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TRANSPORT AZOTAN(')W’I JEGO REGULACJA
W KOMORKACH ROSLIN WYZSZYCH

Nitrate uptake and its regulation in higher plants

Grazyna KLOBUS

Summary: Uptake of nitrate by roots followed by assimilation in plant cells is the main rout of mineral N conversion into
organic N. Since nitrate, like other mineral nutrients required for optimal plant growth, is taken up from relatively low
concentrated soil solutions, plants have developed high-performance uptake systems in root cells. Activity of nitrate uptake
systems are regulated on transcripional and posttranscriptional levels. Current knowledge about this regulation is discussed

in presented paper.
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WSTEP

Azot jest jednym z podstawowych pierwia-
stkow warunkujacych prawidiowy wzrost i roz-
wdj roslin. Poza stosunkowo niewielka grupa
organizméw roslinnych wspélzyjaca z bakteria-
mi wiazacymi azot atmosferyczny, wiekszos¢é
ro§lin wyzszych korzysta z mineralnych form
tego pierwiastka obecnych w glebie. Nieorgani-
czne zwiazki azotu wystepujace w glebie to azo-
tany i sole amonowe. Wykorzystywanie jednej
badZ drugiej formy azotu nieorganicznego przez
ro§liny zalezy gtéwnie od stgzenia tych jonéw w
srodowisku. Z kolei poziom NH,* i NOj3~
w podiozu jest wypadkowa aktywnosci glebo-
wych bakterii ammonifikacyjnych i nitryfika-
cyjnych, ktérych aktywno$¢ i wystepowanie w
glebie ksztaltowane s3 przez warunki glebowe.
I tak, bakterie nalezace do grupy ammonifikato-
16w, odpowiedzialne za produkcje NH4*, w
przeciwienstwie do bakterii nitryfikacyjnych, sa
mato wrazliwe na ekstremalne parametry glebo-
we, takie jak niska temperatura, niskie pH czy

niskie st¢zenie tlenu w glebie. Generalnie wigc,
tylko gleby ubogie, charakteryzujace sig¢ niskim
pH sa bardziej zasobne w zwiazki amonu niz w
azotany i ta forma azotu jest pobierana przez ro-
§liny. Natomiast w glebach zasobnych w zwiaz-
ki organiczne i mineralne, wykazujacych obo-
jetne badZ lekko zasadowe pH, z uwagi na po-
wszechng obecno$¢ edaficznych bakterii nitryfi-
kacyjnych z grupy Nitrosomonas i Nitrobacter,
bardziej rozpowszechniona i dostgpng dla roslin
forma sg jony azotanowe. Tak wigc, dla wig-
kszosci roslin, zwlaszcza dla roslin uprawnych,
azotany stanowia gléwne Zrédto azotu, a ich po-
bieranie jest pierwszym etapem regulujacym
wzrost 1 w konsekwencji plonowanie.

MOLEKULARNE PODSTAWY REGULACJI
TRANSPORTU AZOTANOW

Dotychczasowe, prawie dwudziestoletnie
badania dotyczace pobierania azotanéw do-
wiodly obecnosci w roslinach przynajmniej -
dwéch systeméw transportujacych NOj™, réz-
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niacych sie wlasciwosciami kinetycznymi. Je-
den z nich to system wykazujacy niskie powino-
wactwo do azotanéw (low-affinity NO3™ trans-
port system, LATS), podczas gdy drugi syste-
mem charakteryzuje si¢ wysokim powinowac-
twie do azotanéw (high-affinity NO;™ transport
system, HATS) [16, 23, 49]. Pierwszy ma chara-
kter konstytucyjny, funkcjonuje przy wysokich
(powyzej 1 mM) stezeniach anionu, ma wysoka
warto$¢ K, wynoszaca zazwyczaj okoto 0,5
mM lub wyzsza i nie podlega wysyceniu [2, 3,
26, 27]. Drugi z systeméw, zwany czesto indu-
kcyjnym, wymaga dla swej aktywnodci pretra-
ktowania roslin azotanami [9, 21, 27]. Jego
aktywno$¢ przewaza w warunkach niskich (do 1
mM) egzogennych stezefi NO3™, charakteryzuje

sie niskg wartoscig K, wynoszaca od 10 do 300 -

UM i ulega wysyceniu [1].

