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NITROGENASI

L'enzima che consente ai microrganismi di fissare I'N, ¢ la
nitrogenasi, dotata di elevato potere riducente. La nitrogenasi
e composta da due proteine, una contenente ferro, laltraq,
simile alla ferridossina ma 20 volte piu grande, contenente
ferro e molibdeno.
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FIGURA 12.7. La reazione catalizzata dalla nitrogenasi. La ferridossina riduce la Fe-proteina mentre avviene |l
legame con 'ATP. La Fe-proteina riduce la MoFe-proteina e la MoFe-proteina riduce I'azoto. Il flusso di elet-
troni & rappresentato dalle frecce piu scure. (da Dixon e Wheeler, 1986).

N2+ 8e- + 8H+ +16ATP - 2NH3 + H2 + 16ADP + 16P;




Substrato Prodotto

Azoto molecolare (N=N) NH,, H

Azide ([N=N-NT) N, N,H,, NH,
Ossido nitroso (N=N-O) N,

Cianuro ([C=N]) CH,, NH,, CH,NH,
Alchil cianuri (R-C=N) R-CH,,, NH
Cianammide (N=CNH,) CH,, NH,, CH,NH,
Acetilene (HC=CH) CH,=CH

Alchini (R-C=CH) R-CH=CH

Alleni (CH,=C=CH,) CH4-CH=CH,
Protoni (H*) H,

Da Smith e Gallon (1993)




Riduzione assimilativa dei nitrati

A livello radicale le cellule trovano disponibili ioni NH,* prodotti
direttamente dai simbionti, oppure ioni ammonio e nitrati
assorbiti direttamente dal terreno. Lo ione ammonio ¢ utilizzato
direttamente per l'organicazione, invece i nitrati (ed i nitriti,
che solo raramente sono assorbiti) hanno bisogno di una
riduzione che puo avvenire principalmente nelle radici o nelle
foglie.

La riduzione, favorita dalla luce e dalle alte temperature, si

attua in due tappe:

+nel citoplasma il nitrato viene ridotto a nitrito ad opera della
nitrato riduttasi;

+nei proplastidi della radice, o nei cloroplasti delle foglie, il
hitrito formatosi viene ridotto ad ammoniaca ad opera di una
nitrito riduttasi.



ADP + Pi

NH) — Assimilaz.

A A

Figura 8.2 Schema generale
dell’assorbimento dell’am-
monio e del nitrato nelle cel-
lule radicali. Una H*-ATPasi
di membrana genera un gra-
diente di H* che permette il
cotrasporto di NH," e
dell’'NO,.II nitrato viene accu-
mulato nel vacuolo e ridotto,
mentre I'ammonio viene assi-
milato immediatamente in
amminoacidi ¢/o ammidi. Da
Crawford (1995). modificato.



NITRATO RIDUTTASI E NITRITO RIDUTTASI

Figura 20.9. La figura illustra la
composizione della nitrato ridut- NO3

dei nitrati a nitriti. || donatore di NADPH FAD citocromo b Mo
idrogeno e di elettroni &, in que-
sto caso, il NADPH, ma pud es- = NO3

sere anche il NADH. -
flusso di elettron

tasi delle cellule vegetali euca- /'
riote, ed il processo di riduzione

Figura 20.10. La figura illustra
la composizione della nitrito ri-
duttasi di cellule vegetali supe-
riori, ed il processo di riduzione
dei nitriti a ione ammonio. |l do-
natore di idrogeno ed elettroni
la ferridossina (allo stato ri-
dotto).

ndotta Fe-S

ferndossina centro di reazione swyoeme

e
flusso di elettrom

'

NO; +2H*+2e- > NO, + H,O (nel citosol)



Luce H
Ferridossina

(ridotta)
NO;
Nitrito

NH3:
Ammonio

Nitrito reduttasi
Ferridossina
(ossidata)

FIGURA 12.10. Modello di accoppiamento mediato dalla ferridossina fra il flusso di elettroni della fotosintesi e
la riduzione del nitrito da parte della nitrito reduttasi, L'enzima contiene due gruppi prostetici, I'FesS.e l'eme,
che partecipano alla riduzione del nitrito in ammonio.

NO, + 6e + 8H* = NH,* + 2H,0 (nei plastidi-cloroplasti)




ORGANICAZIONE DELL'AZOTO

L'ammoniaca e rapidamente incorporata in composti
organici

L'azoto ammoniacale, assorbito come tale, fissato
biologicamente, o prodotto con la riduzione dei nitrati,
e trasformato in acido glutamico o glutamina. Gli
enzimi deputati a tali reazioni sono: la glutamato
deidrogenasi, la glutamina sintetasi, la glutamato
sintetasi.



