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1. UVOD A CILE PRACE

Rostliny jsou organismy, které v ptipad¢ ptisobeni neptiznivych podminek nedokazi opustit
sva stanovisté, a proto si vyvinuly dokonalé senzorické systémy, pomoci kterych jsou
schopné vnimat podnéty z okoli. Regulaci exprese genetické informace rostlina dokaze
reagovat na zmeénu vnéjSich faktori a pfizplisobit se nové situaci. Nezastupitelnou tlohu
Vv této odpovédi hraji fytohormony. Hormonalni odpovéd’ je ovSem u Zivocicha i rostlin
obecné pomald, a proto v odpovédi na rizné podnéty jako je chlad, teplo, svétlo ¢i herbivorni
organismy, rostliny generuji elektrick¢é signaly, podobné tém, které jsou popsany
u zivocichi. Tyto signaly se dokazi §itit cévnimi svazky celou rostlinou a informuji tak
vzdalené orgéany, které s podnétem nepfisli do styku (tzv. systémova odpovéd’). Signélni
cesty zahrnuté do téchto systémovych obrannych reakci rostlin jsou stale neprozkoumany
a jsou predmétem intenzivniho védeckého vyzkumu. Velmi zajimavym predmétem studia
Vv této oblasti jsou masozravé rostliny schopné dokonale vnimat pfitomnost kofisti v pasti na
zaklad¢ mechanickych a chemickych signdlf, které rostlinny hormon kyselina jasmonova

,»preklada® do fyziologické odpovédi.

Cilem teoretické ¢asti této prace je zpracovat piehled o problematice elektrickych
signalt v rostlinach a jejich fyziologické odpovédi. V experimentalni ¢asti pak optimalizovat
metodu meéteni elektrickych signalti na experimentalnich modelech mucholapce podivné
a rosnatce kapské a z nich také pfipravit vzorky pro analyzu stresovych fytohormont.

Zaverem vyhodnotit a diskutovat obdrzené vysledky.
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2. SYSTEMOVA ODPOVED

Rostliny pro svou vlastni vyzivu produkuji procesem fotosyntézy mnoho sacharidt. Tyhle
latky ale vyhovuji jako potrava i zivo¢ichlim. Na rostlindch jsou zavisla vSechna zvirata, at’
uz primarné anebo sekundarné a kdykoliv proto mohou byt napadeny (Attenborough, 1996).
Na poskozeni, kterd mohou byt zpiisobena bylozravci, ale 1 patogeny nebo mechanickymi
stimuly, jsou rostlinna pletiva velmi citliva. Rostliny jakoZto piisedlé organismy proto musi
vyvijet velké Usili, aby se ochranily a k tomu si vyvinuly odlisné strategie (Koo & Howe,
2009). Mezi zptsoby, jakym se rostlina chrani, spad4d naptiklad vytvafeni pichlavych
cipatych listd cesminy (llex aquifolium) nebo modifikovanych listd v trny u sukulentl
(Cactaceae). Rostlinami nejvice vyuzivanou vSak neni ochrana fyzikalni ani mechanicka,
nybrz chemicka. Produkuji toxické chemické detergenty, jimiz riznymi zptusoby dokazi
odradit uto¢niky. Pfikladem jsou zahavé trichomy kopftivy (Urtica dioica). Nicmén¢ nékteré
rostliny tyto obranné struktury nebo metabolity postradaji a na misto toho se spoléhaji na
zahajeni indukované obranné reakce tzv. na poptavku (Meldau, Erb & Baldwin, 2012). Tahle
strategie vyzaduje odpovidajici senzoricky systém a rychlou komunikaci mezi rostlinnymi
organy. Rostliny tak vytvaii slozité signalni sité, které propojuji signaly vyvolané
poSkozenim s pfislusSnymi zménami v metabolismu, ristu a vyvoji. Mnoho z téchto
adaptacnich odpovédi je spousténo de novo syntézou rostlinnych hormont jasmonati, které
se prudce akumuluji v organech vzdalenych od mista poskozeni (Howe & Jander, 2008; Koo
& Howe, 2009).

2.1 Role jasmonati v odpovédi na poranéni rostlinného pletiva
Latky, které se souhrnn€ nazyvaji jasmonaty, zahrnuji kyselinu jasmonovou (JA) a jeji
derivaty. Tyto latky se vyznamné podileji na regulaci rtistu rostlin pfi zmén¢ vnéjsich nebo
vnitfnich podminek, kdy stimuluji obranny a adaptacni mechanismus rostlinného organismu.
Jasmonaty vznikaji oxidaci lipidi a po chemické strance jsou to slouceniny
s cyklopentanovym kruhem, nesoucim keto- ¢i hydroxyskupinu v pozici C6. Poloha C7 na
cyklopentanovém kruhu je substituovana cis-pent-2’-enylovym fetézcem, ktery mize byt za
ucelem zmény biologické aktivity modifikovan enzymatickou redukci dvojné vazby
a hydroxylaci. Mezi nejcastéjsi reakce metabolismu kyseliny jasmonové patii metylace
karboxylové skupiny a tvorba konjugatt s izoleucinem.

Mechanismus piisobeni jasmonati a obecné fytohormonl je zalozen na jejich
interakci s odpovidajicim receptorem a nasledné aktivaci signalni drahy, ktera vede

k aktivaci transkripce cilovych genti (Podlesakova et al., 2012).
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V piipadé€, Ze rostlina neceli stresovym podminkdm, je hladina jasmonati nizka
a transkripce gend odpovidajicich na JA je reprimovana pomoci proteinit JAZ (Jasmonate
ZIM-domain), které jsou navazany na promotor JA-responzivnich gend. Po poskozeni
rostlinného pletiva je zahajena lokalni odpovéd tim zpusobem, Ze specifické signaly
chemické nebo fyzikdlni povahy vyvolané utokem jsou rozpoznany receptory
rozpoznavajicimi patogeny (PRRs) na povrchu buiiky. Mechanismem, ktery neni z velké
¢asti jesté znam, je nasledné aktivovana de novo syntéza JA, ktera nasledné piejde do jeji
aktivni formy - JA-Ile. Ta se vaze na receptor COI1 (Coronatine insensitive 1). COI1 uréuje
substratovou specifitu ubikvitin ligazy SCF “©". Proteiny JAZ jsou navazany komplexem
SCFs COI1. Tento komplex je poté oznacen ubiquitinem a 26 S proteasom zprostiedkovava
degradaci JAZ proteinti, ¢im se uvolni transkripéni faktory (napt. MYC2) z represe
a aktivuje se exprese genu souvisejicich s obranou (Koo & Howe, 2009).

Naésledujici systémova odpovéd’ mize byt zprostiedkovana dvéma riznymi cestami.
V obou ptipadech jsou bioaktivni jasmondty rozpoznany receptorovym systémem
zalozeném na F-box proteinu, ktery spojuje vazbu hormonu a ubiquitin dependentni
degradaci transkripcnich represorovych proteinit JAZ. V neautonomni bunécné draze je JA
nebo jeji derivat, ktery vznikl v poskozeném listu, pfemistén do distalnich/vzdalenych mist
(napt. neposkozeny list), kde vyvolava reakce v cilovych bunikach. V autonomni bunééné
draze poSkozenim vyvolany mobilni signél (elektricky, hydraulicky, chemicky) aktivuje
syntézu JA/JA-Ile a naslednou reakci v distdlnim pletivu. Tyto dvé cesty mohou pracovat
synergicky a optimalizovat tak ¢asove i prostorove vyjadieni odpovédi vyvolanou rliznymi

formami poranéni tkan¢ (Koo & Howe, 2009).
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Obr. 1: Role jasmondti v odpovédi na poskozeni pletiva. Schéma popisuje vyse popsany proces lokdini a systémové
odpovédi. (Prevzato z: Koo & Howe, 2009).

2.2 Role elektrickych signala pri systémové odpovédi

Nyni se dostavame Kk tomu, Ze primarnim signalem, ktery vyvolava systémovou odpovéd, je
signal elektricky (Maffei, Mithofer & Boland, 2007). Divodem, proc si rostliny vyvinuly
dréhy pro ptenos elektrického signalu, je s nejvetsi pravdépodobnosti nutnost reagovat
rychle na stresové faktory jejich zivotniho prostfedi. Na rozdil od signali chemickych, jako
jsou fytohormony, je totiz elektricky signdl schopny pienaSet informaci velmi rychle a to
I na dlouhé vzdalenosti. Mnoha vyzkumy bylo dokazano, ze rizné environmentalni podnéty
vyvolavaji v buiikach urcité reakce, které elektricky signal prenasi do reagujicich oblasti
(Lautner et al., 2005). Na to, jak rostliny generuji a propaguji elektrické signaly, piisel
S. A. R. Mousavi a kolektiv autort. Jimi byly identifikovany dva proteinové receptory, které
jsou ptibuzné s glutamatovymi receptory zivocichli. Pravé tyto dva receptory jsou
rozhodujici pro indukei elektrické viny iniciované poskozenim listu, a ktera je pfenaSena do
ostatnich organii rostliny. Jako model pro vyzkum interakce mezi rostlinou a herbivorem byl
pouzit houseni¢ek (Arabidopsis thaliana) a housenka blyskavky (Spodoptera littoralis).
Housenka byla poloZena na jeden list a byly zaznamendvany zmény v povrchovych
elektrickych potencidlech (PEP) na ostatnich listech. JestliZe se housenka volné pohybovala
po listu, PEP se neménily. Jakmile ale zacala list pozirat, byly blizko tohoto mista vyvolany
elektrické signaly, které se nasledné 3itily do sousednich listd rychlosti 9 cm min™,
Elektricky signal se pienasel do téch listd, které byly pifimo spojeny cévnimi svazky, které

vedou vodu a organické slouceniny. Ve vSech mistech, kde dorazil elektricky signal, byla
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vV odpovédi na poranéni spusténa syntéza jasmonatu, kterd zprostredkovala expresi genetické
informace. V mutantni rostlin¢ A. thaliana, ve které chybél receptor pro jasmonaty, byly
elektrické signaly sice propagovany, ale nebyla vyvolana zddné obranné odpovéd’. Mutantni
rostliny, ve kterych chybély glutamatové receptory, neumeély generovat ani elektrickou vinu
a tim padem nespustily ani jasmonatovou signalizaci. Tato pozorovani jasn¢ demonstruji, ze
generace a propagace elektrickych signalt hraje rozhodujici roli pfi iniciaci obranné reakce

ve vzdalenych mistech od mista utoku herbivor (Mousavi et al., 2013).

2.3 Utinek ostatnich analyzovanych stresovych rostlinnych hormonu

Rostlinné hormony (fytohormony) jsou nizkomolekuldrni latky, které se zasadnim
zptisobem podileji na regulaci riistu a vyvoje rostlin. Podobné jako hormony zivocicht se
vyskytuji v pletivech ve velmi nizkych koncentracich. Lisi se od nich tim, Ze jsou méné
specifické a nejsou produkovéany specializovanymi Zzldzami. Na zdklad€ soucasnych
poznatkil se predpoklada, Ze signalni drahy jednotlivych fytohormonil nejsou nezavislé, ale

Ze tvofi slozitou sit’ vzajemné se regulujicich drah (Podlesakova et al., 2012).

2.3.1 Kyselina salicylova (SA)

Akumulace kyseliny salicylové je spojovana s népiebérnym mnozstvim biotickych
a abiotickych odpovédi. V rostlindich ma vliv na fotosyntézu, transpiraci, transport iontd,
indukci kveteni, anatomii listi a stavbu chloroplasti. Vyzkum je ale pfevazné sméfovan
K jeji roli v obrannych reakcich na patogeny.

