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Resumo 

 

O fato do Ni fazer parte do sítio ativo da urease em plantas, e esta 

enzima ser a responsável pela eliminação de níveis tóxicos de ureia em plantas 

tem sido a justificativa para classificar este elemento como essencial. Por outro 

lado, a atividade da urease tem sido relacionada quase que estritamente à ureia 

produzida na conversão de arginina à ornitina, e principalmente em sementes. 

Nos tecidos vegetativos, folhas, por exemplo, os níveis de atividade de urease é 

muito baixo. Assim, são poucos os estudos que mostram que de fato Ni é 

essencial em plantas, estando restritos principalmente à leguminosa soja, e 

menos ainda os estudos que destacam o papel de urease no metabolismo de 

plantas. Estudos recentes têm mostrado que urease, e consequentemente Ni, 

pode ter papel importante na reciclagem de N entre pools metabólicos em 

plantas sob estresse. Dois experimentos foram realizados com plantas de 

Arabidopsis thalina que receberam fornecimento de fontes nitrogenadas (ureia e 

arginina) associados à oferta de níquel. Um terceiro experimento submeteu 

plantas dessa espécie a situações de restrição hídrica. Análise da expressão 

gênica e quantificação das concentrações de aminoácidos e poliaminas foram 

realizadas em todos os experimentos. Essas analises mostraram que o 

fornecimento de níquel causou alterações em vias metabólicas variadas além da 

via do metabolismo de arginina e ureia. Compostos como arginina, ornitina, 

ureia, glutamato, glutamina, prolina, GABA, citrulina, agmatina e poliaminas 

tiveram suas concentrações alteradas pelos tratamentos. Genes de enzimas das 

vias metabólicas desses compostos também apresentaram variações em sua 

expressão de acordo com os diferentes tratamentos. Aparentemente, essas 

alterações têm relação com a fonte nitrogenada administrada em conjunto com 

o metal. Com o experimento de seca foi possível notar que a concentração de 

osmoprotetores como prolina e poliaminas podem ser ligadas a vias alteradas 

pelo níquel. Apesar de estudo ainda ser necessário, vemos que o níquel e a 

urease podem ser elementos importantes para todo o metabolismo vegetal do 

nitrogênio e não somente para detoxificação de ureia intracelular. 

 

 



 
 
 

Abstract 

 

The fact that Ni is part of the active site of urease in plants, and this 

enzyme is responsible for the elimination of toxic levels of urea in plants has been 

the justification for classifying this element as essential. In contrast, urease 

activity has been almost strictly related to the urea produced in the conversion of 

arginine to ornithine and especially in seeds. In vegetative tissues, leaves, for 

example, the levels of urease activity is very low. Thus, there are few studies that 

actually show that Ni is essential in plants, being restricted mainly to soybean, 

and even fewer studies that highlight the role of urease in plant metabolism. 

Recent studies have shown that urease, and consequently Ni, may play a role in 

the recycling of N between metabolic pools in plants under stress. Two 

experiments were performed using Arabidopsis thalinana plants receiving 

treatments with nitrogen sources (urea and arginine) and nickel. A third 

experiment used same species plants under drought stress. Analysis for gene 

expressions, aminoacids concentration and polyamines concentrations were part 

of all three experiments. Those data indicated that Ni treatment caused changes 

in a variety of metabolic pathways beyond arginine and urea’s reactions. Levels 

of arginine, ornithine, urea, glutamate, glutamine, proline, GABA, citruline, 

agmatine e polyamines were altered by the treatments. Genes for the enzymes 

of these substances’s metabolic pathways had their expression changed as well. 

Those changes seem to be connected with the nitrogen source applied to the 

plants on the experiments. The third experiment indicates that osmoprotectors, 

as proline and polyamines, may have their accumulation affected by metabolic 

pathways that may be prone to interferences caused by Ni. Urease and Ni may 

be important factors not only to intracellular urea detoxification but also for the N 

metabolism as a whole.  
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Introdução 

 

Níquel: descrições gerais e suas relações com as plantas 

 

Níquel (Ni) é um elemento químico metálico presente no grupo 8B da 

Tabela Periódica de Elementos e, por tanto, é um elemento de transição. Quando 

puro, apresenta estado físico sólido, coloração branco-prateada, 

ferromagnetismo e boa condutância térmica ou elétrica 

(http://www.icz.org.br/portaldoniquel/niquel.php). O metal é presente em ligas 

metálicas naturais da crosta terrestre, no núcleo da Terra e também em formas 

químicas livres ou complexos nos solos (Crooke, 1956), sendo, assim, um dos 

metais pesados mais comuns nesses substratos (Berton et al., 2006). Apesar de 

ser difícil de ser laminado ou manipulado, este metal é usado em abundância 

pelo homem tanto atualmente quanto em períodos históricos passados 

(http://www.icz.org.br/portaldoniquel/niquel.php). Devido ao fato de melhorar a 

qualidade e resistência contra corrosão das ligas metálicas, o Ni, é amplamente 

utilizado na indústria metalúrgica entrando na composição de moedas, 

condutores, eletrodos, objetos domésticos, artigos de construção civil e muitos 

outros artefatos. Sua recorrente utilização demanda uma intensa atividade 

extrativista e refinadora para retirar o metal dos minérios naturalmente presentes 

na crosta e transformá-los nas formas utilizáveis.  

No solo, o Ni se apresenta principalmente na forma Ni2+ (Adriano, 

2001; Izosimova, 2005) e sua disponibilidade para absorção pelas raízes das 

plantas depende de diversos fatores como composição do solo, pH, microbiota 

e da presença de diferentes formas químicas do metal (Kabata-Pendias & 

Pendias; 2001; Fontes et al., 2001). Além de ser a mais comum no solo (Adriano 

2001), a forma iônica Ni2+ é aquela preferencialmente absorvida pelas plantas 

através do sistema radicular (He et al., 2012), sendo que, sua disponibilidade no 

substrato é principalmente determinada pelo pH da solução (Uren, 1992). 

Geralmente, nos organismos vivos, o Ni2+ participa da estrutura de diversas 

proteínas e participa dos processos celulares. Nas plantas, dependendo da sua 

disponibilidade, o Ni é um metal pesado, tóxico, mas também um micronutriente 

essencial (He et al, 2012; Gajewska & Sklodowska, 2009). Para as células 

vegetais, é necessária uma quantidade muito pequena do metal para que 

http://www.icz.org.br/portaldoniquel/niquel.php
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completem seus ciclos de vida e a planta sobreviva (Epstein & Bloom, 2005; 

Chen et al., 2009). Sendo assim, tênues alterações nas concentrações do metal 

no solo podem fazer com que as plantas passem a sofrer estresses, danos e até 

a morte. Este fato é particularmente preocupante, pois, a constante mineração, 

refino e descarte do Ni, de formas indevidas ou pouco eficientes, têm sido 

apontados como causadores de elevações alarmantes das concentrações de Ni 

em solos e mananciais de água por todo o globo (Iljin, 1991; Izosimova, 2005).  

Sem a influência humana, as concentrações livres do metal são 

baixas na maioria dos solos, podendo variar de 5 a 500 mg.kg-1 de solo. (Kabata-

Pendias & Pendias, 1992; Bai et al., 2006), podendo chegar a níveis tóxicos, 

para plantas, somente em solos de serpentina, podendo apresentar [Ni] de até 

7.100 mg.kg-1 de solo (Brooks, 1987; Kabata-Pendias & Pendias, 1992). Através 

da ação antrópica, solos antes com baixa presença de Ni, agora, apresentam 

maior concentração do metal (Izosimova, 2005; Wei et al., 2009), o que 

representa risco não somente para a viabilidade da vida vegetal, de áreas 

naturais e de áreas de cultivo, como para toda a rede de cadeias alimentares 

(McLaughlin, 2002). Uma vez que plantas estejam expostas e absorvam o metal 

pesado, ele entra na cadeia alimentar representando risco de intoxicação para 

todos os organismos envolvidos, incluindo humanos. Além disso, como dito 

antes (Epstein & Bloom, 2005; Chen et al., 2009), por ser um micronutriente, 

variações tênues na concentração do Ni nos solos podem representar mudanças 

nos perfis metabólicos e fisiológicos vegetais. Essas mudanças podem, então, 

interferir no crescimento vegetal e nos mecanismos de respostas contra 

estresses das plantas. A quantidade de estudos específicos da [Ni] disponível 

em solos agriculturáveis brasileiros ainda é pequena. De qualquer forma, é 

possível dizer que a prática agrícola intensa pode resultar no esgotamento ou 

deficiência desse metal disponível para as plantas. 

Assim, o estudo, não somente dos mecanismos tóxicos do metal para 

plantas, mas também seu papel fisiológico, é vital para entendermos e criarmos 

estratégias inteligentes de fertilização e proteção das comunidades naturais e 

cultivadas. Apesar da importância deste conhecimento, a literatura tem se 

focado, em sua maioria, na elucidação dos efeitos tóxicos do Ni em organismos 

vegetais. A concentração de estudos que se ocupam do papel fisiológico do 
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metal nas plantas, e sua importância crescente como micronutriente essencial, 

ainda tem baixa representatividade. 

 

 

 

 

Ni como metal tóxico para os vegetais e como eles se defendem 

 

O estresse por exposição a metais pesados, para plantas, pode 

culminar em diversos danos celulares e teciduais (Foy et al., 1978; Seregin & 

Kozhevnikowa, 2006; Gjorgieva, 2018). Ni entra na categoria de metais pesados 

que, quando presente em concentrações não ideais para as plantas, causa 

danos nas estruturas celulares e, caso a presença do metal continue fora do 

ideal, pode gerar danos extensos para os tecidos e para o indivíduo (Eskew et 

al., 1984; Marschner, 1995; Pandey & Sharma, 2002; Gajewska et al., 2006; 

Kopittke et al., 2007; Ghasemi & Ghaderian, 2009). Os danos da presença do 

metal incluem: desequilíbrio na metabolismo antioxidante (Gajewska & 

Sklodowska, 2007 e 2008; Baccouch et al., 2001), bloqueio de crescimento da 

parte radicular e aérea (Gajewska et al., 2006; Gajewska & Sklodowska, 2007; 

Pandey & Sharma, 2002), deficiência nutricional de micro e macronutrientes 

(Ahmad et al., 2011; Rahman et al., 2005; Karimian, 1995; Brown et al., 1990), 

danos nos processos mitóticos (L’Huiller et al., 1996; Dalledonne et al., 1999; 

Arrunategui-Jimenez et al., 1999; Pribyl et al., 2008), danos ao metabolismo de 

açúcares (Seregin & Kozhevnikowa, 2006; Rautio, 2000; Roitto et al., 2005; 

Baccouch et al., 1998; L’Huillier et al., 1996; Kukkola & Huttunen, 1998; 

Appenroth et al., 2010) e outros efeitos ligados a enzimas antioxidantes e 

aproveitamento dos íons de ferro pela planta (Kazemi et al., 2010; Pandey & 

Sharma, 2002; Everhart et al., 2006; Mazzafera et al, 2013; Fabiano et al, 2015). 

