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POBIERANIE I TRANSPORT JONOW AZOTANOWYCH W ROSLINACH ORAZ
ICH WPLYW NA ARCHITEKTURE KORZENI

WPROWADZENIE

Azot to makroelement niezbedny do
prawidlowego wzrostu i rozwdj roslin. Jest
skladnikiem bialek, kwaséw nukleinowych,
chlorofilu, koenzymoéw, fitohormonow oraz
wtornych metabolitéw (BLoom 2006). Jest
jednym z glownych skladnikéw mineralnych
w tkankach roslinnych i stanowi okolo 2%
do 4% caltkowitej suchej masy roslin (MEN-
GEL i wspoélaut. 2001). W glebie wystepuje
w wielu roznych formach, ale sposréod nich
rosliny w najwiekszych iloSciach pobieraja
go jako jony NO, oraz NH," (MILLER i CRA-
MER 2004). Niska dostepnos¢ azotu lub spa-
dek zdolnosci jego pobierania przez komorki
korzeni negatywnie wplywaja na produktyw-
nos¢ roslin oraz na konkurencje wewnatrz-
i miedzygatunkowsa. Ponadto, deficyt azotu
powoduje karlowatos¢ roslin, wytwarzanie
waskich lisci oraz chloroze, ktéra zazwyczaj
jest widoczna na lisSciach starszych, ponie-
waz zasoby tego pierwiastka sg przemiesz-
czane do mlodszych czesci pedu (RICHARD-
-MOLARD i wspétaut. 2008).

[los¢ azotu w glebie, w obrebie systemu
korzeniowego jednej rosliny, moze by¢ bar-
dzo zréznicowana, w zwiazku z czym rosli-
ny, aby unikna¢ niedoboréw tego pierwiast-
ka, wytworzyly szereg przystosowan meta-
bolicznych, fizjologicznych 1 rozwojowych

(RICHARD-MOLARD i wspotaut. 2008), ktore w
duzym stopniu zaleza od zmiany poziomu
ekspresji genéw. W odpowiedzi na rézne
stezenie azotu poziom ekspresji niektérych
gendw moze zmienia¢ sie¢ nawet w ciagu
kilku minut. Wykazano, ze u Arabidopsis
thaliana calkowity brak lub silne ogranicze-
nie dostepnosci azotu prowadzi do skoor-
dynowanej represji genéw zaangazowanych
w fotosynteze, synteze chlorofilu i synteze
biatek plastydowych, z jednoczesna induk-
cja genow wtornego metabolizmu i degra-
dacji bialek (HAWKESFORD i wspotaut. 2012,
SCHLUTER i wspoétaut. 2012).

POBIERANIE I TRANSPORT NO,

Na dostepnos¢ dla roslin réznych form
azotu w glebie ma wplyw wiele czynnikéw,
takich jak sklad granulometryczny, aktyw-
no$S¢ mikroorganizmoéw, czy wilgotnos¢ i pH
gleby (HAWKESFORD i wspétaut. 2012). W
zwiazku z tym, rosliny wyzsze wytworzyly
mechanizmy zwieckszajace efektywnos¢ pobie-
rania tego pierwiastka, w szczego6lnosci sze-
reg systemow transportujacych NO, i NH,’,
rozniacych sie specyficznoscig i powinowac-
twem (WILLIAMS i MILLER 2001). W przypad-
ku, gdy w Srodowisku zewnetrznym steze-
nie jonéw azotanowych lub amonowych jest
wysokie (powyzej 0,5 mmol-dm=), pobieranie
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odbywa sie glownie przez system transpor-
tujacy o niskim powinowactwie (ang. low-
-affinity transport system, LATS), umozliwia-
jacy intensywny wplyw azotu do komorek.
Drugim typem systemo6ow transportujacych
wyksztalconym przez rosliny sa systemy
transportujace o wysokim powinowactwie
(ang. high-affinity transport system, HATS),
ktorych aktywnosé uwidacznia sie w niskich
stezeniach tych jonow w $rodowisku (poni-
zej 0,5 mmol-dm™®) (HAWKESFORD i wspoétaut.
2012). HATS zostaly dalej podzielone, w za-
leznosci od czynnikow decydujacych o ich
ekspresji, na konstytutywne (ang. constitu-
tive high-affinity transport system, CHATS)
oraz indukowane (ang. inducible high-af-
finity transport system, IHATS) (VIDMAR i
wspoétaut. 2000).

