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I DIVERSI STATI DI OSSIDAZIONE DELL'AZOTO

TABELLA 5.1.
Stati di ossidazione dell’atomo di azoto

P.lu.n;’er(.) di Composto Ossiacidi

+5 Pentossido di diazoto o Acido nitrico (HNO;)
anidride nitrica (N;Os)

+4 Biossido d’azoto (NO;)

+3 Triossido di azoto o Acdo nitroso (HNO;)
anidride nitrosa (N;O3)

+2 Ossido di azoto (NO)

+1 Ossido di diazoto o
Protossido d’azoto (N,0)

0 Azoto molecolare (N;)
-1 [drossilammina (NH,OH)
-2 [drazina (NH;NH;)

3 Ammoniaca (NH;)




L 'azoto é presente nella biosfera in diverse forme

CICLO DELL'AZOTO
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INTERCONVERSIONE TRA LE VARIE FORME
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FIGURE 6.1 The nitrogen cycle, illustrating relationships
between the three principal nitrogen pools:
atmospheric, soil, and biomass.



PRINCIPALI PROCESSI NEL CICLO DELL'AZOTO

TABELLA 121

Principali processi nel ciclo biogeochimico dell aroto

Processo Definizione Tasso
(102 g ammr )=
Fissmione indusinale Conversione mdusiriale & soodo moleoslare in amomon ace ki
Fisssmme slmoslence Fulmini & comversone lolochimomca & oo modecolare in mirti 19
Fissnimne hanlogica Com versione proscemiolica di sl o m ol excool &2 in amomorn acE 170
Assprimenin dalle pianle Asorbimenio dalle pemie @ &5 mlanone di s o o ndbralo 120K}
I il e rscnone Assorinmenio microbicn & Esamilanone & ammonio o nirab MNC
Ao [icasone Catsholismo di sosiEnzs organica in ammonxg per opera di funghi e MNC
hatieTi
Anammax Crsiderime anserodica dell "ammoma: conversione batlenca &ell "an- N
mmcm & del ik in ool mol ecolare
Milnhcanone Crmidernone dell " mmmoni in nilmin per opera dei hallen (Mirosome NC
nas s e |ccesi va os5 denone hatienca (Nifrbac ger sp) del niln-
o i matrado
M merahsenione Calshol o & soslanes orgamica per opera di funghi e hetien n oo N
minerale ramile process di amomon icee one oni i o one
Wil atil teacniome Pendita Tisica & sammornaca pesanss nel] "stmosle ra 1041
Fissrime del] ammonie Incomor=aone lisca dell "ammoma nelle pErbcelle del oo 11
Denilnlicaznome Conversione hallenca del nilrak in e do d "=eodn @ zoolo molecolane 210
Percod ammen ey di mi bzt or Flussa di miralo discolio nelle acgue prodonde, on@no dal suododd 36

superfice e irasgporin linsle negli oosam




L'azoto € incorporato in composti organici essenziali
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Sintomi di carenza di azoto (soia)

Uso di fertilizzanti azotati



L' atmosfera contiene grandi quantita di azoto molecolare
non direttamente disponibile agli organismi viventi

N, +3H, — 2NH,

fissazione industriale (Haber)

fissazione biologica dell'azoto
T ambiente e P atmosferica

250 atm 450° C

Batteri
Cianobatteri



Ciclo stabile da almeno 2,7 miliardi di anni

fortemente perturbato dalle attivita umane negli ultimi cento
anni:

>utilizzo di metodi industriali per la riduzione dell'azoto molecolare
(NH)

»nuove pratica agricole per la produzione intensiva di cereali

»>uso dei combustibili fossili.

la fissazione dell'azoto é raddoppiata, rispetto al ciclo naturale.

effetti ecologici:
>|'eutrofizzazione delle acque lacustri e dei mari lungo le coste

»aumento della concentrazione di ossido nitroso (N,O) in
atmosfera (gas serra)

E possibile ridurre |'impatto umano sul ciclo dell'azoto?
diminuendo |'uso dei fertilizzanti, aumentando la rotazione delle colture, usando
piante ogm che abbiano meno bisogno di fertilizzanti




