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Santrumpos

AP — veikimo potencialas (angl. action potential)

VP — variabilus potencialas (angl. variation potencial)

PD — plazmodezma (angl. plasmodesmata)

APW — kontrolinis tirpalas (angl. artificial pond water)

H*-ATPazé — protony siurblys (angl. proton pump)

HEPES — CgH1sN204S — 4-(2-hidroksietil)piperazin-1-etansulfoniné ragstis (buferis)
TRIS — C4H1:NO3z — hidroksimetilaminometanas (buferis)



[VADAS

Aplinkos suvokimas ir prisitaikymas prie jos yra biitini procesai gyvy organizmy
iSlikimui. Gyvuny karalystéje Siuos procesus vValdo nervy sistema — elektriniais signalais
koduota informacija specializuotomis lgstelémis keliauja j reikiamus organus ir aktyvuoja
funkcinius, morfologinius, genetinius pakitimus, sukelia mechaninj organizmo judesj. Nors
augalai ir neturi nervy sistemos, jie taip pat geba fiksuoti aplinkos salygas ir atitinkamai
vykdyti poky¢ius organizmo viduje. Norint sukelti sisteminj augalo atsakg j iSorinj veiksnj ir
pakitimus atlikti tiesioginio kontakto su dirgikliu neturéjusioje organizmo dalyje, reikalingi
didelj atstumg jveikiantys signalai. Tokie signalai augaluose gali biiti cheminiai (Pieterse et
al., 2012), hidrauliniai (Christmann et al., 2013) ir elektriniai (Fromm ir Lautner, 2007).

Gebéjima generuoti elektrinius signalus lastelei suteikia plazminés membranos
selektyvus pralaidumas jonams ir dél jo susidares skirtingas jony turinys bei kriiviy skirtumas
priesSingose membranos pusése. Manipuliuodami jony ir kity cheminiy medziagy turiniu
lastelés iSor¢je, galime paveikti jony pernasos sistemas ir gauti informacijos apie elektriniy
potencialy augaluose generavima, sklidima ir jy parametrams jtakg darancius faktorius
(Kisnieriene et al., 2018). Taciau aukstesniyjy augaly lasteles sunku atskirti nuo organizmo,
izoliuoti ir manipuliuoti jy aplinkine terpe, todél augaly elektrofiziologiniams tyrimams
daznai naudojami didziules, pailgas lgsteles turintys, Charophytes tipui priklausantys
menturdumbliai (Beilby, 2007).

Siuo metu yra Zinomi trijy tipy elektriniai signalai augaluose: veikimo, variabiliis
(Vodeneev et al., 2015) ir sisteminiai (Zimmermann et al., 2009) potencialai. I§ iSvardintyjy,
veikimo potencialai tyrinéjami pla¢iausiai, 0 jy generavimo mechanizmas bei parametrai
iSsamiai iSaiskinti (Beilby, 2007), tac¢iau sklidimo parametrai, tokie kaip greitis ir
tarplastelinis perdavimas, bei jiems poveikj darantys veiksniai néra gerai zinomi. Yra mazai
duomeny, kaip jvairios biologiskai aktyvios medziagos veikia AP sklidimg. Vienas iS$ tokiy
potencialiy junginiy — gyviininiy lasteliy L-tipo Ca®* jony kanaly blokatorius verapamilas.
Nors augaluose L-tipo Ca?* jony kanaly néra ir tikslus verapamilo veikimo mechanizmas néra
nustatytas, tyrimai su menturdumbliais indikuoja Ca?* jony kanaly blokavimo poveikj
(Koselski et al., 2021; Tsutsui et al., 1987), 0 mazesnis Ca®" jony pritekéjimas j citoplazma
galéty veikti ir veikimo potencialo sklidimo parametrus. Sio bakalaurinio darbo tyrime tirti du

menturdumblio Nitellopsis obtusa veikimo potencialo sklidimo parametrai — greitis pavienése



lastelése bei tarplastelinis perdavimas lasteliy porose, kontrolinémis sglygomis ir Igsteles

veikiant 0,1 mM verapamilo tirpalu.

Darbo tikslas — jvertinti veikimo potencialo sklidimo greitj Nitellopsis obtusa

lasteléje, tarplastelin} perdavimg bei verapamilo jtakg Siems parametrams.

UZdaviniai:
e Jvertinti veikimo potencialo sklidimo greitj lgstel¢je kontrolinémis sglygomis;
e Nustatyti veikimo potencialo sklidimo greitj lastelg veikiant 0,1 mM
verapamilo tirpalu;
e Jvertinti veikimo potencialo tarplastelinj perdavimg kontrolinémis sglygomis;

e Nustatyti 0,1 mM verapamilo jtaka veikimo potencialo tarplasteliniui

perdavimui.



1. LITERATUROS APZVALGA

Augaluose sukelto elektrinio signalo tipas priklauso nuo dirgiklio — jprastai veikimo
potencialas (AP) sukeliamas nezalojanciy aplinkos veiksniy (pvz., prisilietimy, Sal¢io ar
Sviesos), 0 variabilus potencialas (VP) sukeliamas zalojan¢iy aplinkos veiksniy (pvz., kar$¢io
ar traiSkymo) (Vodeneev et al., 2015). Abu elektriniai signalai veikia per laiking plazminés

membranos depoliarizacijg, taiau potencialy dinamika ir parametrai yra skirtingi (1.1 pav.).
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1.1 pav. Skirtingais stimulais sukelti elektriniai signalai molitigo sodinuko
hipokotilyje: a) veikimo potencialas, suzadintas ledinio vandens; (b) variabilus potencialas be
spaiky, suzadintas veikiant augalo lapa ugnimi; (c) variabilus potencialas su spaikais,
suzadintas veikiant augalo lapa ugnimi (Vodeneev et al., 2015).

1.1. Veikimo potencialo generavimas

AP generavimui gyviny lgstelése svarbiausi Na* jonai — depoliarizacijai, ir K* jonai —
repoliarizacijai (Raghavan et al., 2019), o augaluose $ias funkcijas atlieka Ca?*, CI- ir K*
jonai. AP generacija augaly lastelése prasideda Ca?* jony srove i§ endoplazminio tinklo j
citoplazma, nors pagal Thiel-Beilby modelj, Chara dumbliuose kalcio jony srautai j
citoplazmg yra du — trumpalaikis srautas i$ Igstelés iSorés ir srautas i§ vidiniy saugykly
(Beilby ir Al Khazaaly, 2016). Nepaisant jony turinio ekstralgstelinéje terpéje, Characeae
Seimos dumbliy lgsteléms svarbu citoplazmoje palaikyti maza Ca?* jony koncentracija, kad
suzadinus lIgstele ji galéty iSaugti (Kisnieriene et al., 2018). Padidéjusi Ca?* koncentracija
citoplazmoje aktyvuoja nuo jtampos priklausomus Cl” jony kanalus, anijonai pliista i$ lastelés,
ir tuo paciu inaktyvuojama H*-ATPazé — vyksta depoliarizacija. Dar nepasiekus

depoliarizacijos piko, aktyvuojami nuo jtampos priklausomi K* kanalai, reaktyvuojama



H*-ATPaz¢, tad K* ir H' juda i$ lastelés. Dél Ca?* kanaly inaktyvavimo ir Ca?*-ATPazés
aktyvavimo citoplazmoje mazéja Ca?* jony koncentracija — vyksta repoliarizacija (Sukhov,
2016; Sukhov ir Vodeneev, 2009), ir membranos potencialas ilgainiui atsistato j ramybés
bilisenos verte.

