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Abstrakt

NH4" je jednou z hlavnich anorganickych forem dusiku, kterou rostliny pfijimaji z pady pomoci
kofeni. Reakce rostlin na NH4" zavisi na fadé faktorti — pfedev$im na jeho koncentraci v
rhizosféfe nebo na dostupnosti dalsich ionti, jako je NO3 nebo K. V piipadé nizké dostupnosti
dusiku v rhizosféfe, NH4" pozitivné ovliviiuje rist kofenového systému. V oblasti rhizosféry
bohaté na NH4" miize dojit k lokalni stimulaci vétveni postrannich kofenti za i¢elem efektivniho
ziskani pritomného zdroje dusiku. Senzorem, ktery vnima NHi" a indukuje odpovéd
kofenového systému, je vysokoafinitni transportér amonného iontu AMTI1;3. Pti nadbytku
NH4" dochazi k inhibici ristu celé rostliny a tento jev je nazyvan jako syndrom toxicity
amonného iontu. Syndrom je vysledkem interference NH4" s riznymi procesy v rostliné a mezi
jeden z nejdilezitéjsich patii indukovana deficience K". NHs" a K" mezi sebou piimo
interferuji, protoze NH4" vstupuje do rostliny prostfednictvim K kanalt a také inhibuje expresi
vysokoafinitnich transportéri pro K, ¢imz vyrazné snizuje jeho piijem. Pravé interference
NH4"a K' je jednim z hlavnich témat, na které se tato bakalafska prace zamétuje. Dale také
shrnuje mechanismy pfijmu a zpracovani NH4', mechanismy toxicity NHs" a reakce

kofenového systému na riiznou koncentraci NH4" v rhizosféfe.

Klic¢ova slova: amonna vyziva, syndrom toxicity amonného iontu, draselnd vyziva, kofenovy

systém, NH4" a K" interference



Abstract

NH," is one of the major inorganic forms of nitrogen taken up by plant roots from the soil. The
response of plants to NH4" depends on a number of factors — especially its concentration in the
rhizosphere or the availability of other ions such as K™ or NOs". In the case of a low nitrogen
availability in the rhizosphere, NH4" positively affects the growth of the root system. In the
NH4"-rich area of rhizosphere, local stimulation of lateral root branching may occur to enhance
effective acquisition of the present nitrogen source. A sensor that perceives NH4" and induces
this response of root system response is the high affinity ammonium transporter AMT1;3. With
excess NHy4", the growth of the whole plant is inhibited and this phenomenon is called
ammonium toxicity syndrome. This syndrome is the result of the interaction of NH4" with
various processes in the plant and induced K" deficiency is one of the most important signs of
this syndrome. NH4" and K" directly interfere with each other during uptake. NH4" enters the
plant through K" channels and also inhibits the expression of the high affinity K™ transporters,
thereby significantly reduces its uptake. NH4" and K" interference is one of the main topics that
this bachelor thesis focuses on. It also summarizes mechanisms of uptake and assimilation of
NH4", mechanisms of NH4" toxicity and reaction of root system to different NH4" concentrations

in rhizosphere.

Key words: ammonium nutrition, ammonium toxicity syndrome, potassium nutrition, root

systém, NH4" and K" interference
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Seznam pouzitych zkratek

AtAKT]1 — draselny vtokovy kandl u Arabidopsis (z angl. Arabidopsis K transport channel)

AtHAKS — vysokoafinitni transportér pro pifjem K" u Arabidopsis (z angl. Arabidopsis thaliana high
affinity K* 5)

AMT/MEP/Rh — transportéry amonného iontu (z angl. ammonium transporter/methylammonium
permease/rhesus)

AS — asparaginsyntetaza

AUXI1 — transportér auxinu zajistujici vstup auxinu do buiiky (z angl. auxin transporter protein 1)
CAP1 — receptorova kinaza lokalizovana na tonoplastu (z angl. Ca**-associated protein 1)

CBL protein - kalcineurin B — like protein (z angl. calcineurin B — like protein)

CIPK23 — kalcineurin — B like protein interagujici proteinkinaza 23 (z angl. calcineurin B — like
interacting protein kinase 23)

CPS — carbamoylfosfatsyntetaiza HATS — vysokoafinitni transportni systém (z angl. high-affinity
transport system)

GDH - glutamatdehydrogenaza

GOGAT - glutamin-oxoglutarataminotransferaza/glutamatsyntaza

GORK - draselny vytokovy kanal (z angl. guard cell outward rectifying K* channel)

GS — glutaminsyntetaza

hsnl — mutant Arabidopsis hypersenzitivni k NH4" (z angl. hypersensitive to NH4" 1)

HvHAKI — vysokoafinitni transportér pro piijem K" u je¢mene (z angl. Hordeum vulgare high affinity
K" 1)

HvHKT2;1 — vysokoafinitni transportér pro K u je¢mene (z angl. Hordeum vulgare high affinity K
transporter)

KAT1 — draselny vtokovy kanal (z angl. K" channel in Arabidopsis thaliana 1)

KIRC — draselny vtokovy kanél (z angl. K" inward-rectifying channel)

KUP/HAK/KT - rodina transportérii draselného iontu (z angl. K" uptake/high affinity K'/K" transport)
LATS — nizkoafinitni transportni systém (z angl. low-affinity transport system)

MEP — transportéry pro NH4" u kvasinek (z angl. methylammonium permease)

NiR - nitritreduktaza

NR - nitratreduktaza

NRTI1;1 — transportér nitratu (z angl. nitrate transporter 1;1)

NSCC — nespecificky kationtovy kanal (z angl. non-selective cation channel)

PIN2 — transportér auxinu zajist'ujici vydej auxinu z bunky (z angl. pin-formed 2)

TEA- tetraecthylammonium

TIP2;2 —aquaporin lokalizovany na tonoplastu (z angl. tonoplast instrinct protein 2;2)

TRK - transportéry pro K* u kvasinek (z angl. transport of K*)



1. Uvod

Dusik patii spolu s n€kolika dal$imi prvky mezi tzv. biogenni prvky, coz jsou prvky,
které rostliny nutné potfebuji ke svému zivotu. Mimotadna dilezitost dusiku mtize byt dolozena
tim, Ze je soucasti struktur, které umoznuji existenci zivota takovou, jakou ji zndme. Mezi tyto
struktury patfi napt. nukleové kyseliny (DNA, RNA), dale aminokyseliny a z nich slozené
proteiny s nejriznéjSimi funkcemi, napif. s funkci enzymatickou. Pravé proto, ze je dusik
soucasti veskerého déni rostlinného téla, je dilezité, aby byl v optimalnim mnozstvi rostlinou
pfijiméan. Optimalnim mnoZstvim je mySleno takové mnozstvi, které bude rostlin€ prospivat.

Na nasi planeté se dusik vyskytuje v hojném mnoZstvi v atmosféie, kde se ho nachéazi
kolem 78%. Rostliny vSak nejsou schopné bez pomoci jinych organismil, napt. bakterii rodu
Rhizobium, ptijimat vzduSny dusik, a tak jsou zavislé na pfijmu dusiku z pudy. V pad¢ probiha
cela fada procest, které¢ vedou k produkci slouc¢enin obsahujici dusik, ale ne vSechny formy
dusiku jsou pro rostliny dostupné. Mezi nejvyznamnéjsi anorganické zdroje dusiku patii NO3”
a NHy4", které jsou pfijimané pomoci pfenasec a kanali v membranach kofenovych bunék.
Hlavnim zdrojem dusiku v bufice a tim, co je dale zpracovavano metabolismem, se stava NHa",
nebot’ piijimany NO3™ musi byt v bufice redukovan pravé na NH4", aby bylo umoznéno dusik
efektivné vyuzit.

Jak jsem zminila vySe, kazdy iont by mél byt pfijiman v optimalnim mnozstvi. OvSem
splnit tuto podminku u NHs" miZe byt problém. NH4" se kromé toho, Ze vznika piirozené
v pudé, dostava do pudy ve vétsi mite i Cinnosti lidi, a to pfedev§im pouzivanim priimyslovych
hnojiv, jejichz hlavni souc¢asti jsou pravé amonné a nitratové soli. V soucasné dob¢ je zasadnim
problémem zvysena kyselost zem&d€lskych ptid, kterd piimo prispiva k vétsimu vyskytu NH4"
nad jinymi formami dusiku (Esteban et al., 2016). NHs" také vznikd pfirozend
v samotnych buiikach, a to pfi fotorespiraci ¢i rozkladu aminokyselin. Pokud se tedy produkce
a pfijem amonnych iontii v buiikdch nevyrovna jejich vyuziti, nastavd problém akumulace.
Mezi piiznaky nadbytku NH4" patii nedostateénost fotosyntézy v disledku ubytku chlorofylu a
inhibice ristu kofend i ristu nadzemni ¢asti rostliny. Tento problém se oznacuje jako syndrom
toxicity amonného iontu (Britto and Kronzucker, 2002). Ukazuje se, ze u rostlin miize v ptipadé
nadbytku NH4" dojit ke zvySeni exprese genii pro enzymy asimilujici NH4", coZ podporuje jeho
zpracovani a mirni projevy akumulace (Guan et al., 2016). S toxicitou NH4" souvisi fada dalSich
jevi, které byly pii jeho nadmérné koncentraci pozorovany, napt. deficience ostatnich iontt.
Dodnes vSak neni jasny jeden presny mechanismus, ktery by toxicitu NH4" zptsoboval

(Bittsanszky et al., 2015).



Na druhé strané, NHs" miZe v uréitych podminkach prostiedi pozitivné piisobit na
utvareni kofenového systému. Je vniman jako signal a mize indukovat lokdlni stimulaci rastu
postrannich kofen (Liu and von Wirén, 2017). Takovy kotenovy systém, ktery se prave
v odpovédi na NH4" miize neustale vyvijet, umoziuje rostlindm efektivnéjsi ziskavani vody a
mineralnich latek.

Koncentrace NH4" v puidé je vyznamna i ve vztahu k pfijmu dal$ich esencidlnich prvki.
V souvislosti s draselnou vyzivou je dokazano, Ze uréita koncentrace NH4" inhibuje pfijem K'.
Jednim z divodu, pro¢ se tak déje, je chemicka podobnost mezi NH4" a K, na jejimz zakladé
vyuzivda NH4" draselné kanaly k vlastnimu transportu a tim inhibuje piijjem K'. Dal§im
diivodem je skutecnost, Ze NH4" negativné ovliviiuje vysokoafinitni draselné transportéry
(Coskun et al., 2017). Problematika interference mezi NH4" a K' je tedy dilezitym tématem
jednak ve vztahu k optimalni draselné vyzive, ale také ve vztahu k celkovému vyvoji rostlin.

Cilem této prace je shrnout, jak rostlina reaguje na pfitomnost amonného iontu, ukéazat
pozitiva i negativa ptisobeni NH4" a pfedevsim popsat interferenci draselné a amonné vyzivy,

ktera ma pravdépodobné velky vliv na vyvoj rostlinného organismu.