Le piante possono organicare |'azoto atmosferico
solo in simbiosi con microorganismi

e 5
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PLATE 2. Soybean root nodules. (See Figure 6.2.)

le piante possono utilizzare come fonte di azoto
il Nitrato (NO5-) o I'ammonio (NH,*)
presente nei suoli



A differenza del nitrato, alte concentrazioni di ammonio
sono tossiche per piante ed animali

Membrana

OH~ OH™ Basso pH
OH“’ " Lume,
OH H* spazio
Z intermembrana
NH7 + OH“ NH, o vacuolo

Strorpa OH-
matrice, o
citoplasma

OH™

NH5 + H* ——> NHj
H* H*
H* Ht

OH™



ASSIMILAZIONE DEL NITRATO

> Riduzione del Nitrato a Nitrito (citosol)

> Riduzione del Nitrito ad Ammonio (plastidi)

» Organicazione dell’ Ammonio in Amminoacidi



Il nitrato viene trasportato attivamente nella cellula
(radici)

pH=172
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[NO; ] =1to5mV
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Riduzione del nitrato a nitrito (citosol)

NITRATO REDUTTASI

[’enzima nitrato reduttasi catalizza questa rea-
Z10ne€:

NO; + NAD(P)H + H' + 2¢" — NO; + (|5
NAD(P)* + H,0

presente sia nelle radici che nelle foglie



NITRATO REDUTTASI

Omodimero

3 gruppi prostetici: FAD, EME , MOLIBDENO

M iemminae Zone dl allracso = lEmirge
N, -4+—— [MoCo ’HI Heme \' FAD il‘#ﬂ-l
MIC,—+—— | MoCo Heme Fal iﬂlﬂ-l




Regolazione della nitrato reduttasi

Other Light
stimuli (photosynthesis)
37 - P -eslers
AP

| Nitrate reductase-kinase

FAD

14-3-3 protein 14-3-3 protein

PPZA MR degradation
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Riduzione del nitrito ad ammonio (plastidi)
Nitrito reduttasi

catalizza la reazione

NO, + 6Fd_, + 8H" + 6e” —» NH} + 6Fd__ + 2H,O

red



Nelle foglie la fonte di ferredossina ridotta é la fotosintesi

Luce

H+
Ferredossina )
(ridotta) NO3

Nitrito
e_ —
Reazioni alla Iuge (FesSa) e Eooo

della fotosintesi > \\\\*

Nitrito reduttasi NHz

Ammonio

Ferredossina
(ossidata)

Nelle radici la ferredossina é ridotta dal NADPH
generato dalla via dei pentoso fosfati



Quantita relative di nitrato ed altri composti organici
in essudati xilematici di varie specie
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ASSIMILAZIONE DELL'AMMONIO



SONO NECESSART DUE ENZIMI

GLUTAMMINA SINTETASTI (GS)

GLUTAMMATO SINTASI (GOGAT)

(GOGAT = glutammato oxoglutarato aminotransferasi)



GLUTAMMINA SINTETASI (6S)

N
(%Hz C|:H2
CH,  +ATP+ Mg _ CH,  +ADP+DPi
| | : |
glutammina
?HNHZ sintetasi ?HNH‘Z
COO™ COO~

ac. glutammico glutammina



GLUTAMMATO SINTASI (GOGAT)

<|:HNH2
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Esistono due isoforme di GS
GS1 (citosolica); soprattutto nelle radici
GS2 (cloroplasto); predominante nelle foglie

Leaves Roots, Cotyledons
Amino acids Amino acids
Glutamate Glutamate

Fdx-GOGAT ...\ > NADH-GOGAT |‘\
Glutamate Clutamine Clutamate Glutamine

\ Chloroplast _j \L Cytosolic GS1 '——/

localized G52

T Catabolism of T
Photorespiration sy NH,* amino acids T NH,*
Assimilatory Assimilatory
NO;" NOy
reduction reduction

GS2: assimilazione primaria azoto nelle
foglie e fotorespirazione
GS1: assimilazione primaria azoto nelle radici



