I

UNIDADE IV - NUTRICAO MINERAL DE
PLANTAS - AS PLANTAS E O NITROGENIO

5. AS PLANTAS E O NITROGENIO

5.1. 0 CICLO DO NITROGENIO

5.2. ASSIMILACAO DO NITROGENIO

5.3. FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO
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Figura 13 — O ciclo do niwogénio, ilustrando o relacionamento entre 0 pool de

nitrogénio: atmosfera, solo e biomassa (Hopkins, 2000).

- Fixacdo biolégica: 170 milhées de ton/ano;
* Fixaciio elétrica: 20 milhées de ton/ano;
* Fixacdo industrial: 80 milhoes de ton/ano;
* Volatilizacao da NH;: 100 milhdes de ton/ano;

* Desnitrificagao: 170 milhdes de ton/ano.
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: Transformacio do nitrogénio no solo

Amonificacao

* O nitrogénio organico é convertido para amoénia (NH;) por
uma variedade de microorganismos;

e Parte da amonia retorna para a atmosfera (100 milhoes de
toneladas por ano) por volatilizacio, porém a maioria ¢é
convertida em nitrato pelas bactérias presentes no solo.

Nitrificacao
* A 1° etapa na formacao de nitrato é a oxidacdo de NH; para
NO,  (nitrito) pelas bactérias do género Nitrossomonas e
Nitrococus.

e Em seguida, NO, ¢é oxidado para NO; (nitrato) pelas
bactérias do género Nitrobacter.
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Desnitrificacao

* Algumas bactérias anaerdbicas reduzem o NOjy
para nitrogénio gasoso (N,, NO e N,0), o qual é
perdido para a atmosfera (170 milhoes de toneladas
por ano).

e Estas bactérias utilizam o NO;, no lugar do O,,
como receptor final de elétrons para a respiracao.

e Este processo é comum em ambientes pobres em
oxigénio (como em solos inundados ou compactados).
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Fixacao nao bioldgica do nitrogénio
(80 milhoes de ton/ano)

Fixacao industrial (artificial)

* O processo de Haber-Bosch, desenvolvido na
Alemanha (durante a 1* guerra mundial) e até hoje
usado pelas industrias de fertilizantes, é o ponto
inicial para a fabricaciao de produtos nitrogenados
industriais e agricolas.

200°C
N, + 3H, 2 NH;,
200 atm

Fixacao elétrica (20 milhoes de ton/ano)(natural)

* As descargas elétricas, que ocorrem durante as
tempestades, produzem radicais OH-, H* e O que sao
bastante reativos.

N,+20 —>2NO+20—2NO, + 20 — 2NO;y
20H-\ pr:
2 HNO,

Com as precipitacoes pluviométricas: NO,, NO; e
HNO; sao levados para o solo.

L /
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4 Assimilacao de nutrientes inorginicos
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A assimilacido de alguns nutrientes, particularmente,
nitrogénio e enxofre, requer uma série complexa de reacoes
bioquimicas, que estiio entre as reacoes de maior demanda energética
dos organismos vivos:

* NO; — NO, — NH,* — glutamina (12 ATP/N);
N, - 2 NH,* — 2 glutamina (24 ATP/2 N);
\ SO,2(+6) — S2(-2) - CISTEINA (14 ATP/S).

4 Assimilacao _de nutrientes inorganicos

CARBONO (C): PROCESSO FOTOSSINTETICO
OXIGENIO (0): OXIGENACAO

(FOTORRESPIRACAO)
HIDROGENIO (H): HIDROGENACAO

(NAD*+2e + H" - NADH)
FOSFORO (P): FOSFORILACAO

(ADP+Pi —» ATP+H,0)
ENXOFRE (S): SO,2(+6) - S2(-2) — CISTEINA
SILICIO (Si): SILICA AMORFA (SiO,nH,0)
CATIONS: LIGACOES ELETROSTATICAS E

\_ COORDENADAS

13/11/2012



I

\

A planta absorve do solo o nitrogénio nas formas de
NO; e NH,*. O nitrogénio sob a forma de NO; é facilmente
lixiviado, enquanto que na forma NH,* ndo é lixiviado. Por que?

