Capitulo

Assimilacao de
nutrientes minerais

AS PLANTAS SUPERIORES SAO ORGANISMOS AUTOTROFICOS que po-
dem sintetizar seus componentes organicos a partir de nutrientes inorganicos
obtidos do ambiente. Para muitos nutrientes minerais, o processo envolve a
absorcao de compostos do solo pelas raizes (ver Capitulo 5) e a incorporacao
em compostos organicos, essenciais ao crescimento e ao desenvolvimento.
Essa incorporacdo dos nutrientes minerais em substancias organicas como
os pigmentos, os co-fatores enzimaticos, os lipidios, os acidos nucléicos e os
aminoacidos, & denominada assimilacdo de nutrientes.

A assimilacao de alguns nutrientes — em particular nitrogénio e enxofre

— requer uma série complexa de reacdes bioquimicas, que estao entre as
reacdes de maior demanda energética dos organismos vivos:

* Na assimilacao do nitrato (NO,-), o nitrogénio do NO,- é convertido
em uma forma mais energética, o nitrito (NOy-) e, entdo, em uma
forma ainda mais energética, o amonio (NH,+), e finalmente em nitro-
génio-amida da glutamina. Este processo consome o equivalente a 12
ATPs para cada nitrogénio (Bloom e cols., 1992).

¢ Plantas como as leguminosas, por exemplo, estabelecem uma relacdo
simbionte com bactérias fixadoras de nitrogénio, para converter o ni-
trogénio molecular (N,) em aménia (NH,), que é o primeiro produto
estavel no processo natural de fixacao; entretanto, em pH fisiolégico, a
amonia é protonada para formar o ion aménio (NH,+). O processo de
fixacdo bioldgica do nitrogénio, junto com a subseqiiente assimilacao
de NH, em um aminoécido, consome cerca de 16 ATPs por nitrogénio
(Paté e Lauzell, 1990; Vande Broek e Vanderleyden, 1995).

¢ A assimilacao de sulfato (SO 427) no aminoacido cisteina, por meio de duas
rotas encontradas nas plantas, consome cerca de 14 ATPs (Hell, 1997).

Para ter-se uma idéia da enorme quantidade de energia envolvida, deve-se
considerar que, se essas reacdes ocorressem rapidamente em reverso — por
exemplo, de NH,NO, (nitrato de aménio) para N, — elas se tornariam ex-
plosivas, liberando grandes quantidades de energia como movimento, calor
e luz. Praticamente todos os explosivos s&o baseados na rapida oxidacao de
compostos de nitrogénio ou de enxofre.
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A assimilacdo de outros nutrientes, especialmente os macro
e os micronutrientes catiénicos (ver Capitulo 5), envolve a for-
macao de complexos com compostos orgénicos. Por exemplo,
o Mg2+ associa-se ao pigmento clorofia, o Ca?+ associa-se a
pectatos na parede celular e 0 Mo5+ com enzimas como a ni-
trato redutase e a nitrogenase. Tais complexos sio altamente
estaveis, sendo que a remocao do nutriente do complexo pode
resultar na perda total de funcao.

Este capitulo resume as reacdes primarias pelas quais os
principais nutrientes (nitrogénio, enxofre, fosfato, cétions e
oxigénio) sao assimilados. Serdo enfatizadas as implicacées fisi-
oloégicas do gasto energético requerido e introduzido o topico da
fixacao simbiotica do nitrogénio.

NITROGENIO NO AMBIENTE

Muitos compostos bioquimicos presentes nas células vegetais
possuem nitrogénio (ver Capitulo 5). Por exemplo, o nitrogénio
& encontrado nos nucleosideos fosfato e nos aminoacidos que
formam a estrutura dos acidos nucléicos e das protinas, respec-
tivamente. Apenas elementos como o oxigénio, o carbono e o
hidrogénio sdao mais abundantes nas plantas que o nitrogénio. A
maioria dos ecossistemas naturais e agrarios apresneta um ex-
pressivo ganho na produtividade apoés serem fertilizados com ni-
trogénio inorganico, atestando a importancia desse elemento.

Nesta secédo, tanto o ciclo biogeoquimico do netrogénio.
O papel crucial da fixacdo de nitrogénio na conversao do ni-

trogénio molecular em aménio e em nitrato, quanto o destino
do nitrato e do aménio nos tecidos vegetais serao discutidos.

O nitrogénio é transformado em diferentes formas no
ciclo biogeoquimico

O nitrogénio esté presente em diversas formas na biosfera. A
atmosfera contém uma vasta quantidade (cerca de 78% por vol-
ume) de nitrogénio molecular (N,) (ver Capitulo 9). Porém, esse
grande reservatoério de nitrogénio néo estéa diretamente disponivel
para os organismos vivos. A obtencdo de nitrogénio da atamos-
fera requer a quebra de uma ligacéo tripla covalente de excepcio-
nal estabilidade, entre os dois 4&tomos de nitrogénio (N=N) para
produzir aménia (NH,) ou nitrato (NO,-). Tais reacdes, conhecidas
como fixacao do nitrogénio, podem ser obtidas por processo
industrial e por processo natural.

Sob elevadas temperaturas (cerca de 200 °C) e alta pressao
(cerca de 200 atmosferas), o N, combina-se com hidrogénio
formando aménia. As condicdes extremas sao necessarias para
superar a alta energia de ativacdo da reacado. Essa reacao de
fixacdo de nitrogénio, conhecida como processo Haber-Bosch,
& o ponto de partida para a fabricacdo de muitos produtos para
a industria e agricultura. Indstrias em todo o mundo produzem
mais de 80 x 10'? g ano™ de fertilizantes nitrogenados (FAO-
STAT, 2001).

Os processos naturais fixam cerca de 190 x 10!2 g ano’
de nitrogénio (Tabela 12.1) por meio dos seguintes processos
(Schlesinger, 1997):

TABELA 12.1
Principais processos do ciclo biogeoquimico do nitrogénio

Taxa
Processo Defini¢cdo (10'>g ano™)?
Fixagdo industrial Conversao industrial do nitrogénio molecular em aménia 80

Fixagéo atmosférica Conversao fotoquimica e plos relampagos do nitrogénio molecular em nitrato 19

Fixacdo bioldgica Conversao do nitrogénio molecular em amonia pelos procariontes 170

Aquisicao pelos vegetais  Absorgéo e assimilagdo do amonio ou nitrato pelos vegetais 1200

Imobilizagao Absorcao e assimilagdo do amdnio ou nitrato por microrganismos N/C

Amonificagdo Acao de bactérias e fungos no catabolismo da matéria organica do solo em aménio N/C

Nitrificagcao Oxidagéo bacteriana (Nitrosomonas sp.) do aménio em nitrito e a posterior N/C
oxidagao pelas bactérias (Nitrobacter sp.) do nitrito em nitrato

Mineralizacao Acéo das bactérias e fungos no catabolismo da matéria organica do solo em N/C
nitrogénio mineral, por meio da amonificagéo ou nitrificacéo

Volatilizagao Perda fisica do gas amonia para a atmosfera 100

Fixagdo do amdnio Ligacao fisica do amdnio nas particulas do solo 10

Desnitrificagdo Conversao bacteriana do nitrato em éxido nitroso e nitrogénio molecular 210

Lixiviagao do nitrato Escoamento fisico do nitrato dissolvido no lencol de agua das camadas superi- 36

ores do solo e eventualmente para os oceanos

Nota: Organismos terrestres, do solo e dos oceanos contém cerca de 5, 2x1015 ge 95x101% geb, 5x1015 g, respectivamente, de nitrogénio organico que
€ ativo no ciclo. Admitindo que a quantidade de N, na atmosfera permanece constante (entrada=saida), o tempo médio de residéncia (o tempo médio cgue
a molecula de mtrogemo permanece na forma orgamca) é cerca de 370 anos [(tamanho do pool)/(fixacio input)=(5,2101% g+ 95x101° )/(80x101
ano™! +19x1012 g ano! + 170x10!2 g ano™)] (Schlesinger, 1997).  N/C nao-calculado.



e Reldmpagos. Os relampagos s&o responsaveis por aproxi-
madamente 8% do nitrogénio fixado. Convertem o vapor
de 4gua e oxigénio em radicais hidroxilas livres altamen-
te reativos, em atomos de hidrogénio livre e em atomos
de oxigénio livre, que atacam o nitrogénio molecular (N,)
para formar o &cido nitrico (HNO,). Posteriormente, esse
&cido nitrico precipita sobre a Terra junto com a chuva.

e Reacées fotoquimicas. Cerca de 2% do nitrogénio fixado
é derivado de reacdes fotoquimicas entre o 6xido nitrico
gasoso (NO) e o ozdnio (O,), produzindo o &cido nitrico

(HNO,).

e Fixacdo biolégica do nitrogénio. Noventa por cento
(90%) do nitrogénio restante resultam da fixacao biologi-
ca, nos quais as bactérias ou algas azuis (cianobactérias)
fixam o N, em aménio (NH,+).

Do ponto de vista agricola, a fixacao biolégica do nitrogénio
& critica, pois, raramente, a producao industrial de fertilizantes a
base de nitrogénio supre a demanda agricola (FAOSTAT, 2001).

Uma vez fixado em aménio ou nitrato, o nitrogénio entra
no ciclo biogeoquimico, passando por varias formas organica
ou inorganicas antes de eventualmente retornar a forma de ni-
trogénio molecular (Figura 12.1; Tabela 12.1). Os ions amonio
(NH,+) e nitrato (NO,-) gerados pela fixagéo ou liberados por de-
composicdo da matéria organica do solo, tornam-se objetos de
intensa competicdo entre plantas e microrganismos. Para per-

Nitrogénio
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manecerem competitivos, os vegetais desenvolveram mecanis-
mos para capturar esses ions, a partir da solucdo do solo, tao
réapido quanto possivel (ver Capitulo 5). Sob as concentraces
elevadas no solo, que ocorrem apos a fertilizacdo, a absorcao do
amonio e do nitrato pelas raizes pode exceder a capacidade de
uma planta em assimilar esses ions, levando ao seu aciimulo nos
tecidos vegetais.

O amoénio ou o nitrato armazenados podem ser téxicos

As plantas podem acumular altos niveis de nitrato ou po-
dem transloca-lo através dos tecidos sem efeitos prejudiciais.
Entretanto, se os animais e os homens consumirem material
vegetal com altos niveis de nitrato, eles podem sofrer de me-
temoglobinemia, uma doenca na qual o figado reduz o nitrato
a nitrito, o que se combina coma hemoglobina, resultando em
uma hemoglobina incapaz de se combinar com o oxigénio. O
homem e os outros animais sdo capazes também de converter
nitrato em nitrosaminas, as quais sao potentes carcinogénicos.
Nesse sentido, alguns paises impdem limites nos niveis de ni-
trato nos vegetais que sédo consumidos pelo homem.

