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SANTRUMPOS 

 

ABA – augalų streso hormonas abscizinė rūgštis 

ACS – (angl. artificial cell sap) – dirbtinės ląstelės sultys, kontrolinis 

tirpalas 

ALMT – (angl. Aluminium-induced malate transporter) malato 

transporteriai 

APW – (angl. artificial pond water) – dirbtinis tvenkinio vanduo, 

kontrolinis tirpalas 

CICR – (angl. Calcium-induced calcium release) - Ca2+ indukuotas Ca2+ 

išleidimas  

DMSO – dimetilsulfoksidas, tirpiklis 

Eth – veikimo potencialo sužadinimo slenkstis 

GLR – augalų glutamato receptoriai 

HEPES – 4-(2-hidroksietil)-1-piperazino etanosulfoninė rūgštis, buferis 

IP3 – inozitolio 1,4,5-trisfosfatas 

IP6 – inozitolio heksakisfosfatas 

MP – membranos potencialas 

NED-19 – Ca2+ kanalų blokatorius 

PLC – fosfolipazė C 

RP – membranos ramybės potencialas 

TPC / SV – (angl. two-pore / slow vacuolar channel) – dviejų porų / lėtieji 

vakuoliniai kanalai 

TPK – (angl. tandem pore K+ channel) - tandeminių porų K+ kanalas 

TRIS – tris(hydroksimetil)aminometanas, buferis 

U73122 – fosfolipazės C inhibitorius 

VP – veikimo potencialas 
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1. ĮVADAS 

Siekdami išgyventi nuolat besikeičiančiomis aplinkos sąlygomis, augalai 

nuolat analizuoja savo aplinką, reaguoja į aplinkos sąlygų pokyčius ir 

adaptuojasi. Negalėdami pakeisti savo gyvenamosios vietos, augalai turi kuo 

tiksliau ir kuo greičiau aptikti aplinkos sąlygų pokyčius ir atitinkamai 

reguliuoti savo fiziologinius procesus (Conde et al., 2011). Pavyzdžiui, 

žinoma, kad keičiantis aplinkos apšvietimo intensyvumui, augalai geba 

aktyvuoti arba prislopinti fotosintetinius procesus įvairiais lygmenimis – 

molekuliniu, organelių, ląstelių, ar net viso organizmo (Velez-Ramirez et al., 

2011). Įvairaus modalumo išoriniai veiksniai – žolėdžių sukeliamos 

mechaninės pažaidos, išaugusio aplinkos druskingumo stresas, išdžiūvimas 

– gali reikalauti sisteminio viso augalo atsako, ypač, jei kyla grėsmė 

organizmui žūti (Fromm, Lautner, 2007). Dėl šios priežasties reikalinga 

greitai perduoti informaciją iš lokaliai paveiktos augalo vietos į kitas jo kūno 

dalis ir inicijuoti plataus spektro atsakus, įskaitant fotosintetinių procesų ir 

ląstelinio kvėpavimo intensyvumo moduliavimą, genų raiškos pokyčius, 

streso hormonų sintezę (Sukhov et al., 2019). Difuzijos būdu perduodami 

cheminiai signalai reikiamo informacijos perdavimo greičio užtikrinti 

negali, todėl augalai pasitelkia elektrinius signalus (Pyatygin, 2008) – 

grįžtamojo ryšio ciklais paremtas sklindančias membranos poliarizacijos 

bangas (Sukhov et al., 2019). Veikiant augalą žeidžiančiu stimulu, 

sugeneruojama kintančios formos erdvėje slopstanti membranos 

depoliarizacijos banga – variabilus potencialas, bet, jei stimulas yra tik 

dirginantis, bet ne žeidžiantis, sugeneruojamas veikimo potencialas (VP) – 

pastovios formos ilgais atstumais sklindanti membranos depoliarizacijos 

banga (Vodeneev et al., 2016). 

Veikimo potencialai augaluose pirmą kartą aptikti XIX amžiuje, tiriant 

jautriuosius musėkautus (Dionaea muscipula) (Burdon-Sanderson, 1873), 

viduląsteliniais mikroelektrodais pirmą kartą augalų VP pavyko 

užregistruoti XX a. pradžioje Characeae šeimos dumbliuose Nitella 

mucronata (Umrath, 1930). Nepaisant ilgos tyrimų istorijos, dar nėra iki 

galo išaiškinta, kokiu būdu sklindantis VP inicijuoja stebimus fiziologinius 

pokyčius, kita vertus, iki galo nėra išgvildentas ir VP generavimo 

mechanizmas. Žinoma, kad, priešingai nei gyvūnuose, membraną 

depoliarizuojantį srautą sudaro ne Na+, bet Ca2+ ir Cl- jonai, o 

repoliarizacijos fazę, kaip ir gyvūnuose, įgalina K+ kanalų aktyvavimas 

(Beilby, 2007).  

Jau kurį laiką mėginama sieti konkrečias VP generavimo metu stebimas 

jonų sroves su tam tikrų genų raiškos produktais (Cuin et al., 2018). Tik 
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neseniai literatūroje išsamiai aprašytas pirmojo aukštesniojo augalo – 

jautriojo musėkauto – VP generavimo mechanizmas, identifikuoti už šį 

procesą atsakingi baltymai (Iosip et al., 2020; Scherzer, Böhm, et al., 2022; 

Hedrich, Kreuzer, 2023). Vis dėlto, nedera pamiršti, kad jautriojo musėkauto 

generuojami VP savo biofizikinėmis savybėmis ir išskirtine funkcija nėra 

panašūs į daugelio kitų augalų VP, tad negalima teigti, kad visų augalų VP 

generavimo mechanizmas yra identiškas. Ypač trūksta žinių apie VP 

generavimo iniciaciją: žinoma, kad pradinė depoliarizacija yra sukeliama 

Ca2+ kanalams praleidžiant Ca2+ jonus į citoplazmą (Lunevsky et al., 1983), 

tačiau vis dar diskutuojama dėl šių kanalų molekulinės tapatybės, jų 

reguliavimo principų (Kisnieriene et al., 2022). Aukštesniuosiuose 

augaluose Ca2+ srovę įgalina gyvūnų jonotropiniams glutamato receptoriams 

(iGluR) homologiški glutamato receptoriai GLR (Mousavi et al., 2013; 

Salvador-Recatalà, 2016; Hedrich, Kreuzer, 2023). Vis dėlto, nusekvenavus 

elektriškai sužadinamų menturdumblių Chara braunii genomą, paaiškėjo, 

kad jame nėra GLR kanalus koduojančių genų (Nishiyama et al., 2018), nors 

tos pačios šeimos atstovų Nitellopsis obtusa VP parametrai yra 

moduliuojami aminorūgščių (Lapeikaitė et al., 2019, 2020).  

Siekiant paaiškinti Characeae šeimos dumblių VP generavimo 

mechanizmą, pritaikytas gyvūninėse sistemose nustatytas principas, pagal 

kurį pradinę membranos depoliarizaciją sukelia Ca2+ srovė per kanalus, 

aktyvuojamus antrinės signalinės molekulės – inozitolio 1,4,5-trisfosfato 

(IP3). Remiantis šia prielaida bei eksperimentiniais elektrofiziologiniais 

duomenimis, sukurtas matematinis Thielio-Beilby modelis, aprašantis 

membranos potencialo (MP) kitimą Characeae šeimos dumbliuose VP 

generavimo metu (Biskup et al., 1999; Wacke, Thiel, 2001; Wacke et al., 

2003; Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; Kisnieriene et al., 2019). Nepaisant 

modelio tinkamumo simuliuojant empirinius duomenis, neatkartoti kai kurie 

eksperimentiniai rezultatai verčia abejoti kertine prielaida, pagal kurią Ca2+ 

kanalai aktyvuojami IP3 (Tazawa, Kikuyama, 2003). Dar daugiau, nei 

viename iš nusekvenuotų augalų genomų nėra rasta gyvūnų IP3 receptorių 

genams homologiškų genų (Krinke et al., 2007; Edel, Kudla, 2015). Keliama 

hipotezė, kad augaluose kaip aktyvi signalinė molekulė gali veikti ne IP3, o 

visiškai fosforilinta inozitolio forma – inozitolio heksakisfosfatas (IP6) 

(Lemtiri-Chlieh et al., 2000, 2003; Munnik, Vermeer, 2010), tačiau iki šiol 

nežinoma, ar ši medžiaga veikia augalų ląstelių elektrinį sužadinamumą. 

Taigi, nors Ca2+ vaidmuo augalų elektrinių signalų generavimo procese 

yra neginčijamas, vis dar trūksta žinių, kokiomis savybėmis pasižymi 

Characeae šeimos dumblių VP inicijuojantys Ca2+ kanalai, kokie specifiniai 

jonų kanalų blokatoriai gali juos blokuoti, kokios potencialios signalinės 
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molekulės gali juos aktyvuoti. Ypač daug klausimų kyla, nustatant 

potencialių antrinių signalinių molekulių IP3 (ir galimai IP6) vaidmenį VP 

generavimo procese. 

1.1. Tikslas ir uždaviniai 

Išsikeltas tikslas nustatyti Ca2+ pernašos sistemų įtaką menturdumblių 

Nitellopsis obtusa elektrofiziologiniams atsakams, moduliuojant šių sistemų 

aktyvumą. 

 

Šiam tikslui pasiekti išsikelti uždaviniai: 

• charakterizuoti Ca2+ kanalų blokatorių verapamilo, tetrandrino, 

NED-19 ir La3+ poveikį Nitellopsis obtusa elektrofiziologiniams 

parametrams; 

• įvertinti potencialių antrinių signalinių molekulių inozitolio 

1,4,5-trisfosfato (IP3) ir inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikį 

veikimo potencialų iniciacijai ir generavimui Nitellopsis obtusa 

ląstelėse. 

1.2. Ginamieji teiginiai 

• Tirti Ca2+ kanalų blokatoriai – verapamilas ir NED-19 – depoliarizuoja 

Nitellopsis obtusa veikimo potencialo sužadinimo slenkstį, tačiau 

pasižymi ir nespecifiniu poveikiu. 

• Inozitolio heksakisfosfatas (IP6) hiperpoliarizuoja Nitellopsis obtusa 

veikimo potencialo sužadinimo slenkstį. 

• Inozitolio heksakisfosfatas (IP6) geriau nei inozitolio 1,4,5-trisfosfatas 

(IP3) atitinka hipotetinę antrinę signalinę molekulę matematiniame 

menturdumblių veikimo potencialų generavimo Thielio-Beilby 

modelyje.  
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2. LITERATŪROS APŽVALGA 

2.1. Membranų pernašos sistemos augaluose 

Augaluose tiek plazminėje membranoje, tiek ir vakuolės membranoje – 

tonoplaste – esama įvairių jonų kanalų ir transporterių, atsakingų už daugelį 

fiziologinių funkcijų: per šias pernašos sistemas iš aplinkos pasisavinamos 

reikalingos neorganinės medžiagos, iš ląstelių ir į jas gali patekti susintetinti 

organiniai junginiai, taip pat palaikoma jonų homeostazė, priešinamasi 

sunkiųjų metalų, padidėjusio druskingumo aplinkoje ir kitų veiksnių 

sukeltam stresui (Conde et al., 2011; Li et al., 2021). Elektrinių signalų 

formavimui ypač svarbios protonų bei Ca2+-ATPazės ir jonų kanalai, nes 

šios pernašos sistemos kuria ir keičia jonų gradientus, kurių aktyvumo 

pokyčiai lemia signalų perdavimą tolimais atstumais. Daugiausiai žinių 

turima apie dažniausiai tiriamo modelinio augalo baltažiedžio vairenio 

(Arabidopsis thaliana) pernašos sistemas ir jas koduojančius genus 

(Hedrich, 2012). 

2.1.1.  Augalų plazminės membranos K+ kanalai 

Iš visų jonų kanalų tipų augalų K+ kanalai pasižymi didžiausia gausa ir 

įvairove pagal struktūrą, rektifikavimą ir valdymą. Daugumos baltažiedžio 

vairenio plazminės membranos K+ kanalų aktyvumas priklauso nuo įtampos, 

šie kanalai priklauso nesiinaktyvuojančių Shaker (KV) kanalų tipui (Dreyer, 

Uozumi, 2011). 

AKT1 (Arabidopsis K+ Transporter 1 – vairenio K+ transporteris 1) 

kanalai ekspresuojami šaknyse ir šakniaplaukiuose, sudaro kompleksus su 

savaime neaktyviu, bet AKT1 jautrumą įtampai moduliuojančiu kanalu 

AtKC1/KAT3 (K+ Channel 1 / K+ Arabidopsis‘ Transporter 3 – K+ kanalas 1 

/ K+ transporteris vairenyje). Šiuos kanalus aktyvuoja membranos 

hiperpoliarizacija, jie praleidžia įtekančias K+ sroves. Taip pat Kin tipui 

priskiriami silpnai rektifikuojantys AKT2 kanalai, kartais vadinami AKT3 

arba AKT2/3. Šiai kanalų grupei priklauso ir AKT5 bei AKT6/SPIK (Shaker 

Pollen Inward K+ channel – Shaker tipo Kin kanalas dulkiadaigiuose) 

kanalai,  ekspresuojami dulkiadaigiuose. Visų šių kanalų funkcija – K+ 

pasisavinimas iš ląstelės aplinkos (Dreyer, Uozumi, 2011; Pantoja, 2021). 

Taip pat įtekančias K+ sroves praleidžia KAT1 ir KAT2 kanalai, 

ekspresuojami baltažiedžio vairenio žiotelių varstomosiose ląstelėse. Šių 

kanalų funkcija – žiotelių varstymosi reguliavimas keičiant turgorą (Pantoja, 

2021). 
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GORK kanalai (Guard cell outward rectifying K+ channel – varstomųjų 

ląstelių Kout kanalas) ekspresuojami žiotelių varstomosiose ląstelėse. 

Remiantis bioinformatiniais duomenimis, GORK kanalų aktyvumą 

potencialiai galėtų veikti specifiškai prisijungusios signalinės molekulės – 

γ aminosviesto rūgštis (GABA), G baltymai, cikliniai nukleotidai, 

fosforilinto inozitolio junginiai (Ache et al. 2000; Adem et al. 2019). GORK 

kanalų homologai SKOR (Stelar K+ outward rectifier – šaknies centrinio 

veleno Kout kanalas) randami ksilemos parenchimos ląstelėse. Šie kanalai 

praleidžia ištekančias K+ sroves, jų aktyvacija sekundžių eilės, inaktyvacija 

nestebima (Pantoja, 2021). 

Vienintelis dviejų porų / tandeminių porų (two-pore / tandem-pore) 

grupės kanalas, aptinkamas plazminėje membranoje – TPK4. Šių kanalų 

aktyvumas nepriklauso nuo įtampos, nors lengviau praleidžiamos įtekančios 

srovės, kanalai aktyvuojami mechaninės jėgos, juos blokuoja [Ca2+]cyt. Šie 

kanalai veikia kaip viduląsteliniai osmolingumo jutikliai, reguliuoja MP 

(Becker et al., 2004; Sharma et al., 2013). 

Visų šių kanalų savybės ir funkcijos detaliai apžvelgtos (Dreyer, 

Uozumi, 2011; Hedrich, 2012; Sharma et al., 2013; Pantoja, 2021). 

2.1.2.  Augalų plazminės membranos anijonų kanalai 

Anijonų kanalai augaluose laidūs ne tik iš visų anijonų elektrofiziologiškai 

svarbiausiems Cl– jonams, bet ir nitratams, sulfatams, kitiems anijonams. Šie 

kanalai atsakingi už osmolingumo reguliavimą, metabolitų paskirstymą 

ląstelėje ir kitas funkcijas (Barbier-Brygoo et al., 2011). Pagal savybes, 

anijonų kanalai baltažiedžiame vairenyje skirstomi į S-tipo, R-tipo ir jautrius 

aliuminiui (Hedrich, 2012). 

S-tipo (slow – lėtos aktyvacijos) – SLAC1 kanalai (Slow Anion 

Channel 1 – lėtos aktyvacijos anijonų kanalas 1) ekspresuojami žiotelių 

varstomosiose ląstelėse. Jie pasižymi silpna priklausomybe nuo įtampos ir 

lėta deaktyvacija ties hiperpoliarizuojančiomis įtampomis. Taip pat 

aptinkami 4 SLAC1 homologai – SLAH kanalai. SLAH3 randami žiotelių 

varstomosiose ląstelėse, pasižymi panašiomis savybėmis į SLAC1, bet yra 

selektyvesni nitratui, o ne chloridui, aktyvuojami depoliarizacijos (Hedrich, 

2012; Pantoja, 2021). 

Geriausiai ištirtas R-tipo (rapid – greitos aktyvacijos) kanalų atstovas – 

QUAC1 (quick anion channel – greitos aktyvacijos anijonų kanalas). 

QUAC1 aktyvuoja depoliarizacija, šie kanalai pasižymi stipria 

priklausomybe nuo įtampos, greita aktyvacijos ir deaktyvacijos kinetika, 

laidžiausi malatui ir sulfatui. Aptikta, kad šiuos kanalus koduoja ALMT12 
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genas. ALMT (Aluminium-induced malate transporter – malato 

transporteriai, rasti aliuminiui atspariose kviečių linijose) šeimos atstovai 

yra malatui laidūs kanalai, daugiausiai aptinkami plazminėje membranoje, 

jų funkcija susijusi su žiotelių varstymusi (Hedrich, 2012; Pantoja, 2021). 

Vis dėlto, nors apie 40 %  R-tipo srovių lemia jonų tekėjimas per ALMT12, 

tačiau, išveiklinus šį kanalą koduojantį geną, dalis srovių išlieka. Spėjama, 

kad jas lemia ne vien ALMT tipo kanalai (Meyer et al., 2010; Barbier-

Brygoo et al., 2011; Jaślan et al., 2023). 

Baltažiedis vairenis taip pat turi 10 MSL (Mechano sensitive-like – 

mechaniniam poveikiui jautrių) kanalų, aktyvuojamų membranos įtempimo, 

nepriklausančių nuo įtampos, laidesnių anijonams (Maksaev, Haswell, 

2012). 

Anijonų kanalai augaluose plačiai apžvelgti (Barbier-Brygoo et al., 

2011; Hedrich, 2012; Pantoja, 2021). 

2.1.3.  Augalų plazminės membranos Ca2+ laidūs kanalai 

Augalų Ca2+ kanalai mažai teištirti. Dauguma iš jų yra neselektyvūs, be Ca2+ 

praleidžiantys ir kitus katijonus, pasižymintys sudėtingais valdymo 

mechanizmais (Demidchik et al., 2018). 

Įtampos valdomų Ca2+ laidžių kanalų molekulinė tapatybė augaluose 

nežinoma. Šiuos kanalus (ar jų grupes) aktyvuoja hiperpoliarizacija, H2O2, 

hormonas abscizinė rūgštis (ABA) (Pottosin et al., 2009). 

Plačiau ištirti ciklinių nukleotidų valdomi kanalai CNGC (cyclic 

nucleotide-gated channel). Baltažiedis vairenis turi 20 jų izoformų, 

dauguma jų aptinkami plazminėje membranoje, yra aktyvuojami 

hiperpoliarizacijos, Ca2+, kalmodulino (Kaplan et al., 2007; Pantoja, 2021). 

Kita didelė ligandų valdomų neselektyvių katijonų kanalų grupė – 

glutamato receptoriai GLR (glutamate receptor-like receptors), homologiški 

gyvūnų jonotropiniams glutamato receptoriams. Baltažiedžio vairenio 

genome esama 20 šio tipo kanalų genų kopijų. GLR kanalus aktyvuoja 

aminorūgštys, GLR3.3 ir GLR3.6 susiję su išaugusia streso hormono 

jazminų rūgšties sinteze sugeneravus VP (Vincent et al., 2017). 

MCA1 (mid1-complementing activity 1 – mielių mid1 mutantų laukinio 

tipo fenotipą atstatantis baltymas 1) ir MCA2 kanalai – aktyvuojami 

mechaninio poveikio. Taip pat esama vieno PIEZO kanalo (Pantoja, 2021). 

Prie Ca2+ laidžių kanalų priskiriami ir OSCA (reduced hyperosmolarity 

induced [Ca2
+]i increase – hiperosmoliariškumo sukelto Ca2+ srauto) 

kanalai, jautrūs padidėjusiam aplinkos osmolingumui, tikėtina, atsidarantys 

dėl lipidinės membranos sukuriamo mechaninio įtempimo (Zhang et al., 
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2018; Murthy et al., 2018). Ca2+ laidūs taip pat ir daugelyje augalų rūšių 

aptinkami, bet mažai tirti aneksinai (Sharma, Singh, 2023). 

Visi šie kanalai išsamiai apžvelgti (Hedrich, 2012; Demidchik et al., 

2018; Pantoja, 2021) 

2.1.4.  Augalų vakuolės membranos jonų kanalai 

Dėl taikytų specifinių metodikų, augalų vakuolės membranos jonų 

kanalai vieni iš pirmųjų pradėti tirti „patch clamp“ metodu, dėl to dauguma 

iš jų yra gerai funkciškai charakterizuoti dar prieš pradedant disponuoti 

genominiais duomenimis (Hedrich et al., 1986). Geriausiai ištirti lėtieji 

vakuoliniai SV (slow vacuolar) kanalai, kuriuos koduoja TPC1 (two pore 

channel) genas. Šie kanalai neselektyvūs, laidžiausi K+, šiek tiek Na+ ir Ca2+, 

valdomi įtampos ir Ca2+ – Ca2+ jonai citoplazmoje juos aktyvuoja, vakuolėje 

– blokuoja (Hedrich, Marten, 2011). 

Dauguma TPK kanalų genų – TPK1, TPK2, TPK3 ir TPK5 – reiškiama 

tonoplaste, tačiau tik vieno iš jų – TPK1 – funkcinis atitikmuo yra žinomas. 

Šis genas koduoja vakuolinius K+ (VK) kanalus, kurių aktyvumas 

nepriklauso nuo įtampos, citoplazminis Ca2+ VK kanalus aktyvuoja (Voelker 

et al., 2010). 

Greituosius vakuolinius kanalus FV (fast vacuolar channels) tikriausiai 

atitinka KCO3 (K+ channel 3, Ca2+ activated, outward rectifying – Ca2+ 

aktyvuojamas Kout kanalas 3) genas, giminiškas TPK genams. Šie kanalai 

katijonams neselektyvūs, blokuojami citoplazminio Ca2+ (Pantoja, 2021). 

Kai kurie chlorido kanalų CLC (chloride channel) grupės nariai gali 

funkcionuoti kaip jonų kanalai, kai kurie – kaip anijonų / protonų 

antiporteriai. Iš 7 baltažiedžio vairenio CLC transporterių tonoplaste 

randami 4 – CLCa, CLCb, CLCc ir CLCg. Pirmieji trys, spėjama, atsakingi 

už NO3
– / H+ keitimą, o CLCg veikia kaip tradicinis anijonų kanalas. CLC 

funkcijos siejamos su Cl–, NO3
–, kartais ir organinių anijonų homeostaze, 

MP formavimu, atsaku į padidėjusio aplinkos druskingumo stresą 

(Nedelyaeva et al., 2020). 

Taip pat tonoplaste randamas kanalas ALMT6 (Pantoja, 2021). 

Vakuolės jonų kanalai apžvelgti (Isayenkov et al., 2010; Dreyer, 

Uozumi, 2011; Hedrich, 2012; Sharma et al., 2013; Pantoja, 2021). 

2.1.5. Augalų elektrogeninės pompos 

Daugeliui fiziologinių procesų pritaikomi transmembraniniai protonų 

gradientai, elektrofiziologiniame kontekste tai leidžia sukurti ir kitų jonų 
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gradientus, taip įgalinant ir jonų kanalų veiklą. Plazminėje membranoje 

esama P-tipo H+-ATPazių, tonoplaste – V-tipo H+-ATPazių, taip pat 

aptinkama ir vakuolinių H+-pirofosfatazių (V-PPazių). Šie baltymai perkelia 

protonus iš citoplazmos į atitinkamai ekstraląstelinę erdvę ir vakuolę 

(Hedrich, 2012). Autoinhibicinio tipo H+-ATPazės AHA (Autoinhibited H+-

ATPase) hiperpoliarizuoja MP ir taip skatina K+ pasisavinimą iš aplinkos per 

Kin kanalus (Wang et al., 2022), dalyvauja nuo ABA priklausomame žiotelių 

užsivėrime, sukeldamos K+ įtekėjimą (Pei et al., 2022), padeda atsilaikyti 

prieš druskingumo stresą, kurdamos protonų gradientus, kurie gali būti 

panaudojami nepageidaujamų jonų pašalinimui iš ląstelės (Vitart et al., 

2001). Šios protonų pompos gali būti aktyvuojamos MP depoliarizacijos 

(Reyer et al., 2020). 

Žemas Ca2+ koncentracijas citoplazmoje palaiko P-tipo Ca2+-ATPazės 

– autoinhibicinio tipo (ACA) ir endoplazminio tinklo tipo (ECA) 

(Demidchik et al., 2018). Išveiklinus šias pompas sutrinka viduląstelinė Ca2+ 

homeostazė, augalai tampa pažeidžiamesni išoriniams stresoriams (Hilleary 

et al., 2020; Fotouhi et al., 2022). ECA transporteriai taip pat atsakingi ir už 

kitų divalenčių jonų – Mn2+, Zn2+ – pernešimą (Wu et al., 2002; Mills et al., 

2008). 

Augalų eletrogeninės pompos plačiau apžvelgtos (Fuglsang et al., 

2011; García Bossi et al., 2020; Li et al., 2022). 

2.2. Augalų elektriniai signalai 

Elektrinių signalų – trumpalaikių MP poliarizacijos įvykių – augaluose 

funkcija – pajutus vietinį poveikį, sukeltą greito temperatūros ar apšvietimo 

pokyčio; patyrus mechaninę ar cheminę stimuliaciją, „pranešti“ apie tai 

toliau nuo poveikio vietos esančioms augalo dalims ir įjungti sisteminius 

atsako mechanizmus (Król et al., 2010; Kisnieriene et al., 2022). 

Augaluose aprašyti keli elektrinių signalų tipai – nežeidžiančių stimulų 

sukelti veikimo potencialai (VP); žeidžiančių stimulų sukelti slopstančios 

amplitudės variabilūs potencialai, taip pat sklindantys MP 

hiperpoliarizuojantys sisteminiai potencialai (Sukhov et al., 2019). 

2.2.1.  Augalų veikimo potencialai 

VP augaluose pasižymi visais gyvūnų veikimo potencialams būdingais 

požymiais: jie generuojami viršijus tam tikrą MP vertę – sužadinimo 

slenkstį,– pasižymi „viskas arba nieko“ generavimo principu, turi 
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refrakterinį periodą, geba sklisti ląstele pastoviu greičiu neprarasdami 

formos (Beilby, 2007). 

Nusklidęs veikimo potencialas sukelia sisteminį atsaką, keisdamas 

augalo fiziologinę būseną – aktyvuoja ląstelinį kvėpavimą, inhibuoja 

fotosintetinį aktyvumą, skatina streso hormonų sintezę, veikia tam tikrų 

genų raišką (Pyatygin et al., 2008; Sukhov et al., 2019). 

Istoriškai, greitas elektrinių signalų perdavimas augaluose aprašytas, 

pradėjus stebėti jautriuosius musėkautus (Dionaea muscipula), jautriąsias 

mimozas (Mimosa pudica) ir panašius augalus, kurių organų greitus judesius 

galima stebėti plika akimi (Burdon-Sanderson, 1873; Darwin, 1888; Bose, 

1913). Siekiant nustatyti veikimo potencialų generavimo mechanizmą, 

pirmieji elektrofiziologiniai matavimai viduląsteliniais mikroelektrodais 

atlikti pasitelkiant daug patogesnę modelinė sistemą – Characeae šeimos 

dumblius (Umrath, 1930; Fromm, Lautner, 2007). 

2.2.2. Augalų veikimo potencialų molekulinis mechanizmas 

VP generavimo molekulinių principų perpratimą ilgą laiką stabdė tai, kad 

gerai funkciškai ištirtų rūšių genomai pradėti sekvenuoti palyginus neseniai 

(Beilby, 2019), o augalų, kurių genomai žinomi, elektrofiziologinių tyrimų, 

ypač pasitelkiant genomo redagavimo priemones, dar nėra daug (Cuin et al., 

2018). 

Šiuo metu daugiausiai žinių sukaupta apie jautriojo musėkauto 

(Dionaea muscipula) VP generavimo molekulinį mechanizmą. 

Lyginant jautriojo musėkauto jautriųjų plaukelių ir likusių augalo dalių 

transkriptomus, aptikta, kad tarp ryškiausių skirtumų stebima ir intensyvesnė 

tam tikrų jonų kanalų raiška elektriškai sužadinamose ląstelėse: 

• DmGLR3.6 – neselektyvus glutamato tipo kanalas; 

• DmOSCA1.7, DmOSCA1.2, DmOSCA4.1 – neselektyvūs 

membranos tempimo aktyvuojami katijonų kanalai; 

• DmMSL10 – tempimo aktyvuojamas neselektyvus anijonų 

kanalas; 

• KDM1 (K+ channel Dionaea muscipula 1) – Kin tipo nuo 

įtampos priklausomas rektifikuojantis K+ kanalas, ortologas 

baltažiedžio vairenio KAT1; 

• DmSKOR – Kout tipo nuo įtampos priklausomas 

rektifikuojantis K+ kanalas, ortologas baltažiedžio vairenio 

SKOR (Iosip et al., 2020). 
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Formuojantis jautriojo musėkauto gaudyklei, jautrieji plaukeliai tampa 

mechaniškai sužadinami tik po tam tikros vystymosi stadijos. Lyginant genų 

raiškos skirtumus tarp dar nesužadinamų ir sužadinamumą morfogenezės 

eigoje įgijusių plaukelių, aptikta, kad vėlesnėje stadijoje daugiau reiškiama: 

• DmGLR3.6 ir DmGLR3.4 – neselektyvūs glutamato tipo 

kanalai; 

• DmALTM9 – malato transporteris, laidus anijonams; 

• DmSKOR – Kout tipo kanalas; 

• DmAHA4, DmAHA3 ir DmAHA5 – plazminės membranos 

H+-ATPazės; 

• DmNPF6.2 – nitratų transporteris (Scherzer, Böhm, et al., 

2022). 

 

Manoma, kad, suskirsčius VP į penkias fazes, šių elektrinių signalų 

generavimo mechanizmas jautriajame musėkaute galėtų būti toks (2.1 pav.): 

1) Ca2+ įtekėjimas į citoplazmą iš išorės per DmGLR3.6 kanalus. Ca2+ 

signalą sustiprina Ca2+ aktyvuotas Ca2+ išleidimas iš endoplazminio 

tinklo per dar nežinomus kanalus. Spėjama, kad signalo stiprinimo 

funkciją atlieka ir plazminės membranos DmOSCA1.7 kanalai. 

2) Depoliarizuojantis anijonų srautas iš ląstelės per Ca2+ aktyvuotus 

DmALMT9/12 kanalus ir galbūt membranos tempimo 

aktyvuojamus DmMSL10 kanalus. 

3) Depoliarizacijos aktyvuojamas K+ jonų srautas iš ląstelės per 

DmSKOR kanalus. 

4) Depoliarizacija taip pat aktyvuoja DmAHA4 H+-ATPazę, 

leidžiančią membranai toliau repoliarizuotis ir net 

hiperpoliarizuotis. 

5) Membranos ramybės potencialą atstato DmHAK5 ir DmNRT 

transporteriai, atstatantys K+ ir anijonų koncentracijas (Iosip et al., 

2020; Hedrich, Fukushima, 2021; Scherzer, Böhm, et al., 2022; 

Hedrich, Kreuzer, 2023). Su Ca2+ pašalinimu iš citoplazmos 

siejamos Ca2+-ATPazės plazminėje membranoje DmACA2 ir 

DmACA10 bei endoplazminiame tinkle DmECA1 (Scherzer, 

Huang, et al., 2022). 
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2.1 pav. Jautriojo musėkauto veikimo potencialo generavimo mechanizmas. 

Skaičiais pažymėtos atskiros fazės paaiškintos tekste. Adaptuota pagal 

(Hedrich, Kreuzer, 2023). 

 

Sutariama, kad šie bendrieji veikimo potencialų generavimo bruožai 

turėtų galioti daugumai aukštesniųjų augalų, tačiau konkrečių kanalų 

vaidmuo kitose rūšyse dažnai nėra žinomas (Novikova et al., 2017). Kol kas 

įrodyta, kad baltažiedžio vairenio AtGLR3.1-3, AtGLR3.5 ir AtGLR3.6 

kanalai atsakingi už depoliarizacijos fazės Ca2+ srautą (Mousavi et al., 2013; 

Salvador-Recatalà, 2016). Galbūt su Ca2+ įtekėjimu susiję ir CNGC kanalai 

(Johns et al., 2021). Baltažiedžio vairenio MSL10 kanalų mutantai, paveikti 

žeidžiančio stimulo, generuoja trumpesnės trukmės variabilius potencialus, 

sumažėja jų generuojamų Ca2+ bangų amplitudės, šie signalai generuojami 

su didesniu užvėlinimu nuo stimulo pradžios. Šiuose augaluose taip pat 

stebėta sumažėjusi gynybinio hormono jazminų rūgšties produkcija. MSL10 

aminorūgščių sekoje identifikuota „EF rankos“ struktūra, rodanti, kad šio 

kanalo aktyvumą galėtų reguliuoti Ca2+ jonai. Per MSL10 tekanti anijoninė 

srovė depoliarizuoja MP, taip prisidėdama prie GLR kanalų aktyvacijos ir 

stiprindama elektrinį signalą (Moe-Lange et al., 2021). 

Remiantis genų išveiklinimu paremtais tyrimais, baltažiedžio vairenio 

AtGORK kanalai atsakingi už K+ srautą membranos repoliarizacijos metu 

(Cuin et al., 2018). 

Diskutuojama dėl tonoplasto TPC/SV kanalų (Peiter et al., 2005) įtakos 

elektrinių signalų generavimui. Esant ramybės būsenai, šie kanalai 

daugiausiai laidūs K+ jonams, tačiau tam tikromis sąlygomis gali sudaryti 
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sąlygas Ca2+ srovėms pagal koncentracijos gradientą tekėti iš vakuolės į 

citoplazmą. Kanalus aktyvuoja iš pažiūros nefiziologinės Ca2+ 

koncentracijos citoplazminėje tonoplasto pusėje, tad tebevyksta diskusijos, 

ar lokaliai tokios aukštos koncentracijos gali būti pasiekiamos. Tokiu atveju 

TPC kanalai galėtų sustiprinti Ca2+ signalus, nulemtus Ca2+ jonų įtekėjimo į 

citoplazmą per kitus plazminės membranos kanalus (CICR – Calcium-

Induced Calcium Release – Ca2+ indukuotas Ca2+ išleidimas) (Ward, 

Schroeder, 1994). Viena vertus, esama tyrimų, rodančių, kad, išveiklinus 

TPC kanalus arba padidinus jų raišką, ląstelėse Ca2+ bangų dinamika 

nepasikeičia (Ranf et al., 2008). Kita vertus, tiriant tokius mutantus 

pastebėta, kad daugiau nei eile sumažėja Ca2+ bangų sklidimo greitis ilgais 

atstumais (Choi et al., 2014; Kiep et al., 2015). 

Tiriant tonoplasto sužadinamumą baltažiedžio vairenio vakuolėse, 

aptikta, kad šios membranos potencialą daugiausia depoliarizuoja K+ srovė, 

tekanti per TPC kanalus. Charakteringą formą vakuolės veikimo 

potencialams taip pat suteikia trumpalaikės K+ srovės per TPK1 ir TPK3 

kanalus. Matematinis modeliavimas parodė, kad repoliarizacija vyksta dėl 

H+-ATPazių aktyvumo. Spėjama, kad vakuolių veikimo potencialai galėtų 

atlikti plazminės membranos veikimo potencialų stiprinimo funkciją (Jaślan 

et al., 2019). 

2.3. Characeae šeimos menturdumbliai 

Evoliuciškai senos Characeae šeimos dumbliai – vieni iš filogenetiškai 

artimiausių aukštesniesiems augalams (Karol et al., 2001). Šie įvairaus 

druskingumo vandeninėje aplinkoje gyvenantys menturdumbliai pasižymi 

savita morfologija: jų talomas sudarytas iš ilgų (iki 30 cm ilgio) 

tarpubamblinių ląstelių, atskirtų bambliais. Substrate menturdumbliai 

įsitvirtina į tarpubamblines ląsteles panašiais, tik plastidžių neturinčiais 

rizoidais (Shimmen et al., 1994; Beilby, Casanova, 2014; Larkin et al., 

2018). 

Iš talomo iškirpta nepažeista pavienė tarpubamblinė ląstelė gali 

egzistuoti kaip atskiras organizmas, patogi modelinė sistema biofizikos, 

mechanobiologijos, ekologijos, ląstelės biologijos ir kituose tyrimuose 

(Bulychev, Kamzolkina, 2006; Shimmen, 2007; Foissner, Wasteneys, 2014; 

Larkin et al., 2018). 

Menturdumblių ląstelės, kartais vadinamos žaliaisiais aksonais 

(Andjus, 1998), plačiausiai taikomos augalų elektrofiziologijos tyrimuose 

(Beilby, Casanova, 2014). Dėl savo matmenų tokios ląstelės tinkamos 

registruoti elektrinius signalus viduląsteliniais elektrodais, taikant tiek 
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fiksuotos srovės, tik ir fiksuotos įtampos metodus (Lunevsky et al., 1983). 

Pritaikius citoplazminių lašų metodiką, patogu tirti tonoplasto jonų kanalų 

aktyvumą (Lühring, 1986). 

2.4. Characeae šeimos dumblių jonų pernašos sistemos 

Nusekvenavus Characeae šeimos atstovo Chara braunii genomą 

(Nishiyama et al., 2018), paaiškėjo, kokių membranos pernašos sistemų 

esama šiuose menturdumbliuose. Taip pat atlikta transkriptomo tyrimų 

(Pertl-Obermeyer et al., 2018; Phipps, Goodman, et al., 2021; Phipps, 

Delwiche, et al., 2021; Heß, Heise, et al., 2023; Heß, Holzhausen, et al., 

2023). 

2.4.1.  Characeae šeimos dumblių K+ kanalai ir transporteriai 

Remiantis nusekvenuoto Chara bruanii genomo ir Chara australis 

transkriptomo duomenimis, menturdumbliuose K+ kanalų įvairovė ne tokia 

didelė, kaip aukštesniuosiusoe augaluose (Pertl-Obermeyer et al., 2018; 

Phipps, Goodman, et al., 2021; Phipps, Delwiche, et al., 2021; Heß, Heise, 

et al., 2023; Heß, Holzhausen, et al., 2023). 

Chara braunii KT5 kanalas giminiškiausias baltažiedžio vairenio 

kanalui AKT5 (Nishiyama et al., 2018). Žinoma, kad šis kanalas yra Kin 

sroves praleidžiantis, tačiau funkciškai necharakterizuotas (Pantoja, 2021). 

Chara braunii turi vieną GORK/SKOR šeimai priskiriamą kanalą 

KOR, potencialiai veikiantį kaip Kout kanalas (Nishiyama et al., 2018). 

Characeae šeimos dumbliuose aptinkama ir nuo įtampos nepriklausomų 

TPK šeimos kanalų. Tikėtina, kad Chara braunii kanalas SLO1 (slowpoke 1 

– drozofilų slowpoke mutacijos K+ kanalas 1) veikia plazminėje 

membranoje, nes yra giminingiausias baltažiedžio vairenio TPK4 kanalams. 

Tikėta, kad tonoplaste lokalizuoti kiti šios šeimos K+ kanalai – Chara 

braunii TPK1 giminingiausias baltažiedžio vairenio TPK5, o Chara 

australis TPK5 – AtTPK3 (Nishiyama et al., 2018; Pertl-Obermeyer et al., 

2018). 

Chara corallina turi 3 HKT1 (High-affinity K+ Transporter 1 – didelio 

giminingumo K+ transporteris 1) šeimos transporterius. HKT1 gali veikti 

kaip selektyvūs Na+ transporteriai, arba Na+ / K+ simporteriai, kurių funkcija 

– apsaugoti ląsteles nuo per didelės Na+ koncentracijos (Na+ / K+ santykio) 

padidėjusio aplinkos druskingumo streso metu (Ali et al., 2019). Chara 

australis turi 1 šio transporterio kopiją, Chara longifolia – 5 (Phipps, 

Goodman, et al., 2021). 
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Chara braunii aptikta CHX17, CHX18, CHX19 ir CHX20 katijonų-

protonų antiporterių (Cation / H+ Exchanger) kopijų (Nishiyama et al., 

2018). Chara australis – CHX17 ir CHX19 (Pertl-Obermeyer et al., 2018). 

CHX17, CHX18 ir CHX19 aptinkami plazminėje membranoje ir 

endosomose (Chanroj et al., 2013), CHX20 – endomembranose 

(Padmanaban et al., 2007). 

CPA (Cation Proton Antiporter – katijonų-protonų antiporterių) 

superšeimai priklauso Chara braunii NHX2 ir NHX6 genai, kurių produktai 

augaluose reiškiami atitinkamai tonoplate ir endosomose (Nishiyama et al., 

2018). 2 NHX transporterius, giminingus NHX2 ir NHX6, turi Chara 

australis; druskingesnėse aplinkose galinti išgyventi Chara longifolia turi 

vieną NHX6 giminingą kopiją, spėjama, reiškiamą plazminėje membranoje 

(Pertl-Obermeyer et al., 2018; Phipps, Goodman, et al., 2021). Ši 

transporterių šeima atsakinga už Na+ arba K+ perkėlimą iš citoplazmos, 

naudojant protonų gradientą (Bassil et al., 2011; Fan et al., 2018). 

2.4.2. Characeae šeimos dumblių anijonų kanalai 

Chara braunii genomo tyrimas atskleidė, kad anijonų kanalų tipų 

menturdumbliuose taip pat nėra gausu (Nishiyama et al., 2018). 

Characeae šeimos dumbliuose neaptikta SLAC / SLAH anijonų kanalų, 

kurie plačiai paplitę kitose augalų rūšyse (Nishiyama et al., 2018). 

Daugiausia anijonų tikriausiai transportuojama per vieną kopiją malato 

transporterio, giminingiausio baltažiedžio vairenio kanalui ALMT13. Šie 

kanalai ekspresuojami žiotelių varstomųjų ląstelių plazminėje membranoje, 

tačiau nėra atsakingi už R-tipo anijonų sroves sužadinimo metu. Sprendžiant 

pagal ALMT13 kanalo aminorūgščių seką, šiame baltyme yra „EF rankų“ 

tipo motyvas, prie kurio galėtų jungtis Ca2+ jonai, moduliuodami kanalo 

aktyvumą (Jaślan, 2019; Jaślan et al., 2023). 

