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ROZNORODNOSC STRATEGII POZYSKIWANIA AZOTU PRZEZ ROSLINY.

WSTEP

Azot nalezy do pierwiastkow, ktore w sto-
sunkowo duzej iloSci wystepuja we wszyst-
kich organizmach zywych. Istotna rola azotu
w biologii roslin wynika z faktu, ze pierwia-
stek ten wchodzi w sktad nie tylko biatek,
ale i innych biologicznie waznych zwiazkow,
min.: kwaséw nukleinowych i nukleotydow,
porfiryn, hormonéw roSlinnych, metabolitow
wtornych, a takze noSnikOw energii, czyli
np. ATP. Dlatego tez niedobor azotu stanowi
czynnik silnie ograniczajacy wzrost i rozwoj
roslin. Do najpowszechniejszych objawow
niedoboru azotu, poza zahamowaniem wzro-
stu czesSci nadziemnych i podziemnych, za-
licza sie takze przedwczesne opadanie liSci
(Kopcewicz 2002). LiScie roSlin rosnacych w
warunkach niedoboru azotu poczatkowo sta-
ja sie jasnozielone, a z czasem uzyskuja zolta
barwe w wyniku chlorozy. Przy niedoborze
azotu rosliny, po obfitym kwitnieniu, wytwa-
rzaja niewiele drobnych i czesto znieksztatco-
nych owocOw (co obserwowano u np. pomi-
dora czy ogorka) (KOWALSKA 2002). Rosliny
bronia si¢ przed niedoborem azotu poprzez
efektywne gospodarowanie posiadanymi za-
sobami tego pierwiastka. Przed opadaniem

liSci roSliny reabsorbuja znaczne iloSci azotu
(KorB i EvaNs 2002). Ponadto rosliny ,prze-
kierowuja” azot z czeSci wegetatywnych do
nasion, co obserwowano np. u ziarniakOw
zboz (SIMPSON i wspotaut. 1983).

Jak wynika z powyzszych faktéw, roSliny
musza pobieraé znaczne iloSci azotu do pra-
widlowego rozwoju. W tym celu utworzy-
ly szeroka game strategii pozyskiwania tego
cennego pierwiastka. Oprocz pobierania
azotu w formie nieorganicznej (jony amo-
nowe i azotanowe), roSliny opanowaly tak-
ze umiejetnoS¢ pozyskiwania aminokwasow.
Dodatkowo roSliny moga uzyskiwaé azot
dzieki symbiozie z grzybami mikoryzowymi
lub bakteriami (np. Rhizobium). Odmienna
strategie¢ pobierania azotu wyksztalcily rosli-
ny owadozerne, tworzac pulapki na owady i
po ich schwytaniu trawiac je z uzyciem en-
zymOw wydzielanych z komoérek gruczoto-
wych. Te liste strategii pozyskiwania azotu
przez roSliny uzupelnia wykrycie zjawiska
wydzielania z korzeni proteaz, ktore trawiac
biatka gleby moga zwicksza¢ pule aminokwa-
sow, czyli zrodta azotu dla roslin (GODLEWSKI
i ADAMCZYK 2007).

OBIEG AZOTU W PRZYRODZIE

Pobieranie roznych form azotu przez ro-
Sliny stanowi istotny element w obiegu tego
pierwiastka w przyrodzie (Ryc. 1). Pula azo-
tu w ekosystemie ziemskim jest relatywnie
stala, ale podlega cyklicznym przemianom.
Najwickszym rezerwuarem azotu jest powie-

trze, w ktorym stezenie tego pierwiastka wy-
nosi okoto 78%. Niestety roSliny nie moga
wykorzystywac azotu atmosferycznego (N,).
Taka zdolnoS¢ posiadaja niektore organizmy
nalezace do Procaryota. Bakterie wiazace
azot redukuja N, do amoniaku. Pul¢ jonow
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amonowych w glebie zwicksza takze proces
amonifikacji, w ktorym zwiazki organiczne
(np. aminokwasy) ulegaja przeksztatcaniu do
amoniaku (NH,). Amoniak w glebie moze
dalej ulegac procesowi nitryfikacji, czyli utle-
nieniu najpierw do NO,” (azotyny), a potem
do NO," (azotany). Proces ten prowadza bak-
terie nitryfikacyjne, a mianowicie: utlenie-
nie do azotynOw prowadza bakterie z gru-
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(wg PORPORATO i wspoélaut. 2003,
zmodyfikowane).

py Nitroso (np. Nitrosomonas), a utlenienie
do azotanéw — bakterie z grupy Nitro (np.
Nitrosospira). Azotany, podobnie jak i jony
amonowe, moga zostaC pobrane przez rosli-
ny i mikroorganizmy lub moga ulegac¢ proce-
sowi denitryfikacji, czyli redukcji do wolne-
go azotu i powroci¢ do atmosfery (PORPORA-
TO i wspotaut. 2003).

AZOT NIEORGANICZNY JAKO ZRODEO AZOTU DLA ROSLIN

Powszechnie uwaza sie, ze roSliny sa
zdolne do pobierania azotu nieorganiczne-
go pod postacia jonow amonowych (NH,")
i azotanowych (NOS‘). Chociaz z energetycz-
nego punktu widzenia jony amonowe sa ko-
rzystniejszym Zrodlem azotu (BLOOM i wspot-
aut. 1992), poniewaz nie wymagaja redukcji
przed wbudowaniem w aminokwasy, to azo-
tany sa bardziej dostepne dla roslin. Wyni-
ka to z zatrzymywania jonOw amonowych
w kompleksie sorpcyjnym gleby ze wzgledu
na dodatni tadunek NH,". Z kolei jony azota-
nowe nie s3 wiazane przez ujemnie natado-
wane kompleksy gleby i dlatego pozostaja
w roztworze glebowym (KOPCEWICZ 2002).
Ponadto roSliny nie preferuja jonOw amono-
wych, gdyz moga one w wysokich stezeniach
mieC negatywny wplyw na wzrost korzenia
i pedu (MARSCHNER 1995), poniewaz pobie-
ranie NH," jest powiazane z wydzielaniem
protonéw do gleby, co powoduje jej zakwa-
szenie i przez to spadek pobierania katio-
now z gleby (VON WIREN i wspotaut. 2000).
Pomimo tego, ze istnieja mif;dzygatunkowe
roznice w preferencjach pobierania NO,”
NH/, to prawidlowy wzrost roslin zapewnla

obecnos$¢ obu Zrédel azotu nieorganicznego
w glebie (BLOOM i wspotaut. 1993).