NPR1 (non-expressor of patogenesis related 1) je regula¢ni protein, kterym jsou
fizeny signalni drahy SA. Po jeho aktivaci SA se chova jako transkripéni koaktivator velké
skupiny obrannych gend napt. PR (Pathogenesis related = spojené s patogenezi). Tato
skupina gent je velmi riiznoroda a koduji naptiklad proteiny s antimikrobialni aktivitou. PR-
1 se pouziva jako markerovy gen odpovédi na kyselinu salicylovou (Loake & Grant, 2007).

Signalni draha SA je antagonistickd k signalni draze JA. Poprvé byl tento efekt
popsan na mutantni rostliné rajcete. Bylo zjisténo, ze SA uinné potlacuje odpoved na
mechanické poskozeni, zprostiedkované JA (Glazebrook, 2005).

Signalni dréhy obou hlavnich hormonti mohou na sebe ptsobit i synergicky. Jejich
synergicka funkce byla popsana na houseni¢ku (Arabidopsis thaliana), ktery byl osetien
dvéma koncentracemi SA a JA. Nizka koncentrace vyvolala synergisticky efekt u gent
indukovanych JA (PDF1.2) a SA (PR-1). Ve vyssich koncentracich SA a JA byl pozorovany
antagonisticky efekt, z ¢ehoz vyplyva, Ze vyslednd reakce zaleZi na relativni koncentraci

obou hormoni (Mur et al., 2006).
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2.3.2 Kyselina abscisova (ABA)

Tento od karotenu odvozeny seskviterpen je zapojen do procest regulujicich v rostlinach
rust a kli¢eni, desikaci semen, vyvoj embrya a semenackil. Dulezitou regulacni funkci ma
ABA pfi abiotickém stresu, tj. sucha, chladu, nevhodnych osmotickych podminek a emisi,
coz se projevuje n¢kolika nasobnym zvysenim jeji endogenni hladiny (Podlesakova et al.,
2012). Pti takovychto stresovych podminkach ma vliv na hospodateni rostliny s vodou. Je
ustfednim prvkem turgorové regulace v rostlinnych bunkéach. Pti nedostatku vlahy kofenovy
systém produkuje vétsi mnozstvi ABA, kterd je pak transportovana do list. Tam aktivuje
aniontové kanaly, které vedou naptiklad ke sniZeni turgoru v svéracich buiikéch praducht.
Snizeni turgor je nutny k uzavieni priduchtl, ¢imZ se zabratiuje tinikiim vody v obdobi sucha
(Munemasa et al., 2007). Pii odpovédi na bioticky stres hraje roli negativniho regulatoru,
protoze tlumi expresi genii aktivovanych JA/ET drahou. Tlumi také rezistenci, kterd je

indukovana kyselinou salicylovou (Pieterse et al., 2009).

2.3.3 Kyselina indol-3-octova (IAA)

IAA je fytohormon spadajici do skupiny auxind, hrajici roli pfi ristu rostlin. Dfive se mélo
za to, ze je IAA stresovy fytohormon a Ze pohyb pasti a tvorba ,,vnéjsiho zaludku* rosnatky
je spojen s pusobenim pravé tohoto rostlinného hormonu (Bopp & Weiler, 1985; Boop &
Weber, 1981).
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3. ELEKTRICKE SIGNALY V ROSTLINACH

3.1 Historie elektrickych signali v rostlinach

Zvlastni rostlina mucholapka podivna (Dionaea muscipula Ellis.) fascinovala jiz Charlese
Darwina. V dopise svému pfiteli se o ni vyjadiil jako o nejpozoruhodnéjsi rostling svéta a na
jeho popud britsky fyziolog John Burdon Sanderson v roce 1873 jako prvni v mucholapce
objevil a popsal elektrické signaly (Sanderson, 1873). Od této doby elektrické signaly
nenalezi vyhradné do Zivocisné fise a byly studovany v riznych druzich rostlin.

V roce 1926, Bose pouzil izolované cévni svazky kapradiny k tomu, aby ukazal, ze
excitace byla pfenesena jako elektricky podnét, ktery se zdal byti kontrolovan podobnymi
fyziologickymi mechanismy jako v nervech zivocichu (Bose, 1926). V roce 1930 byly
zaznamenany ak¢ni potencialy (AP) v bunkach fasy sklenénky (Nitella) pouzitim
mikroelektrod (Umrathh, 1930), coz bylo dfive nez prvni intracelularni meéteni AP
v zivoc¢isnych bunkéach (Nastuk Hodgkin 1950; Tasaki 1952). V 50. letech 20. stoleti,
Sibaoka taktéz demonstroval na citlivee stydlivé (Mimosa pudica), ze propagace
elektrickych signald vykazuje podobné charakteristiky jako AP v nervech. Sibaoka (1966,
1969) a Pickard (1973) publikovali shrnuti, které ukazovalo, Ze vSechny vyssi rostliny
mohou vyuzivat elektrickych signalt k regulaci raznych fyziologickych funkei. V roce 1984
byly objeveny v rostlinach iontové kanaly, které jsou zakladem pro AP (Schroeder, Hedrich
u rostlin a zvirat zalozena na stejné sadé iontovych kanald. Mnoho z chemickych
komponenti neuromotorického systému zvifat bylo nalezena také v rostlinach, napf.
neurotransmitery jako je acetylcholin a buné¢ni poslové jako je kalmodulin (Baluska et al.,
2006). Mnohokrat byla také u rostlin dokazana pfitomnost senzord pro dotek, svétlo,

gravitaci a teplotu (Gallé et al., 2014).

3.2 Prenos elektrickych signali rostlinou

I pfes podobnosti s chemickymi komponenty neuromotorického systému Zivocichil
elektricka signalizace v rostlinach nedosahla takové komplexnosti jako je tomu v nervech.
Nicméné jednoduchd ,,neuronova“ sit’, slouzici k rychlé signalizaci byla vytvorena také
u rostlin. Elektrické signdly se $ifi bunikami, které primarné slouzi pro transport vody,
mineralnich latek, anebo asimiléati. Jeden z druht elektrického signélu, varia¢ni potencial,
se §ifi vodivymi elementy xylému (dfevni ¢asti cévniho svazku) a druhy, akéni potencial,

vodivymi elementy floému (lykové casti cévniho svazku). Tyto buiky jsou pro Sifeni
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takového signalu ideélni, protoze nemaji piicné bunécné stény (xylém), piipadné je maji
siln¢ perforované (floém). Na kratkou vzdalenost se prendSeji plasmodezmaty, tedy

specializovanymi otvory v bunécnych sténach rostlin (Lautner et al., 2005; Pavlovi¢, 2014).

3.3 Druhy a vlastnosti povrchovych elektrickych potenciali

Povrchovy elektricky potencidl (PEP) je napéti mezi danym mistem povrchu rostliny
a definovanym referen¢nim bodem, kterym mize byt jiné misto rostliny nebo ptidni roztok
(Tlik et al., 2010). PEP pak rozdélujeme na klidovy potencial, obecny potencial, akéni (AP)
a variacni potencial (VP). Nedavno byl taky charakterizovan systémovy potencial (SP;
(Zimmermann et al., 2009).

Klidovy membranovy potencial, ktery je dan nerovnomérnym rozdélenim zakladnich
fyziologickych iontl, je u rostlin udrzovdn funkci aktivnich vépenatych (Ca?*)
a protonovych (H") pump. Je tvofen dvéma silami, které pisobi v daném okamziku na
jednotlivy ion. Silou chemickou, kdy na zaklad€ difuze prechazi ionty z mist o veétsi
koncentraci do mist S nizsi koncentraci a silou elektrickou, kdy elektrické pole vytvorené na
membrané pohani ionty podle jejich polarity. Souhrnné tyto sily pohanéjici solut ptes
membranu nazyvame gradientem elektrochemického potencidlu. Ve vysledku je pak
cytoplasmatickd strana nabitd zaporné€ vici vnéjsi strané membrany, kterd je nabitd kladné.
Klidovy potencial je neménny nebo pomalu se ménici v ¢ase na stabilizované rostliné a jeho
hodnoty jsou uvadény az (-50) — (-200) mV (Alberts et al., 1998).

U obecného potencidlu jde o pomalé zmény povrchového potencidlu, které jsou
vyvolané slabymi podnéty, jako naptiklad svétlem nebo teplotou a vlhkosti vzduchu. I kdyz
je méten dlouhou dobu (vice jak 50 let), jeho podstata neni jasna. Pravdépodobné se jedna
0 zmény iontového sloZeni a potenciali v apoplastu v disledku potencialovych zmén na
plazmatickych membréanach.

Pti signalizaci na dlouhé vzdalenosti se v rostlinach uplatiiuji dva hlavni typy
elektrickych signali — rychlé akéni potencidly a pomalejSi variacni potencialy. Akéni
potencial je vyvolan nedestruktivnimi stimuly, jako je naptiklad chlad, dotyk a elektricky
puls (Trebacz et al.,, 2006, Fromm & Lautner, 2006). Takovy podnét zméni rozdil
elektrického potencidlu napfi¢ plazmatickou membranou bunék. Poté co je AP vyvolan se
Sifi z mista stimulace cestou nejmensiho odporu kontinuitou cytoplasmatické membrany
Vv bunkéach vSemi sméry téméef do vSech Zivych organii rostliny. Zastaven je v mrtvych
(nekrotickych) oblastech, protoze je nutnd metabolické aktivita bunék. Po dobu svého Sifeni
udrzuje konstantni rychlost (8 — 100 mm s?, dle Volkova az 40 m s*; Volkov, 2007)

a amplitudu (Hille, 1992). Dale se fidi zdkonem ,,v§e nebo nic* (Fromm & Spanswick,
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1993), coz znamena, ze stimul, ktery neptekroci ur¢itou prahovou hodnotu, nemtze vyvolat
AP. AP je tedy vyvolan podnétem, ktery prave staci snizit absolutni hodnotu klidového
potencidlu (prahovy podnét), anebo jakymkoli silné¢jsim podnétem (nadprahovy podnét)
(Dziubinska et al., 2001).

Varia¢ni potencial vznika v odpovédi na destruktivni podnéty, jako naptiklad feznou
ranu a popaleni. Ve srovnani s AP se netidi zdkonem vSechno nebo nic, je charakterizovan
poklesem amplitudy se vzdalenosti od stimulovaného mista a jeji amplituda zavisi na
intenzité stimulu (Fromm & Lautner, 2007). VP na rozdil od AP mohou také piechazet do
bunék, s nimiz nemaji cytoplasmatické spojeni pies plazmodezmy nebo lykovou cast
cévniho svazku. Podle jedné z hypotéz se §ifi se jako hydraulickd vlna v xylému. Za
normdlnich podminek se v xylému nachazi diky vyparu vody pifes pruduchy negativni
hydrostaticky tlak. Ten je poSkozenim pletiva narusen a vodni sloupec pii kontaktu
s atmosférickym tlakem vyvoldva zpétnou hydraulickou vinu, ktera ovliviiuje propustnost
mechanosenzitivnich kanali a toky H™ pfes membranu. VP se proto mohou §ifit na delsi
vzdalenosti nez AP, ale pomaleji (Stahlerg et al., 2006).

Nedavno byl charakterizovan systémovy potencial (SP, Zimmermann et al., 2009).
Jeho amplituda zavisi také na intenzité¢ stimulu a od VP se li$i opa¢nou polaritou. Jeho
existence jako samostatného typu elektrického signalu vSak vyzaduje dalsi studie.

