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Streszczenie:
Dostepnos¢ azotu w glebie jest jednym z gtéwnych czyn-
nikéw limitujacych wzrost i rozwdj roélin, poniewaz pier-
wiastek ten buduje tak podstawowe dla funkcjonowania
komorek zwiazki jak kwasy nukleinowe, bialka czy chlo-
rofil. Roéliny pobieraja azot z roztworu glebowego przede
wszystkim w postaci azotandw i jonéw amonowych, ale
takze mocznika, aminokwaséw, a nawet krétkich oligo-
peptydéw. Ponadto, niektére gatunki w procesie ewolucji
przystosowaly sie do wzrostu na glebach o niskiej zawar-
tosci przyswajalnych form azotu. Sg to rosliny tworzace
uklady symbiotyczne z bakteriami zdolnymi do wigzania
azotu atmosferycznego oraz gatunki mig¢sozerne. W pre-
zentowanej publikacji podsumowano wiedze dotyczaca
pobierania i asymilacji azotu przez ro$liny.
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Wprowadzenie

Azot jest skltadnikiem mineralnym potrzebnym ro-
$§linom w najwigkszych ilo$ciach (Kraiser i wsp., 2011).
Wchodzi on w skiad aminokwaséw, a wiec peptydéw
i biatek, oraz stanowi sktadnik organicznych zasad azo-
towych. Zasady te buduja nukleotydy, ktére sa nie tyl-
ko monomerami kwaséw nukleinowych (RNA, DNA),
lecz stuzg takze przenoszeniu energii (ATP, GTP),
elektronéw i kationéw wodorowych (NADH, NADPH,
FADH,) czy reszt acylowych (koenzym A). Ponadto
azot jest skladnikiem innych niezwykle istotnych dla
komoérki roélinnej zwigzkéw, takich jak chlorofil, cy-
tochromy, cytokininy niektdre witaminy. Azot zawiera
takze cze$¢ metabolitow wtornych: alkaloidy, betalainy,
olejki gorczyczne czy glikozydy cyjanogenne (Czerwin-
ski 1976; Kopcewicz i Lewak, 2007). Pierwiastek ten
bierze wiec udzial w niemal wszystkich przemianach
zachodzacych w komérkach roslinnych.

Azot wystepuje w glebie w wielu formach, lecz
wiekszo$¢ z nich to ztozone zwigzki organiczne bedace
niedostepnym dla roélin zrédtem azotu (Jones i wsp.,
2005). Poniewaz korzenie s3 w stanie pobiera¢ jedynie
niewielkie czgsteczki rozpuszczone w roztworze glebo-
wym, roéliny korzystaja przede wszystkim z mineral-
nych form azotu: azotanéw (Dechorgnat i wsp., 2011)
i jonéw amonowych (Yuan i wsp., 2007) oraz z prostych
zwigzkéw organicznych, czyli mocznika (Liu i wsp.,
2003; Wang W-H i wsp., 2012), aminokwaséw (Sven-
nerstam i wsp., 2011) i ewentualnie oligopeptydéw (Ko-
marova i wsp., 2008; Hill i wsp., 2011). Nieliczne gatunki
roélin przystosowaly sie do wzrostu na glebach szcze-
golnie ubogich w azot, dzigki mozliwoéci korzystania
z alternatywnych Zrédel tego pierwiastka. Sa to rosliny
miesozerne (Krasuska i wsp., 2012) oraz te, ktdre zyja
w symbiozie z organizmami prokariotycznymi wiazg-
cymi azot atmosferyczny (Prell i Poole, 2006; Oldroyd

i wsp., 2011). Celem niniejszej pracy jest przyblizenie
czytelnikowi podstawowych informacji dotyczacych
pobierania i (w mniejszym stopniu) asymilacji azotu
przez rosliny.

Dlaczego naukowcy sa zainteresowani procesem
pobierania i asymilacji azotu przez rosliny?

Niedostateczna ilo§¢ przyswajalnych form azotu
w glebach uprawnych stanowi ogromne wyzwanie eko-
nomiczne i ekologiczne dla wspoélczesnego rolnictwa.
Ze wzgledu na bardzo duze zapotrzebowanie roslin na
azot, jego dostepnos¢ stanowi czesto gtéwny czynnik
limitujacy wzrost i rozwéj roslin (Elser i wsp., 2007;
Kraiser i wsp., 2011), dlatego na pola uprawne corocznie
wprowadza si¢ ponad 110 milionéw ton azotu (raport
FAO 2017). Swiatowe, roczne zuzycie nawozéw azoto-
wych zwigkszylo si¢ prawie 9-krotnie w ciggu ostatnich
50 lat i pochlania obecnie okolo 1% wykorzystywanej
przez ludzi energii (McAllister i wsp., 2012). Niestety,
w zaleznosci od sposobu uprawy, uprawianego gatun-
ku, warunkéw atmosferycznych czy aktywnosci mi-
kroorganizméw glebowych od 50 do ponad 80% tej
ogromne;j ilosci azotu dostarczanego na pola nie jest
asymilowane przez roéliny, lecz trafia do hydrosfery lub
zostaje przeksztalcone w materie organiczng przez mi-
kroorganizmy glebowe (Smil, 2011; McAllister i wsp.,
2012). Jak sie szacuje, doprowadzito to do dwukrotne-
go zwiekszenia ilo$ci azotu krazacego w biosferze (El-
ser i wsp., 2007) i niesie za soba diugofalowe skutki dla
$rodowiska, wsrdd ktérych wymienia si¢ powiekszenie
dziury ozonowej, przyspieszenie efektu cieplarnianego
oraz zmniejszenie réznorodnosci biologicznej (Elser
i wsp., 2007; Smil, 2011; Sutton i wsp., 2011; McAllister
iwsp., 2012; Good 2018).

Walka z negatywnymi efektami stosowania na-
wozow azotowych jest niezwykle trudna i kosztowna.
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W 2011 roku koszty te w Unii Europejskiej szacowane
byty na 70 do 320 miliardéw euro (Sutton i wsp., 2011).
Co wiecej, badania Sebilo i wsp. (2013) z uzyciem zna-
kowanego izotopowo azotu pokazaly, ze w naszym kli-
macie skutki jednorazowej aplikacji standardowej ilosci
nawozu azotanowego na pole uprawne bedg mozliwe
do zmierzenia jeszcze przez okoto 100 lat (Sebilo i wsp.,
2013). Jednoczesnie szacuje si¢, ze catkowite zaprzesta-
nie stosowania nawozéw azotowych doprowadziloby
do niemoznosci wykarmienia 45% populacji ludzkiej
(Smil, 2011), a jej liczebnos¢ ciagle rosnie i w 2050 roku
osiggnie prawdopodobnie okoto 9,1 miliarda (Blanco,
2011). Stwierdzono réwniez, ze tak znaczny przyrost
naturalny bedzie skutkowal 70-110% wzrostem pro-
dukcji zywnosci i w zaleznosci od dynamiki tych zmian
(tj. zmian w powierzchni upraw oraz w wydajnosci na-
wozenia) pociggnie za sobg konieczno$¢ zwiekszenia
produkeji nawozéw o 50 do 100 % w latach 2005-2050
(Blanco, 2011). Z drugiej strony, az 85% azotu znajdu-
jacego sie w zbozach jest konsumowane nie przez lu-
dzi, lecz przez zwierzeta wykorzystywane do produkeji
mleka, miesa i jajek. Dlatego przejscie Europejczykow
na diete weganska zmniejszyloby zuzycie nawozow azo-
towych az o 70% (Sutton i wsp., 2011).