Jak wspomniano, azotany wymagaja re-
dukcji przed wbudowaniem w aminokwasy.
Taka redukcja azotanow do NH," przebiega
dwuetapowo: i) pierwszy etap (katalizowa-
ny przez reduktaze azotanowa) zachodzi w
cytoplazmie i prowadzi do powstania NO,,
a drugi etap (katalizowany przez reduktaze
azotynowa) ma miejsce w chloroplastach w
tkankach fotosyntetyzujacych, a w tkankach
niefotosyntetyzujacych — w proplastydach
(GABRYS 2002). Schemat asymilacji azotu i jej
powiazania z metabolizmem wegla na pozio-
mie komorki przedstawiono na Rycinie 2.

Komorki roslin posiadaja liczne transpor-
tery NH,', ktore pozwalaja na skuteczne po-
bieranie tych jonOwW w szerokim zakresie ste-
zenn (HowITT i UDVARDI 2000). WANG i wspol-
aut. (1993) wykryli dwa systemy transportu
NH/*, a mianowicie: (i) system transportu o
WYSOklIl’l powinowactwie (ang. high affinity
transport system, HATS) i (ii) system trans-
portu o niskim powinowactwie (ang. low
affinity transport system, LATS). Przy wyso-
kich stezeniach egzogennego NH,/, rosliny
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korzystaja z LATS, a przy niskich stezeniach
— z systemu HATS (WANG i wspolaut. 1993).
System pobierania NH,” o niskim powino-
wactwie, w przeciwienstwie do systemu o
wysokim powinowactwie, zdaje si¢ nie ule-
ga¢ wysyceniu rosnacym st¢zeniem jonow
amonowych (RAWAT i wspotaut. 1999), pod-
lega ekspresji konstytutywnie i jest niewraz-
liwy na regulacje przez poziom azotu w
srodowisku (VON WIREN i wspotaut. 1997).
U Arabidopsis thaliana wykryto rodzine ge-
now kodujacych biatka AMT1, z przynajmnie;j
szeScioma transporterami NH,* (VON WIREN
i wspotaut. 2000) wykazujacymi rozny wzor
ekspresji (LEIGH i SZE 2001) i dzialajacymi na
zasadzie uniportu (HOWITT i UDVARDI 2000).
Transportery AMT1 wykazuja duze podobien-
stwo u roznych gatunkéw roslin, poniewaz
posiadaja 11 transblonowych domen (VON
WIREN i wspotaut. 2000) i wysoka homologie
sekwencji aminokwasow (HOWITT i UDVARDI
2000).

Ekspresja genow kodujacych biatka trans-
porterow jest SciSle regulowana zawartoScia
NH,” w glebie, by zapewnic roSlinie opty-
malne warunki do rozwoju i unikna¢ nega-

tywnego wplywu nadmiaru jonoOw na wzrost
roslin. Natomiast w sytuacji, gdy stezenie jo-
now amonowych w komorkach jest wysokie,
co moze miel toksyczny wplyw na roSliny
(BRITTO i KRONZUCKER 2002), uruchamiane
sa mechanizmy prowadzace do zmniejsze-
nia pobierania NH_ . W warunkach deficytu
azotu dochodzi do ekspresji genu koduja-
cego bialtko bardzo wydajnego transportera
jonéw amonowych (VON WIREN i wspotaut.
2000). Jednak regulacja transporterow NH*
ma zdecydowanie bardziej skomplikowany
i wielopoziomowy charakter, np. biatka te
podlegaja takze regulacji posttranslacyjnej,
ktéora w przypadku AtAMT1.2 zachodzi na
drodze fosforylacji, katalizowanej przez kina-
ze biatkowa, zalezna od cAMP (3’-5’-cykliczny
adenozynomonofosforan) (HOWITT i UDVARDI
2000).

Podobnie jak w przypadku jonéw amo-
nowych, takze azotany sa pobierane w
SciSle kontrolowany sposob, z wykorzy-
staniem systemOw transportujacych o roz-
nym powinowactwie do substratu. Korze-
nie roSlin posiadaja az trzy systemy trans-
portu azotanéw, a mianowicie: (i) system
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Ryc. 3. Pobieranie azotandw u Arabidopsis tha-
liana.

CHL1 (AtNRT1.1) posiada podwdjne powinowactwo
i dlatego jest zaangazowany w system pobierania
o wysokim i niskim powinowactwie. Tryb dziala-
nia CHL1 jest zalezny od fosforylacji/defosforylacji.
Transportery AtNRT2.1 i AtNRT2.2 posiadaja wyso-
kie powinowactwo i dzialaja glownie w systemie
THATS, natomiast transporter AtNRT1.2 to transpor-
ter o niskim powinowactwie, dzialajacy w systemie
LATS (wg TsAy i wspotaut. 2007).