AP VP

Obr. 2: Typicky prabéh akcniho a variacniho potencidlu — 1) klidovy potencidl 2) depolarizace 3) repolarizace aZ
hyperpolarizace 4) obnoveni klidového potencidalu. Oproti AP ma VP dlouhou repolarizaci. (Prevzato z: Pavlovic, 2014)

3.4 Iontovy mechanismus

Akeni potencidly jsou velmi dobte popsany u Zivo€ichi. V rostlinach se vSak jejich iontovy
mechanismus 1i$i. Zatimco u zivo¢ichl je AP vyvolany tokem sodnych (Na™) a draselnych
(K*) iontli pfes membranu, u rostlin jsou za né& zodpovédné toky véapenatych (CaZ"),
chloridovych (CI') a draselnych iont. Pokud po plisobeni né€jakého podnétu potencidlovy
rozdil ptekroci urcitou prahovou hodnotu, dojde ke vzniku AP. Postupné dochazi k otevieni

kanald v plasmalemé pro Ca®" a cytoplasmu rostlinné buiiky zaplavi ionty Ca?
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3.5 Vyznam a funkce elektrickych signala v rostlinach

Je dokéazano, Ze vSechny vyssi rostliny vyuzivaji elektrické signaly k regulaci riznych
fyziologickych funkci (Pickard, 1973). V poslednich n¢kolika letech se vyzkum elektrické
signalizace pfesouva ze signalizace na kratké vzdalenosti (lokalni odpovéd’) na dlouhé
vzdalenosti, tedy systémovou odpovéd’. Rizné typy stimulace vyvolavaji charakteristické
elektrické signaly a kazdy z nich ma konkrétni vliv na fyziologické procesy (Gallé at al.,
2014).

3.5.1 Vyznam a funkce AP — modelova rostlina mucholapka podivna
(Dionaea muscipula)

Jako prvni byl popsan vyznam a funkce AP v mucholapce podivné (Burdon-Sanderson,
1873). UZ od dob Charlese Darwina se védci usilovné snazi porozumét biologickym
a biomechanickym senzoriim této rostliny (Escalante Pérez et al., 2011).

Ackoliv je pravdou, Ze rostliny jsou prapiivodnim zdrojem obzivy pro zZivocichy,
existuje par ptipadt, kdy je tomu naopak a mucholapka neboli ,,VenuSina past na 1étajici
hmyz* je jednim z nich. MasoZravé rostliny rostou tam, kde je prostiedi extrémné chudé na
ziviny — V mocalech, slatindch a na destém vymletych horskych svazich. Pokud maji piezit,

pak se musi Zivit Zivo€ichy.
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Mucholapka je pfibuzna s rosnatkami, ale je v této Celedi jedingym druhem, ktery
vytvaii pasti tak dimysiné. Mucholapka tvofi riizice o velikosti né¢kolika centimetrii
V priméru a uzké zelené listy jsou na ob¢ strany od stfedniho Zebra protazené ve dvojici
¢ervenavych ledvinovitych lalokii (Attenborough, 1996). Tato modifikovana vrchni Cast
listu mucholapky, nazyvana past, ma na svém vnitinim povrchu citlivé trichomy. Obvykle
jsou tfi, ale nékdy je jich i1 vice. Jejich baze obsahuji bohaté vyvinuté membrany
endoplazmatického retikula, slouziciho jako zasobarna Ca?*. Trichomy tak pfedstavuji misto
vnimani signalu (Pavlovi¢, 2014). Po dotyku téchto mechanosenzorickych organt
vyc¢nivajicich z vrchni ¢asti epidermis mucholapka aktivuje mechanosenzitivni iontové
kanaly a generuje receptorové potencidly, které vyvolavaji vznik AP (Sanderson, 1882).
Receptorovy potencial vzdy piedchazi AP (Forterre et al., 2005). Dotknout se ho jen jednou
neni smrteln¢ nebezpeéné, protoze jeden akéni potencial neni dostate¢né silny k tomu, aby
zpusobil rychly pohyb pasti. K tomu je nutné druhé podrézdéni v kratkém casovém intervalu.
Jakmile se hmyz dotkne jednoho trichomu uvnité pasti podruhé, nebo se dotkne vice
trichomut najednou, laloky pasti se nahle zaviou a chyti kofist. V tuto chvili ov§em neni past
zcela uzaviena. Hermetické wuzavieni pasti vyzaduje pfetrvavajici aktivaci
mechanosenzorickych trichomi. Tu spousti kofist bojujici o zivot. Cim vice se kofist
pohybuje, tim vice stimuluje vnitini povrch pasti a vyvolava velké mnozstvi AP. Tim se
laloky pasti seviou tésn¢ k sob¢ za tvorby tzv. vnéjsiho ,,zaludku®. AP stimuluji sekreci
travici tekutiny a dochazi k traveni a rozkladu té€la hmyzu (Darwin, 1875).

Za zminku stoji, ze se AP §iti pouze v pasti a nezasahuje do spodni asimila¢ni ¢asti
listu, coz pravdépodobné umoznuje ucinné Setfeni zdroji. Pfi lapani a zadrzovani kofisti
rostlina vyzaduje vySSi metabolické a energetické naklady spojené s uhlikovym
metabolismem (Pavlovi¢ et al., 2010).

Mechanostimulace spoustécich trichomi zplisobuje v pastech akumulaci jasmonatu.
Maria Escalante-Pérez uvadi, Ze chyceni hmyzi kotisti mucholapkou podivnou je kromé
jasmonatli ,,modulovdno® také kyselinou abscisovou. Mucholapky vystavené stresu
z nedostatku vody a ty, na jejichZ pasti byla aplikovéana kyselina abscisova, byly méné citlivé
na mechanické podrazdéni. Oproti tomu po aplikaci prekursoru kyseliny jasmonové — cis-
12-oxofytodienové kyseliny (OPDA), methylesteru kyseliny jasmonové (Me-JA)
a molekularnimi mimikry isoleucinového konjugatu kyseliny jasmonové — koronatinu
(COR) byla spusténa sekrece travicich enzyml a to i bez predchédzejici mechanické
stimulace (Escalanté-Peréz et al., 2011).

Tvorba a Sifeni AP po mechanickém drazdéni spoustécich trichomi na povrchu pasti

vede také k inhibici fotosyntézy a stimulace respirace. Po uzavieni pasti v ni doslo k poklesu
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fotochemického kvantového vytézku fotosystému II (®psi). Zaroven doslo k poklesu
rychlosti fotosyntézy (An) a zvySeni intracelularni CO2. Asimila¢ni list pod pasti zlstal bez
odpovédi. V piipadé inhibice fotosyntézy jde ziejmé o vedlejsi efekt zptisobeny interakci
Ca?" s reakcemi fotosyntézy, pii které jsou ionty Ca?* regulatory enzymi Calvinova cyklu
a ATP-syntazy (Pavlovi¢, 2010). ZvySeni respirace pravdépodobné souvisi s ubytkem
adenosintrifosfatu (ATP) v pletivu pasti, protoze je ATP spotfebovavan pii obnovove

klidového potencidlu plasmatické membrany a pfi rychlém pohybu listi (Jaffé, 1973).

3.5.2 Vyznam a funkce AP - modelova rostlina rosnatka kapska (Drosera
capensis)

Aby masoZzrava rostlina rosnatka ziskala pottebné ziviny jako je fosfor a dusik, chyta svoji
kofist, stejné¢ jako mucholapka pomoci aktivnich pasti (Darwin, 1875). Jeji listy jsou
zakonceny mnohobunéénymi zlaznatymi vycnélky s cévnimi svazky, tzv. tentakulemi, které
produkuji lepkavy mukopolysacharidovy sliz. Pokud neni pocasi ptili§ suché, hromadi se
sliz na jejich konci za tvorby drobnych kapiéek (Rost & Schauer, 1977). Sliz obsahuje travici
enzymy, diky nimz rostlina kofist rozlozi a kapalné produkty traveni absorbuje (Juniper et
al., 1989). Ackoliv neprodukuji tentakuly jakykoliv nektar, je na né hmyz doslova
ptitahovéan. KdyZ s nimi kofist pfijde do styku, zaru€en¢ se alespon na jednu tentakuli pfilepi
(Attenborough, 1996). Po kontaktu chycené kofisti s tentakulou se i postranni tentakuly,
0 kter¢ koftist ani nezavadila, za¢nou ohybat smérem ke kofisti a posouvat ji doprostied listu.
Rychly pohyb tentakul je iniciovan mechanickymi a chemickymi signaly z kofisti, které
indukuji elektrické potencialy. Ty v8ak prostupuji pouze od Spicky k bazi tentakuly a stejné
jako v ptipadé mucholapky, AP nezasahuji asimila¢ni list (Williams & Pickard, 1972).
formace je spusténa jasmonaty, fytohormony obvykle podilejicich se na obranné reakci
rostlin vyvolanou poskozenim pletiva herbivory nebo poranénim. Zda jasmonaty vyvolavaji
tvorbu vngjs$iho Zaludku po jiném stimulu, neZ je lapeni hmyzi kofisti, bylo zkoumano
Mithoferem a kolektivem autorti. Po tfech rliznych stimulech aplikovanych na rosnatku —
poranéni, traveni hmyzi kofisti a piisobeni hmyzich Ustnich sekreti, byly listy analyzovany
na vyskyt jasmonati — JA a JA-Ile. V listech, které travily kofist 1 po poranéni pletiva, se
akumulovalo vysoké mnozstvi JA i JA-Ile, i kdyZ ten vykazoval niz§i hladinu. Po kombinaci
poranéni a aplikaci oralniho sekretu hmyzu rapidné vzrostla hladina obou fytohormonti. Ale
pouze traveni hmyzu nebo kombinace poranéni a oralniho sekretu vyvolala tvorbu vnéjSiho
Zaludku. Pouze poranéni nebo oralni sekret samotny tuhle formaci nezptisobil. Z toho se

vyvozuje, Ze jasmonaty jsou stale soucasti obranné reakce na poranéni, ale rovnéz se
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vyuzivaji v reakcich indukovanych hmyzem, vCetné reakci na herbivory i masoZravost

(Mithofer, Reichelt & Nakamura, 2013).

3.5.3 Vyznam AP u citlivky stydlivé (Mimosa pudica)

Rychly seizmonasticky pohyb list iniciovan AP je také typicky pro citlivku stydlivou, ktera
sveé listy dokaze schovat doslova bleskové. V bézném provozu jsou fady jejich listku
rozlezené, aby pochytily co nejvice sluneéniho zateni. Uz jen po jemném dotyku se zacinaji
listky jeden po druhém sklapét. Béhem nékolika maélo vtefin se vzty¢i a pritisknou ke stonku,
pricemz v zéavislosti na sile stimulu mohou listy udélat dalsi manévr. Sklopi se dolii a odktyji
tak lodyhu s malymi ostny. Vyznam této reakce nebyl jesté zcela objasnén, ale velmi
pravdépodobné predstavuje obranny mechanismus proti herbivornimu hmyzu, ktery po
pristani na listu zpiisobi mechanické podrazdéni. Po slozeni pfedtim tolik vabného listovi
a odkryti trnti pfestane byt citlivka pro hmyz atraktivni. Oproti mucholapce a rosnatce, kde
se AP §ifi na kratké vzdalenosti plazmodezmaty, se u citlivky elektricky signal $iti na dlouhé

vzdalenosti pies floém (Attenborough, 1996; Pavlovi¢, 2014).