Nuo AP generacijos pradzios praeina tam tikras laikotarpis, vadinamas absoliuc¢iuoju
refrakteriniu periodu, kuomet naujo AP generacija negali biiti pradéta, nepriklausomai nuo
stimulo tipo ar intensyvumo. Po §io laikotarpio seka santykinis refrakterinis periodas, kurio
metu naujas AP gali baiti suzadintas, ta¢iau su intensyvesniu stimulu, kadangi plazminés
membranos potencialas dar nebiina grjz¢s j ramybés biisenos verte. Vienas svarbiausiy
refrakterinj perioda augaly lastelése lemianciy veiksniy — mazos Ca®* jony koncentracijos
atstatymas lgstelés citozolyje (Price et al., 1994; White ir Broadley, 2003). Lyginant su AP
generavimo trukme bei refrakteriniais periodais gyviiny lgstelése, trunkanciais milisekundes
(Raghavan et al., 2019), refrakteriniai periodai augaly lastelése tunka ilgai — pavyzdziui,
kerpsamaniy Conocephalum conicum refrakteriniai periodai trunka keleta minuciy
(Dziubinska et al., 1983), o saulégrazos Helianthus annuus — keletg valandy (Zawadzki et al.,
1991).

AP generavimui galioja ,,viskas arba nieko* désnis — esama slenkstinio membranos
potencialo vertés, kurios nepasiekus AP néra generuojamas, 0 pasiekus — ne tik generuojamas,
bet ir pasiekiama maksimali amplitudé. AP iniciavimas Characeae seimos dumbliuose
priklauso ne tik nuo potencialo poky¢iy, bet ir nuo Ca?* jony kanaly aktyvumo — j citoplazma
turi pritekéti pakankamas kiekis Ca?* jony (Beilby, 2007). Jprastomis saglygomis AP amplitudé
visuomet vienoda ir nepriklauso nuo stimulo stiprumo, o jos pokyc¢iai siejami su plazminés
membranos Ca?* ir/ar CI" kanaly aktyvacija arba slopinimu (Beilby ir Al Khazaaly, 2016).
Gyvininése lgstelése AP depoliarizacija paprastai pasiekia teigiamas vertes, o augaluose pikas
dazniausiai neperkopia j teigiamy ver¢iy puse (Beilby, 2007). Taciau elektroda jvedus j
Nitellopsis obtusa lastelés vakuole AP pikas taip pat biina teigiamas (Kisnieriene et al., 2019).
Iprastomis saglygomis AP forma grieztai apibrézta, taciau maze¢jant temperatiirai AP
depoliarizacijos greitis mazgéja, tad pakinta ir AP forma (1.2 pav.)(Beilby ir Coster, 1976).

Yra cheminiy ir fiziniy faktoriy, kurie gali paveikti jony pernasos sistemas,
dalyvaujancias elektriniy signaly augaluose generavime, pakeisti AP parametrus, tokius kaip
slenkstinis potencialas ar amplitudé, arba visai stabdyti AP generavima (Kisnieriene et al.,
2018).
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1.2 pav. Veikimo potencialo generavimo trukmé menturdumblyje Chara corallina,
esant skirtingoms temperatiiroms (Beilby ir Coster, 1976).

1.2. Centrinés vakuolés jtaka AP generavimui

Kitaip nei gyviiny lastelése, augaly lasteliy AP generavime dalyvauja dvi membranos —
plazminé membrana ir centrinés vakuolés membrana, vadinama tonoplastu. Vakuolés AP
generuojamas lé¢iau ir turi mazesng amplitude nei plazminés membranos AP (1.3 pav.)
(Kisnieriene et al., 2018). D¢l tonoplaste esanéiy nuo Ca®* jony koncentracijos priklausomy
jony, pvz., CI"ir Ca?*, pernasos sistemy, suzadinus plazming membrang ir citozolyje i3augus
Ca?* jony koncentracijai, susizadina ir centrinés vakuolés membrana (Kikuyama ir Munehiro,
2001). Abi membranos yra skirtingai poliarizuotos: plazminés membranos ramybés
potencialas svyruoja nuo -80 mV iki -200 mV ir daugiau (Kisnieriene et al., 2018), t.y. Zymiai
neigiamesnis nei gyviny Igsteliy (Raghavan et al., 2019), o tonoplasto potencialas svyruoja
nuo 0 mV iki 30 mV (Bethmann et al., 1995). Abiejose membranose yra ir protony siurbliai,
pumpuojantys H* i§ citozolio j Igstelés iSore, plazminés membranos atveju, ir j vakuole,
tonoplasto atveju (Buch-Pedersen et al., 2009).
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1.3 pav. Tipinis Nitellopsis obtusa veikimo potencialas (virSuje) ir jj sukéles elektrinis
stimulas (apacioje)(Kisnieriene et al., 2018).

1.3. Veikimo potencialo sklidimas Iasteléje

AP sklinda tik gyvuose audiniuose: dumbliuose ir samanose simplastiskai organizmo
lastelémis, o aukStesniuosiuose augaluose - simplastiSkai floemos (rétiniy indy) plokStelémis
ir parenchiminémis lgstelémis. Rétiniy indy plokstelése yra varza mazinancios poros, todél
nuo parenchiminiy lgsteliy skiriasi elektrofiziologiSkai — elektriniu laidumu (Fromm ir
Lautner, 2007). Pagal Sukhov ir kity mokslininky modelj, AP sklidimui svarbu ne tik
elektrinis laidumas, bet ir H*-ATPazés aktyvumas; 0 zinodami apie mazg H*-ATPaziy
koncentracija rétiniuose induose (Fleurat-Lessard et al., 1997), mokslininkai padar¢ iSvada,
kad floema — gera, tac¢iau neoptimali terpé AP sklidimui (Sukhov et al., 2011).

Manoma, kad AP sklinda pasyviai, suzadintos membranos srities depoliarizacijai
stimuliuojant nesuzadintaja sritj, ir taip keliauja lgstele ar lasteliy grandinémis (Fromm ir
Lautner, 2007). Skirtingose augaly riiSyse AP sklidimo greitis svyruoja nuo 0,1 cm/s iki
10 cm/s (Sukhov, 2016), t.y. apie 10 ar net 10° karty 1é¢iau nei neuronuose (Raghavan et al.,
2019). Jei Igstelés membranos ir iSorinés terpés elektrinés savybés yra homogeniskos
kiekviena atskirai, AP sklidimo greitis lasteléje yra pastovus, iSskyrus vietose aplink bamblj.
Eksperimentais su menturdumblio Chara braunii tarpubamblinémis lastelémis APW terpéje
nustatytas 1,5 cm/s AP sklidimo greitis, kuris artéjant prie bamblio (~2 cm iki bamblio)

iSaugo iki 5,7 cm/s (Tabata ir Sibaoka, 1987).



1.4. Plazmodezmos

Augaly lasteles gaubia ne tik plazminé membrana, bet ir 1gstelés sienelé, tad
reikalingos specialios struktiiros vykdyti tarplgsteling komunikacijg. Augaly gretimy lgsteliy
citoplazmg tiesiogiai jungia plazmodezmos (PD) — baltyminés struktiiros lgsteliy sienelése,
kuriy déka i$ Igstelés j 1astelg simplastiskai gali pereiti ir cheminiai junginiai, ir elektriniai
signalai (Sager ir Lee, 2014).

Plazminé membrana augaluose néra atskiras kiekvienos Igstelés darinys, o vientisa
struktiira, gaubianti PD ir einanti iStisai jy jungiamomis lastelémis. PD ertmés centrg daznai
veria baltyming strukttira, vadinama desmotubule (1.4 pav.), jungianti gretimy lasteliy
endoplazminj tinkla (Oparka, 1993), tad pro PD gali praeiti tik atitinkamos molekulinés masés
molekulés. Dumbliai, turintys didziules lasteles, pvz. Nitella, desmotubuliy neturi ir pro jas
gali praeiti makromolekulés iki 45 kDa (Kikuyama et al., 1992). Neskaitant gausaus
endoplazminio tinklo Chara menturdumbliy Igsteliy periferijoje, desmotubulés taip pat
randamos retai (Cook et al., 1997). Nepaisant to, Characeae dumbliy PD labai panasios j
aukstesniyjy augaly (Franceschi et al., 1994).