2. Rostlina a dusik

Jak jsem jiz v ivodu zminila, NH4" je jednou z hlavnich anorganickych forem dusiku,
které mulze rostlina pfijimat. Krom¢ anorganickych sloucenin vsak mulze piijimat také
organické slou¢eniny, napf. aminokyseliny nebo mo¢ovinu (Marschner, 2011). NHs" se v dobie
prokysli¢enych ptidach vyskytuje v nizsich koncentracich oproti NO3z™. Aerobni prostiedi totiz
zajiStuje vhodné podminky pro nitrifikaéni mikroorganismy, které mohou rychle pfeméiovat
NH4" na NOs". Naopak v kyselych nebo zamokienych ptdach, kde je nedostatek kysliku,
probihd nitrifikace daleko pomaleji (Brady and Weil, 1996), a obsah NH4" miiZe byt v takovych
pudach daleko vyssi. Obecné je vSak zndmo, ze vétSina rostlin nejvice prospiva pii smisené
vyzivé NH4" a NOs (Gazzarrini et al., 1999). Existuji ale i rostliny, u kterych je jedna z forem
anorganického dusiku do jisté miry preferovana. Piikladem mohou byt jehlicnany, které
preferuji piijem NHs" a mize sem patfit napf. smrk sivy (Picea glauca), u kterého byl

vvvvvv

(rod Fragaria) je rostlina preferujici piijjem NO3™ pied NH4" (Claussen and Lenz, 1999).



2.1 P¥ijem NH4"

Pfijem NH4" z pudy je zprostfedkovan pomoci specifickych pfenaseci ¢i n&kterych
mén¢ specifickych kandlti v plazmatickych membranach bun¢k kotenti. Jak shrnuji Zhou et al.,
(2015), rozlisujeme dva typy transportnich systémti podle toho, jestli jsou efektivni pii pfijmu
z prostiedi s nizkou (mikromolarni) nebo s vysokou (milimolarni) koncentraci pozadované
latky. V ptipad€ nizké koncentrace dané latky se uplatituje HATS (vysokoafinitni transportni
systém), pi1 vysoké koncentraci se uplatiiuje LATS (nizkoafinitni transportni systém). Tento
dvoufizovy piijem NH4" byl studovan a popsan uz vice nez pied 20 lety (Kronzucker et al.,

1996).

2.1.1 HATS - vysokoafinitni transportni systém

Tento transport NH4" pfes membrany zajistuje napfi¢ organismy tzv. AMT/MEP/Rh
rodina proteinti (z angl. ammonium transporter/methylammonium permease/rhesus). Je to
rodina sekvenéné homolognich proteinti, které transportuji NH4"™ v rostlinach (AMT),
v kvasinkach (MEP) a u lidi (Rh) (Ludewig et al., 2007; Wirén and Merrick, 2004). AMT jsou
studovany v nejvétsi mife na rostlinném modelovém organismu - Arabidopsis thaliana. U této
rostliny bylo doposud objeveno celkem 6 AMT, které se rozdé€luji na AtAMT1 (AtAMT1;1 —
AtAMT1;5) a AtAMT2 (AtAMT2;1) (Sohlenkamp, 2002; Yuan et al., 2007).

Ve skupiné AtAMTI1 najdeme ptredevSim pienaSeCe vyskytujici se v rhizodermis
kofene, mezi které patii napt. AtAMTI1;1 a AtAMT1;3, ale také v endodermis kotene, kam patti
napi. AtAMT1;2 (viz obrazek ¢. 1). Jako vysokoafinitni transportéry jsou v této skupiné
klasifikovany pravé AtAMTI1;1 a AtAMTI;3. Zjisténo to bylo pomoci amtl;1 a amtl;3
mutantnich rostlin nesoucich inzerci v genech pro oba transportéry AMTI;1 1 AMTI;3.
V téchto inzerénich mutantech se v podminkach nizké externi koncentrace NH4" snizil vtok
NH4" zhruba o 70%, coz je nepochybné padny divod pro zatazeni AtAMT1;1 a AtAMT1;3
mezi HATS (Loqué et al., 2006). VSechny transportéry AtAMT]1 se ale nemusi nachézet jen
v kofenech. AtAMT1;4 se vyskytuje v pylu, kde zajiStuje pfisun potfebného dusiku (Yuan et
al., 2009).

Transportér AtAMT2;1 najdeme pievazn€ v listech, stoncich a v kofenech rostlin.
V listech a stoncich se podili na transportu NH4" mezi jednotlivymi buiikami a pravdépodobné
hraje roli i pfi fotorespiraci, konkrétné pfti recyklaci NH4" (Sohlenkamp, 2002). Co se tyce
funkce v kofenech, tak pravé AtAMT2;1 je tim transportérem, ktery zajist'uje translokaci NH4"

z podzemnich do nadzemnich casti rostliny (Giehl et al., 2017).



Transportéry AMT zajist'uji sekunddrni aktivni transport. Napt. PVAMT1;1 (Phaseolus
vulgaris AMT1;1) je popsan jako symporter, tudiZ se spole¢né s 1 NH4" dostava do buriky i 1
H" (Ortiz-Ramirez et al., 2011). Pf{jem NH4" je ale spojen i s vydejem H" do okoli, protoze pfi
jeho pfijmu dochazi k depolarizaci membrany, kterd zvySuje aktivitu membranovych H'-

ATPaz (Wang et al., 1993a; Zhu et al., 2009).

mmm symplastic NH,* rhizo endo pernc Xyl

Casparian strip

Obrazek ¢. 1 — lokalizace pfenase¢i AMTI1

AMTI1;1, AMT1;3 a AMT1;5 jsou vysokoafinitni pfenaSeCe, které se nachazeji v rhizodermis kofene a
v kofenovych vlascich a zajist'uji piijem NH4" do symplastu jiz v povrchovych vrstvach kofene. AMT]1;2
se nachazi spiSe v hlubsich vrstvach kofene, a to v primarni kiife a v endodermis, kde zajistuje piijem
NH," z apoplastu primérni kiiry do symplastu a spolupodili se tak na transportu NH4" do xylému.

Rhizo — rhizodermis; co — primarni ktira; endo — endodermis; peric — pericykl; xyl - xylém

Pievzato z Yuan et al., 2007.

2.1.2 LATS - nizkoafinitni transportni systém

Tento transport NH4" je vétSinou zprostfedkovan riznymi méné specifickymi prenaseci
a kanaly, které jsou primarné uréené pro transport jinych iontt, nez je NH4". Transport probiha
na zakladé podobnosti ve velikosti iontil a v nadboji mezi primarné piijimanym iontem a NH4".
Zatadit sem muiZeme napf. rodinu draselnych kanali KIRC (z angl. K inward-rectifying
channels), do které se fadi napf. kanal KATI (z angl. K channel in Arabidopsis thaliana 1),
ktery primarné transportuje K*, oviem kviili podobnosti obou ionti transportuje téZ NH4"
(Schachtman et al., 1992). Také neselektivni kationtové kanaly NSCC (z angl. non-selective
cation channels) mohou transportovat jak K', tak NH4" (Balkos et al., 2009). VétSinou se tedy

jedna o pasivni transport.



2.2 Prijem NH;

Kofenové buiiky mohou z pldy pfijimat i deprotonovanou formu NHs", a to NHs.
Amoniak muze prochdzet ptes plazmatickou membranu prostou difuzi, jelikoz je to mala a
nenabitd molekula. Pfi vysokych koncentracich v pidé jsou pro piijem typické predevSim
aquaporiny (Saparov et al., 2007), protoze NH3z a H>O jsou si strukturné velice podobné. NH3
miiZze byt pii nizkych koncentracich pfijiman i pomoci pfenasect z rodiny AMT. Nékteré prace
totiZ naznacuji, Ze transportér AMT primarné ptijme NH4" a v siln€ hydrofobni oblasti daného
transportéru dojde k deprotonaci iontu. A proto je ve vysledku do bunky piijat NH3 (Khademi
et al., 2004).

2.3 Zpracovani NH4"
2.3.1 GS/GOGAT cyklus

Poté, co se NH4" dostane do buiiky, je témé&f okamzit€ metabolizovan, a to nejen
z divodu syntézy aminokyselin, ale 1 z divodu jeho mozného hromadéni v bunice (viz kapitola
Syndrom toxicity amonného iontu). Stézejni drahou zpracovani NH4" je tzv. GS/GOGAT
cyklus (Lea and Miflin, 1974; Miflin and Lea, 1976). Tento cyklus je pojmenovan podle
enzymu, které se v ném uplatiuji. Mezi tyto enzymy tedy patii GS (glutaminsyntetdza) a
GOGAT (glutamin-oxoglutarataminotransferaza/glutamatsyntaza). Tyto enzymy se vyskytu;ji
ve vice izoformach. V piipadé¢ GS mlizeme v rostlinach najit jednu z forem GS1 v cytosolu,
kde se vyskytuje ve veétSim poctu izoforem, zatimco forma GS2 je lokalizovana v plastidech
(Hirel and Gadal, 1980; Wallsgrove et al., 1979). Stejné tak 1 enzym GOGAT se vyskytuje ve
vice izoformach, konkrétné jsou to NADH-dependentni forma - NADH-GOGAT v cytosolu a
ferredoxin dependentni forma - Fd-GOGAT v plastidech (Dougall, 1974; Lea and Miflin,
1974). Podle toho, jakym zpiisobem je NH4" generovan (pfijmem z ptdy nebo fotorespiraci) a
kde v bunce je lokalizovan (v cytosolu nebo v chloroplastu), funguji pfi jeho zpracovani
enzymy lokalizované praveé v daném kompartmentu.

V plastidech je prvnim krokem reakce mezi NH4" a glutamatem, pfi které vznika
glutamin. Reakce je katalyzovana enzymem GS2. Dale probiha transaminacni reakce vzniklého
glutaminu s 2-oxoglutaratem za vzniku dvou molekul glutaméatu. Tuto reakci pohdni enzym Fd-
GOGAT auzavira se tak GS/GOGAT cyklus (viz obrazek €. 2), jak shrnuji Miflin a Lea, (1980).

Pti pfijmu z pidy a nasledném vstupu do cytosolu je zasadni reakce mezi NHs" a
glutamatem za vzniku glutaminu, stejné jako v plastidech. Reakce je katalyzovana nékterou

z izoforem enzymu GS1 v cytosolu (Miflin and Lea, 1980). Kromé& toho, Ze se glutamin jako



aminokyselina podili na tvorbé proteint, je také velmi dilezity z hlediska koncentrace
v cytosolu, a to z divodu regulace piijmu NH4". Bylo totiZ zjisténo, ze glutamin reguluje expresi
gent pro transportéry AMT. Studovano to bylo napt. na Arabidopsis (Rawat et al., 1999) a na
ryzi seté (Oryza sativa) (Sonoda et al., 2003).