Em comparacdo com o nitrato, altos niveis de amonio sao
téxicos tanto para as plantas quanto para os animais. O amoénio
& capaz de dissipar os gradientes de prétons transmembrana
(Figura 12.2) necessarios ao transporte de elétrons na fotossin-
tese e na respiracado (ver Capitulos 7 e 11), assim como para a
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FIGURA 12.1  Ciclo do nitrogénio. O nitrogénio da atimosfera varia desde a forma gasosa & de ions reduzidos, antes de ser incorporado a com-

postos orgénicos nos organismos vivos. Algumas etapas envolvidas no ciclo do nitrogénio estao representadas.
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FIGURA 12.2 A toxicidade do NH,+ pode dissipar os gradientes de
pH. O lado esquerdo representa o estroma, a matriz mitocondrial ou
o citoplasma, onde o pH é mais elevado. O lado direito representa o
lume, o espaco intermembrana ou o vactolo, onde o pH é mais baixo;
a membrana representa o tilacoide do cloroplasto, a membrana interna
mitocondrial ou o tonoplasto do vactolo de uma célula de raiz. O re-
sultado liquido da reacdo mostra que as concentracdées de OH- do lado
esquerdo e de H+ do lado direito diminuiram, isto &, o gradiente de pH
foi dissipado (segundo Bloom, 1997).

captura de metabdlitos nos vactolos (ver Capitulo 6). Devido ao
perigo que representam os altos niveis de aménio, os animais
desenvolveram uma forte aversao ao seu odor. Como exem-
plo, pode-se citar os sais-de-cheiro, composto por carbonato de
amonio, um vapor medicinal liberado sob o nariz para animar
pessoas desfalecidas. As plantas assimilam o aménio proximo
da regido de absorcao ou producdo e rapidamente armazenam
qualquer excesso nos vactolos para evitar efeitos toxicos nas
membranas e no citosol.

Na proxima secao, sera discutido o processo pelo qual o
nitrato, absorvido pelas raizes por meio de um transportador de
H+-NO,- do tipo simporte (ver o Capitulo 6 para a discussao
sobre simprote), é assimilado em compostos organicos e os pro-
cessos enzimaticos responsaveis pela reducao do nitrato primei-
ramente em nitrito e depois em amdnio.

ASSIMILACAO DO NITRATO

As plantas assimilam a maioria do nitrato absorvido por suas
raizes em compostos organcios nitrogenados. A primeira etapa
do processo é a reducao do nitrato em nitrito no citoplasma
(Oaks, 1994). A enzima nitrato redutase catalisa esta reaczo:

NO,- + NAD(P)H + H+ + 2e- —

NO,- + NAD(P)+ + H,0 (12,1)

Onde NAD(P)H indica NADH ou NADPH. A forma mais co-
mum da enzima nitrato redutase utiliza somente o NADH como
doador de elétrons; outra forma da enzima, encontrada predomi-
nantemente em tecidos nao-clorofilados, como raizes, pode usar
tanto o NADH quanto o NADPH (Warner e Kleinhofs, 1992).

As nitrato reduases das plantas superiores sao formadas por
duas subunidades idénticas com trés grupos prostéticos cada:
FAD (flavina andenina dinucleotideo), heme e um complexo for-
mado entre o molibdénio e uma molécula organica denominada
pterina (Mendel e Stallmeyer, 1995; Campbell, 1999).
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Uma pterina (completamente oxidada)

Nitrato redutase é a principal proteina contendo molibdénio
encontrada nos tecidos vegetativos e um dos sintomas da defi-
ciéncia do molibdénio é o aciimulo de nitrato, devido a diminu-
icdo da atividade da nitrato redutase.

A comparacédo entre as seqiiéncias de aminoacidos da ni-
trato redutase de diversas espécies com aquelas de outras pro-
teinas jé caracterizadas que se ligam ao FAD, heme ou ao molib-
dénio, resultou em um modelo para a nitrato redutase com trés
dominios apresentados na Figuar 12.3. O dominio de ligacao
do FAD aceita dois elétrons do NADH ou do NADPH. Os elé-
trons sdo deslocados pelo dominio heme para o complexo mo-
libdénio, onde sao transferidos para o nitrato.

O nitrato, a luz e os carboidratos regulam a nitrato
redutase

O nitrato, a luz e os carboidratos interferem na nitrato redutase
em nivel de transcricao e traducao (Sivasankar e Oaks, 1996). Em
plantulas de cevada, o mRNA da nitrato redutase foi detectado
aproximadamente 40 minutos ap6s a adicao do nitrato, sendo os
niveis maximos obtidos em trés horas (Figura 12.4). Ao contréario

N Terminal Regides hinie C Terminal

NO, <—[MoCo |—/|Heme —— FaD |<&
NO,” <—MoCo ——Heme |— FAD |<i

Nitrato redutase

FIGURA 12.3 Modelo do dimero da nitrato redutase indicando os trés
dominios de ligacdo, dos quais as seqiiéncias de polipeptideos sao simil-
ares nos eucariontes: complexo molibdénio (CoMo), grupo heme e FAD;
O NADH liga-se ao dominio de ligacado do FAD de cada subunidade e
inicia a transferéncia de dois elétrons a partir do grupo carboxila ter-
minal (C), através de cada elemento de transferéncia de elétrons, até o
grupo amino terminal (N). O nitrato é reduzido no complexo molibdénio
préximo a regiao amino terminal. As seqiiéncias dos polipeptideos nas
regides hinge sao altamente variaveis entrea as espécies.



FIGURA 124 O aumento da atividade da nitrato

redutase resulta da inducéo da sintese do mRNA da 100
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do rapido acimulo do do mRNA, houve um incremento gradual
linear na atividade da nitrato redutase, refletindo a sintese mais
lenta da proteina.

Além disso, a proteina sofre também uma modulacdo pods-
traducao (envolvendo um fosforilacao reversivel) anéloga a regula-
cao da sacarose fosfato sintase (ver Capitulos 8 e 10). A luz e os
niveis de carboidratos, alem de outros fatores ambientais, estimu-
lam a proteina fosfatase, que desfosforila varios residuos de serina
na proteina nitrato redutase, promovendo a ativacdo da enzima.

Agindo na direcao inversa, o escuro e o Mg+ estimulam a
proteina quinase, a qual fosforila os mesmo residuos de serina,
interagindo com a proteina inibidora 14-3-3 e inativando a nitra-
to redutase (Kaiser e cols., 1999). A regulacdo da atividade da
nitrato redutase através da fosforilacdo e da desfosforilacdo
possibilita um controle mais rapido do que o obtido através
da sintese ou degradacdo da enzima (minutos versus horas).

A nitrito redutase converte o nitrito em amoénio

O nitrito (NO,-) € um ion altamente reativo e potencialmente
toxico. As células vegetais transportam rapidamente o nitrito
originado pela reducao do nitrato (ver Equacao 12.1) do citosol
para o interior dos cloroplastos nas folhas e nos plastideos nas
raizes. Nessas organelas, a enzima nitrito redutase reduz o ni-
trito a aménio de acordo com a seguinte reacdo geral:

NO,- + 6 Fdred + 8 H+ + 6 e- —
NH,++6Fd  +2H,0 (12.2)
Onde o Fd representa a ferredoxina e os
simbolos subscritos red e ox, forma reduz-

8 12 16
Tempo Apos a indugéo (horas)
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sistem de um tnico poliperptideo com dois grupos prostéticos:
um grupo ferro-enxofre, Fe,S,, e um grupo heme especializado
(Siegel e Wilkerson, 1989). Tais grupos agem conjuntamente
ligando-se ao nitrito e o reduzindo-o diretamente a aménio, sem
aculular compostos nitrogenados em estado redox intermediar
ios. O fluxo de elétrons pela ferredoxina, Fe,S,, e heme oodem
ser representados, conforme a Figura 12.5.

A nitrito redutase é codifica no nucleo e sintetizada no cito-
plasma, apresentando um peptideo de transito N-terminal que
direciona o seu deslocamento para os plastideos (Wray, 1993).
Enquanto o NO,- e a luz induzem a transcricéo do mRNA da
nitrito redutase, os produtos finais do processo — asparagina e
glutamina — reprimem essa inducao.

As plantas podem assimilar nitrato tanto nas raizes
quanto nas partes aéreas

Em muitas plantas, quando as raizes recebem pequenas
quantidade de nitrato, & o mesmo reduzido principalmente nes-
ses 6rgaos. A medida que o suprimento de nitrato aumenta,
uma proporcdo maior do nitrato absorvido é translocado para
as partes aéreas onde sera assimilado (Marschner, 1995). Mesmo
sob condicdes similares de disponibilidade do nitrato, o balanco do
metabolismo do nitrato entre raizes e a parte aérea — conforme

ida e oxidade, respectivamente. A ferredo-

xina reduzida deriva do transporte de elé- da fotossintese

Reagao luminosa

trons da fotossintese nos cloroplastos (ver
Capitulo 7) e do NADPH gerado pela via
da oxidacado da pentose fosfato nos tecidos
nao-clorofilados (ver Capitulo 11).

Tanto os cloroplastos quanto os plas-
tideos das raizes possuem diferentes formas
da enzima, contudo ambas as formas con-

Ferredoxina
(reduzida) NO,-
@ Nitrito
(Fe,S,) —)6 Heme
Nitrito redutase NH,*
X Amonio
Ferredoxina
(oxidada)

FIGURA 12.5 Modelo do acoplamento do fluxo de elétrons da fotossintese, via ferredoxina,
com a reducado do nitrito pela nitrito redutase. A enzima nitrito redutase possui dois grupos
prostéticos, Fe,S, e heme, os quais participam na reducéo do nitrito a aménio.
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FIGURA 12.6 Quantidade relativas de nitrato e outros compostos nitro-
genados do exsudados do xilema de vérias espécies vegetais. As plantas
foram cultivadas com as suas raizes expostas a solucdes de nitrato e a
seiva do xilema foi coletada por rompimento do caule.

Observe a presenca de ureidas, compostos nitrogenados especializados, em
feijao e ervilha (que sera discutido posteriormente no texto) (Pate, 1983).
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indicado pela proporcado da atividade da nitrato redutase em
cada um dos dois 6rgaos ou pelas concentracoes relativas do
nitrato e do nitrogénio reduzido na seiva do xilema — varia de
espécie para espécie.

Nas plantas como o cardo (Xanthium strumarium), o me-
tabolismo dos nitratos é restrito as partes aéreas; em outras
plantas, como o tremoco branco (Lupinus albus), a maior parte
do nitrato é metabolizado nas raizes (Figura 12.6); Em geral, as
espécies nativas de regides de clima temperado dependem mais
intensamente da assimilacdo do nitrato pelas raizes do que as
espécies das regides tropicais e subtropicais.

ASSIMILACAO DO AMONIO

As células vegetais evitam a toxicidade do amonio pela rapida
conversao do aménio gerado a partir da assimilacao do nitrato ou
da fotorrespiracao (ver Capitulo 8) em aminoéacidos. A principal via
para esta conversao envolve a acdo seqiiencial da glutamina sin-
tetase e da glutamato sintase (Lea e cols., 1992). Nesta secao serdo
discutidos os processos enzimaticos responsaveis pela assimilacéo
do aménio em aminoéacidos essenciais, além do papel das amidas
na regulacdo do metabolismo do nitrogénio e do carbono.

A conversao do aménio em aminoacidos requer duas
enzimas

A glutamina sintetase (GS) combina o amdnio com o gluta-
mato para formar a glutamina (Figura 12.7A):

Glutamato + NH,+ + ATP —
Glutamina + ADP +Pi (12.3)

Esta reacdo necessita a hidrélise de uma molécula de ATP e
envolve um cation bivalente, como o Mg?+, Mn?+ ou Co?+ como
co-fator. As plantas possuem duas classe de GS, uma no citosol
e a outra nos plastideos das raizes ou nos cloroplastos das partes
aéreas. As formas citosélicas sdo expressas durante a germinagao
de sementes ou no feixe vascular das raizes e partes aéreas, pro-
duzindo glutamina para o transporte do nitrogénio intracelular.
A GS nos plastideos das raizes forma o nitrogénio amida que &
consumido localmente, enquanto que a GS dos cloroplastos das
partes aéreas reassimila o NH,+ da fotorrespiragao (Lam e cols.,
1996). Tanto os niveis de carboidratos quanto os de luz alteram a
expressao das formas dessa enzima presentes nos plastideos, mas
apresentam pouco efeito nas formas citosélicas.

