Elektrické vlastnosti rostlin

Tak jako v živočišných buňkách i membrány rostlinných buněk obsahují různé typy přenašečů a kanálů pro ionty a jiné látky skrz tyto membrány (viz obr. níže). Vliv, parametry a funkce těchto přenašečů a kanálů se studuje převážně vzhledem k světlem-indukovanému přenosu elektronů při světelných fotosyntetických reakcích (I), vzhledem ke generaci akčního potenciálu (II) a vzhledem k signálním cestám (souvisí s II) uplatňovaných při stresu rostlin (III).
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Schémata různých typů přenašečů a kanálu umístěných v plazmatické membráně rostlinné buňky, ve vacuole, v chloroplastových membránách a v thylakoidní membráně.
I - světlem-indukovaný přenos elektronů při světelných fotosyntetických reakcích

Při osvětlení dochází v důsledku přenosů elektronů skrz přenašeče elektronů umístěné v thylakoidní membráně (TM) k akumulaci protonů v lumenu. I když takto dochází k poklesu pH v lumenu o 3 – 4 jednotky (saturační světlo a ustálený stav), vzniklý klidový elektrický membránový potenciál na TM je pouze okolo 10 mV (kladný v lumenu). Tato malá hodnota je způsobena elektrickým vyrovnáním akumulace protonů v lumenu jinými ionty, a to opačným tokem (z lumenu do stromatu) K+ (převážně), Ca2+ a Mg2+ a tokem Cl- ze stromatu do lumenu. U kationtů je nejdříve antiport H+ do stromatu a kationtů do lumenu a pak jinými kanály přesun kationtů z lumenu do stromatu – viz schéma dříve.
Rozdíl pH na obou stranách TM (pH) a membránový potenciál () pak oba přispívají k tvorbě ATP.
Pro funkci mnohých enzymatických reakci odehrávajících se ve stromatu chloroplastu a cytoplasmě celé buňky je nezbytná aktivace jednotlivých enzymu pomocí jednotlivých iontů (převážně Mg2+, např. Rubisco), ale na druhé straně dochází i k inhibice některých enzymů pomocí jiných iontů (např. inhibice fruktoza-1,6-bisphosfatázy velkou koncentrací Ca2+). Pro tuto regulaci aktivity enzymů je proto důležitý jak přenos iontů přes TM, tak i přes vnitřní membránu chloroplastu.

1 – Měření membránového potenciálu (
Nepřímo pomocí měření změn absorpce při 515 nm (P515; electrochromic bandshift ECS). Měření je založeno na faktu, že světlosběrné fotosyntetické pigmenty (chlorofyly a karotenoidy) reagují na vzniklé elektrické pole posunem svých absorpčních pásů směrem do červené oblasti, čili absorpční změny při 515 nm jsou úměrné elektrickému potenciálu thylakoidní membrány. K absorpčnímu signálu při 515 nm měřenému při dlouhodobém osvětlení (více jak 10 ms) však může přispívat i rozptyl světla a absorpční změny ne-elektrochromické povahy – v těchto případech je proto třeba dělat korekce. Lze však také ECS měřit jako rozdíl při dvou vlnových délkách (515 – 560 nm), který by pak měl odrážet výhradně změny v elektrickém potenciálu TM (viz obr. níže).
[image: image5.png]0 10 20 30 40 50 60
Time [s]

-1

Log (Time [s])





Průběh normovaného ECS (515 – 560 nm) při kontinuálním osvětlení listu tabáku silným aktinickým světlem po dobu 1 a 60 sekund.
Přímo pomocí elektrod a to jak metodou terčíkového zámku (patch-clamp) tak pomocí propíchnutí (impalement). U terčíkového zámku se ale neměří přímo elektrický potenciál na TM (viz obrázek níže), dá se ale přesně vypočíst na základě náhradního elektrického schématu. U propíchnutí se sice měří přímo elektrický potenciál na TM, ten ale může být výrazně zkreslen únikem iontů membránou v okolí vpichu.
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Schémata měření  na TM pomocí propíchnutí thylakoidu a pomocí metody terčíkového zámku.

[image: image7.jpg]Adn

—
) mrv
@
—
I sl
o =) o = o =] Q
2 F ] « - N

AW ‘renusiod suelquisy




Průběh  na TM při kontinuálním osvětlení chloroplastu Peperomia metallica (pepřinec, 1) a Anthoceros (hlevík, 2) silným aktinickým světlem. Měřeno metodou propíchnutí TM.

