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1. UVOD

Botanickd masozZravost je jednou z mnoha cest, kterou se rostliny adaptovaly, aby se
vyporadaly s nedostatkem zivin v pad¢€. Masozravé rostliny si vyvinuly specidlni listy,
nazyvané pasti, které slouzi k lakani kofisti, jejimu uloveni a straveni. Pasti jsou obvykle
mén¢ efektivni ve fotosyntéze, ale extrémné efektivni v ziskdvani Zivin z chycené kofisti.
Tyto ziviny mohou pozdé¢ji stimulovat fotosyntézu, a tedy 1 rust celé rostliny nebo jeji
plodnost.

Masozrava rostlina mucholapka podivna (Dionaea muscipula Ellis.) si vyvinula
sviraci ¢epel z listl s citlivymi spoustécimi chloupky, nazyvané téz ,trichomy®. Stimulaci
téchto vycnélkl je generovan elektricky signal — akéni potencidl. Pti vyvolani dvou akénich
potencialti dochazi k rychlému uzavieni pasti. Reakce mucholapky je extrémné rychla — aby
byl lov uspésny, musi byt rychlejsi nez tinikova odpoveéd kofisti. Zoufaly pohyb kofisti
uvnitf uzaviené pasti jesté vice drazdi spoustéci ,.trichomy* a generuje stovky akénich
potenciall, coz by mélo byt jasnou zpravou pro rostlinu, Ze je uvniti pasti Zivy objekt.
Fytohormony ze skupiny zvané jasmonaty se akumuluji v pasti a spousti expresi geni
travicich enzymn.

Sekvence udélosti po zachyceni kofisti pfipomina dobie zndmou signalni drahu
obrany rostlin v reakci na napadeni patogenem nebo bylozravcem. Po poranéni generuji
rostliny elektrické signaly a akumuluji jasmonaty nejen v lokalnich, ale také v distalnich
(systémovych) listech. Ty spoustéji expresi genti souvisejicich s patogenezi (pathogenesis-
related, PR), které se podobaji zazivacim enzymtiim u masozravych rostlin. Tato podobnost
nas vedla k tomu, abychom prozkoumali, zda se botanicka masozravost mohla vyvinout
Z obrannych mechanismt rostlin.

Kromé dotykovych senzorti mucholapka disponuje také systémem chemickych
senzoru, ktery vyhodnocuje kvalitu potravy poskytovanou kofisti. Touto problematikou se
zabyval jiz Charles Robert Darwin, ktery publikoval prvni souhrnné dilo o masoZravych
rostlinach ,,Insectivorous plants®. Obsahuje mnoho jednoduchych pozorovani rosnatky
okrouhlolisté, mucholapky podivné a nékolika dalSich masoZravych rostlin nejen pti lapani
kofisti, ale také pti reakci na nejriznéjsi chemicka ¢inidla. Ac¢koliv je mucholapka podivna
znama dlouho, molekularni zaklady jejiho masoZzravého zivotniho stylu nejsou jesté zcela
prozkoumany. Zatimco Darwin zalozil své zavéry na pouhém pozorovani, dnes méame
moznost provadét molekularni analyzy, abychom o tajemstvi mucholapky ziskali nové

poznatky.



2. CILE PRACE

Cilem teoretické Casti této prace je zpracovat literarni pfehled o lokalni a systémové
odpovédi v mucholapce podivné. Bude podrobné popsan cely proces, ktery zac¢ind vyslanim
elektrického signalu, pokracuje aktivaci syntézy jasmonatl a naslednou reakci v lokalnim/
distalnim pletivu, tedy expresi genetické informace a syntézou travicich enzymu. Elektricka
a jasmonatova signalizace u modelové rostliny mucholapky podivné bude porovnana se
systémovou signalizaci rostlin nemasozravych jako je husenicek ¢i rajce, které vyuzivaji
jiného typu elektrického potencialu, nez je ten, ktery je Sifen v mucholapce.

V experimentalni ¢asti pak lze plynule navazat na mou praci bakalaiskou
a pokracovat v méteni mimobunéénych elektrickych potencialii, analyzach jasmonatt a dale
se vénovat vyzkumu fyziologické odpovédi, coz je v ptipadé masozravych rostlin syntéza
travicich enzymi. Pomoci zakladnich proteomickych a biochemickych metod, mezi néz
patii elektroforéza, western blotting a méfeni enzymatické aktivity v travici tekuting. Pomoci
dvoupaprskového spektrofotometru bude studovana ptitomnost a aktivita dvou typickych
travicich enzymu dionaesinu (aspartat proteaza), dionainu (cystein proteaza), fosfataz
a chitinaz po opakovaném mechanickém poskozeni pletiva a mechanostimulaci. Zakladni
hypotézou diplomové prace je otazka: Dokdzou akumulované jasmonaty v odpovédi na
poranéni indukovat syntézu trdvicich enzymd, tedy typickou masozravou odpovéd’? Anebo
dokazi tento falesny signal rostliny vyhodnotit spravné a syntézu travicich enzymii spustit
jen v odpovédi na akumulované jasmonaty po podani zivocisné kofisti? Tato studie by méla
objasnit dlouho diskutovanou otazku na téma, jak specificka je elektricka signalizace
V masoZravych rostlinach.

Proces, pfi kterém jsou vysilany elektrické signaly, je Casnou odpovédi mucholapky
na vyskyt kofisti nebo jiného stimulu. Co se ale odehrava v pasti, jakmile mechanicka
stimulace kofisti ustane, tedy pfi pozdni reakci mucholapky? Chemické signaly mohou
udrzovat koncentraci kyseliny jasmonové (JA) a jejiho isoleucinového konjugatu (JA-lle)
a produkci enzymut zvysenou i piesto, ze vyvolani elektrickych potenciali kofisti ustane.
Vnimani chemickych latek a tomu, jaké latky nejvice reguluji produkci enzymii, by se méla
vénovat druhd ¢ast experimentalni prace. Tato problematika bude studovana taktéZ pomoci

vyse uvedenych metod a ukolem na zavér je vyhodnotit a diskutovat obdrzené vysledky.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Masozravé rostliny

Masozravé rostliny jsou velmi mnohotvarnou a rGznorodou skupinou casto jen velice
vzdalen¢ piibuznych druht z odlisnych systematickych fada a ¢eledi. Spolecné vlastnosti —
schopnost lovit, konzumovat zivo€ichy a zuzitkovat organické produkty traveni pro ziskani
existencni vyhody v podminkach kritického nedostatku pfistupnych zivin v prostiedi —
sjednocuje v této skupiné druhy z nejriuznéjSich podnebnych a zemé&pisnych oblasti, lisici se
morfologicky i ekologicky. Sou¢asna svétova flora obsahuje osm kompletné masozravych
Celedi s celkem patnacti rody (Studnicka, 1984, 2006). Nejpodivuhodné&jsi ze vSech
masozravych rostlin je bezpochyby mucholapka podivna (Dionaea muscipula Ellis; Darwin,
1875).

3.2 Mucholapka podivna

Mucholapka podivna je jedinym druhem rodu mucholapka fazeného do ¢eledi rosnatkovité
(poprvé popsal John Ellis, 1769). Mucholapka byla prvni rostlinou, u niz byla zjisténa
masozravost (Darwin, 1875). Pravé u mucholapky bylo také poprvé prokazano pievadéni
mechanického podrazdéni pasti v elektricky vzruch, znamy dnes i u nékterych jinych
masozravych rostlin (Burdon-Sanderson, 1873). Dale je popularni tim, Zze béhem evoluce
opustila osvéd¢eny a Casty zptisob lapani kofisti na lepkavé zlazy, popsany u rosnatek. Stala
se jedinou rostlinou chytajici suchozemské, pozemni tvory pomoci velmi rychle
pohyblivého mechanismu. Kofist pfi tom byva mnohem rozmérnéjsi nezli u vSech ostatnich
masozravych rostlin s aktivnimi lapacimi systémy jako u aldrovandky, méchyinatky
a bublinatky, jez jsou specializovany na drobné Zivocichy vodni, ¢i pudni (zooplankton,

zooedafon; Studnicka, 2006).
3.2.1 Morfologie

Pfizemni rGiZice o priméru 7 az 14 cm se skladaji z asimilacnich a soucasné lapacich listt.
Cepele jsou pretvoieny v pohyblivy lapaci organ. Kiidlaté rozifené fapiky tvoii asimiladni
plochu. Konce tapikii jsou ponofeny v pud¢. Jsou ztloustlé a dohromady skladaji asi 1 cm
velky cibulovity utvar. Z n¢ho vyrasta nékolik slabych, chudé vétvenych, ale az pies 10 cm
hluboko zapusténych kotfent. Cibulovity podzemni organ slouZi rostling jako zasobarna

zivin, dilezitd pfi Castém jarnim raSeni kvétenstvi. Kromé toho pomoci tohoto orgénu
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rostlina pfeziva extrémni zimy, nahodila obdobi sucha a pozary vegetace, jez jsou pro jeji

biotopy charakteristické (Studnicka, 1984, 2006).

3.2.2 Stavba a funkce pasti

Dvojité symetrické laloky ¢epele listu mucholapky jsou spojeny masivnim stfednim zebrem
a vytvari tak ptiblizn€ 2 cm velkou lapaci past (Bailey & McPherson 2012). Kazdy lalok ma
na obvodu tuhé $picaté vyenélky, kterych mize byt 14-21 (Juniper et al., 1989). Ve zcela
otevieném stavu je mezi laloky uhel az 80° (Poppinga et al., 2016). Také cela ¢epel je tuha,
pevna a pruznd. Na vnitini plose jsou dva druhy mikroskopickych zlaz. Pti okraji Cepele je
pasmo s nektarovymi zlazami, zapusténymi v pokozce. Ty slouzi k lakani kofisti. VétSinu
plochy Cepele pokryvaji mnohobunécné travici zlazy ve tvaru hiibu s kratkou nohou. Travici
Stava se vyluCuje z hlavicek 714z a vstfebavani produktl tradveni probiha na jejich bazi. Na
kazdé poloving Cepele se dale nachazeji vétSinou tfi, u vétsich listh nekdy Ctyfi citlivé
»chlupy®, nazyvané téz ,trichomy®, dlouhé ptiblizn¢ 2 mm. Slouzi jako spoust’ pohyblivé
pasti. Kazdy citlivy "chlup" je zakoncen mnohobunéénym hrotem se zesilenymi bunéénymi
sténami (Buchen et al., 1983). Pod nim se nachazi ohebnd, v jednom misté zaskrcena baze
Z mechanosenzorickych bun¢k mékkého parenchymatického pletiva, které jsou spojené se
sousednimi bunikami prostfednictvim nékolika plasmodesmat s bohaté¢ vyvinutymi
membranami endoplazmatického retikula, slouZiciho jako zasobarna Ca?*. Vnitini prostor
plasmodesmat je symetricky polarizovany a komplexy cisteren endoplazmatického retikula
se soustied’uji kolem vakuol obsahujicich polyfenoly na bazalni a apikalni stran¢ kazdé
bunky (Buchen et al., 1983; Juniper et al., 1989). Pravé v této prstencové zuzené oblasti pii
deformaci zpusobené zavadénim kofisti o hrot vznika elektricky signal potiebny ke
sklapnuti pasti. Tato ¢ast brani také ulomeni chlupovitého Gtvaru pfi sevieni Cepele. A prave
tato Cast prozrazuje, Ze piisné¢ morfologicky vzato vlastné nejde o chlup ¢ili trichom.
Zéakladem tohoto citlivého organu totiZ neni pouze jedind pokozkova burika, ale cela skupina
bunék. Popsany chlupovity utvar, je proto ve skutecnosti vyénélkem neboli emergenci.
Odbornici patrali, zda nevznikl vyvojovou pfeménou stopkatych zlaz (tentakuli) rosnatek,
coz jsou také vyenélky. U urcitych bunék citlivych chlupovitych ttvari mucholapky bylo
objeveno zvlastni zesileni stén, tak zvané Casparyho prouzky. Praveé to anatomové pokladaji
za hledany dikaz. Stejné Casparyho prouzky maji totiz 1 tentakule, pro jejichz funkci maji
zvlastni dblezitost. U mucholapky jsou vSak pravdépodobné jen bezvyznamnym

rudimentem (Studnicka, 2006).
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3.2.3 Lovici cyklus

Lovici cyklus zahrnuje konstitutivné aktivovany mechanismus pro rychlé chyceni kofisti, po
némz nasleduje dobie organizovana sekvence aktivace gent odpovédnych za tésné uzavieni
pasti, straveni Kkofisti a vstfebavani zivin. Rozhodnuti o jejich postupné aktivaci jsou
zalozena na ,,pocitani* stimulaci smyslovych organt (Hedrich & Neher, 2018).

Pii dotyku se spoustéci vycnélky ohybaji hlavné ve zUzené casti, coz vede
k deformaci a stimulaci senzorickych bun¢k. Vysledkem je otevieni mechanicky citlivych
iontovych kanali, depolarizace bunééné membrany a vzniku receptorového potencialu
(Hodick & Sievers, 1988; Sibaoka, 1991; Krol et al., 2006; Escalante-Pérez et al., 2011).
Béhem stimulace mohou komplexy endoplazmatického retikula a vakuol pusobit jako
tlakové prevodniky s fenolickym obsahem dodéavajicim ionty nezbytné pro vyvolani
elektrického signalu (Buchen et al. 1983, Juniper et al. 1989). Napétové fizené iontové
kanaly pak zesiluji receptorovy potencial a vytvareji akéni potencial s konstantni amplitudou
a rychlosti (Juniper et al., 1989; Volkov et al. 2008b; 2014).

Prvni mechanoelektricka stimulace spoustécich trichomi vyvolana hmyzem neni
smrtelné nebezpecnd, pouze nastavi lapaci c¢ast rostliny do rezimu ,,chystd se chytit®. Pfi
pokojové teploté neni totiz jediny stimul k uzavieni pasti dostate¢ny. Obnova klidového
potencidlu po depolarizaci trva zhruba 20-30 s. V tomto ¢asovém rozmezi je nezbytné druhé
podrazdéni (Brown, 1916). ProtoZze kazdy stimulvyvolava depolarizaci o stejné velikosti,
druhy stimul v tomto ¢asovém obdobi mé aditivni charakter. Toto ,,po¢itani* nebo ,,pamét™
mechanickych zmén u mucholapky miiZe zabranit jejimu faleSnému uzavieni, pokud by do
pasti spadly listy stromt anebo ¢astice pudy. Je-li drazdéni velmi jemné, je tfeba zvlasté
u starSich mén¢ aktivnich listt nebo pii nizkych teplotach i vétsiho poctu podnétd, aby se
past seviela (Volkov et al. 2007, 2008a, 2008b, 2008c, 2008d). Jak je vidét na Obr. 1,
obvodové Spicaté vycnélky Cepele se pii sevieni protnou a vytvori ,.klec*. Citlivé vycnélky
uvnit pasti jsou pfitlaceny k plose ¢epele, coz umoziuje jejich pruzna a dobte ohebna spodni
¢ast. Sevieni Cepele miize pii optimalni teploté 35 °C probéhnout béhem 0,5 sekundy. Pii
jinych teplotach nebo u vicekrat pouzitych pasti je tento ¢as delsi (Williams & Bennett 1982,
Hodick & Sievers 1988).

V tuto chvili ovS§em neni past zcela uzaviena. Po rychlém uchvaceni kofisti dochazi
jeste k dalsimu, velmi pomalému pohybu. Okraj pasti se zacne vyklanét ven a vznikly ohyb
umozni dokonale tésné ptilehnuti obou polovin ¢epele. Pii traveni je kofist dokonale
seviena, ale nikoli rozdrcena. Konecné uzavieni pasti a tvorba ,,zeleného zaludku®, ktera je

dulezita pro traveni kofisti zavisi na rostlinném hormonu kyseliné jasmonové (Escalante-

13



Pérezet al., 2011; Nakamura et al., 2013; Wasternack & Hause, 2013; Scherzer et al., 2017).
JA aktivuje endokrinni systém mucholapky vyvolanim exprese geni a exocytdzy
hydrolytickych enzymt ve velkém poctu vyskytujicich se zlaz, které pokryvaji vnitini
povrch zaludku. V tomto stadiu hydrolazy sekretované do zaludku rozkladaji kotist na bloky
stavebnich zivin. Paralelné s tim je ve zlazach zvySena exprese transportéra pro vstiebavani
zivin. Cim &ast&ji se kofist dotyka spoustécich chloupk, tim vice je spousténo AP a je
syntetizovan hormon JA, tim del$i a vétsi je aktivita endokrinniho systému mucholapky.
Timto zptisobem pocet AP informuje rostlinu o velikosti a obsahu Zivin v bojujici kofisti.
Produkty traveni svaloviny a hemolymfy, zejména aminokyseliny a sodné a amonné ionty,
stale chemicky drazdi list, takze zGstava sevien fadu dni. Kdyz pftiblizn€ po jednom tydnu
dojde k dokonceni rozkladu kofisti a absorpci zivin, past se znovu otevie a je pfipravena na
vstup do dalsiho loviciho cyklu (Bemm et al., 2016; Volkov et al., 2011). Je-li past
vydrazdéna naprazdno, otevie se jiz béhem asi dvou dnl. Pro normdlni ¢innost je tedy
dalezité nejprve mechanické a potom chemické drazdéni. Sklapnuti pasti lze ovSem
vyprovokovat i jinymi podnéty, napiiklad elektrickym proudem nebo vysokou teplotou.
Cepel mucholapky se miize naprazdno sevfit udajné az dvanactkrat. Stravit viak muZe
postupné jen 2 aZz 3 kusy kofisti. Omezend Zivotnost tohoto travicitho organu souvisi
S opottebovanim 714z, i kdyz na rozdil od ¢etnych jinych masozravych rostlin dochazi v jiz
vyprazdnénych z1azdch mucholapky k resyntéze enzymu (Studnicka, 2006).

Za zminku stoji, Ze se AP §ifi pouze v pasti a nezasahuje do spodni asimilacni ¢asti
listu, coZ pravdépodobné umoziuje ucinné Setfeni zdrojl. Pfi lapani a zadrZovani kofisti
rostlina vyZaduje vysSi metabolické a energetické ndklady spojené s uhlikovym
metabolismem (Pavlovi¢ et al., 2010).

Maria Escalante-Pérez uvadi, ze chyceni hmyzi kofisti mucholapkou podivnou je
kromé jasmonatl ,,modulovano® také kyselinou abscisovou. Mucholapky vystavené stresu
z nedostatku vody a ty, na jejichz pasti byla aplikovana kyselina abscisova, byly méné¢ citlivé
na mechanické podrazdéni. Oproti tomu po aplikaci prekursoru kyseliny jasmonové — Cis-
12-oxofytodienové kyseliny (OPDA), metylesteru kyseliny jasmonové (MeJA)
a molekularnimi mimikry isoleucinového konjugatu kyseliny jasmonové — koronatinu byla
spusténa sekrece travicich enzymi a to 1 bez pfedchazejici mechanické stimulace (Escalanté-

Peréz et al., 2011).
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Obr. 1 Lovici cyklus mucholapky podivné. Prvni mechanoelektrickd stimulace spoustécich
trichomi vyvolana hmyzem nastavi lapaci ¢ast rostliny do rezimu ,,chysta se chytit™. Akéni potencial
vyvolany jednim dotykem je uloZen v pasti, ale neni dostate¢ny k jejimu uzavieni. Pro rychlé
uzavieni pasti a zachyceni kofisti je vyzadovan druhy AP, ktery by byl vyvolan béhem daného
¢asového intervalu (cca do 30 s). Pii pokusu o utek se hmyz opakované dotyka mechanosenzord,
¢imz opakované vyvolava vytvareni AP. Tti anebo vice AP aktivuji signalizacni drahu JA a lapaci
organ se stane hermeticky uzavienym. Zlazy, které pokryvaji vnitini povrch ,zaludku®, zaé¢inaji
exprimovat geny kodujici hydrolazové enzymy, které rozkladaji kofist na bloky stavebnich Zzivin,
spolu s expresi gent transportéri pro vstiebavani zivin pochazejicich z kofisti. V téchto procesech
miiZze byt mechanicko-elektricka stimulace nahrazena p¥imym podanim kyseliny jasmonové. Cim
Castéji jsou spoustéci vyénélky stimulovany, tim cCast&ji jsou spoustény AP aje syntetizovan
dotykovy hormon JA, a tim delsi a vétsi je i aktivita endokrinniho systému mucholapky. Timto
zptusobem pocet AP informuje rostlinu o velikosti obsahu zivin v bojujici kofisti. Obrazek byl
upraven a prevzat od Hedrich & Neher, 2018.

A7

Znovuotevieni

3.3 Elektrické signaly

Skutecnost, Ze elektrické signaly jsou dulezité pro zaznamenani hmyzi kofisti na povrchu
pasti u nékterych druht masozravych rostlin, je znama po staleti (Burdon-Sanderson, 1873;
Hodick & Sievers, 1988). Zakladem tvorby elektrického signalu je membranovy potencial,
potencialem se mysli elektrické napéti mezi vnitini stranou membrany vztazené k vnéjSimu
povrchu bunky. Vznika nerovnomérnym rozdélenim zakladnich fyziologickych iontl mezi
vnéj$i a vnitini Casti plazmatické membrany. Je vytvafen dvéma silami, které plsobi
v daném okamziku na jednotlivy ion; silou chemickou, kdy na zakladé difuze prechazi ionty
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Z mist o vétsi koncentraci do mist s nizsi koncentraci a silou elektrickou, kdy elektrické pole
vytvofené na membran¢ pohani ionty podle jejich polarity. Souhrnné tyto sily pohanéjici
solut pfes membranu nazyvame gradientem elektrochemického potencidlu. Ve vysledku je
pak cytoplasmaticka strana nabita zdporn€ vici vnéjsi strané membrany, ktera je nabita
kladné. Ciselna hodnota klidového potencialu membrany je -50 az -200 mV (Alberts et al.,
1998). Princip elektrického signalu pak spociva v tom, Ze po pisobenim né&jakého podnétu,
napt. mechanického, se oteviraji a zaviraji iontové kanaly umisténé v cytoplasmatické
membran¢. To pii otevieni napf. vapnikového kanalu, ktery transportuje vapenaté ionty
z vn¢jsiho prostiedi do vnitfniho, zpiisobi, Ze membranovy potencidl je méné zaporny.
Tomuto jevu fikame depolarizace. Opacnym déjem je pak hyperpolarizace, tedy posun
hodnoty membranového napéti do zdpornéjsich hodnot. Po skonceni depolarizace nastupuje
repolarizace, béhem které se hodnota membranového napéti vraci zpét k vychozi klidové

hodnoté. Tuto situaci popisuje Nernstova rovnice:

RT In [X*], ,
ZF [Xz]i

Y =@ — P, =

kde Wm = membranovy potencial, @i, go = elektrostaticky potencial vné a uvnité [mV]; R =
univerzalni plynova konstanta [J mol*K?]; T = termodynamicka teplota[K]; z = pocet

naboju iontu, valence; F = Faradayliv naboj; Xz = konkrétni ion v¢etné jeho valence.

