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Proces ewolucji doprowadzil do wyksztalcenia u rolin wyzszych epidermy,
pokrytej kutikula trudno przepuszczalng dla wody i gazéw. Rownocze$nie wy-
ksztalcone zostaly aparaty szparkowe, umozliwiajace regulacje natgzenia transpiracji,
utrzymujac réwnowage termiczna liscia [37, 97], a takze réwnowage stosunkow
gazowych pomigdzy $rodowiskiem zewnetrznym a wewngtrznym liscia [9a]. Ko-
morki szparkowe stanowia integralng cze$¢ epidermy, kontaktujac Srodowisko zew-
netrzne i wewnetrzne stanowia jak gdyby drzwi, zabezpieczajace integralno$¢ calego
organizmu ro$linnego. Podobnie jak membrany komorkowe pelnig funkcj¢ kontroli
przepuszczalnoéci i dyfuzji jondw, aparaty szparkowe zapewniaja stan homeostazy
na poziomie organizmu [I1, 101]. Aparaty szparkowe stanowig zaledwie 3—5°/,
powierzchni lisci, jednak ich bogactwo zréznicowan morfologicznych i anatomicz-
nych, a zwlaszcza duza sprawno$¢ mechanizmu dzialania jest wyrazem najlepszego
przystosowania roélin wyzszych do funkcjonowania w Srodowisku. Zmiany apertury
szparek reguluja stosunki gazowe wewnatrz lici, poziom transpiracji i nat¢zZenia
fotosyntezy [4, 142]. Podstawowy mechanizm funkcjonowania szparek oparty jest
na zmianach turgoru w komdrkach szparkowych, przyszparkowych i epidermalnych,
ktory zwigzany jest ze zmieniajacym si¢ w nich potencjalem wody.

Pierwsze proby wyjasnienia mechanizmu ich funkcjonowania formutowane byly
juz w 1856 roku przez von Mohl [70]. Dalsze badania Lloida [50] i Scartha
[109] doprowadzily do sformulowania hipotezy opartej na zmianach potencjatu
osmotycznego komorek szparkowych, wynikajacych ze zmiennej koncentracji

Wykaz stosowanych skrotow: ABA — kwas abscysynowy, AMP — adenozyno-5'-monofosforan,
ADP — adenozyno-5'-dwufosforan, ATP — adenozyno-5'-trojfosforan, FC — fuzykocyna, — IAA — kwas
indolilo-3-octowy, OAA — kwas szczawiooctowy, PAR — promieniowanie fotosyntetycznie aktywne,
PEP — fosfoenolopirogronian, 3-PGA — aldehyd 3-fosfoglicerolowy, 'P; — ortofosforan, PS — fotosystem,
pyr — pirogronian, Rubisco-karboksylaza 1,5-dwufosforibulozowa, TP — fosforany zwigzkéw trojwe-
glowych.,
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cukrow w formie glukozy lub skrobi. Stata si¢ ona na wiele lat hipoteza obowiazu-
jaca. Na podstawie obserwacji stwierdzono obecno$¢ skrobi w chloroplastach ko-
morek szparkowych w okresie fazy ich zamknigcia oraz jej zanik w fazie otwarcia.
Degradacja skrobi mogla wigc umozliwia¢ obnizenie potencjatu osmotycznego
w komorkach szparkowych, wzrost ich turgoru i ich otwarcie. Okres nocny nato-
miast miat by¢ zwiazany z procesami odwrotnymi. W kilku proponowanych teore-
tycznych modelach funkcjonowania aparatéw szparkowych rozpatrywano takze
wplyw koncentracji CO, na stopien zakwaszenia cytoplazmy. Zmiany pH w obrebie
cytoplazmy moglyby stanowi¢ mechanizm regulujacy aktywno$¢ enzymoéw odpo-
wiedzialnych za degradacje i syntezg¢ skrobi. Szczegdlowe kalkulacje wykazaly
jednak, ze zmiany w poziomie kwasu weglowego wynikajace z koncentracji CO,
sa nieznaczne i wahaja si¢ w granicach 0.2 jednostki pH [95, 96]. Zmiany te sa wigc
zbyt niskie, aby mogly stanowi¢ skuteczny mechanizm kontrolujagcy metabolizm
komoérek szparkowych.

 Opublikowane juz w 1905 roku przez Macullema [53] oraz w 1943 roku przez
Imamura [35] wyniki badarn wiazace ruch szparek ze zmianami poziomu K*
byly nie zauwazane i wobec nieprzyjmowania ich przez zachodnia szkole fizjologow
ro§lin, w tym glownie przez fizjologéw amerykarskich, nie odegraly istotnego zna-
czenia dla zmiany modelu funkcjonowania aparatow szparkowych. Wilasciwe ba-
dania nad fizjologicznymi i biochemicznymi aspektami mechanizmu ruchu aparatow
szparkowych sa znacznie mlodsze i obejmuja w zasadzie ostatnie dwudziestolecie.
W koricu lat sze$édziesiatych ilos¢ zebranych informacji przy zastosowaniu licznych
technik badawczych doprowadzita do zweryfikowania pierwotnych hipotez i po-
zwolila na zaproponowanie pelniejszego obrazu mechanizmu funkcjonowania
aparatow szparkowych. Wyniki badarn, ktére doprowadzily do powstania nowego
hipotetycznego modelu sa przedmiotem rozwazan niniejszego artykuhu.