Jony azotanowe wystepuja w glebie w
wickszej koncentracji niz jony amonowe i sa
bardziej mobilne, co skutkuje wiekszg ich
dostepnoscia dla roslin (MILLER i CRAMER
2004). U roslin wyzszych istnieja wspol-
dzialajace ze soba systemy transportuja-
ce NO,, odpowiedzialne za pobieranie tego
jonu z gleby oraz jego dystrybucje w rosli-
nie. Sa to transportery nalezace do rodziny
NPF (ang. nitrate peptide family; wczesniej
NRT1, ang. nitrate transporter 1) (LERAN i
wspoétaut. 2014), NRT2 (ang. nitrate trans-
porter 2) (DANIEL-VEDELE i wspélaut. 2010)
oraz kanaly anionowe CLC (ang. chloride
channels) i SLAC1 (ang. slow anion chan-
nels 1). Wszystkie te rodziny biatek sa kodo-
wane przez 73 geny, a dla 24 sposrod nich
wykazano udzial w transporcie azotanow
(KrRAPP i wspotaut. 2014, LERAN i wspoétaut.
2014).

Niezaleznie od typu transportera, pobie-
ranie jonéw azotanowych przez blone komor-
kowa odbywa sie wbrew gradientowi poten-
cjalu elektrycznego (ASSMANN 2006). Ujemnie
natadowane jony NO, musza pokonac barie-
re energetyczng zwiazang z ujemnie natado-
wana wewnetrzna powierzchnia blony, dla-
tego tez transportery z rodzin NPF i NRT2
pobieraja azotany przez blone komérkowa w

NO, H* H*
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jonéw
azotanowych
(NPFiNRT2)

w
-
-

pompa
rotonowa  biona
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NO, 2H' H*
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Ryc. 1. Schemat pobierania jonéw azotanowych
przez komorke roslinng z udzialem transporterow
NPF i NRT2.

symporcie z protonami (Ryc. 1). W zwigzku
z tym, funkcjonowanie tych transporterow
wymaga posrednio nakladu energii w po-
staci ATP. W rzeczywistosci ATP zuzywane
jest przez plazmolemowa pompe protonowa
(H*ATPaze), ktéra aktywnie wyrzuca proton
na zewnatrz komorki, aby w poprzek blony
wytworzyC i utrzymacé gradient pH niezbed-
ny do funkcjonowania symporterow (Ryc. 1)
(HAWKESFORD i wspétaut. 2012).

NPF (DAWNIEJ NRT1)

U A. thaliana rodzina transporterow NPF
sklada sie z 53 biatek, z ktorych 16 bie-
rze udzial w transporcie jonéw azotanowych
(Tsay i wspotaut. 2007, KRAPP i wspotaut.
2014). Oprocz azotanow, transportery z ro-
dziny NPF moga réwniez transportowaé¢ inne
substraty, takie jak aminokwasy, peptydy,
auksyne czy kwas abscysynowy (ABA). Kilka
biatek rodziny NPF wykazuje niska specy-
ficznos¢ i moze transportowac wiecej niz je-
den substrat. NPF posredniczy w transporcie
wylacznie w systemie LATS (DANIEL-VEDELE
i wspotaut. 2010), z wyjatkiem transportera
AtNPF6.3 (dawniej AtNRT.1.1; CHL1), kto-
ry moze funkcjonowac¢ zaréwno jako LATS,
jak i HATS (Lu i wspétaut. 1999). AtNPF6.3
ulega ekspresji w komoérkach epidermy mto-
dych korzeni oraz wierzchotkach korzeni, co
wskazuje na jego role w pobieraniu azota-
now z gleby. Gen ten rowniez ulega ekspre-
sji w korze pierwotnej i endodermie, co moze
Swiadczy¢ o udziale transportera w dalszym
przemieszczaniu NO, w poprzek korzenia
(HAWKESFORD 1 wspétaut. 2012). Powinowac-
two AtNPF6.3 do jonéw azotanowych jest
regulowane przez fosforylacje reszty treoni-
nowej. Fosforylowany AtNPF6.3 pelni funk-
cje transportera o wysokim powinowactwie,
natomiast jesli nastapi jego defosforylacja, to
dziala on jako transporter o niskim powino-
wactwie (TsAy i wspoétaut. 2007, CHAPMAN i
MILLER, 2011). Transporter ten, oprocz azota-
now, moze rowniez transportowac¢ do wnetrza
komorki auksyne (KRAPP i wspotaut. 2014).