Z tych powoddéw ostatnimi laty znaczgco wzrosto
zainteresowanie stworzeniem roélin uprawnych, lepiej
przystosowanych do korzystania z dostepnego w gle-
bie azotu (NUE, ang. nitrogen use efficient). Naukow-
cy intensywnie badaja procesy pobierania, akumulacji,
remobilizacji' i asymilacji zwigzkéw azotu przez roéli-
ny, poszukujac gendéw, ktére mozna by poddaé ukie-
runkowanym modyfikacjom genetycznym majacym
na celu stworzenie roélin wydajniej pobierajacych azot
z gleby lub o wydajniejszym metabolizmie azotowym.

1 Remobilizacja azotu — wycofywanie zwigzkéw azotu ze starych,
zamierajacych organéw roéliny (przede wszystkim lisci) i ich
transport do mtodych, rozwijajacych sie organéw.

| | skérkaz
wiosnikami
Rys. 1. Przekrdj podtuzny
przez korzen
Czerwonym kolorem w sposéb -
schematyczny zaznaczono pa- ! kora
semka Caspary’ego. Zmodyfiko-
wano z: Nasholm i wsp., 2009.
endoderma
z pasemkami
Caspary’ego

Dzigki temu zmniejszeniu ulegloby stosowanie nawo-
zOw, a tym samym zanieczyszczenie srodowiska (Kant
i wsp., 2011; McAllister i wsp., 2012; Wang Y-Y i wsp,,
2012; Krapp, 2015; Gojon, 2017; Wang Y-Y i wsp., 2018).

W jaki sposab rosliny pobieraja azot?

Pobieranie przez roéliny zwigzkéw odzywczych
z roztworu glebowego zachodzi dzigki obecnosci spe-
cjalnych bialek transporterowych w btonach komoérko-
wych komorek korzenia. Rosliny w tym procesie mu-
szg konkurowaé o azot i inne pierwiastki miedzy sobg
oraz z mikroorganizmami glebowymi, ktorych znaczna
liczba bytuje w ryzosferze’. Obszar ten obfituje bowiem

2 Ryzosfera — czes¢ gleby znajdujaca si¢ w bezposrednim sasiedz-
twie systemu korzeniowego i podlegajaca jego wptywom.

B

[ walec osiowy zawierajgcy
perycykl m. in. tkanki przewodzgce
(tyko i drewno)

w latwo dostepne substancje pokarmowe, jakimi sg
obumierajace fragmenty korzeni, a takze wydzielane
przez roéline do gleby kwasy organiczne, polisacharydy
i aminokwasy (Lambers, 2008). Aby jak najlepiej wy-
korzysta¢ znajdujacy si¢ w glebie azot i plastycznie od-
powiadaé na zmiany zachodzace w §rodowisku rosliny
wyksztalcily kilkana$cie bialek nosnikowych odpowie-
dzialnych za pobieranie z gleby réznych form tego pier-
wiastka. Transportery te charakteryzuja si¢ odmienng
specyficzno$cig substratows, powinowactwem do prze-
noszonych zwigzkéw lub lokalizacja w tkankach korze-
nia (Miller i Cramer, 2004; Kraiser i wsp., 2011; Nacry
iwsp., 2013).

Jony i proste czasteczki organiczne sg pobierane
bezposrednio z ryzosfery przez komoérki skorki, w tym
komoérki wlosnikowe badz wnikaja wraz z wodg szla-
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kiem apoplastycznym (wzdiuz $cian komoérkowych
i przestrzeni miedzykomoérkowych) do glebiej polozo-
nych tkanek (kory, endodermy) (Rys. 1.). Tam sa po-
bierane do wnetrza komoérek przez odpowiednie biatka
transporterowe. Poniewaz w $cianach komoérkowych
endodermy obecne sg zgrubienia przesycone posiadaja-
cymi hydrofobowy charakter suberyna iligninami (tzw.
pasemka Caspary’ego), dalszy transport wody wraz
z rozpuszczonymi w niej substancjami szlakiem apo-
plastycznym nie jest mozliwy. Dlatego endoderma jest
najgltebiej polozong tkankg korzenia, ktéra moze braé¢
udzial w pobieraniu zwigzkéw azotu z roztworu glebo-
wego (Tegeder 2014; Krapp 2015). Jak wspomniano we
Wprowadzeniu, do zwigzkéw tych naleza: jony amono-
we, azotany, mocznik, aminokwasy oraz oligopeptydy.
Précz zdolnosci do pobierania odmiennych form
azotu i zréznicowanej lokalizacji w korzeniu, biatka
transporterowe posiadaja rézne powinowactwo do
przenoszonych substancji. Jest to istotne, gdyz zawar-
to$¢ zwigzkow azotu w glebie moze waha¢ si¢ silnie
w krotkim okresie czasu lub na niewielkiej przestrze-
ni. Wida¢ to szczegdlnie wyraznie na przykladzie azo-
tanéw, ktérych stezenie w roztworze glebowym moze
osigga¢ wartosci od kilku uM do ponad 70 mM na
glebach nawozonych (Dechorgnat i wsp., 2011; Nacry
i wsp., 2013). W przypadku jondéw azotanowych bada-
nia fizjologiczne wykazaly istnienie dwoch systeméw
transportu: systemu wysokiego powinowactwa HATS
(ang. high-affinity transport system) oraz systemu ni-
skiego powinowactwa LATS (ang. low-affinity transport
system). Transportery azotanéw nalezgce do systemu
HATS odpowiadajg za transport jondw przy ich ni-
skich, mikromolowych stezeniach w rozworze glebo-
wym. Ich wlasciwe funkcjonowanie jest szczegdlnie
istotne dla przezycia roslin w czasie niedoboru azotu
w glebie. Transportery te dzialajg jednak bardzo wol-
no i szybko ulegaja wysyceniu (Crawford i Glass, 1998).
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Rys. 2. Schematyczne przedstawienie proceséw pobierania i asymilacji azotu w komorce roslinnej

Przerywanymi strzatkami oznaczono procesy transportu, ciagtymi przemiany enzymatyczne. Czerwone napisy odnosza sie do nazw enzy-
méw. Uzycie znaku ,/” oznacza, ze dany enzym moze wykorzystywac do reakcji dwa rézne substraty (w przypadku AS) lub tez istniejg dwie
izoformy enzymu, ktére korzystaja z odmiennych substratéw (w przypadku GOGAT). Uzyte skréty: NR - reduktaza azotanowa, NiR - reduk-
taza azotynowa, GS1i GS2 - izoformy syntetazy glutaminowej, GOGAT - syntaza glutaminianowa, AS - syntetaza asparaginowa. Asn — aspa-

ragina, Asp — kwas asparaginowy, GIn - glutamina, Glu - kwas glutaminowy, 2-OG - 2-oksoglutaran, Fd__,

- ferredoksyna utleniona.

= ferredoksyna zredukowana, de

Opracowanie wiasne na podstawie publikacji cytowanych w tekscie.

Gdy stezenie jonéw azotanowych w glebie przekroczy
1 mM, istotny staje sie dzialajacy z duza wydajnoscia
system transportu niskiego powinowactwa. Dodatko-
wo, w obu systemach mozna odnalez¢ biatka, ktorych

geny ulegaja wzmozonej transkrypcji w odpowiedzi na
obecno$¢ azotandéw (czyli sg indukowane azotanami -
biatka iHATS oraz iLATS, ang. inducible) oraz takie,
ktérych ekspresja jest od ich obecnosci niezalezna (tzw.
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system konstytutywny cHATS i cLATS, ang. constitu-
tive) (Crawford i Glass, 1998; Nacry i wsp., 2013). Po-
dobnie, dwa systemy transportu opisano w przypadku
jonéw amonowych (Yuan i wsp., 2007).