Pfes membranu zivych bunék probihd soucasné ale mnoho riznych iontl. Proto
Nernstitv potencial pro jednotlivé druhy iontl jen ziidka kdy popisuje diftzni potencial
membrany. Vztah membranového potencidlu k distribuci nékolika ionth pfes membranu

vyjadifuje Goldmanova rovnice:

o o i
~ 1 ~ 1 o
F ‘FK'(‘K' +PNa'cNa' +P{:_.1-C{:_1_

kde Pk+, Pna+, Pci- reprezentuji propustnost membrany pro K¥, Na™ a Cl". Ptestoze by rovnice
méla zahrnovat slozku pro vSechny ionty prochazejici membranou, K*, Na* a Cl" maji
nejvetsi membranovou propustnost a také nejvysSi koncentraci v rostlinnych buiikach
a proto rovnici dominuji. Vztah mezi Goldmanovou a Nernstovou rovnici lze vizualizovat,
pokud si pfedstavime membranu, kterd je propustna pouze projeden iont. Stanovme, Ze tomu

tak bude napt. pro K*, takZe jak Pci., tak Pna+ by byly nulové. Za téchto podminek se
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Goldmanova rovnice sniZuje na rovnici Nernstovu pro K. Pfestoze biologické membrany
nejsou nikdy propustné pouze pro jeden druh iontu, umélé membrany mohou tuto situaci
napodobit, ¢ehoz se pak vyuziva pro vyrobu pH a jinych iontoveé selektivnich elektrod (Taiz
& Zeiger, 2002).

3.3.1 Druhy a vlastnosti elektrickych signala

Jsou znamé tii hlavni typy elektrickych signalt: akéni (AP), variaéni (VP) a nedavno
charakterizovany systémovy potencial (SP; Fromm & Lautner, 2007; Zimmermann et al.,
2009). Vsechny tii se V rostlinach uplatiuji pii signalizaci na dlouhé vzdalenosti. Akéni
potencial, ktery je vizualizovan jako pik z diivodu velmi rychlé repolarizace membrany,
byva obecné vyvolan nedestruktivnimi stimuly, jako je naptiklad chlad, dotyk a elektricky
puls (Trebacz et al., 2006, Fromm & Lautner, 2007). Ridi se zakonem ,,vie nebo nic*
(Fromm & Spanswick, 1993), coz znamena, Ze kdyz néjaky stimul piekroci urcitou prahovou
hodnotu, dochazi ke generaci elektrického signalu vzdy se stejnou amplitudou (Hille, 1992),
ta je bud maximalni (,,vSe*), anebo zadna (,,nic*). Po dobu svého Sifeni udrzuje také
konstantni rychlost (8 — 100 mm s, dle Volkova az 40 m s pravé v mucholapce podivné;
Volkov, 2007). Poté co je AP vyvolan, se $iti z mista stimulace cestou nejmensiho odporu
kontinuitou cytoplasmatické membrany v buiitkdch vSemi sméry témét do vsSech zivych
organti rostliny. Zastaven je v mrtvych (nekrotickych) oblastech, protoze je nutna
metabolicka aktivita bunék (Fromm & Lautner, 2007).

Variacni potencial je pomalejsi s tvarem viny (,,wave-like* signal), kviili dlouhé
dobé¢, pii které probiha repolarizace membrany. Déle se variacni potencial od AP lisi tim, Ze
obecné vznika v odpovédi na destruktivni podnéty, jako napiiklad feznou ranu a popaleni.
Ve srovnani s AP se nefidi zakonem ,,vSe nebo nic®, je charakterizovan poklesem amplitudy
se vzdalenosti od stimulovaného mista a jehoamplituda zavisi na intenzité stimulu (Fromm
& Lautner, 2007; Fromm et al. 2013). VP mohou také ptechazet do bunék, s nimiz nemaji
cytoplasmatické spojeni pres plazmodezmy nebo 1ykovou ¢ast cévniho svazku. Podle jedné
z hypotéz se $ifi se jako hydraulicka vina v xylému (Farmer et al., 2014). Za normalnich
podminek se v xylému nachézi diky vyparu vody ptes priduchy negativni hydrostaticky tlak.
Ten je poskozenim pletiva narusen a vodni sloupec pii kontaktu s atmosférickym tlakem
vyvolava zpétnou hydraulickou vinu, kterd ovliviiuje propustnost mechanosenzitivnich
kanalii a toky H* ptes membranu. VP se proto mohou §ifit na del$i vzdalenosti nez AP, ale
pomaleji (Stahlerg et al., 2006).

Nedavno byl charakterizovan SP (Zimmermann et al., 2009). Jeho amplituda zavisi

také na intenzit¢ stimulu a od VP se li§i opac¢nou polaritou (tj. $ifi se jako hyperpolarizace
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membrany). Jeho existence jako samostatného typu elektrického signalu vsak vyzaduje dalsi
studie.

Nekteti autoti pouzivaji odliSnou klasifikaci pro elektrickou signalizaci zaloZenou na
elektrofyziologii zivoc€ichli a uznavaji naptiklad elektrotonické nebo tfidéné potencialy,
jejichz amplituda se se vzdalenosti exponencialné snizuje, ale které nejsou zplisobeny
zménou v hydraulickém tlaku (Volkov et al., 2007). Na vSech mistech, které obdrzi
elektricky signal, se hromadi jasmondty a je aktivovana exprese genl zprostiedkovana

jasmonatem (Wildon et al., 1992; Mousavi et al., 2013; Farmer et al., 2014).

3.3.2 Iontovy mechanismus akéniho elektrického signalu

U mucholapky podivné byl zaznamenan pouze ak¢ni potencial a to jak po stimulaci
kofisti, tak po poranéni (Pavlovi¢ et al., 2017). Iontovy mechanismus AP se u rostlin 1i$i od
mechanismu u zivoc¢ichl ve vyuzitych iontech. Zatimco u zivo¢icht je AP vyvolany tokem
sodnych (Na*) a draselnych (K¥) iontl pfes membranu, u rostlin jsou za n&j zodpovédné toky
vépenatych (Ca?"), chloridovych (CI") a K* jonti. Pokud po piisobeni néjakého podnétu pfi
klidovém potencidlu piekro¢i potencidlovy rozdil urcitou prehovou hodnotu, dojde ke
vzniku AP. Postupné dochazi k otevieni kanalti v plasmalemé pro Ca?* a cytoplasmu
rostlinné butiky zaplavi ionty Ca?* z intracelularnich a extracelularnich zdroja (Krol et al.,
2006). Kationty Ca?* aktivuji vytok CI iontf z buiiky, coz vede k depolarizaci membrany.
Nasleduje repolarizace plazmatické membrany a ustanoveni klidového potencialu, a to tak,
7e se v cytoplasmatické membrané oteviraji napétové fizené kandly pro K*. Ty se
z cytoplasmy dostavaji ven zbuiiky a aktivné je transportovan zbuiiky také Ca?".
V tonoplastu se oteviraji kanaly pro CI', které proudi z vakuoly do cytoplasmy (Fromm &
Lautner, 2007; Hlavackova, 2009).

3.4 Jasmonaty

Skutecnost, ze elektrické signaly jsou dulezité pro zaznamenani hmyzi kofisti na povrchu
pasti u nékterych druht masozravych rostlin, je znama po staleti (Burdon-Sanderson, 1873;
Hodick & Sievers, 1988), ale iloha jasmonati v botanické masozravosti byla objasnéna
teprve nedavno (Ueda et al., 2010; Escalante-Pérez et al., 2011; Nakamura et al., 2013;
Libiakovaet al., 2014). Slouceniny ze skupiny jasmonati jsou od lipidi odvozené latky. Tyto
kratké tetézce alkylcyklopentanonovych a alkylcyklopentenonovych karboxylatd maji
pozoruhodné strukturni a funkéni podobnosti s Zivo€iSnymi prostaglandiny, brzdici
zanétlivé reakce. To poukazuje na spolecny prekurzor, kyselinu linolenovou. Obecny termin

jasmonaty se pouziva pro cyklické biosyntetické prekurzory kyseliny jasmonové a jeji
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metabolity (Wasternack, 2007). Prvni jasmonét, methylester kyseliny jasmonové (MelJA),
byl izolovan jako aromatickd slozka esencialniho oleje jasminu bilého (Jasminum
grandiflorium) a rozmarynu lékaiského (Rosmarium officinalis; Demole et al., 1962;
Crabalona, 1967). Kyselina jasmonova byla poprvé izolovana v roce 1971 z fytopatogenni
houby Lasiodiplodia theobromae (Aldridge et al., 1971) a pozdé&ji byla nalezena ve vSech
vys$8ich analyzovanych rostlinach (Meyer et al., 1984). Kyselina jasmonova, chemicky 3-
0x0-2-(2°-cis-pentenyl)cyklopentan-1-octova kyselina, se vyskytuje ve formé Ctyf

stereoizomert. Aktivnéjsi je (-)- jasmonat, ktery vSak snadno izomeruje na méné aktivni (+)-

jasmonat (Wasternack, 2007).

3.4.1 Biosyntéza kyseliny jasmonové

Mnozstvi bioaktivni JA je ur¢eno jeji de novo syntézou a naslednym metabolismem. Témét
vSechny geny a enzymy podilejici se na jeji biosyntéze byly zjistény béhem posledniho
desetileti (Wasternack & Kombrik, 2010). Lokalizace biosyntézy JA se lisi v zavislosti na
aktudlnich stresovych podminkach a stupni rostlinného vyvoje. NepoSkozené rostliny
syntetizuji JA zejména v cévnich svazcich a mladém pletivu s vysokou metabolickou
aktivitou (Creelman & Mullet, 1997; Stenzel et al., 2003). Po poranéni vegetativnich ¢asti
dochazi v pribéhu nékolika sekund k vyznamnému zvyseni hladiny JA (Glauser et al.,
2008). Biosyntéza JA zaéina v chloroplastovych membranach obsahujici dienové mastné
kyseliny, které jsou esterifikovany v galaktolipidy. K vytvofeni substratu biosyntézy JA je
zapotiebi preména galaktolipidovych nenasycenych mastnych kyselin (C18:2, C16:2) na
trienové nenasycené¢ mastné kyseliny (C18:3, C16:3). Kyselina linolenova (C18:3) nebo
hexadekan trienovakyselina (C16:3) pak mohou byt substraty odpovidajici fosfolipazyl.
Nasledné kli¢ové reakce v oktadekanové draze vedouci k prvnimu cyklickému
prekurzoru JA probihaji pomoci enzyml umisténych v chloroplastech. Po¢atecni reakci je
vloZzeni molekuldrniho kysliku do kyseliny a-linolenové pomoci chloroplastové 13-
lipoxygenazy (13-LOXs, Feussner & Wasternack, 2002). Produkt LOX, 13(S)-
hydroperoxyoktadekatrienova kyselina (13-HPOT), je substratem allenoxid syntazy (AOS),
vytvatejici kyselinu 12,13(S)-epoxyoktadekatrienovou (12,13-EOT). Allenoxid cyklaza
(AOC) prevadi nestabilni epoxid na kyselinu 12-oxo-fytodienovou (OPDA) — prvni
cyklickou slouceninu biosyntézy JA. Struktura OPDA ma dvé¢ chiralni centra umoziujici
tvorbu dvou izomerl. Nicméné enzymaticka reakce AOC preméiluje vstupujici substrat
striktné strereochemickym zpisobem a vede k 9S, 13S izomeru — cis-(+)-12-oxofytodienové
kyseliné (cis-OPDA). Oba cyklopentenony (cis-(+) OPDA — produkt C18:3, a dinorOPDA
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— produkt C16:3) jsou nezndmym zpusobem pievedeny z chloroplasti na peroxizomy
(Weber, 2002).

Druha cast biosyntézy JA probihd v peroxisomech. Pfenos OPDA do peroxisomi
probiha pomoci ABC transportéru COMATOSE (CTSI1, téZ znamym jako PXA1/PED3)
a/nebo zachytem iontd. V prvnim kroku jsou pienesené cis-(+)-OPDA a dinorOPDA
redukovany na odpovidajici cyklopentanony — 3-0x0 2-(2’[Z]-pentenyl)-cyclopentan-1-
oktanovou kyselinu (OPC8) a 3-oxo0-2-(2’[Z]-pentenyl)-cyclopentan-1-hexanovou kyselinu
(OPC6) pomoci peroxizomalni OPDA reduktazy 3 (OPR3, Schaller, 2001). Postranni
fetézec karboxylovych kyselin OPC-6 a OPC-8 je zkracovan pomoci mechanismu f-oxidace
mastnych kyselin. Substratova esterifikace acylkoenzym A syntetazou je podminkou pro
vstup do B-oxidacniho cyklu. Oxidaéni odstranéni uhliki v postrannich karboxylovych
fetézcich je katalyzovano tfemi jadry enzymovych komplexii — acyl-CoA oxidazou,
multifunkénim proteinem 1 (MFP1) a 3-ketoacyl-CoA thiolazou. Kone¢ny produkt,
jasmonoyl-CoA je stépen nedefinovanou thioesterazou a biosyntéza JA se ukonéi uvolnénim

(+)-7-is0-JA do cytosolu (Vick & Zimmerman, 1984; shrnuto veWasternack, 2009).

3.4.2 JA/JA-lle metabolismus

Pravdépodobné nejdilezitéjsi metabolickou pfeménou (+)-7-iS0-JA je jeji spojeni
s izoleucinem, které vede k hlavni bioaktivni slou¢ening (+)-7-iso-jasmonoylisoleucinu (JA-
Ile). Tato reakce je vykonana pomoci cytosolové JA aminokyselina konjugat syntazy
(JAR1). Aktivita JAR1 zavisi na dostupnosti substratu (+)-7-iso-JA v cytoplasmé a reguluje
homeostazu bioaktivniho hormonu (Staswick & Tiryaki, 2004). Tento aminokyselinovy
konjugit mize byt dile premistén do jadra a vniman SCFCC'-JAZ, koreceptorovym
komplexem vedoucim k expresi genl reagujicich na jasmonaty. Pfedpoklada se, Ze
biologicky aktivni (+)-7-iso-JA-lle je deaktivovan in vivo epimeraci na (-)-7-iso-JA-lle
(Fonseca et al., 2009). Pii reakci na poranéni byly v huseni¢ku identifikovany také
hydroxylované (12-OH-JA-lle) a karboxylované (12-COOH-JA-Ile) konjugaty (Glauser et
al., 2008). Klonovani ptislusnych enzymi cytochromi P450 (CYP) odhalilo hydroxylaci
a karboxylaci jako inaktiva¢ni mechanismus jasmonatové signalizace (Koo etal., 2011; Koo

&Howe, 2012).
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Obr. 2 Oktadekanova a hexadekanova draha biosyntézy JA. lhned po uvolnéni
polynenasycenych mastnych kyselin — a-linolenové (C18:3) a hexadekatrienové kyseliny —
z plastidovych galaktolipidli, 13-lipoxygendza (LOX) zavadi molekularni kyslik za vzniku
odpovidajicich hydroxyperoxida. 13(S)-hydroperoxy-oktadekanova kyselina (13-HPOT) je
substratem allenoxid syntazy (AOS), ktera vytvafi nestabilni allenoxid 12,13(S)-EOT, ktery se dale
prevede na cis-(+)-12-oxo-fytodienovou kyselinu (cis-(+)- OPDA) pomoci allenoxid cyklazy
(AOC). Analogicky je dnOPDA pievedena hexadekanovou drahou s pouzitim stejné sady enzymid.
Slouceniny jsou neznamym mechanismem pirevadény z chloroplasti. Transport do peroxisomi je
zprostiedkovan ABC transportérem CAMATOSE (PXA1) a mozna i zachytem iontii. Obé OPDA
jsou redukovany OPDA reduktdzou (OPR3) na OPC-8 a OPC-6. Karboxylovy postranni fetézec je
zkracovan B-oxidaci mastnych kyselin na kone¢ny produkt (+)-7-iso-JA. Néasledna konjugace (+)-7-
iso-JA s izoleucinem (JAR1) vede k vytvofeni nejaktivnéjsi slouceniny (+)-7-iso-JA-Ile, ktera se
dostava do cytosolu. Schéma bylo pfevzato a upraveno od Wasternack & Song, 2016.

V n¢kolika rostlinnych druzich se nachéazely dalS§i konjugaty JA, pirevazné
s nepolarnimi aminokyselinami leucinem (Leu), valinem (Val), tyrosinem (Tyr),
tryptofanem (Trp) nebo metioninem (Met), a to nejen v reakci na environmentalni stres
(Knofel & Sembner, 1995; Tamogami & Kodama, 1997). Metylace JA na karboxylové

skuping diky JA karboxymetyltrasferazy (JMT) vede K tvorbé t€kavého metylesteru (MeJA,
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Stitz et al., 2011). Bylo popsano Siroké spektrum dalSich metabolitd JA zahrnujici 11-
hydroxy-JA, 12-hydroxy-JA a jeji 12-glukosylované (12-O-Glc-JA) nebo sulfonylované
(12-HSOs-JA) derivaty s riznymi fyziologickymi funkcemi (Wasternack & Hause, 2013).
O intenzivné studovany derivatech 12-OH-JA a 12-HSO4-JA se myslelo, ze inaktivuji
signalizaci JA (Gidda et al., 2003; Miersch et al., 2008). Nicmén¢ byla zjisténa schopnost
12-OH-JA aktivovat gen hydroxyjasmonatové sulfotransferazy, coz odhaluje jeji
potencionalni ulohu pfi kontrole genové exprese (Gidda et al., 2003). JA muze byt
redukovana, ¢imz se ziska 9,10-dihydro-JA nebo kyselina kukurbova. Tékavy cis-jasmon je
produktem dekarboxylace JA, ktery je uvoliiovan konstitutivné nebo v odpovédi na pozer
bylozravct pomoci kvétt a listd né€kolika rostlin (Matthes et al., 2011). Vsechny uvedené
metabolity JA, JA-lle a n¢které dalsi nedavno identifikované slouc¢eniny jsou shrnuty v Obr.
3.

Piekvapujici strukturni a funkéni podobnosti JA-Ile byly pozorovany u koronatinu,
coz je toxin produkovany nékterymi patogennimi bakteriemi a napodobuje G€inky jasmonatu
(Weiler et al., 1994; Mithofer et al., 2004). Charakterizace mutanta huseni¢ku coil, ktery je
necitlivy ke coronatinu a MeJA vyvolala zvySeny z4jem o vysvétleni zapojeni nezndmého
regula¢niho celku pfi mechanismu vnimani a transdukci jasmonatového signalu (Feys et al.,
1994). Pravé pomoci mutanta coil byl pozdéji identifikovain CORONATINE
INSENSITIVE (COI1) jako F-box protein (Xie et al., 1998) a jako ¢len koreceptorového
komplexu Skp1/Cullin/Fbox €©"(SCF°") s jasmonate-ZIM-domain (JAZ; Yan et al., 2009;
Sheard et al., 2010).

3.4.3 Mechanismus vnimani a regulace genové exprese jasmonatu

Jasmonatovy receptor COI1 je F-box protein, ktery je soucasti komplexu SCF°; Xie et al.,
1998). Multipodjednotkovy SCF komplex slouzi jako E3 ubiquitin ligdza a nese
zodpovédnost za ubiquitinaci cilového proteinu a jeho degradaci ve 26S proteasomu.
Analogicky je systém vnimani nékterych dalSich rostlinnych hormonil jako je etylen
(SCFEBFY2) " gibberellin (SCFS-Y/IP2) g auxin (SCF™RY), ktery je reprezentovan SCF
komplexy s podobnymi moduly, ve kterych je F-box protein variabilni podjednotkou majici
vliv na substratovou specifitu (Santner & Estelle, 2010). COI1 protein je velmi podobny
auxinovému receptoru TIR1. Tato podobnost naznacuje princip fungovani systému

(Woodward & Bartel, 2005).
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Obr. 3 Metabolicka pi‘eména kyseliny jasmonové. Methylace pomoci JA karboxymetyltrasferazy
(JMT) na tekavy JA methyl ester, tvorba JA-glukosyl esteru, dekarboxylace na cis-jasmon,
hydroxylace CYP94B3 na 12-hydroxy-JA (12-OH-JA), sulfatace 12-OH-JA, O-glukosylace 12-OH-
JA, konjugace s aminokyselinami, preferované s izoleucinem pomoci jasmonoyl izoleucin syntazy
(JAR1) kziskani JA-lle, metylace na JA-Me-lle, 12-hydroxylace JA-lle pomoci JA-lle-12-
hydroxylazy, karboxylace CYP94C1 na 12-OH-JA-lle, O-klykosylace JA-lle a tvorba JA-lle
glukosyl esteru. JA-Tle miize byt zpatky pfeménéna na JA pomoci amidohydrolaz TAR3 a ILLG6.
Schéma bylo pfevzato Wasternack & Song, 2016.

Zlom v poznani jasmonatové signalizace nastal pii objeveni jasmonate-ZIM-domain
(JAZ) proteint a predpokladu, Ze v signalizaci JA funguji jako represory (Thines et al., 2007;
Yan et al., 2007). Interakce JAZ proteinii s komplexem SCF®" byla zpo¢atku pozorovana
V odpovédi na poranéni nebo oSetieni JA. V huseni¢ku byla objevena rodina dvanacti gent,
které koduji rizné proteiny JAZ (Yan et al., 2007; Chung & Howe, 2009). Jelikoz u zadného
z dvanacti JAZ proteini v husenicku nebyla identifikovdana doména vazajici DNA,
predpokladalo se, ze expresi reguluji nepiimo pies jiné transkripéni faktory (Kastir et al.,
2008). Funguji tedy jako represory interakci s n¢kolika rodinami pozitivné pisobicich
transkripcnich faktorti (TFs), které spocivaji v promotorové oblasti gent odpovidajicich na

JA (Pauwels & Goossens, 2011).

23



Vazba JAZ na TFs je zprostifedkovana Jas doménou v blizkosti C-konce. Tato vysoce
konzervativni oblast je nezbytna pro supresivni funkci JAZ a destabilizaci (Melotto et al.,
2008). Delece domény Jas zpisobila akumulaci JAZ1 v cytoplazmé a také snizila interakci
mezi JAZ9 a jejimi TF cilené na MY C2, ktera byla kriticka pro jadernou lokalizaci represoru
(Withers et al., 2012). Jas doména obsahuje kratky konzervativni motiv LPIARR, ktery
slouzi jako degradaéni signal pro COI1. Tato 21 aminokyselinova smyc¢ka v pfitomnosti JA-
Ile siln¢ interaguje s COIl, uzavie ligand ve své vazebné kapse, a to vede ke stabilizaci
komplexu receptora COI1 a JAZ1 (Sheard et al., 2010).

Strukturni a funk¢éni rozmanitosti proteint JAZ mohou byt zvySeny alternativnim
sestithem primarniho transkriptu. Razné dlouhé izoformy JAZ10 (JAZ10.1, JAZ10.3)
Z husenicku byly rtizné citlivé k poranéni a osetfeni JA (Yan et al., 2007). Dalsi mozna
regulacni flexibilita je dosazena homo- nebo heterodimerizaci vétSiny JAZ proteinil. JAZ-
JAZ interakce je zprostfedkovana konzervovanym funkénim motivem TIFY, 27-
aminokyselinovou ZIM doménou, ktera se nachazi v centralni ¢asti represort (Chini et al.,
2009b; Chung & Howe, 2009). ZIM doména je také vazebnym mistem dalSiho
adaprotorového proteinu NINJA (novel interactor of JAZ), ktery obsahuje ETHYLENE
RESPONSIVE FACTOR-associatedamphiphilis repression motiv (EAR) vjeho N-
terminalni doméné, aby umoznil interakci s korepresorem TOPLESS (TLP) zahrnujici
s TLP souvisejici proteiny (Pauwels et al., 2010). Pfima stabilizace komplexu TF (MYC2)-
JAZ v neptitomnosti NINJA je mozna v ptipadé€ ptitomnosti JAZS, JAZ6, JAZT a JAZS,
obsahujici vlastni EAR motiv na N-konci (Pauwels & Goossens, 2011; Shyu et al., 2012).
Nedéavno byly identifikovany nové represory, jako naptiklad JAV1 a JAMs. JAV1 potlacuje
TF stejné jako JAZs, zatimco JAMs soutéZi s TFs jako tieba MYC2 o promotorové vazebné
misto (Wasternack, 2014).