Indukcja systemu o wysokim powinowac-
twie do azotanéw odbywa si¢ na poziomie trans-
krypcji i translacji, gdyz jest hamowana zaréw-
no przez inhibitory syntezy mRNA jak i post-
transkrypcyjne inhibitory syntezy biatka [26, 27,
36]. Najprawdopodobniej indukcja systemu
HATS wymaga takze jednoczesnej syntezy lipi-
déw [36]. W preparatach plazmolemy otrzyma-
nych z korzeni kukurydzy wykazano obecnosé
kilku polipeptydéw indukowanych azotanami, z
ktérych dwa (47-49 kDa i 30-33 kDa) wydaja
si¢ by¢ integralnymi biatkami btonowymi [15,
43]. Do tej pory brak jednak jakichkolwiek do-
wodow na to, ze proteiny te posrednio lub bez-
posrednio zaangazowane sa W transport azota-
now.

Biatkowe nosniki azotanéw o wysokim po-
winowactwie do anionu zostaly zidentyfikowa-
ne za pomoca badan genetycznych w komor-
kach Procaryota oraz w komérkach grzybéw i
glonéw. I tak, w komoérkach Synechoccocus sp.
CC7942 wykryto cztery geny (NrtA, nrtB, NrtC
i NrtD) odpowiedzialne za syntezg transportera
NOj™ ziozonego z peptydéw 72,3 kDa, 30,2 kDa
30,3 kDa [44]. Ten btonowy nosnik NO3™ nale-
zy do rodziny aktywnych transporteréw wiaza-
cych ATP (tzw. typ ABS) i wykazuje duzg ho-
mologi¢ z peptydami NasF, NasE i NasD trans-
portera azotandéw znalezionego w komérkach
Klebsiella pneumoniae [44].

Biatka transportujace azotany funkcjonujace
w komorkach Procaryota wydaja si¢ by¢ zupet-
nie rézne od transporteréw znalezionych w ko-
moérkach Eucaryota, o czym §wiadczy brak jaki-
chkolwiek podobiedstw sekwencyjnych. W
eukariotycznych komdrkach Chlamydomonas
reinhardtii ekspresja systemu transportujacego
azotany wymaga aktywnosci dwéch sposréd
trzech gendw: Nar2 i Nar3 lub Nar4 [46]. Dele-
cja tych genéw calkowicie blokuje pobieranie
azotanéw przy stezeniu 50 UM, co wskazuje, iz
koduja one system HATS. Ustalona sekwencja
nukleotydowa hydrofobowych biatek NAR3 i
NAR4 wykazuje bardzo wysoka, bo 80% homo-
logie. Obydwa biatka w 27 do 31% sa takze
identyczne z sekwencja btonowego biatka kodo-
wanego przez gen CrrnA. Gen CrnA koduje takze
biatkowy transporter azotanéw o wysokim po-
winowactwie do anionu (K, 200 uM) w komér-
kach Aspergillus nidulans {8, 59], bowiem od-
porne na chlorany mutanty crrA pobieraja do
80% mniej azotanéw od form dzikich grzyba
[11].

W roslinach wyzszych udato si¢ do tej pory
zidentyfikowaé¢ dwa geny odpowiedzialne za
syntez¢ bialka zaangazowanego w transport
azotanéw. Jeden z nich (pBCHI) klonowano z
komoérek korzeni jeczmienia [56]. Koduje on
biatko transbionowe o cigzarze 55kDa, identy-
czne w 32% w biatkiem CRNA Aspergillus ni-
dulans oraz. w 50% z biatkiem NAR3 Chlamy-
domonas  reinhardtii. Egzogenne azotany
wzmagajg wyraZnie transkrypcje genu, co suge-
rowaloby, ze koduje on transporter typu HATS.

