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1. Teoreticka éast

V teoretické casti shrnuji dosud publikované informace o elektrickych
signalech v rostlinach, jejich Sifeni a pusobeni, dale o parazitickych rostlinach,
se zamé&fenim na rod Cuscuta a pfenosu molekul mezi parazitickou rostlinou a
jejim hostitelem.

2. Prakticka cast

V praktické ¢asti ma tato bakalarska prace za cil zjistit, zda je paraziticka
rostlina rodu Cuscuta schopna ptenosu elektrického signalu na dlouhou

vzdalenost mezi dvéma hostitelskymi rostlinami Nicotiana benthamiana.



1 UVOD

Rostliny rodu Cuscuta jsou celosvétové rozsifené invazivni parazitické rostliny,
neschopné dlouhodobé prezit bez svého hostitele. Jejich hlavni strategii je
¢erpani vody a potiebnych zivin pomoci haustorii propojenych s cévnimi svazky
hostitelské rostliny. Paraziticka rostlina Cuscuta vSak muze kolonizovat hned
nékolik hostiteld zaroven bez ohledu na rostlinny druh jednotlivych hostitelskych
rostlin. Cuscuta tak miuze tvofit rostlinné kolonie propojujici mezi sebou desitky
rostlin riznych druht. Siroké spektrum jejich hostiteld zahrnuje mnoho
zemédélskych plodin (naptiklad je rajce, tabak nebo jetel), ale také nckteré
stromy a kefe. Vzhledem k rozmanitosti hostiteli parazitické rostliny Cuscuta je
velice obtizné kontrolovat jeji rist a Sifeni.

Jak je dnes jiz znamo, mezi parazitickymi rostlinami rodu Cuscuta a koloniemi
jejich hostitelskych rostlin nemusi byt transportovana pouze voda a zivotné
dulezité ziviny, ale také signaly vyvolané stresem nebo nukleové kyseliny.
Vzhledem k podstaté spojeni mezi parazitickou rostlinou Cuscuta a jejim
hostitelem se nabizi otazka, zda je paraziticka rostlina rodu Cuscuta schopna vést
1 elektricky signal mezi svymi hostiteli. A pravé feSeni této otdzky je cilem

pfedloZené bakalarské prace.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Signaly vyvolané stresem

Stres je funkénim stavem zivého organismu, kdy je tento organismus vystaven
mimofadnym podminkam (stresorim). Vyvolava obranné reakce, které jsou
dynamickym komplexem nékolika reakci a maji za cil zachovat homeostazu
a zabranit poskozeni nebo smrti rostliny (Sikorova U., 2010). Stresory se déli
na abiotické a biotické. Abioticky stres je zpuUsoben fyzikalnimi vlivy, jako je
dostupnost vody, svétla, tepla nebo obsah soli ve vodé ¢i pudé. Bioticky stres
miize byt zpiisoben bylozravci nebo patogeny, pficemz interakce mezi bylozravci
nebo patogeny a rostlinou jsou casto vysoce specifické a zavisi jak na druhu
rostliny, tak na typu stresoru (Huber a Bauerle, 2016).

Zvifata maji nervovou soustavu, ktera umoziiuje rychly ptenos elektrického
signdlu mezi rliznymi ¢astmi téla. Tato soustava je sloZena ze sit€¢ neuront
propojenymi pies jejich axony. Axony slouzi jako kabely ptfenasejici informaci
kédovanou frekvenci prochazejiciho akéniho potencialu. Takto je vyznam
stimulace, jako je popdaleni ruky, kterd se nechténé¢ dotkla trouby, pfevedeno
na svalovou kontrakci odtahujici zranénou ruku pry¢ (Hedrich et al., 2016).

Rostliny se vsak na rozdil od zvifat nemohou pohybovat a musely si tak
vyvinout vysoce sofistikované systémy pro snimani zmén jejich vnéjsiho
prostiedi. Stresové stimuly ptichéazeji velice nepravidelné jak ¢asové, tak mistné,
coZ zpusobuje, Ze ¢asto pusobi na ¢asti rostliny vzdalené od mista vzniku reakce
(Choi et al., 2016).

Lokalni plisobeni stresori mize vyvolat systémové zmény v expresi gent,
respira¢nich a fotosyntetickych procesech, transkripci, v produkci fytohormont,
atd. a tyto systémové fyziologické odpovédi na lokalni stres generuji signaly
Sifici se na dlouhé vzdalenosti (Grams et al., 2007; Sukhov et al., 2019). Dlouhy
dosah signalizace u vySSich organisml je nezbytny pro flexibilni odpovéd
na enviromentalni hrozby (Hedrich et al., 2016). U vyssich rostlin jsou znamé tti
druhy téchto signali: hydraulické, chemické a elektrické signaly (Leon et al.,
2001).

Hydraulické signaly jsou indukovany zménou vodniho tlaku v xylému cévnich
svazku rostlin. Voda je spojovacim médiem mezi rostlinnymi organy, zaroven je

zodpovédna za vymeénu zivin a udrzovani metabolickych procesti, diky ¢emuz je



vynikajicim prostifedkem pro rychlou vyménu informaci. Hydraulické signaly
ovliviiuji rozpinani bunék Vv nestresovanych ¢&astech rostlin, coz vyvolava
fyziologickou odpovéd jako je zvySena produkce rostlinnych hormont (napf.
kyselina abscisova, kyselina jasmonova). Vzhledem k tomu, ze zmény tlaku
nemohou byt vnimdny mrtvymi bunkami xylému, musi byt rozpoznany
sousednimi parenchymatickymi buiitkami. Tyto rychlé signaly mohou byt
indukovany vysokymi teplotami, mechanickym poskozeni nebo suchem (Tyree
a Yang, 1990; Farmer et al., 2014; Huber a Bauerle, 2016).

Chemické signaly zajiStuji pfedevsim rostlinné hormony. Konkrétné se jedna
0 kyselinu abscisovou a jasmonovou, také ROS (napf. peroxid vodiku),
Ca®* ionty, rostlinné proteiny a dalsi makromolekuly. Produkci rostlinnych
hormont a jinych chemickych signali muze vyvolat napt. sucho, fytopatogeny,
vysoka salinita nebo mechanické poskozeni (Sukhov et al., 2019). Chemické
signaly jsou nejcCastéji diskutovanymi signdly v rostlindch, coz jen zduraziuje
jejich vyznam pii iniciaci obranné reakce. Zaroven je vSak stale zpochybniovdno
jejich pisobeni na dlouhou vzdalenost, a to hned v né€kolika experimentech, které
ukazuji, ze kliCové rostlinné hormony odpovédné za reakci na stres, nejsou
schopny transportu na del$i vzdalenosti a rychlost jejich $ifeni je ve srovnani se
signaly hydraulickymi nebo elektrickymi pomald (napf. kyselina abscisova).
Chemické signaly se fadi mezi pomalé, jejich rychlost v§ak miize byt zvySena
transportem pomoci floému ¢i xylému (Huber a Bauerle, 2016).

Co se tyce elektrickych signald, jsou znamy tii typy: akéni potencial (AP),
varia¢ni potencial (VP) a systémovy potencial (SP) (Vodeneev et al., 2015).
Na rozdil od chemickych signald jsou signaly elektrické (konkrétné VP) schopny
rychlého pfenosu informace na dlouhé vzdalenosti (Fromm a Lautner, 2007).

Hydraulicky signdl miize ¢asto vyvolat signal elektricky a chemicky (reaktivni
formy kysliku), proto se pfedpoklada jejich vzajemna interakce a kopropagace
(Gilroy et al., 2016).

2.2 Elektrické signaly V rostlinach

2.2.1 Ak¢ni potencial (AP)
Akéni potencial v rostlinach je kratkodoby elektricky signal (o délce trvani
v fadech jednotek az desitek sekund), ktery mé& dvé faze: rychlou depolarizaci

(zména rozdilu elektrického potencidlu napii¢ plasmatickou membranou



ve sméru Sifeni signédlu) a repolarizaci plasmatické membrany (Fromm a Lautner,
2007).

Plsobenim stresoru dochazi k depolarizace plasmatické membrany a uvolnéni
vapniku z vnitfnich (mitochondrie, vakuoly, endoplasmatické retikulum)
a vné&jsich (apoplasty) ulozist do cytoplasmy pfes iontové Ca2* kanaly aktivované
zménou potencidlu plasmatické membrany nebo mechanickym podnétem,
coz vede ke zvyseni koncentrace Ca®" jontd v cytoplasmé (Reddy et al., 2011).
V reakci na nastaly stav dochazi k otevieni aniontovych kanala pro odlivu
Cl iontid a H"-ATPasy jsou inaktivovany (Lunevsky et al., 1983; Vodeneev et al.,
2006). Depolarizace plasmatické membrany zplsobi odliv K* iontd z buiky,
nastava kratkd hyperpolarizace plasmatické membrany. Po rychlé depolarizaci
nastava rychla repolarizace plasmatické membrany zahajena zpétnym tokem
K* ionti do buiiky a doprovazena deaktivaci Ca2" kanalfi, coz zpiasobi snizeni
koncentrace Ca?" iontd v cytoplasmé a zastaveni odlivu CI° iontd
do mezibuné&&ného prostoru. Zarovet jsou opét aktivovany H*-ATPasy (Pavlovig,
2012; Huber a Bauerle, 2016; Sukhov et al., 2019).