Asymilacja zwiazkow azotu w komérkach
roslinnych

Zwiazki azotu pobrane przez komorki korzenia,
w zaleznosci od ich rodzaju, gatunku rosliny oraz jej
zapotrzebowania metabolicznego, moga zosta¢ zma-
gazynowane w niezmienionej formie w wakuolach lub
ulec asymilacji. Oba procesy zachodzi¢ moga zaréw-
no w korzeniu, jak i w cze¢$ciach nadziemnych rosliny,
do ktdrych azot transportowany jest przede wszystkim
ksylemem (Crawford i Glass, 1998). Akumulowanie
w wakuoli azotu, gtéwnie w formie NO_;, jest nie tylko
gwarancjg stalego dostepu do tego pierwiastka w przy-
padku jego chwilowego niedoboru w $rodowisku, lecz
pelni réwniez wazng funkcje w utrzymaniu turgoru
komorki oraz w regulacji cytoplazmatycznego stezenia
tych jonéw, ktére powinno pozostac state (Wojtaszek
iwsp., 2008). Asymilacja azotu to natomiast proces jego
przyswajania. Polega on na wytworzeniu z prostych
form azotu zlozonych czasteczek organicznych, nie-
zbednych do funkcjonowania ustroju, czyli na wlacze-
niu pobranego azotu w struktury komérkowe (Baturo,
2005).

Asymilacja jonéw azotanowych jest procesem Kkil-
kuetapowym, ktory przebiega w dwdch przedziatach
komoérkowych: cytoplazmie i plastydach. Pobrane do
wnetrza komorki azotany (jony azotanowe V) sg wpierw
przeksztalcane do azotynéw (jonéw azotanowych III)
przez obecng w cytoplazmie reduktaze azotanows,
a powstale w tym procesie toksyczne dla komérki jony
NO, transportowane s3 do plastydéw. W tym organel-
lum dzieki dziataniu reduktazy azotynowej jony NO,°

sa redukowane do jonéw amonowych. Ostatni etap pro-
cesu polega na wlaczeniu NH,* w strukture szkieletow
weglowych i wytworzeniu aminokwaséw w tzw. cyklu
GS-GOGAT (syntetazy glutaminowej-syntazy gluta-
minianowej) (Masclaux-Daubresse i wsp., 2010; Krapp,
2015) (Rys. 2.). Jak wida¢, ten cykl przemian Iaczy si¢ ze
szlakiem asymilacji innych przyswajanych przez roéliny
form azotu glebowego, tj. jonéw amonowych i amino-
kwasdw, ale takze mocznika. Ten ostatni zwigzek po
pobraniu do komdrek hydrolizowany jest bowiem w cy-
toplazmie przez ureaze do dwutlenku wegla i amoniaku
(Witte, 2011). Powstale w tym procesie jony amonowe
moga zostaé przetransportowane do plastydow i wia-
czone w cykl GS-GOGAT lub zostaé przeksztalcone do
glutaminy przez cytoplazmatyczng izoforme’ syntetazy
glutaminowej (GS1), a nastepnie do asparaginy i kwasu
glutaminowego dzigki syntetazie asparaginowej (Witte,
2011; Krapp, 2015; Pinton i wsp., 2016) (Rys. 2.).

Pobieranie zwiazkow azotu dostepnych
w roztworach glebowych

Mineralne formy azotu

Azotany i jony amonowe stanowig podstawowe
zrodlo azotu glebowego. Ich stezenie w roztworach gle-
bowych zalezy od réwnowagi pomiedzy procesami mi-
neralizacji, nitryfikacji i denitryfikacji, prowadzonymi
przez mikroorganizmy glebowe i silnie uzaleznionymi
od warunkéw $rodowiska: pH, natlenienia, dostepno-
$ci zrédet wegla, temperatury (Lambers i wsp., 2008).
Mineralizacja to dekompozycja tatwo rozkladajacych
sie zwigzkéw organicznych do prostych zwigzkéw nie-

3 Izoformy enzymu (izoenzymy) - rézne postacie tego samego en-
zymu, katalizujace te sama reakcje, lecz réznigce si¢ wtasciwos-
ciami fizykochemicznymi, np. strukturg lub powinowactwem
do substratu. Izoenzymy sg kodowane przez odrebne geny, ktére
czesto ulegaja ekspresji w réznych tkankach organizmu.

organicznych, takich jak dwutlenek wegla, woda, siar-
kowodér i amoniak (Czerwinski, 1976). W glebie jest
ona prowadzona gltéwnie przez grzyby i promieniowce
(Blaszczyk, 2010), ktorych aktywnos¢ jest stosunkowo
stabilna w zmiennych warunkach $rodowiska (Miller
i Cramer, 2004). Uwolnione w procesie mineraliza-
¢ji jony amonowe mogg zosta¢ utlenione do azotanéw
przez bakterie nitryfikacyjne. Proces ten jest dwuetapo-
wy (najpierw powstaja jony azotanowe (III), ktdre utle-
niane s3 do azotandw (V) przez inng grupe bakterii),
a oba etapy sg bardzo czule na panujace w glebie wa-
runki: wymagaja neutralnego pH, dobrego natlenienia
gleby, a jednoczeénie odpowiedniej jej wilgotnosci (Paul
i Clark, 2000).

Dlatego, w przypadku gleb uprawnych, ktére z regu-
ty sa wilgotne, o pH zblizonym do obojetnego i dobrze
natlenione, dominujacg formg azotu i gtéwnym jego
zrédlem dla roélin sa azotany. Natomiast na glebach
kwasnych, np. lesnych nitryfikacja zostanie zahamo-
wana i najpowszechniejszg forme stanowi¢ bedzie jon
amonowy (Miller i Cramer, 2004). To samo dotyczy
gleb zasadowych (Lambers i wsp., 2008) oraz podmo-
ktych pdl uprawnych, na ktérych uprawiany jest np. ryz
(Britto i Kronzucker, 2002). Ponadto bakterie nitryfika-
cyjne sg bardziej wrazliwe na niska temperature i susze
niz mikroorganizmy prowadzace mineralizacje resztek
organicznych, stad przewaga NH,* na glebach suchych
lub chtodnych, ale natlenionych (Btaszczyk, 2010). Jesli
jednak w $§rodowisku obecne sa obydwie formy azotu
mineralnego, to jak wykazaly do§wiadczenia, wiele ga-
tunkow roslin najpierw wykorzystuje jony NH,* (Miller
i Cramer, 2004).

Pobieranie znacznych iloéci kationéw amonowych,
gdy sa one dostepne oraz ich preferencyjne wykorzysty-
wanie w stosunku do azotanéw wcale nie przemawia na
korzys¢ tych pierwszych. Niektorzy autorzy poréwnuja
te preferencje roélin do ujemnych skutkéw objadania si¢
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przez dzieci stodyczami (Miller i Cramer, 2004). Jony
amonowe w wiekszym stezeniu sg bowiem toksyczne,
a wiekszo$¢ roélin uprawnych (z rodziny psiankowa-
tych, dyniowatych, kapustowatych, bobowatych czy ré-
zowatych) nalezy do gatunkéw szczegdlnie wrazliwych
naich dzialanie. (Britto i Kronzucker, 2002). Nawet bar-
dziej odporne gatunki przy wysokich stezeniach NH,*
wykazuja symptomy jego toksycznosci: zahamowanie
wzrostu, chloroze, wiedniecie. Wydaje sie, ze jony amo-
nowe nie s toksyczne same w sobie, lecz generujg pro-
cesy niekorzystne dla metabolizmu roélin: zakwaszenie
ryzosfery, obnizenie pH cytoplazmy komoérek korzenia
oraz zaburzenie réwnowagi jonowej roéliny (Britto
i Kronzucker, 2002; Miller i Cramer, 2004).