konstytutywny o wysokim powinowactwie
(ang. constitutive high affinity transport
system, CHATS), (ii) system indukowany o
wysokim powinowactwie (ang. inducible
high affinity transport system, IHATS), (iii)

system konstytutywny o niskim powino-
wactwie (LATS) (CRAWFORD i GLASS 1998).
Dzialanie systemu IHATS, po uprzedniej in-
dukcji, zwykle szybko prowadzi do przekro-
czenia zapotrzebowania rosliny na NO,” i
nastepuje obnizenie jego aktywnosSci (FOR-
DE i CLARKSON 1999) w wyniku regulacji
na poziomie mRNA. Geny kodujace bialtka
wszystkich wyzej wymienionych systemow
transportu mozna podzieli¢ na dwie rodzi-
ny: nrtl i nrt2. Transportery NRT2 posia-
daja wysokie powinowactwo do substratu,
natomiast wigkszoS¢ transporteroOw NRT1
ma niskie powinowactwo. Wyjatkiem w ro-
dzinie bialek NRT1 jest CHL1 (AtNRT1.1),
posiadajacy podwojne powinowactwo (LIU
i wspotaut. 1999), ktéry po ufosforylowa-
niu dziata jako transporter o wysokim po-
winowactwie, z kolei w wyniku defosfory-
lacji staje si¢ transporterem o niskim powi-
nowactwie. Proces fosforylacji/defosforyla-
cji CHL1 zachodzi w odpowiedzi na zmia-
ny w egzogennym stezeniu azotanéow (LIU
i TsAYy 2003). Pobieranie azotanoéw przez A.
thaliana w zaleznoSci od stezenia egzogen-
nego azotu przedstawia Rycina 3.

Wszystkie transportery NRT1 i NRT2
u roSlin wyzszych posiadaja 12 transbtlo-
nowych domen (TSAY i wspotaut. 2007)
(Ryc. 3), ale aby NRT2 moglt prawidlowo
dziala¢ potrzebuje obecnosci dodatkowego
sktadnika, NAR2, biatka z jedna transblono-
wa domena (GALVAN i wspotaut. 1996).

KONKURENCJA O AZOT NIEORGANICZNY POMIEDZY ROSLINAMI A MIKROORGANIZMAMI

Azot nieorganiczny gleby pochodzi z
mineralizacji organicznych zwiazkow azo-
towych do NH," i nast¢pujacej po tym ni-
tryfikacji do azotanOw. Azotany moga tez
powstawac ze zwiazkOw azotu organiczne-
go w wyniku dzialania heterotroficznych
bakterii i grzyboéw, a wiec z pominieciem
amonifikacji. Uwaza sie, ze mineralizacja i
nitryfikacja sa czynnikami kluczowymi dla
obiegu azotu (HODGE i wspotaut. 2000a),
a roSliny korzystaja z nadmiaru azotu nie-
organicznego, ktory nie zostal pobrany
przez mikroorganizmy. Poparciem dla tej
tezy sa badania, w ktéorych w 24 godziny
po podaniu znakowanych "NH_ " i "NO; do
gleby wieckszoS¢ znakowanego azotu wykry-

wano w biomasie mikroorganizmow (Lip-
SON i NASHOLM 2001). W badaniach krot-
koterminowych (24 godziny) mikroorgani-
zmy pobieraly pieciokrotnie wi¢cej NH* i
dwukrotnie wigcej NO, niz rosliny (JACK-
SON i wspotaut. 1989). Jednak w badaniach
dhugoterminowych to roSliny pozyskiwaty
wiekszoS¢ znakowanego NH," (np. JAEGER i
wspotaut. 1999). Podobnie jak w przypad-
ku konkurencji o aminokwasy, na wynik
wspotzawodnictwa o azot nieorganiczny
ma potencjalny wplyw wiele czynnikow,
miedzy innymi obecnos$¢ mikorytycznego
symbiontu, a takze proliferacja korzeni w
obszarach o szczegollnej zasobnosSci w azot
nieorganiczny (HODGE i wspotaut. 2000a).
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ROSLINY SA ZDOLNE PO POBIERANIA ORGANICZNYCH FORM AZOTU

Juz w polowie ubieglego wieku zaob-
serwowano, ze rosliny sa zdolne pobierac
aminokwasy (VIRTANEN i LINKOLA 1946). W
ostatnich kilkunastu latach zagadnieniu pozy-
skiwania aminokwasOw przez korzenie roSlin
poswiecono wiele prac, w ktorych wykaza-
no, ze aminokwasy moga by¢ pobierane w
relatywnie znaczacych iloSciach zarOwno w
warunkach laboratoryjnych (np. PERSSON i
NAsHOLM 2001), jak i w warunkach polowych
(np. NASHOLM i wspolaut. 1998). Potencjal-
ne znaczenie azotu organicznego pod posta-
cia aminokwasOw obserwowano w licznych
ekosystemach, wliczajac w to ekosystemy
tropikalne, stepy w Kolorado, poinocne lasy
iglaste, a takze ekosystemy rolnicze (LIPSON i
NAsHoLMm 2001). W korzeniach wykryto eks-
presje genow kodujacych transportery ami-
nokwasOow (FISHER i wspotaut. 1998). Trans-
portery aminokwasow, podobnie jak trans-
portery azotu nieorganicznego, podlegaja
Scistej kontroli, takze na poziomie ekspresji
genOw odpowiednich biatek. Przyktadowo,
ekspresja aapl jest regulowana przez Swia-
tlo, poziom wegla w roslinie, a takze glodze-
nie azotowe (ORTIZ-LOPEZ i wspotaut. 2000).
U roslin zidentyfikowano dwie nadrodziny
transporterOw aminokwasow, a mianowicie:
(i) nadrodzina transporterOw aminokwasow,
choliny i poliamin (ang. amino acid, poly-
amine and choline transporters superfamily,
APC), (i) nadrodzina transporterOw amino-
kwasOw (ang. amino acids transporter super-
family ,ATF). W nadrodzinie ATF wyrdznia
sie szeS¢ podklas transporterow: (i) perme-
azy aminokwasOw (ang. amino acid perme-
ases, AAP) (FISCHER i wspotaut. 1995), (ii)
transportery lizyny i histydyny (ang. lysine/
histidine transporters, LHT) (CHEN i BusH
1997), (iii) transportery proliny (ang. pro-