Os niveis elevados de glutamina nos plastideos estimulam
a atividade da glutamoto sintase (conhecido como glutaminas:
2-oxoglutarato aminostransferase, ou GOGAT). Essa enzima
transfere o grupo amida da glutamina para o 2-xooglutarato,
produzindo duas moléculas de glutamto (ver Figura 12.7A). As
plantas possuem dosi tipos de GOGAT: um recebe elétrons do
NADH, e o outro elétrons da ferredoxina (Fd):

Glutamina + 2-oxoglutarato + NADH + H+ —

2 glutamato + NAD+ (12.4)
Glutamina + 2-oxoglutarato + Fd__, —
2 glutamato + Fd__ (12.5)

A enzima do tipo NADH (NADH-GOGAT) esta localizada
nos plastideos de tecidos nao-fotossintéticos como raizes ou
feixes vasculares de folhas em desenvolvimento. Nas raizes a
NADH-GOGAT esta envolvida na assimilacao do NH,+ absor-
vido da rizosfera (porcao do solo localizado préximo a superficie
das raizes), enquanto que, nos feixes vasculares de folhas em
desenvolvimento, a NADH-GOGAT assimila a glutamina trans-
locada das raizes ou das folhas senescentes.

A glutamato sintase do tipo ferredoxina-dependente (Fd-GO-
GAT) é encontrada nos cloroplastos e age no metabolismo fotor-
respiratorio do nitrogénio. Tanto a quantidade da proteina quanto
a sua atividade aumentam com os niveis de luz. As raizes, em
particular naquelas sob nutricao com nitrato, tém Fd-GOGAT nos
plastideos. Provavelmente, a finalidade da Fd-GOGAT das raizes seja
incorporar a glutamina gerada durante a assimilacao do nitrato.

O amoénio pode ser assimilado através de uma rota alternativa

A glutamato desidrogenase (GDH) catalisa uma reacéo re-
versivel que sintetiza ou desamina o glutamato (Figura 12.7B):

2-Oxoglutarate + NH,+ + NAD(P)H
gluatamato + H,O + NAD(P)+ (12.6)
Uma forma NADH-dependente do GDH é encontrada nas
mitocdndrias e uma forma NADPH-dependente ocorre nos clo-
roplastos de 6rgaos fotossintéticos. Embora ambas as formas
sejam relativamente abundantes, elas ndo podem substituir a
rota da GS-GOGAT para a assimilacdo do oménio, tendo como
funcao principal desanimar o glutamato (ver figura 12.7B).
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Figura12.7 Estrutura e rotas de sintese de compostos envolvidos no metabolismo do aménio. O aménio pode ser assimilado por um dos véarios pro-
cessos. (A) A rota da GS-GOGAT que forma a glutamina e glutamato. E necessario um co-fator reduzido para a reacao: ferrodoxina nas folhas verdes
e o NADH nos tecidos nao-fotossintéticos. (B) A rota do GDH que forma o glutamato, utilizando o NADH ou o NADPH como um reagente redutor.
(C) Transferéncia do grupo amino do glutamato para o oxalacetato para formar o aspartato (catalisado pela enzima aspartato aminotransferase) . (D)
Sintese da asparagina pela transferéncia de um grupo aminoacido da glutamina para o aspartato (catalisada pela enzima asparagina sintetase).
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As reacodes de transaminacgao transferem o nitrogénio

Uma vez assimilado em glutamina e glutamato, o nitrogénio é
incorporado em outros aminoacidos por meio de reacdes de trans-
aminacdo. As enzimas que catalisam tais reacdes sao conhecidas
como aminotransferases. Um exemplo é o aspartato aminotrans-
ferase (Asp-AT), que catalisa a seguinte reacao (Figura 12.7C):

Glutamato + oxalacetato —

aspartato + 2-oxoglutarato (12.7)

no qual o grupo amino do glutamato é transferido para o atomo
carboxil do aspartato. O aspartato & um aminoéacido que participa
do transporte malato-aspartato, no processo de transferéncia de
equivalentes redutores das mitocondrias e cloroplastos para o cito-
sol (ver Capitulo 11) e no transporte do carbono a partir das células
do mesofilo até a bainha do feixe vascular no processo de fixacao
C4 do carbono (ver Capitulo 8). Todas as reacdes de transamina-
Gao requerem o piridoxal fosfato (vitamina B;) como co-fator.

As aminotransferases sdo encontradas no citoplasma, nos
cloroplastos, nas mitocréndrias, nos glioxissomos e nos peroxis-
somos. As aminotransferases localizadas nos cloroplastos podem
desempenhar um importante papel na biossintese dos aminoa-
cidos, pois folhas ou cloroplastos isolados expostos ao didxido
de carbono marcado radiotivamente, incorporam com rapidez a
marca em glutamato, aspartato, alanina, serina e glicina.

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

A asparagina, isolada pela primeira vez do aspargo em
1806, foi a primeira amida a ser identificada (lam e cols. 1996).
Esse aminoacido nao atua apenas como um precursor de protei-
na, mas como um elemento-chave no transporte e no armaze-
namento do nitrogénio, devido a sua estabilidade é a alta razao
nitrogénio:carbono (2N para 4C da asparagina, contra 2N para
5C da glutamina e 1N para 5C do glutamato).

A principal rota para a sintese da asparagina envolve a tran-
feréncia do nitrogénio amida da glutamina para a asparagina
(Figura 12.7D):

Glutamina + aspartato + ATP —

asparagina + glutamato + AMP + PP, (12.8)

A asparagina sintetase (AS), a enzima que catalisa esta
reacdo, é encontrada no citosol das células das folhas e raizes e
nos nodulos que fixam o nitrogénio (ver a aproxima secao). Em
raizes de milho, , sobretudo aquelas sob niveis potencialmente
toxicos de amonia, o aménio pode substituir a glutamina como
fonte do grupo amina (Sivankar e Oaks, 1996).

Altos niveis de luz e carboidratos — condicdes que estimulam
a GS e a Fd-GOGAT dos plastideos — inibem a expressao dos
genes que codoficam AS e a atividade da enzima. A regulacado
antagdnica dessas rotas competitivas auxilia no balanco do me-
tabolismo do carbono e do nitrogénio nos vegetais (Lam e cols.,
1996). As condi¢des de ampla energia (i. €, com altos niveis de
luz e de carboidratos) estimulam a GS e a GOGAT, inibem a AS
e assim favorecem a assimilacdo do nitrogénio em glutamina e
em glutamato, compostos ricos em carbono e que participam na
sintese de novos compostos nos vegetais.

Por comparacdo, em condicées limitadas de energia ocorre a
inibicao da GS e da GOGAT e a estimulacio da AS, resultando na

assimilacdo favoravel do nitrogénio em asparagina, um composto
rico em nitrogénio e suficientemente estavel para ser transporta-
do em longas distancias e armazenado por muito tempo.

FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO

A fixacdo bioldgica representa a forma mais importante de
fixar o nitrogénio atmosférico N2 em aménio, representando,
assim, o ponto-chave do ingresso do nitrogénio molecular no ci-
clo biogeoquimico do nitrogénio (ver Figura 12.1). Nesta secao,
serdo abordadas as propriedades das enzimas nitrogenases,
responsaveis pela fixacdo do nitrogénio, as reacdes simbiontes
entre organismos fixadores do nitrogénio e plantas superiores, a
formacao de estruturas especializadas nas raizes infectadas por
bacteérias fixadores de nitrogénio pelos procariontes simbiontes
e seus hospedeiros.

Bactérias fixadoras de nitrogénio de vida livre e
simbiontes

Conforme ja mencionado, certas bactérias podem converter o
nitrogénio atmosférico em amoénio (Tabela 12.2). A maior parte
desses organismos procariontes fixadores de nitrogénio tem vida
livre no solo. Poucos formam associacdes simbiontes com plantas
superiores, nas quais o procarionte fornece diretamente a planta
hospedeira o nitrogénio fixado em troca de outros nutrientes e
carboidratos (Tabela 12.2). Tais simbioses ocorrem nos nédulos
formados nas raizes dos vegetais contendo bactérias fixadoras.

O tipo mais comum de simbiose ocorre entre as espécies da
familia Leguminosae e as bactérias de solo dos géneros Azorhi-
zobium, Bradyrhizobium, Photorhizobium, Rhizobium e Sino-
rhizobium (coletivamente chamados rizobios; Tabela 12.3 e
Figura 12.8). Outro tipo comum de simbiose ocorre entre véarias
espécies de plantas lenhosas, como arvores do género Alnus, e
bactérias do solo do género Frankia. Podem ser encontrados,
ainda, outros tipos de associacdes entre herbaceas da Ameérica
do Sul do género Gunnera e pteridéfitas do género Azolla, as
quais formam associacdes com cianobactérias Nostoc e Ana-
baena, respectivamente (ver Tabela 12.2 e Figura 12.9).

A fixagao do nitrogénio requer condi¢des anaerdbicas

Em decorréncia da irreversivel inativacao que o oxigénio provo-
ca na enzima nitrogenase, envolvida na fixacdo do nitrogénio, este
deve ser fixado sob condicdes anaerébicas. Assim, cada organis-
mo fixador de nitrogénio listado na Tabela 12.2 funciona em condi-
¢cdes naturais de auséncia de oxigénio ou desenvolve condicoes
internas de anaerobiose, mesmo na presenca do oxigénio.

Nas cianobactérias, as condicdes de anaerobiose sao criadas
em células especializadas denominadas heterocistos (ver Figura
12.9). Os heterocistos sao células com paredes espessadas,
que se diferenciam quando as cianobactérias filamentosas sao
privadas do NH4+. Tais células ndo apresentam o fotossistema
I, o qual produz o oxigénio nos cloroplastos (ver Capitulo 7); as-
sim, elas ndo produzem oxigénio (Burris, 1976). Os heterocistos
parecem representar uma adaptacdo para que ocorra a fixacao
do nitrogénio, sendo largamente encontrados entre as cianobac-
térias aerobicas fixadoras do nitrogénio.