Lo ione NH¢, ad opera della glutamato deidrogenasi, viene incor-
porato nell’acido a-chetoglutarico con formazione di acido glutamico,
secondo la reazione:

COOH COOH

éHZ éHz

éH; +NADPH + NH; «—=— éH, +NADP+ H,0 (R20-4)
é=o H—é—NHz

éOOH éOOH

acido a-chetoglutarico acido glutamico

La glutamina sintetasi in presenza di ATP e ioni Mg?*, determina
la formazione di glutamina a partire da acido glutamico, secondo la rea-
zione:

0
COOH C—NH,
&, cH,
CH, FATP+NH; ME, o +ADP+H,PO; +H*  (R20-5)
H—C—NH, H—E—Nn,
COOH COOH

acido glutamico glutamina




Tabella 3.1
I venti aminoacidi presenti nelle proteine

A Aminoacidi con catena laterale carica clettricamente

Positiva Negativa
¥ X A
" Arginina Istidina Lisina [l struttura Acidoaspartico  Acido glutamico
(Arg) (His) (ys |generaleditutti | (aqp) (Glu)
coo- coo- ' gli aminoacidi coo coo-
] ] ¢ lastessa... | )
HN"—C~H H,N‘-cl -H HN—C—H
CH; CH, CH.
CH; CI —NH CH;
1 e B
CHs || / oo~
NH HC—NH
|
(i‘—NH-,
NH,
B.  Aminoacidi con oatena laterale polare ma elettricamente scarica C.  Casi particolari
Serina Treonina Asparagina Glutamina Cisteina Glicina Prolina
(Ser) (Thr) (Asn) (Gln) (Cys) (Gly) (Pro)
oo COO— 5
?00‘ tfco- 1 - cloo- ﬁoo ?OO-
= = HN'~C=H  HN'-C-H L o sk ol
u_,N'ti'R H,N’(lzl-l i i H;,N("H H,N(EH )
CHOH H—ﬁ —OH ﬁ"’ C|H‘ (I'H, H HC - CH
A CH,
CH; /5% t; H; <H 2
HN C
7N
HN 0
D Aminoacidi con catena laterale idrofoba
(Ala) {lle) {Leu) (Met) (Phe). (Tp) (Tyr (Val)
oo~ COO— oo~ (ioo- coo— ?oo- Coo—
7 1 | | < A " |
H\N -c|:-H H,N’—c' =H u,w_.ﬁ —H HN-=C~-H H)N —C| -H HN -c‘-u HyN -C' -H -H,N‘-?-ﬂ-
CH, H—C —CH, %H, ﬁH: CH; L;H_‘ CH; o
C'H: CH CH, O C=CH HC  CH,
,lH‘ He' ew, .', NH
| OH
CH;




La glutamato sintetasi opera un trasferimento riduttivo, senza
necessita di ATP, di un gruppo aminico della glutamina su una molecola di
acido a-chetoglutarico, con produzione di due molecole di acido

glutamico.

O

| N

C—NH. COOH COOH

| | I

CH, CH, CH,

| | |

CH, + CH, +NADPH+H* — 2 CH. + NADP (R20-6)

| | |
H—C—NH,; C=0 H—C—NH,;

| | |

COOH COOH COOH

glutamina acido a-chetoglutarico

acido glutamico




Tutti gli altri aminoacidi vengono sintetizzati per transaminazione,
a partire dagli a-chetoacidi. Coenzima delle reazioni di transaminazio-
ne ¢ la vitamina B6. La reazione R20-7 ne da un esempio:

COOH

CII}L COOH

éH_, + (IIH_) )
H—(ll— NH, (|J=O

(I?OOH éOOH
acido glutamico acido

ossalacetico

COOH

(|IH 3 COOH

éHz + (|:H2 (R20-7)
é=o H—é—N H,

éOOH éOOH

acido acido aspartico

a-chetoglutarico

Le altre sostanze azotate vengono sintetizzate a partire da pochi pre-
cursori metabolici, provenienti per lo piu dalla glicolisi e dal ciclo di

Krebs.




AMMONIFICAZIONE

Degradazione delle sostanze organiche azotate

R

cH.
H—é—Nﬂg

éOOH

R

ch.
H—é—NHz

cooH

CH,
H—C—NH,
COOH

_—

+1/2 O,

e  ZHE e—

| +NH,
CI{Q

COOH




NITRIFICAZIONE

L'ammoniaca prodotta con I'ammonificazione, o pervenuta al terreno con le piogge, ha
varie destinazioni ed alimenta diversi processi. La nitrificazione interessa un grossa
frazione dell'NH,* ed ha un'importanza biologica ed agraria enorme.

L'ossidazione dellNH,* a nitrato avviene ad opera di microrganismi chemiolitotrofi,
identificati da Winogradski nei generi Nitrosomonas e Nitrobacter.

In un primo tempo ANitrosomonas effettua la nitrosazione che ossida NH,* a NO, .
Successivamente Nitrobacter ossida il nitrito a nitrato secondo la reazione di
nitrificazione.

Figura 20.11. Microfotografie
elettroniche di sezioni sottili di
patteri nitrificanti. Da notare le
membrane interne caratleristi-
che. (a) Nitrosomonas marina
(30000 x ); (b) Nitrobacter agilis
(51250 x ). [Per gentile conces-
sione di S.W. Watson, Woods
Hole Oceanographic Institution,
Woods Hole, Mass.]