Esistono 2 isoforme di GOGAT

NADH-GOGAT (plastidi di tessuti non fotosintetici)
Fdx-GOGAT (cloroplasti)

Nelle foglie 95% Fdx- GOGAT

mutanti di arabidopsis carenti di Fdx-GOGAT letali
in aria ma non in 1% anidride carbonica

S

Fdx-GOGAT: assimilazione primaria di azoto nelle foglie e
riassimilazione azoto fotorespiratorio

NADH GOGAT: assimilazione primaria di azoto nelle radici



Presenti altri enzimi

Glutammato deidrogenasi (GDH)

(I]OO_

iy

(|:H2 + NADPH, + NH; < >
coO gh_ltammato.

| deidrogenasi
COO™

ac. o-chetoglutarico

(IZO O~
CH;

I
CH, + NADP* + H,0

I
RS,
COO™

ac. glutammico



GLUTAMMATO DEIDROGENASI

Km per I'ammonio 2-5 mM
assente in cianobatteri

mutanti batterici azotofissatori privi della glutammato deidrogenasi

Presente in mitocondri (NADH) e plastidi NADPH

Funziona nella deamminazione del glutammato per la riallocazione
dell'azoto




L'azoto incorporato nella glutamina puo essere
incorporato in altri amminoacidi

reazioni di tfransaminazione (aminotransferasi)
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Le piante sintetizzano tutti i 20 aacidi

Aacidi essenziali (istidina, leucina, isoleucina, lisina, metionina,
fenilalanina, treonina, triptofano, valina, arginina)

NH.:
da reazioni di transaminazione con
GLUTAMMINA o GLUTAMMATO

Scheletri carboniosi:
dal 3-P GLICERATO, PEP, PIRUVATO (glicolisi)
a-chetoglutarato, ossalacetato (ciclo di Krebs)



ClsEina
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| ~
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Plruvato Tripiotn
N
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f—_ﬁ"\‘
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l Cicio delfacido cirico —
\ a-Chetogiutaraic — | Gluammaio
Lisina b\“'-«.____-f' -
recnina Glutammina

Arginina

Istidina




Asparagina primo aminoacido scoperto:

sostanza cristalina da estratti di asparago
(forma di trasporto dell'azoto)
Le quantita aumentano in piante cresciute al buio

Gli asparagi bianchi hanno un contenuto piu
elevato di asparagina perché sono cresciuti
sotto tumuli di terra (aroma piu intenso)

Geni per la biosintesi espressi prevalentemente al buio
(anche in arabidopsis)
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Fissazione biologica dell'azoto



Processo responsabile della maggior parte della
fissazione di N, atmosferico

Batteri azotofissatori (procarioti diazotrofi)

> allo stato libero nel suolo

>

> in simbiosi con le piante



Batteri azotofissatori

TABELLA 12.2
Alcuni esempl di organismi che compiono |a fissarione dell‘azoto

Fiszarione simbiontica dell'azoto

Fianta ospite Genere di procariota azoto-fissatore

Pianle lepumimnoss: Paraspania Azorhizhbium, Brodyrhizobiwm, Photorhizobam,
Rhobom, Smorhi joboom

Pianie sttnommiache; antandg (&lham), Framka

Ceanothus (cegpugho ), Cammanna (alhemn),
Dratinca {oegrug]w )

Crumnera Norioc . .
Azla (leke d'scqua) Anabasng cianobatterio
Canma de succhero Acetobacter

Fissazione dell'azoto in batter liberi

Tipo di batterio Ge nere azoto-fissatore
Cianohetien {alghe verdarmime) Anabarna, Calsthrir, Nodoc
Aln balter
Aerohac Azomspinlum, Apofobacier Beljerinclia, Derna
Faooltat vi Bacillux, Klebsiella
Anseroina
Mon foloanieta Closgndium, Methanocooous | Archehs Beno)

Folosani=ba Chromaiom, Rhodosprilum



Simbiosi rhizobia/leguminose

TABELLA 12.3
Associaroni fra plante cspite @ Rhizobia

Pianta ospite Simbicnte Rhizobium

FParaspoma (un non legume, Bradirhzobamm spp.

