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Cile
Cilem teoretické casti této diplomové prace je zpracovat reSerSi na téma
elektrické signaly, vyvolavajici aktivaci signalni drahy kyseliny jasmonové
a naslednou expresi genu pro travici enzymy v mucholapce podivné.

Cilem experimentalni c¢asti této diplomové prace je sledovat biofyzikalni
a biochemickou meziorganovou komunikaci mezi pasti a asimilacni Casti listu
mucholapky podivné a to v podob¢ elektrické signalizace, aktivace signalni drahy

kyseliny jasmonové a navazujici exprese travicich enzymu.



1 UVOD

Rostliny se na rozdil od zvifat nemohou pohybovat a musely si tak vyvinout
sofistikované systémy vnimani zmeén okoli, aby mohly na plsobici faktory
vnéjsiho prostiedi rychle a efektivné reagovat aktivaci obrannych mechanismu,
které maji za cil zachovat homeostazu a zabranit poSkozeni nebo smrti rostliny.
Mezi tyto obranné mechanismy patfi napfiklad zmény v expresi genu,
respiraCnich a fotosyntetickych dé&jich nebo v produkci fytohormont.
Tyto obranné mechanismy si vSak nékteré rostliny pfizpusobily k obrazu svému,
aby se vypofadaly s nedostatkem zivin v pudé. Pasti masozravé rostliny
mucholapky podivné (Dionaea muscipula Ellis) jsou v ziskavani zivin z kofisti
extrémné efektivni, ¢imz kompenzuji nedostatek Zivin v pidé. Ziviny ziskané
z kofisti navic stimuluji fotosyntézu, ve které pasti pfili§ nevynikaji,
¢imz kompenzuji své nedostatky a tedy i rust celé rostliny a jeji plodnost.
Vzhledem k tomu, Ze se schopnost lapit kofist u mucholapky podivné vyvinula
ze signalni drahy kyseliny jasmonové, vyuzivané v nemasozravych rostlinach
k obrané pifed bylozravci, maji tyto dvé signalni drahy mnoho spole¢ného.
Obé drahy jsou aktivované elektrickymi signaly, které vyvolaji akumulaci
jasmonatl v poranéné casti rostlin nebo v pasti, ktera lapila kofist. U bézné
rostliny se vSak signaly informujici o poranéni §ifi nejen lokalné v misté
poranéni, ale i do vzdalenych c¢asti rostliny, B€zné rostlina tak mohou aktivovat
signalni dradhu obrany pfed bylozravcem v podstaté v celém rostlinném téle,
a pripravit se tak na dalsi utok. Jak je to ale u rostlin masozravych? Z vysledkt
dfive publikovanych vyzkumnych praci vyplyva, ze pasti mucholapky podivné
mezi sebou nekomunikuji, protoze v zdjmu mucholapky je lapit co nejvetsi pocet
kofisti a tim ziskat co nejveétsi mnozstvi potfebnych zivin. Coz by v pfipadé,
ze by se vSechny pasti zaviely najednou, kdyz by se na jedné z nich nachéazela
kofist, nebylo mozné. Znamena to tedy, ze meziorgdnova komunikace
v mucholapce podivné zcela chybi nebo je jen omezena? A pravé feSeni této

otazky je cilem predlozené diplomové prace.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Elektrické signaly v rostlinach

Elektrické signaly popsal poprvé u rostlin pied vice nez 230 lety Berthelon (1783)
a zanedlouho poté i u zivo¢ichi Galvani (1791). Elektrické signaly se tak staly
novou studijni disciplinou, pro kterou byly vyuzivany vyhradné masozravé
rostliny po vice nez stoleti, diky jejich schopnosti rychlého pohybu. V té dobé
byly elektrické signaly jedinou znamou intracelularni signalizaci, nez Darwin
(1881) ve své praci vznesl domnénku o existenci chemickych signala
v rostlindch. Je nutné si uvédomit, ze vyzkum elektrické signalizace v rostlinach
stale probihal pfevazné na rostlinach masozravych, u kterych bylo mozné
pozorovat rychly pohyb. Neni tedy divu, ze ve 20. stoleti doSlo ke zpochybnéni
existence elektrickych signald v béznych rostlinach bez viditelné rychlé odezvy,
protoze bézné rostliny nejevi znamky potfeby tak rychlé signalizace, jako je
ta elektricka. K postupnému vyvraceni obav dochazi na pfelomu 20. a 21. stoleti,
kdy bylo prokazano, Zze rostliny potfebuji velmi rychlou signalizaci
pro systémovou odpoveéd na podminky vné&jSiho prostiedi, jako je genova exprese
(Davies a Schuster, 1981; Vodeneev ef al., 2015).

Elektrické signaly jsou v rostlinach generovany v odpovédi na lokalni
pusobeni abiotickych i biotickych stresort a $ifi se na dlouhé vzdalenosti pomoci
floému a xylému. Jedna se o pfechodnou zménu elektrického potencialu
na plasmatické membrané, prenaSejici informaci o pfitomnosti stresoru.
V rostlinach rozeznavame tii druhy elektrickych signalt: ak¢ni potencial (AP),
variacni potencial (VP) a systémovy potencial (SP). Nékteré elektrické signaly
jsou doprovazeny zménou v intracelularni koncentraci Ca’* iontl a produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS), jako je naptiklad H2O2 (Huber a Bauerle, 2016;
Nguyen et al.2018; Sukhov et al., 2019).

Prvnim zdokumentovanym a nejrychlej$im elektrickym signalem v rostlinach
je akeéni potencial, objeven byl anglickym fyziologem Burdon-Sandersonem
v roce 1873 v mucholapce podivné (Dionaea muscipula). Jedna se o velmi kratky
elektricky signal trvajici jen par jednotek az desitek sekund, Sifici se na kratkou
vzdalenost v obou smérech od mista plisobeni stresoru, rychlosti az 20 cm-s™..
Prabéh AP se fidi pravidlem ,,vS§e nebo nic“, coz znamena, ze pro jeho iniciaci je

potfeba presdhnout urcitou prahovou hodnotu. Podnétem, ktery je schopny



piekrocit tuto prahovou hodnotu vSak muze byt ivelmi slaby bioticky
i abioticky stimul. Napfiklad dotek nebo snizeni teploty o par °C (Pavlovic,
2012). Po dosazeni prahové hodnoty je signal udrzovan prostfednictvim
plazmodesmat sousednich parenchymatickych bunék nebo pomoci floému a jeho
amplituda je tak konstantni (Trebacz et al., 2006; Pavlovi¢, 2012). Jelikoz
intenzita stimulu neovliviiuje jeho amplitudu, je informace o intenzité podnétu
kodovana frekvenci AP (Bohm et al., 2016). Prabéh AP mazeme rozdélit do tii
fazi, které jsou zpusobeny zménami koncentrace iontd vV intercelularnim
a extracelularnim prostoru. \% prvni fazi dochazi pusobenim
stresoru k depolarizaci plasmatické membrany. Pokud depolarizace plasmatické
membrany pfesahne urcitou kritickou hodnotu, jsou aktivovany Ca’* iontové
kanaly a dochazi k ptilivu Ca®* iont z vnitfnich (mitochondrie, vakuoly,
endoplasmatické retikulum) i1 vnéjSich (apoplast) zdroju do cytoplasmy a pfilivu
Cl iontd do apoplastu (Bohm a Scherzer, 2021). Zvyseni koncentrace Ca’* iontd
v cytoplasmé aktivuje Ca’*-dependentni iontové kanaly, coz zptsobuje odliv Cl°
iontli z cytoplasmy a jesté vyrazn&jsi depolarizaci. ZvySeni koncentrace Ca**
iontl (az o nékolik uM) v cytoplasmé zpisobi snizeni pH a docasnou inaktivaci
H*-ATPas, coz vede naopak ke zvySeni pH mimo buniku. (Reddy ef al., 2011;
Huber a Bauerle, 2016; Sukhov et al., 2019). Druhou fazi je kratka repolarizace
az hyperpolarizace plasmatické membrany, ktera je spuSténa depolarizaci
aktivovanych K* kanala, ktera fidi odtok K™ ionti ven z bunky. Po vyrovnani
koncentrace Ca’* iontd v cytoplasmé vlivem jejich od&erpani pomoci Ca’*-
ATPasovych pump za spotieby ATP, dochazi k opétovné aktivaci H*-ATPas
a navozeni klidového napéti na plasmatické membrané (Pavlovic et al., 2012;
Huber a Bauerle, 2016; Sukhov et al., 2019). Na obnoveni klidového potencialu
se dale podili vzajemné pusobeni riznych iontovych kanalad (Bohm a Scherzer,

2021).
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Obr. 1: Rozdil mezi pribéhem AP (nahote) a VP (dole) (Prevzato z Pavlovi¢, 2014 —
upraveno).

Variaéni potencial je na rozdil od AP (Obr. 1) velmi pomaly elektricky signal
o délce trvani v fadech jednotek az desitek minut, §ifici se na dlouhou vzdalenost.
Nefidi se pravidlem ,,vSe nebo nic“ a jeho rychlost i amplituda se vzdalenosti
slabnou 0 2,5 % na kazdy jeden centimetr. Variacni potencial ma dvé faze,
rychlou nebo pomalou depolarizaci a velmi pomalou repolarizaci plasmatické
membrany. Objeven byl jako druhy v prvni poloviné 20. stoleti u rostlin v reakci
na drceni, paleni nebo stfihani listd, tedy pro rostlinu velmi invazivnimi podnéty
(Vodeneev et al., 2015). Variacni potencial vSak neni indukovan pfimo
abiotickymi nebo biotickymi stresory, ale az hydraulickym nebo chemickym
signalem, ktery byl témito stresory vyvolan. Rychlost, amplituda a povaha
variaéniho potencialu zavisi na sile neelektrického signalu, ktery jej vyvolal
a vypovida tak mnohem vice informaci o rozsahu poranéni oproti AP. Diky tomu
muze byt faze depolarizace pomala, rychla nebo s vrcholy podobnymi prubéhu
AP a rychlost §ifeni VP se pohybuje mezi 0,2-20 mm-s™! (Sukhov et al., 2019).
Hydraulicky signal vyvolavajici VP se §ifi xylémem v podobé tlakové viny
a plisobi aktivaci mechanosenzitivnich Ca’* kanalti napii¢ rostlinou (Farmer
etal., 2014). Dochazi tedy ke zvySeni koncentrace Ca’*iontd v cytoplasmé
bunék, produkci ROS, dlouhodobé inaktivace H*-ATPas a aktivaci signalnich
drah vedoucich k obranné reakci. V pfipadé chemického signalu se jedna

o signalni molekulu uvolnénou pfi poSkozeni rostliny. Tato molekula byla
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dlouhou dobu neznama a podle svého objevitele se nazyvala jako ,Ricca faktor*
(Ricca, 1926). Na zakladé poslednich vyzkum mohou byt témito molekulami
H>02 nebo glutamat. Molekuly H202, spousti samopropagujici se ROS vlnu,
ktera pisobi aktivaci ligand-dependentnich Ca?* kanald, pfiliv Ca’* iontl
do bunky a naslednou propagaci variacniho potencialu. Elektrické signaly S§itici
se od mista poranéni v obou smeérech vedou také ke zvySeni koncentrace
glutamatu v apoplastu, ktery maze byt pomoci floému dale transportovan jako
chemicky signal na vzdalené GLUTAMATE-RECEPTOR-LIKE iontové kanaly
(GLR) nachazejici se na plasmatické membrané vodivych svazkd cévnich
(Mousavi et al., 2013). Zda glutamat hraje roli jen pifi iniciaci nebo
i pfi propagaci elektrickych signalti zatim neni zcela jasné (Toyota et al., 2018;
Farmer et al., 2020). Po navazani glutamatu na GLR dochazi k indukci variacniho
potencialu a uvolnéni Ca’* iontd do butiky i ve vzdalenych &astech rostliny
(Farmer et al., 2014; Tanaka a Heil, 2021). Po ukonceni pusobeni variaéni
potencial vyvolavajiciho signalt dochazi k inaktivaci Ca* kanald, reaktivaci H*-
ATPas a nastava pomala repolarizace plasmatické membrany (Sukhov et al.,
2019).

Poslednim ze tfi elektrickych signalt je systémovy potencial. Jedna se
o elektricky signal plisobici pfechodnou hyperpolarizaci plasmatické membrany
rychlym odlivem H* protont, ktery muze byt indukovan jak abiotickymi,
tak biotickymi stresory. Systémovy potencial je spojovan predevsim
s apoplastem, nebot jeho indukce je doprovazena zmeénou koncentrace iontl
v apoplastu rostlin. Veskeré zmény koncentrace iontd vedou v apoplastu
ke zvySeni pH. Stejné€ jako u VP zavisi rychlost a amplituda systémového
potencialu na stresovém podnétu, ktery SP vyvolal. Zde vSak podoba SP
s ostatnimi elektrickymi signaly konc¢i. Na rozdil od AP a VP doprovazi
systémovy potencial aktivace H*-ATPas v plasmatické membrané a jeho indukce
je siln¢ zavisla na misté pusobeni stresoru. Systémovy potencial je nejméné
probadanym elektrickym signalem a jeho mechanismus stale neni zcela znamy
(Zimmermann et al., 2016; Sukhov ef al., 2019).

Elektrické signaly v rostlinach se mizou $ifit jako kompozitni signaly slozené
z vice slozek (AP, VP, SP) (Zimermann et al., 2016; Farmer et al., 2020).
Elektrické signaly v rostlinach hraji vyznamnou roli v obrané pfed nejriznéjSimi

stresory. Pfedevsim se vSak uplatiiuji v obrané rostliny pfi napadeni herbivorem,
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kdy je dualezita rychlost pfenosu signalu. Vedou k aktivaci signalni drahy
kyseliny jasmonové (JA) jak lokalneé, v misté plsobeni stresoru,

tak ve vzdalenych Castech rostliny diky schopnosti se §ifit na dlouhou vzdalenost.

2.1.1 Fyziologické zmény v rostlinach vlivem elektrickych signala
Elektrické signaly v rostlinach plsobi, mimo aktivaci signalni drahy JA,
na mnoho dalsich fyziologickych zmén v rostlinach. Potencialy AP a VP vedou
k inhibici fotosyntézy a stimulace respirace diky zvysené koncentraci Ca* iontl
v burice, které jsou dulezitymi regulatory mnoha zucastnénych procesu (Koziolek
et al., 2004; Lautner et al., 2005; Kaiser et al., 2006; Grams et al., 2009).
V piipadé fotosyntézy dochazi napfiklad k inhibici kliCovych enzymi Calvinova
cyklu (napft. fruktoza-1,6-bisfosfat) (Hertig a Wolosiuk, 1983; Kreimer et al.,
1988) nebo funkce ATP-syntazy. Vlivem zmén pH doprovazejici zmény
koncentrace Ca’* iontl v bufice jsou ovliviiovany i enzymatické reakce
fotosyntézy. Stimulace respirace nastava ubytkem adenosintrifosfatu (ATP),
ktery je spotfebovavan ptfi obnoveni klidového napéti na plasmatické membrané
po propagaci elektrického signalu (Pavlovic, 2012).

