
UNIVERZITA PALACKÉHO V OLOMOUCI 

Přírodovědecká fakulta 

Katedra biochemie 

Biofyzikálni a biochemická meziorgánová komunikace 

v masožravé rostlině mucholapce podivné 

DIPLOMOVÁ PRÁCE 

Autor: 

Studijní program: 

Studijní obor: 

Forma studia: 

Vedoucí práce: 

Rok: 

Bc. Martina Lušňáková 

N0512A130009 Biochémie 

Biochémie 

Prezenční 

doc. Mgr. Andrej Pavlovič, Ph.D. 

2022 





Prohlášení 

Prohlašuji, že jsem diplomovou práci vypracovala samostatně s vyznačením všech 

použitých pramenů a spoluautorství. Souhlasím se zveřejněním diplomové práce podle 

zákona č. 111/1998 Sb., o vysokých školách, ve znění pozdějších předpisů. B y l a jsem 

seznámena s tím, že se na moji práci vztahují práva a povinnosti vyplývající ze zákona 

č. 121/2000 Sb., autorský zákon, ve znění pozdějších předpisů. 

V Olomouci dne 



Poděkování 

Děkuji především vedoucímu mé práce doc. Mgr. Andreji Pavlovičovi, Ph.D. za vždy 

vstřícný přístup, odborné rady a velikou trpělivost během psaní mé diplomové práce. 

Dále také děkuji Mgr. Janě Jakšové (již brzy Ph.D.), že tu pro mě vždy byla, 

když bylo nejhůř a dále všem, kteří se jakkoliv snažili o získání R N A z mucholapky. 



Bibliografická identifikace 

Jméno a příjmení autora Bc . Martina Lušňáková 

Název práce Biofyzikálni a biochemická meziorgánová 
komunikace v masožravé rostlině mucholapce 
podivné 

Typ práce D i p l o m o v á 

Pracoviště Katedra b io fyz iky 

Vedoucí práce doc. Mgr . Andrej Pavlovic, Ph.D. 

Rok obhajoby práce 2022 

Abstrakt 

Mechanická stimulace mechanosenzitivních výběžků uvnitř pasti mucholapky podivné 
(Dionaea muscipula El l is) vyvolává elektrické signály. Opakované mechanické podněty 
a tvorba akčních potenciálů vede k akumulaci fytohormonů ze skupiny jasmonátů, 
což způsobí expresi genů závislých na kyselině jasmonové, které hrají zásadní roli 
při obraně nemasožravých rostlin po napadení býložravcem. Následuje syntéza 
transportních proteinů a trávicích enzymů, které jsou sekretovány do uzavřené pasti 
mucholapky podivné. Cílem této diplomové práce je sledovat mezi orgánovou komunikaci 
v masožravé rostlině mucholapce podivné, a to konkrétně šíření elektrických signálů 
a jejich vliv na akumulaci jasmonátů. Jakož i následnou expresi trávicích enzymů 
v různých typech pletiv (past vs. asimilační list) po poranění jehlou nebo mechanické 
stimulaci mechanosenzitivních výběžků. Pro tyto účely bylo provedeno povrchové měření 
elektrických signálů pomocí A g / A g C l elektrod, kvantitativní analýza fytohormonů L C -
M S / M S a plánována byla i q P C R pro analýzu exprese genů v jednotl ivých částech 
masožravé rostliny mucholapky podivné. Výsledky naznačují, že se akční potenciál mezi 
pastí a asimilační částí listu nepřenáší a podle kvantitativní analýzy kyseliny jasmonové 
dochází k aktivaci její signální dráhy výhradně ve stimulované části rostliny. Jediným 
fytohormonem, který byl akumulován po poškození asimilační části listu i v pasti 
mucholapky podivné je kyselina abscisová. I přesto, že meziorgánová komunikace 
je k přežití nemasožravých rostlin esenciální, výsledky této diplomové práce naznačují, 
že pro mucholapku podivnou je meziorgánová komunikace postradatelná, i když ne zcela 
postradatelná. 

Klíčová slova Elektrické signály, kyselina j asmonová, 
meziorgánová komunikace, mucholapka podivná 

Počet stran 56 

Počet příloh 0 

Jazyk Český 



Bibliographical identification 

Autor's first name and surname Be. Martina Lušňáková 

Title Biophysical and biochemical interorgan 
communication in the carnivorous plant Venus 
flytrap 

Type of thesis Diploma 

Department Department of biophysics 

Supervisor assoc. prof. M S c . Andrej Pavlovic, Ph.D. 

The year of presentation 2022 

Abstract 

The mechanical stimulation of mechanosensitive trigger hairs inside the trap of the Venus 
flytrap (Dionaea muscipula Ellis) elicits an electrical signal. If the mechanical stimulation 
and the creation of action potentials are repeated, it leads to the accumulation 
of phytohormones from the group of jasmonates, which leads to the expression of genes 
that play a crucial role in response to herbivory attack in non-carnivorous plants. 
This is followed by the synthesis of digestive enzymes and proteins for the transport 
of nutrients, which are secreted into the closed trap of the Venus flytrap. This diploma 
thesis aims to monitor the inter-organ communication in the carnivorous plant of the 
Venus flytrap, specifically the propagation of electrical signals and their effect on the 
accumulation of jasmonates. As well as the subsequent expression of digestive enzymes 
in various types of tissues (trap vs. assimilation leaf) after needle injury or mechanical 
stimulation of mechanosensitive trigger hair. For these purposes, surface measurement 
of electrical signals using A g / A g C l electrodes, quantitative analysis of phytohormones 
by L C - M S / M S , and q P C R were planned for the analysis of gene expression in individual 
parts of the carnivorous plant Venus flytrap. The results indicate that the action potential 
between the trap and the assimilation part of the leaf is not transmitted and according 
to the analysis of the jasmonic acid, the signaling pathway is activated exclusively 
in the stimulated part of the plant. The only phytohormone that was accumulated 
in the nondamaged part of the Venus flytrap was abscisic acid. Although inter-organ 
communication is essential for the survival of non-carnivorous plants, the results of this 
thesis suggest that inter-organ communication is indispensable for the Venus flytrap, 
although not completely. 

Keywords Electrical signals, jasmonic acid, interorgan 
communication, Venus flytrap 

Number of pages 56 

Number of appendices 0 

Language Czech 



O B S A H 

1 Ú V O D 1 

2 S O U Č A S N Ý S T A V Ř E Š E N É P R O B L E M A T I K Y 2 
2.1 Elektrické signály v rostlinách 2 
2.1.1 Fyziologické změny v rostlinách vlivem elektrických signálů 6 

2.2 Signální dráha kyseliny jasmonové 7 
2.2.1 Biosyntéza kyseliny jasmonové 7 
2.2.2 Průběh signálni dráhy kyseliny jasmonové 9 

2.3 Masožravé rostliny 10 
2.4 Mucholapka podivná (Dionaea muscipulä) 11 
2.5 Mechanismus lovu a trávení kořisti (lovící cyklus) 13 
2.5.1 Elektrické signály v mucholapce podivné 14 
2.5.2 Signálni dráha kyseliny jasmonové v mucholapce podivné 16 
2.5.3 Trávicí enzymy 18 

3 E X P E R I M E N T Á L N Í ČÁST 20 
3.1 Materiály 20 

3.1.1 Rostlinný materiál 20 
3.1.2 Použité chemikálie 20 
3.1.3 Použité přístroje 21 
3.1.4 Použité software 22 

3.2 Metody 22 
3.2.1 Povrchové měření elektrických signálů A g / A g C l elektrodou 22 
3.2.2 L C - M S / M S pro stanovení koncentrace fytohormonů 24 
3.2.3 q P C R pro stanovení hladiny m R N A 26 

4 V Ý S L E D K Y 33 
4.1 Povrchové měření elektrických signálů Ag/AgCl elektrodou 33 

4.1.1 Paralelní měření elektrické mezi orgánové komunikace mezi pastí a asimilační 
částí listu mucholapky podivné 33 

4.2 L C - M S / M S 37 
4.3 Ovlivnění amplitudy AP po poškození asimilační části listu, nebo ošetření 
pasti roztokem A B A 41 
4.4 Optimalizace protokolu izolace RNA z mucholapky podivné pro qPCR 43 

5 DISKUSE 46 

6 Z Á V Ě R 50 

7 L I T E R A T U R A 51 

8 S E Z N A M P O U Ž I T Ý C H S Y M B O L Ů A Z K R A T E K 56 



Cíle 

Cí lem t eo re t i cké část i t é to d i p l o m o v é p r áce je zpracovat rešerš i na t é m a 

e lek t r i cké s igná ly , vyvo láva j í c í akt ivaci s ignální dráhy kysel iny j a s m o n o v é 

a n á s l e d n o u expresi g e n ů pro t rávic í enzymy v mucholapce p o d i v n é . 

C í l em expe r imen tá ln í část i t é to d i p l o m o v é p ráce je sledovat b iofyz iká ln i 

a b iochemickou m e z i o r g á n o v o u komunikaci mezi past í a a s imi lačn í část í l istu 

mucholapky p o d i v n é a to v p o d o b ě e lek t r i cké signalizace, aktivace s igná ln í d ráhy 

kysel iny j a s m o n o v é a navazuj íc í exprese t r áv ic í ch enzymů . 



1 ÚVOD 

Rost l iny se na rozdí l od zví řa t nemohou pohybovat a musely si tak vyvinout 

so f i s t ikované sys t émy v n í m á n í z m ě n okol í , aby mohly na působ íc í faktory 

vně j š ího p ros t řed í rychle a e fek t ivně reagovat ak t ivac í o b r a n n ý c h m e c h a n i s m ů , 

k te ré mají za cíl zachovat h o m e o s t á z u a zab rán i t poškozen í nebo smrti ros t l iny . 

M e z i tyto o b r a n n é mechanismy patř í nap ř ík l ad z m ě n y v expresi genů , 

resp i račn í ch a fo tosyn te t i ckých děj ích nebo v produkci fy tohormonů . 

Tyto o b r a n n é mechanismy si v š a k n ě k t e r é rostl iny p ř i způsob i ly k obrazu svému, 

aby se v y p o ř á d a l y s nedostatkem živ in v půdě . Pasti m a s o ž r a v é rostl iny 

mucholapky p o d i v n é (Dionaea muscipula E l l i s ) j sou v z í skáván í ž iv in z koř is t i 

e x t r é m n ě efekt ivní , č ímž kompenzu j í nedostatek ž iv in v p ů d ě . Ž iv iny z í s k a n é 

z koř is t i nav íc s t imuluj í fo tosyn tézu , ve k te ré pasti př í l i š nevyn ika j í , 

č ímž kompenzu j í své nedostatky a tedy i růs t ce lé rost l iny a je j í plodnost. 

Vzh ledem k tomu, že se schopnost lapit koř i s t u mucholapky p o d i v n é vyv inu l a 

ze s ignáln í d ráhy kysel iny j a s m o n o v é , v y u ž í v a n é v n e m a s o ž r a v ý c h ros t l inách 

k ob raně před bý lož r avc i , mají tyto dvě s ignáln í d ráhy mnoho spo lečného . 

O b ě dráhy j sou a k t i v o v a n é e l ek t r i ckými s igná ly , k te ré vyvola j í akumulaci 

j a s m o n á t ů v p o r a n ě n é části rost l in nebo v pasti, k te rá lap i la koř is t . U b ě ž n é 

rostl iny se v š a k s igná ly informuj íc í o po raněn í šíří nejen l o k á l n ě v mís t ě 

po raněn í , ale i do v z d á l e n ý c h část í rost l iny, B ě ž n é rostl ina tak mohou aktivovat 

s ignální d ráhu obrany před b ý l o ž r a v c e m v pods t a t ě v ce lém ros t l i nném tě le , 

a p ř ip rav i t se tak na další ú tok . Jak je to ale u rostl in m a s o ž r a v ý c h ? Z v ý s l e d k ů 

dř íve p u b l i k o v a n ý c h v ý z k u m n ý c h prací v y p l ý v á , že pasti mucholapky p o d i v n é 

mezi sebou n e k o m u n i k u j í , p ro tože v zá jmu mucholapky je lapit co největš í poče t 

koř is t í a t ím z í ska t co největš í množs tv í p o t ř e b n ý c h ž iv in . Což by v p ř ípadě , 

že by se v š e c h n y pasti z av ře ly najednou, když by se na j e d n é z n ich n a c h á z e l a 

koř is t , nebylo m o ž n é . Z n a m e n á to tedy, že m e z i o r g á n o v á komunikace 

v mucholapce p o d i v n é zcela chybí nebo je jen omezena? A p rávě řešení t é to 

o tázky je c í lem p ř e d l o ž e n é d i p l o m o v é práce . 
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2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 

2.1 Elektrické signály v rostlinách 

Elek t r i cké s igná ly popsal p o p r v é u rost l in p řed v í ce než 230 lety Berthelon (1783) 

a zanedlouho po té i u ž ivoč i chů Ga lvan i (1791). E l ek t r i cké s igná ly se tak staly 

novou studi jní d i sc ip l ínou , pro kterou by ly v y u ž í v á n y v ý h r a d n ě m a s o ž r a v é 

rostliny po v í ce než s tole t í , d íky je j ich schopnosti r ych l ého pohybu. V té d o b ě 

byly e l ek t r i cké s igná ly jedinou z n á m o u in t race lu lá rn í s igna l izac í , než D a r w i n 

(1881) ve své práci vznesl d o m n ě n k u o existenci c h e m i c k ý c h s ignálů 

v ros t l inách . Je nu tné si u v ě d o m i t , že v ý z k u m e lek t r i cké signalizace v ros t l inách 

stále p rob íha l p ř e v á ž n ě na ros t l inách m a s o ž r a v ý c h , u k t e rých by lo m o ž n é 

pozorovat rych lý pohyb. Nen í tedy divu, že ve 20. stolet í doš lo ke z p o c h y b n ě n í 

existence e l ek t r i ckých s igná lů v b ě ž n ý c h ros t l inách bez v id i t e lné rych lé odezvy, 

p ro tože b ě ž n é rostl iny nejeví z n á m k y po t ř eby tak rych lé signalizace, jako je 

ta e lek t r i cká . K p o s t u p n é m u v y v r á c e n í obav docház í na p ř e l o m u 20. a 21. s tole t í , 

kdy by lo p r o k á z á n o , že rostl iny pot řebuj í ve lmi rychlou signal izaci 

pro s y s t é m o v o u o d p o v ě ď na p o d m í n k y vněj š ího p ros t řed í , j ako j e g e n o v á exprese 

(Davies a Schuster, 1981; Vodeneev et al., 2015). 

E l ek t r i cké s igná ly j sou v ros t l inách g e n e r o v á n y v odpověd i na lokální 

působen í ab io t i ckých i b io t i ckých stresom a šíří se na d louhé vzdá l enos t i p o m o c í 

f loému a x y l é m u . J edná se o p ř e c h o d n o u z m ě n u e l ek t r i ckého po tenc iá lu 

na p l a s m a t i c k é m e m b r á n ě , p řenáše j íc í informaci o p ř í t omnos t i stresom. 

V ros t l i nách r o z e z n á v á m e tři druhy e l ek t r i ckých s igná lů : akční po tenc iá l ( A P ) , 

var iačn í po tenc iá l ( V P ) a s y s t é m o v ý po tenc iá l (SP) . N ě k t e r é e l ek t r i cké s igná ly 

jsou d o p r o v á z e n y z m ě n o u v in t race lu lá rn í koncentraci C a 2 + ion tů a p rodukc í 

r eak t ivn í ch forem kys l íku ( R O S ) , jako je nap ř ík l ad H 2 O 2 (Huber a Bauerle, 2016; 

Nguyen et a/.2018; Sukhov et al., 2019). 

P r v n í m z d o k u m e n t o v a n ý m a ne j rych le j š ím e l ek t r i ckým s igná lem v ros t l i nách 

je akční po t enc i á l , objeven by l a n g l i c k ý m fyziologem Burdon-Sandersonem 

v roce 1873 v mucholapce p o d i v n é (Dionaea muscipula). J e d n á se o ve lmi k rá tký 

e lek t r i cký signál t rvaj ící jen pá r jednotek až des í tek sekund, šířící se na k rá tkou 

v z d á l e n o s t v obou směrech od mís t a působen í stresom, rych los t í až 20 c m s " 1 . 

P r ů b ě h A P se řídí pravidlem „vše nebo n ic" , což z n a m e n á , že pro jeho in i c i ac i je 

po t ř eba p ř e s á h n o u t u rč i tou prahovou hodnotu. P o d n ě t e m , k terý je schopný 

2 



přek roč i t tuto prahovou hodnotu v š a k m ů ž e bý t i ve lmi s labý b io t i cký 

či abioticky st imul . N a p ř í k l a d dotek nebo snížení teploty o pár °C (Pavlovic , 

2012). Po dosažen í p r a h o v é hodnoty je s ignál u d r ž o v á n p r o s t ř e d n i c t v í m 

plazmodesmat sousedn í ch p a r e n c h y m a t i c k ý c h b u n ě k nebo p o m o c í f loému a jeho 

amplituda je tak kons t an tn í (Trebacz et al., 2006; Pav lov ic , 2012). J e l ikož 

intenzita st imulu neov l ivňu je jeho amplitudu, je informace o in t enz i t ě podně tu 

k ó d o v a n á f rekvencí A P ( B ö h m et al., 2016). P r ů b ě h A P m ů ž e m e rozdě l i t do tří 

fází, k te ré j sou z p ů s o b e n y z m ě n a m i koncentrace ion tů v i n t e r ce lu l á rn ím 

a ex t r ace lu l á rn ím prostoru. V první fázi docház í p ů s o b e n í m 

stresoru k depolarizaci p l a s m a t i c k é m e m b r á n y . Pokud depolarizace p l a s m a t i c k é 

m e m b r á n y p ř e s á h n e u rč i tou k r i t i ckou hodnotu, j sou ak t i vovány C a 2 + i on tové 

kaná ly a docház í k př í l ivu C a 2 + iontů z vn i t řn í ch (mitochondrie, vakuoly , 

e n d o p l a s m a t i c k é ret ikulum) i vně j š í ch (apoplast) zdro jů do cytoplasmy a př í l ivu 

C l " ion tů do apoplastu ( B ö h m a Scherzer, 2021). Z v ý š e n í koncentrace C a 2 + i o n t ů 

v c y t o p l a s m ě aktivuje C a 2 + - d e p e n d e n t n í i o n t o v é kaná ly , což způsobu je od l iv C l " 

ion tů z cytoplasmy a j e š t ě výrazně j š í depolar izaci . Z v ý š e n í koncentrace C a 2 + 

ion tů (až o něko l ik u M ) v c y t o p l a s m ě způsob í snížení p H a d o č a s n o u inakt ivaci 

H + - A T P a s , což vede naopak ke zvýšen í p H mimo buňku . (Reddy et al., 2011; 

Huber a Bauerle, 2016; Sukhov et al., 2019). Druhou fází je k rá tká repolarizace 

až hyperpolarizace p l a s m a t i c k é m e m b r á n y , k te rá je spuš t ěna depolarizaci 

a k t i v o v a n ý c h K + kaná lů , k te rá řídí odtok K + ion tů ven z b u ň k y . Po v y r o v n á n í 

koncentrace C a 2 + ion tů v c y t o p l a s m ě v l i v e m je j ich odče rpán í p o m o c í C a 2 + -

A T P a s o v ý c h pump za spo t řeby A T P , docház í k o p ě t o v n é aktivaci H + - A T P a s 

a navozen í k l i d o v é h o napět í na p l a s m a t i c k é m e m b r á n ě (Pavlovic et al., 2012; 

Huber a Bauerle, 2016; Sukhov et al., 2019). N a o b n o v e n í k l i d o v é h o po tenc iá lu 

se dá le podí l í v z á j e m n é působen í r ů z n ý c h i o n t o v ý c h kaná lů ( B ö h m a Scherzer, 

2021). 

3 



L 15 mV 

5 sekund 

Obr. 1: Rozdíl mezi průběhem A P (nahoře) a V P (dole) (Převzato z Pavlovic, 2014 -
upraveno). 

Var iačn í po tenc iá l je na rozdí l od A P (Obr. 1) ve lmi p o m a l ý e lek t r i cký s ignál 

o dé lce t rvání v ř ádech jednotek až des í t ek minut, šířící se na dlouhou v z d á l e n o s t . 

Neř íd í se pravidlem „vše nebo n ic" a jeho rychlost i amplituda se vzdá l enos t í 

s l ábnou o 2,5 % na každý jeden centimetr. Var iačn í po tenc iá l m á dvě fáze, 

rychlou nebo pomalou depolarizaci a ve lmi pomalou repolarizaci p l a s m a t i c k é 

m e m b r á n y . Objeven b y l jako druhý v první p o l o v i n ě 20. s tolet í u rost l in v reakci 

na drcení , pá lení nebo s t ř íhání l is tů, tedy pro rostl inu ve lmi i nvaz ivn ími podně ty 

(Vodeneev et al., 2015). Var i ačn í po tenc iá l v š a k není i n d u k o v á n p ř í m o 

ab io t i ckými nebo b i o t i c k ý m i stresory, ale až h y d r a u l i c k ý m nebo c h e m i c k ý m 

s igná l em, k te rý by l t ě m i t o stresory v y v o l á n . Rychlos t , amplituda a povaha 

v a r i a č n í h o po t enc i á lu závis í na síle n e e l e k t r i c k é h o s ignálu , k terý jej v y v o l a l 

a v y p o v í d á tak mnohem v íce in formací o rozsahu poraněn í oproti A P . D í k y tomu 

m ů ž e být fáze depolarizace p o m a l á , rych lá nebo s vrcholy p o d o b n ý m i p růběhu 

A P a rychlost š íření V P se pohybuje mezi 0 ,2-20 m m s " 1 (Sukhov et al., 2019). 