Z drugiej strony, wiekszo$¢ roélin uprawnych rozwi-
ja sie najlepiej na glebach zawierajacych zaréwno azota-
ny, jak i kationy amonowe. Do optymalnego wzrostu po-
midoréw stosunek azotanéw do kationéw amonowych
w glebie powinien wynosi¢ 3:1, a dopiero przy wyzszych
stezeniach NH,* w stosunku do NO," roliny charak-
teryzuja si¢ ostabionym wzrostem (Crawford i Glass,
1998). Bardzo wysokie stezenia azotanéw w podlozu
réwniez wplywaja negatywnie na roéliny. Dla przykta-
du, kukurydza uprawiana przez 45 dni przy stezeniu
NO, wigkszym niz 5 mM charakteryzuje si¢ zmniejszo-
na masa i powierzchnig lisci, a zwigkszonym stezeniem
cytokinin i substancji bedacej prekursorem stresowego
hormonu etylenu (Saiz-Ferndndez i wsp., 2015). Pod-
sumowujac powyzsze, dla optymalnego wzrostu roélin
najwazniejsze jest zachowanie réwnowagi pomiedzy
zawartoscig azotanéw i jonéw amonowych w podlozu.
Ponadto, zgodnie z prawem Liebiga, zaréwno zbyt ni-
skie jak i zbyt wysokie stezenie ktéregokolwiek z tych
jonoéw bedzie wplywaé na roéliny negatywnie, z po-
wodu niedostatecznej ilosci azotu w podiozu lub tez
toksycznego efektu zbyt wysokich stezenn NO, i NH,*.

o0
0
N
¥

OO ATP _ " ADP+Pi '.'. . .. & . Y
o ® @ = : ” ¢
@

-

A. B. C. D. E. F. G.

Rys. 3. Mechanizmy transportu przez btony biologiczne

Transport substancji przez btony moze by¢ bierny (A., E. i G.) lub zachodzi¢ z naktadem energii — transport aktywny (B., C., D. i F.). Transport
bierny substancji dotyczy przemieszczania sie czasteczek zgodnie z gradientem ich stezenia w poprzek btony. Do tego typu transportu na-
lezy dyfuzja prosta, czyli samoistne przemieszczanie sie substancji przez btone (G.) oraz tzw. dyfuzja utatwiona, w ktéra zaangazowane sg
biatka btonowe o charakterze kanatéw (A.) lub przenosnikéw (permeaz, E.). Permeazy wigza substancje po jednej stronie btony, a nastepnie
uwalniaja je po stronie przeciwnej (uniport). Do transporteréw aktywnych zalicza sie transportery pierwotne napedzane ATP (B. i F.), pirofo-
sforanem (PP) lub $wiattem (te ostatnie wystepuja u bakterii) oraz transportery wtérne (C. i D.). Przyktadem transporteréw pierwotnych sg
pompy protonowe, czyli biatka przenoszace protony - jony H* (przedstawione na rysunku jako mate, pomaraniczowe kétka) w poprzek btony
wbrew gradientowi stezenia tych jonéw (B.). W wyniku ich dziatania dochodzi do asymetrycznego rozmieszczenia jonédw wodorowych po
obu stronach btony, czyli generowany jest gradient potencjatu elektrochemicznego protonéw. Jony H* powracajac przez nosniki btonowe
do komorki zgodnie z gradientem stezenia, napedzajg transport innych substancji przez btone (C. i D.). Ten sposdb transportu klasyfikowany
jest jako transport aktywny wtdérny i moze mie¢ on charakter symportu (D.) lub antyportu (C.). W pierwszym przypadku zaréwno proton, jak
i transportowana substancja przemieszczajg sie¢ w tym samym kierunku (D.), natomiast antyport polega na dyfuzji H* i odwrotnie ukierunko-
wanym przenoszeniu jondw lub czasteczek przez btone (C.). W komérkach zwierzecych site napedowa transportu wtérnego stanowi gradient
elektrochemiczny jonéw Na*.

Opracowanie wiasne.
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Zakres tolerancji poszczegélnych gatunkéw bedzie sie
jednak miedzy sobg réznil.

Pobieranie azotandw

Biatka blonowe odpowiedzialne za pobieranie azo-
tanow ze $rodowiska nalezg do biatek symporterowych.
Oznacza to, ze transportuja one do wnetrza komorki
jony NO,” wspdlnie z protonem (jonem H*, Rys. 3C.),
a sila protonomotoryczna (gradient elektrochemicz-
ny protonéw)* potrzebna do tego procesu generowana
jest przez plazmolemowg H*-ATPaz¢ (Rys. 3B.) (Tsay
i wsp., 2007). Transportery azotanowe obecne w blo-
nie komoérkowej korzeni naleza do dwodch rodzin: ro-
dziny NRT2 (ang. nitrate transporter 2) oraz rodziny
NPF (ang. nitrate transporter 1 (NRT1)/peptide trans-
porter (PTR) family) (Rys. 4.) (Léran i wsp., 2014; Wang
Y-Y i wsp., 2018).

Biatka NRT?2 to transportery wysokiego powinowa-
ctwa do azotandw. Najprawdopodobniej w wiekszosci
przypadkéw wystepuja one w formie heterotetramerdw,
zawierajacych obok dwdch monomeréw NRT2 dwa
monomery NAR2 (Kotur i wsp., 2012; Kotur i Glass,
2015). Biatko AtNAR2.1 (ang. nitrate assimilation re-
lated, nazywane takze AtNRT3.1) bylo intensywnie
badane u modelowej rosliny rzodkiewnika pospolitego
(Arabidopsis thaliana). Stwierdzono, Ze nie uczestniczy
ono bezposérednio w transporcie azotanéw, ale wydaje
sie niezbedne do wbudowania bialek AtNRT2 w blone
komoérkowa, a mozliwe takze, ze stabilizuje juz obecne
z blonie czgsteczki transporteréw (Laugier i wsp., 2012).
Z tego powodu, u mutantéw Arabidopsis z niefunkcjo-
nalnym genem NARZ2.1 pobieranie azotanéw do komd-
rek korzenia, przy ich niskim stezeniu w $rodowisku,
praktycznie nie zachodzi (Okamoto i wsp., 2006).

4 Sila protonomotoryczna (inaczej gradient elektrochemiczny pro-
tondéw) - réznica stezen jonoéw H* (liczby jonéw i ich fadunkow)
po obu stronach blony biologicznej.

