
Minerální výživa rostlin 2.


ASIMILACE NITRÁTU

Dva ze tří nejhojnějších prvků, které jsou součástí makromolekul kromě C, O a H totiž S a N se do rostliny dostávají převážně ve formě aniontů, NO3– a SO42– a aby se mohly stát  součástí NO3– makromolekul  musí se nejprve z maximálně oxidovaného stavu převést na stav maximálně redukovaný: u dusíku je to z +5 na –3, tedy z NO3–  na –NH2 a u síry z +6 na –2, tedy z SO42– na (SH. Tyto redukce spotřebují velká množství energie, uhlíkatých sloučenin a protonů.V obou pochodech se v konečné fázi uplatňují elektrony s velmi nízkým oxidačně-redukčním potenciálem, které přenáší feredoxin. Takové elektrony mohou v rostlinných buňkách vytvořit pouze fotosystém I v thylakoidní membráně a enzymy pentozového oxidačního cyklu (glukosa-6-fosfát dehydrogenáza, fosfoglukonátdehydrogenáza) a ty jsou i v nepigmentovaných plastidech nefotosyntetizujících buněk. Proto obě redukce probíhají přednostně v chloroplastech, redukce nitrátu ale také v plastidech kořenových buněk. Reakce, kterými se zredukované prvky zabudovávají do prvých organických sloučenin jsou v obou případech odlišné. Významný rozdíl je také v tom, že mnohé rostliny mohou využívat také kationtovou formu sloučeného dusíku, tj. NH4 a konečně některé rostliny se spojily do symbiosy s bakteriemi, které dovedou redukovat molekulární dusík ze vzduchu a zabudovávat jej do organické formy. Ta první cesta je poměrně vzácná, poněvadž ve většině půd se amonné ionty rychle mění v dusičnanové působením nitrifikačních bakterií. Pouze ve špatně větraných nebo zaplavených půdách, nebo v půdách kyselých, kde se nitrifikačním bakteriím nedaří, mohou se nahromadit větší množství NH4. Zato rostliny se symbiotickými bakteriemi jsou ve zřetelné výhodě neboť jsou do značné míry nezávislé na iontové formě dusíku z půdy.
Koloběh dusíku (♣2) je zvláště složitý vzhledem ke mnoha oxidačním stupňům v nichž se v biosféře vyskytuje (od -3 až do +5). Většina dusíku, který přijímají organismy v biosféře se recykluje ze zásoby dusíkatých sloučenin, které byly předtím užívány jinými organismy. Hlavní vstup do této zásoby dostupného dusíku v ekosystémech se uskutečňuje biologickou fixací dusíku, která redukuje N2 na NH3, který se hned zabudovává jak v mikroorganismech tak v rostlinách do aminokyselin a dalších metabolických produktů. NH3 je zase hlavním produktem mineralizace odumřelých těl rostlin, vedle močoviny a močové kyseliny, které vylučují živočichové. NH3 oxidují také půdní bakterie kyslíkem přes různé stupně oxidace dusíku až na dusičnanový ion a získávají tak energii, což se nazývá nitrifikace, nitrifikační pochod. NO3– je pak nejvýznamnějším zdrojem dusíku pro vyšší rostliny. Naopak v půdách se špatným přístupem kyslíku anaerobní denitrifikační bakterie užívají oxidované formy dusíku jako akceptory elektronů pro své bioenergetické pochody a tak převádějí tyto ionty až na amoniak nebo až na elementární dusík. Ten, pokud není zpracován dusík fixujícími bakteriemi, uniká do atmosféry a tak uzavírá koloběh.
Dusičnanový ion (dále zkráceně nitrát) je hlavním zdrojem dusíku pro rostliny v přírodě a v obvyklých polních podmínkách. Nitrát se přijímá do kořenových buněk aktivním přenašečem (♣3) a pak se redukuje buď přímo v kořenech, nebo se transportuje do listů. Jaký podíl nitrátu se redukuje v kořenech a jaký v listech, záleží na druhu rostliny a na dalších faktorech, např. na hladině NO3– v prostředí. Je-li nabídka NO3–  nízká, redukuje se převážně v kořenech, se stoupajícím příjmem se schopnost redukce v kořenech nasytí a další nitrát se redukuje v listech. 
 Není-li další zpracování nitrátů dost rychlé, ukládá se ve vakuolách buněk a tam může jeho koncentrace stoupnout natolik (více než 20 mM), že se části rostlin (listy, kořeny) stávají toxické jako krmivo či jako potravina.