TABELA 12.2

Assimilagédo de nutrientes minerais

Exemplos de organismos que podem realizar a fixagdo do nitrogénio

Fixacdo simbionte do nitrogénio

Planta hospedeira

Fixagado simbionte de N

Legumes: leguminosas e Parasponia

Actinorrizicas: Alnus (arvore), Ceanothus (arbusto), Ca-
suarina (arvore), Datisca (arbusto)

Gunnera
Azolla (pteriddfita aquatica)
Cana-de-agucar

Azorhizobium, Bradyrhizobium, Photorhizobium, Rhizobium,
Sinorhizobium

Frankia

Nostoc
Anabaena
Acetobacter

Fixadores de nitrogénio de vida livre

Tipo

Géneros fixadores de N

Cianobactérias (algas azuis-esverdeadas)
Outras bactérias
Aerdbicas
Facultativas
Anaerdbicas
N&o-tossintetizantes
Fotossintetizantes

Anabaena, Calothrix, Nostoc

Azospirillum, Azotobacter, Beijerinckia, Derxia Bacillus Klesbsiella
Bacillus Klebsiella

Clostridium, Methanococcus (Archaebacteria)
Chromatium, Rhodospirillum

As cianobactérias podem fixar o nitrogénio em condicées de
anaerobiose, como aquelas encontradas em campos alagados. Nos
paises asiaticos, ambos os tipos de cianobacteérias fixadoras do ni-
trogénio, com ou sem os heterocistos, representam o princ ipal
modo de manutencao de um suprimento adequado de nitrogénio
no solo das plantacdes de arroz. Esses microrganismos fixam o
nitrogénio quando os campos estdo alagados e morrem quando
secam, liberando o nitrogénio fixado para o solo. Uma outra fonte
importante de nitrogénio em campos alagados cultivador com ar-

TABELA 12.3
Associagoes entre plantas hospedeiras e rizébios

roz é a pteridofita aquéatica Azolla, a qual se associa com a ciano-
bactéria Anabaena. A associacao Azolla-Anabaena pode fixar 0,5
Kg de nitrogénio atmosférico por hectare/dia, uma taxa de fertil-
izaco suficiente para manter uma lavoura de arroz.

As bactérias de vida livre, capazes de fixar nitrogénio, podem
ser aerdbicas, facultativas ou anaerébicas (ver Tabela 12.2)

e Bactérias aerébicas fixadoras de nitrogénio, como a Azoto-
bacter, mantém condicdes reduzidas de oxigénio (condicoes

Planta hospedeira

Rizobios simbiontes

Parasponia (ndo-leguminosa, antigamente
chamada de Trema)

Soja (Glycine max)

Bradyrhyzobium spp.

Bradyrhyzobium japonicum (tipo com crescimento lento)

Sinorhizobium fredii (tipo com crescimento rapido)

Alfafa (Medicago sativa)
Sesbania (aquatica)

Sinorhizobium meliloti
Azorhizobium (forma nddulos nas raizes e no caule; no caule se desenvolvem

raizes adventicias)

Feijao (Phaseolus)

Trevo (Trifolium)

Ervilha (Pisum sativum)
Aeschenomene (aquatica)

Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli; Rhizobium tropicii; Rhizobium etli
Rhizobium leguminosarum bv. trifolii

Rhizobium leguminosarum bv. viciae

Photorhizobium (rizébios fotossinteticamente ativos, que formam nédulos no caule,

provavelmente associados a raizes adventicias)
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FIGURA 12.8 Nédulos em raiz em soja. Os nédulos séo o resultado
da infecqao por Rhizobium japonicum (€ Wally Eberhart/Visuals
Unlimited).

microaerdbicas) por meio das suas altas taxas de respiracio
(Burris, 1976). Outras, como a Gloeothece, liberam o O2 fo-
tossintético durante o dia e fixam o nitrogénio durante a noite.

e Organismos facultativos capazes de crescer sob condi-
cdes aerbbicas e anaerdbicas, geralmente fixando o nitro-
génio somente sob condicdes anaerodbicas.

e Para as bactérias anaerébicas fixadoras de nitrogénio, o
oxigénio nao representa um problema, pois esta ausente
no ambiente. Tais organismos podem ser tanto fotossin-
tetizantes (como Rhodospirillum) quanto nao-fotossinte-
tizantes (como Clostridium).

A fixagao simbionte do nitrogénio ocorre em estrututas
especializadas

Os organismos procariontes simbiontes fixadores de nitrogénio
ocorrem no interior de nédulos, érgaos especiais da planta hospe-
deira que contém as bactérias fixadoras (ver Figura 12.8). No caso
do género Gunnera, esses 6rgaos ocorrem em glandulas do caule,
que se desenvolvem independentemente do organismo simbionte.
No caso das leguminosas e das plantas actinorrizicas, as bactérias
fixadoras de nitrogénio induzem a formacéo de nodulos nas raizes.

As gramineas também podem desenvolver relacdes simbi-
ontes com organismos fixadores de nitrogénio, mas nessas as-
sociacdes os nédulos nao sdo produzidos. No caso, a bactéria
fixadora de nitrogénio coloniza os tecidos do vegetal ou se an-
cora na superficie da raiz, principalmente préximas da zona de
alongamento e dos pélos radiculares (ver Glossério) (Reis e cols.,
2000). Por exemplo, a bactéria fixadora de nitrogénio Aceto-
bacter diazotrophicus vive no apoplasto dos tecidos do caule de
cana-de-aclicar e pode suprir o seu hospedeiro com nitrogénio
suficiente para garantir a sua independéncia de fertilizantes ni-
trogenados. (Dong e cols., 1994). O potencial para aplicacao de
Azospirillum em milho e em outros graos tem sido explorado,
porém esse organismo parece fixar pouco nitrogénio quando
associado a plantas (Vande Broek e Vanderleyden, 1995).

As plantas leguminosas e actinorrizicas regulam a permea-
bilidade dos gases nos seus nédulos, mantendo ali um nivel de
oxigénio que pode sustentar a respiracao, mas ¢ suficientemente
baixo para evitar a inativacdo da nitrogenase (Kuzma e cols.,
1993). A permeabilidade gasosa aumenta na luz e decresce sob
condicdes de seca ou exposicdo ao nitrato. O mecanismo de
regulacdo da permeabilidade gasosa ainda nao é conhecido.

Os nédulos possuem uma heme proteina que se liga ao
oxigénio chamada de leg-hemoglobina, a qual esta presente
em altas concentracdes (700 pM nos nédulos de soja) no ci-
toplasma das células infectadas do nédulo, conferindo a esses
nodulos uma cor rosada. A planta hospedeira produz a porcao
globina da leg-hemoglobina em resposta a infeccéo pela bactéria
(Marschner, 1995); a bactéria simbionte produz a por¢ao heme.
A leg-hemoglobina apresenta uma alta afinidade pelo oxigénio
(K, de aproximadamente 0,01 pM), cerca de 10 vezes mais alta
do que a cadeia B da hemoglobina humana.

Embora se acreditasse que a leg-hemoglobina agisse como
um tampéao para o oxigénio do nédulo, estudos recentes indi-
cam que ela armazena uma quantidade suficiente de oxigénio
para a manutencao da respiracao nodular por poucos segundos
(Denison e Harter, 1995). Sua funcéo é auxiliar o transporte do
oxigénio para a respiracao das células bacterianas simbidticas,
de maneira anéloga ao transporte de oxigénio realizado pela he-
moglobina nos tecidos dos animais (Ludwig e de Vries, 1986).

O estabelecimento da simbiose requer uma troca de
sinais

A simbiose entre as leguminosas e os rizobios ndo é ob-
rigatoria. As plantulas de leguminosas desenvolvem-se sem
qualquer associacao com rizobios e podem permanecer em tal
condicdo durante todo seu ciclo de vida. Os rizbbios também
ocorrem como organismos de vida livre no solo. Entretanto, sob
condi¢des limitantes de nitrogénio, os simbiontes procuram uns
aos outros, por meio de uma elaborada troca de sinais. A sina-
lizacdo, o processo de infeccdo e o desenvolvimento de nodu-
los fixadores de nitrogénio envolvem genes especificos tanto da
planta hospedeira quanto dos simbiontes.

Os genes vegetais especificos de noédulos sdo denominados
genes nodulinos (Nod), enquanto que os genes dos rizobios
participantes da formacdo dos nédulos sao chamados de genes de
nodulacdo (nod) (Heidstra e Bisseling, 1996). Os genes nod sao
classificados de nod gerais e genes nod hospedeiro-especifico. Os
genes nod gerais — nodA, nodB e nodC — sdo encontrados em
todas as cepas de rizdbios, enquanto os genes nod hospedeiro-es-
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pecifico — Como nodP, nodQ e nodH, ou os nodF, nodE e nodL —,
diferem entre as espécies de rizobios e determinam o tipo de hospe-
deiros. Somente um dos genes nod, o gene regulador nodD, é con-
stitutivamente expresso e, como sera explicado em detalhe, o seu
produto proteico (NodD) regula a transcricio de outros genes nod.

O primeiro estadio no estabelecimento da relacdo simbionte
entre a bacteéria fixadora de nitrogénio e seu hospedeiro & a mig-
racao da bactéria em direcéo as raizes da planta hospedeira. Esta
migracdo é uma resposta quimiotatica, mediada por atrativos
quimicos, em especial (isso)flavondides e betainas, secretados
pelas raizes. Tais atrativos ativam a proteina do rizobio NodD, a
qual induz a transcricio de outros neges nod (Phillips e Kapulnik,
1995). A regido promotora de todos os operons nod, exceto a
do nodD, possui seqiiéncias altamente conservadas chamadas
de nod box. A ligacdo da NodD ao nod box induz a transcricao
de outros neges nod.

Os fatores Nod produzidos pela bactéria atuam como
sinalizadores para a simbiose

Os genes nod ativados pelo NodD codificam as proteinas de
nodulaczo, cuja maioria esta envolvida na biossintese dos fatores
Nod, os quais sao moléculas sinalizadoras oligossacarideos de
lipoquitina, que apresentam uma quitina B-1—4 ligada a um es-
queleto N-acetil-D-glicosamina (variando em comprimento de
trés a seis unidades de actcar), alem de uma cadeia acil lipidica na
posicao C-2 do aclcar ndo-redutor (Figura 12.10).

Trés dos genes nod (nodD e nodC) codificam as enzimas
(NodA, NodB e NodC, respectivamente) necessérias a sintese
dessa estrutura (Stokkermans e cols., 1995):

1. A NodA é uma N-aciltransferase que catalisa a adicao da
cadeia acil lipidica.

2. A NodB é uma desacetilase quitina-oligossacarideo que re-
move o grupo acetil de um actcar terminal ndo-redutor.

3. A NodC & uma sintase quitina-oligossacarideo que liga os
monodmeros de N-acetil-D-glicosamina.

Assimilagédo de nutrientes minerais 11

FIGURA 12.9 Um filamento de cianobactéria fi-
xadora de nitrogénio (Anabaena) com um herero-
cisto. O heterocisto com paredes espessas, inter-
calado entre as céluloas vegetativas, possui um
ambiente interno anaerdbico que permite a ciano-
bactéria fixar nitrogéncio em condicdes aerobicas
(©Paul W. Johnson/Biological Photo Service)

Os genes nod hospedeiro-especificos que variam entre as
espécies de rizobios estdo envolvidos na modificacio das cadeia
acil lipidica ou na adicdo de grupos importantes na determina-
cao da especificidade do hospedeiro (Carlson e cols., 1995):

¢ NodE e NodF determinam o comprimento e o grau de satu-
racao da cadeia acil lipidica; aquelas de Rhizobium legumino-
sarum bv. Viciae e R. meliloti resultam na sintese de grupos
acil lipidicos de 18:4 e 16:2, respectivamente (rever o Capi-
tulo 11, onde o numero que antecede os dois pontos indica o
nimero total de carbonos na cadeia acil lipidica, enquanto o
numero posterior indica o nimero de ligacdes duplas).