2 – Zjištěné vodivosti a další parametry jednotlivých napěťově řízených kanálů v TM

Schönknecht  a kol. (1988, Nature) – na TM Peperomia metallica
· Cl- kanál - 110 pS (110 mM KCl); největší pravděpodobnost otevření kanálu pro – 40 mV (stroma negativní)

Tester a Blatt (1989, Plant Physiol.) – na TM špenátu zfůzovaných s lipidovou dvouvrstvou 
· K+ kanál - 14 pS (500/300 mM KCl), 120 pS (1000/300 mM KCl)

Enz a kol. (1993, BBA) – na TM špenátu zfůzovaných s velkými liposomy 
· Cl- kanál - 220 pS (100 mM KCl; propustný i pro kationty se selektivitou 4/1 (aniont/kationt))

· K+ kanál - 110 pS (100 mM KCl)

· Mg2+ a Ca2+ kanál – 20 pS (pro Ca2+) a 35 pS (pro Mg2+) (TM; 100 mM KCl); přibližně 2 kanály na 1 m2 aby „vyrovnávaly“ vtok H+ do lumenu pomocí výtoku Mg2+ do stromatu

Pottosin a Schönknecht (1995, fotosyntetická konference) – na TM špenátu

· anionotový kanál – 75 – 110 pS (100 mM KCl); reverzní potenciál je - 32 mV, což je rovno Nernstovu potenciálu pro Cl- (pro užité koncentrace) => jedná se o Cl- kanál

· kationotový kanál – 40 pS (100 mM KCl); reverzní potenciál je + 20 mV, ale Nernstův potenciálu pro K+ a dvojmocné ionty jsou + 40 mV a 0 mV (pro užité koncentrace) => jedná se o kationtový kanál s různou selektivitou pro K+ a dvojmocné ionty; poměr propustností P je PCa/PK = 1,13 a PMg/PK = 0,55

Pottosin a Schönknecht (1995, J. Membr. Biol.) – na TM řasy Nitellopsis obtusa
· anionotový kanál – 100 – 110 pS (114 mM Cl-); největší pravděpodobnost otevření kanálu pro 0 V; pravděpodobně 2 vrátkovací procesy – jeden zavírá kanál při kladném a druhý při záporném potenciálu; přibližně 2 náboje jsou přemístěny „skrz membránu“ při každém z vrátkovacích procesů

Pottosin a Schönknecht (1996, J. Membr. Biol.) – na TM špenátu

· kationtový kanál – 62 pS (10 mM K+), 21 pS (50 mM Ca2+), 24 pS (50 mM Mg2+); reverzní potenciál je + 20 mV, ale Nernstův potenciálu pro K+ a dvojmocné ionty jsou + 40 mV a 0 mV (pro užité koncentrace) => jedná se o kationtový kanál s různou selektivitou pro K+ a dvojmocné ionty; poměr propustností P je PCa/PK = 1,93 a PMg/PK = 0,93

3 – Zjištěné vodivosti a další parametry jednotlivých napěťově řízených kanálů v membránách chloroplastu

Vlérick a kol. (2003, J. Bioenerg. Bioembr.) – na chloroplastových membranách špenátu zfůzovaných s lipidovou dvouvrstvou

· Cl- kanál – 220 pS (150 mM KCl); největší pravděpodobnost otevření pro membránový potenciál 0 mV

Pottosin a kol. (2005, J. Membr. Biol.) – na chloroplastech hrachu

· kationtový kanál – 40 pS (250 mM KCl); největší pravděpodobnost otevření pro membránový potenciál -200 a +200 mV a nejmenší pro 0 mV; kanál propustný pro K+, Na+, Ca2+ a Mg2+ s malou selektivitou

Pohlmeyer a kol. (1997, PNAS) – na chloroplastových membranách hrachu zfůzovaných s liposomy

· OEP16 (16 kDa outer envelope protein) – 1200 pS (1 M KCl); největší pravděpodobnost otevření (0.8) pro membránový potenciál 0 mV; transportuje aminokyseliny a aminy, ale ne triosofosfát a nenabité cukry

Pohlmeyer a kol. (1998, Plant Cell) – na chloroplastech hrachu

· OEP24 (24 kDa outer envelope protein) – 1300 pS (1 M KCl); největší pravděpodobnost otevření (0.8) pro membránový potenciál 0 mV; transportuje triosofosfáty, kladně i záporně nabité aminokyseliny, cukry, ATP a anorganický fosfor

Bötler a kol. (1999, EMBO J.) – na chloroplastech hrachu

· OEP21 (21 kDa outer envelope protein) – 350 pS (250 mM NaCl), 950 pS (1 M NaCl, na umělé dojvrstvě); největší pravděpodobnost otevření (1) pro membránový potenciál 20 mV; transportuje anionty (triosofosfát, 3-fosfoglycerát a anorganický fosfor)
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Model popisující funkci OEP21 při regulaci transportu triosofosfátu mezi chloroplastem a cytosolem.

4 – Vliv kanálů na fotosyntézu

Studium se provádí pomocí známých inhibitorů kanálů, například práce:
Segalla a kol. (2005, J. Chem. Inf. Model.)

