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N, + O, 2NO + 0, 2 NO, ossido di N, (scariche elettriche, alte temp)

reagisce SpOntaneamente con HZO
3 N02 + "lz()_> 2 HNO3 + NO ac. Nitrico

10- 20 Kg/ ha / anno proviene da tali fonti




NH; e un gas atemp ambiente

assorbibili dalle piante

ApH~ 7 la [NH,) étrascurabile

[NH,® ]

yd ~~

Assorbimento
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Fissazione
sui colloidi del suolo




Effect of pH and Nitrogen Source in the | olution on the /

Rate of Cucumber Plants”

Nitrogen source (mm)

Assimilation Transpiration
Nitrate ~ Ammonium rate rate
pH N N Ammonia” (mg CO,dm ~“h™') g H,O dm™"h]
6.50 3 0 0 6.15 2.00
1.75 3 0 0 6.55 2.18
6. 50 3 3 0.01 6.60 1.80
7.75 3 5 0.16 4.48 1.39

“Based on Schenk and Wehrmann (1979).
5Caleculated NH; concentration in the aqueous solution.

A PH > 7 ey | NH,* assorbito risulta fitotoSSICO =gy Aumento rapido della NH,

A pH neutro-acido molte specie tollerano elevate concentrazioni di NH,*

NH, + H+ = NH,*

Facilita di attraversamento della membrana




ASSORBIMENTO NELLE PTANTE DELLE FORME AZOTATE

’ \ 3
1. Sistema ad alta affinita,dovuto a un carrier inducibile
efficiente a basse concentrazioni (< 1 mM) , con flusso basso
Attivita dell’ ATPasi > Gradiente protonico

» Cotrasporto 2H* / NO;

2. Sistema a bassa affinita, di tipo costitutivo (canale anionico?)
attivo a concentrazioni elevate (> 1mM) ma con flusso maggiore.
- Perloione AMMONIO, NH,
E assorbito in relazione all’efflusso di H+
Tramite un Carrier definito ad alta affinita
- Assorbimento dell’ AMMONIACA, NH.:
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La fonte di N influisce sul pH della soluzione esterna:
e L’NH,* > diminuzione pH soluzione esterna
 L’NO; e assorbito di preferenza a > aumento pH soluzione esterna

pH inferiori della rizosfera

e NH,*+ NO, iniziale diminuzione di pH (assorbimento di NH ,*




Other
amino acids

e Glutamine

T GS-GOGAT RADICE
NH,*
fem
NO,-
$ Plastid
Cytoplasm
NO, H*

Vacuole FI @
.\ pumping ATPase

v
2H* H*




ASSIMILAZIONE —> RIDUZIONE DEL NITRATO

NO, +8 H*+ 8 & NH, + 2 H,0 +

2 Enzimi lavorano in serie:
- La Nitrato reduttasi NR

NO, + NADH + 2e" + 2H* NO,” + NAD(P)+ + H,0

- Nitrito reduttasi NiR NO, +6e +6H* NH; + OH- + H,0O

Nitrate reductase : Nitrite reductase
NAD(P)H +H" Photosystem I
2e - =2
erredox.
el red. +~NADP
< I ORI SO ““NADPH + H
NAD(P) FEI"":I; gdﬂx

Cytoplasm | | Chloroplast




Nitrato reduttasi

e | a nitrato reduttasi citosolica trasferisce due
elettroni dal NADH al nitrato.

¢ Contiene come cofattori: -
0 H o
P R | f Pﬁui}
H,,_‘_L N r \\D
- Cofattore molibdeno =y )N\ | S
- Citocromo b, HoN Xy \
H

e | a catena di trasferimento elettronico:

20yt b ¢
= Yt Dezz 4
ENADHX i X.EFJ&DH:-XQ (Fe+++) X Mo +X g#eq
. _
2ZNAD* H 2FAD 2Cyt by, Mos+ ¢
2 i Nag

(Fe**)




Nitrito reduttasi EC 1.7.1.4

La nitrito reduttasi
presente nei cloroplasti
agisce attraverso la
ferredossina ridotta
dalla fotosintesi,

Il trasferimento di / o4

elettroni coinvolge un
gruppo siroeme nel

quale il ferro complessa
lo ione nitrito che viene
ridotto a ione

ammonio.