3.5.4 Vyznam AP p¥i stresu ze sucha

Elektricka signalizace hraje dulezitou roli v komunikaci mezi kofenovym systémem
a nadzemni ¢asti rostliny. V obdobi nedostatku vody jsou rostliny nucené ji Setfit. Aby
zabranily nevyzadujicimu vyparu, uzaviraji priduchy na povrchu listd. Pfi vynuceném
uzavieni pruduchi se ale na druhou stranu omezuje dodavka oxidu uhli¢itého do
mezibunécnych prostor. Tento proces je pro rostliny znacné€ nevyhodny, protoZe nedostatek
CO: snizuje rychlost fotosyntézy. Po zaliti vyschlého substratu rostliny vyslou z kofenti
signal ve form¢& ak¢niho potencidlu do nadzemnich ¢asti rostliny, ktery otevie praduchy
diive, nez k nim voda dorazi. Po otevieni pruducht dojde k opétovnému vypatovani vody
z listu a néaslednym negativnim hydrostatickym tlakem je voda zdvihdna xylémem do
nadzemnich ¢asti rostliny a opét se zvysi rychlost fotosyntézy. Tento velmi prakticky
vyznam byl studovan pomoci specialniho barviva v suchem stresovanych kukuficich (Zea
mays). Kukufice skutecné odpovidala na AP, ktery se Sifil rostlinou rychleji nez voda

(Fromm & Fei, 1998).

3.5.5 Vyznam AP pri reprodukci

K tvorbé AP dochazi také pii opyleni a kontaktu pylu s bliznou. Aplikace pylu,
mechanického poskozeni a chladu (4 °C) na bliznu ibisku ¢inské rize (Hibiscus rosa-

sinensis) vyvolala elektricky potencial, ktery se §ifil smérem k vaje¢niku rychlosti od 1,3 do
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3,5 cm st Kazdy ze stimul@i vyvolal jinou elektrickou aktivitu a taky odpovéd na ni.
Aplikace pylu stimulovala respiraci v semeniku. Se zvySenou intenzitou dychani se zvysila
koncentrace ATP a tvorba skrobu, ¢imz se rostlina ptipravuje na oplodnéni. Tuto odpoved’
vyvolava pouze pyl stejného rostlinného druhu. Chlad vedl také k tvorbé AP, avsSak
s odlisSnymi charakteristikami (doba trvani, prib¢h, pocet) a vysledkem byla opacna
odpovéd’. Doslo ke snizeni respirace a tim padem také sniZzeni koncentrace ATP (Fromm et

al., 1995).

3.5.6 DalSsi vyznamy a funkce AP

Akeni potencidly maji v rostlinach 1 dalsi vyznamné funkce, které jen struéné zminim. Napf.
tepelnym Sokem (ptsobeni chladu) je redukovan floémovy tok kukufice seté (Fromm &
Bauer, 1994). U rodu Luffa (tropicka popinava rostlina z ¢eledi tykvovité) elektricky stimul
a pusobeni chladu zptisobuje pokles prodluzovaciho ristu stonku (Shiina & Tazawa, 1986).
V neposledni fadé AP vyvolavaji expresi inhibitoru proteaz PIN2, ktery se uplatiiuje
v obrannych reakcich rostlin tim, ze inhibuje travici enzymy hmyzu (Lycopersicon,
Stankovic & Davies, 1996).

3.6 Vyznam a funkce VP
VP ovliviiuji nékteré procesy stejnym zpisobem jako AP, akorat je ovliviuji na delSich
vzdalenostech. VP stejné jako AP vyvolavaji expresi inhibitoru proteaz PIN2 (Fisahn et al.,
2004) a po jejich priachodu dochazi k poklesu respirace (Filek & Koscielniak, 1997).
Také ovliviiuji fotosyntézu podobné jako AP, to znamena Ze pfechodem VP dochazi

k poklesu ptijmu CO2 fotosyntézou a k zavirani pruducht (pokles vydeje H20). Rovnéz
dochazi k poklesu rychlosti elektroni pro fotosystém II. Tychle prosesy jsou ale ovliviiovany
na vyrazné del$i vzdalenosti. Napiiklad popaleni nebo oZirani listd citlivky stydlivé vyvola
priichod VP celou rostlinou a piisobi tak na fotosyntézu a otevienost priaduchti v sousednich
listech (Koziolek et al., 2013). Tato reakce na popaleni se vyskytuje i v béZznych rostlinach
jako je tabak virginsky (Nicotiana tabacum; Hlavackova et al., 2006) nebo dokonce
v dfevinach rodu topol (Populus; Lautner et al., 2005). Po popaleni VP vyvolal ve
vzdalenych listech zaroven akumulaci JA a ABA. Tyto dva fytohormony pravdépodobné
mohou inhibovat fotosyntézu a uzavirat praduchy i1 po odeznéni VP. Zde se ukazuje, ze VP
maji vyznam pfi signalizaci (Hlavackova et al., 2006).

Po priichodu VP se akumulije 1 JA a JA-Ile, které spousti spousti obranné reakce. Po
navazani na receptory spousti JA a JA-lle v cilovém misté signalni drahu, kterd vede

k expresi enzymu syntetizujicich sekundarni metabolity, které maji antiherbivorni ti¢inek
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(nikotin, vinblastin, artemisinin, camalexin, proteazové inhibitory atd.) Tyto sekundarni
metabolity se indukuji nejen v ramci rostliny, ale pomoci nékterych latek jako je methyl-JA
se mohou indukovat i v sousednich rostlinach, ¢imz se mohou pfipravit na piichod

herbivorniho hmyzu (Mousavi et al., 2013).
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4. METODY

4.1 Techniky pouzivané pro méreni elektrickych signali v rostlinach
Podstata metod pouzivanych pro méteni elektrickych signalt v rostlinach spociva v tom, Ze
rostlina pfedstavuje zdroj elektromotorického napéti. Vyuziva se métfeni elektrostatického
potencidlniho rozdilu (napéti) mezi riznymi misty rostliny a referenénim mistem, kterym
byva obvykle vodivy ptidni roztok. Detekuji se bud’ stacionarni hodnoty (klidovy potencial)
nebo Casové zmény (ak¢ni, variaCni a obecny potencial) vyvolané néjakym lokalnim
podnétem (Ilik et al., 2010).

Obecné se pro méieni elektrickych potencidli pouzivaji dvé odlisSné metody —
extracelularni a intracelularni méfeni. Extracelularni elektrické potencidly (EEP) odrazi
nerovnovdhy v iontové aktivit¢ v apoplastu. EEP miiZze byt méfen bud invazné,
prostfednictvim propichnuti rostlinné tkané tenkou elektrodou, nebo neinvazivné pfipojenim
elektrody na povrch rostliny. Pfi pouziti invazivniho pfistupu je nutnd dlouha stabilizace
kontaktu mezi elektrodou a rostlinou. Nicmén¢ jakmile je tento kontakt zalozen, poskytuje
stabilni iontové spojeni az na nékolik dni (Zawadzki et al., 1995).

Intracelularni elektrické potencidly (IEP) se méti mikroelektrodami, které jsou
napichnuté do buniky pomoci mikromanipuldtoru a odrazi nerovnovahy v iontové aktivité
uvnitt jedné konkrétni bunky. Timto zpisobem v§ak mizeme méfit pouze po dobu 1-2 hodin
(Fromm & Lautner, 2007) a je tieba mit na paméti, ze kazdé propichnuti rostlinné tkané
zpusobuje poSkozeni. Z tohoto hlediska je neinvazivni pfistup lepsi a i piesto, ze oba
zpiisoby méfeni EEP davaji podobné vysledky (napt. Mancuso 1999), neinvazivni metodé
by méla byt obecné davana prednost. (Ilik et al., 2010).

Vzhledem k tomu, Ze je floém umistén uvniti rostlinného téla a elektrické signaly
jsou u nékterych rostlin, jako je citlivka stydliva (Fromm, 1991), kukufice (Fromm & Bauer,
1994) a topol (Lautner et al., 2005) obtizné¢ meéfitelné, vyuziva se zajimavé metody
s vyuzitim mSic, které¢ dokazi napichnout svym bodcem jednotlivou sitkovici. MSice je poté
oddé€lena od svého sosaku laserovym pulsem. Ten tak vytvaii priichod do floémové Casti, ke
kterému se pripoji Spicka mikroelektrody (Fromm & Lautner, 2007).

Pii méfeni byly pouzity nepolarizovatelné Ag/AgCI elektrody, které se skladaji ze
sttibrného dratku vloZeného do roztoku chloridu draselného (KCI) o standartni koncentraci
IM. Tenka vrstva AgCl se vytvofti elektrolyzou KCI za pouziti platinové elektrody jako
katody, pfi ptisobeni napéti o 0,5 V na stiibrnou elektrodu po dobu 30 minut (Eggins, 1997).

Vyhodou téchto elektrod je snadnd instalace, makroskopicky rozmér, jsou nedestruktivni
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a dochazi tak k minimalnimu poskozeni rostlinného pletiva. Obvykle nezpusobuji Zadnou
stresovou reaketi, je presné definované umisténi a mame také moznost opakovaného méteni
na téze rostlin€. S povrchem rostliny je elektroda v kontaktu pies vodivy EKG gel (v jinych
piipadech pies vodivou kapalinu, nit s agarem apod.) Sifeni elektrickych signald 1ze méfit
i vice elektrodami, které mohou byt pfipojeny k riznym mistim rostlinného téla.

Signal musi byt méfen s citlivosti desitek mikrovoltti. Tento signal mize byt snadno
narusen Sumem elektrického vedeni nebo vnéj$im elektromagnetickym polem a tyto poruchy
mohou napodobovat potencidly generované rostlinou. Jakékoli zapojeni elektrického
zafizeni v blizkosti zkoumané rostliny muaze tedy narusit fadné méteni EPP. Z tohoto diivodu
je rostlina a elektrické zafizeni piipojené k rostliné uvnitf Faradayovy klece, kterd je
uzemnéna spolecné s vyvodem elektrod. Je samoziejmé, ze elektricky potencidl zem¢ se
povaZzuje za konstantni.

Maximalni namétena amplituda PEP v rostlinach je v rozsahu desitek milivoltd,
a proto méfici zafizeni musi mit vysoky vstupni odpor a jejich rozliSeni by mélo byt alespon
nékolik desitek mikrovolti. Vstupni odpor voltmetru pouzivany v soucasné dob¢ pro tato
méfeni je obvykle v rozmezi od 102 - 10'® Q. Vystupni signal z voltmetru je digitalizovan
analogovo/digitalnim (A/D) ptevodnikem, ktery je dnes reprezentovan data kartou
V pocitaci. Zaznamy jsou zpracovany pomoci pocitacového softwaru ScopeWin.

Mezi hlavni vyhody naseho mutltikandlového meéticiho systému tedy patii
galvanické oddéleni méfici jednotky, coZz méa za nésledek eliminaci ruSivych podnéth
elektrického vedeni a stabilni kontakt Ag/AgCl elektrod s povrchem rostlin, ktery usnadnil
gel, béZzné vyuzivanym v lidské elektrokardiografii. Tato vylepSeni nam umoznila detekovat

variaéni a akéni potencialy (Ilik et al., 2010).
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Obr. 4: Elektrické schéma pouZivaného zarizeni pro meéreni povrchovych elektrickych potencidlt, umisténé uvniti
Faradayovy klece. Signdl je veden pres predzesilovac a optické oddéleni na prevodnik a pocitac. Prerusované cdry
predstavuji uzemnovaci obvod. (Prevzato z llik et al., 2010).
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4.2 Metody analyzy rostlinnych hormont

Fytohormony se v rostlinném materialu vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich (pg—ng/g
Cerstvé hmoty) spole¢né s molekulami podobnych fyzikalné-chemickych vlastnosti. V jedné
skupin¢ fytohormonii se pfitom nachazi i n€kolik desitek derivatl, jez se mezi sebou
v mnoha ohledech lisi. Jedna se o rtizné konjugaty se sacharidy ¢i aminokyselinami, ¢asto
0 isomery s vyznamné odliSnou biologickou aktivitou. Z téchto divodu je analyza
rostlinnych hormont velmi naro¢na (Podlesakova et al., 2012).

