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A assimilagdo de alguns nutrientes, particularmente,
nitrogénio e enxofre, requer uma série complexa de reacdes
bioquimicas, que estéo entre as rea¢des de maior demanda ergiga

dos organismos vivos:

*NO;® NO,® NH,® glutamina (12 ATP/N);
*N,® 2 NH,*® 2 glutamina (20 ATP/2 N);
*SO,2(+6) @ S2(-2) @ CISTEINA (14 ATP/S).
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Utilizagéo do nitrogénio atmosférico (N): fixagédo

O N, representa 77% da composicdo de gases da

atmosfera. Porém, O N ndo pode ser utlizado pelas
plantas. O N somente é assimilado na forma fixada, ou seja,
sob a forma de NO; e NH,".

Portanto, FIXA(;AO de N, nada mais é do que
converséo do N em nitrato ou amonio.

Esta fixacdo pode selNDUSTRIAL (100 milhGes de
toneladas and ou 100 x 102 g anol) e NATURAL : nao

biolégica (20 x 132 g ana?') e bioldgica (L70 x 102 g ana?):

fixadores de nitrogénio de vida livre e fixacdo simbidtica.

O nitrogénio passa por diferentes formas no
ciclo biogeoquimico
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TABLE 12.1
Process Definition Rate (102 g y')?
Industrial fixation Industrial conversion of molecular nitrogen to ammonia 100
Atmospheric fixation  Lightning and photochemical conversion of molecular nitrogen to nitrate 19
Biological fixation Prokaryotic conversion of molecular nitrogen to ammonia 170
Plant acquisition Plant absorption and assimilation of ammonium or nitrate 1200
Immobilization Microbial absorption and assimilation of ammonium or nitrate N/C
Ammonification Bacterial and fungal catabolism of soil organic matter to ammonium N/C
Anammox Anaerobic ammonium oxidation: bacterial conversion of ammonium
and nitrate to molecular nitrogen N/C
Nitrification Bacterial (Nitrosomonas sp.) oxidation of ammonium to nitrite and
subsequent bacterial (Nitrobacter sp.) oxidation of nitrite to nitrate N/C
Mineralization Bacterial and fungal catabolism of soil organic matter to mineral nitrogen
through ammonification or nitrification N/C
Volatilization Physical loss of gaseous ammonia to the atmosphere 100
Ammonium fixation Physical embedding of ammonium into soil particles 10
Denitrification Bacterial conversion of nitrate to nitrous oxide and molecular nitrogen 210
Nitrate leaching Physical flow of nitrate dissolved in groundwater out of the topsoil and
eventually into the oceans 36

Note: Terrestrial organisms, the soil, and the oceans contain about 5.2 x 10** g, 95 x 10" g, and 6.5 x 10** g, respectively, of organic nitrogen
that is active in the cycle. Assuming that the amount of atmospheric N, remains constant (inputs = outputs), the nean residence time (the
average time that a nitrogen molecule remains in organic forms) is about 370 years [(pool size)/(fixation input) = (5.2 x 10* g + 95 x 10* g)/
(80x 102 gy +19x 102 g y'+ 170 x 10" g y')] (Schlesinger 1997).

“N/C, not calculated.

Os organismos terrestres, 0 solo e 0s oceanos
contém cerca de 5,2 x 19 g, 95 x 13°g e 6,5 x 16° g,
respectivamente, de nitrogénio organico que é ativo no
ciclo.

Admitindo que a quantidade de N, na atmosfera
permanece constante (entrada = saida), mpo médio
de residéncia (o tempo meédio que a molécula de
nitrogénio permanece em formas organicasg cerca de
350 anos.

[(tamanho do pool)/(fixagdo entrada anual} (5,2 x 1G°
g + 95 x 16° g)/(100 x 162 g ano! + 19 x 13?g ano? +
170 x 102 ano?)] (Schlesinger, 1997).



NITRIFICACAO
NH, > NOy

NITROSSOMONAS (QUIMIOAUTOTROFOS)
NH; + 3/20, ® NO, + H,0O + H" (Libera energia)

NITROBACTER (QUIMIOAUTOTROFQOS)

NO, + 20, ® NO;  (Libera energia)
(NH;® NO, ® NOy)
(-3) (+3) (+5)

OBS: A energia liberada é utilizada para reduzir o CQ a C(H,0)
nestas bactérias

Desnitrificacéo
* Algumas bactérias anaerdbicas reduzem o NO
para nitrogénio gasoso(N,), o qual € perdido para a
atmosfera (210 milhGes de toneladas por ano).

e Estas bactérias Pseudomonas e Clostridium)
utiizam o NOj, no lugar do O,, como receptor final
de elétrons para a respiracao.

» Este processo € comum em ambientes pobres em

oxigénio (como em solos inundados ou compactados).

5 CeH1,06 + 24 NO3 + 24 H'@ 30 CO, + 42 H,0 + 12 N, + energia
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Fixac&o industrial do nitrogénio
O processo de Haber-Bosch,desenvolvido na
Alemanha (durante a 12 guerra mundial) e até hoje usado
pelas industrias de fertilizantes,& o ponto inicial para a
fabricacdo de produtos nitrogenados industriais e
agricolas.