¢ Qutras enzimas, como NodL, influenciam a especificida-
de do hospedeiro aos fatores Nod pela adicao de substi-
tuicdes especificas nas porcdes dos aclicares redutores e
nao redutores do esqueleto de quitina.
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FIGURA 12.10 Os fatores Nod sao oligossacarideos de lipoquitina. A
cadeia de &cido graxo apresenta normalmente de 16 a 18 carbonos. O
numero de sessdes intermediéarias repetidas (n) & geralmente dois a trés
(segundo Stokkermans e cols., 1995)
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Uma elguminosa hospedeira em particular responde a um
fator Nod especifico. Os receptores da leguminosa para os fa-
tores Nod parecem ser lectinas especiais (proteina de ligacao
a acucar), produzidas nos pélos radiculares (van Rhijn e cols.,
1998; Etzler e cols., 1999). Os fatores Nod ativam estas lec-
tinas, aumentando a hidrolise de ligacdos fosfoanididrida dos
nucleosiideos de e trifosfato. Tal ativacdo da lectina direciona
os rizobios especificos aos hospedeiros apropriados e facilita a
ligacao dos rizobios a parede celular do pélo radicular.

A formacgao do nédulo envolve varios fitorménios

Os dois processos — infeccdo e organogénese do nédulo — ocor-
rem simultaneamente durante a formacéo do nédulo da raiz. Du-
rante o processo de infeccdo, os rizébios que estao ligados aos pélos
radiculares liberam os fatores Nod, que induzem um pronunciado e
enrolamento das células do pélo (Figura 12.11 A e B). Os rizobios
tornam-se envolvidos por um pequeno compartimento, formando
pelo enrolamento. A parede celular do pélo radicular também é
degradada nessas regides em resposta aos fatores Nod, permitindo
que as células bacterians acessam diretamente a superficie externa
da membrana plasmética (Lazarowitz e Bisseling, 1997).

A proxima etapa é a formacdo de um canal de infeccao
(Figura 12.11 C), uma extenséo interna tubular da membrana
plasmética, que & produzida pela fusdo de vesiculas derivadas
do Gogi no local da infeccao. O canal cresce no seu apice pela
fusdo de vesiculas secretoras na extremidade do tubo. Na regiao
mais profunda do coértex, proximo ao xilema, as células cortic-
ais desdiferenciam-se e iniciam a divisao, formando uma éarea
distinta no coértex, denominada primérdio nodular, a partir do
qual o nédulo ird se desenvolver. Os primérdios nodulares sao
formados opostos aos poélos do protoxilema do feixe vascular da
raiz (Timmers e cols., 1999) (ver Tépico 12.1 na Internet).

Diferentes compostos de sinalizacdo, atuando positiva ou
negativamente, controlam a posicdo do primoérdio nodular. O
nucleosideo uridina difunde-se do estelo para o cértex, na zona
do protoxilema da raiz e estimula a divisao celular (Lazarowitz e
Bisseling, 1997). O etileno é sintetizado na regiao do periciclo,
difunde-se para o cortex e bloqueia a divisao celular no pélo
oposto ao floema da raiz.

O canal de infeccdo, preenchido pelos rizébios em prolif-
eracado, alonga-se através do pélo radicular e das camadas de
células corticais, em direcao ao primérdio nodular. Quando o
canal de infeccdo atinge as células especializadas no nodulo,
sua extremidade fusiona-se com a membrana plasmaética da ce-
lula hospedeira, liberando células bacterianas envoltas por uma
membrana derivada da membrana plasméatica da célula hospe-
deira (ver figura 12.11D). A ramificacdo do canal de infeccao
dentro dos nédulos permite a bactéria infectar muitas células
(ver figura 12.11E e F)(Maylona e cols., 1995).

Inicialmente, as bactérias continuam a se dividir e a mem-
brana que as envolve aumenta em superficie para acomodar
esse crescimento pela fusdo com vesiculas menores. Logo apoés,
a partir de um sinal da planta, as bactérias param de se dividir
e comecam a aumentar em tamanho e a se diferenciarem em
organelas endossimbiéticas fixadoras de nitrogénio denomina-
das bactereridides. A membrana que envolve os bacteridides é
chamada de membrana peribacteridide.

O nédulo como um todo desenvolve caracteristicas semel-
hantes a um sistema vascular (o qual facilita a troca de nitrogénio

FIGURA 12.11 O processo de infeccdo durante a organogénse do
nédulo. (A) Os rizobios ligam-se a um pélo radicular em formacao, }
em resposta a atrativos quimicos liberados pela planta. (B) Em res-
posta aos fatores produzidos pela bactéria, o pélo radicular apresen-

ta um enrolamento anormal e as células dos rizobios crescem dentro
dos enrolamentos. (C) A degradacéo localizada da parede celular do
pélo radicular leva a infeccao e a formacéo do canal de infeccao a
partir das vesiculas secretoras do Golgi das células da raiz. (D) O
canal de infeccao atinge a extremidade da célula e sua membrana
fusiona-se com a membranaplasmatica da célula do pélo radicular.
(E_ Os rizobios sao liberados no apoplasto e penetram no complexo

da lamela média da membrana plasmatica da célula suepidérmica,
iniciando um novo canal de infec¢ao, o qual forma um canal aberto
com o primeiro. (F_ O canal de infeccao estende-se e se ramifica até
atingir as células-alvo, onde as vesiculas constituidas por membranas

do vegetal, contendo bactérias, szo liberadas no citosol.

fixado produzido pelos bacteridides por nutrientes disponibilizados
pela planta) e uma camada de células para excluir o O, do interior
do nodulo da raiz. Em algumas leguminosas de clima temperado
(p. ex., ervilhas), os nodulos sao alongados e cilindricos, devido a
presenca de um meristema nodular. Os noédulos de leguminosas
tropicais, como soja e amendoim, ndo apresentam um meristema
persistente, além de serem esféricos (Rolfe e Gresshoff, 1988).

O complexo da enzima nitrogenase fixa o N2

A fixacao bioldgica do nitrogénio, semelhante a fixacao in-
dustrial do nitrogénio, produz aménia a partir do nitrogénio mo-
lecular. A reacéo geral é:

N2 + 8 e- + 8 H+ +16 ATP—
2NH, + H, + 16 ADP + 16 P, (12.9)

Observe que a redugéo do N, a 2NH,, uma transferéncia de
seis elétrons, esté associada a reducéo de dois prétons para formar
H,. O complexo da enzima nitrogenase catalisa essa reacéo.

O complexo da enzima nitrogenase pode ser separado em
dois componentes — a Fe-proteina e a MoFe-proteina —, nen-
huma delas com atividade catalitica prépria (Figura 12.12):

e A Fe-proteina & a menor dos dois componentes e apre-
senta duas subnidades idénticas de 30 a 72 kDa cada,
dependendo do organismo. Cada subunidade contém
um grupo ferro-enxofre (4 Fe e 4 S*-), que participa nas
reagdes redox envolvidas na conversdo de N, em NH,.
A Fe-proteina é irreversivelmente inativada por O, com
uma meia-vida caracterisitca de 30 a 45 segundos (Dixon
e Wheeler, 1986).

e MoFe-proteina apresenta quatro subunidades, com massa
molecular total de 180 a 235 kDa, dependendo da espé-
cie. Cada subunidade apresenta dois grupos Mo-Fe-S. A
MoFe-proteina & também inativada pelo oxigénio, com a
meia-vida de 10 minutos no ar.

Na reacéo geral de reducédo do nitrogénio (ver Figura 12.12),
a ferredoxina atua como um doador de elétrons para Fe-protei-
na, a qual, por sua vez, hidrolisa ATP e reduz a MoFe-proteina.
A MoFe-proteina pode, entao, reduzir iniimeros substratos (Ta-
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bela 12.4), embora, sob condicbes naturais, ela reaja somente
com N, e H+. Uma das reagdes catalisadas pela nitrogenase, a
reducéo do acetileno a etileno, é usada para estimar a atividade
da nitrogenase (ver Topico 12.2 na Internet).

O balanco energético da fixacdo do nitrogénio & complexo.
A produgéo de NH, a partir de N, e H, é uma reacdo exergoni-
ca (ver Capitulo 2 na Internet) para uma discussao de reacoes
exergdnicas), com um AG° (mudanca na energia livre) de —27
kJ mol™!. Entretanto, a producao industrial de NH, a partir de
N, e H, é endergonica, necessitando-se um grande input de
energia, devido a energia de ativacdo necessaria para quebrar
a ligacéo tripla do N,,_ Pela mesma razao, a redugéo enzimatica
do N, pela nitrogenase também requer um grande investimento
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de energia (ver Equacao 12.9), embora as mudancas exatas na
energia livre ainda sejam desconhecidas.

Calculos baseados no metabolismo de carboidrato de legumi-
nosas indicam que a planta consome 12 g de carbono organico
por grama de N, fixado (Heytler e cols., 1984). Com base na
Equacado 12.9, o AGP para a reacdo geral da fixacdo biologica
do nitrogénio é cerca de —200 kJ mol!. Visto que a reacao total
é altamente exergonica, a producido de aménio é limitada pela
acéo lenta (nimero de moléculas de N, reduzida por unidade de
tempo) do complexo nitrogenase (Ludwig e de Vries, 1986).

Sob condicées naturais, quantidades substanciais de H+ sao re-
duzidas ao gés H,. Este processo pode competir com a redugéo do
N, pelos elétrons da nitrogenase. Nos rizobios, 30 a 60% da en-
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Figura 12.12 A reacdo catalisada pela ni-
trogenase. A ferrodoxina reduz a Fe-protei-
na. Acredita-se que a ligacao e a hidrélise do
ATP a Fe-proteina provoca uma mudanca na
conformacao dessa proteina, o que facilita as
reacdes redox. A Fe-proteina reduz a MoFe-
proteina e esta Ultima reduz o N, (Dixon e
Wheeler, 1986 e Buchanan e cols., 2000).

Ferredoxina

Ferredoxina,_,

ergia fornecida para a nitrogenase podem ser perdidos como H,,
diminuindo a eficiéncia da fixacdo do nitrogénio. Alguns rizébios,
entretanto, contém hidrogenase, uma enzina que pode clivar o H,
formado e gerar elétrons para a redugéo do N,, aumentando, as-
sim, a eficiéncia da fixacio do nitrogénio (Marschner, 1995).

Amidas e ureidas sdo formas transportadas de nitrogénio

Os organismos procariontes simbioticos fixadores de ni-
trogénio liberam amoénia que, para evitar a toxidade, deve ser
rapidamente convertida em formas organicas nos nédulos da raiz,
antes de serem transportadas pelo xilema para a parte aérea.
As leguminosas fixadoras de nitrogénio podem ser divididas em
exportadoras de amidas ou exportadoras de ureidas, com base
na composicao da seiva do xilema. As amidas (principalmente os
aminoacidos asparagina e glutamina) sdo exportadas por legu-
minosas de regides temperadas, tais como ervilha (Pisum), trevo
(Trifolium), fava (Vicia) e lentilha (Lens).

As ureidas sdo exportadas por leguminosas de origem tropi-
cal, tais como a soja (Glycine), o feijao (Phaseolus), o amendoim
(Arachis) e a Vigna. As trés ureidas principais szo alantoina, acido
alantéico e citrulina (Figura 12.13). A alantoina é sintetizada nos
peroxissomos a partir do acido trico, enquanto o acido alantbico é
sintetizado a partir da alantoina no reticulo endoplasmatico. O local
de sintese da citrulina a partir do aminoacido ornitina nao foi ainda
determinado. Os trés compostos sao liberados no xilema e trans-
portados para a parte aérea, onde sao rapidamente catabolizados a
aménio. Esse amonio entra na rota de assimilacdo ja descrita.