Devido a seu papel prejudicial no metabolismo de plantas, o Ni, tem sido o alvo 

de estudos que visam elucidar os seus efeitos danosos e os mecanismos 

vegetais que previnem e combatem os efeitos indesejados do estresse pelo 

metal pesado. Estes estudos são importantes, vez que, como dito antes, os 

níveis de contaminação de Ni em solos do meio ambiente, cultiváveis ou não, 

vem aumentando pela ação antrópica (Izosimova, 2005).  
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A literatura científica apresenta grande quantidade de informação 

sobre como os metais pesados podem estressar as plantas e como essas, por 

sua vez, se defendem dos danos causados (He et al., 2012; Gjorgieva, 2018). 

Em concentrações não ideais o Ni pode causar muitos danos e entre eles está o 

estresse oxidativo, que pode levar à morte celular. As principais respostas contra 

oxidação em plantas são: a produção de vários compostos com atividade 

antioxidante, enzimas que eliminam os agentes causadores da oxidação 

(radicais óxidos), a produção de fitoquelatinas e a não absorção do metal nos 

tecidos radiculares (Noctor et al., 2012; Yannarelli et al., 2007; Yadav, 2010). A 

lista de compostos antioxidantes vegetais é longa, porém, alguns se destacam, 

tais como a glutationa reduzida (GSH), o ácido ascórbico e o ácido cítrico (Noctor 

et al, 2012). Esses compostos são barreiras químicas eficientes contra os danos 

oxidativos nas células, não só de plantas, mas de todos os organismos (Noctor 

et al, 2012; Meister, 1994; Cairns et al., 2006). As moléculas destes compostos 

perdem elétrons para as espécies reativas de oxigênio (ROS), sendo oxidadas 

no lugar de estruturas como DNA, RNA, proteínas e lipídeos (Noctor et al., 2012). 

Dentre os metabolismos dos compostos antioxidantes, um dos mais importantes 

é o das glutationas. 

O metabolismo de glutationa é importante para a manutenção 

constante dos níveis de moléculas oxidantes normalmente presentes no 

ambiente celular. A GSH é constantemente produzida, oxidada por ROS ou 

outros reativos e reciclada. Após oxidada, a GSH se torna glutationa oxidada 

(GSSG, forma dimerizada de GSH). Tendo GSSG como substrato, a enzima 

glutationa redutase (GR) recicla, constantemente, GSH para a célula (Noctor et 

al., 2012). Até 2014, não se sabia de nenhuma possível relação fisiológica entre 

Ni e o metabolismo de GSH, porém, em descoberta recente (Mustafiz et al., 

2014), o metal foi relatado podendo participar da Via de Glioxalases em Oryza 

sativa. Esta via metabólica usa e produz GSH, abrindo a discussão de que talvez 

o metal pesado tenha novos papéis fisiológicos relacionados ao metabolismo 

antioxidante ainda não descobertos (Fabiano et al., 2015). Até então, o principal 

papel do Ni em plantas é como cofator da enzima urease, que degrada ureia a 

amônia e CO2 (Polacco et al. 2013).  

A via de produção de glutationa também está envolvida na produção 

de fitoquelatinas (Noctor et al., 2012; Rauser, 1995; Yadav, 2010). Estas 



15 
 

moléculas vegetais são oligômeros de glutationa, que se ligam quimicamente 

com grande afinidade aos metais pesados. Na circunstância do estresse por Ni, 

ou outros metais tóxicos, células vegetais iniciam o aumento da produção de 

fitoquelatinas (Rauser, 1995; Yang et al., 2001) impedindo o desequilíbrio do 

estado oxidativo celular (Rauser 1995; Yadav, 2010). As moléculas de 

fitoquelatinas complexadas aos metais são, geralmente, encaminhadas e retidas 

nos vacúolos (Brouwer et al., 1993; Eapen and D’Souza, 2005). Além disso, 

compostos como ácidos orgânicos, histidina, arginina e poliaminas também 

podem se ligar ao Ni e outros metais, para efetuar seu sequestro (Collin et al., 

2008; Yusuf et al., 2012; Singh et al., 2016). Estas estratégias são somente uma 

demonstração, dentre muitas outras, das formas que plantas lidam com o 

estresse oxidativo por metais pesados. Outras estratégias envolvem a atuação 

da microbiota do solo (Burd et al., 1998; Burd et al., 2000;). 

Mecanismos protetores da homeostase vegetal, como os 

apresentados anteriormente, estão presentes em todas as plantas (Noctor et al., 

2012). Porém, certas plantas não somente sobrevivem aos metais pesados em 

abundância, mas também acumulam altas concentrações deles em seus tecidos 

(He et al, 2012). Essas plantas, chamadas de hiperacumuladoras, podem 

suportar altíssimas concentrações de determinados metais que seriam mortais 

para a vasta maioria dos seres vivos (Brooks et al., 1977; Rascio & Navari-Izzo, 

2011). Para o Ni, inicialmente eram conhecidos e documentados 350 táxons 

vegetais com indivíduos capazes de sobreviver ao exagero do metal e também 

acumularem quantidades exorbitantes do mesmo em seus tecidos (Reeves, 

1992). Hoje, são mais de 450 espécies identificadas, de 45 famílias, constituindo 

o maior grupo de plantas hiperacumuladoras de metais (Kotrba et al., 2009). 

Originalmente descobertas em terrenos de solos de serpentina, naturalmente 

rico em Ni, estas espécies usam suas estratégias celulares e fisiológicas para 

sobreviverem e completarem seus ciclos de vida mesmo que apresentem 

concentrações de Ni extremamente elevadas em todos os seus tecidos (Reeves, 

1992; Reeves et al., 1981). A família Brassicaceae guarda 25% das espécies 

hiperacumuladoras de Ni (Prasad, 2005) sendo que, os gêneros Alyssum e 

Thlaspi, são aqueles com maior número de membros com essa capacidade 

(Brooks, 1998; Rascio & Navari-Izzo, 2011). São vários os estudos tentando 

elucidar como tais plantas conseguem tal feito (Harish et al., 2008; Rascio and 
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Navari-Izzo, 2011) e como a humanidade pode utilizá-las na descontaminação 

dos solos com Ni de origem antrópica (He et al, 2012; Reeves and Baker, 2000). 

A absorção do Ni por plantas hiperacumuladoras tem sido estudada com a 

finalidade de fitorremediação e fitomineração de solos e fontes de água, visando 

o aumento da produção vegetal e a melhoria da saúde do meio ambiente e do 

homem (Hanikenne & Nouet, 2011). Essas técnicas são promissoras, mas 

também apresentam diversos desafios, pois demandam a domesticação de 

espécies hiperacumuladoras selvagens e o desenvolvimento de técnicas de 

processamento do material vegetal com altas concentrações de metal pesado, 

evitando a nova contaminação do meio ambiente (Chaney et al., 2000; Lasat, 

2002; McGrath et al., 2002). Processos de fitomineração e espécies 

hiperacumuladoras de níquel utilizadas para esse fim são listadas e descritas em 

detalhes na literatura (vander Ent et al., 2015). 

 

Ni é um micronutriente essencial vegetal 

 

O Ni foi o último micronutriente a ser adicionado e reconhecido dessa 

forma, mas ainda é questão de debate. Atualmente, esse reconhecimento vem 

de diversas demonstrações dos danos causados pela sua omissão no 

desenvolvimento das plantas e sua participação do metabolismo de ureia (Brown 

et al., 1987; Fageria et al., 2002; Muyssen et al., 2004). A primeira evidência de 

sua essencialidade foi dada por Dixon et al. (1975), que demonstraram a 

presença de dois íons de Ni na estrutura da enzima urease, que converte ureia 

a amônia e CO2. Posteriormente foi mostrado que plantas de soja (Glycine max 

L.) privadas do metal apresentavam concentrações elevadas de ureia em seus 

tecidos foliares (Eskwe et al., 1983) e consequentes danos necróticos (Figura 1). 

Esse efeito foi relacionado com a queda na ativação da via de degradação de 

ureia, pelo fato do Ni fazer parte do sítio ativo da urease (Eskew et al., 1984; 

Polacco, 1976, 1977). Também foi demonstrado que plantas de cevada, 

crescidas por três gerações sem a presença do Ni, perdem a capacidade de 

gerar sementes viáveis (Brown et al., 1987). A viabilidade da prole é restaurada 

com o fornecimento do metal e é dependente da dose fornecida (Brown et al., 

1987). A partir daí, foi descoberto que o Ni pode interagir com enzimas tais como: 

hidrogenases microbianas (Evans et al, 1987), desidrogenases, glioxalase I 
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necróticas nas folhas devido à toxicidade de ureia (Figura 1) (Eskew et al., 1984; 

Walker et al., 1985). Além disso, estudos mais recentes demonstraram que a 

falta do metal pode ser problemática para espécies arbóreas tanto quanto 

espécies cultivadas. Historicamente, o primeiro relato da deficiência de Ni em 

plantas de grande porte ocorreu com nogueira pecã (Carya illinoensis K.) nos 

Estados Unidos. No caso dessa espécie, o crescimento anormal de suas folhas 

(Figura 2), inicialmente atribuído ao frio ou a ação de algum patógeno, foi 

esclarecido como sendo causado por uma perturbação do metabolismo de 

carbono na árvore, levando ao acúmulo de níveis tóxicos de ácido láctico e ácido 

oxálico em folhas jovens deficientes em Ni (Bai et al., 2006). A deficiência do Ni 

também induziu nesta espécie alterações acentuadas nos níveis de ureídos 

(ureidoglicolato e alantoína), aminoácidos e intermediários do ciclo de ácidos 

tricarboxílicos. Esses dados sugeriram que a presença de Ni e a ação da urease 

podem ser decisivos para a viabilidade de cereais e plantas de pequeno porte 

tanto quanto para plantas arbóreas. 