CLC transporteriai CLCc, CLCd, CLCe ir CLCf atitinka homologus 

baltažiedžiame vairenyje, yra išsidėtę viduląstelinėse membranose. Chara 

australis traskriptomas tai patvirtina: reiškiami CLCd arba CLCc ir CLCe 

arba CLCf baltymai (Pertl-Obermeyer et al., 2018). 

MSL10 neselektyvūs membranos įtempimo aktyvuojami kanalai 

praleidžia anijonines sroves, yra siejami su elektrinių signalų generavimu 

(Hedrich, 2012; Moe-Lange et al., 2021). 

Baltažiedžiame vairenyje neaptikti ANO1 baltymai gyvūnuose atitinka 

Ca2+ aktyvuojamus Cl– kanalus, kai kurie šio anoktaminų šeimos nariai 

veikia kaip lipidų skramblazės (Tian et al., 2012). 
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2.4.3.  Characeae šeimos dumblių Ca2+ laidūs kanalai 

Kaip ir aukštesniuosiuose augaluose, menturdumbliuose Ca2+ kanalai 

atsakingi už tokias svarbias funkcijas kaip Ca2+ bangų kūrimas ir elektrinių 

signalų iniciavimas (Williamson, Ashley, 1982), tačiau, nepaisant to, šiuos 

kanalus koduojantys genai dar nėra nustatyti, nors galimų kandidatų yra 

nemažai (Nishiyama et al., 2018). 

Characeae šeima skiriasi iš kitų augalų grupių, nes juose nerasta GLR 

kanalų genų (Nishiyama et al., 2018). 

Chara braunii genomas koduoja CNGC1, CNGC2 (atitinka AtCNGC1) 

(abu priklauso CNGC I grupei), CNGC5a, CNGC5b (atitinka AtCNGC7), 

CNGC6, CNGC8 (II grupė) ir CNGC15 (III grupė) kanalus, visų šių kanalų 

elektrofiziologinės charakteristikos ir funkcijos nėra gerai ištirtos dėl 

funkcinio persidengimo. AtCNGC1 ir homologas tabake NtCBP4 

(Calmodulin binding protein 4 – kalmoduliną prisijungiantis baltymas 4), 

randami plazminėje membranoje ir yra susiję su Pb2+ ir kitų sunkiųjų metalų 

kaupimusi augale (Arazi et al., 1999). CNGC5 ir CNGC6 žiotelių 

varstomosiose ląstelėse atsakingi už divalenčių katijonų sroves per plazminę 

membraną, taip pat laidūs Na+ (Wang et al., 2013). Šakniaplaukiuose abu 

šie kanalai taip pat atsakingi už Ca2+ įtekėjimą į ląstelę reguliuojant tįsimą. 

Manoma, kad CNGC5, CNGC6, CNGC9 ir CNGC12 gali vienas kitą 

pavaduoti augalų hormono abscizinės rūgšties valdomame žiotelių 

užsivėrimo signaliniame kelyje (Tan et al., 2023). CNGC15 plazminėje 

membranoje sudaro kompleksus su nitratų transporteriu NTR1.1, kuris 

moduliuoja nitratų sukeltas Ca2+ bangas (Wang et al., 2021). 

Taip pat žinoma Chara braunii genome esant 5 osmolingumo pokyčių 

aktyvuojamų OSCA kanalų kopijų, atitinkančių AtOSCA1.3, AtOSCA2.3 ir 

AtOSCA3.1 (Nishiyama et al., 2018). 

Chara braunii turi dvi ORAI kanalų kopijas (Nishiyama et al., 2018). 

Gyvūnuose ORAI baltymai formuoja CRAC (Ca2+ release-activated Ca2+ – 

Ca2+ aktyvuojamus Ca2+) kanalus, selektyviai laidžius Ca2+. Šie kanalai 

aktyvuojami specialių STIM (stromal interaction molecules – sąveikos 

stromoje molekulės) molekulių, veikiančių kaip Ca2+ sensoriai 

endoplazminiame tinkle. ORAI baltymus koduojančių genų aptikta daugelio 

augalų (bet ne magnolijūnų) genomuose. Vis dėlto, nė vienoje iš tirtų rūšių 

neaptikta STIM molekulių. Lieka neaišku, ar ORAI baltymai formuoja 

kanalus, o net jei ir taip, ar šie kanalai funkciškai aktyvūs, kokie jų 

aktyvavimo mechanizmai ir funkcijos. Spėjama, kad juos galėtų aktyvuoti 

biotiniai veiksniai arba endogeninės aktyvios deguonies formos, kas rodytų 
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sąsają su gyvūniniais CRAC kanalais, svarbiais formuojant imuninį atsaką 

(Edel et al., 2017).  

Chara brauni turi vieną PIEZO kanalo kopiją (Nishiyama et al., 2018). 

Physcomitrella patens mutantų be mechaniniam poveikiui jautrių PIEZO 

kanalų fenotipai auga lėčiau, keičiasi Ca2+ bangų dinamika. Priešingai, nei 

gyvūnuose, PIEZO kanalai aptikti tonoplaste, jų orientacija įgalina išleisti 

Ca2+ iš vakuolės į citoplazmą. Kanalų veikla siejama su turgoro jutimu, 

vakuolės morfologijos palaikymu (Radin et al., 2021). 

Chara braunii genome aptiktas TPC genas (Nishiyama et al., 2018; 

Dreyer et al., 2021), Chara australis jis yra ekspresuojamas (Pertl-

Obermeyer et al., 2018), tačiau tos pačios šeimos atstovo Nitellopsis obtusa 

tarpubamblinių ląstelių tonoplastuose SV tipo srovių neaptikta (Koselski et 

al., 2021), tad nėra aišku, ar šioje rūšyje kanalai reiškiami, o jei taip, ar jie 

yra funkciškai aktyvūs.  

2.4.4.  Characeae šeimos dumblių elektrogeniniai transporteriai 

Chara braunii genome esama trijų H+-ATPazių AHA kopijų, homologiškų 

baltažiedžio vairenio AHA2, AHA4 ir AHA9 (Nishiyama et al., 2018). 

Spėjama, kad Chara braunii AHA2 šis genas gali būti nefunkcionalus, nes 

neturi specifinės konservatyvios aminorūgščių sekos, būtinos visoms P-tipo 

ATPazėms (Phipps, Goodman, et al., 2021). Chara australis 

ekspresuojamos dvi AHA izoformos, homologiškos AtAHA2 ir AtAHA11 

(Pertl-Obermeyer et al., 2018), Chara longifolia – viena izoforma (Phipps, 

Goodman, et al., 2021). Iš  Chara australis išskirta H+-ATPazė CHA1 

(Chara H+- ATPase 1), kurios aminorūgščių seka artima Chara braunii 

AHA4 ir AHA2 (Zhang et al., 2020). 

Chara australis transkriptome aptikta vakuolinės H+-ATPazės VHA 

(Sze et al., 2002) subvienetų genų (Pertl-Obermeyer et al., 2018). 

Druskingoje aplinkoje auganti Chara longifolia turi 4 Na+-ATPazės 

ENA formas, nerandamas induočiuose augaluose (Phipps, Goodman, et al., 

2021), kurių raiška išauga kartais, sukėlus druskingumo stresą (Phipps, 

Delwiche, et al., 2021). 

Chara braunii genome esama ACA ir ECA tipų Ca2+-ATPazių genų 

(Nishiyama et al., 2018). Remiantis žiniomis apie analogiškus transporterius 

baltažiedžiame vairenyje, ACA9 turėtų būti reiškiama plazminėje 

membranoje, ACA4 ir ACA11 – tonoplaste (Schiøtt et al., 2004; Hilleary et 

al., 2020). Chara longifolia turi dvi ACA izoformas, Chara australis – tris 

(Phipps, Goodman, et al., 2021). ECA tipo pompos turėtų būti lokalizuotos 
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endoplazminiame tinkle, Goldžio komplekse (Wu et al., 2002; Mills et al., 

2008; García Bossi et al., 2020). 

Chara braunii taip pat turi aukštesniuosiuose augaluose nepatinkamos 

Na+ / K+ ATPazės geno kopiją (Nishiyama et al., 2018). 

2.5. Characeae šeimos dumblių veikimo potencialai 

Veikimo potencialai Characeae šeimos dumbliuose viduląstelinias 

elektrodais pirmąkart užregistruoti beveik prieš šimtmetį (Umrath, 1930). 

VP generavimo mechanizmas iš esmės yra suprastas, nors molekuliniai 

komponentai dar nėra išaiškinti (Beilby, 2019). Šiomis žiniomis remtasi 

analizuojant ir aukštesniųjų augalų VP (Jaślan et al., 2019). Visuotinai 

priimta, kad pirminė plazminės membranos depoliarizacija prasideda dėl 

Ca2+ jonų įtekėjimo į citoplazmą. Diskutuojama, kas galėtų būti Ca2+ jonų 

šaltinis – ląstelės išorė (Lunevsky et al., 1983; Berestovsky, Kataev, 2005) 

ar vidinės saugyklos (Lunevsky et al., 1983; Kikuyama et al., 1993). Ca2+ 

jonai aktyvuoja Cl– kanalus – šios dvi įtekančios srovės membraną 

depoliarizuoja. Repoliarizaciją užtikrina nuo įtampos priklausomų K+ 

kanalų bei H+-ATPazių aktyvavimasis (Thiel et al., 1997; Kisnierienė et al., 

2012), svarbios ir Ca2+-ATPazės (Kisnieriene et al., 2019). 

„Patch clamp“ metodu Chara corallina plazminėje membranoje aptikta 

K+ ir Cl– kanalų, tačiau, nėra aišku, ar jie atsakingi už VP generavimą 

(Okihara et al., 1991; Homann, Thiel, 1994). 

Vakuolės membrana – tonoplastas – taip pat sužadinama (Kikuyama, 

1986). Manoma, kad tonoplasto VP mechanizmas yra analogiškas 

procesams, vykstantiems plazminėje membranoje – membraną 

depoliarizuoja Ca2+ ir Cl– srovės, o repoliarizuoja K+ kanalų ir H+-ATPazių 

aktyvumas (Lunevsky et al., 1983). „Patch clamp“ metodu vakuolės 

membranoje aptikta įvairaus laidumo K+ ir Cl– kanalų, tačiau jų molekulinė 

tapatybė nežinoma (Lühring, 1986; Tyerman, Findlay, 1989; Laver, Walker, 

1991). 

2.5.1.  Thielio-Beilby modelis 

Thielio-Beilby matematinis modelis aprašo VP generavimą Characeae 

šeimos dumbliuose, laike simuliuodamas MP kitimą, nulemtą tam tikrų 

joninių srovių tekėjimo (Biskup et al., 1999; Wacke, Thiel, 2001; Wacke et 

al., 2003; Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; Kisnieriene et al., 2019). 

Modelio pagrindas pasiskolintas iš gyvūninio Ca2+ bangų gyvūnų 

sužadinamose ląstelėse matematinio modelio (Othmer, 1997). Pagal šį 



26 

modelį, Ca2+ bangų dinamiką gali paaiškinti bent 4 būsenų Ca2+ kanalų 

endoplazminiame tinkle aktyvumas. Nurodomos tokios kanalų būsenos: 

• R – būsena, kai prie kanalo neprisijungusi jokia molekulė, kanalas 

neaktyvus; 

• IR – būsena, kai prie kanalo prisijungusi inozitolio trisfosfato (IP3) 

molekulė, kanalas neaktyvus; 

• IRC+ – būsena, kai prie kanalo prisijungusi ir IP3 molekulė, ir Ca2+ 

jonas, kanalas aktyvus; 

• IRC+C- – būsena, kai prie kanalo prisijungusi IP3 molekulė ir du Ca2+ 

jonai, kanalas neaktyvus. 

 

Ląstelės membrana sužadinama staigiai padidinant citoplazmoje IP3 

koncentraciją, kuri gęsta eksperimentiškai nustatyta laiko konstanta 

τ ≈ 5 s-1 (Wacke, Thiel, 2001). Nustatyta, kad IP3 (ar panašaus metabolizmo 

molekulė) kaip antrinė signalinė molekulė yra integrali modelio dalis. 

Antrinės signalinės molekulės koncentracija į MP pokyčius nėra 

perkoduojama tiesiškai, iš čia kyla modelio privalumas paaiškinti VP 

sužadinimo slenksčio egzistavimą. Modelio kinetinių parametrų sąveika 

lemia, kad, tik pasiekus tam tikrą IP3 koncentraciją, MP pradeda 

depoliarizuotis griūtiškai (Wacke et al., 2003). 

Modelio pagrindą sudaro penkios diferencialinės lygtys – keturios iš jų 

apibūdina, kaip keičiasi kanalų, esančių kiekvienoje iš aukščiau minėtų 

keturių būsenų, populiacijos. Penktoji diferencialinė lygtis aprašo Ca2+ 

koncentracijos kitimą citoplazmoje. Kinetinės konstantos ir kiti parametrai 

paimti iš originalaus modelio, aprašančio Ca2+ koncentracijos citoplazmoje 

kitimus gyvūnuose (Othmer, 1997), nustatyti eksperimentiškai, arba 

pritaikyti siekiant kuo geriau atkartoti eksperimentinius duomenis. 

Membranos potencialo V kitimai apibūdinami lygtimi 
𝑑𝑉

𝑑𝑡
= −

1

𝐶𝑚
∑𝐼𝑛, 

kur Cm yra nekintanti membranos talpa, o In – membranos sužadinimo metu 

per ją tekančios srovės: 

• Cl– srovė, aktyvuojama Ca2+ koncentracijos citoplazmoje 

padidėjimo; 

• protonų pompos srovė; 

• neselektyvi nuotėkio srovė; 

• Kout srovė. 

 

Į modelį taip pat įtrauktas trumpalaikis stačiakampis Ca2+ srovės per 

plazminę membraną impulsas, papildomai aktyvuojantis Ca2+ kanalus 

endoplazminiame tinkle (Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017). 
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Modelis geba aprašyti ne tik MP kitimą veikimo potencialo metu 

kontrolinėmis sąlygomis, bet ir padidėjusio osmolingumo ir / ar 

druskingumo sąlygomis (Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; Kisnieriene et 

al., 2019). Veikimo potencialo formą apibrėžus tam tikromis modelio 

parametrų vertėmis, galima gauti žinių apie atskirų jonų pernašos sistemų 

savybes, kinetinius parametrus. Pavyzdžiui, nustatyta, kad Chara corallina 

Ca2+-ATPazių kinetinis ciklas greitesnis nei homologiškų Nitellopsis obtusa 

pompų (Kisnieriene et al., 2019). 

2.6. Potencialus Characeae šeimos dumblių veikimo potencialų 

molekulinis mechanizmas 

Pagrindinės Characeae šeimos dumblių VP joninės komponentės nustatytos 

ir pagrįstos (Lunevsky et al., 1983; Shiina, Tazawa, 1988; Kisnieriene et al., 

2019), tačiau kokios šių jonų pernašos sistemų molekulinės tapatybės, dar 

nėra žinoma (Beilby, 2019). Nors augalų genomai pradėti sekvenuoti jau 

prieš kelis dešimtmečius (Kaul et al., 2000), tik palyginus neseniai žinios 

apie elektrinių signalų generavime dalyvaujančių atskirų jonų pernašos 

sistemų genus pradėtos integruoti (Hedrich, Fukushima, 2021; Scherzer, 

Böhm, et al., 2022; Hedrich, Kreuzer, 2023). 

Remiantis funkciniais Characeae šeimos dumblių elektrinio sužadinimo 

duomenimis bei atsižvelgiant į šių dumblių evoliucinius ryšius su 

aukštesniaisiais augalais, galima mėginti atsekti už Characeae šeimos 

dumblių elektrinį sužadinamumą atsakingų jonų pernašos sistemų 

molekulinę tapatybę. Vis dėlto, dera nepamiršti, kad kanalų ir transporterių 

genų priskyrimas signalinei funkcijai yra spekuliatyvus, nes nežinoma jų 

lokalizacija Characaeae šeimos dumbliuose, nei ląstelės, nei organizmo 

lygmeniu. Nors šie dumbliai neturi diferencijuotų audinių, skirtingų ląstelių 

tipų (tarpubamblinės, bamblių, lytinės ląstelės, rizoidai) morfologija ir 

funkcijos ženkliai skiriasi. Dėl to galima spėti, kad skiriasi ne tik atskirų 

membraninių pernašos sistemų raiškos intensyvumo ypatumai, bet ir tai, ar 

tam tikrose ląstelėse tam tikri genai reiškiami iš viso. 

2.6.1. Characeae šeimos dumblių K+ kanalų molekulinė tapatybė 

Augalai turi daug tipų K+ kanalų, atliekančių įvairias funkcijas, ne tik 

atsakingų už membranos repoliarizaciją sužadinimo metu (Dreyer, Uozumi, 

2011; Pantoja, 2021). 

Aukštesniuosiuose augaluose už K+ sroves elektrinių signalų 

generavimo metu greičiausiai atsakingi depoliarizacijos aktyvuojami GORK 

/ SKOR kanalai (Cuin et al., 2018; Iosip et al., 2020). Chara braunii genome 

taip pat aptiktas vienas šiems genams homologiškas KOR genas (Nishiyama 
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et al., 2018), tad tikėtina, kad per šį kanalą ir teka K+ srovės, 

repoliarizuojančios MP sužadinimo metu. 

Sunkiau atsekti Characeae šeimos tonoplasto K+ kanalų tapatybę. 

Aukštesniuosiuose augaluose vakuolės membranoje stebimas katijonams 

laidžių TPC/SV, FV ir TPK/VK kanalų aktyvumas (Isayenkov et al., 2010), 

už elektrinį sužadinimą atsakingi daugiausiai TPC ir TPK kanalai (Jaślan et 

al., 2019). Vis dėlto, Nitellopsis obtusa tonoplaste stebimų apie ~70 pS 

laidumo K+ kanalų charakteristikos neprimena nei TPC, nei FV kanalų 

savybių (Gobert et al., 2007; Hedrich, Marten, 2011). Kaip minėta aukščiau, 

neselektyvūs TPC kanalai pasižymi rektifikacija, FV, kurie taip pat yra 

rektifikuojantys, taip pat yra blokuojami Ca2+ (Pottosin, Dobrovinskaya, 

2014). TPK / VK kanalai yra selektyvūs K+, o Cs+ nepraleidžia (Gobert et 

al., 2007). Preliminarūs dar nepublikuoti duomenys rodo, kad Nitellopsis 

obtusa tonoplasto K+ kanalai laidūs ir Na+, o Cs+ juos blokuoja. Tikėtina, 

kad šiuos kanalus ir atitiks Chara braunii TPK1 genas, kitu atveju Characeae 

šeimos dumblių tonoplasto kanalų spektras ženkliai skiriasi nuo aukštesniųjų 

augalų. 

Apibendrinant, sužadinimo metu per Characeae šeimos dumblių 

plazminę membraną K+ srovėms leidžia tekėti, tikėtina, KOR kanalai, per 

tonoplastą – TPK kanalai. 

2.6.2. Characeae šeimos dumblių Cl– kanalų molekulinė tapatybė 

Pagrindinė augalų elektrinio sužadinimo metu per membraną tekančios 

srovės komponentė – įtekantis Cl– jonų srautas (Beilby, Coster, 1979; 

Lunevsky et al., 1983). Aukštesniuosiuose augaluose šį srautą gali praleisti 

mechaninio įtempimo aktyvuojami neselektyvūs ir nuo įtampos 

nepriklausomi anijonams laidūs MSL10 kanalai (Maksaev, Haswell, 2012). 

Žinant, kad ir neselektyvūs katijonų kanalai OSCA yra aktyvuojami 

membranos įtempimo, galima spėti, kad mechaninis poveikis sukelia tiek 

MSL10, tiek ir OSCA kanalų aktyvaciją, kurios užtektų sugeneruoti elektrinį 

signalą. MSL10 funkcija siejama su variabilių potencialų – elektrinių 

signalų, sukeltų žeidžiančių stimulų – generavimu (Moe-Lange et al., 2021). 

Taip pat žinoma, kad augalą pažeidus, gali būti sugeneruojamas ne tik 

variabilus potencialas, bet ir kartu ksilema sklindanti hidraulinė banga, 

lemianti lokalius turgoro pokyčius (Vodeneev et al., 2016). Keičiantis 

ląstelių turgorui, keičiasi ir membranos įtempimas, o tai gali aktyvuoti 

MSL10 (bei OSCA) kanalus ir taip sudaryti sąlygas elektriniam signalui 

sklisti augalu. Chara braunii genome taip pat aptiktas MSL10 genas 

(Nishiyama et al., 2018), taigi galima spėti, kad ir Characeae šeimos 

dumblius stimuliuojant mechaniškai, šie kanalai taip pat aktyvuojasi.  
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Anksčiau aukštensiuosiuose augaluose sužadinimo metu tekančios 

anijonų srovės sietos su SLAC / SLAH kanalais (Hedrich, 2012), bet 

pastarųjų metų tyrimuose jiems priskiriama osmoreguliacijos funkcija 

(Hedrich, Kreuzer, 2023), o veikimo potencialo metu, manoma, aktyvuojami 

nuo Ca2+ priklausomi ALMT9/12 kanalai (Scherzer, Böhm, et al., 2022). 

Chara braunii genome nerasta SLAC / SLAH kanalų genų, bet aptikta viena 

ALMT kanalo geno kopija (Nishiyama et al., 2018). Tikėtina, kad ALMT 

kanalai ir yra atsakingi už didžiąją dalį depoliarizuojančios Cl– srovės 

sužadinimo metu. 

Remiantis Thielio-Beilby modeliu, elektrinio sužadinimo metu 

Characeae šeimos dumblių Cl– kanalų aktyvumas nebūtinai turi priklausyti 

nuo įtampos, užtenka, kad šiuos kanalus aktyvuotų besikeičianti Ca2+ 

koncentracija (Biskup et al., 1999; Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; 

Kisnieriene et al., 2019). MSL10 aktyvumas nepriklauso nuo įtampos, 

ALMT – priklauso, tačiau svarbiausia, kad abiejų tipų kanalų struktūrose 

galima aptikti „EF rankų“ motyvą, prie kurio gali prisijungti Ca2+ ir taip 

valdyti kanalų aktyvumą (Jaślan, 2019; Moe-Lange et al., 2021; Jaślan et 

al., 2023). 

Kokie kanalai atsakingi už Cl– srautus tonoplaste nėra žinoma. „Patch 

clamp“ metodu užregistruotų Cl– kanalų laidumas siekė iki 50 pS (Tyerman, 

Findlay, 1989; Katsuhara et al., 1991; Berecki et al., 1999). Galbūt šiuos 

kanalus galima sieti su CLC kanalais, nes kai kurie iš jų, pavyzdžiui, CLCc, 

randami tonoplaste (Nedelyaeva et al., 2020). 

Apibendrinant, už Cl– sroves elektrinio Characeae šeimos dumblių 

sužadinimo metu tikriausiai atsakingi ALMT kanalai, galbūt tam tikrą 

vaidmenį atlieka ir mechaniniam poveikiui jautrūs MSL10 kanalai. 

2.6.3. Characeae šeimos dumblių Ca2+ kanalų molekulinė tapatybė 

Pradinė augalų membranos depoliarizacija sužadinimo metu sukeliama 

įtekančios Ca2+ jonų srovės. Vis dar neatsakyta į klausimą, kas yra 

pagrindinis Ca2+ šaltinis – ląstelės išorė, įskaitant dažnai kalcifikuotą sienelę 

(Schöler et al., 2014), ar vidinės saugyklos; svarių argumentų turi abu 

pasiūlymai (Lunevsky et al., 1983; Kikuyama et al., 1993; Plieth et al., 1998; 

Berestovsky, Kataev, 2005). Matematinis Thielio-Beilby modelis, 

aprašantis MP kitimą laike, generuojant veikimo potencialus, teigia, kad abi 

teorijas galima suderinti – empirinius duomenis geriausiai atitinka 

simuliacijos, kai Ca2+ jonai į citoplazmą įteka tiek iš endoplazminio tinklo, 

tiek ir iš ląstelės išorės – tik tokiu būdu pavyksta užtikrinti realybėje 

stebimos MP depoliarizacijos staigumą (Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; 

Kisnieriene et al., 2019). Taigi, galima tikėtis atskirų Ca2+ kanalų populiacijų 
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plazminėje membranoje bei vidinių saugyklų – endoplazminio tinklo ir / ar 

vakuolės membranose. 

Aukštesniuosiuose augaluose pradinę depoliarizaciją daugiausiai 

sukelia Ca2+ jonų srovės per neselektyvius aminorūgščių aktyvuojamus 

plazminės membranos GLR kanalus (Mousavi et al., 2013; Salvador-

Recatalà, 2016; Scherzer, Böhm, et al., 2022). Stebėtina, bet Chara braunii 

genome nerasta GLR kanalų genų (Nishiyama et al., 2018), o šios šeimos 

atstovų transkriptomų tyrimai šį faktą patvirtina (Pertl-Obermeyer et al., 

2018; Heß, Heise, et al., 2023; Heß, Holzhausen, et al., 2023). Vis dėlto, 

Characeae šeimos dumblių elektriniai signalai yra moduliuojami 

aminorūgščių: asparaginas ir glutamatas, taip pat sintetinis gyvūnų 

jonotropinių glutamato receptorių (iGluR) agonistas NMDA 

hiperpoliarizuoja Nitellopsis obtusa VP sužadinimo slenkstį, ilgina VP 

trukmę (Lapeikaitė et al., 2019, 2020). Šiuos iš pažiūros nesuderinamus 

faktus galima paaiškinti keliais būdais. Viena vertus, Chara braunii genome 

GLR genų ieškota remiantis homologija aukštesniųjų augalų GLR genams, 

tačiau yra tikimybė, kad, net jei Characeae šeimos dumbliai turi aukštesniųjų 

augalų GLR genams evoliuciškai giminingų genų, jų homologija yra per 

menka. Kita vertus, Characeae šeimos aminorūgštims jautrūs kanalai gali 

būti negiminingi GLR kanalams, tačiau evoliucijos eigoje įvyko 

konvergencija. 

Nors aukštesnieji augalai neturi genų, koduojančių Cys-loop (cisteino 

kilpos) šeimos receptorius, Chara braunii genome yra LIC1 ir LIC2 

(Ligand-gated Ion Channel – ligandų valdomi jonų kanalai) genai, aptikti 

pagal homologiją Chlorella vulgaris genams (Nishiyama et al., 2018). 

Gyvūnuose šią šeimą sudaro nikotininiai acelilcholino receptoriai (nAChR), 

serotonino trečiojo tipo receptoriai (5-HT3R), cinko aktyvuojami kanalai 

(ZAC) (visi trys tipai laidūs katijonams), A tipo γ-aminosviesto rūgšties 

receptoriai (GABAAR) ir glicino receptoriai (GlyR) (abu tipai laidūs 

anijonams) (Mukherjee, 2015). Be to, kad žinomas aminorūgščių sukeltas 

Nitellopsis obtusa elektrinių signalų parametrų moduliavimas, žinoma, kad 

Characeae šeimos dumblių jonų kanalai gali būti jautrūs ir acetilcholinui 

(Gong, Bisson, 2002; Kisnierienė et al., 2012), tad Chara braunii LIC1 ir 

LIC2 kanalų charakterizavimas būtinas siekiant nustatyti molekulinį 

elektrinių signalų generavimo mechanizmą. 

Žinoma, kad kerpsamanės Marchantia polymorpha elektrinių signalų 

sklidimui būtini GLR kanalai, tačiau net ir išveiklinus vienintelį turėtą 

MpGLR geną, lokalios Ca2+ bangos buvo stebėtos, vadinasi, kerpsamanėse 

Ca2+ srautai gali tekėti ir per kitus kanalus (Watanabe et al., 2024). 

Aukštesniuosiuose augaluose taip pat spėjama esant kitų Ca2+ laidžių kanalų, 

prisidedančių prie elektrinių signalų generavimo.  
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Tvirtą pagrindą turi prielaida apie mechaniniam poveikiui jautrių 

neselektyvių katijonų kanalų vaidmenį elektrinių signalų generavime: jonų 

kanalų atsiradimas siejamas su tikslu aptikti membranos įtempimo pokyčius 

praleidžiant katijonus į citoplazmą ir aktyvinant membranos reparacijos 

mechanizmus dar prieš mechaniniam poveikiui pažeidžiant ląstelės 

membraną (Brunet, Arendt, 2016). Aukštesniuosiuose augaluose tokie su 

elektrinių signalų generavimu susiję galėtų būti OSCA kanalai (Iosip et al., 

2020), kurių genai aptinkami ir Chara braunii genome (Nishiyama et al., 

2018). 

Characeae šeimos dumbliuose ir aukštesniuosiuose augaluose per 

plazminės membranos, ir / arba per vidinių saugyklų membranas Ca2+ sroves 

taip pat galėtų praleisti CNGC kanalai, tačiau, nepaisant jų genų gausos, šių 

kanalų vaidmuo, ypač analizuojant elektrinių signalų generavimą, 

sistemiškai dar nėra nagrinėtas. 

Literatūroje aprašytas su Ca2+ koncentracijos citoplazmoje išaugimu 

siejamas IP3 poveikis (Krinke et al., 2007), nors IP3 receptorių genų 

augaluose ir nėra rasta (Edel, Kudla, 2015). Žinoma, kad IP6 pasižymi 

analogišku, netgi stipresniu poveikiu (Lemtiri-Chlieh et al., 2000, 2003). 

Kadangi elektrofiziologinis IP6 poveikis aprašytas vos keliuose augalinių 

sistemų tyrimuose, o gyvūninėse sistemose apskritai netirtas, visiškai 

nesama žinių, kokie jonų kanalai galėtų veikti kaip IP6 receptoriai. Tiek 

elektrofiziologiniai, tiek modeliavimo tyrimai leidžia spėti, kad IP3 (ir / ar 

IP6) jautrūs kanalai turėtų būti lokalizuoti ląstelės vidinių saugyklų, 

greičiausiai, endoplazminio tinklo, membranoje (Alexandre et al., 1990; 

Kikuyama et al., 1993; Biskup et al., 1999; Wacke, Thiel, 2001; Wacke et 

al., 2003). Galima spėti, kad šie receptoriai arba yra per mažai homologiški 

gyvūnų IP3 receptoriams, arba žinomi kanalai turi dar neaprašytą domeną, 

jautrų IP3 (ir / ar IP6). Pavyzdžiui, aprašyta, kaip IP6 aktyvuoja tonoplasto 

FV ir VK kanalus (Lemtiri-Chlieh et al., 2003). 

Nė viename iš žinomų augalų genomų nerasta nuo įtampos priklausomų 

Ca2+ kanalų genų (atitinkančių gyvūnų CaV kanalų genus) (Edel, Kudla, 

2015), nors spėjama, kad augalai turėtų turėti Ca2+ laidžių kanalų, kurių 

aktyvumas priklauso nuo įtampos (Lunevsky et al., 1983; Hedrich, 

Fukushima, 2021). Esama tyrimų, rodančių Ca2+ sroves aktyvuojantį 

ciklinės ADP-ribozės poveikį (Allen et al., 1995), tačiau kitų tyrimų 

rezultatai šiai minčiai prieštarauja (Pottosin et al., 2009), taigi, šio 

potencialaus agonisto taikiniai nėra žinomi. 

Veikimo potencialus augaluose gali sužadinti ir staigus temperatūros 

pokytis (Opritov et al., 2005; Beilby, Casanova, 2014) – membranos 

depoliarizaciją tuomet turėtų inicijuoti nebūtinai nuo įtampos tiesiogiai ar 
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netiesiogiai priklausomi jonų kanalai. Gyvūnuose tokie kanalai priskiriami 

TRP (Transient receptor potential) kanalų grupei (Patapoutian, 2005), tačiau 

augaluose šiuos kanalus koduojančių genų nerasta (Edel, Kudla, 2015). Vis 

dėlto, esama duomenų, kad, pavyzdžiui, mentolis, kuris yra TRPM8 kanalų 

agonistas, gali sužadinti elektrinius signalus kerpsamanėje Physcomitrella 

patens (Koselski et al., 2019). 

Characeae šeimos dumblius galima sužadinti ir hiperpoliarizavus jų MP 

iki ~-300 mV. Šiame procese taip pat turėtų būti svarbūs hiperpoliarizacijos 

aktyvuojami Ca2+ kanalai, apie kuriuos nieko daugiau nežinoma (Gyenes et 

al., 1980). 

Characeae šeimos dumblių tonoplastas taip pat yra sužadinamas, 

spėjama, kad jo sužadinimo mechanizmas analogiškas plazminės 

membranos sužadinimo mechanizmui (Lunevsky et al., 1983; Kikuyama, 

1986; Kisnieriene et al., 2019). Ca2+ kanalų vaidmenį tonoplaste galėtų 

atlikti mechaniniam poveikiui jautrūs PIEZO kanalai. Aukštesniuosiuose 

augaluose tonoplasto sužadinimui užtenka TPC ir TPK kanalų (per kuriuos 

daugiausiai teka katijonų srovės) bei AHA H+-ATPazės aktyvumo (Jaślan et 

al., 2019). 

Su elektrinių signalų generavimu ir sklidimu kartais siejami tonoplasto 

TPC kanalai, kurie yra laidūs Ca2+, tačiau jų aktyvacijai reikalinga 

nefiziologiškai aukšta Ca2+ koncentracija citoplazmoje (Pottosin et al., 

1997). Esama tyrimų, tiek patvirtinančių, tiek paneigiančių TPC kanalų 

vaidmenį kuriant ar stiprinant Ca2+ srautus sužadinimo metu (Ranf et al., 

2008; Choi et al., 2014; Kiep et al., 2015; Watanabe et al., 2024). 

Siekiant įvertinti, kurie Ca2+ kanalai yra atsakingi už elektrinį 

sužadinamumą, galima ląsteles veikti specifiniais jonų kanalų blokatoriais, 

selektyviai blokuojančiais tam tikro tipo kanalus. Vis dėlto, ši strategija ne 

visada veiksminga tiriant augalų Ca2+ kanalus, nes daugelis gyvūninėse 

sistemose taikomų blokatorių ne taip specifiškai jungiasi prie analogiškų 

taikinių augaluose, be to, nėra atrasta augalų jonų kanalams specifinių 

blokatorių (De Vriese et al., 2018). Gyvūnų modelinėse sistemose 

verapamilas blokuoja L-tipo nuo įtampos priklausomus Ca2+ kanalus (Li, 

Shi, 2019). Tiriant augalines sistemas nustatyta, kad verapamilas gali 

prisijungti prie kviečių (Triticum aestivum) šaknų plazminės membranos 

Ca2+ kanalų, šio proceso disociacijos konstanta yra mikromoliarinė (Piñeros, 

Tester, 1997). Blokatorius pritaikomas siekiant įvertinti Ca2+ srautų įtaką 

įvairiems augalų fiziologiniams procesams, pavyzdžiui, obels (Malus 

domestica) žiedadulkių dygimą. (Zhang et al., 2022). Apie šio blokatoriaus 

specifiškumą augalų Ca2+ kanalams nėra daug žinoma, tačiau kompiuterinės 

simuliacijos leidžia teigti, kad verapamilas gali prisijungti prie neselektyvių 
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Ca2+ laidžių TPC kanalų poros ir taip juos blokuoti (Benkerrou et al., 2019). 

Šią hipotezę patvirtino eksperimentai su ryžių (Oryza sativa) OsTPC 

kanalais, kurie, spėta, gali būti valdomi įtampos (Hashimoto et al., 2004). 

Kitas blokatorius tetrandrinas blokuoja gyvūnų N- ir T-tipo Ca2+ kanalus, 

kuriems yra specifiškesnis nei L-tipo Ca2+ kanalams (Wiegand et al., 1990; 

Rossier et al., 1993). Taip pat nustatytas inhibicinis poveikis žinduolių TPC 

kanalams (Sakurai et al., 2015), tačiau šio alkaloido sąveika su augalų Ca2+ 

kanalais kol kas dar netirta. Policiklinis blokatorius NED-19 blokuoja 

baltažiedžio vairenio TPC kanalus, sąveikaudamas su aminorūgštimis 

kanalo poroje (Kintzer, Stroud, 2016). Gyvūninėse sistemose šis blokatorius 

specifiškai blokuoja homologiškus TPC1 kanalus endolizosomose (Naylor 

et al., 2009; Sakurai et al., 2015). Taigi, lyginant įvairių potencialiai 

specifinių Ca2+ kanalų blokatorių poveikį su poveikiu nespecifinių, tokių, 

kaip La3+, poveikiu (Koselski et al., 2023), galima tikėtis atpažinti, kuriems 

kanalų tipams tyrimo metu blokuojami kanalai yra homologiškiausi. 

Apibendrinant, už Ca2+ srautus Characeae šeimos dumblių plazminės ir 

vakuolės membranų elektrinio sužadinimo metu atsakingų jonų kanalų 

molekulinė tapatybė lieka neaiški. Nors žinoma apie Ca2+ srautus 

aktyvuojančias molekules (aminorūgštys, IP6), nežinoma, kurių genų 

produktai už juos atsakingi. Tikėtina, kad tam tikrą vaidmenį turi 

mechaniniam poveikiui jautrūs jonų kanalai OSCA, galbūt ir CNGC ar 

PIEZO kanalai. 

2.6.4. Kitų Characeae šeimos dumblių transporterių molekulinė tapatybė 

Augalų ląstelių plazminės membranos paprastai būna labiau 

hiperpoliarizuotos už gyvūnų ląstelių membranas dėl ryškaus H+-ATPazių 

aktyvumo. Elektrinių signalų generavimo metu padidėjusi Ca2+ 

koncentracija citoplazmoje sumažina H+-ATPazių aktyvumą. Sumažėjus 

Ca2+ koncentracijai, H+-ATPazių aktyvumas išauga, taip padedant 

membranai repoliarizuotis (Kishimoto et al., 1985; Sukhov et al., 2019). 

Aukštesniuosiuose augaluose šį vaidmenį atitinka AHA šeimos H+-

ATPazės: AHA3, AHA4, AHA5 (Scherzer, Böhm, et al., 2022). 

Characeae šeimos dumbliuose taip pat esama bent kelių AHA šeimos 

H+-ATPazių, giminiškų aukštesniųjų augalų AHA2 ir AHA4 (Nishiyama et 

al., 2018; Pertl-Obermeyer et al., 2018; Zhang et al., 2020; Phipps, 

Goodman, et al., 2021). 

VP generavimo metu citoplazmoje pasyviai išauga Ca2+ koncentracija, 

iš ląstelės išleidžiami K+ ir Cl– jonai. Kad ląstelė, sugrįžusi į ramybės būseną, 

dar kartą galėtų sugeneruoti VP, šių jonų koncentracijas reikia atstatyti, tam 
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naudojant aktyvią pernašą. Jautriajame musėkaute su Ca2+ pašalinimu iš 

citoplazmos siejamos Ca2+-ATPazės plazminėje membranoje DmACA2 ir 

DmACA10 bei endoplazminiame tinkle DmECA1 (Scherzer, Huang, et al., 

2022). Characeae šeimos dumbliai taip pat turi tiek ACA, tiek ir ECA tipo 

Ca2+- ATPazių, homologiškų aukštesniųjų augalų ACA9, ACA11, ECA3 ir 

ECA4 ATPazėms, kurios, tikėtina, yra lokalizuotos plazminėje membranoje 

ir vidinių saugyklų membranose (Nishiyama et al., 2018; Phipps, Goodman, 

et al., 2021). 

Aukštesniuosiuose augaluose K+ koncentracija citoplazmoje 

greičiausiai atstatoma HAK5 transporterių (Iosip et al., 2020), kurių genų 

Chara braunii genome nebuvo rasta (Nishiyama et al., 2018). Tikėtina, kad 

Characeae šeimos dumbliai šiam tikslui pritaiko kito tipo aktyvius 

transporterius, tam tikromis sąlygomis K+ jonai gali tekėti ir per Kin kanalus. 

Chara braunii turi K+/H+ antiporterių, priklausančių KEA (K+ efflux 

antiporter – ištekančios K+ srovės antiporteris) šeimai KEA1 ir KEA4 genus 

(Nishiyama et al., 2018), Chara australis ekspresuoja KEA2 baltymą (Pertl-

Obermeyer et al., 2018). Aukštesniuosiuose augaluose KEA1 ir KEA2 

antiporteriai aptinkami chloroplastų vidinėje membranoje (Kunz et al., 

2014), KEA4 – Goldžio aparate ir kitose endomembranose (Zhu et al., 

2018). Galbūt, prie aktyvaus K+ jonų transporto galėtų prisidėti ir HKT 

(High affinity K+ Transporter – aukšto afiniškumo K+ transporteris) ir NHX 

(Na+/H+ Exchanger – Na+/H+ keitiklis) transporteriai, labiau siejami su 

atsaku į druskingumo stresą (Phipps, Goodman, et al., 2021). Kin kanalų 

funkciją Characeae šeimos dumbliuose galėtų atlikti KT5 kanalas, 

homologiškas baltažiedžio vairenio kanalui AKT5 (Nishiyama et al., 2018). 

Su Cl– koncentracijos atstatymu po sužadinimo siejami aukštesniųjų 

augalų NRT (Nitrate Transporter – nitratų transporteris) anijonų 

transporteriai (Hedrich, Kreuzer, 2023), kurių Characeae šeima neturi. 

Galbūt analogišką funkciją dumbliuose galėtų atlikti Cl–-katijonų (Na+ ir / 

arba K+) kotransporteris CCC1 (Chloride cation cotransporter), aptiktas 

Chara corallina (Pertl-Obermeyer et al., 2018), baltažiedžiame vairenyje 

randamas Goldžio komplekso membranose (Han et al., 2020). 
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2.7. Inozitolio fosfatai augaluose 

 
2.2 pav. Inozitolis (kairėje) ir fosforilinti jo dariniai – inozitolio 

1,4,5-trisfosfatas (IP3) (viduryje) ir inozitolio heksakisfosfatas (IP6) 

(dešinėje). 

 

Iš devynių cikloheksano heksolio izoformų myo-inozitolis (2.2 pav.) 

gamtoje paplitęs labiausiai. Šis angliavandenis sintetinamas iš gliukozės 

6-fosfato, junginį pirmiausia ciklizuojant iki inozitolio 3-fosfato ir tada 

defosforilinant (Michell, 2008). 

Inozitolis ir jo dariniai (ištirpę citoplazmoje, membraninių lipidų 

komponentai) plačiai naudojami archėjų ir eukariotų, daug rečiau – bakterijų 

karalysčių atstovų. Inozitolis ir jo dariniai gali būti kaupiami ląstelėse kaip 

osmolitai, taip pat gebantys stabilizuoti baltymus stresinėmis (per aukštos / 

žemos temperatūros, išdžiūvimo, padidėjusio druskingumo) sąlygomis 

(Michell, 2008). Pavyzdžiui, persodinus laukinių halofitinių ryžių 

Porteresia coarctata myo-inozitolio 1-fosfato sintazės (MIPS) geną į kitus 

augalus (ryžius Oryza sativa, garstyčias Brassica juncea), šie tapo atsparesni 

druskingumo stresui. Stresas ne taip intensyviai sumažino modifikuotų 

augalų biomasės augimą ir fotosintezės efektyvumą, šie pokyčiai sieti su 

viduląstelinės inozitolio koncentracijos padidėjimu (Das-Chatterjee et al., 

2006). 

