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Souhrn

Zaplavy patii mezi piirodni katastrofy, které negativné ovliviiuji nejenom nas, ale i rostliny.
V disledku zaplav dochazi u rostlin ke snizeni obranyschopnosti a nedokazi se G¢inné branit proti
herbivornimu hmyzu, ktery je napada. Konkrétné dochazi k inaktivaci jasmonatové signalni
drahy, kterou si v pribéhu evoluce exaptovala odlisSna skupina rostlin. Masozravé rostliny
vyuzivaji soucasti obranného systému nejenom ke své obrang, ale také k lovu. Masozravé
rostliny, jako naptiklad mucholapka podivna (Dionaea muscipula Ellis), rostou v oblastech, kde
dochézi k castym zaplavam a dokézi tyto podminky piezit. Cilem této prace bylo stanoveni hladin
fytohormonti a detekce a kvantifikace travicich enzymi v odpovédi na zatopeni rostlin
mucholapky podivné. Béhem experimentu byla skupina rostlin umisténa na vzduchu a druha
skupina byla zatopena a nasledné byla ¢ast rostlin z obou skupin hodinu mechanostimulovana.
Kvantitativni analyza fytohormont byla provedena pomoci metody LC-MS/MS a detekce
a kvantifikace travicich enzymu byla provedena pomoci metod SDS-PAGE a Western blotting.
Vysledky ukazaly, Ze v piipad¢ zatopeni dochazi i u mucholapky podivné ke snizeni akumulace
kyseliny jasmonové, ¢imz dochazi i ke snizeni sekrece travicich enzymi. Avsak hladina kyseliny
jasmonové po indukci mechanostimulaci je stale dostacujici k aktivaci traviciho procesu, ktery je

pro rostlinu zivotng¢ dulezity.
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Summary

Floods belong among the natural disasters that don’t negatively affect only us but also affect
plants. As a results of flooding, plants have reduced defences and are unable to defend themselves
effectively against herbicidal insects that attack them. Specifically, the jasmonate signalling
pathway, which was co-opted by another group of plants during evolution, is inactivated.
Carnivorous plants use parts of plant defense system not only for their own defense but also for
hunting. Carnivorous plants such as the Venus flytrap (Dionaea muscipula Ellis) grow in wet
habitats where frequent flooding occurs and are able to survive these conditions. The aim of this
study was to determine the levels of phytohormones and to detect and quantify digestive enzymes
in response to flooding in Venus flytrap plants. During the experiment, one group of plants was
placed in air, while the other group was flooded, and then a half of the plants from both groups
were mechanically stimulated for an hour. Quantitative analysis of phytohormones was
performed using the LC-MS/MS method, and detection and quantification of digestive enzymes
were performed using SDS-PAGE and Western blotting. The results showed that in the case of
flooding, there is also a reduction in the accumulation of jasmonic acid in Venus flytrap plants,
which leads to a decrease in the secretion of digestive enzymes. However, the level of jasmonic
acid after mechanostimulation induction is still sufficient to activate the digestive process that is

vital for the plant.
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1 Uvod

Taktéz jako zivoCichové si rostliny vyvinuly svij vlastni sofistikovany obranny
systémem proti svym nepratelim. Od morfologickych ¢i mechanickych bariér po slozité
signalni drahy, rostliny si vytvorily jedine¢ny zptisob obrany. Avsak zadny systém neni
pln¢ bezchybny. V disledku zéplav se obranyschopnost rostlin vyrazné€ snizuje.
Konkrétné dochazi k inaktivaci jasmonatové signalni dréhy, ktera indukuje akumulaci
defensivnich enzymi a hraje tak dilezitou roli v obranném systému rostlin.

Urcita skupina rostlin nevyuZziva tento systém vyhradné ke své obrané, ale také
k lovu kofisti. Masozravé rostliny v prubéhu evoluce exaptovaly obranny systém rostlin
ke svému vlastnimu prospéchu, aby dokézaly piezit na mistech s nedostatkem Zivin
v pudé. Snad nejznaméjsi masozravou rostlinou je mucholapka podivna (Dionaea
muscipula Ellis), ktera diky schopnosti lovu kofisti dokaze ptezit na nutricné chudych
pudach slatinist’ Severni a Jizni Karoliny, USA. Tento habitat se mimo nutricné¢ chudych
pud vyznacuje 1 Castymi pozary, ale také prudkymi desti, po kterych zlstavaji rostliny
i n¢kolik dnti zatopeny.

Pokud tedy dochazi k jejich zatopeni, jsou mucholapky podivné nadale schopny
lovu? Dochézi ke kompletni inaktivaci ¢i pouze ke sniZeni signalizace jasmonatovou
signalni drahou a jsou viibec schopné de novo syntézy travicich enzyma? A pravé ziskani

odpovédi na tyto otazky bylo naplni této bakalarské prace.



2 Cile prace

Cilem teoretické Casti této bakalarské prace bylo vypracovani literarni reserSe na téma
obranyschopnosti a masozravosti rostlin s naslednym zaméfenim na mucholapku
podivnou (Dionaea muscipula).

Cilem experimentalni ¢asti bylo stanoveni hladin fytohormont a detekce a kvantifikace

travicich enzymii v odpovédi na zatopeni.



3 Literarni prehled
3.1 Obranyschopnost rostlin

Rostliny, taktéz jako vSechny jiné organismy, oplyvaji systémem obrany pted neprateli.
V piipade¢ rostlin se jedna o obranu pievazné proti Sirokému spektru herbivorniho hmyzu,
obranné a Gto¢né mechanismy proti sobé navzajem (War et al., 2012).

Obranny systém rostlin 1ze rozdélit do dvou skupin: i) Konstitutivni obrana a ii)
indukovatelna obrana. Podstatou konstitutivni obrany je jeji neustala pfitomnost
v rostliné. Konstitutivni obrana miize byt zalozena na morfologii rostliny nebo na jejich
sekundarnich metabolitech. Mezi morfologické ¢i mechanické bariéry patii trny,
trichomy, sklerenchymaticka pletiva ¢i zesileni buné¢nych stén a mezi obranné chemické
latky patii naptiklad fenoly (taniny, flavonoidy, lignin), glukosinolaty (sinalbin,sinigrin),
terpeny (saponin) a alkaloidy (War et al., 2012).

Podstata indukovatelné obrany spociva v tom, Ze dokud nedojde k napadeni
rostliny herbivorem, je tato obrana neaktivni. Vyhodou tohoto typu obrany jsou nizké
metabolické naklady (Chen, 2008). Indukovatelnou obranu lze dale rozdélit na obranu
piimou, kdy dochazi ke pfimé konfrontaci bylozravce a rostliny a obranu nepiimou.
Nepiima obrana spoc¢iva ve spolupraci rostliny a ptirozenych neptatel jejich utocnika,
které rostlina prilaka pomoci tékavych latek (Kessler et Baldwin, 2002). Obrana se
odehrava ve tirech krocich: zjiSténi napadeni rostliny, pienos signalu a produkce
obrannych latek (Walling, 2000; Kessler et Baldwin, 2002; Ferry et al., 2004; Dangl
et McDowell, 2006). V piipadé poranéni rostliny dochazi nejdiive k lokalni odpovédi
poskozeného mista a posléze k systémové odpoveédi neposkozenych tkani. Pfenos této
informace do systémovych tkani musi byt bleskovy, a proto si rostliny vyvinuly n¢kolik
riznych signalnich mechanismu. Pro tuto potiebu rostliny vyuzivaji volnych kyslikovych
radikald, vapnikové viny a elektrickych signala (Gilroy et al., 2016). V piipad¢ poranéni
naptiklad dochazi k uvolnéni glutamatu, ktery se vaze na proteiny glutamate like-
receptor (GLR) fungujici jako iontové kanaly. Dochazi tak ke zvySeni hladiny Ca®*
Vv cytosolu a jeho propagaci do okolnich tkani, kde dochazi k aktivaci biosyntézy kyseliny
jasmonové (JA) hrajici zasadni roli pifi biotickém i abiotickém stresu (Toyota

et al., 2018).



3.2 Kyselina jasmonova a jasmonaty
Fytohormony hraji zsadni roli v signalnich mechanismech rostliny a mezi jejich funkce
patfi napiiklad fizeni regulace ristu rostliny ¢i odpovédi na stres. Mezi takové
fytohormony pravé patii i kyselina jasmonova (JA) a jeji derivaty zvané jasmonaty (JAs).
Kyselina jasmonova, chemicky 3-0x0-2-(2°-cis-pentenyl)cyklopentan-1-octova kyselina,
jeji metylester (MeJA) a isoleucinovy konjugat kyseliny jasmonové (JA-Ile) patii mezi
derivaty lipida a sdili znacnou ¢ast sveé stavby a funkce se Zivo€iSnymi prostaglandiny.
Ptfesnéji se jedna o oxylipiny, jejichz stavba se stava z cyklopentanového kruhu,
pentenylového bo¢niho fetézce a bo¢niho fetézce zbytku karboxylové kyseliny odvozené
od a-linolenové kyseliny (Wasternack et Feussner, 2018; Ruan et al., 2019). Jako prvni
byl vroce 1962 izolovan MeJA z esencialniho oleje kvéta Jasminum grandiflorum
(jasmin velkokvéty) (Demole et al., 1962). Samotna JA byla izolovana o nékolik let
pozdéji z houby Botryodiplodia theohromae (Aldridge et al., 1971) a poté z vyssich
rostlin jako jsou Cucurbita pepo (Fukui et al., 1977) nebo Vicia faba (Dathe et al., 1981).
Role JA a JAs spociva v regulaci mnoha fyziologickych procesi rostlin. Jako
prvni byla popsana jejich role v regulaci odpovédi na bioticky a abioticky stres. Dalsi roli
hraje naptiklad pii kliCeni semen, pii senescenci, inhibuje rast kotfeni, fidi rast hliz ¢i
trichomt (Wasternack, 2007).

