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Resumo

O fato do Ni fazer parte do sitio ativo da urease em plantas, e esta
enzima ser a responsavel pela eliminagéo de niveis toxicos 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 a ureia
produzida na conversao de arginina a ornitina, e principalmente em sementes.
Nos tecidos vegetativos, folhas, por exemplo, os niveis de atividade de urease é
muito baixo. Assim, sdo poucos os estudos que mostram que de fato Ni é
essencial em plantas, estando restritos principalmente a leguminosa soja, e
menos ainda os estudos que destacam o papel de urease no metabolismo de
plantas. Estudos recentes tém mostrado que urease, e consequentemente Ni,
pode ter papel importante na reciclagem de N entre pools metabdlicos em
plantas sob estresse. Dois experimentos foram realizados com plantas de
Arabidopsis thalina que receberam fornecimento de fontes nitrogenadas (ureia e
arginina) associados a oferta de niquel. Um terceiro experimento submeteu
plantas dessa espécie a situacoes de restricdo hidrica. Analise da expressao
génica e quantificagdo das concentragées de aminoacidos e poliaminas foram
realizadas em todos os experimentos. Essas analises mostraram que o
fornecimento de niquel causou alteragées em vias metabdlicas 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 concentragdes alteradas pelos tratamentos. Genes de enzimas das
vias metabdlicas desses compostos também apresentaram variagdes em sua
expressdo de acordo com os diferentes tratamentos. Aparentemente, essas
alteracoes tém relacao com a fonte nitrogenada administrada em conjunto com
o metal. Com o experimento de seca foi possivel notar que a concentracao de
osmoprotetores como prolina e poliaminas podem ser ligadas a vias alteradas
pelo niquel. Apesar de estudo ainda ser necessario, vemos que o niquel e a
urease podem ser elementos importantes para todo o metabolismo vegetal do

nitrogénio e ndo somente para detoxificacéo 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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Introducao

Niquel: descricoes gerais e suas relacoes com as plantas

Niquel (Ni) € um elemento quimico metalico presente no grupo 8B da
Tabela Periodica de Elementos e, por tanto, € um elemento de transi¢cdo. Quando
puro, apresenta estado fisico sélido, coloragdo branco-prateada,
ferromagnetismo e boa condutancia térmica ou elétrica
(http://www.icz.org.br/portaldoniquel/niquel.php). O metal € presente em ligas
metalicas naturais da crosta terrestre, no nucleo da Terra e também em formas
quimicas livres ou complexos nos solos (Crooke, 1956), sendo, assim, um dos
metais pesados mais comuns nesses substratos (Berton et al., 2006). Apesar de
ser dificil de ser laminado ou manipulado, este metal é usado em abundancia
pelo homem tanto atualmente quanto em periodos histéricos passados
(http://www.icz.org.br/portaldoniquel/niquel.php). Devido ao fato de melhorar a
qualidade e resisténcia contra corrosao das ligas metalicas, o Ni, € amplamente
utilizado na industria metallrgica entrando na composicdo de moedas,
condutores, eletrodos, objetos domésticos, artigos de construgéo civil e muitos
outros artefatos. Sua recorrente utilizacdo demanda uma intensa atividade
extrativista e refinadora para retirar o metal dos minérios naturalmente presentes
na crosta e transforma-los nas formas utilizaveis.

No solo, o Ni se apresenta principalmente na forma Ni?+ (Adriano,
2001; lzosimova, 2005) e sua disponibilidade para absorcao pelas raizes das
plantas depende de diversos fatores como composicao do solo, pH, microbiota
e da presenca de diferentes formas quimicas do metal (Kabata-Pendias &
Pendias; 2001; Fontes et al., 2001). Além de ser a mais comum no solo (Adriano
2001), a forma i6nica Ni*>* 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 solugdo (Uren, 1992).
Geralmente, nos organismos vivos, o Ni?* participa da estrutura de diversas
proteinas e participa dos processos celulares. Nas plantas, dependendo da sua
disponibilidade, o Ni € um metal pesado, téxico, mas também um micronutriente
essencial (He et al, 2012; Gajewska & Sklodowska, 2009). Para as células
vegetais, € necessaria 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, ténues alteragdes nas concentracées 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 mineracao,
refino e descarte do Ni, de formas indevidas ou pouco eficientes, tém sido
apontados como causadores de elevagdes alarmantes das concentragcbes de Ni
em solos e mananciais de agua por todo o globo (lljin, 1991; Izosimova, 2005).

Sem a influéncia humana, as concentragdes livres do metal sao
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 niveis toxicos,
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 acao antrdpica, solos antes com baixa presenca de Ni, agora, apresentam
maior concentragdo do metal (lzosimova, 2005; Wei et al, 2009), o que
representa risco ndo somente para a viabilidade da vida vegetal, de areas
naturais e de areas 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 intoxicagéo para
todos os organismos envolvidos, incluindo humanos. Além disso, como dito
antes (Epstein & Bloom, 2005; Chen et al., 2009), por ser um micronutriente,
variacoes ténues na concentracao do Ni nos solos podem representar mudancas
nos perfis metabdlicos e fisioldgicos vegetais. Essas mudangas podem, entéo,
interferir no crescimento vegetal e nos mecanismos de respostas contra
estresses das plantas. A quantidade de estudos especificos da [Ni] disponivel
em solos agriculturaveis brasileiros ainda é pequena. De qualquer forma, é
possivel dizer que a pratica agricola intensa pode resultar no esgotamento ou
deficiéncia desse metal disponivel para as plantas.

Assim, o estudo, ndo somente dos mecanismos toxicos do metal para
plantas, mas também seu papel fisiolégico, € vital para entendermos e criarmos
estratégias inteligentes de fertilizacdo e protecdo das comunidades naturais e
cultivadas. Apesar da importancia deste conhecimento, a literatura tem se
focado, em sua maioria, na elucidacao dos efeitos téxicos do Ni em organismos

vegetais. A concentracao de estudos que se ocupam do papel fisiolégico do
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metal nas plantas, e sua importancia crescente como micronutriente essencial,

ainda tem baixa representatividade.