Kone¢nymi cili JAZ proteind je nékolik spojenych basic-helix-loop-helix (bHLH)
TFs a R2R3 typ MYB faktord. Jejich zapojeni bylo popsano v fadé fytohormonalnich
signaliza¢nich cest (Song et al., 2011; Kazan & Manners, 2013). Nejdalezitéjsi roli pfi
expresi genll odpovidajicich na JA mé vsak MYC2. Tento takzvany ,hlavni regulator*
aktivuje pocatecni transkripci gent vyvolanou JA a vykazuje pii tom dvoji regulaéni roli:
MY C2 pusobi pozitivné na expresi genti odpovidajicich na poranéni, ale potlauje geny
obrany proti patogenam (Chini et al., 2009a; Pauwels et al., 2009; Lorenzo et al., 2004).
MYC2 patii k rostlinnym bHLH proteintim, obsahujici HLH doménu na karboxylovém
konci. Dva amfipatické alfa-helixy spojené smyckou umoznuji homo- nebo heterodimerizaci
MYC?2 s jinymi bHLH TFs jako je MYC3 a MYC4, které mohou pfispét ke zméné JA

signalizace (Fernandez-Calvo et al., 2011).
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Obr. 4 Mechanismus vnimani a regulace genové exprese jasmonatd. Pii nizké hlading JA (a) bHLH
transkripéni faktory MYC2 je zastaven interakci s Jas doménou JAZ proteinl. Represe je
stabilizovana ko-represorem TOPLESS (TPL), ktery je ohranicen EAR motivem adaptorového
proteinu NINJA, ktery interaguje s tify (ZIM) doménou JAZs. Pti plisobeni vnéjsiho podnétu (napft.
poranéni) je biosyntéza JA podporovana a akumuluje se (+)-7-iso-JA-Ile. Tato sloucenina je vazana
na aktivni misto E3 ubiquitin ligdzy koreceptorového komplexu SCF<°" —JAZ. Rozpoznani (+)-7-
iso-JA-lle koreceptorovym komplexem umoziiuje interakci COIl s JAZ proteiny prostfednictvim
jejich domény Jas. Represor JAZ je polyubiquitinovan a nasledné¢ degradovan 26S proteasomem.
Uvolnéni transkripcniho faktoru MYC2 z JAZ zprosttedkované represe vede k aktivaci exprese gent
odpovidajicich na JA. Schéma pfevzato a upraveno z Flokova et al., 2014, vytvoieno dle Wasternack
& Hause (2013).

3.5 Systémova odpovéd’

Bylo navrzeno, ze udalosti vedouci k akumulaci jasmonatii ve vzdalené c¢asti rostliny od
mista poranéni (systémova odpovéd’) mohou byt zprosttedkovany dvéma hlavnimi
mechanismy: autonomni a neautonomni bunéénou drahou. Tyto dva obecné modely
vysvétluji, jak jsou komponenty jasmonatové drahy prostorov€é usporaddny mezi
poSkozenymi a neposkozenymi listy. Oba modely ptfedpovidaji systémové zvySeni
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koncentrace JA/JA-Ile a nasledné vnimani JA-lle receptorovym komplexem SCF°/JAZ
(Obr. 2). Modely se lisi v n¢kolika klicovych bodech, v¢etné zdroje systémové JA/JA-lle
(tj. transportovanych nebo de novo syntetizovanych), pozadavku na syntézu JA pii tvorbé
mobilniho signalu a samoziejmé identitou mobilniho signalu. Obé cesty mohou fungovat
synergicky a optimalizovat tak prostorovou a ¢asovou expresi obrannych reakci (Koo &
Howe, 2009; Huber & Bauerle, 2016).

3.5.1 Neautonomni buné¢éna draha

V prvnim modelu JA produkovand v misté poskozeni slouzi jako mobilni signal pro aktivaci
reakci v systémovych tkanich. Transport jasmonati mezi buitkami je typicky pro celed’
lilkovitych rostlin (Solanaceae; Schilmiller & Howe, 2005; Wasternack et al., 2006) a byl
podloZen naptiklad experimenty vyuZzivajici isotopické znaeni latek, kde se ukazalo, ze
JA/MeJA mize byt transportovana floémem a xylémem (Zhang & Baldwin, 1997; Thorpe
et al., 2007). Zevn¢ aplikovana JA u huseni¢ku ale nevyvolala systémovou expresi
reportérovych gend ve vzdalenych listech poSkozené rostliny (Kubigsteltig et al., 1999).
Vysledky z téchto a dalSich experimentd s aplikaci JA jsou proto udajné nekonzistentni
a nejsou dostate¢né k vyvozeni role vnitini JA v odpovédi na poranéni (Koo & Howe, 2009).

Funkce JA jako mobilniho signalu v odpovédi na poranéni byla ale potvrzena také
imunocytochemickymi studiemi, které ukazuji, ze se v buiikach sitkovic rajéete nachazeji
enzymy biosyntetické drahy JA (Hause et al., 2000, 2003). U huseni¢ku byly po poranéni
v hlavni zile listové zilnatiny nalezeny rizné derivaty JA (Glauser et al., 2008) a bylo také
prokazano, ze fapikaté vymésky obsahuji JA (Truman et al., 2007; Chaturvedi et al., 2008).

Funk¢ni dikaz toho, Ze je JA soucasti prenosu signali na dlouhé vzdalenosti pro
expresi proteinazovych inhibitori (PI) dokazaly roubovaci experimenty s rajcaty. Roub mezi
divokym typem a rostlinami s nedostatkem COI1 ukazal, Ze pohotova reakce neni nutna pro
tvorbu systémového signalu v poskozenych listech, ale je spiSe nezbytna pro rozpoznani
signalu v neposkozenych systémovych listech (Li et al., 2002). Experimenty provedené
s mutanty v syntéze JA prokazaly poSkozenim vyvolanou expresi PI zavisi na produkci JA
v tkanich podnoze, ale nikoliv ve vzdalenych listech odrid (Li et al., 2002, 2005; Lee &
Howe, 2003). Nejjednodussi interpretaci téchto vysledku je to, Ze JA nebo jiny produkt
oktadekanoidni drahy je soucasti ptenosového signalu poSkozeni pro systémovou expresi PI

(Schilmiller & Howe, 2005; Wasternack et al., 2006).
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3.5.2 Autonomni bunééna draha

Autonomni bunécnd drédha vyuzivd k transportu rychly elektricky, hydraulicky nebo
chemicky signal, ktery spousti syntézu JA v distalnich ¢astech rostliny. Tato cesta je typicka
pro modelovou rostlinu husenicek (Glauser et al., 2008; Koo et al., 2009; Koo & Howe,
2009; Mousavi et al., 2013; Farmer et al., 2014; Gaupels et al., 2017). Nedavné studie
V huseni¢ku poukazuji na ucast JA jako bunétny autonomni poskozenim vyvolany signal
pro rychlé systémové zmény v genové expresi. Mechanické poskozeni pletiva zpisobené
listim rtzice husenic¢ku vedlo k velkému (~10ndsobnému) a rychlému (do 2 minut) zvySeni
koncentrace JA a JA-lle v neposkozenych listech razice (Glauser et al., 2008; Koo et al.,
2009). Systémové zvySeni JA-Ile predchazelo nastupu exprese ¢asnych, na JA
odpovidajicich gent, které byly zaznamendny v systémovych listech 15 minut po poranéni.
Jak predpovidal predkladany model jasmonatové signalizace, tyto rychlé zmény v genové
expresi prostoroveé a ¢asoveé korelovaly s degradaci JAZ proteint (Koo et al., 2009).

Rychlost signalu po poranéni, ktery je odpovédny za spusténi de novo syntézy JA/JA-
lle v systémovych listech, byla odhadnuta na méné nez 2 cm - min (Glauser et al., 2008;
Koo et al., 2009). Tato rychlost pohybu je nejméné 20krat rychlejsi nez odhadovana rychlost
floémem nesouciho signdlu u rajéat. Vyznamny soubor literatury zahrnuje elektrické
potencialy a/nebo hydraulické sily jako pro rizné poskozenim vyvolané rychlé systémové
reakce (Wildon et al., 1992; Malone, 1993, Herde et al., 1996; Stankovic & Davies, 1996,
1998; Davies et al., 1997; Zimmermann et al., 2009).

Nedavna studie vSak dulezitost elektrické signalizace v komunikaci na delsi
vzdalenosti prokazala. Mousavim a kolektivem autorti byly identifikovany dva proteiny
iontovych kanald pro Ca?*, které jsou ptibuzné s glutamatovymi receptory zivodichil. Pravé
tyto dva proteiny jsou rozhodujici pro tvorbu elektrické viny vyvolanou poskozenim listu,
a kterd je pfenaSend do ostatnich organt rostliny. Jako model pro vyzkum interakce mezi
rostlinou a bylozravcem byl pouzit husenic¢ek a housenka blyskavky (Spodoptera littoralis).
Housenka byla polozena na jeden list. Jestlize se housenka volné¢ pohybovala po listu,
povrchové elektrické potencialy se neménily. Jakmile ale zacala list pozirat, byly blizko
rychlosti 9 cm - min™t. Elektricky signal se prenasel do téch listi, které byly piimo spojeny
cévnimi svazky, které vedou vodu a organické slouceniny. Ve vSech mistech, kde dorazil
elektricky signal, byla v odpovédi na poranéni spuSténa syntéza jasmonatli, kterd
zprostiedkovala expresigent, piedev§im inhibitort protedz, zapojenych do obrannych reakci

rostliny. Podobné reakce vyvolalo i mechanické posSkozeni. Neni tedy nutna ptitomnost
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bylozravce. V mutantni rostlin€, ve které chybé€l receptor pro jasmonaty, byly elektrické
signaly sice propagovany, ale nebyla vyvoldna Zadna obranna odpovéd’. Mutantni rostliny,
ve kterych chybély glutamatové receptory, neumély generovat ani elektrickou vinu a tim
padem nespustily ani jasmonatovou signalizaci. Tato pozorovani jasné¢ demonstruji, Ze
generace a propagace elektrickych signalti hraje rozhodujici roli pfi iniciaci obranné reakce

ve vzdalenych mistech od mista utoku bylozravct (Mousavi et al., 2013).
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Obr. 5 Role JA v odpovédi na poskozeni rostlinného pletiva. Lokalni reakce: poskozeni tkani ma za
nasledek produkciod rostlin nebo utoku odvozenych chemickych nebo fyzikalnich signald, které jsou
rozpoznavany receptory na povrchu bunky (pattern recognition receptors). Mechanismem, ktery je
z velké casti neznamy, toto rozpoznaniaktivuje de novo syntézu JA a JA-lle. JA-Ile je aktivnim
signalem pro SCF°"/26 proteasomem zprostiedkovanou degradaci proteini JAZ, které potlacuji
transkripéni faktory (TF) a se podileji na expresi vlastnosti spojenych s poskozenim. Systémova
odpovéd’: systémova obranna reakce vyvolana poskozenim je zprostfedkovana dvéma odlisSnymi
cestami, které ob¢ zahrnuji JA. V neautonomni bunécné draze je JA nebo jeji derivat, ktery vznikl
V poskozeném listu, pfemistén do distalnich/vzdalenych mist (napf. neposkozeny list), kde vyvolava
reakce v cilovych bunikach. V autonomni bunétné draze poskozenim vyvolany mobilni signal
(elektricky, hydraulicky, chemicky) aktivuje syntézu JA/JA-Ile a naslednou reakci v distalnim
pletivu. Tyto dvé cesty mohou pracovat synergicky a optimalizovat tak ¢asoveé i prostorové vyjadieni
odpovédi vyvolanou riznymi formami poranéni tkané (Koo & Howe, 2009).

3.6 Obranné mechanismy rostlin proti napadeni herbivornimi organismy

Rostliny jsou ptisedlé organismy, které jsou ukotveny k zemi prostiednictvim kofenového
systému. Jsou tak vystaveny stalému nebezpeci poskozeni svych organti mnoha druhy

zivocichli, zejména z pocetnych skupin fytofagniho hmyzu, ale i pastvou evolu¢né
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vyspélejsich bylozravcl. Aby proti byloZzraveiim mohli bojovat, vyvinuly si Siroké spektrum
obrannych strategii (Chen, 2008).

Tyto strategie mohou byt rozdéleny do dvou kategorii: konstitutivni obrany
a indukovatelné obrany. Konstitutivni obrany jsou takové obranné mechanismy, které jsou
vzdy ptitomny V rostlinach. Jsou aktivované jiz pted napadenim, ale po napadeni miize dojit
K jejich zesileni. Zahrnuji fyzikalni a chemické bariéry, které jsou casto pro dané rostlinné
druhy specifické. Mohou to byt napf. ostré trny ¢i trichomy, vysoky obsah
sklerenchymatickych pletiv, velké mnozstvi sekundarnich metaboliti (terpeny, fenolické
latky, latky obsahujici dusikaté alkaloidy, kyanogenni glykosidy, glukosinolaty), které
pusobi odpudivé az toxicky na herbivorni Zivocichy (Chen, 2008).

Nekteré rostliny vSak neinvestuji do specidlnich obrannych struktur nebo metabolit
a spoléhaji se na indukovatelnou obranu, kterd je iniciovana az po napadeni pletiv rostliny
bylozravcem a sklada se ze tii zdkladnich ¢asti: zjiSténi o napadeni, pfenos signélu a tvorba
obrannych chemickych latek (Dangl & McDowell, 2006; Ferry et al., 2004; Kessler &
Baldwin, 2002; Walling, 2000).V zasad¢ indukovatelné obrany vyzaduji mensi investici do
rostlinnych zdrojii oproti konstitutivni obrané, ale musi byt aktivovany rychle, aby byly
ucinné (Chen, 2008). To vyzaduje odpovidajici senzoricky systém a rychlou komunikaci
mezi rostlinnymi orgény. Rostliny tak vytvaii slozité signalni sité, které¢ propojuji signaly
vyvolané poskozenim s prisluSnymi zménami v metabolismu, rdstu a vyvoji. Lokalni
poranéni aktivuje obranné mechanismy v celé rostlin€, a to jak pifimo v poSkozené tkani
(lokalni reakce), tak i v neposkozeném pletivu (systémova odpovéd’). To ovSem vyzaduje
prenos signalu, ke kterému mutze byt vyuzita jak chemicka cesta pomoci slou¢enin typu
fytohormond, tak i zmény elektrického potencialu. V odpovédi na napadeni hmyzem,
nemasozravé rostliny nevyuzivaji ostrého (rychlého) AP, jako je ten, ktery je Sifen
v mucholapce. Misto toho vytvéieji pomalou elektrickou vinu, ktera je pfekladana do
biosyntézy JA, ktera hraje v tomhle procesu nepostradatelnou roli (Mousavi et al., 2013;
Wasternack & Hause, 2013). Jasmondaty vyvijeji své UCinky regulaci Sirokého spektra
procest, zahrnujici syntézu toxickych sekundarnich metaboliti (Pauwels et al., 2009; De

Geyter et al., 2012), a produkci morfologickych bariér (Yoshida et al., 2009).

3.6.1 Role jasmonati pri obrannych reakcich rostlin

Zatimco ABA je pfevdzné zapojena pii reakci na abioticky stres, JA, SA a ethanol
predstavuji klicové regulétory v signalizaci pii biotickém stresu. Prvni zdznam o tom, ze JA
hraje pfii stresové signalizaci dilezitou tlohu, byl dan jeji schopnosti aktivovat expresi genti
vyvolanych poranénim kodujici Pls u rajéete (Farmer & Ryan, 1990). Transkriptomické
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udaje o genech regulovanych JA prokazaly jeji zapojeni do riznych obrannych reakei 1 do
funkce pfi upravé rostlinného metabolismu. Bylo zjisténo, ze exprese pfiblizné 80 % gent
V huseni¢ku, reagujici na mechanické poskozeni nebo poskozeni bylozravym hmyzem je
zcela nebo ¢aste¢né pod kontrolou jasmonatové signalni drahy (Reymond et al., 2004). Mezi
geny, které zprostiedkovavaji pfimou obranu proti bylozravému hmyzu, se nachézelo
nékolik proteinti vazajicich sacharidy (lektiny) a nespocet gent podilejicich se na syntéze
obrannych glukosinolati, alkaloidl nebo fenolickych sekundéarnich metabolitt. Ostatni geny
se podilely na signalizaci JA (TFs), biosyntéze JA (LOX2, AOS, OPR3, JAR1) a syntéze
obrannych aldehydt tvofenych hydroperoxid lyazovou drahou (shrnul Wasternack & Hause,
2013).

Poskozeni zplisobené bylozravci vyvoldva oxidacni stres a naslednou akumulaci
transkriptli, které se podileji na syntéze bunéénych protektanti, jako jsou glutathion S-
transferazy, thioredoxin a cytochrom b5. Utok bylozravcii také vyvolava mobilizaci a isolaci
zasobnich rezerv - v odpovédi na pozer bylozraved bylo akumulovano nékolik transkriptt
gend, které se podileji na premistovani rezerv (VEGETATIVE STORAGE PROTEIN2 —
VSP2, HEXOSE TRANSPORTER, B-FROCTOSIDASE, INVERTASE, GALACTINOL
SYNTHASE, Reymond et al., 2004).

N¢ekolik gent vyvolanych poranénim je exprimovano distalné¢ od mista poranéni.
Takové systémové reakce predem zafidi imunitu proti dalSimu Gtoku bylozravcl tipravou
genové exprese v systémovych tkdnich. Mezi signdly, které jsou zapojeny v systémové
odpovédi na poskozeni patii napiiklad reaktivni formy kysliku, tékavé sloucCeniny,
oligosacharidy, elektrické potencialy nebo nékteré rostlinné hormony (Koo et al., 2009; Koo
& Howe, 2009). De novo biosyntéza ve vzdaleném neposkozeném listu huseni¢ku byla

pozorovana jako nezbytna pro $ifeni systémové odpovédi (Koo et al., 2009).

3.7 Slozeni travici tekutiny

Jasmonaty reguluji také aktivitu travicich enzymtmasozravych rostlin (Libiakova et al.,
2014). Specializované mnohobunécné sekre¢ni Zzlazy produkuji tekutinu, ktera dusi, zabiji,
travi kofist a poskytujetfeSenipro asimilaci uvoliiovanych zivin. Brzy po zachyceni kofisti
vyluc€uji zazivaci zlazy rizné derivaty naftochinonu, jako je plumbagin nebo droseron. Tyto
metabolity pfichazeji do styku s elektrontransportnimi flavinovymi enzymy zahrnujici
NAD(P)H-dehydrogenazy nebo oxidazy (diaforazy) na bunééné membrané Kkofisti
a vytvareji tak reaktivni formy kysliku, které ji predurcuji pro protelytickou degradaci. Jsou
zde pravdépodobné zapojeny i peroxidazy (Galek et al., 1990; Chia et al., 2004; Eilenberg

et al.,, 2010). Aby se zabranilo Skodlivym uéinkim oxidace, pasti aktivné odstranuji
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produkty oxidace pomoci specidlnich mechanismii (pomoci ,,oxidative scavengers).
Piipadné apoptoze vyvolané reaktivnimi formami kysliku ptedchazeji syntézou inhibitort
programované bunééné smrti (Bemm et al., 2016).

Proteiny sekretované u ruznych druhi masozravych rostlin se 1isi podle chemické
povahy kofisti (Matusikova et al., 2005; Pavlovic¢ et al., 2014) a ontogeneze pasti (Biteau et
al., 2013). Strukturalni studie ukazaly, ze endokrinni systém pasti mucholapky se sklada ze
tii vrstev bunck s riznou funkéni morfologii, kde vnéjsi dvé vrstvy produkuji hydrolazy,
které jsou uvolnény az v odpovédi na podnéty pochazejici z chycené kofisti (Bemm et al.,
2016). Proteiny v travici tekutiné mucholapky byly studovany za pouziti vysoce vykonnych
technik (Schulze et al., 2012; Bemm et al., 2016) a bylo zjisténo devét riznych enzymut —
peroxidazy, nukleazy, fosfatdzy, fosfolipazy, glukanazy, chitinazy a proteolytické enzymy
zahrnujici Ctyfi cystein proteazy, dvé aspartat proteazy a serin karboxypeptidazy (Schulze et
al., 2012), které kotist za nekolik dni (cca 7-10) rozlozi, takze z ni zbude jen Caste¢né

rozlozeny tvrdy chitinovy skelet (Studnicka, 1984).

3.7.1 Proteazy

Proteazy (také proteindzy ¢i peptidazy) jsou skupinou enzymi, ktera $tépi proteiny a patii
do tfidy hydrolaz. V pasti byla opakované¢ popsana hydrolyza peptidické vazby
aminokyselin jak ve wvnitini ¢asti peptidovych fetézci (endopeptidazami), tak i na
terminalnich koncich proteind (exopeptidazami; Juniper et al. 1989). Endopeptidazy se dale
déli podle katalytickych skupin pfitomnych v misté, kde protedzy na bilkovinu plisobi do
Sesti skupin — cysteinové, serinove, threoninové proteazy, metallopreteazy, glutamatove,
a aspartatové proteazy. Takahashi a kolektiv autord popsal aspartat proteazu v travici
tekutiné mucholapky podivné a rosnatky kapské. Podle starS§i nomenklatury byly popsany
jako dionaesin a droserasin (Takahashi et al. 2009, 2012). Schulze a kolektiv ziskali
kompletni aminokyselinovou sekvenci dvou dionaeasinti (dionaeasin-1 a dionaeasin-2). Oba
dionaeasiny obsahuji residua v aktivnim misté, signalni sekvenci, propeptid a NAP
(nepenthesin-type AP) specifickou inzerci podobnou nepenthesinu (Schulze et al., 2012).
Hlavni endopeptidaza vyskytujici se v travici tekutiné mucholapky se ale 1isi. Robins
a Juniper spravné tusili, Ze je to enzym podobny papainu (Robins & Juniper 1980a,b),
o tficet let pozdéji Takahashi a kolektivziskali ¢aste¢nou aminokyselinovou sekvenci, ktera
je homologni s cystein peptiddzami V papainové rodin€ peptidaz. Po této papainové skupiné
endopeptidaza v mucholapce dostala nazev dionain (Takahashi et al., 2011). Schulze
a kolektiv ziskali tiplnou aminokyselinovou sekvenci ¢tyf dionaini nazvanymi dionain 1-4

(Schulze et al., 2012). Cysteinové peptidazy maji spoleény katalyticky mechanismus
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zahrnujici nukleofilni cystein thiol v katalytické trojici nebo dvojici. Aktivita dionainu je
inhibovéna inhibitorem cysteinovych peptidaz E-64 a optimalni aktivita je dosazena pii pH
5,4-6,0 (Riser et al. 2016). Cystein proteazy Casto pusobi spole¢né s aspartat proteazami.
Aspartat protedzy pisobi spise V siln€ kyselych podminkach a cystein protedzy v méné
kyselych podminkach. Jak se pH travici tekutiny méni v pribéhu traveni, rizné enzymy

dosahuji optimalni aktivity pti raizném pH (Fukushima et al., 2017).
3.7.2 Chitinazy

Chitinazy rozkladaji na chitin bohaty exoskelet nejcastéjsi kofisti masozravych rostlin —
¢lenovcl. Uvoliuji vazany dusik a umoznuji dal$im enzymtm proniknout K vnitinim tkanim
a degradovat je. Vyskyt chitinazy u mucholapky je podivuhodny, nebot’ jeji funkci obvykle
v masozravych rostlindch obstardvaji symbiotické bakterie. Rodiny chitindzovych genii jsou
organizovany do péti tfid, které jsou zalozené na sekvencni podobnosti a zékladni
homologii. Ttidy L, I a IV (rodina GH19) sdileji homologni katalytickou doménu, zatimco
ttidy III a V (rodina GH18) jsou vice podobné houbovym a bakterialnim chitindzdm a maji
dodate¢nou lyzozymovou aktivitu (Grover, 2012). Chitinazy tfidy I jsou dale déleny do dvou
podtiid: podtiida Ia s prodlouzenym karboxylovym koncem, které cili chitinazy do rostlinné
vakuoly a podtiida Ib bez prodlouzeného karboxylového konce a chitinza se tak stava
extracelularni (Neuhaus et al., 1991).