" Techniki uzyskiwania materialu do badan komérek szparkowych

Aparaty szparkowe stanowia zwarty funkcjonalnie i anatomicznie kompleks.
Niezaleznie od morfologicznych zréznicowan zbudowane sa one z komorek szparko-
wych oraz roznej liczby komorek przyszparkowych kontaktujacych si¢ z komorkami
epidermalnymi. Komorki szparkowe wyr6zniaja si¢ od innych komorek liscia pew-
nymi charakterystycznymi cechami: silnie zgrubialymi $cianami komoérkowymi,
nielicznymi chloroplastami, czgsto w formie zdegenerowanej, niewielka liczbg za-
nikajacych plazmodesm laczacych komorki szparkowe z epiderma oraz zawieraja
jedna lub kilka wstegowatego ksztaltu wakuoli, ktére zwigkszaja powierzchnie
kontaktu z cytoplazma [20, 108].

Badania tak skomplikowanego systemu wymagaly opracowania wielu specja-
listycznych metod. Zasadniczo mozna je podzieli¢ na nastgpujace grupy: a) badania
prowadzone na aparatach szparkowych ‘w calych liSciach bez ograniczenia natu-
ralnych uwarunkowarn ich funkcji, b) stosowanie zdartej epidermy, ¢) stosowanie
izolowanych komorek szparkowych oraz d) protoplastow komorek szparkowych.
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Pomiar transpiracji jest wspolna technika dla studiow ruchu szparek w catym
lifciu. Umozliwia ona charakterystyke interakcji pomigdzy mezofilem i epiderma,
a takze analize funkcjonowania szparek w warunkach polowych [19, 37]. Wartosci
uzyskiwane poprzez pomiar transpiracji stwarzaja takze mozliwos¢ kalkulacji stop-
nia przewodnictwa pary wodnej przez komorki szparkowe, a w polaczeniu z wartos-
ciami natezenia fotosyntezy pozwalaja oszacowaé stosunki gazowe w przestworach
miedzykomorkowych [10, 16, 44, 142].

Szczegolnie czesto stosowano badania funkcjonowania aparatow szparkowych
w zdartej epidermie [15, 64, 138, 139]. Uzyteczno$¢ tej metody jest jednakze ogra-
niczona wieloma czynnikami. Epidermalne zdarcia moga prowadzi¢ do uszkodzenia
pewnych partii komorek. Brak kontaktu z mezofilem jest zastgpowany w tego typu
doswiadczeniach poprzez dobdr odpowiednich pozywek [33, 130], ktorych sklad,
zwlaszcza jonowy, moze modyfikowaé naturalne funkcje komorek szparkowych.

W przypadku badan biochemicznych nalezy krytycznie uwzgledni¢ fakt zanie-
czyszczenia epidermy fragmentami mezofilu, chloroplastéw i $cian komorkowych.
Te ograniczenia sa szczegélnie istotne w okreslaniu skladu i aktywnosci enzymow
[76]. Pewna mozliwo$cia ograniczenia ilo$ci zanieczyszczen jest dodatkowe stoso-
wanie sonikacji komodrek epidermalnych [74] lub traktowanie ich roztworami o nis-
kich wartosciach pH [57, 127]. Interesujaca metoda uzyskiwania materialu do badan
biochemicznych polega na zamrazaniu lici w cieklym azocie, a nast¢pnic w wy-
niku suszenia materialu doprowadzenia do wypadania par komorek szparkowych
[75].

Postep w rozwoju metod enzymatycznego trawienia $cian komorkowych pozwolit
na izolacje nieuszkodzonych protoplastéw komorek szparkowych [137, 145, 149].
Tak uzyskany materiat okazal si¢ niezwykle przydatny w analizach biochemicznych,
a takze w badaniu wplywu takich czynnikow jak $wiatlo czy hormony roslinne
[8, 112, 150]. Przy zastosowaniu tej metody mozna bylo takze uzyskiwaé frakcje
organelli komorek szparkowych np. wakuoli [145] czy chloroplastow [82, 113],

Typy ruchu komoérek szparkowych

Apertura szparki uzalezniona jest od wypadkowej wartosci potencjalu wody
nie tylko w samych komorkach szparkowych, ale takze w przylegajacych komor-
kach towarzyszacych i epidermalnych [31, 65, 97].