TABELA 12.4
Reacgoes catalisadas pela nitrogenase
N, — NH, Fixagdo do introgénio molecular

N,O — N, + H,0
Ny— = Ny, + NH,

Reducao do 6xido nitroso

Reducao de azida

C,H, = C,H, Redugao de acetileno
2H+ — H, Produgao de H,
ATP — ADP + P, Atividade hidrolitica do ATP

Complexo da enzima nitrogenase

Fe-proteina

MoFe-proteina

Produtos
2NH,, H,

Substrato
N,, 8 H*

ASSIMILAGCAO DE ENXOFRE

O enxofre esta entre os elementos mais versateis dos or-
ganismos vivos (Hell, 1997). As pontes dissulfidicas em pro-
teinas exercem funcdes estruturais e reguladoras (ver Capitulo
8). O enxofre participa no transporte de elétrons por meio dos
grupos ferro-enxofre (ver Capitulos 7 e 11). Os sitios cataliticos
de varias enzimas e co-enzimas, tais como urease e coenzima
A, contém enxofre. Os metabdlitos secundarios (compostos
que nao estao envolvidos nas vias priméarias de crescimento
e de desenvolvimento) que contém enxofre variam desde os
fatores Nod rizobiais, discutidos na secdo anterior, ao anti-sép-
tico alina encontrado no alho e ao anticarcinogénico sulfora-
fano, presente no brocolis.

A versatilidade do enxofre deriva, em parte, da propriedade
que apresenta em comum com o nitrogénio: multiplos estados
estdveis de oxidacdo. Nesta secao, serdo discutidas as etapas
enziméticas que participam da assimilacdo do enxofre e as rea-
¢des bioquimicas que catalisam a reducdo do sulfato em dois
aminoécidos contendo enxofre, cisteina e metionina.

O sulfato é a forma de absorgao de enxofre nos vegetais

A maioria do enxofre nas células de vegetais superiores de-
riva do sulfato (SO 4‘2) absorvido via um transportador H-SO 42‘
do tipo simporte (ver Capitulo 6), a partir da solucdo do solo.
O sulfato no solo é proveniente sobremaneira do desgaste das
rochas. No entanto, a industrializacdo acrescenta uma fonte
adicional de sulfato: a poluicao atmosférica. A queima e com-
bustiveis fésseis libera varias formas de enxofre gasoso, inclu-
indo di6xido de enxofre (SO,) e sulfeto de hidrogénio (H,S), os
quais sao levados para o solo pela chuva.

Quando dissolvido em &gua, o SO, é hidrolisado e trans-
forma-se em acido sulftrico (H,SO,), um éacido forte, que é a
principal fonte de chuva acida. As plantas podem, também, me-
tabolizar o di6xido de enxofre, que é absorvido na forma gasosa
através dos estdbmatos. Entretanto, exposicbes prolongadas
(mais de oito horas) as altas concentragdes atmosféricas do SO,
(maiores do que 0,3 ppm) causam extensos danos nos tecidos,
devido a formacao do acido sulfurico.
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A assimilagao do sulfato necessita da redugao do sulfato
a cisteina

A primeira etapa na sintese de compostos organicos conten-
do enxofre é a reducio do sulfato ao aminoécido cisteina (Figura
12.14). O sulfato & muito estavel e necessita ser ativado antes que
alguma reacéo subseqiiente possa ocorrer. A ativacdo inicia com
a reacdo entre o sulfato e o ATP, para formar 5’-adenililsulfato (o
qual é, algumas vezes, referido como adenosina-5’-fosfosulfato e
abreviado como APS) e pirofosfato (PPi) (ver Figura 12.14):

SO % + Mg-ATP — APS + PP, (12.10)

A enzima que catalisa essa reacao, ATP sulfurilase, apresen-
ta duas formas: a maior & encontrada nos plastideos e amenor,
no citoplasma (Leustek e cols. 2000). A reacéo de ativacao é en-
ergeticamente desfavoravel. Para levar essa reacdo adiante, os
produtos APS e PP, devem ser convertidos de imediato em out-
ros compostos. O PP, é hidrolisado a fosfato inorganico (P,) pela
pirofosfatase inorganica, de acordo com a seguinte reacao:

PP, + H,O — 2 P, (12.11)

O outro produto, APS, é rapidamente reduzido ou sulfatado,
sendo predominante a via de reducéo (Leustek e cols., 2000).

A reducdo do APS é um processo de multiplas etapas,
que ocorre exclusivamente nos plastideos. De inicio, A APS
redutase, aparentemente, transfere dois elétrons da glutationa
reduzida (GSH) para produzir sulfito (5032‘):

APS +2GSH — SO,* + 2H" + GSSG + AMP (12.12)

Onde GSSG representa a glutationa oxidada. (0 SH em GSH e o
SS em GSSg representam as pontes S-H e S-S, respectivamente).

A seguir, a sulfito redutase transfere seis elétrons da ferredo-
xina (Fd, ) para produzir sulfeto (S%):

SO,> +6Fd , —S* + 6 Fd, (12.13)

O sulfeto resultante reage com 0-acetilserina (OAS) para for-
mar cisteina e acetato. A O-acetilserina, que reage com o S*-, &
formada na reacio catalisada pela serina acetiltransferase:

Serina + Acetil-CoA — OAS + CoA (12.14)

A reacao que produz cisteina e acetato & catalisada pela
OAS tiol-liase:

OAS + S* — cisteina + acetato (12.15)

A sulfatacdo do APS, localizada no citosol, é a via alterna-
tiva. Inicialmente, a APS quinase catalisa a reacdo da APS com
ATP, para formar 3’-fosfoadenosina-5’ — fosfossulfato (PAPS).

HN— ﬁ —N —CHZCHZCHZCl — COOH

Assimilagédo de nutrientes minerais 15

Figura 12.13 As principais
ureidas utilizadas para trans-
portar nitrogénio a partir dos
locais onde serdao desamina-
dos para fornecer nitrogénio
para a sintese de aminoaci-
dos e nucleosideos.

H H

0} NH

2

Citrulina

APS + ATP - PAPS + ADP (12.16)

As sulfotransferases, entdo, podem transferir o grupo sulfato
do PAPS para véarios compostos, incluindo colina, brassino-
sterbides, flavonol, acido gélico glicosideo, glucosinolatos, pep-
tideos e polissacarideos (Leustek e Saito, 1999).

A assimilagao do sulfato ocorre principalmente nas folhas

A reducao do sulfato a cisteina altera o nimero de oxidacao
do enxofre de +6 para —4, assim necessitando da transferéncia
de 10 elétrons. A glutationa, a ferredoxina, o NAD(P)H ou a 0-
acetilserina podem atuar como doadores de elétrons em varios
passos da rota metabolica (ver Figua 12.14).

Na assimilacdo do enxofre, as folhas sao em geral mais ativas
do que as raizes, provavelmente devido ao fato da fotossintese dis-
ponibilizar a ferredoxina reduzida e a fotorrespiracao gerar a serina,
que pode estimular a producdo da O-acetilserina (ver Capitulo 8). O
enxofre assimilado nas folhas é exportado pelo floema para os lo-
cais de sintese proteica (frutos e apices caulinares e radiculares), so-
bretudo na forma de glutationa (Bergmann e Rennenberg, 1993):

Glicina
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Glutamato |
H,N* —C—H
I
C
O O

Glutationa reduzida

A glutationa também atua como um sinal que coordena a absorcéo
do sulfato pelas raizes e assimilacéo do sulfato pela parte aérea.
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Figura 12.14 Estrutura e rotas metabélica dos compostos envolvidos na assimilacao do enxofre. A enzima ATP sulforilase
cliva o pirofosfato do ATP e o substitui com o sulfato. O sulfeto & produzido a partir do APS por reacdes que envolvem a
reducdo pela glutationa e ferredoxina. O sulfeto ou tiossuleto reagem com a O-acetilserina para formar cisteina. Fd, ferre-

doxina; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa oxidada.

A metionina é sintetizada a partir da cisteina

A metionina, um outro aminoacido contendo enxofre en-
contrado nas proteinas, & sintetizada nos pléstideos a partir da
cisteina (para maiores detalhes ver Tépico 12.3 na Internet).
Apbs as sinteses da cisteina e da metionina, o enxofre pode ser
incorporado nas proteinas e em diversos outros compostos, tais
como a acetil CoA e o S-adenosilmetionina, sendo este Ultimo
um composto muito importante para a sintese do etileno (ver
Capitulo 22), e em reacdes envolvendo a transferéncias de gru-
pos metil, como na sintese da lignina (ver Capitulo 13).

ASSIMILACAO DO FOSFATO

O fosfato (HPO,*) na solucéo do solo é rapidamente absor-
vido pelas raizes das plantas por intermédio de um transportador
de H-HPO,*" do tipo simporte (ver Capitulo 6) e incorporado

em uma variedade de compostos organicos, incluindo acticares
fosfatos, fosfolipideos e nucleotideos. O principal ponto de en-
trada do fosfato na via de assimilacao ocorre durante a formacao
do ATP, a molécula de energia da célula. Nessa reacao, o fosfato
inorganico é adicionado ao segundo grupo fosfato da adenosina
difosfato para formar a ligacao éster fosfato.

Na mitocdndria, a energia para a sintese do ATP é proveniente
da oxidacdo do NADH pela fosforilacao oxidativa (ver Capitulo 11).
O ATP é também sintetizado segundo reacdes da fosforilacao de-
pendente da luz que ocorrem no cloroplasto (ver Capitulo 7). Além
destas reacdes que ocorrem nas mitocondrias e nos cloroplastos,
aquelas que ocontecem no citosol também assimilam fosfato.

A glicolise incorpora o fosfato inorganico no acido 1-3-difos-
foglicérico, formando um grupo acil fosfato de alta energia. Este
fosfato pode ser doado par ao ADP para formar o ATP, em
uma reacao de fosforilacdo em nivel de substrato (ver Capitulo
11). Uma vez o fosfato incorporado ao ATP, o grupo fosfato
pode ser transferido por intermédio de muitas reacées diferen-



tes, para formar varios compostos fosforilados encontrados nas
células dos vegetais superiores.

ASSIMILAGCAO DE CATIONS

Os cétions absorvidos pelas células vegetais formam com-
plexos com compostos orgénicos, nos quais o cation se torna
ligado ao complexo por ligacdes nao-covalentes (para discussao
de ligacdes nao-covalentes, ver Capitulo 2 na Internet). As
plantas assimilam macronutrientes catiénicos como potéassio,
magnésio e célcio, assim como micronutrientes catiénicos — co-
bre, ferro, manganés, cobalto, sodio e zinco.

Nesta secédo, serdao descritas as ligacbes eletrostaticas e de
valéncia coordenada, as quais fazem parte da assimilacdo de
varios cations que as plantas utilizam como nutrientes e as ex-
igéncias especiais para a absorcdo do ferro pelas raizes e sua
subseqtiente assimilacdo nas plantas.

(A)

COOCH COOH

I I
HC— OH HC— OH

| + Cur ——— > | >Cu
HC— QH H?— OH

I

COOH COOH

Acido tartarico

Complexo cobre-acido tartarico
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Os cations formam ligagdes nao-covalentes com
compostos de carbono

As ligacdes nao-covalentes sao de dois tipos: ligacbes de
valéncia coordenada e ligacdes eletrostaticas. Na formacao
de um complexo de valéncia coordenada, varios atomos de
oxigénio ou nitrogénio de um composto de carbono doam elé-
trons nao-compartilhados para formar uma ligacdo com o nu-
triente catidnico. Como resultado, a carga positiva do cation é
neutralizada.