Ryc. 4. Budowa AAPI1; zaznaczone reszty hi-
stydyny (47 i 337) petnia kluczowa funkcje w
transporcie aminokwasow (wg ORTIZ-LOPEZ i
wspotaut. 2000, zmodyfikowane).

line transporters, ProT) (RENTSCH i wspotaut.
1998), (iv) prawdopodobne transportery au-
ksyn (ang. auxin transporters, AUX) (BEN-
NETT i wspolaut. 1996), (v) transportery ami-
nokwasoOw aromatycznych i obojetnych (ang.
aromatic and neutral amino acid transpor-
ters, ANT1) (ORTIZ-LOPEZ i wspotaut. 2000),
(vi) transportery GABA (ang. gamma-ami-
nobutyric acid transporters, GAT) (MEYER i
wspotaut. 2006). Na Rycinie 4 przedstawio-
no budowe AAP1, transportera aminokwa-
sow z 11 transblonowymi domenami (ORTIZ-
LOPEZ i wspotaut. 2000).

Jednak wiele zbadanych dotad transpor-
terOw aminokwasow pelni swoje funkcje w
transporcie tych zwiazkoéw wewnatrz rosliny,
a badania dotyczace pobierania aminokwa-
sOw przez odpowiednie transportery z gleby
sa zdecydowanie ubozsze. HIRNER i wspoOlaut.
(2006) wykazali, ze transporter lizyna-histy-
dyna (LHT1) jest zaangazowany w pobieranie
aminokwasow z gleby przez korzenie. Trans-
porter LHT1 posiada niskie powinowactwo
do zasadowych aminokwasow, Srednie do L-
glutaminianu i L-asparaginianu, a wysokie do
aminokwasow alifatycznych (HIRNER i wspot-
aut. 2006). Badania LEE i wspotaut. (2007)
dowiodly, ze takze transporter AAP1 jest za-
angazowany w pobieranie obojetnych amino-
kwasow z gleby. Jak dotad, u wielu badanych
gatunkow wykazano zdolnoS¢ do pobierania
aminokwasow w znaczacych iloSciach (Lip-
SON i NASHOLM 2001).

Jednak w warunkach naturalnych takze
mikroorganizmy moga pobiera¢ aminokwa-
sy. Zgodnie z powszechnie przyjmowanym
pogladem mikroorganizmy dominuja w pro-
cesie pobierania aminokwasow z gleby. To
twierdzenie jest oparte na powszechnoSci
mikroorganizmow w glebie, ich wysokim
stosunku powierzchni do obje¢tosci i szybkim
tempie wzrostu w porOwnaniu do roslin. Po-
twierdzeniem dla tego pogladu sa badania, w
ktorych dodatek glukozy do gleby zwickszat
pobieranie azotu przez mikroorganizmy, a
sterylizacja gleby prowadzita do wzrostu po-
boru azotu przez roSliny (SCHMIDT i wspot-
aut. 1997). JONES i wspoétaut. (2005b) zasu-
gerowali, ze pobieranie organicznego azotu
z gleby nie przyczynia si¢ znaczaco do pozy-
skiwania azotu przez roSliny, a stuzy jedynie
jako strategia resorpcji azotu organicznego,
utraconego w wyniku eksudacji z korzeni.
W trakcie wspolzawodnictwa z mikroorga-
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nizmami, roSliny przechwytuja jedynie nie-
wielka czes¢ podawanego azotu — roSliny z
gatunku Eriophorum vaginatum zaabsorbo-
waly 1-3,8%, a Carex aquatilis — 12% (SCHI-
MEL i CHAPIN 1996) podanych, znakowanych
aminokwaséw. Jednak biorac pod uwage po-
tencjalnie duze zmiany st¢zenia aminokwa-
sow gleby, ten niewielki procent pobierania
moze stanowic istotna pule azotu dla roslin
(L1PSON i NASHOLM 2001). W badaniach na
pszenicy wykazano, ze takze rosliny hodowla-
ne moga pobiera¢ okoto 20% podawanej gli-
cyny bez uprzedniej mineralizacji (NASHOLM i
wspolaut. 2001). Za pobieraniem aminokwa-
sow w warunkach naturalnych z gleby prze-
mawia takze fakt, ze iloS¢ nieorganicznego
azotu w glebie niektorych ekosystemow nie
zaspokaja potrzeb roslin, co wskazuje, ze ro-
Sliny musza pobieraé takze azot organiczny
(KIELLAND 1994). Badania preferencji roslin
i mikroorganizmow w stosunku do réznych
aminokwasow dowiodly, ze roSliny pobiera-
ja glicyne efektywniej niz inne aminokwasy
(KIELLAND 1994, SCHMIDT i STEWART 1997), z
kolei mikroorganizmy preferuja aminokwasy
o wickszej masie molowej (KIELLAND 1995).
Preferencje mikroorganizmoéw do aminokwa-
sow innych niz glicyna moga wynika¢ z fak-
tu, ze ten aminokwas jest gorszym zrodlem
wegla, co powoduje, ze mikroorganizmy
moga ,pozostawia¢” wilasnie glicyne dla ro-
slin (LIPSON i wspotaut. 1999). Wedlug badan
JONES i wspotaut. (2005a), roSliny moga po-
biera¢ wicksza ilo§¢ aminokwaséw w warun-
kach ich wysokich stezen w glebie. Z kolei
mikroorganizmy moga pobiera¢ aminokwasy
wydzielane z korzeni roSlin (DARRAH 1991).
Nalezy takze pamic¢tac, ze gleba nie jest ho-
mogenna pod wzgledem stezenia azotu or-
ganicznego. Istnieja obszary o zwigkszonej
iloSci azotu organicznego, ktore powstaly w
wyniku Smierci zwierzat gleby (np. dzdzow-
nic) lub lizy komoérek korzeni (HODGE i
wspotaut. 2000a, b). Dodatkowo, takze nawo-
zy organiczne dostarczaja szczegolnie duze
iloSci zwiazkOw organicznych. W obszarach
bogatych w zwiazki organiczne, ich stezenie
moze przewyzszaC zapotrzebowanie mikroor-
ganizmow na to Zrodlo azotu, dajac roSlinom
zwickszony dostep do tych zwiazkow. W
rozwazaniach dotyczacych wspotzawodnic-
twa organizmOw o aminokwasy nie nalezy
pomija¢ potencjalnej roli mikoryzy. Zarow-
no ektomikoryza, jak i mikoryza erikoidowa,
zwickszaja powierzchni¢ pobierania (ROUs-
SEAU i wspotaut. 1994) i powinowactwo do
aminokwasO6w (WALLENDA i READ 1999). Do-

