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1 UvOoD

Rostliny si z nutnosti ziskat schopnost rapidni odpovédi na pulsobeni vnéjsich
podnétl vytvoftily cesty pro prenos elektrického signalu, vedouci k aktivaci riznorodych
obrannych mechanismi. Sifeni systémového elektrického signalu v rostlinach zavisi
na receptorech podobnych glutamatovym receptorim. Jedna se o proteiny vykazujici
strukturni homologii se savéimi ionotropnimi glutamatovymi receptory, ligandem
fizenymi kationtovymi kanaly zodpovédnymi za neurotransmisi v centralnim nervovém
systému zivocicht.

Elektrické signdly doprovazi vapnikova signalizace ve formé vin. ZvySenim
koncentrace cytosolického Ca?* a jeho §ifenim do vzdalengjsich organi rostliny dochazi
k akumulaci obrannych fytohormonti jasmonatli nejen v misté poranéni rostliny,
ale také ve vzdalenych podnétem nezasazenych tkanich. V posledni dobé nastal velky
rozvoj Ca?* zobrazovacich metod slouzicich k vizualizaci elektrickych signald.

Ketamin je celkové anestetikum fungujici na principu nekompetitivniho
a nizkoafinitniho antagonismu lidskych ionotropnich glutamatovych receptort. Cilem
této bakalaiské prace bylo zkoumat vliv ketaminu na Sifeni systémového elektrického
signdlu v huseni¢ku rolnim (Arabidopsis thaliana) v odpovédi na poranéni teplem

a tento signal vizualizovat.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Elektrické signaly v rostlinach

Elektrické signély v rostlindch jako prvni objevil na zakladé korespondence
s Charlesem Darwinem britsky fyziolog John Burdon-Sanderson vroce 1873.
Konkrétné se jednalo o ak¢ni potencialy vyvolané stimulaci listu rostliny rodu
mucholapka (Dionaea). Jejich objevem bylo dokazano, ze elektricka signalizace neni
fenoménem pouze pro zivocisnou #isi, ale také pro tu rostlinnou (Fromm et Lautner,
2007).

Cesty pro pienos elektrickych signalt se u rostlin vyvinuly z toho dtvodu, Ze jsou
schopny rapidniho pifenosu informace na dlouhé vzdalenosti (Fromm et Lautner,
2007). Jednéa se tedy o okamzitou odpovéd’ na podnéty jako osmoticky Sok, teplotni
Sok, chlad, dotek (Davies, 1987) nebo poranéni (Fromm et al., 1995). Odlisné podnéty
zprosttedi v zivych  bunikdch  schopnych pfenosu elektrického  signalu
do odpovidajicich oblasti vyvolavaji specifické reakce (Lautner et al., 2005).

K pienosu elektrického signalu na kratké vzdalenosti rostlinam slouzi
plazmodezmata (Van Bel et Ehlers, 2004), na dlouhé vzdalenosti vyuzivaji pienos
vodivymi elementy floému (Fromm, 2006) nebo xylému (Stankovic et al., 1998;
Davies et Stankovic, 2006).

Rozlisujeme tfi zakladni typy elektrickych signala v rostlinach: i) akéni potencialy
(APs), ii) varia¢ni potencialy (VPs) a iii) syst¢émové potencialy (SPs). APs jsou dobie
prozkoumany u zivocicht, jejich iontovy mechanismus urostlin je vSak odlisny.
U Zivoc¢isnych axond je zavisly na influxu sodnych (Na) a efluxu draselnych (K*)
iontli, excitace rostlinnych bungk je oviem dana tokem vapenatych (Ca?"),
chloridovych (CI") a K" ionti. Generovani APs je navozeno napiiklad dotekem,
teplotnim Sokem (Fromm et Lautner, 2007), nebo svétlem (Trebacz et ZawadzKi,
1985). V piipad¢, Ze pusobeni podnétu dosahne urcité prahové hodnoty, dochazi
k aktivaci Ca®*-propustnych kanal (Hedrich et Becker, 1994), cytoplazma je
zaplavena Ca®* ionty, které aktivuji eflux CI~ ionti z buriky a nastava depolarizace
plazmatické membrany neboli vznik APs (Lunevsky et al., 1983). Nasledny eflux K*
iontl z cytoplazmy zpiisobi repolarizaci membrany a zpétny tok K* iontli opét nastoli
klidovy potencial (Yan et al, 2009; Scherzer et al., 2022). Vyskyt APs byl
zaznamenan napiiklad v listech rostliny citlivka stydlivd (Mimosa pudica), které se
po mechanické stimulaci sklapé&ji (Sibaoka, 1951; Oda et Abe, 1972; Hagihara et al.,
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2022). Nachazeji se v lalocich pasti masozravé rostliny mucholapka podivna (Dionaea
muscipula), vodni masozravé rostliny aldrovandka méchyrkata
(Aldrovanda vesiculosa) (Sibaoka, 1980) a v tentakulich masozravych rostlin rodu
rosnatka (Drosera), kde zpusobuji jejich makroskopické rapidni pohyby (Williams et
Pickard, 1972). Hraji zasadni roli u vyssich rostlin jako je napiiklad bob obecny (Vicia
faba L.) (Dziubinska et al., 2003). Prostfednictvim studia excitability bun¢k zelené
fasy rodu Chara byl zaznamenan také jejich vliv na inhibici fotosyntézy (Bulychev
et Kamzolkina, 2006).

VPs neboli pomalé vinové potencialy (Stahlberg et al., 2006) jsou elektrické
signaly, které se podobné jako APs $ifi pomoci ptechodné zmény membranového
potencidlu. Od APs se lisi delsi a opozdénou repolarizaci a velkym rozsahem variace.
Signal se méni v zavislosti na intenzit¢ podnétu, jeho amplituda a rychlost klesaji
srostouci vzdalenosti od mista poranéni a existuji hypotézy, ze se §iti Xxylémem
bud’ jako hydraulickd tlakova vina, nebo prostfednictvim chemické latky (Fromm et
Lautner, 2007) Na Ssifeni elektrické viny se podili specifické receptory podobné
glutamatovym receptorim (GLRS), které jsou klicové pro transdukci VPs prevazné
u husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) (Mousavi et al., 2013; Toyota et al., 2018).
Je schopen projit oblastmi mrtvé tkang a je zavisly na negativnim hydrostatickém tlaku
v xylému. VPs jsou generovany fyzickym poskozenim rostlinného pletiva, nejéastéji
mechanickym naruSenim, popalenim nebo odstranénim organi (Fromm et Lautner,
2007). Jejich iontovy mechanismus se od zakladniho mechanismu APs ¢aste¢né lisi;
predpoklada se, Ze zahrnuje piechodnou inaktivaci H*-ATPazy P-typu v plazmatické
membrané (Stahlberg et al., 2006). Pusobeni VPs bylo studovano v mnoha béznych
rostlinnych druzich, naptiklad v sazenicich rodu okurka (Cucumis spp.) a hrach (Pisum
spp.) (Stahlberg et Cosgrove, 1992 et 1994), v rajceti jedlém (Lycopersicon esculentum)
(Wildon et al., 1992), tabaku (Nicotiana tabacum) (Hlavackova et al., 2006)
nebo v drevinach rodu topol (Populus spp.) (Lautner et al., 2005). Ovliviiuji podobné
jako APs fotosyntézu a uzavirani priduchd, ovSem na mnohem delsi vzdalenosti.
Po mechanickém poskozeni listu Mimosa pudica bylo pozorovano Sifeni VPs celou
rostlinou, ovliviiujici fotosyntézu a uzavirani stomat také u sousednich listi (Koziolek
et al., 2004; Kaiser et Grams, 2006). Dalsi systémovou odpovédi na Siteni VPS
je akumulace kyseliny abscisové (ABA), kyseliny jasmonove (JA) a jejich derivata
jasmonatt (JAs) vevzdalenych listech. Tyto fytohormony slouzi v rostlinach

jako mediatory odpovédi na poranéni (Hlavackova et al., 2006) a zaroven se podili
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na transduk¢nich drahach vedoucich k uzavieni stomat a inhibici fotosyntézy, ato
i po odeznéni VPs (Herde et al., 1997; Suhita et al., 2004; Hlavackova et al., 2006).

SPs neboli systémové potencidly jsou nejméné prostudovanou skupinou
elektrickych signalii. Na rozdil od predchazejicich typt elektrickych signdlt predstavuji
hyperpolarizaéni vinu, kterd se systémové §ifi diky aktivaci H*-ATPaz. Fyziologické

reakce v odpovédi na SPs zatim nebyly popsany (Zimmermann et al., 2009).

3.1.1 Ca?'signalizace

Vapnik je vyznamnym prvkem zajistujicim rast avyvoj rostliny. Jednd se
o0 sekundarniho posla, jehoz koncentrace v buiice je citlivé vyrovnavana piitomnosti
zasobaren Ca®" iont jako jsou vakuoly, endoplasmatické retikulum, mitochondrie
a bunééna sténa (Mahajan et Tuteja, 2005; Mahajan et al., 2006). Rostlinné bunky
si podobné jako ty zivodisné udrzuji nizkou koncentraci volného Ca?*, kterd se
u vyssich rostlin pohybuje v rozmezi 30—400 nM (Tuteja et Mahajan, 2007). Ve vyse
zminénych organelach se vapnik nachazi v milimolarnich koncentracich a uvolnuje se
do cytosolu kdykoli to bunka vyzaduje. Mnoho extracelularnich signala
a environmentalnich podnéti vcetné svétla, biotickych a abiotickych stresovych
faktori ma  schopnost vyvolat zmény v hladindich [Ca®]e, nazyvané
jako tzv. kalciovy podpis (Mahajan et Tuteja, 2005).

Ca2* signalizace se spolu s elektrickymi signaly, hormony, peptidy, tékavymi
latkami a reaktivnimi formami kysliku (ROS) podili na tvorbé systémové signalizace
rostlin. Pomoci systémové odpovédi posila rostlinny organismus informace o postizeni
urc¢itého organu do vzdalenéjsich oblasti, které podnétem zasazeny nebyly (Mousavi et
al., 2013; Toyota et al., 2018).

Ca?* iont je zapojen do riznych signdlnich drah. Obecn& pienos signilu
pro vapnikem regulovanou expresi stres-responzivnich gent (viz Obr. 1) zadina
pusobenim podnétu (svétlo, sucho, chlad), na ktery rostlina reaguje zvysenim hladiny
[Ca?*]ey, které je detekovano Ca®*senzory nebo Ca?*-vazebnymi proteiny, aktivujicimi
Ca2*-dependentni proteinkinazy (Mahajan et Tuteja, 2005; Mahajan et al., 2006).
Zname velké mnozstvi Ca®*-vazebnych proteinti v rostlinach, napriklad u Arabidopsis
thaliana bylo objeveno 250 proteinii s jednim ¢&i vice tzv. EF-Hand Ca?*-vazebnym
motivem (Day et al., 2002). Mezi Ca?" senzory patii kalmoduliny (CaM), proteiny
podobné kalmodulinu (CMLs) a proteiny podobné kalcineurinu B (CBLs) (Edel et
Kudla, 2015). Aktivované proteinkindzy mohou fysforylovat mnoho regula¢nich
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proteini véetné transkripénich faktord (TF), které reguluji hladinu genové exprese
regula¢nich proteinti, coz vede ke zménam metabolismu nasledovanému fenotypovou
odpovédi. Fenotypovou odpovédi mtize byt tolerance vici stresu, ale také inhibice
rastu nebo bunééna smrt v zavislosti na pocétu a typu gena, jejichz exprese je zvySena
nebo snizend Vv reakci na zvyseni hladiny [Ca?]eyt (Tuteja et Mahajan, 2007; Kudla et
al., 2018; Toyota et al., 2018).

Podnét (chlad, sali, sucho, svétlo)
v
Zvygeni hladiny [Ca?*]qp
v
Aktivace proteinkinéz
v
Fosforylace regulacnich proteint (pi. TF)
v
Zmé&ny v expresi genl
v
Odpovéd (tolerance; inhibice ristu; bunééna
smrt)

Obr. 1: Schéma obecné signalni drahy pro vapnikem regulovanou genovou expresi a

stresovou odpoveéd’ (pfevzato z Tuteja et Mahajan, 2007).
Legenda: ([Ca?*]eyt): cytosolicky Ca?*, (TF): transkripéni faktory

Kalciovy podpis je regulovan sadou influxnich a efluxnich proteinti (Berridge et
al., 2003). Za influx Ca?* jontli do cytoplazmy pfi pocatku signalizace zodpovidaji
Ca?* kanaly. V rostlinach rodu Arabidopsis bylo dodnes identifikovano pét rodin kanala
propustnych pro Ca?*, asice receptory podobné glutamatovému receptoru (GLRS),
mechanosenzitivni iontové kanaly (MCAs), cyklické nukleotidem ovladané kanaly
(CNGCs), ‘reduced hyperosmolarity-induced [Ca?*]¢y: increases* (OSCAS) a ‘two pore
kanaly (TPCs) (Lacombe et al., 2001; Zelman et al., 2012; Kurusu et al., 2013; Morgan
et Galione, 2013; Yuan et al., 2014). Eflux Ca?* nastupuje po skondeni signalizaéniho
procesu a zavisi na Ca?* transportérech, pumpach vyuzivajicich ATP ¢ H* gradientu
jako zdroje aktivni energie. Ca?* transportéry obnovuji bazalni koncentraci volného
Ca?*  vytlatenim tohoto iontu  zcytoplazmy. V Arabidopsis se jedna
0 autoinhibované Ca?*-ATPazy (ACAs), Ca?'-ATPazy endoplazmatického retikula
(ECAs), P1-ATPazy (napt. heavy metal ATPase 1, HMA1) a H*/Ca**-antiportery
(CAXs) (Moreno et al., 2008; Bose et al., 2011; Manohar et al., 2011; Spalding et
Harper, 2011).