Elektrické signaly indukované v rostlindch v reakci na poranéni vedou
v iniciaCni fazi ke zméné koncentrace iontd, protoni a ROS. Jak bylo vySe
popsano, propagace AP, VP i SP je spojena s vykyvy koncentrace K™ a CI” iontd
v cytoplasmé a apoplastu, stejné jako s sifenim Ca* viny. Spolu s elektrickymi
signaly se §ifi 1 ROS vlna schopna sebepropagace napfi¢ bunkami. Elektrické
signaly, Ca** vlna a ROS vlna jsou natolik propojené déje, ze je nelze od sebe
jednoznacné odde¢lit. Spole¢né jsou zodpovédné za akumulaci fytohormonu
v rostlinach. Pfedevs§im se jedna o JA, kyselinu abscisovou (ABA) a ethylen.
Zvysena koncentrace Ca?* v cytoplasmé zplisobuje fosforylaci a naslednou
proteolytickou degradaci represoru JAV1 v represorovém komplexu JAVI1-
JAZ8-WRKY51, coz vede k dezintegraci celého komplexu a uvolnéni gent
kodujicich enzymy biosyntézy JA z represe (Fisahn et al., 2004; Yan et al.,
2018). Nasledna zvySena koncentrace JA indukuje aktivaci signalni drahy,
ktera vede k expresi genu pro latky zodpoveédné za systémovou odpoveéd rostliny
na pusobeni stresoru (Sukhov et al., 2019). Draha JA muze vést naptiklad
k expresi genu pro inhibitory proteinaz (pinl, pin2), které se podileji u rajcat

na obrané pfi napadeni hmyzem nebo nikotinu u tabaku (Shoji et al., 2008).



2.2 Signalni draha kyseliny jasmonové

Spolu s jejimi derivaty a prekurzory patii JA do rodiny jasmonatt,
klicovych signalnich molekul v rostlinach, regulujici stresové odpoveédi a vyvoj.
Jasmonaty hraji roli zejména pii mechanickém poSkozeni rostliny (napf. napadeni
herbivorem) a pfitomnosti fytopatogent. Mezi derivaty JA fadime napiiklad
jeji konjugat s izoleucinem, jasmonyl-L-isoleucin (JA-Ile), prekurzor kyselinu
cis-(+)-12-oxofytodienovou (cis-OPDA) ¢i kyselinu 12-hydroxyjasmonovou (12-
OH-JA). Po chemické strance se jedna o kratké fetézce alkylcyklopentenovych
a alkylcyklopentanovych karboxylati biosyntetizovanych z kyseliny o-
linolenové (Creelman a Mullet, 1997). Prekurzory JA vznikaji v chloroplastech,
samotna JA je ze svych prekurzori syntetizovana v peroxizomech a ke konecné
metabolizaci JA na jeji derivaty dochazi nasledné v cytoplasmé (Ruan et al.,

2019).

2.2.1 Biosyntéza kyseliny jasmonové
Biosyntéza JA byla studovana zejména na modelové rostlin€ huseniek rolni
(Arabidopsis thaliana) a rajCeti (Lycopersicon esculentum). U A. thaliana jsou
identifikovany tfi drahy pro syntézu JA (Obr. 2): oktadekanova draha,
hexadekanova draha a OPR3-nezavisla draha. VSechny tfi drahy se odehravaji
caste¢né v chloroplastu, peroxizomu a cytoplasmé (Chini et al., 2018; Ruan
et al., 2019).

Oktadekanova draha zacina wuvolnénim kyseliny a-linolenové (LA)
z membrany chloroplastu fosfolipazou a jeji oxidace 13-lipoxygenazou (LOX).
Nasledujici  sdruzena  dehydratacné-cykliza¢ni  reakce  zprostfedkovana
allenoxidsyntazou (AOS) a allenoxidcyklazou (AOC) vede k tvorbé
cyklopentenoxolipidu,  cis-OPDA v chloroplastu.  Vznikla  cis-OPDA
je transportovana do peroxizomu, kde je redukovana pomoci OPDA reduktazy 3
(OPR3) na kyselinu 8-(3-oxo-2-(pent-2-enyl)cyklopentyl)oktanovou (OPCS).
V peroxizomu OPC8 prochazi tfemi koly B-oxidace, kdy postupné vznika
kyselina 6-(3-ox0-2-(pent-2-enyl)cyklopentyl) hexanova (OPC6), kyselina 4-(3-
0x0-2-(pent-2-enyl)cyklopentyl)butanova (OPC4) a vyslednym produktem je JA,
ktera mize byt v cytoplasmé metabolizovana na razné derivaty fadou

chemickych reakci. NejCastéji je v cytoplasmé JA pfemeénéna na metyljasmonat



(MeJA) pomoci jasmonat-O-metyltransferazy (JMT), JA-Ile pomoci JA-
amidosyntetazy (JAR1) a 12-OH-JA (Chini et al., 2018; Ruan et al., 2019).
Paralelni hexadekanovou drahou (Obr. 2) je syntetizovan dinor kyseliny 12-
oxo-fytodienové (dn-OPDA). Pomoci OPR3 je dn-OPDA pfeveden na OPC6
a dale prochézi stejnou drahou jako cis-OPDA az na kone¢ny produkt, JA a jeji

derivaty (Ruan et al., 2019).
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Obr. 2: Schéma tfi JA biosyntetickych drah v husenicku rolnim (Arabidopsis thaliana). (18:3) a-
linolenova kyselina, (16:3) hexadecatrienova kyselina, (OPDA) cis-(+)-12-oxofytodienova, (dn-
OPDA) dinor kyseliny 12-oxo-fytodienové, (13-LOX) 13-lipoxygenaza, (AOS)
allenoxidsyntaza, (AOC) allenoxidcyklaza, (tn-OPDA) tetranor-kyselina 12-oxo-fytodienové,
(4,5-ddh-JA) 4,5-didehydrojasmonat, (OPR2) 12-oxofytodienoatreduktaza, (OPR3) OPDA
reduktaza 3, (OPCS8) 8-(3-oxo-2-(pent-2-enyl)cyklopentyl)oktana kyselina, (OPC6) 6-(3-0x0-2-
(pent-2-enyl)cyklopentyl) hexanova kyselina, (OPC4) 4-(3-ox0-2-(pent-2-
enyl)cyklopentyl)butanova  kyselina, (JA) kyselina jasmonova, (12-OH-JA) 12-
hydroxyjasmonova kyselina, (JAR1) JA-amidosyntetaza, (JA-Ile) jasmonyl-L-isoleucin, (JMT)
jasmonat-O-metyltransferaza, (MeJA) metyljasmonat (Pfevzato z Ruan et al., 2019 — upraveno).



Piedchozi dvé drahy biosyntézy JA vyuzivaly OPR3. Posledni, nové objevena
draha je OPR3-nezavisla a vyuziva primy vstup OPDA do beta-oxidace za vzniku
dn-OPDA, tetranor-kyselina  12-oxo-fytodienové (tn-OPDA) a 4,5-
didehydrojasmonatu (4,5-ddh-JA), ktery je nasledné redukovan v peroxizomu
na JA pomoci 12-oxofytodienoatreduktazy (OPR2). Dale je JA stejné jako
v ptedchozich pripadech pfeménéna na jeji derivaty v cytoplasmé (Chini et al.,
2018).

2.2.2 Prubéh signalni drahy kyseliny jasmonové

V poslednich letech bylo na aktivaci biosyntézy JA v rostlinach provedeno hned
nékolik studii. Pearce et al. (1991) identifikoval u rajCete (Lycopersicon
esculentum) polypeptidovou signalni molekulu, kterd je syntetizovana
v odpovédi na mechanické poskozeni rostliny, jako je krmeni herbivora.
Touto signalni molekulou je systemin, polypeptid skladajici se z 18
aminokyselin, odvozeny od prekurzorového proteinu protosystemin.
Protosystemin je v odpovédi na pusobeni biotického stresoru hydrolyzovan
na systemin, ktery je nasledné uvolnén do apoplastu, kde se vaze na povrchovy
receptor, ¢imz je aktivovana JA signalni draha (Li, er al., 2003; Ruan et al.,
2019). Dlouho se predpokladalo, ze JA signalizace prostfednictvim systeminu
je typicka jen pro rostliny z Celedi Solanaceae. Pozdé€ji byl u husenicku rolniho
(A. thaliana) identifikovan peptid AtPEP1 plnici stejnou funkci jako systemin
u rajCete. Po mechanickém poskozeni rostliny nebo pisobeni patogenti dochazi
k hydrolyze prekurzorového proteinu PROPEP1 na aktivni AtPEPI,
ktery se nasledné vaze na receptor nachazejici se na plasmatické membrané, ¢imz
dochazi k aktivaci signalni drahy kyseliny jasmonové (Yamaguchi et al., 2010).
Jak JA signalizace prostfednictvim systeminu, tak prostfednictvim AtPEPI1,
vedou po navazani peptidu na receptor k aktivaci fosfolipazy A2, ktera nasledné
Stépi fosfolipidy plasmatické membrany za uvolnéni kyseliny LA, slouzici jako
prekurzor biosyntézy JA. Mechanismus aktivace fosfolipazy A2 pomoci
systeminu vsak stale neni zcela objasnén (Ruan et al., 2019). Paralelni Ca’*
signalizace vede ke zvySeni exprese gend kodujicich enzymy JA biosyntetické
drahy, ¢imz muze byt souCasné zabezpeCena tvorba substratu i enzymu

pro syntézu JA (Yan et al., 2018).



Aktivaci signalni drdhy JA dochéazi k hromadéni JA v cytoplasmé bunék
v misté poranéni a aktivaci ABC transportéru JAT. Transportér JAT zajistuje
pii vysoké koncentraci JA v cytoplasmé jeji prenos pfes plasmatickou membranu
do apoplastu, diky ¢emuz je aktivovana signalni JA draha i v odlehlych buiikach
(Li et al., 2017). Pasobenim JAR1 vznika z JA v cytoplasmé jeji aktivovana
forma JA-Ile. Transportér JAT je zodpovédny za rychlou regulaci koncentrace
JA a JA-Ile v cytoplasmé, aby nedoSlo k inhibici rastu a vyvoje rostliny.
Jasmonat JA-Ile je transportovan pomoci ABC transportéru JAT pies jadernou
membranu do jadra, kde se vaze na signalni receptor CORONATINE
INSENSITIVE1 (COI1l), ktery zprostfedkuje degradaci JASMONATE ZIM-
DOMAIN (JAZ) represort, zabranujicich pfepis JA-responzivnich gent,
ubiqitinaci. Odstranéni represori JAZ vede k aktivaci genové exprese puvodné
blokovanych obrannych gend. V nepfitomnosti JA-Ile je JAZ asociovano
s transkripénim represorem Topless (TPL), coz pusobi modifikaci chromatinu
pomoci enzymu modifikujicich histony a exprese genu zavislych
na JA je potlacena (Chini et al., 2007; Thines et al., 2007; Sheard et al., 2010;
Shigenaga a Argueso, 2016). Pro cis-OPDA a 12-OH-JA je nezavisla signalni
aktivita z velké Casti stale prostiedkem debaty (Pavlovi¢ a Mithofer, 2019).

Specialni  kategorii rostlin, které vyuzily existujici JA signalizaci
ne k odpuzeni svého protivnika, ale k jeho uloveni a straveni, jsou rostliny
masozravé. Tyto rostliny ziji vétSinou v puadach chudych na ziviny, a vyuzivaji
tak téla hmyzu ve svij prospéch.
2.3 Masozravé rostliny
Rostliny jsou organismy bez moznosti utéku pred nepfitelem a byly tak nuceny
si vyvinou strategie pro svou ochranu. Béhem vyvoje muzeme pozorovat
ruznorodé taktiky obrany. Pfikladem muze byt konstitutivni obrana, jako jsou
trny u rize Sipkové (Rosa canina) nebo zahavé trichomy obsahujici chemickou
latku moroidin u kopfivaku moru§ovitého (Dendrocnide moroides). Indukovanou
obranu reprezentuje napfiklad vySe zminénda JA  signalni  draha.
Neékteré masozravé rostliny v procesu exaptace vyuzily existujici JA signalizaci
pro indukci svych travicich procest (Pavlovi¢ a Mithofer, 2019).

Masozravost se u rostlin vyvinula na mnoha mistech nezavisle na sobg,

vétsinou se vSak jednalo o vlhka, oteviena stanovisté s padou chudou na ziviny,

10



predevsim dusik a fosfor. Nasledkem vzniku masozravosti u rostlin je skrovny
kofenovy systém. VétSina téchto rostlin ma velmi plytké nebo dokonce chybéjici
kotfeny, coz je ¢inni velmi nachylné na nedostatek vody. Vyjimku tvofi hliznaté
rosnatky puvodem z jihozapadni Australie, které prezivaji dlouha sucha obdobi
a vegetuji kratce v obdobi destt nebo brazilské rosnatky osidlujici suché pudy,
pfezivajici diky vysoké vzdusné vlhkosti. (Studnicka, 1984; Brewer et al., 2011).

V dnesni dobé mizeme najit 12 Celedi s celkem 15 rody masozravych rostlin,
které spojuji spolecné vlastnosti — schopnost lovu, konzumace kofisti a vyuziti
produkt traveni lapenych zivocichii (Adamec et al., 2021). VSechny organy
slouzici k lapeni kofisti se vyvinuly z listd, jen nékteré rody vyuzivaji dodatecny
organ slouzici k lapeni a traveni napf. z kvétni stopky (Kocab et al., 2020).
Hlavni strategii lovu masozravych rostlin je napodobovani vzhledem, barvou
nebo vuni kvéty (Spirlice), plodnice hub (tucnice), kvasici ovoce (lackovky),
apod. Zadna masozrava rostlina v§ak nepouziva k lovu a vabeni kofisti kvét.
Mezi hlavni organické latky vstfebavané témito rostlinami jsou fosfor a dusik,
ale také sira, draslik, vapnik a dalsi jiné prvky v rizném mnozstvi v zavislosti
na konkrétni rostliné (Studnicka, 1984, 2006).

Masozravé rostliny byly dfive oznaCované jako rostliny ,hmyzozravé
(insektivorni) (Darwin, 1875), ale vzhledem k riznorodé povaze Kkofisti
nékterych druhtt masozravych rostlin, mezi které se fadi i mySsi, jesStérky, zaby,
cervi nebo prvoci, se dnes uziva vystiznéj§iho terminu , masozravé® rostliny
nebo také rostliny , karnivorni®. Travici stavy u vSech rodi masozravych rostlin
navic obsahuji enzymy proteazy, §tépici bilkoviny, zakladni slozku svaloviny
zivoCichd, coz vyvraci zaméfeni rostlin vyhradné na hmyz, jako zdroj zivin
(Studnicka, 1984).

2.4 Mucholapka podivna (Dionaea muscipula)

V roce 1759 mél guvernér Arthur Dobbs moznost byt svédkem do té doby
nevidaného jevu, polapeni hmyzu rostlinou a ¢irou ndhodou se jednalo pravé
o mucholapku podivnou, ¢imz se stal jejim objevitele. O deset let pozdé&i
tuto pozoruhodnou rostlinu poprvé popsal anglicky obchodnik John Ellis
a vyslovil pfitom uvahu, ze lapani hmyzu souvisi s vyzivou mucholapky podivné

(Studnicka, 1984) a v roce 1875 popsal Charles Darwin mucholapku ve své knize
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,Insectivorous plants“ jako nejpodivuhodnéjsi rostlinu na svété. Od té doby
uplynulo jiz témef 150 let a mucholapka podivné nepfestava védce fascinovat.