Inozitolį sujungus su citidino difosfato diacilgliceroliu, gaunamas 

lipidas fosfatidilinozitolis. Jis ir fosforilinti jo dariniai fosfatidilinozitidai 

(PIP) sudaro iki 30 % membraninių lipidų (Michell, 2008). Augaluose 

aptinkama fosfatidilinozitidų, kurių inozitolio liekana fosforilinta ties 

3 (PI 3-P); 4 (PI 4-P); 5 (PI 5-P); 3 ir 5 (PI 3,5-P2); 4 ir 5 (PI 4,5-P2) anglies 

atomais. PIP funkcijos siejamos su signalinimu, formuojant ir pernešant 

membranines pūsleles, sąveikaujant su citoskeletu, reguliuojant ląstelių 

poliškumą, reaguojant į osmotinį stresą (Munnik, Vermeer, 2010; Boss, Im, 

2012). 
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2.7.1. Inozitolio 1,4,5-trisfosfatas (IP3) ir jo vaidmuo 

Iš visų inozitolio fosfatų daugiausiai dėmesio sulaukia inozitolio 1,4,5-

trisfosfatas (IP3) dėl savo potencialaus vaidmens su augalų atsaku į stresą 

susijusiuose signaliniuose keliuose. 

Analogiškai gyvūnams, inozitolio 1,4,5-trisfosfatas sintetinamas 

fosfolipazei C (PLC) skeliant PI 4,5-P2 į IP3 ir diacilglicerolį DAG. 

Augaluose randama tik vieno tipo – ζ – PLC, neturinti kitoms fosfolipazėms 

įprastų reguliavimo domenų. Žinoma, kad ši fosfolipazė jautri Ca2+ (Munnik, 

Vermeer, 2010). Tai labai apsunkina inozitolio fosfatų ir ypač IP3 signalinių 

kelių tyrimus, nes Ca2+ koncentracijos svyravimus gali lemti įvairūs išoriniai 

stresoriai, pavyzdžiui, net ir augalinės medžiagos paruošimas tyrimams 

(Boss, Im, 2012). 

IP3 koncentracijų svyravimai ląstelėse gali būti tiriami naudojant 

radioaktyviais žymenimis (3H) žymėtą IP3 arba pritaikant IP3 

prisijungiančius baltymus. Nors šios strategijos veiksmingai taikomos 

gyvūniniuose tyrimuose, augaluose IP3 koncentracija yra santykinai maža 

palyginus su kitais inozitolio fosfatais, todėl dėl santykinai žemo 

specifiškumo minėti metodai teikia riboto patikimumo žinias (Munnik, 

Vermeer, 2010). 

Tyrimus taip pat apsunkina inozitolio fosfatų metabolizmą 

reguliuojančių fermentų gausa ir nespecifiškumas: pavyzdžiui, vienas 

fermentas gali fosforilinti keletą skirtingų fosfoinozitidų, tą pačią reakciją 

gali vykdyti keletas fermentų (Heilmann, 2016). Dėl šios priežasties sunku 

įvertinti, kiek vieno ar kito fermento geno išveiklinimas padidina ar 

sumažina konkretaus junginio koncentraciją, tiesiogiai jos nesekant. 

Žinoma, kad baltažiedžio vairenio baltymas FIERY1 – inozitolio 

polifosfatų 1-fosfatazė. Išveiklinti šio geno fiery1 mutantai tampa ne tokie 

atsparūs šalčiui, sausrai, padidėjusiam druskingumui ar osmotiniam stresui. 

Mutantiniuose daiguose stebėta didesnė viduląstelinė IP3 koncentracija 

(Xiong et al., 2001). Vis dėlto, FIERY1 pasižymi ne tik inozitolio 

polifosfatų 1-fosfatazės aktyvumu, bet geba ir defosforilinti nukleotidų 

3‘,(2‘),5‘-bisfosfatus. fiery1 mutantuose reiškiant pastarąjį fermento 

aktyvumą kompensuojančius baltymus, galima atstatyti kai kuriuos fenotipo 

požymius, sietus ir su inozitolio polifosfatų 1-fosfatazės aktyvumu, 

pavyzdžiui, išaugusį atsparumą sausrai (Hirsch et al., 2011). 

Į baltažiedžio vairenio genomą įterpus žmogaus I tipo inozitolio 

polifosfatų 5-fosfatazę, specifiškai hidrolizuojančią IP3, pastebėta, kad 

viduląstelinė IP3 koncentracija sumažėja daugiau nei 10 kartų. Tokie augalai 

gravistimuliuoti: vazonas su augalu paverstas į horizontalią padėtį ir stebėta, 
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kaip greitai žiedynai atsilenkia iki pirmykštės vertikalios padėties. Priešingai 

laukinio tipo augalams, gravistimuliacija mutantuose nebelemia 

viduląstelinių IP3 bangų, žiedynai atsilenkia lėčiau. Taip pat aptikta, kad 

sulėtėja auksino pernaša (Perera et al., 2006). 

Per didelė PIN baltymų, atsakingų už auksino transportą, raiška šaknyse 

lemia išaugusią auksino koncentraciją, slopinančią šaknų augimą. Ieškant 

dvigubų baltažiedžio vairenio mutantų, kuriuose PIN transporteriai 

reiškiami per intensyviai, bet augalo fenotipas vis tiek artimas laukinio tipo 

fenotipui, aptiktas SUPO1 (SUppressor of PIN1 Overexpression) baltymas, 

turintis inozitolio polifosfatų 1-fosfatazės funkciją. Išveiklinus SUPO1, 

šaknų ląstelėse išauga IP3 ir Ca2+ koncentracijos. Padaryta prielaida, kad 

viduląstelės IP3 koncentracijos pokyčiai lemia Ca2+ koncentracijos pokyčius, 

kurie gali moduliuoti aktyvumą tam tikrų kinazių ir fosfatazių, 

sąveikaujančių su auksino transporteriais PIN, lemiančiais auksino 

pasiskirstymą šaknyse (Zhang et al., 2011). 

IP3 taip pat susijęs su augalų atsaku į šviesą. Žinoma, kad mėlyna šviesa 

stabdo hipokotilių tįsimą, už tai atsakingas fotoreceptorius fototropinas 1 

(PHOT1), tad baltažiedžiame vairenyje išveiklinus šį baltymą koduojantį 

geną, hipokotiliai auga ilgesni. Šį mutantinį fenotipą anuliuoja papildomai 

išveiklinta inozitolio polifosfatų 5-fosfatazė 13 (5PT13), kurios raišką 

natūraliomis sąlygomis mėlyna šviesa inhibuoja. 5PT13 išveiklinimas taip 

pat lemia didesnę viduląstelinę IP3 ir Ca2+ koncentraciją (Chen et al., 2008). 

Augalų streso hormonas abscizinė rūgštis (ABA) baltažiedžio vairenio 

epidermio ląstelėse sukelia Ca2+ bangas. Fosfolipazės C (PLC) inhibitorius 

U73122 šias bangas slopina. Šis inhibitorius taip pat neleidžia pasireikšti 

kontrolinėmis sąlygomis stebimai ABA sukeltai ląstelių membranos 

depoliarizacijai dėl išaugusių transmembraninių anijoninių srovių 

(Meimoun et al., 2009). 

Į žiotelių varstomąsias ląsteles injekavus IP3, stebėta išaugusi Ca2+ 

koncentracija, lėmusi žiotelių užsivėrimą (Gilroy et al., 1990). 

Nors tiriami nesusiję procesai – gravitropiniai, fototropiniai atsakai, 

žiotelių varstymasis, atsakas į stresorius, fiziologinė funkcija dažnai siejama 

su viduląstelinės Ca2+ koncentracijos išaugimu. Pavyzdžiui, viename iš 

pirmųjų šią sąsają pasiūliusių tyrimų stebėta, kaip IP3 injekcija į avižų 

(Avena sativa) vakuolinės kilmės pūsleles lemia Ca2+ išskyrimą į išorinį 

tirpalą (Schumaker, Sze, 1987). Vis dėlto, iki šiol neaišku, kokie baltymai 

IP3 koncentracijos svyravimus verčia į Ca2+ bangas (Krinke et al., 2007). 

Keliuose tyrimuose, atliktų dviejose bendradarbiaujančiose 

laboratorijose, „patch clamp“ metodu nustatyta, kad mikromoliarinės IP3 

koncentracijos gali išleisti Ca2+ iš burokų (Beta vulgaris) vakuolių į 
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citoplazmą (Alexandre et al., 1990; Alexandre, Lassalles, 1992; Allen, 

Sanders, 1994). Tirti IP3 receptoriai buvo valdomi įtampos, be Ca2+ 

nepraleido kitų katijonų ir anijonų srovių (Alexandre et al., 1990). Kanalai 

pasižymi sublaidumo būsenomis, stebėti 30 pS ir 50 pS vienetinių kanalų 

laidumai (Alexandre et al., 1990). Kitame tyrime stebėti 11 pS, 51 pS ir 

182 pS laidumai (Allen, Sanders, 1994). 

Minėti tyrimai kritikuoti, nes daugiau publikacijų, patvirtinančių šių 

tyrimų rezultatus, nėra (Krinke et al., 2007). Mikroelektrodine virpančio 

zondo technika (MIFE) atliktas tyrimas, tyręs potencialius burokų 

tonoplasto Ca2+ kanalų aktyvatorius ir blokatorius, IP3 poveikio neaptiko 

(Pottosin et al., 2009). Kitų tyrimų metu sukurtas aukštesniųjų augalų 

veikimo potencialo generavimo modelis, leidžiantis atsižvelgti į galimą IP3 

receptorių įtaką. Vis dėlto, remiantis receptorių parametrais, aprašytais 

aukščiau minimuose straipsniuose,  nepavyko nustatyti reikšmingesnio šių 

kanalų indėlio generuojant veikimo potencialus. Nors Ca2+ bangų amplitudė 

padidėja iki 30 %, leidžiant Ca2+ per IP3 receptorius tekėti iš vakuolės į 

citoplazmą, veikimo potencialų parametrai nekinta (Novikova et al., 2017). 

Chara corallina ir Nitella syncarpa dumbliuose parodyta, kad į 

citoplazmą injekuotas IP3 gali padidinti elektrinio sužadinimo metu per 

membraną tekančios srovės amplitudę, arba sugeneruoti spontatinius 

veikimo potencialus (Zherelova, 1989a; Thiel et al., 1990). Parodyta, kad 

fosfolipazės C, sintetinančios IP3, inhibitoriai neomycinas ir U73122 mažina 

sužadinimo metu tekančios srovės amplitudę, kai kurios ląstelės praranda 

sužadinamumą (Biskup et al., 1999). Vis dėlto, kita tyrėjų grupė nesugebėjo 

pakartoti šių rezultatų – tiek IP3 injekcija, tiek panašios ar dar didesnės 

minėtų blokatorių koncentracijos įtakos ląstelių sužadinamumui neturėjo 

(Tazawa, Kikuyama, 2003). 

Tolesnius ir išsamesnius IP3 poveikio tyrimus, ypač siekiant nustatyti 

šio poveikio molekulinį mechanizmą, pristabdė faktas, kad augaluose iki šiol 

nėra aptikta gyvūnų IP3 receptoriams homologiškų baltymų (Edel, Kudla, 

2015). 

2.7.2.  Inozitolio heksakisfosfatas (IP6) ir jo vaidmuo 

Inozitolio heksakisfosfatas (IP6) augaluose kaupiamas, siekiant turėti 

organinio fosforo atsargų – didžioji dalis sėklų fosforo saugoma būtent šio 

junginio pavidalu (Freed et al., 2020). 

IP6 sintetinamas dviem keliais, nuo lipidų priklausomu ir nuo lipidų 

nepriklausomu. Pirmojo kelio metu pirmiausia susintetinamas IP3, kaip 

minėta 2.7.1. skyriuje, tuomet IP3 fosforilinamas iki IP6. Sintetinant IP6 kitu, 
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rečiau vykstančiu keliu, visiškai fosforilinamas citoplazmoje ištirpęs 

inozitolis (Freed et al., 2020). 

IP6 gali būti susijęs su hormonų auksino ir jazminų rūgšties signaliniais 

keliais. Žinoma, kad abiejų šių hormonų kelių aktyvinimui būtina pašalinti 

tam tikrus genų raiškos slopiklius, tai įgyvendinama juos pažymint 

ubikvitinu. Kristalografiškai tiriant auksino receptorius aptikta, kad prie 

ubikvitino ligazės komplekso TIR1 domeno prisijungia ne tik pats auksinas, 

bet ir IP6, didindamas sąveikos stiprumą (Tan et al., 2007). Analogiškai 

tiriant jazminų rūgšties receptorius, pastebėta, kad prie ubikvitino ligazės 

komplekso COI1 gali prisijungti ne tik jazminų rūgšties-izoleucino junginys, 

bet ir ne iki galo fosforilinta inozitolio forma IP5 (Sheard et al., 2010). 

Svarstoma, kad augaluose ne IP3, bet IP6 galėtų būti signalinė molekulė, 

atsakinga už visą spektrą funkcijų, anksčiau priskirtų IP3: tikėtina, kad 

paveikus augalą IP3, vyksta šios molekulės konversija į IP6, ir būtent 

pastaroji ir yra veikli (Munnik, Vermeer, 2010). 

Bulvės (Solanum tuberosum) žiotelių varstomąsias ląsteles paveikus 

abscizine rūgštimi (ABA), stebėtas viduląstelinės IP6, bet ne IP3 

koncentracijos išaugimas. Aptikta, kad šių ląstelių protoplastus paveikus 

arba mikromoliarinėmis Ca2+ koncentracijomis, arba IP6, sumažėja įtekančių 

K+ srovių amplitudės. Analogiškas efektas stebėtas ir tiriant pupos (Vicia 

faba) protoplastus. Aptikta, kad IP6 poveikis yra stereo-specifinis – kiti 

aktyvaus myo-IP6 stereoizomerai scyllo-IP6 ir neo-IP6 K+ srovių neblokuoja. 

IP3 taip pat blokuoja K+ sroves, tačiau jo poveikis yra apie 100 kartų 

silpnesnis (Lemtiri-Chlieh et al., 2000). 

Tolesni tyrimai atskleidė, kad IP6 aktyvuotos Ca2+ srovės teka ne per 

pupos protoplastų plazminę membraną: 5 µM IP6 aktyvuoja tonoplasto FV 

ir SV kanalus (Lemtiri-Chlieh et al., 2003). 

Svarstoma, kad tokie rezultatai pagrindžia IP6 sąsają su Ca2+ srovėmis 

iš vidinių ląstelės saugyklų; taip pat nuo šių srovių priklausomų K+ kanalų 

aktyvumo moduliavimą ABA signalų grandinėje (Lemtiri-Chlieh et al., 

2000, 2003). 

IP6 taip pat gali būti inozitolio pirofosfatų IP7 ir IP8 pirmtakas. Šios 

molekulės yra susijusios su neorganinio fosforo jutimu augaluose: ryžiuose 

(Oryza sativa) esant užtektinai didelei IP7 ir IP8 koncentracijai, inozitolio 

fosfatai padidina tikimybę SPX1 domeną turintiems baltymams inhibuoti 

PHT1 ir PHR1 transkripcijos veiksnius, taip stabdant nurašymą genų, 

atsakingų už fosfatų pasisavinimo sustiprinimą (Puga et al., 2014). 

Išveiklinus inozitolio kinazę IPK1, baltažiedis vairenis nebesugeba 

susisintetinti IP6, taip pat sutrinka fosfatų pasisavinimo valdymas, augalas 
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nesustoja kaupti fosfatų net ir turėdamas jų užtektinai (Stevenson-Paulik et 

al., 2005). 
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3. METODAI 

3.1. Tiriamieji menturdumbliai Nitellopsis obtusa 

Nitellopsis obtusa (N.A. Desvaux) J. Groves subrendę makrodumbliai rinkti 

rudens mėnesiais Stankos ežere (Trakų raj.). Dumblių talomai laikyti 

stikliniuose akvariumuose kontroliuojamomis pastoviomis sąlygomis 

(21±1°C temperatūra,  9,5 ± 0,2 µmol m-2 s-1 intensyvumo baltos šviesos 

apšvietimas, 12 /12 val. šviesos / tamsos režimas). 

Prieš vykdant eksperimentus, tarpubamblinės N. obtusa ląstelės buvo 

mechaniškai kerpant atskiriamos nuo talomo paliekant bamblius ir laikomos 

per naktį kontroliniame APW tirpale 9,5 ± 0,2 µmol m-2 s-1 intensyvumo 

apšvietime balta šviesa. 

3.2. Naudoti tirpalai 

Viduląsteliniams miroelektrodiniams tyrimams, ląstelių gyvybingumo 

tyrimui ir ciklozės greičio tyrimui naudotas kontrolinis APW (artificial pond 

water – dirbtinio tvenkinio vandens) tirpalas, kurį sudarė 0,1 mM KCl, 

1 mM NaCl, 0,1 mM CaCl2, pH 7,2 palaikyta buferių sistema iš 3 mM 

HEPES ir 1,5 mM TRIS. 

Tiriant citoplazminių lašų jonų kanalus „patch clamp“ metodu, 

naudotas kontrolinis ACS (artificial cell sap – dirbtinės ląstelės sultys) 

tirpalas, sudarytas iš 100 mM KCl, 10 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 10 mM 

CaCl2, pH 5,3 palaikyta buferiu MES. 

 

Tirtos medžiagos ir jų koncentracijos: 

• potencialūs Ca2+ kanalų blokatoriai: 

o verapamilas (0,1 mM, 0,3 mM, 1 mM); 

o tetrandrinas (0,1 mM ir 0,2 mM), ištirpinta 

dimetilsulfokside (DMSO) (atitinkamai 0,75 % ir 1,5 %); 

o NED-19 (50 µM ir 75 µM), ištirpinta DMSO (atitinkamai 

0,09 % ir 0,13 %); 

o LaCl3 (0,5 mM); 

• potencialūs Ca2+ kanalų aktyvatoriai: 

o D-myo-inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) trinatrio druska (75 

µM ir 150 µM); 

o D-myo-inozitolio heksakisfosfato (IP6) dodekanatrio druska 

(75 µM ir 150 µM); 
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• fosfolipazės C (PLC) inhibitorius U73122 (25 µM), ištirpintas 1 % 

DMSO. 

 

Tirtos medžiagos buvo ištirpintos kontroliniame APW arba ACS tirpale 

(aukščiau nurodytos hidrofobiškesnės medžiagos prieš tirpinimą APW 

ištirpintos DMSO). 

Tiriant LaCl3 poveikį, į papildomą Cl– koncentraciją tiriamajame tirpale 

(0,5 mM LaCl3 tirpale lemia papildomą 1,5 mM Cl– jonų koncentraciją) 

neatsižvelgta. Žinoma, kad palyginamos ar net keliomis eilėmis didesnės 

išorinės Cl– koncentracijos kardinaliai nekeičia nei Nitellopsis obtusa Cl– 

koncentracijų citoplazmoje ir vakuolėje, nei elektrinių signalų parametrų, 

įskaitant VP sužadinimo slenkstį Eth (Katsuhara, Tazawa, 1986; Lapeikaitė 

et al., 2020). 

Druskų (ypač Na+ jonų) koncentracija aplinkoje keičia menturdumblių 

Nitellopsis obtusa elektrofiziologinius parametrus (Winter et al., 1999; 

Kisnieriene et al., 2019). Tiriant abiejų koncentracijų IP3 ir 75 µM 

koncentracijos IP6 poveikį, tirpintos šių junginių Na+ druskos, dėl to buvo 

atsižvelgta į papildomą Na+ koncentraciją APW tirpale. Tirpalai gaminti 

taip, kad Na+ koncentracija vis tiek būtų standartinė (1 mM); Cl– jonų 

koncentracija standartizuota naudojant HCl, buferių sistema užtikrinant 

standartinį pH 7,2. 

150 µM koncentracijos IP6 atveju tirpale papildomai ištirpsta 1,8 mM 

Na+ jonų, todėl tyrimai vykdyti su modifikuotais kontroliniais APW 

tirpalais, kuriuose Na+ koncentracija buvo 1,8 mM, kitų druskų 

koncentracijos ir pH atitiko standartines vertes. Reikšmingos didesnės Na+ 

koncentracijos ląstelės aplinkoje įtakos tirtiems elektrofiziologiniams 

parametrams nebuvo pastebėta (pvz. 4.4 lentelė ir 4.7 lentelė) 

Tirtos medžiagos pirktos iš Sigma Aldrich. 

3.3. Tarpubamblinių ląstelių elektrofiziologinių atsakų tyrimas 

Elektrofiziologiniai pavienių tarpubamblinių Nitellopsis obtusa ląstelių 

tyrimai vykdyti remiantis šaltiniais (Lapeikaitė et al., 2019, 2020), taikant 

dviejų elektrodų porų fiksuotos srovės / įtampos metodą. Tarpubamblinė 

ląstelė tyrimo metu įtvirtinama registravimo kameroje, pagamintoje iš 

organinio stiklo, tuomet kamera pripildoma kontrolinio tirpalo.  

Siekiant ląstelę elektriškai stimuliuoti atskira išorinių Ag/AgCl 

elektrodų pora ir palaikyti pastovų ląstelės MP centrinėje kameros dalyje, 

taikant fiksuotos įtampos metodiką, tarpai tarp registravimo kameros dalių 

buvo izoliuoti vazelinu. Tokiu būdu, skirtingose kameros dalyse patalpinus 
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išorinius elektrodus ir tarp jų sukūrus įtampą, elektros srovė gali tekėti tik 

per ląstelę. 

Mikroelektrodų gamybai naudoti borosilikatinio stiklo kapiliarai (WPI, 

Sarasota, FL, USA), iš kurių elektrodų traukikliu „P-1000“ (Sutter 

Instrument, Co., Novato, CA, USA) buvo ištraukiamos mikropipetės, kurių 

galiuko skersmuo siekė maždaug 1 µm. Mikropipetės pripildomos 3 M KCl 

tirpalu. Toks mikroelektrodas manipuliatoriumi „PatchMan“ (Eppendorf) 

būdavo įvedamas į ląstelės vakuolę centrinėje kameros dalyje. Referentinis 

elektrodas, pripildytas 1 % agaro 3 M KCl, būdavo įtvirtinamas tirpale greta 

tiriamos ląstelės. Signalų surinkimo sistemą sudarė stiprintuvas „TEC-

10CX“ ir analogas-kodas keitiklis „Digidata 1440A“, kontroliuoti 

kompiuteriu „pCLAMP 10.2“ programa (Molecular Devices, San Jose, CA, 

USA). Iš abiejų pusių vazelinu izoliuotas 5 mm ilgio plotelis išilgai ląstelės, 

į kurią buvo įvestas elektrodas, buvo nuolat perfuzuojamas perfuzijos 

sistema (~1 ml/min; Scientifica PPS). 

Praėjus 1,5 val. po mikroelektrodo įvedimo, taikytas fiksuotos srovės 

metodika paremtas CC protokolas, siekiant įvertinti MP ir jo dinamiką 

apibrėžiančius parametrus. Šio protokolo metu naudojant 1 kHz 

diskretizavimo dažnį 5 min. intervalu išoriniais elektrodais sužadinti du VP 

(3.1 pav.), stimuliacija atlikta tolygiai (0,02 µA/s) didinant per ląstelę 

tekančią nuolatinę elektros srovę. Stimuliavimas nutraukiamas pasiekus VP 

sužadinimo slenkstį Eth. Vertinti parametrai: 

• membranos ramybės potencialas RP (mV): vertintas prieš kiekvieną 

stimuliuotą VP; 

• membranos laidumas ramybės būsenoje GRP (S/m2): ląstelė 

stimuliuota trumpu stačiakampiu hiperpoliarizuojančiu srovės 

impulsu (2 s, 50 nA), GRP apskaičiuotas pagal Omo dėsnį; 

• VP sužadinimo slenksčiu Eth (mV) laikyta tokia membranos 

potencialo vertė, kai MP depoliarizacijos greitis viršija 60 mV/s 

(Lapeikaitė et al., 2020). 

• VP smailė (mV); 

• VP amplitudė (mV) – skirtumas tarp VP smailės ir VP sužadinimo 

slenksčio; 

• VP depoliarizacijos trukmė tdep (s) įvertinta kaip laiko tarpas, per 

kurį ląstelės MP depoliarizuojasi nuo VP sužadinimo slenksčio Eth 

vertės iki VP smailės vertės; 

• VP repoliarizacijos trukmė trep (s) įvertinta kaip laiko tarpas, per kurį 

ląstelės MP repoliarizuojasi nuo VP smailės vertės per 90 mV. 



44 

-200

-150

-100

-50

0

50

0 10 20 30 40 50 60

0,0

0,5

tdep

trep

9
0

 m
V

GRP

V
P

 a
m

p
li

tu
d

ė

VP slenkstis Eth

Tonoplasto

  dedamoji

RP

 

M
P

 (
m

V
)

VP smailė

S
ti

m
u

la
s
 (

µ
A

)

Laikas (s)
 

3.1 pav. Fiksuotos srovės metodu analizuoti Nitellopsis obtusa 

tarpubamblinės ląstelės elektrofiziologiniai parametrai (CC protokolas): 

membranos ramybės potencialas RP, membranos varža ramybės būsenoje 

GRP, VP slenkstis Eth, VP smailė, VP amplitudė, VP depoliarizacijos ir 

repoliarizacijos trukmės, atitinkamai tdep ir trep. Adaptuota pagal (Lapeikaitė 

et al., 2019). 

 

Pabaigus tyrimą fiksuotos srovės metodika (CC protokolas), 

eksperimentai tęsti taikant fiksuotos įtampos metodiką: MP fiksuotas 

ties -180 mV (nebent nurodyta kitaip), priklausomai nuo tikslo taikytas 

vienas ar keli žemiau išvardinti protokolai. 

 

VC1 protokolas (3.2 pav.), tinkamas įvertinti membranos laidumą 

norimame MP intervale (Tsutsui et al., 1987a; Tsutsui, Ohkawa, 1993). 

Naudojant 1 kHz diskretizavimo dažnį, MP tolygiai keliamas nuo -300 mV 

iki 150 mV 3 mV/s greičiu. Žinoma, kad, jei MP keitimo greitis neviršija 

100 mV / 30 s, per membraną tekančių srovių voltamperinė charakteristika, 

gauta naudojant tokį protokolą, nesiskiria nuo voltamperinių charakteristikų, 

gautų naudojant tradicinius stačiakampius impulsus (atmetant sužadinimo 

regionus) (Tsutsui et al., 1987a), bet užtrunka trumpiau. 
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Pritaikant šį protokolą, galima nustatyti membranos ramybės potencialo 

RP vertę (per membraną tekančių srovių atstojamoji lygi nuliui) bei 

sužadinimo slenksčio Eth vertę (MP, kai dV/dI tampa neigiama) (3.2 pav. a). 

Šių parametrų vertės, gautos taikant VC1 protokolą, nesiskyrė nuo verčių, 

gautų panaudojant CC protokolą, bet šioje disertacijoje neanalizuotos. 

Tolygiai keliamas MP buvo moduliuotas trumpais stačiakampiais 

impulsais (50 ms, 10 mV; 3.2 pav. a stimulo grafikas). Tokiu būdu, 

pritaikant Omo dėsnį, buvo galima apskaičiuoti membranos laidumo vertes 

visame tirtame MP ruože. Statistinei analizei pasirinktos trys vertės – 

maksimalus membranos laidumas sužadinimo metu Gmax (S/m2) taip pat 

membranos laidumo vertės ties -250 mV (G-250 mV) ir ties 50 mV (G50 mV) 

(3.2 pav. b). Žinoma, kad ties -250 mV Nitellopsis obtusa dumblių 

plazminėje membranoje aktyviausia H+-ATPazė (Beilby et al., 1993; 

Kisnieriene et al., 2019), be to, vis labiau hiperpoliarizuojant MP, 

aktyvuojami Kin kanalai (Kisnierienė et al., 2012; Kisnieriene et al., 2019; 

Blatt, 2024). Ties 50 mV membranos laidumą daugiausiai lemia Kout kanalų 

aktyvumas (Kisnieriene et al., 2019; Blatt, 2024). 
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3.2. pav. Fiksuotos įtampos metodu taikant VC1 protokolą analizuoti 

Nitellopsis obtusa tarpubamblinės ląstelės elektrofiziologiniai parametrai: a) 

membranos potencialas (MP) tolygiai keliamas nuo -300 mV iki 150 mV, 

registruojant per membraną tekančias sroves, stimulas moduliuotas trumpais 

stačiakampiais impulsais; b) remiantis Omo dėsniu, kiekvieno impulso metu 

suskaičiuotas membranos laidumas, priklausantis nuo MP; statistinei 

analizei pasirinkta vertinti maksimalų laidumą sužadinimo metu Gmax (S/m2) 

bei laidumo vertes ties -250 mV (G-250 mV) ir 50 mV (G50 mV). 

 

VC2 protokolas (3.3 pav.), skirtas įvertinti Cl- ir Ca2+ srovių dinamiką 

sužadinimo metu, ląstelės MP palaikant ramybės būsenoje (Zherelova et al., 
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2009). Naudojant 10 kHz diskretizavimo dažnį, MP fiksuojamas ties 

ramybės potencialu. Kadangi ramybės būsenoje membrana yra laidžiausia 

K+ ir H+ jonams (Beilby, Casanova, 2014), tokiu būdu šių srovių 

superpozicija eliminuojama. Ląstelė sužadinama 400 ms trukmės 

stačiakampiu impulsu, MP fiksuojant ties 50 mV ir vėl grąžinant į prieš tai 

buvusią ramybės potencialo vertę (Zherelova et al., 2009). 
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3.3 pav. Fiksuotos įtampos metodu taikant VC2 protokolą analizuoti 

Nitellopsis obtusa tarpubamblinės ląstelės elektrofiziologiniai parametrai; 

pateikiamos tipinės per membraną tekančios srovės kontrolinėmis sąlygomis 

ir paveikus ląstelę 30 min. 150 µM IP6 tirpalu. Ląstelės membranos 

potencialas (MP) fiksuojamas ties ramybės potencialu, tuomet 400 ms 

trukmės impulsu fiksuojamas ties 50 mV, taip ląstelę sužadinant. Tada MP 

vėl fiksuojamas ties ramybės potencialu. Vertinti parametrai: sužadinimo 

metu tekančios srovės amplitudė Itrans bei jos aktyvacijos ir inaktyvacijos 

trukmės, atitinkamai tact_trans ir tinact_trans. 

 

Taikant tokį protokolą, neatsižvelgiama į ramybės potencialo verčių 

skirtumus ląstelių populiacijoje, tačiau toks protokolas suteikia žinių apie 

jonų srautus ramybės būsenoje ir yra artimesnis natūralioms fiziologinėms 

sąlygoms, palyginus su protokolais, kai MP fiksuojamas ties tyrėjo 

pasirinkta verte. Statistiniam vertinimui pasirinkti parametrai sužadinimo 

srovės amplitudė Itrans (µA/m2), taip pat jos aktyvacijos ir inaktyvacijos 
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trukmės, atitinkamai tact_trans (s) ir tinact_trans (s). tact_trans apibrėžta kaip laiko 

tarpas nuo stimuliacijos pradžios iki tada, kai pasiekiama maksimali 

sužadinimo metu tekančios srovės vertė; tinact_trans apibrėžta kaip laiko tarpas, 

per kurį srovė sumažėja per 63 % nuo maksimalios vertės. 

 

VC3 protokolas (3.4 pav.), skirtas įvertinti sužadinimo metu tekančių 

srovių dinamiką sužadinimo metu, ląstelės MP fiksuojant ties norima MP 

verte. Naudojant 100 Hz diskretizavimo dažnį, MP fiksuojamas 

ties -180mV. Tada kas 3 min. ląstelės MP stačiakampiais 15 s trukmės 

impulsais fiksuojamas ties norimomis įtampos vertėmis intervale 

nuo -120 mV iki 60 mV kas 20 mV. Panaudojant tokį sužadinimo srovių 

norimomis įtampomis rinkinį, galima sudaryti jų voltamperines 

charakteristikas. Vertinti parametrai: 

• neselektyvi nuotėkio srovė Ileak, (µA/m2) pasižyminti omine 

priklausomybe nuo įtampos, stebima keletą dešimčių milisekundžių 

po pateikto stimulo (Lunevsky et al., 1983); 

• įtekanti Ca2+ srovė ICa (µA/m2): pastebima keletą šimtų 

milisekundžių po stimulo; ICa, aktyvuoja Cl– srovę, jos reversijos 

potencialas ~40 mV; 

• įtekanti Cl– srovė ICl (µA/m2): ši srovė aktyvuojama ICa srovės, 

pasižymi didesne už ją amplitude; ICl reversijos potencialas ~80 mV; 

• ICl aktyvacijos trukmė tact (s) atitinka VC2 protokolo parametrą 

tact_trans; 

• ICl inaktyvacijos trukmė tinact (s) atitinka VC2 protokolo parametrą 

tinact_trans; 

• bendra suminė Ca2+ ir Cl– srovė ICaCl (µA/m2); 

• IK srovė (µA/m2), vertinta prieš pat pasibaigiant stimuliuojančiam 

srovės impulsui (Lunevsky et al., 1983; Kourie, 1994); nors, 

remiantis reversijos potencialu, kuris nesiekia pusiausvyrinio K+ 

potencialo (~-170 mV), šią srovę sudaro ir kitos dedamosios, IK 

srovė geriausiai atspindi Kout kanalų aktyvumą sužadinimo metu. 
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3.4 pav. Fiksuotos įtampos metodu taikant VC3 protokolą analizuoti 

Nitellopsis obtusa tarpubamblinės ląstelės elektrofiziologiniai parametrai; 

pateikiamos tipinės sužadinimo metu per membraną tekančios srovės 

kontrolinėmis sąlygomis ir 30 min. paveikus ląstelę 0,3 mM koncentracijos 

verapamilo tirpalu. Šiuo atveju membranos potencialas fiksuotas 

ties -180 mV, tada ties 40 mV. Vertinti parametrai: nuotėkio srovė Ileak, Ca2+ 

srovė ICa, Cl– srovė ICl, K+ srovė IK. Taip pat vertintos ICl srovės aktyvacijos 

ir inaktyvacijos trukmės atitinkamai tact ir tinakct. Įklijoje paryškinamas Ileak ir 

ICa srovių atsiskyrimas tomis pačiomis sąlygomis, pasirinkus adekvačią 

laiko skalę. 

 

Pritaikius fiksuotos srovės metodikos CC protokolą ir vieną ar kelis 

fiksuotos įtampos metodikos protokolus (VC1, VC2 ir / ar VC3), tirtos 

ląstelės centrinėje kameros dalyje esantis iš abiejų pusių vazelinu izoliuotas 

plotelis buvo paveikiamas tiriama medžiaga 30 min., palaikant perfuziją 

~1 ml/min greičiu. Tuomet tokia pačia tvarka taikyti tie patys protokolai, 

kaip ir kontrolinėmis sąlygomis. 

Naudojant didesnes tirpiklio DMSO koncentracijas (≥0,75 %), ląstelės 

pirmiausia buvo 30 min. veikiamos DMSO tirpalu, taikyti tie patys aukščiau 

minėti protokolai (dviguba kontrolė). Tik tada ląstelė buvo veikiama 

tiriamąja medžiaga, ištirpinta DMSO, taikyti tie patys protokolai. 
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Tiriant IP3 ir IP6 poveikį, po protokolų serijos ląstelė 30 min vėl 

inkubuota kontrolinėmis sąlygomis, tokia pati protokolų serija vėl pakartota, 

taip siekiant įvertinti, ar IP3 ir / ar IP6 poveikis yra grįžtamas. 

3.4. Citoplazminių lašų jonų kanalų tyrimas 

Citoplazminiai lašai ruošti, kaip aprašyta (Lühring, 1986). Tarpubamblinė 

ląstelė įtvirtinama vertikaliai guminiame vamzdelyje, pripildytame 

kontrolinio tirpalo. Ląstelės apatinis galas nukerpamas žirklėmis, ląstelės 

turiniui 30 min. leidžiama tekėti į kontrolinio tirpalo lašą po ląstele. Šiame 

laše iš vakuolės membranos – tonoplasto – spontaniškai formuojasi 

citoplazminiai lašai, kurių turinį sudaro citoplazma. 

Tyrimui taikytas „patch clamp“ metodas, prisiurbtos ląstelės (cell-

attached, šiuo atveju prisiubto tonoplasto – tonoplast-attached) 

konfigūracija. Borosilikatinės mikropipetės (WPI, Sarasota, FL, USA) 

trauktos naudojant pipečių traukiklį „P-1000“ (Sutter Instrument, Co., 

Novato, CA, USA). Mikropipetės (galiuko skersmuo ~1 µm) pildytos arba 

kontroliniu tirpalu, arba kontroliniame tirpale ištirpinta tiriamąja medžiaga. 

Kaip referentinis elektrodas naudota sidabrinė viela, įmerkta netoli tiriamų 

citoplazminių lašų. Registravimo sistemą sudarė  stiprintuvas „MultiClamp 

700B“ ir analogas-kodas keitiklis „Digidata 1440A“ (Molecular Devices, 

San Jose, CA, USA) valdomas kompiuteriu programine įranga „pClamp 10“ 

(Molecular Devices, San Jose, CA, USA). Naudotas diskretizavimo dažnis 

– bent 10 kHz, signalas filtruotas 1 kHz Besselio filtru. 

Vertinti parametrai: per pavienį jonų kanalą tekančios srovės amplitudė 

(pA), kanalo atsidarymo tikimybė Po. 

3.5. Ciklozės greičio tyrimas 

Menturdumblių tarpubamblinėse ląstelėse stebimas greitas (iki 100 μm/s) 

citoplazmos judėjimas – ciklozė, nulemtas miozino molekulių judėjimo 

aktino gijomis. Šio proceso greitis priklauso nuo Ca2+ koncentracijos 

citoplazmoje, nes Ca2+ jungdamasis prie aktomiozino komplekso jį surakina; 

pavyzdžiui, VP generavimo metu citoplazmoje Ca2+ koncentracijai viršijus 

~1 µM, stebimas ciklozės sustojimas (Williamson, Ashley, 1982; Shimmen, 

2007). Šis procesas yra grįžtamas – ciklozės greičio priklausomybė nuo 

laiko gali būti aprašyta eksponentine lygtimi 𝑣 = 𝑣𝑚𝑎𝑥(1 − 𝑒−
𝑡

𝜏), kur v yra 

ciklozės greitis, vmax – maksimalus ciklozės greitis, t – laikas, o τ – laiko 

konstanta (Pupkis et al., 2021). Dėl Ca2+ koncentracijos citoplazmoje ir 

ciklozės sąsajos stebint ciklozės greitį galima netiesiogiai vertinti 
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citoplazminę Ca2+ koncentraciją (Okazaki et al., 2002; Shimmen, 2007), 

pavyzdžiui, siekiant nustatyti, ar potencialūs Ca2+ kanalų aktyvatoriai, tokie 

kaip IP6, keičia Ca2+ dinamiką ląstelės ramybės būsenoje ir / ar po elektrinio 

sužadinimo.  

Citoplazmos judėjimas stebėtas tarpubamblinę Nitellopsis obtusa 

ląstelę įdėjus į registravimo kamerą su norimu tirpalu ir stebint mikroskopu 

su kamera „Eclipse FN1“ (Nikon), naudojant 200× didinimą. Vaizdas buvo 

įrašomas atviro kodo programa „OBS Studio“, įrašai vėliau analizuojami. 

Ciklozės greitis vertintas kas 1 min. pagal matomų citoplazminių dalelių 

judėjimo greitį, įvertinant, kokį atstumą jos nukeliaudavo per tam tikrą laiko 

tarpą. 

Vykdant eksperimentą, pirmiausia tarpubamblinė ląstelė 10 min. 

paliekama kontroliniame APW tirpale, tuomet galvaniniu elementu (1,5 V) 

elektriškai sužadinama, stebimas ciklozės sustojimas. Po sužadinimo 20 

min. laukiama, kol ciklozės greitis atsistatys, tuomet tirpalas automatine 

pipete pakeičiamas iš kontrolinio į 150 µM IP6 tirpalą. Ląstelė inkubuojama 

30 min., tuomet vėl elektriškai sužadinama. Po 20 min., tirpalas pakeičiamas 

atgal į kontrolinį, po 30 min. inkubacijos ląstelė dar kartą elektriškai 

sužadinama, laukiama 20 min. 

Pasirinkta vertinti ciklozės greitį, kai ląstelė yra ramybės būsenoje vr 

prieš pat elektrinį sužadinimą (µm/s), taip pat aukščiau aprašyto 

eksponentinio modelio parametrus vmax – maksimalų ciklozės greitį 

atsistatymo metu (µm/s) ir τ – greičio atsistatymo laiko konstantą (min.). 

3.6. Tarpubamblinių ląstelių gyvybingumo tyrimas 

Ląstelių gyvybingumas vertintas pagal jų turgorą – jį praradusi ląstelė 

laikyta žuvusia. 

Tyrimo metu po 15 ląstelių laikytos kontroliniame tirpale, taip pat 

0,1 mM, 0,3 mM ir 1 mM koncentracijų verapamilo tirpaluose registravimo 

kameroje. Kas 30 min. mechaniškai tikrinama, kiek ląstelių dar yra 

turgorizuotos. Tyrimas kiekvieno tirpalo atveju kartotas 4 kartus. 

Išgyvenusių ląstelių skaičiaus procentinės išraiškos priklausomybė nuo laiko 

aproksimuota Boltzmanno funkcija, siekiant įvertinti laiko trukmę t1/2, per 

kurią tam tikrame tirpale žūsta 50 % ląstelių (min.). 

3.7. Statistinė analizė 

Duomenys analizuoti pasitelkiant programinę įrangą pClamp 10.2 

(Molecular Devices, San Jose, CA, USA), MicroCal OriginPro 2018 
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(OriginLab, Northampton, MA, USA) ir programavimo kalbą R (statistinės 

analizės paketas rstatix 0.7.2). Pavienių joninių kanalų tyrimuose 

papildomai naudota programa QuB (Nicolai, Sachs, 2014). 

Atliktų tyrimų imties dydžiai pateikiami 3.1 lentelėje; n nurodo tirtų 

citoplazminių lašų skaičių, kitais atvejais – tarpubamblinių ląstelių skaičių. 

 

3.1 lentelė. Atliktų tyrimų imties dydžiai. Tyrimų „patch clamp“ metodu 

atveju n nurodo tirtų citoplazminių lašų skaičių, kitais atvejais – 

tarpubamblinių ląstelių skaičių. 