lonotropni  glutamatové receptory (iGIuRs) jsou glutamatem a glycinem
aktivované kationtove kanaly zprosttedkovavajici synapticky pienos a generujici
Ca?* signaly v centralnim nervovém systému zivocichi (Madden, 2002). V rostlinach
byly ipfes absenci nervového systému pozdéji identifikovany GLRs, proteiny
homologni zivo¢isnym iGluRs (Lam et al., 1998), zodpovidajici za mnoho
fyziologickych funkci vcetné elektrické signalizace z listu do listu indukované
poranénim (Mousavi et al., 2013). S iGIuRs sdileji nékteré strukturni a funk¢éni domény,
konkrétné extracelularni amino-termindlni doménu (ATD), extracelularni ligand
vazajici domenu (LBD), tfi domény (M1, M3, M4) a jednu parcialni doménu (M2)
transmembrénové domény (TMD) a intracelularni karboxyl-terminalni doménu (CTD)
(Lam et al., 1998; Wudick et al., 2018). Identita zminénych domén u GLRs Arabidopsis
a zvifecich iGluRs je 63% az 16%. Podobna identita se nachazi mezi subtypy iGIuRs,
které maji jako agonistu kainat/ a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionovou
kyselinu (AMPA) spise nez N-methyl-D-asparagovou kyselinu (NMDA) (Lam et al.,
1998). Bylo zjisténo, ze GLRs maji zasadni vliv na sifeni elektrického a Ca?" signalu
rostlinou A. thaliana, konkrétn¢ proteiny GLR3.3 a GLR3.6 funguji jako spinace
pro Sifeni poranénim indukovanych potencialit z poranéného listu do sousednich,
zatimco protein GLR3.5 zabranuje jejich Sifeni do distalnich nesousednich listd
(Mousavi et al., 2013; Salvador-Recatala, 2016). GLR 3.3 a GLR 3.6 jsou lokalizovany
a exprimovany v pletivech obklopujicich cévni svazky, coz poukazuje na cevni svazky
jakozto na jednu z cest Sifeni elektrickych signali (Nguyen et al., 2018). Nedavné
studie poukazaly na fakt, Ze u glr3.3 glr 3.6 dvojitého mutantu A. thaliana dochazi
k inhibici propagace elektrického a Ca?" signalu z poranéného do systémovych listl
(Mousavi et al., 2013; Toyota et al., 2018). Glutamat je dualezitym komponentem
iIGIuRs i GLRs, konkrétné u rostlin jeho uvolnéni do apoplastu signalizuje poranéni
rostlinné tkané. Glutamat se poté vaze na GLRs a aktivuje je (Toyota et al., 2018;
Alfieri et al.,, 2020), coz poukazuje na zjisténi, ze jsou Ca®* viny zprostiedkovany
hromadnym tokem glutamatu (Bellandi et al., 2022). Exogenni aplikace glutamatu je
schopna vyvolat systémové zvyseni [Ca**]o: a je jedinou aminokyselinou, ktera to
dokaze (Toyota et al., 2018; Shao et al., 2020).



3.2 Vizualizace Ca?* signalu v rostlinach

Kvantitativni in vivo vizualizace kalciového podpisu je zalozena na pouZziti
tzv. vapnikovych zobrazovacich metod (viz Obr. 2), které diky neustalému pokroku
umoziiuji studovat dynamiku Ca?* svysokym rozlisenim a citlivosti a minimalni
invazivitou u riznych organismii, véetné rostlin. Dulezitym hnacim motorem v oblasti
rozvoje vizualizace Ca?* signalu byla neurovéda a zjisténi, ze APs nebo aktivace iGIuRs
u neurontl zpusobuji velké a rapidni zmény [Ca®*]cy (Tian et al., 2009). Prilomovym
sestal vyvoj citlivych fluorescenénich Ca?* indikatord (barviv) a pufid,
naptiklad Fura-2 nebo Indo-1 (Tsien, 1980; Bush et Jones, 1987). Pouziti
Ca?*-senzitivnich barviv je vyhodné zejména diky moznosti provadét analyzu
bez nutnosti vytvaret transgenni rostliny (Fichman et Mittler, 2021). Potyka se vsak
zaroven se spoustou nevyhod. Vyzaduji manualni vpraveni do bunék, mohou
kompartmentalizovat ¢i sekvestrovat do vakuol, a vneseni nadmérného mnozstvi
barviva mize ovlivnit dostupnost [Ca?*]ey: (Bush et Jones, 1990). Béhem poslednich
dvaceti let proto byla tato barviva postupné nahrazena tzv. geneticky kodovanymi
vapnikovymi indikatory (GECIs) (Perez Koldenkova et Nagai, 2013).
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Obr. 2: Historicky prufez objevii a uspéchi vedoucich ke zdokonaleni in vivo

(Suda et al., 2020)

vapnikovych zobrazovacich metod u rostlin (pievzato z Grenzi et al., 2021).

Legenda: (GECI): geneticky kddované véapnikové indikétory, (YC): yellow cameleon, (YC2.1): yellow cameleon
2.1, (GCaMP): geneticky kodovany véapnikovy indikator GCaMP, (YC3.6): yellow cameleon 3.6, (GCaMP3):
geneticky kddovany vapnikovy indikator GCaMP 3, (R-GECO1): red fluorescent genetically-encoded Ca?* indicator
for optical imaging 1, (jGCaMP7): geneticky kddovany vapnikovy indikator jGCaMP7, (GCaMP6f): geneticky

kédovany vapnikovy indikator GCaMP6f

3.2.1 Aequorin

Aequorin je bioluminiscen¢ni protein, ktery byl objeven a izolovan z medlzy
Aequorea victoria Osamu Shimomurou vroce 1962 (Shimomura et al., 1962).
Tento holoprotein o velikosti 22 kDa obsahuje navazany kyslik, prostetickou skupinu,

koelenterazin a t¥i vazebna mista pro Ca?*. Jedna se o nejstarsi GECI (Shimomura,

1995).



Real-time detekce koncentrace Ca?* je umoznéna schopnosti aequorinu vazat
Ca?* ionty. Po jejich navazani podstoupi aequorin konformaéni zménu a pieméni se
na luciferdzu, kterd katalyzuje luminiscenci koelenterazinu. K luminiscenci dochazi
oxidaci koelenterazinu na koelenteramid za emise oxidu uhli¢itého a modrého svétla
(465 nm), kterd nastdva relaxaci koelenteramidu do zakladniho stavu (Ohmiya et
Hirano, 1996).

Moderni éru vizualizace Ca®* v rostlinach odstartoval v roce 1991 Knight et al.
prvnim transgennim mnohobunéénym organismem, Nicotiana plumbaginifolia, stabilné
exprimujicim aequorin. Autofi uvadi, ze u rostlin v reakci na dotek, chlad a elicitory
dochézi ke zvyseni [Ca?*]ey, a to spousti emisi fotond (Knight et al., 1991). Aequorin se
vyuziva pti kvantifikaci odpoveédi rostlin. Pro kazdy jednotlivy experiment Ize mnozstvi
svétla vyjadfené jako relativni svételné jednotky (RLU) pievést na absolutni [Ca?']
pomoci kalibracni kiivky, ktera bere v Uvahu celkovy pocet molekul aequorinu
ptitomny ve vzorku. To se provadi uvolnénim rekonstituovaného aequorinu roztokem
obsahujicim Ca?* a ethanol (100 mM CaCl,, 10% ethanol (v/v)) (Allen et al., 1977;
Mithofer et Mazars, 2002).

Kazdou metodu doprovazi jeji vyhody a nevyhody, a jinak tomu neni
ani u analyzy Ca?* pomoci aequorinu. Vyhodou aequorinu je to, ze nevyzaduje excitaci
fluorescen¢nim zafenim, coZ je uzite¢né zejména pii méfeni hladiny Ca®* vyzadujici
dlouhé casové intervaly (Sai et Johnson, 2002; Love et al., 2004; Marti et al., 2013;
Marti Ruiz et al., 2020). Mezi jeho nevyhody patfi i) nizka hodnota kvantového vytézku
(Mithofer et Mazars, 2002), ii) nutnost exogenniho dodani koelenterazinu
s pfedpokladem nékolikahodinové inkubace rostlinného materialu s prostetickou
skupinou pied zahajenim experimentu (Knight et al., 1991) a iii) nelinearita rychlosti
emise svétla jako funkce koncentrace Ca?* (Robert et al., 2000).

Aequorin funguje v organismu Aequorea victoria na principu emise fotonu
a nasledné excitace zeleného fluorescenéniho proteinu (GFP) (Prasher et al., 1992).
Pti laboratornich pokusech tato vlastnost poslouzila k vytvofeni GFP-aequorinoveho
reportéru (napt. G5A) na bazi bioluminiscen¢niho rezonanéniho pienosu energie
(BRET). Tento senzor dokézal obejit nizké mnozstvi vyzafovaného svétla aequorinem
aumoznil tak snaz$i detekci kolisani koncentrace Ca®** s moznosti pouziti kamery
s krat§i dobou expozice vV porovnani s vizualizaci pomoci aequorinu. Nutnost exogenni
aplikace koelenterazinu mu vsak ztstala. (Baubet et al., 2000; Rogers et al., 2005).

Velkym tspéchem byla exprese G5A senzoru v A. thaliana, ktera umoznila viibec prvni
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vizualizaci systémové Ca?* viny &ifici se z kofenti do prytu po zasoleni (Xiong et al.,
2014).

3.2.2 Dalsi zobrazovaci metody

Védci koncem 90. let zacali pracovat na vyvoji nové generace GEClIs,
vyuzivajici fluorescenéni proteiny (tj. GFP) a jeho spektrélni varianty. Jednalo se
0 senzory na bazi Forsterova rezonanéniho pienosu energie (FRET), tzv. radiometrické
senzory umoziujici detekci excitace a duélni emise elektromagnetického zafeni. Prvnim
fluorescenc¢nim 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 vyssi afinitou k Ca?*, tzv. YC-Nano (napf. YC-Nano 65) (Horikawa et al.,
2010). Tyto senzory jsou zaloZeny na Ca?*-indukované protein-protein interakci mezi
CaM a CaM vazebnym peptidem M13 (Miyawaki et al., 1997). Kromé senzort
CAMELEON a jeho variant byly v rostlinach uspé$né pouzity naptiklad 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), alternativni FRET Ca?* senzory, které misto
CaM domény pouzivaji k detekci a vazb& Ca?* troponin C (Palmer et al., 2006).

Daldi mozZnosti vizualizace Ca?" iontd jsou GECIs zalozeny na jednom
fluoroforu. Jedna se o intenziometrické senzory zalozené na cirkularné permutovaném
fluorescen¢nim proteinu (napi. GFP, YFP, mApple), fGzovaném na svém C- a N-konci
s CaM doménou a M13 peptidem. V piitomnosti Ca?* dochézi k zesileni interakce mezi
C- a N-koncem fluoroforu a nartstu emise svétla, coz tyto GECIs ¢ini vhodnymi
pro real-time indikaci hladin Ca?" (Baird et al., 1999; Nakai et al., 2001). Mezi
intenziometrické GECIs patii naptiklad GCaMP a jeho varianty GCaMP3 a jGCaMP7
(Nakai et al., 2001; Tian et al., 2009; Dana et al., 2019). Prvnim intenziometrickym
GECI exprimovanym Vv rostlinnych buiikach byl Casel2 (Zhu et al., 2013) a hned nato
R-GECO1, cerveny fluorescenéni GECI odvozeny od GCaMP3 (Ngo et al., 2013;
Keinath et al., 2015). V nedavné dobé¢ se podatfilo GCaMP3 senzory transformovat
mnozstvi rekalcitrantnich seismonastickych 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 prvnimu pouziti anestetik pro medicinské tucely doslo vroce 1846,
kdy chirurg John Collins Warren odstranil pacientu po inhalaci diethyletheru nador krku
(Rinaldi, 2014). Od té doby byla objevena spousta chemikalii indukujicich anestezii.
Jednd se naptiklad o chloroform, halothan, isofluran a xenon (Miller, 1847; Cullen et
Gross, 1951; Raventos et Goodall, 1956; Nunn, 1985). Dosud vSak nebyl navrzen
obecny mechanismus celkové anestezie, ktery by popisoval, jak mize Siroka Skala
inhalovanych nebo injikovanych slou¢enin v nervovém systému zivo¢ichti reverzibilné
vyvolavat stav bezvédomi, amnézii, analgezii a vymizeni spontannich pohybu, to vse
pii zachovani stabilniho fyziologického systému (Rinaldi, 2014). Anestetika jsou totiz
odlisné slouceniny bez strukturnich podobnosti. Zahrnuji dokonce chemicky inertni
prvky jako vyse zminény vzacny plyn xenon (Cullen et Gross, 1951). V rané fazi
vyzkumu anestezie byla navrzena teoric Meyerovy-Overtonovy korelace popisujici
korelaci mezi silou anestetika a rozpustnosti v tucich, takzvand membranova teorie
ucinku anestetik (Meyer, 1899; Overton, 1901). Od této teorie vSak bylo upusténo
po objeveni uc¢inku anestetik na solubilizovany protein luciferazu (takzvand proteinova
teorie ucinku anestetik, Franks et Lieb, 1984) asoucasny vyzkum se zaméfuje
na identifikaci specifickych receptorit v neuronech interagujicimi s anestetiky.
Jako molekularni cile mnoha lokalnich a intravendznich celkovych anestetik byly
oznaceny napiiklad GABA receptory, NMDA receptory, sodikové kanaly a ‘two pore‘
draselné kanaly (TPKC) (Franks, 2008), i kdyz se stale objevuji prace, které poukazji
na interakci anestetik s membranami (Pavel et al., 2020).