H y d r a u l i c k ý s ignál vyvo láva j í c í V P se šíří x y l é m e m v p o d o b ě t l a k o v é v lny 

a působ í aktivaci m e c h a n o s e n z i t i v n í c h C a 2 + kaná lů nap ř í č rostl inou (Farmer 

et al., 2014). D o c h á z í tedy ke zvýšen í koncentrace C a 2 + i o n t ů v c y t o p l a s m ě 

buněk , produkci R O S , d l o u h o d o b é inaktivace H + - A T P a s a akt ivaci s igná ln ích 

drah v e d o u c í c h k ob ranné reakci . V p ř ípadě c h e m i c k é h o s igná lu se j e d n á 

o s ignáln í molekulu u v o l n ě n o u při poškozen í rostl iny. Tato molekula byla 
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dlouhou dobu n e z n á m á a podle svého objevitele se n a z ý v a l a jako „ R i c c a faktor" 

(Ricca , 1926). N a z á k l a d ě pos l edn í ch v ý z k u m ů mohou bý t t ěmi to molekulami 

H 2 O 2 nebo g lu t amá t . M o l e k u l y H 2 O 2 , spoušt í s amopropagu j í c í se R O S v lnu , 

k te rá působ í akt ivaci l i g a n d - d e p e n d e n t n í c h C a 2 + kaná lů , p ř í l iv C a 2 + iontů 

do b u ň k y a n á s l e d n o u propagaci v a r i a č n í h o po tenc iá lu . E l e k t r i c k é s ignály šířící 

se od mí s t a po raněn í v obou směrech vedou t aké ke zvýšen í koncentrace 

g lu t amá tu v apoplastu, k terý m ů ž e bý t p o m o c í f loému dále t r a n s p o r t o v á n jako 

c h e m i c k ý signál na v z d á l e n é G L U T A M A T E - R E C E P T O R - L I K E ion tové kaná ly 

( G L R ) nacháze j íc í se na p l a s m a t i c k é m e m b r á n ě v o d i v ý c h svazků cévn ích 

(Mousav i et al., 2013). Zda g l u t a m á t hraje ro l i jen při in ic iac i nebo 

i při propagaci e l ek t r i ckých s igná lů za t ím není zcela j a s n é (Toyota et al., 2018; 

Farmer et al., 2020). Po navázán í g l u t a m á t u na G L R docház í k indukci v a r i a č n í h o 

po tenc iá lu a uvo lněn í C a 2 + iontů do b u ň k y i ve v z d á l e n ý c h čás tech rostl iny 

(Farmer et al., 2014; Tanaka a H e i l , 2021). Po u k o n č e n í působen í va r i ačn í 

po tenc iá l v y v o l á v a j í c í h o s ignálů docház í k inakt ivaci C a 2 + kaná lů , reaktivaci H + -

A T P a s a na s t ává p o m a l á repolarizace p l a s m a t i c k é m e m b r á n y (Sukhov et al, 

2019). 

P o s l e d n í m ze tří e l ek t r i ckých s igná lů je sy s t émový po tenc iá l . J e d n á se 

o e lek t r i cký s ignál působ íc í p ř e c h o d n o u hyperpolarizaci p l a s m a t i c k é m e m b r á n y 

rych lým odl ivem H + p ro tonů , k terý m ů ž e bý t i n d u k o v á n jak ab io t i ckými , 

tak b i o t i c k ý m i stresory. S y s t é m o v ý po tenc iá l je spo jován p ř e d e v š í m 

s apoplastem, neboť jeho indukce je d o p r o v á z e n a z m ě n o u koncentrace iontů 

v apoplastu rostl in. V e š k e r é z m ě n y koncentrace ion tů vedou v apoplastu 

ke zvýšen í p H . Stejně jako u V P závis í rychlost a amplituda s y s t é m o v é h o 

po tenc iá lu na s t r e sovém podně tu , k terý SP v y v o l a l . Zde v š a k podoba SP 

s os ta tn ími e l ek t r i ckými s ignály konč í . N a rozdí l od A P a V P doprováz í 

s y s t é m o v ý po tenc iá l aktivace H + - A T P a s v p l a s m a t i c k é m e m b r á n ě a jeho indukce 

je s i lně záv i s l á na mí s t ě působen í stresom. S y s t é m o v ý po tenc iá l je n e j m é n ě 

p r o b á d a n ý m e l ek t r i ckým s igná lem a jeho mechanismus s tá le není zcela z n á m ý 

(Zimmermann et al., 2016; Sukhov et al., 2019). 

E l e k t r i c k é s ignály v ros t l inách se m ů ž o u šířit jako k o m p o z i t n í s igná ly s ložené 

z v í c e s ložek ( A P , V P , SP) (Zimermann et al., 2016; Farmer et al., 2020). 

E l e k t r i c k é s ignály v ros t l inách hrají v ý z n a m n o u rol i v ob raně před ne j různě j š ími 

stresory. P ř e d e v š í m se v š a k upla tňuj í v ob raně rostl iny při napaden í herbivorem, 
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kdy je dů lež i t á rychlost p ř enosu s igná lu . Vedou k aktivaci s ignální d ráhy 

kysel iny j a s m o n o v é (JA) jak l oká lně , v m i s t e působen í stresom, 

tak ve v z d á l e n ý c h čás tech rostliny d íky schopnosti se šířit na dlouhou v z d á l e n o s t . 

2.1.1 Fyziologické změny v rostlinách vlivem elektrických signálů 

Elek t r i cké s ignály v ros t l inách působ í , mimo akt ivaci s ignáln í d ráhy J A , 

na mnoho da l š ích fyz io log ických z m ě n v ros t l inách . Po tenc iá ly A P a V P vedou 

k inh ib ic i fo tosyn tézy a stimulace respirace díky z v ý š e n é koncentraci C a 2 + iontů 

v b u ň c e , k t e ré j sou dů lež i tými r egu lá to ry mnoha z ú č a s t n ě n ý c h p r oce sů (Koz io l ek 

et al., 2004; Lautner et al., 2005; Kaiser et al., 2006; Grams et al., 2009). 

V p ř í p a d ě fo tosyn tézy docház í nap ř ík l ad k inh ib i c i k l í č o v ý c h e n z y m ů C a l v i n o v a 

cyk lu (např . f ruk tóza-1 ,6 -b i s fos fá t ) (Hertig a Wolos iuk , 1983; Kre imer et al., 

1988) nebo funkce A T P - s y n t á z y . V l i v e m z m ě n p H doprováze j í c í z m ě n y 

koncentrace C a 2 + ion tů v b u ň c e j sou o v l i v ň o v á n y i e n z y m a t i c k é reakce 

fo tosyn tézy . Stimulace respirace nas t ává ú b y t k e m adenos in t r i fos fá tu ( A T P ) , 

k terý je s p o t ř e b o v á v á n při o b n o v e n í k l i d o v é h o napět í na p l a s m a t i c k é m e m b r á n ě 

po propagaci e l ek t r i ckého s igná lu (Pavlovic , 2012). 

E l ek t r i cké s ignály i n d u k o v a n é v ros t l inách v reakci na po raněn í vedou 

v in ic iační fázi ke z m ě n ě koncentrace iontů , p ro tonů a R O S . Jak by lo v ý š e 

p o p s á n o , propagace A P , V P i SP je spojena s v ý k y v y koncentrace K + a C l " iontů 

v c y t o p l a s m ě a apoplastu, s te jně jako s š í řen ím C a 2 + v lny . Spolu s e l ek t r i ckými 

s ignály se šíří i R O S v lna s chopná sebepropagace např í č b u ň k a m i . E l e k t r i c k é 

s ignály , C a 2 + v lna a R O S vlna j sou natolik p ropo j ené děje , že je nelze od sebe 

j e d n o z n a č n ě odděl i t . Spo lečně j sou z o d p o v ě d n é za akumulaci fy toho rmonů 

v ros t l inách . P ř e d e v š í m se j e d n á o J A , kyse l inu abscisovou ( A B A ) a ethylen. 

Z v ý š e n á koncentrace C a 2 + v c y t o p l a s m ě způsobu je fosforylaci a n á s l e d n o u 

proteolyt ickou degradaci represoru J A V Í v r e p r e s o r o v é m komplexu J A V 1 -

J A Z 8 - W R K Y 5 1 , což vede k dezintegraci ce l ého komplexu a uvo lněn í genů 

kóduj íc ích enzymy b i o s y n t é z y J A z represe (Fisahn et al., 2004; Y a n et al., 

2018). N á s l e d n á z v ý š e n á koncentrace J A indukuje aktivaci s ignální d ráhy , 

k te rá vede k expresi g e n ů pro lá tky z o d p o v ě d n é za s y s t é m o v o u o d p o v ě ď rostliny 

na působen í stresom (Sukhov et al., 2019). D r á h a J A m ů ž e vé s t např ík lad 

k expresi genů pro inhibi tory p ro t e ináz (pinl, pin2), k te ré se podí le j í u rajčat 

na o b r a n ě při napaden í hmyzem nebo nikot inu u t abáku (Shoji et al., 2008). 
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2.2 Signální dráha kyseliny jasmonové 
Spolu s j e j ími der ivá ty a prekurzory patří J A do rodiny j a s m o n á t ů , 

k l í č o v ý c h s igná ln ích molekul v ros t l inách , reguluj íc í s t r e sové odpověd i a v ý v o j . 

J a s m o n á t y hrají ro l i z e jména při m e c h a n i c k é m poškozen í rostliny (např . napaden í 

herbivorem) a p ř í t omnos t i f y topa togenů . M e z i der ivá ty J A ř a d í m e nap ř ík l ad 

jej í kon jugá t s izo leucinem, j a smony l -L- i so leuc in ( JA-I le ) , prekurzor kysel inu 

c / í - ( + ) - 1 2 - o x o f y t o d i e n o v o u ( cz s -OPDA) či kysel inu 12-hydroxyjasmonovou (12-

O H - J A ) . Po c h e m i c k é s t ránce se j e d n á o k rá tké ř e t ězce a l k y l c y k l o p e n t e n o v ý c h 

a a l k y l c y k l o p e n t a n o v ý c h k a r b o x y l á t ů b i o s y n t e t i z o v a n ý c h z kysel iny a-

l i n o l e n o v é (Creelman a Mul l e t , 1997). Prekurzory J A vznika j í v chloroplastech, 

s amo tná J A je ze svých p r eku rzo rů syn t e t i zována v peroxizomech a ke k o n e č n é 

metabolizaci J A na je j í der ivá ty docház í n á s l e d n ě v c y t o p l a s m ě (Ruan et al., 

2019). 

2.2.1 Biosyntéza kyseliny jasmonové 

B i o s y n t é z a J A by la s t u d o v á n a ze jména na m o d e l o v é ros t l i ně h u s e n í č e k rolní 

(Arabidopsis thaliana) a rajčeti (Lycopersicon esculentum). U A. thaliana jsou 

iden t i f ikovány tři d ráhy pro syn tézu J A (Obr. 2): o k t a d e k a n o v á dráha , 

h e x a d e k a n o v á d ráha a O P R 3 - n e z á v i s l á d ráha . V š e c h n y tři d ráhy se odehráva j í 

čá s t ečně v chloroplastu, peroxizomu a c y t o p l a s m ě ( C h i n i et al., 2018; Ruan 

et al, 2019). 

O k t a d e k a n o v á d ráha zač íná u v o l n ě n í m kysel iny a - l i n o l e n o v é ( L A ) 

z m e m b r á n y chloroplastu fos fo l ipázou a je j í oxidace 1 3 - l i p o x y g e n á z o u ( L O X ) . 

Nás ledu j íc í sd ružená d e h y d r a t a č n ě - c y k l i z a č n í reakce z p r o s t ř e d k o v a n á 

a l l e n o x i d s y n t á z o u ( A O S ) a a l l e n o x i d c y k l á z o u ( A O C ) vede k t v o r b ě 

cyklopentenoxol ipidu, c z s - O P D A v chloroplastu. V z n i k l á c / s - O P D A 

je t r a n s p o r t o v á n a do peroxizomu, kde je r e d u k o v á n a p o m o c í O P D A reduk tázy 3 

(OPR3) na kyse l inu 8-(3-oxo-2-(pent-2-enyl)cyklopentyl)oktanovou ( O P C 8 ) . 

V peroxizomu O P C 8 p rocház í t řemi ko ly P-oxidace, kdy p o s t u p n ě v z n i k á 

kysel ina 6-(3-oxo-2-(pent-2-enyl)cyklopentyl) h e x a n o v á (OPC6) , kysel ina 4-(3-

o x o - 2 - ( p e n t - 2 - e n y l ) c y k l o p e n t y l ) b u t a n o v á ( O P C 4 ) a v ý s l e d n ý m produktem je J A , 

k te rá m ů ž e bý t v c y t o p l a s m ě m e t a b o l i z o v á n a na různé der ivá ty řadou 

c h e m i c k ý c h reakc í . Nejčas tě j i je v c y t o p l a s m ě J A p ř e m ě n ě n a na m e t y l j a s m o n á t 
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( M e J A ) p o m o c í j a s m o n á t - O - m e t y l t r a n s f e r á z y ( J M T ) , J A - I l e pomoc í J A -

a m i d o s y n t e t á z y ( J A R I ) a 1 2 - O H - J A (Ch in i et al, 2018; Ruan et al., 2019). 

Para le ln í hexadekanovou drahou (Obr. 2) je syn te t i zován dinor kysel iny 12-

oxo- fy tod i enové ( d n - O P D A ) . P o m o c í O P R 3 je d n - O P D A p ř e v e d e n na O P C 6 

a dá le p rocház í stejnou d ráhou jako c / s - O P D A až na k o n e č n ý produkt, J A a je j í 

der ivá ty (Ruan et al., 2019). 

p-oxidace 

3-oxidace 

12-OH-JA JA-lle MeJA 

Q-
O 
OL 

O _l 
x 
u 

O 
X 
O 
se 

5 
Q. 
O 

Obr. 2: Schéma tří JA biosyntetických drah v húseničku rolním (Arabidopsis thaliana). (18:3) a-
linolenová kyselina, (16:3) hexadecatrienová kyselina, (OPDA) cz's-(+)-12-oxofytodienová, (dn-
OPDA) dinor kyseliny 12-oxo-fytodienové, (13-LOX) 13-lipoxygenáza, (AOS) 
allenoxidsyntáza, (AOC) allenoxidcykláza, (tn-OPDA) tetranor-kyselina 12-oxo-fytodienové, 
(4,5-ddh-JA) 4,5-didehydrojasmonát, (OPR2) 12-oxorytodienoátreduktáza, (OPR3) OPDA 
reduktáza 3, (OPC8) 8-(3-oxo-2-(pent-2-enyl)cyklopentyl)oktaná kyselina, (OPC6) 6-(3-oxo-2-
(pent-2-enyl)cyklopentyl) hexanová kyselina, (OPC4) 4-(3-oxo-2-(pent-2-
enyl)cyklopentyl)butanová kyselina, (JA) kyselina jasmonová, (12-OH-JA) 12-
hydroxyjasmonová kyselina, (JAR1) JA-amidosyntetáza, (JA-Ile) jasmonyl-L-isoleucin, (JMT) 
jasmonát-O-metyltransferáza, (MeJA) metyljasmonát (Převzato z Ruan et al., 2019 - upraveno). 
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P ř e d c h o z í dvě dráhy b i o s y n t é z y J A v y u ž í v a l y O P R 3 . P o s l e d n í , n o v ě ob jevená 

d ráha je O P R 3 - n e z á v i s l á a v y u ž í v á p ř ímý vstup O P D A do beta-oxidace za vzn iku 

d n - O P D A , tetranor-kyselina 12 -oxo- fy tod ienové ( t n - O P D A ) a 4,5-

d i d e h y d r o j a s m o n á t u (4,5-ddh-JA), k te rý je ná s l edně r e d u k o v á n v peroxizomu 

na J A p o m o c í 12 -oxo fy tod i enoá t r eduk t ázy (OPR2) . D á l e je J A stejně jako 

v p ř e d c h o z í c h p ř í p a d e c h p ř e m ě n ě n a na je j í de r ivá ty v c y t o p l a s m ě (Ch in i et al, 

2018) . 

2.2.2 Průběh signální dráhy kyseliny jasmonové 

V p o s l e d n í c h letech by lo na aktivaci b i o s y n t é z y J A v ros t l inách provedeno hned 

něko l ik s tudi í . Pearce et al. (1991) ident i f ikoval u ra jčete (Lycopersicon 

esculentum) polypept idovou s ignální molekulu , k te rá je syn te t i zována 

v odpověd i na m e c h a n i c k é poškozen í rostl iny, jako je k rmen í herbivora. 

Touto s ignáln í molekulou je systemin, polypeptid skládaj íc í se z 18 

aminokysel in , o d v o z e n ý od p r e k u r z o r o v é h o proteinu protosystemin. 

Protosystemin je v odpověd i na působen í b i o t i c k é h o stresom h y d r o l y z o v á n 

na systemin, k terý je n á s l e d n ě u v o l n ě n do apoplastu, kde se v á ž e na p o v r c h o v ý 

receptor, č ímž je a k t i v o v á n a J A s ignální d r áha ( L i , et al., 2003; Ruan et al, 

2019) . Dlouho se p ř e d p o k l á d a l o , že J A signalizace p r o s t ř e d n i c t v í m systeminu 

je t yp i cká jen pro rostl iny z čeledi Solanaceae. Pozdě j i by l u h ú s e n i č k u ro ln ího 

(A. thaliana) i den t i f ikován peptid A t P E P l p ln íc í stejnou funkci j ako systemin 

u ra jčete . Po m e c h a n i c k é m poškozen í rost l iny nebo působen í p a t o g e n ů docház í 

k h y d r o l ý z e p r e k u r z o r o v é h o proteinu P R O P E P 1 na akt ivní A t P E P l , 

k te rý se n á s l e d n ě v á ž e na receptor nacháze j íc í se na p l a s m a t i c k é m e m b r á n ě , č ímž 

docház í k aktivaci s ignální d ráhy kysel iny j a s m o n o v é (Yamaguchi et al., 2010). 

Jak J A signalizace p r o s t ř e d n i c t v í m systeminu, tak p r o s t ř e d n i c t v í m A t P E P l , 

vedou po navázán í peptidu na receptor k aktivaci fosfo l ipázy A 2 , k te rá n á s l e d n ě 

štěpí fosfol ipidy p l a s m a t i c k é m e m b r á n y za uvo lněn í kysel iny L A , s loužíc í jako 

prekurzor b i o s y n t é z y J A . Mechanismus aktivace fosfo l ipázy A 2 p o m o c í 

systeminu v š a k s tá le není zcela ob jasněn (Ruan et al., 2019). Pa ra le ln í C a 2 + 

signalizace vede ke zvýšen í exprese genů kódu j í c í ch enzymy J A b i o s y n t e t i c k é 

dráhy , č ímž m ů ž e bý t současně z a b e z p e č e n a tvorba subs t rá tu i e n z y m ů 

pro syn tézu J A (Yan et al., 2018). 

9 



Akt ivac í s ignální d ráhy J A docház í k h r o m a d ě n í J A v c y t o p l a s m ě b u n ě k 

v mí s t ě po raněn í a aktivaci A B C t r anspo r t é ru J A T . T r a n s p o r t é r J A T zaj išťuje 

při v y s o k é koncentraci J A v c y t o p l a s m ě jej í p ř e n o s p ře s plasmatickou m e m b r á n u 

do apoplastu, díky č e m u ž je a k t i v o v á n a s ignáln í J A d ráha i v o d l e h l ý c h b u ň k á c h 

( L i et al., 2017). P ů s o b e n í m J A R 1 v z n i k á z J A v c y t o p l a s m ě jej í ak t i vovaná 

forma J A - I l e . T r a n s p o r t é r J A T je z o d p o v ě d n ý za rychlou regulaci koncentrace 

J A a J A - I l e v c y t o p l a s m ě , aby n e d o š l o k inh ib ic i růs tu a v ý v o j e rostliny. 

J a s m o n á t J A - I l e je t r a n s p o r t o v á n p o m o c í A B C t r anspor t é ru J A T přes jadernou 

m e m b r á n u do j á d r a , kde se v á ž e na s ignální receptor C O R O N A T I N E 

I N S E N S I T I V E 1 (COI1) , k terý zp ros t ř edku je degradaci J A S M O N A T E Z I M -

D O M A I N ( J A Z ) represorů , zab raňu j í c í ch p řep i s J A - r e s p o n z i v n í c h genů , 

ub iq i t inac í . Ods t r aněn í r ep re so rů J A Z vede k aktivaci g e n o v é exprese p ů v o d n ě 

b l o k o v a n ý c h o b r a n n ý c h genů . V nep ř í t omnos t i J A - I l e je J A Z a s o c i o v á n o 

s t r a n s k r i p č n í m represorem Topless ( T P L ) , což působ í modi f ikac i chromatinu 

p o m o c í e n z y m ů modi f iku j í c ích histony a exprese genů záv i s lých 

na J A je p o t l a č e n a (Ch in i et al., 2007; Thines et al., 2007; Sheard et al., 2010; 

Shigenaga a Argueso, 2016). Pro c / s - O P D A a 1 2 - O H - J A je n e z á v i s l á s ignáln í 

aktivita z v e l k é část i s tále p r o s t ř e d k e m debaty (Pavlovic a Mi thôfe r , 2019). 