Kolejnym waznym bialkiem tej rodzi-
ny przenos$nikéw jest AtNPF4.6 (dawniej
AtNRT1.2), ktéry rowniez ulega ekspresji w
komoérkach epidermy korzenia oraz wierzchot-
ka korzenia i jest zaangazowany w pobiera-
nie jonu azotanowego z gleby. Produkt tego
genu jest transporterem o niskim powino-
wactwie, odpowiedzialnym za konstytutywny
pobor NO, (HAWKESFORD i wspotaut. 2012).

NRT2

Siedem genéw rodziny NRT2 jest obec-
nych w genomie A. thaliana, a do najwaz-
niejszych dla pobierania jonu azotanowego
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przez korzenie mozemy zaliczy¢ AtNRT2;1 i
AtNRT2;2. Oba geny sa indukowane obec-
nosScia jonow azotanowych w Srodowisku
i wplywaja na strukture korzeni, przez
uczestnictwo w Sciezce transdukcji sygna-
tu wywolanego obecnoscia NO,. Wszystkie
biatka nalezace do tej rodziny dzialaja wy-
lacznie w systemie HATS i nie transportu-
ja zadnego innego substratu niz azotany,
w przeciwienstwie do wczesniej omawianej
grupy NPF (CHAPMAN i MILLER 2011). Do
swej aktywnosci transportery te wymagaja
dodatkowego skladnika biatkowego, NRT3.
Jest to biatko z pojedyncza domena trans-
blonowa, ktora bezposrednio oddzialuje =z
NRT2. Jesli wystepuja osobno, zadne z tych
biatek nie moze posredniczy¢ w transpor-
cie jonow azotanowych (ORSEL i wspélaut.
2006). W jeczmieniu i ryzu, w odréznieniu
od rzodkiewnika, zidentyfikowano po 4 geny
nalezace do rodziny transporterow NRT2
(VIDMAR i wspétaut. 2000, ARAKI i HASEGAWA
2006).

SLAC I CLC

Wolne kanaly anionowe SLAC sa pro-
duktem 5 genow: SLACI1 i SLAHI1-SLAH4
(bedacymi homologami SLACI), ktore zlo-
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Ryc. 2. Schemat przedstawiajacy udzial réznych systemoéw trans-
portujacych w pobieraniu i dystrybucji jonéw azotanowych w rosli-
nie (wg HAWKESFORD i wspoétaut. 2012, zmodyfikowana)
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W pobieraniu azotanéw z gleby uczest-
nicza bialkka NPF6.3, NPF4.6, NRT2.1 i
NRT2.2, obecne w plazmolemie komorek ry-
zodermy. Dzialaja one na zasadzie symportu
z protonami. Po pobraniu azotanéw docho-
dzi do ich zaladunku do ksylemu, w czym
uczestnicza biatka transportujace NPF7.3.
Nastepnie azotany transportowane sa ksy-
lemem w kierunku pedéw. Ponadto, azota-
ny w korzeniach moga by¢ akumulowane w
wakuolach, w czym uczestnicza antyporte-
rowe biatka tonoplastowe CLCa, cechujace
sie wysokim powinowactwem do NO,. Po
dotarciu do pedow, w dalszym transporcie
azotanow uczestnicza biatka symporterowe:
NPF7.2 odpowiedzialne za rozladunek ksyle-
mu oraz NPF6.2. uczestniczace w transpor-
cie NO, do liscii. W pedach jony azotano-
we moga by¢ magazynowane w wakuolach
komorek mtodych lisci, skad moga zostac
przetransportowane do nasion. Analogicznie
jak ma to miejsce w korzeniach, azotany
sa akumulowane w wakuolach komorek li-
§ci dzieki aktywnosci tonoplastowych biatek
CLCa. Z kolei do rozwijajacych sie nasion
azotany sa transportowane poprzez biatka
symporterowe NPF2.12. Po dotarciu do ko-
morek nasion, za akumulacje azotanéw w
ich wakuolach odpowiada biatko NRT2.7
(DECHORGNAT i wspoétaut. 2011, HAWKESFORD
i wspoétaut. 2012).