Anestetika jsou Uzce spjata také s rostlinami. Francouzsky védec Claude Bernard
vypozoroval, ze senzitivni rostlina Mimosa pudica pod vlivem diethyletheru po dotyku
nesklada své listy. Byl prvnim, kdo dospél k zavéru, ze rostliny a zivoéichové sdileji
spole¢nou biologickou podstatu, kterou anestetika svym ptsobenim narusuji (Bernard,
1878; Perouansky, 2012). Pozdg¢ji bylo zjisténo, ze rostliny maji glutamatovou a GABA
signalizaci a receptory (Forde, 2014; Zarsky, 2015). V nervové soustavé Zivocichl
jsou verze téchto receptorti cilem anestetik, zejména na synapsich dvou neurond,
kde glutamat a GABA pisobi jako neurotransmitery (Kelz et Mashour, 2019).
Nezistalo pouze u diethyletheru, rostlinni fyziologové vypozorovali podobny efekt
po aplikaci anestetik jako je chloroform, ketamin, lidokain a dalsi (Bulnning, 1934;

De Luccia, 2012). Mezi jejich reverzibilni ucinky u rostlin patfi ztrata citlivosti

12



na vngj$i podnét, zastaveni fototaktickych pohybi a pohybl rostlinnych organt,
inhibice kliceni semen a akumulace chlorofylu, zména homeostazy ROS, naruseni
jasmonatoveé signalizace, blokovani APs a inhibice vezikularniho transportu (Yokawa et
al., 2018; Pavlovi¢ et al., 2020). Rostliny navic maji schopnost vytvaret si vlastni
endogenni anestetika, a to zejména pii pusobeni stresu. Roku 1982 bylo zjisténo,
Ze stresovane sazenice borovice, btizy a dalSich rostlin uvoliuji ethan, ethylen, ethanol
a acetaldehyd (Kimmerer et Kozlowski, 1982). Dnes vime, ze se jedna o desitky
anestetik a sloucenin souvisejicich s anestetiky, vcetné esencialnich oleji, terpenoidu,

flavonoidl a alkaloidt (Tsuchiya, 2017).

3.3.1 Ketamin

Ketamin je derivat fenylcyklohexylaminu. Jedna se o racemickou smés
obsahujici stejny podil (R)- a (S)-ketaminu, pficemz (S)-enantiomer vykazuje vétsi
afinitu K NMDA receptoru (Adams et al., 1978; Ebert et al., 1997). Komeréné
dostupnym v oblasti humanni mediciny se stal vroce 1970 jako rychle pisobici
intravenozni disociativni anestetikum (Dundee et al., 1970). Mimo jeho anestetické
ucinky pusobi také analgeticky (Weisman, 1971), protizanétlivé (Roytblat et al., 1998)
a vykazuje antidepresivni aktivitu. Jedind subanesteticka davka ketaminu vyvola rapidni
a dlouhotrvajici antidepresivni 0¢inky u pacientd, ktefi jsou rezistentni vuci jinym
antidepresivim (Berman et al., 2000; Fava et al., 2020).

Ketamin je lidem podavan vice cestami, ato intravendzné, intramuskularné,
oralng€, intranazalné a intrarcktalné (Malinovsky et al., 1996; Andrade, 2017).
Disociativni anestezie nenavozuje tplné bezvédomi, ale je charakterizovana katatonii,
katalepsii a amnézii. U lidi se disociativni anestezie dosahuje pii davkach ketaminu
v rozmezi 1-2 mg-kg* podaného intravendzné nebo v rozmezi 4-11 mg-kg* podanych
intramuskularné (Sage et Laird, 1972; Dachs et Innes, 1997; Green et al., 2011).
Historicky je jako prvni receptorovy cil ketaminu uzndvan zivocisny NMDA receptor,
ve kterém ketamin putisobi jako nekompetitivni blokator otevieného kanalu (Lodge et
al., 1982). Ketamin se vaze na alosterické fencyklidové misto, které se nachazi v poru
NMDA kanalu, a tim nekompetitivné¢ blokuje receptor (Kohrs et Durieux, 1998).
Predpoklada se, ze pravé blokace NMDA receptorti stoji za disociativnim anestetickym,
analgetickym, antidepresivnim a amnestickym ucinkem ketaminu (Oye et al., 1992;
Autry et al., 2011). Ketamin blokuje také hyperpolarizaci aktivované cyklické
nukleotidové kanaly (HCN), konkrétné heteromery HCN1-HCN2. Chen a kolektiv ptisli
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nato, ze u HCN knockoutovanych mysi byla vyznamné potlacena ketaminem
indukovana anestezie (Chen et al., 2009). Ketamin se vaze a puisobi na spoustu dalSich
typd receptori, za zminku stoji napiiklad GABA receptory (Scholfield, 1980),
cholinergni receptory, sigma receptory (Hustveit et al., 1995) aopioidni receptory
(Hirota et al., 1999).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Pro ucely méteni povrchového elektrického potencialu, luminiscence aequorinu
a exprese gend byly pouzity Sestitydenni rostliny Arabidopsis thaliana (L.), ekotyp
Columbia (Col-0, divoky typ) a transgenni rostliny Arabidopsis thaliana (L.), ekotyp
Columbia (Col-0, exprimujici apoaequorin pod kontrolou promotoru 35S CaMV).

Vsechny rostliny byly péstovany v pudnim substratu Potgrond H (Klasmann-
Deilmann GmbH) v rustové komote AR75L (Percival-Scientific) na Katedie biofyziky
UP v Olomouci sdennim cyklem 8 hsvétlo/16 h tma za danych podminek:
100 pmol-m2.st FAR, 21 °C : 21 °C den:noc, 60% relativni vihkost vzduchu.
Tti hodiny pfed méfenim byly rostliny postiikany 0,5% (18mM) roztokem ketaminu
(Lipomed AG, kat.c. C2944, KET-663-HC) v 0,01% Tween 20 (Sigma Aldrich,
kat.¢. 93773). Kontrolni rostliny byly postfikany destilovanou vodou Vv 0,01% Tween
20.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
o DNase/RNase-free destilovana voda (Thermo Fisher Scientific, kat.¢. 10977015)
o Destilovana voda
o Ethanol — 96% roztok (Lachner, kat.¢. 20025-AP0)
o Ethanol —99,8% roztok pro UV spektroskopii (Lachner, kat.¢. 20025-U99)
o Chlorid vapenaty bezvody granulovany (Lachner, kat.¢. 30096-AP4-G1000-1)
o Ketamin — (Lipomed AG, kat.¢. C2944)
o Koelenterazin (Invitrogen, kat.¢. C2944)
o Tekuty dusik (Linde)
o Tween 20 (Sigma Aldrich, kat.¢. 93773)
o Vodivy gel (Hellada)

Pouzité soupravy
o Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma-Aldrich, kat.¢. STRN50)
o RNA Clean & Concentrator -5 kit (Zymoresearch, kat.¢. R1013)
o iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad, kat.¢. 1708890)
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(@]

Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher Scientific,
kat.¢. K0221)

Pouzité roztoky a jejich priprava

(@]

0,5% Ketamin v 0,01% Tween 20: 50 mg ketaminu doplnit dH2O s0,01%
Tween 20 (1 pl) do objemu 10 ml

10uM koelenterazin v 0,01% Tween 20: 13 pl 2,3mM koelenterazinu doplnit
dH20 s 0,01% Tween 20 (300 nl) do objemu 3 ml

Roztok pro vysviceni (tzv. ,discharge*): 1,1 g CaCl, doplnit dH.O s 10%
ethanolem (1 ml) do objemu 10 ml

4.3 Pouzité pristroje a zarizeni

©)

©)

©)

CCD kamera VersArray:1300B (Princeton Instruments)

Centrifuga Centrifuge 5430 R s rotory FA-45-16-17 a A-2-MTP (Eppendorf)
Hlubokomrazici box CryoCube F440n (Eppendorf)

Laminarni box M 1800 (MERCI)

Mikrocentrifuga MiniStar silverline (WWR)

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

Povrchové nepolarizovatelné elektrody Ag/AgCl (Scanlab Systems)

gPCR termocyklér QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
Rustova komora AR75L (Percival-Scientific)

Spektrofotometr NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific)

Termoblok Bio TDB-100 (Biosan)

Termocyklér 5341 Mastercycler epGradient s ovladacim panelem 5340
(Eppendorf)

Ttepacka VORTEX 4 basic (IKA)

Zesilovac (Katedra biofyziky Univerzity Palackého)

4.4 Pouzité metody

44.1

Méreni povrchového elektrického potencidlu

Pro méfeni povrchového elektrického potencidlu bylo pouzito 12 kontrolnich

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

ekotyp

Columbia  divokého typu, postiikanych  0,5% roztokem ketaminu
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v 0,01% Tween 20. Byla pouzita aparatura pro detekci elektrickych signalti obsahujici
povrchové nepolarizovatelné elektrody Ag/AgCl umisténé ve Faradayové kleci (Ilik et
al., 2010). Povrchové elektrody (E1, E2) byly spojeny s bazi listové ¢epele lokalniho
a prilehlého listu pomoci vodivého gelu (Hellada). Referencni elektroda byla ponofena
do misky svodou, kterdbyla umisténa pod kvétindi¢em s testovanou rostlinou.
Aparatura viz Obr. 3. Elektrody byly pfipojeny k zesilovaci s nasledujicimi parametry:
vstupni citlivost: 1-1000, $um: 2-3 mV, frekvenéni rozsah (-3 dB): 10° Hz,
doba odezvy: 10 ps, vstupni impedance: 102 Q, a po ustaleni signalu bylo zahajeno
méfeni. Povrchové potencidly byly méfeny po poranéni apikalni ¢asti lokalniho listu
a pretéti stiedni zily rozzhavenou pinzetou. Data byla sbirdna kazdych 30 ms.
Amplituda a polocas depolarizace a hyperpolarizace byly vypocteny podle JakSova et
al. (2021) (Obr. 4). Znamé&fenych dat byl pomoci programu Excel (Microsoft
Corporation) proveden dvouvybérovy Welchiv t-test s nerovnosti rozptyli a nasledné
byly sestrojeny grafy typu box-plot (Origin 8.5.1, OriginLab).

referenéni elektroda P S, _—

E1 spojena s lokalnim %
listem T \ P

E2 spojend s pFilehlym i o

listem 2, Vi S oy

g
v

& o Lh Vs -
TR P I R R AR
*

g ol

sit’ Faradayovy klece 727 .

~

e RS
L & > - N «
DA B S TR et & B ~

=

Obr. 3: Aparatura pro méfeni povrchovych elektrickych potencialii na rostling A.

thaliana.
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Obr. 4: Cislovani listd pro experimenty s ifenim elektrickych signala a parametry elektrickych
signal u A. thaliana (prevzato z JakSova et al., 2021). Analyza byla provedena na lokalnim listu ¢. 8
a sousednim systémovém listu ¢. 13. Parametry kvantifikace elektrickych signalti (amplituda
a polocas doby trvani, ti2) jsou zndzornény. Pouzitd terminologie (depolarizace, repolarizace) je

minéna z intracelularniho hlediska.

4.4.2 Vizualizace luminiscence aequorinu

Pro vizualizaci luminiscence aequorinu bylo pouzito 18 kontrolnich transgennich
rostlin Arabidopsis thaliana (L.), ekotyp Columbia, exprimujici apoaequorin
pod kontrolou promotoru 35S CaMV a 18 transgennich rostlin Arabidopsis thaliana
(L.), ekotyp Columbia, exprimujici apoaequorin pod kontrolou promotoru 35S CaMV
postiikanych 0,5% roztokem ketaminu v 0,01% Tween 20. Den pied vykonanim
experimentu byly pro ucely rekonstituce aequorinu testované rostliny postiikany
roztokem 10uM koelenterazinu v 0,01% Tween 20 anasledné inkubovany pies noc
ve tm¢ z diivodu citlivosti koelenterazinu na svétlo. Na druhy den byla monitorovana
[Ca?*]et Vrostlinach s vyuzitim vysoce citlivé CCD kamery (Kiep et al., 2015)

obsahujici objektiv s ohniskovou vzdalenosti 50 mm aclonovym ¢islem f/1,2
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pro zvySeni G¢innosti sbéru svétla. Kamera byla ochlazena na —100 °C pomoci
chladiciho systému vyuzivajiciho tekuty dusik z duvodu snizeni Sumu. Spektralni
citlivost kamery byla vrozsahu vinovych délek A =200-1000 nm s téméft
90% kvantovou ucinnosti ve viditelné oblasti spektra. Spektralni citlivost byla
sklenénymi ¢ockami omezena na rozsah vlnovych délek A = 350-1000 nm. Na kamete
byla nastavena snimkova frekvence 100 kHz a vstupni citlivost 2. Akvizice signalu
byla provadéna pomoci softwaru Win View (Princeton Instruments). Rezim pocitani
fotond zachytil fotony s akvizi¢ni dobou 10 s. Kamera byla umisténa v temné komofte
0 rozmérech 3 x 1,5 x 2,5 m. Dvefe od temné komory byly chranény cernym zavésem
pfed veskerym svétlem.

Nejprve byl potizen viditelny snimek rostliny, po kterém nasledovalo poranéni
apikdlni ¢asti oznaCeného lokalniho listu a pietéti stiedni zily rozzhavenou pinzetou
vV prostiedi absolutni tmy a snimani $itictho se Ca®" signalu. Po dokoncéeni snimani byl
zbyvajici aequorin vysvicen postiikem listové ruzice roztokem pro vysviceni
(,discharge“, 1 M CaCl. v10% ethanolu), reprezentujici pozitivni kontrolu,
pii zobrazovani luminiscence aequorinu s akvizi¢ni dobou 1 min. Data byla zpracovana
pomoci programu ImageJ (NIH) a po ur¢eni prumérné intenzity signalu v oblasti zajmu
(ROI) v daném case byly vysledné hodnoty pievedeny do grafické podoby pomoci

programu Excel (Microsoft Corporation).