Speciá ln í ka tegor i í rostl in, k te ré v y u ž i l y existuj ící J A signalizaci 

ne k odpuzen í svého p ro t ivn íka , ale k jeho u loven í a s t ráven í , j sou rostl iny 

m a s o ž r a v é . Tyto rostl iny žijí v ě t š i n o u v p ů d á c h c h u d ý c h na ž iv iny , a využ íva j í 

tak t ě la hmyzu ve svůj p r o s p ě c h . 

2.3 Masožravé rostliny 

Rost l iny j sou organismy bez možnos t i ú t ěku před nep ř í t e l em a by ly tak nuceny 

si vyv inou strategie pro svou ochranu. B ě h e m v ý v o j e m ů ž e m e pozorovat 

r ů z n o r o d é taktiky obrany. P ř í k l a d e m m ů ž e bý t kons t i tu t ivn í obrana, jako jsou 

trny u růže š ípkové (Rosa canina) nebo ž a h a v é tr ichomy obsahuj íc í chemickou 

lá tku moroid in u k o p ř i v á k u m o r u š o v i t é h o (Dendrocnide moroides). Indukovanou 

obranu reprezentuje nap ř ík l ad v ý š e z m í n ě n á J A s ignální dráha. 

N ě k t e r é m a s o ž r a v é rostl iny v procesu exaptace využ i l y existuj ící J A signal izaci 

pro indukci svých t r áv ic í ch p rocesů (Pav lov ic a Mi thôfe r , 2019). 

M a s o ž r a v o s t se u rost l in vyv inu l a na mnoha m í s t e c h nezáv i s l e na sobě, 

vě t š inou se v š a k jednalo o v lhká , o t ev řená s t anov i š t ě s p ů d o u chudou na ž iv iny , 
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p ř e d e v š í m dus ík a fosfor. N á s l e d k e m v z n i k u m a s o ž r a v o s t i u rost l in je sk rovný 

k o ř e n o v ý sys tém. V ě t š i n a t ěch to rost l in m á ve lmi p ly tké nebo dokonce chyběj íc í 

ko řeny , což je činní v e l m i n á c h y l n é na nedostatek vody. V ý j i m k u tvoř í h l í zna t é 

rosnatky p ů v o d e m z j i h o z á p a d n í Aus t r á l i e , k te ré přež ívaj í d louhá suchá obdob í 

a vegetu j í k rá t ce v obdob í dešťů nebo b raz i l ské rosnatky osidluj íc í suché půdy , 

přež ívaj íc í d íky v y s o k é v z d u š n é v lhkos t i . (S tudn ička , 1984; B r e w e r e ř a / . , 2011). 

V dnešní d o b ě m ů ž e m e nají t 12 čeledí s celkem 15 rody m a s o ž r a v ý c h rost l in, 

k te ré spojují spo lečné vlastnosti - schopnost lovu , konzumace koř is t i a využ i t í 

p roduk tů t ráven í l a p e n ý c h ž ivoč i chů (Adamec et al., 2021). V š e c h n y o rgány 

s loužíc í k lapení koř is t i se v y v i n u l y z l is tů , j en něk te ré rody využ íva j í doda t ečný 

o rgán s loužíc í k lapení a t ráven í např . z kvě tn í stopky (Kocáb et al., 2020). 

Hlavn í s t ra tegi í l ovu m a s o ž r a v ý c h rost l in je n a p o d o b o v á n í vzhledem, barvou 

nebo vůn í kvě ty ( šp i r l i ce ) , plodnice hub ( tučn ice ) , kvas íc í ovoce ( l áčkovky) , 

apod. Ž á d n á m a s o ž r a v á rostl ina v š a k n e p o u ž í v á k l ovu a v á b e n í koř is t i květ . 

M e z i h lavní o r g a n i c k é lá tky v s t ř e b á v a n é t ě m i t o rostl inami j sou fosfor a dusík , 

ale t aké síra, dras l ík , v á p n í k a další j i n é prvky v r ů z n é m m n o ž s t v í v záv is los t i 

na konkré tn í ros t l ině ( S t u d n i č k a , 1984, 2006). 

M a s o ž r a v é rostliny by ly dř íve o z n a č o v a n é jako rostliny „ h m y z o ž r a v é " 

( in sek t ivo rn í ) (Darwin , 1875), ale vzhledem k r ů z n o r o d é povaze koř i s t i 

n ě k t e r ý c h druhů m a s o ž r a v ý c h rost l in, mezi k te ré se řadí i myš i , j e š t ě r k y , žáby , 

červi nebo prvoc i , se dnes už ívá výs t i žně j š í ho t e r m í n u „ m a s o ž r a v é " rostl iny 

nebo t aké rostl iny „ k a r n i v o r n í " . Tráv ic í šťávy u v š e c h rodů m a s o ž r a v ý c h rost l in 

nav íc obsahuj í enzymy pro teázy , š těpící b í l kov iny , zák ladn í s ložku svaloviny 

ž ivoč i chů , což vyv rac í z aměřen í rost l in v ý h r a d n ě na hmyz, jako zdroj ž iv in 

(S tudn ička , 1984). 

2.4 Mucholapka podivná (Dionaea muscipula) 

V roce 1759 měl g u v e r n é r Ar thur Dobbs m o ž n o s t bý t s v ě d k e m do té doby 

n e v í d a n é h o jevu, po lapen í hmyzu rostl inou a č i rou n á h o d o u se jednalo p rávě 

o mucholapku podivnou, č ímž se stal j e j ím objevitele. O deset let pozděj i 

tuto pozoruhodnou rostl inu p o p r v é popsal ang l i cký o b c h o d n í k John E l l i s 

a v y s l o v i l p ř i t om ú v a h u , že lapání hmyzu souvis í s v ý ž i v o u mucholapky p o d i v n é 

(S tudn ička , 1984) a v roce 1875 popsal Charles Darwin mucholapku ve své knize 
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„ I n s e c t i v o r o u s plants" jako nej pod ivuhodně j š í rostl inu na světě . O d té doby 

uplynulo j i ž t é m ě ř 150 let a mucholapka p o d i v n á n e p ř e s t á v á v ě d c e fascinovat. 

Mucho lapka p o d i v n á (Dionaea muscipula) je ne jznámějš í m a s o ž r a v á rostlina 

čeledi Droseraceae, e n d e m i c k ý se vysky tu j íc í v m o k ř a d e c h států Severní a J ižní 

K a r o l i n y na v ý c h o d n í m pobřež í U S A . L i s ty mucholapky p o d i v n é tvoř í kruhovou 

p ř í zemní růžici s ve lmi sk rovným k o ř e n o v ý m sys t émem, vy růs t a j í c ím z c ibu lové 

h l ízy . P r o t o ž e se mucholapka vyskytuje v regionu, kde se střídají ch l adné z imy 

o t ep lo t ách pod bodem mrazu a ve lmi h o r k á v l h k á léta, vyskytuje se u n ich 

sezónní růs tový vzorec. V c h l a d n é m období je je j ich vývoj utlumen, nový růst 

zač íná typ icky brzy na j a ř e a první kvě ty je m o ž n é v idě t z a č á t k e m léta. 

V p o l o v i n ě lé ta se po opylen í objevují semena, ze k t e rých po proj i t í chladem 

(stratifikace) a t r pě l i vém dvou až pě t i l e t ém čekání vyroste dospě l á rost l ina, 

s chopná lapit koř is t . Navzdory svému j m é n u , mouchy tvoř í pouze ma lý podí l 

ú l o v k u a je j í h lavní koř is t í je p ř e d e v š í m lezouc í hmyz (S tudn ička , 1984; E l l i s o n 

a Adamec , 2018). 

L i s ty mucholapky p o d i v n é se skládaj í z as imi lačn í čás t i , k t e rá je na konc i 

m o d i f i k o v á n a do dvou la loků n a z ý v a n ý c h čepe l e , spo jených podé l h lavní ž í ly . 

N a okraj ích čepel í se nacház í t uhé v ý r ů s t k y a t aké ž lázy vy luču j íc í v p ř í padě 

po t řeby v á b i v ý nektar. Povrch pasti je vys t l aný ž l ázami s funkcí produkovat 

t rávic í šťávy a absorbovat ž iv iny z koř i s t i . Takto t v o ř e n á past je schopna se ve lmi 

rychle zavř í t , za op t imá ln í ch p o d m í n e k b ě h e m 0,1 s a polapit d robný hmyz. 

Ci t l ivé v ý č n ě l k y u m í s t ě n é na vn i t řn í s t raně pasti s louží jako mechanoreceptory, 

j e j i chž pod rážděn í spouš t í uzav řen í pasti a n á s l e d n ě i ř adu dějů p o t ř e b n ý c h 

ke v s t ř ebán í ž iv in z koř i s t i . Po uzav řen í pasti se m e c h a n o s e n z i t i v n í v ý č n ě l k y 

díky své o h e b n é bazá ln i část i p ř i t i sknou na s těnu čepe le a nedocház í tak k je j ich 

poškozen í . (Burdon-Sanderson et al., 1873; S tudn ička , 1984). 

U z a v ř e n í pasti v ro s t l i nném světě tak n e v í d a n o u rychlos t í u m o ž ň u j e robus tn í , 

dob ře o r g a n i z o v a n á ž i lna t ina , ús t íc í do h lavní ží ly mezi o b ě m a la loky . 

Takto u s p o ř á d a n á ž i lna t ina s louží jako „ze l ené kabely" zaj išťující rych lý p ř e n o s 

akčn ího po t enc i á lu i n d u k o v a n é h o s t imulac í m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý č n ě l k ů , 

a t ím aktivaci l ov íc ího cyk lu mucholapky p o d i v n é . Rychlos t sevření pasti závis í 

na stáří l is tu i na t ep lo tn í ch p o d m í n k á c h . Nejrychle j i se zavíraj í m l a d é l isty 

při t ep lo tě ko lem 35 °C, starší l isty pomaleji . Př i t r áven í se p rohnu t í čepel í 

p o s t u p n ě mění z k o n v e x n í h o na k o n k á v n i , past se hermeticky uzav í r á a opět se 
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otevře až po n ě k o l i k a dnech. Pokud doš lo k uzav řen í p r á z d n é pasti, mucholapka 

to r o z p o z n á a pomalu past o tevře b ě h e m dvou dnů ( S t u d n i č k a 1984; Hedr ich 

a Neher, 2018). 

Hladově j í c í mucholapka m á sytě č e rveno - f i a lové pasti a ze ž láz na okraji past í 

vy luču je v á b i v ý nektar, obsahuj íc í v í ce než 60 r ů z n ý c h t ě k a v ý c h o r g a n i c k ý c h 

lá tek s vůn í kvě tů a ovoce. Jak by lo j i ž d ř íve p r o k á z á n o , tento v á b i v ý nektar s i lně 

př i tahuje hmyz a d r o b n é ž ivoč ichy s loužíc í mucholapce p o d i v n é jako potrava 

(Kreuzwieser et al., 2014; Hedr ich a Neher, 2018). D r u h ý typ ž láz s dvojí funkcí 

produkce t r áv ic í ch e n z y m ů a v s t ř e b á v á n í ž iv in z ko ř i s t i , k te rý se nacház í 

na v n i t ř n í m povrchu pasti, se sk ládá z bazá ln i ch, e n d o d e r m á l n í c h a s ek rečn ích 

b u n ě k ve dvou řadách . K a ž d á ze z m í n ě n ý c h b u n ě k m á specif ickou funkci 

a stavbu. Sekreční b u ň k y slouží k produkci t r áv ic í ch e n z y m ů , k te ré j sou n á s l e d n ě 

v y p o u š t ě n y do u z a v ř e n é pasti tvoř íc í „ze l ený ž a l u d e k " s polapenou koř is t í . 

P r á v ě tyto b u ň k y j sou ak t i vovány s t imulac í m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý b ě ž k ů . 

Druhou funkci t r áv i c í ch ž láz zajišťují e n d o d e r m á l n í b u ň k y , k te ré se v b ě ž n ý c h 

ros t l inách nacháze j í v k o ř e n e c h (Caspariho p r o u ž e k ) a s louží k čerpání ž iv in 

z půdy . Vzh l edem k tomu, že mucholapka p o d i v n á po t řebu je čerpa t ž iv iny 

z rozkláda j íc í se koř is t i uvn i t ř u z a v ř e n é pasti, nalezly tyto b u ň k y využ i t í p r ávě 

v t r áv ic í ch ž l ázách na povrchu past í ( L l o y d , 1942; Robins et al., 1980; Plachno 

et al, 2022). 

2.5 Mechanismus lovu a trávení kořisti (lovící cyklus) 

Mucho lapka p o d i v n á vy luču je z past í o v o c n ě von íc í t ě k a v é šťávy, p o m o c í n ichž 

vábí svou koř i s t (Kreuzwieser et al., 2014). H m y z h leda j íc potravu usedne 

na r o z e v ř e n o u past mucholapky a dotkne se jednoho ze šesti m e c h a n o s e n z i t i v n í c h 

v ý č n ě l k ů , j e j i chž pod rážděn í vede k deformaci s e n z o r i c k ý c h b u n ě k v bazá ln i 

část i v ý č n ě l k u a n á s l e d n é t v o r b ě e l ek t r i ckého s ignálu , o sí le napět í des í tek 

mi l ivo l tů , č ímž je ak t ivován lovíc í cyklus (Obr. 3) mucholapky p o d i v n é (Burdon-

Sanderson et al., 1873; Haberlandt et al., 1906; S tudn ička , 1984; B ö h m et al., 

2016). V n e d á v n é d o b ě by ly na z á k l a d ě t r a n s k r i p t o m i c k é ana lýzy iden t i f ikovány 

m o ž n é m e c h a n o s e n z i t i v n í i on tové kaná ly F L Y C A T C H E R 1 ( F L Y C 1 ) , pat ř íc í 

do rodiny M s c S - L i k e ( M S L ) kaná lů a O S C A kaná l , k te ré se podí le j í 

na transformaci m e c h a n i c k é h o vjemu na e lek t r ický s ignál (Procko et al., 2021). 

D v a e lek t r i cké s igná ly v y v o l a n é za sebou způsob í uzav řen í pasti. Z á r o v e ň 
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docház í k p ř eveden í e l ek t r i ckého s ignálu na c h e m i c k ý akt ivac í J A s ignáln í d ráhy , 

p r a v d ě p o d o b n ě p r o s t ř e d n i c t v í m C a 2 + signalizace, j ako u b ě ž n ý c h rost l in (Suda 

etal., 2020). H m y z se i n s t i nk t ivně snaží z pasti uniknout, č ímž o p a k o v a n ě 

stimuluje tvorbu da lš ích e l ek t r i ckých s ignálů n e u s t á l ý m i doteky 

m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý č n ě l k ů , a n e v ě d o m k y tak zpeče t í svou smrt (Brown et al., 

1916; B e m m etal, 2016). 

Dalš í a další pohyby koř is t i uvn i t ř pasti vedou k h e r m e t i c k é m u uzav řen í pasti 

a t vo rbě tzv. z e l e n é h o ža ludku . Oba la loky se prohnou s m ě r e m ven, č ímž obepnou 

koř i s t a z n e m o ž n í je j í další pohyb. F iná ln í h e r m e t i c k é uzav řen í pasti závis í 

na ro s t l i nném hormonu, J A , k terý aktivuje endokr inn í sys t ém mucholapky 

p o d i v n é , expres í g e n ů pro produkci t r áv ic í ch šťáv a t r anspo r t é rů ž iv in 

v sek rečn ích ž l ázách , vys tý la j í c í ch vn i t řn í povrch pasti. H y d r o l y t i c k é enzymy 

jsou sek re továny do dutiny z e l e n é h o ž a l u d k u a rozkládaj í koř i s t na s tavební 

jednotky ž iv in . T ranspor t é ry s o u č a s n ě pomáha j í v s t ř e b á v a t produkty rozkladu 

s te jnými ž l ázami pro další v y u ž i t í . N e s t r á v e n é zbytky hmyzu jsou po o p ě t o v n é m 

otevření pasti odvá ty v ě t r e m nebo odplaveny deš těm. Past se tedy znova o tevře , 

kruh se u z a v í r á a celý lovíc í cyklus m ů ž e zač í t od znova (Hedrich a Neher, 2018). 

A na začá tku stojí opě t koř is t , m e c h a n o s e n z i t i v n í v ý b ě ž k y a akční po tenc iá l . 

2.5.1 Elektrické signály v mucholapce podivné 

Ohybem m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý b ě ž k ů g e n e r o v a n ý A P v mucholapce p o d i v n é 

se řídí pravidlem „vše nebo n ic" . N e d á v n á ú s p ě š n á transformace mucholapky 

p o d i v n é G C a M P ó f senzorem pro in t race lu lá rn í C a 2 + odhal i l , že s k a ž d ý m A P 

docház í ke zvýšen í koncentrace C a 2 + iontů v c y t o p l a s m ě , k te rá ča sem klesá , 

až do da l š ího A P (Suda et al., 2020). Ionty C a 2 + tak hrají ro l i č a s o v a č e , 

č ímž umožňu j í mucholapce p o d i v n é poč í t a t a pamatovat si A P po dobu 30 s. 

P rvn í A P uvede past do „ p o h o t o v o s t n í h o r e ž i m u " , ale hladina C a 2 + ion tů nes tač í 

k j e j í m u sk lapnut í . Pokud by do 30 s od p r v n í h o A P n e d o š l o k indukci d r u h é h o , 

z v ý š e n á koncentrace C a 2 + ion tů není d o s t a t e č n á pro p řek ročen í p r a h o v é hodnoty, 

mucholapka v y h o d n o t í s ignál jako fa lešný a past nesklapne. Pokud jsou 

in i c iovány dva A P v rámci 2 - 30 s, C a 2 + ionty se nasčí ta j í , docház í k p řek ročen í 

p r a h o v é hodnoty je j ich koncentrace v c y t o p l a s m ě a past se u z a v ř e b ě h e m 0,1 s 

(Suda et al., 2020). R y c h l é sk lapnut í pasti je k r i t i cké pro lapení koř i s t i . Rychlos t 
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Obr. 3: Lovící cyklus mucholapky podivné. (AP) akční potenciál (Převzato ze Hedrich a Neher 
2018 - upraveno). 

sevření pasti závis í na stáří l is tu i na t ep lo tn í ch p o d m í n k á c h . ( S t u d n i č k a 1984; 

B ö h m et al, 2016; Hedr ich a Neher, 2018; Sukhov et. al, 2019). 

Mucho lapka m á lovíc í cyklus (Obr. 3) p e v n ě pod kontrolou a aby n e d o š l o 

k na rušen í r o v n o v á h y mezi benefity a v y n a l o ž e n ý m ús i l ím, je po t ř eba další tři 

A P k h e r m e t i c k é m u uzav řen í pasti. Tak se mucholapka ujist í , že sku tečně lapi la 

koř is t . Pokud by po uzav řen í pasti n e d o š l o k indukci da l š ích A P , past se o tevře 

po 12 h. Pě t A P v y v o l a n ý c h za sebou vede k t v o r b ě „ z e l e n é h o ž a l u d k u " zhruba 

1-2 h od uzav řen í pasti. K o n e č n é zapeče těn í pasti je záv i s l é na J A , 

akt ivuj íc í endokr inn í sys tém mucholapky p o d i v n é a expresi genů 

pro h y d r o l y t i c k é enzymy a t r anspor t é ry z í s k a n ý c h ž iv in . Č ím v í ce A P je 

g e n e r o v á n o , t ím si lnější je produkce t r áv ic í ch e n z y m ů . ( B ö h m et al., 2016; 

Hedr ich a Neher, 2018; Sukhov et. al, 2019). 

V e š k e r é nás leduj íc í A P i n d u k o v a n é pan ikař íc í koř is t í po akt ivaci J A s ignáln í 

d ráhy informují mucholapku podivnou o ve l ikos t i koř is t i a tedy o množs tv í 

p o t ř e b n ý c h t r áv ic í ch e n z y m ů k j e j í m u roz ložen í . Č ím častěj i j sou s t imu lovány 
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m e c h a n o s e n z i t i v n í v ý b ě ž k y , A P j sou i n d u k o v á n y a t rávic í enzymy jsou 

syn te t i zovány , t ím dé le je akt ivní endokr inn í sys t ém mucholapky p o d i v n é 

(Hedrich a Neher, 2018). Za j ímavos t í je, že e lek t r ický s ignál se v mucholapce 

p o d i v n é na rozdí l od b ě ž n ý c h rost l in nešíř í s y s t é m o v ě do oko ln í ch částí rostl in, 

ale působ í pouze l o k á l n ě v rámci j e d n é pasti. P ř i č e m ž mucholapka n e r o z e z n á v á 

mezi p o l a p e n í m koř is t i a p o r a n ě n í m pasti, oba tyto st imuly vyvo láva j í A P , 

akumulaci J A a expresi t r áv ic í ch e n z y m ů (Pavlovic et al., 2017). 