V ptipadg, Ze rostlina pfijme z pidy NOs", musi byt tento iont redukovan na NH4". Tato
redukce se odehrava v cytosolu a nasledné i v chloroplastu za ucasti enzymi NR (nitrat-
reduktaza) a NiR (nitrit-reduktdza) (Tischner, 2000). Z hlediska energetickych ndkladt na
zpracovani a zabudovani do organickych latek je tedy vyhodné&jsi pfijmout NH4", kde nemusi

probihat zadna redukce.
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Obrazek €. 2 — zjednodusené schéma asimilace NH,"

NRT - transportér nitratu; NR — nitratreduktaza; NiR — nitritreduktaza; AMT — transportér amonného
iontu; GS1 - glutaminsyntetaza 1; GS2 — glutaminsyntetiza 2; GOGAT - glutamin-
oxoglutardtaminotransferaza; GDH — glutamatdehydrogenaza; 2-OG — 2-oxoglutarat; Glu — glutamat;
Gln — glutamin; ASN — asparaginsyntetaza; Asn — asparagin.

Ptevzato z Goel and Singh, 2015.

2.3.2 Zpracovani NH4" pomoci jinych enzymii

Zpracovani NH4" nemusi probihat jen za pomoci vySe uvedenych enzymi.. Na
zabudovani se mize podilet i jiny enzym, a to GDH (glutamatdehydrogenaza). Tento enzym
byl z hlediska asimilace NH4" povazovan za stéZejni, avSak uz dlouho se vi, ze tomu tak neni.
GDH katalyzuje reakci mezi NHs" a 2-oxoglutaratem, pfi niz opét vznika glutamat, podobné

jako ve druhé ¢asti GS/GOGAT cyklu. Glutamat mtze byt enzymem GDH zpétné pfeménén



na 2-oxoglutarat a NH4" (viz obrazek €. 2). Tato reakce je tedy reverzibilni (Lam et al., 1996;
Miflin and Lea, 1980). Ackoliv bylo vyvraceno, ze by GDH hral hlavni roli pii zabudovavani
NH4" (Lea and Miflin, 1974), reakce katalyzované timto enzymem by nemé&ly ziistavat v pozadi.
Pokud se rostlina nachazi v nedostatku svétla a trpi snizenou ¢innosti fotosyntézy, GDH hraje
vyznamnou roli v metabolismu NH4" (Miyashita and Good, 2008). Ve vztahu k syndromu
toxicity amonného iontu se podle n¢kterych studii GDH jevi jako enzym, ktery je za podminek
vysoké koncentrace NH4" vyrazné nadprodukovan a pomaha vyrovnat se s nadbyteGnou
koncentraci NH4" (Skopelitis et al., 2006).

Mezi dalsi enzymy, které mohou zasdhnout do metabolismu NH4', patii AS
(asparaginsyntetdza), ktera katalyzuje pfenos amidoskupiny z glutaminu na aspartat za vzniku
glutamatu a asparaginu (Lam, 2003), nebo CPS (carbamoylfosfatsyntetaza), ktera vytvari
karbamoylfosfat, prekurzor citrulinu a argininu, pomoci amidoskupiny glutaminu ¢i samotného

NH4" (Potel et al., 2009).

2.3.3 UloZeni do vakuoly

Ne vzdy je veskery NH4" zpracovan vySe uvedenymi enzymy, ale ¢ast piijatého NH4"
muze byt ulozena do vakuoly. Je to dokdzdno napf. na ryzi seté a mize to byt ziejme i jeden z
dtivoduti, pro¢ je ryze tolik odolnd k vysokym koncentracim NH4" (Wang et al., 1993b).
V tonoplastu vakuoly byl objeven protein CAP1 (z angl. Ca*"-associated protein), ktery funguje
jako receptorova kinaza a umozfiuje iontu NH4 " pienos z cytoplazmy do vakuoly, ¢imz reguluje
obsah NH4" v cytoplazmé. CAPI1 je jako receptor schopen vnimat koncentraci NHs"
v cytoplazm¢ a na jejim zdkladé¢ fosforylovat neznamy protein tonoplastu, ktery je
pravdépodobné blizky proteinim zajistujicim transport NH4" skrze tonoplast (TIP - z angl.
tonoplast intrinsic protein). Zminénou fosforylaci se aktivuje transportni systém, ktery
zprostiedkuje prijem NH4" do vakuoly. CAP1 pravdépodobné zajistuje i spravny vyvoj
kotenovych vlaskl skrze zmény v Ca** gradientu béhem jednotlivych fazi vyvoje. Tato funkce
CAP1 byla testovana pomoci ,.knockout* mutantnich rostlin Arabidopsis v genu CAPI. Zjistilo
se, Ze mutanti cap -1 maji v cytoplazmé kofenovych bunék vysoké hodnoty NH4" a zaroven je
u nich vyrazné inhibovéana elongace kotfenovych vlaski. Navic se jim snizila hodnota vtoku
NH4" do vakuol a jeho obsah byl ve vakuolach mensi oproti normalnim rostlindm. V dal§im
kroku byly mutantni rostliny péstovany na médiu s riznymi hodnotami pH, s pfidanim ethylenu
¢is deficienci PO4*, K nebo NH4". Pouze v piipadé, kdy v médiu chybél NH4", doslo k obnové

spravné tvorby kotenovych vlaskll. Z toho vyplyva, ze mutant capl-I nedokaze regulovat



koncentraci NH4" ukladanim do vakuoly a vysoka koncentrace NH4" v cytoplazmé nedovoli
vytvofit Ca?" gradient, ¢imz ani nemiize dojit ke spravné elongaci kofenovych vlaskt (Bai et
al., 2014). Do vakuoly se také miize dostat NH3 predevsim diky specifickym aquaporiniim
v tonoplastu. Piikladem takového aquaporinu muze byt TIP2;2 (z angl. tonoplast intrinsic

protein 2;2) (Uenishi et al., 2014).

3. Reakce rostlin na piitomnost NH4" v prostiedi

Kdy?Z si polozime otazku, jak rostliny reaguji na p¥itomnost NH4" v prostfedi, odpovéd’
neni uplné jednoducha. Reakce rostlin na NH4" zalezi na mnoha okolnostech a zahrnuje jak
negativni, tak pozitivni odpovédi. O tom, zda bude reakce na NH4" pozitivni ¢i negativni,
rozhoduje piedev§im koncentrace NH4", druh rostliny, ale i tieba dostupnost ostatnich ionta
(ptedevsim NO;™ a K). Pokud se rostlina nachazi ve vysokych koncentracich NH4" a zaroven
je tento iont prevazujicim zdrojem dusiku, vétSinou dochazi k negativni reakci projevujici se
tzv. syndromem toxicity amonného iontu. Co je to ale vysoké koncentrace? Zde narazime na
dalsi okolnost, a to na druh rostliny. U nékterych druht rostlin, jako je napf. je¢men sety
(Hordeum vulgare), miizeme pozorovat toxicky projev NH4" pii koncentracich, které u jiného
druhu rostliny, napf. ryze seté, zminény stav jesté nezptisobi, nebo ho zptsobi v mensi miie.
Jednotlivé druhy rostlin se tedy lisi v citlivosti k NH4" (Britto and Kronzucker, 2002). Tato
citlivost zalezi na mnoha faktorech, napf. na kapacité kazdé butiky zpracovat NH4" z hlediska
mnozstvi asimila¢nich enzymu (Cruz et al., 2006). Velice také zalezi na dostupnosti ostatnich
ionth - pokud je zvySen piijem ionti NOs™ a K', syndrom toxicity se vyrazné zmirfiuje i pfes to,
7e je koncentrace NH4 " v puidé stale stejna (Balkos et al., 2009; Hachiya et al., 2012). Piedevsim
smi§end vyziva anorganickymi zdroji dusiku (NH4" a NO3") je pro rostlinu nejprospésnéjsi a
mize zmirfiovat projevy toxicity (Garnica et al., 2009). Naptf. na rostlinach Arabidopsis
thaliana bylo potvrzeno, Ze projevy toxicity jsou v ptipad€ pouhé amonné vyzivy daleko horsi
nez pii kombinované vyzivé s NO;™(Hachiya et al., 2012). AvSak méfeni provedena v této studii
nepotvrdila, Ze by NO3™ fungoval tak, Ze by mirnil akumulaci NH4" nebo deficienci ostatnich
prvkl. Naopak bylo pozorovéano, Ze zmirnéni toxicity je zaloZeno spiSe na obsahu nitratu
v prytu rostlin, coZ by mohlo souviset s pfijmem ¢i signdlni roli nitratu (Hachiya et al., 2012).

Na druhou stranu, pokud se dany druh rostliny nachdzi v celkovych podminkach
nedostatku dusiku a lokélné je mu v médiu ¢i substratu aplikovan NH4", miiZzeme pozorovat

pozitivni u¢inek z hlediska vétveni postrannich kotenti (Drew, 1975; Lima et al., 2010). Tudiz



mezi pozitivnim a negativnim G¢inkem NH4" je velmi tenka hranice a je vzdy potfeba zohlednit

celkové podminky, ve kterych se rostlina nachazi.

3.1 Syndrom toxicity amonného iontu

U rostlin dochazi v ptipadé nadbyteéného piijmu a néasledné akumulace NHs"
v bunkach k jevu, ktery ma své specifické projevy a oznacuje se jako syndrom toxicity
amonn¢ho iontu. Mezi hlavni fenotypové projevy toxicity patii celkove zakrnély rust a chlordza
listd (viz obrazek ¢. 3) (Gerendas et al., 1997). Chlor6za listli je samoziejm¢é uzce spjata
s nizkym obsahem chlorofylu a nizkou uc¢innosti fotosyntézy. Zakrnély kofenovy systém mize

siln¢ ovlivitovat pfijem dalSich dilezitych zivin.

Obrazek ¢. 3 — efekt nizké a vysoké koncentrace
NH;" na rostlinu je¢mene setého v porovnani
s NOy’

V piipadé 10 mM NH4" vidime typicky ptiznak
syndromu toxicity amonného iontu — zakrn€ly rist
kofenti i nadzemni ¢asti rostliny

Prevzato z Britto and Kronzucker, 2002.

NH,* NOy
0.1mM 10mM 0.1 mM 10 mM

Syndrom toxicity amonného iontu je velmi intenzivné zkoumdn, nebot uz z nazvu
vyplyva, Ze se nejednd o zaleZitost, kterd by rostliny ovliviiovala pozitivnim zpisobem.
V nékterych piipadech je tomuto syndromu ve spojitosti s dalSimi okolnostmi dokonce
ptisuzovano lokaIni vymirdni ur€itych druhi rostlin (de Graafet al., 1998) ¢i ubytek lesit (Van
Dijk et al., 1989, 1990). Jak shrnuji Britto and Kronzucker, 2002, obecné se uvadi, ze projevy
toxicity nastavaji pii externi koncentraci NHs" nad 1 mM. Uz jsem ale zminila, Ze tato
koncentrace se miize u rliznych druht rostlin liSit - pro nékteré rostliny bude tato koncentrace
toxicka, pro jiné jesté toxicka nebude. Rostliny se tedy podle tolerance k NH4" rozdéluji na
citlivé a tolerantni. Mezi rostliny citlivé patii napt. jeCmen sety (Hordeum vulgare) (Britto et
al., 2001), jahodnik (rod Fragaria) (Claussen and Lenz, 1999), nebo hoicice seta (Sinapis alba
L.) (Mehrer and Mohr, 1989). Mezi rostliny tolerantni patfi napf. ryze seta (Oryza sativa), ktera
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je znama pro svou obdivuhodnou toleranci k NH4" (Wang et al., 1993b). Dobrym piikladem
mize byt také borGvka chocholi¢natd (Vaccinium corymbosum L.), ktera ptirozené roste
v kyselejSich piidach s nizkym pH, a tudiZ je i dobi'e adaptovana na vy$si obsah NH4" (Claussen
and Lenz, 1999)

V souvislosti s nadmérnym pfijmem a naslednou toxicitou NH4" hraji roli spiSe
nespecifické kanaly. Vysokoafinitni pfenasece typu AMT jsou totiz vétSinou u¢inné pii nizkych
koncentracich NH4" v piidé (viz kapitola 2.1.1). Transport velkého mnoZstvi NH4" mohou tedy
zprostiedkovat NSCC nebo KIRC (viz kapitola 2.1.2).

