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SOUHRN: 

Rostliny jsou neustále vystavovány environmentálním stresorům, mezi které patří 

například sucho, patogeny či mechanické poškození. V průběhu evoluce si proto 

vytvořily obranný mechanismus zprostředkovaný rostlinnými hormony jasmonáty. 

Ty jsou mimo jiné díky šíření elektrických a Ca2+ signálů schopné systémové 

akumulace v distálních částech rostliny a připravují ji na nadcházející hrozbu. Šíření 

systémového elektrického signálu v rostlinách je umožněno existencí receptorů 

podobných glutamátovým receptorům, které vykazují strukturní homologii se savčími 

glutamátovými receptory. Intravenózní anestetikum ketamin je nekompetitivní 

antagonista živočišných ionotropních glutamátových receptorů. Cílem této bakalářské 

práce bylo vizualizovat šíření elektrických a Ca2+ signálů a následně zjistit, zda ketamin 

ovlivňuje šíření těchto signálů v huseníčku rolním (Arabidopsis thaliana). Byl měřen 

povrchový elektrický potenciál, pomocí transgenních rostlin byla vizualizována 

luminiscence aequorinu a byla měřena exprese jasmonát-responzivních genů v odpovědi 

na tepelné poranění. Výsledky ukázaly, že ketamin neinhibuje systémové šíření 

elektrických a Ca2+ signálů v Arabidopsis thaliana, avšak dokáže modifikovat jejich 

charakteristiku. Naopak, sám působí jako stresor a aktivuje expresi jasmonát-

responzivních genů. 
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SUMMARY: 

Plants are constantly exposed to environmental stressors that include for example 

drought, pathogens or mechanical damage. In the course of evolution plants have 

developed a defence mechanism mediated by the plant hormones jasmonates. Due to 

electrical and Ca2+ signal propagations, jasmonates can accumulate systematically 

in distal parts of the plant and prepare it for the upcoming threat. Systemic electrical 

signal propagation in plants is possible due to the existence of glutamate-like receptors, 

that show structural homology to mammalian ionotropic glutamate receptors. 

The intravenous anaesthetic ketamine is a non-competitive antagonist of animal 

glutamate receptors. The aim of this bachelor’s thesis was visualization of electrical 

and Ca2+ signal propagation and subsequently find out whether ketamine affects 

propagation of these signals in the thale-cress plant (Arabidopsis thaliana). The surface 

electric potential was measured, the luminiscence of aequorin in transgenic plants was 

visualized, and the expression of jasmonate-responsive genes was measured in response 

to heat wounding. The results showed that ketamine does not inhibit the systemic 

propagation of electrical and Ca2+ signals in Arabidopsis thaliana but modified their 

characteristics. On the other hand, it itself acts as stress factor which triggered 

expression of jasmonate-responsive genes. 
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1 ÚVOD 

Rostliny si z nutnosti získat schopnost rapidní odpovědi na působení vnějších 

podnětů vytvořily cesty pro přenos elektrického signálu, vedoucí k aktivaci různorodých 

obranných mechanismů. Šíření systémového elektrického signálu v rostlinách závisí 

na receptorech podobných glutamátovým receptorům. Jedná se o proteiny vykazující 

strukturní homologii se savčími ionotropními glutamátovými receptory, ligandem 

řízenými kationtovými kanály zodpovědnými za neurotransmisi v centrálním nervovém 

systému živočichů.  

Elektrické signály doprovází vápníková signalizace ve formě vln. Zvýšením 

koncentrace cytosolického Ca2+ a jeho šířením do vzdálenějších orgánů rostliny dochází 

k akumulaci obranných fytohormonů jasmonátů nejen v místě poranění rostliny, 

ale také ve vzdálených podnětem nezasažených tkáních. V poslední době nastal velký 

rozvoj Ca2+ zobrazovacích metod sloužících k vizualizaci elektrických signálů. 

Ketamin je celkové anestetikum fungující na principu nekompetitivního 

a nízkoafinitního antagonismu lidských ionotropních glutamátových receptorů. Cílem 

této bakalářské práce bylo zkoumat vliv ketaminu na šíření systémového elektrického 

signálu v huseníčku rolním (Arabidopsis thaliana) v odpovědi na poranění teplem 

a tento signál vizualizovat. 
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2 CÍLE PRÁCE 

1. Vypracování rešerše na téma bakalářské práce 

2. Měření povrchového elektrického potenciálu, vizualizace luminiscence aequorinu 

a měření exprese jasmonát-responzivních genů u transgenní rostliny huseníčku 

rolního (Arabidopsis thaliana) s apoaequorinem v odpovědi na poranění teplem 

3. Interpretace dat a vyhodnocení výsledků 

4. Vypracování bakalářské práce a prezentace k obhajobě bakalářské práce 
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3 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

3.1 Elektrické signály v rostlinách 

Elektrické signály v rostlinách jako první objevil na základě korespondence 

s Charlesem Darwinem britský fyziolog John Burdon-Sanderson v roce 1873. 

Konkrétně se jednalo o akční potenciály vyvolané stimulací listu rostliny rodu 

mucholapka (Dionaea). Jejich objevem bylo dokázáno, že elektrická signalizace není 

fenoménem pouze pro živočišnou říši, ale také pro tu rostlinnou (Fromm et Lautner, 

2007). 

Cesty pro přenos elektrických signálů se u rostlin vyvinuly z toho důvodu, že jsou 

schopny rapidního přenosu informace na dlouhé vzdálenosti (Fromm et Lautner, 

2007). Jedná se tedy o okamžitou odpověď na podněty jako osmotický šok, teplotní 

šok, chlad, dotek (Davies, 1987) nebo poranění (Fromm et al., 1995). Odlišné podněty 

z prostředí v živých buňkách schopných přenosu elektrického signálu 

do odpovídajících oblastí vyvolávají specifické reakce (Lautner et al., 2005). 

K přenosu elektrického signálu na krátké vzdálenosti rostlinám slouží 

plazmodezmata (Van Bel et Ehlers, 2004), na dlouhé vzdálenosti využívají přenos 

vodivými elementy floému (Fromm, 2006) nebo xylému (Stankovic et al., 1998; 

Davies et Stankovic, 2006). 

Rozlišujeme tři základní typy elektrických signálů v rostlinách: i) akční potenciály 

(APs), ii) variační potenciály (VPs) a iii) systémové potenciály (SPs). APs jsou dobře 

prozkoumány u živočichů, jejich iontový mechanismus u rostlin je však odlišný. 

U živočišných axonů je závislý na influxu sodných (Na+) a efluxu draselných (K+) 

iontů, excitace rostlinných buněk je ovšem dána tokem vápenatých (Ca2+), 

chloridových (Cl−) a K+ iontů. Generování APs je navozeno například dotekem, 

teplotním šokem (Fromm et Lautner, 2007), nebo světlem (Trebacz et Zawadzki, 

1985). V případě, že působení podnětu dosáhne určité prahové hodnoty, dochází 

k aktivaci Ca2+-propustných kanálů (Hedrich et Becker, 1994), cytoplazma je 

zaplavena Ca2+ ionty, které aktivují eflux Cl− iontů z buňky a nastává depolarizace 

plazmatické membrány neboli vznik APs (Lunevsky et al., 1983). Následný eflux K+ 

iontů z cytoplazmy způsobí repolarizaci membrány a zpětný tok K+ iontů opět nastolí 

klidový potenciál (Yan et al., 2009; Scherzer et al., 2022). Výskyt APs byl 

zaznamenán například v listech rostliny citlivka stydlivá (Mimosa pudica), které se 

po mechanické stimulaci sklápějí (Sibaoka, 1951; Oda et Abe, 1972; Hagihara et al., 
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2022). Nacházejí se v lalocích pasti masožravé rostliny mucholapka podivná (Dionaea 

muscipula), vodní masožravé rostliny aldrovandka měchýřkatá 

(Aldrovanda vesiculosa) (Sibaoka, 1980) a v tentakulích masožravých rostlin rodu 

rosnatka (Drosera), kde způsobují jejich makroskopické rapidní pohyby (Williams et 

Pickard, 1972). Hrají zásadní roli u vyšších rostlin jako je například bob obecný (Vicia 

faba L.) (Dziubinska et al., 2003). Prostřednictvím studia excitability buněk zelené 

řasy rodu Chara byl zaznamenán také jejich vliv na inhibici fotosyntézy (Bulychev 

et Kamzolkina, 2006). 

VPs neboli pomalé vlnové potenciály (Stahlberg et al., 2006) jsou elektrické 

signály, které se podobně jako APs šíří pomocí přechodné změny membránového 

potenciálu. Od APs se liší delší a opožděnou repolarizací a velkým rozsahem variace. 

Signál se mění v závislosti na intenzitě podnětu, jeho amplituda a rychlost klesají 

s rostoucí vzdáleností od místa poranění a existují hypotézy, že se šíří xylémem 

buď jako hydraulická tlaková vlna, nebo prostřednictvím chemické látky (Fromm et 

Lautner, 2007) Na šíření elektrické vlny se podílí specifické receptory podobné 

glutamátovým receptorům (GLRs), které jsou klíčové pro transdukci VPs převážně 

u huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana) (Mousavi et al., 2013; Toyota et al., 2018). 

Je schopen projít oblastmi mrtvé tkáně a je závislý na negativním hydrostatickém tlaku 

v xylému. VPs jsou generovány fyzickým poškozením rostlinného pletiva, nejčastěji 

mechanickým narušením, popálením nebo odstraněním orgánů (Fromm et Lautner, 

2007). Jejich iontový mechanismus se od základního mechanismu APs částečně liší; 

předpokládá se, že zahrnuje přechodnou inaktivaci H+-ATPázy P-typu v plazmatické 

membráně (Stahlberg et al., 2006). Působení VPs bylo studováno v mnoha běžných 

rostlinných druzích, například v sazenicích rodu okurka (Cucumis spp.) a hrách (Pisum 

spp.) (Stahlberg et Cosgrove, 1992 et 1994), v rajčeti jedlém (Lycopersicon esculentum) 

(Wildon et al., 1992), tabáku (Nicotiana tabacum) (Hlaváčková et al., 2006) 

nebo v dřevinách rodu topol (Populus spp.) (Lautner et al., 2005). Ovlivňují podobně 

jako APs fotosyntézu a uzavírání průduchů, ovšem na mnohem delší vzdálenosti. 