T a k é se u mucholapky p o d i v n é nevyskytuje e l ek t r i cká ani c h e m i c k á signalizace 

na dlouhou v z d á l e n o s t , k te rá by by la pro mucholapku ve lmi n e v ý h o d n á vzhledem 

k tomu, že by p r a v d ě p o d o b n ě vedla k uzav řen í v š e c h past í najednou. Po ú h y n u 

kořis t i ustane stimulace m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý b ě ž k ů a t ím i tvorba A P . 

D á l e je e n z y m a t i c k á aktivi ta r e g u l o v á n a c h e m i c k ý m i l á tkami z í skanými 

z potravy, p ř e d e v š í m proteiny a chit inem (Pavlovic a Mithofer , 2019). 

2.5.2 Signální dráha kyseliny jasmonové v mucholapce podivné 

Akt ivačn í stimuly s ignáln í dráhy J A lze děl i t na m e c h a n i c k é (po doteku se vy tvá ř í 

akční po tenc iá l ) či c h e m i c k é (proteiny, chi t in, N H 4 + ) , p ř i č e m ž v p ř í padě pasti 

mucholapky p o d i v n é spoušt í s ignální d ráhu J A stimuly m e c h a n i c k é (Pavlovic 

a Mi thôfe r , 2019). Oba typy s t imulů vedou k tvo rbě a k t i v o v a n é formy kysel iny 

j a s m o n o v é , J A - I l e , k te rá n á s l e d n ě aktivuje expresi genů pro řadu t r áv ic í ch 

e n z y m ů : p e r o x i d á z y , nuk l eázy , fosfa tázy, fosfo l ipázy , g lukanázy , ch i t inázy 

a p to t eázy (Pavlovic et al., 2017; J a k š o v á et al., 2020). C h e m i c k é s ignály 

v p o d o b ě p ro te inů a chi t inu z rozkláda j íc í se koř i s t i j e š t ě zesí l í expresi genů pro 

cystein p ro t eázu a ch i t inázu typu I v mucholapce p o d i v n é ( L i b i a k o v á et al. 2014; 

B e m m et al., 2016; J a k š o v á et al., 2020). U m o d e l o v é rostl iny Arabidopsis 

thaliana se v p ř í padě napaden í parazi t ickou houbou, j e j í ž s těna je boha t á 

na chi t in , up la tňu je L y s M r e c e p t o r o v á k ináza C E R K 1 , k te rá chi t in vyc í t í 

a aktivuje obranu rostl iny před patogenem. H o m o l o g C E R K 1 by l nalezen 

i v mucholapce p o d i v n é a to s i lně u p - r e g u l o v á n po st imulaci hmyzem. 

Z á r o v e ň by la i s i lně u p - r e g u l o v á n a exprese genu pro ch i t inázu I, což znač í , 

že C E R K 1 hraje ro l i v detekci chi t inu a t r áven í koř is t i i u t é to m a s o ž r a v é rostl iny 

(Bemm et al., 2016). N a druhou stranu, v mucholapce p o d i v n é není za t ím z n á m ý 

žádný senzor pro vyc í t ěn í p ro te inů . P ř e d p o k l á d á se však , že je j ich p ř í t o m n o s t 

je zachycena p r o s t ř e d n i c t v í m depolarizace p l a s m a t i c k é m e m b r á n y p ř í jmem N H 4 + 
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ion tů ( L i b i a k o v á et ah, 2014; Pav lov i c a Mi thöfe r , 2019). N e d á v n o by la nav íc 

i den t i f i kována e n z y m a t i c k á deaminace p ro te inů p o m o c í t ráv ic í tekutiny 

mucholapky p o d i v n é , n e z n á m ý m enzymem a př í jem N H 4 + i o n t o v ý m 

k a n á l e m D m A M T 1 (Scherzer et al, 2013). 

Subce lu lá rn í distribuce J A je p r a v d ě p o d o b n ě s te jně jako u b ě ž n ý c h rost l in 

r e g u l o v á n a A B C t r a n s p o r t é r e m J A T , k o n k r é t n ě J A T I (jasmonic acid t r anspor t é r 

protein 1), k te rý je l oka l i zovaný v j á d ř e a p l a s m a t i c k é m e m b r á n ě ros t l i nných 

b u n ě k (Ruan et al., 2019). D o j á d r a je t r a n s p o r t o v á n J A - I l e , kde se v á ž e 

na s ignální receptor C O I 1 , k terý zp ros t ř edku je degradaci r ep re so rů J A Z 

ub iq i t inac í . Ods t r aněn í r e p r e s o r ů J A Z vede k akt ivaci g e n o v é exprese p ů v o d n ě 

b l o k o v a n ý c h genů pro t rávic í enzymy a t r anspor t é ry ž iv in spolu s geny pro růst 

a vývoj rost l iny. V nep ř í t omnos t i J A - I l e je J A Z a s o c i o v á n o s t r a n s k r i p č n í m 

represorem T P L , což působ í modif ikaci chromatinu p o m o c í e n z y m ů 

modi f iku j í c ích histony a exprese genů záv i s lých na J A je p o t l a č e n a (Ch in i et al., 

2007; Thines et al., 2007; Sheard et al., 2010; Shigenaga a Argueso, 2016). 

D ů k a z e m J A signalizace záv i s l é na COI1 a J A Z v mucholapce p o d i v n é je 

aplikace antagonisty C O I 1 , coronat in-O-methyloximu ( C O R - M O ) , k terý brán í 

interakci mezi COI1 a J A Z , a t ím i aktivaci t r áv ic í ch p r oce sů mucholapky ( B ö h m 

et al, 2016). 

Veške rý doposud p r o v e d e n ý v ý z k u m n a p o v í d á , že J A - I l e je sám o sobě 

z o d p o v ě d n ý za in i c i ac i t r áven í koř i s t i . Koncentrace p ro te inů , chi t inu t v o ř í c í h o 

exoskelet a NEU"1" j sou h lavní s ložky koř is t i reguluj íc í enzymatickou aktivi tu 

( L i b i a k o v á et al., 2014; B e m m et al., 2016; J a k š o v á et al., 2020; Pav lov ic et al., 

2016). Jakmile z a č n o u t rávic í šťávy koř i s t rozk láda t , s tavební prvky jsou p o m o c í 

t r anspo r t é rů p ř e n á š e n y do plet iva a v y u ž i t y pro další růst . Po vs t ř ebán í 

v y u ž i t e l n ý c h lá tek se past opět o tevře . Z n o v u o t e v ř e n í pasti m ů ž e trvat 12 h -

5 dní v záv is los t i na ve l ikos t i koř is t i a obsahu živin . K a ž d á past zopakuje t rávic í 

cyklus něko l ik rá t , až do j e j í h o v y č e r p á n í a o d u m ř e n í . Př i po raněn í past reaguje 

o b d o b n ě jako při l apení koř is t i ak t ivac í J A s ignální d ráhy , což je p o v a ž o v á n o 

za d ů k a z odvozen í m a s o ž r a v o s t i ze s ignáln í d r áhy obrany rost l in p řed herbivorem 

(Pavlovic et al., 2017; Pav lov ic a Mi thöfe r , 2019). 
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2.5.3 Trávicí enzymy 

K a ž d á ze ž láz vys tý la j í c í ch povrch pasti s funkcí produkovat t rávic í šťávy 

a absorbovat ž iv iny z koř is t i , je s ložena z 46 b u n ě k u s p o ř á d a n ý c h ve 3 v r s tvách . 

D v ě bazá ln i b u ň k y j sou p ř e v r s t v e n y č tyřmi e n d o d e r m á l n í m i ( s t o n k o v ý m i ) 

b u ň k a m i , s louž íc ími jako ú lož i š t ě subs t rá tu ke t v o r b ě A T P pro zby lé dvě horn í 

vrstvy. N á s l e d u j e vn i t řn í vrstva 8 buněk , k te ré obsahuj í ve lkou cent rá ln í vakuolu 

a o h r o m n é m n o ž s t v í m i t o c h o n d r i í . K o n e č n o u vnějš í vrstvu z ra lé ž lázy tvoř í 

32 b u n ě k sekrečn ích , cha rak t e r i s t i ckých v e l k ý m m n o ž s t v í m vakuol a rozš í ř ené 

d rsné e n d o p l a s m a t i c k é ret ikulum. Tyto dvě vrstvy b u n ě k s louží k produkci 

a sekreci t r áv i c í ch e n z y m ů mucholapky p o d i v n é , k te ré rozk láda j í koř i s t uvn i t ř 

„ z e l e n é h o ž a l u d k u " , s tejně jako ke vs t ř ebán í ž iv in z rozkláda j íc í se koř is t i . 

V š e c h n y ž l á z o v é b u ň k y jsou propojeny plasmodesmaty, č ímž v z n i k á m e t a b o l i c k é 

a i on tové kontinuum (Schulze et al., 2012; B e m m et al., 2016). 

Po aktivaci sekrece p o m o c í j a s m o n á t ů j sou v b u ň k á c h sek rečn ích ž láz 

e x p r i m o v á n y geny kóduj íc í t rávic í enzymy. Tyto geny kóduj í enzymy p o t ř e b n é 

pro roz ložen í koř is t i na zák ladn í s tavební jednotky ž iv in , z e j m é n a se j e d n á 

o enzymy: p ro teázy , fosfa tázy, ch i t inázy , pe rox idázy , n u k l e á z y , fosfo l ipázy 

a g l u k a n á z y (Schulze et al., 2012; B e m m et al., 2016). Složení t r áv ic í ch šťáv 

se měn í podle s ložení koř is t i (Pavlovic et al., 2014). Ak t ivace produkce t r áv i c í ch 

e n z y m ů m á za n á s l e d e k pods t a tné u l t r a s t ruk tu rá ln í z m ě n y v b u ň k á c h sekreční 

ž lázy (Bemm et al., 2016). 

Ch i t inázy j sou p r a v d ě p o d o b n ě první na koř i s t ak t ivně působ íc í enzymy 

t ráv ic ích šťáv. Nej častějš í koř is t í mucholapky p o d i v n é j sou č lenovc i a p r á v ě 

je j ich exoskelet je boha tý na chit in, k terý ch i t inázy rozkláda j í . Uvolňu j í tak d u s í k 

a umožňu j í da l š ím t r áv i c ím e n z y m ů m proniknout k m ě k k ý m t k á n í m t r á v e n é 

kořis t i (Grover, 2012). B ě h e m p rvn í ch tří dnů je z t r áv ic í ch ž láz mucholapky 

p o d i v n é ho jně s ek re tována V F - I ch i t ináza , pat ř í do t ř ídy I ch i t ináz . J edná se tedy 

o ch i t inázu hrající ro l i v ob raně n e m a s o ž r a v ý c h rostl in p řed patogeny 

a b ý l o ž r a v c i . Její aktivi ta je p r a v d ě p o d o b n ě p o d p o r o v á n a da l š ími d v ě m a 

ch i t inázami (Schulze et al., 2012; Paszota et al., 2014; B e m m et al., 2016). 

H lavn í s ložkou t rávic í tekutiny mucholapky p o d i v n é j sou enzymy p ro t eázy 

( také pep t i dázy ) , pat ř íc í do t ř ídy hydro l áz , rozkládaj íc í proteiny. K o n k r é t n ě 

se j e d n á o čtyři cystein p ro teázy , dvě aspar tá t p ro teázy a serin k a r b o x y p e p t i d á z y 
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(Schulze et al., 2012). Tyto p ro t eo ly t i cké enzymy v š a k nepůsob í na t r ávenou 

koř i s t zá roveň , vzhledem k m ě n í c í m u se p H v u z a v ř e n é pasti b ě h e m t ráven í 

a r o z d í l n é m u p H optimu t ěch to e n z y m ů , dosahuj í r ů z n é p ro teázy svého optima 

v různou dobu (Fukushima et al., 2017). 

Pos l edn í enzymy dominu j íc í svou akt ivi tou a z a s t o u p e n í m v t rávic í š ťávě 

mucholapky p o d i v n é j sou fosfatázy. J edná se o b ě ž n é ros t l inné enzymy, 

ka ta lyzuj íc í h y d r o l ý z u fos fá tových es terů . Při t r áven í s louží k u v o l n ě n í fosforu 

z koř i s t i , k t e r ého je v mís t ě v ý s k y t u mucholapky p o d i v n é v p ů d ě nedostatek 

(Juniper et al., 1989; Pav lov i c et al. 2014; Schulze et al., 2012). 

A k t i v i t a s ek rečn ích ž láz je r e g u l o v á n a j a s m o n á t y a je ú m ě r n á poč tu 

g e n e r o v a n ý c h A P . Po zachycen í c h e m i c k ý c h s igná lů z rozk láda j íc í se koř is t i 

se produkce t r áv i c í ch e n z y m ů j e š t ě zvyšu je ( L i b i a k o v á et al., 2014; B e m m et al., 

2016). C h e m i c k é s igná ly n á s l e d n ě udržuj í koncentraci J A a J A - I l e a produkci 

e n z y m ů z v ý š e n o u i p řes to , že m e c h a n i c k á stimulace koř is t í a tvorba A P ustanou. 

Mucho lapka p o d i v n á tak díky c h e m i c k ý m s igná lům m ů ž e v y u ž í t v e š k e r é 

dos tupné ž iv iny a z koř is t i zbude pouze tv rdý ch i t inový skelet (S tudn i čka , 1984; 

L i b i a k o v á et al., 2014; B e m m et al., 2016; J a k š o v á et al., 2020). 
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 

3.1 Materiály 

3.1.1 Rostlinný materiál 

• Mucho lapka p o d i v n á (Dionaea muscipula E l l i s ) - E x p e r i m e n t á l n í rostl iny 

byly p ě s t o v á n y v p l a s t o v ý c h kvě t ináč í ch na o k e n n í m parapetu na ka t ed ře 

b iofyz iky Univerz i ty P a l a c k é h o v Olomouc i ( Č e s k á republika) 

při p o k o j o v é t ep lo tě . 

3.1.2 Použité chemikálie 

• S p e c t r u m ™ Plant Tota l R N A (S igma-Ald r i ch , N ě m e c k o ) 

• Clean and C o n c e n t r a t o r ™ ki t ( Z Y M O R E S E A R C H , U S A ) 

• i S c r i p t ™ c D N A Syntesis K i t ( B I O - R A D , U S A ) . 

• P-merkaptoetanol (S igma-Ald r i ch , N ě m e c k o ) 

• primery pro dionain, chitinázu I a re fe renční gen aktin (S igma-Ald r i ch , 

N ě m e c k o ) 

• Thermo Scientif ic M a x i m a S Y B R G r e e n / R O X q P C R Master M i x (2X) 

(Thermo Fisher Scientif ic, N ě m e c k o ) 

• TRIzol® Reagent ( Z Y M O R E S E A R C H , U S A ) 

• P u r e L i n k ™ R N A M i n i K i t e m (Thermo Fisher Scientif ic, N ě m e c k o ) 

• Isopropanol (S igma-Ald r i ch , N ě m e c k o ) 

• 98% etanol (S igma-Ald r i ch , N ě m e c k o ) 

• R N a s e Z A P ™ (S igma-Ald r i ch , N ě m e c k o ) 

• E V gel (Hellada, Praha, Č e s k á republika) 

• U l t r ač i s t á voda bez D N á z a R N á z ( Z Y M O R E S E A R C H , U S A ) 

• M e O H , č i s to ta H P L C (Merck, N ě m e c k o ) 

• M e O H , č i s to ta L C - M S (Merck, N ě m e c k o ) 

• Ace ton i t r i l , č i s to ta H P L C (Merck, N ě m e c k o ) 

• Ace ton i t r i l , č i s to ta L C - M S (Merck, N ě m e c k o ) 

• Sys tém p ř íp ravy M i l l i Q vody ( M i l l i p o r e , U S A ) 

• K y s e l i n a m r a v e n č í , H P L C č is to ta (S igma-Ald r i ch , N ě m e c k o ) 

• Roztok hydroxidu a m o n n é h o (p.a. Lach :Ner , Č e s k á republika) 

• Fytohormony od firmy M e r c k ( N ě m e c k o ) : 

o K y s e l i n a j a s m o n o v á , J A i D 5 - J A 
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o K y s e l i n a sa l i cy lová , S A 

o K y s e l i n a i n d o l y l - 3 - o c t o v á , I A A 

• Fytohormony od firmy O l C h e m l m ( Č e s k á republika): 

o Jasmonoyl- isoleucin ( značený i n e z n a č e n ý ) , 

o 12 -oxofy tod ienová kysel ina ( značená i n e z n a č e n á ) , 

o K y s e l i n a absc i sová ( z n a č e n á i n e z n a č e n á ) , 

o K y s e l i n a sa l i cy lová ( D 4 - S A ) , 

o K y s e l i n a i n d o l y l - 3 - o c t o v á ( 1 3 C 6 - I A A ) 

3.1.3 Použité přístroje 

• V í c e k a n á l o v á aparatura pro p o v r c h o v é měřen í e l ek t r i ckého po tenc iá lu 

podle I l ík et al. (2010) 

• N a n o D r o p ™ 1000 (Thermo Fisher Scientif ic , N ě m e c k o ) 

• QuantStudio5 (Thermo Fisher Scientif ic , N ě m e c k o ) 

• A u t o m a t i c k é pipety r ů z n é h o objemu (Eppendorf, N ě m e c k o ) 

• U l t r a z v u k o v á v o d n í l ázeň Bande l in Sonorex digitec D T 106 (Bandel in 

electronic, N ě m e c k o ) 

• Termoblok (B io T D B - 1 0 0 , B i o S a n , L o t y š s k o ) 

• T e r m o c y k l é r Eppendorf A G (Eppendorf, N ě m e c k o ) 

• Vor tex V e l p Scin t i f ica , Usmate, I tá l ie 

• Z y m o - S p i n ™ IC C o l u m n ( Z Y M O R E S E A R C H , U S A ) 

• Stolní centrifuga Eppendorf 5810 (Eppendorf, N ě m e c k o ) 

• Centrifuga S igma 3 K 3 0 (S igma-Ald r i ch , N ě m e c k o ) 

• Cent r i fugačn í koncen t r á to r , Cen t r i fugačn í v a k u o v á odparka Cent r iVap 

(Labconco, U S A ) 

• K o l o n y pro extrakci na p e v n é fázi O a s i s ™ H L B 30 mg, l m l (Waters, 

U S A ) 

• V a k u o v ý manifold pro extrakci na p e v n é fází s m e m b r á n o v o u pumpou 

(Supelco, U S A ) 

• M o d u l á r n í k a p a l i n o v ý chromatograf s h m o t n o s t n í m spektrometrem, 

Nexera X 2 s L C - M S 8 0 5 0 (Shimadzu, Japonsko) 

• K o l o n a pro u l t r a - ú č i n n o u kapal inovou chromatografii Waters Acqu i ty 

C S H ™ C18 2,1x150 mm; 1,7 um (Waters, U S A ) 
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3.1.4 Použité software 

• ScopeWin (Tedia, P lzeň , Č e s k á republika) 

• Microsof t E x c e l (Redmond, W A , U S A ) 

• Or ig in 2022 (Or ig inLab , Northampton, M A , U S A ) 

• Q u a n t S t u d i o ™ Design and Ana lys i s (Thermo Fisher Scient i f ic , N ě m e c k o ) 

• LabSolut ions ver. 5,97 S P I (Shimadzu, Japonsko) 

3.2 Metody 

3.2.1 Povrchové měření elektrických signálů Ag/AgCl elektrodou 

Pro p o v r c h o v é měřen í e l ek t r i ckého po tenc iá lu by la použ i t a v í c e k a n á l o v á 

aparatura podle I l ík et al. (2010), z o b r a z e n á na obr. 4. Mucho lapka p o d i v n á 

u m í s t ě n á v Petriho misce s vodou, by la v l o ž e n a do Faradayovy klece. 

N a zvolenou loká ln í past nebo as imi lačn í část l is tu by la n á s l e d n ě u m í s t ě n a 

elektroda. M e z i elektrodu a zvolenou past nebo as imi lačn í část l is tu by l 

pro zvýšen í p o m ě r u s igná lu k šumu nanesen v o d i v ý E V gel, b ě ž n ě v y u ž í v a n ý 

v elektrokardiografi i . Do Petriho misky by la nakonec u m í s t ě n a elektroda 

re fe renčn í . V e š k e r é elektrody jsou zapojeny do zes i l ovače , z n ě h o ž je s ignál 

Obr. 2: Vícekanálová aparatura pro povrchové měření elektrického potenciálu podle Ilík 
et al. (2010). 
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p ř e v e d e n do a n a l o g o v ě - d i g i t á l n í h o p o č í t a č o v é h o konvertoru. Z í s k a n á data by la 

n á s l e d n ě s h r o m a ž ď o v á n a v p r a v i d e l n ý c h ča sových intervalech s vysokou 

f rekvenc í . Tato metoda by la použ i t a pro měřen í akčn ího po tenc iá lu v pasti a l istu 

mucholapky p o d i v n é po poraněn í jehlou. 

Po př ipojení elektrod by ly nastaveny parametry měřen í v software ScopeWin . 

M ě ř e n í p r o b í h a l o po dobu 1290 s, k a ž d ý c h 30 ms, při l abora to rn í t ep lo tě . 