U rzodkiewnika w pobieranie NO," z gleby zaanga-
zowane s3 cztery biatka NRT2: AtNRT2.1, AtNRT2.2,
AtNRT2.4 i AINRT2.5 (Rys. 4.) (Wang Y-Y i wsp., 2012;
Lezhneva i wsp., 2014), ale ich udzial w tym procesie nie
jest rownocenny. Transportery AtNRT2.1 i AtNRT2.2
sg elementami systemu indukowanego obecno$cia azo-
tanéw (IHATS), cho¢ badania sugerujg, ze odgrywaja
one takze pewna role w systemie cHATS (Orsel i wsp.,
2006; Kotur i Glass, 2015). W przypadku mutacji genu
NRT2.1 dochodzi do zmniejszenia pobierania NO;
przez roéling az o 72%, podczas gdy mutanty atnrt2.2
charakteryzuje 19% redukcja, a u roélin z jednoczesna
mutacja obu genéw aktywnos¢ systemu iHATS osiaga
jedynie 20% kontroli (Li i wsp., 2007; patrz takze ni-
zej). Biatka AtNRT2.4 i AtNRT2.5 nalezg natomiast do
systemu konstytutywnego i charakteryzuja sie wigk-
szym powinowactwem do azotandéw niz dwa wczesniej
wymienione transportery (Kiba 2012; Kotur i Glass,
2015; Lezhneva i wsp., 2014). Oznacza to, ze w przypad-
ku dlugotrwalego niskiego st¢zenia azotandéw w §ro-
dowisku za jego dostarczanie do roéliny odpowiadaja
przede wszystkim transportery AtNRT2.4 i AtNRT2.5,
ktdérych geny sa silnie stymulowane gtodzeniem azoto-
wym i hamowane obecnoscia azotanéw badz kationéw
amonowych. Mozna wiec przypuszczaé, ze AtNRT2.4
i AtNRT2.5 umozliwiajg ro$linie szybkie pobranie azo-
tandéw z roztworu glebowego w przypadku ich dlugo-
trwalego braku w $rodowisku, a jony, ktdre zostang ta
droga przetransportowane do komoérek korzeni roéli-
ny wplyna na wzrost ekspresji bardziej wydajnych, ale
cechujgcych si¢ mniejszym powinowactwem do NO,
biatek iHATS (Kiba i wsp., 2012; Kotur i Glass, 2015;
Lezhneva i wsp., 2014). Wspoéldzialanie wszystkich wy-
mienionych bialek AtNRT?2 jest niezwykle istotne dla
adaptacji roéliny do zmiennych warunkéw srodowiska.
Jak pokazuja badania, zmutowanie genéw AtNRT2.1
i AtNRT2.2 przyczynia si¢ do zmniejszenia masy ro-

$lin (uprawianych przez miesigc przy 0,5 mM stezeniu
azotanéw) az o 80%; potrdjny mutant nrt2.1-nrt2.2-
-nrt2.5 charakteryzuje si¢ masg wynoszaca 10% masy
roslin kontrolnych, natomiast zmutowanie wszystkich
czterech genéw AtNRT2 pociaga za soba dalsza reduk-
cje masy roélin, ktdre osiagaja jedynie 2,2% masy roslin
typu dzikiego (Lezhneva i wsp., 2014). Do transporte-
réw HATS odpowiedzialnych za pobieranie azotanéw
z gleby, précz bialek NRT2, nalezy biatko AtNPF6.3
(dawniej AtNRT1.1 lub CHLI od ang. chlorate resistan-
ce mutant 1), aczkolwiek jego udzial w tym procesie nie
jest tak znaczny jak AtNRT2.1 i AtNRT2.2 (Glass i Ko-
tur, 2013). Transporter ten jest o tyle nietypowy, ze jego
powinowactwo do jonéw NO," uzaleznione jest od mo-
dyfikacji posttranslacyjnej, a doktadniej od fosforylacji
treoniny w pozycji 101. Km (stata Michaelisa) dla biatka
pozbawionego reszty fosforanowej wynosi 4 mM, a dla
formy ufosforylowanej 50 uM. Fosforylacja zachodzi
przy niskim zewnetrznym st¢zeniu jondéw azotano-
wych, przy wysokim stezeniu nastepuje proces odwrot-
ny (Tsay i wsp., 2007). Drugim biatkiem Arabidopsis
nalezacym do systemu LATS jest AtNPF4.6 (wczes-
niej AtNRT1.2). NPF6.3 wystepuje w ryzodermie oraz
w komérkach kory i endodermy, a ekspresja jego genu
podlega indukcji azotanami, cho¢ w przypadku dlugo-
trwatego traktowania NO, dochodzi do spadku ilo$ci
transkryptu. Ekspresja NPF4.6 jest natomiast konsty-
tutywna i zachodzi w komorkach skorki korzenia (Rys.
4.). Stad AtNPF6.3 klasyfikowany jest jako transporter
o podwdjnym powinowactwie i element dwoch syste-
moéw: iHATS i iLATS, natomiast biatko AtNPF4.6 do
systemu cLATS (Tsay i wsp., 2007; Wang Y-Y i wsp.,
2012).

Jak wspomniano we wczedniejszej czesci pracy,
pobrane przez korzenie jony azotanowe moga zostaé
zasymilowane, zmagazynowane w wakuoli lub prze-
transportowane do innych organdéw rosliny. Za daleki
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transport azotandw i ich dalszg dystrybucje w roélinie
odpowiadaja transportery z rodziny NPF, z ktérych nie-
ktére przedstawiono na Rysunku 4. Ponadto, w niektd-
rych sytuacjach, zwlaszcza w przypadku streséw s$ro-
dowiskowych, pobrane przez rosling jony moga zostaé
z powrotem wydalone do apoplastu. W procesie tym
u rzodkiewnika posredniczy biatko AtNPF2.7 (wczes-
niej NAXT1 od ang. nitrate excretion transporter 1) zlo-
kalizowane w blonie komdrkowej komoérek epidermy
i kory korzenia (Kollist i wsp., 2011). Badania sugeruja
takze, ze za wyplyw azotanéw z komoérek moze odpo-
wiada¢ NPF6.3, ktory jest zdolny do dwukierunkowego
transportu NO,. Z tego powodu uwaza sig, ze biatko to,
wspolnie z transporterem AtNPF7.3 (AtNRT1.5) moze
by¢ odpowiedzialne za zatadunek ksylemu. Jednak, o ile
transport NO, przez to bialko do wnetrza komorek jest
uzalezniony od sily protonomotorycznej, to transport
azotandw poza komorke, czyli np. do naczyn, przebiega
na drodze niezaleznej od gradientu pH w poprzek blony
(Léran i wsp., 2013). Rozmieszczenie plazmolemowych
biatek transportujacych azotany w korzeniu rzodkiew-
nika przedstawiono na Rysunku 4.

Jony amonowe

Tak jak w przypadku azotandw, roéliny posiadaja
dwa systemy umozliwiajace pobieranie jonéw amono-
wych z roztworu glebowego: wysokiego i niskiego po-
winowactwa do kationu. Pierwszy system opowiadajacy
za absorpcje jonéw amonowych z gleby przy niskim ste-
zeniu stanowig transportery z rodziny AMT/MEP/Rh
(ang. ammonium transporter/ methyloammonium per-
mease/ rhesus). W genomie A. thaliana wykryto pigciu
przedstawicieli podrodziny AMT (biatka AtAMTI.1
- AtAMT1.5) oraz przedstawiciela podrodziny MEP -
AtAMT?2.1 (Rys. 5.). Biatka AMT dzialaja jako unipor-
tery NH,* (co przedstawiono schematycznie na Rys. 3E)
lub kotransportery NH,/H*, czyli transportujg do ko-

ksylem
epiderma kora endoderma perycykl/
parenchyma
NO,- NO,- A
¢ |
NO.- NO4-
. :
— = Nos
NO.-
5 NO.- pasem!ca
Caspary'ego
B nRT21 [ nrT22 B NRT24 [ NRT2S
@ NPFe.3 @ NPFas @ NPR27 (O NPF7.2 @ NPF7.3

Rys. 4. Rozmieszczenie plazmolemowych biatek transportujgcych azotany w korzeniu Arabidopsis thaliana

Na rysunku przedstawiono biatka odpowiedzialne za pobieranie azotanéw z gleby, wyptyw NO,  do $rodowiska oraz za zatadunek ksylemu

i jego roztadunek. Transportery NRT2.1, NRT2.2, NRT2.4 i NRT2.5 na

leza do biatek wysokiego powinowactwa do azotanéw, NPF6.3 charakte-

ryzuje sie zmiennym powinowactwem, a pozostate biatka sa elementami systemu LATS.