datkowo, niektore grzyby tworzace mikory-
z¢ moga wydziela¢ proteazy trawiace bialka
gleby, co powoduje zwickszenie w niej puli
aminokwaséw (NYGREN i wspotaut. 2007), a
takze pobiera¢ i przekazywa¢ aminokwasy
do rosliny. Niektore gatunki roslin nie mogty
rosnac¢ bez mikorytycznego symbiontu w wa-
runkach, w ktorych jedynym Zrédiem azotu
byl azot organiczny (np. BAJWA i READ 1985).
Jednak takze i roSliny, ktére nie tworza sym-
biozy z grzybami mikorytycznymi, moga efek-
tywnie pobiera¢ aminokwasy z gleby (LIPSON
i NASHOLM 2001).

Kolejnym zrodltem azotu dla roslin moze
by¢ mocznik, ktéry po podaniu do gleby
jako nawoz ulega zwykle hydrolizie katali-
zowanej przez ureaz¢ wydzielana przez mi-
kroorganizmy gleby (WATSON i wspolaut.
1994). W wyniku hydrolizy mocznik jest
przeksztalcany do jondw amonowych, ktore
pOzniej moga zosta¢ utlenione do azotanow
w wyniku procesu nitryfikacji. Dlatego tez
uwaza sie, ze roSliny nawozone mocznikiem
uzyskuja dostep zarowno do mocznika, jak
i jonow amonowych oraz azotanowych (ME-
RIGOUT i wspotaut. 2008). Pobieranie mocz-
nika przez roSliny obserwowano w wielu
eksperymentach (np. MERIGOUT i wspolaut.
2008), a ponadto zidentyfikowano transpor-
tery mocznika u Arabidopsis thaliana, mie-
dzy innymi AtDUR3, transporter o wysokim
powinowactwie, dzialajacy na zasadzie sym-
portu (LU i wspoétaut. 2003a). Wykryto takze
system transportu mocznika o niskim powi-
nowactwie (LIU i wspotaut. 2003b). Mocznik
mozna podawac nie tylko do gleby, ale takze
dolistnie, co wykazano np. u Malus domesti-
ca (DONG i wspotaut. 2002).

Rosliny poza licznymi transporterami
aminokwasOw, posiadaja takze transporte-
ry peptydéw, ktore naleza do trzech rodzin
genow, a mianowicie: (i) transportery dipep-
tydow i tripeptydow (ang. peptide transpor-
ters, PTR), (ii) transportery oligopeptydow
(ang. oligopeptide transporters, OPT), trans-
portery duzych peptydow (ang. ATP binding
cassette, ABC) (RENTSCH i wspotaut. 2007).
Biatka OPT odpowiadaja za transport pepty-
dow zbudowanych z 4-5 reszt aminokwasow
(KoH i wspotaut. 2002). Rodzina transporte-
row OPT jest dzielona na dwie podrodziny:
(1) ,prawdziwe” OPT (ang. peptide transpor-
ters, PT) (OsAwA i wspoétaut. 20006), transpor-
tujace peptydy zbudowane z 4-5 reszt amino-
kwasowych, a takze glutation i jego koniu-
gaty, oraz (ii) biatka YSL (ang. yellow stripe
like), ktore u Arabidopsis thaliana transpor-



Roznorodnosé strategii pozyskiwania azotu przez rosliny

217

tuja aminokwasy chelatujace metale ciezkie
(LuBKOWITZ 2006).

Niestety obecna wiedza na temat trans-
porteré6w peptydow dotyczy glownie trans-
portu tych zwiazkéw wewnatrz organizmu
roSliny. Wsroéd nielicznych wyjatkow znajdu-
ja sie¢ badania PAUNGFOO-LONHIENNE i wspot-
aut. (2009), w ktorej autorzy udowodnili
pobieranie dipeptydow w i tripeptydow w
przez Hakea actities. Potencjalna dostepnosé
peptydow z gleby dla korzeni roSlin jest
ograniczana przez interakcje tych zwiazkow
z innymi skladnikami gleby. Podobnie jak
aminokwasy czy biatka, takze peptydy moga
by¢ adsorbowane przez faze stala gleby (Qu-
ALLS i RICHARDSON 2003).

Ponadto w badaniach prowadzonych w
warunkach sterylnych MATSUMOTO i wspol-
aut. (2000) wykazali pobieranie biatkopodob-
nych zwiazkéw zawierajacych azot (o masie

PREFERENCJE ROSLIN W POBIERANIU

Niezwykle istotnym elementem w odzy-
wianiu azotowym roSlin sa preferencje roz-
nych gatunkéw roslin w stosunku do zZrédet
azotu. Przykladowo, badania FALKENGREN-GRE-
RUP i wspotaut. (2000) dowiodly, ze roSliny
zyjace w poludniowej Szwecji na kwasSnej
glebie z wysokim poziomem mineralizacji,
moga wykazywa¢ odmienne preferencje w
stosunku do mieszaniny aminokwasow (ala-
nina, glutamina, glicyna) i azotu nieorganicz-
nego (pod postacia metylaminy — analogu
NH,") — Deschampsia flexuosa pobierata naj-
wiecej azotu organicznego, a Prunella vulga-
ris i Galium aparine pobieraly glownie azot
nieorganiczny. ROwniez badania WEIGELT i
wspotaut. (2005) wskazuja na réznice w wy-
korzystywaniu réznych form azotu przez ro-