4.4.3 Analyza exprese JAZ8, JAZ10, AOS a OPR3
4.43.1 Odbér a homogenizace vzorki

Pro analyzu exprese JAZ8, JAZ10, AOS a OPR3 bylo pouzito 8 kontrolnich rostlin
Arabidopsis thaliana (L.), ekotyp Columbia divokého typu postiikanych dH>O s 0,01%
Tween 20 a 8 rostlin Arabidopsis thaliana (L.), ekotyp Columbia divokého typu
postiikanych 0,5% roztokem ketaminu v 0,01% Tween 20. Polovina kontrolnich
a polovina testovanych rostlin byla poranéna rozzhavenou pinzetou v apikalni Casti
oznacen¢ho lokalniho listu. Oznacené lokalni a systémové listy vSech rostlin byly
po 1 h od poranéni sklizeny a pieneseny do sterilnich 2ml mikrozkumavek (pro lepsi
orientaci viz Tab. 1). Rostlinny material v mikrozkumavkach byl ihned poté zmrazen

tekutym dusikem a ulozen do hlubokomraziciho boxu pii —80°C.
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Tab. 1: Typy a poCty vzorku rostlinného materialu pro analyzu exprese JAZ8, JAZ10,
AOS a OPRS3.

zkratka vzorku typ vzorku pocet

CL kontrola lokalni list 1,234
CS kontrola systémovy list 1,234
AL ketamin lokalni list 1,234
AS ketamin systémovy list 1,234
CwL kontrola poranény lokalni list 1,234
CWS kontrola poranény systémovy list 1,2,3 4
AWL ketamin poranény lokalni list 1,2 3,4
AWS ketamin poranény systémovy list 1,2, 3,4

Pro analyzu exprese genu byly pouzity 4 biologické a 3 technické replikaty.
Postup prace popsany na nasledujicich stranach byl vzdy provadén s osmi vzorky,
kazdy s jednim biologickym replikatem. Rostlinna pletiva byla pomoci tekuteho dusiku
pfi teploté —196 °C homogenizovana na jemny prasek ve sterilni tfeci misce. Vznikly
prasek byl Spachtli pienesen do sterilnich 2ml mikrozkumavek a mikrozkumavky

S rostlinnym materialem byly zmrazeny v tekutém dusiku.

4.4.3.2 lzolace a extrakce RNA

Celkova RNA byla izolovana ze vzorki pomoci Spectrum Plant Total RNA Kit.
Homogenizované vzorky v mikrozkumavkach byly umistény do stojanku na ledu.
Stojanek se vzorky byl poté prfesunut do digestofe. Do kazdé mikrozkumavky
s homogenizovanym vzorkem bylo napipetovano 505 pl lyza¢ni smési piipravené
smichanim lyza¢niho roztoku (Lysis Solution) a 2 merkaptoethanolu, obé latky byly

soucasti zminéného kitu (viz Tab. 2).

Tab. 2: Lyza¢ni smés pro izolaci RNA.

latka objem pro 1 vzorek [pl]
lyzaéni roztok (Lysis Solution) 500

2-merkaptoethanol 5

celkem 505

Vzorky byly promichany opakovanym pieklapénim a poté dikladné promichany
pomoci vortexu po dobu 30 s. Zvortexované vzorky byly ponechany k inkubaci
VvV termobloku po dobu 5 min pfi teplot¢ 56 °C a nésledné¢ centrifugovany 5 min

pfi 16 000x g a 15 °C (teplota a otacky zlstaly béhem celé této Casti postupu stejné).
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Supernatant byl piepipetovan na filtra¢ni kolony se sbérnymi zkumavkami (Filtration
Columns) z kitu a takto centrifugovdn 1,5 min. Ze sbérnych zkumavek byla
odstranéna filtraéni kolona a do lyzatu bylo napipetovdno 500 pl vazebného
roztoku (Binding Solution), ktery byl soucasti kitu. Poté bylo 700 pl této smési
ptepipetovano na binding kolony se sbérnymi zkumavkami (Binding Columns) z kitu
a centrifugovano 1,5 min. Obsah sbérnych zkumavek byl nasledné vylit do odpadu
a kolony byly vraceny do prazdnych sbérnych zkumavek. Na kolony bylo napipetovano
zbylych 300 pl smési lyzatu a vazebného roztoku. Opét byla provedena centrifugace
po dobu 1,5 min a obsah sbérnych zkumavek byl znovu vylit do odpadu a kolony
vraceny do prazdnych sbérnych zkumavek.

Dalsi prace probihala mimo digestof. Na kolony bylo napipetovano 500 ul
promyvaciho roztoku 1 (Wash Solution 1) z kitu a nasledné byly centrifugovany 1 min.
Obsah sbérnych zkumavek byl znovu vylit do odpadu a kolony vraceny do prazdnych
sbérnych zkumavek. Poté bylo na kolony napipetovano 500 ul promyvaciho roztoku 2
(Wash Solution 2), ktery byl také soucasti kitu, obsah byl opét centrifugovan 1 min,
obsah sbérnych zkumavek vylit do odpadu a kolony vraceny zpét do prazdnych
sbérnych zkumavek. Tteti promyti kolon probéhlo identicky s predchozim. Nasledné
byly kolony vysuSeny centrifugovanim po dobu 1 min. VysuSené kolony byly
piremistény do nové sbérné zkumavky. Na membranu kolon bylo napipetovano 50 pl
elu¢niho roztoku (Elution Solution) z kitu. Vzorky byly nejprve inkubovany 1 min
piipokojové teplot€¢ a poté byly centrifugovany 1 min. Kolony byly odstranény
avzorky ze sbérnych zkumavek byly piepipetovany do sterilnich mikrozkumavek.

Takto bylo ziskano 50 pl celkové RNA z kazdého vzorku.

4.4.3.3 Purifikace RNA
Ziskana celkova RNA byla purifikovana pomoci RNA Clean & Concentrator -5
Kitu. Do kazdého vzorku bylo napipetovano 100 pul RNA vazebného pufru (RNA
Binding Buffer) z kitu a poté 150 pl 96% ethanolu. Vzorky byly piepipetovany
na Zymo-Spin 1C kolony (Zymo-Spin IC Columns) umisténé ve sbérnych zkumavkach
a centrifugovany 1 min pii 16 000x g a 15 °C (teplota a otacky zistaly béhem celé této
¢asti postupu stejné). Obsah sbérnych zkumavek byl vylit do odpadu a kolony vraceny
do prazdnych sbérnych zkumavek. Poté bylo na membrany kolon napipetovano po 40 pl
reakéni smési pro DNazu I smichanim DNazy | (DNase 1) a DNA Digestion Buffer
z kitu (Tab. 3) pro odstranéni piipadné kontaminace genomickou DNA. Stojanek se
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vzorky byl sundan z ledu a vzorky byly inkubovany 20 min pftipokojové teploté.
Po inkubaci bylo na kolony napipetovano 400 pl RNA Prep Buffer z pouzitého kitu
a probéhla centrifugace po dobu 30 s. Protekla tekutina byla vylita do odpadu a stojan
se vzorky byl vracen zpét na led. Nakolony bylo napipetovano 700 ul RNA
promyvaciho pufru (RNA Wash Buffer) z kitu a opét probéhla centrifugace po dobu
30s. Protekld tekutina byla opét vylita do odpadu. Nasledné bylo na kolony
napipetovano zbylych 400 pul RNA promyvaciho pufru a vzorky byly centrifugovany
1 min. Po wvyliti proteklé tekutiny do odpadu nasledovala dalsi centrifugace po dobu
2 min pro kompletni odstranéni RNA promyvaciho pufru. Kolony byly pieneseny
do RNase-free mikrozkumavek. Na membrany kolon bylo napipetovano 25 pl
DNase/RNase-free H20, ktera byla soucasti kitu, a centrifugovano 30 s. Na zavér byla
pomoci UV-VIS spektrofotometru NanoDrop pii vinovych délkach 260 a 280 nm
naméfena koncentrace a Cistota ziskané RNA avzorky byly uchovéany

v hlubokomrazicim boxu pii —80°C.

Tab. 3: Reakéni smés pro DNazu I.

latka objem pro 1 vzorek [pl]
DNase | 5

DNA Digestion Buffer 35

celkem 40

4.4.3.4 Syntéza cDNA

Pro syntézu cDNA ze ziskané RNA byl pouzit iScript cDNA Synthesis Kit. Podle
zjisténé koncentrace RNA ve vzorcich byl spo¢ten objem RNA a nuclease-free H20O
potfebny pro syntézu cDNA. Stojan se vzorky a reagenciemi byl postaven na led.
Do sterilni 0,2ml mikrozkumavky byla pfipravena reakéni smés pro syntézu cDNA
smichanim 5x iScript Reaction Mix a iScript Reverse Transcriptase, oboji ze zminéného
Kitu (viz Tab. 4). Do 16 sterilnich 0,21ml mikrozkumavek byly napipetovany vypocétené
objemy nuclease-free H-O, poté bylo piipipetovano po 5 pl reakéni smési a vypoctené
objemy RNA tak, aby vkazdé mikrozkumavce bylo celkem 20 pl reakéniho mixu.
Obsah zkumavek byl sto¢en v mikrocentrifuze a nasledné byla tato hotova reakéni smés
inkubovana 26 min v termocykléru s danym programem (Tab. 5). Z kazdého vzorku
RNA tak byly vytvofeny 2 vzorky cDNA, jejichZ koncentrace a Cistota byla namétena
pomoci UV-VIS spektrofotometru NanoDrop.
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Tab. 4: Reakéni smés pro syntézu cDNA.

latka objem pro 1 vzorek [pl]
5x iScript Reaction Mix 4
iScript Reverse Transcriptase 1
celkem 5

Tab. 5: Teplotni a ¢asovy profil termocykléru pro syntézu cDNA.

krok teplota [°C] doba trvani [min]
priming 25,0 5

reverzni transkripce 46,0 20

inaktivace reverzni transkriptazy 95,0 1

4.43.5 Analyza exprese JAZ8, JAZ10, AOS a OPR3 pomoci gPCR

Primery pro amplifikaci sekvence tzv. housekeeping genu ‘ubiquitin-conjugating
enzyme* (UBC21) a sekvence genii zajmu (‘jasmonate zim-domain 8¢, JAZ8; ‘jasmonate
zim-domain 10°, JAZ10; ‘12-oxophytodienoate reductase 3¢, OPR3; ‘allene oxide
synthase‘, AOS) byly pouzity podle Mousavi et al., 2013 a Chini et al., 2018 (Tab. 6).

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

gen primer sekvence 5¢-3¢
IAZS forward TGTGTTTTTCTTCAGATGTTACCC
reverse TCTCTGCTTGCGATCGATATT
IAZ10 forward ATCCCGATTTCTCCGGTCCA
reverse ACTTTCTCCTTGCGATGGGAAGA
AOS forward GCGACGAGAGATCCGAAGA
reverse CTCGCCACCAAAACAACAAA
OPR3 forward GCATGGAAGCAAGTTGTGGAAGCA
reverse CATGCGCCCCGTGGATCTCAAT
UBC21 forward CAGTCTGTGTGTAGAGCTATCATAGCAT
reverse AGAAGATTCCCTGAGTCGCAGTT

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce byla provedena s vyuZzitim Maxima
SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix (2X) kitu. Cely postup ptipravy vzorkt probihal
na ledu. Po roztani byly veskeré vzorky a roztoky zvortexovany a nasledné kratce
zcentrifugovany na mikrocentrifuze. Do sterilnich 1,5ml mikrozkumavek byly
ptipraveny reakéni smési pro geny JAZ8, JAZ10, AOS, OPR3 a UBC21 sestavajici
z nuclease-free H>O z kitu, piislusnych forward a reverse primerti a fluorescen¢niho

barviva SYBR Green zkitu (Tab. 7). Reakéni smési byly fadn¢ promichany
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propipetovanim a sto¢enim na mikrocentrifuze. Ze ziskanych koncentraci cDNA byl
vypocten objem cDNA a nuclease-free HoO a vzorky cDNA byly nasledné 10x ziedény.
Do kazdé z jamek 96 jamkové PCR desti¢ky bylo napipetovano 9 ul reakéni smési
a poté byly pfipipetovany 3 ul zifedénych vzorki cDNA nebo 3 pl nuclease-free H,O
pro ucel negativni kontroly podle schématu (Obr. 5). Celkovy objem v jedné jamce ¢inil
tedy 12 pl. Vzorky byly nanaseny v triplikdtech a odchylka Ct hodnot v triplikatu
nesméla piekrocit 0,5. PCR desticka byla zalepena pomoci adhesivni optické PCR folie
a nasledné zcentrifugovdna na centrifuze s destickovym rotorem. Bubliny
Vv jednotlivych jamkach byly odstranény klepanim. Desticka byla vloZena

do termocykléru pro gqPCR se zvolenym programem (Tab. 8).

Tab. 7: Reakéni smés pro qPCR.

latka objem na 1 jamku [pl]
SYBR Green 6,25

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

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

nuclease-free H,O 2

celkem 9

Tab. 8: Teplotni a ¢asovy profil kvantitativni PCR pro studium exprese genu JAZS8,
JAZ10, AOS a OPR3.

krok teplota [°C] doba trvani pocet cykli
Gvodni denaturace 95,0 10 min 1
denaturace 95,0 15s

annealing 60,0 30s 40

elongace 72,0 30s

finalni denaturace 95,0 25S 1
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Obr. 5: Schéma nanaseni vzorki do 96 jamkové PCR desti¢ky pro studium exprese gent JAZS,
JAZ10, AOS a OPR3. Z kapacitnich diivodi byly vzdy spolu testovany geny JAZ8, JAZ10 a UBC21
a geny AOS, OPR3 a UBC21.