Tvorba AP u vysSich rostlin je doprovazena zménami vV intra-
a extracelularnim prostoru, zvyseni koncentrace Ca®* ionti (az o n&kolik pM)
i zména koncentrace Cl- a K* iontd (aZ o nékolik mM), vede k poklesu pH
cytoplasmy (ApH ~ -0,5) a zvySeni pH v mezibuné¢ném prostoru (ApH ~ 1),
jak uvadéji Sukhov et al. (2019).

Vedlejsim efektem tvorby a Sifeni AP je kratkodoba inhibice fotosyntézy
a stimulaci respirace. Ca?" ionty jsou regulatory mnoha diilezitych procesi
ve fotosyntéze, jako je naptiklad Calvinuv cyklus nebo funkce ATP-syntasy a je
tedy pravdépodobné, ze vlivem zvysené koncentrace Ca?" iontd v cytoplasmé
buiiky mtize dochdzet k inhibici téchto reakci. Stejné tak mohou enzymatické
reakce fotosyntézy ovliviiovat zmény pH, doprovazejici AP. Stimulace respirace
nastava vlivem ubytku adenosintrifosfatu (ATP), ktery je spotfebovavan
pii obnoveni klidového rezimu plasmatické membrany (Pavlovi¢, 2012).

Akéni potencial mize plisobit pouze lokaln€é, muze se vsak §ifit i na dlouhé
vzdalenosti pomoci floému, rychlosti 20-30 mm-s™. V ojedinélych piipadech
muze rychlost §ifeni akéniho potencidlu dosahovat az 20 cm-s™, jako je tomu
u masozravé rostliny mucholapky podivné (Dionaea muscipula), pii zavieni pasti
podrazdéné hmyzem. Bézné je indukovan abiotickymi stresory, jako je kysely
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dést, sucho nebo dotek (Huber a Bauerle, 2016; Pavlovi¢, 2012). Ridi
se pravidlem ,,v§e nebo nic®“, pro iniciaci signalu je tedy potieba presahnout
urcitou intenzitu podnétu. Zajimavosti je, ze tento podnét mtze byt velice slaby,
napiiklad snizeni teploty o par °C (Retivin et al., 1997). Po dosazeni prahové
hodnoty je signal wudrzovan prostiednictvim plazmodesmat sousednich
parenchymatickych buné¢k nebo pomoci floému a jeho amplituda je tak konstantni

(Trebacz et al., 2006; Pavlovi¢, 2012).
2.2.2 Variacni potencial (VP)

Varia¢ni potencial v rostlinach je dlouhodoby elektricky signal (o délce trvani
v fadech minut az desitek minut), ktery ma stejné jako akéni potencial dvé faze:
rychlou nebo pomalou depolarizaci a velice pomalou repolarizaci plasmatické
membrany. Na rozdil od AP vSak variaéni potencial neni indukovan pfimo
stresovym podnétem, ale az hydraulickym ¢i chemickym signalem.
Tyto hydraulické a chemické signaly jsou vyvolany abiotickymi nebo biotickymi
stresory (napf. mechanické poranéni, napadeni herbivory nebo popéleni)
(Mancuso, 1999; Hlavackova et al., 2006; Vodeneev et al., 2015; Huber
a Bauerle, 2016; Sukhov et al. 2019).

Hydraulicky signal §ifici se xylémem rostliny v podobé& tlakové viny zplisobi
aktivaci mechanosenzitivnich Ca?' kanali. Nasleduje zvySeni koncentrace
Ca?"iontd v cytoplasmé a dlouhodoba inaktivace H*-ATPas. V piipadé
chemického signalu se nejspi$ jedna o latku uvolnénou poSkozenim rostliny
(Vodeneev et al., 2015; Sukhov, 2016). Tato chemicka latka se nasledné S$ifi
xylémem, vyvolava aktivaci ligand-dependentnich Ca?" kanald a stejné jako
v pfedchozim piipadé, =zvyseni koncentrace Ca®' iontl v cytoplasmé,
doprovazené dlouhodobou inaktivaci H"™-ATPas. Touto chemickou latkou je
pravdépodobné H202, kyselina jasmonova nebo kyselina abscisova (Leon et al.,
2001; Hlavinka et al., 2012; Vodeneev et al., 2015). V neposledni fadé se mize
jednat o glutamat, ktery aktivuje specifické ,, GLUTAMATE-RECEPTOR-LIKE*
(GLR) kanaly, dulezité pro Siteni VP u Arabidopsis thaliana (Mousavi et al.,
2013; Nguyen et al., 2018; Toyota et al., 2018).

Existuji dvé kombinované hypotézy, které tvrdi, Ze variacni potencial je
vyvolavan kombinaci signdlt hydraulickych a chemickych. Prvni hypotéza tvrdi,

rvr

ze stresorem indukovany hydraulicky signal zpisobi tlakovou vilnu Sitfici se



xylémem, ktera zvysi transport chemické latky uvolnéné poskozenim rostliny
(Malone, 1994; Evans a Morris, 2017). Podle druhé hypotézy dochézi vlivem
tohoto tlaku k mohutné difazi latky uvolnéné poskozenim a naslednému zvyseni
rychlosti jejiho transportu v xylému rostliny, coz indukuje VP (Vodeneev et al.,
2012; Sukhov et al., 2013). Chemické latky zptsobujici chemicky signal mohou
byt také produkovany az sekundarné pusobenim varia¢niho potencialu a neni
zatim plné vylouceno, ze VP se §itfi v riznych rostlinach, pod riznymi stresory,
pomoci raznych mechanismu (Vodeneev et al., 2018; Sukhov et al., 2019).

Prvni faze varia¢niho potencidlu, depolarizace plasmatické membrany, je
zpiisobena aktivaci mechanosenzitivnich nebo ligand-dependentnich Ca?* kanald
a zvySenim koncentrace Ca?' ijontd v cytoplasmé&, doprovazené produkci
reaktivnich forem kysliku (ROS). Zvyseni koncentrace Ca®* iontd v cytoplasmé
je nejspis divodem dlouhodobé inaktivace H™-ATPas v plasmatické membrang.
Stejné jako u AP nasleduje aktivace aniontovych kanala a odliv Cl™ iontd z bunky.
Rychlost a povaha depolarizace plasmatické membrany zavisi na stresoru,
respektive sile neelektrického signédlu (hydraulicky signal, chemicky signal
nebo jejich kombinace), ktery depolarizaci vyvolal. Depolarizace tak mize mit
prubéh pomaly, rychly nebo s vrcholy podobnymi prubéhu AP (Obr. 1). Rychlost
Sifeni variaéniho potencialu je kolem 0,2-20 mm-s? (Vodeneev et al., 2012;
Sukhov et al., 2019).

Po ukonéeni signilu, ktery vyvolal VP dochazi k inaktivaci Ca?" kanald,
coz zptsobi pokles koncentrace Ca?* iontll v cytoplasmé, reaktivaci H*-ATPas
a nastava pomala repolarizace plasmatické membrany (Sukhov et al., 2019).

Tvorba variaéniho potencialu je stejné jako tvorba AP doprovazena zménami

v intra- a extracelularnim prostoru, které zahrnuji zvyseni koncentrace Ca?* iontt

“AP-like” e — “ast depolarizatior
Long-term ' : 'k,.\\. minutes — tens l /I( s
: SPINES of minutes |

depolarization

tens mV

|
|
|
| Long-term z/('pn/uri:ulimj

....................................

. |

Obr. 1: Rozdil mezi zdznamy rtiznych typt depolarizace plasmatické membrany pii prub¢hu
varia¢niho potencialu (Pfevzato ze Sukhov et al., 2019 — upraveno).
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Vv cytoplasmé, sniZzeni koncentrace C1” a K" iontl v cytoplasmé, coz zplsobuje
pokles pH cytoplasmy a zvysSeni pH v extracelularnim prostoru, kde se zvysuje
koncentrace Cl- a K* iontl zaroven s klesajici koncentraci Ca?* jontd (Sukhov
et al., 2019).

Vedlejsim efektem tvorby a S$ifeni variaéniho potencidlu je (stejné
jako v ptipad¢ akéniho potencialu) inhibice fotosyntézy, a to na vyrazné vétsi
vzdalenost (Koziolek et al., 2004; Lautner et al., 2005). Ve vzdalenych listech
dochazi k hromadéni kyseliny abscisové a kyseliny jasmonové, coz muze
zpusobit inhibici fotosyntézy a uzavirani priduchd i po ukonceni variacniho
potencialu. Kyselina jasmonova slouzi ve vzdalenych listech jako signdlni
molekula, varujici napfiklad ptfed ptichodem herbivora a rostlina se tak muze
pfipravit na pisobeni stresoru. Metylaci kyseliny jasmonové navic vznika
prchavy metyljasmonat, diky kterému jsou varovany i okolni rostliny a dosah
variatniho potencialu se tak jesté vice zvétSuje (Farmer a Ryan, 1990;
Hlavackova et al., 2006; Pavlovi¢, 2012; Sukhov, 2016).