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

O estresse por exposicdo 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 concentragbes nao ideais para as plantas, causa
danos nas estruturas celulares e, caso a presenca do metal continue fora do
ideal, pode gerar danos extensos para os tecidos e para o individuo (Eskew et
al., 1984; Marschner, 1995; Pandey & Sharma, 2002; Gajewska et al., 2006;
Kopittke et al., 2007; Ghasemi & Ghaderian, 2009). Os danos da presenca do
metal incluem: desequilibrio 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), deficiéncia nutricional de micro e macronutrientes
(Ahmad et al., 2011; Rahman et al., 2005; Karimian, 1995; Brown et al., 1990),
danos nos processos mitoticos (L’Huiller et al., 1996; Dalledonne et al., 1999;
Arrunategui-Jimenez et al., 1999; Pribyl et al., 2008), danos ao metabolismo de
acucares (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 ions 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 0s mecanismos
vegetais que previnem e combatem os efeitos indesejados do estresse pelo
metal pesado. Estes estudos sao importantes, vez que, como dito antes, os
niveis de contaminagcéo de Ni em solos do meio ambiente, cultivaveis ou nao,

vem aumentando pela agdo antropica (lzosimova, 2005).
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A literatura cientifica apresenta grande quantidade de informacao
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 concentragdes nado ideais o Ni pode causar muitos danos e entre eles esta o
estresse oxidativo, que pode levar a morte celular. As principais respostas contra
oxidacao em plantas sdo: a producdo de varios compostos com atividade
antioxidante, enzimas que eliminam os agentes causadores da oxidacao
(radicais o0xidos), a produgéo de fitoquelatinas e a ndo absor¢cdo do metal nos
tecidos radiculares (Noctor et al., 2012; Yannarelli et al., 2007; Yadav, 2010). A
lista de compostos antioxidantes vegetais € longa, porém, alguns se destacam,
tais como a glutationa reduzida (GSH), o acido ascérbico e o acido citrico (Noctor
et al, 2012). Esses compostos sao barreiras quimicas eficientes contra os danos
oxidativos nas células, ndo s6 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 oxigénio (ROS), sendo oxidadas
no lugar de estruturas como DNA, RNA, proteinas e lipideos (Noctor et al., 2012).
Dentre os metabolismos dos compostos antioxidantes, um dos mais importantes
€ o das glutationas.

O metabolismo de glutationa é importante para a manutencao
constante dos niveis de moléculas oxidantes normalmente presentes no
ambiente celular. A GSH é constantemente produzida, oxidada por ROS ou
outros reativos e reciclada. Apos 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, nao se sabia de nenhuma possivel relacao fisiol6gica 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 metabdlica usa e produz GSH, abrindo a discusséo de que talvez
o metal pesado tenha novos papéis fisioldgicos relacionados ao metabolismo
antioxidante ainda ndo descobertos (Fabiano et al., 2015). Até ent&o, o principal
papel do Ni em plantas é como cofator da enzima urease, que degrada ureia a
amoénia e CO2 (Polacco et al. 2013).

A via de producéao de glutationa também esta envolvida na producao
de fitoquelatinas (Noctor et al., 2012; Rauser, 1995; Yadav, 2010). Estas
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moléculas vegetais sao oligdmeros de glutationa, que se ligam quimicamente
com grande afinidade aos metais pesados. Na circunstancia do estresse por Ni,
ou outros metais toxicos, células vegetais iniciam o aumento da producéao de
fitoquelatinas (Rauser, 1995; Yang et al., 2001) impedindo o desequilibrio do
estado oxidativo celular (Rauser 1995; Yadav, 2010). As moléculas de
fitoquelatinas complexadas aos metais s&o, geralmente, encaminhadas e retidas
nos vacuolos (Brouwer et al., 1993; Eapen and D’Souza, 2005). Além disso,
compostos como acidos organicos, 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 sdo somente uma
demonstracdo, dentre muitas outras, das formas que plantas lidam com o
estresse oxidativo por metais pesados. Outras estratégias envolvem a atuacgao
da microbiota do solo (Burd et al., 1998; Burd et al., 2000;).

Mecanismos protetores da homeostase vegetal, como os
apresentados anteriormente, estdo presentes em todas as plantas (Noctor et al.,
2012). Porém, certas plantas ndo somente sobrevivem aos metais pesados em
abundancia, mas também acumulam altas concentragdes deles em seus tecidos
(He et al, 2012). Essas plantas, chamadas de hiperacumuladoras, podem
suportar altissimas concentra¢des de determinados metais que seriam mortais
para a vasta maioria dos seres vivos (Brooks et al., 1977; Rascio & Navari-1zzo,
2011). Para o Ni, inicialmente eram conhecidos e documentados 350 taxons
vegetais com individuos capazes de sobreviver ao exagero do metal e também
acumularem quantidades exorbitantes do mesmo em seus tecidos (Reeves,
1992). Hoje, sdo mais de 450 espécies identificadas, de 45 familias, constituindo
0 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 fisioldgicas para
sobreviverem e completarem seus ciclos de vida mesmo que apresentem
concentragdes de Ni extremamente elevadas em todos os seus tecidos (Reeves,
1992; Reeves et al,, 1981). A familia Brassicaceae guarda 25% das espécies
hiperacumuladoras de Ni (Prasad, 2005) sendo que, os géneros Alyssum e
Thilaspi, sdo aqueles com maior numero de membros com essa capacidade
(Brooks, 1998; Rascio & Navari-l1zzo, 2011). Sao varios os estudos tentando
elucidar como tais plantas conseguem tal feito (Harish et al., 2008; Rascio and
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Navari-1zzo, 2011) e como a humanidade pode utiliza-las na descontaminacao
dos solos com Ni de origem antrépica (He et al, 2012; Reeves and Baker, 2000).
A absorcdo do Ni por plantas hiperacumuladoras tem sido estudada com a
finalidade de fitorremediacao e fitomineragao de solos e fontes de agua, visando
o0 aumento da producado vegetal e a melhoria da saude do meio ambiente e do
homem (Hanikenne & Nouet, 2011). Essas técnicas sao promissoras, mas
também apresentam diversos desafios, pois demandam a domesticacdo de
espécies hiperacumuladoras selvagens e o desenvolvimento de técnicas de
processamento do material vegetal com altas concentragdes de metal pesado,
evitando a nova contaminagcdo do meio ambiente (Chaney et al., 2000; Lasat,
2002; McGrath et al, 2002). Processos de fitomineracdo e espécies
hiperacumuladoras de niquel utilizadas para esse fim sdo listadas e descritas em
detalhes na literatura (vander Ent et al., 2015).

Ni é um micronutriente essencial vegetal

O Ni foi o ultimo micronutriente a ser adicionado e reconhecido dessa
forma, mas ainda é questdo de debate. Atualmente, esse reconhecimento vem
de diversas demonstracées dos danos causados pela sua omissdao no
desenvolvimento das plantas e sua participacdo do metabolismo de ureia (Brown
et al., 1987; Fageria et al., 2002; Muyssen et al., 2004). A primeira evidéncia de
sua essencialidade foi dada por Dixon et al. (1975), que demonstraram a
presenca de dois ions de Ni na estrutura da enzima urease, que converte ureia
a amoénia e COz. Posteriormente foi mostrado que plantas de soja (Glycine max
L.) privadas do metal apresentavam concentracoes elevadas de ureia em seus
tecidos foliares (Eskwe et al., 1983) e consequentes danos necréticos (Figura 1).
Esse efeito foi relacionado com a queda na ativacdo da via de degradacédo de
ureia, pelo fato do Ni fazer parte do sitio ativo da urease (Eskew et al., 1984;
Polacco, 1976, 1977). Também foi demonstrado que plantas de cevada,
crescidas por trés geragdes sem a presenca do Ni, perdem a capacidade de
gerar sementes viaveis (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 dai, foi descoberto que o Ni pode interagir com enzimas tais como:
hidrogenases microbianas (Evans et al, 1987), desidrogenases, glioxalase |
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(Mustafiz et al., 2014), diformilases, acetil-S-coenzima A sintase e superoxido
desmutase usuaria de Ni (NiSOD) (Ermler et al., 1998; Mulrooney & Hausinger,
2003).