:; 2}' iff At céla
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Em algumas situacoes:

NH,* __ nitrificacio  HNO; - H* + NOy

bactérias

H* — acidifica o solo

Lixiviado
(nao disponivel para a planta)

I

- O NO; nao é téxico para as plantas;

* Porém, o NO; em excesso, em animais e no homem, provoca
uma doenca chamada metemoglobinemia (transformaciao do
NO; em NO, no figado, formando um complexo com a
hemoglobina que impede a ligacao do O,);

* Homem e animais também convertem o NO; em
nitrosaminas, que sao carcinogénicas;

* Como o NO, ¢ altamente reativo e potencialmente toxico
para as células ele é rapidamente transportado para os
plastidios, onde é reduzido a amonia;

* A amoénia é toxica para plantas e animais, portanto, sofre
rapida incorporacio em compostos organicos.
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o Quantidades relativas de nitrato e outros compostos nitrogenados
em exsudados do xilema de varias espécies vegetais.

Xanthium strumarium
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Reducio metabdlica do nitrato

redutase m redutase
NO; + NAD(P)H —NO, + H,0 i NO,” + 8 H*——sNH,* + 2 H,0

. 1 @
do nitrato ; 6 Fd,; do nitrito 6 Fd
. CLOROPLASTO (FOLHA)
CITOSOL oU
PROPLASTIDEO (RAIZ)
+5NO;; -  (+3)NO, - (-3) NH,*
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Hinge 1 Hinge 2
N terminus region region C terminus

2
NO;-«— [MoCo ——{Heme |——| FAD 29 aph

NO;~<«— |MoCo

FAD 4& NADH

Nitrate reductase

Modelo do dimero da redutase do nitrato (200 kDa), indicando os
trés dominios de ligacdo, cujas sequéncias de polipeptidios sdo similares
nos eucariotos: FAD, grupo heme e o complexo molibdénio. O NADH
liga-se ao dominio de ligacio do FAD de cada subunidade e inicia a
transferéncia de dois elétrons a partir do grupo carboxila terminal (C),
através de cada elemento de transferéncia de elétrons, até o grupo amino
terminal (N). O nitrato € reduzido no complexo do molibdénio préximo a
regido amino terminal. As sequéncias dos polipeptidios das regides hinge

K( dobrada) sdo altamente varidveis entre as espécies.

I

Aumento da atividade da redutase do nitrato
resultante da transcricio do mRNA (induzida por
NOj;’) em partes aéreas e raizes (cevada).
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Modulacao poés-traducional da redutase do nitrato

ATIVACAO:

e Luz e alto teor de carboidrato estimulam uma fosfatase que
desfosforila varios residuos de serina na redutase do nitrato,
promovendo sua ativacao.

INATIVACAO:

e Agindo na direcdo inversa, escuro e alto teor de Mg*
estimulam uma proteina quinase, a qual fosforila os mesmos
residuos de serina, inativando a redutase do nitrato.

Esta regulacdo, através da desfosforilacao/fosforilacao,
possibilita um controle mais rapido do que o obtido através
da sintese/degradaciao da enzima.

I

Redutase do nitrito

Light
Ferredoxin H*
- (reduced) NO,
6 Nitrite
Light reactions F 6 N,O
in photosynthesis (FeSa) Heme Nitrous oxide
/ Nitrite reductase NH,*
Ammonia

Ferredoxin
(oxidized)

Modelo do acoplamento do fluxo de elétrons da
fotossintese, via ferredoxina, com a reducio do nitrito
pela redutase do nitrito. Esta enzima possui dois
grupos prostéticos, Fe,S, e heme, que participam na
reducao do nitrito a amonio.
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+*Massa molecular de 63.000 daltons (mondémero);

¢ Grupos prostéticos (2):

Grupo heme e 0 complexo protéico (Fe, S,).