Tipinés vieno kanalo PD diametras yra apie 30 nm, o ilgis - vidutini§kai 100 nm,
taCiau priklausomai nuo audinio prigimties ir amziaus PD struktiira gali varijuoti

(1.4 pav.)(Dorokhov et al., 2019).
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1.4 pav. Skirtingy tipy plazmodezmy iliustracijos (Dorokhov et al., 2019) ir realios
plazmodezmos elektroninés mikroskopijos nuotrauka (Cook et al., 1997): a) paprasta, tipiné
vieno kanalo PD; b) sudétinga, daugiakanalé PD; c) piltuvélio formos PD, matoma
Arabidopsis sakny audiniuose; d) nepereinama PD, randama mitotiskai aktyviuose audiniuose
po citokinezés; €) menturdumblio Chara zeylanica menturio bamblio PD (pazyméta rodykle).
Juoda juostelé Zymi 50 nm; ER — endoplazminis tinklas, CW — lastelés sienelé,

DT — desmotubulé, PM — plazminé membrana.
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1.5. Tarplastelinis perdavimas

Chlorofilo mikrofluorometrijos biidu nustatyta, kad ap$viestuose Chara australis
menturdumbliuose i§ vienos Igstelés ] gretima simplastiSkai pereina apie 30% j citoplazma
chloroplasty isskirty metabolity (Bulychev, 2019). Tuo paciu tyrimu pastebétas ir
tarplastelinio transporto jautrumas osmoliaringumui — eksperimentinj tirpala papildzius 0,2 M
sorbitoliu, dél slégio gradiento metabolity transportas lasteléje liko nepaveiktas, o
tarplastelinis metabolity perdavimas — sustabdytas.

Pastebéta, kad suzadinus tarpubamblj, bamblio Igsteliy elektrinis aktyvumas nebtina
paveiktas, tac¢iau depoliarizacija persiduoda j gretimg tarpubamblj (Sibaoka ir Tabata, 1981).
Eksperimentais su Chara corallina nustatytas sezoniskumo poveikis simplastiniam AP
pralaidumui: Ziemos metu AP perdavimas per plazmodezma buvo ribotas, o pavasario
meénesiais, keiiantis ir morfologinéms, ir elektrofiziologinéms savybéms dél ruoSos
dauginimosi periodui, tarplasteliné komunikacija suintensyvéjo (Shepherd ir Goodwin, 1992).
Kitu tyrimu su Chara corallina lgstelémis pastebétas ryskus bamblio varzos padidéjimas dél
keleto faktoriy: turgoro slégio pokyc¢iy, senesnio Igsteliy amziaus, mazos ATP koncentracijos
citoplazmoje ir lasteliy nukirpimo (Reid ir Overall, 1992). I$ bambliu susijungusios Chara
corallina lasteliy poros iSkirpus vieng lgstele, antrojoje stebimas elektrinis aktyvumas,
pasireiskiantis ilgai besitesiancia depoliarizacija, kartais lydima AP ar nedideliy spaiky
(Shimmen, 2001). llga depoliarizacija uzregistruota visose tirtose lgstelése, taciau spéjama,
kad ji per bamblj neperéjo, 0 susigeneravo antrojoje lasteléje; taciau AP persidavé i§

nukirptosios, nors buvo uzregistruoti tik dalyje tiriamy lasteliy.

1.6. Citoplazminis judéjimas

Tarp dviejy membrany esancios citoplazmos storis labai mazas, Charophytes tipo
menturdumbliuose vos 10 um, o déka aktino gijomis keliaujancio nesiklio miozino
citoplazma pastoviai juda. Menturdumbliuose judéjimo aplink vakuole greitis 100 pm/s,
priklausomai nuo temperattros (Beilby, 2007). Citoplazmos judéjimo kryptis N. obtusa
lastelése panasi j dvi susisupusias spirales (1.5 pav.) — vienos srautas juda j virSy, kitos j
apacig, ir abu srautai susijungia ties bambliais. Jud¢jimo funkcija siejama su organeliy ir
makromolekuliy tolygiu pasiskirstymu, kadangi didelése lastelése pasyvi difuzija néra

efektyvi. Citoplazmos judéjimas isjudina ir vakuolés turinj, tac¢iau kuo toliau nuo vakuolés
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membranos, tuo judéjimas mazesnis, ir vakuolés centre visai iSnyksta (Kamiya ir Kuroda,
1956).

Pastebéta, kad AP generavimo metu citoplazminis judéjimas augalo lasteléje nevyksta
— Ca?* jony koncentracijos padidéjimas depoliarizacijos metu stabdo miozino veikla, tad
citoplazminis judéjimas sustoja (Morimatsu et al., 2000) ir pradinj greitj jgyja tik po 5-10 min
(Tazawa ir Kishimoto, 1968). Dél sio reiskinio citoplazma neisteka i$ lastelés pro pazeista
plazming membrana, o veikimo potencialo generavima galima atpazinti tiesiog stebint optiniu
mikroskopu (Pupkis et al., 2020).

1.5 pav. Citoplazminis judéjimas Nitellopsis obtusa lasteléje: 1astelé 40x didinimu
(kairéje) ir sisteminis citoplazminio judéjimo modelis (deSingje). Juoda juostelé¢ Zymi 200 pm,
rodyklés — judéjimo kryptj, IZ — nejudanti sritis, V — judancios vezikulés. (Pupkis et al.,
2020).

1.7. Variabilus potencialas

VP gali sklisti ne tik gyvuose, bet ir neaktyviuose, mirusiuose audiniuose (Fromm ir
Lautner, 2007). VP negalioja ,,viskas arba niecko* désnis, amplitudés dydis nefiksuotas,
proporcingas sudirginimo intensyvumui. VP turi nepastoviag forma su dviem pagrindinémis
komponentémis: ilgalaiké depoliarizacija (1.1 pav., b), trunkanti minutg ar daugiau, 1étai
sklindanti (mm per s), ir su placiai kintancia amplitude (deSimtys mV); ir greiti
depoliarizacijos impulsai, panasis j AP (1.1 pav., c)(Vodeneev et al., 2015).

Atsiradus stimului, VP susiformuoja ne iSkart — praeina tam tikras vélinimo laikas.
Pastebéta, kad suzeidus stiebg ar lapg, pirmiausia jy diametras padidéja dél hidraulinés srovés,

o tik paskui sugeneruojamas VP. Hidrauliné srové galimai susijusi su potencialo inicijavimu,
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nes sumazinus srovés amplitude pailgéja potencialo vélinimo laikas, 0 padidinus ksilemos
hidraulinj slégj, sukeliami i VP panasus potencialai (Stahlberg ir Cosgrove, 1997). VP
sklidimo greitis ir amplitudé slopsta signalui tolstant nuo sudirgintos vietos (apie 10% per
cm); slopimo greitis, manoma, taip pat priklauso nuo dirgiklio intensyvumo, o sklidimo

parametrai gali tiesiogiai paveikti augalo fiziologinj atsakg (\Vodeneev et al., 2015).

1.8. Kalcio pernasSos sistemos augaly lastelése

Ramybés biisenai biidinga, pastovia <1 pM Ca?* jony koncentracija augaly lasteliy
citozolyje palaiko Ca?*-ATPazés ir Ca**/H" antiporteriai (Mimura ir Tazawa, 1983). Abi jony
pernasos sistemos priesinasi elektrocheminiam Ca®* jony gradientui ir naudoja energija:
Ca?*-ATPazé — ATP hidrolizés energija, o Ca?*/H" antiporteriai — protony elektrocheminio
gradiento energija. Signaly iniciacijos metu Ca?* jony koncentracija citozolyje turi iSaugti, o
$ig funkcijg atlieka Ca®* jonams pralaidiis kanalai, kurie pakliista elektrocheminiam Ca?* jony
gradientui ir vykdo pasyvia Ca®* jony pernasa. Kalciui pralaidiis jony kanalai randami
plazmingje membranoje, vakuolés bei kitose vidinése lgstelés membranose, o priklausomai
nuo aktyvacijos, kanalai gali biiti leétos (milisekundZziy) ir greitos (sekundziy) aktyvacijos,
skirtingai priklausyti nuo jtampos, ligandy, ir net nuo paciy Ca?* jony koncentracijos
(apzvelgta Demidchik et al., 2018). Augaly lastelése taip pat esama ir mechano-jautriy Ca®*
jony kanaly, kurie aktyvuojasi sureagave | plazminés membranos jtempimo ar osmosinius
poky¢ius (Hamilton et al., 2015).