Drugi gen kodujacy bialko transportujace
azotany (Chll) znaleziono w komoérkach Arabi-
dopsis thaliana. W wyniku jego ekspresji syn-
tetyzowane jest integralne bialko bionowe zto-
zone z 590 aminokwaséw, o ciezarze czastecz-
kowym wynoszacym 65 kDa i zawierajacym
najprawdopodobniej 12 transmembranowych
odcinkéw [57]. Synteza Chll mRNA ma miej-
sce glownie w korzeniach Arabidopsis i jest
wyraZznie stymulowana egzogennymi azotana-
mi. Wprowadzenie Chll mRNA do cocytéw Xe-
nopus powodowatio zwiekszona absorpcje NO;
oraz zalezng od pH depolaryzacje blony. Powy-
zsze wyniki sugeruja, ze gen Chll koduje indu-
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kcyjny system transportujacy azotany. Kinety-
czna charakterystyka tego systemu wskazywata
jednak na jego niskie powinowactwo do NO5 ~
(K, okolo 8 mM) [57]. Pozostaje to w duzej
sprzecznos$ci z wynikami do§wiadczen przepro-
wadzonych na nienaruszonych roslinach. Z ba-
dan tych wynika bowiem, ze system indukcyjny
jest systemem o wysokim powinowactwie do
azotanéw, podczas gdy niskie powinowactwo
do azotanéw charakteryzuje system konstytu-
cyjny. Niektorzy badacze uwazaja wigc, ze gen
ChlI koduje konstytucyjny, a nie indukcyjny sy-
stem transportujacy azotany [13, 14]. Ponadto,
znacznie nizsze pobieranie chloru i potasu przez
mutanty nie zawierajace genu Chll [17, 48] su-
geruje, iz biatko kodowane przez gen Chll zaan-
gazowane jest takze bezposrednio lub posrednio
w transport innych jonéw. Nalezy wigc raczej
przypuszczad, ze gen Chll koduje biatko(a) re-
gulujace aktywno$¢ szeregu transporteréw, a nie
specyficzny transporter azotandw. Jest to tym
bardziej prawdopodobne, ze gen Chll nalezy do
rodziny genéw zidentyfikowanych u Arabido-
psis, obejmujacej przynajmniej cztery inne spo-
krewnione geny. Jeden z nich, AtPTR2, w 25%
identyczny z Chll, wykazuje wysoka komple-
mentarno$¢ z genem kodujacym w komdrkach
drozdzy 12. hydrofobowych laicuchéw trans-
blonowych transportera peptydéw [53]. Zna-
miene, ze réwniez geny kodujace transportery
peptydoéw zawierajace regiony obejmujace 12.
transblonowych odcinkéw, zidentyfikowane w
komérkach zwierzecych (gen PepT1) oraz w ko-
morkach bakterii (rodzina genéw PTR i POT)
wykazuje wysoka komplementarno$é z genem
Chli [19, 45, 53].

ENDOGENNE CZYNNIKI REGULUJACE
POBIERANIA AZOTANOW

Pobieranie azotanéw podlega bardzo precy-
zyjnej i réznorodnej regulacji. Zmierza ona do
koordynacji pobierania NO3~ z ich asymilacjg i
w konsekwencji z produkcja biomasy. Mecha-
nizm proceséw regulatorowych, jak i czynniki
regulatorowe sa stabo poznane. Generalnie, nie-
zaleznie od gatunku, zmieniaja one w taki spo-
s6b absorpcje jonu, by stosunek N do C w tkan-

kach utrzymywany byt na mniej wigcej statym
poziomie [25, 29]. Badania kinetyczne prowa-
dzone na catych roslinach i zawiesinach komé-
rek wykazaty, ze obydwa systemy transportujg-
ce NO37, tzn. konstytucyjny i indukcyjny, pod-
legaja czulej regulacji poprzez sprzgzenie
zwrotne: lepsze zaopatrzenie tkanek w azot ob-
niza intensywno$¢ pobierania NO;~ [30]. Ta ne-
gatywna regulacja pobierania azotanéw odpo-
wiada zar6éwno za zmiany szybkosci pobierania
NO;™ wystepujace podczas ontogenezy organi-
zmo6w roSlinnych [28, 60] jak i za zmiany wyni-
kajace z okresowych fluktuacji czynnikéw $ro-
dowiskowych, takich jak odzywianie azotowe,
natlenienie gleby, intensywnos$¢ §wiatta, tempe-
ratura czy czynniki stresowe [5, 20, 37, 47]. Re-
gulacja odbywa si¢ zaréwno w korzeniach jak i
czedciach nadziemnych. Jest oczywiste, ze pro-
cesy regulacyjne zlokalizowane w czgéciach
nadziemnych wymagaja czynnika ,,informuja-
cego” korzenie o zapotrzebowaniu na azot.
Czynnik taki powinien podlegac szybkiej trans-
lokacji, a jego stgzenie w cytosolu komorek ko-
rzenia powinno zmieniac aktywno$¢ badZ synte-
ze nos$nika odpowiedzialnego za absorpcj¢ azo-
tanéw. Potencjalnymi kandydatami sa tu amino-
kwasy i kwasy karboksylowe.