· studovali vliv jednotlivých inhibitorů kanálů na rychlost vývoje O2
· měření prováděli na intaktních chloroplastech, polámaných chloroplastech a na TM
· výsledky shrnuty v následující tabulce
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Nověji se identifikují jednotlivé geny zodpovědné za tvorbu kanálů a jsou vytvářeni mutanti bez těchto genů a je sledovaný vliv absence kanálu na fotosyntézu. Zde například:

Carraretto a kol. (2013, Science) – TPK3 silenced mutant Arabidopsis – bez K+ napěťově řízeného kanálu v TM. Absence kanálu způsobuje snížení příspěvku pH k pmf.
Kunz a kol. (2014, PNAS), Dana a kol. (2016, Physiol. Plant.) – Kea3 knockout mutant Arabidopsis – bez K+/H+ antiporteru v TM. Absence antiportétu způsobuje snížení rychlosti přenosu elektronů v TM a zvyšuje příspěvek pH k pmf.
Herdean a kol. (2016, Front. Plant Sci.) – AtCLCe knockout mutant Arabidopsis – bez Cl- kanálu v TM. Absence kanálu způsobuje (malé) změny souvisejících s přenosem elektronů v TM a stavovými přechody.
Herdean a kol. (2016, Nature Comm.), Duan a kol. (2016, J. Integrative Plant Biol.) – AtVCCN1/AtBest knockout mutant Arabidopsis – bez Cl- napěťově řízeného kanálu v TM. 
Schneider a kol. (2016, Plant Cell) – Pam71 knockout mutant Arabidopsis – bez kanálu Mn2+ (ale i Ca2+) v TM. Absence kanálu způsobuje poškození OEC v PSII (v důsledku nedostatku Mn2+ a Ca2+) a nárůst pmf. 
5 – Role elektrického napětí na thylakoidní membráně pro tvorbu ATP
Energie z oxidativních nebo fotosyntetických exergonických reakcí je podle chemiosmotického mechanismu (Mitchell 1961, 1966, 2011) uchovávána ve formě elektrochemického potenciálu protonů, který se dá také vyjádřit pomocí tzv. protonmotivní síly (proton motive force, pmf) jako:
pmf = i-o + (2,3 R T pHo-i)/F.
Pro vyšší rostliny se dogmaticky obvykle v literatuře uvádí, že v ustáleném stavu do pmf přispívá převážně pH. Toto tvrzení je založené na faktu, že při osvětlení chloroplastů sice na počátku dojde k tvorbě výrazného , způsobeného převážně kladným nábojem protonů, ale toto  v řádech jednotek až desítek sekund vymizí v důsledku vyrovnání náboje ve stromatu a lumenu způsobené tokem Cl-, Mg2+ a K+ přes TM a následně je pak pmf tvořeno převážně pH.

Na druhé straně, z experimentů plyne, že minimální pmf potřebná pro tvorbu ATP je úměrná přibližně 2,5 jednotek pH, čili pokud by bylo pmf tvořeno pouze pH, pak by v lumenu thylakoidu muselo být pH menší než 5. Je však známo, že pH v lumenu neklesne pod 5,8, z čehož plyne, že do pmf i v ustáleném stavu by mělo přispívat i , přinejmenším za určitých podmínek (aktivita iontů ve stromatu je malá (= malá iontová síla) a pufrovací schopnost lumenu na protony je velká) a to až 50% pmf. Tento vliv  a pH na pmf v závislosti na iontové síle (koncentraci iontů) byl také úspěšně teoreticky modelovaný pomocí velmi jednoduchého modelu a výsledky jsou ukázány na obrázku níže.
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Simulace osvětlením indukovaného , pH a pmf v závislosti na koncentraci KCl (v mM, Cruz a kol. 2001, Biochemistry).

Použití složitějšího a reálnějšího modelu však ukázalo, že za standardních podmínek v ustáleném stavu by měla být pmf tvořena skutečně převážně pomocí pH, viz obrázek níže. Tyto modelové výsledky souhlasí i s pozdějšími experimentálními daty v ustáleném stavu.
[image: image11.emf]
Simulace hodnot osvětlením indukovaného , pH a pmf v ustáleném stavu (60 s) za standardních podmínek v závislosti na intenzitě osvětlení (Lyu a Lazár 2017, J. Theor. Biol.).
Pomoci experimentu bylo ale ukázáno, že role  na tvorbě pmf je velká na začátku fluktuujícího (oscilujícího) osvětlení, viz obrázek níže. Tato role  na tvorbě pmf na počátku fotosyntetické indukce byly odhalena i pomoci detailního matematického modelu, viz dále.
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Průběh signálu P515 (515 – 560 nm) a pmf a jejich složek během sinusoidálního osvětlení s periodou 60 s.
6 – Modelování elektrického potenciálu rostlin

Van Kooten a kol. (1986, Photosynth. Res.)