N a m ě ř e n ý s igná l b y l č ty ř ice tk rá t zes í len . P řed z a č á t k e m s a m o t n é h o měřen í 

p r o b ě h l o us tá len í m ě ř e n é h o napě t í . Zhruba 60 s po zahájení měřen í by la jeh lou 

p o š k o z e n a nebo mechanicky s t i m u l o v á n a s l edovaná čás t mucholapky p o d i v n é 

a n a m ě ř e n ý s ignál by l u ložen . Z a z n a m e n a n é grafy z m ě n y m e m b r á n o v é h o 

po tenc iá lu by ly n á s l e d n ě z p r a c o v á n y p o m o c í programu Or ig in 2022. 

3.2.1.1 Příprava vzorků pro měření ovlivnění amplitudy elektrických 

signálů Ag/AgCl elektrodou 

Pro první měřen í ov l ivněn í amplitudy A P byly použ i ty m a s o ž r a v é rostl iny 

mucholapky p o d i v n é , u k t e rých by la 16 h před m ě ř e n í m p o š k o z e n a as imi lačn í 

čás t l is tu. P ř í p r a v a v z o r k ů spoč íva la ve stimulaci a s imi lačn í část i l is tu jeh lou tak, 

že by la v p r a v i d e l n ý c h 3 min intervalech po dobu 1,5 h p r o p i c h o v á n a as imi lačn í 

čás t l is tu b l í zko p r imárn í ž i lna t iny . Jako kontrola s louži ly n e p o š k o z e n é 

mucholapky p o d i v n é . Elektroda by la při měřen í u m í s t ě n a na pasti mucholapky 

p o d i v n é a A P b y l v y v o l á n s t imulac í m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý b ě ž k ů uvn i t ř m ě ř e n é 

pasti. 

Pro d r u h é měřen í ov l ivněn í amplitudy A P by ly použ i ty m a s o ž r a v é rostl iny 

mucholapky p o d i v n é , na j e j i chž pasti by l 24 h před m ě ř e n í m ap l i kován 50 u M 

roztok A B A v 0,2% etanolu. Jako kontrola s louži ly mucholapky p o d i v n é , j e j i chž 

pasti nebyly oše t řeny roztokem A B A , ale jen 0,2% etanolem. Elekt roda by la při 

měřen í u m í s t ě n a na pasti mucholapky p o d i v n é a A P byl v y v o l á n s t imulac í 

m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý b ě ž k ů uvn i t ř m ě ř e n é pasti. 

3.2.1.2 Statistická analýza výsledků povrchového měření elektrických 

signálů Ag/AgCl elektrodou 

Z v ý s l e d k ů měřen í ov l ivněn í amplitudy A P byla provedena s ta t i s t ická ana lýza 

v programu Microsof t E x c e l a Or ig in 2022. V y u ž i t by l d v o u v ý b ě r o v ý t-test 

s ne rovnos t í rozp ty lů . V ý s l e d k y jsou p r e z e n t o v á n y jako p r ů m ě r n é hodnoty ± S D . 
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3.2.2 LC-MS/MS pro stanovení koncentrace fytohormonů 

K a p a l i n o v á chromatografie v kombinac i s tandemovou h m o t n o s t n í spek t romet r i í 

( L C - M S / M S , liquid chromatography with tandem mass spectrometry) 

je c h r o m a t o g r a f i c k á metoda pro kva l i t a t ivn í a kvan t i t a t ivn í ana lýzu . V p ř ípadě 

kva l i t a t ivn í ana lýzy je tato metoda použ i t a pro zj iš tění nebo ověřen í identity 

a n a l y z o v a n é lá tky a při kvan t i t a t ivn í a n a l ý z e je z j i š ťována m n o ž s t v í a n a l y z o v a n é 

lá tky ve vzorku . Pro s tanovení j e d n o t l i v ý c h s ložek směsi je p o u ž í v á metoda 

vně j š ího standardu, v n i t ř n í h o standardu, metoda normalizace nebo metoda 

ka l ib račn í k ř ivky . Detekce je p r o v á d ě n a tandemovou h m o t n o s t n í spek t rome t r i í . 

Tato metoda by la v y u ž i t a pro kvan t i t a t ivn í ana lýzu f y t o h o r m o n ů ( j a smoná tů , 

S A , A B A , I A A ) u pas t í a l is tů mucholapky p o d i v n é . K o n k r é t n ě jsme zj išťoval i 

zda doš lo k s y s t é m o v é t v o r b ě f y t o h o r m o n ů v a s imi l ačn ím l is tu v p ř ípadě , 

že by la p o r a n ě n a past na tomto l is tu a naopak. 

3.2.2.1 Příprava vzorků pro LC-MS/MS 

P ř í p r a v a v z o r k ů spoč íva la ve st imulaci l is tu a pasti p o š k o z e n í m jehlou tak, 

že v ž d y by la p o š k o z e n a b u ď past a as imi lačn í čás t l i s tu , na k t e ré se past 

n a c h á z e l a by la n e t k n u t á nebo by la p o š k o z e n a as imi lačn í část l is tu a navazuj íc í 

past zůs ta l a ne tknu tá . C í l em bylo vyvola t tvorbu e l ek t r i ckých s igná lů a n á s l e d n o u 

akumulaci j a s m o n á t ů a da lš ích f y t o h o r m o n ů v p o z o r o v a n ý c h čás tech rostl iny 

mucholapky p o d i v n é . Pasti , nebo as imi lačn í část i l i s tu , by ly v p r a v i d e l n ý c h 

3 min rozestupech p r o p i c h o v á n y jeh lou po dobu 1,5 h. Ce lkem tedy byly 

po raněny 30x. Ihned po st imulaci by ly vzo rky odeb rány , past a as imi lačn í část 

l is tu by ly oddě leny a ihned z m r a ž e n y v t e k u t é m dus íku . Takto p ř i p r a v e n é vzorky 

byly u loženy při -80 °C a n á s l e d n ě využ i t y pro ana lýzu fy tohormonů . C í l em bylo 

zjistit, zda j sou j a s m o n á t y s y s t é m o v ě a k u m u l o v á n y i v n e p o r a n e n ý c h pastech 

a a s imi l ačn í ch l istech díky m e z i o r g á n o v é komunikac i . 

D á l e byly vzorky v ž d y po jednom h o m o g e n i z o v a n ý ve t řecí misce p o m o c í 

t l oučku na suchém ledu v t e k u t é m dus íku tak, aby n e d o š l o k je j ich tání a mate r iá l 

by l n a v á ž e n do mikrozkumavek. 25 mg vzorku by lo e x t r a h o v á n o 1 ml l edově 

v y c h l a z e n é h o 50% acetonitrilu. Ex t r akčn í č in id lo obsahovalo směs in te rn ích 

s t andardů z n a č e n ý c h s tab i ln ími izotopy ( D 5 - J A , D 2 - J A - I l e , D s - c i s O P D A , DÔ-

A B A , D4 -SA, 1 3 C Ď - I A A ) . Extrakce p rob íha l a na l e d o v ě v y c h l a z e n é u l t r a z v u k o v é 

lázni po dobu 30 min . N á s l e d n ě by ly vzorky cen t r i fugovány 15 m i n (20000 g, 
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4 °C) a p řeč i š t ěny p o m o c í extrakce na p e v n é fázi (SPE) . Použ i ty by ly kolonky 

O a s i s ™ H L B od f irmy Waters s 30 mg sorbentu o objemu 1 m l . K o l o n k y by ly 

ak t ivovány 1 ml methanolu, n á s l e d n ě 1 ml M i l l i Q vody a ekv i l i b rovány 1 ml 50% 

acetonitrilu. N á s l e d n ě by l nanesen supernatant vzo rku a promyt 30% 

acetonitrilem. Tyto pos ledn í 2 frakce by ly sesb í rány do 3 ml b o r o s i k i l á t o v ý c h 

zkumavek. Spojené frakce by ly odpa řeny p o m o c í cen t r i fugační v a k u o v é odparky 

do sucha. Suché odparky by ly v p ř ípadě po t ř eby z m r a z e n ý při -20 °C. 

3.2.2.2 Analýza vzorků LC-MS/MS 

Odparky by ly r o z p u š t ě n y ve 40 ul mobi ln í fáze (v p o č á t e č n í m s ložení : 80 % A , 

20 % B ) . Zkumavky byly s o n i k o v á n y na u l t r a z v u k o v é lázni po dobu 5 min. 

V z o r k y by ly f i l t rovány pomoc í m i k r o s p i n ů (Ciro , vel ikost pórů 0,2 um) 

a p ř e v e d e n y do c h r o m a t o g r a f i c k ý c h v ia lek se z ú ž e n ý m dnem. A n a l ý z a L C -

M S / M S byla provedena s ion izac í elektrosprejem (ESI) p o m o c í m o d u l á r n í h o 

c h r o m a t o g r a f i c k é h o sys t ému Nexera X 2 s h m o t n o s t n í de tekcí p o m o c í M S - 8 0 5 0 

s t ro j i tým k v a d r u p ó l o v ý m ana lyzá to r em. C h r o m a t o g r a f i c k é separace v sys tému 

r eve rzn í ch fází by la provedena na k o l o n ě Waters C S H ™ C18 2,1x150 mm; 

1,7 um. Solventem A by la 15 m M kysel ina m r a v e n č n í p H 3 ( t i t rováno 

hydroxidem a m o n n ý m ) a solventem B acetonitril . Separace by lo doc í l eno 

gradientovou elucí s p r ů t o k e m 0,4 ml min" 1 při 40 °C. (0-1 min 20 % B , 1-11 

min 20-80 % B , 11-13 min 100 % B , 13-18 min 20 % B ) . H m o t n o s t n í detekce 

Tab. 1: Seznam M R M přechodů analytů. Přechody jsou uvedeny ve formátu Q l m/z > Q3 m/z 
(Kolizní energie v jednotkách eV). (MRM) Multiple Reaction Monitoring, (ESI) Electrospray 
ionization. 

Analyt ESI mód M R M 1 M R M 2 M R M 3 
O P D A (-) 291,30>165,35 (20) 291,30>247,40 (19) 291,30>273,35 (18) 
J A (-) 209,35>59,00 (14) 209,35>40,90 (37) 
JA-Ile (+) 324,30>278,0 (-13) 324,30>151,20 (-15) 324,20>133,20 (-19) 
A B A (-) 263,20>153,20 (13) 263,20>204,20 (21) 263,20>219,20 (14) 
S A (-) 137,20>93,05 (21) 137,20>65,00 (29) 
I A A (+) 176,00>130,05 (-16) 176,00>77,20 (-42) 176,00>103,15 (-32) 

Interní ESI mód M R M 1 M R M 2 M R M 3 
standardy 
D 5 - O P D A (-) 296,20>170,45 (21) 296,20>252,45 (17) 296,20>278,40 (17) 
D 5 - J A (-) 214,30>61,95 (13) 214,30>42,05 (40) 
D2-JA-Ile (+) 326,30>280,00 (-13) 326,30>151,2 (-15) 326,30>133,20 (-19) 
D 6 - A B A (-) 269,25>159,25 (12) 269,25>225,25 (15) 269,25>207,20 (22) 
D 4 - S A (-) 141,20>97,10 (21) 141,20>69,10(31) 
1 3 C 6 - I A A (+) 182,05>136,05 (-16) 182,05>109,10 (-31) 182,05>81,10(-43) 
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prob íha l a v m ó d u se l ek t ivn ího z á z n a m u v í c e v y b r a n ý c h reakcí ( M R M , Multiple 

Reaction Monitoring). U vě t š iny ana ly tů by ly z a z n a m e n á v á n y 3 M R M přechody 

pro co nej spolehl ivě jš í u rčen í identity analytu ve s lož i té matrici ro s t l i nných 

pletiv. M R M p ř e c h o d y jsou uvedeny v T a b . l . 

Surová data by la z p r a c o v á n a p o m o c í softwaru LabSolut ions ver. 5,97 S P I . 

Data byla l o g - t r a n s f o r m o v á n a a v y j á d ř e n a jako molá rn í koncentrace ana ly tů 

v ro s t l i nných plet ivech za p o m o c í M S E x c e l . 

3.2.2.3 Statistická analýza výsledků LC-MS/MS 

Z v ý s l e d k ů měřen í by la provedena s ta t i s t ická ana lýza v programu Or ig in 2022. 

Homogeni ta rozptylu byla t e s t o v á n a p o m o c í Brown-Forsy the testu a dá le byla 

provedena one-way A N O V A s Tukey testem. V ý s l e d k y jsou p r e z e n t o v á n y 

jako p r ů m ě r n é hodnoty ± S D . 

3.2.3 qPCR pro stanovení hladiny mRNA 

Kvan t i t a t i vn í p o l y m e r á z o v á ř e t ě z o v á reakce v r eá lném čase ( q P C R , quantitative 

real-time polymerase chain reaction) je v dnešní době jednou 

z nej popu lá rně j š í ch metod s tanoven í m n o ž s t v í r ůzných R N A . Tato metoda 

je p o u ž í v a n á p ř e d e v š í m v diagnostice. Spolehl ivost a reprodukovatelnost zcela 

závis í na p o d m í n k á c h p roveden í experimentu a z p ů s o b u v y h o d n o c e n í v ý s l e d k ů , 

proto není m o ž n é zcela zobecnit popis t é to metody. 

Kvan t i t a t i vn í real-time P C R je z a l o ž e n a na k l a s i cké P C R s v y u ž i t í m 

spec iá ln ího t e r m o c y k l é r u , k terý v p r ů b ě h u P C R k o n t i n u á l n ě z a z n a m e n á v á 

množs tv í transkriptu. Pro m o n i t o r o v á n í p r ů b ě h u q P C R se používa j í f luorescenčn í 

barviva, k te rá m ů ž e m e rozdě l i t na nespec i f i cká i n t e rka l ačn í (např . S Y B R Green) 

a spec i f ická hybr id i začn í (např . TaqMan) . Př i p roveden í reakce s m R N A 

je m R N A nejprve p ř e v e d e n a na c D N A . Obvyk le se tato metoda p rovád í v 96-ti 

j a m k o v ý c h des t i čkách a ú r o v e ň fluorescence je z a z n a m e n á v á n a v každé jamce 

zvlášť . 

V y h o d n o c e n í a ana lýza dat u q P C R p r o b í h á na z á k l a d ě k ř ivky tání 

a m ů ž e dáva t b u ď hodnoty „abso lu tn í " , kdy z í s k á m e množs tv í s t a n o v e n é h o 

transkriptu p o m o c í po rovnán í se s tandardn í k ř ivkou nebo „ re l a t ivn í " , kdy pouze 

p o r o v n á m e množs tv í s t a n o v e n é h o transkriptu mezi d v ě m a typy vzorku (např. 

před a po ov l ivněn í ) . 
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Tato metoda by la použ i t a pro měřen í exprese genů pro chitinasu I a proteasu 

(dionain), k te ré je m o ž n é o č e k á v a t v p o r a n ě n ý c h pastech a p o p ř í p a d ě 

v p o r a n ě n ý c h a s imi l ačn ích listech ( J akšová et al., 2020). C í l em bylo zjistit, 

zda j sou geny pro tyto enzymy e x p r i m o v á n y i v n e p o r a n e n ý c h pastech 

a a s imi l ačn í ch l istech díky m e z i o r g á n o v é komunikac i . 

3.2.3.1 Příprava vzorků pro qPCR 

P ř í p r a v a v z o r k ů spoč íva la ve st imulaci l is tu a pasti p o m o c í jeh ly p o š k o z e n í m tak, 

že v ž d y by la p o š k o z e n a b u ď past a as imi lačn í čás t l i s tu , na k te ré se past nacháze l a 

byla ne tknu t á nebo by la p o š k o z e n a as imi lačn í čás t l is tu a navazuj íc í past byla 

ne tknu tá . C í l em bylo vyvola t tvorbu e l ek t r i ckých s ignálů a n á s l e d n o u aktivaci 

J A s ignální d ráhy a expresi genů účas tn í c í ch se jak t ráven í koř i s t i , tak v reakci 

rostl iny na ú tok b ý l o ž r a v c e v p o z o r o v a n ý c h čás tech rostl iny mucholapky 

p o d i v n é . Pasti , respektive as imi lačn í části l is tu byly v p r a v i d e l n ý c h 3 min 

rozestupech p r o p i c h o v á n y jeh lou po dobu 1,5 h. Ce lkem tedy by ly p o r a n ě n y 30x. 

N á s l e d n ě by ly s t i m u l o v a n é rostl iny p o n e c h á n y 16 h přes noc při p o k o j o v é t ep lo tě 

na o k e n n í m parapetu a nás leduj íc í den po st imulaci by ly po vzorky odeb rány tak, 

že past a as imi lačn í část l is tu by ly oddě l eny a ihned z m r a ž e n y v t eku tém dus íku . 

Tento časový bod by l v y b r á n na z á k l a d ě p ř edchoz í zkušenos t i s dynamikou 

exprese u mucholapky p o d i v n é ( J akšová et al., 2020). P ř i p r a v e n é vzorky by ly 

u loženy při -80 °C a n á s l e d n ě využ i t y pro ana lýzu fy tohormonů . 

Z m r a ž e n é vzorky by ly vždy po jednom h o m o g e n i z o v a n ý ve třecí misce p o m o c í 

t l oučku na suchém ledu v t e k u t é m dus íku tak, aby n e d o š l o k je j ich tán í . N á s l e d n ě 

jsem naváž i l a 50 -100 mg do 1,5 m l v y c h l a z e n é eppendorfky, p ř ida la jsem 500 ul 

če r s tvého l y z a č n í h o pufru, k terý by l p ř ip r aven dle n á v o d u v k i tu S p e c t r u m ™ 

Plant Total R N A a p r o m í c h a l a p o m o c í vortexu. Takto p ř i p r avené vzorky jsem 

dále použ i l a pro izo lac i R N A . 

3.2.3.2 Izolace RNA pomocí kombinace komerčních kitů 

Nejprve b y l pro izo lac i R N A ze v z o r k ů použ i t S p e c t r u m ™ Plant Tota l R N A kit . 

Jako první krok b y l k l y z a č n í m u pufru, k te rý by l součás t í t é to k o m e r č n í sady, 

p ř idán P-merkaptoetanol (10 ul P-merkaptoetanolu na každý 1 ml l y z a č n í h o 

pufru). P-merkaptoetanol rychle degraduje, proto se p ř idává do l y z a č n í h o roztoku 

až t ě sně před použ i t ím . Použ i t í m i x u s ta r š ího než 1 den by mohlo z p ů s o b i t sn ížení 

v ý t ě ž k u R N A . N á s l e d n ě by l mix l y z a č n í h o pufru s P-merkaptoetanolem 
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r o z p i p e t o v á n do mikrozkumavek ke 100 mg vzorku po 0,5 m l na jednu 

mikrozkumavku . Obsah b y l p r o m í c h á m p o m o c í vortexu po dobu 30 s a zah ř íván 

v termobloku při 56 °C, 3-5 min . Po inkubaci b y l obsah mikrozkumavky 

cen t r i fugován při 16000 g, po dobu 3 min, aby se odděl i l pelet. Supernatant b y l 

p ř e p i p e t o v á n na p ř e d p ř i p r a v e n é f i l t rační kolonky, v l o ž e n é do č is té sbě rné 

mikrozkumavky . N á s l e d o v a l a opě t centrifugace při 16000 g, po dobu 1 min , 

aby se odfi l t roval p ř ípadný zby lý pelet. F i l t račn í kolonky by ly vyjmuty 

a do roztoku fi l t rátu by lo p ř i d á n o 0,5 ml v a z e b n é h o roztoku. Roztok by l 

p r o m í c h á n pomoc í vortexu a p ř e p i p e t o v á n na p ř e d p ř i p r a v e n o u vazebnou ko lonku 

v č i s tých sbě rných m i k r o z k u m a v k á c h . N á s l e d o v a l a opět centrifugace při 16000 

g, po dobu 1 min . Vzh l edem k objemu roztoku fi l t rátu a v a z e b n é h o pufru by l 

tento krok proveden dvakrá t s t ím, že fi l trát by l odli t do odpadu, na ko lonku by l 

nanesen zbylý roztok a proces by l z o p a k o v á n . Sběrná kolonka by la n á s l e d n ě 

promyta 0,5 ml p r o m ý v a c í h o roztoku 1, cen t r i fuována při 16000 g, po dobu 

1 min , f i l trát by l odl i t do odpadu a v a z e b n á kolonka v r á c e n a do sběrné 

mikrozkumavky. N á s l e d o v a l o p romyt í 0,5 ml p r o m ý v a c í h o roztoku 2, 

opě t centrifugace při 16000 g po dobu 30 s, dekantace f i l t rátu a nav rácen í 

v a z e b n é kolonky do sběrné mik rozkumavky . P r o m y t í v a z e b n é ko lonky 

p r o m ý v a c í m roztokem 2 bylo provedeno dvakrá t . N á s l e d n ě by la v a z e b n á kolonka 

ve sběrné mikrozkumavce cen t r i fugována j e š t ě jednou pro v y s u š e n í a v a z e b n á 

kolonka by la p ř e s u n u t a do čis té sbě rné mikrozkumavky. N a ko lonku by lo 

naneseno 50 ul e l u č n í h o roztoku a po 1 min b y l vzorek na kolonce cen t r i fugována 

při 16000 g po dobu 1 min . E luá t by l nanesen zpě t na ko lonku a opět 

cen t r i fugován za s te jných p o d m í n e k . E l u o v a n á R N A na dně mikrozkumavky by la 

u l o ž e n a na ledu a n á s l e d o v a l o p roč i š t ěn í a z a k o n c e n t r o v á n í p o m o c í R N A Clean 

and C o n c e n t r a t o r ™ k i tu . 