Ferredossina Fe,S,
[Fet+ (Fa++)

-‘I
Ferredossina
{Fa++) ,FE"S"'.
+ [Fat+=]
FiH,

Biochimica XII {C) Giorgio Sartor 2001-2006




La Nitrato reduttasi

E un E. substrato-inducibile

) |ncremento di attivita dell’E.

La presenza di prodotti di assimilazione azotati (a.a., amidi..)

=) |nibizione dell’attivita dell’E (feed-back negativo)
*  Haun veloce turn-over : —— continua sintesi e degradazione

. La sua attivita e modulata da alcuni effettori:

1. Nitrato  agiscono da segnali che influenzano




Il flusso di C & regolato da una proteina chinasi citosolica

Proteina chinasi  * Proteina chinasr
Inattiva luce Attiva

opera una fosforilazione
e modula l'attivita dei 2 E chiave:

FOSFORILAZIONE

Sacc P-Sintasi -- P Saccarosio
(inattiva)




S <o .-
§ Eg l a i e é
- :E-:E '-'""!p"--
x 5‘3 ..r""- e - .
E% i '_,,- m Nitlfaie nitrogen -
g; SE | 7 dipende da:
g :E “ "fﬁ 5
s o> e Specie vegetale,
O o \ '
%;:_ e : e | « eta della pianta,
Nitrate supply to the plants e concentrazione di NO;
”o 3 I -LL*’ esterno
In generale:

e Quando il rifornimento esterno di nitrato e basso

Un’elevata quantita e organicato nelle radici
ﬁ

Elevata concentrazione di a.a. nel succo xilematico




ASSIMILAZIONE del NITRATO

CO,

VACUOLO | g 000 caf;aL;Eiah-i
RCOO — _ | g Saccarosio
cationi NO;~
1
P RTE * * # NO-" p ;
EPIGEA /" SRR T LR
X /
RADICI NO; -
cation i

Meccanismi di osmoregolazione:

NOy

cationi

Avviene
prevalentemente nelle
foglie

La produzione di OH-
richiede la sintesi a7

acidi organici che
dissociando con gli H+
tamponano il pH

intracellulare e vengono

accumulati nel vacuolo

» Ritraslocazione nel floema verso aree in crescita dell’N ridotto (a.a, amidi) + cationi
mobili (K e Mg)
* Ritraslocazione verso le radici di anioni di acidi organici

malato) + K* successiva




Assimilazione dell” NH,*

CITOPLASMA

CARBOIDRATO

PROTEINE
A

3 S0NO0 LOSSICI a basse

NHa avumico

concentrazioni: Nel citoplasma
NH,* <15uM GERMOGLIO
Nel vacuolo anche RADICE //x
— AMMIDI -‘_’,""x NH,

conc + elevate in quanto il
basso pH previene la
formazione di NH,

A ]
{ (NH, ) ™
AMMINE = = 7,

L'assorbimento di NH,* nella radice comporta il rilascio di H* per la
compensazione di cariche: antiporto NH,* / H*

 Quasi tutto ’NH,+ e assimilato nelle radici: 3NH,+ —— 3NH,R +4 H"




Processi di ORGANICAZIONE

L ’elevata richiesta
di scheletri C per

Proteine
Ac. Nucleici
Clorofilla
|
CH,
COOH GS COOH Loon | cosat COOH COOH
HCNH, 1) HCNH, N\ (@) HCNH, HCNH,
CH; \ CH, + 2 elettroni ?H2 CH

|
CH, ADP + Pi CH, CH, CH,




1. 6S = glutammina sintetasi
2. GOGAT = glutammato sintetasi

L'asparagina ¢ la 29 ammide importante per le piante in particolare
nelle leguminose originarie dei climi temperati