· modelovali osvětlením-indukované změny  přes TM
· akumulace H+ v lumenu způsobená světlem-indukovanou funkcí PSII a PSI je elektricky vyrovnávána pasivním výtokem H+, K+ a Mg2+ z lumenu, vtokem Cl- do lumenu a spotřebou H+ pro funkci ATP-syntázy (viz obr. níže)

· pasivní toky H+, K+, Mg2+ a Cl- popsané pomocí Goldman-Hodgkin-Katz (GHK) proudové rovnice

[image: image13.emf]
Schéma použitého modelu.

Gradmann a kol. (1993, J. Membr. Biol.) a Buschmann a Gradmann (1997, J. Theor. Biol.)

· modelovali oscilace  přes membrány buněk průduchů (guard cells) – ty osmoticky mění svůj objem (tím se průduch otevírá nebo zavírá), což způsobuje i masivní přenos iontů skrz plazmatickou membránu a tudíž změny v  přes tyto membrány

Lebedeva a kol. (2002, Biophysics)

· modelovali osvětlením-indukované změny v  přes TM
· akumulace H+ v lumenu způsobená světlem-indukovanou funkcí PSII a cyt b6/f je elektricky vyrovnávána pasivním výtokem H+ a K+ z lumenu, vtokem Cl- do lumenu a spotřebou H+ pro funkci ATP-syntázy (viz obr. níže)

· toky H+, K+ a Cl- popsané pomocí teorie přechodového stavu pro přenos iontů skrz třístupňovou energetickou bariéru, teorie však neprezentována
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Schéma použitého modelu a simulovaný  a toky příslušných iontů.
Lyu a Lazár (2017, J. Theor. Biol.)
· modelovali osvětlením-indukované změny v , pH a pmf přes TM
· akumulace H+ v lumenu způsobená světlem-indukovanou funkcí PSII a cyt b6/f je elektricky vyrovnávána pasivním výtokem H+ a K+ z lumenu, vtokem Cl- do lumenu a spotřebou H+ pro funkci ATP-syntázy
· toky H+, K+ a Cl- popsané pomocí GHK rovnice, uvažována i změna pravděpodobnosti otevření kanálu (OP) v závislosti na 
· celkový se skládá z příspěvku od objemové fáze (b), povrchového náboje TM a od náboje přenašečů elektronů

[image: image16.emf]
Simulace různých  v porovnání s experimentálním ECS signálem.

Lyu a Lazár (2017, BBA-Bioenerg)

· podobné jako předchozí, ale příspěvek  způsobený povrchovým nábojem TM modelovaný detailněji než v předchozím
· toky H+, K+ a Cl- popsané pomocí více verzí teorie přechodového stavu (značeno TSRT) a porovnáno i s verzí, kde se používá GHK rovnice (značeno EDT)
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Simulace různých  v závislosti na teorii použité pro toky iontů skrz kanály.

Li a kol, (2021, Nature Plants)

· modelovali vliv osvětlením-indukovaného  a pH na přenos elektronů v TM
· v modelu brali v úvahu K+/H+ antiporter KEA3, Cl-/H+ antiporter CLCe, napěťově řízený Cl- kanál VCCN1 a napěťově řízený K+ kanál TPK3 (označený jako V-K+).
· protože CLCe mutant má fenotyp podobný divokému typu, soustředili se na zkoumání KEA3 a VCCN1 – ty mají různé kinetiky a to se projeví na poměru /pH, který osciluje a je závislý na intenzitě světla

· tyto oscilace ovlivňují transport elektronů a fotoprotektivní mechanismy, které jsou důležité převážně v první minutě osvětlení vzorku a během fluktujícího osvětlení
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Schéma použitého modelu a simulované průběhy  a pH a toky příslušných iontů pro 2 různé intenzity osvětlení.
7 – využití světlem-indukovaných elektrických vlastností fotosyntetického aparátu

Použití fotosystému jako „fotoaparátu“ - PSI sinice připojen pomocí molekulárního drátu (vitamín K1) na vstup tranzistoru řízeného elektrickým polem (viz obrázek níže vlevo) => čím více excitací dopadá na fotosystém I, tím více elektronů se z něho uvolňuje a tím větší je elektrický proud generovaný v tranzistoru. Pokud se pak pixel po pixelu promítá obrázek na tento „fotoaparát“, tak lze opět pixel po pixelu zrekonstruovat původní obraz (viz obrázek níže vpravo).


[image: image20.emf] 
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Schéma zapojení PSI na tranzistor výsledek zobrazení (b) původního obrázku (a).