Legenda: C — kontrolni rostliny, A — (anestetikem) ketaminem oSetfené rostliny, W — teplem poranéné rostliny, L —

lokalni list, S — systémovy list, N — negativni kontrola

Po skonéeni programu byly pomoci softwaru Design & Analysis (QuantStudio)
ziskany vysledky Ct hodnot a kfivek tani analyzovanych gend. Relativni zmény
v genové expresi byly stanoveny podle Pfaffl, 2001. Vysledné hodnoty byly pomoci
programu Origin 8.5.1 (OriginLab) pifevedeny do grafické podoby.

4.4.4 Blast analyza

Pomoci programu BLAST (NCBI) byla porovnana aminokyselinova sekvence
lidskych NMDA receptort (NMDA 2A izoforma, NP _000824.1) se sekvenci GLR
receptort v A. thaliana AtGLR3.3 (NP_001322169.1) a AtGLR3.6 (NP_001326369.1).
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5 VYSLEDKY
5.1 Analyza elektrickych signala pomoci méfeni povrchového

potencialu

K detekci elektrickych signali v A. thaliana byla pouzita metoda méfeni
povrchového potencidlu. Poranéni lokalniho listu teplem u kontrolnich rostlin
indukovalo hyperpolarizaci membranového potencialu (extracelulairné zaznamenany
negativni posun napéti, pfedstavujici intracelularni depolarizaci), reprezentujici
tzv. potencial pomalych vin (SWP). Elektricky signal byl béhem nékolika sekund
po popaleni pienesen do systémovych listd. Nekteré systémové listy vyvolaly
pied prechodnou hyperpolarizaci (pfedstavujici intracelularni depolarizaci) prechodnou
depolarizaci (ptedstavujici intracelularni hyperpolarizaci) membranového potencialu.
Zmény tvaru a intenzity elektrického signalu jsou znazornény na Obr. 6 nize. Poranéni
lokalniho listu teplem u rostlin ovlivnénych ketaminem v ném indukovalo elektrické
signaly se stejnou amplitudou jako u kontrolnich rostlin, avSak se zkracenym polo¢asem
tin. Do systémovych listti se signal rozsitil béhem nékolika desitek sekund s vyrazné
redukovanou amplitudou i tip. V n€kterych ptipadech se projevila uplna absence
hyperpolarizace (pfedstavujici intraceluldrni depolarizaci) a byla zaznamendna pouze

piechodna depolarizace (piedstavujici intracelularni hyperpolarizaci), viz Obr. 7.
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Obr. 6: Piiklady povrchovych potenciala generovanych v lokalnich a systémovych listech

A. thaliana po poranéni teplem. (A) Kontrolni rostliny. (B) Rostliny o3etfené ketaminem. Cas,

kdy byl lokalni list tepelné poranén, je znazornén Sipkami. PouZita terminologie (depolarizace,

repolarizace) je minéna z intracelularniho hlediska.
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Obr. 7: Amplitudy a poloviéni doby trvani povrchovych potencidlti v reakci na tepelné poranéni
u kontrolnich rostlin a rostlin o$etfenych ketaminem v lokalnich a systémovych listech A. thaliana.
¢ = naméfené hodnoty, Boxplot znadzorfiuje 25. percentil, median, 75. percentil datovych
bodl, X = primér naméfenych hodnot, chybové useCky + 1 SD, n = 8-12, statistickd analyza
provedena pomoci dvouvybérového Welchova t-testu s nerovnosti rozptylu, ** = p < 0,01,

*=p < 0,05. Pojmy depolarizace a hyperpolarizace jsou minény z intracelularniho hlediska.

5.2 Analyza propagace Ca?" vin pomoci vizualizace luminiscence
aequorinu
Elektrické a Ca?* signaly jsou spolu Gzce spjaty, a proto byl dalsim experimentem
monitoring hladin [Ca?*]c,t. Toho bylo docileno vyuZitim transgenni rostliny A. thaliana
exprimujici protein apoaequorin z medizy A. victoria. Tepelné poranéni zietelné
indukovalo Ca?* vinu, ktera se z lokalniho listu systémové &ifila do sousednich listl

jak v kontrolnich rostlindich (Obr. 8A), tak iv rostlinach ovlivnénych ketaminem
(Obr. 8B).
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nizky [C2*]y:  vysoky

nizky  [C3*]y  vysoky

Obr. 8: Lokalni a systémové [Ca®]e,: signaly v transgenni A. thaliana exprimujici apoaequorin
v odpovédi na tepelné poranéni. (A) Kontrolni rostliny. (B) Ketaminem oSetfené rostliny. Prvni
obrazek sekvence je fotografie rizice ve viditelném svétle (vis.), misto tepelného poranéni vedeného
pres stfedni Zilu je zndzorndno &ervenou §ipkou. Casovy pribsh (00:00:00-00:04:10, h:min:s)
akumulace [Ca®*]cyt zndzornén v levém hornim rohu kazdé fotografie sekvence. Tepelné poranéni
lokalniho listu v rozsahu 0-10 s, doba expozice 10 s. Posledni obrazek sekvence je kumulativni

fotografie [Ca®*]¢y-dependentniho podtu fotond po vybiti celé rizice (dis.), doba expozice 1 min.
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Primérna intenzita luminiscence lokalnich listd kontrolnich rostlin a ketaminem
ovlivnénych rostlin dosahovala nejvyssich hodnot v ¢ase 25 sa nasledné pozvolné
klesala, zatimco u systémovych listd dosahovala nejvyssich hodnot v Case
125 s s naslednym pozvolnym klesanim. Mezi kontrolnimi a ketaminem oSetienymi
rostlinami nebyl pozorovan signifikantni rozdil v zavislosti primérné intenzity

luminiscence na case (Obr. 9).

Kontrela lokalni
Ketamin lokalni

—— Kontrola systemova

160 -
140 -
120 -
100 -
80 -
60 -

40 T T T ¥ T
0 50 100

Ketamin systémova

[Ca®*]eyt (rel. jednotky)

T T T 1

T T T T
150 200 250 300

Cas po tepelném poranéni (s)

Obr. 9: Primérnd intenzita luminiscen¢niho signalu v lokalnich a systémovych listech transgenni
rostliny A. thaliana exprimujici apoaequorin v reakci na tepelné poranéni. Pramér £ SE, n = 7-9,
statisticka analyza provedena pomoci Welchova t-testu. Rostliny, u kterych nebyla detekovana

systémova odpovéd’, nebyly zapojeny do primérovani.

Pocet systémovych listd, které piijaly elektrické signaly z poranéného lokalniho
listu, se mezi kontrolnimi a ketaminem ovlivnénymi rostlinami signifikantné nelisil
a U kontrolnich vzorkii byly pozorovany odlehlej$i hodnoty. Lokélni odpovéd’ byla
zaznamenana vzdy, nicmén¢ systémova odpoveéd’ nikoliv (Obr. 10A).

Maximalni intenzita [Ca®**]c,t signalu v lokalnich listech obou skupin byla
srovnatelna, avSak téméf signifikantné snizena (P = 0,06) v systémovych listech rostlin
osetfenych ketaminem oproti kontrolnim rostlinam (Obr. 10B).

Hodnota intenzity poklesu signalu ¢inila 20 %, coz je srovnatelné s hodnotou
intenzity poklesu signalu po vysviceni rostlin ovlivnénych ketaminem, ktera ¢inila 22 %

(Obr. 10C), z ¢ehoz vyplyva, Ze i samotny zobrazovaci systém je ovlivnény ketaminem.
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Obr. 10: Kvantifikace [Ca?*]ey signalu v transgenni rostling A. thaliana exprimujici apoaequorin.
(A) Pocet listi se systémovou odpovédi, n = 13-18. (B) Maximalni intenzita luminiscen¢niho
signlu v lokalnich a systémovych listech. Primér + SE, n = 7-8. C — kontrolni rostliny, A —
(anestetikem) ketaminem oSetiené rostliny, W — teplem poranéné rostliny. Rostliny, u kterych
nebyla detekovana systémova odpovéd’, nebyly zapojeny do primérovani. (C) Intenzita vysviceni
pomoci 1 M CaCl; v 10% ethanolu, n = 3. ¢ = naméfené hodnoty, Boxplot znazortiuje 25. percentil,
medién, 75. percentil datovych bodi, x = primér naméfenych hodnot, chybové usecky + 1 SD.
Signifikantni rozdily mezi kontrolnimi a ketaminem ovlivnénymi rostlinami byly posouzeny pomoci

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

5.3 Analyza exprese jasmonat-responzivnich geni JAZ8, JAZ10, AOS
a OPR3 pomoci gPCR

Pomoci kvantitativni PCR byla provedena analyza exprese geni ucastnicich se

biosyntéezy JA (‘allene oxide synthase‘, AOS; <12-oxophytodienoate reductase 3°,
OPR3) a JA signalizace (‘jasmonate zim-domain 8¢, JAZ8; (‘jasmonate zim-domain 10°,
JAZ10) v lokélnich a systéemovych listech A. thaliana. Polovina testovanych rostlin byla
1 h pfed zahajenim experimentu poranéna teplem.
Aplikace ketaminu vyvolala v rostlinach signifikantné vétsi expresi vSech ¢ty
testovanych jasmonéat-responzivnich genli nez jaka byla pozorovana u kontrolnich
rostlin postiikanych dH-O s 0,01% Tween 20, které viibec neexprimovaly geny JAZ8
a JAZ10 a geny AOS a OPR3 byly exprimovany pouze minimalné (Obr. 11A).

Tepelné poranéni dle ocekavani vyvolalo ve vSech testovanych rostlinach expresi
vSech Ctyf jasmonat-responzivnich genti, a to v daleko vétSim rozsahu nez aplikace
ketaminu. Mira exprese genu v ketaminem oSetienych rostlinach byla téméf srovnatelna

smirou exprese v kontrolnich poranénych rostlinich  postiikanych  dH20
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5 0,01% Tween 20 (Obr. 11B). Jako ptiklad lze uvést gen JAZ8, jehoz hodnota exprese
v ketaminem oSetfenych rostlinach byla v lokalnich listech sice pfiblizné 1,4x vyssi,
ale mezi systémovymi listy vykazovaly vys$si hodnotu exprese JAZ8 kontrolni poranéné
rostliny, konkrétn¢ 3x vyssi. Podobné trendy vykazovaly také geny JAZ10 a AOS,
pouze hodnota exprese OPR3 v ketaminem oSetienych rostlinach byla v obou ptipadech
lehce vyssi nez u kontrolnich rostlin.

Prestoze nebyl prokazan signifikantni G¢inek ketaminu na lokalni a systémovou
expresi jasmonat-responzivnich gent, vykazovaly rostliny po patnactém dni od aplikace
ketaminu v porovnani s kontrolnimi rostlinami znamky nedostate¢ného rastu

a opozdéného vyvoje (Obr. 12).
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Obr. 11: Exprese jasmonat-responzivnich genii v A. thaliana. (A) Genova exprese v lokalnich
a systémovych listech ketaminem oSetienych rostlin. (B) Genova exprese v lokalnich a systémovych
listech ketaminem oSetfenych rostlin v odpovédi na tepelné poranéni. Data 0 expresi normalizovana
proti ubiquitin-conjugating enzyme 21 (UBC21), n = 4-6. ¢ = naméfené hodnoty, Boxplot zobrazuje
25. percentil, median, 75. percentil datovych bodl, X = primér naméfenych hodnot, chybové
useCky £ 1 SD. C — kontrolni rostliny, A — (anestetikem) ketaminem oSetfené rostliny, W — teplem
poranéné rostliny. Signifikantni rozdily mezi kontrolnimi a ketaminem ovlivnénymi rostlinami byly

posouzeny pomoci Welchova t-testu, kdy ** =p < 0,01 a*=p < 0,05.
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Kontrola 0,5% Ketamin

Obr. 12: Fenotyp rostlin A. thaliana 24 hodin (A) a 15 dni (B) od aplikace 0,5%
ketaminu.

5.4 Porovnani aminokyselinovée  sekvence  rostlinnych GLR

a zivociSnych NMDA receptori

Pomoci programu BLAST (NCBI) byla porovndna aminokyselinova sekvence
zivo¢iSnych NMDA receptorit (NMDA 2A izoforma, NP _000824.1) se sekvencemi
GLRs v A. thaliana AtGLR3.3 (NP_001322169.1) a AtGLR3.6 (NP_001326369.1).
Konkrétné byla studovéna pfitomnost L642 a N616, které se nachazeji v NMDA
receptorech a jsou pro vazbu s ketaminem kritické (Zhang et al., 2021). V GLR3.3a 3.6
se ovSem na pozici N616 nachazi mezera, a L642 je nahrazen N (Obr. 13). Slaby
inhibi¢ni u¢inek ketaminu na systémové $ifeni elektrického a Ca®* signalu v A. thaliana
byl pravdépodobné zpisoben pravé absenci téchto kliCovych aminokyselinovych
rezidui v GLRs.
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rezidua podilejici se na vazbé ketaminu (L642, N614) jsou znazornéna cervenymi obdélniky.
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Blast analyza lidského glutamatového receptoru NMDA 2A (GIuN2A) izoforma 1
(NP_000824.1) a A. thaliana GLR3.3 (NP_001322169.1) a GLR3.6 (NP_001326369.1). Kli¢ova
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6 DISKUSE

Jak jiz bylo zminéno, elektrickd signalizace v rostlinach hraje kli¢ovou roli
v mnoha fyziologickych a obrannych procesech a o jeji dilezitosti tedy neni pochyb.
Studie tykajici se rostlinnych elektrickych signali se v poslednich dob¢ zaméfuji na vliv
anestetik, prevazné diethyletheru, v souvislosti s propagaci elektrickych signali
a dalsimi fyziologickymi funkcemi (Yokawa et al., 2018; Pavlovi¢ et al., 2020; Jaksova
etal., 2021).