E ottenuta mediante idrolisi dell ATP

L'N dell'aspartato puc derivare dal glutammato

I 4 C derivano dall'ossalacetato

L'asparagina ha le stesse funzioni della glutammina




NO;, NH,* 1 Aminoacidi, Ammine 2 Proteine
N, —p  AMMIidi 4¢—p  Acidi nucleici
3

L'azoto che viene organicato nella pianta resta come tale

e UN Processo irreversibile

Le 3 frazioni azotate sono influenzate dalla nutrizione:

Aumentando il livello di nutrizione azotata




Fissazione dell'azoto atmosferico

Human and

animal
nutrition G——h\

&

Conversione
di N, in
Ammoniaca:

Excretory products

Microhial Ns-fixation

’
Soil organic N Bawsati: S N : — NO,

fication

Nitrification



- impiego di catalizzatori
resa del 13% - alta Pressione (200 atm)
- elevate Temperature (400- 600 °C)

Fissazione biologica ad opera della Nitrogenasi
- Richiede dispendio di energia cellulare (ATP)

- Procedea p e T ambiente.

La fissazione chimica ha una capacita di fissazione pari a

1/4 della fissazione biologica




Il processo di N- fissazione e larisultante di 3 stadi di riduzione :
N=N

AG,° = - 27 KJ/ mole

2? fase 2H* \\ ’/ 2e

, AG,° = - 96 KJ/ mole
HolN - NHo tdrazina

AGtot = - 16 KJ/mole

3 fase 2H" / 2e”
\\ E’ un processo

2NH3 Ammoniaca




Simbiosi

In associazione

Fonte Carboidrati,
di energia

Ac. organici

Libera

Essudati radicali

dall’ospite

=
NN

Residui organici
Fotosintesi

Kg N fissato/




Fissazione di tipo associativo

| batteri diazotrofi
in associazione
sono eterotrofi

o Azospirillum e Azotobacter

(zone tropicali)
Enterobacter, Klebsiella
(zone temperate)

[l limite principale consiste proprio nella scarsa disponibilita di
C org in termini di quantita e qualita:

» Importanza della composizione del substrato di € organico
fornito dall’ospite:




La fissazione di tipo associativo e caratterizzata da

« Poca specificita pianta- ospite ™= | partner & piu casuale

o Trasferimento indiretto dell’N ridotto alla morte del

g batterio

« | batteri sono molto sensibili alla concentrazione di O, e di N nel suolo

Aumento dell’apporto
di N nel suolo e

diminuzione attivita  NHiNOs; supply Nitrogenase activity Shoot dry weight

_ o (g171) (nmol C,H, per plant h™') (g per plant)
nitrogenasica In

0 200 0.49
0.04 : 156 0.97
0.08 10 1.84
0.16 0 2.93

From Cohen et al. (1980).




La quantita di N fissato per via associativa e molto variabile:

Proportion of total

Plant species plant nitrogen
Rice (Oryza sativa L.) 0-35
Wheat ( Triticum aestivum L.) 047
Sugar cane (Saccharum sp.) 2-56
(60-80)”
Forage grasses
Brachiaria humidicola 3040
Leptochloa fusca 241

Compiled data from Chalk (1991).
Boddey er al. (1991).

La canna da zucchero ha la maggiore capacita di fissazione:
» alta qualita negli essudati radicali

« alte temperature del suolo

* associazioni a piu alta specificita pianta-ospite

e maggiore resistenza alla presenza di N nel terreno




1) Apporto di N alla pianta mediante N-fissazione

2) Produzione di Fitormoni

Pmdl.]z'one d'_ | *Modificazioni nella morfologia
Fitormoni radicale e migliore acquisizione
auxine, Cl'fOC/?M di nutrienti ( fosforo )
giberelline