Pokud NH4" ziistava volné v cytosolu v disledku pievyseni kapacity GS/GOGAT cyklu
¢i neschopnosti prejit do vakuoly z divodu koncentracniho gradientu, zacinaji se u rostliny

projevovat symptomy syndromu toxicity NHy4".

3.1.1 Mechanismy toxicity NH4"

Pfi vystaveni jednotlivych rostlinnych druhti uréitym koncentracim NH4" bylo
s ohledem na jejich citlivost vysledovano nékolik jevii. Tyto jevy souvisejici s nadbytkem NH4"
by mohly vysvétlovat, pro¢ viibec nastanou zminéné fenotypové projevy. Mezi tyto jevy
muzeme zafadit cyklovani NH4" pfes plazmatické membrany, deficienci ostatnich mineralnich
zivin pfijimanych ve formé kationtli, vycCerpani zasob sacharidii a karboxylovych kyselin v

kotfenech, zmény v extracelularnim pH apod.

Cyklovani NH4" pies plazmatické membrany

Velmi zasadni jev, ktery byl pozorovan v souvislosti s nadmérnym obsahem NH4",
pochazi ze studie Britto et al., 2001. Tato védecka studie pfisla s hypotézou toho, proc¢ je
hromadéni NH4" v burikach pro rostlinu nepfiznivé. Védci podrobili méfeni dvé rostliny, ryzi
setou (Oryza sativa) a jeCmen sety (Hordeum vulgare), lisici se svou citlivosti k NHs" a
vystavili je riznym Kkoncentracim tohoto iontu. Poté méfili vydej NH4" spoledné
s elektrochemickym potencidlem membran. Zjistili, Ze se je¢men snazi pfebyteny NH4"
vyloucit a Ze az 80% pfijatého NH4" je takto z bunék kofenli opét vylouc¢eno do rhizosféry.
BohuZel v8ak je¢men neni schopen efektivné regulovat vtok NH4", tudiz jeho vydej nevede ke
snizeni koncentrace v buiice a rostlina se tak energeticky vycerpava. Respirace kotfent za téchto
podminek nartsta az o 40%, coz doklada zvySenou spotiebu energie. Autofi studie nazvali tento
jev jako ,futile transmembrane NH4" cycling®, tzv. marné cyklovani NH4" pfes membrany.

V dalsi praci stejného autorského kolektivu z roku 2013 se objevuje podrobnéjsi rozebrani toho,
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jestli se marného kolovani pfes membrany u jeémene G¢astni NH4" nebo NH3. A méfeni ukazuji
spiSe na NH;3 (Coskun et al., 2013a). Amoniaku se v pud¢ vétSinou nenachazi takové mnozstvi
jako NH4", jelikoz je protonovan pomoci H, které jsou pfirozené vyluovany kofeny do
rhizosféry. Je ale schopen dostat se do bunky i prostou difuzi pies plazmatickou membranu,

bez pomoci pienasect ¢i kanalt, coz mize prispivat k jeho akumulaci v buiice.

Indukovana deficience mineralnich Zivin

V fadé studii bylo zjisténo, ze piijem NH4" snizuje piijem ostatnich mineralnich Zivin,

které jsou piijimany v podobé kationtli (pfedevsim drasliku, vapniku a hotc¢iku).
a) deficience K*

Pti vysoké koncentraci NH4" je velmi silné€ inhibovan piedevsim piijem K. Dochazi
zde totiz k piimé interferenci, kdy NH4" vyuziva K* kandly k vlastnimu transportu, ¢imz neni
pfijiman dostatek K*. Navic tento transport skrze K™ kanaly neni regulovatelny a miize tak
prispivat k syndromu toxicity NHs" (Hoopen et al., 2010). Toto téma interference s K" na arovni
piijmu je podrobné&ji probrano v dalSich kapitolach této prace (viz kapitola Interference NH4"
s K' vyzivou).

Pokud se rostling zvysi dostupnost K, fenotypové projevy syndromu se mohou velice
zmirnit. V roce 2009 vysla studie, ve které byla v tomto ohledu testovana ryze seta (Oryza
sativa). Rostliny byly kultivovany s péti riznymi koncentracemi K*. Dusik byl dodan bud’ ve
formé& NH4" v koncentraci 0,1 mM ¢&i 10 mM, nebo ve form& NO;™ v koncentraci 10 mM.
V piipadé rostlin kultivovanych s 10 mM NH4" a 0,02 mM K* byly pfiznaky toxicity na prvni
pohled patrné - jednalo se pfedevsim o listovou chlorézu a snizeni v ¢isté hmotnosti rostliny
v dasledku redukce rustu. Uz pfi zvyseni koncentrace K™ na 0,1 mM doslo za stejné koncentrace
NH4" ke zvyseni Gerstvé hmotnosti a ke zmirnéni dalsich projevii toxicity. K optimalnimu ristu
rostliny doslo v pfipadé NH4" pfi koncentracich 10 mM NHs" a 5 mM K. V piipadé kontroly
s NOs™ nebyla za podminek 0,02 mM K" a 10 mM NOj;™ pozorovana ani listova chlordza, ani
redukce rastu. To potvrzuje, Zze divodem zmény fenotypu neni nizka koncentrace K, ale pravé
vysoka koncentrace NH4". Co se ty¢e vtoku a vytoku NH4", bylo provedeno méfeni pomoci
znadeného *NH4" opét za podminek péti riiznych koncentraci K*. Pfi nejnizsi davee 0,02 mM
K" byly pozorovany nejvyssi hodnoty jak vtoku, tak vytoku NH4", které indikovaly toxické
plisobeni NH4". Pii zvySeni na 0,1 mM K* doslo ke snizeni hodnot vtoku a vytoku NH4".
Celkovy pomér mezi vtokem a vytokem (influx:efflux ratio) se z 0,87 pfi 0,02 mM K snizil na

0,63 pii 5 mM K'. Z téchto méfeni je patrné, ze ¢im vyssi je dostupnost K*, tim mén& NHy4" se
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dostava do bunék, a usetii se tim i energie na vylu¢ovani piebyte¢ného NH4". Navic tak dochazi
k dopInéni K" jako esencialniho prvku (Balkos et al., 2009).
b) deficience Ca’*a Mg?*

Pti akumulaci NH4" dochazi také ke snizeni obsahu iontti Ca®>* a Mg?" v pletivech listli
i kofentl. Kromé toho, Ze tyto ionty maji své konkrétni fyziologické role - Ca®" je vyznamnym
sekundarnim poslem v rtiznych signalnich kaskadach a Mg?* je dtilezita soucast chlorofylu, pfi
jejich nedostatku také dochéazi k naruseni iontové rovnovéahy v buiice. V rostlinach okurky seté
(Cucumis sativus L.) doSlo k akumulaci NH4" v okamziku, kdy jeho koncentrace v rlistovém
médiu dosahla 1 mM. Tato rostlina se timto fadi mezi NHs'-citlivé druhy (Roosta and
Schjoerring, 2007). Deficience zminénych prvki nastala ale pouze v piipadé, kdy byl NH4"
jedinym zdrojem dusiku. V piipadé rostlin péstovanych za pritomnosti NO;3™ jako hlavniho
zdroje dusiku nebyl pfi pfidani 1 mM NH4" vy8e uvedeny problém indikovan. Timto se jen
potvrzuje, Ze negativni odpovéd’ rostliny na NH4" nezalezi pouze na jeho koncentraci, ale také

na dostupnosti ostatnich zivin (Roosta and Schjoerring, 2007).

Vyéerpani uhlikatych latek v kofenech

Dalsi studie ukazuji, Ze existuje vztah mezi nadmérnou asimilaci NH4" a vy&erpanim
uhlikatych latek v kofenech. Zpracovani nadbyte¢ného NH4' totiz vyZzaduje velké mnozstvi
sacharidii a karboxylovych kyselin, ze kterych je ziskavana energie a zaroven slouzi jako latky,
na které je NH4" navazovan. Pokud dojde k jejich vy&erpani, zpracovani NH4" je nedostateéné
(Roosta and Schjoerring, 2008). Na rostlinach rajcete jedlého (Lycopersicon esculentum Mill.)
bylo dokazano, ze po pfidani 2-oxoglutaratu, ktery je vyznamnym substratem asimilace NH4"
a zdrojem uhliku, dochazi k nartistu zminéné asimilace a zmirnéni toxicity (Magalhaes et al.,
1992). Pti velké spottebé uhlikatych sloucenin navic dochdzi k odchylkam v C/N poméru (Ariz
et al., 2013). Toxicita miize byt v tomto piipad¢ zmirnéna vyssi ozafenosti, ¢imz se stimuluje
fotosyntéza, optimalizuje dostupnost uhliku a C/N pomér. Na rostlinach hrachu setého (Pisum
sativum) byl proveden experiment souvisejici prave s ozarenosti. Rostliny byly péstovany bud’
za nizké intenzity ozafeni (350 umol m? s fotosynteticky aktivni radiace) nebo za vysoké
intenzity ozafeni (750 umol m? s! fotosynteticky aktivni radiace) a zdrojem dusiku byl v obou
piipadech pouze NH4". Pokud se obsah NH4" pohyboval v rozmezi 2,5-10 mM, doslo pfi vysoké
ozafenosti k posileni tolerance vi¢i NHs" a zmirnéni toxicity, na rozdil od pfipadu nizké
ozéfenosti. Vysokd ozafenost v tomto piipadé zajisti ucinnéjSi fotosyntézu, ktera obnovi

dostupnost uhlikatych sloucenin, ze kterych je ziskdvdna energie. Tato energie je

12


https://cs.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
https://cs.wikipedia.org/wiki/%CE%9C

pravdépodobné vyuzita k udrzeni nizkych koncentraci NH4" v bufikach (Ariz et al., 2011).

Dostupnost uhliku se tedy jevi jako dalsi faktor ovliviiujici moZznou toxicitu NHs".