Od osmdesatych let bylo identifikovano a do jisté miry charakterizovano deset
chitindz v travici tekutin€ lackovek a mucholapce. V mucholapce stimulace kofisti
zpusobuje sekreci VF-1 chitindzy. Tato chitindza je béhem prvnich tii dnt traveni kofisti
enzymu V proteolyticky agresivnim prostfedi je usnadnénd vysokym obsahem prolint
v oblastech s otevienou smyckou a mnoha glykosylovanymi misty. Strukturalné patii VF-1
chitinaza do skupiny chitinaz tfidy I, ktera hraje roli v obrannych mechanismech rostlin proti
patogeniim v nemasozravych rostlinich. Pravdépodobné je podporovana dvéma jinymi
chitinazami, které jsou méné hojné a mohou mit rizné, ale doplitkové chitinolytické aktivity

(Schulze et al., 2012).

3.7.3 Fosfatazy

Fosfatazy (fosfomonoesterasy) jsou béznymi rostlinnymi enzymy s nizkou substratovou
specificitou, které katalyzuji hydrolyzu fosfatovych estert. Jsou produkovany ve
vyznamném mnozstvi, aby mobilizovaly fosfaty z mrtvych tél kofisti (Juniper et al., 1989).

Fosfatazy byly nalezeny v mnoha druzich masoZravych rostlin. Ptachno a kolektiv vyuzival
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fluorescencniho znaceni pro studium fosfatdzové aktivity v zazivacich zlazach Ctyficeti
sedmi druhit masozravych rostlin, vétsinou v ¢eledi bublinatkovité (Lentibulariaceae).
Produkce fosfatdzy u vSech typl zlaz po celé pasti se objevila jako spole¢na vlastnost
u genlisei a vodni bublinatky. Fosfatazy jsou nejhojnéjSim vzdy pifitomnym enzymem
v pastech bublinatky (Sirova et al., 2003, Ptachno et al., 2006) a podileji se na hydrolyze
kofisti, transportu iontl a ¢erpani vody z pasti (Ptachno et al., 2006). Fosfatazova aktivita
byla dale objevena v riznych typech zldzovych a epidermdlnich bunék aldrovandky,
rosnatky, lackovky, rosnolistu a také mucholapky (Ptachno et al., 2006, 2009, Pavlovi¢ et
al. 2014). Konstantn¢ vysoka aktivita fosfatazy, ktera se vyskytuje v pastech riznych taxon
masozravych rostlin, je v souladu s vysokou tG¢innosti vychytavani fosforu (Adamec 2002,
Ptachno et al., 2009, Pavlovi¢ et al., 2014). Molekularni studie fosfataz jsou vzacné. Za
pouziti transkriptomové anotace (Schulze et al., 2012) a pomoci proteomickych metod
s vyuzitim analyzy jak jednotlivych peptidi, tak i komplexnich proteinovych smési (Bemm
et al. 2016) byla kysela fosfataza nalezena u mucholapky.

3.7.4 Evoluce travicich enzymii a jejich regula¢ni mechanismy

Mnoho chitinaz, glukanaz, RNaz a PR-1 proteini jsou siln¢ strukturalné a funkéné
homologni se skupinou béznych enzymii ochrany rostlin, které se podileji na patogenezi
(Buch et al., 2014). Koopce je evolu¢ni mechanismus, ktery usnadniuje vznik novych funkci.
Vyskytuji se dikazy, které naznacuji, Ze obranné mechanismy rostlin vyuzivané proti
bylinozravcim a patogenim byly kooptovany, aby fungovaly pfi traveni kofisti (Schulze et
al., 2012).

Rostliny pouzivaji fadu obrannych chemikalii a bilkovin, aby se chranili pfed
mikrobialnimi patogeny, byloZravym hmyzem a dal§imi stresory zivotniho prostfedi. Patfi
mezi né s PR proteiny, které jsou indukovany v odpovédi na microbe associated molecular
patterns (mikroby asociované molekuldrni vzory) nebo hmyzi byloZravosti a ty, které jsou
konstitutivné exprimovany v tkanich citlivych na napadeni (Savatin et al., 2014). Krom¢é
poskytovani ochrannych roli se zd4, Ze PR proteiny jsou dulezitymi hraci také pii traveni
kofisti masozravymi rostlinami (Renner & Specht 2013). V minulém desetileti byly
identifikovany rizné PR-proteiny v proteomu travici tekutiny lackovek a transkriptomu
mucholapek aziskané zgenomu také dalSich masozravych hvozdikotvarych
(Caryophyllales; Hatano & Hamada 2008, 2012, Renner & Specht 2012, Schulze et al.,
2012; Bohm et al., 2016; Butts et al. 2016). Do nejvétsich detailt byly z pohledu evoluce
prozkoumany chitinazy, glukanazy a proteazy. Byly zkoumany, aby se zjistilo, jakou roli
hraje koopce v jejich funk¢ni diverzifikaci. Vedle podobnosti proteint byla pravdépodobné
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kooptovana signalizacni cesta vedouci k masozravosti ze signalizacnich cest pro obranu
rostlin. V mechanismech obrany rostlin jsou zaznamenany zmény v membranovych
potencidlech nebo modulace toku ionti na plasmatické membrané jednou z nejcastéjSich
reakci na biotické a abiotické stresy a pozd€jsi prvky signalizacni transdukce jsou
reprezentovany siti fytohormont, hlavné jasmonatt (Maffei et al., 2007; Wasternack &
Hause, 2013).

3.8 Vnimani chemickych latek — “ochutnavani” jidla

Kdyz si Darwin poprvé v roce 1860 vS§iml rosnatky okrouhlolisté, véfil tomu, zZe jeji listy
absorbuji vyzivné latky z hmyzu, ktery ulovily. Zdalo se mu tedy jako dobry napad, udélat
néjaké predbézné pokusy s nékolika béznymi tekutinami, které zahrnovaly nebo
nezahrnovaly dusik. Mezi nedusikaté latky pattil naptiklad cukr, Skrob a olivovy olej, mezi
dusikaté mléko, moc, bilek, za studena piipraveny vyluh ze syrového masa a sliny. Mezi
latky, které zatadil do skupiny téch, které byly zcela straveny listy rosnatky pattil naptiklad
bilek, kousky zlehka opec¢ené¢ho masa nebo fibrin. Vse to jsou latky slozené z velké ¢asti
z proteini nebo predstavujici samotny protein. Totéz Darwin provedl s mucholapkou
a vystavil 1 jeji oteviené pasti vSemoznym druhiim zdrojii Zivin a v§iml si, Ze se lapaci organ
mucholapky pomalu uzavira a nasledné dochazi k sekreci travicich $tav. Z tohoto jevu
dospél k zavéru, ze kromé dotykovych senzori ma mucholapka také systém chemickych
senzord, ktery vyhodnocuje kvalitu potravy poskytovanou kofisti.

Chitinové schranky hmyzu, ktery pasti mucholapky a rosnatky ptirozené chytaji se
nezdaji byti nijak zkorodované. Darwin polozil malé ¢tvercové kouskyblanitého kiidla
a krovky brouka rodu drab¢ikoviti (Staphylinus) na par listd rosnatky kapské, jejichz
smotané listy znovu roztdhl, akousky kiidla a krovky peclivé prozkoumal pod
mikroskopem. Jejich thly byly stejné ostré jako pfedtim a nijak se nelisily od kiidel
a krovek, které pfedtim umistil do vody. Krovka vSak ziejmé& vypustila néjakou vyZivnou
latku, protoze list rosnatky ziistal po ¢tyfi dny semknuty, zatimco listy s kousky blanitého
ktidla se znovu rozeviely dalsi den. Darwin také zkoumal exkrementy zvitat pojidajicich
hmyz a v§iml si, Ze i jejich Zalude¢ni $tavy nepuisobi na chitindzni schranky hmyzu (Darwin,
1985).

Je tedy mucholapka schopna citit a zpracovat chitin? Velka ¢ast lyticko-enzymového
koktejlu, ktery je vylucovan do ,,zeleného Zaludku* se sklada z chitinaz (Sculze et al., 2012).
K otestovani toho, zda je mucholapka schopna citit a reagovat na chitin, Bemm a kolektiv
studovali stimula¢né indukovanou Zlazovou expresi hlavni chitinazy (VF-1; Paszota et al.,

2014). Exprese VF-1 chitinazy byla nejprve sledovana v pastech, které byly stimulovany
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mechanicky. Po zacatku stimulace béhem jedné hodiny byla pozorovana transkripcni
aktivace hydrolazovych genl. Po n¢kolika hodinach druha mechanicka stimulace vyvolala
400krat vyssi expresi VF-1 chitinazy. Pokud byl druhou stimulaci chitin, exprese VF-1
chitinazy byla zvySena az na 2000nasobek. To naznaCuje, Ze i v zavislosti na historii
chemického stimulu, nasledujici chemicky stimul jako je chitin synergicky upravuje proces
sekrece na dany ptevladajici stimul. Proto si mucholapka nejen zapamatuje ptichdzejici
signaly, ale také je neustale integruje, aby dokézala perfektné ptizpusobit traveni kofisti
a piijimani zivin (Bemm et al. 2016).

Regulace produkce enzymi je pod kontrolou transkripce a je tmérna poctu AP, ale
jakmile rostlina zaregistruje chemickou slozku z kofisti, produkce enzymi se zvySuje
(Libiakova et al., 2014; Bemm et al., 2016; Bohm et al., 2016; Krausko et al., 2017).
Chemické signaly mohou udrZovat koncentraci JA a JA-lle a produkci enzym zvySenou
| pfesto, Ze mechanicka stimulace kofisti ustane (Libiakova et al., 2014). Tento typ
signalizace rozpozna, ze se opravdu jedna o zivociSnou kofist. Aplikace chitinu nebo
amonnych soli aktivovala jasmonatovou signalni drdhu a expresi travicich enzymu
pravdépodobné prostiednictvi LysM receptoru nebo depolarizaci membranového potencialu
Vv travicich Zlazach. Chemické signaly ze zachycené kofisti jsou mnohem leps$im induktorem
enzymovych aktivit, nez je samotnd mechanicka stimulace (Matusikova et al., 2005;

Libiakova et al., 2014; Bemm et al., 2016; Jop¢ik et al., 2017; Krausko et al., 2017).

35



4. MATERIAL A METODY

4.1 Rostlinny material

Pii této studii byly pouzity rostliny mucholapky podivné (Dionaea muscipula Ellis), ktera je
puvodnim druhem subtropickych mokiadi na vychodnim pobiezi Spojenych stati
americkych v Severni a Jizni Karoliné. Experimentélni rostliny byly péstovany za
standartnich sklenikovych podminek na oddéleni biofyziky Univerzity Palackého
v Olomouci (Ceska republika). Byly umistény Vraselingé v Klasickych plastovych
kvétina¢ich na podmisce, ktera byla plnéna destilovanou vodou do vysky 1-2 cm. Denni
teploty kolisaly mezi 20-35 °C, relativni vlhkost vzduchu se pohybovala od 50% do 100%
a maximum denni ozafenosti dosahlo 1500 umol fotonti m? s fotosynteticky aktivniho

zateni. VSechny pokusy byly provedeny na zdravych, stiedné velkych mladych listech.

4.2 Meéreni povrchovych elektrickych potencialua

Povrchové elektrické potencialy (PEP) byly zaznamenany neinvazivnim zafizenim,
vyrobenym na Katedfe biofyziky Univerzity Palackého v Olomouci, které bylo umisténo
uvniti Faradayovy klecedle Ilik et al. (2010). Mé&feni probihalo za standartnich laboratornich
podminek (pokojova teplota 23+1 °C a relativni vlhkost vzduchu 50+£5%). Elektrické signaly
byly méteny na dvou plné¢ vyvinutych pastech pomoci dvou nepolarizovatelnych elektrod
s Ag/AgCl povrchem (Scanlab systems, Praha, Ceska republika), které byly fixovany
Vv plastovych 1 ml $pi¢kach v drzacich na zkumavky. Na elektrody byla nanesena kapka
zvlhcujiciho vodivého EKG gelu, ktery je béZzné vyuzivan pii elektrokardiografii a teprve
poté byly ptipojeny k horni nebo dolni, vnéj$i stran€ pasti. Méteni PEP bylo provadéno za
pouziti rtiznorodych stimula¢nich podnét, pficemz stimul byl aplikovan na nékterou
Z monitorovanych pasti, kterou povazujeme za lokalni a ostatni pasti byly sledovany pro
systémovou odpovéd’ (systémové pasti, Obr. 6). Pfi prvnim pokusu byla lokalni past krmena
hmyzem a po dobu nékolika hodin byly méteny elektrické signaly jak v lokalni, tak
systémové pasti. ProtoZe se ale ziva kofist chova uvnitf pasti nepfedvidatelné a netizené
a neposkytuje periodické elektrické signdly, které by mohly byt piimo srovnatelné
S poranénim, a navic hmyzi kofist miZe kontaminovat travici tekutinu cizimi bilkovinami,
byl proveden druhy, jiz fizeny experiment. V tomto experimentu byla lokalni past uzaviena
a poté uvniti 40krat mechanicky stimulovana pomoci $picky na pipetu o objemu 200 pl,
(Jejiz nejuzsi Cast byla roztavena teplem a zakulacena a nasledné vytvrzena pii pokojové

teploté, aby se zabranilo poSkrabani vnitiniho povrchu pasti a nedoSlo tak k reakci na
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poskozeni) kazdé 3 minuty po dobu 2 hodin. V dal§im experimentu byl vnéj$i povrch
uzaviené pasti 40krat kazdé 3 minuty pichan jehlou.

Referencni elektroda byla umisténa do podmisky s vodou. Elektrody byly napojeny
na dvou nezavislych kanalech zesilovace (vyroben na Katedfe biofyziky Univerzity
Palackého; zisk 1-1000, Sum 2-3 uV, vinovy rozsah [-3 dB] 15 Hz, ¢as odezvy 10 us, vstupni
odpor 102 Q). Signaly ze zesilovade byly pfevedeny analogové-digitdlnim pievodnikem
(osm analogovych vstupti, 12bitovy prevodnik, +10 V, PCA-7228AL, dodava TEDIA,
Plzen, Ceska republika), data byla shromazd’ovana kazdych 6 ms a zobrazovana na monitoru
pocitace. Citlivost zafizeni byla 13 uV. Ptiblizné hodinu a ptl pied kazdym méfenim byly
navlhéené elektrody ekvilibrovany na meétfenych listech, aby doslo k ustdleni hodnot.
(Hlavackova et al., 2006). Poté bylo spusténo méfeni PEP. Pro kazdy typ experimentu bylo
provedeno alespont 5 méfeni. Data byla zpracovana v Originu (Origin 8.5.1., OriginLab

corporation, Northampton, MA, USA).

Hermeticky uzaviené pasti (lokalni pasti)

Oteviené pasti (lokalni pasti)

Obr. 6 Experimentalni uspotadani. Zaznac¢eny jsou lokalni a systémové pasti mucholapky podivné.

4.3 Biotest

Zajimalo nas, zda je past vice citliva, jestliZze jsou sousedni pasti na téZe individualni rostliné
krmeny ZivociSnou koftisti. V anglické literatuie se tento proces v rostlinach oznacuje jako
priming. Proto byly dvé nebo tfi pasti na jednotlivych rostlinach krmeny moucnymi Cervy
(Tenebrio molitor) apo 24 hodinach, kdy byla vyluovana travici tekutina, byly zbyvajici
sousedni, oteviené, nekrmené pasti (systémové, Obr. 6) testovany na citlivost poc¢itanim

mnozstvim dotykt citlivych vy¢énélk potiebnych k rychlému uzavieni pasti. Doba mezi
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jednotlivymi dotyky byla 10 sekund. Zbylé rostliny bez jakychkoli travenych cerva
Vv pastech byly pouzity jako kontrola. V kazdé skupiné bylo pouzito 16 rostlin s nékolika

testovanymi pastmi (tfi az sedm).

4.4 Kvantifikace fytohormont

U mnoha rostlinnych druhti nejsou vSechny listy pfimo propojeny cévnimi svazky jako je
tomu naptiklad u rtzice huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana; Mousavi et al., 2013).
Mucholapka podivnd ma rtzici s péti az deseti listy, které vyrustaji z kratkého, cibuli
pfipominajictho podzemniho stonku. Jak bylo ukdzéno experimenty, ve kterych bylo
vyuzivano izotopického znaceni latek (Fasbender et al., 2017) anebo vné&jSiho naneseni
koronatinu (Escalante-Pérez et al., 2011), listy pravdépodobné cévnimi svazky propojeny
jsou. Aby se piedeslo nejistoté 0 mozné nepiitomnosti cévniho propojeni, tfi nebo Ctyii pasti
jedné rostliny mucholapky byly krmeny hmyzem v riznych ¢asovych bodech, aby byla
zesilena mozna systémova odpovéd’ a krmené pasti byly sklizeny po 1, 18, 24 a 168 hodinach
od zachyceni kofisti. Ve stejnou dobu byly sklizeny i zbyvajici ¢tyfi pln€ vyvinuté, nekrmené
pasti (systémové) na téze rizici listd jedné rostliny (Obr. 6). Ve druhém experimentu byly
dvé nebo tii pasti kazdé 3 minuty celkem 40krat mechanicky stimulovany zakulacenou
Spickou pipety nebo v riiznych mistech propichovéany jehlou. Po dvou hodindch stimulace
byly tyto pasti a pasti na stejné listové ruzici sklizeny. Abychom prozkoumali, ktera latka
nejvice navozuje typickou masozravou odpovéd, byly v dalsim experimentu celkem do
deseti pasti na riznych rostlinach aplikovany 2 mg albuminu z hovéziho séra (BSA) a do
dalSich deseti 2 mg chitinu. Do dalSich 10 pasti nebyla ptidana zadna chemikélie. Poté byly
pasti uzavieny a mechanicky stimulovany zakulacenou $pickou, obdobné¢ jako v ptedchozim
experimentu, tedy kazdé 3 minuty celkem 40krat. Stimulované pasti byly sklizeny po 48
hodinach. Jako kontrola byly sklizeny pasti na rostlinach, které nebyly ani krmeny, ani
poskozovany ¢i mechanicky stimulovany. Vzhledem k tomu, ze po poranéni listové tkané
dochazi k rychlému zvyseni koncentrace jasmonatt (do 2 minut, Glauser et al., 2008), byla
pouzita rychla metoda sbéru vzorki, kdy okamzité po odsttizeni (do 10 sekund) byly pasti

zmrazeny v kapalném dusiku a uskladnény pfi teploté -80 °C az do analyzy.

441 Priprava vzorku

Vzorky zamraZenych listii byly postupné homogenizovany s pouZitim kapalného dusiku,
treci misky a tloucku. Rostlinny material byl rozvazen do 2ml plastovych mikrozkumavek
(Eppendorf, Némecko) na analytickych vahach Ohaus (Sartorius, Gettingen, Némecko) po

pfiblizné piesné¢ 20 mg. Pii navdzeni byl vZdy vytvofen duplikat majici pfiblizné piesné
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stejnou hmotnost jako original. Jako extrak¢ni roztok byl k rostlinnému materialu pfidan 1
ml ledové vychlazeného 10% methanolu, ctyfi kovové kulicky a za i¢elem stanoveni analytu
po purifikaénim postupu bylo pfidano 10 pl stabilnich izotopové znacenych internich
standardil — [?He]-()-JA, [?Hs]-(+)-ABA, [2Cs]-IAA a [2H4]-SA (20 pmol/vzorek), [?Hz]-
(—)-JA-Ile (0,1 pmol/vzorek; OlChemIn Ltd., Olomouc, Ceska republika) a [°Hs]-OPDA (10
pmol/vzorek; (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Tyto standardy byly rozpustény v 50%
acetonitrilu (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Na kazdych 11 vzorkt byl pfipraven
jeden srovnavaci vzorek, obsahujici pouze extrakéni roztok, interni standardy a ¢tyii kovové
kulicky. Vzorky byly dale homogenizovany pomoci MM 301 vibracniho oscilacniho mlynu
(Retsch GmbH &Co. KG, Haan, Némecko) pfi frekvenci 27 Hz po dobu 5 minut. Poté byly
sonikovany tii minuty Vv ultrazvukové lazni (transsonic T310, Elma GmbH & Co KG,
Singen, Némecko) pfedem vychlazené na 4 °C pomoci zasobniku s ledem. Nasledné byly
vzorky extrahovdny za pouziti laboratorniho rotatoruStuart SB3 (BibbyScientific Ltd.,
Staffordshire, UK) po dobu 30 minut v lednici pfi teploté 4 °C. Po odstfedéni v centrifuze
(15 min, 20 000 rpm, 4 °C, Beckman Avanti ™ 30, Némecko) byly ziskané supernatanty
pfeneseny do Cistych sklenénych zkumavek a pelet byl re-extrahovan za stejnych podminek
(pfidani 1 ml 10% methanolu, protfepani na vortexu (Velp Scintifica, Usmate, Italie), 15
minut centrifugace pii 20 000 g). Sekundarni supernatant byl pfidan k primarnimu.
Smichané supernatanty byly purifikovany pomoci extrakce na pevné fazi (hydrofilni
lipofilni polymerni sorbent, HLB, Oasis® HLB kolonky/ 30 mg sorbent/ objem 1 ml, Waters
Co., Milford, MA, USA). SPE sorbent byl aktivovan 2 ml 100% methanolu a 1 ml
redestilované vody. Po naneseni 2 ml vzorku byly kolony promyty 1 ml 10% methanolu
a nasledn¢ byly analyty eluovany 3 ml 80%methanolu. K namichani extrakéniho a eluéniho
¢inidla (10% a 80% methanolu) byl pouzit 100% methanol (gradient grade, Merck,
Darmstadt, Némecko). Eluat byl odpaten pod proudem dusiku k suchu pii maximalni teploté
30 °C za pouziti TurboVap LV dusikové odparky (Biotage, Hengoed, Velka Britanie) do
sucha a poté rozpustén ve 40 ul 15% acetonitrilu v 10 mM kyseliné¢ mravenci (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA).
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Aktivace 2 ml 100% MeOH
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Mikroexrakce

v ledové
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10% MeOH pod proudem dusiku

Eluce 1 ml 80% MeOH

Obr. 7 Popis piipravy vzorku pro analyzu fytohormont za pouziti jednokrokového SPE protokolu.
Rostlinny material (20 mg CM) byl extrahovan za pomoci 10% vodného roztoku methanolu se
stabilnimi isotopicky znaCenymi standardy. Extrakty byly purifikovany pomoci HLB sorbentu.
Vsechny ziskané frakce, které obsahovaly neutrdlni a kyselé slouceniny, byly odpateny do sucha pod
proudem dusiku a poté rozpustény ve 40 pl 15 % acetonitrilu v 10 mM kyseliné mravenci a 10 pl
bylo vstiiknuto do systému UHPLC-MS/MS (Schéma pievzato a upraveno z: Flokova et al., 2014).

