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POBIERANIE JONOW AMONOWYCH
PRZEZ ROSLINY WYZSZE

Uptake of ammonium ions by higher plants

Genowefa KUBIK-DOBOSZ

Summary: This review describes the current investigations concerning the uptake and transport of NH4" into root cells.
During the past few years the mechanisms of ammonium uptake by higher plants have been characterised. It was found that
uptake of ammonium is mediated by two functionally distinct plasma membrane-bound transport systems. One of them
operates at low external concentrations of NH4"(<] mM) and transports ammonium into cells against its electrochemical
gradient. The electrical potential gradient is maintained by the activity of plasma membrane H*-ATPase that provides the
driving force for the transport of NH4". Recently, a gene encoding a high affinity transport system (HATS) was identified in
Arabidopsis thaliana. It was found that this protein carrier is conserved over a broad range of organisms (bacteria, yeast,
plants and animals). A passive, electrogenic, low affinity transport system (LATS) operates at high ammonium

concentrations (>1 mM) and is mediated probably by ion channels.
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WSTEP

Azot nalezy do podstawowych sktadnikéw
mineralnych warunkujacych wzrost i rozwéj or-
ganizmow rolinnych. Najbardziej obfitym
zrodlem azotu jest atmosfera, jednakze tylko
nieliczne gatunki ro§lin, zdolne do symbiozy z
mikroorganizmami glebowymi, moga wykorzy-
stywac azot gazowy. Pozostale roSliny pobieraja
azot mineralny z roztworu glebowego.

Gleby roznia si¢ pomigdzy soba nie tylko za-
sobnoscia w azot, ale i forma jego wystepowa-
nia. W zyznych, dobrze natlenionych glebach
uprawnych, dominujaca forma azotu sa jony
azotanowe (NOjy"), powstajace w wyniku proce-
su nitryfikacji organicznego azotu. Jony amono-
we (NH,*), wytwarzane w procesie amonifika-
cji lub tez dostarczane w trakcie nawozenia, sg
szybko utleniane przez mikroorganizmy nitry-
fikacyjne do azotanow. Jednakze przy zbyt ni-
skim pH gleby, przy obnizonej temperaturze,

jak réwniez przy niedostatku tlenu w glebie,
proces nitryfikacji jest zahamowany i w roztworze
glebowym gromadzg si¢ jony amonowe [81].
W tkankach fotosyntetyzujacych roélin Cy
waznym Zrédiem NH,* jest przemiana glicyny
w szlaku fotorespiracyjnym. Przeptyw NH,* w
tym szlaku jest 8-10 razy wigkszy niz w szlaku
pierwotnej biosyntezy aminokwaséw [30]. Na
terenach zanieczyszczonych ekologicznie, liScie
ro§lin moga pobiera¢ z atmosfery znaczace ilo-
§ci gazowego NH3, a takze emitowac go do at-
mosfery w takiej samej formie [15, 25, 40, 71].
Miejscem wymiany gazowego NH; sa szparki
liciowe. Obliczono, ze przy zwigkszeniu z 14
do 709 pg m™ zawartosci NH; w powietrzu,
udziat NH; pobranego przez liscie w catkowitej
puli azotu w rolinie wzrasta z 4% do 77% [53].
Dla rozwoju wigkszosci gatunkéw roslin od-
powiedniejsza forma azotu sa jony azotanowe,
natomiast wiele gatunkéw traw, turzyc, przed-
stawiciele rodziny Ericaceae czy drzew iglas-
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tych, rosna lepiej w §rodowisku zasobniejszym
w jony amonowe [32]. Jony NH,* sa pobierane
chetnie przez wszystkie rosliny, jednakze w wa-
runkach, w ktérych tempo pobierania jest wie-
ksze niz metaboliczna asymilacja NH,*, w rosli-
nach gromadza si¢ wolne jony amonowe wywo-
tujac charakterystyczne toksyczne objawy [8,
55]. Roéliny asymilujace jony amonowe w ko-
rzeniach charakteryzuja si¢ wigksza tolerancja
na NH4* niz ro§liny przemieszczajace je do cze-
$ci nadziemnych [2].

Przyczyn toksycznego oddzialywania nad-
miaru jonéw NH,* doszukiwano si¢ przede
wszystkim w zakwaszaniu §rodowiska wynika-
jacym z pobierania NH4*, poniewaz podczas
asymilacji NH,* w cytoplazmie, uwalnia si¢ 1-
1,6 czasteczek H* na czasteczke pobranego
NH,* [14, 64]. Zaobserwowano jednak, ze upra-
wa roSlin w kontrolowanych warunkach, zapo-
biegajacych zakwaszaniu §rodowiska, umozli-
wia wzrost roélin na NH4* podobny do osiaga-
nego w obecnosci azotanéw [75]. Powyzsze ob-
serwacje doprowadzily do sformulowania po-
gladu, ze nie same jony NH,* lecz wzrastajaca
kwasowos¢, zwigzana z pobieraniem tych katio-
néw, jest odpowiedzialna za objawy toksyczno-
§ci [66]. Do§wiadczenia przeprowadzone na sie-
wkach Pinus silvestris, charakteryzujacych sig
naturalna odpornoscia na niskie pH wykazaty
jednak, ze samo obnizenie pH Srodowiska nie
wywoluje charakterystycznych deformacji cze-
$ci merystematycznych korzeni [82] i problem
pozostaje nadal otwarty. Optymalnym dla wzro-
stu roslin wydaje si¢ uktad, w ktérym ro§liny po-
bieraja réwnoczesnie NO5™ i NH4* [61, 82], po-
niewaz eliminowane sa zmiany odczynu roz-
tworu (odpowiednio alkalizacja lub zakwasza-
nie) zwigzane z pobieraniem tych jonéw.