A

Figura 1: A- Danos necréticos nas pontas da folha de soja (Glycine max, L. Merril)

devido a deficiéncia de Ni no substrato. Fonte: Reis et al. (2014). B- Dano necroético nas bordas
das folhas de alface (Lactuca sativa L. cv. Baker) com deficiéncia de niquel no substrato. Fonte:
Khoshgoftarmanesh et al. (2011). C- Folhas de nogueira peca (Carya illinoensis K.) com e sem
deficiéncia nas concentragbes de Ni. Esquerda: presenga de Ni, direita: auséncia de Ni. Fonte:
Reis et al. (2014).

A descoberta de que a urease é dependente de Ni e que, sem o0 metal,
as plantas podem enfrentar um cenario de desativacdo da enzima, sedimentou
o papel fundamental do micronutriente (Polacco & Holland, 1993). A deficiéncia

da urease leva ao acumulo de ureia e consequente formacdo de lesdes
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necréticas nas folhas devido a 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 problematica para espécies arbdreas tanto quanto
espécies cultivadas. Historicamente, o primeiro relato da deficiéncia de Ni em
plantas de grande porte ocorreu com nogueira peca (Carya illinoensis K.) nos
Estados Unidos. No caso dessa espécie, o crescimento anormal de suas folhas
(Figura 2), inicialmente atribuido ao frio ou a acdo de algum patégeno, foi
esclarecido como sendo causado por uma perturbacdao do metabolismo de
carbono na arvore, levando ao acumulo de niveis toxicos de 4&cido lactico e acido
oxalico em folhas jovens deficientes em Ni (Bai et al., 2006). A deficiéncia do Ni
também induziu nesta espécie alteragdes acentuadas nos niveis de ureidos
(ureidoglicolato e alantoina), amino&cidos e intermediarios do ciclo de acidos
tricarboxilicos. Esses dados sugeriram que a presenca de Ni e a agdo da urease
podem ser decisivos para a viabilidade de cereais e plantas de pequeno porte
tanto quanto para plantas arbéreas.

Apenas recentemente mostrou-se a dependéncia de outra enzima ao
Ni. Mustafiz et al. (2014) mostraram a dependéncia da enzima glioxalase | ao Ni
em Oryza sativa Indica. Esta enzima € uma das isoformas que participam do
primeiro passo da Via de Glioxalases (Figura 2), rota pela qual acontece a
metabolizagdo, para uma forma inécua, do composto citotéxico 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
concentracao finamente regulada pois pode causar grandes danos as 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 |
dependente do Ni e que pode ter papel importante na resposta contra estresses
abidticos de plantas. Esta descoberta demonstra o pouco conhecimento que

ainda temos do metal na fisiologia molecular de plantas.
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Fructose 1,6-bisphosphate — Glyceraldehyde 3-phosphate + DHAP (dihydroxyacetone phosphate)

MG 4 o E—— iy
) intermediate

(methylglyoxal

GLY |
(glyoxalasel)

GSH S-D-lactoylglutathione Glyceraldehyde 3-phosphate

GLY Nl
(glyoxalase I1)

D-lactic acid

Figura 2: Via de producdo de metilglioxal e Via das Glioxalases degradando MG e
produzindo acido latico. Setas azuis representam reagdes esponténeas e setas pretas indicam
reagdes enzimaticas. Fonte: Fabiano et al. (2015).

Essa falta de conhecimento deve-se, em parte, por dificuldades
experimentais e praticas ja que a maioria dos processos de purificacdo para
eliminar contaminagbes ndo removem todos os vestigios no substrato de outros
elementos quando se busca provar a essencialidade de um suposto nutriente
(Gerendas & Sattelmacher, 1999). Assim, no caso de micronutrientes, ou seja,
minerais que precisam estar em quantidades muito baixas nos sistemas
vegetais, é muito dificil garantir um substrato completamente puro e, por
conseguinte, um experimento com extremo controle da deficiéncia daquele
nutriente. Além disso, como € o caso do Ni, é possivel que a planta mae
encaminhe quantidades suficientes do mineral para as sementes de forma que
se tente garantir a sobrevivéncia da prole (Kutman et al., 2014). Como resultado,
os estudos da essencialidade e importancia do Ni sdo limitados e nao muito
NUMerosos.

Além disso poucas espécies de plantas foram estudadas em
situagOes de privacdo de Ni ou do fornecimento controlado de concentragbes
nao toxicas do metal. A grande maioria dos estudos também é feita sob
condicbes controladas, tanto do crescimento quanto do substrato usado,
enquanto experimentos feitos em condi¢ées de cultivo em campo séo, por

enquanto, raros. O estudo abrangente da essencialidade do Ni para plantas
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ainda enfrenta desafios, porém, expandir os horizontes desta area é vital para
podermos otimizar o cultivo de plantas, melhorar 0 manejo de solos, além de,

melhorar a protecao do meio ambiente e nosso estilo de vida.
Metabolismo do nitrogénio: aquisicao, reserva e reuso

O nitrogénio € um dos elementos mais importantes para todos os
seres vivos. E parte constituinte de grande niimero das moléculas vitais para os
sistemas biolégicos como acidos nucleicos e proteinas (Kusano et al., 2011).
Porém, para as plantas, que realizam fotossintese e ndao assimilam nitrogénio
organico junto com sua assimilacdo de carbono, como fazem os animais, nem
sempre é possivel crescerem em substratos que sejam fontes abundantes desse
elemento (Werner & Witte, 2011). Na verdade, a aquisi¢cdo de nitrogénio, € um
dos principais fatores limitantes ao crescimento das plantas ao redor do planeta
(Schachtman & Shin, 2007, Werner & Witte, 2011). Durante a evolucéo
diferentes grupos de plantas desenvolveram diferentes estratégias para a
aquisicao e aproveitamento de fontes nitrogenadas (Paungfoo-Lohienne et al.,
2010; Elser, et al, 2006) estando entre elas as associacbes com
microrganismos, aumento da eficiéncia de absor¢cédo do N disponivel no solo e a
captura e digestdo de insetos, por exemplo, garantiram que certas espécies
sobrevivessem. De forma geral, plantas absorvem pelas raizes nitrato e aménio
do solo como a forma primaria de aquisicdo do nitrogénio 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 fisiol6gicos para a melhor distribuicdo, aproveitamento e reuso do
nitrogénio adquirido (Elser et al., 2006; Kusano et al., 2010; Witte, 2011). A
reutilizacao do nitrogénio da ureia é possivel apenas pela acao da urease (Witte,
2011). A hidrélise da ureia é um dos passos do metabolismo de arginina (Figura
3) e representa uma etapa importante para a ciclagem e redirecionamento do
nitrogénio em células vegetais (Polacco et al., 2013). Além disso, a eliminagéao
da ureia na célula vegetal é necesséria pois seu acumulo 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 acimulo da ureia em plantas.
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Figura 3: Rotas metabdlicas relacionadas com a degradacao de ureia em células
vegetais. Quadro azul: reacdo de degradacao de ureia via urease. Os niUmeros representam as
enzimas responsaveis pelas reacdes metabdlicas (setas). Os quadrantes coloridos destacados
representam compartimentos metabdlicos, ndo necessariamente localizados em diferentes
compartimentos celulares. Fonte: Polacco et al. (2013).