3.2.1 Biosyntéza kyseliny jasmonové a jasmonatu

Vick a Zimmerman (1984) jako prvni popsali biosyntetickou drahu kyseliny jasmonové.
Biosyntéza je rozd€lena do tfech mist: chloroplast, peroxisom a cytoplasma. Po¢ate¢nimi
substraty v biosyntéze JA jsou a-linolenova kyselina (a-Lea, C18:3) nebo
hexadekatrienova kyselina (C16:3), které jsou uvolnény z galaktolipidii chloroplastti
pomoci fosfolipazy Al (PLA1) hydrolyzujici snl pozici galaktolipidi. Uvolnéna a-Lea
je dale oxidovana 13-lipoxygenazou (LOX) na 13(S)-hydroperoxyoktadekatrienovou
kyselinu (13(S)-HPOT), ktera je nadale substratem pro enzym allenoxid syntaza (AOS).
Produktem AOS je 12,13(S)-epoxyoktadekatrienova kyselina (12,13(S)-EOT) a jedna se
o nestabilni allylicky epoxid dale cyklizovany allenoxid cyklazou (AOC), jejiz
produktem je cis-(+)-12-oxo-fytodienova kyselina (cis-OPDA). Z C16:3 substratu vznika
za stejnych podminek a pomoci stejnych enzymi v paralelni draze dinor kyseliny 12-oxo-
fytodienové (dNOPDA) (Wasternack et Kombrink, 2010; Kombrink, 2012). Neni zcela

jasné, jak jsou OPDA a dnOPDA transportovany z chloroplastu do peroxisomu. Na vnéjsi



a vnitini membrané chloroplastu nebyly zatim nalezeny transportéry OPDA, ale import

do peroxisomu je pravdépodobné zatizeny pomoci ABC transportéru COMATOSE

(CTSI1, jinak znamy i jako PXA1/PED3) ¢i pomoci zachycovani anionti (Theodoulou

et al, 2005).
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Obr. 1: Schéma biosyntézy kyseliny jasmonové (Pfevzato a upraveno z Wasternack
et Kombrink, 2010).
Legenda: (PL): fosfolipaza, (C16:3): hexadekatrienova kyselina, (LOX): 13-lipoxygenaza, (13(S)-HPOT):
13(S)-hydroperoxyoktadekatrienova kyselina (AOS): allenoxid syntaza, (12,13(S)-EOT): 12,13(S)-

epoxyoktadekatrienova kyselina, (AOC): allenoxid cyklaza, (cis-(+)-OPDA): cis-(+)-12-oxo-fytodienova
kyselina, (dnOPDA): dinor kyseliny 12-oxo-fytodienové, (CTS1): ABC transportér COMATOSE, (OPR3):
OPDA reduktaza 3, (OPC-8): 3-0x0-2-(2'[Z]-pentenyl)-cyklopentan-1-oktanova kyselina, (OPC-6): 3-
0x0-2-(2'[Z]-pentenyl)-cyklopentan-1-hexanova kyselina, (JA-CoA): jasmonoyl-CoA, ((+)-7-iso-JA):

kyselina (+)-7-iso-jasmonova, ((-)-JA): (-)-jasmonova kyselina



Dale v peroxisomech dochazi k redukci cis-OPDA a dnOPDA pomoci OPDA
reduktazy 3 (OPR3) na pfislusné produkty: 3-oxo0-2-(2°[Z]-pentenyl)-cyklopentan-1-
oktanovou kyselinu (OPC-8) akyselinu 3-oxo-2-(2°[Z]-pentenyl)-cyklopentan-1-
hexanovou (OPC-6). Poslednim krokem je f-oxidace, ktera probiha ve tfech krocich. Je
katalyzovana acyl-CoOA oxidazou (ACX), multifunkénim proteinem (MFP) a -3-
ketoacyl-CoA thiolazou (KAT) za produkce finalniho produktu jasmonoyl-CoA, ktery je
nasledné $tépen prozatim neznamou thioesterdzou na (+)-7-iS0-JA, ktera se ustali na
stabilngjsi (-)-JA.

Pomoci neznamého mechanismu dojde k uvolnéni (+)-7-iso-JA do cytoplasmy,
kde dochazi k syntéze derivata JA. Dvéma nejvyznamnéj$imi reakcemi jsou methylace
karboxylové skupiny JA pomoci JA karboxyl methyltransferazy (JMT) a konjugace JA
k isoleucinu pomoci JA syntazy aminokyselinového derivatu (JAR1) za vzniku
bioaktivni formy (+)-7-iso-jasmonoyl-.-isoleucinu (JA-1le). Dal§imi mén¢ vyznamnymi
reakcemi jsou konjugace K jinym aminokyselindm ¢i hydroxylace JA na uhliku C12
(Wasternack et Kombrink, 2010).

3.2.2 Signalni draha kyseliny jasmonové

Pfenos signdlu JA vrostliné mize byt na kratké 1 dlouhé vzdalenosti. Byva
zprostiedkovany samotnou JA (neautonomni cesta) nebo jinym signdlem (autonomni
cesta), ktery spousti jeji akumulaci v distalnich listech (Koo et Howe, 2009).
Neautonomni cesta byla dlouho studovéna a je dobie popsana u rostlin z celedi lilkovité
(Solanaceae). V pripadé napadeni rostliny herbivornim hmyzem dojde k rapidni
akumulaci JA a JA-lle v misté poskozeni a dochazi k lokalni obranné reakci. Jako prvni
dochazi k produkci peptidového hormonu systeminu, ktery ma roli signalni molekuly.
Pomoci floému a apoplastu se dostava do okolnich bun¢k, aby aktivoval biosyntézu JA.
Dale JA a JA-Ile, indukované systeminem, slouzi jako signdlni molekuly a jsou
transportovany do okolnich buné¢k, kde aktivuji obrannou reakci (Truman et al., 2007).

V ptipad¢ autonomniho prenosu JA signdlu na dlouhé vzdalenosti a pro vytvoteni
systematické reakce v Arabidopsis jsou zasadni GLR geny. Béhem poranéni dochazi
ke zméné povrchovych potencialti (wound-activated surface potentials; WASPs), které
jsou zasadni ve spusténi obranné reakce v distalnich listech (Mousavi et al., 2013). P#i
poranéni dojde k aktivnimu uvolnéni nebo k uniku glutamatu z poskozenych bun¢k. Ten
dale aktivuje ligand gated GLR iontové kanaly a dochazi tak k propagaci Ca®* signalu
WASPs (Toyota et al., 2018, Bellandi et al., 2022).



Aby doslo ke genové expresi, musi jako prvni dojit k transportu JA-Ile do jadra.
Hodnoty JA a JA-lle v jadfe a v cytoplasmé jsou fizeny pomoci ABC transportéru
AtJAT1/AtABCG16, ktery se nachazi na cytoplasmatické a jaderné membrané bunék.
Do jadra se pomoci transportéru dostava pouze bioaktivni JA-lle v ptipad¢ stresu rostliny,
samotna JA se do jadra nedostava. Pokud je koncentrace JA V cytoplasmé vysoka,
aktivuje se cytoplasmaticky transportér a dojde ke snizeni hodnot cytoplasmatického JA,
tudiz se deaktivuje JA signalizace. Transportér AtJAT1/AtABCGI16 hraje tedy zasadni
roli v dynamice hodnot JA/JA-lle v buice, kdy v ptipadé stresu dochazi k rychlé
odpoveédi, ale také k rychlé deaktivaci signalizace, aby nedoslo k inhibici rlstu a vyvoje
rostliny (Li et al., 2017).

V jadie se JA-Ile vaze na F-box protein, CORONATIVE INSENSITIVE 1
(COI1), rozeznavajici cile pro degradaci. COIl1 byl objeven pomoci mutanta Arabidopsis
coronative insensitive (coil), ktery je necitlivy k JA a ke coronatinu, coz je bakterialni
toxin napodobujici ucinky jasmonatu (Feys et al., 1994; Xie et al., 1998). COI1 je
soucasti SCFCO" komplexu, ktery se sklada z proteini Skpl/Cullin/F-box a cely tento
komplex ma funkci jako E3 ubiquitin ligaza, kdy odpovida za ubiquitinaci cilového
proteinu a jeho naslednou degradaci v proteasomu 26S (Loake et al., 2017). Cilem
SCFCO" komplexu jsou JASMONATE ZIM DOMAIN (JAZ) represory. Byly objevené
zaroven tifemi tymy v roce 2007 (Chini et al., 2007; Thines et al., 2007; Yan et al., 2007)
a dnes je znamo 12 JAZ proteinu v Arabidopsis z nichz vétSina obsahuje dvé domény Jas
a ZIM. Doména Jas se nachdzi na C-konci a je esencidlni v interakci COI1-JAZ
(Melotto et al., 2008). Doména ZIM se sklada ze 30 aminokyselin a nachazi se v centralni
casti JAZ. Obsahuje konzervativni TIFY motiv, ktery je dulezity pro formaci homo- a
heterodimeri. DileZitou interakei TIFY motivu je interakce s NOVEL INTERACTORS
OF JAZ (NINJA), ktery zprosttedkovava represi JA-Ile zprostiedkované genové exprese
pomoci histon deacetylaza (HDA)/acetylaéniho cyklu. Spolu s NINJA interaguji
korepresory TOPLESS (TPL) a TPL-related proteiny (TPRs) (Pauwels et al., 2010;
Wasternack et Strnad, 2015).