Mucholapka podivna (Dionaea muscipula) je nejznaméjsi masozrava rostlina
Celedi Droseraceae, endemicky se vyskytujici v mokfadech statt Severni a Jizni
Karoliny na vychodnim pobfezi USA. Listy mucholapky podivné tvotfi kruhovou
pfizemni razici s velmi skrovnym kofenovym systémem, vyrustajicim z cibulové
hlizy. Protoze se mucholapka vyskytuje v regionu, kde se stfidaji chladné zimy
o teplotach pod bodem mrazu a velmi horkd vlhka léta, vyskytuje se u nich
sezOnni rustovy vzorec. V chladném obdobi je jejich vyvoj utlumen, novy rast
zacind typicky brzy na jafe a prvni kvéty je mozné vidét zacatkem léta.
V poloviné léta se po opyleni objevuji semena, ze kterych po projiti chladem
(stratifikace) a trp€livém dvou az pcétiletém Cekani vyroste dospéla rostlina,
schopna lapit kofist. Navzdory svému jménu, mouchy tvofi pouze maly podil
ulovku a jeji hlavni kofisti je pfedevs§im lezouci hmyz (Studnicka, 1984; Ellison
a Adamec, 2018).

Listy mucholapky podivné se skladaji z asimilacni ¢asti, ktera je na konci
modifikovana do dvou lalokli nazyvanych Cepele, spojenych podél hlavni zily.
Na okrajich Cepeli se nachazi tuhé vyruastky a také zlazy vylucujici v ptipadé
potieby vabivy nektar. Povrch pasti je vystlany zlazami s funkci produkovat
travici §tavy a absorbovat ziviny z kofisti. Takto tvofena past je schopna se velmi
rychle zavfit, za optimalnich podminek béhem 0,1 s a polapit drobny hmyz.
Citlivé vycnélky umisténé na vnitini strané pasti slouzi jako mechanoreceptory,
jejichz podrazdéni spousti uzavieni pasti a nasledné i fadu dé&ju potfebnych
ke vstiebani zivin z kofisti. Po uzavieni pasti se mechanosenzitivni vy¢nélky
diky své ohebné bazalni ¢asti pritisknou na sténu Cepele a nedochazi tak k jejich
poskozeni. (Burdon-Sanderson et al., 1873; Studnicka, 1984).

Uzavteni pasti v rostlinném svété tak nevidanou rychlosti umoziuje robustni,
dobfe organizovana zilnatina, ustici do hlavni zily mezi obéma laloky.
Takto usporadana zilnatina slouzi jako ,,zelené kabely“ zajistujici rychly pfenos
akcniho potencialu indukovaného stimulaci mechanosenzitivnich vyc¢nélku,
a tim aktivaci loviciho cyklu mucholapky podivné. Rychlost sevieni pasti zavisi
na stafi listu 1 na teplotnich podminkach. Nejrychleji se zaviraji mladé listy
pii teploté kolem 35 °C, starSi listy pomaleji. Pfi traveni se prohnuti Cepeli

postupné méni z konvexniho na konkavni, past se hermeticky uzavira a opét se
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otevie az po nekolika dnech. Pokud doSlo k uzavieni prazdné pasti, mucholapka
to rozpozna a pomalu past otevie béhem dvou dni (Studnicka 1984; Hedrich
a Neher, 2018).

Hladovéjici mucholapka ma syté Cerveno-fialové pasti a ze zlaz na okraji pasti
vyluCuje vabivy nektar, obsahujici vice nez 60 ruznych tékavych organickych
latek s vuni kvéta a ovoce. Jak bylo jiz dfive prokazano, tento vabivy nektar silné
pfitahuje hmyz a drobné ZzivocCichy slouzici mucholapce podivné jako potrava
(Kreuzwieser et al., 2014; Hedrich a Neher, 2018). Druhy typ zlaz s dvoji funkci
produkce travicich enzymu a vstfebavani Zzivin z kofisti, ktery se nachazi
na vnitinim povrchu pasti, se skladd z bazalnich, endodermalnich a sekre¢nich
bunék ve dvou fadach. Kazdd ze zminénych bun€k mé specifickou funkci
a stavbu. Sekrecni bunky slouzi k produkci travicich enzym1, které jsou nasledné
vypoustény do uzaviené pasti tvofici ,,zeleny zaludek® s polapenou kofisti.
Pravé tyto burky jsou aktivovany stimulaci mechanosenzitivnich vybézka.
Druhou funkeci travicich zlaz zajistuji endodermalni buiky, které se v béznych
rostlinach nachézeji v kofenech (Caspariho prouzek) a slouzi k Cerpani zivin
z pudy. Vzhledem k tomu, ze mucholapka podivna potifebuje Cerpat ziviny
z rozkladajici se kofisti uvnitf uzaviené pasti, nalezly tyto buiiky vyuziti praveé
v travicich zlazach na povrchu pasti (Lloyd, 1942; Robins et al., 1980; Ptachno
et al., 2022).

2.5 Mechanismus lovu a traveni koristi (lovici cyklus)

Mucholapka podivna vylucuje z pasti ovocné vonici tékavé §tavy, pomoci nichz
vabi svou kofist (Kreuzwieser et al., 2014). Hmyz hledajic potravu usedne
na rozevienou past mucholapky a dotkne se jednoho ze Sesti mechanosenzitivnich
vyénélku, jejichz podrazdéni vede k deformaci senzorickych bunék v bazalni
casti vycnélku a nésledné tvorbé elektrického signalu, o sile napéti desitek
milivolt, ¢imz je aktivovan lovici cyklus (Obr. 3) mucholapky podivné (Burdon-
Sanderson et al., 1873; Haberlandt er al., 1906; Studnicka, 1984; Bohm et al.,
2016). V nedavné dobé byly na zakladé transkriptomické analyzy identifikovany
mozné mechanosenzitivni iontové kanidly FLYCATCHERI1 (FLYC1), patfici
do rodiny MscS-Like (MSL) kanald a OSCA kanal, které se podileji
na transformaci mechanického vjemu na elektricky signal (Procko et al., 2021).

Dva elektrické signaly vyvolané za sebou zplisobi uzavieni pasti. Zaroven
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dochazi k prevedeni elektrického signalu na chemicky aktivaci JA signalni drahy,
pravdépodobné prostiednictvim Ca2* signalizace, jako u béznych rostlin (Suda
et al., 2020). Hmyz se instinktivné snazi z pasti uniknout, ¢imz opakované
stimuluje  tvorbu  dalSich  elektrickych  signali  neustalymi  doteky
mechanosenzitivnich vy¢nélka, a nevédomky tak zpeceti svou smrt (Brown et al.,
1916; Bemm et al., 2016).

Dalsi a dalsi pohyby kofisti uvnitt pasti vedou k hermetickému uzavieni pasti
atvorbé tzv. zeleného zaludku. Oba laloky se prohnou smérem ven, ¢imz obepnou
kofist a znemozni jeji dalsi pohyb. Finalni hermetické uzavieni pasti zavisi
na rostlinném hormonu, JA, ktery aktivuje endokrinni systém mucholapky
podivné, expresi gent pro produkci travicich s§tav a transportéri zivin
v sekreCnich zlazach, vystylajicich vnitini povrch pasti. Hydrolytické enzymy
jsou sekretovany do dutiny zeleného zaludku a rozkladaji kofist na stavebni
jednotky zivin. Transportéry soucasné¢ pomahaji vstfebavat produkty rozkladu
stejnymi zlazami pro dalsi vyuziti. Nestravené zbytky hmyzu jsou po opétovném
otevieni pasti odvaty vétrem nebo odplaveny destém. Past se tedy znova otevfte,
kruh se uzavira a cely lovici cyklus miize zacit od znova (Hedrich a Neher, 2018).
A na zacatku stoji opét kofist, mechanosenzitivni vybézky a akéni potencial.
2.5.1 Elektrické signaly v mucholapce podivné
Ohybem mechanosenzitivnich vybézka generovany AP v mucholapce podivné
se fidi pravidlem ,vSe nebo nic*“. Nedavna uspéSna transformace mucholapky
podivné GCaMP6f senzorem pro intracelularni Ca* odhalil, ze s kazdym AP
dochazi ke zvyseni koncentrace Ca?* iontli v cytoplasmé, ktera Sasem klesa,
az do dalsiho AP (Suda et al., 2020). Ionty Ca* tak hraji roli Gasovade,
¢imz umoziuji mucholapce podivné pocitat a pamatovat si AP po dobu 30 s.
Prvni AP uvede past do ,,pohotovostniho rezimu*, ale hladina Ca?* iontd nestadi
k jejimu sklapnuti. Pokud by do 30 s od prvniho AP nedoS$lo k indukci druhého,
zvysena koncentrace Ca’* iontd neni dostateéna pro piekroceni prahové hodnoty,
mucholapka vyhodnoti signal jako faleSny a past nesklapne. Pokud jsou
iniciovany dva AP v ramci 2 — 30 s, Ca* ionty se naséitaji, dochazi k prekroceni
prahové hodnoty jejich koncentrace v cytoplasmé a past se uzavie béhem 0,1 s

(Suda et al., 2020). Rychlé sklapnuti pasti je kritické pro lapeni kofisti. Rychlost
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Obr. 3: Lovici cyklus mucholapky podivné. (AP) akéni potencial (Pfevzato ze Hedrich a Neher
2018 — upraveno).

sevieni pasti zavisi na stafi listu 1 na teplotnich podminkach. (Studnicka 1984;
Bohm et al., 2016; Hedrich a Neher, 2018; Sukhov et. al, 2019).

Mucholapka ma lovici cyklus (Obr. 3) pevné pod kontrolou a aby nedoslo
k naruSeni rovnovahy mezi benefity a vynalozenym usilim, je potfeba dal§i tfi
AP k hermetickému uzavteni pasti. Tak se mucholapka ujisti, ze skute¢né lapila
kofist. Pokud by po uzavieni pasti nedoSlo k indukci dalSich AP, past se otevie
po 12 h. Pét AP vyvolanych za sebou vede k tvorbé ,,zeleného zaludku* zhruba
1-2 h od wuzavieni pasti. KoneCné zapecCeténi pasti je zavislé na JA,
aktivujici endokrinni  systém  mucholapky podivné a expresi genu
pro hydrolytické enzymy a transportéry ziskanych zivin. Cim vice AP je
generovano, tim silnéjsi je produkce travicich enzyma. (Bohm er al., 2016;
Hedrich a Neher, 2018; Sukhov et. al, 2019).

Veskeré nasledujici AP indukované panikatici kofisti po aktivaci JA signalni
drahy informuji mucholapku podivnou o velikosti kofisti a tedy o mnozstvi

potfebnych travicich enzyma k jejimu rozlozeni. Cim cCastéji jsou stimulovany
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mechanosenzitivni vybézky, AP jsou indukovany a travici enzymy jsou
syntetizovany, tim déle je aktivni endokrinni systém mucholapky podivné
(Hedrich a Neher, 2018). Zajimavosti je, ze elektricky signal se v mucholapce
podivné na rozdil od béznych rostlin nesiti systémové do okolnich ¢asti rostlin,
ale pusobi pouze lokalné v ramci jedné pasti. PfiCemz mucholapka nerozeznava
mezi polapenim kofisti a poranénim pasti, oba tyto stimuly vyvolavaji AP,
akumulaci JA a expresi travicich enzymua (Pavlovi¢ et al., 2017).
Také se u mucholapky podivné nevyskytuje elektricka ani chemicka signalizace
na dlouhou vzdalenost, kterd by byla pro mucholapku velmi nevyhodné vzhledem
k tomu, ze by pravdépodobné vedla k uzavieni vSech pasti najednou. Po thynu
kofisti ustane stimulace mechanosenzitivnich vybézka a tim i tvorba AP.
Déle je enzymaticka aktivita regulovana chemickymi latkami ziskanymi

z potravy, predevsim proteiny a chitinem (Pavlovi¢ a Mithofer, 2019).

2.5.2 Signalni draha kyseliny jasmonové v mucholapce podivné

Aktivacni stimuly signalni drahy JA lze dé€lit na mechanické (po doteku se vytvari
akcni potencial) ¢i chemické (proteiny, chitin, NH4"), pficemz v pfipadé pasti
mucholapky podivné spousti signalni drahu JA stimuly mechanické (Pavlovic
a Mithofer, 2019). Oba typy stimuli vedou k tvorbé aktivované formy kyseliny
jasmonové, JA-Ile, ktera nasledné aktivuje expresi gend pro fadu travicich
enzymu: peroxidazy, nukleazy, fosfatazy, fosfolipazy, glukanazy, chitinazy
a ptoteazy (Pavlovi¢ et al., 2017; JakSova et al., 2020). Chemické signaly
v podobé proteini a chitinu z rozkladajici se kofisti jesté zesili expresi gend pro
cystein protedzu a chitinazu typu I v mucholapce podivné (Libiakova et al. 2014;
Bemm er al., 2016; JakSova et al., 2020). U modelové rostliny Arabidopsis
thaliana se v ptripadé napadeni parazitickou houbou, jejiz sténa je bohata
na chitin, uplatiuje LysM receptorovad kindza CERKI1, kterd chitin vyciti
a aktivuje obranu rostliny pfed patogenem. Homolog CERKI1 byl nalezen
i v mucholapce podivné a to silné up-regulovan po stimulaci hmyzem.
Zaroven byla 1 silné up-regulovana exprese genu pro chitinazu I, coz znadi,
ze CERK1 hraje roli v detekci chitinu a traveni kofisti i u této masozravé rostliny
(Bemm et al., 2016). Na druhou stranu, v mucholapce podivné neni zatim znamy
zadny senzor pro vyciténi proteini. Pfedpoklada se vsak, ze jejich pfitomnost

je zachycena prostifednictvim depolarizace plasmatické membrany piijmem NH4*
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ionta (Libiakova et al., 2014; Pavlovi¢ a Mithofer, 2019). Nedavno byla navic
identifikovana enzymaticka deaminace proteini pomoci travici tekutiny
mucholapky podivné, neznamym enzymem a pfijem NH4" iontovym
kandlemDmAMT1 (Scherzer et al., 2013).

Subcelularni distribuce JA je pravdépodobné stejné jako u béznych rostlin
regulovana ABC transportérem JAT, konkrétn€ JAT1 (jasmonic acid transporter
protein 1), ktery je lokalizovany v jadfe a plasmatické membrané rostlinnych
bunék (Ruan er al., 2019). Do jadra je transportovan JA-Ile, kde se vaze
na signalni receptor COIIl, ktery zprostiedkuje degradaci represoru JAZ
ubiqitinaci. Odstranéni represort JAZ vede k aktivaci genové exprese puvodné
blokovanych gent pro travici enzymy a transportéry zivin spolu s geny pro rust
a vyvoj rostliny. V nepfitomnosti JA-Ile je JAZ asociovano s transkripénim
represorem TPL, coz plsobi modifikaci chromatinu pomoci enzymu
modifikujicich histony a exprese gent zavislych na JA je potlacena (Chini ezt al.,
2007; Thines et al., 2007; Sheard et al., 2010; Shigenaga a Argueso, 2016).
Dikazem JA signalizace zavislé na COIl a JAZ v mucholapce podivné je
aplikace antagonisty COI1, coronatin-O-methyloximu (COR-MO), ktery brani
interakci mezi COIl a JAZ, a tim i aktivaci travicich procest mucholapky (Bohm
et al., 2016).