O metabolismo dos aminoacidos é fundamental para o funcionamento
das células. Esses sao as partes constituintes das proteinas e qualquer
perturbacdo nas suas concentragdes intracelulares pode causar danos aos
organismos. O metabolismo da arginina tem papel importante tanto na
construgéo de proteinas quanto na reciclagem e reserva de nitrogénio (Witte,
2011; Winter et al., 2015). Apesar das amidas asparagina e glutamina terem
papel fundamental na remobilizacdo de N entre os tecidos de plantas, seja em
situacao normal ou durante a senescéncia, a arginina também é um importante
aminoacido, sendo o principal aminoacido de reserva em plantas (Slocum, 2005)
sendo aquele com maior numero de atomos de nitrogénio (4) por molécula e com

maior razao nitrogénio-carbono (Polacco & Holland, 1993; Winter et al., 2015).



22

Em sementes de algumas plantas a quantidade de nitrogénio alocada em
arginina pode corresponder a 30-40% do nitrogénio em proteinas (VanEtten et
al., 1963; King & Gifford, 1997). Em soja, a arginina pode atingir 50% do pool de
aminodcidos livres (Micallef & Shelp, 1989). Estas reservas sdo uma fonte de
nitrogénio para o embrido durante a germinacao da semente (Witte, 2011). Em
outras espécies, arginina foi identificada como reserva de nitrogénio em tecidos
radiculares e estruturas subterraneas (Nordin & Nasholm, 1997; Bausenwein et
al., 2001; Rennenberg et al.,, 2010). A arginina estocada, tanto em sementes
quanto em tecidos vegetativos, € transformada em ornitina através de uma
reacdo enzimatica que libera ureia como produto (Figura 3). A ureia é entédo
capturada e metabolizada pela enzima urease que a hidrolisa liberando NHs
(Dixon et al., 1975, Dixon et al., 1980). A amoénia liberada sera assimilada para
a produc¢ao de outros aminodcidos (Polacco et al., 2013). Durante toda a vida da
planta, o constante metabolismo dessas moléculas permite o redirecionamento,
reaproveitamento e reciclagem do nitrogénio, minimizando o desperdicio de um

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

Metabolismo de arginina e ureia em plantas

Como dito anteriormente, a ureia endbégena (vinda da quebra de
arginina), em plantas, representa uma origem de nitrogénio para reuso nas
células (Kusano et al., 2010; Witte, 2011; Polacco et al., 2013). Somado a isso,
é possivel que vegetais absorvam ureia exégena provinda da excreta de animais
ou de fertilizantes aplicados pelo homem. O nitrogénio 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 produgcdo se da pela
captura no nitrogénio atmosférico, num processo com gasto alto de energia e,
portanto, caro. Apesar de seus beneficios, 0 uso excessivo da ureia pode
contaminar o meio ambiente com aménia, 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 pulverizagao
(Kojima et al., 2007; Wang et al., 2008). No solo, a ureia pode ser transformada

em amoOnia pela urease de microrganismos, que pode ser absorvida pelas raizes
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(Witte, 2011; Kusano et al., 2010). Neste caso, a ambnia pode ser assimilada
diretamente pelo metabolismo de aminoacidos, pelas enzimas glutamina
sintetase e glutamato sintase (via GS/GOGAT) (Meeks et al., 1978; Miflin et al.,
1980). No caso da absorgéo da ureia diretamente pelos tecidos vegetais, ela
precisa ser metabolizada pela urease para disponibilizar a amonia.

A ureia enddgena, derivada da degradacgéo de arginina pela acéo da
enzima arginase (Figura 3). Arginina também esté no inicio da via de biossintese
de poliaminas (via da arginina decarboxilase) e de prolina (sobre certas
situacoes) (Winter et al., 2015), que sdo compostos envolvidos em uma vasta
gama de respostas contra estresses em vegetais. Por exemplo, poliaminas sao
eficientes na eliminacao de espécies reativas de oxigénio (Alcazar et al., 2010)
e prolina € um osmoprotetor (Szabados & Savoure, 2010).

Pela relagdo metabdlica com arginina, essas vias estao intimamente
ligadas a producao de ureia enddgena (Figura 3). A ornitina para a sintese de
arginina é formada a partir de N-acetilornitina e glutamato (via ciclica) ou a partir
N-acetilornitina (via linear) (Winter et al., 2015). Na figura 3, somente a producao
de N-acetilornitina, a partir de ornitina, é representada, mas é importante citar
que o caminho inverso é responsavel pela producao de ornitina e arginina nas
células (Winter et al., 2015). A ornitina é transformada em citrulina e, entao, a
argininasuccinato, (Slocum, 2005). Arginina succinato é metabolizada para
arginina pela arginina succinato liase (Figura 3) (Slocum, 2005). A partir de sua
formacao, a arginina, s6 pode disponibilizar seu nitrogénio através da arginase.

O aumento na atividade da arginase resulta no aumento da producao
de ureia e sua rapida hidrélise pela urease pode causar alcalinizacao localizada,
que, por vezes, pode levar a uma alta na atividade da mesma arginase que
possui, in vitro, pH 6timo 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 nitrogénio enddgeno ou exégeno (Witte et al., 2002) e, ainda mais,
pode influenciar na reagéo da arginase e, assim, no pool de arginina celular. Por
se conectar com a sintese de tantos compostos celulares (Figura 3), ndo s6 a
reciclagem de ureia, mas a propria acdo da urease pode ser importante na
manutencao da homeostase celular geral das plantas em situa¢gées normais ou
de estresse. Uma vez que a urease € regulada pelas concentracdes de Ni
disponivel, € possivel dizer que talvez exista uma forte ligacdo, ainda a ser
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melhor estudada, entre o mineral e os compartimentos metabdlicos 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 proteinas acessorias para ter atividade e usa dois atomos de Ni em seu centro
de reacéo para catalisar a hidrolise de ureia (Dixon et al., 1975; Witte et al., 2005;
Follmer, 2008; Witte, 2011). Ela esta presente na grande maioria dos seres vivos,
por tanto, € uma proteina de presenga 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 proteina a ser cristalizada da
histéria. Sua cristalizacdo abriu as portas para incontaveis descobertas
cientificas, entre elas, provar a natureza proteica das enzimas, sendo a urease
de feijoeiro cerne do trabalho que ganhou o Prémio Nobel de Quimica 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 usuaria de
ions de Ni (Dixon et al., 1975). A enzima, também se tornou interessante para
os estudos de estrutura e mecanismos cataliticos pois, é capaz de sofrer o
aumento de 10" vezes na taxa de hidrélise de ureia, além de ser a Uinica enzima
hidrolitica a ter Ni em seu centro de ativacao (Estiu et al., 2006). Em plantas,
como soja, foi possivel identificar a presenca de duas isoformas de ureases no
genoma, uma esta 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 concentracdo, a segunda
estd 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 ecdtipo Columbia, possuem somente uma sequéncia da enzima no seu
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genoma (Witte et al., 2005). Desde a descoberta da enzima nas plantas, sua
presenca 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 € uma enzima complexa. A apo-urease € formada por trés
proteinas, cada uma com sequéncias proprias no genoma: UreA, UreB e UreC
(Witte et al., 2005). Para a ativagédo da atividade catalitica sdo necesséarias mais
trés proteinas, chamadas de acessoérias: UreG (subunidade G), UreD
(subunidade D) e UreF (subunidade F) (Figura 4). Com papéis distintos, as
proteinas acessérias garantem a ligacao de dois ions de Ni ao centro reativo,
garantem a ligacao da ureia na proteina e formam o centro de reacao para que
a catalise possa acontecer de forma correta. Em A. thaliana a apo-urease e cada
subunidade possuem uma sequéncia cada no genoma e ndo apresentam
variantes péds-transcricionais. Assim sendo, uma vez que a proteina urease esta
montada (apo-urease+UreG+UreD+UreF) a reacao de hidrdlise da ureia pode