W niewielkiej ilosci jony NO,  moga zo-
sta¢ wycofane ze starych lisci dzieki aktyw-
nosci biatka NPF2.13 poprzez zatadunek flo-
emu, moga réwniez wyptywacé z korzenia po-
przez transporter NPF2.7 (dawniej NAXT1).
Jest to bialko zlokalizowane w plazmolemie
komorek kory korzeni odpowiedzialne za
dilugotrwaly eksport jonéw azotanowych w
odpowiedzi na zakwaszenie Srodowiska (DE-
CHORGNAT i1 wspoétaut. 2011, LERAN i wspol-
aut. 2014).

WPLYW JONOW AZOTANOWYCH NA
ARCHITEKTURE KORZENI

Po pobraniu przez korzen, jony azota-
nowe nie tylko podlegaja asymilacji i wbu-
dowaniu w zwiazki organiczne, ale takze
biorg udzial w regulacji wzrostu i rozwoju
catej rosliny. Podczas czasowego niedoboru
azotanow w Srodowisku glebowym rosliny
wykazuja odpowiedz dwufazowa. W trakcie
pierwszej fazy tempo elongacji lisci ulega
redukcji, co przebiega jednak bez negatyw-
nego wplywu na fotosynteze (HAWKESFORD i
wspolaut. 2012, SCHLUTER i wspoétaut. 2012).
Rownoczesnie dotychczasowy wzrost i roz-
woj korzenia jest utrzymany na tym samym
poziomie lub jest nawet stymulowany, dzie-
ki zwiekszonemu eksportowi asymilatéw do
tego organu. W konsekwencji zmniejsza sie

biomasa pedu w stosunku do biomasy ko-
rzenia. ZawartoS¢ azotu w tkankach roslin-
nych, w szczegbélnosci w formie jonow azo-
tanowych, widocznie obniza si¢ na poczatku
wystepowania deficytu azotanéw w Srodowi-
sku, co dowodzi, ze te jony sa mobilizowa-
ne w celu utrzymania metabolizmu azotu na
odpowiednim poziomie. Ponadto zwieksza sie
zdolnos¢ systemu korzeniowego do pobiera-
nia NO, z gleby (RICHARD-MOLARD i wspoti-
aut. 2008). W drugiej fazie, gdy nadal wy-
stepuje niedobor jonéw azotanowych, docho-
dzi do zaburzen w syntezie biatek i kwasow
nukleinowych, gléwnie w starzejacych sie
lisciach (GRYFFITHS i wspotaut. 2014). Spa-
dek aktywnosci enzymu RUBISCO (karbok-
sylaza/oksygenaza rybulozo-1,5-bisfosforanu)
prowadzi do ograniczenia fotosyntezy, co z
kolei powoduje zahamowanie wzrostu -calej
rosliny (RICHARD-MOLARD i wspélaut. 2008,
KANT i wspotaut. 2011).

Jedna z najbardziej widocznych zmian
zachodzacych w odpowiedzi na zréznicowane
zasoby azotan6éw jest zmiana architektury
korzenia. Jesli w glebie wystepuja réwno-
miernie rozmieszczone, wysokie zasoby tych
jonow, wowczas obserwuje sie zahamowanie
rozgaleziania systemu korzeniowego (HAW-
KESFORD i wspotaut. 2012). Wysokie stezenia
NO, wyzwalaja systemowa odpowiedz rosliny
w postaci inhibicji rozwoju korzeni bocznych
(Ryc. 3), ktora najczesciej wystepuje w po-
czatkowej fazie ich rozwoju (zatrzymujac roz-
woj korzenia bocznego na etapie tworzenia
zawiazkow), widocznie opodzniajac aktywacje
merystemu w korzeniach bocznych (ZHANG
i wspotaut. 1999). Takie zatrzymanie rozwo-
ju na etapie zawiazkéw jest ulatwieniem dla
szybszego wytworzenia korzeni bocznych w
razie wystapienia niedoboréw jonéw azota-
nowych (MALAMY 2005). Ten sygnal gléwnie
spowodowany jest akumulacja jonéow azota-
nowych i metabolitow azotu w roslinie (KANT
i wspoélaut. 2011).