Centrinés vakuolés membranoje daugiausiai TPC/SV (Two-Pore-Channels/Slow
Vacuole) — nuo jtampos ir Ca* jony koncentracijos priklausomy, létai aktyvuojamuy,
neselektyviy katijony kanaly. Manoma, kad citozolyje esant pakankamai didelei kalcio jony
koncentracijai, aktyvuojami TPC/SV ir jais kalcio jony srautai teka i§ vakuolés | citozolj,
tokiu biidu dar labiau didindami kalcio jony koncentracijg citozolyje — toks reiskinys
vadinamas kalciu skatinamas kalcio i§skyrimu (angl. Calcium-Induced Calcium Release). Siy
Ca?* jony kanaly homology esama ir gyviiny lastelése bei protistuose (apzvelgta Hedrich ir
Marten, 2011).

Dél genetiniy tyrimy stokos menturdumbliy Iastelése esan¢ios Ca?* jony pernasos
sistemos zinomos funkciskai, taciau nezinoma jy molekuliné struktiira (Kisnieriene et al.,

2019).
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1.9. Verapamilas

Ca?" kanaly blokatoriai, tokie kaip verapamilas, gyviininése lastelése daugiau ar
maziau selektyviai blokuoja Ca?* srauta j lastele per jtampos aktyvuojamus létuosius (L-tipo,
angl. Long-lasting activation) Ca?* kanalus plazminéje membranoje, ta¢iau neveikia
pasyvaus, ramybés biisenos Ca?* jtekéjimo ir Na*-Ca?* antiporteriy veiklos. Verapamilas néra
specifiskas Ca?* kanaly blokatorius, kadangi didelémis koncentracijomis gali paveikti ir
greituosius Na* srautus j lastele (apZvelgta Andersson ir Hogestitt, 1984).

Nors augaly lastelése L-tipo Ca?* jony kanaly néra, laboratorijoje vidulasteliniais
tyrimo metodais nustatyta, kad N. obtusa lasteles paveikus 0,1 mM — 0,3 mM verapamilu,
sumazéjo AP amplitudé — galimai dél sumazéjusio Ca?* transporto; taip pat depoliarizavosi
suzadinimo slenkstis, 0 dar stipriau — ramybés potencialas, todél lastelé tapo lengviau

suzadinama (Koselski et al., 2021).

1.10. Nitellopsis obtusa

Aukstesniyjy augaly lasteles sunku izoliuoti ir iStirti dominanciy lasteliy elektrinj
aktyvuma, tad augaly elektrofiziologijos tyrimuose daznai naudojami didziules lasteles
turintys Charophytes dumbliai. Siam augaly tipui priklauso ne tik dumbliai, bet ir sausumos
augalai, tad tyrimy metu gauti duomenys gali biiti pritaikyti placiam augaly spektrui (Beilby,
2007). Vienas tokiy modeliniy organizmy — Charophytes tipo Characeae seimai priklausantis
Nitellopsis obtusa (N.A. Desvaux) J. Groves dumblis, placiai iStyrinétomis savybémis ir
gebantis generuoti veikimo potencialus (Kisnieriene et al., 2018, 2019).

N. obtusa yra gélavandenis dumblis, randamas Europos ir Azijos Zemynuose, 0 tuo
paciu ir Lietuvoje. Dumblio tarpubambliai yra didZiulés, cilindro formos lastelés, 1 mm
diametro ir vidutiniskai 10 cm ilgio, taciau gali uzaugti ir iki 30 cm. Nepaisant dydzio,
lastelés turi visas augalui tipiSkas organeles, daug branduoliy ir centringe vakuole, uZimancia
95% viso lastelés tario (Beilby ir Casanova, 2014). Gretimi tarpubambliai tarpusavyje
sujungti plazmodezmomis, todé¢l geba vykdyti tarplasteling komunikacija.

Atskirtos nuo pamatinio augalo, tarpubamblio 1gstelés gali bati laikomos atskirais
vienalgsciais organizmais ir iSgyventi ménesius laikomos minimaliy kas$ty reikalaujan¢iomis

salygomis — su apSvietimu geriamajame vandenyje.

14



Jprastomis sglygomis N. obtusa plazminés membranos ramybés potencialas svyruoja
nuo -100 mV iki -250 mV ir daugiau, o slenkstinis potencialas apie -90 mV + 10 mV
(Kisnieriene et al., 2018).
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2. METODIKA

Tyrimo objektas: Nitellopsis obtusa (N.A. Desvaux) J. Groves menturdumbliy lastelés.
Augalai renkami Lietuvos eZeruose rudens ménesiais ir laikomi stikliniuose akvariumuose su
kambario temperattros (21 °C + 1 °C) geriamu vandeniu i$ ¢iaupo, imituojamomis dienos
$viesos salygomis (9.5 pmol m2s™ £ 0.19 umol m?s™) su 12/12 valandy $viesos/tamsos
rezimu. Tyrimuose naudojamos tarpubamblinés N. obtusa Igstelés, atskirtos nuo pamatinio
augalo ir prie$ eksperimentus pernakt paliekamos APW (angl. artificial pond water) su tuo
paciu 12/12 valandy $viesos/tamsos rezimu. APW sudétis: 0,1 mM KCI, 1,0 mM NacCl,

0,1 mM CaCl,, 3 mM HEPES ir 1,5 mM TRIS, pH 7,2.

Tyrimo metodas: ekstralgstelinis AP sklidimo registravimo metodas, naudojant
Pupkio aprasyta sistema (2.2 pav.)(Pupkis et al., 2020). Bakalaurinio darbo metu
laboratorijoje specialiai Siam tyrimui buvo pagaminta organinio stiklo kamera (2.1 pav.), i
kurig telpa iki 27 cm ilgio lastelé arba l1asteliy pora. Ruosiantis eksperimentui kameros
Sulinéliai izoliuojami, juos jungiancius griovelius uzpildant bet kokio tipo grynu vazelinu;
N. obtusa tarpubamblio lastelé dedama j kamerg iSilgai Sulinéliy, atsargiai jspraudZiama j
vazelinu uzpildytus griovelius ir tose vietose vazelinu pilnai apgaubiama. Sulin¢liai
pripildomi eksperimentinio tirpalo, kontrolés atveju — APW, 0 vir§ stimuliavimui ir
registravimui reikalingy Sulinéliy plastilinu pritvirtinamos elektrody funkcijg atliekan¢ios
sidabrinés vielos atkarpos — po vieng Sulin¢liui. Viena elektrody pora, reikalinga elektrinio
stimulo generavimui, pritvirtinama bet kuriame Igstelés kraste vir§ dviejy gretimy Sulinéliy;
dar dvi vieluciy poros naudojamos kaip du atskiri potencialy skirtuma tarp gretimy Sulinéliy
registruojantys kanalai — 2 cm tarp poroje esanciy elektrody ir pasirinktinis atstumas (2 cm
kartotinis nuo 4 cm) tarp elektrody pory. AP pasiekus pirmajj elektrodg poroje — antrasis
laikomas referentiniu, o nusklidus iki antrojo — referenting funkcija atlieka pirmasis.
Geriausia, kad registruojantys elektrodai nuo Igstelés galy biity nutole bent 2 cm atstumu,
siekiant i§vengti bambliy jtakos AP sklidimui (Tabata ir Sibaoka, 1987).