Medžiaga ir 

koncentracija 

Tyrimas / taikytas protokolas 

CC 

protokolas 

VC1 

protokolas 

VC2 

protokolas 

VC3 

protokolas 

„Patch 

clamp“ 

tyrimas 

Ciklozės 

tyrimas 

Verapamilas, 

0,1 mM 
4   5   

Verapamilas, 

0,3 mM 
10   10 7  

Verapamilas, 

1 mM 
6   4   

Tetrandrinas, 

0,1 mM 
5   5   

Tetrandrinas, 

0,2 mM 
10   10 5  

NED-19, 

50 µM 
7   8   

NED-19, 

75 µM 
8   8 8  

LaCl3, 

0,5 mM 
5 6 6    

IP3, 75 µM 6 8 8    

IP3, 150 µM 4 4 4    

IP6, 75 µM 9   8   

IP6, 150 µM 8 4 3 8  4 

U73122, 

25 µM  
4 4 4    

 

Tiriant tarpubamblinių ląstelių gyvybingumą, visose grupėse 

(kontrolinė grupė ir 0,1 mM, 0,3 mM bei 1 mM verapamilo koncentracijos) 

tirta po 15 ląstelių. 
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Siekiant įvertinti skirtumų tarp imčių reikšmingumą, vertinant 

pasirinktus parametrus, pasitelktos statistinės analizės priemonės. 

Kiekvienas tyrimas (išskyrus tyrimą „patch clamp“ metodika bei 

ląstelių gyvybingumo tyrimą) vykdytas pirmiausia pasirinktus parametrus 

vertinant kontrolinėmis sąlygomis, o tada tą pačią ląstelę veikiant pasirinkta 

medžiaga. Dėl šios priežasties taikyti poriniai statistiniai testai. Tiriant 

tetrandrino, IP3, IP6 ir U73122 poveikį, taikytas blokuotųjų duomenų 

ANOVA kriterijus bei post-hoc analizė (Bonferronio testas); kaip 

alternatyva taikytas Friedmano rangų sumų kriterijus bei post-hoc analizė 

(Bonferronio testas), priklausomai nuo imčių skirstinių (Shapiro-Wilko 

kriterijus). 

Vertinant tetrandrino poveikį jonų kanalų aktyvumui „patch clamp“ 

metodu bei lyginant VP sužadinimo slenksčio Eth vertės pokyčius, paveikus 

tarpubamblines ląsteles IP3 ir IP6 tirpalais, taikytas vienfaktoris 

nepriklausomų imčių ANOVA kriterijus bei post-hoc analizė (Tukey‘io 

HSD testas); kaip alternatyva taikytas Kruskalo-Walliso kriterijus bei post-

hoc analizė (Dunno testas), priklausomai nuo imčių skirstinių (Shapiro-

Wilko kriterijus). 

Triant citoplazminių lašų jonų kanalus „patch clamp“ metodu bei 

ląstelių gyvybingumą, vertinant skirtumų reikšmingumą, taikytas Stjudento 

t testas nepriklausomoms imtims (atsižvelgiant į jų variabilumą – Stjudento 

t testas dispersijai vertinti) arba Wilcoxono kriterijus nepriklausomoms 

imtims, atsižvelgiant į imčių skirstinius (Shapiro-Wilko kriterijus). Siekiant 

vizualiai palyginti jonų kanalų voltamperines charakteristikas kontrolinėmis 

sąlygomis ir po poveikio, paveikslėliuose 4.6, 4.15 ir 4.20 pavaizduotos 

tiesinės regresijos, visais atvejais R2>0,98. 

Aukščiau nepaminėti skirtumai tarp imčių vertinti taikant Stjudento t 

kriterijų priklausomoms imtims arba Wilcoxono kriterijų priklausomoms 

imtims, atsižvelgiant į imčių skirstinius (Shapiro-Wilko kriterijus). 

Visais atvejais skirtumas laikytas reikšmingu, kai p<0,05. Tirtų 

parametrų vertės pateikiamos kaip vidurkiai ± SD. Šalia p verčių pateikiama, 

koks statistinis testas buvo naudotas: „T’“ – Stjudento t kriterijus 

nepriklausomoms imtims; „W‘“ – Wilcoxono kriterijus nepriklausomoms 

imtims; „T“ – Stjudento t kriterijus priklausomoms imtims; „W“ – 

Wilcoxono kriterijus priklausomoms imtims. 

3.8. Autoriaus indėlis 

Dalį eksperimentų, vertinant verapamilo, tetrandrino ir NED-19 poveikį 

elektrofiziologiniams tarpubamblinių Nitellopsis obtusa ląstelių 
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parametrams fiksuotos srovės ir fiksuotos įtampos metodais, atliko dr. Indrė 

Lapeikaitė. 

Ląstelių gyvybingumo tyrimo duomenis surinko Julius Kavaliauskas, 

šie duomenys panaudoti jo magistro studijų baigiamajame darbe „Klasikinio 

L-tipo kalcio kanalų blokatoriaus verapamilio poveikis žvaigždėtojo 

maurašakio (Nitellopsis obtusa) ląstelėms“. 

Eksperimentus, vertinant IP3 poveikį elektrofiziologiniams 

tarpubamblinių Nitellopsis obtusa ląstelių parametrams fiksuotos srovės ir 

fiksuotos įtampos metodais, atliko Judita Janužaitė, šie duomenys panaudoti 

jos bakalauro studijų baigiamajame darbe „Inozitolio trisfosfato (IP3) 

poveikis menturdumblio Nitellopsis obtusa ląstelių elektrinių signalų 

parametrams“. 

Aukščiau nepaminėtus eksperimentus atliko, programavo ir duomenis 

analizavo disertacijos autorius. 
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4. REZULTATAI 

4.1. Ca2+ kanalų blokatorių poveikio tyrimas 

Siekiant nustatyti Ca2+ kanalų indėlį generuojant  Nitellopsis obtusa veikimo 

potencialus, pasitelkti keturi Ca2+ kanalų blokatoriai – verapamilas, 

tetrandrinas, NED-19 ir La3+,– vertinta, kaip skirtingos jų koncentracijos 

veikia pasirinktus elektrinių signalų parametrus. 

4.1.1. Verapamilo poveikio tyrimas 

Verapamilas (4.1 pav.) – vienas iš dažniausiai ir plačiausiai taikomų Ca2+ 

kanalų blokatorių, priklausantis fenilalkilaminų grupei (Elliott, Ram, 2011), 

blokuojantis gyvūnų L-tipo Ca2+ kanalus (Li, Shi, 2019). Pasirinkta tirti 

30 min. ląstelių inkubacijos 0,1 mM, 0,3 mM ir 1 mM šios medžiagos 

koncentracijų tirpaluose poveikį įvairiems su Nitellopsis obtusa 

elektrogeneze susijusiems parametrams. 

 

 

4.1 pav. Verapamilo struktūrinė formulė. 

 

Taikant fiksuotos srovės metodą (CC protokolas), 0,1 mM verapamilo 

poveikio elektrofiziologiniams parametrams neaptikta (P1 lentelė). Ląsteles 

30 min paveikus didesnių koncentracijų verpamilo tirpalu, poveikis jau buvo 

stebėtas (4.1 lentelė, P16 lentelė, 4.2 pav.). 
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4.1 lentelė. 0,3 mM verapamilo poveikis elektrinių Nitellopsis obtusa 

signalų parametrams, CC protokolas, n = 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

„W“ šalia p verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų priklausomoms 

imtims, „T“ – Studento t kriterijų priklausomoms imtims. Pilku fonu išskirti 

statistiškai reikšmingi skirtumai (p<0,05). 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,3 mM 
p 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 

-210±11 -172±36 0,002 W 

Membranos laidumas 

ramybės būsenoje GRP 

(S·m-2) 

0,45±0,16 0,42±0,11 0,235 T 

VP sužadinimo 

slenkstis Eth (mV) 

-101±12 -87±12 0,016 T 

VP smailė (mV) 36±14 41±19 0,301 T 

VP amplitudė (mV) 137±21 128±23 0,160 W 

VP depoliarizacijos 

trukmė tdep(s) 

1±0,2 1,3±0,2 <0,001 T 

VP repoliarizacijos 

trukmė trep (s) 

3,1±0,9 6±3 0,002 W 

 

Nustatyta, kad 0,3 mM verapamilo koncentracijos tirpalas 

depoliarizuoja membranos ramybės potencialo RP vertę vidutiniškai per 

40 mV, o 1 mM koncentracijos – per 100 mV. Nors 0,3 mM verapamilo 

koncentracijos tirpalas per maždaug 10 mV depoliarizavo VP sužadinimo 

slenkstį Eth, didesnės koncentracijos efektas nebuvo statistiškai reikšmingas 

dėl didelio elektrofiziologinio atsako variabilumo ir mažo imties dydžio, 

nors parametro vidurkiai skyrėsi daugiau nei 20 mV. Nepaisant verapamilo 

VP poveikio sužadinimo slenksčiui Eth, dėl nepakitusios VP smailės vertės 

VP amplitudės nepakito nepriklausomai nuo tirpalo koncentracijos. 

Verapamilas taip pat reikšmingai platino veikimo potencialus, ilgindamas 

tiek jų depoliarizacijos, tiek ir repoliarizcijos trukmes. 0,3 mM 

koncentracijos tirpalas pailgino depoliarizacijos trukmes ~30 %, o 1 mM 

koncentracija – daugiau nei dukart. Analogiškai, 0,3 mM verapamilo 

koncentracijos tirpalas pailgino repoliarizacijos trukmes beveik du kartus, o 

1 mM koncentracija – daugiau nei 10 kartų. Poveikis membranos laidumui 

ramybės būsenoje nestebėtas. 
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4.2 pav. Tipinis 0,3 mM verapamilo poveikio elektriškai sukeltiems 

Nitellopsis obtusa veikimo potencialams pavyzdys. Verta atkreipti dėmesį į 

skirtumą tarp VP sužadinimo slenksčio Eth verčių. Įklija rodo pavyzdinį 

membranos potencialo (MP) kitimą laike, kai po elektriškai sugeneruoto VP 

stebėti keli spontaniniai VP ir negrįžtama visiška MP depoliarizacija. 

Tiriant verapamilo poveikį fiksuotos įtampos metodu, taikytas VC3 

protokolas. Nepriklausomai nuo naudotos koncentracijos, verapamilas 

neveikė nei vienos iš pagrindinių sužadinimo metu tekančių srovių 

amplitudžių visame tirtame MP intervale (4.3 pav., lentelės P2-P5, P8-P12, 

P17-P20). Nors aptikta, kad 0,3 mM verapamilo koncentracijos tirpalas 

mažina sužadinimo metu tekančių K+ srovių IK amplitudes (lentelė P15), 

eksperimentai ląsteles veikiant 1 mM verapamilo tirpalu šios tendencijos 

nepatvirtino. 
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4.3 pav. Voltamperinės Ca2+ srovių ICa, tekančių per Nitellopsis obtusa 

ląstelių membranas sužadinimo metu, charakteristikos – kontrolinėmis 

sąlygomis ir tas pačias ląsteles 30 min. paveikus 0,3 mM koncentracijos 

verapamilo tirpalu. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Srovės reversijos 

potencialas (pažymėta rodykle) nepakito. n=10. 

 

Nors sužadinimo metu tekančių srovių amplitudės nekito, verapamilas 

reikšmingai keitė šių srovių tekėjimo dinamiką – ilgino tiek ICl srovės 

aktyvacijos, tiek ir inaktyvacijos trukmes, atitinkamai tact ir tinact (3.3 pav., 

4.4 pav., 4.5 pav.). Paveikus ląsteles 0,1 mM verapamilo koncentracijos 

tirpalu, poveikis aktyvacijos trukmėms stebėtas tik ties tam tikromis 

įtampomis: -60 mV, -40 mV ir 20 mV (P6 lentelė), tuo tarpu 0,3 mM 

koncentracija reikšmingai ilgino aktyvacijos trukmes visame tirtame MP 

ruože nuo  -100 mV iki 60 mV: trukmės pailgėjo apie du kartus (P13 

lentelė). 1 mM verapamilo poveikis aktyvacijos trukmėms buvo 

reikšmingas MP intervale nuo -20 mV iki 40 mV. Nereikšmingumą ties 

kitomis MP vertėmis lėmė išaugęs variabilumas ir nedidelis imties dydis, 

nors patys verčių vidurkiai visame tirtame įtampų intervale nuo kontrolinių 

verčių skyrėsi bent pustrečio karto (P21 lentelė). 
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4.4 pav. Sužadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekančios Cl– 

srovės ICl aktyvacijos trukmių tact priklausomybė nuo membranos potencialo 

(MP) kontrolinėmis sąlygomis bei 30 min. paveikus 0,1 mM, 0,3 mM ir 1 

mM koncentracijų verapamilo tirpalais. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

Žvaigždutės žymi reikšmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verčių 

kontrolinėmis sąlygomis ir po poveikio. n=4-10. 

 

Panašios tendencijos stebėtos vertinant verapamilo poveikį ICl 

inaktyvacijos trukmėms (4.5 pav.). 0,1 mM verpamilo koncentracijos 

tirpalas pailgino jas įtampų intervale nuo -80 mV iki -20 mV (P7 lentelė), o 

0,3 mM koncentracijos tirpalo poveikis buvo reikšmingas dar didesniame 

intervale – nuo -100 mV iki 60 mV, kur inaktyvacijos trukmės pailgėjo net 

3-5 kartus (P14 lentelė). Dėl sulėtėjusios srovių dinamikos taikytas VC3 

protokolas neleido adekvačiai įvertinti 1 mM verapamilo koncentracijos 

poveikio inaktyvacijos trukmėms (taip pat ir IK srovei), nes stimulas dažnai 

baigdavosi anksčiau, nei būdavo pasiekiama stacionari būsena. Didžiausios 

tirtos koncentracijos verapamilo poveikis kokybiškai neturėtų skirtis nuo 

mažesnių koncentracijų sukelto poveikio. 
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4.5 pav. Sužadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekančios Cl- 

srovės ICl inaktyvacijos trukmių tinact priklausomybė nuo membranos 

potencialo (MP) kontrolinėmis sąlygomis bei 30 min. paveikus 0,1 mM ir 

0,3 mM koncentracijų verapamilo tirpalais. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

Žvaigždutės žymi reikšmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verčių 

kontrolinėmis sąlygomis ir po poveikio. n=5-10. 

 

Pastebėjus verapamilo poveikius, kurių negalima priskirti vien tik Ca2+ 

kanalų blokavimui, pavyzdžiui, membranos ramybės potencialo 

depoliarizaciją ir VP trukmės pailgėjimą, nutarta įvertinti, ar šis blokatorius 

veikia K+ kanalų aktyvumą. Šiuo tikslu pasirinkta patogi citoplazminių lašų 

modelinė sistema, leidžianti įvertinti pavienių tonoplasto K+ kanalų 

aktyvumą  „patch clamp“ metodu.  Tiriant šiuos kanalus, aptikta, kad, nors 

ties neigiamiausiomis potencialo vertėmis (nuo -60 mV) 0,3 mM verapamilo 

koncentracija reikšmingai didina srovių per pavienius didelio laidumo K+ 

kanalus amplitudes (4.6 pav., P1 pav.), kanalų laidumas, sprendžiant iš 

voltamperinių charakteristikų tiesinių regresijų, nepakito. Vertinant kanalų 

atsidarymo tikimybes Po, aptikta, kad verapamilas mažina jas MP ruože nuo 

-20 mV iki -80 mV (4.6 pav., P1 pav.). 
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4.6 pav. 0,3 mM koncentracijos verapamilo tirpalo poveikis Nitellopsis 

obtusa citoplazminių lašų membranų K+ kanalų aktyvumui: srovių, tekančių 

per pavienius kanalus (a) ir kanalų atsidarymo tikimybėms (b), palaikant tam 

tikrą įtampą. Įklija kairėje rodo tipinį kanalų aktyvumą, palaikant -80 mV 

įtampą. Žvaigždutės žymi reikšmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro 

verčių kontrolinėmis sąlygomis ir po poveikio. n=7-9. 

 

Svarbu paminėti, kad verapamilo poveikis ne tik keitė elektrinių signalų 

parametrus, bet ir buvo ląstelėms toksiškas. Daugumos (10 iš 12) ląstelių, 

veiktų 0,3 mM verapamilo tirpalu, MP galiausiai (per keletą valandų) 

negrįžtamai depoliarizavosi (4.2 pav. įklija). Tai buvo įvertinta kaip ląstelių 

žūtis, nes kartu ląstelės prarado turgorą, nustojo judėjusi citoplazma. 

Siekiant tiksliau įvertinti toksišką verapamilo poveikį, atliktas ląstelių 

gyvybingumo tyrimas. Aptikta, kad kontroliniame tirpale per visą stebėjimo 

laiką (5 val.) visos ląstelės išgyveno; ląsteles panardinus į visų tirtų 

koncentracijų verapamilo tirpalus, visos ląstelės galiausiai žuvo, tačiau 

poveikis priklausė nuo koncentracijos. Nustatyta, kad vidutiniškai pusė 

Nitellopsis obtusa tarpubamblinių ląstelių žūna, veikiamos 0,1 mM 

koncentracijos verapamilo tirpalu per 2,57±0,63 val., veikiamos 0,3 mM 

koncentracijos tirpalu  – per 1,58±0,2 val., veikiamos 1 mM koncentracijos 

verapamilo tirpalu – per 0,25 val (4.7 pav.). 
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4.7 pav. Nitellopsis obtusa ląstelių gvybingumo tyrimas, atliktas veikiant jas 

0,1 mM, 0,3 mM ir 1 mM koncentracijos verapamilo tirpalais. Kiekviename 

eksperimente (n=4) tirta po 15 ląstelių, kurių turgoras mechaniškai vertintas 

kas 30 min. Turgoro praradimas laikytas ląstelių žūtimi. Išgyvenusių ląstelių 

dalies laikinė priklausomybė aproksimuota Boltzmanno funkcija, siekiant 

įvertinti laiko trukmę t1/2, per kurią tam tikrame tirpale žūsta 50 % ląstelių 

(įklija). 

 

Apibendrinant, 0,1 mM verapamilo koncentracijos poveikis pasireiškė 

tik kai kuriems nagrinėtiems parametrams, 0,3 mM koncentracijos poveikis 

buvo reikšmingas, 1 mM koncentracijos citotoksiškas poveikis daugeliu 

atveju nustelbė specifinius elektrofiziologinius efektus. Verapamilas 

depoliarizuoja membranos ramybės potencialą ir VP sužadinimo slenkstį, 

bet nekeičia VP amplitudės. Sužadinimo metu tekančių srovių amplitudė 

taip pat nesikeičia, tačiau srovių dinamika yra paveikiama – tiek šių srovių, 

tiek ir VP laikinių charakteristikų vertės yra ilginamos. 

4.1.2. Tetrandrino poveikio tyrimas 

Tetrandrinas (4.8 pav.) – Ca2+ kanalų blokatorius, priklausantis alkaloidų 

grupei, išskirtas iš Japonijoje augančio augalo Stephania tetrandra S. Moore 

(Bhagya, Chandrashekar, 2016). Žinoma, kad tetrandrinas blokuoja gyvūnų 

N- ir T-tipo Ca2+ kanalus (Wiegand et al., 1990; Rossier et al., 1993). Dėl 

savo hidrofobiškumo ši medžiaga buvo tirpiname tirpiklyje DMSO. 

Pasirinkta tirti 0,1 mM (ištirpinta 0,75 % DMSO) ir 0,2 mM (ištirpinta 1,5 % 
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DMSO) tetrandrino koncentracijų poveikį įvairiems su Nitellopsis obtusa 

elektrogeneze susijusiems parametrams. 

 

 
 

4.8 pav. Tetrandrino struktūrinė formulė. 

 

Taikant fiksuotos srovės metodą (CC protokolas), nustatyta, kad, nors 

iš pirmo žvilgsnio tetrandrinas turi poveikį elektrinių signalų parametrams, 

šį poveikį galima paaiškinti tirpiklio DMSO poveikiu. Pavyzdžiui, tai, kad 

0,1 mM tetrandrino koncentracijos tirpalas ramybės potencialo vidutinę 

vertę palyginus su kontrole depoliarizavo vidutiniškai per 30 mV, galima 

paaiškinti tuo, kad šio parametro vertė buvo depoliarizuota per daugiau nei 

30 mV ląstelę inkubavus 0,75 % koncentracijos DMSO tirpale (P22 lentelė, 

P2 pav.). 
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4.2 lentelė. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis 

elektrinių Nitellopsis obtusa signalų parametrams, CC protokolas, n = 10. 

Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su kontrole 

(p<0,05). 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,2 mM 

DMSO, 

1,5 % 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 

-197±22 -162±31 -173±22 

Membranos laidumas 

ramybės būsenoje 

GRP (S·m-2) 

0,37±0,13 0,27±0,1 0,31±0,08 

VP sužadinimo 

slenkstis Eth (mV) 

-104±17 -87±17 -99±17 

VP smailė (mV) 30±15 9±23 10±31 

VP amplitudė (mV) 134±14 95±12 109±22 

VP depoliarizacijos 

trukmė tdep(s) 

1,4±0,4 1,8±0,6 1,7±0,6 

VP repoliarizacijos 

trukmė trep (s) 

4±1,4 12,9±6 9,4±6,5 

 

Nors 0,2 mM tetrandrino koncentracijos tirpalas iš pažiūros veikė visus 

pritaikant CC protokolą įvertintus parametrus, jų vertės nesiskyrė nuo 

verčių, gautų ląsteles paveikus 1,5 % koncentracijos DMSO tirpalu. Vis 

dėlto, verta paminėti, kad tetrandrino sukelta VP sužadinimo slenksčio Eth 

depoliarizacija per 10 mV, lyginant su parametro verte ląsteles paveikus 

DMSO tirpalu, buvo arti reikšmingumo ribos (p = 0,056)  (4.2 lentelė, 

P2 pav.). 
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4.9 pav. Tipinis 0,2 mM koncentracijos tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % 

koncentracijos DMSO tirpalų poveikio elektriškai sukeltiems Nitellopsis 

obtusa veikimo potencialams pavyzdys. Įklija rodo veikimo potencialo 

sužadinimo slenksčio Eth vertes skirtinguose tirpaluose. Žvaigždutės žymi 

reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp parametro vertės kontrolinėmis 

sąlygomis ir po poveikio. n=10. 

 

1,5 % koncentracijos DMSO tirpalo poveikis reikšmingai sumažino VP 

amplitudę vidutiniškai per 25 mV. Amplitudės vertė buvo dar vidutiniškai 

15 mV mažesnė, paveikus 0,2 mM tetrandrino koncentracijos tirpalu, tačiau 

šis poveikis nesiskyrė nuo DMSO poveikio. Tiek VP depoliarizacijos, tiek 

ir VP repoliarizacijos trukmės pailgėjo, ląsteles inkubavus 1,5 % 

koncentracijos DMSO tirpale. Paveikus ląsteles 0,2 mM koncentracijos 

tetrandrino tirpalu, stebėtas panašus efektas, nors vertės nesiskyrė nuo verčių 

po inkubacijos 1,5 % koncentracijos DMSO tirpale (4.2 lentelė, P22 lentelė, 

P2 pav.). 

Tiriant tetrandrino poveikį sužadinimo metu tekančių srovių 

parametrams (VC3 protokolas), ląsteles inkubavus 0,1 mM koncentracijos 

tetrandrino tirpale ryškesnio poveikio, pasireiškiančio platesniame įtampų 

intervale, nepastebėta. 0,75 % koncentracijos DMSO tirpalas įtakos šiems 

parametrams taip pat neturėjo (lentelės P23-P29, P3-P9 pav.). 
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4.10 pav. Voltamperinės K+ srovių IK, tekančių per Nitellopsis obtusa 

ląstelių membranas sužadinimo metu, charakteristikos – kontrolinėmis 

sąlygomis ir tas pačias ląsteles 30 min. paveikus 0,2 mM koncentracijos 

tetrandrino bei jo tirpiklio 1,5 % koncentracijos DMSO tirpalais. Pateikti 

verčių vidurkiai ± SD. Žvaigždutės žymi reikšmingus skirtumus (p<0,05) 

tarp parametro verčių kontrolinėmis sąlygomis ir po poveikio. n=11. 

 

Vertinant 0,2 mM koncentracijos tetrandrino ir 1,5 % koncentracijos 

DMSO tirpalų poveikį sužadinimo metu tekančioms srovėms, nenustatyta 

skirtumų, kuriuos vienareikšmiškai būtų galima priskirti tetrandrino 

poveikiui. DMSO lėmė K+ srovių IK, amplitudės išaugimą ties 20 mV ir 40 

mV MP, tetrandrinas poveikio neturėjo (P36 lentelė, 4.10 ir P9 pav.). Panaši 

tendencija stebėta vertinant ir nuotėkio sroves Ileak (P30 lentelė, P3 pav.).  
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4.11 pav. Voltamperinės Ca2+ srovių ICa, tekančių per Nitellopsis obtusa 

ląstelių membranas sužadinimo metu, charakteristikos – kontrolinėmis 

sąlygomis ir tas pačias ląsteles 30 min. paveikus 0,2 mM koncentracijos 

tetrandrino bei jo tirpiklio 1,5 % koncentracijos DMSO tirpalais. Srovės 

reversijos potencialas (pažymėta rodyklėmis) pasislinko. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. Žvaigždutės žymi reikšmingus skirtumus (p<0,05) tarp 

parametro verčių kontrolinėmis sąlygomis ir po poveikio. n=11. 

 

Ryškesnis poveikis platesniame įtampų intervale buvo stebėtas 

vertinant Ca2+ ir Cl– srovių amplitudes bei Cl– srovės laikines 

charakteristikas. 
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4.12 pav. Voltamperinės Cl– srovių ICl, tekančių per Nitellopsis obtusa 

ląstelių membranas sužadinimo metu, charakteristikos – kontrolinėmis 

sąlygomis ir tas pačias ląsteles 30 min. paveikus 0,2 mM koncentracijos 

tetrandrino bei jo tirpiklio 1,5 % koncentracijos DMSO tirpalais. Srovės 

reversijos potencialas (pažymėta rodyklėmis) pasislinko. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. Žvaigždutės žymi reikšmingus skirtumus (p<0,05) tarp 

parametro verčių kontrolinėmis sąlygomis ir po poveikio. n=11. 

 

Po ląstelių inkubacijos 1,5 % koncentracijos DMSO tirpale, Ca2+ srovės 

ICa, Cl– srovės ICl bei jų suminės srovės ICaCl voltamperinės charakteristikos 

buvo pasislinkusios link neigiamesnių MP verčių. Skirtumų tarp tetrandrino 

ir DMSO poveikio nenustatyta (P31-P33 lentelės, 4.11-4.12 pav., 

P4-P6 pav.). Analogiškai, ICl aktyvacijos trukmės tact pailgėjo, paveikus 

ląsteles DMSO tirpalu, bet tetrandrino poveikio nustatyta nebuvo (P34 

lentelė, 4.13 pav., P7 pav.). 
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4.13 pav. Sužadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekančios Cl– 

srovės ICl aktyvacijos trukmių tact priklausomybė nuo membranos potencialo 

(MP) kontrolinėmis sąlygomis ir tas pačias ląsteles 30 min. paveikus 0,2 mM 

koncentracijos tetrandrino bei jo tirpiklio 1,5 % koncentracijos DMSO 

tirpalais. Pateikti verčių vidurkiai ± SD.  Žvaigždutės žymi reikšmingus 

skirtumus (p<0,05) tarp parametro verčių kontrolinėmis sąlygomis ir po 

poveikio. n=11. 

 

1,5 %, koncentracijos DMSO tirpalas, bet ne 0,2 mM koncentracijos 

tetrandrino tirpalas taip pat ilgino inaktyvacijos laikų trukmes tinact MP ruože 

nuo -80 mV iki -20 mV (P35 lentelė, 4.14 pav., P8 pav.). 
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4.14 pav. Sužadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekančios Cl– 

srovės ICl inaktyvacijos trukmių tinact priklausomybė nuo membranos 

potencialo (MP) kontrolinėmis sąlygomis ir tas pačias ląsteles 30 min. 

paveikus 0,2 mM koncentracijos tetrandrino bei jo tirpiklio 1,5 % 

koncentracijos DMSO tirpalais. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Žvaigždutės 

žymi reikšmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verčių kontrolinėmis 

sąlygomis ir po poveikio. n=11. 

 

„Patch clamp“ metodu tiriant citoplazminių lašų membranos jonų 

kanalų aktyvumą, nustatyta, kad 1,5 % koncentracijos DMSO tirpalas didina 

šių srovių amplitudes ties neigiamiausiomis tirtomis įtampomis (nuo -80 

mV). 0,2 mM koncentracijos tetrandrino tirpalas sumažino srovės amplitudę 

ties -120 mV. Šių kanalų laidumo, sprendžiant iš voltamperinių 

charakteristikų tiesinių regresijų, nepakeitė nei tetrandrinas, nei DMSO. 

Aptikta, kad DMSO sumažina kanalų atsidarymo tikimybę PO ties -20 mV, 

tetrandrinas poveikio neturi (4.15 pav., P10-P11 pav.). 
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4.15 pav. 0,2 mM koncentracijos tetrandrino bei jo tirpiklio 1,5 % 

koncentracijos DMSO tirpalų poveikis citoplazminių lašų membranų K+ 

kanalų aktyvumui: srovių, tekančių per pavienius kanalus (a) ir kanalų 

atsidarymo tikimybėms (b), palaikant tam tikrą įtampą. Įklija kairėje rodo 

tipinį kanalų aktyvumą, palaikant -80 mV įtampą. Žvaigždutės žymi 

reikšmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verčių skirtingomis 

sąlygomis. n=5-9. 

 

Apibendrinant, negalima teigti, kad tetrandrinas veikia tirtus 

elektrofiziologinius parametrus: tokį patį poveikį sukėlė tetrandrino tirpiklis 

DMSO. DMSO (1,5 %) mažina VP amplitudę, ilgina VP depoliarizacijos ir 

repoliarizacijos trukmes, sužadinimo metu tekančių srovių laikinių 

charakteristikų vertės analogiškai pailgėja. Taip pat pastebėta, kad DMSO 

padidina sužadinimo metu tekančių K+ srovių amplitudes bei paslenka Ca2+ 

ir Cl– srovių reversijos potencialus link neigiamesnių MP verčių. 

4.1.3. NED-19 poveikio tyrimas 

NED-19 (4.16 pav.) – rečiau taikomas policiklinis Ca2+ kanalų blokatorius 

(Kintzer, Stroud, 2016). Pasirinkta tirti 50 µM ir 75 µM NED-19 

koncentracijų tirpalų poveikį įvairiems tarpubamblinių Nitellopsis obtusa 

ląstelių elektrogenezės parametrams. Nors NED-19 buvo tirpintas DMSO, 

naudotos šio tirpiklio koncentracijos (<0,15%) buvo tokios mažos, kad į 

galimą DMSO poveikį nebuvo atsižvelgta. 
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4.16 pav. NED-19 struktūrinė formulė 

 

Taikant fiksuotos srovės metodą (CC protokolas), 50 µM 

koncentracijos NED-19 tirpalo poveikis elektrofiziologiniams parametrams 

nenustatytas (P37 lentelė), tačiau 75 µM koncentracijos jau užteko, kad kai 

kurie parametrai būtų reikšmingai paveikti (4.3 lentelė, 4.17 pav.). Po 30 

min inkubacijos pastebėta, kad 75 µM koncentracijos NED-19 tirpalas 

daugiau nei 30 mV depoliarizuoja membranos ramybės potencialą, nors 

membranos laidumo ramybės būsenoje ir neveikia. 75 µM koncentracijos 

NED-19 tirpalas taip pat depoliarizavo VP sužadinimo slenkstį vidutiniškai 

per 25 mV, tai lėmė ir reikšmingą VP amplitudės sumažėjimą. Nors VP 

depoliarizacijos trukmė reikšmingai nepailgėjo, repoliarizacijos trukmę 

75 µM koncentracijos NED-19 tirpalo poveikis pailgino daugiau nei 

trečdaliu. 
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4.3 lentelė. 75 µM NED-19 poveikis elektrinių Nitellopsis obtusa signalų 

parametrams, CC protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia 

p verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – 

Studento t kriterijų priklausomoms imtims. Pilku fonu išskirti statistiškai 

reikšmingi skirtumai (p<0,05). 

 
Kontrolė 

NED-19, 

75 µM 
p 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 
-201±16 -176±15 0,005 T 

Membranos laidumas 

ramybės būsenoje GRP 

(S·m-2) 

0,35±0,06 0,33±0,08 0,307 T 

VP sužadinimo slenkstis 

Eth (mV) 
-108±9 -83±14 <0,001 T 

VP smailė (mV) 35±10 31±16 0,337 T 

VP amplitudė (mV) 143±10 114±21 0,008 W 

VP depoliarizacijos 

trukmė tdep(s) 
1,1±0,1 1,2±0,1 0,055 W 

VP repoliarizacijos 

trukmė trep (s) 
4,3±1,5 6,2±1,7 0,001 T 
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4.17 pav. Tipinis 75 µM koncentracijos NED-19 tirpalo poveikio elektriškai 

sukeltiems Nitellopsis obtusa veikimo potencialams pavyzdys. Įklija rodo 

veikimo potencialo sužadinimo slenksčio Eth vertes skirtinguose tirpaluose. 

Žvaigždutės žymi reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp parametro vertės 

kontrolinėmis sąlygomis ir po poveikio. n=8. 

 

Tiriant NED-19 poveikį fiksuotos įtampos metodu, taikytas VC3 

protokolas. Reikšmingesnio poveikio sužadinimo metu tekančių srovių 

amplitudėms platesniame įtampų intervale, ląsteles veikiant 50 µM ar 75 µM 

NED-19 koncentracijų tirpalais, nepastebėta (lentelės P39-P41, P44, P46-

P48, P51). Nors įtampų ruože nuo 20 mV iki 60 mV mažesniosios 

koncentracijos tirpalas sumažino nuotėkio srovės Ileak amplitudes 

(P38 lentelė), didesniosios koncentracijos poveikis nebuvo reikšmingas 

(P45 lentelė). 
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4.18 pav. Sužadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekančios Cl– 

srovės ICl aktyvacijos trukmių tact priklausomybė nuo membranos potencialo 

(MP) kontrolinėmis sąlygomis bei 30 min. paveikus 50 µM ir 75 µM 

koncentracijų NED-19 tirpalais. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Žvaigždutės 

žymi reikšmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verčių kontrolinėmis 

sąlygomis ir po poveikio. n=8. 

 

50 µM NED-19 tirpalo koncentracijos buvo per maža, kad paveiktų 

sužadinimo metu tekančių srovių dinamiką (lentelės P42-P43, 

pav. 4.18-4.19), bet 30 min. inkubavus ląsteles 75 µM koncentracijos 

NED-19 tirpale, stebėtas reikšmingas poveikis. ICl srovės aktyvacijos 

trukmės tact pailgėjo įtampų intervale nuo -60 mV iki 40 mV maždaug 30 % 

(P49 lentelė, 4.18 pav.), inaktyvacijos trukmės tinact pailgėjo irgi po 

vidutiniškai 30 % MP intervale nuo -80 mV iki 20 mV (P50 lentelė, 

4.19 pav.). 
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4.19 pav. Sužadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekančios Cl– 

srovės ICl inaktyvacijos trukmių tinact priklausomybė nuo membranos 

potencialo (MP) kontrolinėmis sąlygomis bei 30 min. paveikus 50 µM ir 75 

µM koncentracijų NED-19 tirpalais. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

Žvaigždutės žymi reikšmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verčių 

kontrolinėmis sąlygomis ir po poveikio. n=8. 

 

„Patch clamp“ metodu tiriant citoplazminių lašų membranos jonų 

kanalų aktyvumą, neaptiktas 75 µM koncentracijos NED-19 tirpalo poveikio 

nei per K+ kanalus tekančių srovių amplitudėms, nei atsidarymo tikimybėms. 

Kanalų laidumas, sprendžiant iš voltamperinių charakteristikų tiesinių 

regresijų, taip pat nepakito (4.20 pav.) 
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4.20 pav. 75 µM koncentracijos NED-19 tirpalo poveikis citoplazminių lašų 

membranų K+ kanalų aktyvumui: srovių, tekančių per pavienius kanalus (a) 

ir kanalų atsidarymo tikimybėms (b), palaikant tam tikrą įtampą. Įklija 

kairėje rodo tipinį kanalų aktyvumą, palaikant -80 mV įtampą. n=8-9. 

 

Apibendrinant, nors 50 µM NED-19 koncentracija buvo per maža 

sukelti reikšmingesnių nagrinėtų elektrofiziologinių parametrų pokyčių, bet 

75 µM NED-19 koncentracijos tirpalo poveikis jau buvo reikšmingas: 

nustatyta, kad ši medžiaga depoliarizuoja membranos ramybės potencialą 

bei VP sužadinimo slenkstį, tokiu būdu sumažindama VP amplitudę. Taip 

pat stebėtas ilginantis poveikis VP ir sužadinimo metu tekančių srovių 

laikinių charakteristikų vertėms. 

4.1.4. Lantano poveikio tyrimas 

La3+ jonai dažnai taikomi elektrofiziologiniuose tyrimuose kaip Ca2+ kanalų 

blokatoriai. Nors toks kanalų blokavimas nėra specifinis, La3+ vis tiek dažnai 

pasitelkiamas siekiant blokuoti Ca2+ sroves augalų ląstelėse (Tsutsui et al., 

1987a; Scherzer, Böhm, et al., 2022), tačiau šio blokatoriaus poveikis VP 

sužadinimo slenksčio vertėms kol kas nežinomas. Pasirinkta nustatyti 

0,5 mM LaCl3
 koncentracijos poveikį šiam bei kitiems su Nitellopsis obtusa 

elektrogeneze susijusiems parametrams. 

30 min. paveikus Nitellopsis obtusa ląsteles 0,5 mM koncentracijos 

LaCl3 tirpalu, sumažėjo maksimalus membranos laidumas sužadinimo metu 

Gmax ir VP amplitudė. VP smailės vertė nepakito, bet stebėta reikšminga VP 

sužadinimo slenksčio depoliarizacija vidutiniškai per 20 mV. Visi kiti 

nagrinėti parametrai, įskaitant membranos ramybės potencialą, reikšmingai 

nekito (4.4 lentelė, 4.21 pav.). Tai leidžia La3+ jonus laikyti specifiškesniais 

N. obtusa Ca2+ kanalų blokatoriais nei verapamilas, tetrandrinas ir NED-19.  

Keleto eksperimentų metu La3+ paveiktos ląstelės buvo grąžintos į 

kontrolinį tirpalą. La3+ poveikis ne tik nebuvo grįžtamas, bet suintensyvėjo, 
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kelios ląstelės visiškai prarado sužadinamumą. Tai leidžia spręsti apie stiprią 

sąveiką tarp blokatoriaus ir jo taikinio. 

 

4.4 lentelė. 0,5 mM LaCl3 poveikis elektrinių Nitellopsis obtusa signalų 

parametrams, taikyti CC, VC1 ir VC2 protokolai, n = 5-6. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų 

priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų priklausomoms imtims. 

Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai (p<0,05). 

 Kontrolė 
0,5 mM 

LaCl3 
p 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 
-221±21 -217±25 0,479 T 

Membranos laidumas ramybės 

būsenoje GRP (S·m-2) 
0,31±0,08 0,33±0,08 0,568 T 

VP sužadinimo slenkstis 

Eth (mV) 
-95±12 -74±15 0,047 T 

VP smailė (mV) 18±7 7±22 0,208 T 

VP amplitudė (mV) 113±14 81±30 0,045 T 

VP depoliarizacijos trukmė 

tdep(s) 
1,4±0,3 1,2±0,1 0,290 T 

VP repoliarizacijos trukmė 

trep (s) 
3,1±0,7 3±0,6 0,748 T 

Maksimalus membranos 

laidumas sužadinimo metu 

Gmax (S·m-2) 

3,4±0,5 2,5±0,7 0,019 T 

Membranos laidumas 

ties -250 mV G-250 mV (S·m-2) 
0,35±0,07 0,42±0,10 0,065 T 

Membranos laidumas ties 

50 mV G50 mV (S·m-2) 
0,88±0,25 0,79±0,12 0,438 W 

Sužadinimo srovės amplitudė 

Itrans (µA·cm-2) 
-41±9 -33±10 0,169 T 

Sužadinimo srovės aktyvacijos 

trukmė tact_trans (s) 
1,2±0,2 0,9±0,3 0,179 T 

Sužadinimo srovės 

inaktyvacijos 

trukmė tinact_trans (s) 

2,2±0,7 2,2±0,6 0,987 T 
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4.21 pav. Tipinis 0,5 mM koncentracijos LaCl3 tirpalo poveikio elektriškai 

sukeltiems Nitellopsis obtusa veikimo potencialams pavyzdys. Įklija rodo 

veikimo potencialo sužadinimo slenksčio Eth vertes skirtinguose tirpaluose. 

Žvaigždutė žymi reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp parametro vertės 

kontrolinėmis sąlygomis ir po poveikio. n=5. 

4.2. Inozitolio fosfatų poveikio tyrimas 

Žinant, kad inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) vaidmuo augalų fiziologijoje, 

ypač elektrinių signalų generavimo metu, dar nėra aiškus, nutarta įvertinti, 

kaip ši potenciali antrinė signalinė molekulė veikia Nitellopsis obtusa 

elektrinių signalų parametrus. Tam taip pat pasitelktas fosfolipazės C (PLC), 

sintetinančios IP3, blokatorius U73122. Galiausiai, tikrinta hipotezė, kad IP3 

augalų fiziologiniuose procesuose gali pakeisti kitas inozitolio fosfatas – IP6. 

Kitaip nei tiriant Ca2+ kanalų blokatorius, šių tyrimų metu nuspręsta taip pat 

atkreipti dėmesį, ar tirtų potencialiai aktyvuojančių medžiagų poveikis yra 

grįžtamas, nes tik tokie aktyvatoriai galėtų atlikti fiziologinę antrinių 

signalinių molekulių funkciją. 
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4.2.1. Inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) poveikio tyrimas 

Pasirinkta tirti 75 µM ir 150 µM inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) 

koncentracijų bei 25 µM fosfolipazės C (PLC) blokatoriaus U73122 poveikį 

įvairiems su Nitellopsis obtusa elektrogeneze susijusiems parametrams. 

 

4.5 lentelė. 75 µM inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) poveikis elektrinių 

Nitellopsis obtusa signalų parametrams, taikyti CC, VC1 ir VC2 protokolai, 

n = 6-8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti statistiškai 

reikšmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertės, 

rodančios statistiškai reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolės-2 

grupių. 

