Metabolismus dusiku
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Rostliny mohou prijimat dusik ve formé:

e amonného iontu

e dusicnanu a nasledné redukci na
amonny ion

e v pripadé pritomnosti
bakterialniho symbionta fixujiciho
dusik ve formé atomarniho dusiku
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Fixace dusiku — redukce plynného dusiku na amonny ion

Chemicka cesta premény

(Haber-Bosch)
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Biologicka cesta premeény
(Cyanobacteria, Actinomycetes, a-proteobacteria)
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Enzymologie fixace dusiku

* redukce molekuly dusiku je provadéna dvéma enzymy, dinitrogenasou a reduktasou
dinitrogenasy, jejichz komplex je oznacovan jako nitrogenasa

Struktura nitrogenasového komplexu

Reduktasa dinitrogenasy

Fe protein (NifH) _Moke protein
(NifD, NifK + FeMoco)
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> MoFe
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Struktura Dinitrogenasy (NifD, NifK)

e vSechny dinitrogenasy obsahuji dva identické P-klastry (8Fe-7S) vazané na protein 6 kovalentnimi
vazbami mezi Cys a atomy Fe

* dale obsahuji dalsi dva klastry prichycené pouze pres atom S cysteinu a atom N histidinu, které lze
reverzibilné z proteinu odstranit.

* klastry mohou obsahovat nasledujici kombinace atomu kov(: FeMoCo, FeVCo, FeFeCo

Klastr FeMoCo

Oxidovany Redukovany
(P°%) (PN
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Struktura Reduktasy dinitrogenasy (Nifh)

e prijima elektrony z redukovaného feredoxinu nebo flavodoxinu a prenasi je na dinitrogenasu
* obsahuje 4Fe-4S klastr vazany kooperativnhé mezi dvéma monomery proteinu

* po navazani dvou molekul MgATP se méni struktura proteinu, kdy Fe-S klastr se posouva k Fe-S
klastru dinitrogenasy a dochazi k prenosu elektronu

+ATP -ATP

MgATP

4Fe-4S
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Reakéni schéma MoFe enzymového cyklu

e cely reakéni pribéh neni jesté do detailu zcela popsan

v pocatecnich fazich reakce muze dochazet k uvolnieni molekuly H,, aniz by doslo k
redukci N, a cely systém ma tak “jalovy vykon”.

e pfi vazbé na enzym molekula N, zfejmé vytésnuje molekulu H, z reakéniho centra

* Pokud pfidame ke komplexu E,N,H, silnou kyselinu nebo zasadu dojde k uvolnéni

hydrazinu.
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Symbioticka fixace dusiku

* v prirodnich ekosystémech pochazi 80-90% rostlinami vyuzitelneho dusiku z procesu fixace.
* pfifixaci N, existuji tfi zakladni typy symbidzy:

i. Symbidza gram-negativnich bakterii (rhizobii) s celou radou lusténin (hrach, fazole, sojové boby,
cocka, vojtéska)
ii. Symbidza gram-pozitivnich bakterii actinomycet s nekterymi dvoudéloznymi rostlinami (olSe,

mvrta preslicnik)
myrta, preslicnik)

iii. Symbidza mezi cyanobakteriemi a celouradou rostlin (kapradi, jaternik, mech)

e vyslednd symbidza vznikla zfejmé jako vysledek pozitivnich a negativnich tlak( béhem koevoluce
symbiotického partnera a rostliny
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Tvorba korfenovych nodul

symbidza rhizobii s lusténinami se odehrava ve specialnich strukturach nazyvanych noduly
(hlizky)

tvorba nodult je vyvolana bakteridlnimi signdly na zdkladé kterych dochazi ke zménam na
Urovni bunék a organd

rozpoznani host-symbiont probiha v korenové sfére, kdy rostlina je infikovana skrze korenové
vlasky

samotna invazivni struktura se jmenuje infekcni viakno a je tvorena rostlinou

1. Koreny rostlin uvoliuji elicitory experese Nod genu
2. Bakterie jako odpovéd uvolnuje do okoli Nod faktor

3. Koreny exprimujici nodulinové proteiny jsou
infikovany a prochazi nodulaéni morfogenezi
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Schéma tvorby korenovych nodul(l

* korenové vlasky se postupné stoci a dojde k polapeni bakterie
e bakterie postupné vytvari invazni vlakno do cilové bunky

* bakterie v bakteroidech maiji odliSnou morfologii od wt
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Geny zodpovédné za symbidzu - bakterie

e pro symbidzu rhizobii s lusténinami je nezbytnym krokem vym:e

* |atky uvolfiované hostitelskou rostlinou vyvolavaji expre

modifikuji metabolismus rostliny a jeji vyvoj

Stadium symbiosy

Regulace genll v odpovédi na
rostlinny signal

Formace nodull, rozpoznani
hostitele

Rust invazivniho vlakna

Diferenciace, metabolismus
bakteroidu

Regulace gen fixujicich dusik

Fixace dusiku

Rhizobium gen

nodD, nolR, nodVW

nod, nol, noe

exo, Ips, ndv

bacA
dct geny

fixL, fixJ,fixA,fixK

nifHDK, jiné nif, fix

biochemickych signald

kterialnich gent (nod), které po té

Funkce

Aktivace nebo represe nod
promotoru

Enzymaticka synthesa Nod
faktor(

Syntéza extracelularnich
polysacharidu

Signal pro export/import
Import dikarboxylovych kyselin

Odpovéd na kyslik, transkripéni
kontrola nif promotoru
Enzym nitrogenasa a kofaktory