Po mechanickém poškození listu Mimosa pudica bylo pozorováno šíření VPs celou 

rostlinou, ovlivňující fotosyntézu a uzavírání stomat také u sousedních listů (Koziolek 

et al., 2004; Kaiser et Grams, 2006). Další systémovou odpovědí na šíření VPs 

je akumulace kyseliny abscisové (ABA), kyseliny jasmonové (JA) a jejích derivátů 

jasmonátů (JAs) ve vzdálených listech. Tyto fytohormony slouží v rostlinách 

jako mediátory odpovědi na poranění (Hlaváčková et al., 2006) a zároveň se podílí 
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na transdukčních drahách vedoucích k uzavření stomat a inhibici fotosyntézy, a to 

i po odeznění VPs (Herde et al., 1997; Suhita et al., 2004; Hlaváčková et al., 2006). 

SPs neboli systémové potenciály jsou nejméně prostudovanou skupinou 

elektrických signálů. Na rozdíl od předcházejících typů elektrických signálů představují 

hyperpolarizační vlnu, která se systémově šíří díky aktivaci H+-ATPáz. Fyziologické 

reakce v odpovědi na SPs zatím nebyly popsány (Zimmermann et al., 2009). 

 

3.1.1 Ca2+ signalizace 

Vápník je významným prvkem zajišťujícím růst a vývoj rostliny. Jedná se 

o sekundárního posla, jehož koncentrace v buňce je citlivě vyrovnávána přítomností 

zásobáren Ca2+ iontů jako jsou vakuoly, endoplasmatické retikulum, mitochondrie 

a buněčná stěna (Mahajan et Tuteja, 2005; Mahajan et al., 2006).  Rostlinné buňky 

si podobně jako ty živočišné udržují nízkou koncentraci volného Ca2+, která se 

u vyšších rostlin pohybuje v rozmezí 30‒400 nM (Tuteja et Mahajan, 2007).  Ve výše 

zmíněných organelách se vápník nachází v milimolárních koncentracích a uvolňuje se 

do cytosolu kdykoli to buňka vyžaduje. Mnoho extracelulárních signálů 

a environmentálních podnětů včetně světla, biotických a abiotických stresových 

faktorů má schopnost vyvolat změny v hladinách [Ca2+]cyt, nazývané 

jako tzv. kalciový podpis (Mahajan et Tuteja, 2005). 

Ca2+ signalizace se spolu s elektrickými signály, hormony, peptidy, těkavými 

látkami a reaktivními formami kyslíku (ROS) podílí na tvorbě systémové signalizace 

rostlin. Pomocí systémové odpovědi posílá rostlinný organismus informace o postižení 

určitého orgánu do vzdálenějších oblastí, které podnětem zasaženy nebyly (Mousavi et 

al., 2013; Toyota et al., 2018). 

Ca2+ iont je zapojen do různých signálních drah. Obecně přenos signálu 

pro vápníkem regulovanou expresi stres-responzivních genů (viz Obr. 1) začíná 

působením podnětu (světlo, sucho, chlad), na který rostlina reaguje zvýšením hladiny 

[Ca2+]cyt, které je detekováno Ca2+senzory nebo Ca2+-vazebnými proteiny, aktivujícími 

Ca2+-dependentní proteinkinázy (Mahajan et Tuteja, 2005; Mahajan et al., 2006). 

Známe velké množství Ca2+-vazebných proteinů v rostlinách, například u Arabidopsis 

thaliana bylo objeveno 250 proteinů s jedním či více tzv. EF-Hand Ca2+-vazebným 

motivem (Day et al., 2002). Mezi Ca2+ senzory patří kalmoduliny (CaM), proteiny 

podobné kalmodulinu (CMLs) a proteiny podobné kalcineurinu B (CBLs) (Edel et 

Kudla, 2015). Aktivované proteinkinázy mohou fysforylovat mnoho regulačních 
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proteinů včetně transkripčních faktorů (TF), které regulují hladinu genové exprese 

regulačních proteinů, což vede ke změnám metabolismu následovanému fenotypovou 

odpovědí. Fenotypovou odpovědí může být tolerance vůči stresu, ale také inhibice 

růstu nebo buněčná smrt v závislosti na počtu a typu genů, jejichž exprese je zvýšená 

nebo snížená v reakci na zvýšení hladiny [Ca2+]cyt (Tuteja et Mahajan, 2007; Kudla et 

al., 2018; Toyota et al., 2018). 

 

Obr. 1: Schéma obecné signální dráhy pro vápníkem regulovanou genovou expresi a 

stresovou odpověď (převzato z Tuteja et Mahajan, 2007). 

Legenda: ([Ca2+]cyt): cytosolický Ca2+, (TF): transkripční faktory 

 Kalciový podpis je regulován sadou influxních a efluxních proteinů (Berridge et 

al., 2003). Za influx Ca2+ iontů do cytoplazmy při počátku signalizace zodpovídají 

Ca2+ kanály. V rostlinách rodu Arabidopsis bylo dodnes identifikováno pět rodin kanálů 

propustných pro Ca2+, a sice receptory podobné glutamátovému receptoru (GLRs), 

mechanosenzitivní iontové kanály (MCAs), cyklické nukleotidem ovládané kanály 

(CNGCs), ‘reduced hyperosmolarity-induced [Ca2+]cyt increases‘ (OSCAs) a ‘two pore‘ 

kanály (TPCs) (Lacombe et al., 2001; Zelman et al., 2012; Kurusu et al., 2013; Morgan 

et Galione, 2013; Yuan et al., 2014). Eflux Ca2+ nastupuje po skončení signalizačního 

procesu a závisí na Ca2+ transportérech, pumpách využívajících ATP či H+ gradientu 

jako zdroje aktivní energie. Ca2+ transportéry obnovují bazální koncentraci volného 

Ca2+ vytlačením tohoto iontu z cytoplazmy. V Arabidopsis se jedná 

o autoinhibované Ca2+-ATPázy (ACAs), Ca2+-ATPázy endoplazmatického retikula 

(ECAs), P1-ATPázy (např. heavy metal ATPase 1, HMA1) a H+/Ca2+-antiportery 

(CAXs) (Moreno et al., 2008; Bose et al., 2011; Manohar et al., 2011; Spalding et 

Harper, 2011). 
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 Ionotropní glutamátové receptory (iGluRs) jsou glutamátem a glycinem 

aktivované kationtové kanály zprostředkovávající synaptický přenos a generující 

Ca2+ signály v centrálním nervovém systému živočichů (Madden, 2002). V rostlinách 

byly i přes absenci nervového systému později identifikovány GLRs, proteiny 

homologní živočišným iGluRs (Lam et al., 1998), zodpovídající za mnoho 

fyziologických funkcí včetně elektrické signalizace z listu do listu indukované 

poraněním (Mousavi et al., 2013). S iGluRs sdílejí některé strukturní a funkční domény, 

konkrétně extracelulární amino-terminální doménu (ATD), extracelulární ligand 

vázající doménu (LBD), tři domény (M1, M3, M4) a jednu parciální  doménu (M2) 

transmembránové domény (TMD) a intracelulární karboxyl-terminální doménu (CTD) 

(Lam et al., 1998; Wudick et al., 2018). Identita zmíněných domén u GLRs Arabidopsis 

a zvířecích iGluRs je 63% až 16%. Podobná identita se nachází mezi subtypy iGluRs, 

které mají jako agonistu kainát/ α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionovou 

kyselinu (AMPA) spíše než N-methyl-D-asparagovou kyselinu (NMDA) (Lam et al., 

1998). Bylo zjištěno, že GLRs mají zásadní vliv na šíření elektrického a Ca2+ signálu 

rostlinou A. thaliana, konkrétně proteiny GLR3.3 a GLR3.6 fungují jako spínače 

pro šíření poraněním indukovaných potenciálů z poraněného listu do sousedních, 

zatímco protein GLR3.5 zabraňuje jejich šíření do distálních nesousedních listů 

(Mousavi et al., 2013; Salvador-Recatalà, 2016). GLR 3.3 a GLR 3.6 jsou lokalizovány 

a exprimovány v pletivech obklopujících cévní svazky, což poukazuje na cévní svazky 

jakožto na jednu z cest šíření elektrických signálů (Nguyen et al., 2018). Nedávné 

studie poukázaly na fakt, že u glr3.3 glr 3.6 dvojitého mutantu A. thaliana dochází 

k inhibici propagace elektrického a Ca2+ signálu z poraněného do systémových listů 

(Mousavi et al., 2013; Toyota et al., 2018). Glutamát je důležitým komponentem 

iGluRs i GLRs, konkrétně u rostlin jeho uvolnění do apoplastu signalizuje poranění 

rostlinné tkáně. Glutamát se poté váže na GLRs a aktivuje je (Toyota et al., 2018; 

Alfieri et al., 2020), což poukazuje na zjištění, že jsou Ca2+ vlny zprostředkovány 

hromadným tokem glutamátu (Bellandi et al., 2022). Exogenní aplikace glutamátu je 

schopna vyvolat systémové zvýšení [Ca2+]cyt a je jedinou aminokyselinou, která to 

dokáže (Toyota et al., 2018; Shao et al., 2020). 
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3.2 Vizualizace Ca2+ signálu v rostlinách 

Kvantitativní in vivo vizualizace kalciového podpisu je založena na použití 

tzv. vápníkových zobrazovacích metod (viz Obr. 2), které díky neustálému pokroku 

umožňují studovat dynamiku Ca2+ s vysokým rozlišením a citlivostí a minimální 

invazivitou u různých organismů, včetně rostlin. Důležitým hnacím motorem v oblasti 

rozvoje vizualizace Ca2+ signálu byla neurověda a zjištění, že APs nebo aktivace iGluRs 

u neuronů způsobují velké a rapidní změny [Ca2+]cyt (Tian et al., 2009). Průlomovým 

se stal vývoj citlivých fluorescenčních Ca2+ indikátorů (barviv) a pufrů, 

například Fura-2 nebo Indo-1 (Tsien, 1980; Bush et Jones, 1987). Použití 

Ca2+-senzitivních barviv je výhodné zejména díky možnosti provádět analýzu 

bez nutnosti vytvářet transgenní rostliny (Fichman et Mittler, 2021). Potýká se však 

zároveň se spoustou nevýhod. Vyžadují manuální vpravení do buněk, mohou 

kompartmentalizovat či  sekvestrovat do vakuol, a vnesení nadměrného množství 

barviva může ovlivnit dostupnost [Ca2+]cyt (Bush et Jones, 1990). Během posledních 

dvaceti let proto byla tato barviva postupně nahrazena tzv. geneticky kódovanými 

vápníkovými indikátory (GECIs) (Perez Koldenkova et Nagai, 2013). 
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Obr. 2: Historický průřez objevů a úspěchů vedoucích ke zdokonalení in vivo 

vápníkových zobrazovacích metod u rostlin (převzato z Grenzi et al., 2021). 