As ligagées de valéncia coordenada formam-se tipicamente
entre cations polivalentes e moléculas de carbono — por exem-
plo, complexos entre o cobre e o acido tartérico (Figura 12.15
A) ou entre o magnésio ea clorofila (Figura 12.15B). Os nutrien-
tes que sdo assimilados como exemplo de valéncia coordenada
incluem o cobre, o zinco, o ferro e 0 magnésio. O calcio tam-
bém pode formar um complexo de valéncia coordenada com o
acido poligaracturdnico das paredes celulares (Figura 12.15C).

(B)
H,C =CH CH
3
CH, C,Hg
CH, CH,
e I
CH, o |C ©
|
OCH
H,,C,,00C 3
Clorofila a

(©) |

O O 0 O

Cadeia do acido poligalacturénico

Os lons calcio sédo
mantidos nos espacos
entre duas cadeias de
acido poligalacturénico.

Figura 12.15

Considera-se que a maior
parte do calcio da parede
celular deve estar ligado
desta forma.

Acido poligalacturénico

Exemplos de complexos de valéncia coordenada. Os complexos de valéncia coordenada sao formados quando

os atomos de oxigénio ou nitrogénio, do composto do carbono, doam pares de elétrons nao-compartilhados (representados por
pontos) para formar uma ligacdo com o cation. (A) fons cobre compartilham elétrons com os oxigénios das hidroxilas do acido tar-
tarico). (B) fons magnésio compartilham elétrons com os atomos de nitrogénios da clorofila a. As linhas tracejadas representam as
ligacdes de valéncia coordenada entre elétrons ndo-compartilhados dos atomos de nitrogénio e do cation magnésio. (C) O modelo
de “caixa de ovos” da interacado do acido poligalacturénico, o principal constituinte das pectinas nas paredes celulares, e os ions
célcio. Na direita esta representado, de forma aumentada, a formacao de um complexo de valéncia coordenada entre um tinico ion
célcio com os oxigénios das hidroxilas dos residuos do acido galacturénico. (Rees, 1977).
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As ligacbes eletrostaticas sao formadas devido a atracdo
de um cétion carregado positivamente por um grupo carregado
negativamente, como o carboxilato (-COO-) em um composto
de carbono. Ao contréario da situacao das ligacdes coordenadas,
o cation em uma ligacéo eletrostatica mantém a sua carga positi-
va. Os cations monovalentes, como o potéassio (K+), podem for-
mar ligacdes eletrostaticas com os grupos carboxilicos de muitos
acidos organicos (Figura 12.16A). Entretanto, grande parte do
potéassio que é acumulado pelas células vegetais e que atua na
regulacdo osmética e na ativacao enzimética permanece no ci-
tosol e nos vactolos como ion livre. Os ions divalentes, como
o célcio, formam ligacdes eletrostaticas com os pectatos (Figura
12.16B) e os grupos carboxilicos dos &cidos poligalacturénicos
(ver Capitulo 15).

Em geral, cations como magnésio(Mg?) e o Calcio (Ca?)
sdo assimilados pela formacao de complexos de valéncia coor-
denada e liga¢des eletrostaticas com aminoéacidos, fosfolipideos
e outras moléculas carregadas negativamente.

As raizes modificam a rizosfera para absorver o ferro

O ferro é importante nas proteinas ferro-enxofre (ver Capi-
tulo 7) e como catalisador de enzimas que participam nas reacoes
de redox (ver Capitulo 5), como aquelas do metabolismo do ni-
trogénuio aqui discutidas. As plantas obtém o ferro do solo, onde
ele esta presente primariamente como ferro férrico (Fe*) em 6xi-
dos como o Fe(OH)*, Fe(OH), e Fe(OH),~. Em pH neutro, o fer-
ro férrico é altamente insolivel. Para que quantidades suficientes
do ferro sejam absorvidas da solucao do solo, as raizes necessitam
desenvolver varios mecanismos para aumentar a solubilidade e a
disponibilidade do ferro. Tais mecanismo incluem:

e Aumento da solubilidade do ferro férrico pela acidificacdo

do solo.

o Reduczo do ferro férrico a forma ferrosa (Fe?*) mais soltvel.

e Liberacdo de compostos que formam complexos estaveis
e soltveis com o ferro (Marschner, 1995). Rever o Capi-
tulo 5, no qual esses compostos sao chamados de quelan-
tes do ferro (ver Figura 5.2).

(A) Cation monovalente

COOH [elelog COOK* ] ]
| | //O O\
HCOH \ » HCOH » HCOH L ¢ c—
| N\ /
0- -0
CH2 2 H* CH2 2 K+ CH2 N 0
| D 1 A d H+ | | Ca?“‘
COOH Issoclacao do coo- Formago do complexo COOK* o o
Acido malico Malato Potassio malato - C// \C —
O- ’0/
“car’
Calcio pectato

Em geral, as raizes acidificam o solo ao seu redor. Elas ex-
sudam prétons durante a absorcao e a assimilacao dos cétions,
em especial amodnio, e liberam compostos organicos, como os
acidos malico e citrico, que aumentam a disponibilidade do ferro
e do fosfato (ver Figura 5.4). A deficiéncia do ferro estimula a
exsudacdo de prétons pelas raizes. Além disso, as membranas
plasmaticas da raiz possuem uma enzima, a redutase ferro-
quelante, que reduz o ferro férrico a forma ferro ferroso, onde
o NADH ou o NADPH servem como doadores de elétrons. A
atividade dessa enzima aumenta sob condi¢cdes de deficiéncia
de ferro.

Varios compostos secretados pelas raizes formam quelados
estaveis com o ferro. Os exemplos incluem o &acido malico, o
acido citrico, os fendlicos e o acido piscidico. As gramineas pro-
duzem uma classe especial de quelantes do ferro denominadas
de fitosiderdforos. Os fitosiderdforos sao constituidos por ami-
noéacidos que nao sdo encontrados nas proteinas, como &cido
muginéico, por exemplo, e formam complexos estaveis com o
Fe3*. As ceélulas das raizes das gramineas possuem um sistema
de transporte de fitosiderdforo-Fe?t, que carrega o quelado para
o interior do citoplasmas. Sob deficiéncia de ferro, as raizes das
gramineas liberam mais fitosideroforos no solo e aumentam a
capacidade do sistema de transporte do fitosideréforo-Fe®*.

O ferro forma complexos com o carbono e com o fosfato

Uma vez que as raizes tenham absorvido ferro ou um ferro
quelado, eles sao oxidados nas raizes a forma férrica e transloca-
dos, em sua maior parte, para as folhas, na forma de complexos
eletrostaticos com o citrato.

A maior parte do ferro nos vegetais & encontrada na molécu-
la heme do citocromo, nos cloroplastos e nas mitocéndrias (ver
Capitulo 7). Uma importante reacdo de assimilacao do ferro é a
sua insercdo na porfirina, a qual & precursora do grupo heme.
Essa reacdo é catalisada pela enzima ferroquelatase (Figura
12.17) (Jones, 1983). Além disso, as proteinas ferro-enxofre da
cadeia transportadora de elétrons (ver Capitulo 7) contém ferro
nao-heme covalentemente ligado aos atomos de enxofre dos
residuos de cisteina na apoproteina. O ferro é encontrado tam-

(B) Cation divalente

Figura 12.16 Exemplos de complexos eletrostaticos (idnicos). (A) O cation K+ monovalente e o malato formam o com-
plexo potassio malato. (B) O cation divalente Ca2* e o pectato formam o complexo célcio pectato. Os cations divalentes
podem formar ligacdes cruzadas entre as bordas paralelas que possuem grupos carboxila negativamente carregados. As

ligacdes do calcio exercem um papel estrutural nas paredes celulares.
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bém nos centros Fe,S,, os quais possuem dois ferros (cada um
complexado com os atomos de enxofre dos residuos de cisteina)
e dois sulfetos inorganicos.

O ferro livre (ferro que n&o esta complexado com compostos
de carbono) pode interagir com o oxigénio para formar anions
superoéxidos (Oy,-), os quais podem danificar membranas pela de-
gradacdo dos componentes lipidicos insaturados. As células veg-
etais podem limitar os danos armazenando o excesso de ferro em
complexos de ferro-proteina chamados de fitoferritina (Bienfait
e Van der Mark, 1983). A fotoferritina consiste de uma estrutura
protéica com 24 subunidades idénticas formando uma esfera oca
que possui uma massa molecular de cerca de 480 kDa. No in-
terior dessa esfera, ha um nucleo de 5.400 a 6.200 atomos de
ferro presentes como um complexo fosfato-6xido férrico.

A forma pela qual o ferro é liberado da fitoferritina nao é
conhecida, porém a quebra da estrutura protéica parece estar
envolvida neste processo. O nivel de ferro livre nas células veg-
etais regula a biossintese de novo da fitoferritina (Lobreaux e
cols., 1992).

ASSIMILACAO DO OXIGENIO

A respiracdo responde por aproximadamente de 90% do
volume de oxigénio (O,) assimilado pelas células vegetais (ver
Capitulo 11). Uma outra rota importante para a assimilacdo do
O, em compostos organicos envolve a incorporagdo do O, a
partir da adgua (ver reacao 1 da Tabela 8.1). Uma pequena pro-
porcao do oxigénio pode ser diretamente assimilada em com-
postos organicos no processo de fixacdo de oxigénio.

Na fixacdo de oxigénio, o oxigénio molecular & adicionado
diretamente a um composto organico em reacdes realizadas por
enzimas conhecidas como oxigenases. Lembre-se do Capitulo
8, no qual o oxigénio & diretamente incorporado em um com-
posto organico durante a fotorrespiracdo, em uma reacdo que
envolve a atividade oxigenase da ribulose-1,5-bifosfato carboxi-
lase/oxigenase (rubisco), a enzima de fixacdo do CO, (Ogren,
1984). O primeiro produto estavel que contém oxigénio a partir
da forma molecular & o 2-fosfoglicolato.

Em geral, as oxigenases sao classificadas como dioxige-
nases ou monoxigenases, conforme o nimero de atomos de
oxigénio que sao transferidos a um composto de carbono na
reacao catalisada. Nas reacdes de dioxigenases, ambos os
atomos de oxigénio sdo incorporados em um ou dois compos-
tos de carbono (Figura 12.18A e B). Os exemplos de dioxige-
nases nas células vegetais sado as lipoxigenases, que catalisam
a adicdo de dois atomos de oxigénio aos acidos graxos insatu-
rados (ver Figura 12.18A) e a prolil hidroxilase, a enzima que
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Figura 12.17 Reacao da ferroquelatase. A enzima
ferroquelatase catalisa a insercao do ferro no anel da
porfirina para formar o complexo de valéncia coorde-
nada. Ver a Figura 7.37 para ilustragdo da biossintese
do anel da porfirina.

converte prolina ao aminoacido pouco comum hidroxiprolina
(ver Figura 12.18B).

A hidroxiprolina & um importante componente da extensina,
uma proteina da parede celular (ver Capitulo 15). A sintese de
todos os outros aminoacidos, pois a reacdo ocorre apds a prolina
ter sido incorporada na proteina e é, portanto, uma reacao de
modificacdo poés-traducional. A prolil hidroxilase esta localizada
no reticulo endoplasmaético, sugerindo que a maior parte das pro-
teinas contendo hidroxiprolina & encontrada na via secretora.