Varia¢ni potencial pisobi na dlouhé vzdalenosti a je povazovan za velice
dulezity stresovy signal vys§ich rostlin. Sifi se diky naruSeni negativniho
hydrostatického tlaku v xylému. Na rozdil od AP vSak mlZze pfechazet
i do bunék, které nejsou propojeny floémem nebo cytoplasmaticky
pfes plasmodesmy (Pavlovi¢, 2012). VP je vyvolan invazivnimi stresovymi
podnéty, jako je mechanické poranéni, napadeni herbivory nebo popaleni a muze
byt pozorovan v celé rostliné. Amplituda a rychlost $ifeni varia¢niho potencialu
zavisi na druhu stresoru a jeho intenzité, vypovida tak mnohem vice informaci
0 rozsahu poranéni VvV porovnani s AP (Huber a Bauerle, 2016; Sukhov et al.,
2019). Varia¢ni potencial se nefidi pravidlem ,,v§e nebo nic* a jeho rychlost
i amplituda se vzdalenosti slabnou (0 2,5 % na kazdy jeden centimetr), ¢im dal
se signal §ifi, tim je slabsi (Stahlberg et al., 2005; Huber a Bauerle, 2016).
2.2.3 Systémovy potencial (SP)

Systémovy potencidl je elektricky signal plisobici pfechodnou hyperpolarizaci
napii¢ plasmatickou membranou. Miize byt indukovan abiotickymi i biotickymi
stresory. Mechanismus systémového potencialu vSak zatim neni zcela znamy

(Zimmermann et al., 2009; Sukhov et al., 2019).



Systémovy potencial se §ifi v apoplastu rostlin a jeho indukce je spojena
s aktivaci H'-ATPas v plasmatické membrané. SP je doprovazen poklesem
koncentrace Ca®* a K* iontfi a zvy$enim koncentrace Cl” iontd v apoplastu rostlin.
Tyto zmény v koncentracich iont vedou ke zvySeni pH v apoplastu. Zajimavosti
je, ze k poklesu, respektive zvySeni koncentrace iontd dochazi az po zméné
potencialu plasmatické membrany, s vyjimkou poklesu koncentrace Ca2* ionti
v apoplastu, kterd probiha paraleln¢ (Zimmermann et al., 2009).

Na rozdil od AP a VP se systémovy potencial muze §ifit rostlinou zaroven
s jinym elektrickym signalem. Indukce systémového potencialu je silné zavisla
na misté pusobeni stresoru, naptiklad popaleni prvniho listu mize indukovat
systémovy potencial, ale popaleni ctvrtého listu vyvold variaéni potencial
(Lautner et al., 2005; Zimmermann et al., 2016). Eschrich et al. (1988) uvadéji,
ze zvySena koncentrace sachardzy u cukety vyvolala akéni potencial v fapiku,
ale systémovy potencial v plodu rostliny.

Parametry systémového potencidlu (amplituda a rychlost) zavisi na stresovém
podnétu, ktery jej vyvolal. Naptiklad rozdilné ionty a jejich rozdilna koncentrace
vyvolaji systémovy potencial s jinou amplitudou (Zimmermann et al., 2009).
Uvadéna rychlost Sifeni systémového potencidlu se u raznych autord lisi.
Zimmermann et al. (2009) udavaji, ze bé&zna rychlost SP je 0,4-1,0 mm-s.
Podle Lautner et al. (2005) vsak miZe byt rychlost §ifeni SP 4-8 mm-s™.

2.3 Parazitické rostliny

Parazité byli definovani jako organismy, které ziskavaji ziviny z hostitele
a pusobi jeho poskozeni, ne v§ak neprodlené smrt (Begon et al., 2006). Béznymi
rostlinnymi parazity jsou houby, bakterie a viry. N&které vyssi rostliny si vSak
osvojily strategie, diky kterym mohou byt také nazyvany parazity. Mezi tyto
se tfadi napfiklad rostliny mykoheterotrofni (Furuhashi et al., 2011).

Parazitické rostliny mizeme rozdélit do dvou hlavnich skupin: holoparazité
a hemiparazité. Uplni parazité (holoparazité) jsou nezelené rostlinné druhy
odebirajici hostitelské rostliné vodu a veSkeré ziviny potfebné pro svij rust
a vyvoj. Tito parazité vétSinou nemaji listy ani kofeny a jelikoz ziskavaji veskeré
ziviny a asimilaty od hostitele prostfednictvim haustorii, ztratili schopnost

fotosyntézy. Mezi holoparazity se fadi napfiklad podbilek Supinaty (Orobanche



alba) nebo kokotice evropska (Cuscuta europaea) (Psota a Sebanek, 2003;
Furuhashi et al., 2011).

Druhou skupinou jsou poloparazitické (hemiparazitické) rostliny,
které si zachovaly schopnost fotosyntézy a organické ziviny jsou schopny si
fotosyntézou vytvorit. Od své hostitelské rostliny ziskavaji pouze vodu
a mineralni latky. Mezi poloparazitické rostliny mizeme zatadit naptiklad jmeli
bilé (Viscum album) nebo svétlik 1ékaisky (Euphrasia rostkoviana) (Psota
a Sebanek, 2003).

2.3.1 Evoluce genomu parazitickych rostlin

Pfestoze vyvoj parazitismu vyZzaduje komplexni metabolické, vyvojové
a anatomické zmény, parazitismus se vyvinul nejméné desetkrat v ramci
krytosemennych rostlin a nachazi se pfiblizné u 4000 druht rostlin, fadicich se
do 22 ¢eledi (Nickrent et al., 1998). V né&kterych ptfipadech parazitickych rostlin
vedla schopnost ziskdvat cukry z hostitelské rostliny ke sniZeni selekéniho tlaku
na udrzeni funkéniho fotosyntetického aparatu a doslo tak ke zméndm struktury
plastidového genomu. Napiiklad rostlina Epifagus virginiana parazitujici
na buku lesnim (Fagus sylvatica) je achlorofylni, a tedy nema schopnost
fotosyntézy. Plastidovy genom Epifagus virginiana ma 70 kbp, jeho velikost tak
odpovida pouze 45 % velikosti genomu chloroplastu tabdku. Tyto zbylé geny
koduji specifické slozky potiebné pro expresi plastidovych gend Epifagus
virginiana (dePamphlis a Palmer, 1990; Wolfe et al., 1992). Dalsim ptikladem
parazitickych rostlin, u kterych doSlo ke zmenSeni plastidového genomu je
Lathraea clandestina nebo Orobanche hedera (Thalouarn et al., 1994; Delavaut
et al., 1995). Jedinou dosud znamou parazitickou rostlinou, u které doslo k uplné
ztraté plastidového genomu je Rafflesia (Graham et al., 2017).

Zatimco Epifagus virginiana nebo Orobanche hedera zcela postradaji
chlorofyl, nachazeji se zde 1 parazitické rostliny, u kterych dochazi
k reorganizaci plastidového genomu a prochazeji procesem ztraty fotosyntézy
(Haberhausen et al., 1992; Bommer et al., 1993; Haberhausen a Zetsche, 1994).
Mezi tyto parazitické rostliny se fadi naptiklad rod Cuscuta. Existuji dikazy
0 schopnosti fotosyntézy u riznych druht parazitické rostliny Cuscuta, jedna se
vSak vZzdy o omezenou formu fotosyntézy, jeji preziti tak zavisi na rychlém

nalezeni hostitele a vytvofeni haustorii (Machado a Zetsche, 1990; Hibberd et al.,



1998; Sherman et al., 1999; Van der Kooij et al., 2000). Zda se, ze velikost
plastidového genomu u parazitické rostliny Cuscuta souvisi se schopnosti
fotosyntézy, ptficemz druhy, které si udrzely tuto schopnost maji vétSi genom
nez druhy bez schopnosti fotosyntézy (Berg et al., 2003). U nékterych druhi
parazitické rostliny Cuscuta doslo v disledku ztraty gent pro plastidem
kodovanou polymerazu k vyméné ¢asti motivu promotoru fotosyntetickych gent

za motiv rozpoznavany polymerazou kodovanou jadernymi geny (Berg et al.,
2004).

2.3.2 Reakce hostitelskych rostlin na pritomnost parazita

Rostliny si vyvinuly schopnost vnimat stresové podnéty a reagovat na né aktivaci
obrannych mechanismi. Pouzitd obranna strategie zdvisi na plisobicim stresoru
a muze byt vysoce specificka (Karban a Baldwin, 1997; Dangl a Jones, 2001).
Obranné reakce vyvolané napadenim rostliny patogeny nebo herbivory zahrnuji
komplexni signalni drahy regulované rostlinnymi hormony, konkrétné kyselinou
jasmonovou a kyselinou salicylovou. V reakci na napadeni herbivory je
pfednostné aktivovana draha kyseliny jasmonové, kterd indukuje produkci
slou¢enin naruSujicich traveni herbivort a tékavych rostlinnych latek,
ptitahujicich jejich ptirozené neptatele (Turlings et al., 1990; Chen et al., 2005).
Dréha kyseliny salicylové je pfednostné aktivovana v odpovédi na napadeni
rostliny patogeny a zprostfedkovava hypersenzitivni odpovéd’. Aktivace drahy
kyseliny salicylové muze vést az k systémove ziskané rezistenci vici Sirokému
spektru patogenii. Role obou téchto signdlnich drah se vSak prolinaji a nelze je
od sebe zcela oddélit (Durrant a Dong, 2004; Runyon et al., 2008).