Liniowy gradient potencjalu wody decyduje o kierunku jej przeptywu, zmianach
turgoru, a w konsekwencji o stopniu otwarcia szparki. Szybkie zmiany w dost¢pno-
$éci wody moga prowadzi¢ do przemijajacego i krotkotrwalego ruchu szparek [65,
97]. Ten rodzaj ruchéw nazwany jest ruchem ,hydropasywnym”, a jego badanie
wiaze sie z koniecznoscig stosowania skomplikowanej aparatury i specjalnych tech-
nik badawczych. Z ,hydropasywnym” ruchem aparatow szparkowych wiaze si¢
takze oddzialywanie niedosytu wilgotnosci powietrza. W eskperymentach prze-
prowadzonych na zdartej epidermie przy zastosowaniu mikroskopowych obserwa-
cji aparatéw szparkowych oraz réwnoczesnym kierowaniu na nie poprzez system
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kapilar powietrza o wysokim niedosycie wilgotnoéci uzyskiwano zamykanie szpa-
rek [45, 47]. Reakcja ta byla odwracalna przez zastosowanie powietrza o wysokim
stopniu wilgotnosci. Wydaje si¢ prawdopodobne, Ze u pewnych gatunkow, z uwagi
na budowe anatomiczna, same komorki szparkowe moga wykazywaé zdolno$¢
szybkiej odpowiedzi na stan nasycenia pary wodnej w otaczajacym lis¢ Srodowisku
zewnetrznym, Wystepujace np. u Quercus robur komorki szparkowe wykazuja
pewne niepogrubione i nieskutynizowane fragmenty $cian komorkowych, co umo-
zliwia im znacznie szybsza transpiracj¢ wody w porownaniu z komérkami przyszpar-
kowymi i epidermalnymi [59]. Oddziatywanie niedosytu wilgotnosci na stan aper-
tury szparki nie mozna oddzieli¢ od réwnoczesnego dzialania temperatury. W przy-
padku otwarcia szparek w warunkach $wiatla, maksimum otwarcia uzyskiwano
przy 35°C [104]. W ciemnoéci w wysokich temperaturach nastepuje takze otwarcie
szparek, ale maksimum otwarcia wystgpowalo przy 45°C [48, 128]. Na podstawie
licznych badan uwaza sig, Ze ten typ reakcji moze inicjowa¢ ruchy komoérek szpar-
kowych, ktore sa utrwalane nastgpnie poprzez wymagajace czasu procesy prowadza-
ce do zmian potencjalu osmotycznego w komorkach szparkowych [56, 59, 97].

W przeciwienstwie do opisanych powyzej, zmiany turgoru uwarunkowane me-
chanizmem dzialania pomp elektrogenicznych, przemieszczeniami jonow i zwiazkow
organicznych pomigdzy komérkami szparkowymi, przyszparkowymi i epidermalnymi
nazywane sa ruchami ,hydroaktywnymi”. Ten rodzaj ruchéw aparatéw szparko-
wych zalezy od licznych czynnikoéw migdzy innymi dziatania $wiatla, hormonow
roslinnych i koncentracji CO,.

Znaczenie. jonéw K+ w regulacji ruchu aparatéw szparkowych

Wyniki licznych badan potwierdzily istotne réznice w koncentracji jonow K+,
skorelowane §cisle ze stanami otwarcia lub zamknigcia szparki [27, 31, 68, 97].
Wskazuja one takZe na wazna rolg potasu w regulacji osmotikum komérek szparko-
wych. Pomimo rozbiezno$ci w bezwzglednych wartosciach, przyjmuje sie, Ze jony
K+ stanowia w komorkach szparkowych jedna czwarta lub nawet potowe substancji
osmotycznie czynnych [54, 58, 97]. Na istotng rol¢ jonow K+ w regulacji turgoru
wskazuje fakt, ze uzyskanie maksymalnej apertury szparek mozliwe jest jedynie
w pozywkach zawierajacych w swoim skladzie potas [3, 21] oraz powszechny jego
udzial w regulacji turgoru komorek szparkowych u wszystkich badanych gatunkow
roélin [13, 38, 77]. Tylko u nielicznych gatunkéw wykazano, ze w pewnym zakresie
potas moze byé zastgpiony poprzez jony Na*, jednak w przypadku calkowitego
braku K+ apertura szparki nie osiaga nigdy maksymalnej wartosci [17, 33, 56].
Zmiany koncentracji potasu sa $ciSle powigzane z dziataniem elektrogenicznej
H+-pompy, umozliwiajacej w okresie otwierania szparek transport jonow K+ wbrew
gradientowi dyfuzyjnemu [31, 57, 88, 97]. H*-pompa zlokalizowana w plazmole-
mie decyduje o aktywnej (zaleznej od $wiatta) sekrecji jonéw H+* do apoplastu.
Dzialanie H+-pompy wymaga naktadu energii i aktywnosci odpowiednich ATP-az.
W poprzek blony komoérkowej w wyniku separacji H*/OH- powstaje pierwotny
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gradient potencjaléw; elektrycznego i pH umozliwiajacy transport jonow K+
zkomorek przyszparkowych lub apoplastu do wnetrza komorek szparkowych w miej-
sce wydalanych do apoplastu jonéw H+ [5, 30, 90, 126]. Zasadnicza cze$é jonow K+
jest deponowana w wakuoli komérek szparkowych. Koncentracja jonéw K+ w cy-
toplazmie jest niska i nie ulega w zasadzie wigkszym zmianom w okresach zamknig-
cia i otwarcia szparki [98, 143]. Przemieszczanie jonow K* jest czesto stowarzyszone
z rownoczesnym transportem jonow Cl- [2, 89, 114, 115, 133]. Zmiany koncentracji
K+ w obrgbie kompleksu aparatu szparkowego Commelina communis ilustruja

,-

Rys. 1. Schemat kompleksu szparkowego Commelina communis [59] oraz koncentracja jonow K+ (mol m=2)
w komorkach kompleksu szparkowego [88]

szparka  szparka
otwarta zamknigta

a komdrki szparkowe 448 95
b wewnetrzne boczne komoérki przyszparkowe 293 156
¢ zewngtrzne boczoe komérki przyszparkowe 98 199
d graniczace komdrki przyszparkowe 169 298
¢ komdrki epidermalne 73 448

wyniki uzyskane przez Penny i Bowling (88, rys. 1). W okresie otwarcia szparek
koncentracja K+ jest kilkakrotnie wyzsza w komorkach szparkowych. Podczas zam-
knigcia patomiast najwigksza jego zawarto$¢ wykazuja komorki epidermalne. Ana-
liza podanych w tabeli warto$ci wskazuje takZe potencjalne drogi przemieszczania
jonow K*. Transport jonéw K+ jest posrednio aktywny, poprzedzony uruchomie-
niem elektrogenicznych H*-pomp i sekrecja H+ do apoplastu [58]. W okresie zam-
knigcia szparki zmienia si¢ kierunek przepltywu jonéw. Transport jonow K+ w mem-
branach plazmatycznych odbywa si¢ prawdopodobnie specjalnymi kanatami trans-
portu potasu.