NO, +6Fd 4 +8H* > NH,*+6Fd

REACAO GERAL:
+2 H,0

* A sua sintese é induzida pela luz e NO;, sendo a
asparagina e a glutamina repressores da transcricao.

f High pH: Membrane Low pH:
O EFEITO Stroma, matrix, 3 Lumen, intermembrane
2 or cytoplasm space, or vacuole
TOXICO DA .
A OH- - H
AMONIA o 2t Hi
. e B H H* "
(Dissipa o OH HO o i
gradiente de pH) ?
NH,* + OH" NH; NH, + H*——> NH,*
OH™ OH~ a4 H*
OH~ H*

NH; reacts with H*

NH; is membrane
to form NH,*.

permeable and
diffuses along its
concentration
gradient across
the membrane.

At high pH, NH,*
reacts with OH™ to
produce NH,.

N-AMONIACAL: NH,* + OH < NH, + H,0

%
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Estrutura e rotas de sintese de compostos envolvidos
no metabolismo do amoénio

(A)

mmine Glutamate
COOH synthetase COOH COOH synthase COOH COOH
Hg—ml’wm2 $G5) HC—NH, + ézD 7(69(%» Hc| —~@ + HC—NH,
c, 5 ; a o [0+ FAF o e
Ammonium C|Hz ® ?Hz C|Hz [ Fdeg i Cle "-l'Hz

e —c; c—@ c—or c—or c—o-
y, o i

Glutamate Glutamine  2-Oxoglutarate 2 Glutamates

® Glutamate

o dehydrogenase C|00H *A GS ¢ inibida por
(GDH) .. ..
@ v c=0 e HC|~@ + HO metionina sulfoximina;
e

Ammonium (2 [NADE)H] e * Mutante sem a GS
T e mas com a GDH nio
T ﬁ“’ & assimila o amonio.
o 0
2-Oxoglutarate Glutamate

" SINTETASE DA GLUTAMINA (GS)

Duas formas: (Massa molecular: 350 kDa)

CITOSOLICA: Presente em sementes germinantes e
feixes vasculares de raizes e de caules (funcao:
transporte intracelular de N)

PLASTIDIAL: Presente em cloroplastos de folhas e
proplastideos de raizes (fun¢ao: gerar N-amidico para
consumo local). Luz e teor de carboidratos alteram a
expressao génica desta forma da enzima.

\
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SINTASE DO GLUTAMATO (GOGAT)

Duas formas:

FERREDOXINA-GOGAT: Presente em cloroplastos
com massa molecular de 165 kDa (funcao:
metabolismo do N na fotorrespiracao). A quantidade e
a atividade desta forma aumentam com o nivel de luz.

NADH-GOGAT: Presente em plastideos de tecidos nao
fotossintéticos (funcao: assimilacio de NH,* absorvido
pelas raizes) e em feixes vasculares de folhas em
desenvolvimento (funcio: assimilacio de glutamina
transportada das raizes e folhas senescentes).

r Aspartate
'TOUH ILIOOH aminotransferase ':|'U'DH "~|:00H
Asp-AT
HC— + Cc—p MWAD —@ + C=0
I I I I
i " o
CH, ﬁ —o ﬁ —o CH,
I I
c—o o o c—or
l [
[o] o]
Glutamate  Oxaloacetate Aspartate  2-Oxoglutarate
Glioxilato Glicina
Piruvato Alanina

\

Hidroxipiruvato Serina

Localizacao: Citosol, cloroplastos, mitocondrias,
peroxisomos e glioxissomos.

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

13/11/2012
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Outra importante enzima € a sintetase da

asparagina (AS):
Asparagine

COOH COOH synthetase COOH COOH

| I (AS) |
HC—NH, + C—NH, > H(l:— NH, + H(l:—NH2

| I

CH, CH, ﬁ CH, CH,

| | 5 | |

CH, c—o C —@ CH,

| || || |

C— o o (C=10f

I I

(0] (0]
Glutamine Aspartate Asparagine Glutamate

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

* Altos niveis de luz e de carboidratos estimulam a
GS e a Fd-GOGAT e inibem a expressao dos genes
que codificam a sintetase da asparagina (AS) e a
sua atividade.

* A regulaciao antagonica destas rotas competitivas
auxilia no balanco do metabolismo do carbono e do
nitrogénio nas plantas.