ocorrer.

urease

dapo-urease

GTP

GDP + Pi

Figura 4: Formagé@o da urease usando apo-urease e proteinas acessorias. UreG
carrega ions de Ni para a centro catalitico da enzima. Fonte: Witte et al. (2005).
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A reacao de hidrélise 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 so6 ser ativa com esse metal, a atividade da urease é
regulada pelas concentragbes de niquel adquirido pela planta.

Objetivo

O objetivo desse trabalho foi verificar se a oferta de Ni pode causar
alteracées na reciclagem de N, via urease, quando ureia e arginina sao
fornecidas separadamente ou juntas com o metal, e também se a reciclagem é

afetada em resposta a imposicao de estresse hidrico.

Hipobtese

Nossa hipo6tese € que o N da ureia, através da urease, pode conectar
diferentes pools metabdlicos, aumentado a eficiéncia 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 alteracoes.

Métodos

Desenho experimental e material vegetal

Foram realizados trés experimentos, que sdo descritos a seguir. Nos
trés foram utilizadas plantas de A. thaliana ecétipo Columbia. Apds o choque
térmico das sementes (4°C por 4 dias consecutivos), semeadura foi feita
diretamente em substrato composto por substrato comercial de jardinagem,
vermiculita e perlita, na propor¢cao 1:1:1 (v/v/v) em vasos de 0,5 litro de
capacidade. Apds 2 semanas foi feito o desbaste manual de forma que somente
trés plantas de tamanho semelhante restassem por vaso. Com um més de idade
as plantas foram usadas nos experimentos. Portanto, cada repeticdo biologica
usada em todos os experimentos a seguir, corresponde a um vaso contendo trés

plantas de um més de idade e de tamanho semelhante.
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Todos os experimentos a seguir foram executados sob as mesmas
condicbes de crescimento. Os vasos foram colocados em camara de
crescimento com temperatura constante de 20°C, umidade ao redor de 70% e
150 pmols.m'.s"! de luz branca e fotoperiodo de 8 horas de luz. As regas eram
feitas a cada 3 dias pela adicdo de agua destilada nos pratos coletores dos

vasos.

Experimento 1: Aplicacao combinada ou nao de ureia e Ni

Foram utilizadas quatro repeticdes biolégicas por tratamento,
incluindo o controle. Os tratamentos foram:

a) controle (sem adic¢ao de ureia ou Ni);

b) solucdo aquosa de ureia a 0,5% aplicada nos pratos coletores dos
vasos;

c) aplicacdo de spray foliar de uma solucao aquosa de 25 uM NiClz
com adicao do espalhante foliar comercial Agral (0,01%);

d) combinagéo dos tratamentos “b" e “c".

Na aplicacdo do Ni o substrato foi protegido com algodao para que
nao escorresse para o0 solo. A pulverizacdo nao foi excessiva, evitando-se o
escorrimento da solucéo pelas folhas.

Trés dias apds a aplicacao dos tratamentos, foi feita a coleta das
folhas de todas as plantas em nitrogénio liquido e depois armazenadas a -80°C.
As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e armazenadas novamente
a -80°C. As analises neste material foram de expressao génica e quantificacao
relativa de metabdlitos.

Experimento 2: Aplicacao combinada ou nao de Ni e arginina

Para esse estudo utilizou-se 9 repetigdes bioldgicas. Os tratamentos
foram:

a) controle;

b) solucdo aquosa de arginina (50 uM) colocada no prato coletor dos

Vvasos;
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c) spray foliar com solugéo aquosa de NiCl2(25 pM) com a adi¢ado do
espalhante adesivo comercial Agral (0,01%);

d) combinagéo dos tratamentos “b" e “c".

As plantas foram coletadas, processadas e analisadas da mesma

forma que no experimento 1.

Experimento 3: Estresse hidrico

Neste estudo foram utilizadas 9 repeticoes bioldgicas. O estresse
hidrico foi aplicado por suspensao 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.

Analises de expressao génica

As sequéncias dos genes alvo (CDS) a serem analisados foram
obtidas no banco de dados publico 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 sequéncias dos primers
utilizados estdo apresentadas no Apéndice 1. O primer para o gene da urease
foi desenhado tendo como alvo a sequéncia 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 (Apéndice 1).

A extracdo do RNA total das amostras foi feita com o reagente
comercial Tri Reagent (Sigma-Aldrich), de acordo com as especificagbes do
protocolo fornecido pelo préprio fabricante. Apds extracdo do RNA total as
amostras foram tratadas com DNAse (RNase-Free, Bioagency). A quantificacao
e verificagdo da qualidade do RNA extraido foi feita no equipamento NanoDrop®
2000 (Thermo Fisher Scientific). A verificagdo da integridade do RNA foi feita em
eletroforese gel de agarose contendo brometo de etidio e posterior observacao
em fotodocumentador sob luz UV (Gel Doc 2000, BIO RAD).

A sintese 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 reacdes 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 reagdes tinham o volume final de 10 pL, sendo 5 pL do
reagente “QuantiFast SYBR Green PCR Mix” (Qiagen), 0,2 yL de cada um dos
primers (senso e antisenso), 3 uL de cDNA e 1,6 uL de agua MilliQ fornecida no
mesmo kit “QuantiFast SYBR Green PCR Mix”. As andlises foram feitas usando
o termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™).
O calculo da curva de eficiéncia dos primers e de expressao génica de cada gene
foi feita no software do fabricante “StepOne™ Software”. O calculo da expressao
génica relativa foi efetuado segundo o modelo 2-(A2C) (Livak and Schmittgen,
2001).