V ramci této bakalarské prace byl sledovan vliv celkového anestetika ketaminu
na elektrickou signalizaci a expresi jasmonat-responzivnich genti v Arabidopsis
thaliana. Pro méfeni povrchovych potencialti a exprese genti byly pouzity Sestitydenni
rostliny A. thaliana, ekotyp Columbia divokého typu, a pro vizualizaci luminiscence
aequorinu byly pouzity Sestitydenni rostliny A. thaliana, ekotyp Columbia exprimujici
apoaequorin pod kontrolou promotoru 35S CaMV. Rostliny byly tfi hodiny
pfed méfenim oSetifeny postiikem 0,5% ketaminu v 0,01% Tween 20 a poté na nich
byly provedeny experimenty zahrnujici tepelné poranéni.

Pomoci métfeni povrchovych elektrickych potencidlti povrchovymi Ag/AgCl
elektrodami byl studovan vliv ketaminu na generovani a Sifeni elektrickych signald
v A. thaliana po tepelném poranéni rostliny. Z naméfenych vysledki vyplyva,
ze ketamin sice modifikuje elektrické signaly, a to zejména v systémovych listech, neni
vSak schopen propagaci zcela blokovat. Elektrické signaly indukované v lokdlnich
listech rostlin oSetfenych ketaminem mély podobnou amplitudu a zkraceny polocas ti
nez U kontrolnich rostlin a jejich Sifenim do systémovych listi se polo¢as a amplituda
zmenSovaly (Obr. 6, Obr. 7). Tyto vysledky se odlisuji od vysledkd publikovanych
v praci JakSova et al. (2021), kteti provadéli totozné méfeni po aplikaci plynného
anestetika diethyletheru. Uvadéji, ze signal v lokalnich listech rostlin, které byly
po 2,5 hodiny vystaveny piisobeni diethyletheru, bud’to nebyl detekovan vibec,
nebo byla naméfena pouze mala depolarizace (intracelularni hyperpolarizace)
a systémové Siteni nebylo detekovano ani v jednom piipad€é. Naméfena amplituda
a poloc¢asu kontrolnich rostlin Jaksové et al. (2021) vykazovaly srovnatelné hodnoty
s hodnotami publikovanymi v této bakalaiské praci (viz Obr. 6, Obr. 7).

Druhou pouzitou metodou byla vizualizace luminiscence aequorinu, pomoci niz
byla monitorovana koncentrace cytoplazmatického Ca?** a zkouman tuginek ketaminu

na propagaci Ca?* vin v A. thaliana po tepelném poranéni rostlin. Tepelné poranéni
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v lokélnich listech kontrolnich i ketaminem oSetfenych rostlinach indukovalo
Ca?* signal a nasledné byla detekovana propagace Ca®* viny do systémovych listii obou
skupin rostlin (Obr. 8A, Obr. 8B), ktera ovSsem nebyla detekovana ve vSech piipadech
(Obr. 10A). Rozdily primérné intenzity luminiscence [Ca®'Jeyt signalu v zavislosti
na ¢ase V lokalnich a systémovych listech mezi kontrolnimi a ketaminem oSetfenymi
rostlinami  (Obr. 9) nebyly signifikantni. Maximalni intenzita tohoto signalu
v systémovych listech ketaminem oSetfenych rostlin nicméné vykazovala 20% pokles
v porovnani s maximalni intenzitou v systémovych listech rostlin kontrolnich (Obr.
10B), coz je ptiblizné srovnatelné s 22% poklesem intenzity signalu po vybiti rostlin
oSetienych ketaminem oproti kontrolnim rostlinam (Obr. 10C). Podobnou inhibici
luciferazového systému vSeobecnymi anestetiky detekovali ve své pielomové studii take
Franks et Lieb (1984). Tyto vysledky poukazuji na fakt, ze ketamin neblokuje
systémovou propagaci Ca?" viny. Nedavno publikovanid prace studujici efekt
diethyletheru odhalila, Zze tepelné poranéni diethyletherem oSetfenych rostlin indukuje
Ca?* signal v lokalnich listech, ale nedochézi k propagaci viny do listi systémovych
s vyjimkou detekce kratkého bazopetalniho prenosu u nékterych lokalnich listti. Autofi
publikace timto demonstrovali, Ze anestetikum diethylether neni schopno zcela blokovat
zvy$eni koncentrace cytoplazmatického Ca®* v lokalnich poskozenych listech, ale zato
zcela blokuje systémovou propagaci, v ¢emz se 1isi od ketaminu (JakSova et al., 2021).
Vramci tieti metody byla pomoci kvantitativni PCR méfena exprese
jasmonat-responzivnich gent JAZ8, JAZ10, AOS a OPR3 v lokélnich a systémovych
listech kontrolnich a ketaminem oSetienych rostlin A. thaliana, pfi¢emz byla polovina
rostlin 1 hodinu pfed analyzou poranéna teplem. Dle ocekavani v obou lokalnich
a systémovych listech kontrolnich neporanénych rostlin doslo k minimalni expresi genti
AOS a OPR3 a geny JAZ8 a JAZ10 nebyly exprimovany vibec. O to prekvapivéjsi byla
mira exprese téchto genl jak v lokalnich, tak v systémovych listech ketaminem
osetfenych neporanénych rostlin (Obr. 11A). Teplem poranéné rostliny obou skupin
(Obr. 11B) vykazovaly expresi vSech Ctyf genti ve vétSim rozsahu nez ketaminem
ovlivnéné neporanéné rostliny, coz vypovida o neschopnosti ketaminu inhibovat expresi
jasmonat-responzivnich genti. V roce 2019 védci zjistili, ze doba trvani depolarizace
ovliviiuje silu jasmonatové odpovédi (Kumari et al., 2019), coz ovSem nekoreluje
s naméfenymi vysledky v této praci, jelikoz jasmonatova odpovéd’ nebyla redukovana,
avSak mize byt kompenzovana jeji aktivaci samotnym ketaminem. Jiz zminéné prace
zabyvajici se ucinkem diethyletheru na A. thaliana zkoumala mimo jiné jeho vliv
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na expresi genii JAZ10, AOS a OPR3 (Jaksova et al., 2021). Uvadi, ze mira exprese
genu JAZ10 v lokélnich a pfilehlych systémovych listech rostlin poranénych teplem je
signifikantn¢ vys$si, nez je tomu u poranénych rostlin oSetfenych diethyletherem.
Diethylether potlacuje expresi JAZ10 v lokalnich listech, kterd je vsak stale 260x vy$si
neZz u kontrolnich neporanénych rostlin. Podobné trendy vykazuji také geny AQOS
a OPR3. V porovnani s ketaminem lze proto diethyletheru pfisoudit schopnost potlaéit
jasmonatovou systémovou signalizaci (JakSova et al., 2021).

U celkového inhala¢niho anestetika diethyletheru dosud neni znam zadny jeho
specificky molekularni cil a plati, Ze mtZe ovlivitovat funkci kanalu svou rozpustnosti
v lipidové dvojvrstvé (Pavel et al., 2020) a nebo se nespecificky véazat na hydrofobni
kapsu spousty proteinti (Franks et Lieb, 1984; Kelz et Mashour, 2019). Oproti tomu
celkové intravendzni anestetikum ketamin je antagonistou savcich NMDA receptort,
homolognich s rostlinnymi GLRs. Pravé diky homologii téchto dvou receptori byl
o¢ekavan inhibi¢ni efekt ketaminu na systémovou odpovéd’” A. thaliana podobny tomu
vyvolanému diethyletherem. Opak byl pravdou a z vysledkt publikovanych v této
bakalatské praci a vysledkt experimentu JakSové et al., 2021 je ziejmé, Ze diethylether
v systémovych listech A. thaliana zcela potlacuje elektrickou a Ca?* signalizaci véetnd
exprese jasmonat-responzivnich gend, zatimco ketamin neni schopen zabranit
systémové propagaci signalli, pouze lehce snizuje jejich amplitudu a dobu trvani,
a neredukuje jasmonatovou odpovéd’. V priabéhu prace na experimentu s ketaminem
byla publikovana prace Zhang et al., 2021, ktefi pomoci kryo-elektronového
mikroskopu vyiesili strukturu komplexu lidského NMDA receptoru s ketaminem.
Ketamin se vaze v TMD receptoru v centralnim vestibulu mezi branou kanalu
a selektivnim filtrem. Kli€¢ovymi byly oznac¢eny aminokyseliny Leu642 na GIuN2A
a Asn616 na GluN1, rezidua tvofici s ketaminem hydrofobni a vodikové vazby (Zhang
et al., 2021). Porovnani aminokyselinové sekvence s rostlinnymi GLR3.3 a GLR3.6
odhalilo, Ze na pozici Asn6l6 se nachazi mezera a Leu642 je nahrazen Asn
(viz Obr. 13). Mutovany GIUN2A s Asn namisto Leu vykazoval 226 snizenou potenci
inhibice ketaminem (Franks, 2008). Absence kli¢ovych rezidui pro vazbu ketaminu
Vv rostlinnych GLRs nejspi§ stoji za slabym tG¢inkem ketaminu pfi blokaci systémového
Siteni elektrického signalu v A. thaliana v porovnani s diethyletherem, a to i navzdory
aplikovani vysoké koncentrace 18 mM. Pti aplikovani 1% (36mM) roztoku ketaminu
rostliny vykazovaly znamky poskozeni lista. Ketamin se jiz v minulosti prokazal

jako neefektivni v ramci inhibice zavirani pasti u D. muscipula (de Luccia, 2012),
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zatimco diethylether v lalocich pasti D. muscipula zcela inhibuje generovani APs
a jasmonatovou signalizaci v reakci na dotek ¢i poranéni (Yokawa et al., 2018; Pavlovi¢
et al., 2020). Podle nedavnych studii je Siteni elektrického signalu ze smyslovych bunék
trichomu do laloku pasti D. muscipula analogni se systémovou signalizaci v listech
A. thaliana, a to nejspiSe diky pFitomnosti GLR3.6 a glutaméatu (losip et al., 2020;
Scherzer et al., 2022), coz by vysvétlovalo podobné G¢inky dvou odlisnych anestetik
na dveé naprosto odlisné rostlinné druhy.

Ptredkladané vysledky nabizeji vhled do problematiky dosud zcela neobjasnén¢ho
mechanismu G¢inku celkového intravendzniho anestetika ketaminu na rostliny a jejich
elektrickou signalizaci. V oblasti mechanismu G¢inku ketaminu je piesto stale spousta
neznamych a dal§i vyzkum by se mohl ubirat smérem jeho pfimého vlivu na GLR

kanaly heterologné exprimované v buné¢nych liniich HEK293 (Shao et al., 2020).
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7 ZAVER

Tato bakaldiskd prace si kladla za cil vizualizovat Ca?* signalizaci pomoci
transgennich rostlin A. thaliana a vyuzit ji pfi studiu vlivu celkového intravendzniho
anestetika ketaminu na §ifeni systémového elektrického a s nim Gzce spjatého Ca®*
signalu v odpoveédi na tepelné poranéni.

Z vysledkti méteni povrchového elektrického potencidlu vyplyva, ze ketamin
modifikuje elektrické signaly, a to pievazné v systémovych listech. Poranéni lokalnich
listt A. thaliana oSetfenych ketaminem v nich indukovalo elektrické signaly se stejnou
amplitudou a zkrdcenym polo¢asem oproti kontrolnim rostlindm. Signal se béhem
desitek sekund rozsitil do systémovych listti, kde byla naméfena vyrazné redukovana
amplituda a polocas.

Monitoring hladin [Ca®"]e: Vv transgenni A. thaliana exprimujici apoaequorin
ukézal, ze ketamin neblokuje propagaci Ca* viny a mirné inhibuje aequorinovy Systém.
Indukce a nasledna propagace Ca?* viny do systémovych listi po tepelném poranéni
byla pozorovana jak v kontrolnich, tak ketaminem ovlivnénych rostlinach. Rozdil
vV poctu systémovych listi, do kterych se Sifily elektrické signaly z lokdlnich lista
ketaminem oSetfenych rostlin nebyl signifikantn¢ odliSny od kontrolnich rostlin.
U systémovych listl ketaminem oSetfenych rostlin byl vSak pozorovan 20% pokles
maximalni intenzity [Ca®**]ct signalu, coz téméf odpovidd 22% poklesu u CaCly
vysvicenych rostlin osetfenych ketaminem.

Analyza exprese jasmonat-responzivnich gent JAZ8, JAZ10, AOS a OPR3 ukézala,
ze ketamin neblokuje jejich expresi. V ketaminem oSetfenych rostlinach byly
exprimovany vSechny testované geny, coz se neda fict o expresi gent v kontrolnich
rostlinach, kde se neexprimovaly vibec (JAZ8, JAZ10) ¢i minimaln¢ (AOS, OPR3).
V tepelné poranénych rostlindch oSetienych ketaminem byla jejich exprese pozorovana
jesté ve vétsim rozsahu nez v rostlindch oSetfenych ketaminem bez tepelného poranéni
a mira exprese byla obdobné jako mira exprese u kontrolnich poranénych rostlin.

Ze ziskanych vysledki je ziejmé, ze ketamin nejspi§ neni schopen ucinn¢ inhibovat
rostlinné receptory podobné glutamatovym receptorim pravdépodobné z divodu
absence konzervovanych aminokyselinovych rezidui potfebnych pro vazbu

s ketaminem.
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Abstract: The systemic electrical signal propagation in plants (i.e., from leaf to leaf) is dependent on
GLUTAMATE RECEPTOR-LIKE proteins (GLRs). The GLR receptors are the homologous proteins to
the animal ionotropic glutamate receptors (iGluRs) which are ligand-gated non-selective cation chan-
nels that mediate neurotransmission in the animal’s nervous system. In this study, we investigated the
effect of the general anaesthetic ketamine, a well-known non-competitive channel blocker of human
iGluRs, on systemic electrical signal propagation in Arabidopsis thaliana. We monitored the electrical
signal propagation, intracellular calcium level [Ca?*].yt and expression of jasmonate (JA)-responsive
genes in response to heat wounding. Although ketamine affected the shape and the parameters of the
electrical signals (amplitude and half-time, t; /2) mainly in systemic leaves, it was not able to block
a systemic response. Increased [Ca2* eyt and the expression of jasmonate-responsive genes were
detected in local as well as in systemic leaves in response to heat wounding in ketamine-treated plants.
This is in contrast with the effect of the volatile general anaesthetic diethyl ether which completely
blocked the systemic response. This low potency of ketamine in plants is probably caused by the fact
that the critical amino acid residues needed for ketamine binding in human iGluRs are not conserved
in plants” GLRs.