P roč i š t ěn í a z a k o n c e n t r o v á n í R N A p o m o c í Clean and C o n c e n t r a t o r ™ ki tu 

se sk ládá ze dvou část í . Nejprve byla v y i z o l o v a n á R N A oše t řena D N á z o u I, 

kdy k 40 ul v y e l u o v a n é R N A bylo p ř i d á n o 5 ul D N A š t ěpného pufru a 5 ul 

D N a s y I. Takto p ř ip r avený roztok by l p o m o c í pipety p r o m í c h á n a p o n e c h á n 

15 min při p o k o j o v é t ep lo tě . S takto p ř i p r a v e n ý m vzorkem by la provedena druhá 

část R N A Clean and C o n c e n t r a t o r ™ ki tu . K 50 ul vzo rku o š e t ř e n é h o D N á z o u I 

bylo p ř i d á n o 100 ul R N A v a z e b n é h o pufru a v š e by lo ř ádně p r o m í c h á n o . 

K tomuto objemu bylo p ř i p i p e t o v á n o 150 ul 98% etanolu a celý obsah 
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Tab. 2: Tabulka zobrazuje použité primery, jejich teplotu tání (Tm°) a sekvenci. 

Název T m 0 Sekvence (5'-3') 
a c t i n F 
actin R 

63,9 
64,1 
64.1 
64.2 
64,0 
64,8 

T C T T T G A T T G G G A T G G A A G C 
C T C T C T G G A G G A G C A A C C A C 
A T G G G G C G A T G A T G A T C T T A 
C T T C T C C G C A T C A T C C T T G T 
G C T C T G C A T T T C A C C G T T T T 
A C A A T G G A G C C A A C A T C A C C 

dionain I_F 
dionain I R 
chitinasa I_F 
chitinasal R 

mikrozkumavky by l p ř e sunu t na Z y m o - S p i n IC C o l u m n kolonku u m í s t ě n o u 

ve sběrné mikrozkumavce. M i k r o z k u m a v k y s ko lonkou by ly cen t r i fugovány 

při 16000 g po dobu 30 s a filtrát by l odli t do odpadu. N a kolonku by lo naneseno 

400 p l R N A p ř í p r a v n é h o pufru, vzorky na kolonce by ly opět cen t r i fugovány 

při 16000 g po dobu 30 s a filtrát by l odli t do odpadu. N á s l e d n ě by lo na kolonku 

naneseno 700 p l R N A p r o m ý v a c í h o pufru a n á s l e d o v a l a centrifugace po dobu 

2 min při 16000 g. Odl i t í f i l t rátu do odpadu a o p ě t o v n é nanesen í 400 p l R N A 

p r o m ý v a c í h o pufru na kolonku, centrifugace po dobu 2 min při 16000 g a nakonec 

j e š t ě jedna centrifugace po dobu 2 min při 16000 g, aby se z ko lonky ods t řed i l 

p ř í padný zby lý R N A p r o m ý v a c í pufr. K o l o n k y by ly p ř e s u n u t y do čis té 

mikrozkumavky bez R N á z a p ř í m o na matrici ko lonky bylo naneseno 25 pl 

u l t r ač i s t é vody z b a v e n é D N á z a R N á z . N á s l e d o v a l a o p ě t o v n á centrifugace 

při 10000 g po dobu 1 min . V ý s l e d n á e luovaná R N A byla u l o ž e n a na ledu 

po n e z b y t n ě dlouhou dobu k p řenesen í k spektrofotometru N a n o D r o p ™ 1000 

a n á s l e d n ě u l o ž e n a při -80 °C. 

Kon t ro l a p ř í t omnos t i R N A byla provedena p o m o c í N a n o D r o p ™ 1000. 

D á l e b y l pro p řep i s do c D N A p o u ž i t i S c r i p t ™ c D N A Syntesis K i t . P o u ž i t é 

primery pro dionain, chitinázu I a re fe renční gen actin by ly d e s i g n o v á n y 

v programu Primer3plus a je j ich sekvence jsou uvedeny v Tab. 2. Roztok 

pro q P C R by l p ř i p r aven podle n á v o d u v Thermo Scientif ic M a x i m a S Y B R 

G r e e n / R O X q P C R Master M i x (2X) a pro samotnou q P C R by l použ i t program 

Q u a n t S t u d i o ™ Design and Ana lys i s spolu s p ř í s t ro jem QuantStudio5. q P C R 

p rob íha l a na 9 6 - j a m k o v ý c h des t i čkách o objemu 0,1 ml s ne spec i f i ckým 

barvivem S Y B R Green, b ě h e m 40 cyklů . V ý š e popsaný postup je p ů v o d n ě 

nav ržený tak, aby by l p roved i t e lný i s n á r o č n ý m m a t e r i á l e m , j ako je mucholapka 

p o d i v n á . 
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3.2.3.3 Izolace RNA pomocí alternativních metod 

Druhou metodou v y u ž i t o u pro i zo lac i R N A z h o m o g e n i z o v a n ý c h v z o r k ů 

mucholapky p o d i v n é byla modif ikace f e n o l - c h l o r o f o r m o v é metody extrakce 

R N A využ íva j í c í k o m e r č n ě d o s t u p n é reagencie TRIzol® Reagent. Vzh l edem 

k ná ročnos t i ma te r i á lu by la tato metoda použ i t a ve č ty řech k o m b i n a c í c h : č is tě 

za použ i t í s v y u ž i t í m TRIzol® Reagent a chloroformu dle protokolu 

d e s i g n o v a n é h o pro h u s e n í č e k rolní (A. thaliana), izolace R N A p o m o c í TRIzol® 

Reagent a chloroformu v kombinac i s Clean and C o n c e n t r a t o r ™ ki tem, izolace 

R N A p o m o c í TRIzol® Reagent a chloroformu v kombinac i s P u r e L i n k ™ R N A 

M i n i K i t e m a využ i t í pouze P u r e L i n k ™ R N A M i n i K i t u . 

V p ř í p a d ě první varianty, by la izolace p r o v á d ě n a v d iges toř i , kde by l povrch 

v p r a v i d e l n ý c h č a s o v ý c h intervalech des in f ikován 70% etanolem a n á s l e d n ě 

i p ř í p r a v k e m R N a s e Z A P ™ , s louž íc ím k e l iminac i R N á z . Do mikrozkumavky 

s h o m o g e n i z o v a n ý m vzorkem o hmotnosti 100 mg by l p ř idán 1 ml reagencie 

TRIzol® Reagent. Vzo rek b y l p r o m í c h á n p o m o c í vortexu a sk l adován na ledu. 

N á s l e d n ě by ly v š e c h n y vzorky j e š t ě jednou p r o m í c h á n y p o m o c í vortexu 

a i n k u b o v á n y po dobu 20 min při p o k o j o v é t ep lo tě . Po skončen í inkubace by lo 

p ř idáno 300 ul chloroformu a roztok b y l 20 s m í c h á n p o m o c í vortexu. 

N á s l e d o v a l a 20 min inkubace na ledu. Po inkubaci by ly vzorky cen t r i fugovány 

po dobu 30 min, při 4 °C a 16000 g. V z n i k l á v o d n á fáze by la n a p i p e t o v á n a 

do p ř e d p ř i p r a v e n ý c h a u t o k l á v o v á n ý c h mikrozkumavek o objemu 1,5 m l s 600 ul 

isopropanolu a takto p ř i p r a v e n é vzorky by ly i n k u b o v á n y přes noc při -20 °C. 

Nás leduj íc í den by ly vzorky cen t r i fugovány 30 min , při 4 °C a 16000 g, 

a supernatant b y l odli t do odpadu. Vzn ik lý pelet by l promyt 800 ul 80% etanolu 

a n á s l e d o v a l a opět centrifugace v z o r k ů po dobu 10 min při 4 °C a 16000 g 

a t eku tý obsah mikrozkumavky by l odli t do odpadu. Tento krok b y l z o p a k o v á n 

j e š t ě jednou a po d o k o n č e n í by ly mikrozkumavky p o n e c h á n y v u z a v ř e n é 

d iges toř i dos t a t ečně dlouho schnout, aby se v e š k e r ý zby lý ethanol vypař i l . 

J iž suchý pelet by l n á s l e d n ě r o z p u š t ě n v 40 ul u l t r ač i s t é vody z b a v e n é D N á z 

a R N á z o t ep lo tě 60 °C a n á s l e d n ě by la provedena kontrola p ř í t omnos t i R N A 

p o m o c í spektrofotometru N a n o D r o p ™ 1000. V z o r k y by ly u loženy při -80 °C. 

V p ř í p a d ě d r u h é varianty, kdy by l k o m b i n o v á n TRIzol® Reagent s Clean 

and C o n c e n t r a t o r ™ kitem by l postup o b d o b n ý až po př idán í 300 ul chloroformu 
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ke vzorku , kdy b y l vzorek p r o m í c h á n p o m o c í vortexu, n á s l e d n ě i n k u b o v á n 

po dobu 20 min na l edě a cen t r i fugován 30 min při t ep lo tě 4 °C a 16000 g. 

N á s l e d n ě v š a k navazuje p rávě z m í n ě n ý Clean and C o n c e n t r a t o r ™ kit. Vzn ik l á 

v o d n á fáze by la p ř e n e s e n a do čis té mikrozkumavky a dá le se p o k r a č o v a l o 

dle protokolu T R I z o l clean-up, Clean and C o n c e n t r a t o r ™ ki tu . K v o d n é fázi 

z í skané p o m o c í TRIzol® Reagent bylo p ř i d á n o 150 ul 98% etanolu, takto vzn ik lý 

roztok by l p ř e n e s e n na Z y m o - S p i n ™ IC C o l u m n ko lonku u m í s t ě n o u ve sbě rné 

mikrozkumavce. V z o r k y na k o l o n k á c h byly cen t r i fugovány při 16000 g po dobu 

30 s a f i l trát by l odlit do odpadu. N a kolonku by lo n á s l e d n ě naneseno 400 ul R N A 

p ř í p r a v n é h o pufru, mikrozkumavky s ko lonkou by ly cen t r i fugovány při 16000 g 

po dobu 30 s a f i l trát by l odli t do odpadu. N á s l e d n ě by lo na ko lonku naneseno 

700 ul R N A p r o m ý v a c í h o pufru a opět p r o b ě h l a centrifugace po dobu 2 m i n při 

16000 g. F i l t rá t by l odli t do odpadu a na ko lonku bylo o p ě t o v n ě naneseno 400 ul 

R N A p r o m ý v a c í h o pufru, centrifugace po dobu 2 min při 16000 g a nakonec j e š t ě 

jedna centrifugace po dobu 2 min při 16000 g, aby se z ko lonky ods t řed i l 

p ř í padný zby lý R N A p r o m ý v a c í pufr. K o l o n k y by ly p ř e s u n u t y do čis té 

mikrozkumavky bez R N á z a p ř í m o na matrici ko lonky bylo naneseno 40 ul 

u l t r ač i s t é vody z b a v e n é D N á z a R N á z . N á s l e d o v a l a o p ě t o v n á centrifugace 

při 10000 g po dobu 1 min. V ý s l e d n ý e luovaný roztok by l podroben D N á z a I 

oše t řen í , kdy by lo k 40 u l e luá tu p ř i d á n o 5 u l D N á z a I a D N A š t ěpného pufru. 

V š e by lo p r o m í c h á n o a i n k u b o v á n o 15 min při pokoj ové t ep lo tě . V ý s l e d n é vzorky 

byly u l o ž e n y na ledu po n e z b y t n ě dlouhou dobu k p řenesen í k spektrofotometru 

N a n o D r o p ™ 1000, kde by la ově řena p ř í t o m n o s t R N A a n á s l e d n ě by ly vzorky 

u l o ž e n y při -80°C. 

Třet í variantou by la izolace R N A p o m o c í TRIzol® Reagent v kombinac i 

s p ř eč i š t ěn ím R N A P u r e L i n k ™ R N A M i n i K i t e m . Postup izolace R N A p o m o c í 

reagencie TRIzol® Reagent by l opě t o b d o b n ý až po př idání 300 u l chloroformu 

ke vzorku , kdy b y l vzorek p r o m í c h á n p o m o c í vortexu, n á s l e d n ě i n k u b o v á n 

po dobu 20 min na ledu a cen t r i fugován 30 min při t ep lo t ě 4 °C a 16000 g. 

N á s l e d n ě by la o d e b r a n á v o d n á fáze použ i t a pro navázán í na postup u P u r e L i n k ™ 

R N A M i n i K i t u . K z í skané v o d n é fázi bylo p ř i d á n o 600 u l 100% etanolu, roztok 

b y l p r o m í c h á n p o m o c í vortexu a p ř e p i p e t o v á n na ko lonku v l o ž e n o u do sběrné 

mikrozkumavky. N á s l e d n ě by ly vzorky na k o l o n k á c h cen t r i fugovány po dobu 

15 s při 12000 g a p o k o j o v é t ep lo tě . Obsah sbě rné mikrozkumavky by l vy l i t 
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do odpadu a ko lonka by la v r á c e n a zpě t . D o s te jné kolonky byl n a p i p e t o v á n zbylý 

roztok a tento krok by l o p a k o v a n ě p r o v á d ě n do doby, než protekl v e š k e r ý t eku tý 

obsah kolonky. K o l o n k a by la po té promyta p r o m ý v a c í m pufrem I, c e n t r i f u g o v á n a 

po dobu 15 s při 12000 g a p o k o j o v é t ep lo tě . K o l o n k y by ly p ř e s u n u t y do č is té 

sběrné mikrozkumavky a n á s l e d o v a l o d ruhé p romyt í p r o m ý v a c í m pufrem II, 

centrifugace po dobu 15 s při 12000 g a p o k o j o v é t ep lo tě . Takto by lo d ruhé 

p romyt í j eš tě j ednou z o p a k o v á n o . 

A b y n e d o š l o ke kontaminaci vzorku , by ly vzorky na k o l o n k á c h cen t r i fugovány 

za ú č e l e m v y s u š e n í po dobu 1 min při 12000 g a p o k o j o v é t ep lo tě a kolonky by ly 

po té p ře sunu ty do čis té 1,5 ml mikrozkumavky. P ř í m o na suchou ko lonku by lo 

ná s l edně naneseno 40 ul u l t r ač i s t é vody z b a v e n é D N á z a R N á z a inkubace 

při p o k o j o v é t ep lo tě po dobu 1 min . Cent r i fugac í po dobu 2 min při 12000 g 

a p o k o j o v é t ep lo tě by la n á s l e d n ě e l u o v á n a R N A . Takto z í skaná R N A byla 

podrobena D N á z a I oše t ření (postup podle Clean and C o n c e n t r a t o r ™ kitu) . 

V ý s l e d n é vzorky by ly u loženy na ledu po n e z b y t n ě dlouhou dobu k p řenesen í 

k spektrofotometru N a n o D r o p ™ 1000, kde by la o v ě ř e n a p ř í t o m n o s t R N A 

a n á s l e d n ě by ly vzorky u loženy při -80 °C. 

Pos l edn í z t e s t o v a n ý c h metod bylo využ i t í pouze R N A P u r e L i n k ™ R N A M i n i 

K i t u . K j i ž h o m o g e n i z o v a n é m u vzorku by lo p ř idáno v h o d n é m n o ž s t v í l y z a č n í h o 

pufru (na 100 mg vzorku 1 ml l y z a č n í h o pufru) s P-merkaptoethanolem (10 ul 0-

merkaptoethanolu na každý 1 ml l y z a č n í h o pufru), vzorek by l p r o m í c h á n p o m o c í 

vortexu a i n k u b o v á n při p o k o j o v é t ep lo tě po dobu 3 min . Po skončen í inkubace 

byla o d e b r á n a t eku tá fáze, ke k te ré by l dle objemu př idán 98% etanol v objemu 

1,5 x objem vzorku . Směs by la p r o m í c h á n a p o m o c í vortexu a p ř e n e s e n a 

na ko lonku v l o ž e n o u do sběrné mikrozkumavky . N á s l e d n ě b y l vzorek 

cen t r i fugován po dobu 15 s při 12000 g a p o k o j o v é t ep lo tě . Obsah sběrné 

mikrozkumavky b y l vy l i t do odpadu a kolonka by la v r á c e n a zpět . D o s te jné 

kolonky by l n a p i p e t o v á n zby lý roztok a tento krok by l o p a k o v a n ě p r o v á d ě n 

do doby než protekl v e š k e r ý t eku tý obsah kolonky. D á l e metoda pokraču je s te jně, 

jako ve třet í va r i an t ě . V ý s l e d n é vzorky by ly t ak též u l o ž e n y na ledu po n e z b y t n ě 

dlouhou dobu k p řenesen í k spektrofotometru N a n o D r o p ™ 1000, kde byla 

ově řena p ř í t o m n o s t R N A a n á s l e d n ě by ly vzorky u l o ž e n y při -80 °C. 
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4 VÝSLEDKY 

Jak j i ž n á z e v t é to d i p l o m o v é p r áce napov ídá , c í lem p rak t i cké část i je sledovat 

b iofyz iká ln i a b iochemickou m e z i o r g á n o v o u komunikac i v m a s o ž r a v é ros t l ině 

mucholapce p o d i v n é . V té to kapitole j sou p r e z e n t o v á n y d o s a ž e n é v ý s l e d k y v š e c h 

měřen í , či snahy o je j ich dosažen í . 

Vzh ledem k tomu, že je z n á m o , že j e d n o t l i v é l is ty a pasti mucholapky p o d i v n é 

mezi sebou s y s t é m o v ě elektr icky nekomun iku j í (Pavlovic et al., 2017), 

p o z o r o v á n í by lo z a m ě ř e n o na komunikaci mezi as imi lačn í část í l is tu a navazuj íc í 

pas t í . Nejprve by la m ě ř e n a e l ek t r i cká m e z i o r g á n o v á komunikace, 

neboť mucholapka p o d i v n á je z n á m á p ř e d e v š í m rych los t í , kterou je schopna 

e lek t r i cké s ignály p řenáše t . Jak j i ž by lo v t eo re t i cké části p o p s á n o , e l ek t r i cké 

s igná ly spoušt í J A s ignáln í d ráhu . Proto by ly kvan t i t a t i vně m ě ř e n y fytohormony 

p o m o c í L C - M S / M S . S ignáln í d ráha J A vede v k o n e č n é m důs l edku k expresi genů 

pro t rávic í enzymy, by la tedy m ě ř e n a g e n o v á exprese v pasti a a s imi lačn í části 

l is tu p o m o c í q P C R . 

4.1 Povrchové měření elektrických signálů Ag/AgCl elektrodou 

Pro p o v r c h o v é měřen í e l ek t r i ckých s ignálů by la použ i t a v í c e k a n á l o v á aparatura 

podle I l ík et al. (2010). Nejprve byla m ě ř e n a m e z i o r g á n o v á e lek t r i cká signalizace 

mezi past í a a s imi lačn í část í l is tu, na k t e r ém se past nacháze l a . Po v y h o d n o c e n í 

v ý s l e d k ů z kvan t i t a t i vn ího měřen í f y t o h o r m o n ů p o m o c í L C - M S / M S 

byla provedena d o p l ň k o v á měřen í e l ek t r i ckých s ignálů v pasti mucholapky 

pod ivn í nejprve po p ř e d c h o z í m poraněn í (16 h p řed s a m o t n ý m m ě ř e n í m ) 

a n á s l e d n ě i po apl ikaci 50 u M A B A na celou rostl inu (aplikace A B A provedena 

24 h p řed s a m o t n ý m m ě ř e n í m ) . 

4.1.1 Paralelní měření elektrické meziorgánové komunikace mezi 

pastí a asimilační částí listu mucholapky podivné 

Nejprve by la m ě ř e n a e lek t r i cká signalizace pa ra l e lně na pasti a a s imi lačn í části 

l is tu na k t e r ém se past nacháze l a . C í l em tohoto měřen í by lo zjistit, 

zda A P g e n e r o v a n ý p o š k o z e n í m pasti v y v o l á e lek t r i cký s ignál v a s imi l ačn í část i 

l istu a naopak, zda akční po tenc iá l i n i c iovaný p o š k o z e n í m as imi lačn í části l istu 

v y v o l á e lek t r i cký s ignál v n e p o š k o z e n é pasti. P o š k o z e n í by lo provedeno vpichem 

jehly do p ř e d e m z v o l e n é část i l is tu mucholapky p o d i v n é a s ignál by l m ě ř e n 

po dobu 491 s, k a ž d ý c h 30 ms. 
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Z á z n a m z m ě n y e l e k t r i c k é h o po tenc iá lu na obr. 5 by l z í skán s ložen ím z á z n a m ů 

pa ra l e ln ího měřen í pasti a as imi lačn í část i l is tu. V tomto p ř ípadě by la jehlou 

p o š k o z o v á n a p ř e d e m u z a v ř e n á past. N a obr. 5 je o k a m ž i k poškozen í z n a č e n 

š ipkou. Past by la p ř e d e m u z a v ř e n a s t imulac í m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý b ě ž k ů , 

z d ů v o d u stability s ignálu , pokud by se past b ě h e m měřen í v l i v e m indukce 

e l ek t r i ckých s ignálů p o š k o z e n í m uzav ře l a , elektroda by se odpoj i la , ztratila 

kontakt a měřen í by muselo b ý t p ř e ru šeno . Jak je z pa r a l e ln ího z á z n a m u pa t rné , 

past na poškozen í jehlou reagovala z m ě n o u e l ek t r i ckého po t enc i á lu , kterou je 

m o ž n é popsat j ako A P vzhledem k p r ů b ě h u z á z n a m u (obr. 5). 