Apenas recentemente mostrou-se a dependência de outra enzima ao 

Ni. Mustafiz et al. (2014) mostraram a dependência da enzima glioxalase I ao Ni 

em Oryza sativa Indica. Esta enzima é uma das isoformas que participam do 

primeiro passo da Via de Glioxalases (Figura 2), rota pela qual acontece a 

metabolização, para uma forma inócua, do composto citotóxico metilglioxal 

(Kalapos, 2008; Ray, 1994; Li, 2016). Este composto é naturalmente produzido 

pelas células de todos os seres vivos (Li et al., 2016) e precisa ter sua 

concentração finamente regulada pois pode causar grandes danos às estruturas 

celulares (Mustafiz et al., 2014, Li, 2016, Martins et al., 2001, Wang et al., 2009 

Singh & Dhaka, 2016). Mustafiz et al. (2014) demonstraram que a glioxalase I 

dependente do Ni e que pode ter papel importante na resposta contra estresses 

abióticos de plantas. Esta descoberta demonstra o pouco conhecimento que 

ainda temos do metal na fisiologia molecular de plantas. 
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Figura 2: Via de produção de metilglioxal e Via das Glioxalases degradando MG e 

produzindo ácido lático. Setas azuis representam reações espontâneas e setas pretas indicam 

reações enzimáticas. Fonte: Fabiano et al. (2015).  

 

Essa falta de conhecimento deve-se, em parte, por dificuldades 

experimentais e práticas já que a maioria dos processos de purificação para 

eliminar contaminações não removem todos os vestígios no substrato de outros 

elementos quando se busca provar a essencialidade de um suposto nutriente 

(Gerendás & Sattelmacher, 1999). Assim, no caso de micronutrientes, ou seja, 

minerais que precisam estar em quantidades muito baixas nos sistemas 

vegetais, é muito difícil garantir um substrato completamente puro e, por 

conseguinte, um experimento com extremo controle da deficiência daquele 

nutriente. Além disso, como é o caso do Ni, é possível que a planta mãe 

encaminhe quantidades suficientes do mineral para as sementes de forma que 

se tente garantir a sobrevivência da prole (Kutman et al., 2014). Como resultado, 

os estudos da essencialidade e importância do Ni são limitados e não muito 

numerosos.  

Além disso poucas espécies de plantas foram estudadas em 

situações de privação de Ni ou do fornecimento controlado de concentrações 

não tóxicas do metal. A grande maioria dos estudos também é feita sob 

condições controladas, tanto do crescimento quanto do substrato usado, 

enquanto experimentos feitos em condições de cultivo em campo são, por 

enquanto, raros. O estudo abrangente da essencialidade do Ni para plantas 
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ainda enfrenta desafios, porém, expandir os horizontes desta área é vital para 

podermos otimizar o cultivo de plantas, melhorar o manejo de solos, além de, 

melhorar a proteção do meio ambiente e nosso estilo de vida. 

 

Metabolismo do nitrogênio: aquisição, reserva e reuso 

 

O nitrogênio é um dos elementos mais importantes para todos os 

seres vivos. É parte constituinte de grande número das moléculas vitais para os 

sistemas biológicos como ácidos nucleicos e proteínas (Kusano et al., 2011). 

Porém, para as plantas, que realizam fotossíntese e não assimilam nitrogênio 

orgânico junto com sua assimilação de carbono, como fazem os animais, nem 

sempre é possível crescerem em substratos que sejam fontes abundantes desse 

elemento (Werner & Witte, 2011). Na verdade, a aquisição de nitrogênio, é um 

dos principais fatores limitantes ao crescimento das plantas ao redor do planeta 

(Schachtman & Shin, 2007, Werner & Witte, 2011). Durante a evolução 

diferentes grupos de plantas desenvolveram diferentes estratégias para a 

aquisição e aproveitamento de fontes nitrogenadas (Paungfoo-Lohienne et al., 

2010; Elser, et al., 2006) estando entre elas as associações com 

microrganismos, aumento da eficiência de absorção do N disponível no solo e a 

captura e digestão de insetos, por exemplo, garantiram que certas espécies 

sobrevivessem. De forma geral, plantas absorvem pelas raízes nitrato e amônio 

do solo como a forma primária de aquisição do nitrogênio do ambiente (Stitt et 

al., 2002; Yamaya and Oaks, 2004). Mas, também é importante na economia 

nitrogenada das plantas o desenvolvimento evolutivo de mecanismos 

moleculares e fisiológicos para a melhor distribuição, aproveitamento e reuso do 

nitrogênio adquirido (Elser et al., 2006; Kusano et al., 2010; Witte, 2011). A 

reutilização do nitrogênio da ureia é possível apenas pela ação da urease (Witte, 

2011). A hidrólise da ureia é um dos passos do metabolismo de arginina (Figura 

3) e representa uma etapa importante para a ciclagem e redirecionamento do 

nitrogênio em células vegetais (Polacco et al., 2013). Além disso, a eliminação 

da ureia na célula vegetal é necessária pois seu acúmulo pode causar morte 

celular, dano tecidual e necrose (Eskew et al., 1983 & 1984; Walker et al., 1985). 

Como comentado, a falta de Ni pode levar ao acúmulo da ureia em plantas. 
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Figura 3: Rotas metabólicas relacionadas com a degradação de ureia em células 

vegetais. Quadro azul: reação de degradação de ureia via urease. Os números representam as 

enzimas responsáveis pelas reações metabólicas (setas). Os quadrantes coloridos destacados 

representam compartimentos metabólicos, não necessariamente localizados em diferentes 

compartimentos celulares. Fonte: Polacco et al. (2013). 

 

O metabolismo dos aminoácidos é fundamental para o funcionamento 

das células. Esses são as partes constituintes das proteínas e qualquer 

perturbação nas suas concentrações intracelulares pode causar danos aos 

organismos. O metabolismo da arginina tem papel importante tanto na 

construção de proteínas quanto na reciclagem e reserva de nitrogênio (Witte, 

2011; Winter et al., 2015). Apesar das amidas asparagina e glutamina terem 

papel fundamental na remobilização de N entre os tecidos de plantas, seja em 

situação normal ou durante a senescência, a arginina também é um importante 

aminoácido, sendo o principal aminoácido de reserva em plantas (Slocum, 2005) 

sendo aquele com maior número de átomos de nitrogênio (4) por molécula e com 

maior razão nitrogênio-carbono (Polacco & Holland, 1993; Winter et al., 2015). 
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Em sementes de algumas plantas a quantidade de nitrogênio alocada em 

arginina pode corresponder a 30-40% do nitrogênio em proteínas (VanEtten et 

al., 1963; King & Gifford, 1997). Em soja, a arginina pode atingir 50% do pool de 

aminoácidos livres (Micallef & Shelp, 1989). Estas reservas são uma fonte de 

nitrogênio para o embrião durante a germinação da semente (Witte, 2011). Em 

outras espécies, arginina foi identificada como reserva de nitrogênio em tecidos 

radiculares e estruturas subterrâneas (Nordin & Nasholm, 1997; Bausenwein et 

al., 2001; Rennenberg et al., 2010). A arginina estocada, tanto em sementes 

quanto em tecidos vegetativos, é transformada em ornitina através de uma 

reação enzimática que libera ureia como produto (Figura 3). A ureia é então 

capturada e metabolizada pela enzima urease que a hidrolisa liberando NH3 

(Dixon et al., 1975, Dixon et al., 1980). A amônia liberada será assimilada para 

a produção de outros aminoácidos (Polacco et al., 2013). Durante toda a vida da 

planta, o constante metabolismo dessas moléculas permite o redirecionamento, 

reaproveitamento e reciclagem do nitrogênio, minimizando o desperdício de um 

elemento tão precioso (Witte, 2011; Kusano et al., 2010). 

 

Metabolismo de arginina e ureia em plantas 

 

Como dito anteriormente, a ureia endógena (vinda da quebra de 

arginina), em plantas, representa uma origem de nitrogênio para reuso nas 

células (Kusano et al., 2010; Witte, 2011; Polacco et al., 2013). Somado a isso, 

é possível que vegetais absorvam ureia exógena provinda da excreta de animais 

ou de fertilizantes aplicados pelo homem. O nitrogênio representa 47% da massa 

da ureia. A ureia é o principal fertilizante nitrogenado usado na agricultura 

(http://faostat.fao.org; http://www.fertilizer.org/ifa). Sua produção se dá pela 

captura no nitrogênio atmosférico, num processo com gasto alto de energia e, 

portanto, caro. Apesar de seus benefícios, o uso excessivo da ureia pode 

contaminar o meio ambiente com amônia, liberada  pela atividade de ureases de 

microrganismos do solo (Mobley et al., 1995). 

A ureia aplicada em plantas pode ser absorvida diretamente pelo 

sistema radicular ou pelos tecidos aéreos, caso seja empregada em pulverização 

(Kojima et al., 2007; Wang et al., 2008). No solo, a ureia pode ser transformada 

em amônia pela urease de microrganismos, que pode ser absorvida pelas raízes 

http://faostat.fao.org/
http://www.fertilizer.org/ifa
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(Witte, 2011; Kusano et al., 2010). Neste caso, a amônia pode ser assimilada 

diretamente pelo metabolismo de aminoácidos, pelas enzimas glutamina 

sintetase e glutamato sintase (via GS/GOGAT) (Meeks et al., 1978; Miflin et al., 

1980). No caso da absorção da ureia diretamente pelos tecidos vegetais, ela 

precisa ser metabolizada pela urease para disponibilizar a amônia. 