Použití fotosystému jako zdroje membránového potenciálu – fotosystém I (PSI) ze špenátu nejdříve zabudován do liposomů a vzniklé PSI-proteoliposomy pak zabudovány do buněk zhoubného nádoru sítnice (retinoblastom; v praxi projevují tím, že člověk nevidí; postihuje převážně děti), kde obnovily schopnost těchto buněk býti světlem excitovatelné (ve smyslu vzniku akčního potenciálu). Toto prokázáno změřenou změnou koncentrace Ca2+ (pomocí fluorescenční barvičky Fluo-3, která se selektivně váže na Ca2+) coby následek (mechanismus není přesně známý) osvětlením indukovaného napětí skrz membránu retinoblastomu zfůzovanou s PSI-proteoliposomy. Čili obecně, elektrické potenciál generované skrz membránu živočišné buňky fotosystémem I je schopný indukovat toky iontů skrz membránu živočišné buňky, čehož lze využít při aktivování nefunkčních nervových, svalových nebo podobně excitovatelných (ve smyslu vzniku akčního potenciálu) buněk.


[image: image22.emf] 

 

Časová závislost toku Ca2+ skrz membránu retinoblastomu zfůzovanou s PSI-proteoliposomy.
Toky iontů související se zabudováním PSI do proteoliposomů byly také teoreticky modelovány. Model je tvořen osvětlením indukovaným vtokem protonů do prostoru proteoliposomu způsobeným funkcí PSI a dále pasivním tokem iontů (uvažovali pouze H+, K+ a Cl-) skrz membránu proteoliposomů popsaným pomocí GHK proudové rovnice.
[image: image23.emf]   [image: image24.emf]
Toky iontů uvažované při modelování elektrického potenciálu napříč membránu proteoliposomu se zabudovanými PSI a porovnání experimentálního (plná čára) a teoretického (symboly) průběhu pH uvnitř proteoliposomu.
II – akční potenciál

Akční potenciál existuje jak v živočišné, tak i v rostlinné říši. V rostlinné říši akční potenciál slouží, navíc k signalizaci při stresu (viz III), i jako podnět k pohybu části rostlin (což je víceméně také jakási signalizace při stresu). Porovnání průběhu akčních potenciálu živočichů a rostlin je na obrázku níže. 
[image: image25.emf]
Porovnání akčních potenciálu živočichů (čárkovaně; časová osa v milisekundách) a rostlin (plnou čarou; časová osa v sekundách): S  - gigantický axon olihně, F – vlákno krejčovského svalu (musculus sartorius; na noze) žáby, D – buňka pasti Mucholapky podivné (Dionaea muscipula), A – buňka pasti Aldrovandky měchýřkaté (Aldrovanda vesiculosa; vodní masožravá rostlina), M a M´ – různé buňky Citlivky stydlivé (Mimóza), C – internodální buňka Parožnatky (Chara).
1 – materiál, plasmalemma, cytoplazma, tonoplast

Akční potenciál (AP) velmi studován na řase Chara (říše rostlinná → oddělení Charophyta → třída Charophyceae → řád Charales → čeleď Characeae → druh Chara (parožnatka)), protože jejich buňky jsou dostatečně velké a ze všech řas jsou vývojově nejvýše a nejvíce se podobají vyšším rostlinám (mají už jakési primitivní členění stélky na něco podobného kořenu, stonku a listu).

[image: image26.emf]
Chara a její buňky.

AP obvykle experimentálně vyvoláván proudovým impulsem, ale vzniká i např. jako odezva na změnu teploty (o -15 C nebo +25 C), osvětlení silným UV světlem, ozářením -částicemi (jádra helia), mechanickou stimulací, působením chemikálií, apod.

[image: image27.emf]
Experimentálně měřený AP napříč vnější membránou (plasmalemma) buněk Chara corallina a modelovaný AP (viz dále).

V rostlinných buňkách tvoří cytoplazma pouze velmi tenkou vrstvu (i u největších buněk pouze okolo 10 m) mezi membránou vakuoly (tonoplast) a buněčnou membránou (plasmlemma). V klidovém stavu buňky dochází k pohybu cytoplazmy (streaming; za pomocí myosinu a aktinu), který se díky rozměrům cytoplazmy projevuje jako rotace cytoplazmy, která má konstantní rychlost okolo 100 m s-1. V době vyvolání AP se však rotace cytoplazmy okamžitě zastaví (způsobují uvolněné Ca2+) a poté dochází opět k její postupné rotaci (návrat na původní stav trvá asi 5 – 10 min). Zastavení rotace cytoplazmy je ochranná reakce před možným vylitím cytoplazmy ven z poškozené buňky. Také zjištěno, že cytoplazma se chová jako Donnanova fáze (viz. Donnanův potenciál dříve) s koncentraci 0,1 – 0,2 M negativních nábojů.
[image: image28.jpg]Ribosome.
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Schematické znázornění obecné rostlinné buňky (nahoře) a buňky Chary (dole).