Legenda: (GECI): geneticky kódované vápníkové indikátory, (YC): yellow cameleon, (YC2.1): yellow cameleon 

2.1, (GCaMP): geneticky kódovaný vápníkový indikátor GCaMP, (YC3.6): yellow cameleon 3.6, (GCaMP3): 

geneticky kódovaný vápníkový indikátor GCaMP 3, (R-GECO1): red fluorescent genetically-encoded Ca2+ indicator 

for optical imaging 1, (jGCaMP7): geneticky kódovaný vápníkový indikátor jGCaMP7, (GCaMP6f): geneticky 

kódovaný vápníkový indikátor GCaMP6f 

 

3.2.1 Aequorin 

Aequorin je bioluminiscenční protein, který byl objeven a izolován z medúzy 

Aequorea victoria Osamu Shimomurou v roce 1962 (Shimomura et al., 1962). 

Tento holoprotein o velikosti 22 kDa obsahuje navázaný kyslík, prostetickou skupinu, 

koelenterazin a tři vazebná místa pro Ca2+. Jedná se o nejstarší GECI (Shimomura, 

1995).  
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Real-time detekce koncentrace Ca2+ je umožněna schopností aequorinu vázat 

Ca2+ ionty. Po jejich navázání podstoupí aequorin konformační změnu a přemění se 

na luciferázu, která katalyzuje luminiscenci koelenterazinu. K luminiscenci dochází 

oxidací koelenterazinu na koelenteramid za emise oxidu uhličitého a modrého světla 

(465 nm), která nastává relaxací koelenteramidu do základního stavu (Ohmiya et 

Hirano, 1996). 

Moderní éru vizualizace Ca2+ v rostlinách odstartoval v roce 1991 Knight et al. 

prvním transgenním mnohobuněčným organismem, Nicotiana plumbaginifolia, stabilně 

exprimujícím aequorin. Autoři uvádí, že u rostlin v reakci na dotek, chlad a elicitory 

dochází ke zvýšení [Ca2+]cyt, a to spouští emisi fotonů (Knight et al., 1991). Aequorin se 

využívá při kvantifikaci odpovědi rostlin. Pro každý jednotlivý experiment lze množství 

světla vyjádřené jako relativní světelné jednotky (RLU) převést na absolutní [Ca2+] 

pomocí kalibrační křivky, která bere v úvahu celkový počet molekul aequorinu 

přítomný ve vzorku. To se provádí uvolněním rekonstituovaného aequorinu roztokem 

obsahujícím Ca2+ a ethanol (100 mM CaCl2, 10% ethanol (v/v)) (Allen et al., 1977; 

Mithöfer et Mazars, 2002). 

Každou metodu doprovází její výhody a nevýhody, a jinak tomu není 

ani u analýzy Ca2+ pomocí aequorinu. Výhodou aequorinu je to, že nevyžaduje excitaci 

fluorescenčním zářením, což je užitečné zejména při měření hladiny Ca2+ vyžadující 

dlouhé časové intervaly (Sai et Johnson, 2002; Love et al., 2004; Martí et al., 2013; 

Martí Ruiz et al., 2020). Mezi jeho nevýhody patří i) nízká hodnota kvantového výtěžku 

(Mithöfer et Mazars, 2002), ii) nutnost exogenního dodání koelenterazinu 

s předpokladem několikahodinové inkubace rostlinného materiálu s prostetickou 

skupinou před zahájením experimentu (Knight et al., 1991) a iii) nelinearita rychlosti 

emise světla jako funkce koncentrace Ca2+ (Robert et al., 2000). 

Aequorin funguje v organismu Aequorea victoria na principu emise fotonů 

a následné excitace zeleného fluorescenčního proteinu (GFP) (Prasher et al., 1992). 

Při laboratorních pokusech tato vlastnost posloužila k vytvoření GFP-aequorinového 

reportéru (např. G5A) na bázi bioluminiscenčního rezonančního přenosu energie 

(BRET). Tento senzor dokázal obejít nízké množství vyzařovaného světla aequorinem 

a umožnil tak snazší detekci kolísání koncentrace Ca2+ s možností použití kamery 

s kratší dobou expozice v porovnání s vizualizací pomocí aequorinu. Nutnost exogenní 

aplikace koelenterazinu mu však zůstala. (Baubet et al., 2000; Rogers et al., 2005). 

Velkým úspěchem byla exprese G5A senzoru v A. thaliana, která umožnila vůbec první 
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vizualizaci systémové Ca2+ vlny šířící se z kořenů do prýtu po zasolení (Xiong et al., 

2014). 

 

3.2.2 Další zobrazovací metody 

Vědci koncem 90. let začali pracovat na vývoji nové generace GECIs, 

využívající fluorescenční proteiny (tj. GFP) a jeho spektrální varianty. Jednalo se 

o senzory na bázi Försterova rezonančního přenosu energie (FRET), tzv. radiometrické 

senzory umožňující detekci excitace a duální emise elektromagnetického záření. Prvním 

fluorescenčním GECI byl ‘yellow cameleon‘ (YC) (Miyawaki et al., 1997) a brzy na to 

byly vyvinuty YC1.2 (Miyawaki et al., 1999), YC3.6 (Nagai et al., 2002) a série jejich 

variant s vyšší afinitou k Ca2+, tzv. YC-Nano (např. YC-Nano 65) (Horikawa et al., 

2010). Tyto senzory jsou založeny na Ca2+-indukované protein-protein interakci mezi 

CaM a CaM vazebným peptidem M13 (Miyawaki et al., 1997). Kromě senzorů 

CAMELEON a jeho variant byly v rostlinách úspěšně použity například senzory 

CerTN-L15 (Heim et al., 2007; Denninger et al., 2014) nebo Twitch 2B a Twitch 3 

(Thestrup et al., 2014; Waadt et al., 2017), alternativní FRET Ca2+ senzory, které místo 

CaM domény používají k detekci a vazbě Ca2+ troponin C (Palmer et al., 2006).  

Další možností vizualizace Ca2+ iontů jsou GECIs založeny na jednom 

fluoroforu. Jedná se o intenziometrické senzory založené na cirkulárně permutovaném 

fluorescenčním proteinu (např. GFP, YFP, mApple), fúzovaném na svém C- a N-konci 

s CaM doménou a M13 peptidem. V přítomnosti Ca2+ dochází k zesílení interakce mezi 

C- a N-koncem fluoroforu a nárůstu emise světla, což tyto GECIs činí vhodnými 

pro real-time indikaci hladin Ca2+ (Baird et al., 1999; Nakai et al., 2001). Mezi 

intenziometrické GECIs patří například GCaMP a jeho varianty GCaMP3 a jGCaMP7 

(Nakai et al., 2001; Tian et al., 2009; Dana et al., 2019). Prvním intenziometrickým 

GECI exprimovaným v rostlinných buňkách byl Case12 (Zhu et al., 2013) a hned nato 

R-GECO1, červený fluorescenční GECI odvozený od GCaMP3 (Ngo et al., 2013; 

Keinath et al., 2015). V nedávné době se podařilo GCaMP3 senzory transformovat 

množství rekalcitrantních seismonastických rostlin jako mucholapka (D. muscipula), 

rosnatka (D. spatulata) anebo citlivka (M. pudica) (Suda et al., 2020; Procko et al., 

2022; Hagihara et al., 2022).  
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3.3 Anestetika 

K prvnímu použití anestetik pro medicínské účely došlo v roce 1846, 

kdy chirurg John Collins Warren odstranil pacientu po inhalaci diethyletheru nádor krku 

(Rinaldi, 2014). Od té doby byla objevena spousta chemikálií indukujících anestezii. 

Jedná se například o chloroform, halothan, isofluran a xenon (Miller, 1847; Cullen et 

Gross, 1951; Raventós et Goodall, 1956; Nunn, 1985). Dosud však nebyl navržen 

obecný mechanismus celkové anestezie, který by popisoval, jak může široká škála 

inhalovaných nebo injikovaných sloučenin v nervovém systému živočichů reverzibilně 

vyvolávat stav bezvědomí, amnézii, analgezii a vymizení spontánních pohybů, to vše 

při zachování stabilního fyziologického systému (Rinaldi, 2014). Anestetika jsou totiž 

odlišné sloučeniny bez strukturních podobností. Zahrnují dokonce chemicky inertní 

prvky jako výše zmíněný vzácný plyn xenon (Cullen et Gross, 1951). V rané fázi 

výzkumu anestezie byla navržena teorie Meyerovy-Overtonovy korelace popisující 

korelaci mezi silou anestetika a rozpustností v tucích, takzvaná membránová teorie 

účinku anestetik (Meyer, 1899; Overton, 1901). Od této teorie však bylo upuštěno 

po objevení účinku anestetik na solubilizovaný protein luciferázu (takzvaná proteinová 

teorie účinku anestetik, Franks et Lieb, 1984) a současný výzkum se zaměřuje 

na identifikaci specifických receptorů v neuronech interagujícími s anestetiky. 

Jako molekulární cíle mnoha lokálních a intravenózních celkových anestetik byly 

označeny například GABA receptory, NMDA receptory, sodíkové kanály a ‘two pore‘ 

draselné kanály (TPKC) (Franks, 2008), i když se stále objevují práce, které poukazjí 

na interakci anestetik s membránami (Pavel et al., 2020). 

Anestetika jsou úzce spjatá také s rostlinami. Francouzský vědec Claude Bernard 

vypozoroval, že senzitivní rostlina Mimosa pudica pod vlivem diethyletheru po dotyku 

neskládá své listy. Byl prvním, kdo dospěl k závěru, že rostliny a živočichové sdílejí 

společnou biologickou podstatu, kterou anestetika svým působením narušují (Bernard, 

1878; Perouansky, 2012). Později bylo zjištěno, že rostliny mají glutamátovou a GABA 

signalizaci a receptory (Forde, 2014; Žárský, 2015). V nervové soustavě živočichů 

jsou verze těchto receptorů cílem anestetik, zejména na synapsích dvou neuronů, 

kde glutamát a GABA působí jako neurotransmitery (Kelz et Mashour, 2019). 