Veskery doposud provedeny vyzkum napovida, ze JA-Ile je sam o sobé
zodpovédny za iniciaci traveni kofisti. Koncentrace proteinu, chitinu tvoficiho
exoskelet a NH4" jsou hlavni slozky kofisti regulujici enzymatickou aktivitu
(Libiakova et al., 2014; Bemm et al., 2016, JakSova et al., 2020; Pavlovi€ et al.,
2016). Jakmile zacnou travici §tavy kofist rozkladat, stavebni prvky jsou pomoci
transportéri prenaSeny do pletiva a vyuzity pro dalsi rast. Po vstfebani
vyuzitelnych latek se past opét otevie. Znovuotevieni pasti muze trvat 12 h -
5 dni v zavislosti na velikosti kofisti a obsahu zivin. Kazda past zopakuje travici
cyklus nékolikrat, az do jejiho vyCerpani a odumfeni. Pfi poranéni past reaguje
obdobné jako pfi lapeni kofisti aktivaci JA signalni drahy, coz je povazovano
za dikaz odvozeni masozravosti ze signalni drahy obrany rostlin pred herbivorem

(Pavlovi¢€ et al., 2017; Pavlovi¢ a Mithofer, 2019).
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2.5.3 Travici enzymy

Kazda ze zlaz vystylajicich povrch pasti s funkci produkovat travici stavy
a absorbovat ziviny z kofisti, je slozena z 46 bunék uspofadanych ve 3 vrstvach.
Dvé bazalni buinky jsou prevrstveny cCtyfmi endodermalnimi (stonkovymi)
butikami, slouzicimi jako ulozi§té substratu ke tvorb& ATP pro zbylé dvé horni
vrstvy. Nasleduje vnitfni vrstva 8 bunék, které obsahuji velkou centralni vakuolu
a ohromné mnozstvi mitochondrii. Konecnou vné&jsi vrstvu zralé zlazy tvofti
32 bunék sekrecnich, charakteristickych velkym mnozstvim vakuol a rozsSifené
drsné endoplasmatické retikulum. Tyto dvé vrstvy bunék slouzi k produkci
a sekreci travicich enzyma mucholapky podivné, které rozkladaji kofist uvnitf
,zeleného zaludku®, stejné jako ke vstfebani zivin z rozkladajici se kofisti.
V3sechny zlazové buiilky jsou propojeny plasmodesmaty, ¢imz vznika metabolické
a iontové kontinuum (Schulze ef al., 2012; Bemm et al., 2016).

Po aktivaci sekrece pomoci jasmonatd jsou v burikach sekreCnich Zzlaz
exprimovany geny kodujici travici enzymy. Tyto geny koduji enzymy potiebné
pro rozlozeni kofisti na zakladni stavebni jednotky zivin, zejména se jedna
o enzymy: protedzy, fosfatdzy, chitindzy, peroxiddzy, nukleazy, fosfolipazy
a glukanazy (Schulze et al., 2012; Bemm et al., 2016). Slozeni travicich §tav
se meéni podle slozeni kofisti (Pavlovi€ e al., 2014). Aktivace produkce travicich
enzymu ma za nasledek podstatné ultrastrukturalni zmény v bunikach sekreéni
zlazy (Bemm et al., 2016).

Chitinazy jsou pravdépodobné prvni na kofist aktivné pusobici enzymy
travicich §tav. Nejcastéj$i kofisti mucholapky podivné jsou Clenovci a praveé
jejich exoskelet je bohaty na chitin, ktery chitindzy rozkladaji. Uvoliuji tak dusik
a umoznuji dalSim travicim enzymim proniknout k mékkym tkanim travené
kotisti (Grover, 2012). Béhem prvnich tfi dnd je z travicich zlaz mucholapky
podivné hojné sekretovana VF-I chitinaza, patfi do tfidy I chitinaz. Jedna se tedy
o chitinazu hrajici roli v obrané nemasozravych rostlin pfed patogeny
a bylozravci. Jeji aktivita je pravdépodobné podporovana dalSimi dvéma
chitinazami (Schulze et al., 2012; Paszota et al., 2014; Bemm et al., 2016).

Hlavni slozkou travici tekutiny mucholapky podivné jsou enzymy protedzy
(také peptidazy), patfici do tfidy hydrolaz, rozkladajici proteiny. Konkrétné

se jedna o Ctyfi cystein protedzy, dvé aspartat protedzy a serin karboxypeptidazy
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(Schulze et al., 2012). Tyto proteolytické enzymy vSak neplisobi na travenou
kotist zaroven, vzhledem k ménicimu se pH v uzaviené pasti béhem traveni
a rozdilnému pH optimu téchto enzymu, dosahuji rizné proteazy svého optima
v riznou dobu (Fukushima et al., 2017).

mucholapky podivné jsou fosfatdzy. Jednd se o bé&zné rostlinné enzymy,
katalyzujici hydrolyzu fosfatovych esterd. Pii traveni slouzi k uvolnéni fosforu
z koftisti, kterého je v misté vyskytu mucholapky podivné v pudé nedostatek
(Juniper et al., 1989; Pavlovi€ et al. 2014; Schulze et al., 2012).

Aktivita sekre¢nich zlaz je regulovana jasmonaty a je uUmérna poctu
generovanych AP. Po zachyceni chemickych signali z rozkladajici se kofisti
se produkce travicich enzymu jesté zvysuje (Libiakova et al., 2014; Bemm et al.,
2016). Chemické signaly nasledn€ udrzuji koncentraci JA a JA-Ile a produkci
enzymu zvySenou i presto, ze mechanicka stimulace kofisti a tvorba AP ustanou.
Mucholapka podivna tak diky chemickym signalim muze vyuzit vesSkeré
dostupné ziviny a z kofisti zbude pouze tvrdy chitinovy skelet (Studnicka, 1984;

Libiakova et al., 2014; Bemm et al., 2016; JakSova et al., 2020).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materialy

3.1.1 Rostlinny material
e Mucholapka podivna (Dionaea muscipula Ellis) - Experimentalni rostliny
byly péstovany v plastovych kvétinac¢ich na okennim parapetu na katedre
biofyziky Univerzity Palackého v Olomouci (Ceska republika)

pii pokojové teploté.

3.1.2 Pouzité chemikalie

e Spectrum™ Plant Total RNA (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Clean and Concentrator™ kit (ZYMO RESEARCH, USA)
e iScript™ cDNA Syntesis Kit (BIO-RAD, USA).
e [-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, Némecko)
e primery pro dionain, chitindzu I a referencni gen aktin (Sigma-Aldrich,
Némecko)
e Thermo Scientific Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X)
(Thermo Fisher Scientific, Némecko)
e TRIzol® Reagent (ZYMO RESEARCH, USA)
e PureLink™ RNA Mini Kitem (Thermo Fisher Scientific, Némecko)
e Isopropanol (Sigma-Aldrich, Némecko)
e 98% etanol (Sigma-Aldrich, Némecko)
e RNaseZAP™ (Sigma-Aldrich, Némecko)
e EV gel (Hellada, Praha, Ceska republika)
e Ultracista voda bez DN4z a RNaz (ZYMO RESEARCH, USA)
e MeOH, cistota HPLC (Merck, Némecko)
e MeOH, cistota LC-MS (Merck, Némecko)
e Acetonitril, ¢istota HPLC (Merck, Némecko)
e Acetonitril, ¢istota LC-MS (Merck, Némecko)
e Systém ptfipravy MilliQ vody (Millipore, USA)
e Kyselina mravenci, HPLC cistota (Sigma-Aldrich, Némecko)
e Roztok hydroxidu amonného (p.a. Lach:Ner, Ceska republika)
e Fytohormony od firmy Merck (Némecko):
o Kyselina jasmonova, JA i D5-JA

20



o Kyselina salicylova, SA
o Kyselina indolyl-3-octova, IAA
Fytohormony od firmy OlChemIm (Ceska republika):
o Jasmonoyl-isoleucin (znaceny 1 neznaceny),
o 12-oxofytodienova kyselina (znaCena i neznacena),
o Kyselina abscisova (znaCena i neznafend),
o Kyselina salicylova (D4-SA),
o Kyselina indolyl-3-octova (13C6-1AA)

3.1.3 Pouzité pristroje

Vicekanalova aparatura pro povrchové meéfeni elektrického potencialu
podle Ilik et al. (2010)

NanoDrop™ 1000 (Thermo Fisher Scientific, Némecko)

QuantStudio5 (Thermo Fisher Scientific, Némecko)

Automatické pipety razného objemu (Eppendorf, Némecko)
Ultrazvukova vodni lazen Bandelin Sonorex digitec DT 106 (Bandelin
electronic, Némecko)

Termoblok (Bio TDB-100, BioSan, LotySsko)

Termocyklér Eppendorf AG (Eppendorf, Némecko)

Vortex Velp Scintifica, Usmate, Italie

Zymo-Spin™ IC Column (ZYMO RESEARCH, USA)

Stolni centrifuga Eppendorf 5810 (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Sigma 3K30 (Sigma-Aldrich, Némecko)

Centrifugacni koncentrator, Centrifugacni vakuova odparka CentriVap
(Labconco, USA)

Kolony pro extrakci na pevné fazi Oasis™ HLB 30 mg, 1ml (Waters,
USA)

Vakuovy manifold pro extrakci na pevné fazi s membranovou pumpou
(Supelco, USA)

Modularni kapalinovy chromatograf s hmotnostnim spektrometrem,
Nexera X2 s LC-MS8050 (Shimadzu, Japonsko)

Kolona pro ultra-aCinnou kapalinovou chromatografii Waters Acquity

CSH™ C18 2,1x150 mm; 1,7 um (Waters, USA)
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3.1.4 Pouzité software
e ScopeWin (Tedia, Plzef, Ceské republika)
e Microsoft Excel (Redmond, WA, USA)
e Origin 2022 (OriginLab, Northampton, MA, USA)
e QuantStudio™ Design and Analysis (Thermo Fisher Scientific, Némecko)
e LabSolutions ver. 5,97 SP1 (Shimadzu, Japonsko)
3.2 Metody

3.2.1 Povrchové méreni elektrickych signalu Ag/AgCl elektrodou

Pro povrchové méfeni elektrického potencialu byla pouzita vicekanalova
aparatura podle Ilik er al. (2010), zobrazena na obr. 4. Mucholapka podivna
umisténa v Petriho misce s vodou, byla vlozena do Faradayovy klece.
Na zvolenou lokalni past nebo asimilac¢ni cast listu byla néasledné umisténa
elektroda. Mezi elektrodu a zvolenou past nebo asimilacni cast listu byl
pro zvySeni poméru signalu k Sumu nanesen vodivy EV gel, b&ézné vyuzivany
v elektrokardiografii. Do Petriho misky byla nakonec umisténa elektroda

referencni. VeSkeré elektrody jsou zapojeny do zesilovace, z néhoz je signal

SEAA

e T T T —

T

Obr. 2: Vicekanalova aparatura pro povrchové méfeni elektrického potencialu podle Ilik
et al. (2010).
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pifeveden do analogové-digitalniho pocitacového konvertoru. Ziskana data byla
nasledné shromazd'ovana v pravidelnych casovych intervalech s vysokou
frekvenci. Tato metoda byla pouzita pro méfeni akéniho potencialu v pasti a listu
mucholapky podivné po poranéni jehlou.

Po pfipojeni elektrod byly nastaveny parametry méfeni v software ScopeWin.
M¢teni probihalo po dobu 1290 s, kazdych 30 ms, pii laboratorni teploté.
Nameéteny signal byl Ctyficetkrat zesilen. Pfed zaCatkem samotného méfeni
probehlo ustaleni méfeného napéti. Zhruba 60 s po zahajeni méfeni byla jehlou
poskozena nebo mechanicky stimulovana sledovana cast mucholapky podivné
a naméfeny signal byl ulozen. Zaznamenané grafy zmény membranového

potenciadlu byly nasledné zpracovany pomoci programu Origin 2022.
3.2.1.1 Priprava vzorku pro méreni ovlivnéni amplitudy elektrickych

signalu Ag/AgCl elektrodou

Pro prvni méfeni ovlivnéni amplitudy AP byly pouzity masozravé rostliny
mucholapky podivné, u kterych byla 16 h pfed méfenim poskozena asimilaéni
Cast listu. Priprava vzorku spocivala ve stimulaci asimila¢ni Casti listu jehlou tak,
ze byla v pravidelnych 3 min intervalech po dobu 1,5 h propichovana asimilacni
cast listu blizko primarni zilnatiny. Jako kontrola slouzily neposkozené
mucholapky podivné. Elektroda byla pfi méfeni umisténa na pasti mucholapky
podivné a AP byl vyvolan stimulaci mechanosenzitivnich vybé&zka uvniti méiené
pasti.

Pro druhé méfeni ovlivnéni amplitudy AP byly pouzity masozravé rostliny
mucholapky podivné, na jejichz pasti byl 24 h pfed méfenim aplikovan 50 uM
roztok ABA v 0,2% etanolu. Jako kontrola slouzily mucholapky podivné, jejichz
pasti nebyly oSetfeny roztokem ABA, ale jen 0,2% etanolem. Elektroda byla pfi
méfeni umisténa na pasti mucholapky podivné a AP byl vyvolan stimulaci

mechanosenzitivnich vybézki uvnitt mérené pasti.
3.2.1.2 Statisticka analyza vysledku povrchového méreni elektrickych

signalu Ag/AgCl elektrodou

Z vysledki méfeni ovlivnéni amplitudy AP byla provedena statisticka analyza
v programu Microsoft Excel a Origin 2022. Vyuzit byl dvouvybérovy t-test

s nerovnosti rozptyli. Vysledky jsou prezentovany jako pramérné hodnoty £ SD.
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3.2.2 LC-MS/MS pro stanoveni koncentrace fytohormonu
Kapalinova chromatografie v kombinaci s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS, ligquid chromatography with tandem mass spectrometry)
je chromatografickd metoda pro kvalitativni a kvantitativni analyzu. V pfipadé
kvalitativni analyzy je tato metoda pouzita pro zjiS§téni nebo ovéfeni identity
analyzované latky a pfi kvantitativni analyze je zjiStovana mnozstvi analyzované
latky ve vzorku. Pro stanoveni jednotlivych slozek smési je pouziva metoda
vnéjsiho standardu, wvnitiniho standardu, metoda normalizace nebo metoda
kalibra¢ni kfivky. Detekce je provadéna tandemovou hmotnostni spektrometrii.
Tato metoda byla vyuzita pro kvantitativni analyzu fytohormont (jasmonata,
SA, ABA, TAA) u pasti a listd mucholapky podivné. Konkrétné jsme zjistovali
zda doslo k systémové tvorbé fytohormond v asimilacnim listu v pfipadé,

ze byla poranéna past na tomto listu a naopak.

3.2.2.1 Priprava vzorku pro LC-MS/MS

Priprava vzorki spocivala ve stimulaci listu a pasti poSkozenim jehlou tak,
ze vzdy byla poSkozena bud past a asimilacni Cast listu, na které se past
nachazela byla netknut4d nebo byla poSkozena asimilacéni Cast listu a navazujici
past zustala netknuta. Cilem bylo vyvolat tvorbu elektrickych signala a naslednou
akumulaci jasmonati a dalSich fytohormont v pozorovanych castech rostliny
mucholapky podivné. Pasti, nebo asimilacni casti listu, byly v pravidelnych
3 min rozestupech propichovany jehlou po dobu 1,5 h. Celkem tedy byly
poranény 30x. IThned po stimulaci byly vzorky odebrany, past a asimilacni ¢ast
listu byly oddé€leny a ihned zmrazeny v tekutém dusiku. Takto ptfipravené vzorky
byly ulozeny pfi -80 °C a nasledné vyuzity pro analyzu fytohormont. Cilem bylo
zjistit, zda jsou jasmonaty systémové akumulovany i v neporanénych pastech
a asimilacnich listech diky meziorganové komunikaci.