Pokud je buňka excitovaná, dochází ke vzniku AP jak na plasmalemmě, tak i na tonoplastu, které lze i současně detekovat.

[image: image30.emf]
Experimentálně měřený AP (plnou čarou) napříč tonoplastem (a, VC) a plasmalemmou (b, CO) a buňek Chara corallina a příslušné vodivosti (čárkovaně) tonoplatu (a, gVC) a plasmalemmy (b, gCO).
2 – podstata AP

[image: image31.emf]
Schéma toku iontů během AP u Chary.
Schéma toku iontů během AP u Chary je na obrázku výše. Nejdříve tečou do buňky Ca2+ ionty (pomocí neselektivních kanálů, kterými mohou téci i K+ a Na+ ionty, ale těch je v okolí málo, takže těmito kanály tečou převážně Ca2+ ionty). Původně se myslelo, že tento tok iontů způsobuje AP, ale později zjištěno, že se Ca2+ podílí na AP pouze nepřímo (Ca2+ také nejsou v cytoplazmě volně pohyblivé a váží se na buněčné stěny; viz odstínění povrchového záporného náboje pomocí Ca2+ dříve). Tyto Ca2+ v cytoplazmě nepřímo způsobují otevření vnitřních cisteren s Ca2+ (viz dále), čímž dojde k uvolnění daleko většího množství Ca2+ do cytoplazmy (podobně jako u svalových buněk), které způsobí i) zastavení rotace cytoplazmy, ii) aktivaci Cl- kanálů v plasmalemmě a tonoplastu a iii) (snad) aktivaci K+ kanálů v tonoplastu. Tok Cl- z buňky ven je hlavní příčina vzniku AP na plasmalemmě (během AP se zvětší propustnost Cl- skrz membránu přibližně 100 krát). Následná repolarizace plasmalemmy je způsobené opožděným tokem K+ z cytoplazmy ven.
3 – uvolnění Ca2+ z vnitřních cisteren

Nejdříve bylo zjištěno, že vstříknutí inositol-trifosfátu (I3P) dovnitř buněk Chara způsobuje vznik AP. Později bylo dokázáno, že I3P i v buňkách Chara funguje jako druhý posel (viz G-protein dříve), čili jako ligand způsobující aktivaci ligandem-řízených kanálů v membránách vnitřních cisteren s Ca2+. I3P se přitom v rostlinných buňkách (stejně jako živočišných buňkách) tvoří z fosfatidyl-inositol-bisfosfatu pomocí enzymu fosfolipáza C, který je aktivován právě prvotním nárůstem Ca2+ v cytoplazmě. Tyto reakce byly také uspěné teoreticky modelované – viz schéma příslušných reakcí na obrázku níže (ale i pomocí složitějších modelů).
[image: image32.emf]
Schéma reakcí uvolnění Ca2+ z vnitřních cisteren v cytoplazmě.
4 – modelování AP
Používá se analogie s živočišnými a lidskými buňkami, čili přístup podle Hodgkina a Huxleyho (HH). Pro vodivost Cl- kanálů, ale i Ca2+ kanálů, se předpokládá stejný vztah jako pro vodivost Na+ kanálů podle HH (viz dříve), čili pro Cl- ionty:
gCl- = m3 h gmax ,
kde gmax je maximální vodivost Cl- kanálů a m a h jsou parametry aktivace a inaktivace kanálů, jak je definují HH. Výsledný AP lze pak spočíst podle („current sum“):
[image: image33.emf],
kde ECl- a ECa++ jsou rovnovážně (Nernstovy) potenciály pro dané ionty a ISS je ustálený elektrický proud v důsledku rotace cytoplazmy.

Tok K+ iontů (při následné repolarizaci) se bere buď jako okamžitý (a pak se nijak neprojeví v rovnicích), nebo se opět předpokládá přístup podle HH, čili vodivost K+ kanálu je:
gK+ = n4gmax ,

kde gmax je maximální vodivost K+ kanálů a n je parametr aktivace kanálů, jak ho definují HH a součin vodivosti a rozdílu elektrických potenciálů (udává elektrický proud) pak vstupuje do rovnice nahoře pro výpočet AP.
III – signální cesty

Jednotlivé části rostliny mezi sebou komunikují pomocí tzv. signálních cest. Tyto signální cesty se mohou uplatňovat např. při reakci rostliny na různé typy stresů. Existují 3 základní typy signálních cest podle toho, jaký signál zprostředkovává komunikaci uvnitř rostliny. Rychlosti těchto signálů jsou rozdílné. Jsou to:

· chemický signál (rychlost šíření ~ 50 – 100 cm h-1)