Utrzymanie réwnowagi fadunkéw po obu
stronach plazmolemy i stabilizacja cytopla-
zmatycznego pH wymaga usunigcia protonéw
poza obreb cytoplazmy, do ryzosfery. Transport
protonéw do soku wakuoli ma tu niewielkie zna-
czenie z powodu jego niskiego pH [64]. Przy ni-
skich warto$ciach zewnetrznego pH stosunek
usuwanego H* do pobranego NH,* znaczaco si¢
obniza, osiagajac warto$¢ 0,1 przy pH 3,5, nato-
miast przy pH 8,0 jego warto$¢ wynosi 3,1 [14].

Tempo pobierania poszczegélnych form
azotu zalezy od ogdlnej zawartoSci mineralnego
azotu w glebie. Przy niskich stgzeniach azotu,
jony amonowe pobierane sa szybciej niz jony
azotanowe, natomiast przy wyzszych steze-
niach, ro§liny absorbuja wigecej NO; = [4]. U
wigkszosci ro§lin gléwnym miejscem asymilacji
pobranego NH,* sa korzenie, a przemieszczanie
wolnych jonéw amonowych do czesci nadzie-
mnych jest niewielkie [9, 62, 72]. Azot amono-
wy transportowany jest do pedéw w soku ksyle-
mu lub floemu, w postaci aminokwaséw, ami-
déw lub ureidéw [64].

Pobieranie jonéw amonowych przez korze-
nie ro§lin wyzszych obejmuje nastepujace fazy
o réznej kinetyce:

1. Adsorpcje NHs" na powierzchni korzenia,
2. Whikanie NH4" do Scian komérkowych

(wolnej przestrzeni Donnana) i transport

przez plazmoleme do cytoplazmy,

3. Faze cytoplazmatyczna, zwiazang z asymila-
cja NH4" w komérce.

Adsorpcja jonéw NH4* na powierzchni ko-
mérek zachodzi na drodze sorpcji wymiennej z
jonami H* i jest procesem niemetabolicznym.
Ujemny tadunek $cian komérkowych, wynika-
jacy z obecnosci zjonizowanych reszt karboksy-
lowych, umozliwia masowy przeptyw lub dyfu-
zje NH,* do apoplastu. Biatkowo-lipidowa pla-
zmolema stanowi natomiast bariere uniemozli-
wiajaca swobodna dyfuzje NH,* do cytopla-
zmy.

Faza cytoplazmatyczna polega na metabo-
lizowaniu NH4* do aminokwaséw przy udziale
systemu dwu enzyméw (syntetazy glutamino-
wej i syntazy glutaminianowej). Przy nadmiarze
NH4* w §rodowisku, jony amonowe s asymilo-
wane przez dehydrogenaz¢ glutaminianowa.
Wytworzone aminokwasy pozostaja w korzeniu
lub sa transportowane do pedu.

Polowiczny czas wymiany NH,* (t;,) w
wymienionych wyzej fazach przyjmuje zblizone
warto$ci dla réznych gatunkéw roélin i wynosi
odpowiednio 2-3 sek., 30 sek.-1 min i 8—14 min
[33, 83]. Nie zalezy on przy tym od wysokosci
zewnetrznego stezenia NH,*, mimo ze rosliny
rosnace wczesniej w Srodowisku pozbawionym
azotu, po przeniesieniu do roztworu NH,* po-
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bieraja wigcej jonéw amonowych niz roliny pre-
traktowane jonami NH,* lub NOy™ [44, 46, 57].

PRZEPLYW PRZEZ BLONY

Btona bialkowo-lipidowa nie stanowi barie-
ry dla drobnych, pozbawionych tadunku czaste-
czek. ktore wnikaja do komoérki na zasadzie dy-
fuzji prostej. Czasteczki obdarzone fadunkiem
moga przenikaé przez blong biatkowo-lipidowa
na zasadzie dufuzji utatwionej, a w ich przeno-
szeniu uczestnicza kanaly jonowe badZ nosniki
(transportery) zlokalizowane w bflonie. Przez
wiele lat akceptowano teori¢ o swobodnym
przenikaniu przez plazmoleme matej, lipofilnej
czasteczki NHy. Wedtug niej amoniak wnikatby
do komdrek korzeni wylacznie w postaci polar-
nej. elektrycznie obojetnej czasteczki. Taka cza-
steczka moze tatwo przechodzic¢ przez dwuwar-
stwowa blone biatkowo-lipidowa na zasadzie
dyfuzji prostej. Jednakze czasteczka NHy w Sro-
dowisku wodnym zachowuje si¢ jak staba zasa-
da i po przylaczeniu protonu przechodzi w for-
me NH,*, a pK tej reakeji wynosi 9,25. Ponizej
pH 6.0 tylko 0,06% amonu pozostaje w postaci
NH; i dopiero powyzej pH 8.0 znaczace ilosci
NH; moglyby dyfundowa¢ do komdrki [19].
Przy warto$ciach pH wystepujacych w ryzosfe-
rze i komoérkach korzeni (odczyn kwasny i obo-
jetny) powyzsza teoria nie znajduje potwierdze-
nia, poniewaz w takich warunkach dochodzi do
przytaczenia protonu, a czasteczka NH;* nie
jest zdolna do dyfuzji prostej przez biong biatko-
wo-lipidowa. W warunkach fizjologicznych dy-
fuzja prosta NHy przez plazmoleme ma zatem
jedynie marginesowe znaczenie.

