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Asimilacion del nitrogeno en plantas

Las plantas superiores son organismos autotréficos que pueden sintetizar sus componentes
moleculares organicos a partir de nutrientes inorganicos obtenidos del medio ambiente. Para muchos
nutrientes minerales, este proceso involucra la absorcion por las raices desde el suelo y la incorporacion
en compuestos organicos que son esenciales para el crecimiento y desarrollo. Esta incorporacién de
nutrientes minerales en sustancias organicas tales como pigmentos, enzimas, cofactores, lipidos, acidos
nucleicos o aminoacidos se denomina asimilacion de nutrientes.

La asimilacion del nitrégeno requiere una serie compleja de reacciones bioquimicas con un alto
costo energético. En la asimilacion del nitrato (NO3z), el nitrégeno del NO3™ es convertido en una forma de
energia superior, nitrito, (NO,), luego en una mayor forma de energia, amonio, (NH,") y finalmente en
nitrégeno amidico en la glutamina. Este proceso consume 12 equivalentes de ATPs por molécula de
nitrégeno. Por otra parte, las leguminosas que presentan una forma simbidtica con bacterias que
transforman el nitrégeno atmosférico (N,) en amonio; proceso denominado, fijacién biolégica del
nitrégeno junto con la subsecuente asimilacién del amonio en los aminoacidos, consume 16 ATPs por
nitrégeno.

La mayoria de los compuestos presentes en las células vegetales contienen nitrégeno, tales
como: aminoacidos, nucleésidos fosfatos, componentes de fosfolipidos, clorofila. Solamente el oxigeno,
carbono, y el hidrégeno son elementos mas abundantes en las plantas que el nitrdgeno. La mayoria de
los ecosistemas naturales y agricolas, al ser fertilizados con nitrégeno inorganico, muestran importantes
incrementos en la productividad, poniendo en evidencia la importancia de este elemento.

Ciclo biogeoquimico del nitréogeno

El nitrdgeno esta presente en diferentes formas en la biosfera (Figura 1). La atmésfera contiene
aproximadamente un 78 % de nitrégeno molecular (N,). Sin embargo, la mayor parte de este gran
reservorio de nitrégeno no estd directamenta disponible para los organismos. La adquisicion del
nitrégeno de la atmésfera requiere la ruptura del enlace triple covalente entre dos atomos de nitrégeno
(N=N) para producir amonio. Estas reacciones de fijacion del nitrégeno, puden ser procesos naturales o
industriales, fijando el proceso natural aproximadamente 190 x 10* g afio™ de nitrégeno (Cuadro 1).

Cuadro 1. Los principales procesos del ciclo biogeoquimico del nitrégeno

Proceso Definicién ritmo (10** g afio™)
Fijacion industrial Conversion inustrial de nitrégeno molecular a amonio 80
Fijacion atmosférica  Conversién fotoquimica de nitrdgeno molecular en nitrato 19
Fijacion biologica Conversion procariética de nitrégeno molecular a amonio 170
Absorcion por plantas Absorcion y asimilacion por las plantas del nitrato 0 amonio 1200
Inmobilizacién Absorcién microbiana y asimilacion del amonio o nitrato N/C
Amonificacion Catabolismo de la materia organica del suelo a amonio N/C

(bacterias y hongos)
Nitrificacion Oxidacion del amonio a nitrito (Nitrosomonas sp.) y

oxidacion de nitrito a nitrato (Nitrobacter sp.)
Mineralizacion Catabolismo de la materia organica del suelo a nitrégeno mineral

a través de la amonificacion o nitrificacion (bacterias y hongos)
Volatilizacion Pérdida fisica de amoniaco gaseoso a la atmosfera 100
Fijaciébn de amonio Fijacion fisica de amonio en las particulas del suelo 10
Denitrificacion Conversion del nitrato en nitrdgeno molecular (bacterias) 210
Lixiviacion de nitrato  Flujo fisico de nitrato disuelto en el agua del suelo 36
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Figura 1. Ciclo biogeoquimico del nitrégeno (Taiz and Zeiger, 1998).

Absorcion del nitrato por las raices

La absorcién de NOj; estd sujeta a una regulacion positiva o de induccion y negativa. La ultima
parece depender del nivel de N de la planta. Ha sido sugerido que el ciclo de los aminoacidos entre los
tallos y las raices sirve para proveer la informacién necesaria respecto del nivel de N en la planta, que le
permite a las raices regular la absorcién de N (Cooper and Clarkson, 1989).