89 kDa) przez korzenie Daucus carota i
Brassica campestris, z pominieciem uprzed-
niej mineralizacji. Takze badania MCLAREN i
wspotaut. (1960) wskazuja na mozliwos¢ po-
bierania bialka (lizozymu, o masie molowej
okoto 14 kDa) przez korzenie jeczmienia. Ba-
dania OKAMOTO i OKADA (2004) wskazuja, ze
roSliny z gatunkoéw Sorghum bicolor i Oryza
sativa moga rekompensowal niski poziom
egzogennego azotu nieorganicznego przez
pobieranie azotu organicznego pod postacia
biatka. Jednak badania cytowane powyzej
nie precyzuja mechanizmu pobierania biatek.
Ponadto PAUNGFOO-LONHIENNE i wspolaut.
(2008), badajac mozliwos$¢ pozyskiwania azo-
tu z bialek przez Hakea actites i Arabidopsis
thaliana, otrzymali wyniki sugerujace mozli-
woS¢ pobierania albuminy bez uprzedniego
trawienia, a takie pobieranie odbywalo si¢
przez endocytoze.

ROZNYCH ZRODEL AZOTU Z GLEBY

sliny; Lolium perenne pobierala wiecej azotu
nieorganicznego i glicyny w poréwnaniu do
aminokwasow o wickszej masie molowej, na-
tomiast roSliny z gatunku Nardus stricta wy-
kazaly silne preferencje w stosunku do sery-
ny w porownaniu do azotu nieorganicznego.
Preferencje roslin w stosunku do réznych
Zrodel azotu sa czesto pochodna warunkow,
w ktorych zyja. RoSliny rosnace w klimacie
o niskiej temperaturze i w kwasSnej glebie
(ekosystemy alpejskie i arktyczne), w ktorej
poziom NH/ jest wyzszy w wyniku ograni-
czenia nitryfikacji (KLADIVKO i KEENEY 1987),
przystosowaly si¢ do warunkow wykazujac
preferencj¢ do pobierania jonéw amono-
wych w wigkszym stopniu niz NO,” (ATKIN
19906).

ROSLINY MOGA POZYSKIWAC AZOT DZIEKI SYMBIOZIE

Rosliny poza pobieraniem przez korzenie
roznych form azotu, moga takze pozyskiwac
azot dzicki symbiozie z bakteriami wiazacy-
mi azot atmosferyczny. Liczne gatunki roslin
tworza symbioze z odpowiednimi bakteria-
mi np. Rhizobium melitoli z lucerna, Bra-
dyrhizobium japonicum z soja, czy olcha z
bakteriami Frankia (SCHLEGEL 2008). Jednak
znaczacy udzial bakterii wiazacych azot w
budzecie azotowym roSliny nie jest tak oczy-
wisty jak powszechnie sadzono. Wedlug ba-
dan DOBBELAERE i wspotaut. (2002), inokula-

cja pszenicy Azospirillum nie powodowala
wzrostu stezenia azotu u tych roSlin. Jednak-
ze obserwowano rowniez pozytywny wplyw
takiej inokulacji na wzrost i wielkoS¢ plonu
zb6z wynikajacy ze zmian morfologicznych
i fizjologicznych u inokulowanych roslin.
Zmiany te powodowaly zwigkszenie pobie-
rania wody i mineraldbw (OKON i KAPULNIK
1986).

Z kolei mikoryza jest symbioza korzeni ro-
Slin z grzybami. Wspoldzialanie symbiontow
polega gtéwnie na tym, ze grzyb korzysta z
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asymilatow transportowanych do korzeni z
czeSci pedowej rosliny, natomiast korzySci
roslinnego partnera wynikaja ze znacznego
zwickszenia powierzchni chlonnej w glebie
(ROUSSEAU i wspotaut. 1994). Dzi¢ki miko-
ryzie, poprzez strzepki grzyba roSliny moga
pozyskiwac rozne zwiazki, w tym azot nie-
organiczny i organiczny (HENOwICZ 2002).
Grzyby mikoryzy erikoidowej, wesikularno-
arbuskularnej oraz ektomikoryzowej pobie-
raja aminokwasy i przekazuja je do roSliny
(STRIBLEY i READ 1980, BAJWA i READ 1985,
ABUZINADAH i READ 1989, CHAPIN i wspoétaut.
1993). Jednak w niektorych badaniach obser-

wowano rowniez przekazywanie niewielkiej
ilosci aminokwasow przez grzyb do korzeni
gospodarza (nie przekraczajaca kilku procent
podanego, znakowanego azotu) (PERSSON
i NAsHOLM 2001). Ponadto, strzepki grzyb-
ni wydzielaja do gleby liczne enzymy, kto-
re hydrolizuja materi¢ organiczna. Strzepki
grzybow mikoryzowych wydzielaja proteazy
(CHALOT i BRUN 1998), ktore uwalniaja ami-
nokwasy z biatek gleby. Grzyby mikoryzowe,
z pomoca wydzielanych proteaz i oksydazy
polifenolowej, moga uwalnia¢ i pozyskiwac
azot z komplekséw biatka — kwas taninowy
(READ 1996).