O processo de Haber-Bosch ocorre sob elevadas
temperaturas (cerca de 200 °C) e alta pressao (cerca de
200 atmosferas) e na presenca de um metal catalisador
(geralmente ferro). Estas condicOes extremas sao
necessarias para superar a alta energia de ativacdo da
reacao.

200 °C
N, + 3H, ® 2 NH,4
200 atm

Fixacdo natural ndo biologica do nitrogénio (10%)

ATMOSFERA:
Vapor de agua, G, N,
Atomos de H, O e OH
N, +20® 2 NO +20® 2NO, +20® 2 NOy
~ H* Chuva ~ H*

Levados para o solo: HNO, HNO,



ESTRATOSFERA:
Qzonio + Oxido de nitrico gasoso
Reacbes foB@imicas (UV)

HNO,
— Difusdo
Atmosfera
~— Chuva
HNO,
(levado para o solo)

Nitrogénio
atmosfeérico (N,)

Desnitrificacdo

Fixacdo
Fixagdo

biolégica
m W p y \n biolégica
\ /{
Fixadores de N, “* i Che
de vida livre
Absorgio Residuos de 3

Fixagdo
atmosférica

Fixagdo Desnitrificadores
industrial Foay .
Micrébios 5 animais e plantas Y Oxidagdo
do solo pelas raizes . anaerobia
. Fixadores do amdnio
Matéria organica simbidticos de N,

em decomposicio

\Amonificﬁj

Aménio Nitrito,
(NO,)

Imobilizacao Nitrificagio NIt Lixiviagio
590 _(NO,)

o .
(NH;) Micrbios do solo Agua subterranea

FIGURA 12.1 O nitrogénio apresenta uma ciclagem através da
atmosfera, & medida que passa da forma gasosa & de fons reduzi-
dos, antes de ser incorporado a compostas 0rganicos nos organis-

mos vivos. Estdo representadas algumas etapas envolvidas no ciclo
do nitrogénio.

» Fixac&o biolégica: 170 milhdes de ton/ano oi00 x 102g anao?;
* Fixacao elétrica: 20 milhdes de ton/ano;

* Fixagdo industrial: 100 milhdes de ton/ano;

* Volatilizagéo da NH;: 100 milhdes de ton/ano;

* Desnitrificacdo: 210 milhdes de ton/ano.
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A planta absorve do solo o nitrogénio sob aformas de NO; e
NH,". O nitrogénio sob a forma de NG é facilmente lixiviado,
enquanto que na forma NH,* ndo sofre lixiviagcdo.Por que?

,llﬁ “G :‘w"'
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Em algumas situagodes:

NH,* nitrificacdo HNO; ® H*+NOy

(bactérias)
H*® acidifica o solo
Lixiviado

(ndo disponivel para a planta)

pH alto Membrana._/ pH baixo
~ . . ~ Estroma, matriz Lume, espago intermem-
Amonlo ou nltrato nao ou citoplasma brana ou vactolo
- . 5 . 5 H*
assimilados podem ser " o i
. % + H* -
perigosos o HO o i é
NH,* + OH- —L NH, NH, + H* ——> NH,}
O amonio, se acumulado em e
niveis elevados nos tecidos - e

Vivos, é toxico tanto para
p|antas como animaiso Em pH alto, o NH,*  NH, & permeavel NH, reage com o

. K . reage com o OH", amembrana e H*, formando NH,*
amonio dissipa os femandolt, T [diundeseade
gradientes de prétons echnine
transmembranares ]

necessarios ao tranSporte de FIGURA 12.2 A toxicidade do NH,” pode dissipar os gradientes
e|étr0nS na fOtOSSI,ntese e de pH. O lado esquerde representa o estroma, a matriz mitocon-

drial ou o citoplasma, onde o pH é alto. O lado direito representa o
respiragé_o’ assim CcComo na lume, o espaco intermembrana ou o vacuolo, onde o pH é baixo; a
L. membrana representa ¢ tilacoide do cloroplasto, a membrana inter-
Captu ra de metabOhtOS NQOS namitocondrial ou o tonoplasto do vactolo de uma célula de raiz. O
, resultado liquido da reagdo mostra que as concentrages de OH™ do
VaCUO'OS- lado esquerdo e de H' do lado direito diminuiram, isto é, o gradiente

de pH foi dissipado (Bloom, 1997).
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« As plantas podem acumular niveis altos de NQ ou podem
transloca-lo por meio dos tecidos sem efeitos deletérios;

*Porém, o NO; em excesso, em animais € no homem,
provoca uma doenca chamada metemoglobinemia
(transformagé@o do NO; em NO, no figado, formando um
complexo com a hemoglobina que impede a ligagéo do,}9

*Homens e animais também convertem o NO em
nitrosaminas, que sdo potentes carcinogénicos;

*O NO, € altamente reativo e potencialmente toxico. As

células vegetais transportam rapidamente o N@ do citosol
para os plastidios, onde é reduzido a amonia;

Reducdo metabdlica do nitrato

redutase redutase
NOy + NAD(P)H —> NQ; + H,0 | NO, + 8 Hr=——pNH," + 2 H,0
do nitrato Fdeq do nitrito  Fdy;
. CLOROPLASTO (FOLHA)
CITOSOL ou
PROPLASTIDIO (RAIZ)
(+5)NOy; @  (+3)NOy ® (-3) NH,*

7

A redutase do nitrato é a principal proteina contendo
molibdénio nos tecidos vegetativos; um dos sintomas de
deficiéncia do molibdénio € o acumulo de nitrato, resultante da
diminuicao da atividade da redutase do nitrato (Mendel, 2005).