El transporte de NOs al citoplasma a través del plasmalema es un proceso termodindmicamente
desfavorable, tanto en términos de gradiente de potencial eléctrico (interior negativo) y un gradiente de
potencial quimico [NOs]ext < [NOsTci. LO Ultimo estd basado en estimaciones de la [NOs7: las que varian
entre 5-30 mM, mientras que los valores de [NO;7] del suelo varian entre 0.1 y 1.0 mM (Henriksen and
Spanswick, 1993).

La absorcion del NO3; en las plantas terrestres esta mediado al menos por tres sistemas de
transporte que coexisten en las membranas plasmaticas de las células radicales. Estos sistemas pueden
ser divididos en dos clases, referidos como sistemas de transporte de alta (STAA) y baja afinidad (STBA)
por el NO; (baja y alta Km, respectivamente). Por otra parte, los STAA pueden ser constitutivos
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(STAAC) o inducibles (STAAI). Los STBA estan involucrados en la absorcion de altas concentraciones
de NO3 (> 0.2mM), mientras que los STAAI y los STAAC estan saturados con una baja concentracion de
NOj; externa (aproximadamente 100 uM) (Figura 2). En raices de cebada, la actividad de los STBA es
expresada sin una exposicion previa al NO; y este sistema de transporte estaria regulado
negativamente por el nitrégeno acumulado en la planta (Vidmar et al. 2000).

El movimiento pasivo del nitrato a través de las membranas plasméaticas es probablemente via
canales ionicos; un canal permeable al nitrato el cual permite el flujo de aniones hacia la célula ha sido
identificado en la membrana plasmatica de protoplastos de trigo. Tal canal podria tener un rol en el
sistema de absorcidon constitutivo. Aparentemente aunque la absorcién pasiva sélo produzca
concentraciones micromolares de nitrato en el citoplasma, éstas serian suficientes para inducir el
transporte y asimilacion del nitrato, sin la necesidad de un receptor de nitrato fuera de la célula (figura 3)
(Miller and Smith, 1996).

Un canal de aniones también puede ser el mecanismo para la salida de nitrato. La direccién del
flujo de aniones a través de un canal esta determinada por el gradiente electroquimico del i6n. La
regulaciéon de la actividad de un canal anidénico en la membrana plasmatica podria ser importante en
determinar la concentracion de nitrato en el citoplasma, dado que si el transporte activo se mantiene, la
salida a través del canal disminuird rapidamente la concentracién de nitrato en el citoplasma. Un canal
abierto tiene una permeabilidad selectiva permitiendo que algunos iones fluyan pasivamente en funcion
del gradiente electroquimico a un gran ritmo (10°- 10° iones seg™). Un simple canal de aniones abierto
con un ritmo de salida de 10" iones seg™ permitira la caida de la concentracién de nitrato citoplasmatico
de 4 mol m® a un valor de mmol m* (distribucion pasiva del nitrato) en 50 — 200 segundos.

Por otra parte, el transporte activo es requerido en las membranas plasmaticas para
mantener la concentracion intracelular de nitrato. La fuerza protéon motriz a través de la membrana
plasmética puede proveer la energia necesaria para el transporte de nitrato. Se considera que el
transporte de nitrato es un simporte con H* (figura 3).

Las proteinas de los STAAI, son de 507 a 509 aminoacidos, con una masa molecular de 54 a 55
kD, incluyendo 12 regiones hidrofébicas (transmembranas). Ha sido mostrado que el nivel de ARNm de
estas proteinas aumenta rapidamente en respuesta al suministro de NO3z en plantas que crecian en
condiciones con limitaciones de NOjz'. El incremento en el nivel de transcriptos esta correlacionado con el
incremento en el ingreso de NO3". Los genes involucrados en la adquisicion 'y reduccion del NO3 fueron
coordinadamente expresados bajo condiciones de induccion por NOs . Por otra parte, la abundancia de
los transcriptos esta regulada por un efecto feedback de las formas reducidas del nitrdgeno mas que por
el nivel de nitrato. A nivel fisiolégico la inhibicién de los STAAI en un bajo estado estacionario después de
alcanzar un pico de induccion ha sido argumentado que es el resultado de efectos de la acumulacién de
NOs"y/o los productos de su asimilacién. Esta conclusidn esta basada en correlaciones entre la [ NOsJen
la célula vy el ingreso de NO3".Existen evidencias que el ingreso de [ NOs] es inhibido por el NH," celular
y /o los aminoacidos. Siendo regulado la absorcién de nitrégeno por el ciclo de los aminoacidos entre la
raiz , tallo y raiz (Cooper and Clarkson, 1989) (Figura 4).