13/11/2012
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* As condicoes de alta energia estimulam a via GS-
GOGAT e inibem a AS, favorecendo a
assimilacdo do nitrogénio em glutamina e em
glutamato, compostos ricos em carbono;

e Por comparaciao, em condicoes limitadas de
energia ocorre inibicio da via GS-GOGAT e
estimulacao da AS, resultando na assimilacao de
nitrogénio na asparagina, um composto rico em
nitrogénio.

ra
Fixacao biologica do nitrogénio

(170 milhoes de ton/ano)

em compostos organicos (assimilacao).

(fixacao simbiodtica do nitrogénio).

\

Na fixacdo bioldgica de nitrogénio, o N, é
convertido para NH; que pode ser incorporado

A fixacdo bioldgica do N pode ser feita
tanto por bactérias de vida livre (fixadores de
nitrogénio de vida livre) como por bactérias que
formam associacoes com plantas superiores

13/11/2012
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Exemplos de organismos que podem realizar a fixagio do nitrogénio

Fixagdo simbiética do nitrogénio

Planta hospedeira Simbiontes fixadores de N

chuminosas ¢ Parasponia Azorhizobi; Bxuu’)u' izobi Photorhizobi Rhizobium,
Sinorhizobium

Actinorrizicas: Alnus (arvore), Ceanothus (arbusto), Frankia

Casuarina (arvore), Datisca (arbusto)

Gunnera
Azolla (pteridofita aquatica) Nostoc
Cana-de-aglicar Anabaena
Acetobacter
Fixadores de nitrogénio de vida livre
Tipo Géneros fixadores de N
Cianobacterias (algas azuis-esverdeadas) Anabaena, Calothrix, Nostoc

Outras bactérias
Aerobias Azospirillum, Azotobacter, Beijerinckia, Derxia

Bacillus, Klebsiella

Facultativas
Anaerobias Clostridium, Methanococcus (Arqueobactéria)
Nio-fotossintetizantes Chromatium, Rhodospiriilum
Fotossintetizantes

Equacio geral da fixacido do N (Nitrogenase ¢ inativada por O,)

N,+8H*+8¢ — J2NH, +H,

I

Fixacao de nitrogénio de vida livre (N,)

Vegetative Heterocyst ’
= el
| t

- 4

’

=%

FIGURE 1292 A heterocwvst in a fila-
ment of thie nitrogen-fixing cyvanolbac-
teritun Anralracig. The thick-walled
hebterocysts, interspaced among vege-
tative cells, have an anaerobic inner
environment that allows cvano-
acteria to fix nitrogen in acrolic
condition=s. (< Paul W. Johnson
Biological Photo Service.)

13/11/2012
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Fixacao simbidtica do nitrogénio

Do ponto de vista agricola, o sistema mais
importante é o da associacio Rhizobium - raiz de
leguminosa (formacao de nodulos).

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

A simbiose entre uma leguminosa e a bactéria
nao € obrigatoria. Porém, sob condicoes de limitacao de
N, os simbiontes se atraem mutuamente, através de um
elaborado sistema de sinais:

Associagdes entre plantas hospedeiras e rizébios

Planta hospedeira Rizobios simbiontes

Parasponia (nao-leguminosa, antigamente

chamada de Trema) Bradyrhizobium spp.

Soja (Glycine max) Bradyrhizobium japonicum (tipo com crescimento lento);
Sinorhizobium fredii (tipo com crescimento rapido)

Alfafa (Medicago sativa) Sinorhizobium meliloti

Sesbania (leguminosa) Azorhizobium (forma n6dulos nas raizes e no caule; no caule se

desenvolvem raizes adventicias)
Feijao (Phaseolus) Rhizobium Ieguminaxarum bv. Phaseoli; Rhizobium tropicii; Rhizobium etli

Rhizobium Ieguminomrum bv. [rifblii
Trevo (Trifolium) Rhizobium leguminosarum bv.Viciae
Ervilha (Pisum sativum)
Photorhizobium (rizobios fotossinteticamente ativos, que formam

Aeschenomene (leguminosa) nodulos no caule, provavelmente associados a raizes adventicias)

Equaciao geral da Nitrogenase (inativada por O,)

N,+8H*+8e — 2NH; +H,

15



O estagio inicial na formacao da simbiose é a
migracio da bactéria em direcio a planta hospedeira.
Esta migracao é uma resposta quimiostatica mediada
por atraentes quimicos (Isoflavonodides, homosserina e
betainas que sao aleloquimicos) secretados pelas raizes
da planta.