16/05/2013

Regido  Regido
N-terminal hinge 1 hinge 2 C-terminal

NO, «— |MOCo / Heme I\— FAD _&NADH
NO; < [Wioce]—fiemel— Fap | <29 ok

Nitrato redutase

FIGURA 12.3 Modelo do dimero da nitrato redutase, indicando
os trés dominios de ligagao cujas sequéncias de polipeptideos sao
similares nos eucariotos: complexo molibdénio (MoCo), grupo heme
e FAD. O NADH liga-se ao dominio de ligagdo do FAD de cada su-
bunidade e inicia a transferéncia de dois elétrons a partir do grupo
carboxila terminal (C), por meio de cada elemento de transferéncia
de elétrons, até o grupo amino terminal (N). O nitrato é reduzido no
complexo molibdénio préximo a regidao amino terminal. As sequén-
cias dos polipeptideos nas regides hinge sdo altamente variaveis en-
tre as especies.

O nitrato, a luz, e os carboidratos interferem na redutase do
nitrato em niveis de transcri¢cdo e traducao.

100 -

5 ) <20
sE /mRNA nas raizes mRNA nas
s gol ~ partes aéreas 3

I
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FIGURA 12.4 A estimulagdo da atividade da
nitrato redutase resulta da indugao da sintese
do mRNA desta enzima em partes aéreas e
raizes de cevada; gmf, grama de massa fresca
(sequndo Kleinhofs et al., 1989).
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A redutase do nitrato esta sujeita a modificacdo poés-

) traducional
ATIVACAO:
* Luz e alto teor de carboidratos estimulam a proteina fosfatase
gue desfosforila um residuo de serina chave na regido donge 1
da redutase do nitrato, promovendo sua ativacao.

INATIVACAO:

» Agindo na direcdo inversa, o escuro e o Mg estimulam a
proteina quinase, a qual fosforila os mesmos residuos de serina,
gue depois interagem com a proteina 14-3-3 e, assim, inativam a
redutase do nitrato.

A regulacdo da atividade da redutase do nitrato através da
desfosforilacao/fosforilacdo possibilita um controle mais rpido do
que o obtido através da sintese/degradacdo da enz{menutos
versushoras).

A redutase do nitrito converte o nitrito em amaonio

Luz

Ferredoxina H*
{reduzida) NO.-
2
o \ Nitrito
Reac¢Ges luminosas &) N,O
da fotossintese | (Fe,5) Heme Oxido nitroso
/ Nitrito redutase NH,*
Ferredoxina Amonio
{oxidada)

FIGURA 12.5 Modelo do aco-
plamento do fluxo de elétrons
da fotossintese, via ferredoxina,
com a redugdo do nitrito pela
nitrito redutase. A enzima nitri-
to redutase possui dois grupos
prostéticos, Fe,5, e heme, gue
participam na redugao do nitrito
a aménio.
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Massa molecular de 63.000 daltons (monGmero);

Grupos prostéticos (2):

Grupo heme e o complexo protéico (F8,).

REACAO GERAL:
NO, +6Fdy +8H @ NH,*+6Fd, +2H,0

» Concentragbes elevadas de NQou a exposicdo a luz
induzem a transcricdo do mRNA da redutase do nitrito. O
acumulo dos produtos finais desse processo - asparagina e
glutamina — reprimem essa inducao.

Cardo I i
Stellaria media | Nl
Trevo branco | [ ]

Perilla fruticosa | T ]

Aveia

Raizes e Milho

Impatiens

partes Girassol

\
\
\
\
Cevada | | |
\
\
\

|

]

]

]

]

aéreas Feeiro | ‘ :
]

]

]

5

assimilam Ervilha I | |

Rabanete \ [ [

n|trato Tremogo-branco [ | I

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 1
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FIGURA 12.6 Quantidades relativas de nitrato e outros compostos
nitrogenados de exsudados do xilema de varias espécies vegetais. As
plantas foram cultivadas com as suas ralzes expostas a solugdes de
nitrato e a seiva do xilema foi coletada por rompimento do caule.
Observe a presenca de ureidas em feijoeiro e ervilha; somente legu-
minosas de origem tropical exportam nitrogénio em tais compostos
(segundo Pate, 1983).
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FONTES DE N-AMONIACAL EM PLANTAS

Absorgcéo de NO® NO,® NH,

Absorcdo de NH* U NH, (NH;+H,0U NH,*+ OH")

. o g UREASE
Absorcgéo de uréia: PR
B
Degradacdao de proteinas:
proteinas® aminoacidos® a-cetoacidos + NH

2!'1'1'13 +C02

* Fotorrespiracao: wao’ NADiss"
™~ T,
<o, M,

Assimilacdo do amonio

As células vegetais evitam a toxicidade do
amonio pela rapida conversao do amonio, gerado a
partir da assimilagdo do nitrato ou da
fotorrespiracdo, em aminoacidos.