Nezůstalo pouze u diethyletheru, rostlinní fyziologové vypozorovali podobný efekt 

po aplikaci anestetik jako je chloroform, ketamin, lidokain a další (Bünning, 1934; 

De Luccia, 2012). Mezi jejich reverzibilní účinky u rostlin patří ztráta citlivosti 
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na vnější podnět, zastavení fototaktických pohybů a pohybů rostlinných orgánů, 

inhibice klíčení semen a akumulace chlorofylu, změna homeostázy ROS, narušení 

jasmonátové signalizace, blokování APs a inhibice vezikulárního transportu (Yokawa et 

al., 2018; Pavlovič et al., 2020). Rostliny navíc mají schopnost vytvářet si vlastní 

endogenní anestetika, a to zejména při působení stresu. Roku 1982 bylo zjištěno, 

že stresované sazenice borovice, břízy a dalších rostlin uvolňují ethan, ethylen, ethanol 

a acetaldehyd (Kimmerer et Kozlowski, 1982). Dnes víme, že se jedná o desítky 

anestetik a sloučenin souvisejících s anestetiky, včetně esenciálních olejů, terpenoidů, 

flavonoidů a alkaloidů (Tsuchiya, 2017). 

 

3.3.1 Ketamin 

Ketamin je derivát fenylcyklohexylaminu. Jedná se o racemickou směs 

obsahující stejný podíl (R)- a (S)-ketaminu, přičemž (S)-enantiomer vykazuje větší 

afinitu k NMDA receptoru (Adams et al., 1978; Ebert et al., 1997). Komerčně 

dostupným v oblasti humánní medicíny se stal v roce 1970 jako rychle působící 

intravenózní disociativní anestetikum (Dundee et al., 1970). Mimo jeho anestetické 

účinky působí také analgeticky (Weisman, 1971), protizánětlivě (Roytblat et al., 1998) 

a vykazuje antidepresivní aktivitu. Jediná subanestetická dávka ketaminu vyvolá rapidní 

a dlouhotrvající antidepresivní účinky u pacientů, kteří jsou rezistentní vůči jiným 

antidepresivům (Berman et al., 2000; Fava et al., 2020). 

Ketamin je lidem podáván více cestami, a to intravenózně, intramuskulárně, 

orálně, intranazálně a intrarektálně (Malinovsky et al., 1996; Andrade, 2017). 

Disociativní anestezie nenavozuje úplné bezvědomí, ale je charakterizována katatonií, 

katalepsií a amnézií. U lidí se disociativní anestezie dosahuje při dávkách ketaminu 

v rozmezí 1‒2 mg·kg−1 podaného intravenózně nebo v rozmezí 4‒11 mg·kg−1 podaných 

intramuskulárně (Sage et Laird, 1972; Dachs et Innes, 1997; Green et al., 2011). 

Historicky je jako první receptorový cíl ketaminu uznáván živočišný NMDA receptor, 

ve kterém ketamin působí jako nekompetitivní blokátor otevřeného kanálu (Lodge et 

al., 1982). Ketamin se váže na alosterické fencyklidové místo, které se nachází v póru 

NMDA kanálu, a tím nekompetitivně blokuje receptor (Kohrs et Durieux, 1998). 

Předpokládá se, že právě blokace NMDA receptorů stojí za disociativním anestetickým, 

analgetickým, antidepresivním a amnestickým účinkem ketaminu (Oye et al., 1992; 

Autry et al., 2011). Ketamin blokuje také hyperpolarizací aktivované cyklické 

nukleotidové kanály (HCN), konkrétně heteromery HCN1-HCN2. Chen a kolektiv přišli 
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na to, že u HCN knockoutovaných myší byla významně potlačena ketaminem 

indukovaná anestezie (Chen et al., 2009). Ketamin se váže a působí na spoustu dalších 

typů receptorů, za zmínku stojí například GABA receptory (Scholfield, 1980), 

cholinergní receptory, sigma receptory (Hustveit et al., 1995) a opioidní receptory 

(Hirota et al., 1999). 
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Biologický materiál 

Pro účely měření povrchového elektrického potenciálu, luminiscence aequorinu 

a exprese genů byly použity šestitýdenní rostliny Arabidopsis thaliana (L.), ekotyp 

Columbia (Col-0, divoký typ) a transgenní rostliny Arabidopsis thaliana (L.), ekotyp 

Columbia (Col-0, exprimující apoaequorin pod kontrolou promotoru 35S CaMV).  

Všechny rostliny byly pěstovány v půdním substrátu Potgrond H (Klasmann-

Deilmann GmbH) v růstové komoře AR75L (Percival-Scientific) na Katedře biofyziky 

UP v Olomouci s denním cyklem 8 h světlo/16 h tma za daných podmínek: 

100 μmol·m−2·s−1 FAR, 21 °C : 21 °C den : noc, 60% relativní vlhkost vzduchu. 

Tři hodiny před měřením byly rostliny postříkány 0,5% (18mM) roztokem ketaminu 

(Lipomed AG, kat.č. C2944, KET-663-HC) v 0,01% Tween 20 (Sigma Aldrich, 

kat.č. 93773). Kontrolní rostliny byly postříkány destilovanou vodou v 0,01% Tween 

20. 

 

4.2 Použité chemikálie, soupravy a roztoky 

Použité chemikálie 

o DNase/RNase-free destilovaná voda (Thermo Fisher Scientific, kat.č. 10977015) 

o Destilovaná voda 

o Ethanol – 96% roztok (Lachner, kat.č. 20025-AP0) 

o Ethanol – 99,8% roztok pro UV spektroskopii (Lachner, kat.č. 20025-U99) 

o Chlorid vápenatý bezvodý granulovaný (Lachner, kat.č. 30096-AP4-G1000-1) 

o Ketamin – (Lipomed AG, kat.č. C2944) 

o Koelenterazin (Invitrogen, kat.č. C2944) 

o Tekutý dusík (Linde) 

o Tween 20 (Sigma Aldrich, kat.č. 93773) 

o Vodivý gel (Hellada) 

 

Použité soupravy 

o Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, kat.č. STRN50) 

o RNA Clean & Concentrator -5 kit (Zymoresearch, kat.č. R1013) 

o iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, kat.č. 1708890) 
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o Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific, 

kat.č. K0221) 

 

Použité roztoky a jejich příprava 

o 0,5% Ketamin v 0,01% Tween 20: 50 mg ketaminu doplnit dH2O s 0,01% 

Tween 20 (1 µl) do objemu 10 ml 

o 10µM koelenterazin v 0,01% Tween 20: 13 µl 2,3mM koelenterazinu doplnit 

dH2O s 0,01% Tween 20 (300 nl) do objemu 3 ml 

o Roztok pro vysvícení (tzv. „discharge“): 1,1 g CaCl2 doplnit dH2O s 10% 

ethanolem (1 ml) do objemu 10 ml 

 

4.3 Použité přístroje a zařízení 

o CCD kamera VersArray:1300B (Princeton Instruments) 

o Centrifuga Centrifuge 5430 R s rotory FA-45-16-17 a A-2-MTP (Eppendorf) 

o Hlubokomrazící box CryoCube F440n (Eppendorf) 

o Laminární box M 1800 (MERCI) 

o Mikrocentrifuga MiniStar silverline (WWR) 

o Objektiv Nikkor Z 50mm f/1,2 S (Nikon) 

o Povrchové nepolarizovatelné elektrody Ag/AgCl (Scanlab Systems) 

o qPCR termocyklér QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems) 

o Růstová komora AR75L (Percival-Scientific) 

o Spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific) 

o Termoblok Bio TDB-100 (Biosan) 

o Termocyklér 5341 Mastercycler epGradient s ovládacím panelem 5340 

(Eppendorf) 

o Třepačka VORTEX 4 basic (IKA) 

o Zesilovač (Katedra biofyziky Univerzity Palackého) 

 

4.4 Použité metody 

4.4.1 Měření povrchového elektrického potenciálu 

Pro měření povrchového elektrického potenciálu bylo použito 12 kontrolních 

rostlin A. thaliana (L.), ekotyp Columbia divokého typu a 12 rostlin A. thaliana (L.), 

ekotyp Columbia divokého typu, postříkaných 0,5% roztokem ketaminu 
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v 0,01% Tween 20. Byla použita aparatura pro detekci elektrických signálů obsahující 

povrchové nepolarizovatelné elektrody Ag/AgCl umístěné ve Faradayově kleci (Ilík et 

al., 2010). Povrchové elektrody (E1, E2) byly spojeny s bází listové čepele lokálního 

a přilehlého listu pomocí vodivého gelu (Hellada). Referenční elektroda byla ponořena 

do misky s vodou, která byla umístěna pod květináčem s testovanou rostlinou. 

Aparatura viz Obr. 3. Elektrody byly připojeny k zesilovači s následujícími parametry: 

vstupní citlivost: 1‒1000, šum: 2‒3 mV, frekvenční rozsah (−3 dB): 105 Hz, 

doba odezvy: 10 μs, vstupní impedance: 1012 Ω, a po ustálení signálu bylo zahájeno 

měření. Povrchové potenciály byly měřeny po poranění apikální části lokálního listu 

a přetětí střední žíly rozžhavenou pinzetou. Data byla sbírána každých 30 ms. 

Amplituda a poločas depolarizace a hyperpolarizace byly vypočteny podle Jakšová et 

al. (2021) (Obr. 4). Z naměřených dat byl pomocí programu Excel (Microsoft 

Corporation) proveden dvouvýběrový Welchův t-test s nerovností rozptylů a následně 

byly sestrojeny grafy typu box-plot (Origin 8.5.1, OriginLab). 

 

 

Obr. 3: Aparatura pro měření povrchových elektrických potenciálů na rostlině A. 

thaliana. 

 

síť Faradayovy klece 

referenční elektroda 

E1 spojená s lokálním  

listem 

E2 spojená s přilehlým 

listem 
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Obr. 4: Číslování listů pro experimenty s šířením elektrických signálů a parametry elektrických 

signálů u A. thaliana (převzato z Jakšová et al., 2021). Analýza byla provedena na lokálním listu č. 8 

a sousedním systémovém listu č. 13. Parametry kvantifikace elektrických signálů (amplituda 

a poločas doby trvání, t1/2) jsou znázorněny. Použitá terminologie (depolarizace, repolarizace) je 

míněna z intracelulárního hlediska. 