Signalo stiprinimui ir skaitmeninimui naudota PowerLab 8/30 duomeny surinkimo ir
valdymo sistema, kontroliuojama personaliniu kompiuteriu su jdiegta LabChart 7 programa.
Elektrinis stimulas generuotas prijungus elektrinj stimuliatoriy Stimulus Isolator A365 prie
dviejy gretimy krastiniy elektrody ir mygtuko paspaudimu jjungus ~1 sek. trukmés 1 pA
stiprio elektros srove; lastelés nesuzadinus, stimulas kartojamas kaskart srovés stiprj

padidinant per 0,5 pA iki kol sukeliamas AP. Terminis $al¢io stimulas generuotas i$ krastinio
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kameros sulinélio $virkstu iSsiurbiant eksperimentinj tirpalg ir jSvirks¢iant to paties, tik 0 °C
tirpalo. Skirtingo modalumo stimulai jrodo, kad registruojamas signalas tikrai yra AP, o ne
stimulo artefaktas (2.3 pav.). Nepriklausomai nuo stimulo modalumo, zadinama kas 10 min —
vidulasteliniais metodais nustatyta, kad 5 min neuztenka atsistatyti plazminés membranos
ramybés potencialui (Kisnieriené et al., 2009), 0 per mazdaug 9 min atsistato citoplazminis
judéjimas (Pupkis et al., 2020), kurio greitis yra tiesiogiai susijes su Ca?* koncentracija
citoplazmoje. Uzregistravus AP ir iSmatavus laika (2.3 pav., 4t), per kurj signalas nusklido
nuo vienos elektrody poros iki Kitos, pagal paprastg grei¢io formulg v = s/At

apskai¢iuojamas AP sklidimo greitis.

Lo Bl g

2.1 pav. Laboratorijoje specialiai AP sklidimo greicio lgstelése ir tarplgstelinio
perdavimo tyrimui pagaminta organinio stiklo kamera: a) galutinis produktas; b) graztas ir kiti
gamybos jrankiai; ¢) gamybos procesas.
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2.2 pav. Ekstralgsteliné registravimo sistema (adaptuota pagal Pupkis et al., 2020):
sujungtos sistemos nuotrauka (virSuje) ir blokiné schema (apacioje): a — kamera, b — Igstelé,
¢ — kameros Sulinéliai, d — izoliacija (vazelinas), e — elektrodai (sidabro vielutés),

f — plastilinas, g — elektrinis stimuliatorius, h — duomeny surinkimo ir valdymo sistema
(PowerLab), i — personalinis kompiuteris.
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2.3 pav. Dviem kanalais (dviem elektrody poromis) uzregistruotas skirtingo modalumo
stimulais suzadinty veikimo potencialy sklidimas: a) terminiu $al¢io stimulu; b) elektriniu
stimulu.

Verapamilo koncentracija eksperimentiniame tirpale pasirinkta 0,1 mM, nes N. obtusa
lasteles veikiant 0,3 mM verapamilo tirpalu, lastelés visa registravimo laikg generuoja
spontaninius AP ir todél stimuliavimas kas 10 min negalimas.

Tyrimo eiga: i$skirta j dvi dalis: i) AP sklidimo greitis pavienése N. obtusa lastelése —
neporiniai kontroliniai ir verapamilo jtakos eksperimentai; ir ii) AP perdavimas tarp lasteliy —

poriniai kontroliniai ir verapamilo jtakos eksperimentai.

i) AP sklidimo grei¢io pavienése lastelése eksperimentams paruos$iama registravimo
sistema su APW ir tarpubambline N. obtusa Iastele, iS karto pradedamas registravimas ir
lagstelei leidziama 10 min stabilizuotis; registruojant dar prie$ stimulg siekiama jsitikinti, kad
lastelé nesugeneravo jokio mechaniskai sukelto ar spontaninio AP ir bus suzadinta maziausiai
10 min po paskutiniojo AP. Stimuliuojama 9 kartus kas 10 min elektriniu arba terminiu
stimulu. Po 9-tojo stimulo dar porg minuciy registruojamas signalas, o tada jrasas stabdomas,
lastelé iStraukiama i$ kameros ir tolimesniuose matavimuose nebenaudojama.

Verapamilo jtaka AP sklidimo greiCiui tirta pavienése lastelése, kurios pries tai nebuvo

tirtos kontrolinémis saglygomis, 0 eksperimenty eiga vyko tokiu paciu baidu kaip ir kontrolés
atveju, tik visus kameros Sulinélius pripildant ne APW, 0 0,1 mM verapamilo, istirpinto
APW, tirpalu. Kadangi verapamilo veikiamos lastelés linkusios generuoti spontaninius AP,

pradedama stimuliuoti maziausiai 10 min neuzregistravus jokio spontaninio AP.
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Stimuliuojama elektriniu arba terminiu stimulu kas 10 min tol, kol Igstelé susizadina. Kai
lastelés suzadinti nebepavyksta, eksperimentas uzbaigiamas.

il) AP perdavimo i§ lastelés j Iastele kontroliniams eksperimentams paruosiama

registravimo sistema su bambliu susijungusia N. obtusa lasteliy pora taip, kad viena elektrody
pora registruoty vienos Igstelés signalg, 0 kita — Kitos. I§ karto pradedamas registravimas ir
lasteliy porai leidziama 10 min stabilizuotis. Stimuliuojama nuo 4 iki 10 karty kas 10 min
elektriniu stimulu. Po paskutiniojo stimulo dar porg minuciy registruojamas signalas, o tada
tai paciai Igsteliy porai taitkomas vienas i§ dviejy verapamilo jtakos AP tarplasteliniui
perdavimui tikrinimo bady:

1) Verapamilas uzpilamas tik ant Igsteliy pora jungiancio bamblio — atlikus
kontrolinius matavimus lasteliy porai, i§ kameros Sulinélio, kuriame yra lasteles
jungiantis bamblys, Svirkstu i§siurbiamas kontrolinis tirpalas ir Sulinélis
pripildomas 0,1 mM verapamilo tirpalo. Palaukiama 10 min ir, jei
neuzregistruojama spontaniniy AP, pradedama stimuliuoti. Stimuliuojama nuo 4
iki 10 karty kas 10 min elektriniu stimulu, o tada jrasas stabdomas, lasteliy pora
iStraukiama i§ kameros ir daugiau nebenaudojama.

2) Verapamilas uzpilamas ant vienos poroje esancios lgstelés — atlikus kontrolinius
matavimus lgsteliy porai, pasirenkama viena lastelé i§ poros ir visi jos uzimami
Sulinéliai, i8skyrus lasteles jungianc¢io bamblio, pripildomi 0,1 mM verapamilo
tirpalu, pries tai $virk$tu pasalinus kontrolinj tirpala. Laukiama 10 min ir,
neuzregistravus spontaniniy AP, pradedamas elektrinis stimuliavimas 10 min
intervalais. Stimuliuojama tol, kol lastelé susizadina. Kai lastelés suzadinti
nebepavyksta, eksperimentas uzbaigiamas.

Statistiniai metodai: duomeny analizavimui naudota OriginPro 2018 programa —

Shapiro-Wilk kriterijus duomeny pasiskirstymo normalumui tikrinti; Stjudento t kriterijus

nepriklausomoms imtims normaliai pasiskirs¢iusiy, neporiniy duomeny skirtumo

reikSmingumui tikrinti; Stjudento t kriterijus priklausomoms imtims normaliai pasiskirs¢iusiy,

poriniy duomeny skirtumo reik§mingumui tikrinti; Mann-Whitney kriterijus nenormaliai

pasiskirs¢iusiy, neporiniy duomeny skirtumo reikSmingumui tikrinti, Wilcoxon Kriterijus

priklausomoms imtims nenormaliai pasiskirs¢iusiy, poriniy duomeny skirtumo

reikSmingumui tikrinti. ReikSmingumo lygmuo p = 0,05. Rezultaty skaitinés vertés iSreikstos

vidurkiu £+ SD.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Veikimo potencialo sklidimas vienoje Iasteléje

3.1.1. Kontroliniai eksperimentai

Kontroliniame tirpale esancias lgsteles (n = 7) keletg karty sustimuliavus elektriniais
arba terminiais stimulais, pastebétas AP sklidimo grei¢io polinkis mazéti su kiekvienu
suzadinimu iki kol verté nusistovi (3.1 pav.). Pats pirmasis suzadintas AP per Igstele sklido
greiciausiai — (35,2 £ 10,0) mm/s greiciu, o mazdaug 5 — 6-to stimulo sukeltas AP sklido jau

nereik§mingai kintanciu (19,1 + 9,0) mm/s greiciu.
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3.1 pav. Veikimo potencialo sklidimo grei¢io dinamika i§ eilés stimuliuojant kas
10 min kontrolinémis salygomis (APW).