Zmény v pH

Jiné studie ukazuji, ze pfi nadmérném piijmu NHs" miZe dochazet také ke zménam v
pH. Tato skute¢nost souvisi s tim, Ze pfi pfijmu NH4" dochazi k vyluGovani H', coz zpiisobuje
okyselovani rhizosféry (Schubert and Yan, 1997). Toto okyselovani muze souviset se
zapojenim K' kanali v pfijmu NH4". U rostlin Arabidopsis bylo pozorovano, ze vydej H' je
nejvyssi v pritomnosti obou iontd (K™ i NH4") a lze jej snizit aplikaci TEA™, coZ je specificky
inhibitor K kanalti. Pfesny mechanismus ale zGstava nejasny (Hoopen et al., 2010). Co se tyce
kyselého prostiedi pidy, uz v roce 1991 bylo poukdzdno na to, ze pfi nizSim pH rhizosféry
(pH=4,5) jsou zmény v rastu rostlin zivenych na NH4" daleko vyrazn&js$i nez pii vyssich
hodnotach pH (pH=6) (Chaillou et al., 1991). Nejnovéjsi studie tento poznatek jen potvrzuji.
Rostliny Arabidopsis péstované na médiu s 20 mM NH4" vykazovaly pii pH=5,7 zakrnély riist
prytu i kofenového systému. Po zméné pH na neutralni hodnotu (pH=7) doslo za jinak stejnych
podminek ke zmirnéni inhibice ristu, coz dokazuje, ze toxicita amonného iontu tizce souvisi
s okolnim pH (Zheng et al., 2015). Optimalizovat okolni pH muize napt. piidani NO3”do média,
protoze pii jeho piijmu dochazi zarovefi k pfijmu H', ¢imz miZze dojit ke zvySovani pH

k neutralné¢jSim hodnotam (McClure et al., 1990).

3.2 Reakce koienového systému na NH4"

NH4" neni dilezity jen z hlediska vyzivy, ale také jako signal, ktery reguluje rist
rostliny. I kofenovy systém, ktery jako prvni pfichazi do kontaktu s NH4", vykazuje urcité
morfologické zmény, které jsou pfisuzovany pravé pritomnosti NHs". Zmény mohou ¢asto pii
vysokych koncentracich souviset s toxickym plisobenim NHy4", ale ne viechny odezvy jsou
negativni. Opét velmi zdlezi na ostatnich podminkach prosttedi, napt. na pfitomnosti NO3".

Rist kotenti je zalozen na procesech déleni a prodluzovani bun¢k. Ve studii Li et al.,
2010 se uvadi, ze pti vyzivé NHs" jako samostatnym zdrojem dusiku muiZe dojit u rostlin
Arabidopsis thaliana k blokaci prodluzovani kofenil, které souvisi pfedev§im s inhibici ristu
bunék. O par let pozdéji se dalsi védci zabyvali stejnym druhem rostliny a opét zkoumali vliv
NH;" na prodluZovani kofeni.. Rostliny byly péstovany na agarovém médiu, které bylo
rozdéleno do dvou vrstev - horni vrstva obsahovala 1 mM KNOj jako zdroj NOs, spodni vrstva

obsahovala 1 mM NH4Cl jako zdroj NH4". Spodni vrstva navic obsahovala 1 mM KClI, aby byl
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zachovan stejny obsah K* v obou vrstvach. Timto rozdélenim byla iontu NH4" vystavena pouze
apikalni ¢ast kofene, ¢imz se snizila moznost, ze by vysledky experimentu ovlivnila toxicita
amonného iontu na nadzemni ¢ast rostliny. Podle jejich vysledkd je NH4" schopny inhibovat
prodluzovani kotfend tim, ze redukuje oba dva zminéné bunééné procesy, bunééné déleni i
elongaci bun¢k. Uz po 5 dnech byl ve srovnani s kontrolou pocet bunék v meristematické zoné
kotene o 40% nizsi, snizila se celkova délka apikdlniho kofenového meristému i jeho déliva
aktivita. Navic maximalni riist bun&k se v pfipadé NHs" snizil 0 22%. Jak je vidét na obrazku
¢. 4, v pripadé NH4" nedoslo k takové elongaci primarniho kofene jako v ptipadé kontroly s

NOs" v obou segmentech agaru (Liu et al., 2013).

Obrazek ¢. 4 — inhibice ristu primarniho kofene
v disledku pfitomnosti 1 mM NH; u
Arabidopsis

1 mM NH4" fungoval jako inhibitor prodluzovani
primarniho kofene, protoze redukoval elongaci
bunék i déleni bun¢k v apikalnim kofenovém
meristému.

Pievzato z Liu et al., 2013.

Ve stejné studii bylo také pozorovano, Ze kofen vystaveny 1 mM NH4" vykazoval zmény
v gravitropni odpovédi. DoSlo ke sniZzeni rychlosti ohybu a kone¢ny uhel ohybu se taktéz
zménil. Byla proto sledovana distribuce auxinu v kofenové Spicce pomoci rostlin nesoucich
konstrukt DR5::GUS (B-glukuronidéza spolu s auxin responsivnim promotorem). Auxin je
fytohormon, jehoz distribuce se vyznamné podili na gravitropickych pohybech kotfene. Pro
gravitropni reakci kofene je nezbytny jeho piesun do spodni ¢asti kotfenové $picky, kde inhibuje
rust bun€k, zplsobi nesymetricky riist a ohyb kofene ve sméru plisobeni gravitaéniho stimulu
(Swarup et al., 2005). Ve vertikalni poloze kofene byla pozorovana symetricka distribuce
auxinu uprostied kofenové $picky jak v pripadé vystaveni NOs’, tak v piipadé NH4" (viz
obrazek €. 5). Po zméné polohy o 90° doslo u kontroly s NO3™ k asymetrické redistribuci auxinu
— hromadil se na spodni stran¢ kofenové $picky a doslo tak k ohybani kotfene. U rostlin, které

byly péstovany na médiu s NH4", se ale distribuce auxinu ve $pi¢ce kofent po jejich otoéeni do
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horizontalni polohy nezmeénila a zlstala viceméné symetrickd (viz obrazek ¢. 5). Pro
podrobngjsi vyjasnéni mechanismu byla analyzovana mira exprese genti kodujicich auxinové
transportéry. Vysledky ukazaly, Ze NHs" vyrazné snizuje expresi gentt AUX! (z angl. auxin
transporter protein 1) a PIN2 (z angl. pin-formed 2), které koduji transportéry klicové pti
redistribuci auxinu v kofenové Spicce. Z vysledku tedy vyplyva, ze za ur¢itych podminek mize

NH4" vyrazné ménit transport auxinu a ovliviiovat tak gravitropické pohyby (Liu et al., 2013).

0h 4h

L)
o
= z e .
= Obrazek €. 5 — vizualizace auxinovych
O : o y :
maxim ve Spicce kofene (u rostlin
Arabidopsis s konstruktem DRS::GUS)
c : pfi zméné polohy koiene o 90° za
2
= podminek NO;™ nebo NH4" vyzivy
£
B Ptevzato z Liu et al., 2013.

Inhibice ristu kofent je pfisuzovana i tomu, ze NHs" ma pfimy vliv na aktivitu enzymu,
ktery se nazyva GMPaza (GDP-mano6zapyrofosforylaza). Tento enzym zajist'uje syntézu GDP-
manozy, ktera je vyznamna pii syntéze kyseliny askorbové ¢i pi1 N-glykosylaci proteini. Bylo
zjisténo, ze aktivita GMPazy se v kofenech normalnich rostlin Arabidopsis thaliana snizuje
pravé v dasledku vystaveni vysokym koncentracim NH4" (Qin et al., 2008). Ve studii Qin et
al., 2008 hledali v populaci chemicky mutagenizovanych semenacki rostliny hypersenzitivni
k pritomnosti NH4". Nalezeny mutant hsn/ (z angl. hypersensitive to NH4" 1) nese bodovou
mutaci pravé v genu pro GMPazu (dochazi k zaméné Gly za Ser na pozici 11) a vykazuje
snizenou aktivitu tohoto enzymu oproti rostlinam divokého typu. U Asn/ mutantnich rostlin pak
dochazi ke zkraceni primarniho kofene a k celkovému postiZeni riistu rostliny, které bylo patrné
piedevs§im za piitomnosti NH4" v kultivaénim médiu, navic pfi koncentraci 10 mM NH4" bylo
vyraznéj§i nez pii koncentraci 1 mM NH4" (viz obrazek ¢&. 6). Tim, Ze gen pro GMPazu neni
pln¢ funkéni, nemize dochazet k syntéze GDP-mandzy a kyseliny askorbové, ani k N-
glykosylaci proteinti ve spravném rozsahu. Defekt v N-glykosylaci proteint je pravdépodobné
tim mechanismem, ktery zprostfedkovava hypersenzitivitu k NHs" a zpisobi popsané

fenotypové projevy. Aktivita GMPazy je tedy velmi diileZita v citlivosti k NH4".
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Obrazek ¢. 6 — srovnani fenotypt WT
No NO; P
) (wild-type, rostliny divokého genotypu)

0.lmMNH,- 1mMNH,~ 10mMNH,~ rostlin a Asnl (hypersensitive to NH4™ 1)
WT  hsul WT hsn! WT  hsnl mutantnich rostlin  Arabidopsis  pti

riznych  koncentracich NHs" bez

dostupnosti NOs”
Snizena (u WT) ¢i potlacena (u hsnl)

aktivita GMPazy se projevuje inhibici

elongace primarniho kofene. Prevzato z

Qin et al., 2008.

NH4" mize ale vyvolat i pozitivni ristové odezvy kofenového systému. V piipadég, Ze
se rostlina nachazi v podminkach nedostatku dusiku, miizeme po pfidani NHs" do ur¢itého mista
v okoli kotfenového systému pozorovat pozitivni odpoveéd’ ve smyslu lokalni stimulace riistu
postrannich kofenli za ulelem ziskat pfitomny zdroj dusiku. Konkrétné se u NHs4" jedna
piedevsim o stimulaci vétveni postrannich kotenti (Lima et al., 2010), naopak zvySena elongace
postrannich kotent je typicka pro lokalizovanou odpovéd’ na piitomnost NO3z™ (Krouk et al.,
2010). Uz ve studii z roku 1975 bylo na rostlindch je¢mene dokéazano, ze vyvoj kofenového
systému vyrazné zavisi na pfitomnosti NH4". Oblast kofenového systému, kterd byla vystavena
nedostatku NH4', mé&la velmi malo postrannich kofend narozdil od kontroly, ktera byla
vystavena kompletni vyzivé i s NH4" (viz obrazek ¢&. 7). Toto indikovalo, ze NH4" musi byt
n¢jak dulezity pii tvorbé postrannich kotfent (Drew, 1975). Zistala nicméné otazka, co je
senzorem lokaln€¢ vySsi dostupnosti daného iontu. Pro NOs™ byla v této souvislosti odhalena
funkce vysokoafinitniho nitratového transportéru NRT1;1 (z angl. nitrate transporter 1;1), ktery
krom¢ piijmu NO;  funguje jako senzor pro vnimani NO;™ a zprostiedkovava tak elongaci
kotenil v NO3™ bohaté oblasti piidy (Krouk et al., 2010; Remans et al., 2006). Takovyto protein
fungujici zaroven jako transportér a receptor je nazyvan jako transceptor (Lanquar et al., 2009).
Na zakladé mozné analogie ve vnimani NH4" provadéli Lima et al., 2010 experimenty s celou
fadou inzer¢nich mutantl Arabidopsis thaliana nesoucich inzerci ve vybranych genech AMT1
rodiny vysokoafinitnich transportérti pro NHs". Lokalizovand odpovéd kofenového systému
byla oproti rostlindm divokého typu potlacena pfedev§im v mutantovi gko (mutantni ve
ctyfech genech AMTI;1, AMTI;2, AMTI;3 a AMT2;1) a v jednoduchém mutantovi amt¢/;3. Po
rekonstituci genu AMTI;3 v gko i v amtl;3 doSlo v porovnani s ostatnimi geny k obnove

lokalizované odpovédi ve smyslu vyvoje postrannich kotent. Z tohoto diivodu je AtAMT1;3
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Obrazek ¢. 7 -

Control (HHH) Phosphate (LHL) Nitrate (LHL)

lokalizovana rustova
odpoved’ kotenového
systému na dostupnost
Zivin

Koreny jecmene setého

byly z hlediska vyzivy

rozdéleny na 3 zény —

Potassium (LHL)

prosttedni zoéna je vzdy
vyZivena kompletné,
vrchni a spodni zoéna je
vzdy deficientni v Ziving,
ktera je uvedena nahote.