Niewatpliwie aminokwasy reguluja zmiany
intensywno$ci pobierania azotanéw podczas
ontogenetycznego rozwoju ro§lin. Wykazano
bowiem, ze szybko$§¢ pobierania NO3™ rosnie
podczas fazy wegetatywnego wzrostu, osiagajac
maksimum we wczesnych stadiach reprodu-
kcyjnych, a nastgpnie drastycznie spada podczas
zawigzywania owocOw 1 dojrzewania nasion
[28]. Szybszemu pobieraniu azotanéw towarzy-
szy akumulacja bialek zapasowych w lisciach,
natomiast spadek szybkosci zachodzi réwnole-
gle z rozkladem tych biatek [52]. Jednoczesnie,
w sposéb odwrotny niz szybko$¢ absorpcji
NO;~, zmienia si¢ stezenie wolnych aminokwa-
s6w we floemie. Tak wiec, aminokwasy powsta-
fe z rozkladu bialek zapasowych w lisciach,
podlegajace tatwej translokacji do korzeni moga
spetnia¢ role bezposredniego, negatywnego re-
gulatora transportu azotanéw [12]. Potencjalny-
mi regulatorami moga by¢ arginina, alanina,
asparagina i/lub glutamina, gdyz tylko te amino-
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kwasy podane egzogennie, po 3 godzinnej fazie
lag wyraZnie obnizaja pobieranie azotandéw
[42]. Podwyzszona akumulacja argininy i aspa-
raginy w korzeniach, obserwowana podczas
uprawy roslin w obecnosci amonu moze takze
tlumaczyé hamujace dziatanie NH,4* na pobiera-
nie azotan6éw [16]. Na udzial aminokwasdéw po-
wstajacych w korzeniach, w regulacji absorpcji
NO;~ wskazywali réwniez Breteler i Siegerist [7].

Innym potencjalnym regulatorem pobierania
azotanéw moze by¢ takze kwas jablkowy [4, 54,
55]. Pozytywne korelacje pomigdzy endogen-
nym poziomem jablczanu w korzeniach Arabi-
dopsis thaliana, a intensywnoscia pobierania
NO;~ obserwowane przez Doddema i wsp. [16]
potwierdzaty rolg tego kwasu w regulacji absor-
pcji azotandw. Pozniejsze badania dowiodly, ze
jablczan moze spelniac¢ role koordynatora po-
migdzy pobieraniem azotandéw, a ich asymilacja
w lisciach [54]. Wiadomo bowiem, ze w wyniku
redukcji azotanéw w liSciach powstaja w row-
nowaznej ilodci jony hydroksylowe. Dla utrzy-
mania homeostazy wzrasta synteza silnych kwa-
sO6w organicznych, ktére gléwnie w formie jabt-
czanu potasu sg transportowane do korzeni. De-
karboksylacja jablczanu w korzeniach dostarcza
jonéw HCO5~ wydalanych na zewnatrz, a po-
brane w réwnowaznej ilo§ci azotany sa nastg-
pnie transportowane wraz z potasem do czg¢sci
nadziemnych [4]. Tak wigc, kwasy karboksylo-
we 1 aminokwasy wydajg si¢ by¢ uniwersalnymi
regulatorami pobierania NO3~ produkowanymi
zaréwno w czg¢dciach nadziemnych jak i w ko-
rzeniach, odpowiadajacymi za reakcje sprzgze-
nia zwrotnego pomigdzy statutem azotowym
tkanek, a pobieraniem azotanéw.