Dla wiekszosci roslin optymalnymi ste-
zeniami jonéw azotanowych dla stymula-
cji rozwoju korzeni bocznych sa stezenia w
przedziale od 0,1 do 10 mmoldm™ (Ryc. 3).
Ponadto, ze zwickszajacym sie stezeniem jo-
now azotanowych zwigzana jest wyzsza ak-
tywnos¢ enzymu reduktazy azotanowej, kto-
ry jest najwazniejszym enzymem szlaku me-
tabolizmu azotu w roslinach (ZHANG i wspol-
aut. 1999, AVERINA i wspétaut. 2014).

W przypadku ograniczenia dostepnosci
azotanéw (0,01 mmol-dm® NO,) nastepu-
je stymulacja rozwoju korzeni bocznych w
kierunku obszaréw gleby zasobniejszych w
azot (1,0 mmol-dm™® NO,). W doswiadczeniu
przeprowadzonym na jeczmieniu wykazano,
ze gdy NO, byly obecne tylko w jednej z
trzech stref Srodowiska korzeni, obserwowa-
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Ryc. 3. Wplyw stezenia jonoéw azotanowych na

dhugos¢ korzeni bocznych (wg ZHANG i wspodtaut.
1999)

no najwiekszy rozwoj korzeni bocznych wia-
Snie w strefie bogatej w azot. Natomiast w
wariancie kontrolnym, gdzie jony azotanowe
byly rownomiernie rozmieszczone w Srodowi-
sku, korzenie boczne byly obecne na catlej
dhugosci systemu korzeniowego (DREW 1975).

Badania na A. thaliana nad zmianami w
morfologii korzeni w odpowiedzi na ograni-
czenie zasobow NO, wykazaly istotne roz-
nice w biomasie pedow, dlugosci korzeni
glownych i bocznych oraz liczbie korzeni
bocznych. Rosliny, ktére poczatkowo rosty
na podlozu ze stosunkowo wysokim steze-
niem jonéw azotanowych, a nastepnie zosta-
ly przeniesione do podloza o sladowej ilosci
NO,” wykazaly sie gorszym rozwojem pedow
oraz korzeni gléwnych, z jednoczesnym wy-
raznym zwiekszeniem dlugosci i liczby ko-
rzeni bocznych. Zmiany w architekturze ko-
rzeni przebiegaja bez znaczacych zmian w
biomasie korzeni, gdyz rozwd6j korzeni bocz-
nych jest rownowazony skracaniem Kkorzeni
glownych. Wyczerpywanie zasobow jonow
azotanowych jest sygnalem do rozbudowania
systemu korzeniowego, podczas gdy wysokie
zawartosci tego pierwiastka sa odczytywane
jako sygnat do rozwoju pedow (DE PESSE-
MIER i wspoétaut. 2013). Ponadto, po przenie-
sieniu roslin poczatkowo rosnacych w obec-
nosci wysokiego stezenia NO, do podioza o
optymalnym stezeniu tych jonéw obserwowa-
no normalny rozwoj korzeni, tak jak w wa-
runkach kontrolnych. U takich roslin wyste-
puje rowniez wyraznie wicksze stezenie [AA
(kwas indolilo-3-octowy), co sugeruje, ze au-
ksyna jest zaangazowana w odpowiedz rosli-
ny na niedobér jonoéw azotanowych (WALCH-
-Liu i wspétaut. 2006). Roéwniez egzogenny
ABA (kwas abscysynowy) moze powodowac

zahamowanie rozwoju korzeni bocznych we
wczesnej fazie ich tworzenia (MALAMY 2005).
Takie reakcje roslin podkreslaja, ze azot jest
makroelementem warunkujacym zaréwno
prawidtowy wzrost, jak i rozwdj roslin (DE
PESSEMIER i wspétaut. 2013).