 Kontrolė-1 IP3, 75 µM Kontrolė-2 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 
-229±12 -221±22 -215±22 

Membranos laidumas 

ramybės būsenoje 

GRP (S·m-2) 

0,32±0,07 0,32±0,08 0,35±0,07 

VP sužadinimo slenkstis 

Eth (mV) 
-94±8 -110±9 -103±10 

VP smailė (mV) 31±12 19±15 34±11 

VP amplitudė (mV) 125±15 128±14 137±12 

VP depoliarizacijos trukmė 

tdep(s) 
1,2±0,2 1,3±0,4 1,2±0,1 

VP repoliarizacijos trukmė 

trep (s) 
3,1±0,5 3,4±0,7 2,9±0,5 

Maksimalus membranos 

laidumas sužadinimo metu 

Gmax (S·m-2) 

5±1,9 4,8±1,8 5,5±2,2 

Membranos laidumas 

ties -250 mV G-250 mV (S·m-2) 
0,36±0,07 0,35±0,08 0,37±0,07 

Membranos laidumas ties 

50 mV G50 mV (S·m-2) 
1,06±0,24 1,18±0,32 1,08±0,17 

Sužadinimo srovės amplitudė 

Itrans (µA·cm-2) 
-56±16 -60±19 -63±12 

Sužadinimo srovės 

aktyvacijos trukmė tact_trans (s) 
0,9±0,2 1,2±0,4 1±0,3 

Sužadinimo srovės 

inaktyvacijos trukmė 

tinact_trans (s) 

1,6±0,5 1,7±0,7 1,6±0,6 
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Vertinant abiejų koncentracijų IP3 tirpalų poveikį, neaptikta, kad ši 

medžiaga keistų elektrinių signalų parametrus, nestebėta ir tikėtina 

priklausomybė nuo koncentracijos (4.5 lentelė, P52 lentelė, 4.22 pav., 

P13 pav.). 
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4.22 pav. Tipinis 75 µM koncentracijos inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) 

tirpalo poveikio elektriškai sukeltiems Nitellopsis obtusa veikimo 

potencialams pavyzdys. Įklija rodo veikimo potencialo sužadinimo 

slenksčio Eth vertes skirtinguose tirpaluose. n=6. 

 

Vis dėlto, verta paminėti, kad kai kurių ląstelių VP sužadinimo 

slenksčio vertės po inkubacijos IP3 tirpale buvo hiperpoliarizuotos, tačiau 

poveikis nebuvo statistiškai reikšmingas (p = 0,072). Nors kontrolinėmis 

sąlygomis Nitellopsis obtusa ląstelės beveik niekada negeneruoja 

spontaninių veikimo potencialų, po inkubacijos 75 µM koncentracijos IP3 

tirpale 1 ląstelė iš 9 bei po inkubacijos 150 µM koncentracijos IP3 tirpale 

1 ląstelė iš 4 generavo spontaninių VP sekas (4.23 pav.). 
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4.23 pav. Po 30 min. tarpubamblinių Nitellopsis obtusa ląstelių inkubacijos 

75 µM koncentracijos inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) tirpale ir elektriškai 

sugeneruoto VP stebėta spontaninių VP seka. 

 

Vertinant 25 µM koncentracijos fosfolipazės C (PLC) blokatoriaus 

U73122 tirpalo poveikį Nitellopsis obtusa elektrinių signalų parametrams 

atsižvelgta, kad ši medžiaga tirpinta 1 % koncentracijos DMSO tirpale. Nors 

iš pirmo žvilgsnio U73122 depoliarizavo membranos ramybės potencialą 

vidutiniškai per 30 mV, šį parametrą depoliarizavo ir DMSO, reikšmingo 

skirtumo tarp abiejų poveikių nenustatyta (P53 lentelė, 4.24 pav., P14 pav.). 

Taikant fiksuotos įtampos metodo VC2 protokolą taip pat įvertinta, kad 1 % 

DMSO reikšmingai sumažino sužadinimo metu tekančios srovės amplitudes 

vidutiniškai 30 %. 
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4.24 pav. Tipinis 25 µM koncentracijos fosfolipazės C blokatoriaus U73122 

ir jo tirpiklio 1 % koncentracijos DMSO tirpalų poveikio elektriškai 

sukeltiems Nitellopsis obtusa veikimo potencialams pavyzdys. Įklija rodo 

veikimo potencialo sužadinimo slenksčio Eth vertes skirtinguose tirpaluose. 

n=4. 

Apibendrinant, nepaisant stebėtų tendencijų (kai kurių ląstelių VP 

sužadinimo slenksčio hiperpoliarizacija, kartais stebėtas spontaninis 

aktyvumas), rezultatai neleidžia patvirtinti, kad IP3 yra bioaktyvi medžiaga, 

susijusi su Nitellopsis obtusa elektrinių signalų generavimu. 

4.2.2. Inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikio tyrimas 

Pasirinkta tirti 75 µM ir 150 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) 

koncentracijų tirpalų poveikį įvairiems su Nitellopsis obtusa elektrogeneze 

susijusiems parametrams. 

Pastebėta, kad abi naudotos IP6 koncentracijos, priešingai nei tokios 

pačios IP3 koncentracijos, reikšmingai hiperpoliarizuoja VP sužadinimo 

slenksčio vertę: 75 µM vidutiniškai 15 mV, 150 µM – beveik 40 mV, abiem 

atvejais IP6 poveikis buvo grįžtamas (4.6 lentelė, 4.7 lentelė, 4.27 pav., 

P15 pav.) 
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4.6 lentelė. 75 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis elektrinių 

Nitellopsis obtusa signalų parametrams, taikytas CC protokolas, n = 9. 

Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi 

skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertės, rodančios 

statistiškai reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP6 ir Kontrolės-2 grupių. 

 Kontrolė-1 IP6, 75 µM Kontrolė-2 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 
-222±17 -215±17 -216±18 

Membranos laidumas 

ramybės būsenoje 

GRP (S·m-2) 

0,57±0,34 0,6±0,44 0,48±0,25 

VP sužadinimo 

slenkstis Eth (mV) 
-99±12 -114±9 -91±7 

VP smailė (mV) 29±7 20±13 31±16 

VP amplitudė (mV) 128±17 135±14 122±15 

VP depoliarizacijos 

trukmė tdep(s) 
1,3±0,3 1,3±0,3 1,2±0,2 

VP repoliarizacijos 

trukmė trep (s) 
3,6±1,3 4,2±1,2 3,3±0,9 
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4.7 lentelė. 150 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis elektrinių 

Nitellopsis obtusa signalų parametrams, taikyti CC, VC1 ir VC2 protokolai, 

n = 4-8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti statistiškai 

reikšmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertės, 

rodančios statistiškai reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP6 ir Kontrolės-2 

grupių. 

 Kontrolė-1 150 µM IP6 Kontrolė-2 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 
-206±19 -195±31 -180±35 

Membranos laidumas 

ramybės būsenoje 

GRP (S·m-2) 

0,33±0,1 0,34±0,11 0,37±0,1 

VP sužadinimo 

slenkstis Eth (mV) 
-96±5 -133±15 -89±9 

VP smailė (mV) 35±9 13±10 37±11 

VP amplitudė (mV) 130±10 146±18 125±12 

VP depoliarizacijos 

trukmė tdep(s) 
1,2±0,2 1,5±0,4 1,3±0,2 

VP repoliarizacijos 

trukmė trep (s) 
3,6±1,2 7,2±5,1 4,1±2 

Maksimalus 

membranos laidumas 

sužadinimo metu 

Gmax (S·m-2) 

5,5±1,2 6,8±2,4 4,6±2,3 

Membranos laidumas 

ties -250 mV 

G-250 mV (S·m-2) 

0,41±0,05 0,42±0,05 0,42±0,06 

Membranos laidumas 

ties 50 mV 

G50 mV (S·m-2) 

1,03±0,16 1,25±0,37 0,99±0,27 

Sužadinimo srovės 

amplitude 

Itrans (µA·cm-2) 

-89±23 -102±36 -65±34 

Sužadinimo srovės 

aktyvacijos trukmė 

tact_trans (s) 

1,2±0,3 1,5±0,3 1,2±0,4 

Sužadinimo srovės 

inaktyvacijos trukmė 

tinact_trans (s) 

1,9±0,8 2,8±1 2,2±1 
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4.25 pav. Tipinis 75 µM koncentracijos inozitolio heksakisfosfato (IP6) 

tirpalo poveikio elektriškai sukeltiems Nitellopsis obtusa veikimo 

potencialams pavyzdys. Įklija rodo veikimo potencialo sužadinimo 

slenksčio Eth vertes skirtinguose tirpaluose. Žvaigždutės žymi reikšmingą 

skirtumą (p<0,05) tarp parametro verčių. n=9. 
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4.26 pav. 75 µM ir 150 µM koncentracijų inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) ir 

inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa veikimo 

potencialo sužadinimo slenksčio Eth vertei. Vaizduojamas parametro pokytis  

lyginant su kontrole ΔEth (vidurkis ± SD), tą pačią ląstelę paveikus norimu 

tirpalu Žvaigždutės žymi reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp parametro 

verčių. n = 4-9. 

VP sužadinimo slenkstį Eth 150 µM koncentracijos IP6 tirpalas 

hiperpoliarizavo vidutiniškai 20 mV daugiau, nei mažesniosios 

koncentracijos IP6 tirpalas (p = 0,016), taip pat nei 75 µM koncentracijos IP3 

tirpalas (p = 0,037) ir 150 µM koncentracijos IP3 tirpalas (p = 0,009) 

(4.26 pav.). 

Nors po inkubacijos 75 µM koncentracijos IP6 tirpalu VP smailės vertė 

tik rodė tendenciją mažėti vidutiniškai per 10 mV, didesniosios 

koncentracijos tirpalas VP smailės vertę grįžtamai sumažino vidutiniškai per 

20 mV. VP amplitudės ir maksimalaus membranos laidumo sužadinimo 

metu vertės reikšmingai nepasikeitė. Taip pat pastebėta, kad 75 µM IP6 

koncentracija buvo per maža pailginti VP depoliarizacijos ir repoliarizacijos 

trukmes, tačiau 150 µM IP6 koncentracijos tirpalas jau reikšmingai jas 

pailgino, šis pokytis irgi buvo grįžtamas. 
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VP amplitudės bei maksimalaus membranos laidumo sužadinimo metu 

vertės, nors ir rodė tendenciją didėti po IP6 poveikio, reikšmingai nesiskyrė 

(4.27 pav.). 
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4.27 pav. Tipinis 75 µM koncentracijos inozitolio heksakisfosfato (IP6) 

tirpalo poveikio Nitellopsis obtusa membranos laidumo priklausomybei nuo 

membranos potencialo (MP) pavyzdys. Įklija rodo maksimalaus membranos 

laidumo sužadinimo metu Gmax vertes skirtinguose tirpaluose. n=4. 

Tolesni tyrimai, siekiant įvertinti IP6 poveikį sužadinimo metu 

tekančioms srovėms, tęsti pasitelkiant VC3 protokolą. Nei vienas iš 

pasirinktų IP6 koncentracijų tirpalų nepaveikė nuotėkio ir K+ srovių, 

atitinkamai Ileak ir IK, amplitudžių (lentelės P54, P60-P61, P67, pav. P16 ir 

pav. P22). 

Nors 75 µM IP6 koncentracijos tirpalo poveikio Ca2+ srovėms nebuvo 

nustatyta, 150 µM IP6 koncentracijos tirpalo poveikis sukėlė Ca2+ srovių 

reversijos potencialo pasislinkimą link neigiamesnių MP verčių (lentelės 

P55 ir P62, pav. 4.28 ir pav. P17). 
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4.28 pav. Voltamperinės Ca2+ srovių ICa, tekančių per Nitellopsis obtusa 

ląstelių membranas sužadinimo metu, charakteristikos – kontrolinėmis 

sąlygomis ir tas pačias ląsteles 30 min. paveikus 150 µM koncentracijos 

inozitolio heksakisfosfato (IP6) tirpalais bei ląsteles pakartotinai veikiant 

kontroliniu tirpalu. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Srovės reversijos 

potencialas (pažymėta rodyklėmis) pasislinko. Žvaigždutės žymi 

reikšmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verčių kontrolinėmis 

sąlygomis ir po poveikio. n=8. 

 

Nors ties kai kuriomis MP vertėmis reikšmingų skirtumų nustatyta 

vertinant Cl– srovių ICl bei suminių Ca2+ ir Cl– srovių ICaCl amplitudes, 

poveikis nebuvo ryškus (lentelės P56-P57 ir P63-P64, pav. 4.29 ir pav. 

P18-P19). 
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4.29 pav. Voltamperinės Cl– srovių ICl, tekančių per Nitellopsis obtusa 

ląstelių membranas sužadinimo metu, charakteristikos – kontrolinėmis 

sąlygomis ir tas pačias ląsteles 30 min. paveikus 150 µM koncentracijos 

inozitolio heksakisfosfato (IP6) tirpalais bei ląsteles pakartotinai veikiant 

kontroliniu tirpalu. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Srovės reversijos 

potencialas (pažymėta rodyklėmis) pasislinko. Žvaigždutė žymi reikšmingą 

skirtumą (p<0,05) tarp parametro verčių kontrolinėmis sąlygomis ir po 

poveikio. n=8. 

 

IP6 poveikis buvo ryškesnis vertinant srovių laikinių parametrų 

pokyčius: nors 75 µM IP6 koncentracijos įtaka pastebėta tik ties kai kuriomis 

įtampomis, ląstelių inkubacija didesniosios koncentracijos tirpale lėmė 

sužadinimo metu tekančios srovės ICl aktyvacijos trukmės pailgėjimą MP 

intervale nuo -80 mV iki 0 mV, šis poveikis buvo grįžtamas (lentelės P58 ir 

P65, pav. 4.30 ir pav. P20).  
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4.29 pav. Sužadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekančios Cl– 

srovės ICl aktyvacijos trukmių tact priklausomybė nuo membranos potencialo 

(MP) kontrolinėmis sąlygomis bei 30 min. paveikus 150 µM koncentracijos 

inozitolio heksakisfosfato (IP6) tirpalais bei ląsteles pakartotinai veikiant 

kontroliniu tirpalu. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Žvaigždutės žymi 

reikšmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verčių kontrolinėmis 

sąlygomis ir po poveikio. n=8. 

 

Srovės ICl inaktyvacijos trukmės tinact taip pat pakito, ląsteles inkubavus 

IP6 tirpaluose – po inkubacijos 150 µM IP6 koncentracijos tirpale stebėtas 

maždaug dvigubas jų grįžtamas pailgėjimas MP intervale nuo -60 mV iki 

40 mV (lentelės P59 ir P66, pav. 4.31 ir pav. P21). 
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4.31 pav. Sužadinimo metu per Nitellopsis obtusa membranas tekančios Cl– 

srovės ICl inaktyvacijos trukmių tinact priklausomybė nuo membranos 

potencialo (MP) kontrolinėmis sąlygomis bei 30 min. paveikus 150 µM 

koncentracijos inozitolio heksakisfosfato (IP6) tirpalais bei ląsteles 

pakartotinai veikiant kontroliniu tirpalu. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

Žvaigždutės žymi reikšmingus skirtumus (p<0,05) tarp parametro verčių 

kontrolinėmis sąlygomis ir po poveikio. n=8. 

 

Siekiant įvertinti galimą IP6 poveikį kitiems ląsteliniams su Ca2+ 

susijusiems procesams, registruotas ciklozės greitis ramybės būsenoje ir 

elektriškai sužadinus VP – kontrolinėmis sąlygomis ir ląsteles 30 min 

inkubavus 150 µM koncentracijos IP6 tirpale. Nei vienas iš tirtų parametrų 

nebuvo paveiktas inkubacijos 150 µM koncentracijos IP6 tirpale (4.8 lentelė, 

4.32 pav., pav. P23). 

Apibendrinant, nustatyta, kad IP6 hiperpoliarizuoja sužadinimo 

slenkstį, bet nekeičia VP amplitudės. Ši medžiaga taip pat paslenka ICa 

srovės reversijos potencialą link neigiamų MP verčių bei ilgina VP ir 

sužadinimo metu tekančių srovių laikinių charakteristikų vertes. 
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4.8 lentelė. 150 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis ciklozės 

greičio parametrams ramybės būsenoje ir ląstelę elektriškai sužadinus. 

Pateikti verčių vidurkiai ± SD. n = 4. 

 Kontrolė-1 IP6, 150 µM Kontrolė-2 

Ciklozės greitis ramybės 

būsenoje vr (µm/s) 
37±11 37±3 37±8 

Maksimalus ciklozės greitis 

atsistatymo metu 

vmax (µm/s) 

35±5 35±8 36±7 

Greičio atsistatymo laiko 

konstantą τ (min) 
3,5±0,9 3,5±1,2 3,8±1,1 
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4.32 pav. Nitellopsis obtusa ląstelių ciklozės greičio kaita laike ramybės 

būsenoje ir po elektrinio sužadinimo (rodyklė) kontrolinėmis sąlygomis bei 

30 min. paveikus 150 µM koncentracijos inozitolio heksakisfosfato (IP6) 

tirpalais bei ląsteles pakartotinai veikiant kontroliniu tirpalu. Rodyklė 

pažymi elektrinio sužadinimo momentą. Įklija rodo ciklozės greičio 

atsistatymo po elektrinio ląstelės sužadinimo laiko konstantos τ vertes vertes 

skirtinguose tirpaluose. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. n=4. 
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5. DISKUSIJA 

Ca2+ jonų svarba ląsteliniams procesams, ypač elektrinių signalų, skirtų 

ilgais atstumais perduoti informaciją apie lokalių išorinių stresorių poveikį, 

formavimui, yra neginčijama (White, 2000). Pastebėta, kad iš kontrolinėmis 

sąlygomis jaudrių ląstelių aplinkos pašalinus Ca2+, šios tampa 

nebesužadinamos (Findlay, Hope, 1964; Kataev, Zherelova, 1984). 

Remiantis Characeae šeimos dumblių tyrimų, atliktų keičiant išorines Ca2+ 

koncentracijas, o, ląsteles perfuzavus, ir vidines Ca2+ koncentracijas, 

rezultatais, nustatyta, kad pirmoji iš dviejų pagrindinių sužadinimo metu per 

membranas tekančių srovių yra Ca2+ jonų srovė (Beilby, Coster, 1979; 

Lunevsky et al., 1983; Shiina, Tazawa, 1987; Zherelova, 1989b). 

Vis dėlto, šiuos Ca2+ kanalus elektrofiziologiškai tirti yra sudėtinga, nes 

per juos tekanti srovė aktyvuoja ne visada lengvai atskiriamą tos pačios 

krypties Cl– srovę (Beilby, Coster, 1979; Lunevsky et al., 1983). Tyrimai 

„patch clamp“ metodu leido aptikti daug įvairaus selektyvumo jonų kanalų 

aktyvumo įrodymų tiek Characeae šeimos dumblių plazminėje, tiek ir 

vakuolės membranoje, tačiau vienareikšmiškai aptikti Ca2+ kanalų 

aktyvumo nepavyko (Katsuhara et al., 1991; Laver, Walker, 1991; Homann, 

Thiel, 1994; Berecki et al., 1999). Tyrimus taip pat apsunkina tai, kad tik 

palyginus neseniai buvo nusekvenuotas Caharceae šeimos dumblio Chara 

braunii genomas, leidžiantis lyginti jau nebe tik skirtingų augalų rūšių 

funkcinius elektrofiziologinius duomenis, bet ir ieškoti genomų homologijų 

ir skirtumų, o ateityje ir pasinaudoti genų išveiklinimo metodais (Nishiyama 

et al., 2018; Beilby, 2019). 

Kol kas nesant struktūrinių galimybių ištirti šiuos menturdumblių Ca2+ 

kanalus, verta taikyti funkcinius metodus, siekiant atskleisti ir išskirti Ca2+ 

kanalų savybes ir jų įtaką elektrinių signalų generavimo procese, funkciškai 

šiuos kanalus charakterizuoti, taip papildant fundamentines žinias apie 

augalų Ca2+ pernašos sistemas. 

5.1. Ca2+ kanalų blokatorių poveikis Nitellopsis obtusa ląstelėms 

Viena iš priemonių, padedančių įvertinti tam tikrų kanalų aktyvumo įtaką 

fiziologiniams procesams, yra kanalų blokatoriai. Žinoma, kad Characeae 

šeimos dumblių Ca2+ kanalus gali blokuoti metalų jonai, pavyzdžiui, Mn2+, 

Co2+, Ni2+ (Lunevsky et al., 1983), tačiau jų taikymas gali turėti ir šalutinių 

poveikių kitoms jonų pernašos sistemoms (Kisnierienė et al., 2016). 

Organiniai Ca2+ kanalų blokatoriai, pavyzdžiui, nifedipinas, turi panašų 

elektrofiziologinį poveikį, tačiau taikant blokatorius, kurie gyvūninėse 
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sistemose veikia specifiškai, augalinėse sistemose stebimi tiek specifiniai, 

tiek ir nespecifiniai poveikiai (Tester, MacRobbie, 1990; Zherelova et al., 

1994). Taigi, identifikuoti specifiniai augalų Ca2+ kanalų blokatoriai leistų 

tiksliau aprašyti šių kanalų savybes, be to, leistų geriau suprasti Ca2+ srovių 

poveikį įvairiems fiziologinimas procesams. 

Šiame tyrime buvo panaudoti keturi Ca2+ kanalų blokatoriai: 

verapamilas, tetrandrinas, NED-19 ir La3+. 

Verapamilu, NED-19 ir La3+ 30 min paveikus Nitellopsis obtusa 

ląsteles pastebėta, kad visi šie blokatoriai depoliarizavo VP sužadinimo 

slenkstį (4.2 pav., 4.17 pav., 4.21 pav.). Žinant, kad, generuojant VP, 

pirmiausia aktyvuojami Ca2+ kanalai (Lunevsky et al., 1983), o molekulės, 

potencialiai aktyvuojančios Ca2+ kanalus, VP sužadinimo slenkstį 

hiperpoliarizuoja (Lapeikaitė et al., 2019, 2020), šį parametrą galima laikyti 

Ca2+ kanalų, atsakingų už pradinę depoliarizaciją VP generavimo metu, 

aktyvumo indikatoriumi. 

Kadangi VP depoliarizacijos fazė siejama su Ca2+ ir Cl– kanalų 

aktyvumu, nesudėtinga paaiškinti Ca2+ kanalų blokatorių sukeltą VP 

depoliarizacijos trukmių tdep ir sužadinimo metu tekančių srovių aktyvacijos 

trukmių tact pailgėjimą (3.3 pav., 4.2 pav., 4.4 pav., 4.18 pav.) – užblokavus 

dalį kanalų, užtrunka daugiau laiko membraną depoliarizuoti (Tsutsui et al., 

1987b). 

Ca2+ kanalų blokatorių (verapamilo, NED-19) sukeltą membranos 

ramybės potencialo depoliarizaciją (4.2 pav., 4.17 pav.) galima paaiškinti 

H+-ATPazių blokavimu. Šį poveikį, stebėtą ir Chara corallina 

menturdumbliuose, mėginta grįsti dar ir membranos laidumo ramybės 

būsenoje sumažėjimu (Tsutsui et al., 1987b). Šioje disertacijoje aprašytuose 

tyrimuose reikšmingo poveikio membranos laidumui ramybės būsenoje tirti 

Ca2+ kanalų blokatoriai nesukėlė, nors neryški laidumo mažėjimo tendencija 

verapamilo bei NED-19 poveikio tyrimuose ir buvo stebėta. Taip pat 

membranos ramybės potencialo vertę lemia ir K+ kanalų, kuriuos taip pat 

galėjo paveikti tirti blokatoriai, aktyvumas (Blatt, 2024). 

Veikimo potencialų repoliarizacijos trukmės trep ir ICl srovės 

inaktyvacijos trukmių pailgėjimas (3.3 pav., 4.2 pav., 4.5 pav., 4.17 pav., 

4.19 pav.) gali būti siejamas su blokatorių įtaka Kout kanalų aktyvumui 

(Kourie, 1994). Be to, kadangi už repoliarizacijos fazę atsakingos ir 

H+-ATPazės, jų blokavimas, stebimas ir kaip ramybės potencialo 

depoliarizacija (4.2 pav., 4.17 pav.), taip pat gali prisidėti prie minėtų 

parametrų verčių didėjimo (Gyenes et al., 1980; Tsutsui et al., 1987b). 

Kadangi Ca2+-ATPazės yra giminingos H+-ATPazėms (García Bossi et al., 

2020), galima įtarti, kad kai kurie tirti Ca2+ kanalų blokatoriai analogiškai 
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veikia ir Ca2+-ATPazes: sutrikus Ca2+ pašalinimui iš citoplazmos, Cl– kanalai 

lieka aktyvuoti ilgiau, taip membranos repoliarizacija yra apsunkinama. 

Žinoma, kad verapamilas sumažina atsakų į žemos temperatūros 

stimulus baltažiedžiame vairenyje, pupose (Vicia faba) ir saulėgrąžose 

(Helianthus annuus) amplitudes (Krol et al., 2004), taip pat veikimo 

potencialų amplitudes kerpsamanėse Marchantia polymorpha (Koselski 

et al., 2021). Šio tyrimo metu NED-19 ir La3+ mažino VP amplitudes 

(4.17 pav., 4.21 pav.), tačiau verpamilas tokio poveikio neturėjo (4.2 pav.). 

Taip pat nepakito ir visų sužadinimo metu stebėtų srovių amplitudės 

(4.3 pav.). Kadangi šie Ca2+ kanalų blokatoriai ilgino ir VP repoliarizacijos 

trukmes (4.2 pav., 4.17 pav.), galima įtarti, kad K+ kanalai taip pat buvo 

blokuoti. Žinoma, kad menturdumbliuose Chara inflata užblokavus K+ 

sroves blokatoriumi tetraetilamoniu (TEA), sužadinimo metu tekančių 

depoliarizuojančių srovių amplitudės gali padidėti keliskart (Kourie, 1994). 

Taigi, blokuojant ir depoliarizuojančias, ir repoliarizuojančias sroves, 

galima užregistruoti tokios pačios amplitudės srovės signalą kaip ir 

kontrolinėmis sąlygomis. 

Kadangi verapamilas ir NED-19 veikė ne tik Ca2+ kanalų aktyvumą, bet 

ir kitas jonų pernašos sistemas (4.2 pav., 4.17 pav.), šių blokatorių negalima 

laikyti specifiniais, tiriant Nitellopsis obtusa tarpubamblines ląsteles. 

Verapamilo nespecifiškumą patvirtina ir ląstelių gyvybingumo tyrimas 

(4.7 pav.): paaiškėjo, kad net ir nedidelės verapamilo koncentracijos 

(0,1 mM) tirpaluose inkubuotos Nitellopsis obtusa ląsteles galiausiai žūsta, 

taigi, veikiamos ne tik jonų pernašos sistemos. Tikėtina, kad pakartojus 

ląstelių gyvybingumo tyrimą ir su tetrandrinu bei NED-19, būtų galima 

tikėtis panašių rezultatų. 

Iš visų tirtų Ca2+ blokatorių, panašų inhibicinį poveikį pasiekti užteko 

mažiausios NED-19 koncentracijos. NED-19 yra specifinis žinduolių 

endolizosomų TPC kanalų blokatorius (Naylor et al., 2009; Sakurai et al., 

2015). Kadangi šie TPC kanalai yra homologiški augalų TPC kanalams 

(Hedrich, Marten, 2011), naudojant šį blokatorių, tikėtasi atskleisti TPC 

kanalų įtaką Characeae šeimos dumblių elektrinių signalų generavimui, 

tačiau remiantis surinktais duomenimis, nepanašu, kad šie kanalai, net jei ir 

yra ekspresuojami menturdumbliuose, savo aktyvumu atitinka aukštesniųjų 

augalų TPC kanalų aktyvumą. Vis dėlto, NED-19 poveikis 

elektrofiziologiniams parametrams iš esmės nesiskyrė nuo verapamilo 

poveikio (4.2 pav., 4.17 pav.), taigi, šios medžiagos, nors ir pasižymi 

poveikiu ir kitoms jonų pernašos sistemoms, Nitellopsis obtusa Ca2+ kanalus 

geba blokuoti. Netikėtai, La3+ jonai, priešingai nei verapamilas ir NED-19, 

nepasižymėjo tokiomis nespecifinėmis savybėmis (4.21 pav.), pavyzdžiui, 
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neveikė membranos ramybės potencialo, nekeitė VP trukmės. Taigi, nors šie 

jonai nelaikomi specifiniais Ca2+ kanalų blokatoriais, jie veikė specifiškiau 

nei kiti šiame tyrime naudoti blokatoriai. 

Sunku vertinti tetrandrino poveikį, nes visi iš pažiūros šio Ca2+ kanalų 

blokatoriaus sukelti Nitellopsis obtusa elektrofiziologinių parametrų 

pokyčiai reikšmingai nesiskyrė nuo jo tirpiklio DMSO poveikio (4.9 pav.). 

Galima pastebėti, kad net jei DMSO maskavo tetrandrino poveikį, kai kurių 

parametrų verčių kitimo tendencijos atitiko stebėtas ląsteles veikiant kitų 

Ca2+ kanalų blokatorių verapamilo ir NED-19 tirpalais. Pavyzdžiui, net jei 

skirtumai tarp parametrų verčių nebuvo reikšmingi, VP amplitudės vertė 

buvo mažesnė paveikus ląsteles tetrandrinu, o ne DMSO; analogiškos 

tendencijos stebėtos ir su kitais parametrais – membranos ramybės 

potencialu, VP sužadinimo slenksčiu, VP repoliarizacijos trukme (4.9 pav.). 

Aukščiau minėti TPC kanalai pasižymi rektifikacija – lengviau 

praleidžiamos srovės, tekančios iš citoplazmos į vakuolę (Jaślan et al., 

2019), todėl vargu, ar šioje disertacijoje aprašytų K+ laidžių Nitellopsis 

obtusa tonoplasto jonų kanalai, per kuriuos tekančios srovės gerai 

praleidžiamos abiem kryptimis (4.6 pav., 4.15 pav., 4.20 pav.), yra 

koduojami TPC geno, nebent funkciškai Characeae šeimos TPC kanalai 

reikšmingai skiriasi nuo aukštesniųjų augalų TPC kanalų. Iš visų šioje 

disertacijoje aprašytų Ca2+ kanalų blokatorių, NED-19 yra specifiškiausias 

TPC kanalams (Kintzer, Stroud, 2016), tačiau didesnių skirtumų tarp šio ir 

kitų blokatorių poveikio nepastebėta. 

5.2. Tirpiklio DMSO poveikis Nitellopsis obtusa ląstelėms 

Tirpiklis dimetilsolfoksidas (DMSO) dažnai naudojamas tirpinti vandenyje 

netirpias medžiagas (Galvao et al., 2014). Tokias medžiagas, ištirpusias 

DMSO, jau galima skiesti vandeniniais tirpalais ir naudoti gyvų sistemų 

tyrimams. Laikoma, kad nedidelės DMSO koncentracijos nėra ląstelėms 

toksiškos (Bulychev, Rybina, 2018), bet ne visada atsižvelgiama, kad 

DMSO gali pralaidinti membranas, taip sukeldamas citotoksinius efektus 

(Zhang et al., 2016; Tunçer et al., 2018). Taip pat žinoma, kad gyvūninėse 

sistemose DMSO gali mažinti neselektyvių katijonų kanalų ir Cl– kanalų 

aktyvumą (Nakahiro et al., 1992; Nardid et al., 2013). 

Šiame tyrime stebėta, kaip DMSO reikšmingai sumažina VP amplitudę; 

šis poveikis labiau pasireiškė per VP smailės vertės sumažėjimą, nors šis 

pokytis ir nebuvo statistiškai reikšmingas (4.9 pav.). VP smailės vertės 

pokyčiai siejami su Cl– kanalų aktyvumu, šiuo atveju, jų blokavimu, kas 

paaiškintų ir pailgėjusias VP depoliarizacijos trukmes bei sužadinimo metu 
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tekančios srovės ICl aktyvacijos trukmes (4.9 pav., 4.13 pav.). Taip pat 

stebėtas DMSO poveikis IK srovėms (4.10 pav.),  – jį galima sieti su 

pailgėjusiomis VP repoliarizacijos trukmėmis bei sužadinimo metu tekančių 

srovių inaktyvacijos trukmių pailgėjimu (4.9 pav., 4.14 pav.). Poveikio 

vidinėms jonų koncentracijoms taip pat negalima atmesti, nes stebėtas 

sužadinimo metu tekančios srovės ICa reversijos potencialo pasislinkimas 

(4.11 pav.). 

5.3. Inozitolio fosfatų poveikis Nitellopsis obtusa ląstelėms 

5.3.1. Inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) poveikis 

Augaluose IP3 ilgą laiką sietas su įvairių fiziologinių procesų reguliavimu 

(Krinke et al., 2007), spėjama, kad tam tikras signalas perduodamas 

padidinant IP3 koncentraciją citoplazmoje, tuomet IP3 aktyvuoja nežinomos 

tapatybės Ca2+ kanalus, per kuriuos į citoplazmą plūstantys Ca2+ jonai 

tiesiogiai aktyvuoja ar inhibuoja tam tikrus baltymus, pavyzdžiui, fosfatazes 

ar kinazes (Gilroy et al., 1990; Chen et al., 2008; Zhang et al., 2011). Nors 

daugelis tyrimų atskleidė fiziologinį IP3 poveikį, augalai neturi receptorių, 

homologiškų gyvūnų IP3 receporiams, genų, tad visas signalo perdavimo 

kelias lieka neaiškus (Krinke et al., 2007). 

Tiriant Characeae šeimos dumblius aptikta, kad į citoplazmą 

mikroinjekuotas IP3 gali ląsteles elektriškai sužadinti, aktyvuodamas Ca2+ 

kanalus (Zherelova, 1989a; Biskup et al., 1999). Remiantis šiais rezultatais, 

sukurtas matematinis Thielio-Beilby modelis, aprašantis MP kitimą laike 

veikimo potencialo generavimo metu (Biskup et al., 1999; Wacke, Thiel, 

2001; Wacke et al., 2003; Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; Kisnieriene et 

al., 2019). Modelio šerdis – IP3 aktyvuojami Ca2+ kanalai, per kuriuos 

sužadinimo metu iš endoplazminio tinklo į citoplazmą teka Ca2+ srovė. 

Nors modelis geba tiksliai atkartoti empirinius elektrinio sužadinimo 

duomenis ne tik kontrolinėmis sąlygomis, bet ir ląstelėms sukėlus stresą, 

esama tyrimų, prieštaraujančių IP3 aktyvuojamų Ca2+ kanalų hipotezei. 

Chara corallina ląstelėse IP3 injekavimas nesukėlė citoplazmos judėjimo 

greičio pokyčių, nors šis procesas stabdomas išaugusios Ca2+ koncentracijos 

citoplazmoje (Tazawa, Kikuyama, 2003). 

Šiame tyrime Nitellopsis obtusa ląsteles veikiant IP3 tirpalais, jokio 

poveikio elektrofiziologiniams parametrams neaptikta (4.22 pav.). Verta 

paminėti, kad nors VP sužadinimo slenkstis nebuvo paveiktas statistiškai 

reikšmingai, stebėta šio parametro hiperpoliarizacijos tendencija. Be to, kai 
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kurios ląstelės, paveiktos IP3 tirpalais, generavo spontaninių VP serijas 

(4.23 pav.). 

Fosfolipazės C (PLC) inhibitorius U73122 turėtų veikti kaip Ca2+ 

kanalų blokatorius: neveikli PLC negeba sintetinti IP3, vadinasi, ir Ca2+ 

kanalai negali būti aktyvuojami. Nors Chara corallina menturdumbliuose 

stebėtas neigiamas U73122 ir kito PLC blokatoriaus neomicino poveikis 

sužadinimo metu tekančioms srovėms (Biskup et al., 1999), kitos 

mokslininkų grupės tyrimai šių efektų nepatvirtino (Tazawa, Kikuyama, 

2003). Šioje disertacijoje aprašytų tyrimų metu U73122 taip pat neturėjo 

poveikio tirtiems Nitellopsis obtusa elektrofiziologinimas parametrams, tarp 

jų ir VP sužadinimo slenksčiui, kurį galima sieti su Ca2+ kanalų aktyvumu 

(4.24 pav.). 

Apibendrinant, nors esama rezultatų, rodančių, kad IP3 turi potencialo 

veikti Characeae šeimos dumblių elektrofiziologinius parametrus, tačiau 

negalima vienareikšmiškai patvirtinti, kad ši molekulė aktyvuoja Nitellopsis 

obtusa Ca2+ kanalus. 

5.3.2. Inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis 

Keliuose tyrimuose parodyta, kad visiškai fosforilinta inozitolio forma IP6 

aukštesniuosiuose augaluose turi elektrofiziologinį poveikį – aktyvuoja 

tonoplasto jonų kanalus, blokuoja plazminės membranos K+ kanalus. 

Žinoma, kad tokį patį poveikį sukelia ir IP3, tačiau tokio paties intensyvumo 

poveikį sukelia mažesnės IP6 koncentracijos tirpalai (Lemtiri-Chlieh et al., 

2000, 2003). Iškelta teorija, kad ne IP3, bet IP6 gali būti veikli antrinė 

signalinė molekulė, sukelianti fiziologinius atsakus augaluose. Literatūroje 

aprašytą IP3 poveikį galima paaiškinti tariant, kad eksperimento metu į 

ląstelės citoplazmą patekęs IP3 gali būti konvertuojamas į IP6, kuris ir sukelia 

stebimus atsakus. (Munnik, Vermeer, 2010). 

Šios disertacijos tyrimų metu nuspręsta patikrinti, ar IP6 veikia 

menturdumblių Nitellopsis obtusa elektrinių signalų generavimo 

parametrus, ypač kreipiant dėmesį į galimą poveikį Ca2+ kanalams. 

Nitellopsis obtusa ląsteles 30 min. paveikus IP6 tirpalais, stebėta ženkli 

veikimo potencialo slenksčio hiperpoliarizacija (4.25 pav., 4.26 pav.). 

Prisimenant, kad Ca2+ kanalų blokatoriai VP slenkstį depoliarizavo (4.2 

pav., 4.17 pav., 4.21 pav.)., galima teigti, kad IP6 aktyvuoja Ca2+ kanalus, 

atsakingus už ląstelių elektrinį sužadinamumą. 

Stebint ląstelių, paveiktų IP6, membranos potencialo kitimą laike, nė 

karto nebuvo stebėtas spontaninis elektrinis aktyvumas. Ciklozės greičio 

tyrimas šiuos rezultatus patvirtino (4.32 pav.): žinoma, kad šio proceso 
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greitis atspindi citoplazminę Ca2+ koncentraciją ir gali indikuoti jos 

dinamiką, pavyzdžiui, VP generavimo metu (Okazaki et al., 2002; 

Shimmen, 2007). Taigi, nestebint ciklozės greičio pokyčių ląsteles 

inkubavus IP6 tirpale, galima teigti, kad viduląstelinė Ca2+ koncentracija 

nepakito. Taigi, IP6 savaime nėra ląstelę sužadinanti medžiaga, ką patvirtina 

pupos (Vicia faba) žiotelų varstomųjų ląstelių tyrimai (Levchenko et al., 

2005). 

Pastebėta, kad, paveikus ląsteles 150 µM IP6 koncentracijos tirpalu, 

sumažėjo ir VP smailės vertė, o VP amplitudės nepakito. Nepakito ir 

maksimalus membranos laidumas sužadinimo metu (4.27 pav.), bei 

sužadinimo srovės amplitudė Itrans (3.3 pav.) Taip pat, nors sužadinimo metu 

tekančios Ca2+ srovės ICa amplitudės iš pažiūros sumažėjo, ties sužadinimo 

slenksčiu tekančios srovės amplitudė išliko panaši, tad IP6 pakeitė reversinį 

šios srovės potencialą (4.28 pav.). Šie rezultatai leistų teigti, kad IP6 ne 

papildomai atidaro Ca2+ kanalus, leisdamas į citoplazmą pritekėti daugiau 

Ca2+ jonų, bet keičia Ca2+ kanalų priklausomybę nuo įtampos – kanalai 

tampa aktyvuojami prie neigiamesnių MP verčių, tačiau ir deaktyvuojasi 

prie neigiamesnių jo verčių. Kita vertus, nors statistiškai reikšmingai minėtų 

parametrų, susijusių su Ca2+ srovės amplitude, vertės nesiskiria nuo verčių 

kontrolinėmis sąlygomis, matoma tendencija parametrų verčių vidurkiams 

po IP6 poveikio viršyti vidurkius kontrolinėmis sąlygomis (4.27 pav.). Tai 

galima sieti su Cl– srovės aktyvavimu – nors maksimali Ca2+ srovės 

amplitudė nekinta, Cl– srovė aktyvuojama anksčiau, tad veikia didesnė 

elektrovaros jėga, nes kanalai aktyvuojami ties labiau nuo Cl– jonų 

pusiausvyrinio potencialo nutolusiu MP. 

IP6 taip pat ilgino sužadinimo metu tekančios Cl– srovės aktyvacijos ir 

inaktyvacijos bei VP depoliarizacijos ir repoliarizacijos trukmes (4.25 pav., 

4.29 pav., 4.31 pav.). Pailgėjusias aktyvacijos trukmes galima sieti su VP 

amplitudės išaugimo tendencija – didesniam srautui pratekėti per membraną 

užtrunka ilgiau. ICa inaktyvacijos trukmių bei VP repoliarizacijos trukmių 

pailgėjimą paaiškinti sunkiau. Repoliarizacijos fazė priklauso nuo Ca2+ jonų 

pašalinimo iš citoplazmos, Cl– kanalų deaktyvacijos, K+ kanalų bei 

H+-ATPazių aktyvumo. Verta paminėti, kad aminorūgštys, kurios, manoma, 

taip pat aktyvuoja Ca2+ kanalus, irgi sukelia VP repoliarizacijos fazės 

ilgėjimą (Lapeikaitė et al., 2019, 2020). Taigi, tikėtina, kad tiek 

aminorūgščių, tiek ir IP6 poveikis VP repoliarizacijos fazei turėtų būti susijęs 

su Ca2+ pernašos sistemų aktyvumu. Citoplazmos greičio ramybės būsenoje 

ir po elektrinio sužadinimo tyrimas parodė, kad IP6 neveikia bent kai kurių 

su Ca2+ siejamų fiziologinių procesų ląstelėje – Ca2+ sąveikos su 

aktomiozinu dinamikos (4.32 pav.). ICa srovės reversinio potencialo pokytis 
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indikuoja pasikeitusią viduląstelinę Ca2+ koncentraciją (4.28 pav.), tad 

galima spėti, kad, kai VP sužadinimo slenkstis hiperpoliarizuotas ir Ca2+ 

koncentracijos pokyčiai inicijuojami ties neigiamesniais MP, keičiasi 

elektrovaros jėgos ir Ca2+-ATPazių veikla nebėra tokia efektyvi. 

Verta prisiminti, kad Thielio-Beilby matematinio modelio, aprašančio 

veikimo potencialų generavimą Characeae šeimos dumbliuose, centrinė 

prielaida teigia, kad Ca2+ kanalus aktyvuoja IP3 molekulės. Vis dėlto, patys 

modelio autoriai teigia, kad iš principo IP3 nėra būtinas; modelis gali veikti, 

kai Ca2+ kanalus aktyvuoja kokia nors kita signalinė molekulė, kurios 

metabolizmas panašus, kaip IP3 (Wacke et al., 2003). Taigi, remiantis šioje 

disertacijoje aprašytais tyrimais (4.26 pav.) bei faktu, kad modelis 

sėkmingai simuliuoja eksperimentinius duomenis, galima daryti prielaidą, 

kad ne IP3, o IP6 veikia kaip signalinė molekulė, aktyvuojanti Ca2+ kanalus 

ir inicijuojanti griūtinę membranos depoliarizaciją menturdumblių ląstelės 

sužadinimo metu. 