Przeptyw NH,* przez blony jest dwukierun-
kowy i obejmuje dwa przeciwstawne procesy,
takie jak wnikanie do komérki (ang. influx) oraz
wyplyw na zewnatrz (ang. efflux). Na pobiera-
nie netto jonéw amonowych przez ro€liny skla-
da sie zatem skierowane do wewnatrz i na zew-
natrz przemieszczanie NH,* w poprzek plazmo-
lemy komérek korzenia [27, 57, 76, 84]. W
sprzyjajacych warunkach komorki korzeni po-
bieraja duze ilosci NH,*, wynoszace 6-22 pmo-
li godz™! ¢! $wiezej masy korzeni roslin trakto-
wanych 0,1-2mM NH,* [11, 49, 50, 54, 63].
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Wraz ze wzrostem stezenia NH,* w §rodo-
wisku, zwieksza si¢ ilo§¢ pobieranych jonéw
NH,*, chociaz nie obserwuje si¢ tu Scistej
proporcjonalno$ci. Kronzucker i wsp. [33] prze-
prowadzili interesujace do$wiadczenie, w kt6-
rym mierzyli szybkos$¢ wnikania NH,* oraz ste-
zenie tych jonéw w wolnej przestrzeni Donnana
i cytoplazmie komérek korzeni siewek jodty
zréznicowanych pod wzgledem zaopatrzenia w
azot podczas wstepnej fazy wzrostu roslin. Cy-
towani autorzy stwierdzili, ze szybko$¢ wnika-
nia jonéw NH,* do komérek korzeni jodty nie
pretraktowanej ~wczesniej azotem  Wwynosi
0,96 umola g godz.”! (pobieranie mierzono
przy 10 uM NH4*), podczas gdy w roslinach
uprawianych przy statym dostgpie NH4* wyno-
szacym 10, 100 uM lub 1,5 mM, do korzeni
wnika odpowiednio 0,21; 1,96 i 6,45 pumola
NH,* ¢! godz.”!. Réwnoczesnie z komérek ko-
rzeni jodty rosnacej uprzednio bez azotu wypty-
wa 9% pobranych jonéw amonowych, a z tra-
ktowanej 10, 100 uM lub 1,5 mM NH4* odpo-
wiednio 10%, 28% i 35%. Stezenie NH4" w
wolnej przestrzei Donnana tych komoérek, w za-
leznosci od stezenia NH4* stosowanego podczas
uprawy ro§lin (0, 10 uM, 100 uM lub 1,5 mM),
wynosi 84, 50 uM oraz 0,7 i 8 mM. Cytopla-
zmatyczne stezenie NH,* w korzeniach jodty
nie traktowanej wczesniej azotem wynosi 6
mM, a w ro§linach rosnacych przy 10 uM, 100
UM lub 1,5 mM NH,4* osiaga odpowiednio 2, 14
oraz 33 mM.

Nadmierna akumulacja jonéw NH,* w cyto-
plazmie stymuluje usuwanie tych jonéw z ko-
mérek [27, 42, 45]. Dla poszczegélnych kom-
partymentéw potowiczny czas wymiany jonéw
NH,* wyptywajacych z komérki przyjmuje roz-
ne warto$ci. Obliczono, ze dla cytoplazmy, wol-
nej przestrzeni Donnana, wolnej przestrzeni
wodnej i powierzchni komérek korzeni cebuli
wynosi on odpowiednio 68,6; 12,2; 1,931 0,31
min, a dla tych samych kompartymentéw komé-
rek korzeni jodly polowiczny czas wymiany
osiaga 14 min, 30 sek. i 2 sek. [34, 50]. Przeptyw
NH,* z wakuoli do cytoplazmy komorek cebuli
zachodzi z szybko$cia 5,57 x 10° mola m2
sek.”!, a z cytoplazmy do Srodowiska zewnetrz-
nego z szybkoscia 0,62 x 10° mola m sek.™.
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Przy réznicy potencjatu elektrycznego w po-
przek plazmolemy wynoszacej 32 mV, a w po-
przek tonoplastu 0 mV, przeptyw NH,* przez
plazmoleme i tonoplast wynosi 3,33 i 8,43 x 10°
mola m? sek.”!. Stezenie NH,* w cytoplazmie i
wakuoli osiaga odpowiednio 75,8 i 10,9 mM
przy stezeniu NH4* na zewnatrz komérek wyno-
szacym 2 mM [50].

SYSTEMY TRANSPORTUJACE

Mechanizm transportu NH,* przez plazmo-
lemg jest procesem nie do korica wyjasnionym.
Fakt, Ze w zakresie pH charakterystycznym dla
wigkszosci gleb amoniak jest obdarzony tadun-
kiem i nie jest zdolny do swobodnego przecho-
dzenia przez blony, nasunat przypuszczenie ist-
nienia specyficznych kanatéw lub nosnikéw dla
NH,*.

Kinetyczne badania zwiazane z pobieraniem
jonéw amonowych dostarczyty informacji, ze
ten proces moze przebiega¢ zgodnie z pojedyn-
czym, dwufazowym lub wielofazowym wzorem
tworzonym przez przynajmniej dwa skiadniki:
nasycajacy si¢ system transportowy zalezny od
nosnika, funkcjonujacy przy niskich stezeniach
NH4* i liniowy, dyfuzyjny system, aktywny
przy wysokich stezeniach jonéw amonowych
[17, 29, 77]. Powyzsze dane sugerowaly, ze w
pobieranie netto NH,* zaangazowany jest wie-
cej niz jeden system transportujacy. W obrebie
stezeri 0—1 mM pobieranie NH,* odpowiadato
kinetyce typu Michaelis-Menten z tylko jedna
K, [3, 5,47, 88].

Kompleksowe badania przeprowadzone w
ostatnich latach na siewkach ryzu dowiodty, ze
w btonach komérkowych roslin istnieja dwa sy-
stemy transportujace jony NH,* [84]. Pierwszy
z nich to system o wysokim powinowactwie do
NH,*, nazwany HATS (ang. high-affinity trans-
port system), funkcjonujacy przy niskich zakre-
sach st¢zen jonéw amonowych (ponizej 1 mM).
Natomiast drugi, to system o niskim powino-
wactwie, LATS (ang. low-affinity transport sy-
stem), ktory jest efektywny w wyzszych zakre-
sach stezen NH,* (od 1 mM do 40 mM). Wyka-
zano, ze dzialanie systemu HATS w korzeniach
ryzu umozliwia absorbowanie wystarczajacych

iloSci jonéw amonowych, nawet przy bardzo ni-
skim stezeniu tego jonu w ryzosferze [84]. Przy
wyzszym zakresie egzogennych stgzen jonow
amonowych, w pobieraniu NH,* przez korzenie
ryzu uczestniczy takze system LATS. Przeplyw
NH,4* przez system HATS, zachodzacy prawdo-
podobnie przy udziale no$nika, ma charakter na-
sycajacy sig, zgodny z kinetyka Michaelis-Men-
ten, natomiast przez LATS - liniowy, przebie-
gajacy prawdopodobnie za posrednictwem ka-
natéw jonowych. Pobieranie NH,* przez system
HATS i w mniejszym stopniu przez LATS jest
procesem zaleznym od energii metabolicznej [84].