Pievzato z Drew, 1975.

10 cm

pravdépodobné hlavnim hradem pii lokalizované odpovédi kofenového systému na NHs'.
Nema pouze funkci vysokoafinitniho transportéru, nybrz i funkci receptoru, ktery je schopen
vnimat NH4" a stoji tak na pocatku signalni drahy, ktera vede ke stimulaci vétveni postrannich
kotfenti (Lima et al., 2010). Na obrazku ¢. 8 je vidét, Ze stejna koncentrace odlisSnych zdroji

dusiku (NH4" a NO3") ma na postranni kofeny rozdilny vliv.

Obrazek ¢. 8 - srovnani
riistu postrannich kotrenti
Arabidopsis pti vyziveé
0,8 mM NOs nebo 0,8
mM NH4"

U NOs je patrné

A 0.8mM NO=~ B ' 0.8mM NHg+

prodluzovani p. kofenti, u
NH;" naopak zakladani
novych p. kotentl.

LN - low nitrogen; HN —

H high nitrogen

Pievzato z Lima et al.,

2010.
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NH4" miZe ovlivnit i tvorbu a elongaci kofenovych vlaski. Kli¢ovou roli hraje opét jeho
koncentrace. Rostliny Arabidopsis byly péstovany na médiich, kterd obsahovala rizné zdroje
dusiku (NH4C1, NH4NO3, KNO3) v riznych koncentracich (od 1,25 mM do 20 mM). Ptitomnost
10 mM nebo 20 mM KNO;3; méla na tvorbu kofenovych vlaskii minimalni vliv, naopak v
pritomnosti 10 mM nebo 20 mM NH4Cl nebo NH4NOs byla pozorovana tvorba vétSiho
mnozstvi kofenovych vlaskl. To indikovalo, Ze NH4" je v piipadé tvorby vlaska duleZitéjsi nez
NOs". Poté byly rostliny péstovany za ptitomnosti NH4NOs3, tudiz v pfitomnosti obou zdroja
dusiku. Ve vztahu ke koncentraci NH4 " bylo zjisténo, ze ¢im vys§i je jeho koncentrace, tim vice
kotenovych vlaski se tvoii. Pfi 20 mM NH4" doslo k desetkrat vyssi tvorbé vlaski nez pii 1,25
mM NH4", kdy doslo jen k tiikrat vyssi tvorbé vlaski. Ov8em délka kofenovych vlaska byla
pii vysoké koncentraci NH4" znaéné redukovana. Pii 20 mM NH4" doslo ke zkraceni vlaska az
0 40% a pfi koncentraci 1,25 mM doslo ke zkraceni jen o 18% oproti rostlinam péstovanych
pii samotném NOj3™. Tady tedy plati, Ze ¢im vy$§i je koncentrace NH4", tim krat$i kofenové
vlasky jsou. Vyssi koncentrace NH4" v piitomnosti NOs™ tedy stimuluje tvorbu kofenovych
vlaskt, ale zarovein redukuje jejich délku (Yang et al., 2011).

Pozdéji byly pozorovany 3 ekotypy Arabidopsis (Col-0, Tsu-0 a Sha) z hlediska
pisobeni NH4" na kofenové vlasky. Opét byly pouzity rizné zdroje dusiku ((NHs)2SOs,
NH4NO3, KNO3). Velmi citlivym k NH4" byl ekotyp Sha, u kterého byl pii 10 mM (NH4)2SO4
inhibovan vyvoj kofenovych vlaskii v porovnani s obéma dal§imi ekotypy. Naopak, ekotyp
KNO:s. Je proto pravdépodobné, ze odpovéd na NH4" souvisi s jednotlivymi genotypy ekotypti
Arabidopsis (Vatter et al., 2015). Poté byl pravé ekotyp Col-0, ktery méel nejkratsi kofenové
vlasky v pfitomnosti NO3", péstovan v médiu s riznymi koncentracemi NH4Cl. Bylo zjisténo,
to pti 0,01 mM. Béhem 3 dnii se kofenové vlasky prodlouzily o 73% v porovnani s 5 mM NH4".
To naznaluje, Ze ¢im niz8i koncentrace NH4', o to vice se kofenové vlasky prodlouzi. U
kontroly s 5 mM NO;™ nedos$lo k tak vyraznému prodluZzovani kotfenovych vlaskl jako v
piitomnosti nizké koncentrace NH4". Prodluzovani kotenovych vlaskti mize tedy efektivnéji

regulovat spiSe NH4", ale zaleZi na jeho koncentraci (Zhu et al., 2016).

4. Interference NH4" s K* vyZivou
Uz v predchozi kapitole o syndromu toxicity amonného iontu jsem zminila, Ze vyssi

koncentrace NH4" maji negativni vliv na pfijem K. Pravé jednou z moznosti, pro¢ je NHs" ve
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vy8si davce toxicky, je skuteCnost, ze snizuje pfijem a nasledné i obsah K v buikéach i v
pletivech, coz ma negativni dopad na celkovy rust rostliny (Szczerba et al., 2008a). Vzhledem
k tomu, Ze zvySujici se koncentrace K" dokadZe zmirnit projevy vysSich koncentraci NH4"
(Balkos et al., 2009), je jisté, ze NHs" a K™ mezi sebou n&jakym zplisobem interaguji. Draslik
se nejen na udrzovani membranového potencialu, otevirani a uzavirani priduchi nebo na
osmoregulaci bunék, ale je také schopny navozovat konformaéni zmény proteind, ¢imz maze
vyrazné¢ regulovat aktivitu nckterych enzym (Marschner, 2011). Nyni se pokusim

problematiku interference NH4" a K™ vice pfiblizit.

4.1 P¥ijem K*

Pro pifjem K existuji specifické pienasece, ale i kanaly, které se rozdéluji z hlediska G¢innosti
na HATS a LATS, stejné jako u piijmu NH4" (Epstein et al., 1963). Co se ty¢e transportért
zajiStujicich sekundarni aktivni transport K, najdeme je napt. v rodiné proteint KUP/HAK/KT
(z angl. K" uptake/high affinity K'/K" transport), ktera zprostiedkovava predev$im
vysokoafinitni transport K" (Santa-Maria et al., 1997). Dale existuji pasivni K kanaly, které
zprostiedkovavaji nizkoafinitni transport K*, a patii sem napt. KIRC (Maathuis and Sanders,
1995). U nékterych transportért a kanali bylo dokonce pozorovano, Ze mohou ,,piepinat™ mezi
nizkoafinitnim a vysokoafinitnim transportem K" a fungovat tedy dvojim zpisobem. Pfikladem
transportéru, ktery funguje jak za nizkych, tak za vysokych koncentraci K* v pid¢, mize byt
AtKUP1 (z angl. Arabidopsis thaliana K uptake 1), ktery je sice fazen mezi HATS, ale svou
funkci dokazal plnit i pii vysokych 20 mM K" (Fu and Luan, 1998). Stejné& tak i kanal AtAKT1
(z angl. Arabidopsis K+ transport channel), ktery je klasifikovan jako LATS, dokéze pfijimat
K" i pfi nizké externi koncentraci 10 uM K* (Hirsch, 1998). Tato dualni afinita AtAKT1 miize
byt velice dulezita pifi piijmu K' pfedev§im z toho divodu, Ze n&které vysokoafinitni
transportéry pro K, jako je napf. AtHAKS (z angl. Arabidopsis thaliana high affinity K* 5),
mohou byt za ur¢itych podminek siln€ inhibovany (Zhang et al., 2010). Na modelu Arabidopsis
thaliana jsou z hlediska pfijmu za podminek nizkych koncentraci K" za nejdilezit&jsi
povazovany prave transportér AtHAKS a kanal AtAKT1 (Aleman et al., 2011). Pfi nedostatku
K" dochazi k regulaci vysokoafinitniho transportéru AtHAKS, kdy dochazi k indukci jeho
transkripce (Rubio et al., 2014).
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4.2 Interference NH4" s K™ na drovni pFijmu a vydeje
4.2.1 Uroveii piijmu

Dilezitym poznatkem v interakci NH4" a K* je skuteCnost, Ze vtok NH4" miiZe byt
v piipadé jeho vySSich koncentraci zprostfedkovan nizkoafinitnimi K kanaly a tim mulze
dochazet k inhibici pfijmu K" (Wang et al.,, 1996). K potvrzeni, zda K" kanaly opravdu
zprostiedkovavaji piijem NH4 ", byly napf. ve studii Hoopen et al., 2010 pouzity dva specifické
inhibitory téchto kandlii — TEA" (tetraethylammonium) a Gd** (gadolinium). Nejdiive byly
rostliny vystaveny vysokym koncentracim NH4", kdy do$lo k akumulaci NH4" v bufikich a
inhibici rastu kofenii, coz jsou typické projevy pro vysoké koncentrace NHs". OvSem po
aplikaci inhibitort bylo za stejnych podminek zméteno snizeni vtoku NH4" a zaroven doslo ke
zmirnéni inhibice ristu kofent. Kdyz se po aplikaci inhibitor pro K™ kanaly snizil vtok NH4",
je velmi pravdépodobné, ze NH4" je opravdu pfijiman skrze tyto kanaly. Tento jev je zplisoben
piedevsim podobnosti mezi obéma ionty — maji stejny naboj a podobnou velikost, tudiz ne zcela
specifické kanaly mohou zprostiedkovat prichod obou téchto iontli pfes plazmatickou
membranu. Z této studie je navic patrné, ze K" a NHs" mezi sebou pii pfijmu skrze K kanaly
sout&zi. Za stalé koncentrace 0,2 mM K" a ménici se koncentrace NH4" byly méfeny toky obou
iontl pres plazmatické membrany kofenovych bunék. Jak je vidét na obrazku €. 9, zvySujici se
koncentrace NH4" snizovala tok K a zvySovala tok NH4". Velké mnozstvi NHs" tedy miize

inhibovat pfijem K' uz jen na irovni toho, Ze obsazuje kanaly primarné uréené pro K.
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100 —=— K'flux 10 Ptevzato z Hoopen et al., 2010.