A principal rota para essa conversao envolve
as acodes sequenciais da sintetase da glutamina e da
sintase do glutamato.
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Estrutura e rotas de sintese de compostos
envolvidas na assimilacdo do amonio

Glutamina Glutamato

TOOH sintetase COOH COOH sintase (T"OOH C‘OOH
HT—NH2 %F HCI—NHz + C|=O % HC|—® + HC‘—NHz
H ZAPE @D 7 . [NeouReg) (fnoog 4 53
+
Amonio CH, CH, CH, |Fd Fd, |CH, CH,
| | | | |
+ C—0O C— C—o cC—0o C—x
I Il Il I I
o o] o 0o o
Glutamato Glutamina  2-Oxoglutarato 2 Glutamatos
Glutamato
fl.OOH desidrogenase COOH T
@ . i_o  lGoH b o [ A _GS_ e |n|b|o_la_ por
I B A I metionina sulfoximina,
Aménio THz NAD(PH| |[NAD(P)* Cle
Tnz clH, e Mutante sem a GS
c—o 4=C mas com a GDH néao
) o assimila o amonio.
2-Oxoglutarato Glutamato

SINTETASE DA GLUTAMINA (GS)

Duas formas: (Massa molecular:350 kDa)

CITOSOLICA: Presente em sementes germinantes e
feixes vasculares de raizes e de caules.

(funcéo: transporte intracelular de N).

PLASTIDIAL: Presente em cloroplastos de folhas e
plastidios de raiz.

(funcdo: gerar N-amidico para consumo local).

Luz e teor de carboidratos alteram a expresséo génica
desta forma da enzima.

16/05/2013
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SINTASE DO GLUTAMATO (GOGAT)

Duas formas:

FERREDOXINA-GOGAT: Presente em cloroplasto com
massa molecular de 165 kDa.

(funcéo: metabolismo do N na fotorrespiracao).

A quantidade e a atividade desta forma aumentam com o
nivel de luz.

NADH-GOGAT: Presente em plastidio de tecidos néo
fotossintéticos da raiz (funcdo: assimilacdo de NHY
absorvido pela raiz) e em feixes vasculares de folhas em
desenvolvimento (funcdo: assimilacdo de glutamina
transportada das raizes ou de folhas senescentes).

Aspartato

<|:00H CIOOH aminotransferase C‘OUH C|°°H
Asp-A
Hcl = # c=o0 % HC —@ + Cl =0
| \
™, CH, CH, CH,
| I ‘ '
CH, ﬁ e <|:| — ke
| |
ﬁ "> o 0 T\ —0
. o
Glutamato  Oxaloacetato Aspartato  2-Oxoglutarato
Glioxilato Glicina
Piruvato Alanina
Hidroxipiruvato Serina

Localizacéo: Citosol, plastidios, mitocondrias, peroxisomos
e glioxissomos.

As aminotransferases de cloroplasto tem papel importante
na sintese de varios aminoacidogglutamato, aspartato,
alanina, serina e glicina).

16/05/2013
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Outra importante enzima é sintetase da
asparagina (AS):

Asparagina
COOH COOH sintetase COOH COOH
| (A5) |
HC—NH, + HC—NH, ———=—==—> HC—NH, + HC—NH,
| I - | I
*, H, ZAPE GV H, o,
+
cH C—0O lE== @ CH
& II || %
@ ° =
o] Q
Glutamina Aspartato Asparagina Glutamato

A asparagina e a glutamina unem o
metabolismo do carbono e do nitrogénio

* Altos niveis de luz e de carboidratos- condicdes que
estimulam a GS e a Fd-GOGAT dos plastidios—
inibbem a expresséo dos genes que codificam a sintetase
da asparagina (AS) e a sua atividade.

A regulacdo antagbnica destas rotas competitivas
auxilia no balanco do metabolismo do carbono e do
nitrogénio nos vegetais (Lamet al., 1996).
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* As condicdes de alta energia estimulam a GS e a
GOGAT e inibem a AS, favorecendo a assimilacédo do
nitrogénio em glutamina e em glutamato, compostos
ricos em carbono e que participam da sintese de novos
materiais vegetais;

* Por outro lado, as condi¢cbGes limitadas de energia
inbem a GS e a GOGAT, estimulam a AS,
favorecendo a assimilacdo do nitrogénio em
asparagina, um composto rico em nitrogénio e
suficientemente estavel para ser transportado em
longas distancias e armazenado por muito tempo.

Biossintese de aminoacidos

. FIGURA 12.8 Rotas biossintéticas dos esqueletos
Glicose de carbono dos 20 aminoacidos padrdes.

l

4_4_ 3-Fosfoglicerato ‘ Tirosina | ‘ Fenilalanina

\ b4
Fosfoenolpiruvato ——
RN
st
~ l
L Leucina
| valina H

Asparagina |4—‘ Aspartato |<—0xaloacetato/_\

Ciclo do 4cido citrico
\
\Joglutarato —| Glutamato

~
1 Metionina L3
| =
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As plantas fixadoras de nitrogénio assimilam o

N-amoniacal nas raizes formando amidas ou ureideos,

antes de transporta-lo para a parte aérea.

Baseando-se na composicao quimica do xilema destas

plantas, pode-se dividi-las em 2 grupos:

1. Exportadoras de amidas (Asparagina, 2N:4C e

glutamina, 2N:5C), que sao as leguminosas de regides

temperadas: Trevo,Vicia faba, alfafa, lupino e lentilha;

2. Exportadoras de ureideos(Alantoina, 4N:4C, acido
alantdico, 4N:4C e citrulina, 3N:6C), que sao as
leguminosas de origem tropical: Phaseolus, soja,
amendoim e feijao-de-corda.