Powyzsze dane zostaly potwierdzone w ba-
daniach przeprowadzonych na siewkach jodty,
w ktérych zidentyfikowano takze dwa systemy
o réznej kinetyce, zaangazowane w pobieranie
NH,*. W zakresie stezer 2,5-350 uM NH,*
dziala system o wysokim powinowactwie
(HATS), reprezentujacy kinetyke typu Michae-
lis-Menten. V.. dla HATS wynosi 1,9-2,4
umola g'! godz™!, a K, 2040 uM. Przy steze-
niach NH4* wynoszacych od 0,5 do 50 mM fun-
kcjonuje liniowy system, o niskim powinowac-
twie do NH4* (LATS). Kronzucker i wsp. [35]
sugeruja, ze zarowno HATS jak i LATS sa sy-
stemami konstytucyjnymi.

Rozwdj technik genetycznych umozliwit
wbudowanie genéw kodujacych roslinny sy-
stem HATS do mutantéw drozdzy nie zawiera-
jacych wlasnego systemu transportujacego
NH,* [60], co pozwolito ustali¢ aminokwasowa
sekwencje¢ wysoce hydrofobowego biatkowego
no$nika NH,* Arabidopsis thaliana (AMT1).
Sktada si¢ on z 501 aminokwas6w i jest prawdo-
podobnie zakotwiczony w blonie za posrednic-
twem 9-12 regionéw. Wykazuje wysokie powi-
nowactwo do jonéw amonowych, jednakze jest
réwniez zdolny do przenoszenia metyloaminy
(analoga NH4*). Transport metyloaminy przez
AMTI1 jest kompetycyjnie hamowany przez
NH,*, ale nie przez jony K*, nawet w 5-krotnym
nadmiarze. Fakt ten umozliwia wyrazne odréz-
nienie systemu AMTI] od innych systeméw
przenoszenia kationéw, takich jak kanat potaso-
wy, przez ktory jony NH,* transportowane sa z
30% wydajnoscia w stosunku do K* [69]. Inne
aminy, jak dimetyloamina, trimetyloamina czy
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etyloamina nie hamuja pobierania metyloaminy,
co potwierdza sugestig, ze system AMTI jest
wysoce specyficznym nosnikiem jonéw NH,*.
Okazalo sig, ze biatko roslinnego AMT1 jest w
znacznym stopniu homologiczne z odpowiedni-
mi biatkami transportujacymi NH4* u bakterii,
drozdzy czy zwierzat co wskazuje, ze ten typ
no$nika jest wysoce konserwatywny u wielu or-
ganizméw [60]. Ostatnio wykazano, ze sekwen-
cje aminokwasowe biatka AMT1 z korzeni Ara-
bidopsis thaliana i LeAMT1 z wlo$nikéw ko-
rzeni pomidora sa homologiczne w 80% [41].
Transkrypcja mRNA dla LeAMT1 jest specyfi-
cznie zwiazana z korzeniami, a ekspresja Le-
AMT]1 we wlosnikach jest znacznie wigksza niz
w pozostalych czesciach korzenia.

Inhibitory modyfikujace biatka zlokalizowa-
ne na powierzchni bton plazmatycznych (mersa-
lil i p-chlororteciobenzenosulfonian — pCMBs)
w zblizonym stopniu hamuja pobieranie NH,*
przez systemy HATS i LATS [84].

TRANSPORT NHs* DO KOMORKI BIERNY
CZY AKTYWNY?

Istnieja dwa typy transportu jonéw przez
membrany. Transport bierny polega na przeno-
szeniu jonéw zgodnie z ich gradientem elektro-
chemicznym. W transporcie aktywnym, na prze-
niesienie jonéw przez blony wbrew gradientowi
elektrochemicznemu zuzywana jest energia
zmagazynowana w ATP. Do tej pory nie uzy-
skano jednoznacznego potwierdzenia, czy trans-
port NH,* do komoérek jest procesem aktywnym
czy biernym. Wczesniej postulowano wielokrot-
nie, ze jony amonowe wnikaja do komérek ro-
§linnych na zasadzie uniportu, polegajacym na
jednokierunkowym biernym transporcie przez
btony danego jonu, a w przenoszeniu posredni-
cza specyficzne noéniki [31]. Wedlug przewaza-
jacych opinii, transport NH,* uznawano za za-
lezny od energii lecz termodynamicznie bierny
[20]. Cytoplazma komérek jest ujemnie natado-
wana i réznica w transmembranowym potencja-
le elektrycznym, wynoszaca zwykle ok. — 114
mV stanowi sile umozliwiajaca pobieranie
NH,4*. Ustalono, ze potencjal blonowy jest wy-
starczajacy do uzyskania 100-krotnej réznicy

stezen NH,* w poprzek plazmolemy [42].
Przyjmuje sig¢, ze obecno$¢ syntetazy glutami-
nowej w cytoplazmie, zapewniajacej szybkie
wiazanie NH,* i tym samym eliminujacej wolne
jony amonowe, nie dopuszcza do akumulacji
NH4* w komérkach [67]. Sytuacja zmienia si¢
jednak znaczaco, jezeli stezenie NH,* w §rodo-
wisku osiaga niskie wartoéci. Doktadna analiza
z uzyciem znakowanego azotu umozliwifa okre-
§lenie stezenia NH4* w cytoplazmie komoérek
korzeni ryzu uprawianego przy 2 uM NH,*
[84]. Wynosito ono 3,7 mM. Wang i wsp. [84]
sugeruja, ze dla osiagnigcia takich wartosci, po-
bieranie NH,* powinno by¢ aktywne. Obliczo-
no, ze w zaleznosci od stezenia NH,* w $rodo-
wisku podczas wstepnej fazy wzrostu siewek ry-
zu (2 lub 100 uM), aktywny transport NH,* do
korzeni mégltby zachodzi¢ ponizej 42 lub 655
UM [84]. Zakres ten jest zblizony do wartosci
postulowanej wczeéniej przez Ullrich i wsp.
[77] dla komérek Lemna (<67 pM).