 

4.4.2 Vizualizace luminiscence aequorinu 

Pro vizualizaci luminiscence aequorinu bylo použito 18 kontrolních transgenních 

rostlin Arabidopsis thaliana (L.), ekotyp Columbia, exprimující apoaequorin 

pod kontrolou promotoru 35S CaMV a 18 transgenních rostlin Arabidopsis thaliana 

(L.), ekotyp Columbia, exprimující apoaequorin pod kontrolou promotoru 35S CaMV 

postříkaných 0,5% roztokem ketaminu v 0,01% Tween 20.  Den před vykonáním 

experimentu byly pro účely rekonstituce aequorinu testované rostliny postříkány 

roztokem 10μM koelenterazinu v 0,01% Tween 20 a následně inkubovány přes noc 

ve tmě z důvodu citlivosti koelenterazinu na světlo. Na druhý den byla monitorována 

[Ca2+]cyt v rostlinách s využitím vysoce citlivé CCD kamery (Kiep et al., 2015) 

obsahující objektiv s ohniskovou vzdáleností 50 mm a clonovým číslem f/1,2 
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pro zvýšení účinnosti sběru světla. Kamera byla ochlazena na −100 °C pomocí 

chladícího systému využívajícího tekutý dusík z důvodu snížení šumu. Spektrální 

citlivost kamery byla v rozsahu vlnových délek λ = 200‒1000 nm s téměř 

90% kvantovou účinností ve viditelné oblasti spektra. Spektrální citlivost byla 

skleněnými čočkami omezena na rozsah vlnových délek λ = 350‒1000 nm. Na kameře 

byla nastavena snímková frekvence 100 kHz a vstupní citlivost 2. Akvizice signálu 

byla prováděna pomocí softwaru Win View (Princeton Instruments). Režim počítání 

fotonů zachytil fotony s akviziční dobou 10 s. Kamera byla umístěna v temné komoře 

o rozměrech 3 × 1,5 × 2,5 m. Dveře od temné komory byly chráněny černým závěsem 

před veškerým světlem. 

Nejprve byl pořízen viditelný snímek rostliny, po kterém následovalo poranění 

apikální části označeného lokálního listu a přetětí střední žíly rozžhavenou pinzetou 

v prostředí absolutní tmy a snímání šířícího se Ca2+ signálu. Po dokončení snímání byl 

zbývající aequorin vysvícen postřikem listové růžice roztokem pro vysvícení 

(„discharge“, 1 M CaCl2 v 10% ethanolu), reprezentující pozitivní kontrolu, 

při zobrazování luminiscence aequorinu s akviziční dobou 1 min. Data byla zpracována 

pomocí programu ImageJ (NIH) a po určení průměrné intenzity signálu v oblasti zájmu 

(ROI) v daném čase byly výsledné hodnoty převedeny do grafické podoby pomocí 

programu Excel (Microsoft Corporation). 

 

4.4.3 Analýza exprese JAZ8, JAZ10, AOS a OPR3 

4.4.3.1 Odběr a homogenizace vzorků 

Pro analýzu exprese JAZ8, JAZ10, AOS a OPR3 bylo použito 8 kontrolních rostlin 

Arabidopsis thaliana (L.), ekotyp Columbia divokého typu postříkaných dH2O s 0,01% 

Tween 20 a 8 rostlin Arabidopsis thaliana (L.), ekotyp Columbia divokého typu 

postříkaných 0,5% roztokem ketaminu v 0,01% Tween 20. Polovina kontrolních 

a polovina testovaných rostlin byla poraněna rozžhavenou pinzetou v apikální části 

označeného lokálního listu. Označené lokální a systémové listy všech rostlin byly 

po 1 h od poranění sklizeny a přeneseny do sterilních 2ml mikrozkumavek (pro lepší 

orientaci viz Tab. 1). Rostlinný materiál v mikrozkumavkách byl ihned poté zmrazen 

tekutým dusíkem a uložen do hlubokomrazícího boxu při −80°C. 
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Tab. 1: Typy a počty vzorků rostlinného materiálu pro analýzu exprese JAZ8, JAZ10, 

AOS a OPR3.  

zkratka vzorku typ vzorku počet 

CL  kontrola lokální list 1, 2, 3, 4 

CS  kontrola systémový list 1, 2, 3, 4 

AL  ketamin lokální list 1, 2, 3, 4 

AS  ketamin systémový list 1, 2, 3, 4 

CWL  kontrola poraněný lokální list 1, 2, 3, 4 

CWS  kontrola poraněný systémový list 1, 2, 3, 4 

AWL ketamin poraněný lokální list 1, 2, 3, 4 

AWS  ketamin poraněný systémový list 1, 2, 3, 4 

 

Pro analýzu exprese genů byly použity 4 biologické a 3 technické replikáty. 

Postup práce popsaný na následujících stranách byl vždy prováděn s osmi vzorky, 

každý s jedním biologickým replikátem. Rostlinná pletiva byla pomocí tekutého dusíku 

při teplotě −196 °C homogenizována na jemný prášek ve sterilní třecí misce. Vzniklý 

prášek byl špachtlí přenesen do sterilních 2ml mikrozkumavek a mikrozkumavky 

s rostlinným materiálem byly zmraženy v tekutém dusíku.  

 

4.4.3.2 Izolace a extrakce RNA 

Celková RNA byla izolována ze vzorků pomocí Spectrum Plant Total RNA Kit. 

Homogenizované vzorky v mikrozkumavkách byly umístěny do stojánku na ledu. 

Stojánek se vzorky byl poté přesunut do digestoře. Do každé mikrozkumavky 

s homogenizovaným vzorkem bylo napipetováno 505 µl lyzační směsi připravené 

smícháním lyzačního roztoku (Lysis Solution) a 2 merkaptoethanolu, obě látky byly 

součástí zmíněného kitu (viz Tab. 2). 

 

Tab. 2: Lyzační směs pro izolaci RNA. 

látka objem pro 1 vzorek [μl] 

lyzační roztok (Lysis Solution) 500 

2-merkaptoethanol 5 

celkem 505 

 

Vzorky byly promíchány opakovaným překlápěním a poté důkladně promíchány 

pomocí vortexu po dobu 30 s. Zvortexované vzorky byly ponechány k inkubaci 

v termobloku po dobu 5 min při teplotě 56 °C a následně centrifugovány 5 min 

při 16 000× g a 15 °C (teplota a otáčky zůstaly během celé této části postupu stejné). 
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Supernatant byl přepipetován na filtrační kolony se sběrnými zkumavkami (Filtration 

Columns) z kitu a takto centrifugován 1,5 min. Ze sběrných zkumavek byla 

odstraněna filtrační kolona a do lyzátu bylo napipetováno 500 µl vazebného 

roztoku (Binding Solution), který byl součástí kitu. Poté bylo 700 µl této směsi 

přepipetováno na binding kolony se sběrnými zkumavkami (Binding Columns) z kitu 

a centrifugováno 1,5 min. Obsah sběrných zkumavek byl následně vylit do odpadu 

a kolony byly vráceny do prázdných sběrných zkumavek. Na kolony bylo napipetováno 

zbylých 300 µl směsi lyzátu a vazebného roztoku. Opět byla provedena centrifugace 

po dobu 1,5 min a obsah sběrných zkumavek byl znovu vylit do odpadu a kolony 

vráceny do prázdných sběrných zkumavek. 

Další práce probíhala mimo digestoř. Na kolony bylo napipetováno 500 µl 

promývacího roztoku 1 (Wash Solution 1) z kitu a následně byly centrifugovány 1 min. 

Obsah sběrných zkumavek byl znovu vylit do odpadu a kolony vráceny do prázdných 

sběrných zkumavek. Poté bylo na kolony napipetováno 500 µl promývacího roztoku 2 

(Wash Solution 2), který byl také součástí kitu, obsah byl opět centrifugován 1 min, 

obsah sběrných zkumavek vylit do odpadu a kolony vráceny zpět do prázdných 

sběrných zkumavek. Třetí promytí kolon proběhlo identicky s předchozím. Následně 

byly kolony vysušeny centrifugováním po dobu 1 min. Vysušené kolony byly 

přemístěny do nové sběrné zkumavky. Na membránu kolon bylo napipetováno 50 µl 

elučního roztoku (Elution Solution) z kitu. Vzorky byly nejprve inkubovány 1 min 

při pokojové teplotě a poté byly centrifugovány 1 min. Kolony byly odstraněny 

a vzorky ze sběrných zkumavek byly přepipetovány do sterilních mikrozkumavek. 

Takto bylo získáno 50 µl celkové RNA z každého vzorku. 

 

4.4.3.3 Purifikace RNA 

Získaná celková RNA byla purifikována pomocí RNA Clean & Concentrator -5 

kitu. Do každého vzorku bylo napipetováno 100 µl RNA vazebného pufru (RNA 

Binding Buffer) z kitu a poté 150 µl 96% ethanolu. Vzorky byly přepipetovány 

na Zymo-Spin IC kolony (Zymo-Spin IC Columns) umístěné ve sběrných zkumavkách 

a centrifugovány 1 min při 16 000× g a 15 °C (teplota a otáčky zůstaly během celé této 

části postupu stejné). Obsah sběrných zkumavek byl vylit do odpadu a kolony vráceny 

do prázdných sběrných zkumavek. Poté bylo na membrány kolon napipetováno po 40 µl 

reakční směsi pro DNázu I smícháním DNázy I (DNase I) a DNA Digestion Buffer 

z kitu (Tab. 3) pro odstranění případné kontaminace genomickou DNA. Stojánek se 
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vzorky byl sundán z ledu a vzorky byly inkubovány 20 min při pokojové teplotě. 

Po inkubaci bylo na kolony napipetováno 400 µl RNA Prep Buffer z použitého kitu 

a proběhla centrifugace po dobu 30 s. Proteklá tekutina byla vylita do odpadu a stojan 

se vzorky byl vrácen zpět na led. Na kolony bylo napipetováno 700 µl RNA 

promývacího pufru (RNA Wash Buffer) z kitu a opět proběhla centrifugace po dobu 

30 s. Proteklá tekutina byla opět vylita do odpadu. Následně bylo na kolony 

napipetováno zbylých 400 µl RNA promývacího pufru a vzorky byly centrifugovány 

1 min. Po vylití proteklé tekutiny do odpadu následovala další centrifugace po dobu 

2 min pro kompletní odstranění RNA promývacího pufru. Kolony byly přeneseny 

do RNase-free mikrozkumavek. Na membrány kolon bylo napipetováno 25 µl 

DNase/RNase-free H2O, která byla součástí kitu, a centrifugováno 30 s. Na závěr byla 

pomocí UV-VIS spektrofotometru NanoDrop při vlnových délkách 260 a 280 nm 

naměřena koncentrace a čistota získané RNA a vzorky byly uchovány 

v hlubokomrazícím boxu při −80°C. 

 

Tab. 3: Reakční směs pro DNázu I. 

látka objem pro 1 vzorek [μl] 

DNase I 5 

DNA Digestion Buffer 35 

celkem 40 

 

4.4.3.4 Syntéza cDNA 

Pro syntézu cDNA ze získané RNA byl použit iScript cDNA Synthesis Kit. Podle 

zjištěné koncentrace RNA ve vzorcích byl spočten objem RNA a nuclease-free H2O 

potřebný pro syntézu cDNA. Stojan se vzorky a reagenciemi byl postaven na led. 