delimta imgmanamente Trema)

cuma (Crfycine max) Bradyrhizplum japomcum{a arescila lenla), Sinorhizo-

bum fredn (& crescila ve looe)
Eha medca (Medicageo sfna) Sinorhizovbium melidofi

Sexhanig (scgusics ) Arorhpobiwn {che lorma noduh nella rathios & sul Tusto; 1
st hammo radic avvenbne)

Fapmolo {Fhasobix) Rhiprbiem lepummosarum bw. Phaveol; Rhzobiwm fropi-
cil ; Rbuzhohien el

Trfoeh {Trgodum) Rhipvbim lepummosarum by, orgfalin

Prello { Piswm safnawum) Rhipobim lepummnosarum by, viciae

Arsche nomene (acquatica) Phowrhizobien (risobd [olosaneticamenile sttivi che lor-

mang noduh s N, sSsoca probabid mente a radic
avyentbine)
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PLATE 2. Soybean root nodules. (See Figure 6.2.)




Anabena (cianobatterio
fissa I'N, in associazione con
la felce d'acqua Azolla)

Cianobatteri = rifornimento di azoto nelle piantagioni di riso



Simbiosi rhizobia/leguminose

L'instaurarsi della simbiosi richiede uno scambio
di segnali tra pianta e batterio

o Plant root releases elicitors of
Nod gene expression.

9 Bacterium releases Nod factor.

0 Plant root demonstrates ion
fluxes, expresses nodulin proteins,
is infected, and undergoes nodule
morphogenesis.



Flavonoidi elicitori dell’'espressione dei geni nod batterici

OH O

Luteolin | Daidzein

OH O

Naringenin



Piante: geni Nod (geni dellle noduline)

Rizobi: geni nod (geni della nodulazione)
geni hod comuni (nod A, nod B nod C)

geni nod ospite specifici (hod P, nod H nod Q; nod E,
Nod F, nod L)

nodD espresso costitutivamente

il prodotto proteico Nod D (batterico) regola
la trascrizione degli altri geni nod



Plant environment,
nutrition, other signals

(7 E N
a Various Y )
NodD " _
Flavonoids, proteins Other positive, negative

regulators

/4

Hod gene F—— mRNA
nod AANANANAAfor nod
promoter gene

S )

other signals




I geni nod codificano per enzimi di biosintesi
dei fattori Nod

8] OH
0 O (o] O
H ? O Q
Carbamoy]| ,’O HO HO (o] H
? N N N Glycerol

TN
Acyl group: H O:< O:<
18C Methyl CHy
16C L Jn=1-4
20C
(varied unsaturation)

Lipochitin-oligosaccaridi Y o .Y

R. leguminosarum bv. vieiae
CHsy
o
o] OH OH OH OH
o] o) O o] (¢]
HO o] o 0 o]
HO HO HO HO HO OH
s l' l ° ° ° N N N N N
[e]
o] O (o] o]
egnall per lia simbiosi p ~ ~ ~ =
7 CH, CH; CH, CH,

(fattori di nodulazione) :




Fattori Nod batterici: lipo-oligosaccaridi
N-acetil glucosamina 1,4 (3-6 unita)

Acido grasso (16, 18 C) in C2 dello zucchero
hon riducente

. . . Idrogeno, sHfain,
Altri sostituenti fUCTio o
2=C-med fuccslo
1
i-

e o CH, l..H
-
_’.!-"'-r"'L' }___ hAnCaper
HO _.:'H o glko=rodo
AOdo grasso T
L, EH,




Mappe dei geni nod da differenti ceppi di batteri

R. leguminosarum bv. viciae
0 TN M L EFDABC 1] X R

(D] Lk

- - - -

5. meliloti orfé
M FGHIN DABC I ] Q P G EFHsyrM ori o2 Dy B A L D5 QS o7

nd nl nZn3 ot s N NG
[ ] [ ] [ ]
In alcune specie i geni nod  siwicm
WV ZY ofl o2 A D, D, YAB C S U I IMNO Z nfeC
(e /7 /70 @@ a neieey) ' / ]
160k 15kb 150 ky -4 == - 35kb