Relagcao C:N nos principais compostos nitrogenados
transportados pelo xilema

H,N—C—N_ H O=C—NH H H H

g \C/_C_OH erll Cl—l!l—C—NH H,N— C —N— CH,CH,CH,C— COOH
o o N/ [ 2 e
20 © T o o NH,

O H o)

Allantoic acid Allantoin Citrulline

« Glutamato: 5C:1N; Glutamina: 5C:2N;
* Aspartato: 4C:1N; Asparagina: 4C:2N;

 Alantoina: 4C:4N (Sintetizada no peroxissomo);

« Acido alantéico: 4C:4N  (Sintetizado no reticulo
endoplasmatico);

* Citrulina: 6C:3N (Local de sintese desconhecido).

16/05/2013
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Efeitos da assimilacdo do nitrogénio na utilizacdo de
carboidratos (uso de fertilizantes nitrogenados):

N aplicado em grandes quantidades ® causa reducdo no nivel de
carboidratos nas plantas.

Suspenséo da aplicacdo de® o nivel decarboidratos aumenta.

Por que isto acontece?

1. Excesso de N® ha consumo excessivo da-cetoacidos® aumento da
atividade respiratéria @ aumento no consumo de carboidratas

2. Nareducdode NQ ® NH;a planta gasta poder redutor,que € fornecido
pela ES (dimuicdo) ou RS (aumento), acarretando diminuicdo no teor de
carboidratos.

3. Na assimilagdo da NH a planta gasta poder redutor e ATP, que sdo
fornecidos pela FS(dimuicdo) ou RS (aumento), acarretando, também,
diminuicdo no teor de carboidratos.

Que importancia pratica tém estes fatos?

* AIPO (porcao comestivel: haste)O aipo sera de boa qualidade
guando a haste tiver paredes celulares bem delgadaBortanto,
usa-se excesso de nitrogén® diminuicdo da quantidade de
carboidratos ® menos celuloseé® parede celular mais delgada
® hastes de boa qualidadétenras).

* BETERRABA ACUCAREIRA
Plantio® 6 meses® colheita

Deve-se suspender a aplicacéo de nitrogénio, pelo menos 1
a 2 meses antes da colheita.

No inicio , a aplicagéo de N favorece o crescimento da parte aérea
em detrimento da raiz

Nos ultimos dois mesesa suspensao da aplicacao de N, favorece
atranslocacao de carboidratos para araiz.
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Qual a melhor forma de aplicar N?
Sob a forma de NQ ou de NH,*?
» Condicoes da planta:

Condicbes ambientais que conduzem a alta atividade
fotossintética® pode-se aplicar N como NH;

Condicdes ambientais que conduzem a baixa atividade
fotossintética ® n&o se deve aplicar N como N ®
Problemas de toxicidade de NH.

» Condic¢oes do solo:

Aplicacdo de NH,* ao solo pode haver a presenca de bactérias
nitrificadoras * e causar a acidez do solo.

NH,* ® HNO; ® H* + NOy
» Custo de adubacéao:
Amonia anidra € mais barata do que KNG, ou NH,NO,.

Fixacdonatural bioldgica do nitrogénio:
 Fixadores de nitrogénio de vida livre

 Fixacdo simbiotica do nitrogénio
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Fixacéo simbidtica do nitrogénio

Planta hospedeira

Simbiontes fixadores de N

Fixadores de nitrogénio de vida livre

Tipo Géneros fixadores de N
PR
$ "
!
% # "
&' # $% &'
%

Equacdo geral da fixagdo do NNitrogenase € inativada por Q)

Ny+ 8 H" + 8 & ———p 2 NH; + H,

Fixador de nitrogénio de vida livre

Células
vegetativas

Heterocisto

FIGURA 12.10 Um filamento de
cianobactéria fixadora de nitrogé-
nio (Anabaena) com um hetero-
cisto. Os heterocistos com paredes
espessas, intercalados entre as cé-
lulas vegetativas, tém um ambiente
interno anaerdbio que permite a
cianobactéria fixar nitrogénio em
condicoes aerdbias (© Dr. Peter Sil-
ver/Visuals Unlimited/alamy).
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Fixador de nitrogénio de vida livre

Figur: 76  Disprunmatic representation of carbon and mimogs Shung: betweon the | and

Hs. Cart . b arc | Erom the . - . L
heverucy st in onder Lo supply the wia the cxidati ;Lmu The —
produced by nitrogen fxation i awimitaed by ghiami iherase wnd the majority of ghuimmine
:_mq-l'lﬂ'-'l‘ﬂ"htl\*_ﬂiwwlthtiil inte gl i {COGAT). The
o, ] 1l thus dh an eacly evolved form of collular speciakization (Smith & Gallon,

Obs: A associacaoAzolla-Anabaenapode fixar 0,5 kg de
N, hectare! dial, uma taxa de fertilizagcao suficiente para
manter uma lavoura mediana de arroz.

Equacéo geral da Nitrogenasénativada por O,)
N,+8H"+8e ® 2NH;+H,

16/05/2013
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Nodulos de
infeccao em
raizes do
feijoeiro
(Phaseolus
vulgaris).