Dale byly vzorky vzdy po jednom homogenizovany ve tfeci misce pomoci
tloucku na suchém ledu v tekutém dusiku tak, aby nedoslo k jejich tani a material
byl navazen do mikrozkumavek. 25 mg vzorku bylo extrahovano 1 ml ledové
vychlazeného 50% acetonitrilu. Extrakcéni Cinidlo obsahovalo smés internich
standardi znacenych stabilnimi izotopy (Ds-JA, Dz-JA-Ile, Ds-cisOPDA, Ds-
ABA, D4-SA, 3C¢-IAA). Extrakce probihala na ledové vychlazené ultrazvukové
lazni po dobu 30 min. Nasledné byly vzorky centrifugovany 15 min (20000 g,
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4 °C) a precistény pomoci extrakce na pevné fazi (SPE). Pouzity byly kolonky
Oasis™ HLB od firmy Waters s 30 mg sorbentu o objemu 1 ml. Kolonky byly
aktivovany 1 ml methanolu, nasledné 1 ml MilliQ vody a ekvilibrovany 1 ml 50%
acetonitrilu. Néasledné¢ byl nanesen supernatant vzorku a promyt 30%
acetonitrilem. Tyto posledni 2 frakce byly sesbirany do 3 ml borosikilatovych
zkumavek. Spojené frakce byly odpareny pomoci centrifugacni vakuové odparky

do sucha. Suché odparky byly v pfipad€ potieby zmrazeny pfti -20 °C.

3.2.2.2 Analyza vzorku LC-MS/MS

Odparky byly rozpustény ve 40 ul mobilni faze (v pocatecnim slozeni: 80 % A,
20 % B). Zkumavky byly sonikovany na ultrazvukové lazni po dobu 5 min.
Vzorky byly filtrovany pomoci mikrospini (Ciro, velikost pord 0,2 um)
a prevedeny do chromatografickych vialek se zizenym dnem. Analyza LC-
MS/MS byla provedena s ionizaci elektrosprejem (ESI) pomoci modularniho
chromatografického systému Nexera X2 s hmotnostni detekci pomoci MS-8050
s trojitym kvadrupodlovym analyzatorem. Chromatografické separace v systému
reverznich fazi byla provedena na koloné Waters CSH™ C18 2,1x150 mm;
1,7 um. Solventem A byla 15 mM kyselina mravenni pH 3 (titrovano
hydroxidem amonnym) a solventem B acetonitril. Separace bylo docileno
gradientovou eluci s priitokem 0,4 ml-min! p#i 40 °C. (0-1 min 20 % B, 1-11
min 20-80 % B, 11-13 min 100 % B, 13-18 min 20 % B). Hmotnostni detekce

Tab. 1: Seznam MRM prechodi analyti. Prechody jsou uvedeny ve formatu Q1 m/z > Q3 m/z
(Kolizni energie v jednotkach eV). (MRM) Multiple Reaction Monitoring, (ESI) Electrospray
ionization.

Analyt ESI méd MRM 1 MRM 2 MRM 3

OPDA (_) 291,30>165.35 (20) 291,30>247,40 (19) 291,30>273,35 (18)
JA (_) 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)
ABA (_) 263,20>153,20 (13) 263,20>204,20 (21) 263,20>219,20 (14)
SA (_) 137,20>93,05 (21) 137,20>65,00 (29)

TIAA (+) 176,00>130,05 (-16) 176,00>77,20 (-42) 176,00>103,15 (-32)
Interni ESI méd MRM 1 MRM 2 MRM 3
standardy

D5-OPDA () 296.20>170.45 21)  296,20>252.45 (17)  296.20>278.40 (17)
D5-JA “) 214.30>61,95 (13) 214,30>42,05 (40)

D2-JA-lle  (+) 326,30>280,00 (-13)  326,30>151,2 (-15)  326,30>133,20 (-19)
D6-ABA (_) 269,25>159.25 (12) 269,25>225,25 (15) 269,25>207,20 (22)
D4-SA ¢) 141,20>97.10 (21) 141,20>69.10 (31)

BC6-IAA  (+) 182,05>136,05 (-16)  182,05>109,10 (-31)  182,05>81,10 (-43)



probihala v médu selektivniho zaznamu vice vybranych reakci (MRM, Multiple
Reaction Monitoring). U vétSiny analyti byly zaznamenavany 3 MRM piechody
pro co nejspolehlivéjsi urCeni identity analytu ve slozité matrici rostlinnych
pletiv. MRM pfechody jsou uvedeny v Tab.1.

Surova data byla zpracovana pomoci softwaru LabSolutions ver. 5,97 SPI.
Data byla log-transformovana a vyjadfena jako molarni koncentrace analytd

v rostlinnych pletivech za pomoci MS Excel.

3.2.2.3 Statisticka analyza vysledka LC-MS/MS

Z vysledki méfeni byla provedena statisticka analyza v programu Origin 2022.
Homogenita rozptylu byla testovana pomoci Brown-Forsythe testu a dale byla
provedena one-way ANOVA s Tukey testem. Vysledky jsou prezentovany

jako primérné hodnoty = SD.

3.2.3 qPCR pro stanoveni hladiny mRNA

Kvantitativni polymerazova tfetézova reakce v realném case (qPCR, quantitative
real-time  polymerase chain  reaction) je v dnesni dobé jednou
z nejpopularnéjsich metod stanoveni mnozstvi riznych RNA. Tato metoda
je pouzivana predevsSim v diagnostice. Spolehlivost a reprodukovatelnost zcela
zavisi na podminkach provedeni experimentu a zpusobu vyhodnoceni vysledk,
proto neni mozné zcela zobecnit popis této metody.

Kvantitativni real-time PCR je zalozena na klasické PCR s vyuzitim
specialniho termocykléru, ktery v prubéhu PCR kontinualné zaznamenava
mnozstvi transkriptu. Pro monitorovani pribéhu qPCR se pouzivaji fluorescenc¢ni
barviva, ktera miizeme rozdélit na nespecificka interkalacni (napt. SYBR Green)
a specificka hybridiza¢ni (napf. TaqMan). Pfi provedeni reakce s mRNA
je mRNA nejprve pfevedena na cDNA. Obvykle se tato metoda provadi v 96-ti
jamkovych desti¢kach a aroven fluorescence je zaznamenavana v kazdé jamce
zvlast.

Vyhodnoceni a analyza dat u qPCR probiha na zakladé kiivky tani
a muze davat bud hodnoty ,absolutni“, kdy ziskame mnozstvi stanoveného
transkriptu pomoci porovnani se standardni kfivkou nebo ,relativni“, kdy pouze
porovname mnozstvi stanoveného transkriptu mezi dvéma typy vzorku (napf.

pied a po ovlivnéni).
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Tato metoda byla pouzita pro méfeni exprese genu pro chitinasu I a proteasu
(dionain), které je mozné ocCekavat v poranénych pastech a poptipadé
v poranénych asimilacnich listech (JakSova et al., 2020). Cilem bylo zjistit,
zda jsou geny pro tyto enzymy exprimovany i v neporanénych pastech

a asimilacnich listech diky meziorganové komunikaci.

3.2.3.1 Priprava vzorku pro qPCR

Ptiprava vzorku spocivala ve stimulaci listu a pasti pomoci jehly poskozenim tak,
ze vzdy byla poSkozena bud’ past a asimilacni ¢ast listu, na které se past nachazela
byla netknutd nebo byla poskozena asimila¢ni ¢ast listu a navazujici past byla
netknuta. Cilem bylo vyvolat tvorbu elektrickych signalti a naslednou aktivaci
JA signalni drahy a expresi genu ucastnicich se jak traveni kofisti, tak v reakci
rostliny na utok bylozravce v pozorovanych castech rostliny mucholapky
podivné. Pasti, respektive asimilacni casti listu byly v pravidelnych 3 min
rozestupech propichovany jehlou po dobu 1,5 h. Celkem tedy byly poranény 30x.
Nasledné byly stimulované rostliny ponechany 16 h ptes noc pfi pokojové teploté
na okennim parapetu a nasledujici den po stimulaci byly po vzorky odebrany tak,
ze past a asimilacni cast listu byly oddéleny a ihned zmrazeny v tekutém dusiku.
Tento Casovy bod byl vybran na zakladé predchozi zkuSenosti s dynamikou
exprese u mucholapky podivné (JakSova er al., 2020). Ptipravené vzorky byly
ulozeny pii -80 °C a nasledné vyuzity pro analyzu fytohormona.

Zmrazené vzorky byly vzdy po jednom homogenizovany ve tfeci misce pomoci
tlouc¢ku na suchém ledu v tekutém dusiku tak, aby nedoslo k jejich tani. Nasledné
jsem navazila 50 -100 mg do 1,5 ml vychlazené eppendorfky, pfidala jsem 500 pl
Serstvého lyzaéniho pufru, ktery byl pfipraven dle navodu v kitu Spectrum™
Plant Total RNA a promichala pomoci vortexu. Takto pfipravené vzorky jsem

dale pouzila pro izolaci RNA.

3.2.3.2 Izolace RNA pomoci kombinace komercnich kita

Nejprve byl pro izolaci RNA ze vzorkl pouzit Spectrum™ Plant Total RNA Kkit.
Jako prvni krok byl k lyzaénimu pufru, ktery byl soucasti této komercni sady,
pfidan B-merkaptoetanol (10 pl B-merkaptoetanolu na kazdy 1 ml lyzacniho
pufru). B-merkaptoetanol rychle degraduje, proto se ptidava do lyza¢niho roztoku
az tésné pred pouzitim. Pouziti mixu starSiho nez 1 den by mohlo zplsobit snizeni

vytézku RNA. Nasledné byl mix lyzacniho pufru s P-merkaptoetanolem
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rozpipetovan do mikrozkumavek ke 100 mg vzorku po 0,5 ml na jednu
mikrozkumavku. Obsah byl promichdm pomoci vortexu po dobu 30 s a zahfivan
v termobloku pfi 56 °C, 3-5 min. Po inkubaci byl obsah mikrozkumavky
centrifugovan pii 16000 g, po dobu 3 min, aby se oddélil pelet. Supernatant byl
pfepipetovan na prfedpfipravené filtracni kolonky, vlozené do Cisté sbérné
mikrozkumavky. Nasledovala opét centrifugace pfi 16000 g, po dobu 1 min,
aby se odfiltroval pfipadny zbyly pelet. Filtracni kolonky byly vyjmuty
a do roztoku filtratu bylo pfidano 0,5 ml vazebného roztoku. Roztok byl
promichan pomoci vortexu a pifepipetovan na predpfipravenou vazebnou kolonku
v Cistych sbérnych mikrozkumavkach. Nasledovala opét centrifugace pifi 16000
g, po dobu 1 min. Vzhledem k objemu roztoku filtratu a vazebného pufru byl
tento krok proveden dvakrat s tim, ze filtrat byl odlit do odpadu, na kolonku byl
nanesen zbyly roztok a proces byl zopakovan. Sbérna kolonka byla néasledné
promyta 0,5 ml promyvaciho roztoku 1, centrifuovana pii 16000 g, po dobu
I min, filtrat byl odlit do odpadu a vazebna kolonka vracena do sbérné
mikrozkumavky. Néasledovalo promyti 0,5 ml promyvaciho roztoku 2,
opét centrifugace pri 16000 g po dobu 30 s, dekantace filtratu a navraceni
vazebné kolonky do sbérné mikrozkumavky. Promyti vazebné kolonky
promyvacim roztokem 2 bylo provedeno dvakrat. Nasledné byla vazebna kolonka
ve sbérné mikrozkumavce centrifugovana jes§té jednou pro vysuSeni a vazebna
kolonka byla presunuta do cisté sbérné mikrozkumavky. Na kolonku bylo
naneseno 50 pl elu€niho roztoku a po 1 min byl vzorek na kolonce centrifugovana
pii 16000 g po dobu 1 min. Eluat byl nanesen zpét na kolonku a opét
centrifugovan za stejnych podminek. Eluovana RNA na dné mikrozkumavky byla
ulozena na ledu a nasledovalo procisténi a zakoncentrovani pomoci RNA Clean
and Concentrator™ Kkitu.

Progisténi a zakoncentrovani RNA pomoci Clean and Concentrator™ kitu
se sklada ze dvou casti. Nejprve byla vyizolovana RNA oSetfena DNazou I,
kdy k 40 ul vyeluované RNA bylo pfidano 5 pul DNA s§tépného pufru a 5 pul
DNasy I. Takto ptfipraveny roztok byl pomoci pipety promichan a ponechan
15 min pfi pokojové teploté. S takto pfipravenym vzorkem byla provedena druha
¢ast RNA Clean and Concentrator™ kitu. K 50 ul vzorku oSetfeného DNazou I
bylo pfidano 100 ul RNA vazebného pufru a vse bylo fadné promichano.
K tomuto objemu bylo pfipipetovano 150 pl 98% etanolu a cely obsah

28



Tab. 2: Tabulka zobrazuje pouzité primery, jejich teplotu tani (Tm®) a sekvenci.

Nazev Tm° Sekvence (5¢-3¢)

actin_F 63,9 TCTTTGATTGGGATGGAAGC
actin R 64,1 CTCTCTGGAGGAGCAACCAC
dionain I F 64,1 ATGGGGCGATGATGATCTTA
dionain I R 64,2 CTTCTCCGCATCATCCTTGT
chitinasal F 64,0 GCTCTGCATTTCACCGTTTT
chitinasal R 64,8 ACAATGGAGCCAACATCACC

mikrozkumavky byl piesunut na Zymo-Spin™ IC Column kolonku umisténou
ve sbérné mikrozkumavce. Mikrozkumavky s kolonkou byly centrifugovany
pii 16000 g po dobu 30 s a filtrat byl odlit do odpadu. Na kolonku bylo naneseno
400 pl RNA pripravného pufru, vzorky na kolonce byly opét centrifugovany
pii 16000 g po dobu 30 s a filtrat byl odlit do odpadu. Nasledné€ bylo na kolonku
naneseno 700 pul RNA promyvaciho pufru a néasledovala centrifugace po dobu
2 min pi1 16000 g. Odliti filtratu do odpadu a op€tovné naneseni 400 pul RNA
promyvaciho pufru na kolonku, centrifugace po dobu 2 min pti 16000 g a nakonec
jesté jedna centrifugace po dobu 2 min pii 16000 g, aby se z kolonky odstfedil
pfipadny zbyly RNA promyvaci pufr. Kolonky byly pfesunuty do cisté
mikrozkumavky bez RNé4z a pfimo na matrici kolonky bylo naneseno 25 pul
ultracisté vody zbavené DNaz a RNaz. Nasledovala opétovna centrifugace
pii 10000 g po dobu 1 min. Vyslednd eluovana RNA byla ulozena na ledu
po nezbytné dlouhou dobu k pfeneseni k spektrofotometru NanoDrop™ 1000
a nasledn¢ ulozena piti -80 °C.