A P je cha rak te r i s t i cký rychlou depo la r i zac í a rychlou repo la r i zac í p l a s m a t i c k é 

m e m b r á n y . K d e ž t o v as imi lačn í část i l is tu ke z m ě n ě e l ek t r i ckého po tenc iá lu 

nedoš lo . D r o b n ý šum na z á z n a m u e l ek t r i ckého po t enc i á lu as imi lačn í části l istu 

v čase poškozen í pasti je z p ů s o b e n m a n i p u l a c í s rost l inou. 

Z á z n a m z m ě n y e l ek t r i ckého po t enc i á lu na obr. 6 by l opě t z í skán s ložen ím 

z á z n a m ů pa ra l e ln ího měřen í pasti a a s imi lačn í část i l is tu. T e n t o k r á t v š a k byla 

jehlou p o š k o z o v á n a as imi lačn í čás t l is tu. N a obr. 6 je čas poškozen í značen 

š ipkou. Past by la opět p ř e d e m u z a v ř e n a s t imulac í m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý b ě ž k ů , 

ze s te jného d ů v o d u jako v p ř e d c h o z í m p ř ípadě . Tento z á z n a m př ines l z j i š tění , 

že s a m o t n á as imi lačn í čás t l is tu nereaguje na poškozen í indukc í v ý r a z n ý c h 

e l ek t r i ckých s ignálů a v m ě ř e n é pasti na konci tohoto l is tu t ak t éž nebyla 

n a m ě ř e n a ž á d n á z m ě n a e l ek t r i ckého po tenc iá lu . D r o b n ý šum na z á z n a m u 

e l ek t r i ckého po t enc i á lu pasti v čase poškozen í a s imi lačn í část i l i s tu je z p ů s o b e n 

man ipu l ac í s rost l inou. 

Ze z í s k a n ý c h z á z n a m ů z m ě n y e l ek t r i ckého po t enc i á lu v y p l ý v á , 

že past je schopna tvoř i t e lek t r i cký s ignál , k o n k r é t n ě akční po t enc i á l , 

po p o š k o z e n í . Tento e lek t r i cký signál se v š a k nešíř í do as imi lačn í část i l is tu, 

na k t e ré se past n a c h á z í . A to i p řes to , že by se t a k o v é t o š íření e l ek t r i ckého 

po tenc iá lu dalo p ředpok láda t , vzhledem k propojen í p o š k o z e n é pasti a as imi lačn í 

část l is tu p r imárn í ž i lna t inou , jak je z n á m o u b ě ž n ý c h rost l in . 

D á l e ze z á z n a m u z m ě n y e l ek t r i ckého po tenc iá lu na obr. 6, 

kdy by la p o š k o z o v á n a as imi lačn í čás t l is tu v y p l ý v á , že a s imi lačn í čás t l istu 

ne jsp íš není schopna tvoř i t A P ani V P . M e z i o r g á n o v á e lek t r i cká signalizace tedy 

mezi past í a a s imi lačn í částí l is tu mucholapky p o d i v n é n e p r o b í h á ani j e d n í m 

směrem. 
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Obr. 5: Záznam elektrických signálů měřených pomocí vícekanálové aparatury pro povrchové 
měření elektrických signálů podle Ilík et. al (2010). Oba záznamy byly naměřeny během 1290 s, 
přičemž horní záznam označený jako „PAST" i spodní záznam označený jako ..LIST" byly 
měřeny současně, a proto jsou umístěny nad sebou. Na jednu elektrodu byla připojena past a na 
druhou elektrodu asimilační část listu, na které se pas nacházela. Poraněna byla past, jak 
znázorňuje piktogram blesku. Na záznamu elektrody umístěné na pasti můžeme pozorovat akční 
potenciál. Na záznamu elektrody umístěné na asimilační části listu nepozorujeme žádný 
elektrický signál. Reprezentativní záznam je složený ze 3 měření. Šipka označuje poranění 
pomocí jehly. 
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Obr. 6: Záznam elektrických signálů měřených pomocí vícekanálové aparatury pro povrchové 
měření elektrických signálů podle Ilík et. al (2010). Oba záznamy byly naměřeny během 1290 s, 
přičemž horní záznam označený jako „PAST" i spodní záznam označený jako „LIST" byly 
měřeny současně, a proto jsou umístěny nad sebou. Na jednu elektrodu byla připojena past a na 
druhou elektrodu asimilační část toho stejného listu, na které se past nacházela. Poraněna byla 
asimilační část listu, jak znázorňuje piktogram blesku. Jak na záznamu elektrody umístěné na 
pasti, tak na záznamu elektrody umístěné na asimilační části listu nepozorujeme žádnv 
elektrický signál. Reprezentativní záznam je složený ze 3 měření. Šipka označuje okamžik 
poranění pomocí jehly. 
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4.2 LC-MS/MS 

E l e k t r i c k é s igná ly vyvo láva j í aktivaci d ráhy J A . A n a l ý z a L C - M S / M S by la tedy 

provedena za ú č e l e m kvantifikace fy toho rmonů , p ř e d e v š í m j a s m o n á t ů 

v mucholapce p o d i v n é po po raněn í . Při po rovnán í e x p e r i m e n t á l n í c h vzo rků 

s kontrolou je v p ř í padě J A , J A - I l e j a s n ě pa t rné , že se h r o m a d í pouze 

v p o š k o z e n é části rostl iny (Obr. 7 a 8). Prekurzor cis-OPDA j i ž tak j e d n o z n a č n é 

v ý s l e d k y nemá . V p ř ípadě po raněn í pasti se cis-OPDA nehromadilo 

ani v s a m o t n é p o r a n ě n é pasti, ani v a s imi lačn í část i l is tu. V as imi lačn í části l is tu 

byla jeho koncentrace v po rovnán í s kontrolou dokonce sn ížená . V p ř ípadě 

poškozen í a s imi lačn í část i l is tu by la koncentrace cis-OPDA v p o r a n ě n é části l is tu 

z v ý š e n á oproti kontrole, avšak s v e l k ý m rozptylem hodnot (Obr. 9). 

Kvan t i t a t i vn í ana lýza I A A ukazuje, že koncentrace tohoto f y t o h o r m o n ů 

se v ž á d n é m z p ř ípadů neměn í (Obr. 10). Stejně tak kvan t i t a t ivn í ana lýza S A , 
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Obr. 7: Akumulace kyseliny jasmonové (JA) v lokálních poškozených a systémových pastech 
(fialová) a v lokálně poškozených a systémových asimilačních částech listu (zelená), 1,5 h od 
prvního poškození v mucholapce podivné (Dionaea muscipula). (PP) poraněná past, (NL) 
systémový asimilační list, (NP) systémová past, (PL) poraněný asimilační list, (KP) kontrolní 
past, (KL) kontrolní asimilační list. Naměření hodnota ± SD, n = 4, statistická analýza byla 
provedena pomocí one-way A N O V A s následným Tukey testem. Signifikantní rozdíly jsou 
znázorněny odlišnými písmeny na hranici průkaznosti P<0,05. Jednotlivé skupiny podrobené 
statistické analýze jsou barevně odlišeny: fialová, zelená. 
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Obr. 8: Akumulace isoleucin jasmonátu (JA-Ile) v lokálních poškozených a systémových 
pastech (fialová) a v lokálně poškozených a systémových asimilačních částech listu (zelená), 1,5 
h od prvního poškození v mucholapce podivné (Dionaea muscipula). (PP) poraněná past, (NL) 
systémový asimilační list, (NP) systémová past, (PL) poraněný asimilační list, (KP) kontrolní 
past, (KL) kontrolní asimilační list. Naměření hodnota ± SD, n = 4, statistická analýza byla 
provedena pomocí one-way A N O V A s následným Tukey testem. Signifikantní rozdíly jsou 
znázorněny odlišnými písmeny na hranici průkaznosti P<0,05. Jednotlivé skupiny podrobené 
statistické analýze jsou barevně odlišeny: fialová, zelená. 

kde se měn í je j í koncentrace pouze v p ř í padě p o r a n ě n é pasti. Př i po raněn í 

as imi lačn í části l is tu m ů ž e m e pozorovat m í rné zvýšen í koncentrace 

S A i v n e p o r a n e n é pasti, vzhledem k v e l k é m u rozptylu n a m ě ř e n ý c h hodnot v š a k 

není v ý s l e d e k statisticky p r ů k a z n ý (Obr. 10). 

Za j ímavý v ý s l e d e k nabíz í kvan t i t a t ivn í a n a l ý z a A B A (Obr. 9), kde je m o ž n é 

pozorovat, že při po raněn í a s imi lačn í části l is tu se A B A akumuluje jak v s a m o t n é 

p o r a n ě n é část i , tak i v pasti, k d e ž t o při po raněn í pasti se A B A n e h r o m a d í 

ani v p o r a n ě n é pasti, ani v navazuj íc í a s imi lačn í části l is tu. Z a j í m a v é 

je p o z o r o v a n í , kdy 16 hodin od o p a k o v a n é h o poranen í a s i m i l a č n í h o l is tu, strácí 

p r í s lušná past schopnost reagovat na m e c h a n i c k é podnety s v ý m rych lým 

zav řen ím . Tento f e n o m é n by l z k o u m á n v další část i . 
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Obr. 9: Akumulace kyseliny c/s-12-oxofytodienové (ds-OPDA) a kyseliny abscisové (ABA) 
v lokálních poškozených a systémových pastech (fialová) a v lokálně poškozených a 

systémových asimilačních částech listu (zelená), 1,5 h od prvního poškození v mucholapce 
podivné (Dionaea muscipula). (PP) poraněná past, (NL) systémový asimilační list, (NP) 

systémová past, (PL) poraněný asimilační list, (KP) kontrolní past, (KL) kontrolní asimilační 
list. Naměření hodnota ± SD, n = 4, statistická analýza byla provedena pomocí one-way 

A N O V A s následným Tukey testem. Signifikantní rozdíly jsou znázorněny odlišnými písmeny 
na hranici průkaznosti P<0,05. Jednotlivé skupiny podrobené statistické analýze jsou barevně 

odlišeny: fialová, zelená. 
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Obr. 10: Akumulace kyseliny salicylové (SA) a kyseliny indol-3-octové (IAA) v lokálních 
poškozených a systémových pastech (fialová) a v lokálně poškozených a systémových 
asimilačních částech listu (zelená), 1,5 h od prvního poškození v mucholapce podivné (Dionaea 
muscipula). (PP) poraněná past, (NL) systémový asimilační list, (NP) systémová past, (PL) 
poraněný asimilační list, (KP) kontrolní past, (KL) kontrolní asimilační list. Naměření hodnota 
± SD, n = 4, statistická analýza byla provedena pomocí one-way A N O V A s následným Tukey 
testem. Signifikantní rozdíly jsou znázorněny odlišnými písmeny na hranici průkaznosti P<0,05. 
Jednotlivé skupiny podrobené statistické analýze jsou barevně odlišeny: fialová, zelená. 
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4.3 Ovlivnění amplitudy AP po poškození asimilační části listu, 

nebo ošetření pasti roztokem ABA 

Je l ikož poškozen í as imi lačn í části l is tu vedlo na d ruhý den k c e l k o v é m u 

nebo č á s t e č n é m u znec i t l iven í pasti, nab í ze l a se o tázka , jes t l i z a t í m stojí inhibice 

e l ek t r i cké signalizace nebo inhibice mechanismu zav í rán í pasti. Př i měřen í 

e l ek t r i ckých s ignálů , při k t e rém by la m ě ř e n a amplituda A P v pasti na konc i 

a s imi lačn í části l is tu, k te rá by la 16 h p řed m ě ř e n í m o p a k o v a n ě p o š k o z e n a 

(Obr. 11) s te jným z p ů s o b e m jako v p ř e d c h o z í m experimentu, by la n a m ě ř e n a 

sn ížená amplituda A P v po rovnán í s kontrolou, jak je m o ž n é v idě t 
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Obr. 11: Záznam doplňkového měření amplitudy A P v pasti na konci asimilační části listu, která 
byla 16 h před měřením poškozena, (nahoře) Porovnání naměřených AP v pasti po mechanické 
stimulaci senzitivních výběžků uvnitř pasti na konci nepoškozené kontrolní asimilační části listu 
(vlevo) a na konci poškozené asimilační části listu (vpravo). Zobrazen je reprezentativní AP z n 
= 19-22. (dole). Statistické vyhodnocení naměřených hodnot velikosti amplitudy u kontrolních 
a poškozených rostlin. Naměření hodnota ± SD, n = 19 - 22, statistická analýza byla provedena 
pomocí t-testu s nerovností rozptylu. Signifikantní rozdíly jsou znázorněny ** na hranici 
průkaznosti P<0,01. 
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na r e p r e z e n t a t i v n í c h z á z n a m e c h z p o v r c h o v é h o měřen í z m ě n y e l ek t r i ckého 

po tenc iá lu na obr. 11. V ý s l e d e k měřen í by l potvrzen statistickou ana lýzou , 

k te rá potvrdi la statisticky v ý z n a m n ý rozdí l mezi ve l ikos t í amplitudy A P 

u kon t ro ln í ch rost l in a rostl in po poškozen í a s imi lačn í části l is tu. U p o š k o z e n ý c h 

rost l in by ly čepe le past í na konci p o š k o z e n é as imi lačn í část i l is tu k o n k á v n e 

p rohnu té . Po st imulaci m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý b ě ž k ů uvn i t ř t ě ch to past í se nav íc 

zav í ra ly ve lmi pomalu nebo se nezav í ra ly v ů b e c . 

Je l ikož z v ý s l e d k ů ana lýz f y t o h o r m o n ů p o š k o z e n é as imi lačn í část i l is tu v y p l ý v á 

z ře jmý s y s t é m o v ý ná růs t koncentrace pouze v p ř í padě A B A , by l o t e s tován ú č i n e k 

exogénn i aplikace 50 u M A B A na vel ikost amplitudy (Obr. 12). 
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Obr. 12: Záznam doplňkového měření amplitudy A P v pasti na konci asimilační části listu, na 
kterou byl 24 h před měřením aplikován 50 juM roztok A B A . (nahoře) Porovnání naměřených 
A P v pasti po mechanické stimulaci senzitivních výběžků uvnitř pasti na konci neošetřené 
kontrolní asimilační části listu (vlevo) a na konci asimilační části listu po aplikaci roztoku A B A 
(vpravo). Zobrazen je reprezentativní A P z n = 23 - 26. (dole). Statistická analýza naměřených 
hodnot velikosti amplitudy u kontrolních rostlin a rostlin po aplikaci roztoku A B A . Naměření 
hodnota ± SD, n = 23 - 26, analýza rozptylu byla provedena pomocí t-testu s nerovností rozptylu. 
Signifikantní rozdíly jsou znázorněny *** na hranici průkaznosti P<0,001. 
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Sta t i s t ická ana lýza i zde potvrdi la statisticky v ý z n a m n ý rozdí l ve ve l ikos t i 

amplitudy mezi kon t ro ln ími pastmi a pastmi oše t ř enými roztokem A B A . 

A v š a k pasti o še t ř ené roztokem A B A , na rozdí l od past í na p o š k o z e n ý c h 

a s imi l ačn í ch l istech, reagovaly na m e c h a n i c k é p o d r á ž d ě n í c i t l ivých v ý č n ě l k ů 

jako pasti kon t ro ln í ch rost l in mucholapky p o d i v n é . Z toho v y p l ý v á , že akumulace 

A B A vede k inh ib ic i amplitudy A P , ale není z o d p o v ě d n á za necit l ivost pas t í , 

na k te ré se spíš podí l í mechanismus zav í rán í past í . 

4.4 Optimalizace protokolu izolace RNA z mucholapky podivné pro 

qPCR 

I p řes to, že by la kombinace ki tů S p e c t r u m ™ Plant Total R N A ki t a R N A Clean 

and C o n c e n t r a t o r ™ n a v r ž e n a tak, aby by lo m o ž n é izolovat R N A 

i z tak n á r o č n é h o ma te r i á lu , jako je mucholapka pod ivná , doš lo k p r v n í m po t í ž ím 

j i ž při použi t í k i tu S p e c t r u m ™ Plant Total R N A kit . V kroku, kdy by lo p ř i d á n o 

0,5 m l v a z e b n é h o roztoku k f i l t rátu v mikrozkumavce, se po p r o m í c h á n í p o m o c í 

vortexu tvoř i ly ku l i čky ge lové struktury na dně sbě rné mikrozkumavky . 

Tyto ge lové ku l i čky by ly p ř e n e s e n y na v a z e b n é kolonky a postup p roza t ím nebyl 

m ě n ě n . U n ě k t e r ý c h v a z e b n ý c h kolonek d o c h á z e l o k zadržen í část i vzo rku , 

a by lo tak nu tné něk te ré kolonky centrifugovat o p a k o v a n ě . Vzh ledem k tomu, 

že nav ržený postup při d ř ívě j š ím použ i t í vedl k ú s p ě š n é i zo lac i R N A , 

za t ím n e d o š l o k jeho opt imal izaci . N a kit u r čený k i zo lac i R N A bylo n a v á z á n o 

ki tem R N A Clean and C o n c e n t r a t o r ™ , který s louží k p roč i š těn í 

a z a k o n c e n t r o v á n í i z o l o v a n é R N A . Po měřen í p o m o c í , N a n o D r o p ™ 1000 

z a ř a z e n é h o pro ověřen í p ř í t omnos t i R N A před samotnou q P C R by lo z j i š těno , 

že vzorek neobsahuje t é m ě ř ž á d n o u R N A a protokol b y l tedy n á s l e d o v n ě 

upraven: 

1. L y z a č n í roztok s P-merkaptoethanolem b y l obohacen 

o 2% po lyv iny lpo lypyr ro l idon ( P V P P ) , k terý v á ž e sekundárn í metabolity 

a mohl by tak zab rán i t ucpán í kolonky. 

2. B y l o sn í ženo množs tv í vzo rku ze 100 mg na 50 mg. 

3. Po homogenizaci ma te r i á lu by l p ř idán d v o j n á s o b n ý objem l y z a č n í h o 

roztoku (mís to 500 ul by l použ i t 1 ml) . 

4. Př i použi t í S p e c t r u m ™ Plant Total R N A ki tu bylo na ko lonku s n a v á z a n o u 

R N A p ř i d á n o 500 ul etanolu a n á s l e d o v a l a cent r i fugací 1 min při 16000 g. 
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5. B y l zvýšen poče t k roků s p r o m ý v a c í m pufrem ze 2 na 3. 

V p ř ípadě S p e c t r u m ™ Plant Total R N A ki tu se po p r o v e d e n í ú p r a v 

j i ž ne tvoř i ly ge lové ku l i čky na dně sbě rné zkumavky a po př idán í kroku 

s etanolem (4.) po navázán í R N A na ko lonku , protekl ko lonkou v e š k e r ý obsah. 

G e l o v é ku l i čky se t en tok rá t v y s r á ž e l y až při použi t í R N A Clean 

and C o n c e n t r a t o r ™ ki tu po inkubaci s D N á z o u I. N á s l e d o v a l o opět měřen í 

p o m o c í spektrofotometru N a n o D r o p ™ 1000 a vzhledem k celkem u s p o k o j i v ý m 

v ý s l e d k ů m nás l edova l p řep i s R N A do c D N A u v y b r a n ý c h v z o r k ů s ne jvyšš í 

koncen t r ac í R N A za p o m o c í i S c r i p t ™ c D N A Syntesis K i t u a postup na Thermo 

Scientif ic M a x i m a S Y B R G r e e n / R O X q P C R Master M i x (2X) a samotnou q P C R 

(40 cyk lů ) na 9 6 - j a m k o v ý c h des t i čkách o objemu 0,1 ml za použi t í programu 

Q u a n t S t u d i o ™ Design and Ana lys i s spolu s p ř í s t ro jem QuantStudio5. V ý s l e d k y 

vyš ly opět r o z p o r u p l n é . N a m ě ř e n é hodnoty nebyly s tabi lní u r e g e r e n č n í h o genu 

(actiri) ani u genu pro chitinasu I a dionain ve vzo rc í ch , kde lze expresi t ě ch to 

genů očekáva t , tedy ve v z o r c í c h z í s k a n ý c h z p o š k o z e n ý c h past í . 

Pro třetí pokus b y l proto zvolen nový postup pro i zo lac i R N A a to p o m o c í 

metody f e n o l - c h l o r o f o r m o v é metody s v y u ž i t é m reagencie TRIzol® Reagent 

spolu s P u r e L i n k ™ R N A M i n i K i t e m v něko l i ka k o m b i n a c í c h , jak bylo p o p s á n o 

v kapitole „ M e t o d y " . 