FIGURA 12.9 Nédulos em raiz do feijoeiro (Phaseolus vulgaris). Os
nédulos sdo o resultado da infecgdo por Rhizobium sp. (Fotografia
de David MclIntyre).

FIGURE 12.8 Root nodules on sovbean. The nodules are a
result of infection by Rhizobium japonicum. (© Wally
Eberhart/ Visuals Unlimited.)
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Fixac&o simbidtica do nitrogénio

Do ponto de vista agricola, o sistema mais
importante € o da associacdoRhizobium — raiz de
leguminosa (n6dulos).

Neste tipo de associacdo, a leguminosa fornece
carboidratos para a bactéria, que quando oxidados
produzem os elétrons necessarios para a redugédo do,N
em troca, a bactéria fornece a leguminosa o nitrogénio
fixado (NH,").

A simbiose entre uma leguminosa e a bactéria ndo é
obrigatoéria. Porém, sob condi¢cdes de limitagcdo de Nps
simbiontes se atraem mutuamente, através de um
elaborado sistema de sinais:

O estégio inicial na formacdo da simbiose é a
migracdo da bactéria em direcdo a planta
hospedeira.

Esta migracdo é uma resposta quimiotatica
mediada por atraentes quimicos,(iso)flavondides e
betainas,secretados pelas raizes da planta.

A sinalizacdo, o processo de infeccao e o
desenvolvimento dos noédulos envolvem genes
especificos da planta hospedeira e da bactéria
infectante.
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As bactérias produzem os fatores de
nodulacdo, que atuam como sinalizadores para a
iniciacdo da simbiose. Estes fatores de iniciagdo séo
moléculas de lipoquitina(oligossacaridios sinalizadores).

Nas raizes das plantas hospedeiras séo produzidas
lectinas especificas que reconhecem a lipoquitina
especifica direcionandop Rhizobiumapropriado para a
infeccao daquele hospedeirdacilitando sua ligacdo com
a parede celular dos pelos radiculares.

Dois processos, infeccdo e organogénese do
noédulo, ocorrem simultaneamente:

Hidrogénio, sulfato,

fucose ou
2-O-metilfucose
\
0
_ _ /
CH,OH CH,0H CH,
0 (o] o]
HO | O B 0~
— Hidrogénio
HO PH HO ITI HO lil ou glicerol
Acido graxo <|:=O (I:=0
i cH, | CH,

FIGURA 12.11 Os fatores Nod sdo oligossacarideos de lipoquitina.
A cadeia de acido graxo apresenta normalmente de 16 a 18 carbo-
nos. O ndmero de sessdes intermedidrias repetidas (n) é geralmente
dois a trés (de Stokkermans et al., 1995).
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Os fatores Nod produzidos pela bactéria
atuam como sinalizadores para a simbiose

Planta (geneNod® Genes nodulinos;

Rhizdébio (genesnod® Genes de nodulagao;

nodD (constitutivo)@ Gene promotor (regulador);
nodA, nodB e nodC (indutivos)® Genes comuns:

* NodA® N-acetiltransferase, adiciona acidos graxos;

* NodB® Dessacetilase do oligossacaridio de quitina, remove o acetil de um
acucar terminal ndo redutor;

*NodC ® Sintase do oligossacaridio de quitina, adiciona N-acetil-
glucosamina;

nodg, nodF, nodH, nodL, nodP e nodQ (indutivos) @ Genes especificos
(diferem entre as espécies de rizobios e determinam a faixa despedeiros, as
plantas que podem ser infectadas).

Second nocule

mensiem —
®
5y

WO

Phicem \
Epdermis Pericycle

1. As plantas secretam atraentes quimicos: Flavondides, (is@¥ondides,
homosserina (aleloquimicos);

2. As bactérias produzem fatores de nodulacao (lipoquitinas) e libam sinais
mitogénicos que induzem a divisdo celular nas plantagformacdo do
primordio nodular);

3. Os receptores das leguminosas para os fatores de nodulagéo parecen s
lectinas especificas.
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Processo de
infeccéo
durante a
organogénese
do nédulo

FIGURA 12.12 O proces:
do nédulo. (A) Os rizébios
em re

dos ) A di
do pelo da raiz leva & infecco e & formagao do canal de infecgdo  atingir as células-alvo, onde as vesiculas compostas de
il vesiculas secretoras do Golgi das células da raiz. (D) O vegetais que envolvem células bacterianas sdo liberad:

Diferentes compostos de sinalizacaatuando
positiva ou negativamentegcontrolam a posicao do
primordio nodular:

* Um nucleosideo de uridina difunde-se do estelo para o
cértex na zona do protoxilema e estimula a divisao celular;

* O etileno, sintetizado na regiao do periciclg difunde-se
para o cortex e blogueia a divisdo celular no polo oposto ao

floema da raiz.

Obs: Em algumas leguminosas de clima temperado
(ervilha) os noédulos sédo alongados e cilindricos pela
presenca de um meristema nodular. J&, em soja e

amendoim eles sdo esféricos e nao tem um meristema.

16/05/2013
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Neste tipo de associacdo a [{p € reduzida pela
alta taxa de respiracdo dos simbiontes como também,
pela presenca da leg-hemoglobingue é sintetizada pela
planta em resposta a infeccagBuchanan et al., 2000).