JAZ represory maji obzvlasté velmi silnou afinitu ke basic-helix-loop-helix
(bHLH) transkripénim faktortim (TF) mezi které patii naptiklad MYC2, MYC3, MYC4
¢i MYB TF. Nejzasadnéjsim z nich je vSak MYC2 (Woldemariam et al., 2011). MYC2
hraje roli v rané expresi gent z JA signalizace. Karboxylovy konec MYC2 obsahuje

bHLH doménu skladajici se z amfipatickych a-helixi hydrofobnich aminokyselin. Aby



doslo k regulaci transkripce cilenych gent, tvofi MYC2 homo- nebo heterodimery
s ptibuznymi TF MYC3 a MYC4 pravé pomoci amfipatickych a-helixti hydrofobnich
aminokyselin. Tyto homo- ¢i heterodimery se dale poji na G-box (5’- CACGTG-3’)
nachdzejici se na cilenych promotorech. Kiniciaci transkripce MYC2 reaguje
s rostlinnym Mediatorovym komplexem pomoci domnél¢é transkripéni aktivaéni domény
(TAD), ktera interaguje S ACTIVATOR INTERACTION DOMAIN (ACID) a s 10
aminokyselinami v Middle Domain (MD) MED25 podjednotky Mediatorového
komplexu. MYC2, MYC3 a MYC4 interaguji s Jas doménou JAZ pomoci jejich
terminalni domény JAZ Interaction Domain (JAD) (Kidd et al., 2009; Fernandez-Calvo
et al., 2011; Chen et al., 2012a). I kdyz MYC2 pozitivné reguluje obranu proti hmyzu,
odpovéd’ na poranéni, metabolismus flavonoidi a toleranci oxidativniho stresu béhem JA
signalizace, dochazi k tomu na tkor negativni regulace exprese obrany proti patogentim

a  sekundarniho  metabolismu  rostliny (Kazan et  Manners, 2008).
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Obr. 2: Schéma percepce JA-lle a regulace JA indukované genové exprese (Pfevzato a
upraveno z Wasternack, 2015).

Legenda: (JA-lle): jasmonoyl-L-isoleucin, (Ub): ubiquitin, (COI1): CORONATINE INSENSITIVE 1F-
box protein, (JAZ1): JASMONATE ZIM DOMAIN 1 protein, (NINJA): NOVEL INTERACTORS OF
JAZ, (JAZs): JASMONATE ZIM DOMAIN proteiny, (JAV1): JASMONATE-ASSOCIATED VQ
MOTIF GENE 1, (MYC2): transkripéni faktor MYC2, (TPL): TOPLESS, (HDAG6): histon deacetylaza 6,
(HDAL19): histon deacetylaza 19, (MED25): podjednotka Mediatorového komplexu



3.3 MasoZravé rostliny

Obecné vnimame vztah mezi rostlinami a zivo€ichy jako nevyrovnany. Rostliny diky své
nemoznosti pohybu investuji ptfevazné do obrannych systémil, naopak zivocichové
investuji prevazné do systému ofenzivnich (Ehrlich et Raven, 1964). Avsak neexistuje
pravidlo bez vyjimek. Existuje pies 800 druhi masozravych rostlin, které jsou rozdélené
do 19 rodu, 12 Celedi a 5 fadt. Masozravost u rostlin se s nejvétsi pravdépodobnosti
vyvinula z divodu nedostatku Zivin v pud¢, avSak nezavisle na misté vyskytu. Z kofisti
rostliny vstrebavaji vétsi mnozstvi dusiku, ale 1 fosfor, siru, draslik, vapnik a mozna 1 jiné
prvky (Studnicka, 1984; Ellison et Adamec, 2018). Stouto hypotézou vyvoje
masozravosti u rostlin pfisel a dale ji rozvijel jako prvni Darwin (1875), kdy masozravé
rostliny nazyval jesté¢ jako ,insektivorni“ (hmyzoZravé). MasoZravé rostliny rostou
piedevsim v tropickych a v subtropickych oblastech s jasnou preferenci na teplé a vlhkeé
prostiedi, avSak existuji i druhy, které rostou v sezéné suchych oblastech (Ellison
et Adamec, 2018). Ellison et Adamec (2018) definovali pét esencialnich charakteristik,
aby rostlina mohla byt povazovéna za ,,masozravou: (1) kotist musi byt chycena pomoci
specializovanych pasti, (2) kofist musi byt zabita, (3) musi dojit k jejimu straveni, (4)
musi dojit k absorpci Zivin ze stravené kofisti, (5) rostlina musi vyuzit tyto ziviny ke
svému rustu. Masozravé rostliny vyuzivaji k naldkani koftisti rizné druhy napodobovani
kvéta ¢i plodnic hub pomoci vzhledu, barvy ¢i viing, jako je naptiklad viing kvasiciho se
ovoce (Studnicka, 1984). Pasti masozravych rostlin 1ze rozd¢lit do dvou kategorii: pasivni
a aktivni. Aktivni pasti zahrnuji néjaky pohyb béhem loveni (napt. zavieni pasti), zatimco
pasivni pasti nevyzaduji zadny pohyb k chyceni kofisti, kdy syntéza travicich enzymd je
silné indukovana v pfitomnosti amoniaku a proteini z zivé kotisti (Heslop-Harrison,
1975; Saganova et al., 2018). Mezi pasti pasivni patii napiiklad lepkavé listy, lacky ¢i
vrSe a mezi aktivni se fadi naptiklad saci méchyiky nebo sviraci ¢epele. Veskeré druhy
pasti vznikly pfimou vyvojovou pfeménou z listll (Studnicka, 1984).

3.4  Mucholapka podivna (Dionaea muscipula)

Mucholapka podivna (Dionaea muscipula) byla objevena roku 1759 anglickym
guvernérem Severni Karoliny Arthurem Dobbsem. O dalSich deset let pozdéji byla roku
1770 navrzena botanikem Johnem Ellisem teorie souvislosti lapani hmyzu s moznou
vyzivou rostliny (Studnicka, 1984). Tato hypotéza byla déle experimentalné testovana
Darwinem (1875), ktery mucholapku podivnou nazval tou ,,nejpodivuhodnéjsi rostlinou

na svete®.



Mucholapka podivna patii do ¢eledi Droseraceae. Tento druh je endemitem na
slatiniStich Severni a Jizni Karoliny, USA. Roste v kyselych a nutricné¢ chudych
raSelinach ¢i hlinitych ptudach nebo v kiovinné vegetaci smrkovych lest. Jelikoz tyto
rostliny rostou v oblastech se silnymi zimami, horkymi a vlhkymi 1éty s obCasnymi
pozary, maji striktné sezénni dobu rastu spolu se zimnim obdobim dormance. Pozary
a zimu prezivaji pomoci podzemnich cibulovitych organti. Novy rast rostliny zacina
pozdni zimou ¢i brzkym jarem, kveteni probihd bé¢hem brzkého 1éta a tvorba semen
v pribéhu poloviny 1éta (Studnicka, 1984; Ellison et Adamec, 2018).

3.4.1 Morfologie

Nadzemni ¢ast rostliny se sklada z pfizemni riizice o praméru 7-14 cm, kterd je tvofena
listy o délce pfiblizné 7 cm. Listy maji vyraznou Zilnatinu tdhnouci se jejich stfedem.
Skladaji se z kiidlaté rozsifeného tapiku, kratké stopky a z Cepele, ktera se sklada ze dvou
lalokt a formuje tak past, jejiz maximalni rozmér je 3 cm. Cepele sviraji uhel 40° az 50°
a jejich okraje jsou ztlustélé a nachazi se na nich vabici nektarové zlazy a dlouhé Spicaté
vycnélky podobné zubim o piiblizné délce 18 mm. Stredni ¢ast plochy cepele je
zlutozelena az leskle tmavé Cervena (Studnicka, 1984; Ellison et Adamec, 2018). Tmave
cervena barva stiedni Casti plochy ¢epele je charakteristicka pro hladovéjici rostliny, které
se timto zbarvenim snazi zvysit Sanci na naladkédni hmyzu. Rostlina pro naldkani hmyzu,
mimo svych nektarovych zlaz a zbarveni, také vylucuje vice nez 60 tékavych organickych
latek, pficemz vétSina z nich je soucasti ovocnych ¢i kvétovych vini (Kreuzwieser et al.
2014; Hedrich et Neher, 2018). Snad nejdulezitéjsi soucasti pasti jsou tfi citlivé trichomy,
nachazejici se na obou polovinach ¢epele a slouzi jako spoust’ v celém mechanismu. Na
délku maji ptiblizné 2 mm a maji pruznou ohebnou bazi, dale snadno ohebné zaskrceni
a nad tim dlouhy tuhy hrot (Studnicka, 1984).