· elektrický signál (rychlost šíření ~ 5 – 100 mm s-1)

· hydraulický signál (rychlost šíření ~ 100 mm s-1)

Elektrický signál u rostlin může mít charakter jak AP, tak i tzv. variačního potenciálu (VP) nebo tzv. systémového potenciálu (SP). Pro šíření AP je charakteristické, že nedochází k poklesu jeho amplitudy, signál se šíří pouze přes živé tkáně a elektrický potenciál v daném bodě se po určitém čase vždy opět navrátí na původní (klidovou) hodnotu. Doba trvání AP je mnohem kratší než doba trvání VP. Velikost VP klesá se vzdáleností od místa poškození a elektrický potenciál v daném bodě se po určitém čase nenavrátí na původní (klidovou) hodnotu. VP se však nešíří, ale vzniká v daných místech - šíří se hydraulická (tlaková) vlna (i přes neživé tkáně), která způsobí VP. Obecně, šířící se hydraulická vlna může nést chemikálie, které pak aktivují ligandem řízené kanály, nebo tato vlna sama o sobě může aktivovat kanály řízené roztažením. Doposud není známo, která z těchto možností je správná. Nově byl rozpoznán i SP, který na rozdíl od AP a VP, má charakter hyperpolarizačního potenciálu, šíří se rychlostí 5 – 10 cm min-1 a je způsoben stimulací H+-ATPázy v plazmatické membráně a až následně dochází k přenosu dalších iontů (K+, Cl-, Ca2+).
1 – Měření elektrického signálu

Pro měření elektrického signálu se používají různé typy „elektrod“:

· povrchové elektrody vodivě přichycené na povrch listu

· elektrody vpíchnuté do epidermu listu

· živá mšice se nechá zabodnout svůj sosák do listu (vždy zabodne sosák do hlavní floemové žíly), pak se jí sosák uřeže laserem a sosák se napojí na mikroelektrodu (viz obr. níže)

[image: image34.jpg]
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Schéma zapíchnutí mšice do listu a napojení elektrody na sosák mšice.

2 – Některé výsledky

Stanković a kol. (1997, Plant Physiol.)

· rostliny slunečnice; stres popálením listu nebo aplikací zvýšeného tlaku na část rostliny umístěnou v tlakové komoře; detekce pomocí povrchových elektrod umístěných na stonku a pomocí mechanických čidel umístěných na stonku měřících jeho podélné natahování a zkracování a průměr stonku
· rychlost šíření VP způsobeného popálením výrazně klesá se vzdáleností od místa popálení (~ 40 – 50 cm min-1 v 5 cm od popálení a ~ 5 – 15 cm min-1 v 20 cm od popálení), ale rychlost šíření hydraulického signálu je mnohem větší; rychlost šíření VP způsobeného popálením a tlakovým pulsem jsou různé (viz obr. níže)

· VP není šířící se změna elektrického potenciálu a není ani důsledek chemických změn šířících se xylémem (které by ovlivnily ligandem-řízené kanály), ale je to důsledek tlakové vlny v xylému zapříčiňující změnu aktivit kanálů a pump (které jsou řízené roztažením) v přilehlých buňkách, která vede k depolarizaci plasmatické membrány
[image: image36.emf]   [image: image37.emf]
Schéma měření (A) a naměřený VP ve třech různých místech stonku způsobený popálením (B) nebo tlakovým pulsem (C) a závislost rychlosti šíření VP na vzdálenosti od místa aplikace popálení a tlakového pulsu.

Stanković a kol. (1998, Physiol. Plant.)

· rostliny slunečnice; stres popálením listu nebo aplikací elektrického pulsu na stonek nebo zapnutím a vypnutím osvětlení; detekce na stonku pomocí povrchových, ale i napíchnutých elektrod a pomocí mechanických čidel umístěných na stonku měřících jeho podélné natahování a zkracování

[image: image38.emf]
Schéma měření (A); AP naměřený ve čtyřech různých místech stonku způsobený elektrickým stimulem (B); VP naměřený ve čtyřech různých místech stonku způsobený popálením (C); různé typy potenciálových změn způsobené popálením (D; pouze VP (nahoře); VP navíc i s jedním (uprostřed) nebo mnoha (dole) AP).
· elektrický puls vyvolal vždy pouze AP, ale ne VP a opačně, popálení vždy vyvolalo VP, na který se někdy přičítal i 1 nebo více píku AP 

· vypnutí osvětlení vyvolalo vznik VP a AP. Po vzniku VP způsobeného vypnutím světla lze AP navodit elektrickým stimulem jenom někdy => existuje zde refrakterní fáze (10 – 12 min)

· elektrickým pulsem indukovaný AP se v osvětlené rostlině šíří rychlostí 30 – 45 cm min-1, kdežto v neosvětlené rostlině rychlostí 8 – 14 cm min-1
[image: image39.emf]
Vznik VP a AP vypnutím osvětlení (A) a VP generovaný vypnutím osvětlení a generace/negenerace AP různě velkými elektrickými stimuly (B).
Koziolek a kol. (2004, New Phytol.)