Keywords: Arabidopsis; anaesthetic; calcium; diethyl ether; jasmonates; ketamine; systemic response

1. Introduction

Plants are sessile organisms constantly exposed to environmental perturbation. Me-
chanical injury or wounding is one of the severest environmental stresses to which plants
are subjected in nature. Plants have evolved mechanisms to withstand such stress by
activating a defence response mediated by the plant hormones, jasmonates [1,2]. The
response is not limited to the organs that initially sense the stress but quickly spreads
from damaged tissue to distal parts of the plant that have not yet directly experienced
the stimuli during the process termed systemic response. The meaning of systemic sig-
nalling is to prepare a multicellular organism for an upcoming challenge that is initially
sensed by a single organ or only a small group of cells. These signals include hormones,
peptides, volatile compounds, reactive oxygen species (ROS), electrical and Ca?* signals
and they often co-propagate together [3—8]. Systemic electrical signals have attracted the
attention of scientists since their initial discovery [9] and rapid progress has been made in
understanding their molecular mechanisms during recent years [4,7].

It was quite a big surprise when glutamate receptor-like proteins (GLRs) were discov-
ered in plants [10]. The GLRs are the homologous proteins to animal ionotropic glutamate
receptors (iGluRs) which are ligand-gated non-selective cation channels that mediate neu-
rotransmission in the animal nervous system. They share a similar architecture with the
extracellular amino-terminal domain (ATD), a ligand-binding domain (LBD), three trans-
membrane helices (M1, M3, M4) plus a partial one (M2), and a cytoplasmic terminal domain
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(CTD) [10-12]. The degree of identity between Arabidopsis thaliana GLRs and animal iGluRs
within these domains is 63% to 16% and is similar to that between animal iGIuR subtypes
that have kainate /AMPA rather than NMDA as agonists, suggesting a divergence of the
iGluRs/GLRs prior to their subtype differentiation [10]. Recent studies showed that GLRs
play an indispensable role in systemic electrical and Ca?* signal propagation in the plant
A. thaliana. In particular, the double mutants g/r3.3 and glr3.6 were not able to propagate
electrical and Ca?* signals from local damage to systemic leaves [4,7]. The GLR3.3 and
GLR3.6 are expressed and localised in vascular tissue (sieve elements and xylem contact
cells, respectively) supporting the role of vasculature in electrical signal propagation in
plants [13]. In the glutamatergic synapse of the animal neuron, glutamate is released from
the presynaptic neuron, binds to iGluRs on the postsynaptic neurons and activates them,
allowing the passage of Na* and Ca®* ions. A simple analogy exists in plants; wounding
releases glutamate in the apoplast that binds and activates GLRs [7,14-19]. Then, the
Ca®* wave is likely driven by the bulk flow of a glutamate or glutamate is released in the
systemic leaves by an unidentified mechanism [19,20]. This analogy is further supported
by the fact that the exogenous application of glutamate, but not other amino acids, triggers
systemic cytosolic calcium ([Ca2+]cyt) increase [7,15]. However, the crystal structure of the
ligand-binding domain (LBD) of AtGLR3.3 reveals the accommodation of a wider range of
amino acids [14].

Recently, we showed that the volatile general anaesthetic (GVA) diethyl ether com-
pletely inhibited electrical and Ca?* signal propagation from damaged to neighbouring
systemic leaves in response to heat wounding in A. thaliana. The same inhibition was
also found in response to exogenous glutamate application, indicating that GLR chan-
nels are among the possible targets of diethyl ether anaesthesia. As a consequence, the
anaesthetised plant was not able to activate defence response mediated by jasmonates in
systemic leaves [21]. The inhibitory effect of the GVA diethyl ether on electrical (action
potentials), Ca?* signal propagation, and downstream responses was also documented in
the carnivorous plant, Venus flytrap (Dionaea muscipula). This plant captures insects using
modified leaves in the traps. Sensitive trichomes (trigger hairs) on the upper trap epidermis
function as mechanosensors and when the trigger hairs are stimulated by touch, an action
potential (AP) is generated which propagates across the trap lobes. Two touches and the
generation of two APs are necessary for rapid trap closure. However, under diethyl ether
anaesthesia, the propagation of APs across the lobes is completely blocked [22,23]. Using
the transgenic D. muscipula expressing calcium sensor GCaMP#6f, it was documented that
the calcium signal was generated in the trigger hair but could not propagate to the trap
lobe under anaesthesia [24]. This resembles the effect of GVA on mammalian neurons, i.e.,
complete inhibition of AP propagation [25]. Thus, plants under anaesthesia are not able to
sense and /or react to certain external stimuli.

Despite the fact that GVAs are used on a daily basis in thousands of hospitals, scientists
and the doctors who administer these compounds still lack a molecular understanding of
their action. It is still not entirely clear if lipophilic GVAs work nonspecifically by dissolv-
ing in the lipid bi-layer (lipid theory of general anaesthesia, [26-28]), indirectly affecting
ion-channel activity, and /or by binding to the non-specific hydrophobic cavities of many
proteins (protein theory of anaesthesia; [29-32]). On the other hand, the molecular targets
of many local and intravenous general anaesthetics are more specific and well-known
including GABA, NMDA, sodium and two-pore potassium channels [33]. The intravenous
general anaesthetic ketamine is a highly lipophilic compound that easily crosses the mem-
branes and results in the rapid onset of anaesthesia. It is well-known as a non-competitive
channel blocker of animal glutamate-gated calcium-permeable NMDA receptors [34]. Due
to the sequence homology, the identical structural and functional domains with plant
GLRs [10,12], and the indispensability of GLRs in systemic response [4,7], we decided to
investigate the effect of ketamine on electrical and Ca?* signal propagation in A. thaliana
in response to heat wounding. Our study showed that ketamine, in contrast to GVA, was
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not able to block electrical and Ca** signal propagation and only slightly modified the
characteristics of electrical signals.

2. Results
2.1. Anaesthetic Ketamine Modified Electrical Signals Mainly in Systemic Leaves

We used surface potential measurements for the detection of electrical signals in A.
thaliana. One electrode was attached on a local leaf and the second one on an adjacent
systemic leaf. Heat wounding was applied to the local leaf through a central vein using
hot tweezers and the response was recorded. Heat wounding in the local leaf induced the
hyperpolarisation of the membrane potential (a negative voltage shift recorded extracellu-
larly, representing intracellular depolarisation), representing slow wave potential (SWP).
Within several seconds after heat wounding, the electrical signal was transmitted to the
systemic leaves. Before transient hyperpolarisation (representing intracellular depolari-
sation), some systemic leaves induced transient depolarisation (representing intracellular
hyperpolarisation) of the membrane potential. The variations in electrical signal shape and
intensity are shown in Figure 1A. After ketamine application, heat wounding induced a
similar electrical signal in the local leaf with the same amplitude, but with slightly reduced
half-time (t;/2). The systemic leaves received the electrical signals within a few tens of
seconds with significantly reduced amplitude and t; /, (Figure 1B). Sometimes, the hyper-
polarisation (intracellular depolarisation) was absent and only the transient depolarisation
(representing intracellular hyperpolarisation) was recorded.

ketamine

systemic local systemic +

50 mV

"100's

Figure 1. Cont.
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Figure 1. Surface potentials generated in local and systemic leaves after heat wounding in control
and ketamine-treated Arabidopsis thaliana plants. (A) Example of electrical signals recorded. Time
when the local leaf was heat wounded is depicted by arrows. (B) Amplitude and half-width duration
of surface potentials in response to heat wounding in control and ketamine-treated plants in local and
systemic leaves of Arabidopsis thaliana. Boxplots represent the 25th percentile, median, 75th percentile
of the data points (diamonds). The crosses represent means, whiskers + 1S.D., n = 8-12. The asterisks
indicate significant differences at p < 0.01 (**) and p < 0.05 (*), Welch’s-test. The terminology used
(depolarisation/hyperpolarisation) is from intracellular point of view.

2.2. Anaesthetic Ketamine Did Not Block Ca>* Wave Propagation

Because electrical and Ca?* signals are tightly coupled, we further monitored [Ca®*]cyt.
For this type of experiment, we used transgenic A. thaliana plants expressing apoaequorin
from jellyfish Aequorea victoria. Heat wounding clearly induced a Ca?* wave in the con-
trol as well as in the ketamine-treated plants (Figure 2A-C, Supplementary Materials,
Videos S1 and S2). The number of systemic leaves which received electrical signals from
the local wounded leaf was not significantly different between both groups of plants
(Figure 3A). The maximum [Caz*‘]cyt signal intensity was comparable in local leaves but
almost significantly diminished (p = 0.06) in the systemic leaves of ketamine-treated plants
relative to the control plants (Figure 3B). But the intensity of the signal drop (20%) is com-
parable to the intensity of the signal drop after discharge in ketamine-treated plants (22%,
Figure 3C), indicating that the Ca?* wave is not significantly affected in the local or in the
systemic leaves and ketamine slightly inhibited the aequorin system.
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in response to heat wounding. (A) Control plants, (B) Ketamine-treated plants. Firstimage in the
sequence is the photograph of rosette in visible light (vis.) and the site of heat wounding across a midrib
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lation in response to heat wounding in local and distal leaves. Heat wounding was performed in the
range of 0-10 s on local leaf (frame exposure time is 10 s). Cumulative image of [Caz"]cyt-dependent
photon counts after discharge of the whole rosette (dis., frame exposure time is 1 min). Representative
images from 7 to 9 independent measurements where systemic response was detected. Movies are
available as Supplementary Materials, Videos S1 and S2. (C) Average luminescence signal intensity in
local and systemic leaves (the plants where the systemic response was not detected were not involved
in averaging), means + S.E., n = 7-9. Significant differences at the same time points between control
and ketamine-treated plants were not found (Welch'’s ¢-test).
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Figure 3. Quantification of [Ca?* ]yt signal in transgenic Arabidopsis thaliana expressing apoaequorin.
(A) Number of leaves with systemic response. Although local response was detected every time,
the systemic response was not (in this case, number of systemic leaves is equal to 0), n = 13-18.
(B) Maximum luminescence signal intensity in local and systemic leaves (the plants where the sys-
temic response was not detected were not involved in averaging), means + S.E., n = 7-8. (C) Intensity
of discharge with 1 M CaCl, in 10% ethanol, n = 3. Boxplots represent the 25th percentile, median,
75th percentile of the data points (diamonds). The crosses represent means, whiskers + 1 S.D.
C—control plants, K—ketamine-treated plants, W—heat-wounded plants. Significant differences
between control and ketamine-treated plants were evaluated by Welch’s-test at p < 0.05 (*).

2.3. Ketamine Did Not Block Expression of Jasmonate Responsive Genes

Further, we monitored the expression of marker genes involved in JA biosynthe-
sis (ALLENE OXIDE SYNTHASE, AOS; OPDA REDUCTASE 3, OPR3) and JA signalling
(JASMONATE-ZIM DOMAIN 8 and 10, JAZS, JAZ10) in local and systemic leaves 1 h
after heat wounding. Surprisingly, the application of ketamine in non-wounded plants
induced the expression of all tested JA-responsive genes in comparison to control water
sprayed plants (Figure 4A). As expected, wounding also increased the expression of all
JA-responsive genes overall with much higher magnitude than in response to ketamine
application. Ketamine-treated wounded plants exhibited comparable expression to control
wounded plants indicating that ketamine had no significant effect on local and systemic
JA-responsive gene expression (Figure 4B). However, on the 15t day after ketamine appli-
cation, the plants exhibited stunted growth and delayed development in comparison to
control plants (Figure S1). Thee stunted growth and dwarf phenotype was documented in
the glr3.4. mutant plant of rice [35].
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Figure 4. Expression of jasmonate-responsive genes in Arabidopsis thaliana. (A) Gene expression in
local and systemic leaves in response to ketamine application. (B) Gene expression in response to heat
wounding. Expression data are normalised to UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME (UBC21) n = 4-6.
Boxplots represent the 25th percentile, median, 75th percentile of the data points (diamonds). The
crosses represent means, whiskers + 1 S.D. C—control plants, K—ketamine-treated plants, W—heat-
wounded plants. Significant differences between control and ketamine-treated plants were evaluated
by Welch’s-test at p < 0.01 (**) and p < 0.05 (*).