Do sterilní 0,2ml mikrozkumavky byla připravena reakční směs pro syntézu cDNA 

smícháním 5x iScript Reaction Mix a iScript Reverse Transcriptase, obojí ze zmíněného 

kitu (viz Tab. 4). Do 16 sterilních 0,1ml mikrozkumavek byly napipetovány vypočtené 

objemy nuclease-free H2O, poté bylo připipetováno po 5 µl reakční směsi a vypočtené 

objemy RNA tak, aby v každé mikrozkumavce bylo celkem 20 µl reakčního mixu. 

Obsah zkumavek byl stočen v mikrocentrifuze a následně byla tato hotová reakční směs 

inkubována 26 min v termocykléru s daným programem (Tab. 5). Z každého vzorku 

RNA tak byly vytvořeny 2 vzorky cDNA, jejichž koncentrace a čistota byla naměřena 

pomocí UV-VIS spektrofotometru NanoDrop. 
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Tab. 4: Reakční směs pro syntézu cDNA. 

látka objem pro 1 vzorek [μl] 

5x iScript Reaction Mix 4 

iScript Reverse Transcriptase 1 

celkem 5 

 

Tab. 5: Teplotní a časový profil termocykléru pro syntézu cDNA. 

krok teplota [°C] doba trvání [min] 

priming 25,0 5 

reverzní transkripce 46,0 20 

inaktivace reverzní transkriptázy 95,0 1 

 

4.4.3.5 Analýza exprese JAZ8, JAZ10, AOS a OPR3 pomocí qPCR 

Primery pro amplifikaci sekvence tzv. housekeeping genu ‘ubiquitin-conjugating 

enzyme‘ (UBC21) a sekvence genů zájmu (‘jasmonate zim-domain 8‘, JAZ8; ‘jasmonate 

zim-domain 10‘, JAZ10; ‘12-oxophytodienoate reductase 3‘, OPR3; ‘allene oxide 

synthase‘, AOS) byly použity podle Mousavi et al., 2013 a Chini et al., 2018 (Tab. 6). 

 

Tab. 6: Sekvence primerů pro geny JAZ8, JAZ10, AOS, OPR3 a UBC21. 

gen primer sekvence 5‘-3‘ 

JAZ8 
forward TGTGTTTTTCTTCAGATGTTACCC 

reverse TCTCTGCTTGCGATCGATATT 

JAZ10 
forward ATCCCGATTTCTCCGGTCCA 

reverse ACTTTCTCCTTGCGATGGGAAGA 

AOS 
forward GCGACGAGAGATCCGAAGA 

reverse CTCGCCACCAAAACAACAAA 

OPR3 
forward GCATGGAAGCAAGTTGTGGAAGCA 

reverse CATGCGCCCCGTGGATCTCAAT 

UBC21 
forward CAGTCTGTGTGTAGAGCTATCATAGCAT 

reverse AGAAGATTCCCTGAGTCGCAGTT 

 

Kvantitativní polymerázová řetězová reakce byla provedena s využitím Maxima 

SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) kitu. Celý postup přípravy vzorků probíhal 

na ledu. Po roztání byly veškeré vzorky a roztoky zvortexovány a následně krátce 

zcentrifugovány na mikrocentrifuze. Do sterilních 1,5ml mikrozkumavek byly 

připraveny reakční směsi pro geny JAZ8, JAZ10, AOS, OPR3 a UBC21 sestávající 

z nuclease-free H2O z kitu, příslušných forward a reverse primerů a fluorescenčního 

barviva SYBR Green z kitu (Tab. 7). Reakční směsi byly řádně promíchány 
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propipetováním a stočením na mikrocentrifuze. Ze získaných koncentrací cDNA byl 

vypočten objem cDNA a nuclease-free H2O a vzorky cDNA byly následně 10x zředěny. 

Do každé z jamek 96 jamkové PCR destičky bylo napipetováno 9 µl reakční směsi 

a poté byly připipetovány 3 µl zředěných vzorků cDNA nebo 3 µl nuclease-free H2O 

pro účel negativní kontroly podle schématu (Obr. 5). Celkový objem v jedné jamce činil 

tedy 12 µl. Vzorky byly nanášeny v triplikátech a odchylka Ct hodnot v triplikátu 

nesměla překročit 0,5. PCR destička byla zalepena pomocí adhesivní optické PCR fólie 

a následně zcentrifugována na centrifuze s destičkovým rotorem. Bubliny 

v jednotlivých jamkách byly odstraněny klepáním. Destička byla vložena 

do termocykléru pro qPCR se zvoleným programem (Tab. 8). 

 

Tab. 7: Reakční směs pro qPCR. 

látka objem na 1 jamku [μl] 

SYBR Green 6,25 

forward primer (JAZ8, JAZ10, AOS, OPR3) 0,375 

reverse primer (JAZ8, JAZ10, AOS, OPR3) 0,375 

nuclease-free H2O 2 

celkem 9 

 

Tab. 8: Teplotní a časový profil kvantitativní PCR pro studium exprese genů JAZ8, 

JAZ10, AOS a OPR3. 

krok  teplota [°C] doba trvání  počet cyklů 

úvodní denaturace 95,0 10 min 1 

denaturace 95,0 15 s 

 annealing 60,0 30 s 40 

elongace 72,0 30 s 

 finální denaturace 95,0 2 s 1 
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Obr. 5: Schéma nanášení vzorků do 96 jamkové PCR destičky pro studium exprese genů JAZ8, 

JAZ10, AOS a OPR3. Z kapacitních důvodů byly vždy spolu testovány geny JAZ8, JAZ10 a UBC21 

a geny AOS, OPR3 a UBC21.  

Legenda: C – kontrolní rostliny, A – (anestetikem) ketaminem ošetřené rostliny, W – teplem poraněné rostliny, L –

lokální list, S – systémový list, N – negativní kontrola 

 

Po skončení programu byly pomocí softwaru Design & Analysis (QuantStudio) 

získány výsledky Ct hodnot a křivek tání analyzovaných genů. Relativní změny 

v genové expresi byly stanoveny podle Pfaffl, 2001. Výsledné hodnoty byly pomocí 

programu Origin 8.5.1 (OriginLab) převedeny do grafické podoby. 

 

4.4.4 Blast analýza 

Pomocí programu BLAST (NCBI) byla porovnána aminokyselinová sekvence 

lidských NMDA receptorů (NMDA 2A izoforma, NP_000824.1) se sekvencí GLR 

receptorů v A. thaliana AtGLR3.3 (NP_001322169.1) a AtGLR3.6 (NP_001326369.1). 
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Analýza elektrických signálů pomocí měření povrchového 

potenciálu 

K detekci elektrických signálů v A. thaliana byla použita metoda měření 

povrchového potenciálu. Poranění lokálního listu teplem u kontrolních rostlin 

indukovalo hyperpolarizaci membránového potenciálu (extracelulárně zaznamenaný 

negativní posun napětí, představující intracelulární depolarizaci), reprezentující 

tzv. potenciál pomalých vln (SWP). Elektrický signál byl během několika sekund 

po popálení přenesen do systémových listů. Některé systémové listy vyvolaly 

před přechodnou hyperpolarizací (představující intracelulární depolarizaci) přechodnou 

depolarizaci (představující intracelulární hyperpolarizaci) membránového potenciálu. 

Změny tvaru a intenzity elektrického signálu jsou znázorněny na Obr. 6 níže. Poranění 

lokálního listu teplem u rostlin ovlivněných ketaminem v něm indukovalo elektrické 

signály se stejnou amplitudou jako u kontrolních rostlin, avšak se zkráceným poločasem 

t1/2. Do systémových listů se signál rozšířil během několika desítek sekund s výrazně 

redukovanou amplitudou i t1/2. V některých případech se projevila úplná absence 

hyperpolarizace (představující intracelulární depolarizaci) a byla zaznamenána pouze 

přechodná depolarizace (představující intracelulární hyperpolarizaci), viz Obr. 7. 
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Obr. 6: Příklady povrchových potenciálů generovaných v lokálních a systémových listech 

A. thaliana po poranění teplem. (A) Kontrolní rostliny. (B) Rostliny ošetřené ketaminem. Čas, 

kdy byl lokální list tepelně poraněn, je znázorněn šipkami. Použitá terminologie (depolarizace, 

repolarizace) je míněna z intracelulárního hlediska. 
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Obr. 7: Amplitudy a poloviční doby trvání povrchových potenciálů v reakci na tepelné poranění 

u kontrolních rostlin a rostlin ošetřených ketaminem v lokálních a systémových listech A. thaliana. 

♢ = naměřené hodnoty, Boxplot znázorňuje 25. percentil, medián, 75. percentil datových 

bodů, × = průměr naměřených hodnot, chybové úsečky ± 1 SD, n = 8‒12, statistická analýza 

provedena pomocí dvouvýběrového Welchova t-testu s nerovností rozptylu, ** = p < 0,01, 

* = p < 0,05. Pojmy depolarizace a hyperpolarizace jsou míněny z intracelulárního hlediska. 

 

5.2 Analýza propagace Ca2+ vln pomocí vizualizace luminiscence 

aequorinu 

Elektrické a Ca2+ signály jsou spolu úzce spjaty, a proto byl dalším experimentem 

monitoring hladin [Ca2+]cyt. Toho bylo docíleno využitím transgenní rostliny A. thaliana 

exprimující protein apoaequorin z medúzy A. victoria. Tepelné poranění zřetelně 

indukovalo Ca2+ vlnu, která se z lokálního listu systémově šířila do sousedních listů 

jak v kontrolních rostlinách (Obr. 8A), tak i v rostlinách ovlivněných ketaminem 

(Obr. 8B). 
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Obr. 8: Lokální a systémové [Ca2+]cyt signály v transgenní A. thaliana exprimující apoaequorin 

v odpovědi na tepelné poranění. (A) Kontrolní rostliny. (B) Ketaminem ošetřené rostliny. První 

obrázek sekvence je fotografie růžice ve viditelném světle (vis.), místo tepelného poranění vedeného 

přes střední žílu je znázorněno červenou šipkou. Časový průběh (00:00:00–00:04:10, h:min:s) 

akumulace [Ca2+]cyt znázorněn v levém horním rohu každé fotografie sekvence. Tepelné poranění 

lokálního listu v rozsahu 0–10 s, doba expozice 10 s. Poslední obrázek sekvence je kumulativní 

fotografie [Ca2+]cyt-dependentního počtu fotonů po vybití celé růžice (dis.), doba expozice 1 min.  
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Průměrná intenzita luminiscence lokálních listů kontrolních rostlin a ketaminem 

ovlivněných rostlin dosahovala nejvyšších hodnot v čase 25 s a následně pozvolně 

klesala, zatímco u systémových listů dosahovala nejvyšších hodnot v čase 

125 s s následným pozvolným klesáním. Mezi kontrolními a ketaminem ošetřenými 

rostlinami nebyl pozorován signifikantní rozdíl v závislosti průměrné intenzity 

luminiscence na čase (Obr. 9).  