5.4. Tyrimo ribotumas 

Žinant, kad tiek IP6, tiek ir aminorūgščių poveikis Nitellopsis obtusa VP 

parametrams panašus (Lapeikaitė et al., 2019, 2020) – hiperpoliarizuojamas 

VP sužadinimo slenkstis, – bet ne tapatus – IP6, priešingai nei aminorūgštys, 

mažina VP smailės vertę, – reikėtų atlikti tyrimų, kartu veikiant ląsteles ir 

IP6, ir aminorūgštimis, ir įvertinti, ar jų poveikis yra sinergetinis. Tai padėtų 

paaiškinti, ar aminorūgščių ir IP6 aktyvuojami Ca2+ kanalai priklauso tai 

pačiai populiacijai, ar už VP generavimo inicijavimą atsakingi dviejų tipų 

Ca2+, valdomi skirtingų agonistų. 

Žinant, kad IP6 aukštesniuosiuose augaluose aktyvuoja tonoplasto FV 

ir SV kanalus (Lemtiri-Chlieh et al., 2003), derėtų išsiaiškinti, ar K+ kanalai 

Nitellopsis obtusa tonoplaste yra irgi jautrūs IP6. Tai, viena vertus, suteiktų 

daugiau žinių apie IP6 signalinius kelius augaluose; kita vertus, padėtų geriau 

charakterizuoti pačius tonoplasto K+ kanalus. 

Tyrimo metu neaptikta reikšmingo IP3 poveikio Nitellopsis obtusa 

veikimo potencialų parametrams. Galbūt pasirinkus kitas koncentracijas ir 

inkubavimo trukmes, būtų galima tikėtis kitokių rezultatų. Taip pat verta 

paminėti mažus imties dydžius, galimai trukdžius pasiekti statistiškai 

reikšmingų rezultatų, ypač tais atvejais, kai duomenys nebuvo pasiskirstę 

pagal normalųjį skirstinį. Svarbu, kad šiame tyrime ląstelės IP3 ir IP6 tirpalais 

buvo veiktos išoriškai, o ne injekuojant tirpalus tiesiai į citoplazmą (Thiel et 

al., 1990; Biskup et al., 1999). Dėl šios priežasties, atsižvelgiant į barjerines 

ląstelės sienelės ir membranos funkcijas, šiame tyrime pasirinktos dviem 
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eilėmis didesnės koncentracijos. Pasirinktą eksperimentų schemą validuoja 

įrodytas IP6 poveikis, bet, siekiant galimybės korektiškiau palyginti tyrimus, 

reikėtų atlikti tyrimų injekuojant IP3 (ir IP6) į Nitellopsis obtusa citoplazmą. 

Didžiausias šio tyrimo ribotumas – galimybės pasinaudoti genominiais 

ištekliais nebuvimas. Nors Chara braunii genomas yra nusekvenuotas 

(Nishiyama et al., 2018), Nitellopsis obtusa dumbliai sudaro atskirą rūšį, 

netgi priklauso kitai genčiai. Žinoma, kad Lenkijoje Chara braunii 

aptinkama sekliuose dirbtiniuose tvenkiniuose (Urbaniak 2007), kai 

Nitellopsis obtusa dumbliai gali gyventi ežeruose iki keliolikos metrų gylyje 

(Larkin et al., 2018). Chara braunii Švedijoje auga vandenyse su iki 3 ‰ 

druskos koncentracija (Blindow 2000). Nitellopsis obtusa auga aplinkoje, 

kurios druskingumas siekia iki 7 ‰ (Bučas et al. 2016), bent keletą savaičių 

gali išgyventi 17 ‰ druskingumo aplinkoje (Winter et al. 1999). Galima 

įtarti, kad abi rūšys užima šiek tiek kitokią ekologinę nišą, tad natūralu tikėtis 

skirtumų šių giminiškų organizmų genomuose. Dėl šios priežasties visos 

prielaidos apie joninių kanalų molekulinę tapatybę šiuose dumbliuose lieka 

spekuliatyvios. Be to, kol kas dar nėra pavykę sukurti Characeae šeimos 

dumblių mutantų, kurių tam tikri baltymai būtų išveiklinti; tai, derinant 

funkcinius elektrofiziologinius tyrimus su struktūriniais molekuliniais 

tyrimais, leistų atskleisti jonų pernašos sistemų, atsakingų už elektrinių 

signalų generavimą, molekulinę tapatybę. 

Siekiant geriau išaiškinti Ca2+ bangų dinamiką Nitellopsis obtusa 

ląstelėse, vertėtų pritaikyti fluorescencinio Ca2+ vaizdinimo metodikas. Tai 

kur kas tiksliau už elektrofiziologinius metodus leistų atskirti Ca2+ sroves 

nuo Cl– srovių, bei sekti jų dinamiką realiu laiku, taip pat atkreipiant dėmesį 

ne tik į taškinę dominančią sritį, bet į visą ląstelę, ląstelių kompleksą ar net 

visą augalą. 

  



102 

IŠVADOS 

1) Tirti Ca2+ kanalų blokatoriai – verapamilas, NED-19 ir La3+ –

depoliarizuoja N. obtusa veikimo potencialų sužadinimo slenkstį. 

2) Tirti Ca2+ kanalų blokatoriai verapamilas ir NED-19 taip pat 

depoliarizuoja membranos ramybės potencialą, ilgina veikimo 

potencialų ir sužadinimo metu tekančių Cl– srovių laikinių 

charakteristikų vertes. 

3) Ca2+ kanalų blokatoriaus tetrandrino poveikis N. obtusa membranų 

jonų pernašos sistemoms nenustatytas. 

4) Tirti Ca2+ kanalų blokatoriai – verapamilas, tetrandrinas ir 

NED-19 – neveikia tonoplasto K+ kanalų aktyvumo. 

5) Inozitolio 1,4,5-trisfosfatas (IP3) neveikia N. obtusa membranų jonų 

pernašos sistemų. 

6) Inozitolio heksakisfosfatas (IP6) hiperpoliarizuoja N. obtusa 

veikimo potencialų sužadinimo slenkstį. 

7) Inozitolio heksakisfosfatas (IP6) paslenka sužadinimo metu tekančių 

Ca2+ srovių reversijos potencialą link neigiamų membranos 

potencialo verčių, taip pat ilgina Cl– srovių aktyvacijos ir 

inaktyvacijos trukmes.  
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PRIEDAI 

P1 lentelė. 0,1 mM verapamilo poveikis elektrinių Nitellopsis obtusa signalų 

parametrams, CC protokolas, n = 4. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „T“ šalia p verčių 

reiškia taikytą Studento t kriterijų priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,1 mM 
p 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 
-221±8 -208±16 0,116 T 

Membranos laidumas 

ramybės būsenoje GRP 

(S·m-2) 

0,39±0,12 0,40±0,13 0,952 T 

VP sužadinimo slenkstis 

Eth (mV) 
-89±2 -92±5 0,404 T 

VP smailė (mV) 40±12 48±7 0,359 T 

VP amplitudė (mV) 129±13 140±9 0,313 T 

VP depoliarizacijos trukmė 

tdep(s) 
0,4±0,1 0,4±0,1 0,804 T 

VP repoliarizacijos trukmė 

trep (s) 
1±0,1 1±0,1 0,289 T 

 

P2 lentelė. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa Ileak srovei, VC3 

protokolas, n = 5. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „T“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Studento t kriterijų priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,1 mM 
p 

Ileak (-120 mV) (µA·cm-2) 2,3±0,7 3,5±1,4 0,249 T 

Ileak (-100 mV) (µA·cm-2) 3,2±0,8 4,3±1,6 0,103 T 

Ileak (-80 mV) (µA·cm-2) 3,9±1,2 4,9±1,8 0,088 T 

Ileak (-60 mV) (µA·cm-2) 4,6±1,3 5,5±1,9 0,143 T 

Ileak (-40 mV) (µA·cm-2) 5,2±1,6 6,4±2,2 0,140 T 

Ileak (-20 mV) (µA·cm-2) 5,9±2,4 7,3±2,8 0,123 T 

Ileak (0 mV) (µA·cm-2) 5,8±2,7 7,9±3 0,278 T 

Ileak (20 mV) (µA·cm-2) 6,4±0,9 9,2±3,3 0,131 T 

Ileak (40 mV) (µA·cm-2) 8,7±1,4 10,5±3 0,215 T 

Ileak (60 mV) (µA·cm-2) 10,8±1,9 12,2±3,1 0,292 T 
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P3 lentelė. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa ICa srovei, VC3 

protokolas, n = 5. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims.  

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,1 mM 
p 

ICa (-80 mV) (µA·cm-2) -9,5±6,4 -8,9±3,2 0,623 T 

ICa (-60 mV) (µA·cm-2) -10,6±6 -7,7±2,3 0,199 T 

ICa (-40 mV) (µA·cm-2) -7,9±3,6 -6,8±2,7 0,070 T 

ICa (-20 mV) (µA·cm-2) -5,9±3,3 -5,6±2,9 0,494 T 

ICa (0 mV) (µA·cm-2) -3,8±3,9 -2,6±2,2 0,373 T 

ICa (20 mV) (µA·cm-2) -2,6±3,2 -1±2,5 0,166 W 

ICa (40 mV) (µA·cm-2) -0,4±1,8 -0,6±2,6 >0,999 W 

ICa (60 mV) (µA·cm-2) 0,3±1,6 0,6±2 0,261 T 

 

P4 lentelė. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa ICl srovei, VC3 

protokolas, n = 5. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „T“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Studento t kriterijų priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,1 mM 
p 

ICl (-80 mV) (µA·cm-2) -28±12 -27±4 0,549 T 

ICl (-60 mV) (µA·cm-2) -26±10 -22±6 0,286 T 

ICl (-40 mV) (µA·cm-2) -23±11 -17±5 0,184 T 

ICl (-20 mV) (µA·cm-2) -19±11 -14±4 0,275 T 

ICl (0 mV) (µA·cm-2) -17±9 -12±4 0,259 T 

ICl (20 mV) (µA·cm-2) -14±8 -12±4 0,659 T 

ICl (40 mV) (µA·cm-2) -12±6 -12±4 0,922 T 

ICl (60 mV) (µA·cm-2) -9±5 -10±4 0,908 T 
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P5 lentelė. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa ICaCl srovei, VC3 

protokolas, n = 5. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,1 mM 
p 

ICaCl (-80 mV) (µA·cm-2) -38±17 -36±7 0,561 T 

ICaCl (-60 mV) (µA·cm-2) -36±15 -30±7 0,224 T 

ICaCl (-40 mV) (µA·cm-2) -31±14 -24±6 0,154 T 

ICaCl (-20 mV) (µA·cm-2) -25±13 -20±5 0,267 T 

ICaCl (0 mV) (µA·cm-2) -21±12 -15±4 0,125 W 

ICaCl (20 mV) (µA·cm-2) -17±11 -13±3 >0,999 W 

ICaCl (40 mV) (µA·cm-2) -13±8 -13±5 0,985 T 

ICaCl (60 mV) (µA·cm-2) -10±6 10±4 0,875 W 

 

P6 lentelė. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa sužadinimo metu 

tekančių srovių aktyvacijos trukmei tact, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų 

priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų priklausomoms imtims. Pilku fonu 

išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai (p<0,05). 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,1 mM 
p 

tact (-80 mV) (s) 0,9±0,1 1±0,1 0,130 T 

tact (-60 mV) (s) 0,9±0,1 1±0,2 0,042 T 

tact (-40 mV) (s) 0,9±0,1 1±0,2 0,050 T 

tact (-20 mV) (s) 0,9±0,1 1,1±0,2 0,091 T 

tact (0 mV) (s) 0,9±0,1 1,1±0,2 0,058 W 

tact (20 mV) (s) 1±0,1 1,2±0,1 0,025 T 

tact (40 mV) (s) 1±0,1 1,3±0,2 0,120 T 

tact (60 mV) (s) 1,1±0,1 1,4±0,2 0,208 T 
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P7 lentelė. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa sužadinimo metu 

tekančių srovių inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų 

priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų priklausomoms imtims. Pilku fonu 

išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai (p<0,05).. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,1 mM 
p 

tinact (-80 mV) (s) 1,6±0,2 2,2±0,3 0,047 T 

tinact (-60 mV) (s) 1,6±0,3 2,3±0,5 0,012 T 

tinact (-40 mV) (s) 1,7±0,2 2,5±0,5 0,004 T 

tinact (-20 mV) (s) 1,6±0,3 2,3±0,7 0,018 T 

tinact (0 mV) (s) 1,9±0,6 2,5±0,8 0,227 T 

tinact (20 mV) (s) 2,1±1,2 2,8±1 0,152 T 

tinact (40 mV) (s) 2,9±3 3,5±1,4 0,875 W 

tinact (60 mV) (s) 1,4±0,3 3,7±2 0,082 T 

 

P8 lentelė. 0,1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa IK srovei, VC3 

protokolas, n = 5. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „T“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Studento t kriterijų priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,1 mM 
p 

IK (-80 mV) (µA·cm-2) -1,5±1 -1±1,3 0,902 T 

IK (-60 mV) (µA·cm-2) -1,1±1,2 -0,5±1,2 0,178 T 

IK (-40 mV) (µA·cm-2) -1±1,4 -0,5±1,7 0,368 T 

IK (-20 mV) (µA·cm-2) -1±1,4 -0,3±1,5 0,190 T 

IK (0 mV) (µA·cm-2) 0,5±2,9 0,4±1,7 0,956 T 

IK (20 mV) (µA·cm-2) 1,2±3,4 0±2,3 0,266 T 

IK (40 mV) (µA·cm-2) 2,4±2,7 0,9±1,8 0,140 T 

IK (60 mV) (µA·cm-2) 2,2±2,5 0,8±1,8 0,200 T 
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P9 lentelė. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa Ileak srovei, VC3 

protokolas, n = 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,3 mM 
p 

Ileak (-100 mV) (µA·cm-2) 2,5±0,8 3,2±1,1 0,399 T 

Ileak (-80 mV) (µA·cm-2) 3,5±1,1 3,6±1 0,939 T 

Ileak (-60 mV) (µA·cm-2) 4,2±1,3 4,2±1,1 0,593 T 

Ileak (-40 mV) (µA·cm-2) 5±1,4 4,7±1,4 0,384 T 

Ileak (-20 mV) (µA·cm-2) 5,6±1,6 5,6±1,7 0,529 T 

Ileak (0 mV) (µA·cm-2) 6,5±1,9 6,6±2 0,185 T 

Ileak (20 mV) (µA·cm-2) 8±2,7 8,4±1,9 0,547 W 

Ileak (40 mV) (µA·cm-2) 9,2±3,3 9,2±2,6 0,359 W 

Ileak (60 mV) (µA·cm-2) 11,7±4,1 11,6±2,4 0,825 T 

 

P10 lentelė. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa ICa srovei, VC3 

protokolas, n = 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,3 mM 
p 

ICa (-100 mV) (µA·cm-2) -11,6±5,1 -13±6,4 >0,999 W 

ICa (-80 mV) (µA·cm-2) -9,7±4,6 -8,2±3,1 0,143 T 

ICa (-60 mV) (µA·cm-2) -9,7±5,9 -11,2±7,4 0,686 T 

ICa (-40 mV) (µA·cm-2) -8,4±4,5 -7,2±5,5 0,469 W 

ICa (-20 mV) (µA·cm-2) -5,6±2,4 -5,4±4,7 0,688 W 

ICa (0 mV) (µA·cm-2) -2,8±3,5 -2,5±3,6 0,781 T 

ICa (20 mV) (µA·cm-2) 0,1±3,1 -5±2,5 0,833 W 

ICa (40 mV) (µA·cm-2) 1,1±3,6 0,4±2,5 0,937 W 

ICa (60 mV) (µA·cm-2) 1,8±3,6 1,7±1,2 >0,999 W 
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P11 lentelė. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa ICl srovei, VC3 

protokolas, n = 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „T“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Studento t kriterijų priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,3 mM 
p 

ICl (-100 mV) (µA·cm-2) -47±19 -41±25 0,760 T 

ICl (-80 mV) (µA·cm-2) -37±13 -25±8 0,389 T 

ICl (-60 mV) (µA·cm-2) -30±11 -23±9 0,175 T 

ICl (-40 mV) (µA·cm-2) -25±10 -19±7 0,295 T 

ICl (-20 mV) (µA·cm-2) -19±8 -16±6 0,682 T 

ICl (0 mV) (µA·cm-2) -15±6 -14±7 0,605 T 

ICl (20 mV) (µA·cm-2) -13±7 -12±6 0,788 T 

ICl (40 mV) (µA·cm-2) -8±8 -10±5 0,381 T 

ICl (60 mV) (µA·cm-2) -4±9 -7±6 0,466 T 

 

P12 lentelė. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa ICaCl srovei, VC3 

protokolas, n = 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „T“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Studento t kriterijų priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,3 mM 
p 

ICaCl (-100 mV) (µA·cm-2) -57±20 -47±19 0,390 T 

ICaCl (-80 mV) (µA·cm-2) -42±17 -30±9 0,499 T 

ICaCl (-60 mV) (µA·cm-2) -37±14 -30±15 0,230 T 

ICaCl (-40 mV) (µA·cm-2) -32±12 -25±11 0,261 T 

ICaCl (-20 mV) (µA·cm-2) -24±10 -21±10 0,799 T 

ICaCl (0 mV) (µA·cm-2) -17±7 -17±10 0,639 T 

ICaCl (20 mV) (µA·cm-2) -13±8 -12±8 0,740 T 

ICaCl (40 mV) (µA·cm-2) -8±9 -11±7 0,368 T 

ICaCl (60 mV) (µA·cm-2) -5±10 -7±6 0,466 T 
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P13 lentelė. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa sužadinimo metu 

tekančių srovių aktyvacijos trukmei tact, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų 

priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų priklausomoms imtims. Pilku fonu 

išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai (p<0,05).. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,3 mM 
p 

tact (-100 mV) (s) 0,9±0,1 1,5±0,3 0,002 T 

tact (-80 mV) (s) 0,9±0,2 1,7±0,5 0,016 W 

tact (-60 mV) (s) 1±0,3 2,1±1,1 0,013 T 

tact (-40 mV) (s) 1±0,3 2,2±0,8 0,002 T 

tact (-20 mV) (s) 1±0,2 2,4±0,8 0,003 T 

tact (0 mV) (s) 1,2±0,4 2,4±0,8 0,023 W 

tact (20 mV) (s) 1,1±0,2 2,5±0,7 <0,001 T 

tact (40 mV) (s) 1,2±0,3 2,5±0,9 0,009 T 

tact (60 mV) (s) 1,2±0,2 2±0,7 0,015 T 

 

P14 lentelė. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa sužadinimo metu 

tekančių srovių inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų 

priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų priklausomoms imtims. Pilku fonu 

išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai (p<0,05).. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,1 mM 
p 

tinact (-100 mV) (s) 1,3±0,2 3,9±1,5 0,010 T 

tinact (-80 mV) (s) 1,7±0,4 5,3±2,7 0,016 T 

tinact (-60 mV) (s) 1,9±0,6 5,8±2,3 0,003 T 

tinact (-40 mV) (s) 2,1±0,7 8,1±6,1 0,014 W 

tinact (-20 mV) (s) 2,1±0,7 8,7±6,6 0,016 W 

tinact (0 mV) (s) 2,3±0,8 7,1±2,7 0,004 T 

tinact (20 mV) (s) 2,4±0,8 7,8±2,7 <0,001 T 

tinact (40 mV) (s) 2,3±0,7 7,3±2,1 0,007 T 

tinact (60 mV) (s) 2±0,8 7,1±3 0,016 T 
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P15 lentelė. 0,3 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa IK srovei, VC3 

protokolas, n = 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai 

(p<0,05). 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

0,1 mM 
p 

IK (-100 mV) (µA·cm-2) -1,7±1 -3,3±1,4 0,090 T 

IK (-80 mV) (µA·cm-2) -1,1±1 -1,8±1,2 0,590 W 

IK (-60 mV) (µA·cm-2) 0,4±1,3 -1,4±2,2 0,250 T 

IK (-40 mV) (µA·cm-2) 0,2±1,6 -1,7±2,6 0,024 T 

IK (-20 mV) (µA·cm-2) 1,1±2,2 -1,9±3,3 0,024 T 

IK (0 mV) (µA·cm-2) 2±2,8 -1,6±3,4 0,009 T 

IK (20 mV) (µA·cm-2) 3,5±4,3 -1,1±2,7 0,017 T 

IK (40 mV) (µA·cm-2) 2,9±2,7 -1,2±3,1 0,003 T 

IK (60 mV) (µA·cm-2) 2,2±2,3 0±2,7 0,032 T 

 

P16 lentelė. 1 mM verapamilo poveikis elektrinių Nitellopsis obtusa signalų 

parametrams, CC protokolas, n = 6. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p 

verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t 

kriterijų priklausomoms imtims. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai 

(p<0,05). 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

1 mM 
p 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 
-212±15 -112±21 <0,001 T 

Membranos laidumas 

ramybės būsenoje GRP 

(S·m-2) 

0,35±0,09 0,36±0,06 0,552 T 

VP sužadinimo slenkstis 

Eth (mV) 
-104±12 -79±24 0,125 W 

VP smailė (mV) 37±13 35±18 0,699 T 

VP amplitudė (mV) 143±9 114±41 0,173 T 

VP depoliarizacijos 

trukmė tdep(s) 
1,1±0,2 2,3±0,5 <0,001 T 

VP repoliarizacijos 

trukmė trep (s) 
3,8±0,9 43±29 0,020 T 
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P17 lentelė. 1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa Ileak srovei, VC3 

protokolas, n = 4. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

1 mM 
p 

Ileak (-100 mV) (µA·cm-2) 2,9±08 2,4±0,8 0,500 W 

Ileak (-80 mV) (µA·cm-2) 3,4±1 2,8±0,8 0,340 T 

Ileak (-60 mV) (µA·cm-2) 3,9±1,4 3,8±0,5 0,684 T 

Ileak (-40 mV) (µA·cm-2) 4,6±1,5 4,9±0,3 0,675 T 

Ileak (-20 mV) (µA·cm-2) 5,3±1,6 6,3±0,4 0,759 T 

Ileak (0 mV) (µA·cm-2) 6,4±1,4 7,6±0,5 0,500 W 

Ileak (20 mV) (µA·cm-2) 7,3±1,3 8,6±1,2 0,439 T 

Ileak (40 mV) (µA·cm-2) 8,4±1,6 10,7±1,4 0,234 T 

Ileak (60 mV) (µA·cm-2) 9,8±1,4 10,7±0,5 >0,999 W 

 

P18 lentelė. 1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa ICa srovei, VC3 

protokolas, n = 4. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

1 mM 
p 

ICa (-80 mV) (µA·cm-2) -7,1±1,7 -9,5±0,5 0,500 W 

ICa (-60 mV) (µA·cm-2) -8,3±1,2 -6,3±0,3 0,500 W 

ICa (-40 mV) (µA·cm-2) -7±1,6 -3±1,6 0,500 W 

ICa (-20 mV) (µA·cm-2) -5,1±1,3 -2,9±1,1 0,500 W 

ICa (0 mV) (µA·cm-2) -2,4±2,6 -2,3±2 0,500 W 

ICa (20 mV) (µA·cm-2) -1,5±2,7 -1,7±1,7 0,500 W 

ICa (40 mV) (µA·cm-2) 0,2±2,9 -1,2±1,1 >0,999 W 
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P19 lentelė. 1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa ICl srovei, VC3 

protokolas, n = 4. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

1 mM 
p 

ICl (-80 mV) (µA·cm-2) -30±7 -24±3 0,274 T 

ICl (-60 mV) (µA·cm-2) -23±7 -20±3 0,749 T 

ICl (-40 mV) (µA·cm-2) -19±5 -10±5 0,190 T 

ICl (-20 mV) (µA·cm-2) -15±4 -8±5 0,152 T 

ICl (0 mV) (µA·cm-2) -12±4 -7±3 0,092 T 

ICl (20 mV) (µA·cm-2) -8±3 -5±2 0,250 W 

ICl (40 mV) (µA·cm-2) -4±3 -4±2 0,556 T 

ICl (60 mV) (µA·cm-2) -1±4 -3±2 0,500 W 

 

P20 lentelė. 1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa ICaCl srovei, VC3 

protokolas, n = 4. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 

1 mM 
p 

ICaCl (-80 mV) (µA·cm-2) -38±7 -31±5 0,500 W 

ICaCl (-60 mV) (µA·cm-2) -31±7 -24±7 0,541 T 

ICaCl (-40 mV) (µA·cm-2) -26±5 -12±5 0,113 T 

ICaCl (-20 mV) (µA·cm-2) -20±4 -10±5 0,151 T 

ICaCl (0 mV) (µA·cm-2) -14±5 -8±4 0,192 T 

ICaCl (20 mV) (µA·cm-2) -10±4 -6±3 0,529 T 

ICaCl (40 mV) (µA·cm-2) -5±5 -5±3 0,500 W 

ICaCl (60 mV) (µA·cm-2) -2±5 -3±2 >0,999 W 
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P21 lentelė. 1 mM verapamilo poveikis Nitellopsis obtusa sužadinimo metu 

tekančių srovių aktyvacijos trukmei tact, VC3 protokolas, n = 4. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų 

priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų priklausomoms imtims. Pilku fonu 

išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai (p<0,05). 

 
Kontrolė 

Verapamilas, 1 

mM 
p 

tact (-80 mV) (s) 0,9±0,1 3,6±2,6 0,215 T 

tact (-60 mV) (s) 0,9±0,1 6,1±3,6 0,122 T 

tact (-40 mV) (s) 0,9±0,1 4,6±2,2 0,103 T 

tact (-20 mV) (s) 0,9±0,1 4,2±1,2 0,047 T 

tact (0 mV) (s) 1±0,1 3,5±0,4 0,005 T 

tact (20 mV) (s) 1±0,1 3,2±0,4 0,007 T 

tact (40 mV) (s) 1,1±0,2 3,3±0,7 0,045 T 

tact (60 mV) (s) 1,1±0,3 2,7±0,9 0,500 W 

 

 

 
P1 pav. 0,3 mM koncentracijos verapamilo tirpalo poveikis Nitellopsis obtusa 

citoplazminių lašų membranų K+ kanalų aktyvumui: srovių, tekančių per pavienius 

kanalus (kairėje) ir kanalų atsidarymo tikimybėms (dešinėje) ties skirtingomis MP 

vertėmis. n = 8-9. „W‘“ šalia p verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų 

nepriklausomoms imtims, „T‘“ – Studento t kriterijų nepriklausomoms imtims. 

Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai (p<0,05). 
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P22 lentelė. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis elektrinių 

Nitellopsis obtusa signalų parametrams, CC protokolas, n = 5. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su 

kontrole (p<0,05).  

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,1 mM 

DMSO, 0,75 

% 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 
-201±22 -169±25 -163±15 

Membranos laidumas 

ramybės būsenoje GRP 

(S·m-2) 

0,42±0,11 0,33±0,06 0,35±0,07 

VP sužadinimo slenkstis 

Eth (mV) 
-71±5 -82±8 -92±13 

VP smailė (mV) 30±4 26±5 33±9 

VP amplitudė (mV) 101±7 107±10 127±15 

VP depoliarizacijos 

trukmė tdep(s) 
1,6±0,3 2,1±0,3 1,8±0,3 

VP repoliarizacijos 

trukmė trep (s) 
3,1±0,5 10,7±5 6,9±2,5 
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P2 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM 

tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio elektrinių Nitellopsis 

obtusa signalų parametrams (CC protokolas) statistinė analizė. 
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P23 lentelė. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa Ileak srovei, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,1 mM 

DMSO, 

0,75 % 

Ileak (-100 mV) (µA·cm-2) 3,5±1,4 3,5±1,2 2,5±0,7 

Ileak (-80 mV) (µA·cm-2) 4,3±1,3 4,2±1,3 3,3±1 

Ileak (-60 mV) (µA·cm-2) 4,7±1,4 4,5±1,7 3,7±1 

Ileak (-40 mV) (µA·cm-2) 5,3±1,6 5,2±2 4,3±1 

Ileak (-20 mV) (µA·cm-2) 5,9±1,7 5,9±2,3 4,8±1 

Ileak (0 mV) (µA·cm-2) 6,4±1,7 6,7±2,5 5,6±1,3 

Ileak (20 mV) (µA·cm-2) 7,2±1,8 7,4±2,6 6,4±1,3 

Ileak (40 mV) (µA·cm-2) 8,1±2 8,4±2,8 7,7±1,6 

Ileak (60 mV) (µA·cm-2) 9±2 9,3±2,8 8,5±1,8 
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P3 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM 

tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa Ileak 

srovei (VC3 protokolas) statistinė analizė. 
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P24 lentelė. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa ICa srovei, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu 

išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05). 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,1 mM 

DMSO, 

0,75 % 

ICa (-80 mV) (µA·cm-2) -7,9±1,8 -7,1±2,5 -6,7±2 

ICa (-60 mV) (µA·cm-2) -6±1,3 -4,6±1,7 -5,3±1,8 

ICa (-40 mV) (µA·cm-2) -4,7±1,4 -3,3±1 -4,5±2,4 

ICa (-20 mV) (µA·cm-2) -3,6±1,6 -1,9±1,5 -3,7±1,9 

ICa (0 mV) (µA·cm-2) -2±1,6 -0,4±1,5 -1,4±1,6 

ICa (20 mV) (µA·cm-2) -1,3±1,6 0,8±1,8 -0,2±1,6 

ICa (40 mV) (µA·cm-2) -0,6±1,7 1,8±2,1 1±0,8 

ICa (60 mV) (µA·cm-2) 0±1,6 2,5±2,4 1,6±0,9 
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P4 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM 

tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa ICa 

srovei (VC3 protokolas) statistinė analizė. 
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P25 lentelė. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa ICl srovei, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

 Kontrolė 
Tetrandrinas, 

0,1 mM 

DMSO, 

0,75 % 

ICl (-80 mV) (µA·cm-2) -11±4 -12±4 -12±6 

ICl (-60 mV) (µA·cm-2) -11±5 -11±2 -11±4 

ICl (-40 mV) (µA·cm-2) -11±4 -10±2 -11±3 

ICl (-20 mV) (µA·cm-2) -10±4 -9±2 -9±2 

ICl (0 mV) (µA·cm-2) -8±3 -8±1 -8±2 

ICl (20 mV) (µA·cm-2) -7±2 -6±1 -7±2 

ICl (40 mV) (µA·cm-2) -5±3 -3±1 -6±2 

ICl (60 mV) (µA·cm-2) -2±3 -2±1 -4±1 
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P5 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM 

tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa ICl srovei 

(VC3 protokolas) statistinė analizė. 
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P26 lentelė. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa ICaCl srovei, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

 Kontrolė 
Tetrandrinas, 

0,1 mM 

DMSO, 

0,75 % 

ICaCl (-80 mV) (µA·cm-2) -19±5 -19±3 -19±7 

ICaCl (-60 mV) (µA·cm-2) -17±5 -16±2 -17±6 

ICaCl (-40 mV) (µA·cm-2) -16±5 -13±2 -15±5 

ICaCl (-20 mV) (µA·cm-2) -14±5 -11±1 -13±4 

ICaCl (0 mV) (µA·cm-2) -10±3 -8±1 -10±3 

ICaCl (20 mV) (µA·cm-2) -8±3 -6±1 -8±3 

ICaCl (40 mV) (µA·cm-2) -6±3 -4±1 -6±2 

ICaCl (60 mV) (µA·cm-2) -3±4 -2±1 -4±2 
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P6 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM 

tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa ICaCl 

srovei (VC3 protokolas) statistinė analizė. 
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P27 lentelė. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa sužadinimo metu tekančių srovių aktyvacijos trukmei tact, VC3 protokolas, 

n = 5. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 0,1 

mM 

DMSO, 

0,75 % 

tact (-80 mV) (s) 1,5±0,1 1,7±0,4 1,6±0,2 

tact (-60 mV) (s) 1,6±0,2 2,1±0,2 1,7±0,1 

tact (-40 mV) (s) 1,6±0,2 2,1±0,3 1,8±0,1 

tact (-20 mV) (s) 1,7±0,2 2,2±0,3 1,9±0,1 

tact (0 mV) (s) 1,8±0,2 2,2±0,3 2±0,2 

tact (20 mV) (s) 1,9±0,3 2,4±0,4 2,1±0,1 

tact (40 mV) (s) 2±0,3 2,7±0,5 2,1±0,2 

tact (60 mV) (s) 2,2±0,4 2,6±0,6 2,2±0,2 
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P7 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM 

tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa 

sužadinimo metu tekančių srovių aktyvacijos trukmei tact (VC3 protokolas) statistinė 

analizė. 
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P28 lentelė. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa sužadinimo metu tekančių srovių inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 

protokolas, n = 5. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti statistiškai 

reikšmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05). 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,1 mM 

DMSO, 

0,75 % 

tinact (-80 mV) (s) 1,7±0,4 3,2±1,3 2,7±1 

tinact (-60 mV) (s) 2,1±0,4 4,6±1,8 3,4±1 

tinact (-40 mV) (s) 2,7±0,3 5,4±2 3,7±0,9 

tinact (-20 mV) (s) 3,2±0,4 6,3±2,3 4±1 

tinact (0 mV) (s) 4,1±1,4 6,4±1,8 4,9±1,4 

tinact (20 mV) (s) 4,2±1,4 6,4±1,9 5,4±2,1 

tinact (40 mV) (s) 4,7±1,7 5,2±1,3 4,1±1,6 

tinact (60 mV) (s) 3,7±3,9 2,2±0,9 3,3±1,9 

 



149 

 
P8 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM 

tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa 

sužadinimo metu tekančių srovių aktyvacijos trukmei tinact (VC3 protokolas) 

statistinė analizė. 
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P29 lentelė. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa IK srovei, VC3 protokolas, n = 5. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu 

išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05). 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,1 mM 

DMSO, 

0,75 % 

IK (-80 mV) (µA·cm-2) -1±0,4 -2±1,2 -1,3±0,6 

IK (-60 mV) (µA·cm-2) -0,9±0,4 -1,7±1 -1,2±1,2 

IK (-40 mV) (µA·cm-2) -0,9±0,7 -1,4±1,1 -1,1±1,4 

IK (-20 mV) (µA·cm-2) -1±1,3 -0,8±1,4 -1,1±2,2 

IK (0 mV) (µA·cm-2) -1±1,9 -0,5±1,5 -0,6±2,1 

IK (20 mV) (µA·cm-2) -0,7±1,8 -0,1±1,1 -0,7±2,5 

IK (40 mV) (µA·cm-2) -0,3±2,1 0,6±0,9 -0,2±2,3 

IK (60 mV) (µA·cm-2) 0,1±2 1,6±0,7 0,6±2 
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P9 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO (n = 5) bei 0,2 mM 

tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 10) poveikio Nitellopsis obtusa IK srovei 

(VC3 protokolas) statistinė analizė. 
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P30 lentelė. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa Ileak srovei, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku 

fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05). 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,2 mM 

DMSO, 

1,5 % 

Ileak (-100 mV) (µA·cm-2) 2,3±0,5 1,9±0,7 1,9±0,6 

Ileak (-80 mV) (µA·cm-2) 3,1±0,8 2,3±0,6 2,4±0,8 

Ileak (-60 mV) (µA·cm-2) 3,5±0,9 2,8±0,7 2,9±0,7 

Ileak (-40 mV) (µA·cm-2) 4,1±1 3,3±0,8 3,4±0,7 

Ileak (-20 mV) (µA·cm-2) 4,8±1 4±0,9 4,1±1 

Ileak (0 mV) (µA·cm-2) 5,4±1,2 4,8±1,4 4,9±1,3 

Ileak (20 mV) (µA·cm-2) 6,4±1,6 6±1,8 6,1±1,7 

Ileak (40 mV) (µA·cm-2) 7,4±1,8 7,1±2,1 7,6±2,2 

Ileak (60 mV) (µA·cm-2) 8,9±1,7 8,3±2,9 8,8±2,8 

 

P31 lentelė. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa ICa srovei, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu 

išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,5). 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,2 mM 

DMSO, 

1,5 % 

ICa (-100 mV) (µA·cm-2) -7,2±3,1 -4,6±2,9 -9,6±5,3 

ICa (-80 mV) (µA·cm-2) -7,6±4,2 -4,5±2,1 -7,6±4 

ICa (-60 mV) (µA·cm-2) -6,7±4 -3,1±3,4 -5,2±3 

ICa (-40 mV) (µA·cm-2) -4,7±2,8 -2,5±1,8 -2,8±3,8 

ICa (-20 mV) (µA·cm-2) -3,1±2,2 -0,8±1,8 -0,1±3,8 

ICa (0 mV) (µA·cm-2) -1,3±1,9 1,1±2 2,1±3,7 

ICa (20 mV) (µA·cm-2) -0,1±1,7 3,2±2,7 3,6±4,1 

ICa (40 mV) (µA·cm-2) 1±1,5 4,8±4 6,3±5,6 

ICa (60 mV) (µA·cm-2) 2±1,4 6,6±5,7 8,1±7,4 
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P32 lentelė. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa ICl srovei, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu 

išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05). Pabrauktos 

vertės, rodančios statistiškai reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp tetrandrino ir DMSO 

grupių. 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,2 mM 

DMSO, 

1,5 % 

ICl (-100 mV) (µA·cm-2) -30±12 -17±11 -16±10 

ICl (-80 mV) (µA·cm-2) -29±13 -14±8 -18±11 

ICl (-60 mV) (µA·cm-2) -25±10 -11±5 -16±9 

ICl (-40 mV) (µA·cm-2) -23±10 -9±4 -14±7 

ICl (-20 mV) (µA·cm-2) -18±7 -7±4 -12±8 

ICl (0 mV) (µA·cm-2) -14±6 -4±4 -9±8 

ICl (20 mV) (µA·cm-2) -10±5 -1±4 -5±7 

ICl (40 mV) (µA·cm-2) -5±6 2±5 1±8 

ICl (60 mV) (µA·cm-2) 0±5 5±6 4±9 

 

P33 lentelė. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa ICaCl srovei, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku 

fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05). 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,2 mM 

DMSO, 

1,5 % 

ICaCl (-100 mV) (µA·cm-

2) 
-38±13 -22±12 -26±11 

ICaCl (-80 mV) (µA·cm-2) -36±15 -19±8 -25±14 

ICaCl (-60 mV) (µA·cm-2) -31±13 -14±7 -21±12 

ICaCl (-40 mV) (µA·cm-2) -27±12 -11±5 -17±10 

ICaCl (-20 mV) (µA·cm-2) -21±8 -8±4 -14±10 

ICaCl (0 mV) (µA·cm-2) -16±6 -4±4 -9±8 

ICaCl (20 mV) (µA·cm-2) -11±6 -1±4 -5±7 

ICaCl (40 mV) (µA·cm-2) -5±6 2±5 1±8 

ICaCl (60 mV) (µA·cm-2) 0±6 5±6 4±9 
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P34 lentelė. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa sužadinimo metu tekančių srovių aktyvacijos trukmei tact, VC3 protokolas, n 

= 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi 

skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05). 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,2 mM 
DMSO, 1,5 % 

tact (-100 mV) (s) 1,2±0,2 2,4±0,8 1,9±0,7 

tact (-80 mV) (s) 1,3±0,2 2,3±0,8 1,9±0,7 

tact (-60 mV) (s) 1,4±0,3 2,4±0,8 1,9±0,7 

tact (-40 mV) (s) 1,4±0,3 2,4±0,8 2,1±0,7 

tact (-20 mV) (s) 1,5±0,3 2,3±0,6 2,2±0,6 

tact (0 mV) (s) 1,6±0,4 2,3±0,5 2,3±0,8 

tact (20 mV) (s) 1,7±0,4 2,2±0,5 2,4±0,8 

tact (40 mV) (s) 1,8±0,6 2,3±0,5 2,4±0,9 

tact (60 mV) (s) 1,8±0,6 2,3±0,6 2,6±1,2 

 

P35 lentelė. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa sužadinimo metu tekančių srovių inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 

protokolas, n = 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti statistiškai 

reikšmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05). 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,2 mM 

DMSO, 

1,5 % 

tinact (-100 mV) (s) 1,7±0,3 2,7±0,8 2,4±1,5 

tinact (-80 mV) (s) 1,9±0,4 2,8±1,2 2,7±1,5 

tinact (-60 mV) (s) 2,2±0,4 3,1±1,5 3,1±1,2 

tinact (-40 mV) (s) 2,4±0,5 3,3±1,2 3,5±1,2 

tinact (-20 mV) (s) 2,7±0,8 3,1±1,2 3,7±1,4 

tinact (0 mV) (s) 3,1±1,3 2,9±1,1 3,8±1 

tinact (20 mV) (s) 3,1±1 3±0,8 3,4±1,8 

tinact (40 mV) (s) 3,1±1 2,4±0,8 2,8±1,9 
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P36 lentelė. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis 

obtusa IK srovei, VC3 protokolas, n = 10. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu 

išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05). 

 
Kontrolė 

Tetrandrinas, 

0,2 mM 

DMSO, 

1,5 % 

IK (-100 mV) (µA·cm-2) -1,1±0,6 -1±0,9 -1±0,8 

IK (-80 mV) (µA·cm-2) -1,1±0,6 -0,9±1,3 -1±1,9 

IK (-60 mV) (µA·cm-2) -1,7±3,5 0,5±1,1 -0,3±2,1 

IK (-40 mV) (µA·cm-2) -0,6±1,3 0,5±1,8 0,2±2,8 

IK (-20 mV) (µA·cm-2) -0,1±1,6 1,7±2,1 1±3,5 

IK (0 mV) (µA·cm-2) 0,3±1,8 3,3±2,7 2±3,7 

IK (20 mV) (µA·cm-2) 1,2±1,6 5,1±3,6 4±4,8 

IK (40 mV) (µA·cm-2) 1,5±1,8 6,7±4,8 5,9±6,1 

IK (60 mV) (µA·cm-2) 2±2,1 8±5,8 7,8±8,4 

 

 
P10 pav. 0,1 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 0,75 % DMSO bei 0,2 mM tetrandrino 

ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO poveikis Nitellopsis obtusa citoplazminių lašų 

membranų K+ kanalų aktyvumui: srovių, tekančių per pavienius kanalus (kairėje) ir 

kanalų atsidarymo tikimybėms (dešinėje) ties skirtingomis MP vertėmis. n = 5-9. 

„Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai nuo kontrolės (p<0,05). 
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P11 pav. 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 5-9) poveikio 

Nitellopsis obtusa citoplazminių lašų membranų K+ kanalų aktyvumui: srovių, 

tekančių per pavienius kanalus (kairėje) ir kanalų atsidarymo tikimybėms (dešinėje) 

ties skirtingomis MP vertėmis statistinė analizė (tęsinys kitame puslapyje). 
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P11 pav. (tęsinys) 0,2 mM tetrandrino ir jo tirpiklio 1,5 % DMSO (n = 5-9) poveikio 

Nitellopsis obtusa citoplazminių lašų membranų K+ kanalų aktyvumui: srovių, 

tekančių per pavienius kanalus (kairėje) ir kanalų atsidarymo tikimybėms (dešinėje) 

ties skirtingomis MP vertėmis statistinė analizė. 
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P37 lentelė. 50 µM NED-19 poveikis elektrinių Nitellopsis obtusa signalų 

parametrams, CC protokolas, n = 7. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p 

verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t 

kriterijų priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

NED-19, 

50 µM 
p 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 
-214±14 -207±17 0,245 T 

Membranos laidumas 

ramybės būsenoje GRP 

(S·m-2) 

0,29±0,07 0,27±0,05 0,306 T 

VP sužadinimo slenkstis 

Eth (mV) 
-90±8 -81±18 0,340 T 

VP smailė (mV) 30±10 22±13 0,219 W 

VP amplitudė (mV) 120±11 104±23 0,136 T 

VP depoliarizacijos 

trukmė tdep(s) 
1,4±0,3 1,5±0,2 0,214 T 

VP repoliarizacijos trukmė 

trep (s) 
3,5±1,1 4,5±1,8 0,136 T 

 

P38 lentelė. 50 µM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa Ileak srovei, VC3 

protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „T“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Studento t kriterijų priklausomoms imtims. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi 

skirtumai (p<0,05). 

 
Kontrolė 

NED-19, 

50 µM 
p 

Ileak (-100 mV) (µA·cm-2) 2±0,6 2±0,4 0,254 T 

Ileak (-80 mV) (µA·cm-2) 2,5±0,8 2,1±0,5 0,310 T 

Ileak (-60 mV) (µA·cm-2) 2,8±0,9 2,5±0,5 0,321 T 

Ileak (-40 mV) (µA·cm-2) 3,3±0,9 2,9±0,7 0,150 T 

Ileak (-20 mV) (µA·cm-2) 3,7±1 3,4±0,8 0,098 T 

Ileak (0 mV) (µA·cm-2) 4,6±1,3 3,9±1 0,065 T 

Ileak (20 mV) (µA·cm-2) 5,4±1,4 4,6±1,1 0,037 T 

Ileak (40 mV) (µA·cm-2) 6±1,1 5,3±1,2 0,005 T 

Ileak (60 mV) (µA·cm-2) 7±1,2 6,1±1,5 0,002 T 
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P39 lentelė. 50 µM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa ICa srovei, VC3 

protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

NED-19, 

50 µM 
p 

ICa (-100 mV) (µA·cm-2) -7,2±2,2 - - 

ICa (-80 mV) (µA·cm-2) -5,9±1,7 -5,7±1,5 0,444 T 

ICa (-60 mV) (µA·cm-2) -5,1±1,2 -4,3±1,4 0,157 T 

ICa (-40 mV) (µA·cm-2) -4±0,9 -3,1±1,6 0,223 T 

ICa (-20 mV) (µA·cm-2) -3±0,9 -2,2±1,3 0,260 T 

ICa (0 mV) (µA·cm-2) -1,3±1,7 -0,7±1,1 0,389 T 

ICa (20 mV) (µA·cm-2) 0,1±1 0,3±0,8 0,742 W 

ICa (40 mV) (µA·cm-2) 1,2±0,8 1±0,9 0,748 T 

ICa (60 mV) (µA·cm-2) 2,3±1,3 2±0,6 0,599 T 

 

P40 lentelė. 50 µM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa ICl srovei, VC3 

protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai 

(p<0,05). 

 
Kontrolė 

NED-19, 

50 µM 
p 

ICl (-100 mV) (µA·cm-2) -20±6 - - 

ICl (-80 mV) (µA·cm-2) -17±5 -14±6 0,116 T 

ICl (-60 mV) (µA·cm-2) -14±6 -13±6 0,375 W 

ICl (-40 mV) (µA·cm-2) -13±5 -11±5 0,195 W 

ICl (-20 mV) (µA·cm-2) -11±5 -8±3 0,025 T 

ICl (0 mV) (µA·cm-2) -6±7 -7±3 0,742 W 

ICl (20 mV) (µA·cm-2) -6±3 -5±2 0,093 T 

ICl (40 mV) (µA·cm-2) -5±3 -3±2 0,056 T 

ICl (60 mV) (µA·cm-2) -2±2 -1±2 0,065 T 
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P41 lentelė. 50 µM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa ICaCl srovei, VC3 

protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai 

(p<0,05). 

 
Kontrolė 

NED-19, 

50 µM 
p 

ICaCl (-100 mV) (µA·cm-2) -27±7 - - 

ICaCl (-80 mV) (µA·cm-2) -23±6 -19±7 0,156 T 

ICaCl (-60 mV) (µA·cm-2) -19±6 -17±6 0,219 T 

ICaCl (-40 mV) (µA·cm-2) -17±5 -14±5 0,078 W 

ICaCl (-20 mV) (µA·cm-2) -14±5 -10±3 0,023 W 

ICaCl (0 mV) (µA·cm-2) -8±7 -7±2 0,195 T 

ICaCl (20 mV) (µA·cm-2) -7±3 -5±2 0,162 T 

ICaCl (40 mV) (µA·cm-2) -5±3 -3±1 0,083 T 

ICaCl (60 mV) (µA·cm-2) -2±2 -1±2 0,065 T 

 

P42 lentelė. 50 µM NED-19 poveikis Nitellopsis obtusa sužadinimo metu tekančių 

srovių aktyvacijos trukmei tact, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. „T“ šalia p verčių reiškia taikytą Studento t kriterijų priklausomoms 

imtims.  

 
Kontrolė 

NED-19, 

50 µM 
p 

tact (-100 mV) (s) 1,1±0,2 - - 

tact (-80 mV) (s) 1,2±0,3 1,5±0,3 0,113 T 

tact (-60 mV) (s) 1,3±0,3 1,5±0,3 0,332 T 

tact (-40 mV) (s) 1,4±0,3 1,5±0,3 0,393 T 

tact (-20 mV) (s) 1,4±0,3 1,6±0,3 0,080 T 

tact (0 mV) (s) 1,6±0,4 1,7±0,4 0,441 T 

tact (20 mV) (s) 1,7±0,5 1,7±0,4 0,840 T 

tact (40 mV) (s) 1,8±0,5 1,9±0,6 0,293 T 

tact (60 mV) (s) 1,9±0,4 1,8±0,5 0,466 T 
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P43 lentelė. 50 µM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa sužadinimo metu 

tekančių srovių inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų 

priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų priklausomoms imtims. Pilku fonu 

išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai (p<0,05). 

 
Kontrolė 

NED-19, 

50 µM 
p 

tinact (-100 mV) (s) 1,3±0,3 - - 

tinact (-80 mV) (s) 1,7±0,5 1,9±0,3 0,521 T 

tinact (-60 mV) (s) 2±0,7 2,2±0,5 0,461 T 

tinact (-40 mV) (s) 2,2±0,8 2,5±0,8 0,335 T 

tinact (-20 mV) (s) 2,1±0,7 2,8±1 0,079 T 

tinact (0 mV) (s) 2,5±1 3,8±2 0,021 T 

tinact (20 mV) (s) 3±2,4 3,9±2,1 0,078 W 

tinact (40 mV) (s) 2,8±2,3 3,3±1,9 0,055 W 

tinact (60 mV) (s) 1,9±0,9 2,4±0,9 >0,999 W 

 

P44 lentelė. 50 µM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa IK srovei, VC3 

protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „T“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Studento t kriterijų priklausomoms imtims. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi 

skirtumai (p<0,05). 

 
Kontrolė 

NED-19, 

50 µM 
p 

IK (-100 mV) (µA·cm-2) -1,4±0,6 - - 

IK (-80 mV) (µA·cm-2) -0,9±0,6 -1,3±0,3 0,846 T 

IK (-60 mV) (µA·cm-2) -0,7±0,6 -1±0,5 0,426 T 

IK (-40 mV) (µA·cm-2) -0,3±1 -0,8±0,5 0,643 T 

IK (-20 mV) (µA·cm-2) 0,3±0,9 -0,3±0,5 0,045 T 

IK (0 mV) (µA·cm-2) 0,8±1,3 0±0,6 0,045 T 

IK (20 mV) (µA·cm-2) 1,5±1,8 0,5±0,6 0,119 T 

IK (40 mV) (µA·cm-2) 1,9±1,6 1±0,5 0,116 T 

IK (60 mV) (µA·cm-2) 2,7±1,1 1,5±0,4 0,027 T 
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P45 lentelė. 75 µM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa Ileak srovei, VC3 

protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

NED-19, 

75 µM 
p 

Ileak (-100 mV) (µA·cm-2) 2,3±0,6 2,5±0,5 0,515 T 

Ileak (-80 mV) (µA·cm-2) 3±0,9 3,3±0,7 0,844 W 

Ileak (-60 mV) (µA·cm-2) 3,5±1,2 4±0,8 0,469 W 

Ileak (-40 mV) (µA·cm-2) 4±1,5 4,5±1,1 0,296 T 

Ileak (-20 mV) (µA·cm-2) 4,9±1,6 6±2,1 0,375 W 

Ileak (0 mV) (µA·cm-2) 5,8±1,7 6,4±1,5 0,461 W 

Ileak (20 mV) (µA·cm-2) 6,8±1,9 7,6±1,9 0,148 W 

Ileak (40 mV) (µA·cm-2) 8±2 9,1±2,5 0,313 W 

Ileak (60 mV) (µA·cm-2) 9,2±2,2 10,1±3,1 0,563 W 

 

P46 lentelė. 75 µM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa ICa srovei, VC3 

protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai 

(p<0,05). 

 
Kontrolė 

NED-19, 

75 µM 
p 

ICa (-100 mV) (µA·cm-2) -6,1±3,6 - - 

ICa (-80 mV) (µA·cm-2) -8±3,1 -7,6±3,8 0,498 T 

ICa (-60 mV) (µA·cm-2) -7,1±2,5 -5,7±3 0,031 T 

ICa (-40 mV) (µA·cm-2) -5,7±1,8 -4,4±1,8 0,094 T 

ICa (-20 mV) (µA·cm-2) -4,3±1,5 -2,9±2 0,089 T 

ICa (0 mV) (µA·cm-2) -2,5±1,9 -0,2±2,7 0,072 T 

ICa (20 mV) (µA·cm-2) -1,3±1,9 1,7±2,9 0,046 T 

ICa (40 mV) (µA·cm-2) 0±2,2 3,2±3,3 0,039 W 

ICa (60 mV) (µA·cm-2) 1,2±1,7 5,3±4 0,071 T 
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P47 lentelė. 75 µM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa ICl srovei, VC3 

protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „T“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Studento t kriterijų priklausomoms imtims.  

 
Kontrolė 

NED-19, 

75 µM 
p 

ICl (-100 mV) (µA·cm-2) -30±11 - - 

ICl (-80 mV) (µA·cm-2) -26±8 -26±11 0,590 T 

ICl (-60 mV) (µA·cm-2) -23±6 -23±7 0,702 T 

ICl (-40 mV) (µA·cm-2) -19±5 -18±8 0,661 T 

ICl (-20 mV) (µA·cm-2) -16±4 -14±5 0,408 T 

ICl (0 mV) (µA·cm-2) -13±4 -12±5 0,878 T 

ICl (20 mV) (µA·cm-2) -9±2 -9±4 0,716 T 

ICl (40 mV) (µA·cm-2) -6±2 -4±5 0,330 T 

ICl (60 mV) (µA·cm-2) -3±3 1±5 0,112 T 

 

P48 lentelė. 75 µM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa ICaCl srovei, VC3 

protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „T“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Studento t kriterijų priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

NED-19, 

75 µM 
p 

ICaCl (-100 mV) (µA·cm-2) -37±12 - - 

ICaCl (-80 mV) (µA·cm-2) -34±11 -34±10 0,389 T 

ICaCl (-60 mV) (µA·cm-2) -30±9 -29±8 0,527 T 

ICaCl (-40 mV) (µA·cm-2) -25±7 -22±9 0,435 T 

ICaCl (-20 mV) (µA·cm-2) -20±6 -17±7 0,245 T 

ICaCl (0 mV) (µA·cm-2) -15±5 -13±6 0,449 T 

ICaCl (20 mV) (µA·cm-2) -11±3 -9±5 0,293 T 

ICaCl (40 mV) (µA·cm-2) -7±3 -4±5 0,207 T 

ICaCl (60 mV) (µA·cm-2) -4±3 1±5 0,112 T 
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P49 lentelė. 75 µM NED-19 poveikis Nitellopsis obtusa sužadinimo metu tekančių 

srovių aktyvacijos trukmei tact, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų 

priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų priklausomoms imtims. Pilku fonu 

išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai (p<0,05). 

 
Kontrolė 

NED-19, 

75 µM 
p 

tact (-100 mV) (s) 1±0,1 - - 

tact (-80 mV) (s) 1±0,1 1,2±0,2 0,156 W 

tact (-60 mV) (s) 1±0,1 1,3±0,2 0,006 T 

tact (-40 mV) (s) 1±0,1 1,4±0,2 0,001 T 

tact (-20 mV) (s) 1,1±0,1 1,4±0,2 0,003 T 

tact (0 mV) (s) 1,1±0,2 1,5±0,2 0,008 W 

tact (20 mV) (s) 1,1±0,2 1,5±0,2 0,014 W 

tact (40 mV) (s) 1,3±0,2 1,8±0,3 0,004 T 

tact (60 mV) (s) 1,6±0,3 2,3±0,5 0,102 T 

 

P50 lentelė. 75 µM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa sužadinimo metu 

tekančių srovių inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. „T“ šalia p verčių reiškia taikytą Studento t kriterijų priklausomoms 

imtims. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai (p<0,05). 

 
Kontrolė 

NED-19, 

75 µM 
p 

tinact (-100 mV) (s) 1,5±0,4 - - 

tinact (-80 mV) (s) 1,5±0,4 2,1±0,6 0,013 T 

tinact (-60 mV) (s) 1,7±0,4 2,3±0,4 0,015 T 

tinact (-40 mV) (s) 1,8±0,4 2,7±0,5 <0,001 T 

tinact (-20 mV) (s) 2,1±0,5 3±0,4 0,006 T 

tinact (0 mV) (s) 2,7±0,8 4±1,2 0,019 T 

tinact (20 mV) (s) 3±1,3 4,6±2 0,031 T 

tinact (40 mV) (s) 3,6±1,7 4,5±2,8 0,100 T 

tinact (60 mV) (s) 1,5±0,4 - - 
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P51 lentelė. 75 µM NED-19 poveikis poveikis Nitellopsis obtusa IK srovei, VC3 

protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. „W“ šalia p verčių reiškia taikytą 

Wilcoxono kriterijų priklausomoms imtims, „T“ – Studento t kriterijų 

priklausomoms imtims. 

 
Kontrolė 

NED-19, 

75 µM 
p 

IK (-100 mV) (µA·cm-2) -1,2±1,2 - - 

IK (-80 mV) (µA·cm-2) -1,4±1,4 -0,8±2,4 0,578 W 

IK (-60 mV) (µA·cm-2) -2±1,9 -1,5±1,7 0,212 T 

IK (-40 mV) (µA·cm-2) -2,2±2 -1,7±2,6 0,611 T 

IK (-20 mV) (µA·cm-2) -2,5±2,3 -0,6±4,4 0,170 T 

IK (0 mV) (µA·cm-2) -2,2±2,2 -1,1±3,6 0,355 T 

IK (20 mV) (µA·cm-2) -1,6±1,8 -0,3±3,7 0,233 T 

IK (40 mV) (µA·cm-2) -1,2±1,8 0,8±4,4 0,185 T 

IK (60 mV) (µA·cm-2) -0,8±1,1 2,8±5 0,118 T 

 

 
P12 pav. 75 µM koncentracijos NED-19 tirpalo poveikis Nitellopsis obtusa 

citoplazminių lašų membranų K+ kanalų aktyvumui: srovių, tekančių per pavienius 

kanalus (kairėje) ir kanalų atsidarymo tikimybėms (dešinėje) ties skirtingomis MP 

vertėmis. n = 8-9. „W‘“ šalia p verčių reiškia taikytą Wilcoxono kriterijų 

nepriklausomoms imtims, „T‘“ – Studento t kriterijų nepriklausomoms imtims. 
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P52 lentelė. 150 µM inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) poveikis elektrinių Nitellopsis 

obtusa signalų parametrams, CC, VC1 ir VC2 protokolai, n = 4. Pateikti verčių 

vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su 

Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertės, rodančios statistiškai reikšmingą skirtumą 

(p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolės-2 grupių. 

 Kontrolė-1 IP3, 150 µM Kontrolė-2 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 
-207±25 -200±27 -189±40 

Membranos laidumas 

ramybės būsenoje 

GRP (S·m-2) 

0,33±0,07 0,3±0,14 0,53±0,4 

VP sužadinimo slenkstis 

Eth (mV) 
-93±14 -101±9 -80±11 

VP smailė (mV) 25±8 26±5 45±4 

VP amplitudė (mV) 118±21 126±13 125±15 

VP depoliarizacijos 

trukmė tdep(s) 
1,5±0,3 1,6±0,2 1,5±0,3 

VP repoliarizacijos 

trukmė trep (s) 
3,9±0,5 5,8±1,9 4,3±1,9 

Maksimalus membranos 

laidumas sužadinimo 

metu Gmax (S·m-2) 

3,7±1,3 3,9±1,4 5±1,6 

Membranos laidumas ties 

-250 mV G-250 mV (S·m-2) 
0,39±0,07 0,38±0,1 0,85±0,91 

Membranos laidumas ties 

50 mV G50 mV (S·m-2) 
0,83±0,34 0,86±0,2 0,98±0,57 

Sužadinimo srovės 

amplitudė Itrans (µA·cm-2) 
-40±8 -49±21 -69±30 

Sužadinimo srovės 

aktyvacijos trukmė 

tact_trans (s) 

1,2±0,2 1,4±0,4 1,2±0,1  

Sužadinimo srovės 

inaktyvacijos trukmė 

tinact_trans (s) 

2,3±0,8 2,3±0,7 2,2±0,6 
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P13 pav. 75 µM (n = 6-8) ir 150 µM (n=4) inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) poveikio 

elektrinių Nitellopsis obtusa signalų parametrams (CC, VC1 ir VC2 protokolas) 

statistinė analizė (tęsinys kitame puslapyje). 
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P13 pav. (tęsinys) 75 µM (n = 6-8) ir 150 µM (n=4) inozitolio 1,4,5-trisfosfato (IP3) 

poveikio elektrinių Nitellopsis obtusa signalų parametrams (CC, VC1 ir VC2 

protokolas) statistinė analizė. 
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P53 lentelė. 25 µM fosfolipazės C blokatoriaus U73122 ir jo tirpiklio 1 % DMSO 

poveikis elektrinių Nitellopsis obtusa signalų parametrams, CC, VC1 ir VC2 

protokolai, n = 4. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti statistiškai 

reikšmingi skirtumai, palyginus su kontrole (p<0,05). 

 Kontrolė 
U73122, 

25 µM 

DMSO, 

1 % 

Membranos ramybės 

potencialas RP (mV) 
-205±23 -172±31 -188±39 

Membranos laidumas 

ramybės būsenoje GRP 

(S·m-2) 

0,35±0,17 0,34±0,11 0,3±0,09 

VP sužadinimo slenkstis 

Eth (mV) 
-100±13 -100±6 -100±10 

VP smailė (mV) 29±10 14±15 13±17 

VP amplitudė (mV) 129±16 115±11 114±16 

VP depoliarizacijos 

trukmė tdep(s) 
1,5±0,3 1,8±0,6 1,4±0,3 

VP repoliarizacijos 

trukmė trep (s) 
4,2±1,9 8,2±4,9 5,2±2,9 

Maksimalus membranos 

laidumas sužadinimo 

metu Gmax (S·m-2) 

4,98±2,93 3,94±3,24 3,74±2,79 

Membranos laidumas ties 

-250 mV G-250 mV  (S·m-2) 
0,4±0,14 0,4±0,08 0,37±0,09 

Membranos laidumas ties 

50 mV G50 mV  (S·m-2) 
1±0,44 1,5±0,81 1,2±0,55 

Sužadinimo srovės 

amplitudė Itrans (µA·cm-2) 
-56±33 -35±12 -38±27 

Sužadinimo srovės 

aktyvacijos trukmė 

tact_trans (s) 

1,1±0,2 1,8±0,7 0,8±0,4 

Sužadinimo srovės 

inaktyvacijos trukmė 

tinact_trans (s) 

1,9±0,1 3,3±1,9 2,2±0,8 
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P14 pav. 25 µM fosfolipazės C blokatoriaus U73122 ir jo tirpiklio 1 % DMSO 

poveikio (n = 4) elektrinių Nitellopsis obtusa signalų parametrams (CC, VC1 ir VC2 

protokolas) statistinė analizė. 
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P15 pav. 75 µM (n = 9) ir 150 µM (n=3-8) inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikio 

elektrinių Nitellopsis obtusa signalų parametrams (CC, VC1 ir VC2 protokolas) 

statistinė analizė (tęsinys kitame puslapyje). 
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P15 pav. (tęsinys) 75 µM (n = 9) ir 150 µM (n=3-8) inozitolio heksakisfosfato (IP6) 

poveikio elektrinių Nitellopsis obtusa signalų parametrams (CC, VC1 ir VC2 

protokolas) statistinė analizė. 
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P54 lentelė. 75 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa Ileak 

srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

 Kontrolė-1 IP6, 75 µM Kontrolė-2 

Ileak (-120 mV) (µA·cm-2) 2,4±1,3 2,2±0,9 2,6±1,7 

Ileak (-100 mV) (µA·cm-2) 3,4±1,3 2,9±1,1 3,4±2,1 

Ileak (-80 mV) (µA·cm-2) 4,1±1,6 3,7±1,3 4,2±2,2 

Ileak (-60 mV) (µA·cm-2) 5±2,2 4,5±1,7 5,2±3,2 

Ileak (-40 mV) (µA·cm-2) 5,8±2,6 5,1±2,1 6,2±3,7 

Ileak (-20 mV) (µA·cm-2) 6,6±3 6±2,4 6,8±4,3 

Ileak (0 mV) (µA·cm-2) 7,7±3,5 7±2,6 7,7±5,2 

Ileak (20 mV) (µA·cm-2) 9,1±4,2 7,7±2,7 8,6±4,9 

Ileak (40 mV) (µA·cm-2) 10,4±4,5 9,2±3,1 9,9±5,4 

Ileak (60 mV) (µA·cm-2) 11,8±5,2 10,3±3,3 10,9±5,9 
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P16 pav. 75 µM (n = 8) ir 150 µM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikio 

Nitellopsis obtusa Ileak srovei (VC3 protokolas) statistinė analizė. 
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P55 lentelė. 75 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa ICa 

srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti 

statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos 

vertės, rodančios statistiškai reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolės-2 

grupių. 

 Kontrolė-1 IP6, 75 µM Kontrolė-2 

ICa (-120 mV) (µA·cm-2) - -9,2±2,7 - 

ICa (-100 mV) (µA·cm-2) -10,8±2,6 -5,9±1,1 -8,7±3,4 

ICa (-80 mV) (µA·cm-2) -8,3±2,2 -5,2±1,7 -6,5±2,2 

ICa (-60 mV) (µA·cm-2) -6,1±1,7 -4,2±1,8 -5,2±1,5 

ICa (-40 mV) (µA·cm-2) -4,5±1,4 -4±1,6 -5,1±2,1 

ICa (-20 mV) (µA·cm-2) -3,6±1,9 -3,7±2 -4,3±2,3 

ICa (0 mV) (µA·cm-2) -2,3±2 -1,5±2,6 -3,4±2,7 

ICa (20 mV) (µA·cm-2) -0,7±2,7 0±2,9 -1,4±3 

ICa (40 mV) (µA·cm-2) 0,7±3,1 1,5±3,4 0,2±4 

ICa (60 mV) (µA·cm-2) 2,4±3,7 2,7±3,9 1,8±4,9 
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P17 pav. 75 µM (n = 8) ir 150 µM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikio 

Nitellopsis obtusa ICa srovei (VC3 protokolas) statistinė analizė. 
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P56 lentelė. 75 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa ICl 

srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti 

statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos 

vertės, rodančios statistiškai reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolės-2 

grupių. 

 Kontrolė-1 IP6, 75 µM Kontrolė-2 

ICl (-120 mV) (µA·cm-2) - -27±8 - 

ICl (-100 mV) (µA·cm-2) -22±1 -24±9 -33±13 

ICl (-80 mV) (µA·cm-2) -22±7 -21±8 -26±7 

ICl (-60 mV) (µA·cm-2) -21±6 -19±6 -22±8 

ICl (-40 mV) (µA·cm-2) -19±5 -14±4 -18±7 

ICl (-20 mV) (µA·cm-2) -16±5 -12±4 -15±7 

ICl (0 mV) (µA·cm-2) -13±3 -10±3 -13±7 

ICl (20 mV) (µA·cm-2) -10±3 -8±4 -10±6 

ICl (40 mV) (µA·cm-2) -6±4 -4±4 -7±4 

ICl (60 mV) (µA·cm-2) -2±6 -1±5 -4±5 
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P18 pav. 75 µM (n = 8) ir 150 µM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikio 

Nitellopsis obtusa ICl srovei (VC3 protokolas) statistinė analizė. 



179 

 

P57 lentelė. 75 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa ICaCl 

srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti 

statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos 

vertės, rodančios statistiškai reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolės-2 

grupių. 

 Kontrolė-1 IP6, 75 µM Kontrolė-2 

ICaCl (-120 mV) (µA·cm-2) - -36±11 - 

ICaCl (-100 mV) (µA·cm-2) -33±3 -30±9 -42±16 

ICaCl (-80 mV) (µA·cm-2) -31±7 -26±8 -32±8 

ICaCl (-60 mV) (µA·cm-2) -27±6 -23±7 -27±9 

ICaCl (-40 mV) (µA·cm-2) -23±5 -18±5 -23±9 

ICaCl (-20 mV) (µA·cm-2) -19±5 -15±5 -20±9 

ICaCl (0 mV) (µA·cm-2) -15±4 -12±5 -16±9 

ICaCl (20 mV) (µA·cm-2) -11±4 -9±5 -12±7 

ICaCl (40 mV) (µA·cm-2) -7±5 -5±4 -8±5 

ICaCl (60 mV) (µA·cm-2) -2±6 -1±5 -4±5 
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P19 pav. 75 µM (n = 8) ir 150 µM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikio 

Nitellopsis obtusa ICaCl srovei (VC3 protokolas) statistinė analizė. 
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P58 lentelė. 75 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa 

sužadinimo metu tekančių srovių aktyvacijos trukmei tact, VC3 protokolas, n = 8. 

Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, 

palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertės, rodančios statistiškai 

reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolės-2 grupių. 

 Kontrolė-1 IP6, 75 µM Kontrolė-2 

tact (-120 mV) (s) - 1,2±0,2 - 

tact (-100 mV) (s) 0,9±0,3 1,3±0,2 1,1±0,1 

tact (-80 mV) (s) 1,1±0,3 1,3±0,1 1,1±0,1 

tact (-60 mV) (s) 1,1±0,2 1,3±0,2 1,2±0,2 

tact (-40 mV) (s) 1,2±0,2 1,3±0,2 1,2±0,1 

tact (-20 mV) (s) 1,2±0,2 1,3±0,2 1,2±0,1 

tact (0 mV) (s) 1,2±0,2 1,4±0,2 1,2±0,2 

tact (20 mV) (s) 1,3±0,2 1,4±0,2 1,3±0,2 

tact (40 mV) (s) 1,4±0,3 1,5±0,3 1,3±0,2 

tact (60 mV) (s) 0,4±0,2 1,5±0,3 1,4±0,3 
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P20 pav. 75 µM (n = 8) ir 150 µM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikio 

Nitellopsis obtusa sužadinimo metu tekančių srovių aktyvacijos trukmei tact (VC3 

protokolas) statistinė analizė. 
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P59 lentelė. 75 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa 

sužadinimo metu tekančių srovių inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 protokolas, n = 8. 

Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, 

palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertės, rodančios statistiškai 

reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolės-2 grupių. 

 Kontrolė-1 IP6, 75 µM Kontrolė-2 

tinact (-120 mV) (s) - 2±0,6 - 

tinact (-100 mV) (s) 1,3±0,3 2,2±0,7 2,3±1,1 

tinact (-80 mV) (s) 1,6±0,4 2,5±0,8 1,9±0,7 

tinact (-60 mV) (s) 1,8±0,4 2,7±0,8 2,2±0,9 

tinact (-40 mV) (s) 2,1±0,4 2,8±1 2,2±0,9 

tinact (-20 mV) (s) 2,2±0,6 2,6±0,8 2,3±1 

tinact (0 mV) (s) 2,4±0,8 3,2±1,1 2,3±0,8 

tinact (20 mV) (s) 2,3±0,9 3,7±3,2 2,3±1,1 

tinact (40 mV) (s) 1,5±0,8 2,9±1,5 2,6±1,2 

tinact (60 mV) (s) 1,6±0,8 2±0,4 1,9±0,5 
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P21 pav. 75 µM (n = 8) ir 150 µM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikio 

Nitellopsis obtusa sužadinimo metu tekančių srovių aktyvacijos trukmei tINAct (VC3 

protokolas) statistinė analizė. 
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P60 lentelė. 75 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa IK 

srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

 Kontrolė-1 IP6, 75 µM Kontrolė-2 

IK (-120 mV) (µA·cm-2) c -1,8±1,4 - 

IK (-100 mV) (µA·cm-2) -2,2±2,5 -1,8±1,5 -2,6±3,3 

IK (-80 mV) (µA·cm-2) -1,8±2,3 -1,6±1,7 -1,7±2,7 

IK (-60 mV) (µA·cm-2) -1,4±2,7 -1,5±2 -1,7±3,4 

IK (-40 mV) (µA·cm-2) -1,1±3,1 -1,2±2,1 -0,6±1,7 

IK (-20 mV) (µA·cm-2) -0,1±3 -0,5±2,1 -0,1±1,9 

IK (0 mV) (µA·cm-2) 0,5±3,4 0±3,1 0,6±2,3 

IK (20 mV) (µA·cm-2) 1,4±4,2 0,6±3,6 2,1±3,3 

IK (40 mV) (µA·cm-2) 1,5±4,9 1,2±4,1 1,8±4,3 

IK (60 mV) (µA·cm-2) 1,7±5,2 1,5±4,8 2,2±5,2 
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P22 pav. 75 µM (n = 8) ir 150 µM (n=8) inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikio 

Nitellopsis obtusa IK srovei (VC3 protokolas) statistinė analizė. 
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P61 lentelė. 150 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa Ileak 

srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

 Kontrolė-1 IP6, 150 µM Kontrolė-2 

Ileak (-120 mV) (µA·cm-2) 1,8±0,5 1,9±0,4 2,4±0,7 

Ileak (-100 mV) (µA·cm-2) 2,4±0,6 2,6±0,8 2,7±0,8 

Ileak (-80 mV) (µA·cm-2) 3,1±0,8 3,4±1 3,4±0,9 

Ileak (-60 mV) (µA·cm-2) 3,8±1,1 4,1±1,4 4,2±1,2 

Ileak (-40 mV) (µA·cm-2) 4,6±1,4 4,9±1,6 4,8±1,1 

Ileak (-20 mV) (µA·cm-2) 5,3±1,7 5,7±1,6 5,8±1,5 

Ileak (0 mV) (µA·cm-2) 5,6±1,5 6,9±2 7,2±3 

Ileak (20 mV) (µA·cm-2) 6,4±1,7 7,9±2,4 7,8±3,9 

Ileak (40 mV) (µA·cm-2) 7,4±1,8 9,1±2,8 9,5±5,3 

Ileak (60 mV) (µA·cm-2) 8,7±2,1 10,4±3,3 11,5±7,5 

 

P62 lentelė. 150 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa ICa 

srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti 

statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos 

vertės, rodančios statistiškai reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolės-2 

grupių. 

 Kontrolė-1 IP6, 150 µM Kontrolė-2 

ICa (-120 mV) (µA·cm-2) - -7,6±1,8 - 

ICa (-100 mV) (µA·cm-2) -9,4±3,7 -5,2±1,8 - 

ICa (-80 mV) (µA·cm-2) -8,4±2,4 -4,6±1,7 -5,8±1,3 

ICa (-60 mV) (µA·cm-2) -6,4±1,9 -4±1,6 -5,8±1,4 

ICa (-40 mV) (µA·cm-2) -5,5±1,4 -2,8±2,4 -4,8±0,9 

ICa (-20 mV) (µA·cm-2) -4,3±1,8 -1±2,1 -3,7±1,2 

ICa (0 mV) (µA·cm-2) -2,8±1,9 0,3±1,6 -2,6±1,3 

ICa (20 mV) (µA·cm-2) -1,1±1,6 1,1±1,7 -1±1,5 

ICa (40 mV) (µA·cm-2) 0,3±1 1,7±1,9 -0,3±1,4 

ICa (60 mV) (µA·cm-2) 0,7±1,2 2,5±1,7 0,6±1,2 
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P63 lentelė. 150 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa ICl 

srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti 

statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos 

vertės, rodančios statistiškai reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolės-2 

grupių. 

 Kontrolė-1 IP6, 150 µM Kontrolė-2 

ICl (-120 mV) (µA·cm-2) - -37±8 - 

ICl (-100 mV) (µA·cm-2) -29±8 -37±17 - 

ICl (-80 mV) (µA·cm-2) -27±11 -31±12 -25±7 

ICl (-60 mV) (µA·cm-2) -23±8 -24±10 -25±13 

ICl (-40 mV) (µA·cm-2) -20±7 -19±9 -20±11 

ICl (-20 mV) (µA·cm-2) -17±6 -15±7 -17±9 

ICl (0 mV) (µA·cm-2) -13±5 -12±7 -13±7 

ICl (20 mV) (µA·cm-2) -10±4 -7±5 -12±6 

ICl (40 mV) (µA·cm-2) -4±8 -2±5 -9±5 

ICl (60 mV) (µA·cm-2) -3±4 3±4 -5±3 

 

P64 lentelė. 150 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa 

ICaCl srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti 

statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos 

vertės, rodančios statistiškai reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolės-2 

grupių. 

 Kontrolė-1 IP6, 150 µM Kontrolė-2 

ICaCl (-120 mV) (µA·cm-

2) 
- -45±8 - 

ICaCl (-100 mV) (µA·cm-

2) 
-38±10 -42±18 - 

ICaCl (-80 mV) (µA·cm-2) -35±11 -35±13 -30±8 

ICaCl (-60 mV) (µA·cm-2) -29±8 -28±11 -31±14 

ICaCl (-40 mV) (µA·cm-2) -26±7 -22±10 -25±11 

ICaCl (-20 mV) (µA·cm-2) -21±7 -16±7 -20±10 

ICaCl (0 mV) (µA·cm-2) -16±6 -12±7 -16±8 

ICaCl (20 mV) (µA·cm-2) -11±5 -8±5 -13±5 

ICaCl (40 mV) (µA·cm-2) -4±8 -2±6 -10±4 

ICaCl (60 mV) (µA·cm-2) -3±4 3±4 -5±3 
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P65 lentelė. 150 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa 

sužadinimo metu tekančių srovių aktyvacijos trukmei tact, VC3 protokolas, n = 8. 

Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti statistiškai reikšmingi skirtumai, 

palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos vertės, rodančios statistiškai 

reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolės-2 grupių. 

 Kontrolė-1 IP6, 150 µM Kontrolė-2 

tact (-120 mV) (s) - 1,5±0,3 - 

tact (-100 mV) (s) 1,2±0,3 1,4±0,3 - 

tact (-80 mV) (s) 1,1±0,3 1,5±0,3 1,2±0,2 

tact (-60 mV) (s) 1,2±0,3 1,5±0,4 1,2±0,3 

tact (-40 mV) (s) 1,2±0,3 1,5±0,4 1,3±0,3 

tact (-20 mV) (s) 1,3±0,3 1,6±0,4 1,3±0,3 

tact (0 mV) (s) 1,4±0,3 1,7±0,5 1,4±0,3 

tact (20 mV) (s) 1,4±0,4 1,8±0,7 1,4±0,4 

tact (40 mV) (s) 1,5±0,4 1,8±0,8 1,4±0,4 

tact (60 mV) (s) 1,5±0,2 1,6±0,5 1,4±0,2 

 

P66 lentelė. 150 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa 

sužadinimo metu tekančių srovių inaktyvacijos trukmei tinact, VC3 protokolas, n = 8. 

Pateikti verčių vidurkiai ± SD. 

 Kontrolė-1 IP6, 150 µM Kontrolė-2 

tinact (-120 mV) (s) - 2,8±1,6 - 

tinact (-100 mV) (s) 1,6±0,5 2,7±2 - 

tinact (-80 mV) (s) 1,5±0,6 3,3±2,5 1,7±0,5 

tinact (-60 mV) (s) 1,8±0,8 3,8±2,9 1,8±0,6 

tinact (-40 mV) (s) 2,1±1 5±4,6 2,1±0,9 

tinact (-20 mV) (s) 2,4±1,1 5,5±4,7 2,3±1,2 

tinact (0 mV) (s) 2,8±1,7 6±4,5 2,6±1,4 

tinact (20 mV) (s) 3,3±1,8 6,9±4,3 2,6±1,4 

tinact (40 mV) (s) 3,8±2,7 5,7±1,9 3,9±4,1 

tinact (60 mV) (s) - 2,8±1,6 - 
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P67 lentelė. 150 µM inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikis Nitellopsis obtusa IK 

srovei, VC3 protokolas, n = 8. Pateikti verčių vidurkiai ± SD. Pilku fonu išskirti 

statistiškai reikšmingi skirtumai, palyginus su Kontrole-1 (p<0,05). Pabrauktos 

vertės, rodančios statistiškai reikšmingą skirtumą (p<0,05) tarp IP3 ir Kontrolės-2 

grupių. 

 Kontrolė-1 IP6, 150 µM Kontrolė-2 

IK (-120 mV) (µA·cm-2) - -2,4±2,3 - 

IK (-100 mV) (µA·cm-2) -1,8±1,7 -2,2±2,3 - 

IK (-80 mV) (µA·cm-2) -1,3±1,4 -2,7±3 -1,7±1,5 

IK (-60 mV) (µA·cm-2) -1,6±1,6 -3,8±3,9 -1,4±1,5 

IK (-40 mV) (µA·cm-2) -1,8±1,6 -3,4±3,3 -1,4±1,8 

IK (-20 mV) (µA·cm-2) -1,8±1,9 -2,7±2,5 -0,8±2,3 

IK (0 mV) (µA·cm-2) -1,1±1,8 -1,9±2,2 -0,9±1,8 

IK (20 mV) (µA·cm-2) -0,2±1,7 -0,7±2,1 -0,1±1,8 

IK (40 mV) (µA·cm-2) 0±1,3 0±2,1 0,1±1,6 

IK (60 mV) (µA·cm-2) 0,1±1,3 0,1±2,3 0,3±1,1 
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P23 pav. 150 µM (n=4) inozitolio heksakisfosfato (IP6) poveikio Nitellopsis obtusa 

ciklozės greičio parametrams statistinė analizė. 
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SUMMARY 

ABBREVIATIONS 

 

AP – action potential 

APW – Artificial pond water – control solution 

DMSO – dimethyl sulfoxide, solvent 

Eth – action potential excitation threshold 

HEPES – (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid, buffer 

IP3 – inositol 1,4,5-trisphosphate 

IP6 – inositol hexakisphosphate 

MP – membrane potential 

NED-19 – Ca2+ channel blocker 

PLC – phospholipase C 

RP – membrane resting potential 

TRIS – tris(hydroxymethyl)aminomethane, buffer 

U73122 – inhibitor of phospholipase C 
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1. INTRODUCTION 

To survive in a constantly changing environment, plants must perceive 

alterations in external conditions and respond by adapting to them (Conde et 

al., 2011). For example, owing to changes in lighting, plants activate or 

inhibit their photosynthetic processes at various levels (Velez-Ramirez et al., 

2011). Certain external stimuli, such as injuries caused by herbivores, 

salinity stress, and desiccation, require a systemic response from the entire 

organism (Fromm, Lautner, 2007). Thus, it is imperative to transmit 

information from the locally affected locus to other parts of the plant body 

and initiate appropriate responses, including modulation of photosynthetic 

activity, respiration, gene expression, and stress hormone synthesis. (Sukhov 

et al., 2019). Chemical signals are diffusion-limited and cannot ensure high 

velocity of signal transmission (Pyatygin, 2008). To combat this issue, plants 

employ electrical signals – propagating waves of transient membrane 

potential (MP) polarisation. (Sukhov et al., 2019). If an external stimulus is 

harmful, a variation potential is generated, if not – a plant generates an action 

potential (AP) – a spike-like propagating wave of transient membrane 

depolarisation characterised by its constant shape (Vodeneev et al., 2016). 

Despite a long history of research on plant electrical signalling 

(Burdon-Sanderson, 1873), the generation mechanism of plant APs has not 

been completely deciphered at the molecular level. In contrast to animals, 

the depolarisation phase in plants is governed by the activity of Ca2+ and Cl– 

channels, while repolarisation is ensured by K+ efflux (Beilby, 2007).  

While some genes responsible for the production of ion channels 

governing plant electrical excitation are already known (Cuin et al., 2018), 

the complete molecular mechanism of plant AP generation has been 

proposed only recently in Venus flytrap (Iosip et al., 2020; Scherzer, Böhm, 

et al., 2022; Hedrich, Kreuzer, 2023). However, APs generated by this 

peculiar plant are distinct by their physiological implications from those of 

other species, implying differences in the mechanism of electrogenesis. 

There is a particular lack of knowledge about the initiation phase: the initial 

depolarisation of the MP is caused by Ca2+ influx into the cytoplasm 

(Lunevsky et al., 1983), however, the molecular identity of these Ca2+ 

channels is unknown (Kisnieriene et al., 2022). In higher plants, this 

function is attributed to plant glutamate receptors (GLR) (Mousavi et al., 

2013; Salvador-Recatalà, 2016; Hedrich, Kreuzer, 2023). In contrast, the 

genome of Characean algae Chara braunii does not possess GLR genes, 

despite other algae of the same family showing prominent excitability and 

modulation by amino acids (Lapeikaitė et al., 2019, 2020). 
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A mathematical Thiel-Beilby model was constructed to explain MP 

dynamics during the electrical excitation of Characean cells. The model is 

based on the paradigm of animal systems, where membrane depolarisation 

is initiated by Ca2+ channels which are activated by a second messenger, 

inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) (Biskup et al., 1999; Wacke, Thiel, 2001; 

Wacke et al., 2003; Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; Kisnieriene et al., 

2019). While the model replicates the empirical data well, some of the core 

experimental results justifying the involvement of IP3 have not been 

reproduced (Tazawa, Kikuyama, 2003). Moreover, none of the sequenced 

plant genomes possess homologues of the animal IP3 receptor genes (Krinke 

et al., 2007; Edel, Kudla, 2015). It has been hypothesised that the true second 

messenger in plants is not IP3 but its fully phosphorylated form, IP6 (Lemtiri-

Chlieh et al., 2000, 2003; Munnik, Vermeer, 2010). However, it remains 

unknown whether this molecule is involved in plant electrical excitability. 