A ureia endógena, derivada da degradação de arginina pela ação da 

enzima arginase (Figura 3). Arginina também está no início da via de biossíntese 

de poliaminas (via da arginina decarboxilase) e de prolina (sobre certas 

situações) (Winter et al., 2015), que são compostos envolvidos em uma vasta 

gama de respostas contra estresses em vegetais. Por exemplo, poliaminas são 

eficientes na eliminação de espécies reativas de oxigênio (Alcazar et al., 2010) 

e prolina é um osmoprotetor (Szabados & Savoure, 2010). 

Pela relação metabólica com arginina, essas vias estão intimamente 

ligadas à produção de ureia endógena (Figura 3). A ornitina para a síntese de 

arginina é formada a partir de N-acetilornitina e glutamato (via cíclica) ou a partir 

N-acetilornitina (via linear) (Winter et al., 2015). Na figura 3, somente a produção 

de N-acetilornitina, a partir de ornitina, é representada, mas é importante citar 

que o caminho inverso é responsável pela produção de ornitina e arginina nas 

células (Winter et al., 2015). A ornitina é transformada em citrulina e, então, a 

argininasuccinato, (Slocum, 2005). Arginina succinato é metabolizada para 

arginina pela arginina succinato liase (Figura 3) (Slocum, 2005). A partir de sua 

formação, a arginina, só pode disponibilizar seu nitrogênio através da arginase.  

O aumento na atividade da arginase resulta no aumento da produção 

de ureia e sua rápida hidrólise pela urease pode causar alcalinização localizada, 

que, por vezes, pode levar a uma alta na atividade da mesma arginase que 

possui, in vitro, pH ótimo acima de 9,5 (Jenkinson et al., 1996). Assim, a 

reciclagem de ureia, que protege os tecidos de danos por toxicidade, permite a 

reciclagem de nitrogênio endógeno ou exógeno (Witte et al., 2002) e, ainda mais, 

pode influenciar na reação da arginase e, assim, no pool de arginina celular. Por 

se conectar com a síntese de tantos compostos celulares (Figura 3), não só a 

reciclagem de ureia, mas a própria ação da urease pode ser importante na 

manutenção da homeostase celular geral das plantas em situações normais ou 

de estresse. Uma vez que a urease é regulada pelas concentrações de Ni 

disponível, é possível dizer que talvez exista uma forte ligação, ainda a ser 
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melhor estudada, entre o mineral e os compartimentos metabólicos citados até 

agora. 

 

 

 

Urease: a primeira enzima vegetal dependente de Ni identificada 

 

A urease é composta por uma unidade proteica que precisa de outras 

3 proteínas acessórias para ter atividade e usa dois átomos de Ni em seu centro 

de reação para catalisar a hidrólise de ureia (Dixon et al., 1975; Witte et al., 2005; 

Follmer, 2008; Witte, 2011). Ela está presente na grande maioria dos seres vivos, 

por tanto, é uma proteína de presença evolutiva conservada (Mobey & 

Hausinger, 1989; Polacco & Havir, 1979; Hirayama et al., 2000; Cox et al., 2000).  

A primeira urease vegetal a ser purificada foi da semente de feijoeiro 

(Canavalia ensiformis) e esta urease foi a primeira proteína a ser cristalizada da 

história.  Sua cristalização abriu as portas para incontáveis descobertas 

científicas, entre elas, provar a natureza proteica das enzimas, sendo a urease 

de feijoeiro cerne do trabalho que ganhou o Prêmio Nobel de Química em 1946 

(Sumner, 1926, Nobel Prize for Chemistry, 1946).  Com o passar dos anos, a 

urease de C. ensiformis se tornou uma das enzimas mais bem caracterizada e 

estudada sendo, também, a primeira metaloenzima identificada como usuária de 

íons de Ni (Dixon et al., 1975). A enzima, também se tornou interessante para 

os estudos de estrutura e mecanismos catalíticos pois, é capaz de sofrer o 

aumento de 1014 vezes na taxa de hidrólise de ureia, além de ser a única enzima 

hidrolítica a ter Ni em seu centro de ativação (Estiu et al., 2006). Em plantas, 

como soja, foi possível identificar a presença de duas isoformas de ureases no 

genoma, uma está presente nos tecidos vegetativos (Hogan et al., 1983; Torisky 

et al., 1994) e outra nas sementes (Meyer-Bothling & Polacco, 1987; Bailey & 

Boulter, 1971). A primeira, chamada de “ubiquitous”, por estar em todos os 

tecidos vegetativos da planta, tem baixa atividade e concentração, a segunda 

está em sementes de forma abundante e com alta atividade no tecido 

reprodutivo, principalmente nas sementes. Outras plantas, porém, como batata 

(Solanum tuberosum), tomate (Lycopersicon esculetum) e Arabidopsis thaliana 

do ecótipo Columbia, possuem somente uma sequência da enzima no seu 
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genoma (Witte et al., 2005). Desde a descoberta da enzima nas plantas, sua 

presença constitutiva nos organismos vegetais tem sido atestada segundo 

diversos estudos (Mobey & Hausinger, 1989; Polacco & Havir, 1979; 

Frankeberger & Tabatabai, 1982; Witte & Medina-Escobar, 2001; Mazzafera et 

al., 2013).  

A urease é uma enzima complexa. A apo-urease é formada por três 

proteínas, cada uma com sequências próprias no genoma: UreA, UreB e UreC 

(Witte et al., 2005). Para a ativação da atividade catalítica são necessárias mais 

três proteínas, chamadas de acessórias: UreG (subunidade G), UreD 

(subunidade D) e UreF (subunidade F) (Figura 4). Com papéis distintos, as 

proteínas acessórias garantem a ligação de dois íons de Ni ao centro reativo, 

garantem a ligação da ureia na proteína e formam o centro de reação para que 

a catálise possa acontecer de forma correta. Em A. thaliana a apo-urease e cada 

subunidade possuem uma sequência cada no genoma e não apresentam 

variantes pós-transcricionais. Assim sendo, uma vez que a proteína urease está 

montada (apo-urease+UreG+UreD+UreF) a reação de hidrólise da ureia pode 

ocorrer. 

 

Figura 4: Formação da urease usando apo-urease e proteínas acessórias. UreG 

carrega íons de Ni para a centro catalítico da enzima. Fonte: Witte et al. (2005). 
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A reação de hidrólise da ureia acontece no citossol das células e é 

diretamente dependente da disponibilidade de Ni em seu ambiente (Witte, 2011; 

Polacco et al., 2013). Por só ser ativa com esse metal, a atividade da urease é 

regulada pelas concentrações de niquel adquirido pela planta. 

 

 

Objetivo 

 

O objetivo desse trabalho foi verificar se a oferta de Ni pode causar 

alterações na reciclagem de N, via urease, quando ureia e arginina são 

fornecidas separadamente ou juntas com o metal, e também se a reciclagem é 

afetada em resposta à imposição de estresse hídrico. 

 

Hipótese 

 

Nossa hipótese é que o N da ureia, através da urease, pode conectar 

diferentes pools metabólicos, aumentado a eficiência do uso do N através da 

reciclagem do N entre os pools. O objetivo desse trabalho foi verificar se a oferta 

de Ni pode causar essas alterações. 

 

Métodos 

 

Desenho experimental e material vegetal 

 

Foram realizados três experimentos, que são descritos a seguir. Nos 

três foram utilizadas plantas de A. thaliana ecótipo Columbia. Após o choque 

térmico das sementes (4ºC por 4 dias consecutivos), semeadura foi feita 

diretamente em substrato composto por substrato comercial de jardinagem, 

vermiculita e perlita, na proporção 1:1:1 (v/v/v) em vasos de 0,5 litro de 

capacidade. Após 2 semanas foi feito o desbaste manual de forma que somente 

três plantas de tamanho semelhante restassem por vaso. Com um mês de idade 

as plantas foram usadas nos experimentos. Portanto, cada repetição biológica 

usada em todos os experimentos a seguir, corresponde a um vaso contendo três 

plantas de um mês de idade e de tamanho semelhante. 
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Todos os experimentos a seguir foram executados sob as mesmas 

condições de crescimento. Os vasos foram colocados em câmara de 

crescimento com temperatura constante de 20ºC, umidade ao redor de 70% e 

150 µmols.m-1.s-1 de luz branca e fotoperíodo de 8 horas de luz. As regas eram 

feitas a cada 3 dias pela adição de água destilada nos pratos coletores dos 

vasos. 

 

Experimento 1: Aplicação combinada ou não de ureia e Ni 

 

Foram utilizadas quatro repetições biológicas por tratamento, 

incluindo o controle. Os tratamentos foram:  

a) controle (sem adição de ureia ou Ni); 

b) solução aquosa de ureia a 0,5% aplicada nos pratos coletores dos 

vasos;  

c) aplicação de spray foliar de uma solução aquosa de 25 µM NiCl2 

com adição do espalhante foliar comercial Agral (0,01%);  

d) combinação dos tratamentos “b“ e “c“. 

Na aplicação do Ni o substrato foi protegido com algodão para que 

não escorresse para o solo. A pulverização não foi excessiva, evitando-se o 

escorrimento da solução pelas folhas.  

Três dias após a aplicação dos tratamentos, foi feita a coleta das 

folhas de todas as plantas em nitrogênio líquido e depois armazenadas à -80ºC. 

As amostras foram maceradas em nitrogênio líquido e armazenadas novamente 

à -80ºC. As análises neste material foram de expressão gênica e quantificação 

relativa de metabólitos. 

 

Experimento 2: Aplicação combinada ou não de Ni e arginina 

 

Para esse estudo utilizou-se 9 repetições biológicas. Os tratamentos 

foram: 

a) controle; 

b) solução aquosa de arginina (50 μM) colocada no prato coletor dos 

vasos;  
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c) spray foliar com solução aquosa de NiCl2(25 μM) com a adição do 

espalhante adesivo comercial Agral (0,01%); 

d) combinação dos tratamentos “b“ e “c“. 

As plantas foram coletadas, processadas e analisadas da mesma 

forma que no experimento 1. 