Jesli zewnetrzne stezenie NH,* przekracza
1 mM, w pobieraniu jonéw amonowych posred-
niczy system transportowy napedzany przez
gradient potencjatu elektrochemicznego, na kt6-
ry sktada si¢ gradient potencjatu chemicznego
NH,* pomiedzy cytoplazma a Srodowiskiem
zewnetrznym oraz gradient potencjatu elektry-
cznego, tworzony cze$ciowo przez transport
proton6w w poprzek btony [85]. Przy wyzszych
zatem stezeniach NH,* pobieranie tych jonow
jest bierne i zachodzi zgodnie z ich gradientem
potencjatu elektrochemicznego, najprawdopo-
dobniej na zasadzie elektrogenicznego uniportu,
w odpowiedzi na gradient elektryczny [31, 77,
85]. Bierne pobieranie NH,* mogtoby nastepo-
wad przez specyficzny kanat jonowy lub tez nie-
specyficzny kanal przenoszacy kationy K*.
Obecno$¢ takiego kanatu wykryto w siewkach
Arabidopsis thaliana [69]. Szereg kanatéw K*
innych gatunkéw roélin jest przepuszczalnych
takze dla NH,* [7, 18, 69, 78]. Jony K* i NH4*
maja identyczna wielko$¢ oraz podobne wiasci-
wosci chemiczne i oddziatywaja kompetycyjnie
w czasie transportu, co zostato dowiedzione na
podstawie hamowania pobierania K* przez
NH,* [46, 79]. U wielu gatunkéw roslin jony
amonowe hamuja pobieranie potasu, natomiast
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przeciwstawna zalezno$¢ obu jonéw jest mniej-
sza [46, 56, 65, 70]. Efektywno§¢ pobierania K*
jest catkowicie przywracana po usunigciu NH,*
[70]. Niezalezny od napigcia kanat K*, przepu-
szczalny takze dla NH4*, zostat wykryty w bio-
nie plazmatycznej korzeni zyta. Obliczono, ze
pobieranie NH,* za posrednictwem tego kanatu
byloby mozliwe przy egzogennym stgzeniu
NH,* wynoszacym > 100 uM i dotyczytoby do-
brze nawozonych gleb [86].

Istnieja dane wskazujace na uzaleznienie
transportu NH,* przez system HATS od proce-
séw energetycznych zachodzacych w komoree.
Stwierdzono, ze system AMT1 Arabidopsis tha-
liana jest hamowany przez protonofory i wyka-
zuje zalezno$¢ od syntezy ATP, bowiem komér-
ki transgenicznych drozdzy z wbudowanym sy-
stemem AMT]I, hodowane na podiozu z gluko-

za, charakteryzuja si¢ wysokim tempem pobie- -

rania metyloaminy [60]. Do§wiadczenia z zasto-
sowaniem cykloheksimidu (inhibitora syntezy
biatka) wykluczyly mozliwo$¢ wykorzystania
wegla pochodzacego z rozkladu egzogennej
glukozy do syntezy bialek zaangazowanych w
transport metyloaminy przez AMTI, co zda-
niem autoréw potwierdzato hipoteze wskazuja-
ca na glukoze jako Zrédio ATP. Wrazliwosé
Amtl na protonofory oraz jego zalezno$¢ od
syntezy ATP moga wskazywac, ze ten system
jest zalezny od aktywno$ci plazmolemowej
ATPazy. Aktywno$¢ H'-ATPazy pozwolitaby
komérce wyréwnaé depolaryzacje potencjatu
btonowego wywotana naptywem dodatnio nata-
dowanych jonéw amonowych. Depolaryzacja
membran moze stymulowac plazmolemowa H*-
ATPaze¢ zwigkszajac tempo rozktadu ATP do
ADP, Przemiany glukozy uzupelnialyby poziom
ATP w komoérce i w ten sposéb mogtaby by¢
wyjasniona zalezno$¢ systemu pobierania jo-
néw amonowych od Zrédia energii. Pobieranie
NH,* byloby zatem procesem wtérnie aktyw-
nym [60]. Taki wniosek popieraja obserwacje
wskazujace, ze inhibitory plazmolemowej H*-
ATPazy: dicykloheksylokarbodiimid (DCCD) i
dietylostilbestrol (DES) silnie hamuja transport
jonéw przez AMT]1. Jeéli sita protonomotorycz-
na zostaje rozprz¢zona przez karbonylocyjani-
do-m-chlorofenylohydrazon (CCCP) czy 2,4-di-

nitrofenol (DNP), pobieranie metyloaminy
przez AMT]1 zostaje znacznie ograniczone, co
wskazuje na zaangazowanie w pobieranie NH,*
wtdrnego systemu transportowego zaleznego od
potencjatu elektrochemicznego plazmolemy.
Protonofory — CCCP i DNP, a takze inhibitory
oddechowe, takie jak kwas salicylohydroksa-
mianowy (SHAM), podany tacznie z jonami cy-
jankowymi, czy azydek sodu znaczaco obnizaja
pobieranie NH,* przez system HATS, natomiast
wplyw tych inhibitoréw na system LATS jest
mniejszy [38, 84]. DES hamuje wylacznie prze-
ptyw NH,* przez system HATS [84].