O ile niewatpliwie egzogenne azotany decy-
duja o indukcji systemu transportujacego NO3~
o wysokim powinowactwie do anionu (HATS),
o tyle endogenny poziom zakumulowanych jo-
néw nie wydaje si¢ bezposrednio wplywac na
jego aktywnos¢. Swiadczy o tym identyczna
szybko$¢é absorpcji azotandw przez odmiany
dzikie jeczmienia (niska akumulacja NO3~ w
korzeniach) i przez mutanty nie wykazujace
aktywnej reduktazy azotanowej (wysoka aku-
mulacja NO5~ w korzeniach) [61]. Takze jony
amonowe nie wydaja si¢ by¢ bezposrednim re-

gulatorem wplywajacym na intensywno$¢ po-
bierania azotanow. Jakkolwiek ich obecnosé¢ w
Srodowisku hamuje absorpcj¢ azotandéw, to jed-
nak wstepne traktowanie roslin sulfoksyimina
metioniny, inhibitorem syntetazy glutamiowej,
znosi ten efekt, co sugeruje raczej udzial gluta-
miny lub innych produktéw asymilacji azota-
néw w regulacji pobierania [8].

MECHANIZM TRANSPORTU AZOTANOW
PRZEZ PLAZMOLEME

Gwaltowny spadek intensywnosci pobiera-
nia azotanéw obserwowany w obecnosci czyn-
nikéw obnizajacych natgzenie proceséw meta-
bolicznych (niska temperatura, warunki beztle-
nowe, inhibitory metaboliczne) wskazuje na za-
lezno$¢ tego procesu od energii metaboliczne;j.
Energia ta wykorzystywana jest nie tylko do
asymilacji NO3;~ w cytoplazmie komorek ale
takze do przeniesienia go przez zewngtrzne bto-
ny plazmatyczne {10, 20}. Wiadomo, ze aktyw-
ny transport azotanéw do komorek ma charakter
kotransportu protonowego i odbywa si¢ przy
udziale tzw. pierwotnej sily transportowej, wy-
twarzanej dzieki polaryzacji bton [22, 41, 58].
Powszechnie przyjete jest, ze gradient potencja-
Iu elektrochemicznego plazmolemy komdérek
roslinnych generuja pompy protonowe zalezne
od ATP, czyli H*ATPazy [50, 51]. Jakkolwiek
niewatpliwa jest zalezno$¢ pobierania azotanow
od tej aktywnos$ci plazmolemowej, to jednak ba-
dania przeprowadzone z uzyciem specyficznych
inhibitoréw H*ATPazy oraz inhibitora konsty-
tucyjnej oksydoreduktazy NADH-zelazicyjanek
sugerowaly udzial takze drugiej z wymienio-
nych aktywnosSci plazmolemy w transporcie
NO;™ do komdrek korzeni [31, 35, 33]. Przypu-
szczenia te potwierdzily wyniki do§wiadczen
przeprowadzonych na pecherzykach plazmole-
my. Absorpcja azotanéw przez pecherzyki o
wiasciwej orientacji btony, zaopatrzone w ATP
i NADH przewyzszata bowiem wyraZnie pobie-
ranie NO;™ przez pecherzyki zawierajace jedy-
nie ATP. Co wigcej, réznice w ilosci pobranych
aniondw obserwowano tylko wtedy, gdy w mie-
szaninie inkubacyjnej obecny byt zelazicyjanek,
a kwinakryna, specyficzny inhibitor oksydore-
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duktazy NADH-zelazicyjanek, niwelowata je
[32].