INFLUENZA DELLA TEMPERATURA SULLA NITRIFICAZIONE

Figura 20.12. Influenza della B )
temperatura sulla nitrificazione,
espressa come grammi di nitra- ‘
to prodotto. L'optimum si ottie-

ne a 25 °C.

NH] trasforrm

r

grammi di




DENITRIFICAZIONE
Il nitrato prodotto puo essere assorbito dai vegetali, assimilato dai
microrganismi, lisciviato, ridotto chimicamente o biologicamente.
Alcuni microrganismi, definiti denitrificanti, usano il nitrato come
accettore finale di idrogeno ed elettroni. Molti sono in grado di
ridurre i nitrati a nitriti ed ammoniaca, invece i denitrificanti
propriamente detti producono in anaerobiosi molecole di N, ed N,O.

Figura 20.13. Diversa destina e al
zione nel terreno dello ione ni i azot ment
{rato




Ferredossi -~
(o uneanro ﬁ';me) 2NH 3 e ——

\ . 0 altn prodotti
\ elettroni ridotti

\

A

o substrati
alternativi .
(vedi Tab. 7.2) MoFe-proteina,

(dinitrogenasi)
I ki dissoclazione
Complesso Fe-proteina; . MgATP del complesso

Fe-proteina
(dinitrogenasi reduttasi)

AdATe (abbassamento del potenziale redox)

Associazione A
del complesso Pi .
‘L
N

P+ | ‘P,
Formazione del complesso e

Fe-proteina/MeFe-proteina
trasferimento elettronico e
idrolisi dell’ATP

MoFe-proteina .

rigenerazione delllATP

Figura 7.2 Trasferimento di elettroni nel sistema enzimatico della nitrogenasi. Gli
elettroni provenienti dalla ferredossina vengono ceduti alla dinitrogenasi reduttasi che
a sua volta si lega a due MgATP per formare il complesso ridotto MgATP-dinitrogena-
si reduttasi. Questo processo altera la conformazione della dinitrogenasi reduttasi e
permette il passaggio di elettroni verso la dinitrogenasi. La dinitrogenasi e la dinitroge-
nasi reduttasi formano un complesso ¢ un elettrone passa alla dinitrogenasi, mentre il
MgATP viene idrolizzato. Occorrono 8 elettroni per ridurre 1'azoto molecolare e quindi
occorre un ciclo di riduzioni per poter portare la dinitrogenasi a un livello adeguato per
ridurre I'N,,. Per ogni ciclo passa solo un elettrone e vengono idrolizzati 2 MgATP. Da
Burris e Roberts (1993), modificato.



Figura 7.4 Sequenza che parete

mette in relazione le diverse cellulare  pembrana
componenti biochimiche del  peribatteroi
coinvolte nella fissazione bio- batterio -dea
:l("‘i:licu d;'" NZ d! (u)um’cn‘ln' al Membrana

ella richesta di , dovuta a plasmatica del

proliferare di batteroidi ¢ sin- batterio
tesi della porzione emica: 2
esportazione dell'eme attraver-

s0 le diverse barriere cellulari; O, _|

3 associazione del protoeme e
dell’apoproteina sintetizzata
nel reticolo endoplasmatico
della cellula ospite per forma-
re la Lb; 4 entrata in funzione
della Lb, inizio del trasporto
di O, ai batteroidi ¢ conse- 1

guente fosforilazione ossidati- Aumento di batteroidi
va e sintesi di nitrogenasi; §
creazione di un ambiente a
tensioni di O, tali da permette-
re il funzionamento della
nitrogenasi senza pericolo di
danneggiamento,

Spazio
periplas
-matico

Eme




Strategia di comportamento Figura 7.3 Alcune strategie
adottate dai diazotrofi per

02 02 competere con 'ossigeno. Da

02 Smith ¢ Gallon (1993), modifi-
02 O cato,
2
] e 02
0, 02
o)
Diazotrofi
0,
Barriere strutturali
0O,
O,
Nitrogenasi
Meccanismi biochimici
0,
e H+ FeS-proteine Sintesi
* ‘ di nitrogenasi
Protesions — inattivazione
H20

dall'inattivazione



Organismo

Strategia

Clostridium pasteurianum
Klebsiella pneumoniae

Azospirillum
Azotobacter
Batteri fotosintetici

Noduli radicali di leguminose
Noduli actinorrizici
Cianobatteri formanti eterocisti

Evitazione

Evitazione, consumo limitato di O,
dovuto alla respirazione
Migrazione

Protezione con FeS-proteine
Evitazione, consumo limitato di O,
dovuto a respirazione

Barriere strutturali (noduli radicali)
Barriere strutturali (vescicole)
Barrriere strutturali (triplo
ispessimento di parete)

Da Smith e Gallon (1993), modificato.