 

Experimento 3: Estresse hídrico 

 

Neste estudo foram utilizadas 9 repetições biológicas. O estresse 

hídrico foi aplicado por suspensão total da rega por 7 e 14 dias. Os grupos de 

controle receberam regas normalmente. As plantas foram coletadas, 

processadas e analisadas da mesma forma que nos experimentos 1 e 2.  

 

Análises de expressão gênica 

 

As sequências dos genes alvo (CDS) a serem analisados foram 

obtidas no banco de dados público TAIR (https://www.arabidopsis.org/). Os 

primers foram desenhados com software Primer 3 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). Os genes 

analisados foram aqueles descritos na Figura 3. As sequências dos primers 

utilizados estão apresentadas no Apêndice 1. O primer para o gene da urease 

foi desenhado tendo como alvo a sequência da apo-urease. Pares de primers 

para os genes de actina e do fator de elongamento 1-alfa foram adquiridos e 

usados como genes constitutivos (Apêndice 1). 

A extração do RNA total das amostras foi feita com o reagente 

comercial Tri Reagent (Sigma-Aldrich), de acordo com as especificações do 

protocolo fornecido pelo próprio fabricante. Após extração do RNA total as 

amostras foram tratadas com DNAse (RNase-Free, Bioagency). A quantificação 

e verificação da qualidade do RNA extraído foi feita no equipamento NanoDrop® 

2000 (Thermo Fisher Scientific). A verificação da integridade do RNA foi feita em 

eletroforese gel de agarose contendo brometo de etídio e posterior observação 

em fotodocumentador sob luz UV (Gel Doc 2000, BIO RAD).  

A síntese da fita simples de cDNA foi feita com o kit SuperScript IV 

(Thermo Fisher Scientific), seguindo o protocolo do fabricante. 
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As reações de PCR quantitativo em tempo real foram feitas de acordo 

com o protocolo indicado pelo fabricante do reagente QuantiFast SYBR Green-

PCR Mix (Qiagen). As reações tinham o volume final de 10 µL, sendo 5 µL do 

reagente “QuantiFast SYBR Green PCR Mix” (Qiagen), 0,2 µL de cada um dos 

primers (senso e antisenso), 3 µL de cDNA e 1,6 µL de água MilliQ fornecida no 

mesmo kit “QuantiFast SYBR Green PCR Mix”. As análises foram feitas usando 

o termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™). 

O cálculo da curva de eficiência dos primers e de expressão gênica de cada gene 

foi feita no software do fabricante “StepOne™ Software”. O cálculo da expressão 

gênica relativa foi efetuado segundo o modelo 2-(ΔΔCt) (Livak and Schmittgen, 

2001). 

  

Análise de metabólitos em HPLC-MS 

 

Aproximadamente 100 mg de cada amostra foram extraídos com 1 

mL de solução aquosa de 80% de metanol (Sigma-Aldrich) em tubos Eppendorf. 

Após homogeneização em vortex os extratos foram colocados por 30 min em 

banho de água com ultrasom. Em seguida os tubos foram centrifugados 

(15.000xg, 15 min, 4ºC) e o sobrenadante foi recuperado, sendo armazenado a 

-80ºC até o momento da análise em HPLC-MS 

Todas as análises foram feitas em um “Ultra Performance Liquid 

Chromatography Acquity” (Waters) acoplado a um espectrômetro de massas 

TQD 157 triplo quadripolo (Micromass, Manchester, Inglaterra). A separação 

cromatográfica foi realizada utilizando uma coluna Waters Acquity BEH C18 (2,1 

mm x 50 mm x 1,7 µm) e o gradiente de eluição foi de 8 minutos variando de 5% 

a 100% de acetronitrila (solvente B) em água MilliQ com 0,1% de ácido fórmico 

(solvente A). O fluxo foi de 0,2 ml.min-1 e a temperatura da coluna de 30ºC. A 

ionização foi em modo negativo com condições: capilar 3 kV e cone 50 V, 

temperatura da fonte de íons de 150ºC e temperatura de dessolvatação de 

300ºC. Os espectros MS/MS foram obtidos por dissociação induzida por colisão 

(CID) com energia de colisão de 20 V. Para confecção da curva padrão das 

concentrações dos compostos analisados, padrões foram feitos e analisados 

pelo mesmo processo acima. Esses padrões foram feitos com a adição de 1 mg 

dos compostos alvos extra puros, da marca Sigma-Aldrich, em 1 mL de água 
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Milli-Q autoclavada. As curvas de concentração dos padrões foram constituídas 

de 5 pontos por curva. 

 

Medição de potencial hídrico 

 

O potencial hídrico no Experimento 3 foi medido utilizando uma 

Câmara de Scholander. 

 

Análise estatística 

 

As análises foram feitas no software R e os testes estatísticos 

aplicados foram o ANOVA e teste Tukey. O valor p, considerado significativo em 

ambos os testes, foi de p<0,05. 

 

Resultados 

 

Experimento 1 

 

A expressão urease (Figura 5A) apresentou variações entre os 

tratamentos aplicados. A adição de Ni aumentou, discretamente, o nível de 

expressão, com relação ao controle, em 1,3 vezes. A aplicação de ureia causou 

um aumento ainda maior da expressão, 3,2 vezes, sendo superado só pelo 

tratamento conjunto de Ni e ureia, com aumento de 5,7 vezes.  

A adição somente do Ni diminuiu a expressão de arginase (Figura 5B). 

Nesse tratamento, o nível de expressão relativa foi de, aproximadamente, 

metade daquele quantificado no controle. Porém, a adição tanto de ureia quanto 

do metal em combinação com ureia elevou a expressão gênica da enzima, acima 

do grupo controle. Essa subida foi de, em média, 2,2 e 2,5 vezes, 

respectivamente, mas sem serem estatisticamente diferentes. Quase o mesmo 

cenário pode ser notado no caso da ADC1, (Figura 5C). Os tratamentos com 

ureia e ureia com Ni elevaram a expressão do gene dessa enzima muito acima 

do grupo controle, 5,6 e 7,1 vezes, respectivamente. Apesar disso, ambos os 

grupos têm níveis não diferentes de expressão relativa. Em contrapartida, a 

adição somente do Ni elevou o número de transcritos da ADC1 para além do 
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que a do grupo com aplicação do Ni. A expressão do gene de ASS, (Figura 5F), 

teve um comportamento semelhante a ADC1, ou seja, a aplicação de ureia e a 

aplicação combinada de ureia e Ni aumentaram 2,3 e 1,8 vezes, 

respectivamente, mas não diferindo entre elas. Por outro lado, a aplicação 

apenas do metal praticamente não diferiu do controle. 

Todos os tratamentos causaram elevação na expressão gênica da 

GS2 (Figura 6A) em relação ao grupo controle. A aplicação de Ni causou 

aumento de 8,7 vezes em comparação ao controle. A aplicação de ureia e de 

ureia combinada com Ni atingiu expressão semelhante, sendo seus valores 41,1 

e 35,4 vezes maior que o controle, respectivamente. GLU2 (Figura 6B) não 

apresentou diferença nos níveis de expressão entre os tratamentos, porém, 

todos os tratamentos aumentaram a expressão em relação ao controle. A 

expressão de GLT (Figura 6C), pertencente à mesma família gênica de GLU2 e 

codante de uma enzima de ação semelhante, mostrou diferenças entre os 

tratamentos. Enquanto houve aumento de 2,8 vezes na aplicação combinada de 

ureia e Ni, a aplicação isolada de ureia e Ni aumentaram apenas 0,13 e 0,07 

vezes o valor de expressão em relação ao grupo controle, não sendo 

significativas estas diferenças. 

A expressão de ALDH (Figura 6D) não sofreu alteração significativa, 

com relação ao grupo controle com a aplicação do Ni. Porém, alterações 

significativas foram notadas com a aplicação de ureia ou de ureia com Ni, sendo 

os aumentos de 3,1 e 3,6 vezes, respectivamente, mas sem diferirem entre si. 

Apesar de participarem da mesma rota de produção de prolina, os padrões de 

expressão notados para ALDH (Figura 6E) e P5CR (Figura 6F) foram diferentes. 

O segundo gene mostrou diferenças significativas entre todos os grupos do 

experimento, sendo que o aumento de expressão foi bastante alto no tratamento 

combinado de ureia e Ni, de 90,2 vezes em relação ao controle. As plantas que 

receberam somente Ni aumentaram expressão em 20,5 vezes em relação às 

plantas controle. As que receberam apenas ureia, o aumento foi de 49 vezes. 
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vezes. As plantas que receberam arginina não diferiram significativamente 

daquelas que receberam arginina + Ni. 

No caso de ADC1, os três tratamentos foram significativamente 

diferentes do grupo de plantas controle (Figura 10C). As plantas que receberam 

a aplicação somente de arginina mostraram expressão 1,42 vezes maior em 

comparação ao controle. Já plantas com aplicação somente de Ni apresentaram 

expressão 0,81 vezes menor. Na aplicação simultânea de arginina e Ni, a 

expressão de ADC1 foi 1,26 vezes maior que a média do controle. Os 

tratamentos com arginina não diferiram entre si. 

A quantificação da expressão dos genes ONAT e ASS mostrou 

comportamento semelhante, mas o aumento de expressão de ONAT foi muito 

maior (Figuras 10D e 10F). Plantas que receberam aplicação de arginina tiveram 

aumento na expressão de ONAT de 43,6 vezes em relação ao controle. As 

plantas que receberam a aplicação de Ni tiveram níveis 35,5 vezes maiores na 

expressão do gene ONAT. Plantas que receberam arginina + Ni aumentaram 

31,6 vezes a expressão. Plantas pulverizadas com arginina não diferiram de 

plantas pulverizadas com Ni, mas plantas pulverizadas somente com arginina 

diferiram daqueles em que o aminoácido foi combinado com Ni. 

Em relação ao gene ASS (Figura 10F), somente a aplicação de 

arginina aumentou a expressão 2,16 vezes mais que o valor do controle. Esse 

valor foi, além de significativamente diferente das plantas controle, o maior 

dentre os valores obtidos durante as quantificações desse gene. Plantas que 

receberam Ni e arginina + Ni aumentos de expressão de 1,77 vezes e 1,45 

vezes, respectivamente, acima do valor do controle. Estatisticamente, os três 

grupos de tratamento foram diferentes do grupo controle e, também, diferentes 

entre si. 