A sinalizacdo, o processo de infeccio e o
desenvolvimento dos nédulos (organogénese) envolvem
genes especificos tanto da planta hospedeira quanto da
bactéria infectante.

L /

WO

1. As plantas secretam atraentes quimicos: Isoflavonéides, homosserina e
betainas (aleloquimicos);

2. As bactérias produzem fatores de nodulacao (lipoquitinas) e liberam sinais
mitogénicos que induzem a divisdo celular nas plantas (formacio do
primérdio nodular);

3. Os receptores das leguminosas para os fatores de nodulacdo parecem ser

\ lectinas especificas.

13/11/2012
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Processo de infeccao durante a organogénese do nodulo
B

Infection thread membrane
) fuses with cell membrane

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

13/11/2012
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FIGURE 12.10 Nod factors are lipochitin oligosaccharides.

Hydrogen, sulfate,
fucose, or
2-O-methyl fucose
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B3

or glycerol

The fatty acid chain typically has 16 to 18 carbons. The

number of repeated middle sections () is usually 2 to 3.

(After Stokkermans et al. 1995.)

%

CARACTERISTICAS DA NITROGENASE

Constituida por duas proteinas:

1. Denominada de molibdénio—ferro proteina (Mo-Fe-proteina):

e  Massa molecular: 180 — 235 kDa;
e 4 sub-unidades protéicas;

e 28 atomos de Fe-S e 2 atomos de Mo.

2.  Denominada de ferro proteina

e  Massa molecular: 30 — 72 kDa;

e 2 sub-unidades protéicas;
e 4 atomos de Fe-S (Fe,-S,);
e  Bastante sensivel ao O, (sofre inativacao).

13/11/2012
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Nitrogenase enzyme complex

Fe protein MoFe protein

Products
2 NHg, H,

Substrate
N,, 8 H*

FIGURE 12.12 The reaction cat- R
alyzed by nitrogenase. Ferredoxin AG’ == 200 kJ/m()l
reduces the Fe protein. Binding
and hyvdrolysis of AT to the Fe
protein is thought to cause a con-
formational change of the Fe pro-
tein that facilitates the redox reac-
tions. The Fe protein reduces the
MabFe protein, and the MoBe pro-
tein reduces the IN,. (After Dixom
and Wheeler 19586, and Buchanain
et al. 20000 /

TABLE 12.4

Reactions catalyzed by nitrogenase

N, — NH, Molecular nitrogen fixation
N.O — N, + H,O Nitrous oxide reduction
N,~ =N, + NH, Azide reduction

C Rl =E Al Acetylene reduction

2 Hi== A H, production

ATP — ADP + P ATP hydrolytic activity

Source: After Burris 1976.
Obs: Uma proteina presente nos noédulos, a
leghemoglobina (K, de 0,01 uM de O,, funciona como
transportadora de O, necessario a respiracao, sem
afetar a atividade da nitrogenase.

%
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Relacao C:N nos principais compostos
nitrogenados transportados pelo xilema

Leguminosas de clima temperado (tais como
fava, ervilha, lentilha e trevo) transportam
amidas:

e Glutamina: 5C:2N;
e Glutamato: 5C:1N;

» Asparagina: 4C:2N;
» Aspartato: 4C:1N;

4 Leguminosas de clima tropical (tais como amendoim,
feijao-de-corda, soja e feijao) transportam ureideos:

eAlantoina: 4C:4N (Sintetizado no peroxissomo);

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

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

H,N—C—N_ H O=C—NH H H H
I \c— | [ | |
fo) C—OH C—N—C—NH, H,N— C —N — CH,CH,CH,C — COOH
M= N/l I I
20 © T (o e} NH,
O H 0
Allantoic acid Allantoin Citrulline
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