B y l y p ř i p r aveny če r s tvé vzorky dle p o p s a n é h o postupu, pouze s t ím rozd í l em, 

že pasti ani l isty nebyly p o š k o z e n y . V z o r k y m ě ř e n é p o m o c í spektrofotometru 

N a n o D r o p ™ 1000 z kombinace využ i t í TRIzol® Reagent s p ř eč i š t ěn ím R N A 

P u r e L i n k ™ R N A M i n i K i t e m by ly zcela bez R N A , tento postup b y l tedy ihned 

v y l o u č e n , n a v í c u t é to varianty d o c h á z e l o po př idání 100% etanolu k v o d n é fázi 

z í skané p o m o c í TRIzol® Reagent k t vo rbě b í lé s r ažen iny . V ý s l e d k y za použi t í 

pouze P u r e L i n k ™ R N A M i n i K i t u m ě l y v e l m i n ízký v ý t ě ž e k R N A a zá roveň 

ve lmi v y s o k é zneč i š t ěné , tento postup byl tedy t aké v y l o u č e n . 

Nejs l ibně j i se j e v i l o využ i t í reagencie TRIzol® Reagent pro i zo lac i R N A 

a dá le postupovat s te jně j ako v p ů v o d n í m protokolu a n a v á z a t R N A Clean 

and C o n c e n t r a t o r ™ ki tem. Po i zo lac i R N A za použi t í TRIzol® Reagent by la 

z í skána R N A o v y s o k é koncetraci, s tá le v š a k ve lmi z n e č i š t ě n á a n á s l e d o v a l o 

přeč i š těn í p o m o c í R N A Clean and C o n c e n t r a t o r ™ ki tu . Pa ra l e lně by la t e s t ována 

i varianta za použi t í f e n o l - c h l o r o f o r m o v é metody s reagenc i í TRIzol® Reagent 

a vzorky z o b o u n a v r ž e n ý c h pos tupů , by ly ná s l edně m ě ř e n y p o m o c í př í s t ro je 
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spektrofotometrem N a n o D r o p ™ 1000 spo lečně . V ý s l e d k y z k o n t r o l n í h o měřen í 

o v š e m vyš ly opět znepoko j ivé , neboť koncentrace R N A u obou skupin v z o r k ů 

byla n a m ě ř e n a nu lová . A obě metody by ly tedy v y l o u č e n y . 

B o h u ž e l se n e p o d a ř i l o vy izo lova t R N A z mucholapky p o d i v n é ž á d n ý m z v ý š e 

u v e d e n ý c h pos tupů a vzhledem k absenci v z o r k ů pro q P C R , nebyla q P C R 

u s k u t e č n ě n a s v ý s l e d k e m v h o d n ý m k prezentaci v té to d i p l o m o v é prác i . 
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5 DISKUSE 

Mucho lapka p o d i v n á si v y v i n u l a schopnost lapit hmyz mechanizmem, 

který je p r a v d ě p o d o b n ě e v o l u č n ě o d v o z e n ý ze s ignální d ráhy obrany 

před b ý l o ž r a v ý m i organismy (Pavlovic a Mithofer , 2019). V n e m a s o ž r a v ý c h 

ros t l inách docház í při poškozen í l is tů k indukc i V P , č ímž se aktivuje J A s ignální 

d ráha nejen v m i s t e po raněn í , ale i v o d l e h l ý c h čás tech rostl iny díky šíření 

e l ek t r i ckých a c h e m i c k ý c h s ignálů na dlouhou v z d á l e n o s t (Koo et al., 2009; 

Mousav i et al., 2013; Toyota et al., 2018). V mucholapce p o d i v n é s y s t é m o v á 

o d p o v ě ď v š a k nebyla z a z n a m e n á n a ani v odpověd i na po raněn í , ani k r m e n í 

hmyzem, oba st imuly generuj í s tejné loká ln í A P (Pavlovic et al., 2017). 

Vzh ledem k tomu, že mucholapka p o d i v n á v y u ž í v á A P k lapení koř is t i 

a t ím k dop lněn í p o t ř e b n ý c h ž iv in , nabíz í se o tázka , zda A P g e n e r o v a n é 

p o š k o z e n í m l is tu je mucholapkou podivnou r o z p o z n á n o jako s ignál k zavřen í 

pasti nebo k akt ivaci o b r a n n é reakce. A nav íc , zda se A P g e n e r o v a n é s t imulac í 

m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý b ě ž k ů uvn i t ř pasti mucholapky p o d i v n é šíří 

a l e spoň do as imi lačn í části t é h o ž l is tu a v y v o l á v á p ř í p a d n o u o d p o v ě ď , či n i k o l i . 

Mucho lapka je un iká tn í t ím, že při p o š k o z e n í generuje A P mí s to V P , k terý je 

t y p i c k ý ý m e l ek t r i ckým s igná lem při m e c h a n i c k é m poškozen í . 

C í l em p rak t i cké část i té to d i p l o m o v é p ráce bylo sledovat b iofyz iká ln i 

a b iochemickou m e z i o r g á n o v o u komunikaci v mucholapce p o d i v n é , k te rá se j ev í 

jako v h o d n ý expe r imen tá ln í objekt. Loká ln í a s y s t é m o v á e lek t r i cká signalizace 

mezi pastmi té to m a s o ž r a v é rostl iny v odpověd i na lapení koř is t i by l a j i ž d ř íve 

s l edována v práci P a v l o v i c et al. (2017), kde by lo po m e c h a n i c k é stimulaci 

m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý b ě ž k ů v pasti mucholapky p o d i v n é p o m o c í hmyzu 

n a m ě ř e n o v e l k é m n o ž s t v í A P v loká ln í pasti a ž ádné A P v pasti sy s t émové . 

Tento experiment b y l o p a k o v á n něko l ik rá t se s te jným v ý s l e d k e m , e lek t r i cký 

signál se z loká ln í s t i m u l o v a n é pasti do os ta tn ích s y s t é m o v ý c h past í neš í ř í , 

což je v kontrastu se s y s t é m o v ý m š í řen ím e l ek t r i ckých s igná lů po poraněn í 

v m o d e l o v é ros t l ině Arabidopsis thaliana (Mousav i et al., 2013). V rámci 

v ý z k u m u pro v y p r a c o v á n í t é to d i p l o m o v é p r áce by la tedy k o n k r é t n ě s l edována 

m e z i o r g á n o v á komunikace v odpověd i na po raněn í mezi past í a a s imi lačn í částí 

l istu mucholapky p o d i v n é . Nejprve by ly pa ra l e lně p o v r c h o v ě m ě ř e n y e lek t r i cké 

s ignály v pasti a as imi lačn í část i l is tu. Vzh ledem k v ý s l e d k ů m m ě ř e n í , je pa t rné , 
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že se e l ek t r i cké s igná ly g e n e r o v a n é v pasti v odpověd i na po raněn í nepřenáš í 

ani do as imi lačn í části l is tu mucholapky p o d i v n é . Tento v ý s l e d e k je v souladu 

s pracemi V o l k o v et al. (2007, 2008, 2013), kde A P i n d u k o v a n é t en tokrá t 

mechanickou s t imulac í v pasti do as imi lačn í část i l is tu t aké nep roš l i . 

Je tedy m o ž n é tvrdit, že tyto dvě část i l is tu mucholapky p o d i v n é nejsou navzá jem 

elektr icky p ropo j ené bez ohledu na druh p o d n ě t u j sou elektr icky n e z á v i s l é . 

E l ek t r i cká signalizace u mucholapky p o d i v n é s louží k lapení koř is t i , 

zdá se tedy log ické , že by by la tato signalizace omezena pouze na st imulovanou 

past. Vzh l edem k ene rge t i cké ná ročnos t i produkce t r áv ic í ch e n z y m ů by bylo 

pro mucholapku podivnou ve lmi n e v ý h o d n é , kdyby se při lapení koř is t i jednou 

pas t í , zavře ly i v š e c h n y osta tní pasti na ros t l ině a z a č a l y produkovat t rávic í 

enzymy. I L C - M S / M S kvan t i t a t ivn í ana lýza f y t o h o r m o n ů J A a J A - I l e v té to 

d i p l o m o v é práci potvrzuj í absenci s y s t é m o v é odpověd i a tedy i absenci J A a J A -

Ile m e z i o r g á n o v é komunikace v mucholapce p o d i v n é . E s c a l a n t e - P e r é z et al. 

(2011) v šak ve své práci tvrd í , že v mucholapce p o d i v n é existuje m e z i o r g á n o v á 

komunikace v p o d o b ě j a s m o n á t ů h r o m a d í c í c h se v s y s t é m o v ý c h pastech 

po apl ikaci l m M coronatinu na lokální past. Coronat in je s t ruk tu rně p o d o b n ý J A -

Ile a je j e j ím m o l e k u l á r n í m agonistou, č ímž se snaži l i v pasti simulovat akt ivaci 

s ignální d ráhy kysel iny j a s m o n o v é . Po 3-24 h od aplikace naměř i l i zvýšenou 

koncentraci c / s - O P D A v s y s t é m o v é pasti. Au to ř i tohoto experimentu v ý s l e d k y 

interpretovali j ako existenci j a s m o n á t o v é s y s t é m o v é odpověd i . Lapen í j e d n é 

kořis t i dle au torů č lánku vede k t v o r b ě c / s - O P D A a jeho transportu 

do s y s t é m o v ý c h pas t í mucholapky p o d i v n é , k t e ré j sou pak p ř e d p ř i p r a v e n é 

na po tenc iá ln í p ř í chod další koř i s t i . Experimenty tohoto typu se v minulost i čas to 

použ íva ly pro interpretaci v ý s l e d k u e n d o g e n n ě a k u m u l o v a n ý c h j a s m o n á t ů , by ly 

v š a k j i ž v době svého v z n i k u ho jně k r i t i zovány ( K o o a Howe, 2009). 

Takto p o p s a n á s y s t é m o v á o d p o v ě ď za t ím nebyla p o z o r o v á n a p ř i rozeně 

po stimulaci m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý b ě ž k ů ani po po raněn í a tedy u p ř i r ozeně 

se akumulu j í c í ch j a s m o n á t ů (Pavlovic et al., 2017). Neschopnost mucholapky 

p o d i v n é rozeznat poškozen í od m e c h a n i c k é stimulace m e c h a n o s e n z i t i v n í c h 

v ý b ě ž k ů v pasti je dána e v o l u č n ě , o d v o z e n í m schopnosti rozpoznat p ř í t o m n o s t 

koř is t i a j e j í h o lapení od reakce rostl iny na poškozen í b ý l o ž r a v c e m (Pavlovic 

et al, 2017). 
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I p řes to , že se na ú rovn i J A m e z i o r g á n o v á komunikace mezi past í a as imi lačn í 

částí l is tu nepotvrdila, v ý s l e d k y ana lýzy fytohormonu A B A by mohly podpoř i t 

existenci komunikace mezi pas t í a a s imi lačn í částí l is tu mucholapky pod ivné . 

Fytohormon A B A reguluje o t ev řenos t p r ů d u c h ů a t ím v o d n í r ež im rostl iny, 

č ímž se podí l í na och raně rostl in p řed nedostatkem vody. E s c a l a n t e - P e r é z et al. 

(2011) ve své práci tvrd í , že vzhledem k tomu, jak je t ráven í koř is t i v lokáln í 

pasti n á r o č n é na m n o ž s t v í vody s ek re tované v t rávic í t e k u t i n ě , reguluje 

mucholapka ci t l ivost svých past í p o m o c í A B A . Jestli by ly mucholapky vystaveny 

suchu a akumulovaly A B A e n d o g e n n ě , nebo by ly vystaveny exogénn i apl ikaci 

50 u M A B A vede dle au torů v obou p ř í p a d e c h ke znec i t l iven í pasti vůč i stimulaci 

m e c h a n o s e n z i t i v n í c h v ý b ě ž k ů a je tedy nu tný větš í poče t do teků k r y c h l é m u 

uzavřen í t é to pasti. Autoř i na z á k l a d ě toho p ř e d p o k l á d a l i , že A B A snižuje 

amplitudu A P , což m á za n á s l e d e k p rávě po t ř ebu v í c e do teků c i t l ivých v ý b ě ž k ů 

k uzav řen í pasti než v pastech n e s t r e s o v a n ý c h V l i v e m působen í A B A je tedy 

dle E s c a l a n t e - P e r é z et al. (2011) ov l i vněna schopnost pasti rozeznat koř is t 

a uzav ř í t se. Z L C - M S / M S měřen í p r e z e n t o v a n ý c h v t é to d i p l o m o v é práci 

vyp lývá , že se v p ř í padě po raněn í a s imi lačn í části l is tu zvyšu je koncentrace A B A 

i v n e p o r a n e n é pasti a na d ruhý den schopnost pasti o d p o v ě d ě t na m e c h a n i c k ý 

stimul v ý r a z n ě k lesá . N a z á k l a d ě t ě c h t o v ý s l e d k ů by ly n a v r ž e n y další 

experimenty a m ě ř e n y e lek t r i cké s ignály po st imulaci m e c h a n o s e n z i t i v n í c h 

v ý b ě ž k ů v pastech, k te ré se nacháze ly na p o r a n ě n ý c h a s i m i l a č n í c h čás tech l is tu 

(16 h p řed m ě ř e n í m ) . V ý s l e d k y měřen í ukazu j í , že se amplituda A P v t ěch to 

pastech opravdu p r ů k a z n ě snižuje a past se v ý r a z n ě pomaleji uzav í r á . 

Pastresguje až na větš í poče t podně tů , p ř í p a d n ě se nezav í r á v ů b e c . 

Pasti na konc í ch p o š k o z e n ý c h a s imi l ačn í ch čás tech l is tu by ly nav íc čas to 

k o n k á v n e p r o h n u t é . Ve l ikos t amplitudy A P je pro ochotu pasti se uzav ř í t ve l ice 

dů lež i tá a vykazuje kumula t i vn í charakter, p ř i č e m ž past se uzav í r á až po dosažen í 

u rč i t é souhrne p r a h o v é hodnoty depolarizace ( V o l k o v et al., 2009; Suda et al., 

2020). Samotný mechanizmus uzav řen í pasti je dán náh lou z m ě n o u tlaku vody 

mezi vnějš í a vn i t řn í stranou pasti, při k te ré dojde ke z m ě n ě k o n v e x n í h o tvaru 

pasti na k o n k á v n i ( E s c a l a n t e - P e r é z et al., 2014). O t á z k o u tedy je, zda neochota 

pastí se uzav ř í t je z p ů s o b e n a sn íženou amplitudou A P nebo n a r u š e n í m zásoben í 

pasti vodou a t ím sn í ženým turgorem. V z h l e d e m k r o z s á h l é m u poškozen í 

p r imárn í ž i lna t iny as imi lačn í část i l is tu. A b y bylo m o ž n é si na tuto o tázku 
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odpovědě t , by lo provedeno měřen í e l ek t r i ckých s ignálů v mucholapce p o d i v n é 

po 24 h od oše t řen í past í 50 u M roztokem A B A . Z v ý s l e d k ů měřen í o še t ř ených 

past í v y p l ý v á , že A B A je z o d p o v ě d n á za snížení amplitudy A P , ale nezpůsobu je 

zpoma len í uzav í rán í past í ani nesn ižu je poče t s t imulů p o t ř e b n ý c h k j e j í m u 

uzav řen í , jak by lo p o z o r o v á n o v p ř e d c h o z í m experimentu s p o r a n ě n o u as imi lačn í 

částí l is tu. Vzh l edem k tomu, že exogénn i aplikace A B A n e z p ů s o b i l a inh ib ic i 

uzav í rán í past í navzdory sn ížené a m p l i t u d ě A P , je inhibice zav í r án í pastí 

po po raněn í as imi lačn í část i l is tu z p ů s o b e n a j i n ý m mechanizmem než je p ř ímý 

ú č i n e k A B A . T í m t o mechanizmem je p r a v d ě p o d o b n ě na ru šený v o d n í rež im. 

P r o t o ž e plet iva mucholapky p o d i v n é j sou ve lmi neš t andar tn í mate r iá l a druh 

rostliny nepat ř í ú p l n ě mezi m o d e l o v é organismy, nebylo m o ž n é dovés t q P C R 

ana lýzu do konce. V e š k e r é t e s t o v a n é metody byly u p r a v o v á n y dle ne j různě j š ích 

rad a s tále se objevovaly n o v é p ř e k á ž k y . V p r ů b ě h u izolace R N A se tvoř i l i 

ku l ičky ge lové struktury, b í lá s ražen ina , k te rá neš la rozpustit nebo se u c p á v a l y 

kolonky. A když už se zdá lo , že by la izolace ú s p ě š n á , kon t ro ln í měřen í 

spektrofotometrem N a n o D r o p ™ 1000 u k á z a l o ve lmi n í zkou koncentraci R N A 

ve vzorku nebo v y s o k é zneč i š těn í g u a n i d i n o v ý m i solemi, k te ré je čas to ved le j š ím 

efektem využ i t í reagencie TRIzol® Reagent. M i m o z m í n ě n ý c h metod provedla 

M g r . Mar t ina K o p e č n á , P h . D . pokus o i zo lac i R N A z mucholapky p o d i v n é 

i c i t r á tovou metodou, k te rá v š a k t aké nebyla ú s p ě š n á i p ř e s vysokou ú č i n n o s t 

metody. H l a v n í m d ů v o d e m , p roč nebylo možn í R N A z mucholapky p o d i v n é 

izolovat je ne jsp íš v y s o k á koncentrace s ekundá rn í ch me tabo l i t ů a an tokyanů , 

což je z p ů s o b e n o p o d m í n k a m i , ve k t e rých by ly pro mucholapky p o d i v n é 

pěs továny . 

Opt imal izace metody pro i zo l ac i R N A z mucholapky p o d i v n é , p ř e d e v š í m 

z rostl in p ě s t o v a n ý c h na s l u n e č n é m s tanoviš t i se sice n e p o d a ř i l o do t áhnou t 

do z d á r n é h o konce při v y p r a c o v á v á n í t é to d i p l o m o v é p ráce , na p o č á t k u v š a k 

optimalizace ani nebyla j e j ím c í lem. R o z h o d n ě se v š a k stala p ř e d m ě t e m da l š ího 

snažen í . 
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6 ZÁVĚR 

Z e x p e r i m e n t ů p r o v e d e n ý c h v p r a k t i c k é část i t é to d i p l o m o v é p ráce v y p l ý v á , 

že as imi lačn í čás t l is tu a pasti nejsou elektr icky propojeny a že mucholapka 

p o d i v n á na rozdí l od b ě ž n ý c h rost l in n e v y u ž í v á elektr ickou s y s t é m o v o u 

s ignal izaci . Je l ikož se e l ek t r i cké s igná ly v ros t l inách upla tňuj í ze jména 

při o b r a n n ý c h r eakc í ch rostl in, kde je t a k o v á s y s t é m o v á reakce žádaná , je m o ž n é , 

že v m a s o ž r a v ý c h ros t l inách , kde se upla tňuj í při chytán í koř is t i naopak t aková 

reakce ž á d a n á není a by la e v o l u č n ě po t l ačena . Navzdory absenci e l ek t r i cké 

s y s t é m o v é odpověd i rostl iny, v š a k as imi lačn í část l is tu a past spolu komunikuj i , 

co dokazuje z v ý š e n á s y s t é m o v á akumulace A B A v pasti po po raněn í l is tu, 

k te rá stojí za sn ížen ím amplitudy A P v pasti. 

V souladu s absenc í s y s t é m o v é e l ek t r i cké signalizace je i absence s y s t é m o v é 

akumulace j a smoná tů . Ty se dokáž í akumulovat pouze v p o r a n ě n é m typu pletiva 

bez rozd í lů , zdal i se j e d n á o past nebo list. Mucho lapka p o d i v n á tedy n e v y u ž í v á 

b iofyz iká ln i ani b iochemickou s y s t é m o v o u s ignal izaci . V ý s l e d k y z q P C R 

ana lýzy m ě l y ukáza t , jest l i je J A s c h o p n á aktivovat expresi genů kóduj íc ích 

t rávic í enzymy i v a s imi l ačn í ch listech, nebo jest l i m á tuhle schopnost J A jenom 

v pasti (t.j. p l e t i v o v á specificita exprese). V ý s l e d k y z q P C R o v š e m bohuže l 

nejsou nyní k d i spoz ic i . 

P ř e k á ž k y , k te ré se vysky t ly v p r ů b ě h u v ý z k u m u pro tuto d ip lomovou práci 

by v š a k n e m ě l y zůs ta t bez p o v š i m n u t í a j i ž dnes se na je j ich ods t raněn í vytrvale 

pracuje. Opt imal izace protokolu pro i zo lac i R N A z mucholapky p o d i v n é 

p ě s t o v a n é na slunci je p rvn ím krokem k z í skán í p o t ř e b n ý c h in formac í pro další 

v ý z k u m . 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLU A ZKRATEK 
A P akční po tenc iá l 

c m s " 1 centimetr za sekundu 

G L R G L U T A M A T E - R E C E P T O R - L I K E kaná ly 

mm- s"1 mil imetr za sekundu 

m M (uM) mi l imo lá rn í koncentrace ( m i k r o m o l á r n í koncentrace) 

R O S reak t ivn í formy kys l íku 

SP sys t émový po tenc iá l 

L C - M S / M S K a p a l i n o v á chromatografie v kombinac i s tandemovou 

h m o t n o s t n í spek t romet r i í 

q P C R Kvan t i t a t i vn í p o l y m e r á z o v á ř e t ězová reakce v r e á l n é m 

čase 

V P var iační po tenc iá l 
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