Siekiant preliminariai patikrinti, ar stimulo modalumas turi jtakos AP sklidimo

greiéiui, keturios lastelés keturis kartus buvo suzadintos elektriniu stimulu, o kitos trys —
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keturiais terminiais stimulais. Tac¢iau nei sklidimo grei¢io vertés, nei jy dinamika skirtingais

stimulo modalumo atvejais nesiskyré (3.2 pav.).
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3.2 pav. Elektriniais ir terminiais stimulais suzadinty veikimo potencialy sklidimo greiéiali
kontrolinémis sglygomis (APW).

3.1.2. Verapamilo jtaka

Atliekant verapamilo jtakos AP sklidimo greiciui lasteléje eksperimentus, buvo
pastebéta bendra, daugelyje tiriamy Igsteliy atsikartojanti reakcija j tirpalg (3.4 pav.). 8-iy i$
10-ies tiriamy lasteliy atveju per pirmasias 10 min nuo jraso pradzios uzregistruotas bent
vienas spontaninis AP (3.4 pav., a). Sie savaiminiai potencialai skirtingose Iastelése
generavosi nuo 1 iki 21 karto apytikriai kas 1,5 min ir vis retéjant (3.3 pav.), sklido
(5,8 + 1,3) mm/s greiciu, kartais pasikeiciant susizadinimo vietai lasteléje ir tuo paciu
sklidimo krypc¢iai. Ant lastelés uzpylus 0,1 mM verapamilo tirpalo, elektrody ir laidy
pritvirtinimui buvo uzgaiStamos bent 3,5 min iki registravimo pradZzios, tad galbit per §j laika
praleista dar keletas spontaniniy AP. Nors kontroliniams eksperimentams lastelé ruosta lygiai
tokiu paciu biidu ir spontaniniy AP neuzregistruota, veikiant verapamilui savaiminj

generavimasi galéjo i$Saukti netyCinis mechaninis stimulas lgstelés jtvirtinimo kameroje metu
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— laboratorijoje vidulasteliniais tyrimo metodais nustatyta, kad verapamilas depoliarizuoja

suzadinimo slenkstj, o dar stipriau — ramybés potencialg, todél 1astelé tampa lengviau

suzadinama (Koselski et al., 2021).
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3.3 pav. Spontaniniy veikimo potencialy generacijos periodo pokytis per laika.

Spontaniniy AP neuzregistravus bent 10 min, pradedamas elektrinis stimuliavimas

10 min intervalais (3.4 pav., b) iki kol 1gstelé vél pradeda generuoti spontaninius AP.

Antrosios spontaniniy AP serijos signalas atrodo chaotiskai (3.4 pav., ¢) — sunku nustatyti, i$

kurios pusés potencialas sklido, kurioje 1astelés dalyje susigeneravo ir ar signale jis matomas

pavienis, ar dviejy suma — i§ skirtingy pusiy sklindantys AP susidiire vienas kitg anuliuoja

(Fillafer et al., 2017). Dél $iy priezaséiy chaotiniy spontaniniy AP sklidimo grei¢io jvertinti

nepavyko.

Chaotiniy spontaniniy AP aktyvumui pasibaigus, laukiama 10 min ir Igstele bandoma

suzadinti elektriniu stimulu keletg karty vis padidinant srovés stiprj; taciau 100% tiriamy

lasteliy po tokios chaotinés spontaniniy AP serijos nebesusizadino ir prarado turgorg (jvertinta

lastele mechaniskai sulenkus), todél buvo laikomos mirusiomis (3.4 pav., d).
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3.4 pav. N. obtusa Iastelés reakcijos j 0,1 mM verapamilo tirpala eiga: a) spontaniniai
veikimo potencialai; b) ramybés laikotarpis, kurio metu Igstelé zadinama kas 10 min;
c) chaotiniai spontaniniai veikimo potencialai; d) mirtis — lastelé nebesuzadinama (signale
matomas tik pakartotinas stimulo artefaktas).
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Verapamilo veikiamai Igstelei baigus generuoti pirmuosius spontaninius AP ir esant
galimybei jg suzadinti stimulu (3.4 pav., b), iki chaotiskos spontaniniy AP serijos pradzios
pavyksta sukelti vidutiniSskai 3 — 4 AP, 0 dviem Igsteléms i$ 10-ies taip ir nepavyko suteikti
stimulo, nes baigiantis pirmajai savaiminio aktyvumo serijai iSkart prasidéjo chaotiniy AP
generacija. Pagal likusiyjy 8-iy tiriamy Igsteliy rezultatus, pirmieji trys sukelti AP sklido
didéjanciu greiciu (3.5 pav.), ta¢iau nei vienas jy reikSmingai nesiskyré nuo kontroliniame

tirpale nusistovéjusios sklidimo greicio vertés (3.6 pav.).
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3.5 pav. Veikimo potencialo sklidimo grei¢io dinamika i eilés stimuliuojant kas
10 min, veikiant lgstele¢ 0,1 mM verapamilo, istirpinto APW, tirpalu.
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3.6 pav. Veikimo potencialo N. obtusa lasteléje sklidimo greitis skirtingomis
salygomis.

Spontaniniai AP Igstele veikiant verapamilu ne tik sklido 1é¢iau uz sukeltuosius, bet ir

didesniu dazniu vyko jy generacija. Siekiant patikrinti, ar mazas greitis yra biitent spontaniniy

AP sklidimo savybé, ar sklidimo greicio priklausomybé nuo generacijos daznio, buvo atlikti
papildomi matavimai, paruoSiant lasteles jprastu biidu kontroliniy sglygy eksperimentams,
taciau stimuliuojant elektriniu stimulu kas 2 min. Daugumos lgsteliy kas 2 min suzadinti
nepavyko, o visgi sukélus AP, kartais jis uzgesdavo nepasiekes antrosios elektrody poros.

4 — 7 kartus i§ eilés kas 2 min pasisekus suzadinti 7 lasteles, pastebéta eksponentiné greicio

létéjimo tendencija iki vertés stabilizavimosi (3.7 pav.).
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3.7 pav. Veikimo potencialo sklidimo grei¢io dinamika i$ eilés stimuliuojant kas 2 min

kontrolinémis saglygomis (APW).

2 min intervaly Zadinimo AP sklidimo grei¢io dinamika panasi j zadinimo 10 min

intervalais — pirmuoju stimulu sukeltas AP sklido greiciausiai, o po 4-tojo stimulo greicio

verté nusistovéjo ties (6,16 + 4,12) mm/s pagal vidurkj, 4,76 mm/s pagal mediana, ir

reik§mingai nebekito. Taciau nusistovéjusi zadinimo 2 min intervalais AP sklidimo greicio

verté zymiai mazesné uz zadinimo 10 min intervalais, lygia (19,1 + 9,0) mm/s, o nuo

spontaniniy AP sklidimo greicio vertés lastele veikiant verapamilu nesiskyré (3.8 pav.). Taigi,

remiantis Siais rezultatais galima teigti, kad sklidimo greitis priklauso nuo generacijos daznio,

ir tikétina, kad spontaniniy AP skilimo greitis yra daznos generacijos pasekmé.
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3.8 pav. Veikimo potencialo N. obtusa Igstel¢je sklidimo greitis esant skirtingam
veikimo potencialo generacijos periodui.
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3.2. Veikimo potencialo tarplastelinis perdavimas

3.2.1. Kontroliniai eksperimentai

AP tarplastelinio perdavimo eksperimentais vertinta per bamblj persklidusiy suzadinty
AP procentiné dalis. Kontrolinémis salygomis istirta 18 bambliu susijungusiy lasteliy pory, i$
kuriy tik vienoje poroje per bamblj persklido 100 % stimuliuoty AP, keturiose — apie 30 %, 0
likusiose trylikoje per bamblj nepersklido nei vienas sukeltas AP.