· listy Mimosa pudica; stres popálením; detekce pomocí elektrody vpíchnutých do epidermu listu

· rychlost šíření elektrického signálu 4 – 8 mm s-1; nebylo ani po dlouhé době dosaženo původní (klidové) hodnoty elektrického potenciálu (viz obr. níže) => nejedná se o AP, ale o VP
· způsob šíření přirovnáván ke spojení buněk s mezerou (gap junction) v živočišných buňkách, které umožňuje šíření vzruchu s rychlostí 2 – 500 mm s-1, kde v rostlinných buňkách je spojení s mezerou realizováno plasmodesmaty

· je také možné, že elektrický signál je až důsledek prvotního šíření hydraulického signálu
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Schéma měření a naměřený elektrický potenciál ve dvou různých místech rostliny (elektrody A a B).

Lautner a kol. (2005, Plant Physiol.)

· různé druhy listů topolu (Populus trichocarpta x tremula x tremuloides); stres popálením a ochlazením; detekce pomocí „mšicové“ metody

· rychlost šíření elektrického signálu způsobené ochlazením 4 – 8 mm s-1; po určité době bylo dosaženo původní (klidové) hodnoty elektrického potenciálu (viz obr.) => jedná se o AP
· rychlost šíření elektrického signálu způsobené popálením 1 – 2 mm s-1; nebylo ani po dlouhé době dosaženo původní (klidové) hodnoty elektrického potenciálu (viz obr.) => nejedná se o AP, ale o VP

· elektrický signál vymizel při měření na listech, které byly před tím po dobu 1 dne inkubovány v TEA (inhibitor K+ kanálů; viz obr.) => přechodná hyperpolarizace je způsobená přechodným otevíráním K+ kanálů v plazmatické membráně

· u rostlin, které byly zalévané roztokem o velmi malé koncentraci Ca2+ nebyly naměřeny žádné změny v elektrickém signálu šířícího se z horních částí rostliny ke kořenům (viz obr. níže) => Ca2+ je jeden z hlavních iontů zprostředkovávající signální cesty; změny byly zaznamenány pro opačný směr šíření (viz obr.) => důležitost šíření signálu od kořene směrem k horním částem rostliny
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Schéma měření a naměřený elektrický potenciál v různých místech rostliny způsobený různým stresem.
Hlaváčková a kol. (2006, Planta)
· listy tabáku; stres popálením; detekce pomocí povrchových elektrod na listu

· nejdříve detekovaná změna VP (pravděpodobně způsobená šířením hydraulické vlny), s mírným zpožděním pak pokles vodivosti průduchů a rychlosti asimilace CO2, které byly doprovázené nárůstem koncentrace rostlinných hormonů - nejdříve kyseliny abscisové (ABA) následované nárůstem koncentrace kyseliny jasmonové (JA) => elektrický signál vede ke tvorbě ABA a JA a to ovlivňuje průduchy a asimilaci CO2
· je to první práce ukazující systémovou akumulaci těchto hormonů v reakci na popálení – viz shrnutí na posledním obrázku (z Hlaváčková a Nauš 2007, Plant Signaling & Behavior)

[image: image45.emf]      [image: image46.emf]
Schéma měření a změny v koncentraci ABA, JA a kyseliny salicylové (SA) po popálení (čas 0).
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Naměřený VP (vlevo) v E1 (a) a E2 (b) a naměřený pokles vodivost průduchů (gs; a vpravo) a rychlosti asimilace CO2 (A; c vpravo) po popálení (čas 0).
[image: image49.emf]
Shrnutí systémové odezvy rostliny na lokální stres (popálení).
Salvador-Recatala a kol. (2014, New Phytologist)

· kritizovali metodu useknutého sosáku (má více problému)

· navrhli používat celou mšici spojenou tenkým zlatým drátkem s měřící elektronikou
· metodu použili pro studium elektrické odezvy rostlin na poškození listu jeho požíráním housenkou
· takto detekovali depolarizace až o 60 mV
[image: image50.emf]    

[image: image51.emf]
Nožková a kol. (2018, Plant Methods)

· vyvinuli novou optickou metodu (založenou na difrakci (= ohyb) světla) pro velmi přesné měření změn průměru stonku listu v reakci na poškození rostliny

· při popálení listu nad místem měření došlo k celkovému snížení průměru stonku (odráží šíření hydraulické vlny uvnitř stonku), přičemž změny na obou stranách stonku byly asymetrické 

[image: image52.emf]             [image: image53.emf]
[image: image54.emf]
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