4.4.2 Parametry UHPLC-MS/MS

Byla provedena kvantitativni analyza pfeddefinovanych stresem indukovanych
fytohormoni: cis-(+)-OPDA, trans-OPDA, OPC-4, OPC-6, (-)-JA, MelJA, 9,10-dh-JA, Y'11-
OH-JA/12-0H-JA, JA-lle. JA-Val, JA-Phe, JA-Trp, SA, ABA a IAA dle Flokova et al.,
2014. Vsechny tyto latky byly analyzovany Acquity UPLC® systémem (Waters, Milford,
MA, USA) spojenym s kvadrupdlovym hmotnostnim spektrometrem Xevo™TQ MS
(Waters MS Technologie, Manchester, UK) a z kazdého vzorku bylo vstiiknuto 10 pul do RP
kolony (Acquity UPLC® CSH™ C18; 2,1 x 100 mm; 1,7 pm; Waters, Irsko) o priitokové
rychlosti 0,4 ml/min. Analyt byl separovan gradientovou eluci za pouziti acetonitrilu (A)
a 10 mM kyseliny mravenci (B). Celkovy Cas analyzy byl 14 minut a probihala nasledovné¢:
0-1 min izokraticka eluce (15% A; v/v); nasledoval linearni gradient: 1-7 min do 60% A, 7-
9 min do 80% A, 9-10 min do 100% A; poté 10-11 min izokraticka eluce (100% A; v/v).
Nakonec probéhlo minutové promyti (10-11 min) 100% A a (12-14 min) ekvilibrace kolony
V pocatecnich podminkach (15% A/85% B). Eluat byl zaveden do iontového zdroje
tandemového hmotnostniho spektrometru, kde probihala ionizace elektrosprejem
V negativnim moédu.

Analyza probihala za nésledujicich podminek: na kapilaru bylo ptivedeno napéti 3 kV,
na vstupni $térbinu 23-30 V, pritok zmlzovaciho plynu dusiku byl 1000 1/hod a pratok plynu
na vstupni §térbiné byl 150 I/hod. Fytohormony byly rozliSeny Vv reZimu monitorovani vice
reakci s vyuzitim nasledujicich pfechodi hmoty: 215.2 > 58.8, 326.2 > 151.1, 181.2 > 134.1,
141.1 > 96.8, 269.2 > 159.1, 209.2 > 58.8, 324.3 > 151.2, 293.3 > 275.3, 176.3 > 130.2,
137.1>92.8, 263.2 > 153.1 pro [?Hs]-(£)-JA, [2Hz2]-(—)-JA-lle, [FCe]-IAA, [2Ha]-SA, [*He]-
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(+)-cis,trans-ABA, (-)-JA, (-)-JAlle, cis-(+)-OPDA, IAA, SA a ABA v tomto poradi latek,
které byly ve vysledku zanalyzovany a kvantifikovany. Kvantifikace byla provedena
metodou izotopického zfedovani, kdy kalibraéni body piipraveny z autentickych
standardl (-)-JA, (£)-11-OH-JA, (£)-12-OH-JA, (¥)-JA-Me, (+)-9,10-dh-JA, (+)-OPC-4,
(£)-OPC-6, trans-OPDA, cis-(+)-OPDA, (-)-JA-L-Ile,(-)-JA-L-Val, (-)-JA-L-Phe, (-)-JA-
L-Trp, (+)-cis,trans-ABA, IAA, SA; OlChemIn Ltd. (Olomouc, Ceské republika), Cis-(+)-
12-OPDA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a vyneseny do kalibra¢nich kiivek s
dobrymi korelacnimi koeficienty (0.9963-0.9999). Ovladani pfistroje, pofizovani a
zpracovani dat bylo provedeno pomoci softwaru MassLynx™ (verze 4.1, Waters, Milford,

MA, USA).

4.5 Meéreni enzymovych aktivit
V odpovédi na mechanickou stimulaci, poSkozeni pletiva, naneseni 20 pl 2mM (+)-JA (déle
jen JA), chitinu a albuminu z hovéziho séra (BSA) byla mezi laloky pasti vylu¢ovana travici
tekutina, kterd po 48 hodinach od stimulace byla sesbirana pomoci pipety. K méfeni aktivity
kyselych fosfataz byl vyuzit chromogenni substrat 4-nitrofenyl fosfat (Sigma-Aldrich).
Substrat byl ptipraven v 50 mM acetatovém pufru (pH 5,0) a jeho vysledna koncentrace byla
5 mM. Do 525 pul 50 mM acetatového pufru (pH 5,0) bylo ptfidano 25 pl nasbirané travici
tekutiny a smichano se 400 pl substratu. Referen¢ni vzorek byl ptipraven smichanim 400 pl
substratu s 550 pl acetatového pufru. Vzorky byly inkubovany 1 hodinu pii 25 °C
v termobloku (Bio TDB-100, BioSan, Lotys$sko). Pro zastaveni reakce bylo ke vzorkiim
pfidano 160 pl 1 M hydroxidu sodného. Pomoci dvoupaprskového spektrofotometru
(Specord 250 Plus, Analytik Jena, Némecko) byla méfena absorbance pii 410 nm.
Proteolyticka aktivita vyméskt mucholapky byla ur¢ena inkubaci 25 pl vzorku se 125
ul 200 mM glycin-HCI pufru (pH 3,0) a 150 ul 2%BSA ve 200 mM glycin-HCI pufru (pH
3,0) v termobloku (Bio TDB-100, BioSan, Lotyssko) pti 37 °C po dobu jedné hodiny.
Reakce byla zastavena pfidanim 450 pl 5% trichloroctové kyseliny. Poté byly vzorky 10
minut inkubovany na ledu a centrifugovany (15 min, 20 000 rpm, 4 °C, Sartorius 3-30K,
Sigma, Neémecko). Proteolyticka aktivita byla stanovena porovndnim absorbanci
supernatantu a slepého vzorku pfi 280 nm za pouziti dvoupaprskového spektrofotometru
(Specord 250 Plus, Analytik Jena, Némecko). Jako mira proteolytické aktivity bylo pouZito
mnozstvi uvolnénych peptidil do roztoku, které nebylo vysrazeno kyselinou trichloroctovou.
Jedna jednotka proteolytické aktivity je definovéna jako nariist absorbance o 0,001 za 1

minutu pii 280 nm (Matusikova et al. 2005).
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Chitinazova aktivita byla méfena dvéma zpusoby: spektrofotometricky
a spektrofluorometricky. Pfi experimentu zkoumajici odpovéd’ na mechanickou stimulaci
a poskozeni byla vyuzita chitinazova testovaci souprava (Sigma Aldrich, St. Louis, Ml,
USA) s 4-nitrofenyl B-D-N,N’,N""-triacetylchitotriosou jako substratem. K 180 ul substratu
o koncentraci 0,2 mg ml? bylo piidano 20 pl nashroméazdéné travici tekutiny. Smisené
vzorky byly inkubovany na termobloku (Bio TDB-100, BioSan, Lotyssko) pti 37 °C a po
ttech hodinach byla reakce zastavena ptidanim 400 pl uhli¢itanu sodného. Dvoupaprskovym
spektrofotometrem (Specord 250 Plus, Analytik Jena, Némecko) byla zméfena absorbance
pii 405 nm. Kalibra¢ni kiivka byla stanovena pomoci 4-nitrofenolu.

Pii experimentu zkoumajici odpovéd na chemické latky byla pro zaznamendni
chitinaz pouzita citlivéjsi fluorometricka testovaci souprava (Sigma Aldrich, St. Louis, MI,
USA) s vyuzitim stejného substratu jako v pifedchozim testu. Dle instrukéniho manualu
danym vyrobcem byly do 96 jamkové neprisvitné mikrotitracni desky pifidany vSechny
komponenty, které byly poté inkubovany 1 hodinu pii 37 °C. Reakce byla zastavena
pridanim 200 pl uhli¢itanu sodného. Pomoci multidetekéniho readeru (SynergyMx, Biotek,
Némecko) byla méfena fluorescence pii excitaéni vlnové délce 360 nm a emisni vinové

délce 450 nm.

4.6 SDS-PAGE a Western blotting

Pro detekci a kvantifikaci cystein proteasy (dionain), aspartat proteasy (dionaesin)
a chitinasy typu I byly proti témto proteinim vytvofeny polyklonalni protilatkyv kralikovi
firmami Agrisera (Vénnis, Svédsko) a Genscript (Piscataway, NJ, USA). Byly
syntetizovany nasledujici sekvence aminokyselin (epitopil): cystein protedza, (NH2-)
CAFQYVVNNQGIDTE (-CONHz) (Agrisera, Viannds, Sweden). Pro detekci aspartat
protedzy a chitindzy typu I byly syntetizovany nasledujici aminokyselinové sekvence
(epitopy): (NH2-) SAIMDTGSDLIWTQC (-CONH) a (NH2-) CTSHETTGGWATAPD(-
CONH_) v tomto potadi (Piscataway, NJ, USA). VSechny sekvence byly navazany na nosny
protein (keyhole limpet haemocyanin, KLH) a injekci podan dvéma kralikiim. Pro konjugaci
byl pouzit termindlni cystein peptidid. Kralici sérum bylo analyzovano na piitomnost
antigen-specifickych protilatek pomoci ELISA testu.

Po 48 hodinach od zaatku traveni byla travici tekutina téZ posbirdna na analyzu
pfitomnosti travicich enzymiti pomoci metody Western blotting. Vzorky byly smichany
v poméru 4:1 s vzorkovacim pufrem dle Laemmlio modifikovanym na findlni koncentraci
50 mM tris-HCI (pH 6,8), 2% dodecylsiran sodny, 10% glycerol, 1% B-merkaptoethanol,
12,5 mM EDTA a 0,02% bromfenolovou modf. Vzorky byly zahfivany a denaturovany 30
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min pii 70 °C v termobloku (Bio TDB-100, BioSan, LotySsko) a nasledné separovany
pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy v tricinovém systému (Tricin-SDS-PAGE)
dle Schiggera (2006). Na gel bylo naneseno 25 ul vzorku a 3 ul markeru molekulovych
hmotnosti (PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific, Litva).
Elektroforetické déleni proteint probihalo elektroforetické sestavé (Mini-PROTEAN® Tetra
System, Bio-Rad, USA) v elektrodovém tlumivém roztoku pii konstantnim napéti 130
V piiblizné¢ 80 minut (Power/Pac 1000, Bio-Rad, USA). Proteiny v gelu byly vizualizovany
bud’ barvenim stiibrem (ProteoSilver; Sigma Aldrich) nebo byly pievedeny z gelu na
nitrocelul6zovou membranu (velikost pori 0,45 pum, Bio-Rad, USA) prostfednictvim
blotovaciho zatizeni (Trans-Blot SD Cell, Bio-Rad, USA) pii velikosti konstantniho proudu
50 mA/1 membranu. Tento pienos trval 70 minut. Nasledn¢ byly membrany inkubovany
Vv blotovacim roztoku v lednici pii 4 °C a poté inkubovany pii pokojové teploté 1 hodinu
s Vhodné nafedénou krali¢i primarni protilatkou (aspartat proteasa 1:1000, cystein proteasa
1:1000, chitinasa 1:250). Primarni protilatka byla vymyvana kyvavym pohybem na vykyvné
tiepadce (Wavetec, Svycarsko) pii 15 rpm 50 minut (5 x 10 minut) v TBS-T a 10 minut
v TBS. Po promyti byla membrana inkubovéana se sekundarni protilatkou: kozi anti-kralici
IgG (H + L) s navazanou kienovou peroxidasou (Bio-Rad). Sekundarni protilatka byla
vymyvana 50 minut (5 X 10 minut) v TBS-T a 10 minut v TBS. Komplexy proteint
S navazanou primarni a sekundérni protildtkou znafenou kienovou peroxidazou byly
zviditelnény pomoci chemiluminiscenéniho HRP substratu (ImmobilonTM Western-
Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore, USA). Chemiluminiscenéni signal byl
zachycen a kvantifikovan gel skenerem Amersham Imager 600 (GE HealthCare Life
Sciences, Tokyo, Japonsko).

4.7 Statisticka analyza

Vysledky analyzy rostlinnych hormont jsou prezentovany jako primérné hodnoty + SD.
Vyznamné rozdily mezi riznymi variantami a kontrolou byly vyhodnoceny pomoci t-testu
v programu Microsoft Excel 2016. Vysledky enzymatickych aktivit a kvantifikace western
blotli jsou prezentovany jako primérné hodnoty + SE. Vyznamné rozdily mezi riznymi
variantami byly vyhodnoceny jednocestnou metodou ANOVA, po niz nasledoval Tukeytiv
test (Origin 2015, Northampton, MA, USA).
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5. VYSLEDKY

5.1 Elektricka signalizace v odpovédi na chyceni Koristi

Za ucelem sledovani elektrické a jasmonatové signalizace v odpovedi na uloveni kofisti,
bylana vnitini povrch pasti umisténa moucha. Stimulaci spoustécich trichomii byl vyvolan
elektricky signal (ak¢ni potencial). Pfi vyvolani dvou akénich potencialt doslok rychlému
uzavreni pasti. Zoufalym pohybem kofisti uvniti uzaviené pasti byly jesté vice drazdény
spoustéci trichomy a vyvolany stovky akénich potenciali. Nékolik minut po uloveni koftisti
jsou akéni potencialy velmi ¢asto vyvolany, ale pozd¢ji mnohem méné (Obr. 8) a po 4-5
hodinach elektrickd aktivita obvykle ustane. APs se nesiti do spodni fotosyntetické Casti
listu, jen né€kdy jsou zaznamenany malé disturbance membranového potencidlu. Zaroven

byla zaznamendvana elektricka aktivita v systémovych pastech, ale zadné APs nebyly
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detekovany. Tento pokus byl opakovéan nékolikrat se stejnymi vysledky.
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Obr. 8 Lokalni a systémova elektricka signalizace v mucholapce podivné v odpovédi na chyceni
kofisti. Zaznam akénich potenciald méfenych na vngj$im povrchu laloku pasti mucholapky podivné
v pribéhu chyceni kofisti (mouchy; horni stopa) a na systémové pasti (spodni stopa) Vv prab&hu prvni
hodiny.
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5.2 Jasmonatova signalizace v odpovédi na chyceni kofisti

V pletivech pasti byly analyzovany koncentrace fytohormonii na stejné rostling, ktera ulovila
zivoc¢iSnou kofist po 1, 18, 24 a 168 h aby byly stanoveny rtizné ¢asové body traveni
K monitorovani systémové odezvy. Kvili obrovskému rozdilu v akumulaci jasmonati
v krmenych pastech v riznych ¢asovych bodech béhem traviciho obdobi (1-168 hodin)
nebyla ziejma statisticka vyznamnost, av§ak pramérné koncentrace JA, JA-lle a cis-OPDA
byly zvySeny 12-, 1.3- a 4nasobn& oproti nekrmenym pastem (Obr. 9). Zadna ze
systémovych pasti neakumulovala signifikantni mnozstvi jasmonatl; nizké primérné

hodnoty byly porovnatelné s hodnotami v kontrolnich pastech (Obr. 9).
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Obr. 9 Primérna koncentrace fytohormont béhem obdobi traveni (1 hodina az 1 tyden po zachyceni
koftisti) v lokalnich a systémovych pastech. A) Kyselina jasmonova a jeji metabolity, B) ostatni
hormony, které jsou spojeny s obecnou stresovou reakci. Zobrazené vysledky ukazuji primérné
hodnoty + SD, n =4. JA, kyselina jasmonova; JA-Ile, isoleucinovy konjugat s kyselinou jasmonovou;
OPDA, cis-12-oxofytodienova kyselina; ABA, kyselina abscisova; IAA, kyselina indol-3-octova;
SA, kyselina salicylova.

Kinetika akumulace jasmonatd ukazala, ze vysoka koncentrace JA a JA-lle se
prevazné nahromadily v lokélnich pastech v ranné fazi odezvy (po prvni hoding, kdy
rozsahla mechanicka stimulace z kofisti vyvolala stovku APs (Obr. 10) a poté poklesla.
V kontrastu s tim byla vysoka koncentrace cis-OPDA akumulovana v pozd¢jsi fazi traviciho

cyklu (Obr. 10).
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Obr. 10 Kinetika akumulace jasmonati v odpovédi na chyceni kofisti. (A) Kyselina jasmonova (JA),
(B) konjugat kyseliny jasmonové s izoleucinem (JA-lle), (C) cis-12-oxo-fytodienova kyselina
(OPDA). Lokalni pasti (¢erny kruh) a systémové pasti (bily kruh) pited (¢as 0) a po (1, 18, 24 a 168
hodin) chyceni kofisti. Zobrazeny jsou primérné hodnoty + SD, n = 2-4.
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5.3 Biotest

Na zaklad¢ méteni elektrickych signali a koncentrace jasmonatl v pastech, které travily
koftist riizn¢ dlouhou dobu a k tomu systémovych pastech, miizeme fici, Ze uloveni kofisti
nijak neovliviiuje okolni pasti na téze rostlin€. Nezménila se ani citlivost systémovych pasti.
Okolni pasti se neuzaviely a stejné jako u pasti nekrmenych (kontrolnich) prvni dotyk
vyvolal typicky ak¢ni potencial, ktery nevyvolava uzavieni pasti. K uzavieni pasti stacily
klasicky dva dotyky, coz dokazuje, Ze masozravost je lokalni signalizace a ostatni pasti

nejsou nijak informovéany o pfitomnosti kofisti a nevykazuji zvySenou citlivost svych pasti

(Obr. 11).
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Obr. 11 Citlivost pasti vyjadiena jako pocet dotyktispoustéciho vyénélku uvnitf pasti mucholapky
podivné potfebny k uzavieni pasti po 24 hodinach traveni kotisti, n = 72,

5.4 Elektricka signalizace v odpovédi na posSkozeni a mechanickou

stimulaci
JelikoZ je pohyb Zivé kofisti uvnitf pasti nepredvidatelny a hmyzi kofist by mohla
kontaminovat past cizimi Zivo¢iSnymi proteiny, byla Ziva kofist nahrazena mechanickou
stimulaci spoustéciho vy¢nélku. To ndm umozZnilo provadét experiment za fizenych
podminek, coz je vyhodnéjsi, protoze mucholapka umi pocitat mnozstvi APs (B6hm et al.,
2016). Dotknuti se spoustéciho vy¢nélku dvakrat béhem 20 sekund vyvolalo rychlé uzavieni
pasti (Obr. 12 b). Po uzavieni pasti nam dal$i mechanicka stimulace pomoci zakulacené
Spic¢ky od pipety umoznila pravidelné drazdéni kazdé 3 minuty. Pti kazdém podrazdéni byly
vyvolany typické AP, které¢ béhem dvou hodin navodily hermetické uzavieni pasti a sekreci

travici tekutiny (Obr. 12a,b).
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Abychom prozkoumali také odpovéd’ mucholapky na poranéni, byla lokalni past
nejprve propichnuta jehlou dvakrat béhem 20 sekund, coz vyvolalo rychlé uzavieni pasti.
Lokalni past byla poté dale propichovdana ve stejnych casovych intervalech jako
u mechanické stimulace, coz ptekvapivé vyvolalo stejné AP jako ty, které byly vyvolany
jako odpovéd’ na mechanickou stimulaci. Taktéz nasledné doslo k hermetickému uzavieni
a sekreci travici tekutiny (Obr. 12 ¢, d). V obou pfipadech nebyly zaznamenany zadné AP
v systémovych pastech (Obr. 12 b, d).
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Obr. 12 Kontrolovana mechanicka stimulace a poranéni pletiva pasti mucholapky podivné. (A)
Vyvolani hermetického uzavieni a zuzovani pasti v odpovédi na mechanickou stimulaci. (B) Zaznam
ak¢nich potencialll na povrchu pasti v odpoveédi na mechanickou stimulaci.

5.5 Jasmonatova signalizace v odpovédi na poskozeni a mechanickou

stimulaci
Po dvou hodinach stimulace byly lokalni a systémové pasti odebrdny na analyzu
fytohormontl a v porovnéni s kontrolou bylo zjisténo 183-nasobné zvySeni koncentrace JA
a 302-nasobné zvyseni JA-lle v lokalnich, mechanicky stimulovanych pastech, nikoliv vsak
v systémovych pastech (Obr. 13a). Poranéni také zvysilo koncentraci JA (51-nasobné

zvySeni) a JA-lle (14-nasobné zvyseni) v lokalnich, ale ne v systémovych pastech (Obr.
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14a). Koncentrace cis-OPDA, ABA, IAA a SA se béhem 2 hodin vyrazn¢ nezménila (Obr.
13b, 14b).
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Obr. 13 Koncentrace fytohormont v lokalnich a systémovych pastech po 2 hodinach mechanické
stimulace. A) Kyselina jasmonova a jeji metabolity, B) ostatni hormony, které jsou spojeny
S obecnou stresovou reakei. Zobrazeny jsou prumérné hodnoty = SD, n = 4-8. Vyznamné rozdily
v hodnot& P oproti kontrole<0.01 jsou oznaceny ** (studentivt-test). JA, kyselina jasmonova,
JA-Ile, isoleucinovy konjugat s kyselinou jasmonovou; OPDA, cis-12-oxofytodienova kyseling;
ABA, kyselina abscisova; IAA, kyselina indol-3-octova; SA, kyselina salicylova.
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Obr. 14 Koncentrace fytohormont v lokalnich a systémovych pastech po 2 hodinach poskozovani.
A) Kyselina jasmonova a jeji metabolity, B) ostatni hormony, které jsou spojeny S obecnou stresovou
reakci. Zobrazeny jsou prumérné hodnoty + SD, n = 4-8. Vyznamné rozdily v hodnoté P oproti
kontrole <0.01 jsou oznaceny ** (studentuvt-test). JA, kyselina jasmonova; JA-Ile, isoleucinovy
konjugat s kyselinou jasmonovou; OPDA, cis-12-oxofytodienova kyselina; ABA, Kkyselina
abscisova; IAA, kyselina indol-3-octova; SA, kyselina salicylova.

49



5.6 Enzymové aktivity po poSkozeni a mechanické stimulaci

Jelikoz poskozeni a mechanicka stimulace vyvolala nahromadéni jasmonatti v lokalnich
pastech, byla jako pozitivni kontrola pouzita JA nanesena na vnitini povrch pasti. Po
naneseni 20 ul 2 mM JA se do 24 hodin pasti hermeticky zaviely a byla spusténa sekrece
travici tekutiny. Kdyz bylo vylouc¢eno dostate¢né mnozstvi (po 48 hodinach), travici tekutina
byla odebrana pro stanoveni enzymovych aktivit a SDS-PAGE. Systémové pasti zistaly
oteviené a nevytvaiely zadnou travici tekutinu. Ve vSech piipadech vykazovala travici
tekutina odebrand z lokdlnich pasti fosfatdzovou, endochitinazovou a proteolytickou
aktivitu. Mechanicka stimulace vyvolala fosfatazovou aktivitu, ktera byla srovnatelna
s aktivitou vyvolanou nanesenim JA. V poskozenych pastech byla fosfatdzova aktivita mirné
niz8i (Obr. 15a). Proteolyticka aktivita se mezi mechanickou stimulaci a poSkozenim
vyznamné nelisila, ale po ovlivnéni JA byla silné zvySena (Obr. 15b). Endochitinazova

aktivita byla také nejvyssi po naneseni JA na vnitini povrch pasti (Obr. 15c).