3. Discussion

Here, we investigated the effect of the anaesthetic ketamine on electrical signal propa-
gation in experimental model plant A. thaliana. These experiments were motivated by our
previous research, where we found that the GVA diethyl ether completely blocked electrical
and Ca?* signal propagation from local to systemic leaves, induced by heat wounding or
glutamate in A. thaliana. In response to attenuated electrical signalling, systemic leaves were
not able to activate the expression of JA-responsive genes [21]. Based on these experiments,
and similar experiments on Venus flytrap (D. muscipula) [24], the GLRs were suspected to
be among the targets of diethyl ether-induced inhibition of electrical signal propagation
in plants. Despite the attenuation of the Ca?>* wave by the GVA diethyl ether [21], the
application of diethyl ether itself may induce increased cytoplasmic Ca?* concentration
with different spatio-temporal pattern. This affected the expression of thousands of genes
indicating that the GVA diethyl ether significantly modified the calcium signature [36]. The
specific molecular target of diethyl ether is not known and this anaesthetic is considered
promiscuous in anaesthetic binding and may bind non-specifically to the hydrophobic
pocket of many proteins [29,37] or affect channel function through its solubility in the lipid
bilayer [28]. This is evidenced by its inhibition of firefly luciferase or aequorin [21,29].
In contrast, the intravenous general anaesthetic ketamine is a well-known antagonist of
NMDA receptors, which are homologous to plant GLRs. However, in this case, ketamine
was not able to abolish electrical and Ca®>* wave propagation from damaged to systemic
leaves but only slightly modified their characteristics (reduced amplitude and duration,
Figure 1). This modification was not sufficient to block the systemic response and sys-
temic leaves activated the expression of JA-responsive genes (Figure 4B). Recently, it was
documented that the duration of depolarisation determined the strength of jasmonate
response [38]. However, in our case, the jasmonate response was not reduced and may be
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compensated by its activation by the ketamine itself (Figure 4A). During our experimental
investigation, the cryo-electron microscope structures of human NMDA receptors in com-
plex with ketamine were resolved. Ketamine binds in TMD in the central vestibule between
the channel gate and selectivity filter. Two amino acids Leu642 on GluN2A and Asn616 on
GluN1 were identified as key residues that form hydrophobic and hydrogen-bound inter-
actions with ketamine [34]. By comparing the amino acid sequence with plant GLR3.3 and
GLR3.6, it was revealed that in the position of Asn616 there is a gap and Leu642 is replaced
by Asp (Figure S2). Mutated GluN2A when the Leu was substituted with Asp displayed
a 226-fold reduced potency of inhibition by ketamine (ICsj 1.33 vs. 354.2 uM, [33]). This
may indicate that if ketamine binds to the plant GLRs, it has probably reduced potency in
comparison to animal neurons. On the other hand, in contrast to GVAs, ketamine is often
not able to block the generation of APs in different types of animal neurons completely but
only modify their characteristics (amplitude, duration, frequency, etc., [39-41]). All these
facts may explain the weak effect of ketamine on the inhibition of electrical and Ca?* signal
propagation in A. thaliana in contrast to diethyl ether, despite the high 18 mM concentration
applied. The application of a higher concentration (1%, 36 mM) exhibited leaf damage on
the plants. In addition to its action on NMDA receptors, alternative targets for ketamine
probably also exist and must be considered [42,43]. With its lipophilic characteristic, it may
affect nonspecifically many cellular processes, like the lipophilic GVA diethyl ether [36].
Evidence of this comes from its inhibition of luminescence (Figure 3C) and the activation of
JA response (Figure 4A).

Ketamine was also not effective in the inhibition of trap closure in the Venus flytrap (D.
muscipula) [44]. We also tried to apply ketamine through the cut petiole or trap lobe, and
the amplitude of AP was also not affected by 0.5% ketamine in Venus flytrap (unpublished
results). In contrast, the GVA diethyl ether was able to completely abolish AP generation
in the trap lobe in response to touch or wounding [22-24,45]. Recent studies suggested
that electrical and Ca?* signal propagation from the sensory cells in the sensitive trichome
to the trap lobe in the Venus flytrap is probably also mediated by GLR3.6 channels and
glutamate [24,46], and the electrical signal propagation from the trigger hairs to the trap
lobe is analogous to the systemic signalling in the leaves of A. thaliana plants. The same
mechanism for electrical and Ca?* signal propagation may explain the similar effect of
different types of anaesthetics (complete inhibition by the GVA diethyl ether, and no
blockage by ketamine) on these two very different plants. The inhibition of electrical
and Ca?" signalling by the GVA diethyl ether in these plants may explain the blocked
expression of JA-responsive genes [21,23], what was not the case in this study with ketamine.
Surprisingly, ketamine, in contrast to diethyl ether, itself slightly induced the expression of
JA-responsive genes (Figure 4A).

Another type of anaesthetic with a well-known molecular target is lidocaine. The mech-
anism of action of lidocaine as a local anaesthetic is through a blockade of voltage-gated
sodium channels (VGSCs) leading to a reversible block of action potential propagation [47].
Despite the fact that plants do not have voltage-gated Na™ channels [48], the seismonastic
plant (Mimosa pudica) is sensitive to the local anaesthetic lidocaine applied through the roots.
Leaves of M. pudica fold in response to touch and other stimuli; however, this response is
lost under lidocaine anaesthesia [22,49]. However, it is still not clear if lidocaine inhibited
AP propagation or only the leaf-folding response, because measurement of electrical signals
has not been performed. In addition to electrical signals, recent success in the transforma-
tion of M. pudica plants with the calcium reporter system GCaMP6f could be very helpful
in this investigation [50]. Surprisingly, the Venus flytrap is not sensitive to lidocaine treat-
ment [44]. These studies indicate that even anaesthetics with well-known defined targets
probably have an off-target effect. In the case of lidocaine, such targets involve potassium
and calcium channels and even NMDA receptors but usually in above clinically relevant
plasma concentrations [47]. At high concentrations with their lipophilic character, they may
also interact with plasma membranes (lipid theory of general anaesthesia, [26-28]).
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The effect of GVA and local anaesthetics on plants is not only confined to the atten-
uation of electrical and Ca?* signal propagation. They inhibit germination, chlorophyll
biosynthesis, circumnutation movement of climbing plants, affect ROS homeostasis and
vesicle trafficking [22]. Recently, we have shown that the GVA diethyl ether inhibited de-
etiolation and the response to light stimulus in barley (Hordeum vulgare) seedlings. Seedlings
exposed to the GVA diethyl ether had significantly decreased chlorophyll concentration
and a hampered light signalling cascade, as they were not able to activate the expression
of many nuclear-encoded light-responsive genes [51]. Interestingly, the application of an
antagonist of animal kainate/AMPA iGluRs 6,7-dinitroquinoxaline-2,3-dione (DNQX) also
impaired the light-signal transduction and phenocopy in Arabidopsis long-hypocotyl (hy)
mutants [10]. From this point of view, it would be interesting to investigate the effect of
ketamine on light-induced signalling pathways.

4. Materials and Methods
4.1. Plant Material and Experimental Setup

Six-week-old Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Columbia-0 wild-type and transgenic A.
thaliana (L.) Heynh. Columbia-0, expressing the apoaequorin gene from jellyfish Aequorea
victoria under control of the CaMV 35S promoter, were grown on a soil substrate (Potgrond
H; Klasmann-Deilmann GmbH, Geeste, Germany) in a growth chamber (AR75L; Percival-
Scientific; Perry, IA, USA) set to an 8 h: 16 h photoperiod at 100 umol m~2 s~! PAR,
21 °C:21 °C, day /night, and 60% relative air humidity in plastic pots. Three hours before
analysis, the entire plant rosettes were sprayed with 0.5% (18 mM) ketamine (racemic
mixture, Lipomed AG, Arleshem, Switzerland, Catalog No. C2944, KET-663-HC) in 0.01%
Tween 20 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA, Catalog No. 93773). Control plants were
sprayed with distilled water with 0.01% Tween 20.

4.2. Extracellular Measurements of Electrical Signals

Surface potential was measured using a non-invasive non-polarizable Ag-AgCl elec-
trodes (Scanlab systems, Prague, Czech Republic) and moistened with a drop of conductive
EV gel (Hellada, Prague, Czech Republic) commonly used in electrocardiography inside a
Faraday cage under standard laboratory conditions [52]. Measuring electrodes were placed
at the base of the leaf blade in local and adjacent systemic leaves. The reference electrode
was immersed into a basin with water, which was placed below the pot containing the
measured plant. The apical part of the local leaf was wounded with hot tweezers and
surface potentials were measured. The electrodes were connected to an amplifier (gain:
1-1000, noise: 2-3 mV, bandwidth (—3 dB): 10° Hz, response time: 10 ps, input impedance:
10'2 () and the data were collected every 30 ms. For experimental setup and calculation
of depolarisation and hyperpolarisation amplitude and half-time (t; /»), see our previous
publication JakSova et al. [21].

4.3. Aequorin Luminescence Imaging

Transgenic A. thaliana (L.) Heynh. Col-0 wild-type expressing the apoaequorin gene
under control of the CaMV 35S promoter, was used for monitoring cytosolic free calcium
[CaZ*]eyt [53]. Aequorin was reconstituted by spraying plants with 10 uM coelenterazine
(Invitrogen, Eugene, OR, USA, Catalog No. C2944) in 0.01% Tween 20 (Sigma Aldrich, St.
Louis, MO, USA, Catalog No. 93773) and subsequent incubation overnight in the dark.
Aequorin luminescence imaging was performed using a highly sensitive CCD camera
VersArray 1300B (Princeton Instruments, Trenton, NJ, USA). To reduce the dark current,
CCD camera was cooled down to —100 °C using a liquid-nitrogen cooling system. The
CCD camera was equipped with a 50 mm focal distance lens with an f-number of 1.2
(Nikon, Tokyo, Japan) to enhance the light collecting efficiency. Spectral sensitivity of CCD
camera was within the range of A = 200-1000 nm with almost 90% quantum efficiency in
the visible range of the spectrum. The spectral sensitivity was limited to A = 350-1000 nm
by the lenses. CCD camera parameters were as follows: scan rate, 100 kHz; gain, 2. Photons
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were captured in photon-counting mode with a 10's acquisition time. Signal acquisition and
processing were performed with WinView (Princeton Instruments, Trenton, NJ, USA) and
Image] 1.49 (NIH, Bethesda, MD, USA), respectively. After each treatment, the remaining
aequorin was discharged by spraying the rosette with discharge solution (1 M CaCl, in
10% ethanol) while imaging aequorin luminescence with 1 min acquisition time. The
CCD camera was situated in the experimental dark room (3 x 1.5 x 2.5 m) painted in
black. The door in the experimental dark room was protected completely with a black
curtain to restrict any external light. All experiments were repeated several times to ensure
reproducibility.

44. gPCR

Control and ketamine-treated non-wounded plants, as well as heat-wounded plants
were used in the experiment. Local and adjacent systemic leaves were harvested 1 h
after heat wounding simultaneously with leaves from control and ketamine-treated non-
wounded plants, immediately frozen in liquid nitrogen and stored at —80 “C before gene
expression analyses. This time point was chosen based on our previous analyses [21]. RNA
was extracted using Spectrum Plant Total RNA kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA,
Catalog No. STRN50) and DNase I treated and purified by RNA Clean & Concentrator
Kit (Zymoresearch, Irvine, CA, USA, Catalog No. R1013) according to manufacturer’s
instructions. The concentration and sample purity were measured by NanoReady (LifeReal,
Hangzhou, China). The synthesis of first strand of cDNA was performed by iScript™ cDNA
Synthesis Kit (BIO-RAD, Hercules, CA, USA, Catalog No. 1708890) using manufacturer’s
protocol. cDNA samples were 10-times diluted prior to qPCR run. For real-time PCR,
specific gene sequences were amplified by Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific, Haltman, MA, USA, Catalog No. K0221). Primers for amplifi-
cation of housekeeping gene sequence (UBIQUITIN-CONJUGATING ENZYME—UBC21)
and sequence for gene of interest (JASMONATE-ZIM DOMAIN 8, JAZS; JASMONATE-ZIM
DOMAIN 10, JAZ10; OPDA REDUCTASE 3, OPR3; ALLENE OXIDE SYNTHASE, AOS)
were used according to [4,54] (Table S1). Real-time PCR reactions were performed in
96-well plates in triplicate on a QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Haltman, MA, USA) device and the relative changes in gene expression were estimated
according to Pfaffl [55]. Melt curve analysis of qPCR products was included at the end
of each qPCR run to verify product specificity. All samples for PCR experiments were
analysed in four to six biological and three technical replicates.

4.5. Statistical Analysis

All data are from biological replicates. Data are shown as means £ S.D. or box
plots. Before statistical analyses, the data were tested for homogeneity of variance (Brown—
Forsythe test). If the homogeneity was fulfilled, Student’s t-test was used (Origin 8.5.1,
Northampton, MA, USA). If homogeneity was not present, Welch's test was used (Microsoft
Excel 2016).

5. Conclusions

This study showed that the general anaesthetic ketamine did not inhibit the systemic
response in A. thaliana in comparison to the effect of the GVA diethyl ether [21]. Diethyl
ether is promiscuous in anaesthetic binding and may affect membrane fluidity, different
proteins, cytoskeleton, etc., [37]. On the other hand, ketamine, considered as an anaesthetic
with a well-known binding site for NMDA receptors, is probably not able to sufficiently
inhibit the plant’s GLR due to the absence of the conserved amino acid residues necessary
for ketamine binding. From our study;, it is not clear if the modification of electrical signals
and stunted growth in response to ketamine application is specific to GLR action or some
pleiotropic effect caused by its lipophilic characteristic. Indeed, alternative targets probably
exist and must be considered besides its action on NMDA receptors [43]. Therefore, we
must be very careful in interpreting GLR function based on comparison with its animal
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counterparts, as has been suggested by Wudick et al. [12]. The use of well-known agonists
and antagonists of animal iGluR [10] must be performed with caution in plant models.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/ plants13060894/s1, Figure S1: The plants of Arabidopsis thaliana
24 h (A) and 15 days (B) after experiments with ketamine application; Figure S2: Amino acid
alignment of human glutamate receptor NMDA 2A isoform 1 (NP_000824.1) and Arabidopsis thaliana
GLR3.3 (NP_001322169.1) and GLR 3.6 (NP_001326369.1); Table S1: Primers sequences used in qPCR;
Video S1: The [Ca%* leyt signals in transgenic Arabidopsis thaliana expressing apoaequorin in response
to heat wounding in control plants; Video S2: The [Ca%*]cy signals in transgenic Arabidopsis thaliana
expressing apoaequorin in response to heat wounding in ketamine-treated plants.
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