Zmodyfikowano z: Wang Y-Y i wsp., 2012.

morki jony NH,* lub jednocze$nie amoniak wspdlnie
z protonem (Rys. 3C). AtAMT2.1 jest natomiast bial-
kiem kanatowym (Rys. 3A). Z wymienionych biatek
jedynie gen transportera AMT1.4 nie ulega ekspresji
w systemie korzeniowym, natomiast w przypadku
AtAMT2.1, mimo obecnodci biatka w korzeniach, nie
stwierdzono jego udzialu w pobieraniu jonéw amono-
wych przez roéling (Yuan i wsp., 2007).

Za bezpodrednie pobieranie jondw NH," z gle-
by odpowiadaja biatka AtAMTI.1, AtAMT1.3 oraz
AtAMTL.5. Wszystkie one lokujg sie btonie komérkowej

komoérek wlosnikowych i sg indukowane w warunkach
deficytu jonéw amonowych. Poza wlo$nikami ekspre-
sje gendéw AtAMTI.11i AtAMT]I.3 odnotowano réwniez
w komérkach kory pierwotnej korzeni i to te dwa bial-
ka wydaja si¢ mie¢ najwiekszy udzial w pobieraniu ka-
tionéw amonowych z gleby. Kazde z nich odpowiadaja
za pobieranie okolo 30-35% jonéw NH,*, podczas gdy
transport zalezny od AtAMTL.5 to jedynie 10% jonéw
amonowych pozyskanych przez rosling. Transporter
ten cechuje sie jednak wyjatkowo wysokim powinowa-
ctwem (K_ = 4,5 uM). Funkcjg biatka AtAMT1.2 zlo-
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kalizowanego w blonie komdrek endodermy oraz ko-
morek kory jest najprawdopodobniej kierowanie jonow
amonowych znajdujacych sie w apoplascie (w $cianach
komoérkowych) na szlak symplastyczny (biegnacy przez
zywe elementy komdrek) oraz asymilacja jonéw amo-
nowych powstajacych jako produkt uboczny metaboli-
zmu w starszych tkankach korzenia (Yuan i wsp., 2007)
(Rys. 5.).

Przy wysokim stezeniu kationéw amonowych w gle-
bie za ich pobieranie odpowiada system o niskim po-
winowactwie, ale wysokiej wydajnosci, oparty o biatka
kanatowe. Natura tych bialek nie jest poznana. Niektd-
rzy badacze uwazajg, Ze sg to akwaporyny przewodzace
NH,* i/lub NH, lub specyficzne kanaly potasowe prze-
puszczalne takze dla jonéw amonowych (Yuan i wsp.,
2007). Inni (Szczerba i wsp. 2008), postuluja udzial
w tym procesie nieselektywnych kanatéw kationowych
oraz niezidentyfikowanych jeszcze kanaléw specyficz-
nych dla NH,".

Istotng rdéznicg pomiedzy systemami wysokie-
go i niskiego powinowactwa dla jonéw amonowych
jest sposdb regulacji. Transkrypcja genéw kodujacych
transportery AMT jest hamowana przez glutamine,
pierwszy produkt asymilacji amonu (Yuan i wsp., 2007).
Takze jony amonowe moga bezposérednio inaktywowaé
biatko AtAMT1.1 poprzez indukcje jego fosforylacji
(Lanquar i wsp., 2009). W przypadku bialek systemu
LATS nie wykazano negatywnej regulacji (Yuan i wsp.,
2007; Szczerba i wsp., 2008).

Organiczne formy azotu

Kwasy humusowe, biatka, aminokwasy i inne zwigz-
ki organiczne stanowig ponad 90% azotu obecnego
w glebie. Znaczna wiekszo$¢ tej puli jest jednak niedo-
stepna dla roslin. Wynika to ze zbyt zlozonej struktury
tych zwiazkéw lub ich adsorpcji na koloidach glebo-
wych, a stad niemozno$ci ich pobrania przez system

=mm s7lak symplastyczny

szlak apoplastyczny

Rys. 5. Lokalizacja i udziat
biatek AMT1 w transporcie
jondéw amonowych

w korzeniu rzodkiewnika
Uzyte skroty: ryzod

- ryzoderma, endo -

NH4*

ryzod kora endo pery ksyl

G

e, -_ "

l AMT1:2

endoderma, pery - perycykl, AMT1;1
ksyl - ksylem. Zmodyfikowa- NH +
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+
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korzeniowy. Z drugiej strony, w wielu ekosystemach
charakteryzujgcych sie niskg temperaturg, zwlaszcza
na glebach kwasnych, poziom mineralizacji zwiazkéw
organicznych jest za niski, aby mégt zapewni¢ roélinom
przezycie bez bezposredniego wykorzystania organicz-
nych form azotu (Jones i wsp., 2005). Ponadto wszystkie
zbadane do tej pory roéliny, w tym gatunki uprawne,
wykazaly zdolno$¢ do poboru wolnych aminokwaséw
z roztworu glebowego (Miller i Cramer, 2004; Nasholm
i wsp., 2009), a dla kilku z nich zdotano opisa¢ biatka
przenosnikowe zaangazowane w ten proces (Tegeder
i Rentsch, 2010). Dlatego przyjmuje si¢, Ze organiczne
zwigzki azotu moga by¢ pobierane i wykorzystywane
przez rosliny, ale nie stanowig dla nich podstawowego
zrodla tego pierwiastka.

T lillllllll.-
e—

pasemka Caspary'ego

Jedynym organicznym zwigzkiem azotu stosowa-
nym jako nawoz jest mocznik. Jego stezenie w glebach
nawozonych moze wynosi¢ nawet 70 (M, a w miejscach
nienawozonych jest okoto 30-krotnie mniejsze (Kojima
i wsp., 2006). Mocznik ulega w glebie szybkiej degrada-
cji dzigki ureazom wydzielanym przez bakterie glebo-
we, a w wyniku tego rozkladu uwalniane s jony NH,*
stanowiace, jak juz wspomniano, jedno z gléwnych
zrédel azotu dla rodlin. Rosliny sa réwniez w stanie po-
biera¢ mocznik bezposdrednio z gleby i metabolizowaé
go w komorkach dzigki wlasnej, endogennej ureazie
(Witte i wsp., 2011; Yang i wsp., 2015). Do bialek odpo-
wiedzialnych za pobieranie mocznika z roztworu gle-
bowego nalezg transportery wysokiego powinowactwa
DUR3 oraz akwagliceroporyny NIP (ang. NOD26-like
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intrinsic protein) (Liu i wsp., 2003, Kojima i wsp. 2007;
Yang i wsp., 2015; Zhang i wsp., 2016) (Rys. 2.). Roélinne
transportery DUR s3 biatkami symporterowymi, kto-
rych dzialanie napedzane jest sila protonomotoryczna
(Liu i wsp. 2003), biatka NIP sg natomiast biatkami ka-
nalowymi (Zhang i wsp. 2016).