Kontrola pfitomnosti RNA byla provedena pomoci NanoDrop™ 1000.
Dale byl pro piepis do cDNA pouzit iScript™ cDNA Syntesis Kit. Pouzité
primery pro dionain, chitindzu [ a referenni gen actin byly designovany
v programu Primer3plus a jejich sekvence jsou uvedeny v Tab. 2. Roztok
pro qPCR byl pfipraven podle navodu v Thermo Scientific Maxima SYBR
Green/ROX qPCR Master Mix (2X) a pro samotnou qPCR byl pouzit program
QuantStudio™ Design and Analysis spolu s pfistrojem QuantStudio5. gPCR
probihala na 96-jamkovych destickdch o objemu 0,1 ml s nespecifickym
barvivem SYBR Green, béhem 40 cykli. VySe popsany postup je puvodné
navrzeny tak, aby byl proveditelny i s narocnym materialem, jako je mucholapka

podivna.
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3.2.3.3 Izolace RNA pomoci alternativnich metod
Druhou metodou vyuzitou pro izolaci RNA z homogenizovanych vzorki
mucholapky podivné byla modifikace fenol-chloroformové metody extrakce
RNA vyuzivajici komeréné dostupné reagencie TRIzol® Reagent. Vzhledem
k naro¢nosti materialu byla tato metoda pouzita ve Ctyfech kombinacich: Cisté
za pouziti s vyuzitim TRIzol® Reagent a chloroformu dle protokolu
designovaného pro huseni¢ek rolni (A. thaliana), izolace RNA pomoci TRIzol®
Reagent a chloroformu v kombinaci s Clean and Concentrator™ kitem, izolace
RNA pomoci TRIzol® Reagent a chloroformu v kombinaci s PureLink™ RNA
Mini Kitem a vyuZiti pouze PureLink™ RNA Mini Kitu.

V ptipadé prvni varianty, byla izolace provadéna v digestofi, kde byl povrch
v pravidelnych casovych intervalech desinfikovan 70% etanolem a nésledné

i piipravkem RNaseZAP™ slouZicim k eliminaci RNaz. Do mikrozkumavky

s homogenizovanym vzorkem o hmotnosti 100 mg byl pfiddn 1 ml reagencie
TRIzol® Reagent. Vzorek byl promichan pomoci vortexu a skladovan na ledu.
Nasledné byly vSechny vzorky jeS§té jednou promichany pomoci vortexu
a inkubovany po dobu 20 min pfi pokojové teploté. Po skonceni inkubace bylo
pfidano 300 pl chloroformu aroztok byl 20 s michan pomoci vortexu.
Nasledovala 20 min inkubace na ledu. Po inkubaci byly vzorky centrifugovany
po dobu 30 min, pfi 4 °C a 16000 g. Vznikla vodna faze byla napipetovana
do predpfipravenych autoklavovanych mikrozkumavek o objemu 1,5 ml s 600 pl
isopropanolu a takto pfipravené vzorky byly inkubovany pfes noc prti -20 °C.

Nasledujici den byly vzorky centrifugovany 30 min, pfi 4 °C a 16000 g,
a supernatant byl odlit do odpadu. Vznikly pelet byl promyt 800 pl 80% etanolu
a nasledovala opét centrifugace vzorki po dobu 10 min pii 4 °C a 16000 g
a tekuty obsah mikrozkumavky byl odlit do odpadu. Tento krok byl zopakovan
jesté jednou a po dokonceni byly mikrozkumavky ponechany v uzaviené
digestofi dostate¢né dlouho schnout, aby se veSkery zbyly ethanol vypafil.
Jiz suchy pelet byl nésledné rozpustén v 40 pl ultracisté vody zbavené DNaz
a RNaz o teploté 60 °C a nasledné byla provedena kontrola pfitomnosti RNA
pomoci spektrofotometru NanoDrop™ 1000. Vzorky byly ulozeny pfi -80 °C.

V piipadé druhé varianty, kdy byl kombinovan TRIzol® Reagent s Clean

and Concentrator™ kitem byl postup obdobny aZ po piidani 300 pl chloroformu
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ke vzorku, kdy byl vzorek promichan pomoci vortexu, nésledné inkubovan
po dobu 20 min na ledé a centrifugovan 30 min pfi teploté 4 °C a 16000 g.
Nasledné v3ak navazuje pravé zminény Clean and Concentrator™ kit. Vznikla
vodna faze byla pfenesena do Cisté mikrozkumavky a dale se pokracovalo
dle protokolu TRIzol clean-up, Clean and Concentrator™ kitu. K vodné fazi
ziskané pomoci TRIzol® Reagent bylo ptidano 150 pl 98% etanolu, takto vznikly
roztok byl pienesen na Zymo-Spin™ IC Column kolonku umisténou ve sbérné
mikrozkumavce. Vzorky na kolonkach byly centrifugovany pii 16000 g po dobu
30 s a filtrat byl odlit do odpadu. Na kolonku bylo nasledné naneseno 400 ul RNA
ptipravného pufru, mikrozkumavky s kolonkou byly centrifugovany pii 16000 g
po dobu 30 s a filtrat byl odlit do odpadu. Nasledné bylo na kolonku naneseno
700 ul RNA promyvaciho pufru a opét probéhla centrifugace po dobu 2 min pfi
16000 g. Filtrat byl odlit do odpadu a na kolonku bylo opétovné naneseno 400 pl
RNA promyvaciho pufru, centrifugace po dobu 2 min pfi 16000 g a nakonec jesté
jedna centrifugace po dobu 2 min pfi 16000 g, aby se z kolonky odstredil
pfipadny zbyly RNA promyvaci pufr. Kolonky byly pfesunuty do cisté
mikrozkumavky bez RNé4z a pfimo na matrici kolonky bylo naneseno 40 pl
ultracisté vody zbavené DNaz a RNaz. Nasledovala opétovna centrifugace
pii 10000 g po dobu 1 min. Vysledny eluovany roztok byl podroben DNaza I
oSetfeni, kdy bylo k 40 ul eluatu ptfidano 5 ul DNaza I a DNA S§tépného pufru.
Vse bylo promichano a inkubovano 15 min pfi pokojové teploté. Vysledné vzorky
byly ulozeny na ledu po nezbytné dlouhou dobu k pfeneseni k spektrofotometru
NanoDrop™ 1000, kde byla ovéfena pfitomnost RNA a nasledné byly vzorky
ulozeny pii -80°C.

Tieti variantou byla izolace RNA pomoci TRIzol® Reagent v kombinaci
s piecisténim RNA PureLink™ RNA Mini Kitem. Postup izolace RNA pomoci
reagencie TRIzol™ Reagent byl opét obdobny az po ptidani 300 pl chloroformu
ke vzorku, kdy byl vzorek promichan pomoci vortexu, néasledné inkubovan
po dobu 20 min na ledu a centrifugovan 30 min pfi teploté 4 °C a 16000 g.
Nasledné byla odebrana vodna faze pouzita pro navazani na postup u PureLink™
RNA Mini Kitu. K ziskané vodné fazi bylo pfidano 600 pl 100% etanolu, roztok
byl promichan pomoci vortexu a pfepipetovan na kolonku vlozenou do sbérné
mikrozkumavky. Nasledné byly vzorky na kolonkach centrifugovany po dobu

15 s pfi 12000 g a pokojové teploté. Obsah sbérné mikrozkumavky byl vylit
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do odpadu a kolonka byla vracena zpét. Do stejné kolonky byl napipetovan zbyly
roztok a tento krok byl opakované provadén do doby, nez protekl veskery tekuty
obsah kolonky. Kolonka byla poté promyta promyvacim pufrem I, centrifugovana
po dobu 15 s pii 12000 g a pokojové teploté. Kolonky byly pfesunuty do Cisté
sbérné mikrozkumavky a néasledovalo druhé promyti promyvacim pufrem II,
centrifugace po dobu 15 s ptfi 12000 g a pokojové teploté. Takto bylo druhé

Aby nedoslo ke kontaminaci vzorku, byly vzorky na kolonkach centrifugovany
za u€elem vysusSeni po dobu 1 min pfi 12000 g a pokojové teploté a kolonky byly
poté presunuty do Cisté 1,5 ml mikrozkumavky. Pfimo na suchou kolonku bylo
nasledné naneseno 40 pl ultracisté vody zbavené DNaz a RNaz a inkubace
pii pokojové teploté po dobu 1 min. Centrifugaci po dobu 2 min pfi 12000 g
a pokojové teploté byla nasledné eluovana RNA. Takto ziskanda RNA byla
podrobena DNaza I oSetfeni (postup podle Clean and Concentrator™ Kkitu).
Vysledné vzorky byly ulozeny na ledu po nezbytné dlouhou dobu k pfeneseni
k spektrofotometru NanoDrop™ 1000, kde byla ovéfena pfitomnost RNA
a nasledn¢ byly vzorky ulozeny pfti -80 °C.

Posledni z testovanych metod bylo vyuZiti pouze RNA PureLink™ RNA Mini
Kitu. K jiz homogenizovanému vzorku bylo pfidano vhodné mnozstvi lyzacniho
pufru (na 100 mg vzorku 1 ml lyzaéniho pufru) s B-merkaptoethanolem (10 pl B-
merkaptoethanolu na kazdy 1 ml lyza¢niho pufru), vzorek byl promichan pomoci
vortexu a inkubovan pfi pokojové teploté po dobu 3 min. Po skonceni inkubace
byla odebrana tekuta faze, ke které byl dle objemu pfidan 98% etanol v objemu
1,5 x objem vzorku. Smés byla promichana pomoci vortexu a pfenesena
na kolonku vlozenou do sbérné mikrozkumavky. Néasledné byl vzorek
centrifugovan po dobu 15 s pfi 12000 g a pokojové teploté. Obsah sbérné
mikrozkumavky byl vylit do odpadu a kolonka byla vracena zpét. Do stejné
kolonky byl napipetovan zbyly roztok a tento krok byl opakované provadén
do doby nez protekl veskery tekuty obsah kolonky. Dale metoda pokracuje stejné,
jako ve tfeti varianté. Vysledné vzorky byly taktéz ulozeny na ledu po nezbytné
dlouhou dobu k pfeneseni k spektrofotometru NanoDrop™ 1000, kde byla

overena pritomnost RNA a nasledné byly vzorky ulozeny pii -80 °C.
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4 VYSLEDKY

Jak jiz nazev této diplomové prace napovida, cilem praktické casti je sledovat
biofyzikalni a biochemickou meziorganovou komunikaci v masozravé rostliné
mucholapce podivné. V této kapitole jsou prezentovany dosazené vysledky vSech
meéfteni, €1 snahy o jejich dosazeni.

Vzhledem k tomu, Ze je znamo, ze jednotlivé listy a pasti mucholapky podivné
mezi sebou systémové elektricky nekomunikuji (Pavlovic er al., 2017),
pozorovani bylo zaméfeno na komunikaci mezi asimilacni ¢asti listu a navazujici
pasti. Nejprve byla méfena elektrickd meziorganovda komunikace,
nebot mucholapka podivna je znama predevSim rychlosti, kterou je schopna
elektrické signaly prenaset. Jak jiz bylo v teoretické Casti popsano, elektrické
signaly spousti JA signalni drahu. Proto byly kvantitativné méfeny fytohormony
pomoci LC-MS/MS. Signalni draha JA vede v konecném dusledku k expresi gent
pro travici enzymy, byla tedy méfena genova exprese v pasti a asimilacéni Casti
listu pomoci qPCR.

4.1 Povrchové méreni elektrickych signali Ag/AgCl elektrodou

Pro povrchové méfeni elektrickych signalti byla pouzita vicekanalova aparatura
podle Ilik er al. (2010). Nejprve byla méfena meziorganova elektricka signalizace
mezi pasti a asimila¢ni ¢asti listu, na kterém se past nachéazela. Po vyhodnoceni
vysledki  z kvantitativniho méfeni  fytohormoni pomoci LC-MS/MS
byla provedena dopliikova meéfeni elektrickych signali v pasti mucholapky
podivni nejprve po predchozim poranéni (16 h pfed samotnym meéfenim)
a nasledné i1 po aplikaci 50 pM ABA na celou rostlinu (aplikace ABA provedena
24 h pred samotnym méfenim).

4.1.1 Paralelni méieni elektrické meziorganové komunikace mezi

pasti a asimilac¢ni ¢asti listu mucholapky podivné
Nejprve byla méfena elektricka signalizace paralelné na pasti a asimilacni ¢asti
listu na kterém se past nachizela. Cilem tohoto méfeni bylo zjistit,
zda AP generovany posSkozenim pasti vyvola elektricky signal v asimilacni Casti
listu a naopak, zda ak¢ni potencial iniciovany poskozenim asimilacni ¢asti listu
vyvola elektricky signal v neposkozené pasti. PoSkozeni bylo provedeno vpichem
jehly do predem zvolené Casti listu mucholapky podivné a signal byl méfen

po dobu 491 s, kazdych 30 ms.
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Zaznam zmény elektrického potencialu na obr. 5 byl ziskan slozenim zaznamu
paralelniho méfeni pasti a asimilacni ¢asti listu. V tomto pfipadé byla jehlou
poskozovana predem uzaviena past. Na obr. 5 je okamzik poSkozeni znacen
Sipkou. Past byla pfedem uzaviena stimulaci mechanosenzitivnich vybé&zk,
z divodu stability signalu, pokud by se past béhem meéfeni vlivem indukce
elektrickych signali poskozenim uzavfela, elektroda by se odpojila, ztratila
kontakt a méfeni by muselo byt pferuseno. Jak je z paralelniho zdznamu patrné,
past na poSkozeni jehlou reagovala zménou elektrického potencialu, kterou je
mozné popsat jako AP vzhledem k pribéhu zaznamu (obr. 5).
AP je charakteristicky rychlou depolarizaci a rychlou repolarizaci plasmatické
membrany. Kdezto v asimilacni ¢asti listu ke zmeéné elektrického potencialu
nedos$lo. Drobny Sum na zdznamu elektrického potencialu asimilacni ¢asti listu
v Case poSkozeni pasti je zpisoben manipulaci s rostlinou.

Zaznam zmény elektrického potencialu na obr. 6 byl opét ziskan slozenim
zaznamu paralelniho meéfeni pasti a asimilacni ¢asti listu. Tentokrat vSak byla
jehlou poskozovana asimilacni cast listu. Na obr. 6 je Cas poSkozeni znacen
Sipkou. Past byla opét pfedem uzaviena stimulaci mechanosenzitivnich vybézki,
ze stejného divodu jako v prfedchozim piipadé. Tento zaznam pfinesl zjisténi,
ze samotna asimilaéni cast listu nereaguje na poskozeni indukci vyraznych
elektrickych signald a v meéfené pasti na konci tohoto listu taktéz nebyla
naméfena zadna zmeéna elektrického potencialu. Drobny Sum na zdznamu
elektrického potencialu pasti v Case poSkozeni asimila¢ni Casti listu je zpisoben
manipulaci s rostlinou.

Ze ziskanych zaznamu zmény elektrického potencialu vyplyva,
ze past je schopna tvorit elektricky signal, konkrétné ak¢éni potencial,
po poskozeni. Tento elektricky signal se vSak neSifi do asimilacni Casti listu,
na které se past nachazi. A to i pfesto, ze by se takovéto Sifeni elektrického
potencialu dalo predpokladat, vzhledem k propojeni poSkozené pasti a asimilacni
cast listu primarni zilnatinou, jak je znamo u b&znych rostlin.