3.4.2 Mechanismus lovu

Po nalékani koftisti do pasti je tfeba, aby kofist mechanicky stimulovala citlivé vy¢nélky,
které konvertuji mechanicky stimulus na elektrické¢ signaly. Pouhd vychylka o 2,9°
kombinovana se silou nékolika mN staci ke tvorbé akénich potenciala (APs) (Scherzer
et al., 2019). K Gsp&snému chyceni kofist je zapotiebi minimalné 2 APs béhem ¢asového
useku 20 sekund, aby doslo ke sklapnuti pasti (Bohm et al. 2016). Pii prvnim AP se past
uvede do ,,pozornostniho médu* a irovn& Ca?* v cytoplasmé se zvysi. Pfi druhém stimulu
se past bleskové zavie diky piekrodeni prahové trovné Ca?* v cytoplasmé (Suda

et Toyota, 2022). Jakmile je past uzaviena a nedochazi k dalsi tvorbé APs, dojde k jejimu
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otevieni po 12 hodinach (Hedrich et Neher, 2018). Casté zavirani pasti a generovani
ak¢nich potencidlil je pro rostlinu nevyhodné, jelikoz dochazi k inhibici fotosyntézy a ke
stimulaci mitochondrialni respirace (Pavlovi¢ et al., 2010). K uzavieni pasti dochazi
pravdépodobné skrze iontové kanaly, které méni turgor bun¢k fidici pohyb pasti. Jak se
kofist snazi z pasti uniknout, dale stimuluje vycnélky a dochazi tak Kk postupnému
hermetickému uzavieni pasti (Escalante-Peréz et al., 2014). Pfi zavieni pasti, tudiz béhem
druhého stimulu, dochazi k syntéze JA. P&t a vice APs je potieba k formovani ,,zeleného
zaludku® rostliny a k indukci enzymi a transportéri, které zprostiedkovavaji traveni
a absorpci Zivin z chycené koftisti (Bohm et al., 2016). Cim &ast&ji dochazi ke stimulaci
vycnélki, tim je JA vice syntetizovana. Diky tomuto systému ziskava rostlina informace
o tom, jak je kofist velka a dochazi tak k vétsi syntéze travicich tekutin a enzymu. Past se
po straveni kofisti otevira piiblizné po tydnu a je znovu pfipravena k lovu (Volkov et al.,
2011; Bemm et al., 2016). Pokud je kofist moc mala, past se za¢ne znovu pomalu otevirat.
Rostlina tak uSetii potfebnou energii a prostfedky pro chyceni a straveni vétsi kofisti,

ktera ji poskytne mnohem vice Zivin (Pavlovi¢ et al., 2010).
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Obr. 3: Lovici cyklus mucholapky podivné (Dionaea muscipula) (Pfevzato a upraveno

z Hedrich et Neher, 2018).
Legenda: (APs): akéni potencialy

Avsak pouhd mechanostimulace kofisti nestaéi k tomu, aby doslo k plné

a dlouhodobé proteolytické aktivité enzym. Proto je diileZitd i chemicka stimulace, ktera
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je zptisobena postupnym rozkladem kofisti. Diky chemické stimulaci dochazi k tplnému
straveni kofisti i po jejim zabiti, kdy nedochazi ke tvorbé APs. Predchazi se tak
k pfed¢asnému otevieni pasti s nedokonale stravenou kofisti. Bylo dokazano, Ze proteiny
jsou univerzalnim signalem pii indukci postupného traveni (Libiakova et al., 2014,
Jaksova et al., 2020).

Principy lovicich mechanismii masozravych rostlin napovidaji tomu, Zze
masozravé rostliny vyuzivaji systému vyskytujicich se v obrannych systémech rostlin.
Od stavby struktur v pastech, travicich enzymii az po signalni drahy, masozravé rostliny
exaptovaly tyto obranné mechanismy ke svému prospéchu (Pavlovi¢ et Mithofer, 2019).
Naptiklad pti poranéni pasti reaguje rostlina podobné jako pii chyceni kofisti, a to
aktivaci JA signalizacni drahy, coz nadéle podporuje diikaz o vyuzivani obranné signalni
drahy rostlin masoZravymi rostlinami. MasoZravé rostliny navic vyuzivaji travici
enzymy, které patii do rodiny tzv. pathogenesis-related (PR) proteins. Napiiklad
chitinaza, ktera je v béznych rostlinadch indukovéna patogenem a travi chitin v bunécnych
sténach patogennich hub, byla masozravymi rostlinami exaptovana na traveni exoskeletu
hmyzu (Pavlovi¢ et al., 2017).

3.4.3 Travici enzymy

Kazda z travicich Zlaz mucholapky se sklada ze 46 bungk, které jsou uspotfadany do tii
vrstev. Dvé¢ bazalni bunky jsou obklopeny ¢tyimi endodermalnimi (stonkovymi)
bunikami, které v sobé obsahuji velké mnozstvi oleosomt s vysokym obsahem
triacylglycerolu (TAG) a piedstavuji tak moznou primarni zasobu substratu pro vyrobu
energie. Tato skute¢nost je podporovana i Vysokou expresi transkripti peroxisomalni —
oxidace TAG v téchto bunkach. Nad tieti vrstvou se nachazi druha vrstva sloZzena z osmi
bunék, které obsahuji vakuoly a velké mnozstvi mitochondrii a dochazi tak zde ke tvorbé
ATP. Nad druhou vrstvou se nachdzi vnéjsi vrstva. Je sloZena ze 32 sekrecnich bunék
tvotici hlavicku zralé travici zlazy a obsahuji rozsifené drsné endoplazmatické retikulum
a velké vakuoly, u kterych dojde béhem stimulace k rozptyleni. Na basalnich koncich
bun¢k prvni a druhé vrstvy se nachazi vyrazné invaginace plasmatickych membran. Tyto
invaginace indikuji zvySenou kapacitu pro rozpoznani Zivin a jejich nasledny transport.
Vsechny buiky travicich Zlaz jsou navzajem propojené plazmodezmaty a tvoii tak
metabolické kontinuum (Bemm et al., 2016).

Signalizace JA spousti okyseleni vezikuli a de novo syntézu travicich enzymu.

Sekrece travicich enzymt zapoc¢ina az piiblizné po 12 hodinach po stimulaci (Scherzer
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et al., 2017). Travici §tavy maji pH okolo 4,3 a béhem sekre¢ni faze a tvofeni ,,zeleného
zaludku“ dale klesa na hodnoty okolo 3,4 (Takahashi et al., 2009; Escalante-Peréz et al.,
2011). Dochazi tak k riznym zménam maximalnich aktivit enzyma v pribéhu rozkladu
kofisti. Slozeni travici tekutiny se méni a ptizptisobuje slozeni chycené koftisti (Pavlovi¢
et al., 2014). Nejvétsi zastoupeni V travici tekutiné maji protedzy. Dale se Vv travici
tekutiné nachazi chitinazy, fosfatazy, nukleazy, peroxidazy, fosfolipazy a glukanazy
(Schulze et al., 2012).

3.4.3.1 Chitinazy

Aby se rostlina mohla viibec dostat k potfebnym Zivindm z hmyzi kofisti, musi se jako
prvni dostat pfes chitinovy exoskelet hmyzu. Chitin je nerozpustny linearni polymer
skladajici se z N-acetylglukosaminovych podjednotek spojenych 1,4-B-glykosidickou
vazbou a nachazi se ve tfech krystalickych formach a, B a y. Na zdkladn¢ primérni
sekvence jsou chitinazy rozdéleny do 5 tiid (I-V) (Cohen-Kupiec et Chet, 1998). Ttida I
je rozdélena do dvou podtiid Ia a Ib. Podtiida Ia ma prodlouzeny karboxylovy konec,
zatimco podtiida Ib tento prodlouzeny karboxylovy konec nemd a je extracelularni
(Neuhaus et al., 1991). Mezi nejzastoupengjsi chitinazu mucholapky podivné patii VF
chitinaza-I a je jednim z nejvice zastoupenych travicich enzymi 48 hodin po stimulaci.
Patii mezi chitindzy Ib tfidy a $tépi krystalicky a-chitin. Nukleotidova sekvence VF
chitinazy-I je 924 bp dlouha a molekulova hmotnost enzymu je 33,4 kDa. Jeji funkce je
pravdépodobné podporovana dalsimi dvéma chitinazami, které jsou syntetizované
v men$im mnozstvi (Paszota et al., 2014; Bemm et al., 2016).