As monoxigenases adicionam um dos atomos do oxigénio
molecular a um composto de carbono; o outro atomo de oxigénio
é convertido em agua. As monoxigenases sao algumas vezes refe-
ridas como oxidases de funcdo mista devido a sua capacidade de
catalisar simultaneamente a reacdo de oxigenacéo e a reacéo oxi-
dase (reducdo do oxigénio a agua). A reacdo monoxigenase tam-
bém necessita de um substrato reduzido (NADH ou NADPH) como
um doador de elétrons, de acordo com a seguinte equacao:

A+ 0O, +BH, - AO + H,O + B

onde A representa o composto organico e B representa o doa-
dor de elétrons.

Uma importante monoxigenase vegetal é a familia das
heme-proteinas, coletivamente chamadas de citocromo P450,
as quais catalisam a hidroxilacdo do acido cinamico em &cido
p-cumario (Figura 12.18C). Nas monoxigenases, o oxigénio é
primeiramente ativado por ser combinado com o atomo de ferro
do grupo heme; o NADPH serve como um doador de elétrons.
O sistema oxidase de funcdo mista esta localizado no reticulo
endoplasmético e é capaz de oxidar varios substratos, incluindo
mono e diterpenos e acidos graxos.

O BALANCO ENERGETICO DA ASSIMILACAO DE
NUTRIENTES

A assimilacdo de nutrientes geralmente necessita de grandes
quantidades de energia para converter compostos inorganicos
estaveis de baixa energia em compostos inorganicos de alta en-
ergia. Por exemplo, a reducdo do nitrato a nitrito e este em
amdnio requer a transferéncia de cerca de 10 elétrons e re-
sponde por cerca de 25% do total de energia consumida pelas
raizes e partes aéreas (Bloom, 1997). Conseqiientemente, o
vegetal pode utilizar um quarto da sua energia para assimilar
o nitrogénio, um constituinte que representa menos de 2% do
peso seco total da planta.

Muitas das reacdes de assimilacdo ocorrem no estroma do
cloroplasto, onde elas tém acesso imediato a poderosos agentes
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Figura 12.18 Exemplos de dois tipos de reacées da oxigenase em células de vegetais superiores.

redutores como o NADPH, a tieredoxina e a ferredoxina forma-
dos durante o transporte de elétrons da fotossintese. Esse processo
— combinando a assimilacdo de nutrientes ao transporte de elétrons
da fotossintese — & denominado fotoassimilacao (Figura 12.19).

A fotoassimilacio e o ciclo de Calvin ocorrem no mesmo
compartimento, mas a fotoassimilacio s6 ocorre quando a cade-
ia fotossintética de transporte de elétrons produz agentes redu-
tores além do que é necessario para o ciclo de Calvin (p. ex., sob
condigdes de alta luminosidade e baixo CO,) (Robinson, 1988).
Altos niveis de CO, inibem a fotoassimilacao (Figura 12.20, ver
Ensaio 12.1 na Internet). Como resultado, as plantas C, (ver
Capitulo 8) direcionam a maior parte da sua fotoassimilacao nas
células do mesofilo, onde as concentragdes do CO, sao baixas
(Becker e cols., 1993).

Os mecanismos que regulam a particao dos agentes redutores
entre o ciclo de Calvin e a fotoassimilacio demandam maiores in-
vestigacdes, pois é esperado que os niveis atmosféricos de CO, se-
jam duplicados durante o préximo século (ver Capitulo 9), de for-
ma que este fendmeno pode afetar as relacdes planta-nutriente.

RESUMO

A assimilacdo de nutrientes & o processo pelo qual os nu-
trientes obtidos pelas plantas sdo incorporadas em compostos
de carbono necessarios ao crescimento e ao desenvolvimento.
Com freqiiéncia, esses processos envolvem reacdes quimicas al-
tamente energéticas e, assim, podem depender diretamente dos
agentes redutores produzidos pela fotossintese.

A assimilacdo do nitrogénio é uma das varias etapas que
constituem o ciclo nitrogénio, o qual engloba vérias formas do
nitrogénio da biosfera e suas interconversées. As principais fon-
tes de nitrogénio disponiveis para as plantas sdo o nitrato (NO,-)
e o aménio (NH,).

O nitrato absorvido pelas raizes & assimilado nas raizes ou
nas partes aéreas, dependendo da sua disponibilidade e da espé-
cie vegetal. No processo de assimilacdo, o nitrato é reduzido a
nitrito (NO,-) no citosol pela enzima nitrato redutase; posterior-
mente, o nitrito é reduzido a aménio nos plastideos da raiz ou
nos cloroplastos pela enzima nitrito redutase.
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CELULA DO MESOFILO

CLOROPLASTO
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Figura 12.19  Resumo dos processos envolvidos na assimilacdo do nitrogénio mineral na folha. O nitrato translocado das

raizes pelo xilema é absorvido por uma célula do mesofilo através de um dos simportes nitrato-préton (NRT) para o citoplasma.
O nitrato &, entéo, reduzido a nitrito via nitrato redutase (NR). O nitrito & translocado para o estroma do cloroplasto junto com
um proéton. No estroma, o nitrito é reduzido a amdnio, via nitrito redutase (NiR) e esse aménio é convertido em glutamato pela
acado seqiiencial da glutamina sintetase (GS) e da glutamato sintase (GOGAT). Novamente no citoplasma, o glutamato & trans-
aminado a aspartato, via aspartato aminotransferase (Asp-AT). Finalmente, a asparagina sintetase (AS) converte o aspartato em
asparagina. As quantidades aproximadas de ATP equivalente para cada reacao estao indicadas acima.
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O ambnio, derivado da absorcdo da raiz ou produzido por
assimilacdo do nitrato ou da fotorrespiracdo, & convertido a
glutamina e glutamato pelas acdes seqiiénciais da glutamina
sintetase e da glutamato sintase, as quais estdo localizadas no
citosol e nos plastideos das raizes ou dos clorolastos.

Uma vez assimilado em glutamina ou glutamato, o nitrogénio

pode ser transferido para muitos outros compostos organicos

Figura 12.20 Quociente de assimilacao (QA = CO2 assimilado/O2
liberado) de plantulas de trigo como uma funcdo da quantidade de luz
(radiacao fotossinteticamente ativa). A fotoassimilacao do nitrato esta
diretamente relacionada com o quociente de assimilagéo, pois a trans-
feréncia de elétrons para o nitrato e nitrito durante a fotoassimilacao
aumenta a liberacéo de O, a partir das reagoes fotossintéticas depen-
dentes de luz, enquanto a assimilacao de CO, pelas reagdes indepen-
dentes da luz continua em taxas similares. Entretanto, plantas que
estdo fotoassimilando o nitrato exibem um QA menor. Nas medidas
realizadas no ambiente, em concentracées de 360 pmol mol™ CO,
(linha vermelha), QA diminui como uma funcao da radiaco incidente,
indicando que as taxas de fotoassimilacdo aumentaram. Em concen-
tracdes elevadas (700 pmol mol™! CO, linha azul), o QA permanece
constante em todos os niveis de luz utilizados, indicando que as rea-
cbes de fixacgo do CO, estdo competindo por agentes redutores,
inibindo a fotoassimilacdo (Bloom e cols., 2002).

através de diversas reacdes, incluindo as de transaminacdo. A
interconverso entre a glutamina e a asparagina pela asparagina
sintetase equilibra o metabolismo do carbono e do nitrogénio
em uma planta.

Muitas plantas formam uma relacdo simbi6tica com bacté-
rias fixadoras de nitrogénio que contém um complexo enzimati-
co, a nitrogenase, que pode reduzir o nitrogénio atmosférico em
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amonia. Plantas leguminosas e actinorrizicas formam associa-
¢coes com rizébios e Frankia, respectivamente. Tais associacdes
sao o resultado de uma excelente sintonia na interacdo entre o
simbionte e a planta hospedeira, envolvendo o reconhecimento
de sinais especificos, a inducido de um programa de desenvolvi-
mento especializado na planta, a absorcdo de bactérias pela
planta e o desenvolvimento de nédulos, os Gnicos 6rgaos que
abrigam bactérias nas células vegetais. Alguns microorganismos
procariontes fixadores de nitrogénio ndo formam relacées sim-
biontes com plantas superiores, porém beneficiam as plantas
pelo aumento dos niveis de nitrogénio do solo.

Semelhante ao nitrato, o sulfato (SO 42*) deve ser reduzido
pela assimilacado. Na reducao do sulfato, & produzida uma forma
ativada do sulfato, denominada 5’-adenililsulfato (APS). O sulfe-
to (S*), produto final da reducéo do sulfato, ndo é acumulado
nas células, mas, ao contrério, é rapidamente incorporado nos
aminoécidos cisteina e metionina.

O fosfato (HPO 42*) esta presente em uma variedade de com-
postos encontrados nas células vegetais, incluindo actcares fosf-
atos, lipideos, acidos nucléicos e nucleotideos livres. O produto
inicial da sua assimilacdo & o ATP, o qual é produzido por fosfo-
rilacdes em nivel de substrato no citosol, na fosforilacao oxida-
tiva nas mitocondrias e na fosforilacido nos cloroplastos.

Enquanto a assimilacio do nitrogénio, do enxofre e do fosfo-
ro necessita da formacao de ligacdes covalentes com compostos
de carbono, muitos macro e micronutrientes catiénicos (p. ex.
Kt Mg?, Ca?*, Cu®, Fe*, Mn?", Co%", Na%', Zn?') simplesmente
formam complexos. Esses complexos podem ser mantidos por
ligacdes eletrostaticas ou por ligacdes de valéncia coordenada.

A assimilacdo do ferro pode envolver a quelacdo, as reacoes
de oxidorreducédo e a formacdo de complexos. A fim de arma-
zenar grandes quantidades de ferro, as células vegetais sintetizam
fitoferritina, uma proteina que armazena o ferro. Uma importante
funcéo do ferro nas células vegetais é agir como um componente
redox no sitio ativo de enzimas, freqiientemente como um com-
plexo ferro-porfirina. O ferro é inserido em um grupo porfirinico
na reacao da ferroquelatase.

Além de ser utilizado na respiracéo, o oxigénio molecular
pode ser assimilado no processo de fixacao de oxigénio, no qual
ocorre a adicao direta de oxigénio aos compostos organicos. Tal
processo é catalisado por enzimas conhecidas como oxigenases,
classificadas como monoxigenases ou dioxegenases.

A assimilacado de nutrientes necessita de grandes quantidades
de energia para converter compostos inorganicos estaveis de
baixa energia em compostos organicos com alta energia. Uma
planta pode utilizar a energia da fotossintese para assimilar com-
postos inorganicos no processo denominado fotoassimilaco.

Material da Internet

Tépicos da Internet
12.1 Desenvolvimento de nédulos na raiz
Os primoérdios dos nédulos sdo formados na regizao
oposta aos poélos do protoxilema do feixe vascular
da raiz.

12.2 Medicao da fixagao de nitrogénio
A redugao do acetileno é utilizada como uma medida
indireta da reducdo do nitrogénio.

12.3 A sintese da metionina
A metionina é sintetizada nos platideos a partir da
cisteina.

Ensaio da Internet
12.1 O CO2 elevado e a fotoassimilagao do nitrogé-
nio
Nas folhas que se desenvolvem sob altas concen-
tragdes de CO2, o gas carbonico inibe a fotoassi-
milacado do nitrogénio, pois compete pelos agentes
redutores.
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