Déale ze zaznamu zmeény elektrického potencialu na obr. 6,
kdy byla poSkozovana asimila¢ni €ast listu vyplyva, ze asimilacni Cast listu
nejspis neni schopna tvofit AP ani VP. Meziorganova elektricka signalizace tedy
mezi pasti a asimilani €asti listu mucholapky podivné neprobiha ani jednim

smeérem.
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Obr. 5: Zaznam elektrickych signalu méfenych pomoci vicekanalové aparatury pro povrchové
méfeni elektrickych signalu podle Ilik er. al (2010). Oba zaznamy byly naméfeny béhem 1290 s,
pficemz horni zaznam oznaceny jako ,PAST" i spodni zaznam oznaceny jako ..LIST* byly
méfeny souéasné, a proto jsou umistény nad sebou. Na jednu elektrodu byla pfipojena past a na
druhou elektrodu asimilaéni ¢ast listu, na které se pas nachazela. Poranéna byla past, jak
znazoriuje piktogram blesku. Na zaznamu elektrody umisténé na pasti mizeme pozorovat akéni
potencial. Na ziznamu elektrody umisténé na asimilacni casti listu nepozorujeme zadny
clektricky signal. Reprezentativni zaznam je slozeny ze 3 méfeni. Sipka oznaduje poranéni
pomoci jehly.
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Obr. 6: Zaznam elektrickych signalu méfenych pomoci vicekanalové aparatury pro povrchové
méfeni elektrickych signalt podle Ilik et. al (2010). Oba zaznamy byly naméfeny béhem 1290 s,
pii¢emz horni zaznam oznaceny jako ,,PAST™ i spodni zaznam oznaleny jako , LIST* byly
méieny soucasné, a proto jsou umistény nad sebou. Na jednu elektrodu byla pfipojena past a na
druhou elektrodu asimilacni ¢ast toho stejncho listu, na které se past nachazela. Poranéna byla
asimilacni ¢ast listu, jak znazomuje piktogram blesku. Jak na zaznamu elektrody umisténé na
pasti, tak na zdznamu elektrody umisténé na asimilaéni Casti listu nepozorujeme zadny
elektricky signal. Reprezentativni zaznam je slozeny ze 3 méfeni. Sipka oznaduje okamzik
poranéni pomoci jehly.
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4.2 LC-MS/MS
Elektrické signaly vyvolavaji aktivaci drahy JA. Analyza LC-MS/MS byla tedy
provedena za ucelem kvantifikace fytohormond, predev§im jasmonati
v mucholapce podivné po poranéni. Pfi porovnani experimentalnich vzorkt
s kontrolou je v ptfipadé JA, JA-Ile jasné patrné, ze se hromadi pouze
v poskozené €asti rostliny (Obr. 7 a 8). Prekurzor cis-OPDA jiz tak jednoznacné
vysledky nema. V prfipadé poranéni pasti se cis-OPDA nehromadilo
ani v samotné poranéné pasti, ani v asimilacni ¢asti listu. V asimilacni ¢asti listu
byla jeho koncentrace v porovnani s kontrolou dokonce snizena. V pfipadé
poskozeni asimilacni ¢asti listu byla koncentrace cis-OPDA v poranéné ¢asti listu
zvyS§ena oproti kontrole, avSak s velkym rozptylem hodnot (Obr. 9).
Kvantitativni analyza IAA ukazuje, ze koncentrace tohoto fytohormonu

se v zadném z pripadid neméni (Obr. 10). Stejné tak kvantitativni analyza SA,
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Obr. 7: Akumulace kyseliny jasmonové (JA) v lokalnich poskozenych a systémovych pastech
(fialova) a v lokaln¢ poskozenych a systémovych asimilaénich ¢astech listu (zelena), 1,5 h od
prvniho poskozeni v mucholapce podivné (Dionaea muscipula). (PP) poran¢éna past, (NL)
systémovy asimilaéni list, (NP) systémova past, (PL) poranény asimilaéni list, (KP) kontrolni
past, (KL) kontrolni asimila¢ni list. Naméfeni hodnota = SD, n = 4, statisticka analyza byla
provedena pomoci one-way ANOVA s naslednym Tukey testem. Signifikantni rozdily jsou
znazornény odliSnymi pismeny na hranici prikaznosti P<0,05. Jednotlivé skupiny podrobené
statistické analyze jsou barevné odliseny: fialova, zelena.
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Obr. 8: Akumulace isoleucin jasmonatu (JA-Ile) v lokalnich poskozenych a systémovych
pastech (fialova) a v lokaln¢ poskozenych a systémovych asimila¢nich ¢astech listu (zelena), 1,5
h od prvniho poskozeni v mucholapce podivné (Dionaea muscipula). (PP) poranéna past, (NL)
systémovy asimilaéni list, (NP) systémova past, (PL) poranény asimila¢ni list, (KP) kontrolni
past, (KL) kontrolni asimila¢ni list. Naméfeni hodnota + SD, n = 4, statisticka analyza byla
provedena pomoci one-way ANOVA s naslednym Tukey testem. Signifikantni rozdily jsou
znazomény odliSnymi pismeny na hranici prikaznosti P<0,05. Jednotlivé skupiny podrobené
statistické analyze jsou barevné odliSeny: fialova, zelena.

kde se méni jeji koncentrace pouze v pfipadé poranéné pasti. Pfi poranéni
asimilacni casti listu muzeme pozorovat mirné zvySeni koncentrace
SA i v neporanéné pasti, vzhledem k velkému rozptylu namétfenych hodnot v§ak
neni vysledek statisticky prikazny (Obr. 10).

Zajimavy vysledek nabizi kvantitativni analyza ABA (Obr. 9), kde je mozné
pozorovat, ze pii poranéni asimilacni ¢asti listu se ABA akumuluje jak v samotné
poranéné casti, tak i v pasti, kdezto pfi poranéni pasti se ABA nehromadi
ani v poranéné pasti, ani v navazujici asimilaéni ¢asti listu. Zajimavé
je pozorovani, kdy 16 hodin od opakovaného poraneni asimilacniho listu, straci

prislusna past schopnost reagovat na mechanické podnety svym rychlym

zavienim. Tento fenomén byl zkouman v dals§i Casti.
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Obr. 9: Akumulace kyseliny cis-12-oxofytodienové (cis-OPDA) a kyseliny abscisové (ABA)
v lokalnich poskozenych a syst¢émovych pastech (fialova) a v lokaln¢ poskozenych a
systémovych asimila¢nich ¢astech listu (zelend), 1,5 h od prvniho poskozeni v mucholapce
podivné (Dionaea muscipula). (PP) poranéna past, (NL) systémovy asimilacni list, (NP)
systémova past, (PL) poranény asimila¢ni list, (KP) kontrolni past, (KL) kontrolni asimilac¢ni
list. Namérteni hodnota + SD, n = 4, statisticka analyza byla provedena pomoci one-way
ANOVA s naslednym Tukey testem. Signifikantni rozdily jsou znazomény odlisnymi pismeny
na hranici prukaznosti P<0,05. Jednotlivé skupiny podroben¢ statistické analyze jsou barevné
odliseny: fialova, zelena.
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Obr. 10: Akumulace kyseliny salicylové (SA) a kyseliny indol-3-octové (IAA) v lokalnich
poskozenych a systémovych pastech (fialova) a v lokalné poskozenych a systémovych
asimila¢nich ¢astech listu (zelena), 1,5 h od prvniho poskozeni v mucholapce podivné (Dionaea
muscipula). (PP) poranéna past, (NL) systémovy asimilaéni list, (NP) systémova past, (PL)
poran¢ny asimilaéni list, (KP) kontrolni past, (KL) kontrolni asimila¢ni list. Naméfeni hodnota
+ SD, n = 4, statisticka analyza byla provedena pomoci one-way ANOVA s naslednym Tukey
testem. Signifikantni rozdily jsou znazomény odliSnymi pismeny na hranici pritkaznosti P<0,05.
Jednotlivé skupiny podrobené statistické analyze jsou barevné odliSeny: fialova, zelena.
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4.3 Ovlivnéni amplitudy AP po poSkozeni asimilac¢ni Casti listu,
nebo oSetreni pasti roztokem ABA

Jelikoz poskozeni asimilacni casti listu vedlo na druhy den k celkovému
nebo Caste€nému znecitlivéni pasti, nabizela se otazka, jestli za tim stoji inhibice
elektrické signalizace nebo inhibice mechanismu zavirdni pasti. Pfi méfeni
elektrickych signal, pfi kterém byla méfena amplituda AP v pasti na konci
asimilaCni casti listu, ktera byla 16 h pfed méfenim opakované poskozena
(Obr. 11) stejnym zpusobem jako v pfedchozim experimentu, byla naméfena

snizend amplituda AP v porovnani s kontrolou, jak je mozné vidét

,\\ 25 mVI—

s 20s

kontrola po poskozeni listu

Obr. 11: Zaznam doplitkového méfeni amplitudy AP v pasti na konci asimilaéni ¢asti listu, ktera
byla 16 h pfed méfenim poskozena. (nahofe) Porovnani namérenych AP v pasti po mechanické
stimulaci senzitivnich vybézki uvnitf pasti na konci neposkozené kontrolni asimilacni ¢asti listu
(vlevo) a na konci poskozené asimilacni ¢asti listu (vpravo). Zobrazen je reprezentativni AP z n
=19 - 22. (dole). Statistické vyhodnoceni naméfenych hodnot velikosti amplitudy u kontrolnich
a poskozenych rostlin. Naméfeni hodnota & SD, n = 19 - 22, statisticka analyza byla provedena
pomoci t-testu s nerovnosti rozptylu. Signifikantni rozdily jsou znazornény ** na hranici
prukaznosti P<0,01.
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na reprezentativnich zaznamech z povrchového méfeni zmény elektrického
potencialu na obr. 11. Vysledek méfeni byl potvrzen statistickou analyzou,
ktera potvrdila statisticky vyznamny rozdil mezi velikosti amplitudy AP
u kontrolnich rostlin a rostlin po poSkozeni asimilaéni ¢asti listu. U poSkozenych
rostlin byly cepele pasti na konci poSkozené asimilacni ¢asti listu konkéavné
prohnuté. Po stimulaci mechanosenzitivnich vybézka uvnitf téchto pasti se navic
zaviraly velmi pomalu nebo se nezaviraly vibec.

Jelikoz z vysledka analyz fytohormont poskozené asimilacni ¢asti listu vyplyva
zfejmy systémovy narust koncentrace pouze v pifipadé ABA, byl otestovan ucinek

exogenni aplikace 50 puM ABA na velikost amplitudy (Obr. 12).
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Obr. 12: Zaznam dopliikového méfeni amplitudy AP v pasti na konci asimilaéni ¢asti listu, na
kterou byl 24 h pred méfenim aplikovan 50 M roztok ABA. (nahote) Porovnani naméfenych
AP v pasti po mechanické stimulaci senzitivnich vyb&zka uvnitf pasti na konci neoSetfené
kontrolni asimilacni ¢asti listu (vlevo) a na konci asimilacni ¢asti listu po aplikaci roztoku ABA
(vpravo). Zobrazen je reprezentativni AP z n = 23 - 26. (dole). Statisticka analyza namé&fenych
hodnot velikosti amplitudy u kontrolnich rostlin a rostlin po aplikaci roztoku ABA. Naméteni
hodnota = SD, n =23 - 26, analyza rozptylu byla provedena pomoci t-testu s nerovnosti rozptylu.
Signifikantni rozdily jsou znazomény *** na hranici pritkaznosti P<0,001.
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Statisticka analyza 1 zde potvrdila statisticky vyznamny rozdil ve velikosti
amplitudy mezi kontrolnimi pastmi a pastmi oSetfenymi roztokem ABA.
AvSak pasti oSetfené roztokem ABA, na rozdil od pasti na poskozenych
asimilacnich listech, reagovaly na mechanické podrazdéni citlivych vycnélka
jako pasti kontrolnich rostlin mucholapky podivné. Z toho vyplyva, ze akumulace
ABA vede k inhibici amplitudy AP, ale neni zodpovédna za necitlivost pasti,

na které se spiS podili mechanismus zavirani pasti.
4.4 Optimalizace protokolu izolace RNA z mucholapky podivné pro

qPCR
I pies to, Ze byla kombinace kitd Spectrum™ Plant Total RNA kit a RNA Clean
and Concentrator™ navrzena tak, aby bylo mozné izolovat RNA
i z tak naro¢ného materialu, jako je mucholapka podivna, doslo k prvnim potizim
jiz pfi pouziti kitu Spectrum™ Plant Total RNA kit. V kroku, kdy bylo ptidano
0,5 ml vazebného roztoku k filtratu v mikrozkumavce, se po promichani pomoci
vortexu tvofily kulicky gelové struktury na dné sbérné mikrozkumavky.
Tyto gelové kuli¢ky byly pfeneseny na vazebné kolonky a postup prozatim nebyl
ménén. U nékterych vazebnych kolonek dochéazelo k zadrzeni c¢asti vzorku,
a bylo tak nutné nékteré kolonky centrifugovat opakované. Vzhledem k tomu,
ze navrzeny postup pri diivéj§im pouziti vedl k uspéSné izolaci RNA,
zatim nedoSlo k jeho optimalizaci. Na kit urceny k izolaci RNA bylo navazano
kitem RNA  Clean and Concentrator™,  ktery slouzi k progisténi
a zakoncentrovani izolované RNA. Po méfeni pomoci, NanoDrop™ 1000
zatazeného pro ovéfeni pfitomnosti RNA prfed samotnou qPCR bylo zjisténo,
ze vzorek neobsahuje téméf zadnou RNA a protokol byl tedy nasledovné
upraven:
1. Lyzacni roztok S B-merkaptoethanolem byl obohacen
0 2% polyvinylpolypyrrolidon (PVPP), ktery vaze sekundarni metabolity
a mohl by tak zabranit ucpani kolonky.
2. Bylo snizeno mnozstvi vzorku ze 100 mg na 50 mg.
3. Po homogenizaci materialu byl pfidan dvojnasobny objem lyzacniho
roztoku (misto 500 pl byl pouzit 1 ml).
4. Pfi pouziti Spectrum™ Plant Total RNA kitu bylo na kolonku s navazanou

RNA piidano 500 pl etanolu a nasledovala centrifugaci 1 min pfi 16000 g.
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5. Byl zvySen pocet krokt s promyvacim pufrem ze 2 na 3.

V piipadé Spectrum™ Plant Total RNA kitu se po provedeni uprav
jiz netvofily gelové kulicky na dné sbérné zkumavky a po pridani kroku
s etanolem (4.) po navazani RNA na kolonku, protekl kolonkou veSkery obsah.
Gelové kulicky se tentokrat vysrazely az pfi pouziti RNA Clean
and Concentrator™ kitu po inkubaci s DNazou I. Nasledovalo op&t méfeni
pomoci spektrofotometru NanoDrop™ 1000 a vzhledem k celkem uspokojivym
vysledkim nasledoval pfepis RNA do ¢cDNA u vybranych vzorki s nejvyssi
koncentraci RNA za pomoci iScript™ c¢DNA Syntesis Kitu a postup na Thermo
Scientific Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) a samotnou qPCR
(40 cykli) na 96-jamkovych destickach o objemu 0,1 ml za pouziti programu
QuantStudio™ Design and Analysis spolu s pfistrojem QuantStudio5. Vysledky
vySly opét rozporuplné. Naméiené hodnoty nebyly stabilni u regerencniho genu
(actin) ani u genu pro chitinasu I a dionain ve vzorcich, kde 1ze expresi téchto
genu ocCekavat, tedy ve vzorcich ziskanych z poSkozenych pasti.

Pro tfeti pokus byl proto zvolen novy postup pro izolaci RNA a to pomoci
metody fenol-chloroformové metody s vyuzitém reagencie TRIzol® Reagent
spolu s PureLink™ RNA Mini Kitem v né&kolika kombinacich, jak bylo popsano
v kapitole ,Metody*.