3.4.3.2 Proteazy

Proteolytické enzymy patii do tfidy hydrolaz. Nejzastoupenéj$imi protedzami v travici
tekutiné mucholapky podivné jsou cystein proteazy a dale aspartit protedzy,
alternativnimi nazvy také dionain a dionaesin. Pfimo se jedna o Ctyfi cystein protedzy
(dionain-1, dionain-2, dionain-3 a dionain-4) a o dv¢ aspartat proteazy (dionaesin-1
a dionaesin-2). Vsechny c¢tyfi cystein proteazy patii do podrodiny C1A, kterda je
reprezentovana cystein protedzou papainem, se kterym sdileji reaktivni mista a cysteiny
tvotici disulfidické mistky. Také maji podobné pH optimum a molekulovou hmotnost
okolo 45 kDa. Aspartat proteazy hraji mensi roli v traveni kofisti u mucholapky podivné
V porovnani s jinymi druhy masozravych rostlin (Takahashi et al., 2011; Schulze et al.,

2012). Jsou ptibuzné k aspartat proteaze nepenthesinu, coz byl vibec prvni vyizolovany
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a charakterizovany endogenni enzym masozravé rostliny. Vyznacuje se velmi vysokou

stabilitou v Sirokém rozpéti teplot a pH (Athauda et al., 2004).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material
o Mucholapka podivna (Dionaea muscipula) (Cresco Carnivora)
4.2 Pouzité chemikalie, roztoky a soupravy
Pouzité chemikalie
o 12-oxofytodienova kyselina (Ds-cisOPDA) (OIChemIm, kat. ¢. 036 6191)
o 12-oxofytodienova kyselina (OlChemIm, kat. ¢. 014 6191)
o 96% Ethanol (Lachner, kat. ¢. 20025-AP0)
o Acetonitril, ¢istota HPLC (Merck, kat. ¢. 100030)
o Acetonitril, ¢istota LC-MS (Merck, kat. ¢. 100029)
o Akrylamid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A8887)
o Bisakrylamid (Biorad, kat. ¢. 1610201)
o Deionizovana voda (Milipore)
o Dodecylsiran sodny (SDS) (Biorad, kat. ¢. 1610302)
o Glycerol (Lachner, kat. ¢. 40058-AP0)
o Glycin (Lachner, kat. ¢. 40059-AP0)
o Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A7906)
o Jasmonoyl-isoleucin (D2-JA-Ile) (OIChemIm, kat. ¢. 036 6861)
o Jasmonoyl-isoleucin (OlChemlIm, kat. ¢. 014 6861)
o Kiyselina abscisova (De-ABA) (OIChemIm, kat. ¢. 034 2721)
o Kyselina abscisova (OIChemIm, kat. ¢. 013 2701)
o Kyselina dihydrofazeova (D3-DPA) (NRC)
o Kyselina dihydrofazeova (NRC)
o Kyselina fazeova (D3-PA) (NRC)
o Kyselina fazeova (NRC)
o Kyselina chlorovodikova (HCI) (Penta, kat. ¢. 19360-11000)
o Kyselina indol-3-octova (**Ce-IAA) (OIChemlIm, kat. &. 031 7331)
o Kyselina indol-3-octova (Merck, kat. ¢. 100353)
o Kyselina jasmonova (Ds-JA) (Merck, kat. ¢. 900378)
o Kyselina jasmonova (Merck, kat. ¢. 14631)
o Kyselina mravenéi, ¢istota HPLC (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 5.43804)
o Kyselina salicylové (D4-SA) (OlChemlIm, kat. ¢. 037 6581)
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©)

©)

Kyselina salicylova (Merck, kat. ¢. 818731)

Methanol (Roth, kat. ¢. 0082.3)

Methanol, ¢istota HPLC (Merck, kat. ¢. 106007)

Methanol, ¢istota LC-MS (Merck, kat. ¢. 106035)

NaCl (Lachner, kat. ¢. 30093-AP0)

PageRuler Prestained Protein Ladder (ThermoScientific, kat. ¢. 26616)
Peroxodisiran amonny (APS) (Biorad, kat. ¢. 1610700)

Primérni krali¢i protilatka anti-aspartat proteaza (Genescript)
Priméarni krali¢i protilatka anti-cystein proteaza (Genescript)
Primérni krali¢i protilatka anti-chitindza (Agrisera)

Tekuty dusik (Linde)

Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Biorad, kat. ¢. 1610800)
Tricin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T0377)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris) (Roche, kat. ¢. 10085423)
Tween 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P1379)

Pouzité roztoky a jejich priprava

©)

©)

10% APS: 20 mg APS + 200 pl dH.0O

10x Anodovy tlumivy roztok (pH 8,9): 121,14 g Tris + titrovat HCl na pH 8,9 a
doplnit dH20 do objemu 1000 ml

10x Blotovaci roztok: 15,1 g Tris-baze + 72 g glycin + 0,01 g SDS a doplnit
dH20 do objemu 1000 ml

10x Katodovy tlumivy roztok (pH 8,25): 60,6 g Tris + 89,6 g Tricin + 5 g SDS
a doplnit dH.O do objemu 500 ml

10x TBS (pH 7,4): 7,5 Tris-baze + 44 g NaCl a doplnit dH>O do objemu 500 ml,
pH upravit koncentrovanou HCI

1x TBS: 100 ml 10x TBS + 900 ml dH20

1x Transférovy roztok: 700 ml dH20 + 100 ml 10x blotovaci roztok + 200 ml
methanol

1x TSBT: 100ml 10 x TBS + 1 ml Tween 20 + 899 ml dH.O

3x Gelovy tlumivy roztok (pH 8,45): 36,3 g Tris + 300 mg SDS + titrovat HCI
na pH 8,45 a doplnit dH>O do objemu 100 ml

AB-3: 48 g akrylamid + 1,5 bisakrylamid a doplnit dH>O do objemu 100 ml
Blokovaci roztok: 100 ml TSBT + 5 g BSA
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o

Vzorkovaci tlumivy roztok (Sample buffer): 2,5 ml 1 mol-1"* Tris-HCI (pH 6,8)
+ 0,5 ml ddH20 + 1,0 g SDS + 0,8 ml bromfenolova modf + 4 ml 100% glycerol
+2ml1mol- 1 DTT

Pouzité soupravy

(@]

o

4.3

©)

4.4

ProteoSilver Plus Silver Stain Kit (Sigma-Aldrich, kat.¢. PROTSIL2)

Immobilon Western Chemiluminiscent HRP substrate (Milipore, kat. ¢.
WBKLS0500)

Pouzité pristroje a zarizeni

Analytické vahy Explorer EX225DM (Ohaus)

Centrifugacni koncentrator CentriVap Cold Trap (Labconco)

Elektricky zdroj PowerPac Universal (Bio-Rad)

Gel skener Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life Sciences)

Lyofilizator (Martin Christ)

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

Sestava pro elektroforézu Mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad)

Sestava pro Western blotting Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell (BioRad)
Stolni centrifuga Microspin 12 (Biosan)

Termoblok Bio TDB-100 (Biosan)

Ultrazvukova vodni lazenn Sonorex Digitec DT 106 (Bandelin)

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

Vykyvna tiepacka RK-2D (WiteQ)

Pouzité metody

4.4.1 Stanoveni koncentrace fytohormoni pomoci LC-MS/MS

4.4.1.1 Priprava vzorkiu

Prvnim krokem bylo provedeni experimentu a ziskani materidlu, kdy bylo pét kontrolnich

rostlin umisténo na vzduchu a pét rostlin bylo umisténo 1 hodinu pted provedeni

experimentu do vody (6:1 destilovana voda a voda z kohoutku), tak aby byly rostliny

zcela ponofené. Stimulace pasti probéhla pomoci tupé Spicky pipety. Jako prvni probéhla

stimulace pro zavieni pasti a poté nasledovala stimulace po dobu 1 hodinu v intervalech

po 1 minuté, kdy dochazelo k postupnému hermetickému uzavirani pasti a akumulaci
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jasmonatl a dalsich fytohormoni. Po stimulaci byly pasti rychle odebrany a zamrazeny
Vv tekutém dusiku, aby nedoslo k nechténé akumulaci jasmonatl a jinych fytohormont
z diivodu poranéni. Vzorky byly dale uchovany v lednici pii —80 °C.

Sesbirané pasti byly po jedné homogenizovany ve vychlazené tfeci misce
s tlouckem za stalého chlazeni tekutym dusikem, aby nedoslo k jejich roztani. Takto
homogenizovany material byl po 35-40 mg navazen do jednotlivych mikrozkumavek pro
kazdy biologicky replikat. Vzorky byly dale po dobu 3 dnti lyofilizovany za nésledujicich
podminek: 36 hodin pii tlaku 0,31 mbar a teploté¢ —80 °C a nasledné 36 hodin pfi tlaku
0,01 mbar a teploté —80 °C. Lyofilizované vzorky byly extrahovany v 1 ml extrakéniho
¢inidla (ledové vychlazeny 50% acetonitril), které obsahovalo smés internich standarda
znacenych stabilnimi izotopy (Ds-JA, D2-JA-lle, Ds-CisOPDA, Dg-ABA, Ds-SA, Ce-
IAA, Ds-PA, D3-DPA). Extrakce probihala po dobu 30 minut na ledové vychlazené
ultrazvukové lazni a nasledné byly vzorky centrifugovany 15 minut (20000x g, 4 °C).
K piecisténi vzorki byla pouzita extrakce na pevné fazi (SPE). K extrakci byly pouzity
kolonky Oasis™ HLB (Waters) s 30 mg sorbentu o objemu 1 ml. K aktivaci kolonek byl
pouzit 1 ml methanolu a poté 1 ml MiliQ vody a k ekvilibraci 1 ml 50% acetonitrilu. Po
ekvilibraci byl nanesen supernatant vzorku a promyt 30% acetonitrilem. Posledni dvé
frakce byly sesbirany do 3 ml borosilikatovych zkumavek a spojené frakce byly odpafeny
pomoci centrifugacni vakuové odparky do sucha. Suché odparky byly poté zmrazeny pti
—20 °C.
4.4.1.2 Analyza vzorku
K rozpusténi odparkil bylo pouzito 40 pul mobilni faze v pocatecnim sloZeni 80% solvent
A a 20% solvent B. Solventem A byla 15 mM kyselina mravenéi s hodnotou pH 3
(titrovano hydroxidem amonnym) a solventem B byl acetonitril. Po rozpusSténi byly
zkumavky sonifikovany na ultrazvukové lazni po dobu 5 minut a nasledné byly
prefiltrovany pomoci mikrospint (Ciro) s velikosti port 0,2 um (nylon) a pievedeny do
chromatografickych vialek se zazenym dnem. Chromatograficka separace a hmotnostni
detekce (LC-MS/MS sionizaci elektrosprejem (ESI)) probéhla na modularnim
chromatografickém systému Nexera X2 s hmotnostni detekci pomoci MS-8050 s trojitym
kvadrupolovym analyzatorem (Shimadzu). Chromatografie byla provedena v systému
reverznich fazi kolonou CSH™ (Waters) C18 2,1x150 mm; 1,7 um. Gradientovou eluci
bylo docileno separace s priitokem 0,4 ml-min pii 40 °C (0-1 min 20 % solvent B, 1-11
min 20-80 % solvent B, 11-13 min 100 % solvent B, 13-18 min 20 % solvent B).
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Hmotnostni detekce probihala v médu selektivniho zdznamu vice vybranych reakci
(MRM). U vétsiny analytli byly zaznamenavany 3 MRM piechody pro co nejspolehlivejsi
urceni identity analytu ve slozité matrici rostlinnych pletiv. MRM piechody jsou uvedeny

v tabulce Tab. 1.