O gene de ONAT não foi o único a ter a expressão tão aumentada 

pelos tratamentos. O gene NOS (Figura 10E) também se mostrou bastante 

influenciável pelos tratamentos. As plantas tratadas somente com arginina e 

somente com Ni tiveram valores 29,34 e 34,01 vezes maiores que o valor do 

controle. Esses dois valores não foram significativamente diferentes. As plantas 

que receberam arginina + Ni tiveram expressão de NOS 46,55 vezes acima do 

controle. Neste caso, o último grupo de plantas citado teve diferença significativa 

quando comparado aos dois outros grupos.  
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tratamento somente com arginina, que foi de apenas 0,72 vezes o valor do 

controle.  

De forma oposta, o gene GLU2 (Figura 11B) apresentou grande 

aumento na expressão em todos os tratamentos aplicados. As plantas com maior 

aumento foram aquelas expostas a arginina de quase 80 vezes na comparação 

com as plantas controle. Os outros dois grupos de plantas apresentaram valores 

médios de 39,59 e 57,56 vezes para a aplicação de Ni e de arginina+Ni, 

respectivamente. Apesar da diferença acentuada entre esses tratamentos, elas 

não são significativamente diferentes. 

Diferente do Experimento 1, e também do 3, cujos resultados serão 

apresentados mais adiante, no experimento 2 foi possível detectar níveis de 

expressão do gene de OAT (Figura 11D). Houve aumento de expressão com a 

aplicação de arginina sozinha ou aplicação de arginina+Ni juntos, quando 

comparados ao controle. Os valores dessas plantas foram de 2,39 e 1,89 vezes 

mais, respectivamente. Os dois tratamentos não foram estatisticamente entre si. 

Além disso, o grupo de plantas que recebeu somente a aplicação de Ni 

aumentou a expressão significativamente em 1,22 vezes mais que o controle, 

mas ainda significativamente menor que os outros dois tratamentos. 

No caso do gene de ALDH (Figura 11E), o tratamento combinado de 

arginina e Ni levou a um aumento de expressão de 67,36 vezes, ou seja, 

significativamente mais alto que o controle e os outros dois tratamentos, arginina 

e Ni, que tiveram 1,80 e 1,26 vezes o valor do controle, mas que não foram 

significativamente diferentes entre eles e em relação ao controle. 

Para o gene de P5CR (Figura 11F) as plantas que receberam spray 

de Ni mostraram aumento da expressão em relação ao controle. Nas plantas que 

só receberam arginina, a expressão aumentou quase duas vezes mais que o 

controle, porém, sem ser diferente estatisticamente do controle. As plantas que 

receberam a aplicação somente do Ni tiveram aumento de expressão de 3,48, 

sendo significativamente maior que o controle, mas menor do que o aumento 

ocasionado pela aplicação conjunta de arginina e Ni, que foi de 5,34. 
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Apesar de terem praticamente dobrado os valores do controle e serem 

estatisticamente diferentes dele, nenhum dos tratamentos aplicados diferiu entre 

si em relação ao teor de ornitina (Figura 12B). Apesar dos valores médios obtidos 

em todos os grupos de tratamento estarem acima do valor do controle, 

estatisticamente eles não são significantemente diferentes entre si.  

A aplicação de arginina só ou combinada com Ni levou ao aumento 

significativo de citrulina quando comparados os valores com o controle e o 

tratamento com Ni. Os valores encontrados para o controle e o tratamento com 

Ni foram, respectivamente, 0,0036 e 0,0045 μg.g-1. Arginina aplicada sozinha 

elevou o nível de citrulina para 0,051 μg.g-1 e quando aplicada com Ni, para 0,19 

μg.g-1, valores que representam 14,2 e 52,3 vezes mais em relação às plantas 

do controle. 

As concentrações de ureia nos tecidos de plantas dos três 

tratamentos aumentaram significativamente em relação ao controle (Figura 

12D). Plantas tratadas com arginina tiveram, estatisticamente, as mesmas 

concentrações de ureia daquelas que receberam somente o Ni, mas plantas que 

receberam arginina+Ni o aumento de ureia foi significativamente. Arginina e Ni 

aplicados isoladamente apresentam os conteúdos de 6,9 e 7,77 μg.g-1 de ureia, 

respectivamente, representando um aumento médio de 1,6 vezes o valor das 

plantas controle, 4,7 μg.g-1. Plantas com arginina+Ni tiveram um aumento de 

2,13 vezes mais ureia nos tecidos que plantas controle, atingindo o conteúdo de 

10,02 μg.g-1. 
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nitrogênio pode ter dois destinos: entrar na formação de arginina ou de glutamina 

(ver figura 3). As plantas que receberam ureia ou ureia+Ni no experimento 1 

mostraram maiores concentrações de ureia em seus tecidos, mas chama 

atenção que nas plantas do tratamento ureia+Ni o nível foi maior. 

O aumento de ureia foi acompanhado por um aumento de vários 

compostos, mas principalmente aminoácidos, tanto aqueles que estão na rota 

de biossíntese de poliaminas e citrulina como também de glutamato, glutamina, 

prolina e GABA. Com exceção de arginina e glutamato, ureia+Ni induziram 

maiores níveis do que apenas ureia. Apenas ureia e ureia+Ni também induziram 

aumento de agmatina, mas não houve aumento dos compostos subsequentes 

na rota de poliaminas, ao contrário, houve redução de putrescina, espermidina e 

espermina, em relação ao controle. É importante citar que o vacúolo pode ser 

um destino importante para o equilíbrio de ureia nas células (Liu et al., 2003; 

Martinoia et al., 2006), assim não todo o fertilizante nitrogenado que chegou para 

as folhas das plantas, estaria disponível para ser metabolizado pela urease, uma 

enzima citoplasmática. No caso da ureia presa no vacúolo, seu nitrogênio não 

estaria prontamente disponível para formar novas moléculas mas, seria 

detectado no método de análise do experimento. 

Ni aplicado sozinho teve pouco efeito em todos os compostos 

analisados, sendo este efeito menor ainda que ureia aplicada sozinha, indicando 

que existe uma associação positiva entre ureia e Ni. Essa associação pode ser 

explicada pela maior expressão de urease nas plantas que receberam ureia e 

ureia+Ni, sendo maior a expressão no segundo caso. Urease é dependente de 

Ni para sua ativação (Polacco et al., 2013) e tanto o metal quanto a ureia podem 

ser fatores regulatórios da sua atividade e de sua expressão (Polacco et al., 

2013; Mazzafera et al., 2013). Numa situação de alta concentração intracelular 

de ureia, a disponibilidade de Ni é crucial para a metabolização do composto 

(Polacco et al., 2013). Mesmo que pouco influente para a expressão da urease 

quando aplicado sozinho, o Ni parece ter papel regulatório importante dessa 

expressão quando aplicado com a ureia. 

Sabidamente, além de sua importância na síntese de proteínas, 

arginina constitui uma importante reserva de nitrogênio na maioria das plantas 

(Polacco & Holland, 1993; Winter et al, 2015). Os aumentos de arginina e 

agmatina nos tratamentos com ureia foram seguidos pela maior expressão de 
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arginase e ADC1, mas nesse caso não houve diferenciação de expressão em 

relação à adição de Ni. É sabido que, o pH ótimo in vitro para arginase é ao redor 

de 9,5 (Jenkinson et al., 1996), e uma vez que ureia é um agente alcalinizante, 

o aumento de expressão de arginase, assim como de urease, pode refletir uma 

tentativa de redução de ureia solúvel.  

Apesar do aumento observado de arginina e agmatina, isto não se 

refletiu na biossíntese de outras poliaminas, i.e., putrescina, espermidina e 

espermina. Em parte, isto poderia ser explicado pelo aumento de citrulina, que 

desviaria parte da arginina que poderia ser usada na biossíntese de poliaminas. 

Estes aumentos de concentrações foram seguidos por aumentos nas 

expressões dos genes relacionados. Assim, além de arginase e ADC1, houve 

aumento na expressão de NOS e ASS, sendo que aqui também não se observou 

o efeito associado de ureia+Ni. Oposto a biossíntese de arginina, também houve 

aumento de ornitina e da expressão de ONAT. 

Entre os genes associados à biossíntese de glutamina, ácido 

glutâmico e prolina, que claramente aumentaram com ureia, houve aumento na 

expressão de GS2, ALDH e P5CR, mas não de GLU2, que está envolvida na 

biossíntese de glutamato. Por outro lado, o tratamento com ureia+Ni causou 

aumento de GLT, que também está envolvida na biossíntese de glutamato. 

GLU2 indica a enzima glutamato sintase dependente de ferredoxina, enquanto 

GLT indica glutamato sintase dependente de NADH, que é principalmente 

encontrada em tecidos não clorofilados, como raízes, meristemas apicais, feixes 

vasculares entre outros (Konishi et al., 2014). GLU2 é expressa 

predominantemente em folhas. Dessa forma, não deixa de ser uma surpresa a 

expressão aumentada do tratamento ureia+Ni. 

A glutamina é a amina originada da incorporação do nitrogênio 

amoniacal em moléculas de glutamato e é a principal porta de entrada do 

nitrogênio nas células vegetais. O aumento de glutamina em relação ao 

fornecimento de Ni foi observado por Lin et al. (2007). Apesar disso, os autores 

notaram que o acúmulo de glutamina tinha pouca ligação com o acúmulo de 

prolina. Neste caso, o glutamato, produzido a partir de glutamina era 

metabolizado para compostos como GABA. Da mesma forma, o acúmulo de 

ornitina não foi tido como responsável pelo acúmulo de prolina, mas sim a 

diminuição na metabolização de prolina dentro das células e hidrólise proteica. 
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No caso desse estudo, é possível dizer que o acúmulo de glutamina pode ter 

sido resultado da maior incorporação de N amoniacal durante o fornecimento de 

Ni. 

