januzaité

Bachelor thesis

THE EFFECT OF INOSITOL TRISPHOSPHATE (IP3) ON ALGA
NITELLOPSIS OBTUSA CELL ELECTRICAL SIGNAL PARAMETERS

SUMMARY

Plants must constantly adapt to changing environmental conditions. Their sedentary nature has led plants
to develop fast ways of transmitting information - electrical signals. Action potentials (OPs) are the best
described and most versatile electrical signals generated in plants (Sukhov et al., 2019). VVPs are elicited
on an all-or-nothing basis, initiated by an increase in Ca2+ concentration in the cytoplasm. Inositol
trisphosphate (IP3) regulates calcium release from intracellular stores in animal cells, but the role of IP3

in plant cells is not yet clear.

The aim of this bachelor thesis is to evaluate the effect of inositol trisphosphate (IP3) on the electrical
signal parameters of menthumdula cells. The objectives of the thesis are: to determine the effect of IP3
on the membrane conductance and resting potential of Nitellopsis obtusa cells and to determine the effect
of IP3 on the action potential parameters of Nitellopsis obtusa cells: to determine the effect of IP3 on the
parameters of the flux during excitation of Nitellopsis obtusa cells: maximum membrane conductance,

maximum flux amplitude and activation and inactivation times.

We used a two-pair microelectrode technique to assess these parameters. We applied fixed
current/voltage techniques. We used the literature and the knowledge gained from experiments to

compare the results obtained.

The results showed that IP3 acts on plant calcium channels by hyperpolarising the VP excitation
thresholds. Although the mechanism of action of IP3 in plant cells has not been discovered, we have

reason to believe that there may be undiscovered plant-specific IP3 receptors in Nitellopsis obtusa cells.
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