Dane uzyskane na podstawie badan z uzy-
ciem inhibitoréw metabolicznych nalezy jednak
interpretowac z pewna ostroznoscia, poniewaz
zaleznos¢ energetyczna systemu HATS nie musi
koniecznie oznaczad, ze pobieranie NH,4* jest
procesem aktywnym. Akumulacja jonéw amo-
nowych wbrew gradientowi st¢zenn moze byc
osiggana przez mechanizm bierny, wynikajacy z
przeplywu jonéw w poprzek blony w odpowie-
dzi na gradient elektryczny [84]. Stosowany
czesto inhibitor plazmolemowej ATPazy
(DCCD) nie jest w pelni specyficzny, poniewaz
fatwo wiaze si¢ z réznymi grupami karboksy-
lowymi, sulfhydrylowymi i fenolowymi [22,
74]. Generuje on wyrazna depolaryzacje blon
plazmatycznych [31] i jego wplyw na pobiera-
nie NH,* moze by¢ posredni. Niedawno stwier-
dzono, ze DCCD wyraZnie stymuluje wyplyw
jonéw amonowych z komérek korzeni grochu
polnego (39). Zwiazek pomigdzy transportem
NH,* do komérki a aktywno$cia plazmolemo-
wej pompy protonowej (H*-ATPazy) wydaje si¢
jednakze by¢ wystarczajaco udokumentowany
(60, 85). Istnieja ponadto dane sugerujace uza-
leznienie tempa pobierania jonéw NH,* od
aktywnosci plazmolemowych systeméw oksy-
dacyjno-redukcyjnych, odpowiedzialnych za
przenoszenie elektronéw w poprzek plazmole-
my [38, 39].

Zwiazki wysokoenergetyczne potrzebne sa
nie tylko do utrzymywania potencjatu elektro-
chemicznego plazmolemy. Asymilacja NH;" w
komoéree, modyfikujaca warto§¢ gradientu che-
micznego NH,* w poprzek plazmolemy, wyma-
ga doptywu do korzeni niezbgdnych metabo-
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litéw. Pochodza one z fotosyntezy lub z rozkla-
du materiatéw zapasowych roélin i dostarczaja
szkieletow weglowych oraz energii do syntezy
aminokwaséw [36, 68].

Mechanizm  postulowanego aktywnego
transportu jonéw amonowych pozostaje niezna-
ny. Wang i wsp. [85] sugeruja, ze aktywne po-
bieranie NH,* przez HATS mogloby zachodzi¢
przy udziale specyficznej NH,*-ATPazy lub
wtérnego systemu transportowego, takiego jak
symport NH,*:H*, napedzanego przez transport
protonéw przez plazmoleme. Hipotezy te wy-
magaja jednakze potwierdzenia.

Ryc 1. przedstawia mechanizmy, za posred-
nictwem ktérych NH; i NH,* mogtyby wnika¢
do komdrek roslinnych. Mechanizm I obejmuje
dwukierunkowa dyfuzje czasteczki NH;, me-
chanizm II polega na elektrogenicznym unipor-
cie NH," przez kanat jonowy specyficzny dla
NH,* lub wspélny dla K*/NH4*, a mechanizm
111 — aktywny transport NH,* za poSrednictwem
transportera NH,*, zachodzacy wbrew gradien-
towi stezen NH,4* i zalezny od aktywnosci pla-
zmolemowej H*-ATPazy. Rola tego enzymu
sprowadzataby si¢ do wytwarzania odpowied-
niego gradientu elektrochemicznego protonéw,
umozliwiajacego transport NH,* do komérek.

ZMIANY POTENCJALU BLONOWEGO
ZWIAZANE Z POBIERANIEM NH."

Potencjal blonowy plazmolemy (Ay) przyj-
muje zazwyczaj warto§ci od — 120 do — 140 mV.
Po ekspozycji roélin na jony amonowe zaczyna
sie depolaryzacja plazmolemy komérek epider-
my i kory osiagajac nowa warto$¢ w ciagu kilku
minut [1, 85]. Stwierdzono, ze dla siewek ryzu
traktowanych odpowiednio 2 lub 100 uM NH,*,
Ay przyjmuje warto$¢ — 116 lub — 89 mV [84,
85]. Depolaryzacja ma charakter dwufazowy,
zgodny z kinetyka pobierania NH,*. Dla niskich
zakres6w NH4* (<1 mM) stosuje si¢ do nasyca-
jacego wzoru, zwigkszajac si¢ w miarg wzrostu
stezenia wprowadzonych jonéw amonowych.
Powyzej 0,2 lub 0,4 mM NH,*, w zaleznosci od
gatunku ro§lin, nie obserwuje si¢ dalszej depola-
ryzacji [1, 77, 85], a pomiedzy 1140 mM NH,*
depolaryzacja ma charakter liniowy [85].

Apoplast Plazmolema Cytoplazma
Apoplast Plasma membrane Cytoplasm
NH;, » NH,
NH, * NH;
kanat j ;
@ v T

+

Ryc. 1. Mozliwe mechanizmy transportu NH3 i NHa" przez
plazmoleme komérek korzeni.

Fig. 1. Possible mechanisms of NH3 and NH4" transport
through plasma membrane of root cells.