Mecanismos de transporte en el tonoplasto

Analisis de vacuolas aisladas de hojas de cebada han demostrado que entre el 58% y 99 % del
nitrato protoplastico se encuentra en la vacuola. En consecuencia, un transporte activo es necesario para
explicar la concentracion de nitrato dentro de la vacuola, siendo aparentemente un antiporte NO3 / H,
mientras que un canal abierto permitiria la salida pasiva del i6n nitrato hacia el citoplasma. En
consecuencia el control de la concentracion de nitrato en el citoplasma ocurre por una “liberacion” mas
gue por un bombeo. Dicha regulacién podria requerir una interaccion directa entre el nivel de nitrato en el
citoplasma y la actividad del canal, probablemente por la fosforilacién del canal permitiendo su apertura
(Miller and Smith, 1996).



Asimilacion del nitrato

Las plantas asimilan la mayor parte del nitrato absorbido por sus raices en compuestos organicos
nitrogenados. La primera etapa de este proceso es la reduccion de nitrato a nitrito en el citoplasma. La
enzima nitrato reductasa (NR) cataliza la siguiente reaccion:

NOs + NAD(P)H +H" —>  NO, + NAD(P)+ + H,0

AG = - 34.2 Kcal/mol; AE = 0.74 voltios

en la que se observa un gran cambio de energia libre bajo condiciones estandar, siendo una reaccion
irreversible. La NR — NADPH (Ec. 1.6.6.1) esta presente en las plantas superiores y en algas, las formas
NAD(P)H se encuentran en algas, hongos y plantas superiores y la forma especifica de NADPH se
encuentra en hongos. En las hojas la NR es NADH dependiente, mientras que en la raiz existen dos
formas NADH y NADPH dependientes. La nitrato reductasa cataliza el primer paso de la asimilacion del
nitrato en todos estos organismos, el cual parece ser el proceso que limita la adquisicién de N en la
mayoria de los casos, siendo esta enzima regulada por el NOj3 vy la luz entre otros factores.

La enzima NR es un homodimero compuesto de 2 subunidades idénticas de 100 kDa
aproximadamente cada una, conteniendo cada subunidad tres grupos prostéticos: un equivalente de FAD
(flavina adenina dinucle6tido), hemo-Fe y un complejo de Molibdeno (Mo) . El molibdeno esté unido a la
enzima por un complejo organico llamado pterina formando el Mo-molibdoterina (Mo-MPT). En
consecuencia, la enzima contiene tres cofactores internos: FAD, hemo y MPT y dos iones metalicos: Fe y
Mo en cada subunidad (Figura 5). Durante el recambio catalitico el FAD, el Fe y el Mo son ciclicamente
reducidos y oxidados, de manera que la NR existe en formas reducidas y oxidadas. Los potenciales
redox para el FAD, hemo-Fe y Mo-MPT son -272 a -287 mV, -123 a =174 mV y -25 a 15 mV,
respectivamente. Este patron redox es consistente con un flujo de electrones, dentro de la enzima desde
el NADH con un potencial redox de —320 mV hasta el sitio activo donde se reduce el NO3z con un
potencial redox de + 420 mV. Por lo que, la NR es una proteina soluble que cataliza una reaccién redox,
involucra una cadena transportadora de electrones y tiene dos sitios activos fisicamente separados, uno
para el NADH para reducir el FAD al comienzo de la cadena transportadora de electrones y uno para
reducir el nitrato por la MO-MPT.

Dado que el nitrito formado es altamente reactivo, siendo un i6n potencialmente toxico, las
células vegetales lo transportan inmediatamente después de ser generado por la reduccion del nitrato
desde el citoplasma a los cloroplastos en las hojas, y a los plastidos en las raices. En estas organelas la
enzima nitrito reductasa reduce el nitrito a amonio, siendo la reaccion que cataliza:

NO, + 6 Fdieq + 8 H* ™ NHy+ + 6 Fdo, + 2 H,0
NO, + NADP + 8 H" _5  NH,+ + NADPH + 2 H,0

Donde Fd indica ferredoxina reducida (red) y oxidada (ox). La ferredoxina reducida deriva del transporte
de electrones de la fotosintesis en los cloroplastos y el NADPH generado por la via oxidativa de las
pentosas fosfatos en los tejidos no fotosintéticos.