Analise de metabolitos em HPLC-MS

Aproximadamente 100 mg de cada amostra foram extraidos com 1
mL de solucao aquosa de 80% de metanol (Sigma-Aldrich) em tubos Eppendorf.
Ap6s homogeneizacdo em vortex os extratos foram colocados por 30 min em
banho de agua com ultrasom. Em seguida os tubos foram centrifugados
(15.000xg, 15 min, 4°C) e o sobrenadante foi recuperado, sendo armazenado a
-80°C até o momento da analise em HPLC-MS

Todas as analises foram feitas em um “Ultra Performance Liquid
Chromatography Acquity” (Waters) acoplado a um espectrémetro de massas
TQD 157 triplo quadripolo (Micromass, Manchester, Inglaterra). A separacdo
cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Waters Acquity BEH C18 (2,1
mm x 50 mm x 1,7 um) e o gradiente de eluigdo foi de 8 minutos variando de 5%
a 100% de acetronitrila (solvente B) em agua MilliQ com 0,1% de &cido férmico
(solvente A). O fluxo foi de 0,2 ml.min"" e a temperatura da coluna de 30°C. A
ionizacao foi em modo negativo com condi¢des: capilar 3 kV e cone 50 V,
temperatura da fonte de ions de 150°C e temperatura de dessolvatacdo de
300°C. Os espectros MS/MS foram obtidos por dissociacao induzida por colisédo
(CID) com energia de colisdo de 20 V. Para confeccdo da curva padréo das
concentracdes dos compostos analisados, padroes foram feitos e analisados
pelo mesmo processo acima. Esses padrdes foram feitos com a adicdo de 1 mg
dos compostos alvos extra puros, da marca Sigma-Aldrich, em 1 mL de agua
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Milli-Q autoclavada. As curvas de concentracao dos padroes foram constituidas
de 5 pontos por curva.

Medicao de potencial hidrico

O potencial hidrico no Experimento 3 foi medido utilizando uma
Céamara de Scholander.

Analise estatistica

As anadlises foram feitas no software R e os testes estatisticos
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 expressdo urease (Figura 5A) apresentou variagdes entre os
tratamentos aplicados. A adicdo de Ni aumentou, discretamente, o nivel de
expressao, com relacéo ao controle, em 1,3 vezes. A aplicagao de ureia causou
um aumento ainda maior da expressédo, 3,2 vezes, sendo superado sO pelo
tratamento conjunto de Ni e ureia, com aumento de 5,7 vezes.

A adicdo somente do Ni diminuiu a expressao de arginase (Figura 5B).
Nesse tratamento, o nivel de expressao relativa foi de, aproximadamente,
metade daquele quantificado no controle. Porém, a adi¢do tanto de ureia quanto
do metal em combinacao com ureia elevou a expressao génica 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 o0 mesmo
cenario pode ser notado no caso da ADC1, (Figura 5C). Os tratamentos com
ureia e ureia com Ni elevaram a expressao do gene dessa enzima muito acima
do grupo controle, 5,6 e 7,1 vezes, respectivamente. Apesar disso, ambos o0s
grupos tém niveis nao diferentes de expressao relativa. Em contrapartida, a
adicao somente do Ni elevou o numero de transcritos da ADC1 para além do
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controle, mas, ainda abaixo dos outros dois grupos. Nesse grupo, o nivel de
expressao relativa foi de 1,9 vezes, aproximadamente. O gene da enzima ONAT,
(Figura 5D), apresentou expressivo aumento em sua expressao com a aplicacao
de Ni com ureia, atingindo 33,1 vezes o nivel médio do grupo controle. Os outros
dois tratamentos elevaram a quantidade total de transcritos de 5 a 10 vezes o
nivel do controle, mas, além de expressivamente menores que o tratamento

conjunto, esses valores parecem ser estatisticamente iguais.
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Figura 5: Expressao génica no “Experimento 1: Ni e ureia” dos genes relacionados
a biossintese de poliaminas e citrulina. Asterisco indica diferenga estatistica em relagdo ao

controle e letras indicam diferencga estatistica entre os tratamentos. Barras indicam o erro padrao.

A analise do gene NOS, (Figura 5E), revelou que a adigdo do Ni
causou pequena perturbacdo com relacdo ao grupo controle, de apenas 1,3
vezes. Contudo, a expressao aumentou significativamente no grupo que recebeu
ureia. Nessas plantas 0 aumento foi de 2,6 vezes o valor do controle. Na
combinacdo de Ni e ureia a expressao do gene de NOS teve um pequeno
aumento, de 1,7 vezes o nivel do grupo controle. Essa diminuicao foi significativa

em comparagcao com o grupo que so recebeu ureia e significativamente maior do
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que a do grupo com aplicacéo do Ni. A expressao do gene de ASS, (Figura 5F),
teve um comportamento semelhante a ADC1, ou seja, a aplicagéo de ureia e a
aplicagdo combinada de ureia e Ni aumentaram 2,3 e 1,8 vezes,
respectivamente, mas nao diferindo entre elas. Por outro lado, a aplicacao
apenas do metal praticamente nao diferiu do controle.

Todos os tratamentos causaram elevagcao na expressao génica da
GS2 (Figura 6A) em relagdo ao grupo controle. A aplicacdo de Ni causou
aumento de 8,7 vezes em comparagao ao controle. A aplicagdo de ureia e de
ureia combinada com Ni atingiu expressao semelhante, sendo seus valores 41,1
e 35,4 vezes maior que o controle, respectivamente. GLU2 (Figura 6B) nao
apresentou diferenca nos niveis de expressao entre os tratamentos, porém,
todos os tratamentos aumentaram a expressao em relagdo ao controle. A
expressao de GLT (Figura 6C), pertencente a mesma familia génica de GLU2 e
codante de uma enzima de acdo semelhante, mostrou diferencas entre os
tratamentos. Enquanto houve aumento de 2,8 vezes na aplicacdo combinada de
ureia e Ni, a aplicacao isolada de ureia e Ni aumentaram apenas 0,13 e 0,07
vezes 0 valor de expressao em relacdo ao grupo controle, ndo sendo
significativas estas diferencas.

A expressao de ALDH (Figura 6D) nao sofreu alteracao significativa,
com relagdo ao grupo controle com a aplicagdo do Ni. Porém, alteracbes
significativas foram notadas com a aplicagao 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 producao de prolina, os padrdes de
expressao notados para ALDH (Figura 6E) e P5CR (Figura 6F) foram diferentes.
O segundo gene mostrou diferencas significativas entre todos os grupos do
experimento, sendo que o aumento de expressao foi bastante alto no tratamento
combinado de ureia e Ni, de 90,2 vezes em relacédo ao controle. As plantas que
receberam somente Ni aumentaram expressdo em 20,5 vezes em relagdo as

plantas controle. As que receberam apenas ureia, 0 aumento foi de 49 vezes.