KORZENIE PROTEOIDOWE I KOMORKI UWALNIANE Z KORZENIA DO RYZOSFERY

Po raz pierwszy korzenie proteoidowe
(ang. proteoid roots, cluster roots) wykryto u
roslin z rodziny Proteaceae (PURNELL 1960),
jednak potem podobne struktury wykryto
rowniez u niektorych gatunkoéw z rodzin Be-
tulaceae, Casuarinaceae, Eleagnaceae, Le-
guminosae, Moraceae, Myricaceae (WATT i
EVANS 1999). Korzenie proteoidowe charak-
teryzuja sie tworzeniem gestej sieci korzeni
bocznych o specyficznym ksztalcie, co znacz-
nie zwicksza powierzchnie systemu korze-
niowego, np. u Hakea obliqua wytworzenie
korzeni tego typu zwickszylo powierzchnie o
okoto 25 razy (DELL i wspolaut. 1980). Gatun-
ki wytwarzajace korzenie proteoidowe zwykle
nie tworza symbiozy z grzybami mikorytycz-
nymi (SKENE 1998). Korzenie proteoidowe
zdaja sie odgrywac potencjalnie istotna role
w pozyskiwaniu organicznych form azotu.
SCHMIDT i STEWART (1999) wykazali, ze siew-
ki Hakea posiadajace korzenie proteoidowe,
moga pobierac glicyne, nawet gdy maja takze
do dyspozycji rOwnomolowe stezenia azotu
nieorganicznego. SCHMIDT i wspotaut. (2003)
zaobserwowali, ze roSliny Hakea moga ro-
sna¢ na podtozu zawierajacym jedynie pep-
tydy jako Zrodlo azotu i wykazali obecnosc¢
transporterow aminokwasow (HaAAT4-1), a
takze transporterow peptydow (HaPepTl) w
korzeniach i sugeruja, ze Hakea jest w pelni
przystosowana do wzrostu na podlozu zawie-
rajacym azot organiczny.

Interesujacym zjawiskiem u roSlin jest
takze tworzenie komorek, ktore oddzielaja
sie od czapeczki korzenia (ang. root border
cellss, RBC) i otaczaja wierzchotkowa czeS¢
korzenia. Rola RBC przede wszystkim pole-
ga na ochronie wierzchotka korzenia przed
czynnikami abiotycznymi i biotycznymi (Ha-

WES i wspotaut. 2000), chociaz wsrod licz-
nych zwiazkow wydzielanych przez te ko-
morki wykryto substancje, ktore moga miec
znaczenie w pozyskiwaniu sktadnikow pokar-
mowych, w tym takze azotu (WEN i wspol-
aut. 2007). W pracy WEN i wspotaut. (2007),
na podstawie podobienstwa sekwencji ziden-
tyfikowano ponad 30 bialek wydzielanych
zarowno z wierzcholkow korzeni grochu, jak
i z RBC, a w tym: p-glukozydaze, lipoksygena-
ze, dysmutaze ponadtlenkowa, a takze prote-
aze cysteinowa.

POZYSKIWANIE AZOTU PRZEZ ROSLINY
OWADOZERNE

Wyjatkowa strategic pozyskiwania azo-
tu opanowaly roSliny owadozerne, wyksztal-
cajac zdolno$¢ do trawienia egzogennych
bialek. Rosliny owadozerne rosna zwykle w
ekosystemach o niskiej zawartoSci dostep-
nych zwiazkow odzywczych (ADAMEC 1997)
i dlatego stosuja, poza fotosynteza, niezwy-
kle oryginalna metode pozyskiwania substan-
cji odzywczych. Z pomoca specjalnie w tym
celu wyksztatconych pulapek chwytaja owa-
dy. Jednym z lepiej poznanych przykladow
roSlin owadozernych jest Nepenthes, rosnaca
w lasach potudniowo-wschodniej Azji i posia-
dajaca putapki w ksztalcie dzbanéw (OWEN i
LENNON 1999). Wewng¢trzna powierzchnia
dzbanka u Nephentes pokryta jest gruczota-
mi wydzielajacymi kwasny ptyn, ktory zawie-
ra enzymy, miedzy innymi proteazy, a takze
fosfatazy (HESLOP-HARRISON 1975, PLACHNO
i wspotaut. 2006). Przyktadem proteazy ule-
gajacej sekrecji u roslin owadozernych jest
nepentesyna, enzym wykazujacy duze podo-
bienstwo do pepsyny i wykryty u Nephentes
przez NAKAYAMA i AMAGASE (1968). O ogrom-
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nym znaczeniu zdobywania zwiazkéw z owa-
dow w gospodarce azotowej roSlin Swiadcza
badania SCHULZE i wspotaut. (1997), w kto6-
rych to azot pozyskiwany z owadoéw stano-
wil az 60% azotu pobieranego przez Nepen-
thes mirabilis. W pulapkach dochodzi do
intensywnego trawienia schwytanych ofiar, a
roSlina pobiera azot najprawdopodobniej w
formie aminokwasow, lub tez malych pepty-
dow (AN i wspotaut. 2002).

POZYSKIWANIE AZOTU DZIEKI PROTEAZOM
WYDZIELANYM Z KORZENI

Wsrod fizjologow roslin dhugo istnial pa-
radygmat, zgodnie z ktérym mikroorganizmy
musza rozklada¢ materi¢ organiczng gleby
uwalniajac azot nieorganiczny, czyniac go
dostepnym dla roslin. Obecnie wiadomo, ze
azot organiczny pod postacia aminokwasow
moze by¢ znaczacym Zrodlem azotu w od-
zywianiu ro$lin (LIPSON i NASHOLM, 2001).
Jednak w materii organicznej gleby azot or-
ganiczny wystepuje gtownie w formie biatek
(KAYE i HART 1997), a wolne aminokwasy w
glebie powstaja w wyniku hydrolizy bialtek i
peptydow, katalizowanej przez proteazy wy-
dzielane przez mikroorganizmy. Jednak ba-
dania przeprowadzone kilka lat temu wska-
zuja na korzenie ro$lin jako dodatkowe Zro-
dio proteaz (GODLEWSKI i ADAMCZYK 2007).
Wryniki te zostaly potwierdzone takze przez
PAUNGFOO-LONHIENNE i wspotaut. (2008) rok
pOzniej. Badania zjawiska wydzielania prote-
az przez korzenie roslin dowiodly, ze poziom
aktywnosci proteaz w podiozu hodowlanym
hydroponicznie hodowanych siewek jest spe-
cyficzny dla gatunku, a nawet dla odmiany.
Badania biochemiczne dowiodly, ze proteazy
wydzielane z korzeni Allium porrum, Zea
mays, Helianthus annuus wykazuja optimum
aktywnoSci w neutralnym pH i naleza glow-
nie do proteaz cysteinowych (GODLEWSKI i
ADAMCZYK 2007). Badania z uzyciem chroma-
tografii cieczowej sprze¢zonej ze spektrome-
tria masowa (LC-MS) wykazaly, ze proteazy
wydzialne z korzeni Allium porrum trawia