V kořenech i listech má redukce nitrátu dva stupně (♣4). V prvém se nitrát (dusičnan) redukuje na nitrit (dusitan) působením reduktázy nitrátu (nitrátreduktázy), tato reakce probíhá v cytoplasmě. Ve druhém stupni se (nitrit) dusitan redukuje  na amoniak v chloroplastu reduktázou dusitanu (nitritreduktázou), které dodává elektrony feredoxin redukovaný prvým fotosystémem. Redukce nitritu tedy vyžaduje ještě silnější redukční přenašeč (Fdred) než redukce nitrátu (NADPH+H+). Je pravděpodobné, že i v kořenových proplastidech přenáší elektrony bílkovina podobná feredoxinu a elektrony pocházejí z pentozového cyklu..
Nitátreduktáza (♣5) je složitý enzym, tvořený dvěma (dimer) nebo čtyřmi (tetramer) stejnými podjednotkami. Každá podjednotka má tři velké domény, z nichž jedna váže FAD, druhá hem a třetí molybdenový kofaktor. Propojují je peptidové řetězce  označované hinge (kloub, závěs) I a II. FAD dostává elektrony od NAD(P)H, hem je přenáší na molybdenový kofaktor a ten redukuje nitrát. Struktura takového dimeru je znázorněna na obr. (♣6) Molybdenový kofaktor je molybdenový ion vázaný komplexními vazbami na molybdopterin (♣7)
Nejlépe charakterizovaná reduktáza nitritu je enzym ze špenátových chloroplastů. (♣8) Je to bílkovina o Mr 60 kDa, a má dvě domény. Doména s N–koncem polypeptidu váže feredoxin. Elektrony z feredoxinu se dopravují přenašeči elektronů, mezi něž patří jedno seskupení (4Fe-4S) a jeden sirohem na C–konec polypeptidu v druhé doméně, která váže dusitanový ion a redukuje jej na NH4+. Ačkoli nitritreduktáza pracuje v chloroplastu, je kódována v jádře, překládá se v cytoplasmě a je opatřena transitním peptidem, který ji umožní vstup do chloroplastu a pak se odštěpí.
Redukce nitrátu tedy končí amoniakem (9(). Amonný ion, NH4+ vzniklý redukcí nitrátu je však pro rostlinné buňky jedovatý. Proto se ihned zabudovává do transportních aminokyselin, což jsou: glutamát, glutamin, aspartát a asparagin. Hlavní drahou této syntézy je tzv. GS/GOGAT cyklus  s těmito reakcemi  (♣10):

Glutamin synthetasa (GS) katalyzuje ATP-dependentní syntézu glutaminu z amonného iontu a glutamatu.

glutamát + NH4+   + ATP   glutamin + ADP + Pi

Glutamat synthasa (glutamat – oxyglutarat aminotransferasa, GOGAT) katalyzuje reduktivní přenos amidické skupiny z glutaminu na (–ketoglutarát, čímž vzniknou dvě molekuly glutamátu. 

glutamin + (-ketoglutarát    2 glutamát

Z primárních produktů se asimilovaný dusík přesouvá na další aminokyseliny transaminacemi, působením aminotransferas. Především jde o aspartát a asparagin, k nimž se dojde zapojením oxaloacetátu (♣11).
Je pak ještě také  reakce katalyzovaná dehydrogenázou glutamátu (GDH), která amonný ion spojuje přímo s (–ketoglutarátem .
(-ketoglutarát + NADH + NH3   glutamát + NAD+ + H2O

Soudí se, že druhá cesta je užívanější, poněvadž Km pro GS je mnohem nižší než pro GDH a je bližší koncentracím amonných iontů, které se nacházejí v buňce.