» Influenza sull’attacco di altri organismi




Prevalenza di

N- Fissazione ——>

Canna da zucchero, erbe foraggio C4
In condizioni favorevoli al processo:

e alta temperatura

* elevata irradiazione

e produzione di essudati radicali

Dominanza dell’
Effetto Ormonale

* Piante C3

[ >| « Piante in climi temperati

» Associazioni pianta-ospite
poco specifiche




« eterotrofi pProcesso non
(azospirillum) ==)> fotosintetico

inadeguata disponibilita di residui organici nel suolo :
limitata attivita di azoto- fissazione

Diverso contributo dei batteri diazotrofi nel processo di

N-fissazione
Simbionti Associati e Liberi

70% 30%



Fissazione simbiotica dell’azoto

1IZzopium In SIMDIOSI Ccon 1€ leguminose sono I piu Importantl

e specie R

azotofissatori
simbiosi altamente specifica:

solo certi ceppi sono compatibili con una data leguminosa per formare
noduli funzionanti

- Esempi di rapporto preferenziale tra specie di Rhizobium e piante ospiti.

Specie di Rhizobium L ‘Piante ospiti

R. leguminosarum Pisello, Fava, Lenticchia, Cece

R. trifolii Trifoglio

R. phaseoli Fagiolo

R. meliloti Erba Medica, Fieno greco, Meliloto
R. japonicum Soia

R. lupini Lupino, Ginestrino
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v

aumento nodulazione

Infezione con micorizze

La formazione dei noduli e regolata da :

* Processo di autoregolazione o inibizione da feed-back

 Qualita e quantita della fonte di N fornita:

- 1l nitrato amplifica il segnale regolativo alle basse concentrazioni

- I’ammonio interferisce negativamente.




Fasi dell’ Infezione da Rhizobium

Interazione rizobio- pianta ospite

La pianta rilascia essudati CO'ﬁan_ZEIZIQHG
contenenti flavonoidi — chemiotassi
e i1soflavonoidi l

nel batterio:
- Attivazione geni nod
- Produzione fattori nod
+ sostanze ormono-simili
(lectina)

Attacco dei batteri al pelo

Molecole segnale riconosciute
solo da specie compatibili

2

specificita




Divisione cellule
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3 condizioni essenziali per un processo efficiente:

1) Rifornimento adeguato di fotosintati ai batteroidi dei noduli

quantita di C impiegato e variabile
36-39% per la nodulazione

C =6-12g per g di N fissato 50%  per I’attivita di nitrogenasi
16-22% per I’assimilazione dell’N
ridotto

2) Mantenimento di basse concentrazioni di O, nei noduli

3) Rapida esportazione dell’N fissato : traslocazione nodulo-pianta
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1) Esistenza di una barriera fisica
Floema (saccarosio)

2) Leg- emoglobina

Barriera di d

nitrogenasi
Nodulo attivo
Spazi intercellulari

con aria




Carboidrati
N\

Leghemoglobina

(etabolismo

> ail
Anioni organici

Carboidrati

Ferridossina
0o
Flavodossina
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Stechiometria della reazione

N, +8H*+16 ATP—> 2NH,+ H, + 16 ADP + 16 Pi




 passaggio rapido:

elevata NH, nel batteroide Inibizione della nitrogenasi

« nel citosol:
assimilazione dell” NH; via GS / GOGAT
asparagina ( 2N/5C)

sintesi di glutammina —> xilema

ureidi: allantoina,
acido allantoico (4N/4C)




\I-Starter, erretto stimolatorio

_\ Effetto inibitorio ad elevate concentrazioni

* Nitrogenasi Inibizione dell’attivita all’aumentare
del rifornimento di N

Nitrogenase activity

( umol C;H, produced Dry weight (g per plant)
Nitrate N per plant h™%) N in shoots day 49
fertilizer (%)
supply (kgha™') 35 days 49 days day 49 Shoot and roots  Nodules
0 T 1.13 T 0.19 T 1.54 2.53 T 0.18
25 2.26 0.33 1.82 3.35 0.28
50 0.60 0.10 1.67 3.65 0.13
100 0.14 l 0.03 l 1.69 l 435 0.11 l

“Bascd on Sundstrom ef af. (1982).

La crescita continua ad aumentare per assorbimento della fonte di N minerale