V Laboratofi riistovych regulatorti Univerzity Palackého a Akademie véd Ceské
republiny byla ov§em vyvinuta vysoce citliva a t¢inna metoda, ktera umoziuje kvantitativni
analyzu 16 stresem indukovanych fytohormont vcetné JA, jejich biosyntetickych
prekurzort a konjugétl aminokyselin, SA, ABA a IAA. PouZzitim tohoto protokolu jsme
schopni vysokého vytézku z minimalniho mnozstvi rostlinného materialu (méné nez 20 mg
cerstvé hmoty). Podminky extrakce a purifikace byly optimalizovany tak, aby umoznily
efektivni névratnost nestabilnich analyt a minimalizovat dopad matrixového efektu. Bylo
vyuzito extrakce na pevné fazi, ktera byla spojena s ultra ucinnou kapalinovou
chromatografii s tandemovym hmotnostnim spektrometrem (UHPLC-MS/MS; Flokova et
al., 2014).

4.2.1 Metody extrakce

Piiprava vzorku patii k zédkladnim Ukonlim pfi analyze biologickych vzorkll. Na jejim
provedeni zalezi celkovy uspéch analytického stanoveni — a to jak z kvalitativniho, tak
I z kvantitativniho hlediska. Volbou vhodné metody piipravy vzorku tedy rozhodujeme
nejenom o piesnosti stanoveni dané latky (analytu), ale viibec o moznosti jejiho urceni.
Ulohou extrakénich procesii je prevedeni latek, které jsou predmétem naseho zajmu,
do extrakéniho ¢inidla. Rostlinné hormony jsou obvykle extrahovany do organickych
rozpoustédel snadno misitelnych s vodou, jako jsou metanol, etanol a aceton. V nasem
ptipadé byl zvolen 10% metanol. Aby nedoslo v pribéhu extrakce k enzymatické, tepelné ¢i
oxidativni degradaci latek a aby byl extrakeni vytézek piijatelné vysoky pro pozadované
spektrum metabolitd, probiha extrakce preventivné za snizené teploty. Pouzita teplota zavisi
na obsahu vodné slozky v extrakénim c¢inidle a pohybuje se vV rozmezi 4 °C az -20 °C

(Tarkowski et al., 2004).

4.2.2 Metody purifikace

Po extrakci a odstranéni tuhych podilt centrifugaci ¢i filtraci nasleduje Cistici proces. Naroky

na ¢isténi jsou kladeny dle typu analytické koncovky. Purifikace musi poskytnout dostatecny
27



stupen precisténi, priCemz by méla byt zachovana uspokojiva navratnost analytu. To
znamena, ze jednotlivé stupné by mély eliminovat z ptivodniho rostlinného extraktu vSechny
ostatni latky (sekundarni metabolity, cukry, peptidy, aminokyseliny apod.). Piecistény
biologicky material by pak obsahoval jen pozadované rostlinné hormony, ptipadné latky,
které naslednou kvalitativni ¢i kvantitativni analyzu nerusi. (Tarkowski et al., 2004)

Nejnovejsi purifikacni technikou pro analyzu UHPLC-MS/MS je extrakce pevnou
fazi (Solid Phase Extration — SPE). Zakladem je upotiebeni nepfili§ drahych extrakénich
kolonek na jedno pouziti o nejriznéjSich velikostech a néplnich sorbenti, napt. SPE
kombinujici nepolarni (Cig) a iontovévyménné (QAE-Sephadex, DEAE-Sephadex) faze
nebo polymerni a smésné sorbenty (Oasis® HLB; Oasis® MAX; Podlesakova et al., 2012).
Na téchto sorbentech, ptes které protéka vzorek, v disledku mezimolekulovych interakci
nebo nabojich ulpivaji molekuly pozadované latky. Nezadouci pfimési mohou byt z kolonky
selektivné odstranény promytim spravné zvolenymi rozpoustédly. Nakonec mohou byt
z kolonky zadouci analyty znovuziskany elu¢nim rozpoustédlem v podob¢ vysoce ¢istého
extraktu. Tento extrakt ma Casto podstatné vyssi koncentraci analytu, nez mél ptvodni
vzorek. Prutok kapalin vedenych pies kolonku urychlujeme tfemi metodami — vakuem na
vystupu z kolonky, tlakem na vstupu kolonky nebo centrifugaci (Klouda, 2003).

V poslednim stupni Cisticiho postupu je nutno provést zahusténi vzorku (na rotacni
vakuové odparce, odpafovanim v proudu dusiku nebo lyofilizaci) a pfevedeni do roztoku
jiného slozeni (Tarkowski et al., 2004). V nasem piipadé do 40 pl 15% acetonitrilu a 10 mM
kyseliny mravenci. Takhle je vzorek pfipraven pro piimé pouziti na UHPLC-MS/MS.

4.2.3 Kapalinova chromatografie (HPLC)

Kapalinova chromatografie je separa¢ni metodou, ktera je zalozené na rovnovazné distribuci
sloZek obsaZzenych ve vzorku mezi dvé vzéjemné nemisitelné faze — mobilni a stacionarni.
Mobilni fazi je zde kapalina a stacionarni pevny sorbent v koloné. Cas, jaky stravi analyt
Vv jedné nebo druhé fazi, zavisi na jeho afinité ke kazdé z nich. Kapalinovy chromatograf se
sklada z wvysokotlakého cerpadla, sméSovaciho zafizeni, zdsobnikli mobilni féze,
davkovaciho zafizeni, kolony, detektorem. Signal z detektoru je zaznamenavan pomoci PC
do podoby chromatogramu. Vyhodnoceni se provadi na zaklad¢ reten¢niho ¢asu, tedy Casu,
ktery stravi latka v koloné (Klouda, 2013).

HPLC je dnes ziejmé nejpouzivanéjsi technikou v oblasti kvalitativni a kvantitativni
analyzy rostlinnych hormonti. Vedle rychlosti a vysoké separacni uc¢innosti je jeji velkou
vyhodou moznost spojeni s celou fadou technik findlni analyzy vcetné hmotnostni
spektrometrie (Tarkowski et al., 2004). Nejmodernéjsim HPLC systémem je ultra ucinna
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kapalinova chromatografiec (UHPLC), ktera pracuje za pouziti vyssich tlaka (100 MPa)
a s mensimi velikostmi sorbentd (< 2 um; Motyka & Hlavac, 2009).

4.2.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass spetromectry — MS) je separacni technika, ktera ionizuje
molekuly vzorku a $tépi je na soubor fragmentt liSicich se pomérem hodnoty jejich
hmotnosti a naboje (M/z). Druhy vzniklych fragmentd a jejich zastoupeni je pro danou latku
charakteristické a umoznuji jeji identifikaci. Hlavnimi ¢astmi hmotnostniho spektrometru
jsou zavadéci zafizeni, iontovy zdroj, hmotnostni analyzator a detektor. Dale se sklada
z vakuového sytému, iontové optiky a pocitace.

Zavadéci zafizeni jsou zasobniky pro plynné a t€kavé vzorky nebo sondy pro ptimy
vstup do iontového zdroje (pro méné tékavé a pevné vzorky). V iontovém zdroji je vzorek
latky zmén na plynnou fazi (pokud jiz v plynné fazi nevstupuje) a jeji neutralni molekuly
jsou prevadény na ionty. Zname mnoho druhii ionizace, pro spojeni s kapalinovou
chromatografii jsou vSak nejvhodnéjsi tzv. mékké ioniza¢ni techniky, mezi néz patii ionizace
narazem elektronti (EI), chemicka ionizace (CI) a ionizace elektrosprejem (ESI).
U elektronové ionizace dochazi k interakci proudu elektroni s molekulami vzorku, ze
kterych vyrazi valencni elektrony a tim vznikaji kladné nabité molekulové ionty. Pii CI
dochazi k interakci proudu elektrond s reakénim plynem (N2 nebo He), jehoz molekuly
ionizuje. Tyto molekuly ionizovaného plynu reaguji se vzorkem a ionizuji ho. Pouzitim
elektrospreje dochazi k malé fragmentaci a v kladném moddu vznikaji molekulové ionty
[M + H]" a adukty [M + Na]*, [M + K]*. V zaporném modu dochazi k deprotonizaci
molekuly.

Hmotnostni analyzatory pak umoZziuji v ¢ase nebo prostoru rozdélit smés iontl
0 riznych hmotnostech. Jako analyzator se pouziva iontova past, kvadrupo6l, prilletovy nebo
hybridni analyzator. Proud padajicich ionti je pak pfevadén detektorem na proud elektront.
Detektor poskytuje analogovy signal umérny poc¢tu dopadajicich iontd a vysledné spektrum
je tedy zavislosti intenzity signalu na m/z.

Hmotnostni spektrometry mohou byt také spojeny jako tandemové hmotnostni spektrometry
(MS/MS), kdy prvni reakce generuje ionty, z nichz se separuje pozadovany ion. Ten se
podrobi dalsi reakci a z né&j vzniklé ionty jsou analyzovany (Klouda, 2013). Nase méteni
byla provedena na tandemovém hmotnostnim spektrometru Xevo™ TQ MS (Waters MS

Technologie, Manchester, UK).
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4.2.5 UHPLC-MS/MS

Diive hojné vyuzivanou GC-MS postupné nahrazuje LC-MS; v poslednich letech zejména
ultra uc¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (UHPLC-MS). Tradicni
radioimunoanalyza (RIA) a enzymova imunoanalyza (ELISA) jsou nahrazovany HPLC-
MS/MS. Tato technika umoznila mimo jiné cis/trans stereochemickou analyzu vyznamného
isoleucinového konjugatu s kyselinou jasmonovou (JA-Ile). Pii nedavném studiu
kinetického profilu hladin JA a jejich metabolitii v odezvé na mechanicky stres, byla pouzita
metoda UHPLC-TOF-MS, ktera vynika chromatografickym rozliSenim a nové umoznuje

separovat n¢které isomery (Podlesakovaet al., 2012).
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5. MATERIAL A METODY

5.1 Rostlinny material

Pii této studii byly pouzity rostliny mucholapky podivné (Dionaea muscipula Ellis.)
a rosnatky kapské (Drosera capensis L.) péstované Vv klasickych plastovych kvétinacich na
okennim parapetu a podlévany destilovanou vodou. Rostly tak v podminkach rozsahu teplot
20 — 35 °C a fotosynteticky u¢inného zafeni do 2000 pmol m™? s™.Viechny pokusy byly

provedeny na zdravych a mladych listech.

5.2 Chemikalie a pouzity material

Standardy JA, JA-lle, cis-12-OPDA, ABA, I1AA, SA aizotopove¢ stabilné€ znacené standardy
[?He]-JA, [?Hz]-JA-lle, [*Hs]-ABA, [°Hs]-IAA a [*H4]-SA byly zakoupeny od firmy
OlChemIn Ltd. (Olomouc, Ceska republika). Cis-12-OPDA a [?Hs]-OPDA byly
syntetizovany enzymaticky z a-linoleové kyseliny (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
Tyto standardy byly rozpustény v 50% acetonitrilu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).
K namichani extrak¢niho a elu¢niho ¢inidla (10% a 80% methanolu) byl pouzit 100%
methanol (gradient grade, Merck, Darmstadt, Némecko) a deionizovana voda (Milli-Q),
ktera byla ziskdvéana z ptistroje Simplicity 185 (Millipore, Bedford, Massachusetts, USA).
Pted analyzou na UHPLC-MS/MS byly vzorky rozpustény v 15% acetonitrilu a 10 mM
kyseliné mravénéi (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Tyto dvé chemikalie slouzily jako
mobilni faze a ob€ spliiovaly podminky cistoty pro LC-MS analyzu.