Rostliny si mimo obrannych reakci proti herbivorim a patogenim musely
vyvinout také mechanismy na obranu proti parazitickym rostlindm (Runyon
et al., 2008). Parazitické rostliny mohou vyrazn¢ ovlivnit rust, vyvoj a schopnost
hostitele se reprodukovat, maji tak zna¢ny dopad na produktivitu ekosystému,
ve kterém se vyskytuji (Wolswinkel, 1974; Press a Graves, 1995; Press
a Phoenix, 2005; Bardgett et al., 2006). Runyon et al. (2010) uvadéji,
ze v pripadé rostliny Cuscuta pentagona parazitujici na sazenicich rajcCete
dochazi v hostitelské rostlin¢ k produkci kyseliny jasmonové i salicylové,
stejné jako pii reakci rostlin na herbivory a patogeny. Navic se u rajéete zvysila

produkce kyseliny abscisové a volnych mastnych kyselin. Role kyseliny
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abscisové a volnych mastnych kyselin v obrané proti parazitické rostliné¢ Cuscuta
pentagona u rajcete vSak zistava nejasna.

Nejlépe studovanymi obrannymi reakcemi jsou odpovédi rezistentni odrady
rajCete na parazitickou rostlinu Cuscuta reflexa, kde nejprve dochazi k indukci
hypersenzitivni reakce ndsledované akumulaci fenolickych latek a peroxidaz,
které v misté pfipojeni parazitické rostliny Cuscuta tvoii mechanickou bariéru
blokujici tvorbu haustorii (Ihl et al., 1988; Sahm et al., 1995). Nedavné studie
prokéazaly, ze béhem neuspéSného pokusu o pfipojeni parazitické rostliny
Cuscuta reflexa jsou v rajceti exprimovany geny aquaporinu (LeAgp2, TRAMP)
a enzymu modifikujiciho bunécnou sténu (LeXTH1), ale jejich role v obrané neni
dosud objasnéna (Werner et al., 2001; Albert et al., 2004). Obranné mechanismy
hostitelid kofenovych parazitickych rostlin zatim také nejsou zcela jasné.

2.3.3 Cuscuta spp.

Cuscuta, v ceském jazyce nazyvand kokotice je holoparaziticka rostlina bez listii
a kofent (po vytvofeni haustorii odumiraji). RozSifena je celosvétové
a v angli¢tiné byva nazyvana ,,dodder”. Po vykli¢eni ma Cuscuta zelenou barvu,
coz znaci pfitomnost chlorofylu, po napojeni na hostitelskou rostlinu vsak ztraci
schopnost fotosyntézy a jeji barva se méni na oranzovou az fialovou. Navzdory
kratkodobé pfitomnosti chlorofylu se Cuscuta fadi mezi holoparazitické rostliny,
protoze se bez hostitele nemize rozmnozovat (Furuhashi et al., 2011).

Prvni zminka o kokotici pochazi jiz z Babylonu, kde byla popsana
Theophrastem mezi lety 372-287 pi. n. 1. Po objeveni svételného mikroskopu se
vyzkum zaméfil spiSe na anatomii haustoria a ndsledné na propojeni mezi
hostitelskou rostlinou a parazitem (Furuhashi et al., 2011).

Rod Cuscuta, spadajici do celedi Convolvulaceae (svlaccovité), obsahuje
kolem 200 druhti, z nichz mnoho muze parazitovat na zemédélskych plodinach
(napf. rajéata, brambor, tabak) a nezfidka dochazi k sebeparazitismu (Furuhashi
et al., 2011).

Kokotice je schopna jenom omezené formy fotosyntézy, diky ¢emuz nevytvari
dostatecné mnoZzstvi cukri a jeji preziti tak zavisi na rychlém vytvofeni haustorii,
tedy pletiva specialné vyvinutého pro cerpani zivin z cévnich svazkl hostitelské
rostliny (Dawson et al., 1994; Hibberd et al., 1998). Pravé silny mechanicky stres

vyvolany obtacenim kolem hostitele by mohl byt impulzem k redukci vyvoje
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chlorofylu, kofent a listd u kokotice. Zaroven je vSak nezbytny pro indukci
tvorby haustorii (Furuhashi et al., 2011).

Nalezeni hostitelské rostliny u kokotice zahrnuje detekci niz$iho poméru
Cerveného a far-red svétla u potencialni hostitelské rostliny pomoci fytochromu,
nebot’ zvyseni cytokininl, potfebnych pro tvorbu haustoria, patrné souvisi se
zhorSenim svételnych podminek (Furuhashi et al., 2011). Rostliny kokotice jsou
zaroven schopné vnimat volatilni latky uvolnéné svym hostitelem a nasledné
usmérnuji rist smérem k nému (Runyon et al., 2006).

Po vykli¢eni ma Cuscuta pouze par dni ¢i tydnt (zavisi na druhu) pro vytvoreni
haustorii a proniknuti do hostitele, jinak odumira (Furuhashi et al., 2011). Pokud
vSak dojde uspésné k propojeni, dochazi k velice rychlému a mohutnému ristu
(az 7 cm za den), coz umoznuje parazitické rostliné Cuscuta kolonizovat i n¢kolik
hostitelskych rostlin zaroven (Lanini a Kogan, 2005; Hettenhausen et al., 2017).
Diky rychlému kolonizovani vice rostlin zaroven mize Cuscuta hrat klicovou roli
v rostlinnych komunitach (Obr. 2; Kaiser et al., 2015). Nedavné studie prokazaly,
ze Cuscuta mize kompenzovat odbér Zivin kolonii hostitelskych rostlin tim,
Ze mezi nimi umoznuje pifenos informaci (Hettenhausen et al., 2017).

Molekularni signaly, které by tak byly V normélnim ptipadé zodpovédné

Obr. 2: Paraziticka rostlina Cuscuta europaea a jeji kolonie hostitelskych rostlin. (foto: Andrej
Pavlovi¢, 2005)
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za komunikaci uvnitf rostliny jsou schopné projit siti tvofenou kokotici do jiné
rostliny v kolonii jejich hostiteld a zprostfedkovat fyziologicky relevantni
informace (Li et al., 2020).

2.3.4 Haustoria parazitické rostliny Cuscuta

Haustorium je pletivo specidln€ vyvinuté pro €erpéani zivin z cévnich svazki
hostitelské rostliny a neni srovnatelné s zadnym jinym rostlinnym pletivem
(Obr. 3). Slovo ,haustorium®“ pochazi z latinského ,,haurire®, coz v Cestiné
rostlin.

Podnétem pro vyvoj haustorii je chemicky, mechanicky nebo svételny signal.
Chemicky podnét indukujici vyvoj je dobfe znamy u nékterych kotfenovych
paraziti (Estabrook a Yoder, 1998). Paraziticka rostlina Cuscuta pottebuje
k vyvoji haustorii podnét mechanicky (dotek) a zaroven i podnét svételny (Tada
et al., 1996). Cuscuta tvofi haustoria mnohem lépe ve stinu nez na pfimém
slune¢nim svétle, nebot’ pfi napojeni na hostitele se nachédzi v blizkosti jeho
stonku a je tak jim a listem zastinéna (Haidar et al., 1997; Furuhashi et al., 2011).
Dalsim dulezitym faktorem pro tvorbu haustorii u kokotice je pomér cerveného

a far-red svétla. Haidar a Orr (1999) udavaji, Ze idealni hodnota poméru

Obr. 3: Cuscuta europaca parazitujici na rostliné Nicotiana benthamiana. Jsou zde zfetelné
pozorovatelna haustoria. (A) Haustorium.
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cerveného a far-red svétla pro parazitickou rostlinu Cuscuta planiflora je mezi
0,02 a 1,0 (nejlépe 0,1).

Druhym podnétem indukujicim tvorbu haustorii u kokotice je dotek.
Mechanické podrazdéni muaze aktivovat dvé razné signalni drédhy. Prvni je
depolarizace plasmatické membrany a nasledny tok Ca2* iontd (spojeny se
zmé&nami pH a produkci ROS) nebo dochazi k aktivaci kinazové signalni drahy
prostiednictvim ,,wall-associated kinase® (WAK). Ktera z téchto signalnich drah
je aktivovana u kokotice vSak zatim neni znamo (Peyronnet et al., 2008;
Hofmann, 2009; Monshausen a Gilroy, 2009; Furuhashi et al., 2011).

Svételny a mechanicky podnét zpasobi narGst koncentrace cytokinin
a indukci tvorby haustorii. Kdy nejprve dochazi k vyvoji diskového meristému
dediferenciaci bun¢k kortexu, nezbytného pro vyvoj plné funkéniho haustoria.
Nasledné dochdzi ke zméné orientace mikrotubuli v epidermalnich buikéch
prehaustoria z pti¢né na podélnou (Kastier et al., 2018). U parazitické rostliny
Cuscuta campestris bylo prokazano, Zze po indukci tvorby haustorii nasleduje
produkce enzymid pektinesteras, polyfenoloxidas a polygalakturonas.
Tyto enzymy slouzi k naruSeni pletiv hostitele a snadnéj$i napojeni na cévni
svazky rostliny (Wood, 1960; Nun a Mayer 1999a; Nun et al., 1999b).
Bunky na Spicce haustoria tvofi ,,prizkumné hyfy*“, které se snazi nalézt cévni
svazky hostitelské rostliny. Po kontaktu s bunkou floému ji buniky prizkumné
hyfy obrostou, jako prsty. Povrch bunék parazitické hyfy interagujici s bunkou
floému se zvétsi vice nez dvacetkrat. Tyto parazitické bunky maji nasledné
ambivalentni charakter, slouzi jako buinky floému i transportni bunky (Dorr,
1968, 1972; Dawson et al., 1994). Béhem tohoto procesu dochazi ke tvorbé
chimérické bunééné stény hostitelskych a parazitickych slozek a mezidruhovych
plazmodesmat, vytvafejicich cytoplasmatické syncytium mezi kokotici
a hostitelskou rostlinou (Haupt et al., 2001; Birschwilks et al., 2006; Vaughn
et al., 2006).