 

Obr. 9: Průměrná intenzita luminiscenčního signálu v lokálních a systémových listech transgenní 

rostliny A. thaliana exprimující apoaequorin v reakci na tepelné poranění. Průměr ± SE, n = 7–9, 

statistická analýza provedena pomocí Welchova t-testu. Rostliny, u kterých nebyla detekována 

systémová odpověď, nebyly zapojeny do průměrování. 

 

Počet systémových listů, které přijaly elektrické signály z poraněného lokálního 

listu, se mezi kontrolními a ketaminem ovlivněnými rostlinami signifikantně nelišil 

a u kontrolních vzorků byly pozorovány odlehlejší hodnoty. Lokální odpověď byla 

zaznamenána vždy, nicméně systémová odpověď nikoliv (Obr. 10A). 

Maximální intenzita [Ca2+]cyt signálu v lokálních listech obou skupin byla 

srovnatelná, avšak téměř signifikantně snížená (P = 0,06) v systémových listech rostlin 

ošetřených ketaminem oproti kontrolním rostlinám (Obr. 10B). 

Hodnota intenzity poklesu signálu činila 20 %, což je srovnatelné s hodnotou 

intenzity poklesu signálu po vysvícení rostlin ovlivněných ketaminem, která činila 22 % 

(Obr. 10C), z čehož vyplývá, že i samotný zobrazovací systém je ovlivněný ketaminem. 
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Obr. 10: Kvantifikace [Ca2+]cyt signálu v transgenní rostlině A. thaliana exprimující apoaequorin. 

(A) Počet listů se systémovou odpovědí, n = 13–18. (B) Maximální intenzita luminiscenčního 

signálu v lokálních a systémových listech. Průměr ± SE, n = 7–8. C – kontrolní rostliny, A – 

(anestetikem) ketaminem ošetřené rostliny, W – teplem poraněné rostliny. Rostliny, u kterých 

nebyla detekována systémová odpověď, nebyly zapojeny do průměrování. (C) Intenzita vysvícení 

pomocí 1 M CaCl2 v 10% ethanolu, n = 3. ♢ = naměřené hodnoty, Boxplot znázorňuje 25. percentil, 

medián, 75. percentil datových bodů, × = průměr naměřených hodnot, chybové úsečky ± 1 SD. 

Signifikantní rozdíly mezi kontrolními a ketaminem ovlivněnými rostlinami byly posouzeny pomocí 

Welchova t-testu, kdy * = p < 0,05. 

 

5.3 Analýza exprese jasmonát-responzivních genů JAZ8, JAZ10, AOS 

a OPR3 pomocí qPCR 

Pomocí kvantitativní PCR byla provedena analýza exprese genů účastnících se 

biosyntézy JA (‘allene oxide synthase‘, AOS; ‘12-oxophytodienoate reductase 3‘, 

OPR3) a JA signalizace (‘jasmonate zim-domain 8‘, JAZ8; (‘jasmonate zim-domain 10‘, 

JAZ10) v lokálních a systémových listech A. thaliana. Polovina testovaných rostlin byla 

1 h před zahájením experimentu poraněna teplem. 

Aplikace ketaminu vyvolala v rostlinách signifikantně větší expresi všech čtyř 

testovaných jasmonát-responzivních genů než jaká byla pozorována u kontrolních 

rostlin postříkaných dH2O s 0,01% Tween 20, které vůbec neexprimovaly geny JAZ8 

a JAZ10 a geny AOS a OPR3 byly exprimovány pouze minimálně (Obr. 11A). 

Tepelné poranění dle očekávání vyvolalo ve všech testovaných rostlinách expresi 

všech čtyř jasmonát-responzivních genů, a to v daleko větším rozsahu než aplikace 

ketaminu. Míra exprese genů v ketaminem ošetřených rostlinách byla téměř srovnatelná 

s mírou exprese v kontrolních poraněných rostlinách postříkaných dH2O 
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s 0,01% Tween 20 (Obr. 11B). Jako příklad lze uvést gen JAZ8, jehož hodnota exprese 

v ketaminem ošetřených rostlinách byla v lokálních listech sice přibližně 1,4× vyšší, 

ale mezi systémovými listy vykazovaly vyšší hodnotu exprese JAZ8 kontrolní poraněné 

rostliny, konkrétně 3× vyšší. Podobné trendy vykazovaly také geny JAZ10 a AOS, 

pouze hodnota exprese OPR3 v ketaminem ošetřených rostlinách byla v obou případech 

lehce vyšší než u kontrolních rostlin. 

Přestože nebyl prokázán signifikantní účinek ketaminu na lokální a systémovou 

expresi jasmonát-responzivních genů, vykazovaly rostliny po patnáctém dni od aplikace 

ketaminu v porovnání s kontrolními rostlinami známky nedostatečného růstu 

a opožděného vývoje (Obr. 12). 

 

Obr. 11: Exprese jasmonát-responzivních genů v A. thaliana. (A) Genová exprese v lokálních 

a systémových listech ketaminem ošetřených rostlin. (B) Genová exprese v lokálních a systémových 

listech ketaminem ošetřených rostlin v odpovědi na tepelné poranění. Data o expresi normalizována 

proti ubiquitin-conjugating enzyme 21 (UBC21), n = 4–6. ♢ = naměřené hodnoty, Boxplot zobrazuje 

25. percentil, medián, 75. percentil datových bodů, × = průměr naměřených hodnot, chybové 

úsečky ± 1 SD. C – kontrolní rostliny, A – (anestetikem) ketaminem ošetřené rostliny, W – teplem 

poraněné rostliny. Signifikantní rozdíly mezi kontrolními a ketaminem ovlivněnými rostlinami byly 

posouzeny pomocí Welchova t-testu, kdy ** = p < 0,01 a * = p < 0,05. 
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Obr. 12: Fenotyp rostlin A. thaliana 24 hodin (A) a 15 dní (B) od aplikace 0,5% 

ketaminu. 

 

5.4 Porovnání aminokyselinové sekvence rostlinných GLR 

a živočišných NMDA receptorů 

Pomocí programu BLAST (NCBI) byla porovnána aminokyselinová sekvence 

živočišných NMDA receptorů (NMDA 2A izoforma, NP_000824.1) se sekvencemi 

GLRs v A. thaliana AtGLR3.3 (NP_001322169.1) a AtGLR3.6 (NP_001326369.1). 

Konkrétně byla studována přítomnost L642 a N616, které se nacházejí v NMDA 

receptorech a jsou pro vazbu s ketaminem kritické (Zhang et al., 2021). V GLR3.3 a 3.6 

se ovšem na pozici N616 nachází mezera, a L642 je nahrazen N (Obr. 13). Slabý 

inhibiční účinek ketaminu na systémové šíření elektrického a Ca2+ signálu v A. thaliana 

byl pravděpodobně způsoben právě absencí těchto klíčových aminokyselinových 

reziduí v GLRs. 
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Obr. 13: Blast analýza lidského glutamátového receptoru NMDA 2A (GluN2A) izoforma 1 

(NP_000824.1) a A. thaliana GLR3.3 (NP_001322169.1) a GLR3.6 (NP_001326369.1). Klíčová 

rezidua podílející se na vazbě ketaminu (L642, N614) jsou znázorněna červenými obdélníky. 
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6 DISKUSE 

Jak již bylo zmíněno, elektrická signalizace v rostlinách hraje klíčovou roli 

v mnoha fyziologických a obranných procesech a o její důležitosti tedy není pochyb. 

Studie týkající se rostlinných elektrických signálů se v posledních době zaměřují na vliv 

anestetik, převážně diethyletheru, v souvislosti s propagací elektrických signálů 

a dalšími fyziologickými funkcemi (Yokawa et al., 2018; Pavlovič et al., 2020; Jakšová 

et al., 2021). 

V rámci této bakalářské práce byl sledován vliv celkového anestetika ketaminu 

na elektrickou signalizaci a expresi jasmonát-responzivních genů v Arabidopsis 

thaliana. Pro měření povrchových potenciálů a exprese genů byly použity šestitýdenní 

rostliny A. thaliana, ekotyp Columbia divokého typu, a pro vizualizaci luminiscence 

aequorinu byly použity šestitýdenní rostliny A. thaliana, ekotyp Columbia exprimující 

apoaequorin pod kontrolou promotoru 35S CaMV. Rostliny byly tři hodiny 

před měřením ošetřeny postřikem 0,5% ketaminu v 0,01% Tween 20 a poté na nich 

byly provedeny experimenty zahrnující tepelné poranění. 

 Pomocí měření povrchových elektrických potenciálů povrchovými Ag/AgCl 

elektrodami byl studován vliv ketaminu na generování a šíření elektrických signálů 

v A. thaliana po tepelném poranění rostliny. Z naměřených výsledků vyplývá, 

že ketamin sice modifikuje elektrické signály, a to zejména v systémových listech, není 

však schopen propagaci zcela blokovat. Elektrické signály indukované v lokálních 

listech rostlin ošetřených ketaminem měly podobnou amplitudu a zkrácený poločas t1/2 

než u kontrolních rostlin a jejich šířením do systémových listů se poločas a amplituda 

zmenšovaly (Obr. 6, Obr. 7). Tyto výsledky se odlišují od výsledků publikovaných 

v práci Jakšová et al. (2021), kteří prováděli totožné měření po aplikaci plynného 

anestetika diethyletheru. Uvádějí, že signál v lokálních listech rostlin, které byly 

po 2,5 hodiny vystaveny působení diethyletheru, buďto nebyl detekován vůbec, 

nebo byla naměřena pouze malá depolarizace (intracelulární hyperpolarizace) 

a systémové šíření nebylo detekováno ani v jednom případě. Naměřená amplituda 

a poločasu kontrolních rostlin Jakšové et al. (2021) vykazovaly srovnatelné hodnoty 

s hodnotami publikovanými v této bakalářské práci (viz Obr. 6, Obr. 7). 