La nitrito reductasa es una poteina simple de 63 Kda y contiene dos grupos prostéticos, un
complejo de Fe-S (FesS4) y un grupo hemo especializado. Experimentos cinéticos sugieren que el par
Fe,Ss-hemo de la enzima se unen al nitrito y lo reducen directamente a amonio. De manera que el flujo
de electrones desde la ferredoxina hasta el nitrito puede ser representado como se observa en la figura 6.



Asimilacién del amonio

Las células vegetales evitan la toxicidad del amonio incorporandolo rapidamente en los
esqueletos carbonados para formar aminoacidos (Figura 7 y 8). El paso primario de esta incorporacién
involucra las acciones secuenciales de la glutamina sintetasa y la glutamato sintetasa. La glutamina
sintetasa (GS) combina el amonio con glutamato para formar glutamina:

Glutamato + NH4+ + ATP __,, glutamina + ADP + Pi

Esta reaccion requiere la hidrélisis de un ATP e involucra cationes divalentes como el Mg®*, Mn** 0 Co**
como cofactores. La GS tiene un peso molecular de 350 kDa y esta compuesta por 8 subunidades
aproximadamente idénticas. La GS tiene una alta afinidad por el NH4+ siendo la Km de 3-5 uM. Las
plantas contienen dos clases de GS, una en el citoplasma y otra en los plastidos de las raices o en los
cloroplastos de tallos y hojas. Las formas citosélicas son expresadas durante la germinacion de las
semillas o en las células vasculares de raices y tallos y producen glutamina para el transporte intracelular
de nitrégeno. La GS en los plastidos de raices genera nitrégeno amidico para su consumo; mientras que
la GS de los cloroplastos de los tallos reasimila el NH," producido por fotorespiraciéon. Al aumentar el
nivel de glutamina aumenta la actividad de la glutamato sintasa (también conocida como glutamina 2 —
oxoglutarato aminotransferasa, o GOGAT). Esta enzima transfiere el grupo amida de la glutamina al o -
ceto glutarato, dando 2 moléculas de glutamato. Las plantas contienen dos tipos de GOGAT, una que
acepta los electrones del NADH, la otra acepta electrones de la ferredoxina:

Glutamina + o - ceto-glutarato + NADH + H*  — 2 glutamato + NAD"

Glutamina + a - ceto-glutarato + Fdeq >

2 glutamato + Fdy

La NADH-GOGAT esta ubicada en los plastidos de los tejidos no fotosintéticos tales como las
raices o las células vasculares de hojas en desarrollo. En las raices la NADH — GOGAT, esta involucrada
en la asimilacién del NH4+ absorbida desde la rizosfera; en las células vasculares de las hojas en
desarrollo la NADH — GOGAT asimila la glutamina translocada desde las raices o de las hojas
senescentes. La Fd — GOGAT se encuentra en los cloroplastos, tiene una masa molecular de 165 kDa y
participa del metabolismo del nitr6geno de la fotorespiracion.

Otra enzima que participa en la asimilacion del amonio es la glutamato deshidrogenasa (GDH), la
cual cataliza una reaccién reversible, sintetiza o desamina el glutamato:

a - ceto-glutarato + NH," + NAD(P)H «— glutamato + H,O + NAD(P)"

La forma NADH dependiente se encuentra en la mitocondria y la NADPH dependiente esta
ubicada en los cloroplastos de los 6rganos fotosintéticos. Aunque ambas formas son relativamente
abundantes, sus roles especificos ain no han sido resueltos. Se sabe que la GDH no puede sustituir las
reacciones GS — GOGAT para la asimilacion del amonio y que la funcién primaria de la GDH es la
desaminacion del glutamato.

Reacciones de transferencia del nitrogeno

Una vez asimilado en nitrégeno en glutamina y glutamato, es incorporado en otros aminoacidos
por reacciones de transaminacion. Las enzimas que catalizan estas recciones son aminotransferasas.
Por ejemplo, la aspartato aminotransferasa (AAT) la cual cataliza la siguiente reaccion:

Glutamato + oxalacetatoi: aspartato + a - ceto-glutarato



En la cual el grupo amino del glutamato es transferido al aspartato. Las aminotransferasas se
encuentran en el citoplasma, cloroplastos, mitocondrias, glioxisomas y peroxisomas. Las
aminotransferasas localizadas en cloroplastos tienen un importante rol en la sintesis de aminoacidos,
debido a que hojas de plantas o cloroplastos aislados expuestos a dioxido de carbono marcado,
rapidamente incorporan el carbono marcado en glutamato, aspartato, alanina, serina y glicina.