Uspofadani cévnich svazkl xylému u kokotice je ndhodné (rozptyleny typ)
nebo kruhové (kolaterdlni svazky cévni), coZ je pro tento rostlinny druh
specifické (Toma et al., 2005). Pro propojeni xylému kokotice a hostitelské
rostliny dochazi k synchronizovanému vyvoji parenchymatickych bunék xylému

hostitele a parazita, coz vede k vytvofeni kontinuadlniho propojeni mezi nimi
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(Dorr, 1972; Dawson et al., 1994). Haustorium je plné vyvinuto 5 az 6 dni
po kontaktu s hostitelskou rostlinou (Furuhashi et al., 2011).

Pro déleni a rist rostlinnych bunék je dualezita dynamicka reorganizace
mikrotubulti a aktinovych mikrovlaken. Piestoze zatim nebyl popsan vzorec
cytoskeletu v parazitickych rostlinach, je jisté, ze pti tvorbé haustorii jSou Siroce
zapojeny i mikrotubuly a aktinova vlakna (Yoder a Scholes, 2010; Kastier et al.,
2018). Kastier et al. (2018) ve své praci potvrzuji klicovou roli kortikalnich
mikrotubult pfi diferenciaci xylému v rychle se vyvijejicich vyhoncich kokotice.

Prostfednictvim haustorii mize nasledn¢ Cuscuta cerpat vodu a potiebné
ziviny pro svij vyvoj (Furuhashi et al., 2011). Propojenim miize mimo ziviny
prochazet mnoho riznych molekul zahrnujici zeleny fluorescenéni protein (GFP)
(Haupt et al., 2001), sekundarni metabolity (Birschwilks et al., 2006), mMRNA
(Roney et al., 2007), malé RNA (Shahid et al., 2018) nebo viry (Birschwilks
et al., 2006).

2.3.5 Prenos molekul mezi hostitelem a parazitickou rostlinou

Cuscuta
Pomoci haustorii mize byt mimo vodu a potiebné Ziviny, pfendSeno i mnoho
riznych molekul. Pfenos molekul z hostitelské rostliny na kokotici byl dobte
zdokumentovan zejména u parazitické rostliny Cuscuta reflexa (Dawson et al.,
1994). Prvnim dukazem takovéhoto molekulového transportu pomoci haustorii
byl pfenos virovych chorob mezi dvéma hostiteli prostfednictvim parazitické
rostliny Cuscuta (Bennett, 1944; Hosford, 1967). Hosford (1967) demonstroval
ptfenos 56 ruaznych virl kokotici na riizné hostitele. Pfenos byl realizovan pomoci
plazmodesmat, které viry bézn¢ vyuzivaji pro svij transport. Mezi transportované
viry se fadi napftiklad virus mozaiky rajcat (ToMV), virus Y brambor (PVY)
nebo virus mozaiky okurek (CMV) (Heinlein, 2002; Matthews, 2002). V ptipadé
pfenosu izolatu N bramborového viru Y (PVYN) mezi dvéma rostlinami tabaku
(Nicotiana tabacum) propojenymi kokotici byla hladina viru v obou
hostitelskych rostlinach (darci i ptfijemci) vysoka. Hladina viru v parazitické
rostliné Cuscuta vSak byla téméf nedetekovatelnd, coz naznacuje, ze virus se
parazitickou rostlinou pfenasi bez vyznamného mnozeni (Birschwilks et al.,
2007). Ptitomnost viri byla zaznamenana i v semenech parazitické rostliny

Cuscuta campestris (Bennett, 1944), coz by mohlo mit zasadni ekonomicky
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dopad na zemédé¢lské plodiny. Na druhou stranu maji rostlinné viry vliv
na zivotaschopnost semen rostlin, a proto by mohly byt pouzity ke kontrole
mnozeni parazitickych rostlin (Aly, 2013).

DalSimi pfenaSenymi molekulami jsou nukleové kyseliny, a to jak z parazita
na hostitele, tak z hostitele na parazita. Pfenos se prokazal napfiklad u mRNA
z rajéete a dyn¢ (Cucurbita maxima) na parazitickou rostlinu Cuscuta pentagona.
Hostitelské transkripty byly v kokotici dostate¢né stabilni a mobilni, diky cemuz
mohly byt pozorovany az 30 cm od haustoria (Roney et al., 2007).
Pomoci haustorii mohou prochazet z kokotice na hostitelskou rostlinu i miRNA,
indukujici uml¢ovani gend obranych mechanismi hostitele (Shahid et al., 2018).

Dobte zdokumentovanym pienosem molekul z hostitelské rostliny na parazita
je ptenos proteint. Haupt et al. (2001) popsali ptenos zeleného fluorescenéniho
proteinu (GFP) z floému transgenni rostliny tabaku na parazitickou rostlinu
Cuscuta. Birschwilks et al. (2007) nasledné pozorovali pienos proteinu tabakové
mozaiky znaeného pomoci GFP z hostitele na parazitickou rostlinu Cuscuta
reflexa. MozZnost transportu GFP mezi hostitelskou rostlinou a kokotici
naznacuje, Zze mezi riznymi hostiteli a parazitickou rostlinou by mohlo dochazet
k vyméné Siroké Skaly proteind. Omezeni v pienosu spociva ve velikosti
proteint, kdy byl mezni limit velikosti proteinii stanoven mezi 27 a 36 kDa
(Birschwilks et al., 2007).

V neposledni tadé¢ jsou pomoci haustorii transportovany sekundarni
metabolity, které mohou dokonce chranit parazitickou rostlinu Cuscuta
proti herbivornimu hmyzu (Smith et al., 2016). Systémovy signal indukovany
krmenim herbivora je pfenaSen také v opaéném sméru z kokotice na hostitele
nebo pomoci kokotice mezi dvéma hostitelskymi rostlinami, kdy dochazi
k indukci obranné reakce. Propojeni hostitela pomoci parazitické rostliny
Cuscuta poskytuje hostitelskym rostlinam jisté vyhody v dostupnosti informaci,
diky kterym se mohou pfipravit na ptichod stresoru (naptfiklad akumulaci
kyseliny jasmonové) i ptesto, Ze jsou parazitismen oslabeny (Hettenhausen et al.,
2017; Zhuang et al., 2018).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materialy

3.1.1 Rostlinny material

Cuscuta europaea

o Cuscuta europaea (Cesky nazev: kokotice evropska)

holoparazitickd rostlina patiici do celedi Convolvulaceae
(svla¢covité). Ptirozené se vyskytuje v oblasti zapadni a stiedni
Evropy, evropského Ruska, Sibif, Stfedni Asie a Ciny. Tento druh
byl vSak zanesen i1 na uzemi severni Ameriky a do Australie.
Parazituje pfevazné na bobu obecném, koptivé dvoudomé, jasanu
ztepilém, hluchavce bilé, zlatobylu kanadském a ostruziniku
maliniku. Jedna se o velice invazivni druh (CABI, Invasive Species
Compendium, 20.5.2020).

Cuscuta monogyna

o Cuscuta monogyna je holoparaziticka rostlina patfici do celedi

Convolvulaceae (svlaccovité). Pfirozené se vyskytuje v oblasti
Sttedozemniho mofte, jizni Evropy, stfedni a zdpadni Asie.
Parazituje prevaZené€ na okrasnych dfevinach, jako je réva vinna,
fec¢ik  pistaciovy, olivovnik evropsky, vrba babylonska
nebo marhanik obecny a bylinnych rostlinach (Piwowarczyk et al.,
2018).

Nicotiana benthamiana

o Nicotiana benthamiana je jednoleta bylina ptivodem z Australie

patiici do ¢eledi Solanaceae. Rozsifena je celosvétoveé. Jedna se
0 dulezitou rostlinu vyuZivanou zejména V oblasti rostlinné

virologie jako modelovy organismus (Goodin et al., 2008).

Nicotiana tabacum

o Nicotiana tabacum je jednoleta bylina pivodem ze stfedni a jizni

Ameriky patfici do ¢eledi Solanaceae. Rozsifena je celosvétove
diky spolecenskému a medicinskému vyuziti. Jedna se o dilezitou
rostlinu vyuzivanou pro biotechnologické a molekularné biologické
studie jako modelovy organismus (CABI, Invasive Species
Compendium, 20.5.2020).
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3.1.2 Pouzité chemikalie

e H2S04 (Lachner, Neratovice, Ceska republika)

e EV gel (Hellada, Praha, Ceska republika)
3.1.3 PouZzité pristroje

e Vicekandlova aparatura pro povrchové méifeni elektrického potencidlu

podle Ilik et al. (2010).

e Fytokomora AR75L (Percival-Scientific, USA)
3.1.4 Pouzité software

e ScopeWin (Tedia, Plzei, Ceska republika)

e Origin 8.5.1. (OriginLab, Northampton, MA, USA)
3.2 Metody

3.2.1 Skarifikace a sazeni semen

Semena parazitickych rostlin Cuscuta europaea a Cuscuta monogyna byla
pfed sazenim skarifikovana pomoci 96% kyseliny sirové po dobu jedné hodiny.
Nasledné byla semena promyta destilovanou vodou a oddélena od jejich obald.
Takto ptipravena semena byla pfilozena vzdy po Ctyfech, co nejblize ke stonku
30 dni starych rostlin Nicotiana benthamiana (10 az 15 cm vysoké).