Suzadinus vieng Igstele ir AP per bamblj neersklidus, antrojoje uzregistruojamas
receptorinis potencialas. Pastebéta, kad skirtingose lastelése receptoriniy potencialy signalo
forma skiriasi, o preliminariame eksperimente su trimis elektrody poromis, net ir toje pacioje

lasteléje uzregistruoti dviejy skirtingy formy receptoriniai potencialai (3.9 pav.).

a) Elektrinis Pirmas Antras Trecias
stimulas kanalas kanalas kanalas
<]|) J) C|) (!) Bamiblys | | | |
rd N N N e N Y Nt
([ S N J ‘\ S S ﬁ A AN AN S ‘\ /N ])
Q O Q O ¢ © © O
b) . .
40 = AP persklido 40 - AP nepersklido
—~ 204 20
> | |
E 0 0
w) 4 4
[+
g -204 -20
3 ] ]
e
T -40 1 -40 4
v - -
=
= 60 -60 -
5 ] ]
§ -80 -80 4
S . 1 Pirmas kanalas
-100 ] -100 ] Antras kanalas
-120 - 2120 4 Trecias kanalas
' I N I i I B I N I ' 1 d I N 1
12,9 13,0 13,1 13,2 13,3 229 23,0 23,1 23,2 233
Laikas (min) Laikas (min)

3.9 pav. Veikimo potencialo tarplastelinio perdavimo preliminaraus eksperimento su
trimis elektrody poromis i$sidéstymo schema (a) ir gautas signalas (b) — AP persklidus per
bamblj (kair¢je) ir nepersklidus (desingje).

Dvi skirtingos receptoriniy potencialy formos, matomos 3.9 pav. b dalies deSiniajame
grafike, nepriklausomai nuo stimulo modalumo, buvo tipinés ir atsikartojo daugelyje lasteliy,

taciau nekeiciant salygy ir elektrody isdéstymo, pakartotinai stimuliuojant vieng poros lastele,

29



antrojoje registruojamo receptorinio potencialo forma nekito. Jdomu tai, kad treciasis kanalas
nuo Igsteles jungiancio bamblio buvo toliau, ta¢iau juo uzregistruotas receptorinis potencialas
susigeneravo ir pasieké pikg greiiau nei uzregistruotas antruoju kanalu; signalo forma
tre¢iajame kanale rodo ir tai, kad potencialo pokytis pirmiausia uZregistruotas labiausiai j
desinjjj krastg nutolusio elektrodo, tad galbiit receptorinis potencialas sklido iS kitos pusés, nei
stimuliuota. Tokia pati forma treciojo kanalo signale matoma ir 3.9 pav. b dalies kairiajame
grafike pries pat atsklindant AP. Spéjame, kad viename gale suzadinus Igstele, stimulas gali
paveikti visg tiriamg lastelg ar lgsteliy pora, o kitame, laisvajame gale, dél stimulo jtakos gali

susigeneruoti receptorinis potencialas, sklindantis j prieSingg puse nei sukeltasis AP.

3.2.2. Verapamilo jtaka

Verapamilo jtaka AP perdavimui per bamblj tirta dvejopai: i) 0,1 mM verapamilo
uzpylus tik ant gretimas Igsteles jungiancio bamblio, ir ii) 0,1 mM verapamilo uzpylus ant
vienos poroje esancios lastelés, kai porg jungiantis bamblys licka APW. Abiem budais istirta
po 9-ias lgsteliy poras i§ 18-0s tirtyjy kontroliniame tirpale.

Analizuojant gautus duomenis pastebéta, kad jei kontrolinio eksperimento metu nei
vienas AP pro bamblj neprasklido, tuomet nepersklis ir bet kuriuo biidu Igsteliy porg veikiant
verapamilo tirpalu.

I 9-iy Iasteliy pory, kuriy bamblys buvo veikiamas 0,1 mM verapamilo tirpalu, 6-i0se
lastelése prasklidusiy AP procentas nepakito, dviejose sumazéjo iki 0 %, o vienoje nuo 30 %
(kontrolé) padidéjo iki 80 % (3.10 pav.). Siy eksperimenty metu visos lastelés isliko
gyvybingos iki pat eksperimenty pabaigos.

6 lgsteliy pory

nepakito

- . 2 lgsteliy pory
C AP perdavimas nuo 30% sumazéjo iki 0%

1 I3steliy poros
O : AP perdavimas nuo 30% padidéjo iki 80%

3.10 pav. Veikimo potencialo tarplastelinio perdavimo poky¢iai lasteliy porg jungiantj
bamblj veikiant 0,1 mM verapamilo, iStirpinto APW, tirpalu.
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I$ kity 9-iy Igsteliy pory, kuriy viena Igstelé buvo apsemta 0,1 mM verapamilu, o kita
APW, 8-iose porose praeinamumas pro bamblj nepakito (0 % - kaip ir kontroléje), o vienoje
poroje nuo 100 % (kontroléje) nukrito iki 40 % (3.11 pav.).

8 lgsteliy pory ) -

nepakito

1 Igsteliy poros
AP perdavimas nuo 100% sumazejo iki 40% ' O

3.11 pav. Veikimo potencialo tarplastelinio perdavimo pokyciai vieng lastele poroje
veikiant 0,1 mM verapamilo, iStirpinto APW, tirpalu.

Siy eksperimenty metu 100 % lasteliy, ant kuriy buvo uZpiltas verapamilas, po keleto
zadinimo karty pradéjo chaotiniy spontaniniy AP generacija, visai kaip AP sklidimo greicio
pavienése lastelése eksperimenty metu (3.4 pav., ). Tuo tarpu antrosios, kontroliniame tirpale
esancios lgstelés signale matési receptoriniai potencialai, 0 6-i0se i§ 9-iy tirty lasteliy nuo
lasteliy pora jungiancio bamblio pusés nusklido 1 — 2, ar net 9 spontaniniai AP. Galbt
potencialai persklido per bamblj i§ verapamilu veikiamos lgstelés, o galbiit uzregistruotas ir
VP, tadiau esama tyrimy, kuriais buvo tirta ,,mirties zinuté“ (angl. ,, death message *) lasteliy
poroje — viena i$ lasteliy nukerpama, o antrojoje tuo metu uzregistruojami AP ar nedideli
spaikai, o visais atvejais — ilgai besitesianti depoliarizacija, kuri, spéjama, ne peréjo i$
nukirptos lgstelés, 0 susigeneravo sveikojoje (Shimmen, 2001). Jtarta, kad to priezastis —
turgoro praradimas mirstanciojoje Igsteléje. O Sio bakalaurinio darbo tyrimo eksperimenty
metu 100 % tiriamy lasteliy, veikiamy verapamilu, po chaotinio savaiminio aktyvumo prarado
turgora ir tapo nebesuzadinamomis; tuo tarpu kontroliniame tirpale esanti lastelé isliko
gyvybinga.

Taigi, nei vienu, nei kitu verapamilo uzpylimo atveju nebuvo pastebéta jokia aiski,

kryptinga tirpalo jtaka AP perdavimui per bamblj.
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3.3. Rezultaty aptarimas

AP sklidimo greitis vienoje lasteléje neatspindi tarplastelinio AP sklidimo greicio,
kadangi kaip ir kiekviena lastelé, jas jungiantis bamblys taip pat turi savo varza (Sibaoka ir
Tabata, 1981) ir AP sklidima gali uzlaikyti/uzvélinti. Siame tyrime per bamblj prasklidusiy
AP sklidimo greitis taip pat buvo vertinamas, taciau turint galvoje AP sklidimo greicio vertés
dinamiskuma, nustatytg pavieniy lasteliy eksperimentais pakartotinai stimuliuojant, ir
prasklidusiy AP nereguliaruma bei mazg jvykiy skai¢iy, turimy duomeny neuztenka
rezultatams apibendrinti. Tik viena i§ visy tirty lasteliy pory gali reprezentuoti preliminarius
AP tarplastelinio sklidimo greicio rezultatus (zr. 3.12 pav.), kadangi kas 10 min i$ eilés
stimuliuojant 14 karty, per bamblj prasklido 10 pirmyjy suzadinty AP ir jy grei¢iai galéjo buti

s¢kmingai buvo jvertinti.