Přehled všech reakcí je ještě jednou v okně ((12).
((13)    voln0 pole       volné okno

ASIMILACE MOLEKULÁRNÍHO DUSÍKU
Dusík v biosféře je v podstatě v uzavřeném koloběhu ((2) z něhož nejpodstatnější úniky jsou sedimenty v oceánech a denitrifikační činnost bakterií a jediný návrat dusíku do biosféry jde skrze redukci molekulárního dusíku nitrogenázou. Převedení molekulárního dusíku v reaktivní formu vyžaduje porušení výjimečně stálé trojné vazby N≡N. Redukce této vazby vodíkem není energeticky náročný pochod, je dokonce při fyziologických teplotách exergonická  (–46 kJ mol–1). Má však velmi vysokou aktivační energii. K jejímu překonání při průmyslové výrobě amonných hnojiv Haber-Boschovou syntézou se musí používat vysokých teplot. Při těch se zase rovnováha posouvá nepříznivě, takže podmínky syntézy jsou kompromisem. Je pozoruhodné, že přesto dnes průmyslová redukce atmosférického dusíku obnáší ročně asi 80 ( 1012 g  (80 ( 106 t), což je zhruba čtvrtina až třetina množství fixovaného biologicky (odhady globálních hodnot mají velmi široké rozpětí).  (14()
Mikroorganismy fixující dusík

Rostliny nemají enzym, který by aktivační energii pro redukci dovedl dostatečně snížit a mohou přijímat dusík jen ve formě nitrátových a amonných iontů. Takový enzym, nitrogenázu, mají různé bakterie, které veškerou biologickou fixaci (asimilaci) dusíku provádějí. Podle způsobu života a prostředí, v němž žijí, jsou rozděleny do skupin v tabulce na obr. (♣15,16).  
Poněvadž zdrojů dusíku ve formě sloučenin dostupných organismům pro životní pochody je v Zemské kůře velice málo, byla nepochybně biologická redukce molekulárního dusíku, diazotrofie, v začátcích evoluce života na Zemi velmi důležitou cestou, kterou vstupoval dusík do biosféry a tedy jedním ze základních pochodů, bez nichž by život nebyl vznikl. Nitrogenáza je také u všech prokaryot stejného typu, tedy později se již významně nevyvíjela. Aktivitu tohoto enzymu potlačují již velmi nízké koncentrace kyslíku v prostředí. To významně nasvědčuje tomu, že se nitrogenáza vyvíjela v počátečních fázích evoluce života, které se podle mnohých názorů odehrávaly v anaerobním prostředí. A také proto jsou mnohé z volně žijících diazotrofních bakterií anaerobní. Ty, které žijí v pro-středí, obsahujícím vyšší parciální tenze kyslíku, vytvářejí anaerobní prostředí v buňkách, v nichž nitrogenáza pracuje.

Dobře známé jsou druhy sinic s heterocyty
 (17(), které mohou fixovat dusík při obvyklé koncentraci kyslíku v prostředí. Heterocyty jsou tlustostěnné buňky (18(), které se začnou ve vlákně sinice v pravidelných odstupech diferencovat, když je sinice v prostředí bez iontového zdroje dusíku. Jejich thylakoidy obsahují převážně fotosystém I a pro redukci feredoxinu používají elektrony z redukovaného poolu plastochinonu. Ten se redukuje při dehydrogenaci substrátů přenášených do heterocytů z vegetativních buněk vlákna sinice (19(). ATP vyrábí PSI cyklickou fotofosforylací.

Jiné sinice mají pro ochranu nitrogenázy před kyslíkem jiné strategie. Tak např. nitrogenáza se aktivuje jen v noci, kdy fotosyntéza neprobíhá. Pozoruhodné je však Trichodesmium  (21, 22(), které reguluje expresi a aktivaci enzymů tak, že po část dne probíhá v buňce fotosyntéza, ale právě přes poledne se fotosyntéza potlačuje a nastupuje hydrogenázová aktivita. 
Symbiotické bakterie fixující dusík 