-
-

sono raggruppati su un o
gg pp BW-=nod [J=not [ =nce [B=Regulatory genes

Type 111 secretion
system
536,165

plasmide simbiontico

500,000 \syrM2 hsnlf nodD1

Replication, transfer

100,000

Amino acid/
peptide
catabolism

pNGR234a
400,000

hsnlll/
rhamnose
biosynthesis

200,000

300000 N cyt P450 cluster
! hsnll



geni nod comuni:
>sintesi scheletro di base dei fattori Nod

geni nod ospite specifici:
»modificazioni acido grasso in C2
»aggiunta di sostituenti ceppo specifici

Q

La pianta ospite reagisce a specifici fattori Nod




FORMAZIONE DEL NODULO RADICALE

»>INFEZIONE

»ORGANOGENESI



Il processo di infezione




Il filamento di infezione

Symbiotic Nitrogen Fixation in Legumes 103

Root epidermis

Developing
nodule

Infection
thread

1° nodule 1° nodule
meristem meristem



Sviluppo di un nodulo radicale di soia

1A

W\ &

divisioni cellulari in cellule del cortex (meristema primario del nodulo) e
del periciclo (meristema del nodulo secondario)



Rilascio dei batteri dal filamento di infezione

Cell wall Plasma membrane

L L D

AN

Matrix of
infection thread Bacteria in
peribacteroid
membrane
developing

symbiosomes / .

ﬁ ( Bacterium in Bacteriumin_\ I

infection unwalled droplet
thread entering into cytoplasm




Differenze tra batteri e batteroidi

Bacterium Bacteroid

d R. leguminosarum

“ . — S. meliloti
- B. japonicum

Active cell Limited cell

division division

No nitrogen Nitrogen

fixation fixation
Morphological

differentiation



Cellula infettata dai batteroidi

Uninfected cells express
nodulins involved in assimilation,
tl’al‘]ﬁ;}[}rl

Symblosome Infected cell
membrane channels, P \
transport proteins Nucleus

S/OVE

La pianta sintetizza noduline:
leghemoglobina
enzimi per |'assimilazione

dell'NH,
proteine di trasporto

M assimilation
ENLYINes

Nld‘ﬂﬁ%




La fissazione di N, richiede
un ambiente anaerobico

(Vengono trasferiti elettroni ad alta energia e I'O, & un accettore di elettroni)

cianobatteri simbiosi

Cytochrome Leghemoglobin

oxidase
Oxygen permeability
barrier

ETEROCISTI (manca PSTT) nei noduli leghemoglobina



L' N, é fissato dalla nitrogenasi

N, 8¢  + 8H* + 16ATP — 2NH, + H, +

16ADP + 16P,

Tabella 12.4 Reazioni catalizzate dalla nitrogenasi

(12.9)

N, — NH,
N,O—-H,+H0
N7 = N, + NH,
CH,—-C,H,
2H* = H,

ATP — ADP + P,

Fissazione di azoto molecolare
Riduzione del protossido d’azoto
Riduzione dell’'azide

Riduzione dell’acetilene
Produzione di H,

Attivita idrolitica delllATP

Fonte: Da Burris 1976




Schema della reazione catalizzata dalla nitrogenasi

Complecco snzimatios della nArogenac

Proadois
| & NHs, Hy

Sub=Tabr
Hi,..E=H"'

\ 15(E) MoFe proteina: 4 subunitd;
Fe proteina: 2 subunita;1 Fe4 S4 2 gruppi Mo-Fe-5

inibita da O, inibita da O,



Struttura della nitrogenasi

(A) (B)
Mitrogenase complex
i« " !
Fe protein Mole protein
(M) (MY, MK + FeMocn)
Dindtrogenase Dindtrogenase

reclictase

T T

8 bFax, ZMH;+ H

8 Fdx .

> Fe protein

= Moke
protein




Richiesto un grande input energetico (16 ATP)
a causa dell'inerzia del triplo legame nell'N,