Pfi zpracovavani vzorku byly pouzity 2ml plastové mikrozkumavky (Eppendorf,
Némecko), purifika¢ni kolonky (Oasis® HLB / 30 mg sorbent/ objem 1 ml; Waters Co.,
Milford, MA, USA) a rGzné druhy laboratorniho skla — kadinky, odmémé valce
a jednorazové sklenéné zkumavky. VSechny ostatni pouzité ptistroje jsou v textu.

Pfi méfeni povrchového potencialu rostlin bylo vyuzito Ag/AgCI elektrod (Scanlab
systems, Praha, Ceské republika) a EKG gelu (VUP, Prievidza, Slovensko).

5.3 Meéreni povrchovych elektrickych potencialu

Bylo provedeno nékolik méfeni povrchovych elektrickych potenciald (PEP). PEP byly
zaznamenany neinvazivnim zafizenim (vyrobeno na Katedie biofyziky Univerzity
Palackého, Olomouc), které bylo umisténo uvnitt Faradayovy klece. Na rostlinu byly
ptipojeny dvé nepolarizovatelné elektrody s Ag/AgCI povrchem (Scanlab systems, Praha,
Ceska republika). Elektrody byly fixované v plastovych 1 ml $pi¢kach v drzacich na
zkumavky. Ptfed pfipojenim k rostliné byla na elektrody nanesena kapka zvlhéujiciho
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vodivého EKG gelu (VUP, Prievidza, Slovensko). Referen¢ni elektroda byla umisténa do
kofenového média, kterym byla destilovana voda v podmisce. Elektrody byly napojeny na
dvou nezavislych kanalech zesilovace (vyroben na Katedie biofyziky Univerzity Palackého;
zisk 1-1000, sum 2-3 uV, vlnovy rozsah [-3 dB] 15 Hz, &as odezvy 10 ps, vstupni odpor 102
Q). Signaly ze zesilovace byly pfevedeny analogové-digitdlnim ptevodnikem (osm
analogovych vstupii, 12bitovy prevodnik, £10 V, PCA-7228AL, dodava TEDIA, Plzen,
Ceské republika), data byla shromazdovana kazdych 30 ms a zobrazovana na monitoru
pocitace. Citlivost zafizeni byla 13 pV. Minimaln¢ 36 minut pied kazdym méienim byly
vlh¢ené elektrody ekvilibrovany, aby doslo k ustaleni hodnot. (Hlavackova et al., 2006).
Poté bylo spusténo méteni PEP.

Me¢fteni PEP na experimentalnich modelech mucholapka podivna a rosnatka kapska
jsme provedli v riznych variacich zapojeni dvou elektrod a za pouziti riznorodych
stimulac¢nich podnét (vlozeni kofisti, popaleni, opakované mechanické poskozeni
rostlinného pletiva), pficemz byla sledovana odpovéd’ v lokalnim i systémovém listu. Data

byla zpracovana v Originu (Origin 8.5.1., OriginLab corporation, Northampton, MA, USA).

5.4 Biotest

Pro biotest bylo pouzito celkem osm rostlin rodu Dionaea. Nékolik pasti ¢tyt rostlin bylo 24
hodin pted biotestem nakrmeno mouc¢nymi ¢ervy. Zbylé ¢tyii rostliny slouzily jako kontrola.
Po 24 hodinach od nakrmeni byly vSechny oteviené systémové pasti pozavirany dotykem
dfevénou Spejli citlivého trichomu uvnitt pasti. Bylo pocitano, kolik dotykii postaci

K uzavieni pasti. Doba mezi dvéma doteky 10 sekund. Biotest byl zopakovan dvakrat.

5.5 Odbér vzorkii pro analyzu rostlinnych hormoni

Sada vzorku 1

Z rostlin rodu Dionaea bylo odebrano celkem 16 vzorki. Ctyfi rostliny byly nakrmeny
larvami potemnika mou¢ného (Tenebrio molitor). Z téchto rostlin byla krmena past odebrana
po 1 hodiné (FT1), 18 hodinach (FT18), 24 hodinach (FT24) a 1 tydnu (FT). Z kazdé
z uvedenych krmenych rostlin byla odebrana i systémova past (FN1 — FN4). Past dalsi
rostliny byla lehce popéalena pomoci hotici dfevéné Spejle. Z této rostliny byly po 2 hodinach
po lokalnim popaleni odebrany popalené pasti (P2) a Ctyfi systémové pasti (S1 — S4).
Z nekrmenych a nepopalenych rostlin byly odejmuty ¢tyii kontrolni pasti.

Z rostlin rodu Drosera bylo odebrano celkem 20 vzorkd. Ctyfi rostliny byly
nakrmeny  octomilkami  (Drosophila  melanogaster), které byly poskytnuty
Katedrou genetiky Univerzity Komenského v Bratislavé. Z téchto rostlin byly odebrany dva
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krmené listy po 24 hodinach (F1.2 24) a dva po 2 hodinach (F3 -4 2). Z kazdé krmené rostliny
byl odebran i systémovy nekrmeny list (FN1 — FN4). Dalsi ¢tyfi listy byly odebrany dvé
hodiny po poskozeni mirnym popalenim hofici difevénou $pejli (W1 —W4). Z téchto rostlin
byly odebrany i systémové listy (S1 — S4). Z nekrmenych a nepopalenych rostlin byly

odejmuty ¢ty kontrolni pasti.

Sada vzorki 2

Pletiva obou druhii rostlin byla mechanicky poSkozovana opakovanym vpichem jehlou.
Vpichy byly provadény co tii minuty po dobu 1 hodiny 45 minut na tfech rostlinach a dalsi
tfi rostliny slouzily jako kontrola. Nasledn¢ byly odebrany tii poranéné listy a k nim tfi
systémové listy z kazdé rostliny. Tti listy byly odebrany z kontrolnich rostlin. VSechny
vzorky byly okamzité po odbéru zmrazeny v tekutém dusiku a nasledné skladovany pii -70

°C, aby bylo zabranéno enzymatickym preménam.

5.6 Extrakce

Vzorky zamraZenych listl byly postupné homogenizovany s pouZzitim kapalného dusiku,
tieci misky a tlouc¢ku. Rostlinny material byl rozvazen do 2ml plastovych mikrozkumavek
(Eppendorf, Némecko) a na analytickych vahach Ohaus (Sartorius, Gettingen, Némecko).
Pti navazeni bylo vzdy vytvotfeno druhé vyhotoveni majici pfiblizné stejnou hmotnost jako
original. K rostlinnému materialu byl pfidan 1 ml ledové vychlazeného extrak¢éniho roztoku
(10% methanol), ¢tyii kovové kulicky a 10 pl stabilnich izotopové znadenych internich
standardil - [2He]-JA, [2H2]-JA-Ile, [2Hs]-ABA, [*Hs]-IAA, [?Hs]-OPDA (10 pmol/vzorek),
[2H4]-SA (20 pmol/vzorek). U sady vzorkl 2 byla koncentrace [?Hz]-JA-lle snizena (0,1
pmol/vzorek). Na kazdych 11 vzorkd byl pfipraven jeden srovnavaci vzorek, obsahujici
pouze extrakéni roztok, interni standardy a ctyii kovové kulicky. Vzorky byly dale
homogenizovany s pomoci MM 301 vibracniho oscilaéniho mlynu (Retsch GmbH & Co.
KG, Haan, Némecko) pfi frekvenci 27 Hz po dobu 5 minut. Poté byly sonikovany tfi minuty
Vv ultrazvukové lazni (transsonic T310, Elma GmbH & Co KG, Singen, Némecko) predem
vychlazené na 4 °C pomoci zasobniku s ledem. Nasledné se vzorky extrahovaly za pouziti
laboratorniho rotatoru Stuart SB3 (BibbyScientific Ltd., Staffordshire, UK) po dobu 30
minut v lednici pfi teploté¢ 4 °C. Po odstiedéni v centrifuze (5 min, 20 000 rpm, 4 °C,
Beckman Avanti ™ 30, Némecko) byly ziskané supernatanty pieneseny do Ccistych
sklenénych zkumavek a pelet byl reextrahovan za stejnych podminek (pfidani 1 ml 10%
methanolu, protfepani na vortexu (Velp Scintifica, Usmate, Italie), centrifugace)).

Sekundarni supernatant byl pfidan k primarnimu.
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5.7 Extrakce pevnou fazi (SPE)

Smichané supernatanty byly purifikovany pomoci extrakce na pevné fazi (Oasis® HLB
kolonky/ 30 mg sorbent/ objem 1 ml). SPE sorbent byl aktivovan 2 ml 100% methanolu a 1
ml redestilované vody. Po naneseni 2 ml vzorku byly kolony promyty 1 ml extrak¢niho
roztoku (10% methanol) a nasledné byly analyty eluovany 3 ml 80% methanolem.
Protlaceny eluat byl odpaten pod dusikem k suchu pfi maximalni teploté 30 °C za pouziti
TurboVap LV dusikové odparky (Biotage, Hengoed, Velka Britanie) a skladovan
v mrazicim boxu pii -20 °C az do analyzy. Pfed analyzou byly vzorky rozpustény ve 40 ul

15% acetonitrilu/10 mM HCOOH.

= Aktivace 2 ml 100% MeOH

i a 1 ml destilované vody
Rostlinny % )
materisl 3 > = Aplikace VZOrky ee—
4-20 T
( me) E Promyti kolonky 10%
E MeOH
o UHPLC-MS/MS
Mikroexrakce Eluce 1 ml 80% MeOH
v ledové
vychlazeném Qdpafeni do sucha

10% MeOH pod tekutym dusikem

Obr. 5: Popis pripravy vzorku pro analyzu fytohormoni za pouZiti jednokrokového SPE protokolu. Rostlinny materidl (4-20
mg FW) byl extrahovdn za pomoci vodného roztoku metanolu (10% MeOH/H,0, v/v) se stabilnimi isotopicky znacenymi
standardy. Extrakty byly purifikovdny pomoci HLB sorbentu. VSechny ziskané frakce, které obsahovaly neutrdini a kyselé
slouceniny, byly odpareny do sucha a poté rozpustény v 40 ul 15 % acetonitrilu/10 mM HCOOH a 10 ul bylo vstiiknuto do
systému HPLC-MS/MS. (Prevzato z: Flokovd et al., 2014).