Tab. 1: Seznam MRM ptechodli analyti. Piechody jsou uvedeny ve formatu
Q1 m/z >Q3 m/z (Kolizni energie v jednotkach eV).

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-lle +) 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)
DPA ¢) 281,00>237,3 (15) 281,00>171,3 (19) 281,00>123,05 (19)
PA ) 279,00>139,15 (16) 279,00>205,25 (15) 279,00>187,15 (20)
SA ) 137,20>93,05 (21) 137,20>65,00 (29)

IAA (+) 176,00>130,05 (-16) 176,00>77,20 (-42) 176,00>103,15 (-32)
Interni standardy MRM 1 MRM 2 MRM 3
Ds-OPDA ) 296,20>170,45 (21) 296,20>252,45 (17) 296,20>278,40 (17)
Ds-JA ) 214,30>61,95 (13) 214,30>42,05 (40)

D-JA-1le (+) 326,30>280,00 (-13) 326,30>151,2 (-15) 326,30>133,20 (-19)
Ds-ABA ) 269,25>159,25 (12) 269,25>225,25 (15) 269,25>207,20 (22)
D;-DPA ) 284,05>240,25 (16) 284,05>174,25 (21) 284,05>183,1 (17)
Ds3-PA ) 282,00>142,25 (16) 282,00>208,15 (16) 282,00>171,30 (16)
D4-SA ) 141,20>97,10 (21) 141,20>69,10 (31)

BCs-1AA (+) 182,05>136,05 (-16) 182,05>109,10 (-31) 182,05>81,10 (-43)

Legenda: (ESI): Electrospray ionization, (MRM): Multiple reaction monitoring

Surova data byla zpracovana pomoci softwaru LabSolutions ver. 5,97 SP1 (Shimadzu) a
byla oSetfena, log-transformovana a vyjadifena jako molarni koncentrace v rostlinnych
pletivech za pomoci programu Excel (Microsoft).

4.4.2 SDS-PAGE a Western blotting

Vzorky travicich tekutin pro detekci a kvantifikaci travicich enzymi byly ziskany po
provedeni experimentu. Pribéh a podminky experimentu byly totozné pribéhu a
podminkam zminénych v kapitole 4.4.1.1 Ptiprava vzorkd. P&t kontrolnich rostlin bylo
umisténo na vzduchu a pét rostlin bylo umisténo 1 hodinu pred experimentem do vody.
Nésledné probéhla stimulace pasti pomoci tupé Spicky pipety po dobu 1 hodinu
Vv intervalech po 1 minuté. Jediny rozdil spoc¢ival v odebrani vzorki travicich tekutin,

které byly z pasti odebrany po 24 hodinach pomoci pipety.
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Pro separaci a néslednou detekci a kvantifikaci bylo pouzito polyakrylamidové
gelové elektroforézy v denaturujicich podminkach v tris-tricinovém systému podle
Schéiggera (2006). Byl pouzit zaostiovaci gel s koncentraci 4% a separacni gel
s koncentraci 10%. Separacni gel byl pfipraven smichanim vSech slozek (viz. Tab. 2) a
napipetovan mezi skla. Thned po naneseni byl roztok separa¢niho gelu pievrstven 96%
ethanolem. Po polymerizaci separa¢niho gelu byl ethanol odstranén vylitim a vysuSenim
filtracnim papirem. Zaostfovaci gel byl béhem polymerizace separa¢niho gelu ptfipraven
smichanim vSech slozek (viz. Tab. 2) a nasledné napipetovan mezi skla na vrstvu
separa¢niho gelu. Thned po naneseni zaostfovaciho gelu byl mezi skla vloZzen hiebinek.
Celkem byly ptfipraveny gely Ctyfi.

Tab. 2: Slozeni zaosttovaciho a separa¢niho gelu.

4% zaostrovaci gel 8% separacni gel
3x gelovy tlumivy roztok 2,25 ml 7,50 ml
dH.0O 6,00 ml 8,55 ml
AB-3 0,75 ml 4,50 ml
Glycerol - 2,40 ml
10% APS 70,00 pl 115,00 pul
TEMED 7,50 ul 15,00 pl

Vzorky byly smichany se vzorkovacim tlumivym roztokem VvV poméru 80 pl
vzorek a 30 pl vzorkovaci tlumivy roztok. Nasledné byly vzorky zahtivany a
denaturovany pii 70 °C po dobu 10 minut. Byla sestavena elektroforetickd aparatura a
mezi skla byl vlit 1x katodovy tlumici roztok, na kazdy z gel bylo naneseno 20 ul vzorku
Z rostlin stimulovanych na vzduchu, 20 ul vzorku z rostlin stimulovanych ve vod¢ a 2 pl
markeru  molekulovych  hmotnosti  PageRuler Prestained Protein  Ladder
(ThermoScientific) a do vanicky byl vlit 1x anodovy tlumici roztok. Elektroforeticka
separace probihala pti konstantnim napéti 110 V ptiblizné€ po dobu 80 minut. Separované
proteiny z jednoho z geli byly nasledné vizualizovany pomoci barveni stiibrem
(ProteoSilver Plus Silver Stain Kit, Sigma-Aldrich).

Proteiny ze tfi zbyvajicich gelt byly pfeblotovany na nitrocelul6zovou membranu
(Bio-Rad) pti konstantnim proudu 50mA na gel po dobu 70 minut. Membrany byly
nasledné ptes noc inkubovany v blokovacim roztoku v lednici pti 4 °C. Po blokovani byly
membrany promyté v 1x TBS po dobu 10 minut. Po promyti byly membréany inkubované
na vykyvné ttepacce po dobu 1 hodiny Vv pfisluSnych kralic¢ich primarnich protilatkach

(aspartat proteaza, chitindza, cystein proteaza) v 5% BSA v 1x TBST. Po inkubaci se
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membrany promyvaly 5x po dobu 10 minut v 1X TBST a poté 10 minut v 1x TBS. Po
promyti se membrany inkubovaly sekundarni kozi anti-krali¢i protildtkou (H + L) s
navazanou kienovou peroxidazou v 5% BSA v 1x TBST po dobu 60 minut. Po inkubaci
sekundarni protilatkou byly membrany znovu promyvany 5x po dobu 10 minut v 1X
TBST apoté 10 minut v 1x TBS. Proteiny na membrandch byly nasledné po napipetovani
chemiluminiscenéniho HRP substratu (Immobilon Western Chemiluminiscent HRP
substrate) detekovany pomoci gel skeneru Amersham Imager 600 (GE Healthcare Life
Sciences).
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S) Vysledky
5.1 Koncentrace fytohormonu ziskané pomoci metody LC-MS/MS

Mechanicka stimulace pasti na vzduchu i pod vodou indukovala hermetické uzavieni
pasti, coz indikuje aktivaci travicich procest prostiednictvim jasmonati. Koncentrace
fytohormoni byly métfeny u kontrolnich (nestimulovanych) a mechanostimulovanych
rostlin, které byly umistény na vzduchu nebo byly ponofené ve vod¢. Pfi porovnani
koncentraci JA v kontrolnich rostlinach je patrné, ze koncentrace JA u ponofenych rostlin
byly signifikantné¢ niz§i nez u rostlin umisténych na vzduchu. Béhem hodinové
mechanostimulace doslo podle o¢ekavani u obou skupin k nartstu JA, pficemz rostliny
ve vod¢é mély hodnoty koncentrace JA 2x signifikantné nizsi nez rostliny na vzduchu
(Obr. 4). K akumulaci JA-Ile doslo pouze pii stimulaci rostlin, kdy hodnoty koncentrace
JA-lle byly 3% niz$i u rostlin ve vodé v porovnani s rostlinami na vzduchu, avsak tyto
hodnoty vykazovaly velky rozptyl a nejsou tedy statisticky vyznamné (Obr. 5). Prekurzor
cis-OPDA se nepodafilo detekovat.
JA
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Obr. 4: Koncentrace kyseliny jasmonové (JA) v kontrolnich a mechanostimulovanych rostlinach
umisténych na vzduchu a ve vod¢. Primér naméfenych hodnot + SD, n=5, statisticka analyza
provedena pomoci dvouvybérového Studentova t-testu s nerovnosti rozptylta, *** = P<0,001,

** = P<0,01, * = P<0,05.

Podobny vysledek se ukazal i u kyseliny salicylové (SA), kdy kontrolni hodnoty
mezi rostlinami ve vodé a na vzduchu se od sebe signifikantné lisily. Kontrolni rostliny
na vzduchu mély ptiblizné 2x vyssi koncentraci SA nez rostliny ve vodé. Na rozdil od

hodnot JA u stimulovanych rostlin na vzduchu, avsak hodnoty SA signifikantné poklesly
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V porovnani se stimulovanymi rostlinami ve vodé, u kterych pokles SA nebyl detekovan
(Obr. 6).
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Obr. 5: Koncentrace isoleucinového konjugatu kyseliny jasmonové (JA-lle) v kontrolnich a
mechanostimulovanych rostlinach umisténych na vzduchu a ve vod¢. Priimér namétenych hodnot +
SD, n=5, statisticka analyza provedena pomoci dvouvybérového Studentova t-testu S nerovnosti

rozptyld, * = P<0,05.
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Obr. 6: Koncentrace kyseliny salicylové (SA) v kontrolnich a mechanostimulovanych rostlinach
umisténych na vzduchu a ve vod¢. Primér namétenych hodnot + SD, n=5, statisticka analyza

provedena pomoci dvouvybérového Studentova t-testu s nerovnosti rozptylt, ** = P<0,01.