Jak wynika z ostatnich badan, jony Ca** moga ograniczaé aktywno$é pomp
elektrogenicznych prowadzac do zamykania szparek [9, 36, 100]. W plazmolemie
komorek szparkowych postulowano obecno$¢ dwoch izoenzymow H+-ATP-az;
aktywnej w okresie otwarcia szparek [,,ATP-aza 7.5”] oraz aktywnej w okresie zam-
knigcia (,ATP-aza 5.57). Wykazuja one rézne optima pH oraz rézna wrazliwo$é
jonowa [41, 42, 52, 94]. ATP-azie zaleznej od Ca®** przypisuje si¢ istotny udziat
w promowaniu zamykania szparek [94, 116] poprzez redukcje ci$nienia turgorowego
[140] oraz hamowanie wbudowywania K+ [21].
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Ze wzrostem koncentracji potasu wiaze si¢ SciSle odpowiednia koncentracja jo-
néw Cl- lub w przypadku ich ograniczonej dostgpnosci zwigkszona synteza jablcza-
now [2, 76, 97, 99, 133]. W procesach dysocjacji jablczany dostarczaja protonow
dla elektrogenicznych H+-pomp oraz jondéw jablczanowych [147]. Zaréwno jony
Cl- jak i jablczany stwarzaja mozliwo$¢ rownowazenia przewagi fadunkéw dodat-
nich. W nielicznych doniesieniach podobna do jablczanéw role przypisuje sie takze
cytrynianowi, glutaminianowi i asparaginianowi [2, 76].

Fizjologiczne i biochemiczne procesy warunkujace ruch komérek szparkowych

Otwieraniu szparek, jak wykazano poprzednio, towarzyszy wzrost koncentracji
jonéw K+ w komdrkach szparkowych, pierwotnym procesem jest jednakze uaktyw-
nienie elektrogenicznej H*-pompy. Sekrecja jondéw H* poprzez plazmolemg do
apoplastu rozpoczyna na masowa skal¢ wnikanie jonéw K+ do cytoplazmy,
a nastgpnie do wakuoli komoérek szparkowych. Wnikaniu jonow K+ towarzyszy
rownoczesny import jonow Cl-. W przypadku pelnej dostgpnosci jonéw CI- okolo
90°/, jondw K jest przez nie balansowane [99]. Calkowita zwarto$¢ potasu w obre-
bie cytoplazmy pozostaje stala zaréwno w fazie otwarcia jak i zamknigcia szparek
[143]. Jony K+ transportowane do wakuoli komorek szparkowych obnizaja w nich
potencjal wody. Nie jest prawdopodobne, aby mogly wystapi¢ znaczne roznice
w potencjale wody wakuoli i cytoplazmy. Taki stan prowadzitby do odwodnienia
bialek cytoplazmy [98]. Przyjmuje sig, ze warto$¢ potencjalu wody w réznych kom-
partmentach komorki jest zblizona [89]. Osmotikum cytoplazmy w odroznieniu od
wakuoli jest tworzone przez sacharoze [2, 76, 77], proling i glicyng [59]. Outlaw
i Manchester [79] wykazali wzrost koncentracji sacharozy w komorkach szparko-
wych podczas ich otwarcia. Syntezg [43] i akumulacje [22, 24] sacharozy obserwo-
wano w warunkach wysokich koncentracji jonéw nieorganicznych. Zwigkszenie
jej poziomu w cytoplazmie prowadzi do obniZenia aktywnosci jonowej [134] oraz
stabilizacji bialek [46]. Sacharozie przypisuje si¢ takze istotny udzial obok jonow
K+ w tworzeniu pierwotnego osmotikum w komorkach szparkowych [56].

Utworzona w okresie nocy i magazynowana w chloroplastach komorek szparko-
wych skrobia (rys. 2a) ulega pod wplywem « i 3 amylaz oraz przy udziale fosfory-
lazy skrobiowej degradacji do maltozy i dalszej do glukozo-1P. Glukoza lub glu-
kozo-1P sa w procesie glikolizy rozktadane do aldehydu 3-P glicerolowego (3PGA).
Zwiazek ten w transporcie wymiennym z P; ulega przemieszczaniu do cytoplazmy
[28] stanowigc substrat do syntezy fosfoenolopirogronianu (PEP) oraz w drodze
glukoneogenezy do syntezy glukozy, a nastgpnic w dalszej kolejnosci sacharozy
[102]. W przypadku niedostatecznej dostepnosci Cl- wzrost koncentracji K+
prowadzi do stopniowej alkalizacji cytoplazmy. Wzrost pH cytoplazmy w zakresie