Obrazek €. 9 — vliv externi koncentrace NHy4"
na toky NH4" a K"
Pii zvySovani externi koncentrace NHj4'

dochazi ke snizovani toku K* pfes membranu

Net NH,’ flux [nmol m?s™]
[ s w jowu] xn) y 18N

L

a ke zvySovani toku NH," pfes membranu.
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Ve vztahu k piijmu NH4" skrze K* kanaly se védci ve stejné studii (Hoopen et al., 2010)
také snazili zjistit, jestli je konkrétné kanal AtAKT1 schopny transportovat NH4" a jestli by

transport nemohly zprostfedkovéavat i vysokoafinitni transportéry. K testovani byly pouzity
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kvasinky s mutacemi v jednotlivych genech pro transportéry NH4 nebo K. Mutant AmepI-3
byl nefunkéni v genech MEPI, MEP2 a MEP3 (z angl. methylammonium permease), které
koduji transportéry pro NHs". Mutant Atrkl,2 byl nefunkéni v genech TRK1 a TRK?2 (z angl.
transport of K"), které koduji transportéry pro K'. Posledni mutant Amepl-34trkl,2 byl
nefunkéni ve vSech péti zminénych genech. Takto defektni kvasinkovi mutanti byli
komplementovani geny pro rizné K" transportéry z jeémene nebo Arabidopsis a nasledné rostli
pfi riznych hodnotach pH a odlisnych koncentracich NHs™ a K'. Z vysledki tohoto
experimentu je patrné, Ze kanal AtAKTI, ale i transportéry AtHAKS a HVHKT2;1 (z angl.
Hordeum vulgare high affinity K transporter) mohou transportovat NH4". Ov§em ne vSechny
jsou toho schopny ve stejné mite. Transportér AtHAKS je transportu NH4" schopen v daleko
mensim rozsahu, nez AtAKT1 (Hoopen et al., 2010).

V dusledku inhibice na Grovni pfijmu dochazi i ke snizeni obsahu K* v rostling, jak uz
bylo zminéno v kapitole 3.1.1. Potvrdili to napt. védci v roce 2008, kdy bylo na ryzi seté krome
redukce pi{jmu K" popséano také snizeni translokace K z kofenti do ostatnich ¢asti rostliny a
snizeny obsah K" v bufikich i v pletivech. V3echny toky a obsahy byly méfeny pomoci
radioaktivné znacenych ?K* a >’NH4". NH4" byl pouzit jako hlavni zdroj dusiku v koncentraci
10 mM a pro simulaci vysokoafinitniho a nizkoafinitniho transportu K" byly pouzity
koncentrace K od 0,02 mM do 40 mM. Ve srovnani s kontrolou, kde byl pouzit jako hlavni
zdroj dusiku NO3", doslo pii 0,02 mM K" a 10 mM NH4 "k redukei pfijmu K™ zhruba o 60%, k
redukei ristu rostliny aZz o 50% a ke snizeni obsahu K* v kofenech i v nadzemni ¢asti rostliny.
Pfi zvySeni koncentrace K na 1,5 mM doslo k vyraznému posileni jak pfijmu a obsahu K, tak
rastu rostliny. Vysledky této studie poukazuji na skutecnost, Ze pokud je K" v kultivaénim
roztoku pfitomny v nizich koncentracich (0,02 mM), je pak pfijem K' inhibovan vysokou
koncentraci NH4" ve vét$i mife. To naznacuje, Ze inhibice pfijmu K* neni zpiisobena jen vyse
popsanou kompetici mezi NHs" a K* pfi vstupu skrze nizkoafinitni K" kanaly, ale musi byt
ovlivnény i vysokoafinitni transportéry pro K. Pfi koncentraci 1,5 mM K' by se mél v piijmu
zapojit spiSe nizkoafinitni systém a ten by podle téchto vysledkid nemusel byt tak citlivy
k psobeni NH4", jako vysokoafinitni systém (Szczerba et al., 2008a). Tuto mySlenku citlivosti
vysokoafinitniho systému k NH4" podporuji i pfedchozi studie provadéné na rostlinich
je¢mene, kde byl za nizké externi koncentrace K* pfijem tohoto iontu nizsi v rostlinach
péstovanych pii 10 mM NH4" ve srovnani s rostlinami péstovanymi pii 10 mM NOs". Z toho
vyplyva, ze NHy" silné ovliviiuje vysokoafinitni systém pro pijem K™ (Kronzucker et al., 2003;

Szczerba et al., 2006).
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Za ucelem porozuméni mechanismu, jak NH4" ovliviiuje vysokoafinitni transportéry,
byla v roce 2008 testovana interakce mezi NH4" a expresi genu pro transportér AtHAKS ve
srovnani s expresi genu pro kanal AtAKT1 v zavislosti na K'. Vysledky ukéazaly, Ze
v normalnich rostlinich Arabidopsis je pfi nedostatku K" a nepfitomnosti NHs" v médiu
exprimovan AtHAKS i AtAKTI. OvSem pokud je v médiu nedostatek K" a je pfitomen NH4", a
to 1 v koncentraci 100 puM, je exprese genu AtHAKS potlacena a aktivni zistava pouze kanal
AtAKTI, jehoZ genova exprese sice neni Uplné beze zmény, ale ve srovnani s genem AtHAKS
je exprese genu AtAKTI k pisobeni NH4" méné citliva. Kanal AtAKT1 je schopen ptijimat K
1 pti nizkych koncentracich a nahrazuje tak castecné¢ funkci AtHAKS, ktery je na transkripcni
urovni inhibovan (Rubio et al., 2008). Tato inhibice AtHAKS byla prokazana i v dals$i nezavislé
studii zaméfené na interakci mezi K™ a Cs™. Cs” je na zéklad€ podobnosti s K™ schopny byt
transportovan skrze K' transportéry. Za podminek nedostatku K byly pfidany
2 mM NH4", coZ zptsobilo sniZeni pfijmu Cs* v disledku sniZeni transkripce genu AtHAKS (Qi
et al., 2008). Védci tedy potvrdili, Ze NH4" inhibuje vysokoafinitni systém pro piijem K.

Interference mezi NHs"a K™ se nicméné jevi jako komplexni zaleZitost a ne v8echno, co
je zjisténo na modelovém organismu Arabidopsis thaliana, musi ve stejném rozsahu fungovat
1 u ostatnich druhii rostlin. Doklada to studie, ve které byly Arabidopsis 1 jeCmen péstovany
v médiu s vyss§i koncentraci NH4" (2 mM nebo 10 mM s ohledem na citlivost kazdého druhu)
a pii tiech riznych koncentracich K (0,0225 mM, 0,1125 mM a 5 mM). Vys§i koncentrace
NH4" jim umoznila testovat nizkoafinitni K" kandly, nebot’ uz v&d&li, Z¢ NH4" inhibuje
vysokoafinitni transportéry. V rostlinach Arabidopsis divokého typu byla pti koncentraci
0,0225 mM K po aplikaci TEA"a Ba®" (inhibitory K* kanald) pozorovana blokace piijmu K*.
Tento vysledek vypovidd o tom, Ze u Arabidopsis doSlo k NHs'-indukované inhibici
vysokoafinitnich transportérii a ze kanal AtAKT1, ktery se zapojuje pfi pfijmu K" i za jeho
nizkych koncentraci (Hirsch, 1998), je blokovan specifickymi inhibitory. Naopak u je¢cmene
nemély za jinak stejnych podminek inhibitory TEA™ ani Ba*" vliv na pfijem K*. Tudiz to
vypada, ze u je¢mene nedochazi za takto nizkych koncentraci K" k piijmu pomoci AKT1 jako
u Arabidopsis. Pfedpokladaji tedy, Ze vysokoafinitni systém pro piijem K*u jeémene neni zcela
inhibovan jako u Arabidopsis, a uplatfiuje se pii piijmu v nizkych koncentracich K* i
za pritomnosti NHs". U je¢mene by se pravdépodobné mohl zapojovat homolog k AtHAKS, a
to HYHAKI1 (z angl. Hordeum vulgare high affinity K™ 1), ktery je podobné jako AtHAKS
citlivy k ptisobeni NH4" (Santa-Maria et al., 1997), ale ziejmé ne ve zcela stejném rozsahu jako

AtHAKS u Arabidopsis. V této studii vSak zapojeni HVHAKI nebylo nijak testovano. Nabizi
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se tedy i mozZnost, ze existuje né&jaky dosud nezndmy transportér piijmu K", ktery pracuje

v jeCmeni za nizkych koncentraci K (Coskun et al., 2013b).

4.2.2 Urovei vydeje

Pusobeni NHs" nesouvisi jen s inhibici pfijmu K, ale souvisi i se zvySenym vydejem
K". Obecné je K v rostliné velmi pohyblivym iontem a dochazi k jeho pohybu pies membrany
v obou smérech, coz je dulezité pro jeho funkce (Marschner, 2011). Mezi kandly, které
zprostiedkovavaji vydej K', patfi napf. GORK (z angl. guard cell outward rectifying K*
channel), ktery je ptitomen ve svéracich bunkach praduchti (guard cells), ale také v kotenovych
vlascich (Ivashikina et al., 2001).

Ke zjisténi, zda NH4" ovliviuje i vydej K*, byl pouzit radioaktivné znaceny “*K*. Vydej
K" z kofenovych bunék byl pozorovan po aplikaci 10 mM NHy4", zatimco pfitomnost stejné
koncentrace NOs™ vyvolala opaény efekt. Za externi koncentrace 0,1 mM a 1 mM K* byl
pozorovan mnohem rychlej$i vydej K' nez bez aplikace NHi". Pravdépodobnym
mechanismem, pro¢ pii pouziti NHs" dojde k zesileni vydeje K', je depolarizace membrany,
ktera zesili aktivitu GORK. K depolarizaci totiz dochazi 1 pti pouziti metabolickych inhibitort
VO4>~a CN', které stejné jako NH4" zvysuji vydej K* (Lew, 1991). Opacny efekt byl pozorovan
po pouziti HCOs", ktery hyperpolarizuje membranu a tim snizil vydej K (Poole, 1969). Takze
NH4" pravdépodobné nepiimo, skrze zmény membranového potencialu, ovliviiuje kanaly typu
GORK, které zvysuji svoji aktivitu (Coskun et al., 2010).