Koncentrace kyseliny abscisové (ABA) se v kontrolnich rostlindch na vzduchu
pohybovala ve vysSich koncentracich nezli u kontrolnich rostlin ve vodé. U

stimulovanych rostlin, které se nachazely ve vodé doslo k signifikantnimu poklesu
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koncentrace ABA, zatimco u rostlin na vzduchu byly hodnoty porovnatelné (Obr. 7).
V piipadé kyseliny indol-3-octové (IAA) se hodnoty Vv kontrolnich rostlinach od sebe
priliS neliSily a doSlo pouze k mirnému, ale nesignifikantnimu nartstu koncentraci u
mechanostimulovanych rostlin. Ve vSech ptipadech lze pozorovat velké rozptyly hodnot
(Obr. 8).
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Obr. 7: Koncentrace kyseliny abscisové (ABA) v kontrolnich a mechanostimulovanych rostlinach
umisténych na vzduchu a ve vod€. Primér naméfenych hodnot + SD, n=5, statistickd analyza

provedena pomoci dvouvybérového Studentova t-testu s nerovnosti rozptylt, ** = P<0,01 * = P<0,05.
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Obr. 8: Koncentrace kyseliny indol-3-octové (IAA) v kontrolnich a mechanostimulovanych

Koncentrace IAA (pmol/g DW)

rostlindch umisténych na vzduchu a ve vodé. Primér namérenych hodnot + SD, n=5, statisticka

analyza provedena pomoci dvouvybérového Studentova t-testu s nerovnosti rozptylu.
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Koncentrace kyseliny fazeové (PA) se v kontrolnich rostlinach nachazely na
ptiblizn¢ stejnych hladinach. Béhem stimulace doslo k mirnému k nartstu u rostlin na
vzduchu, kdy hodnoty byly pfiblizné¢ 2,5% vys§i nez u rostlin ve vod¢, avsak rozdily
nebyly statisticky vyznamné (Obr. 9). Koncentrace kyseliny dihydrofazeové (DPA) byla
Vv kontrolni skupin€ stejnd, avSak béhem stimulace doslo u rostlin na vzduchu k nértstu,
ktery vsak nebyl signifikantni (Obr. 10).

PA
1800
1600
1400

1200

1000

W Voda
800

OVzduch
600

400
0

Kontrola Mechanostimulace

Koncentrace PA (pmol/g DW)

Obr. 9: Koncentrace kyseliny fazeové (PA) v kontrolnich a mechanostimulovanych rostlinach
umisténych na vzduchu a ve vodé. Primér naméfenych hodnot + SD, n=5, statistickd analyza

provedena pomoci dvouvybérového Studentova t-testu s nerovnosti rozptyld.
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Obr. 10: Koncentrace kyseliny dihydrofazeové (DPA) v kontrolnich a mechanostimulovanych
rostlindch umisténych na vzduchu a ve vodé. Primér naméfenych hodnot + SD, n=5, statisticka

analyza provedena pomoci dvouvybérového Studentova t-testu s nerovnosti rozptylu.
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5.2 Analyza travicich enzymi metodou SDS-PAGE a Western
blotting

Pomoci metod SDS-PAGE a Western blotting byla zjistovana piitomnost ¢i neptitomnost
travicich enzymu v pastich rostlin, které byly mechanostimulovany ponotfené ve vode¢.
Barveni stifibrem ndm prokézalo, Zze travici enzymy se nachédzely v odebrané travici
tekuting rostlin, které byly stimulovany na vzduchu, ale i ve vod€. Proteinovy profil byl
stejny, intenzita barveni nam vSak ukazala, ze v pfipadé€ rostlin ve vodé doslo k mensi
expresi travicich enzymt, avSak v ponotfenych pastich se mimo travici tekutiny nachazela
1 voda, kterd odebrané vzorky ziedila. Western blotting ndm odhalil pfitomnost aspartat
proteazy (dionaesinu) Vv travici tekutiné obou skupin (Obr. 11B). V ptfipadé cystein
proteazy (dionainu) doslo pouze k detekci u rostlin, které byly mechanostimulovany na
vzduchu, a navic doslo k nezadouci reakci s aspartat proteazou (Obr. 11C). Chitinaza I

nebyla detekovana ani u jedné ze skupin.
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Obr. 11: Stiibrem barveny SDS-PAGE a imunodetekce travicich enzymu rostlin stimulovanych na
vzduchu a ve vode.

A: Sttibrem barveny SDS-PAGE. B: Detekce aspartat proteazy (dionaesin) pomoci Western blot. C:
Detekce cystein proteazy (dionain) pomoci Western blot. Sipkami je oznatena detekovana cystein

protedaza. Béhem detekce doslo k nezadouci reakci S aspartat proteazou (Cervena Sipka).
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6 Diskuse

Masozravost rostlin je pravdépodobné odvozena od obranného systému rostlin, kdy
masozravé rostliny exaptovaly signalni dréhy, travici enzymy a samotnou stavbu pasti
Z obrannych systémi. Kli¢ovou roli v obranyschopnosti a v masozravosti rostlin hraje
jasmonatova signalni draha (Pavlovi¢ et Mithofer, 2019). Pfitomnost a vyznam JA
a jejiho konjugatu JA-lle v aktivovanych pastich mucholapky podivné byly pozorovany
v n¢kolika pracich a ukazaly, Ze JA-lle je zodpovédna za spusténi biosyntézy travicich
enzymu (Libiakova et al., 2014; Bemm et al., 2016; Pavlovic et al., 2017).

Bylo pozorovano, ze béhem pribéhu zaplav a v nasledném opadu vody, dochazi
ke snizeni obranyschopnosti rostlin. Toho vyuziva razny bylozravy hmyz, ktery napada
tyto rostliny a dochazi tak k mnohem vétsimu poskozeni neZ za normalnich okolnosti
(Dyck et Thomas., 1979; Nakamura et al., 2005; Li et al., 2006). Davod, pro¢ dochazi
Kk tomuto sniZeni obrany, byl donedavna neznamy. Lee et al., 2020 v fad¢ experimentt se
zatopenymi rostlinami Arabidopsis thaliana, které byly systematicky poskozovany,
sledovali zménu exprese gent zapojenych do biosyntézy JA a JA signalni drahy. Exprese
téchto gent byla u zatopenych rostlin zna¢n¢ redukovana a akumulace JA v mistech
poskozeni byla snizena.

Experiment praktické ¢asti této bakalarské prace se fidil dle parametri danych
v praci Lee et al., 2020. Rostliny mucholapky podivné byly ponofené 1 hodinu ve vodé
pied zacatkem experimentu a dal$i hodinu byla ¢ast mechanostimulovana spolu
s kontrolnimi rostlinami na vzduchu. Celkové byly rostliny ponofené na dvé hodiny.
Hodina navic ale nehrala moc velkou roli, protoze pii zatopeni rostlin na vice nez 1
hodinu dochazi k minimalnim aditivnim zménam (Lee et al., 2020).