v kořenových hlízkách vyšších rostlin

Pro vyšší rostliny a skrze ně pro člověka mají zvláštní význam symbiotické diazotrofní bakterie vyvolávající tvorbu hlízek v kořenech nebo na jejich povrchu. Pokrývají významnou část potřeby dusíku těch rostlin s nimiž v symbiose žijí. Jsou to především rostliny bobovité a tato jejich vlastnost byla odedávna známa a ceněna v zemědělství. Čínský znak „šu“ (22♣) pro soju je doložen již z doby kolem r 1000 před naším letopočtem a Plinius Starší v r. 80 před Kristem napsal: (23, 24♣).
Kořenové hlízky (25, 26, 27 ()  vytvářejí anaerobní prostředí pro život diazotrofních bakterií svými anatomickými, cytologickými a biochemickými vlastnostmi. Je to jeden z vynikajících příkladů spletitých a cíleně propojených regulačních vztahů a přizpůsobení, které tuto symbiosu umožňují. 

Při vytváření symbiotického vztahu mezi  bakteriemi rodu Rhizobium (28(), které žijí volně v půdě, a vyšší rostlinou se bakterie začnou pohybovat na chemotaktický podnět směrem ke kořenům, které do půdy pronikly. Podnětem jsou nejspíše flavonoidy vylučované kořeny, které také řídí u Rhizobií expresi genů významných pro vytváření hlízek (nodulaci). Naopak se zdá, že Rhizobia vylučují látky, které připravují v kořenech situaci pro vniknutí infekce. K tomu patří tvorba primárního (29() a sekundárního (30() nodulového (hlízkového) meristému. Současně se bakterie připoutají na povrch kořínků. U jetele se prokázalo, že toto spojení zprostředkuje lektin vylučovaný kořeny. U jiných rostlin to snad jsou jiné bílkoviny. 
Rhizobia dále pronikají kořenovým vláskem a jeho mateřskou buňkou do kořene. Postup je podrobněji znázorněn na obrázcích (31, 32().  Bakterie připoutané k  povrchu kořenového vlásku (a) způsobí zakroucení konce trubicové buňky (b) a současně tam naruší buněčnou stěnu, takže získají přímý přístup k plasmatické membráně.Ta se začne vchlipovat dovnitř (c) a za podpory sekrečních membránových váčků odvozených od Golgiho aparátu roste celým kořenovým vláskem jako tzv. infekční vlákno (c). Trubice se dokonce uvnitř vystýlá materiálem buněčné stěny, což je logické, protože je to vlastně vnější strana buněčné membrány. Buňky bakterií se množí, ale zůstávají uzavřené v trubici, která rozpouštěním plasmatických membrán a přidružováním váčků endoplasmatického retikula uvnitř buněk prorůstají do dalších buněk (d, e). To jsou už buňky vznikající hlízky, protože v korových buňkách se podnítí prudké dělení, které ji vytvoří. Když větvící se vlákno pronikne do většího počtu buněk, vniknou také buňky rhizobia do cytoplasmy hostitelských buněk pochodem obdobným endocytose (f). Konec infekčního vlákna se rozpadne na váčky (odvozené vlastně z plasmatické membrány hostitelských buněk) a ty se zvětšují, jak se v nich množí bakterie. Nakonec se buňky bakterií zvětší a diferencují se v tzv. bakteroidy. Membrána, která je uzavírá, se jmenuje membrána peribakteroidní.

Rhizobia stimulují další růst primárního hlízkového meristému, až se spojí se sekundárním meristémem a společně pak se diferencují na hlízku a její vodivé spojení s cévním svazkem kořene. Postup tvorby dvou typů hlízek je ilustrován mikroskopickými snímky a schematickými kresbami na obr.  (33, 34() . Podrobnější popis je v textu pod obrázky. 

U nás se věnuje pozornost především hlízkovým bakteriím luštěnin, pro jejich zemědělský význam. Ale také některé stromy (např. olše (35()) mohou mít kořenové hlízky, kde podobnou symbiotickou úlohu hrají aktinomycety. A konečně sinice s heterocyty se uplatňují jako dusík fixující symbionti v kořenech cykasů. Anabaena azollae žije zase v dutinách lístků kapradiny Azolla  (36, 37(), která plove na povrchu vody. Anabaena zajišťuje pro Azollu bohaté zásobení dusíkem, které podporuje rychlý růst.  Proto se v Orientě, hlavně v Číně, Azolla, předpěstovaná v kultivačních bazénech, nasazuje do vody na rýžových polích kde dále roste a zajišťuje vydatné dusíkaté hnojení (38, 39(). 
(40() Volné okno.
Nitrogenáza