Rostliny byly vlozeny na 14 dni do fytokomory AR75L (Percival-Scientific,
USA) nebo byly ponechany volné na okennim parapetu. Po pfipojeni parazitické
rostliny Cuscuta na prvni (primarni) rostlinu Nicotiana benthamiana byl §lahoun
kokotice ptilozen ke druhé (sekundarni) rostliné Nicotiana benthamiana
pro vytvoreni pfemosténi.

3.2.2 Postup méreni a vyhodnoceni dat
Pro povrchové méfeni elektrického potencidlu byla pouzita vicekandlova
aparatura podle Ilik et al. (2010). Fotografie aparatury je na obr. 4.

Dvé rostliny Nicotiana benthamiana ve spoleéné sklenéné Petriho misce,
propojeny pomoci parazitické rostliny Cuscuta byly vlozeny do Faradayovy
klece. Vybrany byly listy lokalni a systémovy na primarni rostliné Nicotiana
benthamiana a list systémovy-2 na sekundarni rostliné¢ Nicotiana benthamiana,
na které byly umistény elektrody. Nasledné byla elektroda ptiloZena
I k parazitické rostliné¢ Cuscuta spojujici obé rostliny Nicotiana benthamiana.

Do Petriho misky byla nakonec umisténa elektroda referenc¢ni. Schématické
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zobrazeni umisténi elektrod je zobrazeno na obr. 5. Mezi konec elektrody a list,
pfipadné stonek parazitické rostliny byl nanesen vodivy EV gel (Hellada, Praha,
Ceska republika) pro zvyseni poméru signalu k §umu.

Po ptipojeni elektrod byly nastaveny parametry méfeni v software ScopeWin
(Tedia, Plzei, Ceska republika). Mg&feni probihalo po dobu 1080 s,
kazdych 30 ms, naméfeno bylo tedy 36 000 bodi pii laboratorni teploté.
Namétfeny signal je Ctyficetkrat zesilen. Pfed zacatkem samotného méfeni
probéhlo ustaleni méreného napéti.

Zhruba 70 s po zahajeni méteni byl popalen lokalni list, co nejblize k primarni
zilnating. Nasledné byl pozorovan nameéfeny signal a byla ocCekavana reakce
v listech systémovych a parazitické rostliné Cuscuta. Takto byly postupné
popaleny vSechny listy 1 stonek parazitické rostliny Cuscuta a zaznamenané grafy
zmeény napéti byly nasledné slouceny a vyhlazeny pomoci programu Origin 8.5.1.
(OriginLab, Northampton, MA, USA).

Postup méfeni a vyhodnoceni dat byl stejny i pro kontrolni rostliny Nicotiana
benthamiana bez parazitické rostliny Cuscuta. Vsechny 4 elektrody vsak byly

umistény pouze na této kontrolni rostlinég.

Obr. 4: Vicekanalova aparatura pro povrchové méfeni elektrického potencialu podle Ilik et al.
(2010).
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Obr. 5: Schéma napojeni elektrod na méfenou soustavu rostlin Nicotiana benthamiana-
Cuscuta-Nicotiana benthamiana. Pofadova &isla oznacuji elektrody: (1.) lokalni list
s elektrodou, (2.) systémovy list s elektrodou, (3.) stonek kokotice s elektrodou, (4.) list
systémovy-2 s elektrodou, (5.) referenéni elektroda. (A) primarni rostlina Nicotiana
benthamiana, (B) sekundarni rostlina Nicotiana benthamiana.
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4 VYSLEDKY

V této kapitole jsou shrnuty dosazené vysledky povrchového méieni elektrického
potencialu v soustavé rostlin hostitel-parazit-hostitel. Pivodné méla byt
jako hostitelska rostlina vyuzita Nicotiana tabacum. Ukazalo se vSak, ze neni
vhodnym hostitelem pro parazitickou rostlinu Cuscuta a tak byla vyuzita jako
hostitelska rostlina Nicotiana benthamiana. Stejné tak méla byt jako paraziticka
rostlina puvodné pouzita Cuscuta europaea i Cuscuta monogyna. V piipadé
parazitické rostliny Cuscuta monogyna vsak nedoSlo ve vétSiné pripadi
k vytvofeni haustorii a byla tak pouZita pouze Cuscuta europaea. Uspésna tvorba
haustorii a prinik parazita do hostitele se podatil pouze u rostlin péstovanych
na okennim parapetu, nikoli u rostlin péstovanych ve fotokomote. Vysvétlujeme
si to absenci far-red svétla ve fytokomote, které je potiebné k iniciaci tvorby
haustorii (Tada et al., 1996; Furuhashi et al., 1997).

Podle postupu a parametrit shrnutych v ¢asti ,,metody*“ byla provedena
povrchova méfeni zmény napéti vyvolané popalenim hostitelské rostliny
Nicotiana benthamiana. Cilem bylo zjistit, zda takto vyvolany signal je
paraziticka rostlina Cuscuta schopna pfenést zjedné hostitelské rostliny
Nicotiana benthamiana na druhou.

U kazdé dvojice rostlin Nicotiana benthamiana propojenych kokotici byla
provedena celkem 4 méteni. Pfi kazdém z téchto 4 métfeni byl popalen jiny list
(respektive stonek parazitické rostliny Cuscuta), pokazdé se vSak jednalo o list
s umisténou elektrodou nebo stonek parazitické rostliny Cuscuta s umisténou
elektrodou.

Pro kontrolu byly nasledn€ méfeny zmény napéti vyvolané popalenim
v samostatné rostliné¢ Nicotiana benthamiana bez parazitické rostliny Cuscuta.
Pribéh méfeni kontrolnich rostlin byl totozny s pribéhem métfeni dvou rostlin
Nicotiana benthamiana propojenych kokotici.

4.1 Meéreni soustavy rostlin Nicotiana benthamiana-Cuscuta europaea-

Nicotiana benthamiana
U soustavy dvou rostlin Nicotiana benthamiana propojenych parazitickou
rostlinou Cuscuta europaea byla pomoci vicekanalové aparatury podle Ilik et al.

(2010) povrchové méfena zména elektrického potencialu, vyvolana popalenim.
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4.1.1 Prvni mérena soustava rostlin Nicotiana benthamiana-

Cuscuta europaea-Nicotiana benthamiana

Obr. 6: Vizualizace napojeni elektrod na prvni méfenou soustavu rostlin Nicotiana benthamiana-
Cuscuta europaea-Nicotiana benthamiana. Potadova ¢isla oznacuji listy, na které byly napojeny
elektrody: (1.) napojeni elektrody na list primarni rostliny Nicotiana benthamiana, (2.) napojeni

elektrody list primarni rostliny Nicotiana benthamiana, (3.) napojeni elektrody na stonek kokotice,

(4.) napojeni elektrody na list sekundarni rostliny Nicotiana benthamiana.
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Obr. 7: Zaznam prvniho méfeni soustavy rostlin Nicotiana benthamiana-Cuscuta europaea-
Nicotiana benthamiana. Potadova ¢isla oznacuj zdznamy namétené pomoci elektrod
umisténych na ptislusnych listech: (1.) napojeni elektrody na list primarni rostliny Nicotiana
benthamiana, (2.) napojeni elektrody list primarni rostliny Nicotiana benthamiana, (3.) napojeni
elektrody na stonek kokotice, (4.) napojeni elektrody na list sekundarni rostliny Nicotiana
benthamiana. Sipka oznacuje popaleni daného listu. Kazdy zaznam je slozen ze ¢tyf méfeni, pii
kazdém mefteni byl popalen jiny list.

Napojeni parazitické rostliny Cuscuta europaea na primarni hostitelskou rostlinu
Nicotiana benthamiana se nachéazelo mezi 1. a 2. listem. Na sekundarni
hostitelskou rostlinu Nicotiana benthamiana byla paraziticka rostlina Cuscuta

napojena pod 4. listem (obr. 6).

Obr. 7 zobrazuje zaznam povrchového métfeni zmény elektrického potencialu
v Case, vyvolané popalenim soustavy rostlin Nicotiana benthamiana-Cuscuta
europaea-Nicotiana benthamiana na obr. 6.