Esta proteina esta presente nas células do nédulo
em altas concentracfeg700 pM) e é responsavel pela
coloracédo rosada dos nodulos.

Quanto maior for a concentracdo de leg-
hemoglobina (Km = 0,01 yM de O,) maior sera a
fixacdo de N..

A leg-hemoglobina tem a funcé&o de transportar
O, para a respiragdo dos bacteroides (organelas
endossimbidticas).

O bacteroide utiliza uma CTE especializada, na
qual a oxidase terminal possui afinidade pelo ©@muito
elevada (Km = 7 nM). A citocromo oxidase de
mitocondria de plantas tem Km =1 uM.
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O complexo da enzima nitrogenase fixa o N

Complexo da enzima nitrogenase FIGURA 12.13 Reagdo catalisada pela
E ’ —— nitrogenase. A ferredoxina reduz a Fe-
e-proteina P -proteina. Acredita-se gue a ligagéo e a

hidrélise do ATP a Fe-proteina provoque

Produtos uma mudan¢a na conformacdo desta
2NH,, H, proteina, o que facilita as reacoes redox.
A Fe-proteina reduz a MoFe-proteina e

esta Ultima reduz o N, (segundo Dixon e
Wheeler, 1986; Buchanan et al., 2000).

Substrato
N,, 8 H*

Ferredoxina

Ferredoxina,_,

+

16®)

N,+8H*+8e + 16 ATP — 2 Nkl+ H, + 16 ADP + 16 Pi

DG = - 200 kj mol*

CARACTERISTICAS DA NITROGENASE

Constituida por duas proteinas (20% das proteinas do
bacterodide -5 N, reduzidos por segund@
1. Fe-proteina:
*  Massa molecular: 30 — 72 kDa;
e  2sub-unidades protéicas;
e 4 atomos de Fe-S (FgS));
* lrreversivelmente inativada por O, (meia-vida de 30 a 455s) ;

2. MoFe-proteina:

*  Massa molecular: 180 — 235 kDa;

e 4 sub-unidades protéicas;

o 28 4tomos de Fe-S e 2 atomos de Mo;

e Também inativada por O, (meia-vida de 10 minutos no ar)

16/05/2013

28



16/05/2013

TABLE 12.4
Reactions catalyzed by nitrogenase

N, — NH3+ Molecular nitrogen fixation
N,O — N, + H,O Nitrous oxide reduction
N~ —N, + NH, Azide reduction
|IcH, > CH, Acetylene reduction |

2 H" - H,+ H, production

ATP — ADP + P+ ATP hydrolytic activity

Source: After Burris 1976.
Sob condi¢des naturais, quantidades substanciais de
H* sé@o reduzidas ao gas H

Nos rizébios, 30 a 60% da energia fornecida para a
nitrogenase podem ser perdidos como }l diminuindo a
eficiéncia da fixagao do nitrogénio.

Alguns rizébios tem uma hidrogenase que cliva o H
e gera elétrons para a fixacao do nitrogénio.

Hydrogenase

2e

2H

Component 559-H,
?

Nitrogenase % 2NH,
complex y

Respiratory

nADP + nPi

nATP

Figure 2 A generalized scheme illustrating possible interrelationships during nitrogen fixa-
tion, hydrogen uptake, and respiratory electron transport in Rhizoﬂgm- ﬁ ﬁ"iﬂ‘% Inhibition
is indicated by dashed lines. There are indications that component -H, may act as an

electron carrier between hydrogenase and the electron transport chain (67, 68).
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O alto custo da adubacéao nitrogenada tem incentivado
pesquisas em:
 lIdentificagéo dos fatores que afetam a fixagéo simbidtica;

 lIdentificacédo de espécies capazes de fixar N

» Transferir a capacidade de fixar N, para as plantas que ndo a
possuem;

» Aumentar a eficiéncia da fixagdo nas plantas fixadoras:

Identificacdo ou selecdo de linhagens ou racas dehizobium mais
eficientes;

Selecao de hospedeiros mais compativeis com as ragasRig@zobium
existentes.

* Producéo de nitrogenase entk. coli e posterior introducdo da enzima e
demais componentes do sistema de fixagdo em plantas néo fixadoras.

Ocorre inibic&do da fixag&do simbidtica do N pelo
uso de fertilizantes nitrogenadog$NO; e NH,").

PORQUE CAUSA:

* Inibicdo da ligacdo do Rhizobium com o pelo
radicular;

» Aborto do filamento de infeccéo;
» Diminuicéo do crescimento do nédulo;

* Inibicdo da fixagdo do N, nos nodulos ja
estabelecidos;

* Aceleracao da senescéncia dos nodulos.
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Transformacdes do N durante o desenvolvimento

Semente (N — protéico) ® Germinacdo® degradacdo de
proteina—fitina pelas enzimas fitase, proteases e peptidas®s
produzindo aminoé&cidos e liberando cations e fosfato ligados a
fitina nos corpos protéicos® transporte destes para o eixo
embrionario @  Ocorrendo o desenvolvimento da plantula
pela utilizacdo de NQ,, NH,*, cations e fosfato.