Vengono consumati 12 g di C per g di N, fissato

La resa energetica della reazione ¢ diminuita a causa della
produzione di H,

Alcune piante possiedono la idrogenasi che riossida I'H,
recuperando gli elettroni per la riduzione di N,



assimilazione dell'azoto dal nitrato e dall'azoto molecolare

Leaf Leaf

Chloroplast

= + Amino ™ Amino
\ NDJ*NH‘*MM; F acids
NO,~ NH;*—s= Amino T

) aclds Amides,

ureides
NO,~ NO, n

Vacuole




Le forme di trasporto (xilema) dell'azoto sono le
ammidi (glutammina, asparagina) e
le ureidi (leguminose tropicali)

Ammidi C/N = 2:1

Ureidi C:N = 1:1



UREIDI

HHN—C—H  H Qym—p =N H - H
| . 1 | |
o HY  C—N—C—MNH, HoN— & — N — CHCHLICH, O CO0H
Hn—o—N ) N I I |
2 I | o T H o 0 NH,
o H 2
Lcldo alkEniolico Allantna chnullina

la deamminazione di ammidi e ureidi fornisce I'azoto per
la sintesi di aminoacidi e basi azotate



ASSIMILAZIONE DELLO ZOLFO

Incorporato in:

Aminoacidi (cisteina metonina)
Centri Fe-S

Siti catalitici

Metaboliti secondari

Assorbito come solfato (SO,



Solfato:

assorbito dal suolo mediante simporto
con il protone

ridotto a cisteina nelle foglie



SO + ATP —» APS +PPi

(ATP solforilasi: 2 isoforme plastdiale e citosolica)

APS +2GSH— SO;* +2H* +GSSG +AMP
(APS reduttasi)

2- 2-
SO,;* +Fdx ,;, —> S~ +6 Fdx .
(Solfito reduttasi)

Serina + Acetil -CoA—> OAS + CoA

(Serina acetiltransferasi)

OAS -S> —— C(Cisteina + acetato
(OAS tiol liasi)



da SO, a S? = da +6 a -2

Necessari 8 elettroni

forniti dal glutatione e dalla ferredoxina o

C
Glicina L
N—H
0=t
Cisteina H—J:—‘:HE_SH
-
0=t
-
Glutammato in
HaN*— | —H
C
D-ﬁ’ \D_

Glutatione ridotto

Glutatione



Assimilazione del solfato

Metabolita O-solfato
il
ﬂHE
I
TH
ATP (o] (o] APS solfo- C=0 (o] Non- o Solfito
=) solforilasi o [ I trasterasi | < Il enzimatico |  reduttasi 5
Adenina CH—0—P—0—S3—0Or H—¢ —CH—5—58—0r O
H H / y | !’ / \ ? / \
Solfato H H o~ GSH 5°-AMP PTH GSH GSSG O 6Fd,y 6Fd,
2 ATP & e C=0
ol | Solfito Solfur
Pirofosfatasi CH.
inorganica et |[_|
2
Adenosina-5 -fosfosolfato (APS) ?
2 Hau‘*—t]:—H
coo™
5-Solfoglutatione
Serina s* Acetato
HO—CH,—CH—COOH it e CHy—C—O—CH,—CH cum;—-irm CHy— CH— COOH
| Y I I O-Acetilserina |
NH, Acetil-CoA CoA o NH; tio-liasi NH,
Serina

O-Acetilserina

Cizsteina



ASSIMILAZIONE DEL FOSFATO (PO,3-)

assorbito dalle radici tramite simporto con H*

incorporato in zuccheri fosfati, fosfolipidi nucleotidi
Punto d'ingresso = ATP
ADP + Pi ———> ATP (mitocondri e cloroplasti)

nella glicolisi Pi incorporato nell' 1, 3 bisfosfoglicerato



micorrize

' vescicolo-arbuscolare
ectotrofica

—————— Epidermide
T Xilema
—————— Floema
—v—— Cortex
Reticolo — =M}
di Hartig
Manicotto -
fungino——""_
. " A L ~ A
100 um Micelio Cortex
esterno L v 4
Radice

L'associazione di funghi micorrizici con le radici incrementa
I'assunzione di fosfato e altri nutrienti