Pii popaleni listd hostitelskych rostlin Nicotiana benthamiana byla zména
elektrického potencidlu naméfena vzdy pouze u popéleného listu. Systémova
odezva nebyla pozorovana. Tuto zménu elektrického potencialu je mozné popsat
jako variaéni potencial vzhledem k priabéhu zaznamu (obr. 7). Variacni potencial

je charakteristicky rychlou depolarizaci a velmi pomalou repolarizaci

plasmatické membrany.
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U parazitické rostliny Cuscuta europaea nebyl naméfen signal v zadném ze tii
pfipadt popaleni listu jeji hostitelské rostliny Nicotiana benthamiana. Pouze
VvV ptipad¢ popaleni pfimo stonku kokotice byla naméfena zmeéna elektrického
potencialu, kterou je mozné popsat jako akéni potencial vzhledem k priubéhu
zaznamu (obr. 7). Ak¢ni potencial je charakteristicky rychlou depolarizaci

a rychlou repolarizaci plasmatické membréany.
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4.1.2 Druha mérena soustava rostlin Nicotiana benthamiana-

Cuscuta europaea-Nicotiana benthamiana

Obr. 8: Vizualizace napojeni elektrod na druhou métenou soustavu rostlin Nicotiana
benthamiana-Cuscuta europaea-Nicotiana benthamiana. Pofadova ¢isla oznacuji listy,
na které byly napojeny elektrody: (1.) napojeni elektrody na list primarni rostliny Nicotiana
benthamiana, (2.) napojeni elektrody na list primarni rostliny Nicotiana benthamiana,
(3.) napojeni elektrody na stonek kokotice, (4.) napojeni elektrody na list sekundarni rostliny
Nicotiana benthamiana.
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Obr. 9: Zaznam druhého méfeni soustavy rostlin Nicotiana benthamiana-Cuscuta europaea-
Nicotiana benthamiana. Potadova ¢isla oznacuj zaznamy namétené pomoci elektrod
umisténych na ptislusnych listech: (1.) napojeni elektrody na list primarni rostliny Nicotiana
benthamiana, (2.) napojeni elektrody list primarni rostliny Nicotiana benthamiana, (3.) napojeni
elektrody na stonek kokotice, (4.) napojeni elektrody na list sekundarni rostliny Nicotiana
benthamiana. Sipka oznacuje popaleni pfislusného listu. Kazdy zaznam je slozen ze ¢ty
méteni, pii kazdém meéteni byl popalen jiny list.

Napojeni parazitické rostliny Cuscuta europaea na primarni hostitelskou rostlinu
Nicotiana benthamiana se nachazelo mezi 1. a 2. listem. Na sekundarni
hostitelskou rostlinu Nicotiana benthamiana byla paraziticka rostlina Cuscuta

napojena na 4. list (obr. 8).

Obr. 9 zobrazuje zaznam povrchového méfeni zmény elektrického potencialu
v Case, vyvolané popalenim soustavy rostlin Nicotiana benthamiana-Cuscuta
europaea-Nicotiana benthamiana na obr. 8.

Pti popaleni listd hostitelskych rostlin Nicotiana benthamiana byla zména
elektrického potencidlu naméfena vzdy pouze u popaleného listu stejné,
jako u ptedchoziho meéfeni. Systémova odezva opét chybéla. Tuto zménu
elektrického potencidlu je mozné popsat jako variacni potencidl vzhledem

k pribéhu zaznamu (obr. 9). Varia¢ni potencial je charakteristicky rychlou

depolarizaci a velmi pomalou repolarizaci plasmatické membréany.
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U parazitické rostliny Cuscuta europaea nebyl naméfen signal v zadném ze tii
pfipadt popaleni listu jeji hostitelské rostliny Nicotiana benthamiana. Pouze
v ptipadé popaleni pfimo stonku kokotice byla naméfena zména elektrického
potencialu, kterou je mozné popsat jako akéni potencial vzhledem K pribéhu
zaznamu (obr. 9). Ak¢ni potencial je charakteristicky rychlou depolarizaci
a rychlou repolarizaci plasmatické membrany. Méfeni mélo totozny pribéh
s pfedchozim méfenim (obr. 7).

4.2 Kontrolni méfeni Nicotiana benthamiana

Vzhledem k vysledkiim méteni soustavy rostlin Nicotiana benthamiana-Cuscuta
europaea-Nicotiana benthamiana, kdy nebyl naméfen zadny signal, ktery by byl
pienesen rostlinou Nicotiana benthamiana do sousednich lista, parazitické
rostliny Cuscuta nebo sekundarni rostliny Nicotiana benthamiana, bylo

provedeno kontrolni méfeni pouze s rostlinou Nicotiana benthamiana.
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4.2.1 Prvni kontrolni méreni Nicotiana benthamiana

Obr. 11 zobrazuje zaznam povrchového méfeni zmény elektrického potencialu

v Case, vyvolané popalenim kontrolni rostliny Nicotiana benthamiana na obr. 10.

Obr. 10: Vizualizace napojeni elektrod pfi prvnim kontrolnim mé¥eni rostliny Nicotiana
benthamiana. Potadova ¢isla (1., 2., 3., 4.) oznacuji listy, na které byly napojeny
elektrody.
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Obr. 11: Zaznam prvniho kontrolniho méfeni rostliny Nicotiana benthamiana. Pofadova Cisla
0znacuj zaznamy nameéfene pomoci elektrod umisténych na piislusnych listech (viz obr. 10).
Sipka oznacuje popaleni daného listu. Kazdy zaznam je slozen ze Ctyf méfeni, pti kazdém
méteni byl popalen jiny list.

Pti popaleni 1. listu kontrolni rostlin Nicotiana benthamiana byla zména
elektrického potencialu naméfena v popaleném a 4. listu. U 2. a 3. listu se objevil
pouze maly naznak zmény elektrického potencialu (obr. 11).

Pti popaleni 2. a 4. listu doslo ke zméné elektrického potencialu pouze v téchto
popalenych listech kontrolni rostliny Nicotiana benthamiana na rozdil od méteni,
pii kterém byl silné popalen 3. list, kdy doSlo k vyrazné zméné elektrického
potencialu v 1., 2., 3. i 4. listu. Tyto zmény elektrického potencialu je mozné

charakterizovat jako wvaria¢ni potencidl vzhledem k pribéhu zaznamu,

kdy se ve vSech piipadech jedna o depolarizaci membranového potencialu
(obr. 11).
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4.2.2 Druhé kontrolni méreni Nicotiana benthamiana

Obr. 13 zobrazuje zaznam povrchového métfeni zmény elektrického potencialu

v Case, vyvolané popalenim kontrolni rostliny Nicotiana benthamiana na obr. 12.

Obr. 12: Vizualizace napojeni elektrod pfi druhém kontrolnim méfeni rostliny
Nicotiana benthamiana. Potadova ¢isla (1., 2., 3., 4.) oznaduji listy, na které byly
napojeny elektrody.
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Obr. 13: Zaznam druhého kontrolniho méteni rostliny Nicotiana benthamiana. Potadova ¢isla
oznacuj zaznamy namétené pomoci elektrod umisténych na ptislusnych listech (viz obr. 12).
Sipka oznacuje popaleni daného listu. Kazdy zdznam je slozen ze Ctyt méfeni, pii kazdém
mefeni byl popalen jiny list.

Pii silném popaleni 1. listu kontrolni rostlin Nicotiana benthamiana byla
zména elektrického potencidlu naméfena ve 1., 3. 1 4. listu. Reakce v podobé&
zmeény elektrického potencialu byla nejsilnéj$i v ptipadé 4. listu. Silné popalen
byl i 3. list, coz mohlo také vyvolat zménu elektrického potencialu naméfenou
ve vSech zbyvajicich listech vEetné listu popalené¢ho. V tomto ptipad€ bohuzel
neni jisté, zda se nejednd pouze o repolarizaci pfedchéazejiciho elektrického
signalu (obr. 13).

Pti popaleni 2. a 4. listu doSlo k vyrazné zméné elektrického potencialu pouze

v popalenych listech kontrolni rostliny Nicotiana benthamiana (obr. 13).
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4.2.3 Treti kontrolni méreni Nicotiana benthamiana

Obr. 15 zobrazuje zaznam povrchového méfeni zmény elektrického potencidlu

v Case, vyvolané popalenim kontrolni rostliny Nicotiana benthamiana na obr. 14.

Obr. 14: Vizualizace napojeni elektrod pfi téetim kontrolnim méfeni rostliny Nicotiana
benthamiana. Potfadova ¢isla (1., 2., 3., 4.) oznacuji listy, na které byly napojeny elektrody.
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Pti silném popaleni 1. listu kontrolni rostlin Nicotiana benthamiana byla
zména elektrického potencidlu namétfena ve 4. listu a Vv listu popaleném. Silné
popalen byl i 2. list, kdy se objevil maly naznak zmény elektrického potencialu
ve 3. listu a jasné pozorovatelna zména elektrického potencialu v listu popaleném
(obr. 15).

Pti popaleni 3. listu by se mohlo jednat o systémovou reakci u 1. a 2. listu
a pii popaleni 4. listu by se mohlo jednat o systémovou reakci taktéz u 1. a 2.
listu. V obou pfipadech bohuzel neni jisté, zda se nejedna pouze o repolarizaci
pfedchazejiciho elektrického signalu, pozorovatelnd zmeéna elektrického
potencialu vSak byla pozorovatelna v popaleném 3. a 4. listu kontrolni rostliny
Nicotiana benthamiana (obr. 15).

Naméfené zmény elektrického potencidlu je mozné charakterizovat
jako variaéni potencial vzhledem k prub&hu zaznamu, kdy se ve vSech pfipadech

jedna o depolarizaci membranového potencialu (obr. 15).