33

A GS2(6) B GLU2(7) c GLT(7)
70.0 - 801 g 5.0 - a*
a*
60.0 - 40 -
500 - ;0 60 .
40.0 - a* a* v
30.0 4.0 - 2.0 -
c
20.0 T 1.0 T T 1
2 b
@ 100 - ’_17 2.0 1 00 - u L_|
e ' * *
5 00 . . . ' ' ! b b
3 Ni Uea Ni+urea 0.0 - Ni Urea  Ni+urea Ni Uea  Ni+urea
Q
§° D ALDH(9) E PSCR(10)
F 5.0 - . 1200 - .
L a* ]
5 a0 - 100.0 +
3 80.0 - b
30 1 60.0
20{ 4001 o
1.0 h : : 00 m
Ni Urea  Ni+urea 0.0 T ' !
0.0 - Ni Urea  Ni+urea

Figura 6: Expressao génica no “Experimento 1: Ni e ureia” dos genes relacionados
a biossintese de aminoacidos. Asterisco indica diferenga estatistica em relagdo ao controle e

letras indicam diferenca estatistica entre os tratamentos. Barras indicam o erro padrao.

Em relagédo as concentragdes de arginina, citrulina, ornitina e ureia,
os tratamentos, aparentemente, tiveram efeitos bem pronunciados (Figura 7).
Arginina, ornitina e ureia (Figura 7A, 7B e 7D respectivamente) somente foram
detectadas nos tratamentos em que ureia foi fornecida as plantas, associada ou
nao com Ni. Citrulina (Figura 7C) foi detectada em todos os tratamentos, mas as
plantas que receberam ureia apresentam aumentos significativos quando
comparadas as plantas controle ou que receberam apenas Ni, sendo o aumento
de 3 a 5 vezes mais (Figura 7D).
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Figura 7: Quantificagdo de ureia e aminoacidos envolvidos na biossintese de
poliaminas no “Experimento 1: Ni e ureia”. Letras indicam diferenga estatistica entre os

tratamentos. Barras indicam o erro padréo.

Agmatina foi detectada apenas nos tratamentos com uréia (Figura
8A). Nessas plantas foi observado que aplicagdo de apenas ureia levou a
concentragédo de agmatina a 5,91 ug.g' sendo que quando ureia foi aplicada com
Ni, o valor quantificado foi de 8,02 ug.g'. Na via de sintese de poliaminas,
agmatina é transformada em putrescina, que apenas nao foi detectada no
tratamento com apenas Ni (Figura 8B). O que se observou foi que, as plantas
que foram submetidas a adicao de ureia ou desse fertilizante com o metal,
apresentaram concentragdes menores de putrescina, sendo as quantidades 2,99
Mg.g7, 2,77 pg.g' e 5,70 ug.g’', respectivamente. As quantidades encontradas
eram estatisticamente iguais nos trés tratamentos. O segundo e terceiro passos
da via de sintese de poliaminas sao a formacao de espermidina e de espermina,
respectivamente. Ureia e Ni, aplicados isoladamente, causaram a diminuicao de
espermidina, porém, parece ter havido um efeito sinergistico quando foram
aplicados juntos, restaurando o mesmo valor do controle (Figura 8C). Por outro
lado, ndo houve este efeito em espermina, sendo que juntos ou ndo, ureia e Ni
levaram a diminuicdo desse composto, comparativamente as plantas controle
(Figura 8D).
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Figura 8: Quantificagdo de poliaminas no “Experimento 1: Ni e ureia”. Letras

indicam diferenga estatistica entre os tratamentos. Barras indicam o erro padrao.

Em relagdo aos aminodcidos analisados, a aplicacao isolada ou em
conjunto de Ni e ureia levou ao aumento de prolina e GABA (Figura 9C e 9D,
respectivamente). A aplicacdo de Ni sozinho ndo levou ao aumento de glutamina
em relacdo ao controle, mas isto foi verificado quando ureia foi aplicada nas
plantas. Por outro lado, Ni e ureia isoladamente levaram ao aumento de
glutamato, mas juntos, o nivel verificado foi igual ao observado com ureia, ndo
se demonstrando um efeito sinergistico (Figura 9B). A adicao de Ni, na
concentragdo administrada para os tratamentos, ndo foi suficiente para gerar
diferencas significativas nas concentragées de glutamina (Figura 9A), entre o
grupo controle e o grupo que recebeu somente o metal. Os valores obtidos nos

dois grupos foram de 15,66.
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Figura 9: Quantificagdo de aminoacidos no “Experimento 1: Ni e ureia”. Letras

indicam diferenca estatistica entre os tratamentos. Barras indicam o erro padrao.

Experimento 2

A expressao da urease (Figura 10A) foi alterada significativamente
pelos tratamentos aplicados neste experimento. Plantas que receberam o spray
de Ni tiveram o menor aumento, que foi de, aproximadamente 2 vezes. Porém,
as plantas que receberam spray de arginina ou aquelas que receberam Ni e
arginina nao apresentaram diferencas significativas entre si, mas tiveram
expressao significativamente maior que as plantas controle e as que receberam
somente Ni. As plantas que receberam somente arginina mostraram 3,41 vezes
de aumento na expressdo quando comparadas ao controle. Plantas que
receberam arginina e Ni tiveram 3,46 vezes de aumento na expressao em
comparacao ao controle.

Os genes de arginase e ADC1 tiveram comportamento semelhante ao
de urease, ou seja, 0 aumento foi maior nos tratamentos em que arginina estava
presente (Figura 10B e 10C, respectivamente). Plantas que receberam o
tratamento com solug&o de arginina tiveram aumento 1,78 vezes na expressao

de arginase, as que receberam Ni, 1,96 vezes, e as com arginina + Ni, 2,36
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vezes. As plantas que receberam arginina nao diferiram significativamente
daquelas que receberam arginina + Ni.

No caso de ADCI1, os trés tratamentos foram significativamente
diferentes do grupo de plantas controle (Figura 10C). As plantas que receberam
a aplicagdo somente de arginina mostraram expressao 1,42 vezes maior em
comparacao ao controle. Ja plantas com aplicagdo somente de Ni apresentaram
expressao 0,81 vezes menor. Na aplicagdo simultdnea de arginina e Ni, a
expressdao de ADC1 foi 1,26 vezes maior que a média do controle. Os
tratamentos com arginina nao diferiram entre si.

A quantificagdo da expressdo dos genes ONAT e ASS mostrou
comportamento semelhante, mas o aumento de expressdo de ONAT foi muito
maior (Figuras 10D e 10F). Plantas que receberam aplicagao de arginina tiveram
aumento na expressao de ONAT de 43,6 vezes em relacdo ao controle. As
plantas que receberam a aplicagéo de Ni tiveram niveis 35,5 vezes maiores na
expressdo do gene ONAT. Plantas que receberam arginina + Ni aumentaram
31,6 vezes a expressao. Plantas pulverizadas com arginina nao diferiram de
plantas pulverizadas com Ni, mas plantas pulverizadas somente com arginina
diferiram daqueles em que o aminoacido foi combinado com Ni.

Em relagcdo ao gene ASS (Figura 10F), somente a aplicacdo de
arginina aumentou a expressao 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 quantificacdes desse gene. Plantas que
receberam Ni e arginina + Ni aumentos de expressdo de 1,77 vezes e 1,45
vezes, respectivamente, acima do valor do controle. Estatisticamente, os trés
grupos de tratamento foram diferentes do grupo controle e, também, diferentes
entre si.