biatka (kazein¢ i albumine wotowa) z r0zna
specyficznoscia, a wsrod produktow takiego
trawiania wykryto niskoczasteczkowe pepty-
dy (ADAMCZYK i wspoétaut. 2009), ktore moga
by¢ pobierane przez korzenie roSlin (TSAY i
wspotaut. 2007). Zastosowanie LC-MS i lan-
cucha B insuliny jako substratu umozliwilo
wykazanie, ze proteazy wydzielane z korzeni
pora maja aktywnoS¢ zarOwno egzopeptydaz
jak i endopeptydaz (ADAMCZYK i wspolaut.
2009). Wydzielanie enzymOw proteolitycz-
nych z pewnoScia moze mie¢ znacznie w
odzywianiu azotowym roSlin, na co wskazuja
badania wykonane na sterylnych hodowlach
pszenicy, w ktorych siewki Triticum aesti-
vum osiagaly najwicksza mase na podlozu
Murashige i Skoog’a, w ktorym zastapiono
azot nieorganiczny biatkiem (kazeing). Obec-
nos$¢ kazeiny w podtozu rekompensowata
brak azotu nieorganicznego (ADAMCZYK i
wspotaut. 2008). Badania zjawiska wydziela-
nia enzymow proteolitycznych do podtoza
sugeruja, ze w sterylnych warunkach rosliny
moga skutecznie wykorzystywaé biatka pod-
toza jako Zrodlo azotu. Jednak w warunkach
naturalnych takze mikroorganizmy wydzie-
laja proteazy i sa zdolne do pobierania pro-
duktow proteolizy. Nalezy jednak pamie¢tac,
ze aktywnoSc¢ zaré6wno bakterii jak i grzybow
w glebie zalezy od wielu czynnikow (WIE-
LAND i wspotaut. 2001), a ponadto gleba nie
jest homogenna pod wzgledem zawartoSci
biatka (HODGE i wspotaut. 2000a). W miej-
scach w glebie szczegoOlnie bogatych w bial-
ko mozliwosci trawienne mikroorganizmow
moga by¢ niewystarczajace i w takich miej-
scach proteazy wydzielane z korzeni roSlin
moga trawiC biatka w celu pozyskania azotu
dla roslin.

Przedstawiony przeglad piSmiennictwa
wskazuje na ogromna réznorodnosS¢ przysto-
sowan roslin do korzystania z zasobow pokar-
mowych Srodowiska. To zréznicowanie do-
tyczy takze strategii zdobywania azotu przez
roSliny. Problem odzywiania azotowego roslin
wymaga dalszych, intensywnych badan.

PODSUMOWANIE

Zgodnie z tradycyjnym pogladem fizjolo-
gow, rosliny moga pozyskiwa¢ azot w formie
nieorganicznej pod postacia jonéw amono-
wych i azotanowych. Zaré6wno bialka trans-
porteréw tych jonow, jak i regulacja ekspres;ji
odpowiednich genéw zostala juz w pewnym

stopniu poznana i zrozumiana. Wiadomo tak-
ze, ze symbioza z bakteriami, jak i z grzybami
mikoryzowymi moze potencjalnie w sposob
znaczacy wspomoOc budzet azotowy rosliny.
Dodatkowo, takie przystosowania anatomiczne
jak pulapki na owady u owadozernych, prote-
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oid roots (zwiekszajace powierzchnie pobiera-
nia korzeni), jak i komorki root border cells
moga potencjalnie wspomagac¢ pozyskiwanie
azotu. Na przestrzeni ostatnich lat wzrosto za-
interesowanie organicznymi Zrédlami azotu
pod postacia aminokwasOw, mocznika i krot
kich peptydéw. Badania dowiodly, ze korzenie
roslin moga pozyskiwacé takze i te Zrodla azo-
tu, pomimo konkurencji ze strony mikroorga-

nizmoéw. Ponadto wykrycie zdolnoSci roSlin
do wydzielania proteaz przez korzenie wnosi
nowe spojrzenie na odzywianie azotowe ro-
slin. Wykazanie, ze rosliny dzieki wydzielanym
proteazom moga wykorzystywac biatka obecne
w podtozu wskazuje, ze roSliny moga aktywnie
uczestniczy¢ w zwickszaniu w ryzosferze puli
azotu w formie dostepnej dla roslin niezalez-
nie od mikroorganizméw glebowych.

VARIOUS STRATEGIES OF NITROGEN ACQUISITION BY PLANTS

Summary

In this paper we discuss strategies of the uptake
of nitrogen by plants. Nitrogen belongs to the group
of the most essential nutrients for plants. Uptake of in-
organic nitrogen in the form of NH," and NO," is well-
known event, including mechanisms of its uptake and
regulation of proper genes. It is also known that sym-
bioses with bacteria or mycorrhizal fungi can poten-
tially improve nitrogen uptake. Additionally, such ana-
tomical adjustments like proteoid roots, root border

cells formation and formation of traps in the case of
carnivorous plants can also increase nitrogen influx to
plants. It was shown that plant roots can uptake con-
siderable amounts of amino acids, but also short pep-
tides and urea. However, it is still not clear how well
plant roots can compete with soil microorganisms for
organic nitrogen. Here we also describe exudation of
proteases by plant roots, a potentially important strat-
egy in plant nitrogen nutrition.
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