Rys. 2. Schemat procesow metabolicznych zachodzacych w komérkach szparkowych w czasie otwarcia
(a) i zamkniecia (b) szparki [102, zmodyfikowano]
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7—8 aktywuje karboksylazg PEP katalizujaca reakcje¢ karboksylacji PEP do kwasu
szczawiooctowego (OAA). Dehydrogenaza jablczanowa przeprowadza reakcje re-
dukcji OAA do jablczandw. Synteza jablczandw odgrywa szczego6lng role w zacho-
waniu réwnowagi elektrycznej w obrgbie komorek szparkowych w okresie wzrostu
poziomu dodatnich tadunkow [2, 97]. U gatunkoéw, ktére nie zawieraja skrobi w ko-
morkach szparkowych, np. nalezacych do rodzin Liliaceae i Amarylidaceae, prawie
calos¢ jonow K+ jest balansowana przez jony Cl-[2, 34,89, 114,115, 133]. W przy-
padku braku jonéw Cl- szparki pozostaja u tych gatunkoéw zamknigte [114].

Procesy zachodzace w komorkach szparkowych podczas ich zamykania sa przed-
stawione na rys. 2b. W tej fazie ruchu stwierdzono wyptyw jonéw K+ i Cl- z wakuoli
poprzez cytoplazme i membrany komorek szparkowych do apoplastu przy rGwnoczes-
nym imporcie jonow H*. Zmniejsza si¢ roOwniez koncentracja jablczanow, a takze
uruchomiona zostaje synteza skrobi w chloroplastach komoérek szparkowych.
Spadek koncentracji jablczanéw zwigzany jest z ich eksportem do apoplastu oraz
komorek przyszparkowych i epidermalnych [133]. Pewna pula jablczan6éw jest skie-
rowana do mitochondriow i stanowi substrat w cyklu Krebsa [86]. Jedna z roz-
wazanych potencjalnych mozliwosci wykorzystania jablczanow jest hipoteza wia-
czania ich poprzez syntez¢ 3PGA i PEP do syntezy skrobi w chloroplastach komorek
szparkowych. Teoretycznie istnieja nastgpujace drogi syntezy PEP [14] jako gtéwne-
go substratu do syntezy skrobi:

1) jablczan 4 NAD(P) Jehvdrogenaza jablezanows , QAA - NAD(P)H + H+

OAA + ATP PERlarbokwkimz | PEP + ADP + P, + CO,

2) jablczan + NAD - ¢a@ym jablezanowy , pirggronian -+ NADH -+ H+ 4+ CO,

pirogronian + ATP 4 P; Xinaza 2-P-pirogronianowa , pEp 4. AMP - PP,

W komorkach szparkowych potwierdzono obecno$¢ dehydrogenazy jablczano-
wej umozliwiajacej synteze kwasu szczawiooctowego, jednakze nigdy nie udato sig¢
wykaza¢ w nich PEP-karboksykinazy, co wyklucza na tej drodze mozliwo$¢ syntezy
PEP [81, 111, 129]. W badaniach zmierzajacych do wykazania egzystencji drugiej
z mozliwych drog syntezy PEP, obecno$¢ enzymu jabiczanowego w komorkach
szparkowych nigdy nie byla kwestionowana [81, 111, 129]. Przedmiotem sporu jest
wystgpowanie w komorkach szparkowych dwufosfokinazy pirogronianowej. Wobec
wzajemnie wykluczajacych si¢ wynikow dwoch grup badaczy, problem ten pozostaje
nadal otwarty. Schnabl [111], Das i Raghavendra [12] dokumentowali wysoka
jej aktywno$¢, natomiast Outlaw i wsp. [81] i Thorpe i wsp. (129) nie wykazali
zadnej aktywno$ci tego enzymu. Wykorzystanie jablczanéw do syntezy skrobi
w okresie zamykania szparki jest w dalszym ciagu nierozstrzygniete. Wyniki badan
Schnabla [110] z uzyciem jablczanéw znakowanych *C podawanych w roztwo-
rach zewngtrznych wskazywaly na ich wbudowywanie do skrobi. Kalkulacje
Outlaw [84] doprowadzity jednak do konkluzji, ze konwersja jablczanow do
skrobi przebiega zbyt wolno i nie moze mie¢ istotnego praktycznie znaczenia.

Skrobia jest resyntetyzowana w chloroplastach komoérek szparkowych w nocy,
podczas ich zamknigcia. Substratem do tej syntezy moze by¢ réwniez sacharoza
tworzaca cytoplazmatyczne osmotikum, a takze transportowana poprzez apoplast
z komorek mezofilowych. W procesie glikolizy w cytoplazmie komoérek szparkowych
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powstaje 3PGA, ktory podlega transportowi do chloroplastéw w drodze wymiany
z ortofosforanem. W chloroplastach 3PGA ulega konwersji do glukozo-1-P w dro-
dze glukoneogenezy. Dalsze przemiany glukozo-1-P do skrobi przedstawiaja po-
nizsze rownania:

glukozo-1-P + ATP ADP-slukozopirofosforylaza .  ADP.glykoza + PP,
ADP-glukoza + G (,, > G,y

Aktywno$¢ ADP-glukozo-pirofosforylazy jest uzalezniona od stosunku 3PGA/P;
[83, 92, 103]. Wysoki stosunek 3PGA/P; aktywuje enzym indukujac synteze¢ skrobi,
niski natomiast wywiera efekt hamujacy.