+
25 mV|
1 -

250 s

I NI
2 ¥
A e At g T O
Jﬁ\//
[
‘r
3.
—\““""‘“"‘-—--—--—»»..__.__.,.\’
\I
V\—WM
#

Obr. 15: Zaznam tietiho kontrolniho méteni rostliny Nicotiana benthamiana. Poradova ¢isla
oznacuj zaznamy namétené pomoci elektrod umisténych na ptislusnych listech (viz obr. 14).
Sipka oznacuje popaleni daného listu. Kazdy zdznam je slozen ze &tyf méfeni, pii kazdém
m¢éteni byl popalen jiny list.
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5 DISKUSE

Vzhledem Kk napojeni kokotice na hostitele pomoci haustorii, kdy dochazi
k funkénimu propojeni floému i xylému, lze piedpokladat, ze by paraziticka
rostlina Cuscuta mohla byt schopna vést elektricky signal na dlouhou vzdalenost
mezi dvéma rostlinami, na kterych parazituje. Elektricky signal byl popsan
jako dulezity komunika¢ni prostfedek v ramci rostliny pfi obrannych reakcich
rostlin vic¢i herbivoram (Mousavi et al., 2013; Toyota et al., 2018). Jeho vyznam
Vv parazitem zprostfedkované komunikaci mezi dvéma hostitelskymi rostlinami
vSak doposud popsan nebyl, ackoli chemickda komunikace v takovychto
systémech je znama jiz delsi dobu (Kim a Westwood, 2015).

Cilem praktické casti této bakalaiské prace bylo zjistit, zda paraziticka rostlina
Cuscuta je schopna ptenést elektricky signal z jedné hostitelské rostliny
na druhou. Pro méfeni byly vybrany parazitické rostliny Cuscuta europaea
a Cuscuta monogyna. V piipadé parazitické rostliny Cuscuta monogyna
vSak nedochézelo ve vétsiné piipadli ke tvorbé haustorii, pro méfeni tak byla
pouzita pouze paraziticka rostlina Cuscuta europaea. Jako hostitelska rostlina
byla pavodné vybrana Nicotiana tabacum, ktera se vSak neosvédcila,
nebot’ kokotice nevytvaiela haustoria, a tak byla nahrazena rostlinou Nicotiana
benthamiana. Nejefektivnéj$i vytvofeni experimentdlniho systému probéhlo
pfi péstovani na okennim parapetu, coz lze vysvétlit pfitomnosti dlouhovlinného
far-red zafeni, které absentuje u fotokomory, a které je potfebné pro tvorbu
haustorii (Tada et al., 1996; Furuhashi et al., 1997).

M¢éfeni probihalo za pomoci vicekandlové aparatury pro povrchové méfeni
elektrického potencialu podle Ilik et al. (2010) a zména elektrického potencialu
byla ve vSech ptipadech vyvolana popalenim.

Pfi meéfeni soustavy rostlin Nicotiana benthamiana-Cuscuta europaea-
Nicotiana benthamiana nedoslo k prenosu elektrického signalu z jedné
hostitelské rostliny na druhou, z priméarni popéalené hostitelské rostliny
na parazitickou rostlinu Cuscuta a dokonce ani mezi listy vramci jedné
hostitelské rostliny.

Vzhledem k povaze varia¢niho potencidlu lze predpokladat, ze elektricky
signdl bude naméfen v nejbliz§im méfeném listu od mista popdaleni

a se vzdalenosti bude jeho sila klesat. V ptfipad¢ prvniho méfeni soustavy rostlin
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Nicotiana benthamiana-Cuscuta europaea-Nicotiana benthamiana by tak bylo
mozné ocekavat pfi popaleni 1. listu naméteni zmény elektrického potencialu
ve 2. listu primarni rostliny Nicotiana benthamiana. Mezi 1. a 2. listem se vSak
nachazelo napojeni parazitické rostliny Cuscuta, kde by také bylo mozné
ocekavat namétfeni zmény elektrického potencidlu. Pii popaleni 1. listu primarni
rostliny Nicotiana benthamiana vsak nebyl naméfen elektricky signal v 2. listu
této rostliny ani v parazitické rostliné Cuscuta europaea. Jak bylo popsano
V teoretické casti této bakalarské prace, variaéni potencial je indukovan
hydraulickym signélem, chemickym signalem nebo kombinaci obou téchto
signalu (Farmer et al., 2014). A prav¢ Sifeni hydraulického signalu v podobé
tlakové viny, ktery indukuje tvorbu signélu elektrického by mohlo byt tésnym
ovinutim parazitické rostliny Cuscuta znemoZznéno. Pfi tvorbé haustorii navic
dochazi k propojeni xylému a floému hostitelské rostliny a parazitické rostliny
Cuscuta. Toto propojeni pravdépodobné narusuje integritu bunék vodivého
systému (cév, cévic, sitkovic a vodivého parenchymu) hostitele, ktery je potfebny
pro Sifeni variacniho potencialu. Zména vlastnosti bunéénych stén tak vyraznym
zpusobem modifikuje §ifeni elektrického signalu (Kurenda et al., 2019).

Pti popaleni stonku parazitické rostliny Cuscuta europaea byl naméten v obou
piipadech elektricky signal pfimo v kokotici, ktery 1ze podle prib&hu zdznamu
charakterizovat jako akéni potencial. Pfi popaleni primarni hostitelské rostliny
Nicotiana benthamiana nebyl v parazitické rostliné Cuscuta ani v sekundarni
hostitelské rostliné Nicotiana benthamiana namétfen zadny elektricky signal.
Paraziticka rostlina Cuscuta tedy je schopna elektricky signdl tvofit, ma vSak
odliSny prubéh od varianiho potencialu hostitele. Je proto mozZné, Ze se na Sifeni
elektrického signalu podili u kokotice a hostitelské rostliny jiné iontové kanaly,
coz by mohlo vysvétlovat, pro¢ paraziticka rostlina Cuscuta neni schopna tento
signal pfenést na svého hostitele. Analogii lze najit u masozravé rostliny
mucholapky podivné (Dionaea muscipula), ktera neni schopna pfenést elektricky
signal z pasti do asimilacniho listu a naopak. Past generuje na poSkozeni ak¢ni
potencial, asimila¢ni list naopak varia¢ni potencidl a jejich propagace je omezena
na konkrétni organ (Pavlovi¢ et al., 2017). Dalsim z moznych vysvétleni je,
Ze parazitickd rostlina Cuscuta tvoifi tak velky odpor pro elektricky signal,

Ze jej utlumi a variaéni potencial se tak v kokotici ztraci, nebot variacni
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potencial ztraci na své amplitudé 2,5 % na kazdy centimetr (Stahlberg et al.,
2005).

Pfi méfeni soustavy rostlin Nicotiana benthamiana-Cuscuta europaea-
Nicotiana benthamiana bylo neodekavanym zjiSténim, Ze nedoSlo k pfenosu
elektrického signalu ani v ramci jedné hostitelské rostliny a bylo tak provedeno
kontrolni méfeni rostliny Nicotiana benthamiana bez parazitické rostliny
Cuscuta europaea. U vsSech tfech kontrolnich métfeni doslo k pienosu
elektrického signalu v ramci rostliny Nicotiana benthamiana, ne v kazdém
méfeném listu byl vSak signal detekovan. Divodem, pro¢ nebyl pfi popaleni
jednoho listu signal méfitelny v jemu nejblizSich listech by mohla byt distribuce
vodivych svazkl cévnich rostliny Nicotiana benthamiana mezi jednotlivé listy.
Vliv distribuce vodivych svazkl cévnich na Sifeni elektrického signalu je zndmy
a byl popsan jiz dfive (Mousavi et al., 2013; Zimmermann et al., 2016).
Na detailni analyzu by byla potifeba aparatura s vice jak ¢tyfmi nezavislymi
kanaly pro povrchové méteni elektrického potencialu, kterd vSak neni v soucasné

dobé k dispozici.
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6 ZAVER

Z experimentt provedenych v praktické casti této bakalarské prace vyplyva,
ze parazitickd rostlina Cuscuta europaea neni schopna vést elektricky signal
na dlouhou vzdalenost, a navic narusuje Sifeni variaéniho potencialu v ramci
jedné hostitelské rostliny. Parazitickd rostlina Cuscuta vSak je schopna tvofit
elektricky signal, konkrétné¢ akéni potencidl, jak vyplyva z méfeni v praktické
¢asti této bakalarské prace.

Zaroven bylo potvrzeno, ze rostlina Nicotiana benthamiana je schopna vést
elektrické signaly na dlouhou vzdalenost, velky vliv na §ifeni tohoto elektrického
signdlu mé v8ak distribuce vodivych svazkia cévnich v rostling.

Pro bliz§i a detailn¢j$i analyzu schopnosti parazitické rostliny Cuscuta

4

europaea prenaset a tvofit elektricky signal by bylo potifeba provést vice méteni,

nejlépe na aparatufe s vice jak ¢tyfmi nezavislymi kanaly pro povrchové méfeni

elektrického potencialu.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
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bp (ktllp)
cm-s
CMV

Da (kDa)
GFP
GLR
mm-st
mM (uM)
pt. n. 1.
PVY
PVYN
ROS

SP
ToMV
VP
WAK
ApH

ak¢ni potencial

par basi (kilo para basi)

centimetr za sekundu

virus mozaiky okurek

Dalton (kilodalton)

zeleny fluorescen¢ni protein
GLUTAMATE-RECEPTOR-LIKE kanaly
milimetr za sekundu

milimolarni koncentrace (mikromolarni koncentrace)
pfed nasSim letopoctem

virus Y brambor

izolat N bramborového viru Y

reaktivni formy kysliku

Systémovy potencial

virus mozaiky rajcat

variacni potencial

wall-associated kinase

zména pH
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