5.8 Parametry UHPLC-MS/MS

JA ajeji metabolity, ABA, SA a IAA byly analyzovény Acquity UPLC® systémem (Waters,
Milford, MA, USA) spojenym s kvadrupolovym hmotnostnim spektrometrem Xevo™ TQ
MS (Waters MS Technologie, Manchester, UK) a z kazdého vzorku bylo vstiiknuto 10 ul
do RP kolony (Acquity UPLC® CSH™ C18; 2,1 x 100 mm; 1,7 pm; Waters, Irsko)
0 prutokové rychlosti 0,4 ml/min. Analyt byl separovan gradientovou eluci za pouziti
acetonitrilu (A) a 10 mM kyseliny mravenci (B). Celkovy ¢as analyzy byl 14 minut
a probihala nasledovné: 0-1 minut izokraticka eluce (15% A; v/v); nasledoval linearni
gradient: 1-7 minut do 60% A; 7-9 min do 80% A, 9-10 minut do 100% A; poté 10-11 min
izokraticka eluce (100% A; v/v). Nakonec prob&hlo minutové promyti (10-11 minuta) 100%
A a dvouminutova (12-14 min) ekvilibrace kolony v pocate¢nich podminkach (15% A/85%
B). Eluat byl zaveden do iontového zdroje (ionizace elektrosprejem v negativnim médu —

ESI(-)) tandemového hmotnostniho spektrometru, analyza probihala za nasledujicich
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podminek: Na kapilaru bylo ptfivedeno napéti 3 kV, na vstupni Stérbinu 23-30 V. Pritok
zmlzovaciho plynu dusiku byl 1000 1/hod a prutok plynu na vstupni §térbin€ byl 150 1/hod.
Zaznam dat byl provadén v rezZimu MRM za optimalizovanych podminek kolizniho napéti

12 eV pfi tlaku kolizniho plynu (argon) 4,3.10° mbar.
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6. VYSLEDKY

6.1 Méreni povrchovych elektrickych potenciali

1.
50 mV‘

100 s

lokalni past

systémova past

Obr. 6: Zdznam akcnich potencidli mérenych na povrchu pasti mucholapky podivné. Povrchové potencidly jsou
zaznamendvdny od lapeni kofisti po jeji trdveni. Trdvici/lokdlni past nahofe, systémovd past dole. Pokus trval 3 hodiny 12
minut.
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Obr. 7: 48 minutovy zdznam oscilaci membrdnového potenciadlu u rosnatky kapské vyvolany krmenim Zivou kofisti. LokdIni
list nahore, systémovy dole.
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Obr. 8: 12 minutové zdznamy akcnich potenciali A) u rosnatky kapské a B) u mucholapky podivné vyvolané lokdlnim
popdlenim. Lokdlni listy jsou zndzornény nahore, systémoveé dole. C) 12 minutovy zdznam akcnich potenciali mérenych na
povrchu pasti mucholapky podivné. Povrchové potencidly jsou zaznamendvdny od lapeni koristi. Lokdlni list je nahore, dole
je zndzornén asimilacni list nesouci past, kterd chytila kofist.

Pro pochopeni syst¢tmové odpoveédi v masozravych rostlinach jsme vyuzili mechanismu
elektrické signalizace. Byla méfena elektricka aktivita pomoci dvou povrchovych Ag/AgCl
elektrod napojenych na lokalnim a systémovém listu. V prub&hu zachyceni kofisti nebyl
zaznamenan pienos elektrického signalu do systémové pasti (Obr. 6, 7), coz ukazuje, ze
masozravost je pouze lokalni signalizaci a rostlina neinformuje ostatni listy o lapeni kofisti.
Amplituda méfend na lokalni pasti mucholapky byla vyrazné vétsi nez v piipad¢€ rosnatky
(50 mV oproti 3 mV). Na obrazku 6C miZeme pozorovat zaznam prvniho akéniho
potencialu, ktery nezpisobi uzavieni pasti a druhého, ktery jiz past uzavie a nasledny boj

r

kofisti uvnitf pasti vyvolavajici sadu akénich potenciali. V asimilacni ¢asti této pasti byly
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naméfeny drobné oscilace s nékolika vtefinovym zpozdénim, které vSak neptipominaji
zadny ze studovanych potenciali. Jedna se pravdépodobné o zmény potencialu na membrané
oznacované jako graded potential (Volkov et al. 2007). Lokalni popaleni vyvolalo odlisné
reakce. U rosnatky kapské se EP dostal také do systémového listu (Obr. 8a). Systémova
elektroda byla pfipojena na povrchu spodni baze listu 8 cm od lokalni elektrody. Elektricky
potencidl se dostal do systémového listu se zpozdénim 20 sekund. Rychlost pienosu byla
tedy 4 mm.s?. Amplituda dosahovala 70 mV a po dobu pienosu byla konstantni. Pfi
opakovaném mechanickém poskozeni jsme dosahli podobnych vysledkt, ale ne kazdy AP
se u rosnatky dostal do systémového listu se stejnou aplitudou (Obr. 10), coz muze

vysvétlovat snizenou koncentraci jasmonati v téchto listech.

ERENEEERENN s

lokélni past

——e

systémova past

Obr. 9: Zdznam akcnich potencidlt u mucholapky podivné vyvolané opakovanym mechanickym poskozenim pletiva. Vpichy
byly provddeény co 3 minuty. LokdlIni past nahore, systémovd dole.
25 mV ‘

100 s

lokalni

systémovy

Obr. 10: Zaznam akcnich potencidlt u rosnatky kapské vyvolané opakovanym mechanickym poskozenim pletiva. Vpichy
byly provadény co 3 minuty. LokdlIni past nahore, systémovd dole.
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6.2 Analyzy rostlinnych hormonu

Nedilnou soucasti tohoto experimentu byla chemicka analyza stresovych fytohormonti.
Kvalitativni a zejména kvantitativni analyza nam napomohla objasnit vyznam téchto
nizkomolekularnich latek pii systémové odpoveédi v masozravych rostlinach. S pouzitim
vysoce citlivé metody UHPLC-MS/MS bylo stanovovano vzdy celkem Sest fytohormont —
jasmonaty: Kyselina jasmonova (JA), isoleucinovy konjugat s kyselinou jasmonovou (JA-
lle), cis-12-oxo-fytodienova kyselina (Cis-12-OPDA) a dalsi dualezité hormony obranné
signalizace: kyselina abscisova (ABA), indol-3-octova (IAA) a salicylova (SA). Hladiny
fytohormonti v piipadé mucholapky podivné byly stanovovany z 20 mg Cerstvé hmoty (FW),
Vv ptipad¢ rosnatky kapské pii prvni sadé vzorkl primémé z 6,80 = 1,70 mg FW. Pii druhé
sad¢ vzorkl bylo mnozstvi rostlinného materialu zvy$eno na 16,54 + 2,60 mg FW. Nejprve
jsme nechali rostliny travit kofist a vzorky z mucholapky byly odebrany ve ¢tyfech ¢asovych
intervalech (Obr. 11), u rosnatky pouze po 2 a 24 hodinach (Obr. 12), abychom vyvolali
v systémovych listech rtizny ¢asovy interval indukce fytohormoni. Poté jsme rostlinna
pletiva mechanicky poskodili popalenim a vzorky odebraly po dvou hodinach, které jsou
dostatecné na indukci syntézy jasmonati v systémovych listech (Obr. 11, 12).

V kontrolnich pastech nebyly zjiStény zadné vyznamné zmény v hladin€ nékterého
z fytohormond, coz dokazuje dodrzeni stabilnich podminek pii experimentu. Pfi traveni
hmyzi kofisti a popaleni byly JA, JA-lle a ABA u mucholapky detekovany v minimalnim
mnozstvi (50 pmol g™ FW). Mirné& zvysené mnoZstvi bylo zanalyzovano u IAA, SA (50-500
pmol g FW) a byla zjisténa velmi vysoka hladina cis-12-OPDA (< 500 pmol g* FW; Obr.
11). Oproti tomu u rosnatky vykazovala cis-12-OPDA vyrazné niz$i hladinu (max 59,32 +
20,25 pmol gt FW) a IAA a SA vyrazné vyssi (600-3000 pmol g FW; Obr. 12).

V pribéhu traveni hmyzi kofisti u mucholapky doslo ke zvyseni hladiny pouze
jasmonati. JA a JA-Ile mély nejvyssi koncentraci po jedné hodiné. Hladina JA se zvysila aZ
20x oproti kontrolnim listim. Koncentrace Cis-12-OPDA zacala narustat po 18 hodinach
a jeste vétsiho zvyseni dosahla po jednom tydnu (Obr. 11). U rosnatky vzrostla koncentrace
pouze kyseliny jasmonové (Obr. 12). Ostatni fytohormony vykazuji pfi traveni velmi
vyrovnanou hladinu. Ani v jednom ptipadé jsme nezaznamenali v pribéhu traveni zvySeni
mnozstvi fytohormont v systémovych listech, coz dobte koreluje s naSimi vysledky z méteni
extracelularnich elektrickych potencidli. Tam kde se neobjevuje elektricky signal,

nenachézime ani akumulaci fytohormonti.
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Obr. 11: Koncentrace fytohormoni na 1 g extrahovaného pletiva mucholapky podivné (pmol/g Cerstvé hmoty; stredni
hodnota + SD, n = 2-4). FT = krmend past odebrand po tydnu, F1 = po 1 hod., F18 = po 18 hod., F24 = po 24 hod., FN1-FN4
= k tomu systémové pasti, FN5-FN7 = kontrolni pasti, tzn. nekrmené pasti na nekrmené rostliné, P2 = popdlend past
odebrand po 2 hodindch, S1-54 = k tomu systémové pasti.
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Obr. 12: Koncentrace fytohormonu na 1 g extrahovaného pletiva rosnatky kapské (pmol/g Eerstvé hmoty; stiedni hodnota
+SD, n =2-4). K1-K4 = kontrolni listy, F124-F,24 = krmené listy odebrdny po 24 hod., F32-F42 = krmené listy odebrdny po 2
hod., FN1-FN4 = k tomu systémové listy, W1-W4 = popdlené listy odebrdny po 2 hod., S1-54 = k tomu systémové listy
odebrdny po 2 hod.
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Obr. 13: Koncentrace fytohormonu na 1 g extrahovaného pletiva mucholapky podivné po opakovaném mechanickém
poskozeni pletiva (pmol/g Eerstvé hmoty; stfedni hodnota+ SD, n =3). KM1-KM3 = kontrola; WM1-WM3 = listy
opakované poskozené; SM1-SM3 = k nim systémové listy.
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Obr. 14: Koncentrace fytohormonu na 1 g extrahovaného pletiva rosnatky kapské po opakovaném mechanickém
poskozeni pletiva (pmol/g Cerstvé hmoty; stfedni hodnota+ SD, n = 3). K1-K3 = kontrola; W1-W3 = listy opakované
poskozené; S1-S3 = k nim systémové listy.
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Je zndmo, Ze rostliny reaguji na popaleni zahajenim obrannych procest a zvySovanim
hladiny JA a ABA a to i v systémovych listech (Hlavackova et al., 2006). U mucholapky
doslo po dvou hodinach k sedmindsobnému narustu JA, v systémovych listech byla pod
limitou detekce. K dvojnasobnému narustu doslo u JA-lle a je velmi zajimavé, Ze byla
detekovana zvySena koncentrace Cis-12-OPDA v systémovych listech i piesto, ze jsme zde
nezaznamenali elektrické signaly. ABA narostla 2x i v systémovych listech, coz nevime zda-
li je fakt a nebo chyba analyz. Jak se ocCekavalo, nebyly pozorovany zadné signifikantni
zmény V piipad¢é SA, protoze jeji signdlni drahy tohoto endogenniho hormonu jsou spise
spustény v reakci na bioticky stres, napiiklad patogeny, nez na abiotické stresy jako je
popaleni (Achuo et al., 2004, Obr. 11).. U rosnatky nebyly pozorované vyraznéjsi zmény.
Nebyla detekovana ani zvySena koncentrace JA ani ABA (Obr. 12).