Efekt zvySeného vydeje K* po aplikaci NH4" byl potvrzen v jiz zminéné studii z roku
2013 Coskunem a spoluautory. Navic bylo testovdno, co se stane u rostlin jeCmene po
odstranéni NH4" z média. Po jeho odstranéni do$lo aZ k 4,5krat vy$§imu piijmu K* jak za
nizkych, tak za vysokych koncentraci K'. Podle v&dci souvisi odstranéni NHs" z média s
obnovou hyperpolarizace membran kotfenovych bunck, ke které ptirozené dochdzi pti
nedostatku K. Pfi hyperpolarizaci dochazi ke zméné membranového potencidlu a tim
pravdépodobné ke stimulaci vyssiho pfijmu a niz§iho vydeje K™ (Coskun et al., 2013b). Ve
studii Rubio et al., 2014 doSli védci k zavéru, ze hyperpolarizace membrany miize byt
mechanismem, skrze ktery dochazi k zatim nezndmé signalni kaskadé¢, ktera spousti expresi
HAK genl. A opravdu by to mohlo divat smysl — ptitomnost NH4" v médiu by mohla potlagit
hyperpolarizaci membrany, kterd nastiava pii nedostatku K*, ¢imz by se nemohla aktivovat
signalni kaskada, ktera navySuje expresi HAK gent. A poté, co je NHs" odstranéno z média, by

mohlo dojit k obnoveni hyperpolarizace a nasledné k indukci exprese HAK gen.
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4.3 Role kinazy CIPK23 v optimalizaci pfijmu N a K

Aktivace a inaktivace urCitych transportnich proteinti vétSinou souvisi s procesem
fosforylace (Lanquar et al., 2009; Xu et al., 2006). Pii nedostatku K", ktery mize byt spjat
s vyssi koncentraci NH4", dochéazi k aktivaci kanalu AtAKTI1, a to pomoci kinazy CIPK23
(Calcineurin B — like Interacting Protein Kinase 23) (Xu et al., 2006). V této Ca®" signalni
kaskadé dochézi k aktivaci CIPK23 pomoci Ca?* vazebnych proteinit CBL1 (calcineurin B —
like 1) nebo CBL9 (calcineurin B — like 9). Aktivovana CIPK23 fosforyluje kanal AtAKT]I,
¢imz dojde k jeho aktivaci a nasledné dochazi k transportu K* do burky (Lan et al., 2011). Ve
vztahu ke K" bylo dokonce zjisténo, ze i regulace transportéru HAKS je umoznéna diky
fosforylaci, ¢imz se zvySuje jeho aktivita v pfijmu K. A tato fosforylace je zprostiedkovana
opét pomoci CIPK23 (Ragel et al., 2015).

Zaroven dochazi pomoci CIPK23 1 k regulaci transportéru pro NO3z’, NRT1;1. Tento
vysokoafinitni transportér je podobné jako kanal AKT1 schopen fungovat dvojim zplisobem,
tudiz miZze pfijimat NO3™ jak pfi nizkych, tak pii vysokych koncentracich v padé (Liu et al.,
1999). Ptepinani mezi obéma zplisoby fungovani zajist'uje pravé fosforylace a defosforylace
tohoto transportéru. Pokud se NOs™ vyskytuje v ptidé v nizkych koncentracich, pomoci Ca?*
signalni kaskady dojde k aktivaci CIPK23, ktera fosforyluje transportér NRT1;1, a ten je
schopny fungovat v nizkych koncentracich NOs™ (Ho et al., 2009). Aktivaci CIPK23 v tomto
piipadé zajistuje pouze vazebny protein CBL9. Pokud transportér neni fosforylovany, funguje
jako nizkoafinitni transportér pii vyssich koncentracich NOs™(Ho et al., 2009). Regulace ptijmu
K" a NOj" je tedy propojena stejnou kindzou, coz miize naznaGovat blizky vztah v udrzovani
rovnovahy mezi dusikem a draslikem v burice.

V souvislosti s AMT, které zajist'uji vysokoafinitni transport NHa4", se uz delsi dobu vi,
ze jejich fosforylaci dojde k inaktivaci transportu (Loqué et al., 2007). OvSem nevédé€lo se,
ktera kinaza je zodpovédna za zminénou fosforylaci. S ohledem na interferenci K™ s NH4" bylo
pted 2 lety testovano, zda CIPK23, kterd aktivuje AtAKT1 a AtNRT1;1, nemize byt pravé tou
kinazou, ktera fosforyluje vysokoafinitni transportéry AtAMT1 pro NH4". Touto fosforylaci by
u zminénych transportérti doslo k inhibici pfijmu NH4" (Lanquar et al., 2009). Vysledky studie
zroku 2017 ukézaly nékolik zajimavych skute¢nosti. Exprese genu CIPK23 se po aplikaci NH4"
zvysila. Dale, exprese genu CBLY se po aplikaci NH4" nezménila, kdezto exprese CBLI se po
aplikaci NH4" az pétkrat zvysila. Navic, v mutantovi cipk23 bylo po aplikaci NH4" pozorovano
snizeni fosforylace AMT1. Konkrétnimi transportéry, které by mohly pfimo interagovat
s CIPK23, jsou podle védci AtAMT1;1 a AtAMT1;2. Podle téchto vysledkl je tedy velmi
pravdépodobné, ze CIPK23 funguje nejen v pripadé aktivace piijmu K a NOs", ale zarovei i
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pfi inhibici vysokoafinitnich transportért pro NHs". Aktivita CIPK23 je v ptipadé NH4" zavisla
jen na vazebném proteinu CBL1 (Straub et al.,, 2017). CIPK23 je tedy velmi dilezitym

regula¢nim proteinem, ktera se podili na udrzeni rovnovahy mezi piijmem N a K.

4.4 Mozny efekt interference na utvareni korenového systému

V predchozich kapitolach jsem uvedla, Ze vy$$i koncentrace NH4" miiZze negativné
pusobit na vyvoj kofenového systému. Inhibice rustu kofend je navic obecnym projevem
syndromu toxicity amonného iontu. Spolu s plisobenim vy$$ich koncentraci NH4"™ se poji
nedostateény pifjem a deficience K'. Nabizi se tedy otdzka, zda jsou vlastné zmény ristu
kofenového systému opravdu zplsobeny jen samotnym NH4" nebo pravé i nedostatkem K*?
Tuto mySlenku by mohly podpofit nékteré studie, ve kterych je jasné dokdzano, Ze negativni
pisobeni NH4" miize byt zmirnéno pfidanim K™ (Balkos et al., 2009; Szczerba et al., 2008b).
Ve studii z roku 1993 byl na rostlinach Arabidopsis zkouman vyvoj kotfenid za podminek rtizné
dostupnosti NH4" a K. V pfitomnosti 6 mM NHy4" a zarovenn nedostatku K* v médiu mély
rostliny znaéné inhibovan vyvoj kofend. Po pfidani i nizké koncentrace K (20-100 uM) do
média doSlo i v pfitomnosti NH4 " ke zmirnéni inhibice a kofeny se vyvijely o néco Iépe. Pokud
nebyl NHs" v médiu piitomny vibec, kofeny rostlin se vyvijely normalné. Timto se jen
potvrzuje negativni efekt vy$si koncentrace NH4" na kofenovy systém ve spojeni s nedostatkem
K" a zmirnéni inhibice po pfidani K" (Cao et al., 1993).

Ve studii z roku 2017 sledovali Li a spoluautofi efekt nizké koncentrace K" na vyvoj
kotent. Péstovali rostliny Arabidopsis na MS (Murashige and Skoog) médiu, které obsahovalo
viechny potiebné Ziviny, a poté na tzv. LK médiu (low K" medium), které obsahovalo jen 0,1
mM K. Dilezitym faktem je podle mého nazoru to, ze LK médium bylo vyrobeno z MS média
odebranim KH>POys (zdroj K¥), ktery byl nahrazen 1,25 mM NH4H>PO4. NH4" uz je pfitom
v MS médiu obsazeno v podobé NH4NOs. Bylo zjisténo, ze s nizkou koncentraci K se
snizovala délka kofene. Navic pozorovali, Ze nizka koncentrace K zplsobi b&éhem 24 hod
degradaci PIN2 a PIN3 proteini, které jsou diileZité pii transportu auxinu. Tim doslo k blokaci
transportu auxinu smérem k vrcholu kofene, coZ zplisobilo hromadéni auxinu v maturaéni zoné
kofene. Co se tyce PIN protein, v kapitole Reakce kofenového systému na NHs ™ jsem zminila,
7e NH4" snizuje expresi genu PIN2, ¢imz méni distribuci auxinu v kofeni. Tudiz je mozné, ze
vyvolané zmény nema na svédomi pouze nizka koncentrace K, ale spojeni nizké koncentrace

K" s pfitomnym NH4" (Li et al., 2017).
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5. Zavér

NH4" je vyznamnym zdrojem dusiku pro rostliny. OvSem vzhledem k pusobeni jeho
vyssich koncentraci na fyziologii rostlin a vyvoj kofenového systému mize pro rostlinu
predstavovat zdroj dusiku s komplexnéj$Sim pisobenim. Negativni plisobeni vyssich davek
NH4" ziejmé souvisi s dalsimi zménami, které byly pii aplikaci NH4" pozorovany. Patii sem
vycerpani zdroji energie v podob¢ sacharidli a karboxylovych kyselin v kofenech nebo zmény
v pH. Dosla jsem k zavéru, Ze reakci rostlin na NHs" neni mozné urcit zcela jednoznaéné, nebot’
je to komplexni zalezZitost, ktera zavisi na mnoha dalSich faktorech. Myslim si, ze v tomto
ohledu se neda fici, ze koncentrace 1 mM NHj" je nizka nebo vysoka, protoze to zaleZi na
konkrétnim druhu rostliny a na tom, jaké ma moznosti ho zpracovat. Stejn¢ tak zalezi na
dostupnosti dal$ich mineralnich Zivin, pfedev$im na NO3;™ a K'. Ovlivnit toxicitu NHs" mize
také nedostatek svétla. I pies veSkeré negativni dopady vysSich koncentraci NH4" je tento iont
nepostradatelny jako zdroj dusiku a za nizké dostupnosti dusiku ovliviiuje architekturu
kofenového systému. Za téchto podminek je totiz schopen stimulovat tvorbu postrannich
kofenli v NH4" bohaté oblasti substratu, coz je z hlediska efektivity pi¥ijmu dusiku velmi
dtlezité. Neblahym faktem ale zGstava, ze v podminkach vyssich koncentraci NH4" dochazi ke
snizovani piijmu K, ktery je pro rostliny také Zivotné dulezity. Vzhledem k pozitivnimu i
negativnimu efektu NH4" na vyvoj kofenového systému a k prokazané interferenci s K je velmi
pravdépodobné, ze pravé tento vztah miize zplisobovat zmény v rustu kofenového systému.
Proto si myslim, Ze by si v budoucnu vztah mezi NH4+" a K" a zmény vyvolané touto interakci
na arovni kofenového systému zaslouzily vétsi pozornost. V fadé experimentl jsou rostliny

péstovany na médiich s vys§im obsahem NH4" a pfi interpretaci vysledki je této skutecnosti

vénovana minimalni pozornost. Takovou studii je napf. vySe zminénd prace Li et al., 2017.
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