Transportery odpowiedzialne za pobieranie ami-
nokwaséw z gleby, zostaly dobrze scharakteryzowa-
ne u rzodkiewnika, u ktérego zidentyfikowano kilka
biatek zaangazowanych w ten proces. Nalezg do nich
transportery CAT6 i CATS8 (ang. cationic amino acid
transporter), AAP1 i AAP5 (ang. amino acid permease),
LTHI i LHT6 (ang. lysine-histidine-like transporter)
oraz ProT2 (ang. proline transporter) (Rentsch i wsp.,
2007, Tegeder i Rentsch, 2010, Yang i wsp., 2010, Perch-
lik i wsp., 2014). AAP1 moze przenosi¢ wszystkie ami-
nokwasy biatkowe oprdcz lizyny, argininy i kwasu aspa-
raginowego (Lee i wsp., 2007), ale dziala przy wysokich,
rzadko spotykanych w roztworze glebowym stezeniach
aminokwaséw (Svennerstam i wsp., 2011). Przy niskich
stezeniach substratu zastepuja go cechujace sie wysokim
powinowactwem do aminokwaséw neutralnych i kwas-
nych transportery LHT1 i LHT4 (Svennerstam i wsp.,
2007; Svennerstam i wsp., 2011; Perchlik i wsp., 2014),
a takze oba bialka CAT specyficzne wobec glutaminy
(Hammes i wsp., 2006, Yang i wsp., 2010). AAP5 jest na-
tomiast transporterem aminokwaséw zasadowych: ar-
gininy i lizyny (Svennerstam i wsp., 2008; Svennerstam
i wsp., 2011), a ProT2 proliny (Lehmann i wsp., 2011).
Oproécz transporterow aminokwasowych w tkankach
korzenia rzodkiewnika wykryto réwniez transporter
dipeptydéw - AtPTR1 (Dietrich i wsp., 2004). Amino-
kwasy transportowane sg pomiedzy organami rosliny
zar6wno strukturami ksylemu, jak i floemu (Tegeder,
2014).

6. Alternatywne zrodta azotu

6.1. Rosliny migsozerne

Rosliny miesozerne to specyficzna grupa roslin,
ktdre w procesie ewolucji wyksztalcily liScie putapkowe
umozliwiajace przywabianie i fapanie drobnych zwie-
rzat, a nastepnie ich trawienie i wchlanianie powsta-
tych w wyniku rozkladu zwigzkéw. Jest to adaptacja
umozliwiajaca im wzrost w srodowiskach szczegélnie
ubogich w substancje mineralne, gdyz tg droga gatunki
miesozerne uzupetniajg niedobory azotu oraz innych
makro- i mikroelementéw. Do gatunkéw miesozernych
nalezg nasze rodzime rosiczki i ttustosze, znane wszyst-
kim amerykanskie mucholéwki oraz kapturnice (Rys.
6.), azjatyckie dzbaneczniki czy wystepujace w wodach
stodkich calego $wiata ptywacze (Johnson, 2005; Ada-
mec, 2011; Krdl i wsp., 2012).

Rozklad substancji organicznych zawartych w ciele
ofiary, a wiec uwolnienie zawartego w niej azotu na-
stepuje dzieki wydzielaniu przez rosling do wnetrza
pulapki enzyméw trawiennych, przede wszystkim
proteaz. Uwolnione w procesie rozktadu zwigzki s na-
stepnie wchlaniane przez liscie (Eilenberg i Zilberstein,
2008). Zaréwno wydzielanie enzymow, jak i wchlania-
nie substancji zachodzi przez specjalne gruczoly, gdyz
stanowig one jedyne miejsca w liciach pulapkowych,
ktore nie sa pokryte hydrofobowa kutikulg (Adlassing
i wsp., 2012). W gruczotach dzbanecznika stwierdzo-
no obecnoé¢ transporteréw jonéw amonowych AMT,
natomiast transportery aminokwaséw z rodziny AAP
oraz transporter peptydéw z rodziny NRT1 (PTR) od-
naleziono dopiero w wewnetrznych elementach lifcia
pulapkowego (Schulze i wsp., 1999). Dlatego sugeru-
je sie, ze przynajmniej u niektérych gatunkéw biatka
i peptydy dostaja sie do wnetrza komoérek gruczotéw na

Rys. 6. Kapturnica zétta

Gatunek ten nalezy do roslin miesozernych i wytwarza putapki
w ksztatcie dtugich lejkéw, do ktérych wpadaja zwabione nekta-
rem owady.

drodze endocytozy, gdzie ulegajg trawieniu w fagolizo-
somach (Adlassing i wsp., 2012). Z drugiej strony po-
bieranie aminokwaséw bezpos$rednio z putapki opisano
np. ukapturnicy purpurowej (Karagatzidesiwsp., 2009).
W trawieniu zwierzat, roéliny miesozerne sg niekiedy
wspomagane przez symbiotyczne bakterie zamieszku-
jace putapki. U niektérych gatunkéw stwierdzono takze
obecno$¢ gatunkéw wigzacych azot atmosferyczny (Ad-
lassnig i wsp., 2011). Adaptacje umozliwiajace roslinom
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miesozernym fapanie i trawienie zwierzat, a takze inne
drogi pozyskiwania przez nie azotu dzigki istnieniu li-
$ci putapkowych opisano szczegétowe w pracy opubli-
kowanej w numerze 2/2017 Edukacji Biologicznej i Sro-
dowiskowej (Zboinska, 2017).

Symbioza z bakteriami wiazacymi azot atmosferyczny

Najbardziej powszechna forme azotu obecng w $ro-
dowisku stanowi azot atmosferyczny, ktérego rosliny
nie s3 w stanie samodzielnie asymilowa¢. Niektore ga-
tunki ,znalazty” jednak sprytne wyjscie z tej sytuacji
i zawiazujg obopdlnie korzystna relacje z bakteriami
wigzacymi N,. W tym ,uktadzie” diazotrofy dostar-
czajg roélinie azot w przyswajalnej dla niej formie,
natomiast gospodarz zapewnia im Zrédlo wegla (Prell
i Poole, 2006).

Do najszerzej poznanych symbioz tego typu naleza
relacje migdzy kojarzonymi z powstawaniem brodawek
korzeniowych rizobiami (Rhizobium, Bradyrhizobium,
Azorhizobium iin.) iich gospodarzami - roslinami mo-
tylkowymi, ale rozwéj brodawek moze by¢ tez induko-
wany przez promieniowce z rodzaju Frankia, ktore infe-
kuja drzewa i krzewy, m.in. olsz¢, rzewnie, woskownice
czy oliwnik. Ponadto opisano zwiazki cyjanobakterii
Nostoc z gatunkami Gunnera, ktére prowadza do po-
wstania zgrubienia fodygi zwanego gruczotem lub bro-
dawka, a takze udzial innej sinicy, Anabaena azollae,
w dostarczaniu azotu wodnej paproci Azolla. Znane
sg tez nietypowe asocjacje Azospirillum z jednoli$cien-
nymi: trzcing cukrows, kukurydzg, ryzem, pszenicg
i innymi gatunkami. Bakterie te przylegaja do korzeni,
penetruja warstwe korowa, ale nigdy nie wnikaja do
tkanek roéliny (Paul i Clark, 2000).

Infekcja roslin motylkowych przez rizobia zaczyna
sie od wymiany czasteczek sygnalowych miedzy bak-
terig i jej przyszlym gospodarzem. Przywabia to bak-
terie do korzenia oraz uruchamia kaskade zapisanych

w genomie ro§linnym przemian. Po adhezji rizobiéow do
powierzchni wloénikéw roslina zaczyna tworzy¢ tzw.
ni¢ infekcyjng - tunel, ktérym bakterie zostang wpro-
wadzone do zawigzanego wczesniej w korze korzenia
primodium brodawki. W tym miejscu bakterie sg uwal-
niane, w wyniku czego w cytoplazmie komérki roslin-
nej powstaja oblonione struktury zwane symbiosoma-
mi (Prell i Poole, 2006; Oldroyd i wsp., 2011). Wewnatrz
symbiosomu komorki bakteryjne ulegaja przeksztatce-
niu z formy paleczkowatej w forme rozgaleziona zwana
bakteroidem (Kopcewicz i wsp., 2007). Przeksztatceniu
w bakteroid towarzysza zmiany w ekspresji wielu genéow
bakteryjnych zwigzanych z przejeciem przez bakterie
nowej funkgji, jaka jest wigzanie N, (Prell i Poole, 2006;
Terpolilli i wsp., 2012).