Kvili ne pfili§ presvéd¢ivé odpovédi na popaleni jsme pii dalSich experimentech
pouzili opakované mechanické poskozeni pletiva. Lokalni poskozeni listové tkané vedlo
Kk podstatnému hromadéni JA, jeji koncentrace se zvysila oproti kontrolnim vzorktim az 50x
v ptipadé mucholapky (Obr. 13) a 275x v ptipadé rosnatky (Obr. 14). Hladina JA se
u rosnatky zvysila také v systémovych listech (10,5%), coz podporuje hypotézu systémové
odpovédi na poranéni. K vyraznému narustu doslo také u fyziologicky aktivni slou€eniny
JA-Ile, kterd uz ovSem nebyla detekovana v systémovych listech. U rosnatky byl tento narust
doprovazen akumulaci cis-12-OPDA. Hladiny ostatnich hormont byly vice mén¢ konstantni

(Obr. 14).

. Biotest
6.3 Biotest
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Citlivost pasti na mechanické podnéty je 70
. 60
regulovana  fytohormony. = Aby  se ‘g 50 o
posoudilo, zda a ptipadné jakym zplsoben @ :8
o
je opovéd’ kyseliny jasmonové v travicich =20
10 3 5 1 0
pastech také systémova, testovali jsme na Q - — —_
1 2 3

mucholapce podivné senzitivitu jejich pasti

po 24 hodinach od nakrmeni. Po této dob¢

Pocet dotykl potrebnych k uzavieni pasti

B . . L, B Krmené Nekrmené
se okolni pasti neuzaviely a citlivé
Obr. 15: Testovadni sensitivity systémovych pasti v mucholapce
'[I'iChOIny uvnitt jsme mechanicky podivné po 24 hodindch od nakrmeni. n = 72.
stimulovaly. Stejné jako u pasti nekrmenych (kontrolnich) prvni dotyk vyvolal typicky akéni
potencidl, ktery nevyvolava uzavieni pasti. K uzavieni pasti stacily klasicky dva dotyky, coz
dokazuje, ze masozravost je lokéalni signalizace a ostatni pasti nejsou nijak informovéany

0 pritomnosti kofisti a nevykazuji zvysSenou citlivost svych pasti.
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7. DISKUZE

Ackoliv mnoha literatura uvadi, ze ak¢ni potencial je vyvolan nedestruktivnim stimulem,
nikoli v odpovédi na poranéni (Fromm & Lautner, 2007; Yan et al., 2009) a tato informace
se stala téméf dogmatem elektrofyziologie rostlin, tato prace podava dikaz o opaku. Jak je
vidét na vysledcich, po mechanickém poskozeni mizeme pozorovat typicky akéni potencial
u obou studovanych druhi, ktery je po dobu svého Sifeni vice méné konstantni, i kdyz
v nékterych ptipadech byla amplituda v systémovém listu rosnatky vyrazné¢ redukovana
(Obr. 9, 10). To naznacuje, ze v tomto ptipadu mize byt elektricky signal Slozen z vice nez
dvou slozek. U jinych druhu rostlin nachazime spi§ VP, coz muze byt zptsobeno odlisnym
typem rostlinného pletiva ¢i iontovym mechanismem. OvSem i u mucholapky a rosnatky
muzeme vidét znacné rozdily a to v Sifeni na dlouhé vzdalenosti, kdy zatimco u rosnatky se
AP §ifi 1 do systémového listu, u mucholapky nikoliv (Obr. 8, 9, 10).

Elektrické signaly maji dulezitou roli pfi signalizaci. Pozorovani Mousaviho jasné
demonstruji, Ze generace a propagace elektrickych signalt hraje rozhodujici roli pfi iniciaci
obranné reakce ve vzdalenych listech od mista utoku herbivori. Blizko mista na listu, do
sousednich listl rychlosti 9 cm min™. Elektricky signal se pienasel do t&ch listi, které byly
pfimo spojeny cévnimi svazky. Ve vSech mistech, kde dorazil elektricky signél, byla
v odpovédi na poranéni spusSténa syntéza jasmonatd (Mousavi et al., 2013). V nasem
vyzkumu zaméfeném na masozravost rostlin v pribéhu zachyceni a traveni kofisti nebyl
zaznamenan pienos elektrického signalu do systémovych pasti (Obr. 7) a tudiz v nich
nedoslo ani k akumulaci jasmonati, coz ukazuje, Ze masoZravost je pouze lokalni signalizaci
a rostlina neinformuje ostatni listy o lapeni kofisti. Lokélni popéleni a opakované
mechanické poSkozeni vyvolalo odlisné reakce u druhu rosnatky. Signal se do systémového
listu §itil rychlosti pfiblizné 4 mm s (Obr. 8a). Ne kazdy signal se dostal do systémového
listu se stejnou amplitudou (Obr. 10), coz by vysvétlovalo snizenou koncentraci naméfenych
jasmonatl. Signal u mucholapky podivné miize byt narusen diky cibulovitému charakteru
rostlin, takZe listy nemaji vaskularni spojeni jako je tomu u housenicku.

Rosnatka reaguje na chyceni kofisti vyraznou ohybaci reakci, aby vytvorila tak zvany
za to, ze ohyb pasti a tvorba ,,vnéj$iho zaludku“ rosnatky je spojen s ptisobenim rostlinného
hormonu spadajicim do skupiny auxind — indol-3-octové kyseliny (IAA) (Bopp & Weiler,
1985; Boop & Weber, 1981). Pozdé&ji byl tento fakt vyvracen Nakamurou, ktery potvrdil, ze
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chyceni kofisti vyvolava akumulaci fytohormond jasmonati. Analyza lista travicich tii
hodiny kofist ukdzala, Zze hladina IAA se neméni, na rozdil od vyrazného zvyseni hladiny
kyseliny jasmonové a jeji nejvice fyziologicky aktivni formy — isoleucinového konjugatu
(JA-Ile). Ve srovnani s kontrolou se jasmonaty akumulovaly pouze ve stoéeném segmentu
pod lapenou kofisti (Nakamura et al., 2013).

Ve vyzkumu Mithofera kofisti indukovana akumulace jasmonati v rosnatce
vykazovala vysoké hladiny jasmonati JA a JA-lle (575 a 55,7 pmol g FW™?). Zatimco pii
mechanickém poskozeni pletiva se zvysila JA (maximum 500 pmol g FW™) a JA-Ile dosahla
nizké hodnoty (3,1 pmol g FW™). Po mechanickém poskozenim a zaroveti aplikaci oralnich
sekretti hmyzu koncentrace JA rapidné vzrostla az na 4000 pmol g FW™ a JA-lle na 25 pmol
g FW™. Vzorky byly odebrany po hoding a pil (Mithofer, Reichelt & Nakamura, 2013).
Nase vysledky, kde byly vzorky z rosnatky odebrany po dvou hodinach, dosahuji nizsich
hodnot — pii traveni: JA 86,32 + 25,26 a JA-lle 0,06 + 0,01 pmol g FW; po mechanickém
poskozeni JA 412,67 + 78,79 a JA-lle 0,784 + 0,130 pmol g FW. U mucholapky po jedné
hodiné traveni: 42,48 + 2,75 a JA-lle 0,53 + 0,02 pmol g FW; po mechanickém poskozeni
JA 75,66 + 14,67 a JA-lle 1,997 + 0,535 pmol g FW™. 1 pies niz$i hodnoty jsou jasmonaty
tedy hlavnimi regulatory v pribéhu procesu masozravosti a to nejen u rosnatky kapské, ale
také u mucholapky podivné (Escalante-Pérez et al., 2011; Nakamura et al., 2013).

Maria Escalante-Pérez uvadi, Ze chyceni hmyzi kotisti mucholapkou podivnou je
»modulovano* fytohormony kyselinou abscisovou a jasmondty. Mucholapky vystavené
stresu z nedostatku vody a ty, na jejichz pasti byla aplikovana kyselina abscisova, byly méné
citlivé na mechanické podrazdéni. Oproti tomu po aplikaci prekursoru kyseliny jasmonové
— Cis-12-oxofytodienové kyseliny (OPDA), methylesteru kyseliny jasmonové (Me-JA)
a molekularnimi mimikry isoleucinového konjugatu kyseliny jasmonové — koronatinu
(COR) byla spusténa sekrece travicich enzyml a to i bez ptredchazejici mechanické
stimulace. Tvrdi, ze jasmonaty jsou systémove aktivni, protoze aplikace jasmonatli na jednu
past indukuje sekreci travici tekutiny a pomal€ uzavirani pasti, a to nejen dané pasti, ale také
pasti vSech ostatnich, ¢imz se rostlina pripravuje na piichod kofisti (Escalante-Pérez et al.,
2011). Z nasich vysledki jednoznacné vyplyva, ze v mucholapce neexistuje zadna
systémova odpoved’ pii chytani a traveni koftisti. Aplikace exogenni kyseliny jasmonoveé je
piili§ arteficidlni a za fyziologickych podminek mucholapka nevykazuje systémovou
odpovéd'. Jeho vysledky by znamenaly, ze bychom méli zaznamenat kyselinu jasmonovou
Vv systémovych listech i po trdveni kofisti. Jasmonaty se hromadi ale pouze v travici pasti
a Vv systétmové neni zaznamenan ani elektricky signal. Masozravost je pouze lokalni
signalizaci.
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8. ZAVER

Dlouhé roky se kladl velky diraz na ulohu rostlinnych hormont, které se povazovaly za
hlavni aktéry rostlinnych reakci na rizné podnéty. V poslednich letech se ale kone¢né obraci
pozornost také na elektrickou signalizaci rostlin. Tato prace o ni podava zakladni ptehled.
Seznamuje s hlavnimi charakteristikami elektrickych signalt v rostlinach a na mnoha
ptikladech ukazuje, ze sehravaji skute¢né¢ vyznamnou ulohu a jsou pro rostliny nezbytné.
Elektrické signdly maji vyznam a funkci naptiklad pii obrannych reakcich, otevirani
priduchi v odpovédi na dostupnost vody kofentim, pti reprodukci, stimuluji sekreci travici
tekutiny atd. V experimentalni ¢asti byla optimalizovana metoda méfeni povrchovych
elektrickych potencialii a bylo dokdzano, Ze masozravost je pouze lokalni signalizaci, ktera
je spusténa akumulaci rostlinnych hormond jasmonati. Mnoho fyziologickych ucinkt
elektrické signalizace bylo objeveno teprve nedavno a v fadé ptipadu jejich funkce nebyla
jesté zcela objasnéna, ale urcité se brzy dockdme nové kapitoly v klasickych u€ebnicich
rostlinné fyziologie, kde jim neni zatim vénovéana Zadna pozornost.

Vyhledové bych chtéla navazat na tuto bakalatskou praci praci diplomovou s nazvem
Lokalni a systémova odpoveéd’ v masozravych rostlinach. Zabyvala by se nejen méfenim
extracelularnich elektrickych potencidli a analyzami rostlinnych hormont, ale také
fyziologickou odpovédi, coz je v pfipade masoZravych rostlin syntéza travicich enzymu.
Proteomickymi technikami bude naptiklad studovana ptitomnost dvou typickych travicich
enzymu Dionaesinu (aspartat proteasa) a Dionainu (cystein proteasa) po opakovaném
mechanickém poskozeni pletiva a mechanostimulaci, pomoci specifickych protilatek. Dale
by byla méfena jejich koncentrace a enzymatickd aktivita. Vychodiskovou hypotézou
diplomové prace bude otazka: Dokézou akumulované jasmonaty v odpovédi na poranéni
indukovat syntézu travicich enzym, tedy typickou masozravou odpovéd? Anebo dokazi
tento falesny signal rostliny vyhodnotit spravné a syntézu travicich enzymu spustit jenom
vV odpovéedi na akumulované jasmonaty po podani zivociSnou kofisti? Tato studie by méla
objasnit dlouho diskutovanou otazku na téma, jak specificka je elektricka signalizace

V rostlinach.
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