W poréwnaniu z komorkami szparkowymi synteza skrobi w komodrkach mezo-
filowych zachodzi podczas o$wietlenia, co wiaze si¢ z wysokim wowczas stosunkiem
3PGA/P; [91]. Zwiazane jest to z wysoka aktywnoscia Rubisco, enzymu odpowie-
dzialnego za intensywne wiazanie CO, w procesie fotosyntezy i syntez¢ duzej puli
3PGA. 3PGA kierowany jest zaréwno do utrzymania cyklu Calvina-Bensona jak
rowniez zuzywany do syntezy sacharozy i skrobi. Z drugiej strony ma miejsce obni-
zenie puli P; poprzez jego zuzywanie w procesach fotofosforylacji [91].

W przeciwienistwie do komorek mezofilowych, komorki szparkowe wykazuja
niski stosunek 3PGA/P; w ciggu dnia. Przy uzyciu czulych metod immunofluore-
scencyjnych [80, 84] wykazany zostal brak Rubisco w chloroplastach komorek szpar-
kowych. Brak tego enzymu wyklucza fotosyntetyczne wigzanie CO, w cyklu Cal-
vina-Bensona. Niski stosunek 3PGA/P; w ciagu dnia wynika z braku syntezy 3PGA.
Koncentracja Py w komoérkach szparkowych nie ulega wigkszym zmianom w rdz-
nych fazach ruchu szparki [83]. W czasie zamknigcia szparki i w okresie nocnym
wzrasta ilo$¢ 3PGA w wyniku degradacji i wiaczenia do procesu glikolizy sacharozy
stanowiacej osmotikum cytoplazmy. ObniZenie puli sacharozy zwiazane jest z konie-
czno$cia wyrownania potencjalu wody pomiedzy wakuola a cytoplazma [56, 76].
Rowniez w tej fazie ruchu ma miejsce import sacharozy z komorek mezofilowych
spowodowany intensywna degradacja w nich skrobi [75, 76]. Procesy te prowadza do
wzrostu stosunku 3PGA/P, i aktywacji ADP-glukozopirofosforylazy [83].

Komorki szparkowe Paphiopedilum zawieraja bezchlorofilowe plastydy [72,
107, 145], w ktorych w okresie nocnym nastgpuje synteza skrobi [107]. Przypadek
ten potwierdza mozliwo$¢ syntezy skrobi w komorkach szparkowych bez wilaczania
fotosyntetycznej redukcji CO,. Przedstawiony powyzej schemat procesu syn-
tezy skrobi w komorkach szparkowych jest podobny do jej biosyntezy w innych
niefotosyntetyzujacych organach roélin.

Energetyka i rola Swiatla w ruchu komérek szparkowych

Bioenergetyczne podstawy ruchu komorek szparkowych sa nadal kontrower-
syjne. Funkcjonowanie pomp jonowych, sekrecja H* oraz transport jonéw wyma-
gaja nakladu energii. Chemiosmotyczna teoria zaklada niezbednos$¢ pewnych Zro-
det energii koniecznych dla przeplywu protonow w systemach biologicznych, gtow-
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nie membranowo-zwiazanych ATP-az oraz lancucha transportu elektronéw [147].
Potencjalne zZrodia energii w komorkach szparkowych zwigzane sa z procesami
fosforylacji oksydatywnej i fotofosforylacji [31, 67, 146, 151, 152]. W oparciu o prze-
prowadzone badania zaklada si¢ takze udzial w generacji energii fotoreceptora
$wiatla niebieskiego w wyniku wspoéidziatania jego wewnatrzmembranowego kom-
pleksu z lancuchem transportu elektronow [37, 51, 122, 131, 144, 150]. W badaniach
przeprowadzonych na zdartej epidermie Commelina communis wykazano, ze FC
wywiera stymulujacy efekt na otwieranie szparek zaréwno w $wietle jak i w ciemno-
$ci [55. 63, 138]. Otwieranie szparek w ciemnosci indukowane dziataniem FC bylo
hamowane przez rownoczesne zastosowanie KCN [63]. Otwarcia szparek w ciemno-
$ci pod wplywem FC nie uzyskiwano réwniez w przypadku, gdy preparat znajdowat
si¢ w warunkach beztlenowych [60, 117]. Wystgpowanie w komorkach szparkowych
licznych mitochondriow [31, 65, 96] oraz przeprowadzone do$wiadczenia z KCN
lub warunkami beztlenowymi, potwierdzaja udziat fosforylacji oksydatywnej w dos-
tarczaniu energii dla ruchu szparek [60, 61, 96]. W preparatach potraktowanych
KCN, a nastepnie poddanych dziataniu §wiatla biatego uzyskano efekt szerokiego
otwarcia szparek, co wyraznie wskazuje takze na mozliwo$¢ wykorzystania w tej
reakcji energii generowanej w procesie fotofosforylacji. W epidermie ro$lin wyzszych
chloroplasty zwykle wystepuja w komorkach szparkowych [65]. Chloroplasty te
nie wykazuja obecnosci enzymow cyklu Calvina-Bensona [78], jednakze zawieraja
aktywne PS I i PS II, co umozliwia produkcj¢ ATP i rownowaznika redukcyjnego
[82, 120, 146].