W procesie wigzania N, w brodawkach uczestniczy
bakteroidowy kompleks enzymatyczny nitrogenazy.
W jego sklad wchodza dwie metaloproteiny: zawiera-
jaca Fe i Mo dinitrogenaza, ktéra odpowiada za sze$-
cioelektronowg redukcje N, oraz niezwykle wrazliwa na
tlen reduktaza nitrogenazy z klastrem zelazowo-siarko-

reduktaza
nitrogenazy .,

ferredoksyna 4 reduktaza
i nitrogenazy,,.
oksydacyiny
taricuch
transportu
elektronow
ferredoksyna

k

wym 4Fe-4S, dostarczajaca dinitrogenazie niezbedne
do redukcji elektrony. Ich Zrédlem jest zredukowana
ferredoksyna. Ponadto do dziatania biatko to wymaga
ATP i jonéw magnezu. Proces redukeji jednej czastecz-
ki N, prowadzi do powstania dwoch czgsteczek amo-
niaku oraz jednej czgsteczki gazowego wodoru, stad tez
sumaryczna reakcja wigzania azotu wymaga az o$miu
elektronéw (N, + 8 e + 16 ATP + 8 H" > 2 NH, + H, +
16 ADP + 16 P)) (Rys. 7.). Wodor zostaje szybko utlenia-
ny przez obecne w komoérce hydrogenazy (Kopcewicz
i wsp., 2007; Hames i Hooper, 2006), natomiast wydzie-
lany z symbiosomu amoniak jest asymilowany w ko-
morce roslinnej, w wyniku czego tworzy sie glutamina
i asparagina. W przypadku roslin motylkowych strefy
umiarkowanej, aminokwasy te trafiajg do sasiednich,
niezainfekowanych komoérek, a stamtad do ksylemu.
U roélin pochodzacych z obszaréw tropikalnych eks-
portowana forma azotu sg ureidy syntetyzowane w nie-
zainfekowanych komorkach z azotu dostarczonego
z komorek zawierajacych bakteroid (Prell i Poole, 2006;
Kopcewicz i wsp., 2007; White i wsp., 2007). Wydaje sie,

2 ADP + 2PI

dinitrogenaza 4 N,+8 H*

dinitrogenaza

J

2NH, +H,
2 ATP

|

powtorzone oémiokrotnie

Rys. 7. Mechanizm dziatania kompleksu nitrogenazy prowadzacy do redukgji N, i wytworzenia NH, i gazowego wodoru

Podczas reakcji zuzywane jest 16 czasteczek ATP. Zastosowane skroéty: utl - forma utleniona, zred — forma zredukowana. Na podstawie: Hames

i Hooper, 2006.
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ze oprécz amoniaku z symbiosomu do komorki trafia-
ja tez inne zwigzki azotu: alanina i kwas asparaginowy
(Prell i Poole, 2006; White i wsp., 2007). Natomiast ko-
morka roslinna dostarcza do symbiosomu zroédlo wegla
w postaci jablczanu, niezbedne do dziatania kompleksu
nitrogenazy jony (Fe**, MoO,*, SO,”, Mg*"), homocy-
trynian (potrzebny dinitrogenazie), niektére amino-
kwasy, a takze inne zwigzki (Oldroyd i wsp., 2011).

Stworzenie dowolnych roslin uprawnych moga-
cych samodzielnie asymilowaé powszechnie dostepny
azot czgsteczkowy stanowi jednoczesnie ogromne wy-
zwanie dla wspolczesnej biotechnologii oraz ogromna
nadzieje dla przyjaznego $rodowisku i tanszego rolni-
ctwa. Pierwotnie koncepcja ta zrodzita sie ponad 100 lat
temu majac w zamysle zaindukowanie rozwoju ukltadu
symbiotycznego miedzy bakteriami brodawkowymi
iroslinami, ktére w normalnych warunkach nie tworza
symbiozy. Rozw¢j inzynierii genetycznej przyczynit si¢
jednak do zmiany podejécia do tego problemu i obecnie
prowadzone badania opieraja si¢ na probie wprowadze-
nia do roslinnych genoméw chloroplastowych lub mito-
chondrialnych bakteryjnych genéw nitrogenazy. Cho¢
w latach 2016-2018 naukowcy poczynili znaczne poste-
py na tej drodze (Good, 2018), od powszechnej uprawy
pszenicy lub kukurydzy asymilujacej N, dzieli nas za-
pewne jeszcze wiele lat pracy.

Podsumowanie

W trakcie ewolucji rosliny wyksztalcity mechani-
zmy umozliwiajagce im korzystanie z rdéznorodnych
zrédet azotu dostepnych w $rodowisku. Jest to cala
gama bialek transporterowych przystosowanych do
przenoszenia przez blony réznych form azotu, zaréw-
no nieorganicznych, jak i organicznych, a takze szereg
enzyméw umozliwiajacych jego asymilacje. Ponadto,
rodliny miesozerne, czyli gatunki zasiedlajace gleby

(oraz wody) o niskiej zawartosci przyswajalnych form
azotu, posiadaja zmodyfikowane liscie, umozliwiajace
im przywabianie, tapanie, trawienie i wchtanianie sub-
stancji, w tym zwigzkéw azotu z cial malych zwierzat,
przede wszystkim owadéw. Inne gatunki, jak np. rosli-
ny motylkowe, wchodza w asocjacje z diazotrofami i ta
droga pozyskuja potrzebny im azot.

Dokladne poznanie podloza wymienionych proce-
séw stwarza mozliwos¢ praktycznego wykorzystania
tej wiedzy w agronomii i biotechnologii roslin. Jest
to niezwykle istotne w dobie niedoboréw zywnosci
i znacznego zanieczyszczenia $rodowiska zwigzkami
azotu (Masclaux-Daubresse i wsp., 2010; Kant i wsp.,
2011; McAllister i wsp., 2012). Niniejsza publikacja nie
porusza jednak wielu skomplikowanych zagadnien, m.
in. molekularnych podstaw przekazywania informacji
o dostepnosci poszczegdlnych form azotu w $rodowi-
sku oraz ich wplywu na fizjologie i rozwdj roélin. Dlate-
go szczeg6lnie zainteresowanych czytelnikéw odsytam
do fachowej literatury anglojezycznej (Ho i Tsay, 2010;
Vidal i wsp., 2010; Canales i wsp., 2014; Krapp i wsp.,
2014; Medici i Krouk, 2014; Ruffel i wsp., 2014; Vidal
i wsp., 2014; Vidal i wsp., 2015; Wang i wsp., 2018).
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How plants uptake and assimilate nitrogen?

Magdalena Zboiriska

Nitrogen availability in the soil is one of the main fac-
tors limiting plant growth and development. Nitrogen
builds such important for cell functioning compounds
as nucleic acids, proteins and chlorophyll. Plants uptake
nitrogen from the soil solution mainly in the nitrate and
ammonium form, but also as urea, amino acids and even
small oligopeptides. Moreover, some species during the
evolution adapted to growth in the low nitrogen concen-
tration. These are plants creating symbiotic relationships
with nitrogen-fixing bacteria and carnivorous plants.
This paper summarizes the knowledge about nitrogen
uptake and assimilation by plants.

Key words: nitrogen uptake, transport across the membrane,
nitrogen assimilation, carnivorous plants, legumes
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