O conteúdo de GABA também aumentou nas plantas tratadas com 

ureia, sendo maior com a presença de Ni. Uma vez que GABA no tratamento 

com Ni apenas se manteve no mesmo nível do controle, presume-se que não 

houve um efeito de estresse por este metal, como observado em várias plantas. 

GABA é um forte sinalizador de estresses em plantas (Kinnersley & Turano, 

2000), mas o nível de ureia usado aqui é aquele comum na pulverização de 

plantas no campo, como forma de fornecimento de N via foliar. Assim, o efeito 

observado pode ser uma resposta ao simples fornecimento de N, uma vez que 

a biossíntese de GABA está intimamente associada ao metabolismo primário de 

N em plantas (Michaeli & Froom, 2015). De fato, a biossíntese de GABA se dá a 

partir de glutamato por ação da enzima glutamato descarboxilase. 

 

 

 

Experimento 2: arginina e Ni 

 

Como esperado, o fornecimento de arginina, sozinha ou em 

combinação com Ni, levou ao aumento de arginina nas folhas de A. thaliana. 

Assim como para a ureia, plantas são capazes de captar aminoácidos via suas 

raízes usando transportadores celulares (Svennerstam et al., 2008). Dessa 

forma, é possível dizer que a arginina fornecida pôde ser absorvida, transportada 

e metabolizadas nas folhas das plantas estudadas. Entretanto, o aumento 

notado nos resultados foi muito maior, da ordem de quase 6 vezes, quando 

arginina foi aplicada com Ni, indicando um efeito sinergístico. Curioso também 

foi o fato de que o aumento de arginina com fornecimento de Ni sozinho foi maior 

do que o fornecimento do aminoácido sozinho. Este efeito sinergístico entre 

arginina e Ni muito provavelmente não reside em atividade de enzimas 

relacionadas a síntese ou degradação deste aminoácido. Em certas espécies, a 

absorção de ureia pode ser favorecida pela deficiência de Boro (Yang et al., 

2015), nesse caso vemos uma relação entre a concentração de um nutriente e 

a absorção radicular do fertilizante, que pode ser uma alternativa para explicar 
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os dados mostrados. A concentração usada de NiCl2 para a pulverização das 

plantas foi de 25 µM, um nível que eventualmente poderia ser tóxico às plantas 

e que poderia acarretar a produção de poliaminas, que podem atenuar estresses 

causados por metais (Choudhary, et al., 2010; Shevyakoya et al., 2011; Nasibi 

et al., 2013, Minocha et al., 2014). Nasibi et al. (2013) estudaram o efeito da 

aplicação de arginina, como precursora de poliaminas, na atenuação da 

toxicidade de Ni, sendo o aminoácido e o metal fornecidos para as raízes e em 

concentrações maiores do que as usadas aqui. Estes autores observaram que o 

fornecimento de arginina alterou bastante o padrão de enzimas relacionados ao 

metabolismo antioxidante e também a produção de peróxido, indicando uma 

ação protetiva. Observaram ainda que o fornecimento de arginina levou ao 

aumento de Ni nas folhas e sugeriram que, de forma similar a histidina, que 

complexa Ni e facilita seu transporte pelo xilema para a parte aérea, arginina 

poderia ter o mesmo efeito. Entretanto, em nosso experimento o Ni foi fornecido 

via foliar, e houve proteção para que não caísse no substrato, e arginina foi 

colocada como solução no prato sob o vaso contendo as plantas. Ni é móvel pelo 

floema (Yusuf et al., 2011), mas o aumento de arginina endógena no tratamento 

indicaria que o Ni transportado para as raízes estaria facilitando a absorção de 

arginina ou seu transporte pelo xilema para a parte aérea. Entretanto, não parece 

haver limitação para absorção de arginina pelas raízes. Plantas absorvem 

aminoácidos do solo como fonte de N, assim como micorrizas associadas a elas, 

além do fato que em A. thaliana são conhecidos ao menos 53 transportadores 

de membrana associados à aminoácidos (Svennerstam et al., 2008)  

Curiosamente, arginina aplicada sozinha não ocasionou aumento de 

nenhuma poliamina, o que de certa forma não apoia a hipótese de Nasibi et al. 

(2013), na qual o fornecimento desse aminoácido induziria a biossíntese desses 

compostos. Estes autores, no entanto, não dosaram poliaminas em seu estudo. 

Por outro lado, arginina+Ni levou ao aumento maior das poliaminas agmatina, 

espermidina e espermina, mas não de putrescina. A relação entre toxicidade do 

Ni como metal e poliaminas tem sido exaustivamente estudada (Zhao et al., 

2008; Shevyakoya et al., 2011; Nasibi et al., 2013), o que poderia explicar o 

aumento de agmatina quando este metal foi aplicado sozinho. Entretanto, os 

níveis das outras poliaminas se matinveram semelhantes ao controle na 

pulverização de apenas Ni, sugerindo que não houve fitotoxicidade no 
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experimento. Cabe comentar que não se observou nenhum sintoma de 

toxicidade nas plantas, como, por exemplo, amarelecimento de folhas. 

Vale ainda comentar que no experimento 1 os níveis de arginina nos 

tratamentos com ureia e ureia+Ni ficaram ao redor de 1,5 µg.g-1 enquanto que 

no experimento 2, o tratamento arginina+Ni elevou o nível endógenos de arginina 

a quase o dobro disso. Porém, os níveis de ornitina, citrulina, e poliaminas foram 

bastante inferiores quando arginina foi usada como fonte de N, indicando que 

provavelmente muito do aminoácido absorvido tenha sido usado na biossíntese 

de proteínas. Uma grande diferença entre os tratamentos com ureia e arginina 

também pode ser vista nos níveis dos aminoácidos glutamina, glutamato, prolina 

e GABA. Apesar de essas diferenças poderem ser relacionadas ao metabolismo 

alterado das plantas em resposta aos tratamentos, elas poderiam também ser 

atribuídas ao fato dos experimentos 1 e 2 terem sido feitos em épocas diferentes, 

portanto, com variação entre as plantas.  

O aumento da expressão de urease e arginase é concordante no 

sentido de que os tratamentos com arginina aumentaram a expressão de ambas, 

mostrando que havia degradação de arginina, gerando ureia. Entretanto, Ni 

aplicado sozinho aumentou o teor de arginina, mais até que arginina aplicada 

sozinha, o que não foi verificado na expressão de urease ou arginase. Ou seja, 

houve aumento de expressão, mas em menor grau que nos tratamentos com 

argnina aplicada isoladamente ou em associação com Ni. Isto indica que o Ni 

por si só mostra, e confirma os dados com ureia, tem uma influência no 

metabolismo de ureia, mas que o efeito é mais pronunciado mediante o 

fornecimento de uma fonte de N relacionada, ou seja, ureia ou arginina.  

O efeito do fornecimento de arginina e Ni, combinados ou não, 

também foram observados na expressão de genes relacionados à biossíntese 

de citrulina e N-acetil-ornithina, i.e., ONAT e NOS, sendo muito mais 

pronunciados do que ADC da biossíntese de poliaminas. Estas altas expressões 

de ONAT e NOS poderiam ser explicadas pela possibilidade de ornitina ser 

sintetizada por uma via linear e uma cíclica. A via cíclica de produção de ornitina 

consiste em uma série de reações metabólicas que, usando glutamato, originam 

ornitina e N-acetilglutamato (Winter et al., 2015). Esse composto segue por 

reações enzimáticas que produzirão N-acetilornitina, composto que pela ação da 

enzima N-acetilornitina-glutamato-acetiltransferase (NAOGAcT) gera ornitina e 
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regenera N-acetilglutamato para o ciclo. A via linear consiste na transformação 

enzimática de N-acetilornitina para ornitina de forma direta. Após formação de 

ornitina, seja de forma linear ou cíclica, acontece sua transformação em citrulina, 

argininosuccinato e arginina, nesta ordem. Dessa forma, o nitrogênio pode ser 

reciclado dentro da célula, saindo de arginina através da ureia e da urease e 

através de glutamato e ornitina voltar a arginina. Outro destino possível desse N 

é para prolina que pode ser produzida via OAT e ornitina. Essa via tem sido 

estudada como importante em situações de estresse abiótico (Anwar et al., 2018) 

porém inexpressiva em situações não estressantes (Funck et al., 2008). 

O envolvimento da via linear de biossíntese de ornitina no 

experimento 3 encontra suporte na alta expressão de GLU2, fornecendo 

glutamato para a biossíntese de ornitina e de prolina, sendo que no caso deste 

último aminoácido houve grande aumento de expressão de ALDH, mas menos 

de P5CR. Desta forma, levando em conta os dados de expressão o efeito de 

arginina seria muito mais via metabolismo de ornitina do que de ureia. 

 

Experimento 3: seca 

 

Durante situações de privação hídrica, plantas lançam mão de 

diversas estratégias para economizar e absorver água, assim como para otimizar 

seu uso dentro de seus tecidos (Lipied et al., 2013; Vishwakarma et al., 2017). 

Plantas quando submetidas a esse estresse podem sofrer danos de 

intensidades variadas a seus tecidos, indo desde o comprometimento do 

crescimento até a morte celular. Entre os mecanismos de sobrevivência das 

plantas está o aproveitamento dos nutrientes e minerais de forma otimizada, com 

a finalidade de produzir os compostos que efetivamente remediarão a quebra da 

homeostase, causada pelo estresse, e, mais além, garantirem a manutenção de 

estruturas danificadas e formação de novos tecidos para completarem seus 

ciclos de vida (Lipied et al., 2013; Vishwakarma et al., 2017). A biossíntese e 

acúmulo de prolina em plantas submetidas a estresse hídrico ilustra esta 

estratégia de plantas (Hare et al., 1998; Verbruggen & Hermans, 2008; Szabados 

& Savouré, 2010; Singh et al., 2015; Zarattini et al., 2017). Esse mecanismo é 

bem estudado nas plantas como uma das principais respostas contra seca. 

Sendo assim, estudos hoje em dia tem se concentrado principalmente em 
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descobrir os mecanismos que levam ao acúmulo de prolina em diferentes 

situações estressantes (Zanella et al., 2016; Zarattini et al., 2017; Anwar et al., 

2018). 