Dziatanie $wiatta o roznych zakresach spektralnych modyfikuje reakcje komoérek
szparkowych [26]. Najwicksza aktywnoé¢ wykazuje $wiatlo niebieskie dzialajgce
w bardzo niskich natezeniach, ponizej progu aktywacji procesu fotosyntezy. Absor-
pcja w $wietle niebieskim zwiazana jest wiec z niezaleznym od PAR systemem foto-
recepcji [37, 51, 73, 87, 119, 131, 148]. Swiatto niebieskie wykazuje aktywno$é gtow-
‘nie w zakresie 400450 nm [150]. Jego dziatanie wywiera stymulujacy wplyw na
modyfikacje biosyntezy jablczandw, wzrost transpiracji oraz wzrost objgtosci proto-
plastow komorek szparkowych [7, 74, 121, 150]. Zeiger i Hepler [149] wykazali,
ze protoplasty komorek szparkowych Allium cepa powigkszaly swa objetos¢ w Swie-
tle niebieskim od 35 do 609.

Swiatto niebieskie jest odpowiedzialne w komérkach szparkowych za wzrost
przewodnictwa CO,, nie prowadzi jednak do obniZenia jego koncentracji w prze-
stworach migdzykomorkowych [118]. Dziala ono w natezeniach nizszych od progu
aktywacji fotosyntezy [119], prawdopodobnie poprzez membranowy kompleks
flawinowy i taricuch transportu elektronow [144]. Na podstawie kalkulacji licz-
by kwantow niezbednych do uzyskania podobnego stopnia otwarcia szparek wyka-
zano, ze dzialanie §wiatla niebieskiego jest okolo 44 razy bardziej efektywne w po-
réwnaniu ze $wiatlem czerwonym [149].

Swiatlo czerwone dziala w wysokich natezeniach [118), stymulujac fotosyntezg
w komorkach mezofilowych [67]. Jest ono absorbowane przez system barwnikow
fotosyntetycznych. Intensyfikacja procesu fotosyntezy w komorkach mezofilowych
prowadzi do obnizania koncentracji CO, w przestworach mig¢dzykomérkowych,
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stymulujac otwieranie szparek [37]. Jego oddzialywanie nie wywiera jednak
wplywu na zmiang przewodnictwa CO, komorek szparkowych [148].

Ruchy aparatéw szparkowych sa procesem niezwykle zlozonym i wielokierun-
kowym. Z licznych badari wynika, Ze otwieranie aparatow szparkowych moze
nastapi¢ w nocy poprzez zmiang takich czynnikéw jak podwyzszenie temperatury
[4,65] czy tez obnizenie stezenia CO, [37]. Efekty oddzialywania $wiatla sa wyrazZnie
sprzezone z innymi czynnikami modyfikujacymi ruchy szparek.

Dzialanie §wiatla moze stymulowaé ruchy aparatow szparkowych réwniez po-
przez udzial systemu fitochromowego. Na kompleksach szparkowych Commelina
communis wykazano, ze niskie natezenia $wiatla podczerwonego (okoto 730 nm)
dawkowane samo lub réwnocze$nie ze §wiatlem czerwonym hamowalo otwieranie
szparek [105, 106]. Prawdopodobny wigc wydaje si¢ takze udziat fitochromu w re-
gulacji rytmiki dobowej ruchu oraz kontroli przepuszczalno$ci membran podczas
ruchu komérek szparkowych (106).

Wplyw CO, na ruch aparatéw szparkowych

W $wietle i w ciemnoéci apertura szparki jest skorelowana z koncentracja CO,
w przestworach migdzykomoérkowych liscia [61, 97]. Koncentracja CO, ulega okre-
sowym cyklicznym wahaniom. W czasie zamknigcia szparek zwlaszcza w okresie
nocnym koncentracja CO, ulega w liSciu podwyzszeniu w zwigzku z zachodzacymi
procesami oddechowymi. W ciagu dnia natomiast wykorzystywanie CO, w procesie
fotosyntezy redukuje jego poziom w przestworach migdzykomérkowych [71].
Same komoérki szparkowe nie posiadaja mozliwoéci fotosyntetycznej redukcji CO,
[76, 78]. Jedynym dobrze udokumentowanym procesem wykorzystujacym CO,
w komérkach szparkowych jest karboksylacja PEP do OAA, co prowadzi do redukcji
koncentracji CO,. W warunkach eksperymentalnych wzrost koncentracji CO,
prowadzi do szybkich, wymagajacych zaledwie kilku sekund, reakcji zamykania szpa-
rek [95]. Procesy te sa zbyt szybkie, aby mogly by¢ ttumaczone wylacznie wigzaniem
CO, przez PEP, reakcja ta jest jednym z czynnikéw dodatkowo modyfikujacych
poziom CO, [1, 2, 74]. Oplukiwanie powierzchni liSci charakteryzujacych si¢ wysoka
koncentracja CO, w przestworach miedzykomérkowych, powietrzem pozbawio-
“nym CO, prowadzilo do otwarcia aparatow szparkowych [59]. Efekty dzialania
CO, ttumaczy si¢: modyfikacja wlasnoéci blony komoérkowej, stopniem zakwaszenia
cytoplazmy komérek szparkowych, wykorzystywaniem HCO;~ jako przeciwnika
jonowego dla kationéw, zmianami oporu dyfuzyjnego komoérek szparkowych
[23, 31, 97, 147] oraz hamujacym wplywem na natgzenie proceséw fotofosforylacji
[31, 65, 85, 152]. Zmiany w koncentracji CO, moga jednakze prowadzi¢ do réznych
specyficznych gatunkowo reakcji ruchowych komérek szparkowych [37, 118, 141]
uzaleznionych od stresu wodnego [97] czy tez zréZnicowanego natgZzenia procesow
fotofosforylacji w ich chloroplastach [66]. '