Korelacje pomiedzy konstytucyjna aktyw-
noécia oksydoredukcyjna plazmolemy, a trans-
portem azotanéw moga wynikac z udziatu enzy-
mu w generowaniu badZ regulowaniu wielkosci
potencjatu elektrochemicznego blony. Juz w
1981 r. Loppert [38] sugerowat udziat plazmole-
mowej oksydoreduktazy w wytwarzaniu gra-
dientu potencjatu elektrochemicznego blony.
Jednakze funkcjonowanie biatka jako elektro-
gennej pompy protonowej pozostawalo przez
wiele lat kontrowersyjne. Do§wiadczenia prze-
prowadzone na catych roslinach nie wyjasnity
tego problemu [18, 33, 39]. Takze wyniki do-
§wiadczen przeprowadzonych na frakcjach za-
wierajacych niejednorodne blony komodrkowe
(mikrosomy, [40]) lub mieszaning pgcherzykow
plazmolemy o wtasciwej i odwrdconej orientacji
[24] nie wydawaly sig by¢ przekonujace. Dopie-
ro zastosowanie preparatéw pecherzykéw pla-
zmolemy o wysokim stopniu czystosci i okre-
§lonej orientacji wykazaly, ze plazmolemowa
oksydoreduktaza NADH-zelazicyjanek odpo-
wiada jedynie za transblonowy przeplyw ele-
ktronéw 1 nie jest bezposrednio zaangazowana
w wektorowy transport protonéw z cytoplazmy
do apoplastu [6, 34]. Dowodzita tego zdolnos¢
utleniania NADH obecnego w mieszaninie in-
kubacyjnej przez pecherzyki o odwrdconej
orientacji, tylko wtedy jesli do ich wnetrza
wprowadzono  zelazicyjanek. Jednoczesny,
wyrazny spadek pH mieszaniny inkubacyjnej
§wiadczyl o uwalnianiu protonéw po cytopla-
zmatycznej stronie plazmolemy. Ponadto za-
uwazono, iz transport protonéw w pecherzykach
plazmolemy zawierajacych zelazicyjanek, ozna-
czany podczas inkubacji w mieszaninie zawiera-
jacej zar6wno ATP jak i NADH byl wyzszy od
transportu obserwowanego podczas inkubaciji
pecherzykéw jedynie w obecnosci ATP [34].
Takie wyniki jednoznacznie dowiodly udziatu
plazmolemowej oksydoreduktazy w regulacji
transportu protonéw katalizowanego przez H*-
ATPaze.

Podsumowujac nalezy stwierdzié, ze pobie-
ranie azotandw przez komaérki korzeni zalezy od
gradientu potencjailu elektrochemicznego pla-

cyloplazma
(cytoplasma )

apoplast
{ apoplast )

HCFIll

Rys. 1. Model aktywnego transportu azotanéw do komérek
ro§linnych.

Konstytucyjna oksydoreduktaza zlokalizowana w plazmole-
mie komérek roslinnych utleniajac cytoplazmatyczny
NADH uwalnia protony i przenosi przez blong elektrony na
egzogenny akceptor (zelazicyjanek potasu — HCFII) powo-
dujac jego redukcje. Poprzez zmiang potencjatu elektrycz-
nego blony (Ay), zmiang stezenia jonéw H' w cytoplazmie
i zmiane stosunku NADH/NAD oksydoreduktaza moduluje
aktywno$¢é H'ATPazy, regulujac w ten sposéb transport
protonéw z cytoplazmy do apoplastu komérek roslinnych.
H*ATPaza jest jedyna pompa protonowa funkcjonujgcg w
plazmolemie komdrek roslinnych generujaca gradient po-
tencjatu elektrochemicznego blony. Aktywny transport azo-
tanéw do komérek katalizowany jest przez specyficzny
nosnik zlokalizowany w zewnetrznej blonie dziatajacy jako
kotranspoter protonowy.

Fig. 1. Model of NO3 ™ active transport into plant root cells.

The constitutive oxidoreductase, an integral plasma mem-
brane protein, during oxidation of NADH releases protons
in cytosol and transfers electrons (e’) on apoplastic ac-
ceptors, such ferricyanides (HCFII). Changes in: (1) mem-
brane electrical potential (Ay, (2) H" concentration in
cytosol and (3) NADH/NAD ratio in cytosol generated by
oxidoreductase can regulate ATPase activity and affect the
transmembrane proton flux. H*ATPase is the only proton
pump in plasmalemma changing its electrochemical poten-
tial gradient. The active NO3’ transport into plant cells de-
pendent on an specific carrier protein acts as proton
cotransporter.

zmolemy generowanego przez HT-ATPazy i
modulowanego przez plazmolemowa oksydore-
duktaze wedlug modelu przedstawionego na ry-
sunku (Ryc. 1).
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