Byly pfipraveny Cerstvé vzorky dle popsaného postupu, pouze s tim rozdilem,
ze pasti ani listy nebyly poskozeny. Vzorky méfené pomoci spektrofotometru
NanoDrop™ 1000 z kombinace vyuziti TRIzol® Reagent s precisténim RNA
PureLink™ RNA Mini Kitem byly zcela bez RNA, tento postup byl tedy ihned
vyloucen, navic u této varianty dochazelo po pfidani 100% etanolu k vodné fazi
ziskané pomoci TRIzol® Reagent k tvorbé& bilé srazeniny. Vysledky za pouziti

k™ RNA Mini Kitu mély velmi nizky vytézek RNA a zarovei

pouze PureLin
velmi vysoké zneci§téné, tento postup byl tedy také vyloucen.

Nejslibngji se jevilo vyuziti reagencie TRIzol® Reagent pro izolaci RNA
a dale postupovat stejné jako v pavodnim protokolu a navazat RNA Clean
and Concentrator™ kitem. Po izolaci RNA za pouziti TRIzol® Reagent byla
ziskdna RNA o vysoké koncetraci, stale vSak velmi znecCi§ténd a nasledovalo
piecisténi pomoci RNA Clean and Concentrator' ™ kitu. Paralelng byla testovana

i varianta za pouziti fenol-chloroformové metody s reagencii TRIzol® Reagent

a vzorky z obou navrzenych postupd, byly nasledné meéfeny pomoci pfistroje
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spektrofotometrem NanoDrop™ 1000 spole¢né. Vysledky z kontrolniho méfeni
ov§em vySly opé€t znepokojivé, nebot koncentrace RNA u obou skupin vzorka
byla naméfena nulova. A obé metody byly tedy vylouceny.

Bohuzel se nepodafrilo vyizolovat RNA z mucholapky podivné zadnym z vySe
uvedenych postupli a vzhledem k absenci vzorkii pro qPCR, nebyla qPCR

uskuteCnéna s vysledkem vhodnym k prezentaci v této diplomové praci.
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S DISKUSE

Mucholapka podivna si vyvinula schopnost lapit hmyz mechanizmem,
ktery je pravdépodobné evolucné odvozeny ze signalni drahy obrany
pfed bylozravymi organismy (Pavlovi¢ a Mithofer, 2019). V nemasozravych
rostlinach dochazi pfi poskozeni listl k indukci VP, ¢imz se aktivuje JA signalni
draha nejen v misté poranéni, ale i v odlehlych castech rostliny diky S§ifeni
elektrickych a chemickych signali na dlouhou vzdalenost (Koo et al., 2009;
Mousavi et al., 2013; Toyota et al., 2018). V mucholapce podivné systémova
odpovéd vSak nebyla zaznamenana ani v odpovédi na poranéni, ani krmeni
hmyzem, oba stimuly generuji stejné lokalni AP (Pavlovi¢ et al., 2017).
Vzhledem k tomu, ze mucholapka podivnd vyuzivda AP k lapeni kofisti
a tim k doplnéni potifebnych zivin, nabizi se otazka, zda AP generované
poskozenim listu je mucholapkou podivnou rozpoznano jako signal k zavieni
pasti nebo k aktivaci obranné reakce. A navic, zda se AP generované stimulaci
mechanosenzitivnich  vybézkd uvnitf pasti mucholapky podivné Sifi
alespori do asimilacni Casti téhoz listu a vyvolava ptipadnou odpovéd, ¢i nikoli.
Mucholapka je unikatni tim, ze pfi poSkozeni generuje AP misto VP, ktery je
typickyym elektrickym signalem pifi mechanickém poSkozeni.

Cilem praktické casti této diplomové prace bylo sledovat biofyzikalni
a biochemickou meziorganovou komunikaci v mucholapce podivné, ktera se jevi
jako vhodny experimentalni objekt. Lokalni a systémova elektricka signalizace
mezi pastmi této masozravé rostliny v odpovédi na lapeni kofisti byla jiz dfive
sledovana v praci Pavlovi¢ et al. (2017), kde bylo po mechanické stimulaci
mechanosenzitivnich vybé&zkti v pasti mucholapky podivné pomoci hmyzu
naméfeno velké mnozstvi AP v lokalni pasti a zadné AP v pasti systémové.
Tento experiment byl opakovan nékolikrat se stejnym vysledkem, elektricky
signal se z lokalni stimulované pasti do ostatnich systémovych pasti neSifi,
coz je v kontrastu se systémovym Sifenim elektrickych signali po poranéni
v modelové rostliné Arabidopsis thaliana (Mousavi et al., 2013). V ramci
vyzkumu pro vypracovani této diplomové prace byla tedy konkrétné sledovana
meziorganova komunikace v odpoveédi na poranéni mezi pasti a asimilacni casti
listu mucholapky podivné. Nejprve byly paralelné povrchové méfeny elektrické

signaly v pasti a asimilacni ¢asti listu. Vzhledem k vysledkiim méfeni, je patrné,
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ze se elektrické signaly generované v pasti v odpoveédi na poranéni neprenasi
ani do asimilacni ¢asti listu mucholapky podivné. Tento vysledek je v souladu
s pracemi Volkov er al. (2007, 2008, 2013), kde AP indukované tentokrat
mechanickou stimulaci v pasti do asimilacni c¢asti listu také neprosli.
Je tedy mozné tvrdit, ze tyto dvé casti listu mucholapky podivné nejsou navzajem
elektricky propojené bez ohledu na druh podnétu jsou elektricky nezavislé.
Elektricka signalizace u mucholapky podivné slouzi k lapeni kofisti,
zda se tedy logické, ze by byla tato signalizace omezena pouze na stimulovanou
past. Vzhledem k energetické naroCnosti produkce travicich enzymt by bylo
pro mucholapku podivnou velmi nevyhodné, kdyby se pfi lapeni kofisti jednou
pasti, zaviely 1 vSechny ostatni pasti na rostliné a zacaly produkovat travici
enzymy. I LC-MS/MS kvantitativni analyza fytohormond JA a JA-Ile v této
diplomové praci potvrzuji absenci systémové odpovédi a tedy i absenci JA a JA-
Ile meziorganové komunikace v mucholapce podivné. Escalante-Peréz et al.
(2011) vsak ve své praci tvrdi, Zze v mucholapce podivné existuje meziorganova
komunikace v podobé jasmonati hromadicich se v systémovych pastech
po aplikaci ImM coronatinu na lokalni past. Coronatin je strukturné podobny JA -
Ile a je jejim molekularnim agonistou, ¢imz se snazili v pasti simulovat aktivaci
signalni drahy kyseliny jasmonové. Po 3-24 h od aplikace naméfili zvySenou
koncentraci cis-OPDA v systémové pasti. Autofi tohoto experimentu vysledky
interpretovali jako existenci jasmonatové systémové odpoveédi. Lapeni jedné
kotisti dle autord c¢lanku vede ktvorbé c¢is-OPDA a jeho transportu
do systémovych pasti mucholapky podivné, které jsou pak predpfipravené
na potencialni prichod dalsi kofisti. Experimenty tohoto typu se v minulosti ¢asto
pouzivaly pro interpretaci vysledku endogenné akumulovanych jasmonatu, byly
vSak jiz v dobé svého wvzniku hojné kritizovany (Koo a Howe, 2009).
Takto popsana systémova odpovéd zatim nebyla pozorovana pfirozené
po stimulaci mechanosenzitivnich vybézki ani po poranéni a tedy u pfirozené
se akumulujicich jasmonata (Pavlovi¢ er al., 2017). Neschopnost mucholapky
podivné rozeznat poSkozeni od mechanické stimulace mechanosenzitivnich
vybézku v pasti je dana evolu¢né, odvozenim schopnosti rozpoznat pfitomnost
kofisti a jejiho lapeni od reakce rostliny na poSkozeni bylozravcem (Pavlovi¢

etal.,2017).
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I pfesto, ze se na urovni JA meziorganova komunikace mezi pasti a asimilacni
casti listu nepotvrdila, vysledky analyzy fytohormonu ABA by mohly podpofit
existenci komunikace mezi pasti a asimilacni ¢asti listu mucholapky podivné.
Fytohormon ABA reguluje otevienost priducht a tim vodni rezim rostliny,
¢imz se podili na ochrané rostlin pfed nedostatkem vody. Escalante-Peréz et al.
(2011) ve své praci tvrdi, ze vzhledem k tomu, jak je traveni kofisti v lokalni
pasti narocné na mnozstvi vody sekretované v travici tekutiné, reguluje
mucholapka citlivost svych pasti pomoci ABA. Jestli byly mucholapky vystaveny
suchu a akumulovaly ABA endogenné, nebo byly vystaveny exogenni aplikaci
50 uM ABA vede dle autort v obou pfipadech ke znecitlivéni pasti vaci stimulaci
mechanosenzitivnich vybézka a je tedy nutny veétsi pocet dotekd k rychlému
uzavieni této pasti. Autofi na zakladé toho predpokladali, ze ABA snizuje
amplitudu AP, coz ma za nasledek pravé potfebu vice doteku citlivych vybézku
k uzavfeni pasti nez v pastech nestresovanych Vlivem pusobeni ABA je tedy
dle Escalante-Peréz et al. (2011) ovlivnéna schopnost pasti rozeznat kofist
auzaviit se. Z LC-MS/MS méfeni prezentovanych v této diplomové praci
vyplyva, ze se v ptipadé poranéni asimilacni casti listu zvyS§uje koncentrace ABA
i v neporanéné pasti a na druhy den schopnost pasti odpovédét na mechanicky
stimul vyrazné klesa. Na zakladé téchto vysledki byly navrzeny dalsi
experimenty a méfeny elektrické signaly po stimulaci mechanosenzitivnich
vybézku v pastech, které se nachazely na poranénych asimilaénich Castech listu
(16 h pred méfenim). Vysledky méfeni ukazuji, ze se amplituda AP v téchto
pastech opravdu priakazné sniZzuje a past se vyrazné pomaleji uzavira.
Past resguje az na vétsi poCet podnétd, pfipadné se nezavira vubec.
Pasti na koncich poSkozenych asimila¢nich castech listu byly navic casto
konkavné prohnuté. Velikost amplitudy AP je pro ochotu pasti se uzavfit velice
dalezita a vykazuje kumulativni charakter, pfiCemz past se uzavira az po dosazeni
urc¢ité souhrné prahové hodnoty depolarizace (Volkov et al., 2009; Suda et al.,
2020). Samotny mechanizmus uzavieni pasti je dan nahlou zménou tlaku vody
mezi vnéj§i a vnitini stranou pasti, pfi které dojde ke zméné konvexniho tvaru
pasti na konkavni (Escalante-Peréz er al., 2014). Otazkou tedy je, zda neochota
pasti se uzavfit je zpusobena snizenou amplitudou AP nebo naruSenim zasobeni
pasti vodou a tim snizenym turgorem. Vzhledem k rozsahlému poskozeni

primarni zilnatiny asimilaéni ¢asti listu. Aby bylo mozné si na tuto otazku
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odpoveédeét, bylo provedeno méfeni elektrickych signald v mucholapce podivné
po 24 h od oSetfeni pasti 50 uM roztokem ABA. Z vysledki méfeni oSetfenych
pasti vyplyva, Zze ABA je zodpovédna za snizeni amplitudy AP, ale nezptusobuje
zpomaleni uzavirani pasti ani nesnizuje pocet stimuld potfebnych k jejimu
uzavfteni, jak bylo pozorovano v pfedchozim experimentu s poranénou asimilacni
casti listu. Vzhledem k tomu, ze exogenni aplikace ABA nezpusobila inhibici
uzavirani pasti navzdory snizené amplitudé AP, je inhibice zavirani pasti
po poranéni asimilacni ¢asti listu zpisobena jinym mechanizmem nez je pfimy
ucinek ABA. Timto mechanizmem je pravdépodobné naruseny vodni rezim.

Protoze pletiva mucholapky podivné jsou velmi nestandartni material a druh
rostliny nepatfi uplné mezi modelové organismy, nebylo mozné dovést qPCR
analyzu do konce. Veskeré testované metody byly upravovany dle nejriznéjsich
rad a stale se objevovaly nové prekazky. V priabéhu izolace RNA se tvorili
kulicky gelové struktury, bila srazenina, ktera nesla rozpustit nebo se ucpavaly
kolonky. A kdyz uz se zdalo, ze byla izolace uspé$na, kontrolni meéfeni
spektrofotometrem NanoDrop™ 1000 ukazalo velmi nizkou koncentraci RNA
ve vzorku nebo vysoké znecCisténi guanidinovymi solemi, které je Casto vedlejsim
efektem vyuziti reagencie TRIzol® Reagent. Mimo zminénych metod provedla
Mgr. Martina Kopecna, Ph.D. pokus o izolaci RNA z mucholapky podivné
i citratovou metodou, kterd vSak také nebyla uspéSna i pres vysokou ucinnost
metody. Hlavnim divodem, pro¢ nebylo mozni RNA z mucholapky podivné
izolovat je nejspi§ vysoka koncentrace sekundarnich metabolitd a antokyant,
coz je zpusobeno podminkami, ve kterych byly pro mucholapky podivné
péstovany.

Optimalizace metody pro izolaci RNA z mucholapky podivné, predevsim
z rostlin péstovanych na slunecném stanovis§ti se sice nepodafilo dotahnout
do zdarného konce pfi vypracovavani této diplomové prace, na pocatku vsak
optimalizace ani nebyla jejim cilem. Rozhodné se vSak stala pfredmétem dalSiho

snazeni.
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6 ZAVER

Z experimenti provedenych v praktické cCasti této diplomové prace vyplyva,
ze asimilaCni Cast listu a pasti nejsou elektricky propojeny a ze mucholapka
podivnad na rozdil od béznych rostlin nevyuziva elektrickou systémovou
signalizaci. Jelikoz se elektrické signaly v rostlindch wuplatiiuji zejména
pii obrannych reakcich rostlin, kde je takova systémova reakce zadana, je mozné,
ze v masozravych rostlinach, kde se uplatiuji pfi chytani kofisti naopak takova
reakce zadana neni a byla evolucné potlaCena. Navzdory absenci elektrické
systémové odpovédi rostliny, vSak asimilacni ¢ast listu a past spolu komunikuji,
co dokazuje zvySena systémova akumulace ABA v pasti po poranéni listu,
ktera stoji za snizenim amplitudy AP v pasti.

V souladu s absenci systémové elektrické signalizace je i absence systémové
akumulace jasmonatd. Ty se dokazi akumulovat pouze v poranéném typu pletiva
bez rozdilt, zdali se jedna o past nebo list. Mucholapka podivna tedy nevyuziva
biofyzikalni ani biochemickou systémovou signalizaci. Vysledky z qPCR
analyzy mély ukazat, jestli je JA schopna aktivovat expresi gent kodujicich
travici enzymy 1 v asimilacnich listech, nebo jestli ma tuhle schopnost JA jenom
v pasti (t.j. pletivova specificita exprese). Vysledky z qPCR ovSem bohuzel
nejsou nyni k dispozici.

Prekazky, které se vyskytly v prubéhu vyzkumu pro tuto diplomovou praci
by vSak nemély zistat bez povSimnuti a jiz dnes se na jejich odstranéni vytrvale
pracuje. Optimalizace protokolu pro izolaci RNA z mucholapky podivné
péstované na slunci je prvnim krokem k ziskani potfebnych informaci pro dalsi

vyzkum.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AP ak¢ni potencial

cm-s! centimetr za sekundu

GLR GLUTAMATE-RECEPTOR-LIKE kanaly

mm-s! milimetr za sekundu

mM (uM) milimolarni koncentrace (mikromolarni koncentrace)
ROS reaktivni formy kysliku

SP systémovy potencial

LC-MS/MS Kapalinova chromatografie v kombinaci s tandemovou

hmotnostni spektrometrii

gPCR Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v realném
Case
VP variaéni potencial
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