The role of Ca2+ in plant electrogenesis is firmly established; however, 

the characteristics of Characean Ca2+ channels responsible for the initiation 

of AP generation are still scarcely documented, particularly their 

susceptibility to certain ion channel blockers, as well as the identity and role 

of potential activating second messengers such as IP3 or IP6. 

 

1.1.  Aim and objectives 

 

The aim of this study was to determine the role of Ca2+ transport systems in 

the electrophysiological responses of the Characean macroalga Nitellopsis 

obtusa by modulating the activity of these systems. 

 

The objectives: 

• to characterise the effect of Ca2+ channel blockers verapamil, 

tetrandrine, NED-19 and La3+ on the electrophysiological 

parameters of Nitellopsis obtusa; 

• to describe the effect of potential second messengers inositol 1,4,5-

trisphosphate (IP3) and inositol hexakisphosphate (IP6) on the 

initiation and generation of Nitellopsis obtusa action potentials. 
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1.2. Statements to be defended 

 

• Ca2+ channel blockers verapamil and NED-19 depolarise Nitellopsis 

obtusa action potential excitation threshold, but also exhibit non-

specific effects. 

• Inositol hexakisphosphate (IP6) hyperpolarises Nitellopsis obtusa 

action potential excitation threshold. 

• Inositol hexakisphosphate (IP6) better fits the role of the hypothetical 

second messenger in the mathematical Thiel-Beilby model of the 

Characean algae action potential generation than inositol 

1,4,5- trisphosphate (IP3).  
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2. METHODS 

2.1. Characean macroalgae Nitellopsis obtusa 

 

Mature Nitellopsis obtusa (N.A. Desvaux) J. Groves macroalgae were 

collected during autumn months from lake Stanka (Trakai district). Thalii of 

the macroalgae were kept in glass aquaria in controlled conditions 

(temperature 21±1 °C, illumination with 9,5 ± 0,2 µmol m-2 s-1 intensity 

white light, 12 / 12 h photoperiod). 

Before the experiments, internodal cells were mechanically cut from a 

thallus without damaging the nodes and kept overnight in the control APW 

solution under white light (illumination intensity 9,5 ± 0,2 µmol m-2 s-1). 

 

2.2. Solutions 

 

Artificial pond water (APW) was used as the control solution. It consisted 

of 0,1 mM KCl, 1 mM NaCl, 0,1 mM CaCl2, pH 7,2 was ensured with the 

buffer system consisting of 3 mM HEPES and 1,5 mM TRIS. 

 

Substances of interest and their concentrations: 

• potential Ca2+ channel blockers: 

o verapamil (0,1 mM, 0,3 mM, 1 mM); 

o tetrandrine (0,1 mM and 0,2 mM), dissolved in dimethyl 

sulfoxide (DMSO) (0,75 % and 1,5 %, respectively); 

o NED-19 (50 µM and 75 µM), dissolved in DMSO (0,09 % 

and 0,13 %, respectively); 

o LaCl3 (0,5 mM); 

• potential Ca2+ channel activators: 

o D-myo-inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) trisodium salt (75 

µM and 150 µM); 

o D-myo-inositol hexakisphosphate (IP6) dodecasodium salt 

(75 µM and 150 µM); 

• phospholipase C (PLC) inhibitor U73122 (25 µM), dissolved in 1 % 

DMSO. 

The substances were dissolved in the control solution APW. 

When investigating the effect of LaCl3, the additional Cl– in the solution 

(0,5 mM LaCl3 results in additional 1,5 mM Cl– ions) was not taken into 

account since it should not affect the selected electrophysiological 

parameters (including the action potential excitation threshold) considerably 

(Katsuhara, Tazawa, 1986; Lapeikaitė et al., 2020). 
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Na+ ions in the vicinity of Characean algae affect their 

electrophysiological parameters (Winter et al., 1999; Kisnieriene et al., 

2019). Since IP3 and IP6 sodium salts were used, the solutions were prepared 

by adjusting the final Na+ concentration to be standard (1 mM). Cl– 

concentration was adjusted by adding HCl, while maintaining pH at 7,2. One 

exception was the preparation of the 150 µM IP6 solution, since dissolving 

its sodium salt results in a 1,8 mM Na+ concentration in the solution. In this 

case, a modified control solution was employed, in which Na+ concentration 

was 1,8 mM, while other ion concentrations as well as pH were kept 

standard. No differences were observed between the selected 

electrophysiological parameters in the modified and standard control 

solutions. 

The substances were purchased from Sigma Aldrich. 

 

2.3. Electrophysiological investigation of the internodal cells 

 

Electrophysiological investigation of the single internodal Nitellopsis obtusa 

cells was carried out according to the literature (Lapeikaitė et al., 2019, 

2020) employing two-electrode current clamp / voltage clamp modes. 

An internodal cell was immobilised in the plexiglass recording chamber 

and filled with the control solution. The electrical stimulation was ensured 

via a separate pair of external Ag/AgCl electrodes. The electrodes also were 

used to clamp the voltage in the central part of the recording chamber, which 

was isolated with vaseline. 

Micropipettes were made from borosilicate glass capillaries (WPI, 

Sarasota, FL, USA) using a puller „P-1000“ (Sutter Instrument, Co., Novato, 

CA, USA). The micropipettes were filled with a 3 M KCl solution. A 

microelectrode using a micromanipulator „PatchMan“ (Eppendorf) was 

inserted into the vacuole of the cell in the central part of the recording 

chamber. The reference electrode, filled with 1 % agar in a 3 M KCl solution, 

was placed in the vicinity of the cell. The signal was amplified by „TEC-

10CX“amplifier and digitized by ADC „Digidata 1440A“, controlled by PC 

with „pCLAMP 10.2“ software (Molecular Devices, San Jose, CA, USA). 

The isolated central cell region (5 mm in length) was constantly perfused 

with a perfusion pump (~1 ml/min; Scientifica PPS). 

1,5 h after the cell impalement, the current clamp mode was employed 

to carry out the CC protocol and evaluate the dynamics of the MP. 1 kHz 

discretization frequency was used to electrically excite the internodal cell 

twice in 5 min interval by passing a ramp current (0,02 µA/s) via the external 
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electrodes. The stimulation was ceased once the AP excitation threshold was 

reached. The parameters investigated were as follows: 

• membrane resting potential RP (mV): evaluated before each 

stimulated AP; 

• membrane conductance at rest GRP (S/m2): the cell was stimulated 

by a short rectangular hyperpolarising current stimulus (2 s, 

50 nA), GRP was calculated according to the Ohm’s law; 

• AP excitation threshold Eth (mV) was evaluated as the MP value, 

when the depolarisation velocity exceeded 60 mV/s (Lapeikaitė et 

al., 2020); 

• AP peak (mV); 

• AP amplitude (mV) was calculated as the difference between the 

AP peak and the AP excitation threshold; 

• AP depolarisation duration tdep (s) was evaluated as a time period 

required for the MP to depolarise from the AP excitation threshold 

to the AP peak value; 

• AP repolarisation duration trep (s) was evaluated as a time period 

required for the MP to repolarise 90 mV from the AP peak. 

 

When the investigation employing the current clamp mode was 

completed, the experiments were continued using the voltage clamp mode: 

the MP was clamped at -180 mV (unless stated otherwise) and depending on 

the objectives, one or several protocols (described below) were initiated. 

 

VC1 protocol is suitable for determining the membrane conductance 

in the desired range of MP values (Tsutsui et al., 1987a; Tsutsui, Ohkawa, 

1993). Using 1 kHz discretisation frequency, the MP was ramped from 

- 300 mV to 150 mV at a velocity of 3 mV/s. The MP was modulated by 

short rectangular impulses (50 ms, 10 mV), which allowed the determination 

of the membrane conductance according to the Ohm‘s law in all the 

investigated MP range. Statistical analysis was employed to evaluate three 

parameters – maximal membrane conductance during excitation Gmax 

(S/m2), as well as membrane conductance values at -250 mV (G-250 mV) and 

at 50 mV (G50 mV).  

 

VC2 protocol was used to evaluate Cl– and Ca2+ current dynamics 

during excitation when MP was clamped at the resting potential (Zherelova 

et al., 2009). Using 10 kHz discretisation frequency, the cell MP was initially 

clamped at the resting potential. The cell was then excited employing a 
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400 ms duration rectangular impulse by clamping the MP at 50 mV and 

subsequently reclamping it at the resting MP (Zherelova et al., 2009). For 

the statistical analysis, several parameters were chosen: the amplitude of the 

excitation transient Itrans (µA/m2) and its activation and inactivation 

durations, tact_trans (s) and tinact_trans (s), respectively. tact_trans (s) was evaluated 

as a time period between the initiation of the stimulation until the maximal 

value of the excitation current was reached; tinact_trans (s) was evaluated as a 

time period required for the current to decrease by 63 % from its maximal 

value. 

 

VC3 protocol was employed to evaluate the dynamics of the excitation 

transient, while the MP was clamped at selected values. Using 100 Hz 

discretisation frequency, the MP was clamped at -180 mV. In 3 min 

intervals, the MP was clamped at selected MP values from -120 mV to 60 

mV in 20 mV steps using rectangular 15 s duration impulses. Subsequently, 

I/V curves of the excitation transient components were constructed. The 

parameters investigated were as follows: 

 

• non-selective leak current Ileak, (µA/m2), observed several tens of 

milliseconds after the stimulation start (Lunevsky et al., 1983); 

• inward Ca2+ current ICa (µA/m2), observed several hundreds of 

milliseconds after the stimulation start; it activates the Cl– current. 

• inward Cl– current ICl (µA/m2): activated by the ICa current; 

• ICl activation duration tact (s) which corresponds to the VC2 protocol 

parameter tact_trans. 

• ICl inactivation duration tinact (s) which corresponds to the  VC2 

protocol parameter tinact_trans. 

• total Ca2+ and Cl– current ICaCl (µA/m2); 

• IK current (µA/m2), evaluated before the end of the stimulus impulse 

(Lunevsky et al., 1983; Kourie, 1994). 

 

After the CC protocol in the current clamp mode and one or several 

protocols in the voltage clamp mode (VC1, VC2, VC3) were carried out, the 

central cell region was incubated in a solution containing the desired 

substance for 30 min, ensuring constant perfusion. The same protocols were 

then followed. 

During the experiments with higher DMSO concentrations (≥0,75 %), 

at first, the cell was incubated in DMSO solution for 30 min, and the protocol 
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set was carried out (double control). Only then the cell was incubated in a 

solution containing the desired substance dissolved in DMSO. 

After the protocol set investigating the effect of IP3 and IP6 was 

employed, the cell was incubated in the control solution for 30 min, and the 

protocol set was repeated. 

 

2.4. Internodal cell viability assay 

 

Cell viability was determined according to the turgor pressure – a cell was 

considered dead if it was no longer turgid.  

During the investigation, the cells in groups of 15 were placed in the 

control solution as well as in verapamil solutions of 0,1 mM, 0,3 mM and 

1 mM in the recording chamber. The cell turgidity was mechanically 

determined every 30 min. Each experiment was repeated four times. The 

temporal dynamics of the viable cell percentage were approximated using 

the  Boltzmann function to determine the parameter t1/2 (min) which signifies 

the time period after which half of the cells die. 

 

2.5. Statistical analysis 

 

Data were analysed using software pClamp 10.2 (Molecular Devices, San 

Jose, CA, USA), MicroCal OriginPro 2018 (OriginLab, Northampton, MA, 

USA), and programming language R (library rstatix 0.7.2). The sample sizes 

are presented in Table 2.1. n denotes the number of investigated internodal 

cells. 
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Table 2.1. Sample sizes. n denotes the number of investigated internodal 

cells. 

Substance 

and 

concentration 

Protocols 

CC 

protocol 

VC1 

protocol 

VC2 

protocol 

VC3 

protocol 

Verapamil, 

0,1 mM 
4   5 

Verapamil, 

0,3 mM 
10   10 

Verapamil, 1 

mM 
6   4 

Tetrandrine, 

0,1 mM 
5   5 

Tetrandrine, 

0,2 mM 
10   10 

NED-19, 

50 µM 
7   8 

NED-19, 

75 µM 
8   8 

LaCl3, 

0,5 mM 
5 6 6  

IP3, 75 µM 6 8 8  

IP3, 150 µM 4 4 4  

IP6, 75 µM 9   8 

IP6, 150 µM 8 4 3 8 

U73122, 

25 µM 
4 4 4  

 

During the internodal cell viability assay, each group (control; 0,1, mM, 

0,3 mM, 1 mM verapamil concentrations) consisted of 15 cells.  

Specific statistical tests were used to determine the statistical 

significance of the differences between the groups. 

Each experiment (excluding the viability assay) was carried out by 

determining selected parameters under control conditions, and then the same 

cell was exposed to a desired substance; thus, paired tests were selected. 

Data analysis of the effect of tetrandrine, IP3, IP6 and U73122 employed 

repeated-measures ANOVA and the post-hoc Bonferroni test. Alternatively, 
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Friedman test and the post-hoc Bonferroni test were used, as determined by 

the distributions of the data (Shapiro-Wilk test). The analysis of the effect of 

other substances required Student paired t-test or paired Wilcoxon test, 

according to the data distributions (Shapiro-Wilk test). 

Data from the cell viability test were analysed using Student two sample 

t-test (dispersion was evaluated using Student t-test for dispersion), or 

Wilcoxon test for independent samples, according to the data distributions 

(Shapiro-Wilk test). 

In all cases, the differences were considered significant at p<0,05. The 

data are represented as means ± SD. 
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3. RESULTS 

3.1.  Investigation of the effect of Ca2+ channel blockers 

 

Four Ca2+ channel blockers – verapamil, tetrandrine, NED-19 and La3+ – 

were selected to investigate the role of Ca2+ channels in the electrical 

excitability of Nitellopsis obtusa. 

3.1.1. Investigation of the effect of verapamil 

 

Internodal cells of Nitellopsis obtusa were incubated for 30 min in either 0,1 

mM, 0,3 mM, or 1 mM verapamil solution. 
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Fig. 3.1. A representative example of the effect of 0,3 mM verapamil on the 

electrically-elicited APs of Nitellopsis obtusa. The inset shows a typical case 

of the temporal MP alterations when after an electrically-elicited AP the cell 

generated several spontaneous APs before complete and irreversible MP 

depolarisation. 

The application of the CC protocol in the current clamp mode did not 

reveal any electrophysiological effects caused by 0,1 mM verapamil. 

Nonetheless, higher concentrations were effective in modulating the selected 

parameters (Fig. 3.1). 0,3 mM verapamil depolarised membrane resting 

potential RP by 40 mV, while 1 mM concentration – by 100 mV. 0,3 mM 
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verapamil depolarised the AP excitation threshold Eth by 10 mV, but the 

effect of the larger concentration (depolarisation by 20 mV) was not 

significant owing to the variability of the parameter values and small sample 

size. Despite the effect on the AP excitation value, verapamil did not alter 

the AP amplitude, regardless of the concentration applied. Verapamil 

prolonged APs by lengthening both their depolarisation and repolarisation 

durations. 0,3 mM concentration prolonged the AP depolarisation duration 

by 30 %, whereas 1 mM concentration caused a twofold prolongation. 

Similarly, 0,3 mM concentration prolonged the AP repolarisation duration 

by almost twofold, while 1 mM concentration caused more than a tenfold 

prolongation. No effect on the membrane conductance at rest was observed. 

The effect of verapamil was investigated in the voltage clamp mode 

using the VC3 protocol. Regardless of the applied concentration, verapamil 

did not alter any of the amplitudes of the components of the excitation 

transient at any of the selected MP values. Although 0,3 mM verapamil 

decreased K+ current IK values at several MP values, the results obtained 

after the cells were challenged with 1 mM verapamil did not confirm this 

trend. 

Despite not having a significant effect on the amplitudes of the 

components of the excitation transient, verapamil altered its kinetics by 

prolonging both the current ICl activation duration tact and the inactivation 

duration tinact. 0,1 mM verapamil prolonged tact values only at certain MP 

values (at -60 mV, -40 mV, and at 20 mV), while 0,1 mM concentration 

affected the parameter in the entire investigated MP range (from -100 mV to 

60 mV) – the tact duration was prolonged twofold. The highest used 

concentration of verapamil significantly prolonged the parameter at the MP 

values from -20 mV to 40 mV. At other voltages, significance was hindered 

by the variability of the parameter values and small sample size; however, 

at all MP values, tact on average was prolonged by at least 2,5-fold. 

Similarly, verapamil prolonged the ICl current inactivation values tinact. 

The effect of 0,1 mM verapamil was significant at a MP range from -80 mV 

to 20 mV, while 0,3 mM verapamil prolonged the parameter values in the 

entire investigated MP range (from -100 mV to 60 mV) – in this case, the 

tinact values were prolonged 3,5-fold. Owing to the slowed dynamics of the 

excitation transients, the employed VC3 protocol was not suitable for 

adequate evaluation of the tinact (as well as IK) values, when the Nitellopsis 

obtusa cells were exposed to 1 mM verapamil solution. The selected 

stimulus duration was too short to allow the excitation transient to reach its 

steady-state value. Preliminary observations suggest that the effect of the 

1 mM verapamil is qualitatively similar to the effect of its lower 

concentrations. 
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It must be stressed that verapamil not only affected the parameters of 

the electrical signalling but was also toxic to Nitellopsis obtusa cells. The 

membrane potential of the majority of the cells (10 out of 12), affected by 

the 0,3 mM verapamil solution, completely and irreversibly depolarised after 

several hours of exposure. To quantify this cytotoxic effect, a cell viability 

assay was performed. All Nitellopsis obtusa cells, placed in the control 

solution, survived during the observation period of 5 hours. All the cells 

incubated in verapamil solutions died, but the effect depended on the 

verapamil concentration. On average, half of the internodal cells, exposed to 

0,1 verapamil, died after 2,57±0,63 h, exposition to 0,3 mM verapamil was 

half-lethal after 1,57±0,2 h, and exposition to 1 mM verapamil was half-

lethal after 0,25 h. 

In summary, 0,1 mM verapamil affected only certain parameters, 

0,3 mM concentration was effective, and after cell exposition to 1 mM 

concentration, cytotoxic effects were more apparent than 

electrophysiological alterations of the selected parameters. Verapamil 

depolarises the AP excitation threshold but does not affect its amplitude. The 

amplitudes of the components of the excitation transient are not altered, but 

the kinetics of the ICl current are prolonged together with the temporal 

characteristics of APs. 

 

3.1.2. Investigation of the effect of tetrandrine 

 

Internodal cells of Nitellopsis obtusa were incubated for 30 min in either 

0,1 mM tetrandrine (dissolved in 0,75 % DMSO), or 0,2 mM tetrandrine 

(dissolved in 1,5 % DMSO) solutions. As tetrandrine is a hydrophobic 

substance, it was dissolved in a solvent DMSO. 

Although the initial analysis of the current clamp data (CC protocol) 

pointed to tetrandrine affecting the parameters of Nitellopsis obtusa 

electrical signalling, further examination revealed that these effects were 

caused by DMSO. For instance, even when compared to the control, 0,1 mM 

tetrandrine depolarised the membrane resting potential by 30 mV, the effect 

was caused by 0,75 % DMSO, which, compared to the control, depolarised 

the membrane resting potential by more than 30 mV. 

While the initial analysis indicated that 0,2 mM tetrandrine solution 

affected all of the selected parameters determined by the CC protocol, the 

parameter values did not differ from the values acquired after cells were 

incubated in 1,5 % DMSO (Fig. 3.2). 
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Fig. 3.2. A representative example of the effect of 0,2 mM tetrandrine and 

its solvent 1,5 % DMSO on the electrically-elicited APs of Nitellopsis 

obtusa. The inset shows AP excitation threshold Eth values under different 

conditions. Asterisks indicate a statistically significant difference (p<0,05). 

n=10. 

 

Compared to the control, the AP amplitude was reduced by 25 mV in 

the presence of 1,5 % DMSO. Exposure to 0,2 mM tetrandrine decreased the 

AP amplitude even further by 15 mV, but the effect between the substances 

was not different. AP depolarisation and repolarisation durations were 

increased by 1,5 % DMSO treatment. The same pattern was observed after 

cell incubation in 0,2 mM tetrandrine solution, although there was no 

difference between this effect and the one caused by 1,5 % DMSO. 

Investigation of the alterations in the parameters of the excitation 

transients employing the voltage clamp mode (VC3 protocol) did not reveal 

any consistent effect of either 0,1 mM tetrandrine, or 0,75 % DMSO 

solutions at any of the selected MP values. 

All the effects on the excitation transients induced by cell exposure to 

0,2 mM tetrandrine solution can be attributed to the effect of 1,5 % DMSO. 

DMSO increased the amplitudes of the K+ current IK at 20 mV and at 40 mV, 

but tetrandrine had no effect. A similar trend was observed when the leak 

current Ileak values were analysed. 
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A more robust effect, which was significant at a wider MP range, was 

observed for Ca2+ and Cl– current amplitudes as well as on the Cl– current 

temporal characteristics. 1,5 % DMSO induced reversal potential of the Ca2+ 

current ICa, Cl– current ICl as well as their resultant current ICaCl shifts to the 

negative MP direction. However, this effect did not differ between 

tetrandrine and DMSO. Similarly, the activation durations of the ICl current 

tact were prolonged by DMSO, but tetrandrine was no more effective than 

DMSO. Cell exposure to 1,5 % DMSO but not 0,2 mM tetrandrine increased 

ICl current inactivation durations tinact in an MP range from -80 mV 

to -20 mV. 

In summary, the results do not support tetrandrine as a substance 

altering the electrophysiological parameters of Nitellopsis obtusa: all the 

observed effects were induced by cell exposure to DMSO.  1,5 % DMSO 

decreases the AP amplitude, prolongs AP depolarisation and repolarisation 

durations, as well as the activation and activation durations of the excitation 

transients. In addition, DMSO increases the K+ component of the excitation 

transients and shifts the reversal potential of the Ca2+ and Cl– currents in the 

negative direction. 

 

3.1.3. Investigation of the effect of NED-19 

 

Internodal cells of Nitellopsis obtusa were incubated for 30 min in either 50 

µM, or 75 µM NED-19 solutions. Before dissolving NED-19 in the control 

solution, it was dissolved in DMSO. Since DMSO concentrations used were 

low (<0,15 %), the effect of DMSO on the electrophysiological parameters 

was not considered. 

Experiments employing the current clamp mode (CC protocol) did not 

reveal any effect of 50 µM NED-19 on the selected electrophysiological 

parameters, however, 75 µM NED-19 was sufficient (Fig. 3.3). Cell 

incubation for 30 min in 75 µM NED-19 solution depolarised the membrane 

resting potential by more than 30 mV without affecting the membrane 

conductance at rest. This concentration of NED-19 also depolarised the AP 

excitation threshold by 25 mV, which also decreased the AP amplitude. The 

AP depolarization duration was not affected, but the repolarization duration 

was prolonged by one third. 
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Fig. 3.3. A representative example of the effect of 75 µM NED-19 on the 

electrically-elicited APs of Nitellopsis obtusa. Insert shows AP excitation 

threshold Eth values under different conditions. Asterisks indicate a 

statistically significant difference (p<0,05). n=8. 

The effect of NED-19 in the voltage clamp mode was investigated by 

employing the VC3 protocol. No consistent effect was observed on the 

amplitudes of the excitation transient components. While 50 µM NED-19 

decreased the leakage current Ileak amplitudes in the MP range from 20 mV 

to 60 mV, the effect was absent when the cells were incubated in the higher 

concentration of NED-19. 

While 50 µM NED-19 concentration was not potent enough to affect 

the temporal dynamics of the excitation transient, 75 µM NED-19 increased 

both the ICl current activation duration (MP range from -60 to 40 mV) and 

its inactivation duration (MP range from -80 mV to 20 mV) by 30 % for both 

parameters. 

In summary, 50 µM NED-19 concentration was not effective in altering 

the electrophysiological parameters of Nitellopsis obtusa. In contrast, 75 µM 

NED-19 depolarised the membrane resting potential and AP excitation 

threshold, thus decreasing AP amplitude. NED-19 also prolonged the 

temporal characteristics of both APs and excitation transients. 
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3.1.4. Investigation of the effect of lanthanum 

 

Internodal cells of Nitellopsis obtusa were incubated for 30 min in 0,5 mM 

LaCl3 solution to examine the effects of this classical Ca2+ channel blocker 

on the selected electrophysiological parameters. 

La3+ decreased the maximal membrane conductance during excitation 

Gmax as well as the AP amplitude (Fig. 3.4). The AP peak value was not 

affected; however, the AP excitation threshold was depolarised by 20 mV. 

None of the other selected parameters, including the membrane resting 

potential, were altered. 
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Fig. 3.4. A representative example of the effect of 0,5 mM LaCl3 on the 

electrically-elicited APs of Nitellopsis obtusa. Insert shows AP excitation 

threshold Eth values under different conditions. Asterisk indicates a 

statistically significant difference (p<0,05). n=5. 

3.2. Investigation of the effect of inositol phosphates 

 

To investigate whether inositol phosphates are involved in Nitellopsis obtusa 

electrical signalling, the cells were challenged with inositol 

1,4,5-trisphosphate (IP3) and inositol hexakisphosphate (IP6). In addition, 

U73122 - a blocker of phospholipase C (PLC) which synthesises IP3 - was 

applied. To examine whether an inositol phosphate can fulfil the second 
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messenger function, cells affected by the substances were re-incubated in the 

control solution. 

3.2.1. Investigation of the effect of inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) 

 

Internodal cells of Nitellopsis obtusa were incubated for 30 min in either 

75 µM or 150 µM inositol 1,4,5-phosphate (IP3) solutions as well as in 

25 µM U73122 (dissolved in 1 % DMSO) solution to examine their effects 

on the electrophysiological parameters. 

Neither of the selected concentrations of IP3 affected any of the selected 

electrophysiological parameters (Fig. 3.5). However, some of the internodal 

cells displayed a slightly hyperpolarised AP excitation threshold after 

incubation with IP3, although this effect was not significant. Under control 

conditions, Nitellopsis obtusa internodal cells virtually never generate 

spontaneous AP trains. After incubation in IP3, 1 cell out of 9 (75 µM IP3 

concentration) and 1 cell out of 4 (75 µM IP3 concentration) generated a train 

of spontaneous APs. 
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Fig. 3.5. A representative example of the effect of 75 µM inositol 1,4,5-

trisphosphate (IP3) on the electrically-elicited APs of Nitellopsis obtusa. 

Insert shows AP excitation threshold Eth values under different conditions. 

n=6. 
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While U73122 seemingly depolarised the membrane resting potential 

by 30 mV, the same effect was achieved by DMSO. An investigation 

employing the voltage clamp mode VC2 protocol revealed that 1 % DMSO 

diminished the excitation transient amplitude by 30 %. 

In summary, despite some implications, IP3 cannot be confirmed as a 

bioactive substance, which enhances Nitellopsis obtusa excitability. 

 

3.2.2. Investigation of the effect of inositol hexakisphosphate (IP6) 

 

Internodal cells of Nitellopsis obtusa were incubated for 30 min in either 

75 µM, or 150 µM IP6 solutions. 

In contrast to the same concentrations of IP3, both 75 µM and 150 µM 

IP6 solutions hyperpolarised the AP excitation threshold (Fig. 3.6). The 

effect depended on the concentration because the lower concentration 

induced a depolarisation by 15 mV, while the higher – by 40 mV. Regardless 

of the concentration, this effect was reversible. 
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Fig. 3.6. A representative example of the effect of 75 µM inositol 

hexakisphosphate (IP6) on the electrically-elicited APs of Nitellopsis obtusa. 

Insert shows AP excitation threshold Eth values in different conditions. 

Asterisks indicate a statistically significant difference (p<0,05). n=9. 
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While the cells affected by 75 µM IP6 exhibited a trend of AP peak 

reduction by 10 mV, 150 µM IP6 decreased the parameter by 20 mV. 

Regardless of the concentration, AP amplitudes and the maximal membrane 

conductance during excitation were not altered. While the cell incubation in 

the lower IP6 concentration did not affect the AP repolarisation duration, the 

higher concentration reversibly prolonged this parameter twofold. 

Further investigations in voltage clamp mode VC3 protocol revealed 

that IP6 does not affect the amplitudes of the leak current Ileak and K+ current 

IK. While 75 µM IP6 was not effective, 150 µM IP6 solution shifted the Ca2+ 

current ICa reversal potential in the negative direction. Although IP6 also 

affected the Cl– current ICl and the combined Ca2+ and Cl– current ICaCl 

current amplitudes at some MP values, this effect was not prominent. 

IP6 reversibly prolonged the temporal characteristics of the excitation 

transient. 75 µM IP6 increased the ICl current activation duration tact only at 

certain MP values, the higher concentration was effective in a range 

from -80 mV to 0 mV. Similarly, cell incubation in 150 µM IP6 solution 

prolonged the inactivation duration tinact in a range of MP values 

from -60 mV to 40 mV. 
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4. DISCUSSION 

Ca2+ ions are vital for a number of plant physiological processes, including 

the generation of electrical signals which transmit information to distal parts 

of the plant body (White, 2000). Investigations of the electrical signalling of 

Characean algae have revealed that the first component of the inward 

excitation transient  represents Ca2+ current (Beilby, Coster, 1979; Lunevsky 

et al., 1983; Shiina, Tazawa, 1987; Zherelova, 1989b). 

However, electrophysiological research on plant Ca2+ channels is 

complicated by the necessity to distinguish Ca2+ current from the Cl– current 

which flows in the same direction (Beilby, Coster, 1979; Lunevsky et al., 

1983). Investigations via the patch clamp technique have revealed several 

ion channel populations, however, Ca2+ channels have not been 

unequivocally distinguished. (Katsuhara et al., 1991; Laver, Walker, 1991; 

Homann, Thiel, 1994; Berecki et al., 1999). The genome of the Characean 

Chara braunii has been sequenced relatively recently, thus, research is no 

longer limited by the inability to utilise comparative genomic data and 

employ genomic editing techniques (Nishiyama et al., 2018; Beilby, 2019). 

Since structural data of the Characean Ca2+ channels are not available 

yet, functional techniques must be employed to characterise the role of these 

channels in the generation of plant electrical signals. 

 

4.1. The effect of Ca2+ channel blockers on the Nitellopsis obtusa cells 

 

One of the strategies for ion channel characterisation is the utilisation of ion 

channel blockers. Characean Ca2+ channels are blocked by metal ions such 

as Mn2+, Co2+, Ni2+ (Lunevsky et al., 1983), however, side-effects on other 

ion transport systems can also be observed. (Kisnierienė et al., 2016). 

Organic Ca2+ channel blockers, such as nifedipine, may exert a similar 

electrophysiological effect. However, some substances that target specific 

ion channels in animals, may display both specific and non-specific effects 

on plant systems (Tester, MacRobbie, 1990; Zherelova et al., 1994). Thus, 

the identification of specific plant Ca2+ channel blockers would allow a more 

in-depth description of these channels, while offering means to explore the 

effect of Ca2+ currents on a variety of physiological processes. 

In this study, four Ca2+ channel blockers were employed: verapamil, 

tetrandrine, NED-19, and La3+. 
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Verapamil, NED-19 and La3+ after 30 min incubation depolarised 

Nitellopsis obtusa AP excitation threshold Eth. Since during the AP 

generation, Ca2+ channels are activated first (Lunevsky et al., 1983); also, 

Ca2+ channel activators hyperpolarise the Eth (Lapeikaitė et al., 2019, 2020), 

this parameter can be seen as an indicator of the Ca2+ channel activity. 

The AP depolarisation phase is linked to the activity of Ca2+ and Cl– 

channels, thus, when Ca2+ channels are partially blocked, the increase in the 

AP depolarisation duration tdep as well as in the excitation transient activation 

duration tact is expected because more time is needed to depolarise the 

membrane (Tsutsui et al., 1987b). 

The depolarisation of the membrane resting potential by Ca2+ channel 

blockers (verapamil, NED-19) can be explained by their action on 

H+-ATPases. This effect, observed also in Chara corallina, has been linked 

to a decrease in the membrane conductance at rest (Tsutsui et al., 1987b). In 

this dissertation, the used blockers had no effect on the membrane 

conductance at rest, however, such a trend was noted. 

The increase in the AP repolarisation duration trep as well as in the ICl 

current inactivation duration can be linked to the inhibition of the Kout 

channels (Kourie, 1994). In addition, since H+-ATPases are also responsible 

for the repolarisation phase, their inhibition observed as the depolarisation 

of the membrane resting potential, should also be considered (Gyenes et al., 

1980; Tsutsui et al., 1987b). Ca2+-ATPases are structurally similar to 

H+-ATPases (García Bossi et al., 2020), thus, the blockers may inhibit them 

as well: when Ca2+ pumping from the cytoplasm is hindered, Cl– channels 

may remain activated for longer periods, thus obstructing the repolarization. 

Verapamil diminishes the amplitudes of electrical signals in various 

plant species (Krol et al., 2004; Koselski et al., 2021). While in this research 

AP amplitudes were decreased by NED-19 and La3+, verapamil displayed no 

such effect; also, ICl amplitudes during excitation were not affected. Since 

the blockers also prolonged the AP repolarization durations, K+ channels 

may also have been blocked. In Chara inflata, once K+ channels are blocked 

by a blocker tetraethylammonium (TEA), current transient amplitudes 

increase severalfold (Kourie, 1994). Thus, if both depolarising and 

repolarising currents are inhibited the overall observed current amplitude 

may remain unchanged. 

Because verapamil and NED-19 affected not only Ca2+ channels but 

also other ion transport systems, they cannot be considered specific for 

Nitellopsis obtusa model system. The non-specificity of verapamil was 

confirmed by the viability test: the internodal cells lost their turgidity after 

incubation in even low concentrations (0,1 mM) of this substance. 
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Comparing the effects of the employed blockers, a similar inhibitory 

effect was achieved by the lowest concentration of NED-19, which is a 

specific blocker of animal TPC channels. However, the effect pattern of this 

blocker was not dissimilar from that of verapamil. Surprisingly, although 

La3+ is not considered a specific Ca2+ channel blocker, it exerted no non-

specific effects. La3+ alone did not affect either the membrane resting 

potential or the AP duration. 

None of the effects initially prescribed for the action of tetrandrine were 

different from the effects of its solvent DMSO. In some cases, tetrandrine 

acted similarly to other Ca2+ channel blockers: for example, while DMSO 

diminished the AP amplitude, there was a trend of tetrandrine diminishing it 

more. Such trends were observed while analysing other parameters, 

including the membrane resting potential, AP excitation threshold, and AP 

repolarization duration. 

 

4.2. The effect of the solvent DMSO on the Nitellopsis obtusa cells 

 

The solvent dimethylsulfoxide is used to dissolve bioactive hydrophobic 

substances in aqueous media (Galvao et al., 2014). Low concentrations of 

DMSO are considered harmless (Bulychev, Rybina, 2018). However, it 

should be considered that DMSO may disrupt cellular membranes and act 

cytotoxically (Zhang et al., 2016; Tunçer et al., 2018). In animal model 

systems, DMSO is known to inhibit non-selective cation channels as well as 

Cl- channels (Nakahiro et al., 1992; Nardid et al., 2013). 

In this study, DMSO diminished the AP amplitude by lowering the AP 

peak, although this effect was not significant. AP peak value is linked with 

the Cl- channel activity, thus, its inhibition may lead to increased AP 

depolarisation durations and ICl current activation durations. DMSO also 

affected IK currents, which can be considered the cause of increased AP 

repolarization durations and ICl current inactivation durations. DMSO may 

have changed the internal ion concentrations, as can be deduced from the 

shifted reversal potential of the ICa current. 

 

4.2. The effect of inositol phosphates on the Nitellopsis obtusa cells 

 

4.3.1. The effect of inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) 

 

In plants, IP3 has been linked with the regulation of various physiological 

processes (Krinke et al., 2007). Usually, it is hypothesised that a certain 

signal increases the intracellular IP3 concentration which activates specific 
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Ca2+ channels. Thus, an increase in cytoplasmic Ca2+ concentration is 

enabled, allowing modification of the activity of various proteins, such as 

kinases or phosphatases (Gilroy et al., 1990; Chen et al., 2008; Zhang et al., 

2011). Despite a plethora of evidence of the action of IP3, plants do not 

possess homologues of the animal IP3 receptor genes, thus raising questions 

about the whole signal transduction cascade (Krinke et al., 2007). 

Injection of IP3 into the cytoplasm of Characean cells has been reported 

to electrically excite them by activating their Ca2+ channels (Zherelova, 

1989a; Biskup et al., 1999). Based on these results, a mathematical Thiel-

Beilby model describing the temporal MP alterations during the electrical 

excitation was developed (Biskup et al., 1999; Wacke, Thiel, 2001; Wacke 

et al., 2003; Beilby, Al Khazaaly, 2016, 2017; Kisnieriene et al., 2019). The 

core of the model is the idea that Ca2+ channels in the endoplasmic reticulum 

are activated by the increased cytoplasmic IP3 concentration. 

The model is capable of reproducing empirical data of cell excitation 

not only under control conditions but also after the cells are challenged by 

various stressors. Despite this, there is evidence contradicting the IP3 

involvement in the electrical excitation: injection of IP3 in the cytoplasm of 

Chara corallina did not affect the velocity of the cytoplasmic streaming, 

which is known to depend on the intracellular Ca2+ concentration (Tazawa, 

Kikuyama, 2003). 

In the present study, Nitellopsis obtusa electrophysiological parameters 

were not affected by IP3. It should be noted that, while the effect was not 

significant, the AP excitation threshold was slightly hyperpolarised after 

incubating the cells in the IP3 solution. Additionally, some cells exhibited 

spontaneous AP generation. 

The inhibitor of the phospholipase C, U73122, should act similarly to 

the Ca2+ channel blockers. If PLC is inhibited, it should be unable to 

synthesise IP3, which in turn should not be able to activate Ca2+ channels. 

While one group of researchers demonstrated that PLC inhibitors U73122 

and neomycin hinder cell excitation (Biskup et al., 1999), there are reports 

showing no such effect (Tazawa, Kikuyama, 2003). The data reported in this 

dissertation cannot confirm the excitatory effect of U73122 on Nitellopsis 

obtusa cells. 

In summary, while some results hint at the potential of IP3 involvement 

in the Characean electrical excitability, its role in activating Ca2+ channels 

cannot be unequivocally confirmed. 
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4.3.2. The effect of inositol hexakisphosphate (IP6) 

 

Several reports have stated that the fully phosphorylated inositol form 

inositol hexakisphosphate (IP6) exerts an electrophysiological effect in 

higher plants – it activates tonoplast ion channels and blocks K+ channels in 

the plasma membrane. A similar effect is also caused by IP3, however, a 

lower concentration of IP6 is required to achieve an effect of the same 

magnitude (Lemtiri-Chlieh et al., 2000, 2003). It is hypothesised that in 

plants, it is not IP3, but IP6 that is the second messenger responsible for 

inducing various physiological effects. It has been suggested that when IP3 

is artificially introduced into a plant cell, it is converted to IP6 which initiates 

the observed responses (Munnik, Vermeer, 2010). 

In the present study, Nitellopsis obtusa cells were incubated for 30 min 

in IP6 solutions. APs of such cells exhibited hyperpolarised AP threshold 

values. Considering that Ca2+ channel blockers induced depolarisation of the 

parameter, it is suggested that IP6 activates Ca2+ channels responsible for the 

electrical excitation. 

150 µM IP6 solution decreased the AP peak, but did not affect the AP 

amplitude. The maximal membrane conductance during excitation was also 

unaffected as well as the amplitude of the excitation transient amplitude Itrans. 

In addition, although the amplitudes of the ICa current were visibly 

decreased, the current amplitude at the excitation threshold did not change. 

These results suggest that IP6 does not activate Ca2+ channels by increasing 

Ca2+ influx into the cytoplasm but shifts their voltage dependence. The 

channels are activated at more negative MP values, and deactivated at more 

negative MP values as well. 

However, while no significant changes in the above-mentioned 

parameters connected with the amplitude of the Ca2+ current were observed, 

these parameters tended to display increased values compared to the control. 

These observations can be explained by considering the activation of the Cl– 

current – even though the maximal Cl– current amplitude is not affected, the 

current is activated earlier, at more negative MP values which are farther 

from the Cl– reversal potential, thus, the electromotive force is increased. 

IP6 also prolonged the durations of the ICl current activation and 

inactivation. Increased activation duration can be linked to the trend of 

increased AP amplitude – to move a larger ion flux through the channels, 

more time may be needed. Prolonged ICa inactivation durations as well as 

AP repolarisation durations suggest a more complicated mechanism. 

Repolarisation of the AP depends on the exclusion of Ca2+ from the 

cytoplasm, the deactivation of Cl– channels, and the activity of K+ channels 
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and H+-ATPases. Notably, that amino acids that are known to activate Ca2+ 

channels also prolong the AP repolarisation phase (Lapeikaitė et al., 2019, 

2020). It is likely that both the effect of amino acids and of IP6 is connected 

with the activity of Ca2+ transport systems. It can be suggested that when the 

AP threshold is hyperpolarised and Ca2+ concentration alterations are 

introduced at lower MP values, the electromotive force is changed and the 

efficacy of the Ca2+-ATPases is not as high. 

The core idea behind the Thiel-Beilby mathematical model involves a 

second messenger IP3 which activates Ca2+ channels. The authors of the 

model noted that IP3 per se is not essential for the model to function – any 

molecule capable of activating Ca2+ channels with metabolic properties 

similar to those of IP3 is sufficient (Wacke et al., 2003). Based on the results 

reported in this dissertation and the fact that the model is capable of 

simulating empirical data it can be supposed that in Characean cells it is not 

IP3 but IP6 that acts as a second messenger which activates Ca2+ channels 

responsible for the electrical excitation. 
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CONCLUSIONS 

1) Ca2+ channel blockers verapamil, NED-19 and La3+ depolarise 

N. obtusa action potential excitation threshold. 

2) Ca2+ channel blockers verapamil and NED-19 depolarise membrane 

resting potential and increase the values of the temporal 

characteristics of action potential and Cl- current.  

3) No effect of the Ca2+ channel blocker tetrandrine on the N. obtusa 

electrophysiological parameters was observed. 

4) Ca2+ channel blockers verapamil, tetrandrine and NED-19 do not 

affect the activity of tonoplast K+ channels. 

5) Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) does not affect N. obtusa 

membrane transport systems. 

6) Inositol hexakisphosphate (IP6) hyperpolarises N. obtusa action 

potential excitation threshold. 

7) Inositol hexakisphosphate (IP6) shifts the reversal potential of the 

Ca2+ currents to more negative membrane potential values; also, 

prolongs Cl– current activation and inactivation durations. 
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