2 — Wiadomoédci Botaniczne t. 33 z, 3
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Rola hormonéw roSlinnych w regulacji apertury szparek

Dziatanie hormondéw roélinnych, ich poziom i wzajemny stosunek stanowia
wazny czynnik regulujacy odpowiedz komorek szparkowych. Ich efekt podobnie jak
i w innych procesach fizjologicznych wyraza si¢ takze w przypadku ruchu komorek
szparkowych czgsto przeciwstawnymi reakcjami. Zamknigciu aparatow szparkowych
towarzyszy S$cista korelacja wzrostu koncentracji endogennego ABA. Jego ilos¢
wzrasta takze podczas stresu wodnego ro$lin [60, 69, 93, 135]. Wykazano, Ze podczas
pierwszych 30 min. dzialania stresu wodnego poziom endogennego ABA w liciach
pszenicy wzrastal okolo 40 razy, a potencjal wody ulegal wowczas obnizeniu
z —0,9 do —1,1 MPa [59]. Na podstawie badan Pierce i Raschke [89a] wydaje
si¢ jednak, ze decydujace znaczenie dla wzrostu poziomu endogennego ABA ma
wplyw raczej obnizenie turgoru komorek niz spadek potencjatu wody [29].

Wiele dyskusji i watpliwosci zwiazane bylo z miejscem biosyntezy ABA. Po-
czatkowo uwazano, ze nie moze on by¢ syntetyzowany w komorkach szparkowych.
Najnowsze badania wydaja si¢ potwierdzac te przypuszczenia z uwagi na wysoka
koncentracj¢ w komorkach szparkowych zwiazkow osmotycznie czynnych, ktore
decyduja o ich znacznie nizszym potencjale wody w stosunku do sgsiadujacych ko-
morek [49]. Przy zastosowaniu precyzyjnych technik immunochemicznych wykazano,
ze biosynteza ABA zachodzi w cytoplazmie komorek mezofilowych oraz potwier-
dzono jego transport do komorek szparkowych [49, 62]. Chloroplasty sa obecnic
uwazane za miejsce akumulacji ABA z uwagi na fakt, iz jedynie one posiadaja od-
powiednio wysokie pH stromy [39]. Taka lokalizacja ABA umozliwia takie od-
powiednio szybka mobilizacje jego aktywnych form. ABA moze wystgpowaé w for-
mach zmodyfikowanych: tj. kwasu fazeinowego, kwasu dwuhydroksyfazeinowego
oraz B-D-glukopiranozylu [6, 135, 136]. Aktywnos¢ fizjologiczng wykazuje ABA
oraz kwas fazeinowy. Pozostale nieaktywne formy wymagaja reakcji hydrolizy
(przebiegajacych wolno) do przejécia w forme fizjologicznie aktywna [25, 153].

ABA wywiera efekt fizjologiczny w niezwykle niskich rozciericzeniach. W do-
$wiadczeniach z traktowaniem preparatow zdartej epidermy roztworem egzogennego
10°M ABA uzyskiwano jeszcze 309, zamknigcie szparek [40]. ABA dziala przy
plazmolemie i tonoplascie modyfikujac ich przepuszczalno$¢ [40], co prowadzi do
wyplywu z komoérek K+ i Cl- [55, 138] oraz promuje transport H* do ich wnetrza
[55].

Przeciwstawne do efektow dzialania ABA reakcje ruchowe aparatow szparko-
wych stymuluje IAA. Jego dzialanie wyraza si¢ promowaniem proceséw otwierania
szparek. IAA dziala przy plazmolemie indukujac aktywno$§¢ pomp elektrogenicz-
nych. H+ wyplywa na zewnatrz komorek szparkowych, a w jego miejsce transporto-
wane s3 i akumulowane jony K+ i Cl-. IAA powoduje takze hyperpolaryzacj¢ bton
komorkowej i stymulacje biosyntezy jablczandw [123, 124, 125]. Podobne dziatanie
do TAA wykazuje grzybowa toksyna FC [63, 132].

Jak wynika z najnowszych badan, pewna rol¢ w modyfikacji apertury szparek
moga odgrywa¢ takze naturalne i syntetyczne cytokininy [39, 59]. Po potraktowaniu
lici trawy Anthephora pubescens egzogennymi cytokininami wystgpowal wzrost
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apertury szparek o okoto 50% [39]. Fizjologiczna natura ich oddzialywania na ruch
komérek szparkowych nie jest obecnie wyjasniona. Mozna przypuszczaé, Zze poziom
produkcji cytokinin w korzeniu oraz ich transport do lifci moze stanowi¢ o inte-
resujacym sposobie przekazywania z korzenia do komorek szparkowych informacji
o stopniu dostgpnosci wody w podiozu. Z drugiej strony niski poziom cytokinin
decyduje o wzro$cie biosyntezy lub uruchamianiu nieaktywnych form ABA oraz
o spadku koncentracji TAA [18].
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