STRESZCZENIE

W odpowiedzi na zroznicowana dostepnosé azotu
w glebie rosliny wytworzyly mechanizmy zwiekszajace
efektywnos¢ pobierania tego pierwiastka, w szczegdlno-
Sci szereg systemoéw transportujacych NO,. Naleza do
nich systemy transportowe NPF (daw. NRT1), NRT2,
CLC i SLAC1. NPF (symportery) sa aktywne, gdy ste-
zenie NO, w Srodowisku zewnetrznym jest wieksze niz
0,5 mmol-dm=, ponadto dzieki niskiej specyficznosci
moga transportowaé inne substraty niz jony azotano-
we np. aminokwasy. Bialka rodziny NRT2 (symportery)
transportuja wylacznie azotany i dziataja, gdy zewnetrz-
ne stezenia NO,” wynosza ponizej 0,5 mmol-dm=. Biatka
SLAC1 (kanaly anionowe) zlokalizowane sa w komoérkach
szparkowych i uczestnicza w usuwaniu jonoéw chlorko-
wych i azotanowych podczas zamykania szparek. Rodzi-
na CLC oprocz transportu chloru wykazuje duze powi-
nowactwo do NO,. Jednym z przedstawicieli tych biatek
jest CLCa, ktory zlokalizowany jest w tonoplascie i bie-
rze udzial w transporcie jonéw azotanowych do wakuoli
w antyporcie z protonami.

Po pobraniu przez komorki korzenia, jony azotano-
we podlegaja dystrybucji do réznych tkanek i organéw
rosliny, dzieki aktywnosci kolejnych transporterow nale-
zacych do wyzej wymienionych rodzin bialek.

Jedna z najbardziej widocznych zmian zachodza-
cych w odpowiedzi na zréznicowane zasoby azotanow
w podlozu jest zmiana architektury korzenia. Wysokie
stezenia NO, (50 mmol-dm™®) powoduja zahamowanie
rozgaleziania systemu korzeniowego. W przypadku ogra-
niczenia dostepnosci azotanow (0,01 mmol-dm=) naste-
puje stymulacja rozwoju korzeni bocznych w kierun-
ku obszaréw gleby o wyzszych zawartosciach azotanow
(1,0 mmol-dm=). U A. thaliana zmiany w architekturze
korzeni przebiegaja bez znaczacych zmian w biomasie
korzeni, gdyz rozwdj korzeni bocznych jest réwnowazony
skracaniem korzeni glownych. Wyczerpywanie zasobow
jonow azotanowych jest sygnalem do rozbudowania sys-
temu korzeniowego, podczas gdy wysokie zawartosci tego
jonu jest odczytywane, jako sygnal do rozwoju pedow.
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Summary

In response to varied availability of nitrogen in the soil plants developed mechanisms to improve the efficiency
of uptake of this element, in particular several NO,  transport systems. These transport systems belong to the fol-
lowing protein families: NPF (formerly NRT1), NRT2, CLC and SLAC1. NPF (symporters) are active when the NO.
concentration in the environment is higher than 0,5 mmol-dm= and due to its low specifity for nitrate ions it also
may transport other substrates such as e.g. amino acids. NRT2 protein family (symporters) transports nitrates and
operates only when the external NO,~ concentrations are below 0,5 mmol-dm™. SLAC1 proteins (anion channels) are
located in the guard cells and are involved in the efflux of chloride and nitrate ions during the closing of stomata.
CLC family apart from transporting CI" has a high affinity for NO,". One of the members of these proteins, CLCa,
is located in the tonoplast and is involved in the transport of nitrate ions to the vacuole in antiport with protons.

After uptake by root cells, nitrate ions are distributed to various tissues and organs of the plant due to activity
of other transporters belonging to the above-mentioned protein families.

One of the most visible changes in response to the diverse resources of nitrates is a change in the architecture
of roots. High concentrations of NO,” (50 mmol-dm™) in a substrate cause inhibition of branching of the root sys-
tem. In the case of limited availability of nitrates (0,01 mmol-dm™) stimulation of lateral root development occurs
towards soil areas with higher NO, content (1,0 mmol-dm™). In A. thaliana modifications of roots architecture occur
without significant alteration in the biomass of roots, because the development of laterals is balanced by shortening
of the main root. The low content of nitrate ions is a signal to expand the root system, while a high content of this
ions is the signal to develop shoots.