50
APW
0,1 mM verapamilas + APW
40
@ Ant vienos lagstelés poroje uzpiltas
= 0,1 mM verapamilo tirpalas
= 30~
2
i
&n
o
I e e e
S
=~
7
10 H
0 I 1 I I I T 1 T I 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Veikimo potencialo eiliSkumas

3.12 pav. Veikimo potencialo tarplastelinio sklidimo grei¢io dinamika vienos lasteliy
poros duomenimis, stimuliuojant 10 min intervalais. 7 pirmieji stimulai sukelti kontrolinémis
salygomis, tuomet vienos lastelés eksperimentinis tirpalas pakeistas 0,1 mM verapamilu, ir
vél stimuliuota 10 min intervalais; po verapamilo uZpylimo tik trys pirmieji suzadinti AP
persklido per bamblj, o likusieji keturi — ne.

Vertinant AP tarplastelinio perdavimo eksperimenty rezultatus, biitina atsizvelgti | tai,
kad eksperimentai vykdyti pavasario ménesiais, kuomet N. obtusa menturdumbliai

natiiraliomis, fiziologinémis saglygomis jau biity nunyke. Dar Ziemos pradZioje preliminariam
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eksperimento pabandymui buvo tirta viena bambliu susijungusiy lgsteliy pora, zadinant jg
5 kartus elektriniu ir 3 kartus terminiu stimulu. 100 % stimuliuoty AP persklido per bamblj ir
buvo sé¢kmingai uzregistruoti. Galbiit visus stimuliuotus AP pro bambl;j praleidzianti lastelé
pasitaiké visiSkai atsitiktinai, taiau ziema tirtos lgstelés buvo jaunesnés ir gyvybingesnés nei
pavasario ménesiais.

IS visy Siuo tyrimu gauty rezultaty negalime pasakyti, ar verapamilas tikrai blokavo
Ca?* jony kanalus ir ar tik juos; labiau tikétina, kad verapamilas Nitellopsis obtusa lasteles
veiké nespecifiskai, kenké Igsteliy gyvybingumui, taciau tai neturéjo jtakos AP sklidimo

greiciui, o poveikis tarplasteliniam perdavimui nebuvo nustatytas. -
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ISVADOS

Kontrolinémis saglygomis pakartotinai stimuliuojant kas 10 min vidutinis AP sklidimo

greitis mazéja iki kol nusistovi ties (19 £ 9) mm/s;

Kuo generacijos periodas mazesnis, tuo mazesnis veikimo potencialo sklidimo greitis;

0,1 mM verapamilas sukelia N. obtusa tarpubambliniy Igsteliy spontaniniy AP

generacijg ir po to sekancig ziitj;
Lastele veikiant 0,1 mM verapamilo tirpalu ir pakartotinai stimuliuojant kas 10 min
AP sklidimo greitis didéja, taciau nesiskiria nuo nusistoveéjusios vertés kontrolinémis

salygomis;

Kontrolinémis salygomis tarplastelinis perdavimas uzregistruotas 28 % lasteliy pory,

kuriose vidutinis$kai prasklido 40 % stimuliuoty AP;

0,1 mM verapamilo poveikis tarplgsteliniui perdavimui nenustatytas.

34



VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS
BIOMOKSLU INSTITUTAS

Eglé Plukaité

Bakalauro baigiamasis darbas

NITELLOPSIS OBTUSA VEIKIMO POTENCIALU SKLIDIMO GREICIO
LASTELESE IR TARPLASTELINIO PERDAVIMO TYRIMAS

SANTRAUKA

Elektriniai signalai augaluose koduoja ir pernesa informacija apie jvairius aplinkos
poky¢ius siekiant suformuoti atitinkamg organizmo atsaka. Gebéjima generuoti elektrinius
signalus lgstelei suteikia plazminés membranos selektyvus pralaidumas jonams ir dél jo
susidares kriiviy skirtumas prieSingose membranos pusése. Paprastai citozolyje palaikoma
maza Ca®* jony koncentracija, kad jai padidéjus biity skatinama plazminés membranos
depoliarizacija ir inicijuojamas veikimo potencialo (AP) generavimas. AP generavimo
mechanizmas ir jo parametrams jtaka turintys veiksniai jau gana placiai iStyrinéti, taciau
sklidimo ypatybés néra tokios aiskios. Naudodamiesi ekstralgsteliniu AP sklidimo
registravimo metodu, Nitellopsis obtusa tarpubamblinése lgstelése tyréme AP sklidimo greitj
ir tarplastelinj perdavima kontrolinémis salygomis (APW) bei veikiant Iasteles Ca?* kanaly
blokatoriumi verapamilu (0,1 mM). Pakartotinai stimuliuojant pavienes lasteles kas 10 min
elektriniais ir terminiais stimulais, nustatyta AP sklidimo grei¢io dinamika: nepriklausomai
nuo stimulo modalumo, AP sklidimo grei¢io verté kaskart stimuliuojant mazéjo iki kol
stabilizavosi. Taip pat nustatyta sklidimo greicio priklausomybé nuo generacijos daznio — kuo
didesnis stimulo daznis, tuo mazesnis AP sklidimo greitis stabilizuojasi. Visg lastelg veikiant
verapamilo tirpalu, nenustatyta jokia jtaka AP sklidimo grei¢iui, taciau sukeltas AP
spontaninis aktyvumas ir 100% mirtingumas vidutiniskai po 1h; spontaniniy AP sklidimo
greitis atitiko 2 min intervalais stimuliuoty AP sklidimo greitj. AP tarplastelinis perdavimas
uzregistruotas apie 30 % tirty lasteliy pory, kuriose per bamblj vidutiniSkai persklido apie
40 % stimuliuoty AP. Verapamilo jtaka AP tarplasteliniam perdavimui liko neaiski.
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Bachelor thesis

ACTION POTENTIAL PROPAGATION VELOCITY AND INTERCELLULAR
TRANSMISSION IN NITELLOPSIS OBTUSA CELLS

SUMMARY

Electrical impulses in plants can code and transfer information about various
environmental changes and condition an appropriate response. Generation of these impulses
in plant cells heavily depends on the plasma membrane selective permeability to particular
ions and their gradient on both sides of the membrane. Usually, Ca?* concentration in the
cytosol is kept low, whereas its increase causes depolarization of the membrane potential and
initiates action potential (AP) generation. However, not much is known about the propagation
characteristics of these impulses such as propagation velocity and intercellular transmission,
or the compounds potentially affecting them. We used an extracellular AP propagation
recording system and oblong Nitellopsis obtusa giant internodal cells to measure AP
propagation velocity in single cells and intercellular transmission in cell pairs under control
conditions (APW) and exposure to Ca?* channel blocker verapamil (0.1 mM). Results showed
the dynamics of AP propagation velocity, caused by repetitive stimulation with electrical and
thermal stimuli every 10 min: in control solution, regardless of stimulus modality, the very
first stimulated AP propagated with the greatest velocity and with each given stimulus it
decreased until the value steadied. 0.1 mM verapamil solution evoked two sequences of
spontaneous APs — before and after stimulation period; propagation velocity of stimulated
APs didn’t seem to be affected by verapamil, and spontaneous APs propagated with the same
velocity as the APs in control solution caused by repetitive stimulation every 2 min.
Intercellular transmission was recorded only in ~ 30 % of all studied cells, and in those cells,
~ 40 % of stimulated APs propagated through the node. Verapamil impact on intercellular

transmission remained uncertain.
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