 Druhou použitou metodou byla vizualizace luminiscence aequorinu, pomocí níž 

byla monitorována koncentrace cytoplazmatického Ca2+ a zkoumán účinek ketaminu 

na propagaci Ca2+ vln v A. thaliana po tepelném poranění rostlin. Tepelné poranění 
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v lokálních listech kontrolních i ketaminem ošetřených rostlinách indukovalo 

Ca2+ signál a následně byla detekována propagace Ca2+ vlny do systémových listů obou 

skupin rostlin (Obr. 8A, Obr. 8B), která ovšem nebyla detekována ve všech případech 

(Obr. 10A). Rozdíly průměrné intenzity luminiscence [Ca2+]cyt signálu v závislosti 

na čase v lokálních a systémových listech mezi kontrolními a ketaminem ošetřenými 

rostlinami (Obr. 9) nebyly signifikantní. Maximální intenzita tohoto signálu 

v systémových listech ketaminem ošetřených rostlin nicméně vykazovala 20% pokles 

v porovnání s maximální intenzitou v systémových listech rostlin kontrolních (Obr. 

10B), což je přibližně srovnatelné s 22% poklesem intenzity signálu po vybití rostlin 

ošetřených ketaminem oproti kontrolním rostlinám (Obr. 10C). Podobnou inhibici 

luciferázového systému všeobecnými anestetiky detekovali ve své přelomové studii také 

Franks et Lieb (1984). Tyto výsledky poukazují na fakt, že ketamin neblokuje 

systémovou propagaci Ca2+ vlny. Nedávno publikovaná práce studující efekt 

diethyletheru odhalila, že tepelné poranění diethyletherem ošetřených rostlin indukuje 

Ca2+ signál v lokálních listech, ale nedochází k propagaci vlny do listů systémových 

s výjimkou detekce krátkého bazopetálního přenosu u některých lokálních listů. Autoři 

publikace tímto demonstrovali, že anestetikum diethylether není schopno zcela blokovat 

zvýšení koncentrace cytoplazmatického Ca2+ v lokálních poškozených listech, ale zato 

zcela blokuje systémovou propagaci, v čemž se liší od ketaminu (Jakšová et al., 2021). 

 V rámci třetí metody byla pomocí kvantitativní PCR měřena exprese 

jasmonát-responzivních genů JAZ8, JAZ10, AOS a OPR3 v lokálních a systémových 

listech kontrolních a ketaminem ošetřených rostlin A. thaliana, přičemž byla polovina 

rostlin 1 hodinu před analýzou poraněna teplem. Dle očekávání v obou lokálních 

a systémových listech kontrolních neporaněných rostlin došlo k minimální expresi genů 

AOS a OPR3 a geny JAZ8 a JAZ10 nebyly exprimovány vůbec. O to překvapivější byla 

míra exprese těchto genů jak v lokálních, tak v systémových listech ketaminem 

ošetřených neporaněných rostlin (Obr. 11A). Teplem poraněné rostliny obou skupin 

(Obr. 11B) vykazovaly expresi všech čtyř genů ve větším rozsahu než ketaminem 

ovlivněné neporaněné rostliny, což vypovídá o neschopnosti ketaminu inhibovat expresi 

jasmonát-responzivních genů. V roce 2019 vědci zjistili, že doba trvání depolarizace 

ovlivňuje sílu jasmonátové odpovědi (Kumari et al., 2019), což ovšem nekoreluje 

s naměřenými výsledky v této práci, jelikož jasmonátová odpověď nebyla redukována, 

avšak může být kompenzována její aktivací samotným ketaminem. Již zmíněná práce 

zabývající se účinkem diethyletheru na A. thaliana zkoumala mimo jiné jeho vliv 
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na expresi genů JAZ10, AOS a OPR3 (Jakšová et al., 2021). Uvádí, že míra exprese 

genu JAZ10 v lokálních a přilehlých systémových listech rostlin poraněných teplem je 

signifikantně vyšší, než je tomu u poraněných rostlin ošetřených diethyletherem. 

Diethylether potlačuje expresi JAZ10 v lokálních listech, která je však stále 260× vyšší 

než u kontrolních neporaněných rostlin. Podobné trendy vykazují také geny AOS 

a OPR3. V porovnání s ketaminem lze proto diethyletheru přisoudit schopnost potlačit 

jasmonátovou systémovou signalizaci (Jakšová et al., 2021). 

U celkového inhalačního anestetika diethyletheru dosud není znám žádný jeho 

specifický molekulární cíl a platí, že může ovlivňovat funkci kanálu svou rozpustností 

v lipidové dvojvrstvě (Pavel et al., 2020) a nebo se nespecificky vázat na hydrofobní 

kapsu spousty proteinů (Franks et Lieb, 1984; Kelz et Mashour, 2019). Oproti tomu 

celkové intravenózní anestetikum ketamin je antagonistou savčích NMDA receptorů, 

homologních s rostlinnými GLRs. Právě díky homologii těchto dvou receptorů byl 

očekáván inhibiční efekt ketaminu na systémovou odpověď A. thaliana podobný tomu 

vyvolanému diethyletherem. Opak byl pravdou a z výsledků publikovaných v této 

bakalářské práci a výsledků experimentu Jakšové et al., 2021 je zřejmé, že diethylether 

v systémových listech A. thaliana zcela potlačuje elektrickou a Ca2+ signalizaci včetně 

exprese jasmonát-responzivních genů, zatímco ketamin není schopen zabránit 

systémové propagaci signálů, pouze lehce snižuje jejich amplitudu a dobu trvání, 

a neredukuje jasmonátovou odpověď. V průběhu práce na experimentu s ketaminem 

byla publikována práce Zhang et al., 2021, kteří pomocí kryo-elektronového 

mikroskopu vyřešili strukturu komplexu lidského NMDA receptoru s ketaminem. 

Ketamin se váže v TMD receptoru v centrálním vestibulu mezi bránou kanálu 

a selektivním filtrem. Klíčovými byly označeny aminokyseliny Leu642 na GluN2A 

a Asn616 na GluN1, rezidua tvořící s ketaminem hydrofobní a vodíkové vazby (Zhang 

et al., 2021). Porovnání aminokyselinové sekvence s rostlinnými GLR3.3 a GLR3.6 

odhalilo, že na pozici Asn616 se nachází mezera a Leu642 je nahrazen Asn 

(viz Obr. 13). Mutovaný GluN2A s Asn namísto Leu vykazoval 226× sníženou potenci 

inhibice ketaminem (Franks, 2008). Absence klíčových reziduí pro vazbu ketaminu 

v rostlinných GLRs nejspíš stojí za slabým účinkem ketaminu při blokaci systémového 

šíření elektrického signálu v A. thaliana v porovnání s diethyletherem, a to i navzdory 

aplikování vysoké koncentrace 18 mM. Při aplikování 1% (36mM) roztoku ketaminu 

rostliny vykazovaly známky poškození listů. Ketamin se již v minulosti prokázal 

jako neefektivní v rámci inhibice zavírání pasti u D. muscipula (de Luccia, 2012), 
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zatímco diethylether v lalocích pasti D. muscipula zcela inhibuje generování APs 

a jasmonátovou signalizaci v reakci na dotek či poranění (Yokawa et al., 2018; Pavlovič 

et al., 2020). Podle nedávných studií je šíření elektrického signálu ze smyslových buněk 

trichomu do laloku pasti D. muscipula analogní se systémovou signalizací v listech 

A. thaliana, a to nejspíše díky přítomnosti GLR3.6 a glutamátu (Iosip et al., 2020; 

Scherzer et al., 2022), což by vysvětlovalo podobné účinky dvou odlišných anestetik 

na dvě naprosto odlišné rostlinné druhy. 

Předkládané výsledky nabízejí vhled do problematiky dosud zcela neobjasněného 

mechanismu účinku celkového intravenózního anestetika ketaminu na rostliny a jejich 

elektrickou signalizaci. V oblasti mechanismu účinku ketaminu je přesto stále spousta 

neznámých a další výzkum by se mohl ubírat směrem jeho přímého vlivu na GLR 

kanály heterologně exprimované v buněčných liniích HEK293 (Shao et al., 2020).  
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7 ZÁVĚR 

Tato bakalářská práce si kladla za cíl vizualizovat Ca2+ signalizaci pomocí 

transgenních rostlin A. thaliana a využít ji při studiu vlivu celkového intravenózního 

anestetika ketaminu na šíření systémového elektrického a s ním úzce spjatého Ca2+ 

signálu v odpovědi na tepelné poranění. 

Z výsledků měření povrchového elektrického potenciálu vyplývá, že ketamin 

modifikuje elektrické signály, a to převážně v systémových listech. Poranění lokálních 

listů A. thaliana ošetřených ketaminem v nich indukovalo elektrické signály se stejnou 

amplitudou a zkráceným poločasem oproti kontrolním rostlinám. Signál se během 

desítek sekund rozšířil do systémových listů, kde byla naměřena výrazně redukovaná 

amplituda a poločas. 

Monitoring hladin [Ca2+]cyt v transgenní A. thaliana exprimující apoaequorin 

ukázal, že ketamin neblokuje propagaci Ca2+ vlny a mírně inhibuje aequorinový systém. 

Indukce a následná propagace Ca2+ vlny do systémových listů po tepelném poranění 

byla pozorována jak v kontrolních, tak ketaminem ovlivněných rostlinách. Rozdíl 

v počtu systémových listů, do kterých se šířily elektrické signály z lokálních listů 

ketaminem ošetřených rostlin nebyl signifikantně odlišný od kontrolních rostlin. 

U systémových listů ketaminem ošetřených rostlin byl však pozorován 20% pokles 

maximální intenzity [Ca2+]cyt signálu, což téměř odpovídá 22% poklesu u CaCl2 

vysvícených rostlin ošetřených ketaminem. 

Analýza exprese jasmonát-responzivních genů JAZ8, JAZ10, AOS a OPR3 ukázala, 

že ketamin neblokuje jejich expresi. V ketaminem ošetřených rostlinách byly 

exprimovány všechny testované geny, což se nedá říct o expresi genů v kontrolních 

rostlinách, kde se neexprimovaly vůbec (JAZ8, JAZ10) či minimálně (AOS, OPR3). 

V tepelně poraněných rostlinách ošetřených ketaminem byla jejich exprese pozorována 

ještě ve větším rozsahu než v rostlinách ošetřených ketaminem bez tepelného poranění 

a míra exprese byla obdobná jako míra exprese u kontrolních poraněných rostlin.  

Ze získaných výsledků je zřejmé, že ketamin nejspíš není schopen účinně inhibovat 

rostlinné receptory podobné glutamátovým receptorům pravděpodobně z důvodu 

absence konzervovaných aminokyselinových reziduí potřebných pro vazbu 

s ketaminem. 
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9 PŘÍLOHY 

9.1 Seznam příloh 

Příloha 1: Publikovaný článek Effect of the General Anaesthetic Ketamine on 

Electrical and Ca2+ Signal Propagation in Arabidopsis thaliana. 
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