Pomoci kvantitativni analyzy LC-MS/MS byly sledovany zmény hladin
fytohormoni mezi rostlinami kontrolnimi umisténych na vzduchu a ve vod¢ a mezi
rostlinami, které byly mechanostimulovany na vzduchu ¢i ve vodé. Vysoké koncentrace
fytohormona JA a JA-lle (Obr. 4; Obr. 5) byly pozorovany po hodinové
mechanostimulaci u rostlin na vzduchu, kdy doslo k o¢ekdvanému nartstu koncentrace
JA a JA-lle, jak bylo pozorovano v pracich Libiakova et al., 2014 a Pavlovic¢ et al., 2017.
Lee et al., 2020 ve své praci tvrdi, Ze hodnoty JA u zatopenych, ale neposkozenych rostlin

nejsou nijak odlisné od hodnot u rostlin na vzduchu a li§i se pouze v ptipadé poranéni,
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kdy dochazi ke sniZeni biosyntézy JA. Toto tvrzeni V nasem piipad¢é Uplné neplati,
protoze hodnoty JA byly nejen v mechanostimulovanych, ale i kontrolnich rostlinach ve
vodé¢, signifikantné nizsi nez u rostlin na vzduchu (Obr. 4). Vyznamnou roli v supresi
biosyntetické drahy JA béhem zatopeni hraje pravdépodobné etylén. Rychlost difuze
etylénu jako plynného hormonu se ve vodé vyrazné zpomali, a proto béhem zatopeni
dochazi ke spusténi etylénové signalizace. Béhem svych experimenti Lee et al., 2020
testovali etylén-insensitivni mutantni rostliny ein2-1 Arabidopsis thaliana, u kterych pfi
zatopeni doslo k ¢astetnému navraceni exprese gentit AOC2, JAZ7 a VSP1 (vegetative
storage protein) podilejicich se na biosyntéze JA. V pfitomnosti etylénu deaktivuje
etylénovy receptor negativni regulator CTR1 (CONSTITUTIVE TRIPLE RESPONSE 1)
a tim dochazi k aktivaci EIN2 (ETHYLENE INSENSITIVE 2). EIN2 je klicovym
faktorem v signalni draze etylénu a chrani transkripéni faktory EIN3 a EIL1 (EIN3-
LIKE 1) pied proteozomalni degradaci, které svoji interakci s MYC 2 pusobi jako
supresory nejen své vlastni transkripcni aktivity ale i MYC 2, ktery aktivuje JA-
responzivni promotory genu podilejicich se na biosyntéze JA (Wasternack et Hause,
2013; Song et al., 2014). Z dtvodu sniZzené biosyntézy JA doslo i ke sniZzeni koncentrace
JA-lle v potopenych rostlinach (Obr. 5).

Vseobecné se JA zapojuje do regulace resistence proti nekrotrofnim patogeniim,
zatimco kyselina salicylova (SA) reguluje Siroké spektrum obrany proti biotrofnim
a hemibiotrofnim patogentim (Fu et al., 2012). Signaliza¢ni drahy SA a JA se mezi sebou
Casto ovliviiuji ve formé reciprokého antagonismu, kdy JA inhibuje akumulaci SA
pomoci modulace transkripcnich faktorti podilejicich se na biosyntéze SA. Na této
inhibici se podili transkripéni faktor MYC 2 (Thaler et Humphrey, 2012; Zheng et al.,
2012). Tento reciproky antagonismus pravdépodobné vysvétluje signifikantni pokles SA
u mechanostimulovanych rostlin na vzduchu (Obr. 6), kdy dochazi b&hem
mechanostimulace k biosyntéze JA, ktera dale inhibuje biosyntézu SA. Toto tvrzeni je
i podpofeno tim, ze u rostlin ve vodé nedoslo takika k zadné zméné v hodnotach
koncentrace SA (Obr. 6). Je tedy mozné, Ze pii zatopeni dochazi k inhibici signalni drahy
JA z diivodu zvyseni SA-dependentni resistenci proti patogentim (Lee et al., 2020).

Kyselina abscisovda (ABA) je dilezitym fytohormonem podilejicim se na
odpovédi rostliny na abiotické stresy jako je napiiklad sucho, vysoka teplota ¢i vysoka
salinita (Voesenek et Bailey-Serres, 2015; de Ollas et Dodd, 2016). V pfipadé sucha

reguluje turgor uvnitf rostlinnych bunék a tim reguluje otevienost pruduchi. Diky tomu
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ma rostlina vétsi kontrolu nad ztratou vody. Voda je v piipadé mucholapky podivné
kriticka, protoze pro straveni kofisti je ji potfeba velké mnozstvi. Béhem sucha dochazi
k akumulaci ABA a pravdépodobné¢ dochazi k snizeni citlivosti pasti (Escalante-Perez et
al., 2011). V nasem piipadé byl aplikovan opac¢ny druh vodniho stresu a to zatopeni. U
rostlin jako je ryze, sdja, rajce ¢i Arabidopsis dochazi béhem zatopeni ke snizeni
koncentrace ABA (Kende et al., 1998; Mutava et al., 2015; Bui et al., 2020; de Ollas et
al., 2021). Dle nasich dat dochazi i mucholapky podivné k poklesu koncentrace ABA pti
zatopeni V kontrolnich a dale v mechanostimulovanych rostlinach (Obr. 7). Pokles ABA
béhem zatopeni je z velké Casti zprostfedkovan etylén-dependentni indukci ABA 8'-
hydroxylazy, ktera oxiduje ABA na kyselinu fazeovou (PA) a ta muize byt dale
redukovana na kyselinu dihydrofazeovou (DPA; Bramley, 1997; Benschop et al., 2007;
Saika et al., 2007; Arbona et al., 2017). Tomuto faktu nevypovidaly nase namétené
hodnoty PA a DPA (Obr. 9; Obr. 10), kdy nedoslo k teoreticky o¢ekavanému narustu PA
a DPA v ptipadé zatopenych rostlin.

Po uplynuti 24 hodin od mechanostimulace byla pozorovana ptitomnost travicich
enzymu v pastich rostlin umisténych na vzduchu a ve vod¢. Pfitomnost travicich enzymu
aspartat proteazy (dionaesin; Obr. 11B) a cystein proteazy (dionain; Obr. 11C) byla
pozorovana u stimulovanych rostlin na vzduchu podobné¢ jako v pracich Libiakova et al.,
2014 a Pavlovi¢ et al., 2017. Nepfitomnost VF chitinazy-I mohla byt pravdépodobné
zpusobena diiveéjsim odbérem travici tekutiny, kdy travici tekutina v naSem ptipad¢ byla
odebrana pouze 24 hodin po stimulaci, zatimco ve zminénych pracich byla travici
tekutina odebrana po 48 hodinach. U zatopenych rostlin byla detekovana pouze aspartat
proteaza (Obr. 11B), ale mnohem v mensich koncentracich, jak ukazuje nizka intenzita
zbarveni. AvSak nelze piesné uréit, jak moc se koncentrace mezi sebou liSily z divodu
ziedéni travici tekutiny u zatopenych rostlin, kdy voda ztstala v pastich béhem jejich
uzavieni. Tato pozorovani koresponduji s nizkymi hladinami koncentraci JA (Obr. 4)
a JA-Ile (Obr. 5) u zatopenych rostlin v porovnani s rostlinami na vzduchu. U zatopenych
rostlin tak pravdépodobné dochazi ke sniZeni intenzity signaliza¢ni drahy JA. Ta dale
spousti de novo syntézu travicich enzymu (Scherzer et al., 2017), avsak diky snizené
signalizaci je syntéza travicich enzymu niZsi.

Nase experimenty ukazaly, Ze podobnym zpisobem, jakym zatopeni utlumuje
jasmonatovou signalni drdhu pii obrané rostlin, dochazi k jejimu potlaceni 1 u

masozravych rostlin, kde hraje tlohu v aktivaci travicich procesti. Zda se vsak, Ze hladina
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jasmonatt, kterou indikuje mechanickd simulace pod vodni hladinou, je stale dostatecna
k aktivaci travicich procesi. Svéd¢i o tom indukce hermetického uzavieni pasti a sekrece
travicich enzym. Ty jsou sekretovany pravdépodobné v nizsi mife kviili nizsi akumulaci
jasmonatt, nakolik byla dokdzana pfima korelace mezi poctem AP, akumulaci jasmonatt
a transkripci genti kodujicich travici enzymy (Bohm et al., 2016; losip et al., 2023).
Schopnost aktivace travicich procestt pod vodni hladinou neni ptekvapujici, protoze
masozravé rostliny rostou ve vlhkych a ¢asto zaplavovanych biotopech. Nejblizsi
ptibuzny druh mucholapky podivné je vodni rostlina aldrovanda méchyikata (Aldrovanda
vesiculosa) rostouci i v CR, ktera stejné jako mucholapka vyuziva jasmonatovou signalni

drahu k indukci travicich procest pod vodni hladinou (JakSova et al., 2021).
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7 Zavér

Tato bakalafskd prace se zabyvala vlivem zatopeni na rostliny mucholapky podivné.
Tento druh rostliny Zije na mistech, kdy dochazi k prudkym destum, které je nechavaji
i na nékolik dnd zatopené. AvSak zaplavy maji negativni vliv na obranyschopnost
rostlin, a to konkrétné na signalni drahu kyseliny jasmonové. Masozravé rostliny si pravé
tuto signaliza¢ni drahy exaptovaly ke svému vlastnimu prospéchu. Na této skute¢nosti
byl zalozen nas experiment, kdy byly sledovany rozdily v koncentracich fytohormont
a travicich tekutin mezi rostlinami, které byly umistény na vzduchu nebo byly ponoiené
ve vodé. Pfevazné nas zajimalo, zdali i v ptipadé mucholapky podivné dojde ke snizeni
koncentraci jasmonata a naslednému snizeni jejich signalizace.

Po provedeni experimentu byly méfeny hodnoty fytohormont u nestimulovanych
rostlin a u rostlin po hodinové mechanostimulaci. Koncentrace jasmonati byly
U zatopenych rostlin mnohem niz8i nez u rostlin umisténych na vzduchu a ani béhem
mechanostimulace nedoslo u zatopenych rostlin ke stejnému nartstu jako u rostlin na
vzduchu. Nasledkem snizené koncentrace jasmonatu, a tedy i jejich sniZzenou signalizaci,
byla snizena produkce travicich enzymui v porovnani s rostlinami na vzduchu. Z vysledkt
je tedy zfejmé, ze 1 v ptipadé mucholapky podivné ma zatopeni negativni vliv, avSak

nedochazi k uplné deaktivaci travicich procesi.
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