La asparagina es una amida que no sélo es precursora de las proteinas, ademas es un
componente clave del transporte y reserva de nitrégeno debido a su estabilidad y la alta relacion
nitrégeno/ carbono ( 2N /4C ) respecto de 2N/ 5C, en la glutamina; o 1N/5C para el glutamato. La
reaccion de sintesis de la asparagina involucra la transferencia de un grupo amino de la glutamina al
aspartato:

Glutamina + aspartato + ATP—» asparagina + glutamato + AMP + PP,

La enzima que cataliza dicha reaccion es la asparagina sintetasa (AS), se encuentra en el
citoplasma de las hojas y raices. Bajo condiciones de alta intensidad de luz y carbohidratos, son
estimuladas la GS y la GOGAT, e inhiben la AS, favoreciendo la asimilacion del nitrégeno en glutamina y
glutamato, compuestos que son ricos en carbono y participan en la sintesis de nuevo material vegetal.
Mientras que condiciones de luz limitantes, inhiben la GS y la GOGAT y estimulan la AS y por lo tanto la
asimilacion del nitrébgeno en asparagina, un compuesto que es rico en nitrébgeno y suficientemente
estable para ser transportado o almacenado.
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Figura 2. Ingreso de nitrato en raices de plantas de cebada que no habian sido pretratadas con nitrato
(A) y pretratadas con 0.1 mM de nitrato (B) durante un dia. (--), 4 dias<(-7), o con 10 mM de nitrato
durante 4 dias (—...) (Lea and Leegood, 1993).
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Figura 4. Absorcién, reduccion y acumulacion de nitrato en los diferentes tejidos de la planta. Ciclo de los
aminodcidos. (Lea and Leegood, 1993).
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Figura 5. Modelo estructural de la nitrato reductasa (Campbell, 1999).
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Figura 7. Asimilacién del amonio en las plantas superiores, via la glutamina sintetasa/glutamato sintasa
(Lea and Leegood, 1993).
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Figura 6. Modelo del acoplamiento del flujo de electrones fotosintéticos, via ferredoxina, a la reduccion
del nitrito por la nitrito reductasa (Taiz and Zeiger, 1998).

Relacion entre la fotosintesis y el metabolismo del nitrégeno

El hecho de que los aminoacidos estén constituidos por esqueletos carbonados y nitrdgeno pone
en evidencia la relaciéon entre la fotosintesis y el metabolismo del nitrégeno. Esta relacidon no sélo esta
dada por el requerimiento de esqueletos carbonados sintetizados por fotosintesis para la incorporacion
del amonio, sino también debido a la dependencia de algunas reacciones del metabolismo del nitrdgeno
de ATP y NADPH, producido en la fotosintesis (Figura 9). Por otra parte, en los tejidos no fotosintéticos,
los requerimientos energéticos son obtenidos por la degradacion de los azlcares transportados desde las
hojas.

A nivel de la regulacion de la actividad y sintesis de las enzimas del metabolismo del carbono y
del nitr6geno, se pone en evidencia la relacion entre ambos procesos. La luz afecta la fotosintesis pero
también controla la expresién de la nitrato y nitrito reductasa y la sacarosoa fosfato sintetasa (SPS),
enzima responsable de la sintesis de sacarosa (Huber et al. 1992; Li and oaks, 1993). La acumulacién de
los productos finales de la fotosintesis aumenta la actividad de la NR (Huber et al, 1992). Por otra parte,
la SPS responde a la disponibilidad de nitrato (Kaiser and Huber, 1994). En consecuencia, existe un
rapido ajuste del ritmo de reduccion del nitrato a fluctuaciones en la disponibilidad de carbohidratos,
regulando en definitiva, los flujos del carbono y nitrégeno en las células vegetales (Kaiser and Huber,
1994).
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Figura 8. Estructura y reacciones de los compuestos involucrados en el metabolismo del amonio (Taiz and Zeiger, 1998)
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Figura 9. Asimilacion del nitrégeno en el cloroplasto, mostrando la interaccion de los productos de la
etapa fotoquimica (ATP y NADPH) y la etapa bioquimica (esqueletos carbonados) con el metabolismo del
nitrégeno (Lea and Leegood, 1993).
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