Teor de nutrientes minerais na fitina em sementes de

plantas (% da massa seca)

Espécie Mg Ca K P Fe Mn Cu
Aveia 0,40 0,19 1,10 0,96 0,035 0,008 0,005
Soja 0,22 0,13 2,18 0,71
Algoddo 0,40 0,13 2,18 0,79 0,059 0,003 0,005
Cevada 0,16 0,03 0,56 0,043
Girassol 0,40 0,20 1,00 1,01

(Bewley & Black, 1994)

16/05/2013

31



16/05/2013
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Assimilacao de enxofre

As plantas obtém o enxofre principalmente a
custa do SQ? (através do simporte H-SO,%) existente

no solo.

A maioria provém da decomposicdo das rochas.
Outra parte é obtida de SGQ e H,S (queima de
combustiveis fdésseis, industrias e veiculos automotores)
que se transformam em 80, e atraves da chuva acida é

levado para o solo.

As plantas podem absorver SQ@ através dos
estOmatos e transforma-lo em HSO,. Porém, [SO)]
acima de 0,3 ppm por mais de 8 horas causa danos as

folhas.

O enxofre, assim como o N,é um dos mais
versateis elementos encontrados nos organismos Vivos

devido aos seus multiplos estados estaveis de oxidacéo.
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Visao geral da
absorcao, reducéo
e transporte de
enxofre em
plantas.

Sulfotransferase I

o
i 3'-Fosfoadenilato

16/05/2013

i Colina, flavonéis,
brassinoesteroides,
glucosinolatos,

3'-Fosfoadenosina-5"-fosfossulfato (PAPS) Metabélito O-sulfatado pe ptldeos,
polissacarideos, etc.
0o
CH,
APS cinase |
NH
= ATP = |
ATP e nii] o APS Sulfo- ¢=0 o APS O sulfito
sulforilase . | I transferase | I redutase |
0, -Adenin CH, 7077707370 Hf?ftHzfsfﬁf - 0=‘5
H H
Sulfato H H O 0 GSH S5-AMP NH 0 GsH 05
STATP % OH OH |
= ATP < c‘:o
Pirofosfatase CH,
inorganica Ho | A
P
Adenosina-5"-fosfossulfato (APS.
2® (aps) v —¢—H
oo™

plastidios

Serina

acetiltransferase
Ho 7CH17C‘H —COOH
NH,

Acetil-CoA CoA

Serina

FIGURA 12.15 Estrutura e rotas metabélicas dos compostos en-
volvidos na assimilacdo do enxofre. A enzima ATP sulforilase cliva
o pirofosfato do ATP e o substitui com o sulfato. © sulfeto é pro-
duzido a partir do APS por reacoes que envolvem a reducdo pela
glutationa e ferredoxina. O sulfeto reage com a O-acetilserina, for-
mando cisteina. Fd, ferredoxina; GSH, glutationa reduzida; GSSG,
glutationa oxidada.

S-Sulfeglutationa

5 Acetato
CH, —C—0—CH, —CH —COOH e SH —CH, —CH —COOH
I | O-acetilserina |
NH, tioliase NH,
O-Acetilserina Cisteina

ASSIMILACAO DO
ENXOFRE
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ASSIMILACAO DE FOSFATO

O fosfato (HPO,?) na solugao do solo é rapidamente
absorvido pelas raizegor intermédio de um transportador
de H*-HPO,? do tipo simporte e incorporado em uma
variedade de compostos organicosjncluindo acucares
fosfato, fosfolipidios e nucleotideos.

ASSIMILACAO DE CATIONS

LigacOes eletrostaticas
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LigacOes de valéncia coordenada

As raizes modificam a rizosfera para
absorver o ferro

« O ferro é importante nas proteinas Fe-S, grupos
heme (reacdo catalisada pela ferroquelatase),
fitoferritina (complexo protéico com 24 unidades
idénticas, 480 kDa, e um nucleo com 5.400 a 6.200
atomos de Fe)e como catalisador de enzimas das
reacOesredox;

 As plantas obtém o ferro do solo como F& em éxidos
como o Fe(OH¥*, Fe(OH), e Fe(OH),. Em pH neutro
o ferro é altamente insoluvel;
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Reacao da ferroquelatase

 As raizes desenvolvem alguns mecanismos para
aumentar a solubilidade e a disponibilidade do ferro
para as plantas:

Aumenta a solubilidade do ferro férrico (Fe**) pela
acidificacdo do solo ao seu redofliberam H* e acidos
organicos: malico e citrico);

Reducéo do ferro férrico a forma ferrosa (Fe&*) mais
soluvel (membrana plasmatica de raiz possui a enzima
redutase ferro-quelante que usa NADH ou NADPH
como doadores de elétrons. A atividade desta enzima
aumenta sob condi¢des de deficiéncia de ferro);
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Dois processos pelos quais as raizes absorvem
o ferro

Liberacdo de compostos que formam complexos
estaveis e solaveis com o ferroVarios compostos
secretados pelas raizes formam quelatos estaveis com
o ferro (acido malico, acido citrico, fendlicos e o acido
piscidico).

As gramineas produzem uma classe especial de
aminoacidos quelantes do ferro denominados de
fitosideroforos (acido muginéico).

16/05/2013
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ASSIMILACAO DO OXIGENIO

Processos envolvidos na assimilacao do
nitrogénio mineral nas folhas.
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Visao geral da
absorcao de N em
plantas ndo
noduladas e
plantas
noduladas com
simbiontes de
fixacdo do N.
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