5.7 SDS-PAGE a Western blotting po poskozeni a mechanické stimulaci
Aby se semi-kvantifikovalo mnozstvi enzymt zodpovédnych za tyto aktivity v travici
tekuting, bylo vzdy stejné mnozstvi travici tekutiny elektroforeticky rozdéleno. Pomoci
SDS-PAGE bylo v mucholapce odhaleno vylucovani stejnych proteinovych profila
vV odpovédi na mechanickou stimulaci a poskozeni, a velmi podobného proteinového profilu
vV odpovédi na naneseni JA. Intenzitou zabarveni stiibrem bylo ukézéno, Zze nejvyssi
vylucovani proteini byla vyvolana po ovlivnéni JA (Obr. 16a). Imunoanalytickou metodou
Western blotting byla v tekutiné potvrzena piitomnost nasledujicich dominantné se
vyskytujicich travicich enzymi: aspartat proteazy dionaeasinu (Obr. 16b), cystein proteazy
dionaeinu (Obr. 16¢) a VF-1 chitinazy (Obr. 16d). V souladu s vysledky enzymov¢é aktivity
bylo mnoZstvi enzymi srovnatelné mezi mechanicky stimulovanymi a poranénymi pastmi,
ale vys$si v odpovédi na naneseni JA. Na zéklad¢ zde prezentovanych vysledki je zfejmé, ze
poranéni mlZze napodobovat mechanickou stimulaci hmyzi kofisti, a to prostfednictvim

elektrické a jasmonatové signalizace a Ze reakce je vZdy lokalni a ne systémova.
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Obr. 15 Enzymova aktivita méfend po 48 hodinach od mechanické stimulace, mechanického
poskozeni a po exogenni aplikaci 2 mM kyseliny jasmonové v lokéalnich pastech. Systémové pasti se
neuzaviely a nevytvarely Zadnou travici tekutinu, proto je jejich enzymova aktivita rovna nule. (A)
Fosfatazova, (B) proteolyticka, (C) endochitindzova aktivita. Riizna pismena oznacuji vyznamné
rozdily v hodnoté P < 0.05 (ANOVA, Tukey’s-test). Zobrazeny jsou primérné hodnoty + SE, n =
4 (pro chitinazové activity)-8 (pro fosfatazové a proteolytické aktivity).
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Obr. 16 Proteinovy profil a imunodetekce aspartat proteazy (dionaeasin), cystein proteazy
(dionain) a VF-1 chitinazy v travici tekutiné mucholapky podivné. Travici tekutina byla sbirana
48 hodin po mechanické stimulaci a proteiny byly separovany v 10% (v/v) SDS-polyakrylamidovém
gelu a analyzovany pomoci Western blotu. A) Stiibrem barveny SDS-PAGE travici tekutiny v
odpovédi na rizné stimuly. B) Analyza pomoci Western blotu s pouzitim specifické protilatky proti
aspartat proteaze(dionaeasinu), C) cystein proteaze dionainu, D) chitinaze v odpovédi na rizné
stimuly. MW = molekulova hmotnost; M = mechanostimulace; W = poskozeni; JA =2 mM kyselina
jasmonova. Do kazdé jamky bylo naneseno stejné mnozstvi travici tekutiny (8 pl). Uvedené Western
bloty jsou reprezentativni ze tii nezavislych experimentt. Signal byl kvantifikovan pomoci
chemiluminiscence. Primérna hodnota + SE, n = 3.
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5.8 Chemicka stimulace

Nekteré latky jako napiiklad roztok chloridu amonného a dihydrogenfosfore¢nanu
draselné¢ho (chloridové, amonné a draselné ionty) dokazou vyvolat zuzovani pasti samy
0 sob¢ bez predchozi mechanické stimulace (Libiakova et al., 2014). Samostatné podani
chemické latky ale nevyvolava zadné elektrické signaly (Affolter & Olivo, 1975). Jelikoz by
podani BSA a pfedev§im malo rozpustného chitinu v pevné formé¢, jako jsme pouzili v tomto
experimentu, nevyvolalo pozadujici rychlé zuZeni pasti, spojili jsme toto podani
s mechanostimulaci pomoci zakulacené $picky na pipetu.

Primérny pocet pasti, které se po 48 hodinach od stimulace znova oteviely, odrazi
expresi genu travicich proteinti v tomto Case. Ukazuje, Ze mechanicka stimulace a vyvolani
tak desitky AP zapfiCini, ze u nékterych pasti dochéazi k otevieni pasti jiz do 48 hodin.
Exprese genu travicich proteint v této dobé tedy neni tak silna, jako ve spojeni s chemickou
stimulaci, kdy je past udrzena uzaviena a zizena po delsi ¢as. VEtsi vliv na udrzeni uzavieni

pasti a s ni spojenou tvorbu travicich enzymt mél BSA nez chitin (Obr. 17).

Priimérny pocet otevienych pasti
|

g [ [ ]

Mechanostimulace Chitin BSA

Obr. 17 Primérny pocet znova otevienych pasti z deseti moznych odrazejici genovou expresi
travicich proteini po 48 hodinach od ruznych stimultt (mechanostimulace; mechanostimulace +
chitin; mechanostimulace + BSA). V téchto pastech se nevyskytovala zadna travici tekutina, n= 3.

5.9 Jasmonatova signalizace v odpovédi na chemickou stimulaci

Po 48 hodinach od stimulace byly lokalni pasti odebrany na analyzu fytohormont. Kinetika
akumulace jasmonatti v odpovédi na chyceni kofistiukazuje, Ze v této dob¢, tedy pfi pozdni
reakci mucholapky, ma hlavni roli cis-OPDA (Obr. 10). U spojeni mechanostimulace
s chemickou stimulaci bylo zjisténo vyznamné zvyseni koncentrace cis-OPDA oproti
kontrole jak u pouziti chitinu (2,5-nasobné), tak u BSA (3,5-nasobné zvysSeni). Chemicka

stimulace zvysila koncentraci 1 JA (6-ndsobné zvySeni po podani chitinu a 14-nasobné
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zvySeni po podani BSA) a JA-lle (2-nasobné zvyseni po podani chitinu a 4-nasobné zvySeni
po podani BSA; Obr. 18a). Koncentrace ABA a SA se béhem 48 hodin po pusobeni
mechanické a chemické stimulace vyrazné nezménila. U TAA byl zaznamenan statisticky

vyznamny narust po mechanostimulaci a pokles po podani BSA (Obr. 18b).
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Obr. 18 Koncentrace fytohormont v lokalnich a systémovych pastech po 48 hodinach stimulace od
mechanické a chemické stimulace. Kyselina jasmonova a jeji metabolity, B) ostatni hormony, které
jsou spojeny s obecnou stresovou reakci. Zobrazeny jsou prumérné hodnoty + SD, n = 5. Vyznamné
rozdily Jsou 0znaceny *, **, *** 3 odpovidaji hodnoté 0,05 >P > 0,01; 0,01 >P >0,001; a P
< 0,001 v tomto potadi. (studentivt-test). JA, kyselina jasmonova; JA-Ile, isoleucinovy konjugat
s kyselinou jasmonovou; OPDA, cis-12-oxofytodienova kyselina; ABA, kyselina abscisova; TAA,
kyselina indol-3-octova; SA, kyselina salicylova.

5.10 Enzymové aktivity po mechanické a chemické stimulaci

Po 48 hodinach od stimulace byla ze zavienych pasti odebrana travici tekutina pro stanoveni
enzymovych aktivit a SDS-PAGE. Ve vSech piipadech vykazovala travici tekutina
fosfatazovou, proteolytickou a endochitinazovou aktivitu a ve v§ech piipadech tyto aktivity
vyrazné stimuloval BSA. Chitin na fosfatazové a proteolytické aktivity nemél vyrazny
aditivni efekt nebo je dokonce inhiboval. Po podani chitinu byly chitindzové aktivity

V porovnani s pouhou mechanostimulaci mirné vyssi (Obr. 19).
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Obr. 19 Méfeni aktivity enzymu v travici tekutiné po 48 hodinach od mechanické stimulace a podani
chitinu a hovéziho sérového albuminu v pastech mucholapky podivné. Systémové pasti
neprodukovaly Zadnou travici tekutinu, proto je jejich enzymaticka aktivita nulova A) Fosfatazova
B) proteolytickd C) chitindzova aktivita. Rizna pismena oznacuji vyznamné rozdily v hodnoté P <
0.05 (ANOVA, Tukey’s-test). Zobrazeny jsou priimérné hodnoty + SE, n = 4 (pro fosfatazové), 6
(pro proteolytické activity) a 9-10 pro chitinazové aktivity.
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5.11 SDS-PAGE a Western blotting po mechanickéchemické stimulaci

Aby se semi-kvantifikovalo mnozstvi enzymi zodpovédnych za tyto aktivity v travici
tekutin€, bylo vzdy stejné mnozstvi tekutiny elektroforeticky rozdéleno. Pomoci SDS-PAGE
bylo v mucholapce odhaleno vylucovani podobnych proteinovych profili v odpovédi na
mechanickou stimulaci a chitin, a stejného proteinového profilu v odpovédi na naneseni
BSA. Intenzitou zabarveni stiibrem bylo ukazano, Ze nejvyssi vyluovani proteini bylo
vyvolano po naneseni BSA (Obr. 20a). Metodou Western blotting byla v tekutiné potvrzena
pfitomnost nasledujicich dominantné se vyskytujicich travicich enzymii: aspartat proteazy
dionaeasinu (Obr. 20b), cystein proteazy dionaeinu (Obr. 20c) a VF-1 chitinazy (Obr.
20d). V souladu s vysledky enzymové aktivity bylo mnozstvi chitinazy srovnatelné mezi
samostatnou mechanostimulaci a chemostimulaci chitinem, ale vyrazné vyssi v odpovédi na
naneseni BSA (Obr. 20d). Mnozstvi protedz po riznych stimulacich nebylo srovnatelné.
Obé proteazy byly ale nejvice vylu¢ovany po podani BSA a nejméné po podani chitinu (Obr.
20b,c). Na zakladé zde prezentovanych vysledki je ziejmé, Ze mucholapka rozpozna
pfitomnost a charakteristiku chemickych latek a tomu také ptizpisobuje sekreci travicich
enzymu. Je-li pfitomen pouze chitin, exprese travicich proteint neni tak silna jako v ptipadé
proteinu. Mucholapka tedy pomoci chemickych senzori umi dokonale rozlisit, jestli je

V pasti pfitomna kofist vhodna produkce enzymii nebo ne.
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Obr. 20 Proteinovy profil a imunodetekce aspartat proteazy (dionaeasin), cystein proteazy
(dionain) a VF-1 chitinazy v travici tekutiné mucholapky podivné. Travici tekutina byla sbirana
48 hodin po mechanické a chemické stimulaci a proteiny byly separovany v 10% SDS-
polyakrylamidovém gelu a analyzovany pomoci Western blotu. A) Stiibrem barveny SDS-PAGE
travici tekutiny v odpovédi na rizné stimuly. B) Analyza pomoci Western blotu s pouzitim specifické
protilatky proti aspartat proteaze(dionaeasinu), C) cystein proteaze dionainu, D) chitinaze v odpovédi
na ruzné stimuly. MW = molekulovd hmotnost; CH = chitin; M = mechanostimulace; P = hovézi
sérovy albumin. Do kazdé jamky bylo naneseno stejné mnozstvi travici tekutiny (25ul). Uvedené
Western bloty jsou reprezentativni ze tfi nezavislych experimentt. Signal byl kvantifikovan pomoci
chemiluminiscence. Priméry = SE, n = 3.
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6. DISKUZE

Masozrava rostlina mucholapka podivna mize po straveni kofisti a absorpci Zivin zvysit
rychlost fotosyntézy (An) a Sni i rdst celé rostliny. Na druhou stranu ale elektricka
signalizace, kterd je spojovana s chycenim kofisti a zvySenim potiebné energie na jeji
traveni, ma za nasledek sniZzeni An a zvySeni mitochondrialniho dychani (Pavlovi¢ et al.,
2010; Kruse et al., 2014; Libiakova et al., 2014, Pavlovi¢ & Saganova, 2015, Fasbender et
al., 2017). Mucholapka podivna si vSak vyvinula n€kolik kontrolnich mechanismu, aby
optimalizovala tento pfinos snizenim souvisejicich nékladi. Zaprvé je pii pokojové teploté
zapotiebi alespont dvou dotykti spoustécich vy¢nélka uvnitt pasti, a tedy vyvolani dvou AP
K jejimu uzavieni (Brown, 1916). Jeden dotyk k uzavieni pasti nestaci, ¢imz rostlina
predchazi nechténému uzavieni v ptipadé dopadu kapky desté, semen nebo listkdl stromi.
Zadruhé, pokud past sklapne, malé¢ mezery mezi Spi¢atymi vy¢nélky na obvodu pasti
umoznuji unik malé kofisti. Tento druhy kontrolni bod pomaha Setfit energii, protoze mala
kofist by neposkytovala dostate¢né mnozstvi zivin, které by kompenzovaly naklady spojené
se zadrzenim kofisti a jejim travenim v pasti. V takovém piipadé se past znovu otevie
(Libiakova et al., 2014). Po zachyceni vétsi kofisti je dal$im kontrolnim mechanismem
opakovand mechanické stimulace spoustécich vy¢nélki. Kofist bojujici o Zivot vyvolava
stovky AP (Obr. 8), coz zplsobuje, ze se past zuzuje a vylucuje travici tekutinu (Affolter &
Olivo, 1975; Lichtner & Williams, 1977). Pro aktivaci signalni drahy kyseliny jasmonové
jsou zapotiebi nejméné dva AP, k vyvolani vyznamné exprese travicich enzymi pak pét AP.
Zda se, ze mucholapka muZe kontrolovat mnozstvi travicich enzyml vylu¢ovanych
zlazovymi bunikami prostiednictvim poctu AP aktivujici jasmonatovou signdlni drdhu
(Bohm et al., 2016). Predpoklada se, ze mucholapka na rozdil od rosnatek a lackovek,
spoléha vice na 12-0xo-fytodienovou kyselinu nez na JA nebo JA-lle (Escalante-Pérez et
al., 2011), ale nami byla zaznamenana akumulace JA a JA-Ile ve stimulovanych pastech
stejné jako v praci Libiakova et al., 2014. Nedavné zjisténi, ze chyceni kofisti vyvolalo
transkripci genu JASMONIC ACID RESISTANT1 (JAR1), ktery pfevadi JA na jeho
fyziologicky aktivni formu JA-lle (Bemm et al., 2016), podporuje naSe zjisténi, Ze
v mucholapce podivné je JA-Ile bioaktivni sama o sob¢. To je také podpoteno skutec¢nosti,
ze sekrece travici tekutiny zacala béhem hodiny, kdy byla koncentrace JA i JA-Ile zvysena
diky intenzivni elektrické aktivité a koncentrace cis-OPDA byla srovnatelna s koncentraci
v kontrolnich rostlinach (Obr. 8, 10, 13, 14). Koncentrace cis-OPDA byla zvySena pouze
Vv pozd¢jsich fazich traveni (Obr. 10; Escalante-Pérez et al., 2011; Libiakova et al., 2014).
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Zvysena koncentrace Cis-OPDA muze poskytovat rezervu pro syntézu JA (Koo et al., 2009),
ale signaliza¢ni iloha cis-OPDA ve fazi traveni nemuze byt vyloucena. Zvysené koncentrace
JA a JA-Ile béhem prvnich dvou hodin po zachyceni kofisti byly rovnéz zaznamenany
u rosnatkovitych rostlin (Mithofer et al., 2014; Krausko et al., 2017).

Navzdory vyse popsanému sofistikovanému systému rozpoznani kofisti tato studie
ukazuje, ze masozravé rostliny mohou byt snadno oklamany poranénim, typickym
aktivatorem obranné reakce rostlin. V mucholapce podivné poskozeni vyvolalo rychlé
uzavteni pasti, hermetické uzavieni a vyluovani travici tekutiny obsahujici rizné enzymy,
které spolu utvaieji typickou masozravou odpovéd’ (Obr. 12c,d, 15, 16). V nedavné dobé
byla objevena stejna reakce u rosnatky kapské (Drosera capensis), ale byly zpozorovany
I nékteré rozdily (Krausko et al., 2017). V odpovédi na poranéni, rosnatky kapské vytvareji
odlisné elektrické signaly nez ty, které jsou vytvateny v odpovédi na mechanickou stimulaci.
Tento poranénim vyvolany signdl je pravdépodobné slozen z riznych typt (AP, variaéniho
potencidlu — VP a systémového potencialu — SP) a nejen Ze se $iti do vSech sousednich pasti
a tentakuli, ale také aktivuji sekreci travicich enzymi ve vzdalenych pastech, tedy typickou
masozravou odpoveéd. Je docela prekvapujici, ze mucholapka vytvarela AP misto VP,
0 kterych se ptredpoklédalo, Ze jsou tvofeny v odpovédi na podnéty zpiisobujici poSkozeni
(Fromm & Lautner, 2007). Je znamo, ze AP vyvolan mechanickou stimulaci nepronika ani
do fotosyntetické ¢asti listu mucholapky podivné, takze tyto dvé ¢asti jsou pravdépodobné
elektricky nezavislé. Ve fotosyntetické casti listu byly zaznamenany pouze gradientni
potencialy, které maji velmi nizkou amplitudu (Volkov et al., 2007). Nase studie také
prokézala, Zze AP vyvolané poranénim jsou v mucholapce omezené pouze na lokalni pasti
(Obr. 12d). Takové omezené §iteni typickych AP, v kontrastu s VP, bylo také zaznamenano
u citlivky stydlivé (Mimosa pudica; Fromm & Lautner, 2007). Escalante-Pérez a kolektiv
ale tvrdi, ze v mucholapce podivné existuje systémova odpoveéd, ato na zdkladé
experimentu, ve kterém zevné aplikovali 1 mM koronatin (strukturni napodobeninu JA-1le)
na lokalni pasti. Behem 3-24 hodin byly zjistény zvySené koncentrace OPDA v systémovych
listech a tvrdili, Ze uspéSné zachyceni jednoho hmyzu vede k tvorbé OPDA, které se
systémoveé donasi do ostatnich pasti (neautonomni bunécna drdha). Takovou umélou
stimulaci byla vyvolana sekrece travici tekutiny ve vSech sousednich pastech (Escalante-
Pérez et al., 2011). Toto chovani ale nikdy nebylo pozorovano pfirozené, coz naznacuje, ze
pfirozené chyceni kofisti je spiSe lokélni nez systémova odpovéd’. Koo & Howe takovéto
experimenty s aplikaci jasmonatu kritizovali a povazovali je za nedostate¢né pro odvozeni
role vnitinich jasmonati v odpovédi na poranéni. Na zéklad¢€ naSich studii Ize u mucholapky
po zachyceni kofisti §ifeni elektrickych signali (autonomni bunénou drahou) a jasmonat
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(neautonomni bunéénou drahou) do sousednich pasti vyloucit (Koo & Howe, 2009). Totéz
plati pro rosnatku kapskou (Krausko et al., 2017). Skutecnost, ze masozrava odpoved je
vzdy lokalni je siln¢ podpotena také vysledky Nakamury a kolektivu a Krauska a kolektivu,
kterymi bylo zjisténo, Ze akumulace jasmonatli je prostorové omezena pouze na ohybovy
segment pasti rosnatky kapské se zachycenou kofisti a Ze pouze tento segment generuje
elektrické signaly a travici enzymy (Nakamura et al., 2013; Krausko et al., 2017). Nase
vysledky jsou shodné s Mousavim a kolektivem, kterymi byla v mistech vzdalenych od
poranéni prokdzana zéasadni uloha elektrické signalizace pii zahdjeni obranné reakce
(Mousavi et al., 2013). Ve studii Krauska a kolektivu byla objevena velmi tizka korelace
mezi $itenim elektrického signdlu, akumulaci jasmonati a vylu¢ovanim travicich enzymu
u rosnatky kapské (Krausko et al., 2017), ¢imz byl potvrzen obecny ptedpoklad vyznamu
elektrické signalizace na dlouhé vzdalenosti pti systémové odpoveédi (Mousavi et al., 2013).
Na zéklad¢ vysledkli u mucholapky a rosnatky miizeme usoudit, Ze masozravost je vzdy
lokélni reakei, kterd se zda byti rozumna — bylo by docela ndkladné produkovat travici
enzymy ve vsech pastech na rostling, které nezachytily kofist.

Chyceni kofisti a traveni je obvykle fizeno dvéma typy stimuli: mechanickymi
a chemickymi. Mechanické stimuly spoustécich vy¢nélku jsou dualezité hlavné v prvnich
hodinach po chyceni kofisti a jsou zodpoveédné za rychlé zuzovani pasti a uvoliiovani travici
tekutiny (Libiakova et al. 2014). Tento typ stimulace je spojen s tvorbou AP a zvysenim
koncentrace cytosolické Ca?* (Krol et al., 2006; Escalante-Pérez et al., 2011). Jakmile
ulovena koftist uhyne, chemické stimuly uvolfiovany pfi rozkladu kofisti udrzuji past ve
zuzené fazi, ktera je doprovazena sekreci enzymi (Lichtner & Williams, 1977). Affolter
aOlivo jasné dokazali, ze na povrchu pasti mucholapky po smrti hmyzu nebyly
zaznamenany zadné AP, kterych se ptedtim spustila stovka (Affolter & Olivo, 1975). Coz
ukazujeme také v nasi studii (Obr. 8). U pasivni pasti Spirlice nachové (Sarracenia
purpurea) po mechanické stimulaci nebylo pozorovano vylucovani enzymi. Ani lackovky
(Nepenthes) nejsou pravdépodobné v odpovédi na chyceni kofisti schopné $itit elektrické
signaly. U téchto pasivnich pasti je ale nesmirné dulezité pro vyvolani masozravé odpovedi
skrz jasmonatovou signalizaci vnimani chemickych latek (Buch et al., 2015; Yilamujiang et
al., 2016). Chemické stimuly ve formé albuminu z hovéziho séra (BSA) nebo NH4"™ u nich
vyznamné zvysily fosfatazovou a proteolytickou aktivitu (Gallie & Chang, 1997). Nedavno
bylo u lackovek popsano i vyvolani endochitinazové aktivity chitinem (Eilenberg et al.,
2006; Rottloff et al., 2011; Mithofer 2011; Hatano & Hamada, 2012). U rosnatky v odpovédi
na mechanické drazdénilepkavé tentakuly proteolytické, chitinazové a fosfatdzové aktivity
v travici tekutin€ bud’ nebyly zvySené, nebo byly zvySené pouze mirné€. Pouziti chemickych
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podnéth (ziva kofist, Zelatina nebo chitin) enzymové aktivity vyznamné zvysilo (Pavlovic et
al., 2014; Matusikova et al., 2005). V mucholapce podivné pouhd mechanickéa stimulace
s naslednou elektrickou aktivitou zpusobila sekreci travici tekutiny, ktera ale nebyla
dostacujici k vyvolani uplné proteolytické kapacity. Aplikace chitinu nebo amonnych soli
aktivovala jasmonatovou signalni drdhu a expresi travicich enzymt pravdépodobné
prostiednictvi LysM receptoru nebo depolarizaci membranového potencidlu v travicich
zlazach. Koncentrace cis-OPDA byla zvySenda jak po mechanostimulaci, tak po
chemostimulaci [P(K), N(CI)], ale koncentrace JA a JA-lle byly dlouhodob¢ zvySeny hlavné
po chemostimulaci (Libiakova et al. 2011). Nishimurou a kolektivem bylo v mucholapce
v odpovedi na aplikaci BSA objeveno vyvolani transkripce genti S-typu RNasy (Nishimura
et al., 2013). Bemm a kolektiv studovali stimula¢né¢ indukovanou zlazovou expresi hlavni
VF-1 chitindzy. Exprese VF-1 chitindzy byla nejprve sledovdna v pastech, které byly
stimulovany mechanicky. Po zacatku stimulace béhem jedné hodiny byla pozorovana
transkripéni aktivace hydrolazovych gent. Po nékolika hodindch druhd mechanicka
stimulace vyvolala 400krat vyssi expresi VF-1 chitinazy. Pokud byl druhou stimulaci chitin,
exprese VF-1 chitinazy byla zvySena az na 2000nasobek (Bemm et al., 2016). Jakmile je
tedy uciténa chemicka slozka z kofisti, produkce enzymu se zvysuje (Libiakova et al., 2014;
Bemm et al., 2016; Bohm et al., 2016; Krausko et al., 2017). Tyto studie zaroven ukazaly,
ze vyluovéani enzyml u masozravych rostlin je v odpovédi na podnéty z kofisti presné
regulovano na urovni transkripce a ze pomoci chemické signalizace masozrava rostlina
rozpoznd, ze se V jeji pasti vyskytuje Zivocisna kofist, coz je podlozeno i nasi studii. Exprese
gent travicich proteinti v dobé traveni po samotné mechanické stimulaci neni tak silna, jako
ve spojeni s chemickou stimulaci, kdy je past udrzena uzaviend a zuzena po delsi Cas. VéEtsi
vliv na udrzeni uzavieni pasti a S ni spojenou tvorbu travicich enzymt mél BSA neZ chitin
(Obr. 17). Na zakladé nasich vysledkd je také ziejmé, Ze mucholapka rozpozna piitomnost
a charakteristiku chemickych latek a tomu také ptizptisobuje sekreci travicich enzymda. Je-li
pritomen pouze chitin, exprese travicich proteini neni tak silna jako v ptipad€ naneseni BSA
(Obr. 19, 20). Mucholapka tedy pomoci chemickych senzorti umi dokonale rozlisit, jestli je
V pasti pfitomna kofist vhodna produkce enzymii nebo ne.