Podczas pobierania NH,* réwnowaga ta-
dunkéw po obu stronach plazmolemy jest utrzy-
mywana poprzez usuwanie K* i H* z komérki
[57, 59]. Warto$¢ potencjatu blonowego zostaje
przywr6cona w ciagu 15-20 minut po usunigciu
jonéw amonowych [1]. Przywracanie potencjatu
blonowego moze by¢ spontaniczne takze w obe-
cnosci jonéw amonowych i rozpoczyna si¢ po
uptywie kilkunastu minut, w miare jak pompa
protonowa usuwa jony H* uwalniane w trakcie
asymilacji jonéw amonowych [1]. W obecnosci
protonoforéw, inhibitoréw syntezy ATP i inhi-
bitoréw ATPazy zachodzi redukcja depolaryza-
cji powodowanej przez przeptyw NH,* przez
system HATS lecz nie LATS [85]. Ullrich i wsp.
[77] oraz Wang i wsp. [85] stwierdzili, ze K,
dla pobierania NH,* przez nasycajacy si¢ sy-
stem (HATS) jest taka sama jak wartos$¢ K, dla
depolaryzacji potencjatu blonowego. Takiej za-
leznosci wyzej cytowani autorzy nie obserwo-
wali dla liniowego, dyfuzyjnego systemu trans-
portowego (LATS).
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WEWNATRZKOMORKOWE ROZMIESZCZENIE
JONOW AMONOWYCH

Jony amonowe wnikajace do komoérki zasi-
laja pule cytoplazmatyczng i wakuolarna. Obli-
czono, ze w cytoplazmie komérek korzeni ryzu
w postaci wolnego NH,* pozostaje 41% pobra-
nych jonéw, okoto 20% jest transportowane do
wakuoli, a 20% wydalane z komoérki do $rodo-
wiska zewnetrznego. Jedynie 19% pobranych
jonéw NH,* jest wbudowywane do nowo syn-
tetyzowanych aminokwasow, z czego w korze-
niu pozostaje 9%, a 10% jest transportowane do
pedu [83]. Wakuole komérek ro§lin wyzszych
moga zawiera¢ 30-razy wiecej NH,* niz cyto-
plazma [45].

Pula wolnego NH4* w cytoplazmie obejmu-
je nie tylko jony NH,* pobrane przez ro§line, ale
takze pochodzace z rozkiadu organicznych
zwiazkéw azotowych zakumulowanych w ko-
morkach korzeni. Przy uzyciu znakowanego
NH,* wykazano bowiem, ze ilo§¢ NH,* wypty-
wajacego z korzeni moze by¢ wigksza niz cal-
kowita ilo§¢ NH4* obecna w korzeniach na po-
czatku eksperymentu [57, 58].

NIEKTORE CZYNNIKI ZEWNETRZNE
REGULUJACE POBIERANIE NH4*

SWIATLO

Istnieja jedynie nieliczne dowody wiazace
pobieranie NH,* z obecnoscia Swiatla. W krot-
koterminowych (do 24 godz.) eksperymentach
wykazano, ze akumulacja NH,* w liScieniach
gorczycy nie zalezy od fotosyntezy, stopnia usz-
kodzeni chloroplastéw oraz $wiatla, a jedynie
stabo (i prawdopodobnie posrednio) zalezy od
§wiatla w dlugoterminowych do$§wiadczeniach
[23]. Przedluzajaca si¢ ekspozycja ro§lin w cie-
mno$ci powoduje zmniejszenie pobierania
NH,*, przy czym duze ograniczenie dotyczy
tempa wnikania jonéw amonowych do komorki,
przy matym zahamowaniu ich wyptywu na zew-
natrz [49].

TEMPERATURA

Reakcja systeméw pobierajacych NH,* na
zmieniajaca si¢ temperaturg nie jest jednakowa.

Znaczaca zalezno$¢ pobierania NH4™ przez sy-
stem HATS od temperatury zaobserwowano w
korzeniach ryzu. Krétkotrwale zmiany tempera-
tury w zakresie 5-10°C podwyzszaty do > 2,4
warto$¢ Q (stosunek tempa pobierania NH,*
przy temperaturach rézniacych si¢ o 10°C), na-
tomiast przy zmianach temperatur w zakresie
20-30°C, warto$¢ Q obnizata si¢ do 1,25. Sy-
stem LATS jest mniej wrazliwy na zmiany tem-
peratury, poniewaZz nie obserwuje si¢ znacza-
cych réznic Q) dla tego systemu [84]. We
wczesniejszych badaniach przeprowadzonych
na siewkach ryzu wykazano wyrazny spadek
iloSci pobranych jonéw NH,* po 1 godz. ekspo-
zycji ro§lin na temperature +5° oraz po 2 godz.
przetrzymywania ich w temp. +15°C [68]. U
dwu gatunkéw Lolium nie stwierdzono nato-
miast wptywu zmian temperatury na pobieranie
jonéw amonowych [12]. Krétkotrwale obnize-
nie temperatury z 32° do 18° nie wptywalo tez w
znaczacy spos6b na tempo pobierania NH,*
przez siewki soi [52]. Podwyzszenie temperatu-
ry z 10° do 35°C nieznacznie stymulowato po-
bieranie NH,* przez siewki Ceratonia siliqua i
dopiero przy 40°C tempo pobierania gwattow-
nie rosto [13].

U ro§lin zaaklimatyzowanych do niskich
temperatur, systemy transportujace jony amono-
we charakteryzuja si¢ mniejsza wrazliwoscia na
wahania temperatury niz w roSlinach nieza-
aklimatyzowanych [5, 12, 48], co wskazuje na
ich zdolno$¢ do adaptowania si¢ do warunkéw
wzrostu ro§lin. Krétkie, bo 4-godzinne wysta-
wienie na niska temperaturg odmiany pomidora
wrazliwej na niskie zakresy temperatur, nieod-
wracalnie hamuje absorpcje NH,* przez przy-
najmniej 6 godzin, natomiast absorpcja tych jo-
néw u odmiany niewrazliwej na niskie tempera-
tury jest odzyskiwana bezposrednio po podwy-
zszeniu temperatury do wyjSciowej wartoSci
[73].