Geny zodpovédné za symbidzu - hostitel

* béhem pozdni faze nodulace rostlina exprimuje geny nazyvané noduliny
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e mezi noduliny patfi leg-hemoglobin, membranové proteiny, enzymy katalyzujici asimilaci

amoniaku a zajistujici transport N, uvnitf rostliny

Uninfected cells express
nodulins involved in assimilation,

transport

. Infected cell
Symbiosome

membrane channels,
transport proteins

Symbiosomes (0]

L

NH, N assimilation

Q‘i
Amides, ureides
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Latky uvolriované hostitelskou rostlinou indukujici expresi nod genu

Flavonoidni povahy
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Zakladni struktura Nod faktord
(N-acylovanych chitooligosacharidi)
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L 4 y
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Prehled rhizobialnich protein( hrajicich roli pri symbidze

NopD ©
NopL o Msi059 0
NopM ° Msi061 i
NopP O 0 >
NopT o ©
— A 4
comaaa ] H . Plasmatickd membrana
d rostlin

CW Bunééna sténa

vevys

.« OM Vnéjsi bakt. membrana
_Pm
.« IM Vniténi bakt. membrana

T1SS T1SS ? T3SS T4SS T6SS

PrsDE ExpD1D2
Obecny sekrecni systém Specializovany sekrecni systém

NodG — kationt-selektivni kanal
PlyA,B — polysacharidova lyasa
RapA,C —adhesiny

CasA — calsymin (EF motiv)
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Fixace N, v nodulech

* pfi fixaci N, je nezbytné vytvofit mikro-aerobni redukéni prostfedi, ve kteréem muze dochazet k aerobni tvorbé ATP

* pro udrzeni nizké koncentrace kysliku v nodulech jsou potreba tfi zakladni faktory:

i. permeacni bariéra v parenchymu nodul(i ZATP- (ADP

‘fl?h

ii. pfitomnost leghemoglobinu vazajiciho volny kyslik

iii. vyrazné snizeni Km rhizobialni cytochrom oxidasy (50nM/8nM) Bl Fi-@
1X 1X1.-

Fix]-@ FixJ

&

NOVOOO. NOVOVO\. DNA

nifA fixK
Proteiny
NifA FixK
Cg‘)l(?::srzm Leghemaoglobin - l ‘
Permeacni bariéra m’\» NOVOOO\. DNA
pro kyslik nif, fix gen fixN operon

Regulace pomoci hemo-protein kinasy regulované c kysliku
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Asimilace amoniaku a transport dusiku z nodul(

e asimilace amoniaku probiha v cytosolu a organelach nodult

 za prvotni asimilaci dusiku jsou zodpovédné glutamin syntasa (GS) a NADPH-dependentni
glutamat syntasa (GS-GOGAT)

2-oxoglutarat

=N /
Glutamat SNADPR
2 Bdve.
Ul »/’D :N:/
NAD(P) -
2 Fdx,
Glutamat Asparagin Aspartat
/

Glutamat Glutamin Glutamat

NH,*

“ATP: ADP



Transport dusiku u nékterych lusténin (hrach, vojtéska)
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Transport dusiku u nékterych lusténin (sdja, vigna)

Uninfected cells
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Infected cells
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Hydroxy-

Glutamate

Glutamate =~ Glutamine

)

NH,*
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XMP — Xanthine
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Asimilace dusicnhanu

* dusicnan je hlavnim zdrojem dusiku pro rostliny

e dusi¢nan je nejprve transportovan do bunky (NRT1, NRT2) a poté je bud vyuzit nebo skladovan ve vakuole i ve
velmi vysokych koncentracich (az 20mM)

e pfiasimilaci je dusi¢nan nejprve redukovan na dusitan (NR), ktery je poté dale redukovan na amoniak (NiR)

pH=72
Ay 100 to —250 m)
[NO5;7]=Tto 5 mV

Vacuole

pH =55

Ay =-90mY
[NOB—] =20to
70mV

\

/ GS-GOGAT \
|

NH,*

Nitrite
reductase

Nitrate /

transporter ~

Plasma
membrane



Nitrat reduktasa

* homotetramer s dvéma vaznymi misty pro NADH a dusi¢nan
e jako zdroj redukénich ekvivalentt slouzi NADH/NADPH

e obsahuje tfi kofaktory (FAD, hem-Fe, MoCo)

(B) ~
NO,; + NAD(P)H + H* —— 4!., -
NO, + NAD(P)* + H,0 N
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Relativni hladina NR

Nitrat reduktasa - regulace

0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
hodiny
Other Light
stimuli (photosynthesis)

Caz*' P esters

“ATP:

Nlt' | ]‘aL

Stress conditions

Relativni hladina NR
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0.8
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14-3-3 protein

Fast

14-3-3 protein

?

14-3-3 protein

-i‘@

Salt,
chelation of Me?"
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NR degradation
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Nitrit rekuktasa

e zdrojem Sesti elektront je molekula feredoxinu produkovana v chloroplastech pri fotosysntetickém

ne-cyklickém prenosu elektron(

* u “nebarevnych plastid“ NADPH z pentosového cyklu redukuje feredoxin v reakci katalyzované

ferredoxin-NADP reduktasou

NO, + 6Fdx 4+ 8H* ——— NH," + 6 Fdx,, + 2H,0

Plant nitrite reductase
Fdx-binding

Fdxeq domain 4 Fe—4S and siroheme

CEHQCHZCOO' CH, CHEO0-

“00CH,C

- CHyCH,COO™
HyC

P
Fdxyx N

( NO,™
C > NH,*
“O0CH,C CH,COO™

CH,CH,CO0™

CH,CH,CO0™

Siroheme