Všechny organismy fixující N2 používají tutéž sestavu enzymů, která se nazývá nitrogenáza. (41() Sestává ze dvou částí. Prvá je bílkovinný komplex obsahující Mo a Fe kofaktor v literatuře označovaný nejčastěji jako Mo-Fe-protein nebo dinitrogenáza. Skládá se ze čtyř podjednotek, jejichž úhrnná Mr je okolo 200 kDa a obsahuje dvě Mo-Fe-S seskupení a dva železnato-sirné komplexy, tzv. P-seskupení 8Fe-7S. 

Druhá část, obvykle nazývaná Fe-protein nebo reduktáza dinitrogenázy, sestává ze dvou shodných podjednotek. Jejich Mr u různých organismů kolísá mezi 30 a 72 kDa a nesou jedno seskupení 4Fe-4S. Tato část nitrogenázy je velmi citlivá na kyslík, který ji nevratně inaktivuje s poločasem 30 - 45 s; u dinitrogenázy je poločas inaktivace kyslíkem podstatně delší (asi 10 min). Proto také ty bakterie, které nežijí v anaerobním prostředí, musí umět buď samy, nebo s pomocí buněk svých hostitelů, vytvořit anaerobní podmínky uvnitř buněk pro práci nitrogenázy. Stupně redukce jsou ještě jednou znázorněny schématicky na obr. (42())
Bakterie v hlízkách bobovitých rostlin snižují koncentraci kyslíku rychlým dýcháním. Přístupu kyslíku k nim brání také leghemoglobin (43(). Tato bílkovina je obsažena v cytoplasmě buněk tvořících hlízku v koncentraci až 0,7 mM a dává hlízkám jejich růžovou barvu. Bílkovinu syntetizují buňky hostitele na podnět bakterií, které dodávají hem. Leghemoglobin má velmi vysokou afinitu pro kyslík: jeho poloviční nasycení je už při 10 - 20 nM, zatímco (-řetězec lidského hemoglobinu potřebuje 126 nM O2. Soudí se, že leghemoglobin přenáší k bakteriím právě tolik kyslíku, kolik potřebují pro dýchání, ale nedovolí tam proniknout takovému množství, které by mohlo inhibovat nitrogenázu, nebo její reduktasu.

Molekulární strukturaMoFe-proteinu je na obr. (44(). Dvě podjednotky bílkoviny NifK (tmavě modrá a zelená) jsou spopjeny dvěma podjednotkami NifD (světle modrá a červená). FeMoCo (vpravo nahoře) a P-shluk (vpravo dole) jsou znázorněny jako  oranžové a zelené molekuly.  Jejich atomová struktura je znázorněna na (45(). Obr. (46() ukazuje, jak vazba ATP změní konformaci Fe-proteinu nitrogenázy. Dvě podjednotky NifH se k sobě přiblíží a přitom posunou 4Fe-4S shluk (tmavě-modrý dole) níž. Tím se tento shluk přiblíží       P-shluku dinitrogenázy a mohou snáze interagovat.

Sloučeniny v nichž se fixovaný dusík
 rozvádí v rostlině

Hlízkové bakterie amoniak vzniklý činností nitrogenázy také ihned zabudovávají do aminokyselin a užívají k tomu cyklu GS-GOGAT popsaného u asimilace nitrátu (47(). Do rostliny pak hlízkové buňky posílají nejen amidy glutamin a asparagin, ale také jiné dusíkaté sloučeniny (48(). Je to především kyselina močová a jiné rozkladné produkty purinů, ureidy, např. allantoin. Rozvádějí se z kořenů xylémem do celé rostliny. Srovnání příjmu a dalších osudů dusíku v rostlinách s nitrátovou výživou a v rostlinách s hlízkovými bakteriemi fixujícími molekulární dusík je na obr. (49().
� V literatuře o diazotrofních sinicích  se užívají pro tyto buňky dva termíny: heterocysta a heterocyt. Druhý je podle mnoha odborníků včetně prof. J. Komárka, správný.
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