ODCZYN SRODOWISKA (pH)

Zalezno§¢ pobierania jonéw NH,* od pH
wynika z odwracalnosci reakcji NH,* <> NH;
sterowanej odczynem roztworu glebowego [64].
Wezeéniejsze badania sugerowaly, ze pomigdzy
pH 4,3 i 6,0 nie wystgpuja znaczace zmiany
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tempa pobierania NH,*, a wzrastajaca stymula-
cja absorpcji jonéw amonowych zaznacza si¢
dopiero powyzej pH 6,0 lub pH 8,0 [14, 80].
Jednakze kolejne badania udowodnity, Ze niskie
zakresy pH obnizaja tempo pobierania NH,*.
Dla przyktadu, pobieranie NH4* przez siewki
soi przy pH 5,1 jest o 25% nizsze niz przy pH
6.1, a przy pH 4,1 0 50% nizsze niz przy pH 6,1.
Ponizej pH 3,5 pobieranie NH,* moze by¢ cal-
kowicie zahamowane [52, 75]. Zaobserwowano,
ze przy niskim pH znaczaco maleje stosunek po-
migdzy wydzielanymi protonami a pobieranymi
jonami NH4* [14]. Zmiany te nie wynikaja z ha-
mowania aktywno$ci H*-ATPazy, lecz ze zwig-
kszonego biernego pobierania H*, co w konse-
kwencji prowadzi do zmiany gradientu poten-
cjatu elektrochemicznego dla protonéw w po-
przek plazmolemy oraz zmniejszenia pobierania
roznych kationéw [87]. Optimum pobierania
NH,* znajduje si¢ powyzej pH 8,0 [14]. Wyso-
kie tempo absorpcji amonu obserwowane w za-
sadowym zakresie pH wynika prawdopodobnie
z biernej dyfuzji gazowego NH;.

Systemy transportujace NH,* do komérki
(HATS i LATS) charakteryzuja si¢ zréZnicowa-
na wrazliwoscia na pH §rodowiska. Zaobserwo-
wano, ze ponizej pH 4,5 pobieranie NH," przez
system HATS korzeni ryzu jest silnie redukowa-
ne, natomiast w zakresie pH od 4,5 do 9,0 nie
wystepuja zadne zmiany. Pobieranie jon6éw
amonowych przez LATS obniza si¢ znaczaco
ponizej pH 6,0 [84]. Optymalne pobieranie me-
tyloaminy przez system HATS Arabidopsis tha-
liana zachodzi przy pH 7,0, natomiast przy pH
5,01 9,0 aktywnos$¢ systemu spada do 50% [60].

Odczyn Srodowiska jedynie nieznacznie re-
guluje ilos¢ NH,* wyptywajacego z komoérek.
Stwierdzono mianowicie, ze wzrastajace zakwa-
szanie (od pH 6,0 do pH 4,0) jedynie w niewiel-
kim stopniu zmienia intensywno$¢ wyplywu
NH,* z komdrek kukurydzy i sorgo [16].

STEZENIE AZOTU

Obliczono, ze powyzej 0,6 mM pobieranie
NH,4* jest niezalezne od stezenia [80)]. Jednak-
ze intensywno$¢ pobierania jonéw amonowych
w znaczacy sposéb zalezy od tego, czy rosliny
rosty w §rodowisku zasobnym w azot. Pobiera-

nie NH,* przez ro§liny uprawiane wczesniej w
obecnosci NO5™ czy NH,4™ jest mniej efektywne
niz u ro§lin rosnacych bez dostgpu azotu [58]. W
siewkach uprawianych bez azotu, po podaniu
NH,* obserwuje si¢ odpowiedZ w postaci zwig-
kszonego pobierania NH,*, przy réwnoczesnie
obnizonym wyptywie tych jonéw z komorki [6,
24, 26, 28, 35, 44, 46, 51, 57, 58]. Istnieja dwie
hipotezy wyjasniajace powyzsze zaleznosci.
Jedna z nich zaktada indukcje przez NH4* wtor-
nego systemu pobierania tych jonéw [21, 51].

Na podstawie wysokiego od poczatku tempa
pobierania NH,* wnioskowano, ze systemy po-
bierajace NH,* maja charakter konstytucyjny
[58, 77]. Dostarczono jednakze dowodéw wska-
zujacych na to, ze wysokie tempo pobierania
NH,* wynika raczej z gwaltownej absorpcji po-
wierzchniowej i napelniania pozornie wolnej
przestrzeni $cian komérkowych [51]. Problem
uznania system6w transportujacych NH,* za in-
dukcyjne badZ konstytucyjne nie zostat do tej
pory ostatecznie rozstrzygnigty. W ostatnich la-
tach uznano za konstytucyjny system LeAMT]1,
transportujacy jony NH,* do wlosnikéw korzeni
pomidora, mimo zZe jego ekspresja w ro§linach
zywionych azotanami byla wyraZnie mniejsza
[41]. Mick i Tischner [S1] wnioskuja natomiast,
7e nasycajacy si¢ system pobierania NH,* jest
konstytucyjny i indukcyjny. Czynnikiem wywo-
tujacym indukcje moze by¢é NH,* pochodzacy z
rozktadu puli zapasowych zwiazkéw azoto-
wych.

Druga hipoteza wyjasniajaca mniejsza efe-
ktywno$¢ pobierania NH,4* przez ro§liny upra-
wiane wcze$niej w obecnos$ci azotu opiera si¢ na
wrazliwosci systemu transportujacego NH,* na
cytoplazmatyczne lub wakuolarne aktywatory
badz represory [57, 77]. Czynnikiem stymuluja-
cym pobieranie jonéw amonowych mogloby
by¢ niskie endogenne stgzenie NH,*, natomiast
produkty (lub produkt) asymilacji NH,* bytyby
odpowiedzialne za represj¢ pobierania [58]. W
oparciu o wyniki uzyskane dla systemu AMT]1
mozna przyjaé, ze jony NH,* raczej nie stano-
wia represora pobierania, poniewaz aktywnos$¢
tego systemu nie jest obnizana przez nadmiar
NH,* [60]. Wielokrotnie wykazano natomiast,
ze sulfoksyimina metioniny (MSQ), inhibitor
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syntetazy glutaminowej, katalizujacej synteze
glutaminy podczas asymilacji NH,* w koméree,
stymuluje pobieranie netto NH,* [10, 44, 46,
58]. Metabolitem wywolujacym negatywne
sprzezenie zwrotne w procesie pobierania NH,*
bytaby zatem glutamina [10, 37, 42, 43].

Praca byta finasowana z grantu KBN nr PB
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