Dlouhodobou otazkou v elektrofyziologii je specifi¢nost elektrické signalizace, pro
kterou podle nékterych autort existuji dukazy (Fromm et al., 2013). Napiiklad skupina
Fromma zaznamenala, ze rtizné na stimulu zavislé elektrické signaly zptsobuji specifické
reakce v metabolismu vaje¢niku ibisku (Hibiscus, Fromm et al., 1995). Nicméné¢ u rajcat
poranéni, teplo nebo elektricky proud vedou ke stejné odpovédi — k aktivaci exprese genu

Pin2 (Pena-Cortés et al., 1995; Herde et al., 1999). Podle skupiny védct kolem Pyatygina
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existuji dobré dukazy pro to, ze AP ve wvysSich rostlinach jsou nespecifickymi
bioelektrickymi signaly, které jsou nezdvislé na pivodu stimulu, takze nenesou Zadnou
stimula¢né¢ specifickou informaci, ale nesou signal z poskozeného pletiva do neposkozené
¢asti rostliny (Pyating et al., 2008). Z kvalitativniho pohledu jsou nase vysledky v souladu
s timto stanoviskem, a dokonce i elektricka signalizace v rosnatce, kterd v reakci na
poranéni a dotyk generuje rizné elektrické signaly vyvolava stejnou ohybovou odpoved
pasti a sekreci enzymu (Krausko et al., 2017). Z kvantitativniho hlediska je vsak pocet AP
V masozravych rostlindich dulezity pro regulaci intenzity masozravé odpovédi.
U mucholapky podivné nebo rosnatky kapské jeden nebo dva dotyky spoustéciho vycnélku
nebo poranéni nejsou dostatecné k vyvolani sekrece travici tekutiny a enzymi (osobni
pozorovani) a pocet AP reguluje ohybani pasti u rosnatky (Williams & Pickard, 1972)
a transkripce gent podilejicich se na traveni kofisti a ptijmu Zivin v mucholapce (Bohm et
al., 2016).

Skute¢nost, ze masozravé rostliny nemohou rozli§it poranéni a mechanickou
stimulaci jejich kofisti, je vysledkem jejich evolu¢ni historie a exaptace, tj. evolu¢niho
posunu ve funkci rysu, coz naznacuje, ze tyto rostliny pravdépodobné vyuzivaji stejného
vnimani a signalizacni cesty a neumi rozliSit mezi pfitomnosti kofisti nebo byloZravce.
V nedavné dobé Mithéferem a kolektivem bylo ukazano, ze kombinace poranéni a oralniho
sekretu z larvy Spodoptera littoralis aplikované na rosnatku mély jesté silngjsi ucinek na
jasmonatovou signalizaci nez samotné poranéni (Mithofer et al., 2014). Chemické podnéty
ze zachycené kofisti jsou také mnohem lepSimi induktory enzymovych aktivit nez samotna
mechanicka stimulace (Matusikova et al., 2005; Libiakovaet al., 2014; Bemm et al., 2016;
Jopciket al., 2017; Krausko et al., 2017). V souc¢asné dob¢ se obecné véfi, Zze botanicka
masoZzravost byly vyvinuta z obrannych mechanismil rostlin, coz podporuje i skute¢nost, Ze
mnoho proteint, které jsou vylu¢ovany v odpovédi na zachyceni kofisti souvisi s patogenezi
(Hatano & Hamada, 2008; Renner & Specht, 2012; Schulze et al., 2012; Bemm et al., 2016;
Fukushima et al., 2017; Krausko et al., 2017). Vyssi rostliny v odpovédi na utok patogena
nebo okus hmyzu exprimuji od patogeneze odvozené (PR) proteiny a mnoho z téchto
proteinil ma hydrolytickou aktivitu, ktera byva vyuzivana masozravymi rostlinami (Schulze
et al., 2012). Je lakavé piedpokladat, Ze ¢asné vyvijejici se nedokonalé pasti byly Casto
poskozovany Skrabanim a Zvykanim kofisti, jak je tomu né€kdy i1 dnes (napf. vosy mohou
Casto okusovat past pii jejich snaze uniknout), coz mohlo uréovat smér evoluce masozravosti
rostlin. Nedavna studie ukdzala, ze existuji jistd omezeni v evoluénim smétovani botanické
masozravosti (Fukushima et al., 2017), ztstava tak otazka, jak se jasmonatova signaliza¢ni

cesta roz$ifila mezi riznymi liniemi masoZravych rostlin.
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7. ZAVER

V mé bakalaiské praci, na kterou tato diplomova prace plynule navazuje jsem se zabyvala
elektrickou signalizaci a uvadéla jsem, ze elektrické signaly sehravaji v rostlinach skute¢né
vyznamnou roli a jsou pro rostliny nezbytné. Uplatiuji se napiiklad pii obrannych reakcich
rostlin a stimuluji sekreci travici tekutiny v mucholapce podivné a rosnatce kapské. V obou
piikladech jsou do procesii zapojeny rostlinné hormony jasmonaty, jejichz akumulaci
spousti pravé elektrické signaly. Na konci bakalaiské prace byla v souvislosti
S masozravymi rostlinami formulovana hypotéza: Dokazou akumulované jasmondty
V odpovédi na poranéni indukovat syntézu travicich enzymi, tedy typickou masozravou
odpoveéd? Anebo dokdzi tento faleSny signal rostliny vyhodnotit spravné a syntézu travicich
enzymu spustit jen v odpovedi na akumulované jasmonaty po podani zivo¢isné kofisti?

Testovali jsme rostliny mucholapky podivné, abychom zjistili, zda mohou rozlisit
poranéni, typicky aktivator obrannych mechanismii rostlin, a mechanickou stimulaci,
typicky aktivator masozravosti. Na zdklad€ dosazenych vysledki miizeme fici, Ze elektricka
signalizace v masozravych rostlinaich neni specificka. Lidské mozky dokazi dekodovat
elektrické signaly prichazejici z receptorii a mizeme tak zjistit, zda naSe pokozka byla
pohlazena nebo zranéna. Ale totéZ se netykd mucholapky. Zranéni spousti stejny akéni
potencial jako navstéva potenciondlniho jidla. Jak poranéni, tak chyceni kofisti zptisobuji
akumulaci kyseliny jasmonové a spousti sekreci stejnych enzymi. Jsme piesvédceni, Ze toto
chovani je vysledkem evoluéni historie, kdy se nova vlastnost systému nevyviji de novo, ale
jiz z existujici signalni drahy (tzv. Teorie exaptce).

Hypotéza byla dale rozsifena o otazku: Co se ale odehrava v pasti, jakmile
mechanicka stimulace kofisti ustane, tedy pii pozdni reakci mucholapky? Jak mucholapka
poznd, Ze se jedna opravdu o ZivociSnou kofist, kdyZ ani nerozezna, zdali je poskozovana
nebo mechanicky stimulovana opravdovou kofisti? Na zakladé zde prezentovanych
vysledkl je zfejmé, Ze mucholapka rozpozna piitomnost a charakteristiku chemickych latek
a tomu také ptizptisobuje sekreci travicich enzymt. Je-li pfitomen pouze chitin, exprese
travicich proteind neni tak silné jako v ptipad¢ naneseni proteinu. Mucholapka tedy pomoci
chemickych senzori, kterymi disponuje, umi dokonale rozlisit, jestli je v pasti pfitomna
kotist nebo ne. Ve vysledku elektrické signaly, jasmonaty a schopnost rozeznat chemické

latky spolu utvari dokonaly proces.
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Introduction

Plants are sessile organisms that are anchored to the ground
through their root systems, so they have evolved diverse strategies
to combat herbivores. These include mechanical defences such as
prickles in the rose or chemical deterrents such as moroidin in
the stinging tree. However, some plants do not invest in constitu-
tive defensive structures or metabolites and rely on the initiation
of defence responses. This requires sensing and communication
elements. A localized injury activates defence mechanisms
throughout the plant, both in the directly damaged tissue (local
response) as well as the nonwounded areas (systemic response).
The phytohormone jasmonic acid (JA) plays an indispensable
role in this process (Wasternack & Hause, 2013). Jasmonates
exert their protective effects by regulating a wide range of
defence-related processes, including the synthesis of toxic sec-
ondary metabolites (Pauwels ez al., 2009; De Geyter et al., 2012),
the production of morphological barriers (Yoshida ez 4l., 2009)
and changes in the rate of vegetative growth (Yan eral, 2007;
Zhang & Turner, 2008). The isoleucine conjugate of jasmonic
acid (JA-Ile) is the only jasmonate for which the molecular basis
of its gene-regulatory activity has been elucidated. The binding of
JA-Ile to the CORONATINE INSENSITIVE1 (COI1) receptor
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Summary

e In the carmivorous plant Venus flytrap (Dionaea muscipula), the sequence of events after
prey capture resembles the well-known plant defence signalling pathway in response to
pathogen or herbivore attack. Here, we used wounding to mimic prey capture to show the
similarities and differences between botanical carnivory and plant defence mechanisms.

e We monitored movement, electrical signalling, jasmonate accumulation and digestive
enzyme secretion in local and distal (systemic) traps in response to prey capture, the mechani-
cal stimulation of trigger hairs and wounding.

e The Venus flytrap cannot discriminate between wounding and mechanical trigger hair stim-
ulation. Both induced the same action potentials, rapid trap closure, hermetic trap sealing, the
accumulation of jasmonic acid (JA) and its isoleucine conjugate (JA-lle), and the secretion of
proteases (aspartic and cysteine proteases), phosphatases and type | chitinase. The jasmonate
accumulation and enzyme secretion were confined to the local traps, to which the stimulus
was applied, which correlates with the propagation of electrical signals and the absence of a
systemic response in the Venus flytrap.

¢ In contrast to plant defence mechanisms, the absence of a systemic response in carnivorous
plant may represent a resource-saving strategy. During prey capture, it could be quite expen-
sive to produce digestive enzymes in the traps on the plant without prey.

mediates the ubiquitin-dependent degradation of JASMONATE
ZIM-DOMAIN (JAZ) repressors, resulting in the activation of
jasmonate-dependent gene expression (Thines eral, 2007;
Fonseca eral., 2009; Sheard eral, 2010). However, signalling
activity has also been demonstrated for other jasmonate
molecules for which the molecular mechanism is largely
unknown, such as cis-(+)- 12-oxo-phytodienoic acid (cis-OPDA)
or 12-hydroxyjasmonic acid glucoside (Stelmach ezal, 1998;
Blechert et al., 1999; Stintzi et al., 2001; Nakamura ez 2/, 2011).
It has been suggested that the events leading to jasmonate
accumulation distal to the wound (systemic response) can be
reduced by two principal mechanisms: the transport of jas-
monates between cells (cell-nonautonomous pathway typical for
family Solanaceae; Schilmiller & Howe, 2005; Wasternack ez al.,
2006) and a rapid electrical, hydraulic or chemical signal that
triggers JA synthesis in distal leaves (autonomous pathway typical
for the model plant Arabidopsis, Glauser et al., 2008; Koo et al.,
2009; Koo & Howe, 2009; Mousavi etal., 2013; Farmer et al.,
2014; Gaupels ez al., 2017). Moreover, both pathways may work
synergistically to optimize the spatial and temporal expression of
defence responses (Koo & Howe, 2009; Huber & Bauerle,
2016). However, a recent study has demonstrated the importance
of electrical signalling in long-distance communication in
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Arabidopsis (Mousavi et al., 2013). Three main types of electrical
signals have been recognized in plants: action potentials (APs),
variation potentials (VPs) and systemic potentials (SPs; Fromm
& Lautner, 2007; Zimmermann et al., 2009). Of these, APs have
long been understood as rapidly self-propagated electrical signals
evoked by nondamaging stimuli (e.g. cold shock or touch). They
usually have an all-or-nothing character; that is, after a stimulus
reaches a certain threshold, further increases in the strength of the
stimulus do not change its amplitude and shape. By contrast,
VPs are slow-wave potentials (SWPs) evoked by damaging stim-
uli (e.g. burning or wounding), and the strength of the signal
varies with the intensity of the stimulus with longer delayed repo-
larization. The VP is characterized by amplitudes and speeds that
decrease with increasing distance from the site of injury, so it is
nonself-propagating (Fromm & Lautner, 2007; Fromm ezal.,
2013). It has been hypothesized that VPs are induced by axial
hydraulic waves in the xylem that affect the mechanosensitive ion
channel in contact cells by radially transmitted changes in pres-
sure (Cosgrove & Hedrich, 1991; Mancuso, 1999; Farmer ez al.,
2014) or, if a chemical is transported, via the ligand-activated
channel (Malone, 1996). The SPs have only recently been recog-
nized as self-propagating signals with reverse polarity (membrane
hyperpolarization as opposed to the depolarization in APs and
VPs) that display an all-or-nothing character and are not caused
by a hydraulic pressure surge (Zimmermann ez al., 2009, 2016).
Some authors use a different classification for electrical signaling
based on animal electrophysiology and recognize, for example,
electrotonic (or graded) potentials whose amplitude exponen-
tially decreases with distance but that are not caused by a change
in hydraulic pressure (Volkov ez al., 2007, 2008, 2013, 2017). At
all sites that receive the electrical signals, jasmonates accumulate,
and jasmonate-mediated gene expression is activated (Wildon
etal., 1992; Mousavi etal, 2013; Farmer etal, 2014). The
recognition of the jasmonate signal in leaves distal to a wound
initiates a defence reaction and may lead to priming, which evi-
dently comprises changes at the molecular level and leads to a so-
called primed state in undamaged leaves. Leaves in a primed state
are then able, through poorly understood mechanisms, to
respond more quickly or vigorously to herbivore attack should it
occur (Frost et al., 2008).

The fact that electrical signals are important for sensing insect
prey on the surface of a trap in some species of carnivorous plants
has been known for centuries (Burdon-Sanderson, 1873; Hodick
& Sievers, 1988), but the role of jasmonates in botanical car-
nivory has been resolved only recentdy (Ueda eral, 2010;
Escalante-Pérez eral, 2011; Nakamura eral, 2013; Libiakova
etal., 2014). Such similarity to plant defence is not surprising
because it has previously been postulated that botanical carnivory
probably evolved from plant defence mechanisms (Hatano &
Hamada, 2008; Mithofer, 2011; Rottloff ezal, 2011; Schulze
etal., 2012; Nishimura ez al., 2014; Pavlovic & Saganovd, 2015;
Bemm etal, 2016; Krausko eral, 2017). Mechanical stimuli
from prey result in generation of electrical signals, and the subse-
quent accumulation of jasmonates triggers the expression of genes
related to carnivory. For example, touching the trigger hairs on
the surface of the Venus flytrap twice generates two APs that are
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necessary for rapid trap closure at room temperature (Hodick &
Sievers, 1988) and the activation of jasmonate signalling (B6hm
etal., 2016a). Jasmonates trigger the expression and secretion of
digestive enzymes (e.g. cysteine protease dionain and type I chiti-
nase), the ammonium channel, and potassium and sodium trans-
porters (Escalante-Pérez eral., 2011; Scherzer eral., 2013, 2015;
Libiakova ez al., 2014; Paszota etal., 2014; Bohm ezal., 2016a,
b). The electrical and jasmonate signalling in carnivorous plants
resembles the well-known plant defence signalling pathway (Maf-
fei et al., 2007; Pavlovic & Saganovd, 2015; Bemm ez al., 2016),
but there is little information about long-distance signalling in
carnivorous plants.

In the present study, we investigated the long-distance electri-
cal and jasmonate signalling in the Venus flytrap carnivorous
plant. We applied mechanical stimulation (the typical activator
of the carnivorous response) and repeated wounding (i.e. the typ-
ical activator of the defence response) and measured the electrical
signals, jasmonate content and enzyme secretion in local and dis-
tal traps to answer the following questions: can the carnivorous
plant recognize different stimuli to trigger the appropriate
response? Can the trap that successfully captured its prey inform
distal systemic traps about the event and prime them for potential
capture in the sense that if there is one prey item then there may
be more, or does each trap behave independently? The results
presented here support the hypothesis that electrical signalling is
not specific and that each trap behaves independently.

Materials and Methods

Plant material and culture conditions

The Venus flytrap (Dionaea muscipula Ellis.) is native to sub-
tropical wetlands of North and South Carolina on the East
Coast of the United States. Experimental plants were grown
under standard glasshouse conditions at the Department of
Biophysics of Palacky University in Olomouc (Czech Repub-
lic). Well-drained peat moss in plastic pots placed in a tray
filled with distilled water to a depth of 1-2 cm was used as a
substrate. Daily temperatures fluctuated between 20 and 35°C;
relative air humidity ranged from 50% to 100%; and the max-
imum daily irradiance reached 1500 pmol m™s~" photosyn-
thetically active radiation (PAR).

Measurements of electrical signals

The extracellular electrical potential was recorded inside a Fara-
day cage using a noninvasive device according to Ilik ez al. (2010)
and Libiakova ezl (2014) under standard laboratory conditions
(room temperature of 23 £ 1°C and relative air humidity of
50 £ 5%). The electrical signals were measured on two fully
developed traps with nonpolarizable Ag—AgCl surface electrodes
(Scanlab Systems, Praha, Czech Republic) that were fixed to the
abaxial side of the trap or the lower photosynthetic part of the
leaf and moistened with a drop of conductive EV gel (VUP,
Prievidza, Slovakia) that is commonly used in electrocardiogra-
phy. A stimulus was applied to some of the monitored traps,
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which were considered local, and other traps were observed for a
systemic response (Fig. 1). The local trap was fed an insect, and
the electrical response in both the local and systemic traps was
monitored for several hours. Because the live prey did not
provide stable conditions and periodic electrical signals, which
can be directly compared to wounding, and because insect prey
can also contaminate digestive fluid with foreign proteins, we
performed a second experiment. In this experiment, the trap was
closed, gently fixed in a clip and then mechanically stimulated 40
times with the tip of a pipette (which had been melted by heat
and then hardened at room temperature to avoid a wound
response by sharp tip) every 3 min for 2h. In the next experi-
ment, a closed local trap was fixed in a clip and pierced with a
needle 40 times every 3 min. The reference electrodes were sub-
merged in a dish filled with 1-2 cm of water beneath the pot.
The electrodes were connected to two independent channels of
an amplifier that had been made in-house (gain: 1-1000, noise:
2-3mV, bandwidth (—3dB): 10° Hz, response time: 10 s,
input impedance: 10'* Q). The signals from the amplifier were
transferred to an analogue-digital PC data converter (12-bit con-
verter, = 10 V, PCA-7228AL supplied by TEDIA, Plzen, Czech
Republic), and the data were collected every 6 ms. The sensitivity
of the device was 13 V. Moistened electrodes were equilibrated
on the leaves for approximately half an hour before measurement.
At least five measurements were performed for each type of
experiment.

Quantification of phytohormones

In many plant species, not all leaves are directly connected by
vascular bundles, for example, parastichies in Arabidopsis

Hermetically sealed traps (local traps)

Open traps (systemic traps)

Fig. 1 Experimental setup. The local and systemic traps of the Venus
flytrap (Dionaea muscipula) are denoted.
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(Mousavi etal., 2013). Venus flytrap has a rosette with five
to ten leaves that arise from a short, bulb-like, subterranean
stem. The leaves are probably vascularly connected as indi-
cated by isotopic labelling experiments (Fasbender eral,
2017) and the exogenous application of coronatine (Escalante-
Pérez etral, 2011). To avoid uncertainty about the possible
absence of a vascular connection, the three or four traps of a
single Venus flytrap plant were fed insects at different time
points to intensify a possible systemic response, and the fed
traps were harvested at 1, 18, 24 and 168 h (1 wk) after prey
capture. The remaining four fully developed nonfed traps
(systemic traps) within the same rosette of leaves on the same
plants were harvested at the same time (Fig. 1). In the second
experiment, two or three traps were either mechanically stim-
ulated with pipette tips or pierced with a needle 40 times
every 3min, and after 2h, those traps and the traps within
the individual leaf rosettes were harvested. As a control, traps
were also harvested on plants where none of the traps were
fed, mechanically stimulated or injured as a control. Because
wounding leaf tissue by cutting is known to increase the con-
centration of jasmonates, we used a rapid method of sample
collection (Glauser eral, 2008), by which the samples were
cut and immediately (within 10s) frozen in liquid nitrogen
and stored at —80°C until analysis. We analysed JA, JA-Ile,
cis-OPDA, abscisic acid (ABA), salicylic acid (SA) and indole-
3-acetic acid (IAA) contents. Frozen plant material (10 mg)
was homogenized using an MM 301 vibration mill (Retsch
GmbH & Co. KG, Haan, Germany) at a frequency of 27 Hz
for 3 min and extracted with 1 ml of ice cold 10% MeOH/
H,O (v/v) extraction solution in the presence of stable, iso-
topically labelled internal standards (PHgl-(1)-JA, [PH,l-(-)-
JA-lle, [*Hs]-IAA, [*H4)-SA, [*Hgl-(H)-cis,trans-ABA, [*Hs]-
OPDA) provided by Olchemim (Olomouc, Czech Republic).
The samples were incubated for 20 min at 4°C by shaking
using a laboratory rotator and centrifuged (3 min, 36670 g,
4°C). The collected supernatants were further purified by
solid-phase extraction (SPE). After the sample application
onto equilibrated 30 mg polymer-based solid-phase sorbent
(Oasis® HLB, Waters), the columns were washed with 1 ml
of extraction solution, and the analytes were eluted by 3 ml
of 80% MeOH/H,O (v/v). Samples were evaporated to dry-
ness under the nitrogen stream and dissolved in 30 ul of
mobile phase (15% acetonitrile: 85% 10 mM HCOOH, v/v).
The final analysis of the selected phytohormones was per-
formed with an Acquity UPLC® I-Class System (Waters, Mil-
ford, MA, USA) coupled to a Xevo™ TQ-S quadrupole mass
spectrometer (Waters MS  Technologies, Manchester, UK)
under the following conditions. Reversed-phase separation was
performed  using an  Acquity UPLC CSH® Cig
(100 x 2.1 mm; 1.7 um; Waters) column, and the analytes
were eluted with linear (0—5min, 15% A; 5-15min, 45%
A), logarithmic (15-28 min, 48.6% A) and linear (28—29 min,
100% A) gradients of acetonitrile (A) and 10 mM formic acid
(B), as mobile phases, at a 0.4-ml min~" flow rate. Phytohor-
mones were determined in the multiple reaction monitoring
mode using the following mass transitions: 215.2>58.8,
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326.2>151.1, 181.2>134.1, 141.1>96.8, 269.2>159.1,
209.2>58.8, 324.3>151.2, 293.3>275.3, 176.3>130.2,
137.1>92.8, 263.2> 153.1 for [2Hg)-()-JA, [2Hy)-(-)-JA-Ile,
[PHs]-IAA, [PHy]-SA, [PHgl-(+)-cis,transABA, (-)-JA, (-)-JA-
Ile, cis-(+)-OPDA, IAA, SA and ABA, respectively. Optimized
MS/MS measurement parameters were as follows: capillary/
cone voltage, 3kV/23-30V; source/desolvation temperature,
120/550°C; cone/desolvation gas flow, 70/650 Lh™!; collision
energy, 12-23 ¢V; collision gas flow, 0.21 ml min L. Quantifi-
cation was carried out by using the isotope dilution method,
and calibration curves with good correlation coefficients
(0.9963-0.9999) were obtained (Flokovad eral, 2014). Two
independent technical measurements were performed on four
to eight biological replicates.