Uma vez que o N amoniacal proveniente da degradação de ureia pode 

ser incorporado em glutamina e afetar o pool de glutamato, usado para a síntese 

de prolina, ou prolina ser sintetizada a partir de ornitina via mediação de OAT 

(Jun et al., 2012), plantas de A. thalina foram expostas a déficit hídrico para se 

verificar como poderia ser a modulação do fornecimento vindo de ureia. 

A suspensão da rega mostrou uma queda acentuada no potencial da 

água nas plantas de A. thalina. Esta queda se refletiu no aumento significativo 

de prolina, como esperado, sendo maior aos 14 dias sem água. A expressão de 

ALDH e P5CR também aumentou aos 14 dias, mas curiosamente com 7 dias de 

estresse foram menores que o controle. Eventualmente o aumento em prolina 

seria em função do uso do pool metabólico de glutamato, ou ornitina (Jun et al., 

2012). Ureia e arginina também poderiam estar contribuindo para a biossíntese 

de glutamato e, por consequência de prolina. Estas duas substâncias não foram 

detectadas nas plantas estressadas, mas, contraditoriamente, a expressão de 

urease e arginase foram aumentadas aos 14 dias em três e quatro vezes e meia 

em relação ao controle, respectivamente. A possibilidade do uso do N amoniacal 

para a biossíntese de aminoácidos não se refletiu no aumento de glutamato, o 

que poderia ser explicado pela sua canalização para a biossíntese de prolina. 

GABA, cuja síntese também tem como precursor glutamato, reduziu seu teor aos 

14 dias, mostrando também provável canalização de glutamato para a 

biossíntese de prolina. Enquanto GS2 aumentou sua expressão aos 7 e 14 dias 

de estresse, o teor de glutamina diminuiu aos 14 dias. Eventualmente a queda 

dos níveis desse aminoácido poderia ter estimulado a expressão gênica.  

O aumento de prolina não foi acompanhado pelo aumento no teor de 

glutamato, o que sugere seu uso intenso. Além de prolina, ornitina aumentou aos 

7 e 14 dias de estresse, sendo maior o aumento no primeiro período. Os genes 

das enzimas do metabolismo de orinitina também aumentaram aos 14 dias de 

estresse, como ONAT, NOS e ASS A síntese de prolina é possível através da 

enzima OAT e ornitina (Jun et al., 2012; Zarattini et al., 2017; Anwar et al., 2018). 

Essa via produz P5C e posteriormente glutamato para as células. Entretanto, 

Funck et al. (2008) identificaram que, em A. thaliana, essa rota metabólica não 
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contribui significativamente para a síntese de prolina em situações fisiológicas 

não estressantes. Para os autores, a reação com OAT seria importante para a 

metabolização de arginina e ornitina, mas inexpressiva na síntese de prolina. 

Sendo assim, a principal via de síntese de prolina ainda seria a rota através de 

glutamato com as enzimas ALDH e P5CR em situações fisiológicas normais. 

Entretanto, Anwar et al. (2018) apontam a atividade de OAT para síntese e 

acúmulo de prolina como importante em situações de estresse abiótico como 

seca. Considerando isso, os resultados mostram que a ornitina pode estar sendo 

usada para produção de prolina, pois as concentrações do primeiro aminoácido 

são maiores que os controles e caem com 14 dias de estresse. 

Curiosamente, entre as poliaminas detectadas neste experimento 

apenas o teor de putrescina aumentou, mas aos 7 dias, enquanto que a 

expressão de ADC1 reduziu neste período, mas aumentou ao redor de 3 vezes 

aos 14 dias.  O papel de poliaminas em plantas submetidas à estresse hídrico 

tem sido bastante discutido e em A. thaliana a biossíntese de putrescina a partir 

de ornitina, via ODC, não foi ainda provada em plantas (Alcázar et al., 2006). A 

aplicação de espermina em A. thaliana levou à proteção contra estresse térmico 

através da indução genes heat-shock (Sagor et al., 2013). Mutantes de A. 

thaliana deficientes na produção de espermina são hipersensíveis ao estresse 

hídrico e o fenótipo era restaurado quando se fornecia espermina exógena 

(Yamaguchi et al., 2007). Entretanto, isto não ocorria quando se usava outra 

poliamina, mostrando especificidade de resposta. No experimento 3, o teor de 

espermina diminuiu aos 7 dias de estresse, mas não se alterou em relação ao 

controle aos 14 dias. 

Os dados desse experimento mostram que durante estresse hídrico é 

muito provável que a maior via de precursor, i.e., glutamato, para a síntese de 

prolina se dá via ornitina. Entretanto, a maior expressão de arginase e urease, e 

a não detecção de ureia mostra que o N amoniacal resultante da ação de urease 

pode estar sendo canalisado para a biossíntese de glutamato, que por sua vez 

será usado para a biossíntese de prolina 
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Conclusão 

 

O Ni é um metal de transição importante em diversas áreas industriais 

e tecnológicas. Especificamente, no metabolismo de plantas, se sabe muito 

pouco sobre a ação do metal. Mesmo assim, ele é considerado como 

micronutriente para esses seres vivos e, assim, é necessário em quantidades 

ínfimas nos substratos de crescimento deles. Esse papel só lhe foi concedido 

por causa de seu papel como ativador da enzima urease vegetal que depende 

exclusivamente do metal para metabolizar a ureia intracelular em uma fonte de 

nitrogênio acessível ao metabolismo das plantas. Até hoje, os estudos sobre 

esse metal no metabolismo vegetal são limitados em quantidade e diversidade 

de abordagens e organismos modelos estudados. Considerando que a reação 

da urease é a única forma do nitrogênio dessa molécula se tornar acessível para 

as células, não é impossível imaginar que a importância desse metal, enquanto 

ativador da urease, pode atingir não só essa reação, mas deve ser capaz de 

afetar outras vias do metabolismo de nitrogênio em plantas. 

Os resultados dos 3 experimentos conduzidos nesta tese mostram o 

papel importante da urease em reciclar o N de ureia proveniente da arginina. O 

experimento 3 mostra que durante falta de água, a reação de hidrólise de ureia 

permite que o N seja reciclado e assimilado para aminoácidos importantes na 

defesa contra o estresse, como prolina e GABA. Os experimentos 1 e 2 mostram 

que a disponibilidade do Ni para as plantas pode alterar o padrão de 

metabolização dos aminoácidos estudados. Mais do que isso, o padrão de 

metabolização dos aminoácidos é alterado novamente dependendo da fonte de 

nitrogênio disponível, quando administrada junto com o metal. De forma geral, 

as adições de diferentes fontes de nitrogênio com o metal alteraram os pools 

metabólicos que receberam o N metabolizado pela urease. As diferenças nas 

respostas obtidas nos casos de fornecimento de Ni, ureia, arginina, Ni+ureia e 

Ni+arginina sugerem que a influência desse metal não se limita aos compostos 

diretamente ligados à reação da urease. Sendo assim, compostos importantes 

na resposta à seca, como prolina, podem ser afetados pelo papel fisiológico do 

micronutriente, como visto no Experimento 3. Isto tem implicações práticas, uma 

vez que ureia tem sido usada em pulverizações de plantas e a potencialização 
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do uso do N de ureia por plantas demandaria a inclusão de Ni na calda de 

pulverização.  

De outra forma, Ni tem sido incluído em misturas usadas na 

agricultura, acreditando-se que pode afetar a longevidade das folhas. Este 

assunto não foi o alvo desta tese, mas os resultados aqui obtidos mostram que 

em tais formulações, com a inclusão de ureia, poderiam ter um efeito duplo da 

ação do Ni. Todas as informações apresentadas podem contribuir para a 

melhora da formulação de fertilizantes com intuito de melhorar o aproveitamento 

dos nutrientes e otimizar o crescimento vegetal. 
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Apêndice 1: Sequência dos primers para qRT-PCR: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foward primer
Reverse primer
GAGGGGAGCCATTGATCCT
TATGCTCGCATTTGCATCGC
ATGCATCTTCTTTTGCTCGTATC
ACAAGGTTCGCATCTCATAC
AATCTGTTCGGTGGACCAAG
CTCGGCTCGGTGTTTAAGAG
GTGGCTGGATTCGTTCTGTT
ACCCAACTTCACTGCTTGCT
CTGGGGAGGTCTCGTTAGGA
GCCGGTCTTTTTGCATCGTT
ATTGGGCGGATTGACATGGT
TGGACTCCCTAAGCGGATCA
TAGAAGATCGTGTACGGCGC
TCCGGAACAGCGGAAAATGA
CCGTGGAGGCAATAACATCT
TGTCAGCTCCAACTCCACAG
GTGGGTGAAGCCAACGACTA
CCAGTGCCTTCAACAACAGC
GCAGGAACAAGTGGAGAAGC
GCAGCCACAACAAGAGACAA
GGTGGCAAGGAATTGAAGAA
AAGTCCACATCTTCAGCGGG
ATCGTATATGCACCGCCGTT
TCCAGCTGCAACAGAAACCA

AT5G14800 Pyrroline-5-carboxylate-reductase (P5CR)

AT5G04140 Ferredoxin-dependent-GOGAT-2 (GLU2)

AT5G46180 δ-Ornithine amino transferase (OAT)

AT5G62530 δ-1-pyrroline-5-carboxylate-dehydrogenase (ALDH)

AT4G24830 Arginine succinate synthase (ASS)

AT5G53460 NADH dependent glutamate-synthase-1 (GLT)

AT5G35630 Glutamine synthetase (GS2)

AT4G34710 Arginine decarboxylase 1  (ADC1)

AT2G39030 Ornithine-N-Acetil-transferase (ONAT)

AT3G47450 Nitric oxide synthase (NOS) 

TAIR ID Gene

AT1G67550 Urease

AT4G08870 Arginase

CCCAAAAGCCAACAGAGAGA
CATCACCAGAGTCCAACACAAT
CACCACTGGAGGTTTTGAGG
TGGAGTATTTGGGGGTGGT

AT1G49240 Actin8

AT5G60390 Elongation factor 1-alfa (EF1-α)
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