Biotest

We were interested in whether a trap is more sensitive (i.e. is in
the primed state) when neighbouring traps on the same individ-
ual plant digest animal prey. Therefore, two or three traps on sin-
gle plants were fed, and after 24 h, when the digestive fluid was
secreted, the remaining neighbouring, open, unfed traps (sys-
temic) were tested for sensitivity (Fig. 1) by counting the number
of touches necessary for rapid trap closure. Plants without any
digested animals in the traps were used as a control. Fifteen plants
with several tested traps (three to seven per plant) were used for
each group.

Measurements of enzyme activities

The digestive fluid was collected after 48 h, when a sufficient
amount was secreted, by forcing a pipette in between the trap
lobes. Digestive fluids secreted in response to mechanical stimula-
tion, wounding and the exogenous application of 20 pl of 2 mM
(£)-jasmonic acid (hereinafter referred as JA) were collected. To
measure the activity of acid phosphatases, we used the chro-
mogenic substrate 4-nitrophenyl phosphate (Sigma-Aldrich).
The substrate was prepared in 50 mM acetate buffer (pH 5.0),
and the concentration was 5 mM. Twenty-five microlitres of the
collected fluid was added to 525 pl of 50 mM acetate buffer (pH
5.0) and mixed with 400 pl of the substrate. As a control, 400 pl
of the substrate solution was mixed with 550 pl of the acetate
buffer. Mixed samples were incubated at 25°C for 1 h and then
160 pl of 1.0 N NaOH was added to terminate the reaction.
Absorbance was measured at 405 nm with a Specord 250 Plus
double-beam spectrophotometer (Analytik Jena, Germany). A
calibration curve was determined using 4-nitrophenol.
Endochitinase activity was measured using a chitinase assay
kit (Sigma Aldrich) with 4-nitrophenyl B-D-N,N’',N"-
triacetylchitotriose as a substrate. Twenty-five microlitres of the
collected fluid was added to 175 pl of substrate at a concentration
0.2 mg ml~". Mixed samples were incubated at 37°C for 24 h
and then 400 pl of stop solution (sodium carbonate) was added
to terminate the reaction. As a control, 200 pl of the substrate
solution was also incubated. Absorbance was measured at 405 nm
with a Specord 250 Plus double-beam spectrophotometer
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(Analytik Jena). A calibration curve was determined using 4-
nitrophenol.

The proteolytic activity of the leaf exudates was determined by
incubating 150 pl of a sample with 150 pl of 2% (w/v) bovine
serum albumin (BSA) in 200 mM glycine-HCI (pH 3.0) at 37°C
for 1 h. The reaction was stopped by the addition of 450 pl of
5% (w/v) trichloroacetic acid (TCA). Samples were incubated on
ice for 10 min and centrifuged at 20 000 g for 10 min at 4°C.
The amount of released non-TCA-precipitable peptides was used
as a measure of proteolytic activity, which was determined by
comparing the absorbance of the supernatant at 280 nm to a
blank sample with a Specord 250 Plus double-beam spectropho-
tometer (Analytik Jena). One unit of proteolytic activity is
defined as an increase of 0.001 per min in the absorbance at 280
nm (Matusikova ez al., 2005).

SDS-PAGE and Western blots

To detect and quantify cysteine protease (dionain), aspartic pro-
tease (dionaeasin) and type I chitinase, polyclonal antibodies
against these proteins were raised in rabbits by Agrisera (Vannis,
Sweden) and Genscript (Piscataway, NJ, USA). The following
amino acid sequences (epitopes) were synthesized: cysteine
protease, (NH,-) CAFQYVVNNQGIDTE (-CONH,) (Agris-
era, Vinnids, Sweden); aspartic protease and type I chitinase,
(NH,-) SAIMDTGSDLIWTQC (-CONH,) and (NH,-) CTS-
HETTGGWATAPD (-CONH,), respectively (Genscript,
Piscataway, NJ, USA). All sequences were coupled to a carrier
protein (keyhole limpet haemocyanin, KLH) and injected into
two rabbits each. The terminal cysteine of the peptide was used
for conjugation. The rabbit serum was analysed for the presence
of antigen-specific antibodies using an ELISA test.

The digestive fluid collected for the enzyme assays was sub-
jected to Western blotting. The samples were heated and dena-
tured for 30 min at 70°C and mixed with modified Laemmli
sample buffer to a final concentration of 50 mM tris-HCI (pH
6.8), 2% SDS, 10% glycerol, 1% B-mercaptoethanol, 12.5 mM
EDTA, and 0.02% bromophenol blue. The same volume of
(v/v) SDS-
polyacrylamide gel (Schigger, 2006). The proteins in the gels

digestive fluid was electrophoresed in 10%

were either visualized by silver staining (ProteoSilver; Sigma
Aldrich) or transferred from the gel to a nitrocellulose membrane
(Bio-Rad) using a Trans-Blot SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell (Bio-Rad). After blocking in TBS-T containing 5%
BSA overnight, the membranes were incubated with the primary
antibody for 1h at room temperature, and after washing, the
membrane was incubated with the secondary antibody: the goat
antirabbit IgG (H+ L)-horseradish peroxidase conjugate (Bio-
Rad). Blots were visualized and chemiluminescence was quanti-
fied by an Amersham Imager 600 gel scanner (GE HealthCare
Life Sciences, Tokyo, Japan).

Statistical analyses

The results are presented as the means + SE. Significant differ-
ences among the treatments were evaluated by one-way ANOVA
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followed by Tukey’s test (Origin 2015, Northampton, MA,
USA).

Results

Electrical and jasmonate signalling in response to insect
capture

In order to monitor electrical and jasmonate signalling in
response to prey capture, we placed a fly on the surface of a
trap. Touching the trigger hairs twice generated two APs and
rapid trap closure (Supporting Information Fig. S1), and the
struggling insect continued to stimulate the hairs in the closed
trap, resulting in the generation of hundreds of APs. Several
minutes after prey capture, the APs were very frequently
evoked by the frantic movements of the prey inside the closed
trap but were more sporadic later (Fig.2a), and after 4-5h,
the electrical activity usually ceased. The APs did not spread
into the lower photosynthetic part of the leaf; only a small dis-
turbance of membrane potential was sometimes recorded
(Fig. S2). Systemic traps were simultaneously monitored for
electrical activity, but no APs were detected for 5h (Fig. 2a).
We repeated this experiment several times with the same
results. We analysed the tissue phytohormone concentrations
in traps on the same plants that had trapped animal prey for
1, 18, 24 and 168 h to establish different digestion time points
to monitor the systemic response. Due to the huge variance in
the accumulation of jasmonates in the fed traps at the different
time points during the digestive period (1-168 h), no statistical
significance was apparent, but the average concentrations of
JA, JA-lle and c¢iss-OPDA increased 12-, 1.3- and four—fold,
respectively, compared to unfed traps (Fig. 2b). None of the
systemic traps accumulated a significant amount of jasmonates;
the low average values were comparable to the amount in the
control traps (Fig. 2b). The kinetics of jasmonate accumulation
revealed that high concentrations of JA and JA-Ile mainly
accumulated in the local traps in the early phase of the
response (after the first hour when the extensive mechanical
stimulation from the prey elicited hundreds of APs; Fig. 2a)
and then declined. By contrast, a high concentration of cis-
OPDA was accumulated later in the digestive cycle (Fig. S3).
Based on the measurements of the electrical signals and jas-
monate concentrations, the traps that digested insect prey for
different durations did not affect the sensitivity of other traps
on the same plants, which indicated the absence of a systemic
response and priming; two touches were still required for rapid
trap closure (Fig. 2¢).

Wounding mimics the mechanical stimulation by insect
prey

Because the movement of the live prey inside the traps was unpre-
dictable and the insect prey could contaminate the traps with for-
eign animal proteins, we replaced the live prey with mechanical
stimulation of the trigger hairs. This allowed us to perform the
experiment under more controlled conditions because the Venus
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flytrap can count the number of APs (Bohm eral, 2016a).
Touching the trigger hairs two times within 20 s provoked rapid
trap closure (Fig. S1), and mechanical stimulation allowed us to
then periodically deliver stimuli every 3 min. Typical APs were
generated, which induced hermetic trap sealing and the secretion
of digestive fluid within 2 h (Fig. 3a,b; Video S1). To investigate
the wound response, the trap was first pierced with a needle twice
within 20 s to induce rapid trap closure. Then, the local trap was
pierced with a needle at the same time intervals as the mechanical
stimulation, which surprisingly evoked the same APs as those
generated in response to touch and induced hermetic trap sealing
and digestive fluid secretion (Fig. 3¢,d; Video S2). In both cases,
no APs were recorded in the systemic traps (Fig 3b,d). After 2 h
of stimulation, the local and systemic traps were harvested to
investigate the phytohormone concentration, and we found a
183-fold increase in the concentration of JA and a 302-fold
increase in JA-Ile in the local, mechanically stimulated traps but
not in the systemic traps (Fig. 4a). Wounding also increased JA
(51-fold increase) and JA-Ile (14-fold increase) concentrations in
the local but not systemic traps (Fig. 4b). The concentrations of
cissOPDA, ABA, IAA and SA did not change significantly within
2 h.

Enzyme activities

Because wounding and mechanical stimulation induced jas-
monate accumulation in local traps, we exogenously applied JA
on the trap surface as a positive control, after which the local
traps snapped shut within 24 h and the secretion of digestive fluid
was initiated. When a sufficient amount was secreted, the diges-
tive fluid was collected after 48 h for enzyme assay and SDS-
PAGE. The systemic traps remained open and did not produce
any digestive fluid. In all cases, the digestive fluid collected from
local traps exhibited phosphatase, endochitinase and proteolytic
activities. Mechanical stimulation induced phosphatase activity
comparable to that from exogenous JA application, and the activ-
ity was slightly lower in wounded traps (Fig. 5a). The proteolytic
activity did not differ significantly between mechanical stimula-
tion and wounding, but it was strongly increased by the exoge-
nous application of JA (Fig. 5b). The endochitinase activity was
also highest after exogenous JA application (Fig. 5¢). To semi-
quantify the amount of enzymes responsible for these activities in
the digestive fluid, the same volume of digestive fluid was elec-
trophoresed, and the SDS-PAGE revealed the secretion of identi-
cal protein profiles in response to mechanical stimulation and
wounding, and a very similar protein profile in response to the
exogenous application of JA. The intensity of staining revealed
that the highest protein secretion was induced after exogenous JA
application (Fig. 6a). Immunoblot analysis confirmed the pres-
ence of the following dominant digestive enzymes in the fluid:
aspartic protease dionaeasin (Fig. 6b), cysteine protease dionain
(Fig. 6¢) and VF1 chitinase (Fig. 6d). Consistent with the enzyme
activity results, the amounts of the enzymes were comparable
between mechanically stimulated and wounded traps but higher
in response to the exogenous application of JA. Based on the
results presented here, it is obvious that wounding can mimic
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see Supporting Information Video S1 and S2.

mechanical stimulation from insect prey through electrical and
jasmonate signalling and that the response is always local and not
systemic.

Discussion

On the one hand, after prey digestion and nutrient absorption,
the carnivorous plant Venus flytrap can increase its rate of photo-
synthesis (Ay) and growth. On the other, the electrical signalling
associated with prey capture and increased demand for energy
during prey digestion results in decreased Ay and an increased
rate of mitochondrial respiration (Pavlovic eral, 2010; Kruse
eral., 2014; Libiakova ez al., 2014; Pavlovic & Saganova, 2015;
Fasbender ezal., 2017). However, the Venus flytrap has evolved
several control mechanisms to optimize this benefit by reducing
its associated costs. First, at least two touches and two action
potentials (APs) are necessary for trap closure at room tempera-

ture (Fig. S1; Brown, 1916); the lack of response to the first
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touch benefits the plants by preventing accidental closure due to
nonprey items such as wind-blown sand, seeds or raindrops.
Second, if the trap snaps, the small gaps between the marginal
teeth of the trap allow small prey to escape. This second control
point can help save energy because small prey do not provide suf-
ficient amounts of nutrients to compensate for the costs associ-
ated with prey retention and digestion, and the trap slowly
reopens again (Libiakovd eral., 2014). Third, if a larger prey is
secured, repeated mechanical stimulation of the trigger hairs by
struggling prey in the closed trap generates hundreds of APs
(Fig. 2a), causing the trap to narrow and secrete digestive fluid
(Affolter & Olivo, 1975; Lichtner & Williams, 1977). At least
two APs are necessary to activate the jasmonate acid signalling
pathway, and five APs are required to trigger the significant
expression of digestive enzymes. It appears that the Venus flytrap
may control the amount of digestive enzymes produced in and
secreted by the gland cells viz the number of APs activating the
jasmonate signalling pathway (Bohm ezal, 2016a). It has been
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postulated that the Venus flytrap, in contrast to sundew and
pitcher plants, relies more on 72-oxo-phytodienoic acid (OPDA)
than JA or JA-Ile (Escalante-Pérez et al., 2011), but we observed
JA and JA-Ile accumulation in prey-activated traps in this as well
as our previous study (Libiakovd ez al,, 2014). The recent finding
that prey capture induced the transcription of the JASMONIC
ACID RESISTANT1 (JAR1) gene, which converts JA into its
physiologically active form, JA-Ile (Bemm ez al., 2016), support
our findings that JA-Ile is bioactive in the Venus flytrap per se.
This is also strongly supported by the fact that the secretion of
digestive fluid began within 2 h when the JA and JA-Ile contents
were increased due to intensive electrical activity and that the ¢/s-
OPDA concentration was comparable with that of the control
plants (Figs 2a, 4, S3); the concentration of ¢i-OPDA is only
increased in the later phases of digestion (Fig. S3, Escalante-Pérez
etal, 2011; Libiakova et al, 2014). The elevated concentration
of ¢i-OPDA may provide a reservoir for JA synthesis (Koo ezal.,
2009), but the signalling role of ci~OPDA in this phase of
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digestion cannot be excluded. The increased concentrations of JA
and JA-Ile during the first hours after prey capture also has been
documented in carnivorous sundew plants (Mithofer ez al., 2014;
Krausko ezal., 2017).
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blot analysis of aspartic protease dionaeasin in response to different stimuli using a protein-specific antibody. (c) Western blot analysis of cysteine protease
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mechanical stimulation; W, wounding; JA, 2 mM jasmonic acid. The same volume (8 pl) of secreted digestive fluid was loaded. The blots shown are
representative of three independent experiments, and the signal was quantified by chemiluminescence. Means + SE, n=3.

Despite this sophisticated prey recognition system, the present
study showed that carnivorous plants can be easily misled by
wounding, a typical activator of the plant defence response. In
the Venus flytrap, wounding activates rapid trap closure, her-
metic trap sealing and the secretion of digestive fluid containing
enzymes; together these comprise a typical carnivorous response
(Figs 3¢,d, 5, 6; Video S2). Recently, we found the same reaction
in the Cape sundew (Drosera capensis) but also observed some dif-
ferences (Krausko ez al., 2017). In response to wounding, sundew
plants generate different electrical signals than those generated in
response to mechanical stimulation. This wound-induced electri-
cal signal is probably composed of different types (AP, variation
potentials (VP) and systemic potential (SP)) and not only spreads
systemically to all neighbouring traps and tentacles, but also acti-
vates enzyme secretion in distal traps, a typical systemic response.
It is quite surprising that the Venus flytrap generated APs instead
of VPs, which have been believed to be generated in response to
damaging stimuli (Fromm & Lautner, 2007). It is known that
APs triggered by mechanical stimulation do not even penetrate to
the photosynthetic part of the leaf in the Venus flytrap, so these
two parts of the leaf are probably electrically independent
(Volkov ez al., 2007, 2008, 2013). Only graded potentials, which
have very low amplitude, were recorded in the photosynthetic
part of the leaf (Fig. S2, Volkov etal., 2007). Our study also
showed that wound-induced APs are confined to the local trap in
the Venus flytrap (Fig. 3d). Such restricted propagation of typical
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APs, in contrast to VPs, was also recently documented in noncar-
nivorous plants (Zimmermann ez al., 2016) and is also known in
sensitive plant (Mimosa pudica; Fromm & Lautner, 2007). But
Escalante-Pérez eral. (2011) argued that there is a systemic
response in the Venus flytrap based on experiments involving the
external application of 1 mM coronatine (a structural mimic of
JA-Ile) on local traps. Within 3-24 h, they found an increased
concentration of OPDA in systemic leaves and argued that the
successful capture of one insect leads to the production of OPDA
which is delivered to the other traps in a systemic fashion (cell-
nonautonomous pathway). Such artificial stimulation induced
secretion in all the other neighbouring traps, but this behaviour
has never been observed naturally, indicating that natural prey
capture is a more local than systemic response. Koo & Howe
(2009) criticized such jasmonate application experiments as inad-
equate for inferring a role for endogenous jasmonates in the
wound response, and based on our studies, we can exclude the
propagation of electrical signals (cell-autonomous pathway) and
jasmonates (cell-nonautonomous pathway) to neighbouring traps
after prey capture in the Venus flytrap and Cape sundew
(Krausko ezal., 2017). The fact that the carnivorous response is
always local is strongly supported by the findings of Nakamura
etal. (2013) and Krausko ez al. (2017), who found the accumula-
tion of jasmonates spatially restricted to the bending segment of
the sundew trap with captured prey and that only this segment
generates electrical signals and digestive enzymes. Our results
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agree with those of Mousavi e¢tal. (2013), who demonstrated a
crucial role of electrical signalling in the initiation of defence
responses at remote sites. In this and our previous study (Krausko
etal., 2017), we found a particularly close correlation between
electrical signal propagation, jasmonate accumulation and
enzyme secretion in carnivorous plants, confirming a general
assumption of the importance of long-distance electrical sig-
nalling in the systemic response of plants (Mousavi ez al., 2013).
Based on the results from the sundew plant and the Venus fly-
trap, we can conclude that carnivory is always a local response,
which seems reasonable; it would be quite expensive to produce
digestive enzymes in all the traps on a plant that had not captured
any prey. The regulation of enzyme production is under tran-
scription control and proportional to the number of APs, but
once the chemical component from the prey is sensed, enzyme
production is boosted (Libiakova ez al., 2014; Bemm ez al., 2016;
Bohm eral., 2016a; Krausko eral., 2017). Chemical signals can
keep the concentration of JA and JA-Ile and enzyme production
elevated once the mechanical stimulation from prey cease to occur
(Libiakova ez al., 2014). This type of signalling definitely recog-
nizes entrapped prey. The application of chitin or ammonium
salts activated the jasmonate signalling pathway and the expres-
sion of digestive enzymes probably through the LysM receptor or
the depolarization of the membrane potential in digestive glands,
respectively (Matusikovd et al., 2005; Scherzer et al., 2013, 2015;
Libiakova eral., 2014; Bemm etal, 2016; Jopcik etal., 2017;
Krausko eral., 2017). Chemical sensing is extremely important
for inducing the carnivorous response through jasmonate sig-
nalling in passive Nepenthes pitcher traps, which are probably not
able to generate electrical signals in response to prey capture
(Buch ez al., 2015; Yilamujiang ez al., 2016).

A long-standing question in plant electrophysiology is the
specificity of electrical signalling, for which there is some evi-
dence according to some authors (Fromm eral, 2013). For
example, Fromm ez al. (1995) documented that different, stimu-
lus-dependent electrical signals cause specific ovarian metabolism
responses in Hibiscus plants. However, wounding, heat or electri-
cal currents all lead to the same response in tomato plants, the
activation of Pin2 gene expression (Pena-Cortés etal., 1995;
Herde ezal., 1999). According to Pyatygin et al. (2008), there is
good evidence that the APs of higher plants are a nonspecific bio-
electric signal independent of stimulus origin, so they do not
carry any stimulus-specific information but signal the onset of
adverse conditions in some region of the plant to resting tissues
and organs. From the qualitative perspective, our results are con-
sistent with this opinion, and even electrical signalling in the sun-
dew plant, which generates different electrical signals in response
to wounding and touch, triggers the same response of tentacle
bending and enzyme secretion (Krausko ezal., 2017). However,
from the quantitative perspective, the number of APs is impor-
tant for regulating the strength of the response in carnivorous
plants. Single or double touching or wounding is not sufficient to
trigger the secretion of digestive fluid and enzymes in the Venus
flytrap and Cape sundew (personal observation), and the number
of APs regulates the tentacle-bending reactions in sundew plants
(Williams & DPickard, 1972) and the transcription of genes
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involved in prey digestion and nutrient uptake in the Venus fly-
trap (Bohm ez al., 2016a).

The fact that carnivorous plants cannot discriminate between
wounding and mechanical stimulation by their prey is a result
of their evolutionary history and behavioural exaptation, that is,
an evolutionary shift in the function of a trait, which indicates
that these plants probably employ the same sensing and sig-
nalling pathways, and cannot discriminate between the presence
of prey or herbivorous insects. Recently, Mithofer ezal. (2014)
showed that the combination of wounding and oral secretion in
sundew plants obtained from Spodoptera littoralis larvae had an
even stronger effect on jasmonate signalling than wounding
alone. Chemical cues from entrapped prey are also much better
inductors of enzyme activities than mechanical stimulation alone
(Matusikova et al, 2005; Libiakova etal, 2014; Bemm etal.,
2016; Jopcik eral., 2017; Krausko ezal., 2017). Currentdly, it is
generally believed that botanical carnivory has evolved from
plant-defence mechanisms, and this is supported by the fact that
many proteins secreted in response to prey capture are related to
pathogenesis (Hatano & Hamada, 2008; Renner & Specht,
2012; Schulze eral., 2012; Bemm ez al., 2016; Fukushima ez al.,
2017; Krausko eral., 2017). Higher plants express pathogenesis-
related proteins as a response to attack by a pathogen or chew-
ing insect, and many of these proteins possess hydrolytic activi-
ties that have been exploited by carnivorous plants (Schulze
eral., 2012). It is tempting to assume that the early evolving,
imperfect traps were often damaged by struggling, chewing prey,
as can sometimes be seen even today (wasps can often bite their
way out), which determined the direction of the evolution of
botanical carnivory. In light of a recent study showing that there
are constraints on the available evolutionary routes to botanical
carnivory (Fukushima ezal, 2017), the question of how the jas-
monate signalling pathway became widespread among different
carnivorous plant lineages remains to be investigated.
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found online in the
Supporting Information tab for this article:

Fig. 81 Two touches of trigger hairs (arrow) within ¢. 20 s gener-
ate two action potentials and rapid trap closure in the Venus fly-
trap (Dionaea muscipula).

Fig. S2 Electrical signals in response to prey capture from the
trap and photosynthetic part of the same leaf in the Venus flytrap
(Dionaea muscipula).

Fig. 83 Kinetics of jasmonate accumulation in response to prey
capture in the Venus flytrap (Dionaea muscipula).

Video S1 Time lapse video showing hermetic trap closure in
response to mechanical stimulation every 3 min in the Venus fly-
trap (Dionaea muscipula).

Video S2 Time lapse video showing hermetic trap closure in
response to wounding every 3 min in the Venus flytrap (Dionaea
muscipula).

Please note: Wiley Blackwell are not responsible for the content
or functionality of any Supporting Information supplied by the
authors. Any queries (other than missing material) should be
directed to the New Phytologist Central Office.

© 2017 The Authors
New Phytologist © 2017 New Phytologist Trust



	DIPLOMKA-FINAL_Jaksova_Jana
	z2017-Triggering_a_false_alarm_wounding_mimics_prey_capture_in_the_carnivorous_Venus_flytrap_(Dionaea_muscipula)