O gene de ONAT nao foi o unico a ter a expressdo tdo aumentada
pelos tratamentos. O gene NOS (Figura 10E) também se mostrou bastante
influenciavel 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 ndo foram significativamente diferentes. As plantas
qgue receberam arginina + Ni tiveram expressao de NOS 46,55 vezes acima do
controle. Neste caso, o ultimo grupo de plantas citado teve diferenca significativa

quando comparado aos dois outros grupos.
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Figura 10: Expressdo génica no “Experimento 2: Ni e arginina” dos genes
relacionados a biossintese de poliaminas e citrulina. Asterisco indica diferenca estatistica em
relacdo ao controle e letras indicam diferenga estatistica entre os tratamentos. Barras indicam o

erro padrao

A expressao do gene GS2 foi influenciada pelos tratamentos
realizados (Figura 11A). As plantas expostas a arginina tiveram quase 2 vezes
de aumento na expressdo quando comparadas ao controle. Plantas que
receberam o spray de Ni tiveram valor 1,54 vezes maior e aquelas que
receberam spray de arginina + Ni, 1,32 vezes maior que o controle. Na
comparacao dos valores obtidos, os dois ultimos grupos de plantas nao tiveram
valores diferentes estatisticamente. Em contrapartida, o primeiro grupo de
plantas foi diferente dos outros dois, mostrando um aumento da expressao de
GS2 néo s6 contra o controle, mas entre os tratamentos também.

Contrastando com o gene anterior, o gene GLT1 teve decréscimo dos
niveis de expressao (Figura 11C). Plantas que receberam somente Ni ou em
combinagcdo com arginina foram as que tiveram maior reducdo de expressao,

sendo de 0,04 vezes e 0,03 vezes, respectivamente. A diminuigdo foi menor no
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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 expressao em todos os tratamentos aplicados. As plantas com maior
aumento foram aquelas expostas a arginina de quase 80 vezes na comparagao
com as plantas controle. Os outros dois grupos de plantas apresentaram valores
médios de 39,59 e 57,56 vezes para a aplicacdo de Ni e de arginina+Ni,
respectivamente. Apesar da diferenca acentuada entre esses tratamentos, elas
nao sao significativamente diferentes.

Diferente do Experimento 1, e também do 3, cujos resultados serdo
apresentados mais adiante, no experimento 2 foi possivel detectar niveis de
expressao do gene de OAT (Figura 11D). Houve aumento de expressao com a
aplicacao de arginina sozinha ou aplicagdo 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 ndo foram estatisticamente entre si.
Além disso, o grupo de plantas que recebeu somente a aplicacdo de Ni
aumentou a expressao 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 expressao 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 ndo foram
significativamente diferentes entre eles e em relagédo ao controle.

Para o gene de P5CR (Figura 11F) as plantas que receberam spray
de Ni mostraram aumento da expressao em relacao ao controle. Nas plantas que
s6 receberam arginina, a expressao aumentou quase duas vezes mais que 0
controle, porém, sem ser diferente estatisticamente do controle. As plantas que
receberam a aplicacdo somente do Ni tiveram aumento de expressao de 3,48,
sendo significativamente maior que o controle, mas menor do que o aumento

ocasionado pela aplicagdo conjunta de arginina e Ni, que foi de 5,34.
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Figura 11: Expressdo génica no “Experimento 2: Ni e arginina” dos genes
relacionados a biossintese de aminoacidos. Asterisco indica diferenca estatistica em relagao ao

controle e letras indicam diferencga estatistica entre os tratamentos. Barras indicam o erro padréo.

As concentracdes de arginina (Figura 12A) variaram entre o0s
tratamentos e entre eles e o controle. Primeiramente, todos os valores dos
tratamentos foram significativamente maiores que o valor do controle. As plantas
que receberam a solugédo de arginina apresentaram 0,29 ug.g™', que é 74% a
mais do aminoacido que plantas do grupo controle. O aumento foi ainda mais
acentuado no grupo que recebeu somente a solugao de Ni, mas muito mais ainda
quando a aplicacéo de arginina foi combinada com o Ni. Plantas que receberam
Ni tiveram concentracgao de arginina de 0,41 ug.g™', o que significa acréscimo na
presenca do aminoacido de 136% quando comparadas ao controle, de valor
igual a 0,17 pg.g'. Os valores das aplicacdes isoladas de arginina e Ni foram
estatisticamente diferentes do controle e entre si. A combinagao de arginina e Ni
elevou o teor de arginina nas folhas para 2,48 ug.g”’, representando um

acréscimo de 14,17 vezes o valor do controle.
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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 relacéo 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 nao sdo significantemente diferentes entre si.

A aplicagéo de arginina s6 ou combinada com Ni levou ao aumento
significativo de citrulina quando comparados os valores com o controle e 0
tratamento com Ni. Os valores encontrados para o controle e o tratamento com
Ni foram, respectivamente, 0,0036 e 0,0045 ug.g™'. Arginina aplicada sozinha
elevou o nivel de citrulina para 0,051 ug.g™' e quando aplicada com Ni, para 0,19
ug.g’, valores que representam 14,2 e 52,3 vezes mais em relagao as plantas
do controle.

As concentragbes de ureia nos tecidos de plantas dos trés
tratamentos aumentaram significativamente em relacdo ao controle (Figura
12D). Plantas tratadas com arginina tiveram, estatisticamente, as mesmas
concentracOes de ureia daquelas que receberam somente o Ni, mas plantas que
receberam arginina+Ni 0 aumento de ureia foi significativamente. Arginina e Ni
aplicados isoladamente apresentam os contetidos de 6,9 e 7,77 ug.g™ de ureia,
respectivamente, representando um aumento médio de 1,6 vezes o valor das
plantas controle, 4,7 ug.g'. Plantas com arginina+Ni tiveram um aumento de
2,13 vezes mais ureia nos tecidos que plantas controle, atingindo o contetido de
10,02 pg.g™.
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Figura 12: Quantificagdo de ureia e aminoacidos envolvidos na biossintese de

poliaminas no “Experimento 2: Ni e arginina”. Letras indicam diferenca estatistica entre os

tratamentos. Barras indicam o erro padrao.

Os niveis de poliaminas nas plantas deste experimento sao
mostrados na Figura 13. Agmatina e espermidina (Figuras 13A e 13C,
respectivamente) apresentaram os niveis mais baixos, sendo em média 1.300 x
mais baixos que putrescina. Por sua vez, os niveis de putrescina (Figura 13B)
foram ao redor de 50 vezes maior que espermina (Figura 13D).

O teor de agmatina teve aumento significativo nos tratamentos com
Ni e arginina+Ni em relagdo ao controle, mas na aplicacao isolada de arginina
houve reducao de 0,42 vezes. Plantas dos tratamentos com Ni e arginina+Ni
tiveram valores 0,0072 e 0,0059 ug.g', respectivamente. Apesar da alta
concentracao de putrescina nas plantas dos tratamentos e do controle, ndo
houve diferenca estatistica significativa entre elas.

Em plantas tratadas com arginina nao foi possivel detectar
espermidina (Figura 13C). Em contrapartida, plantas do controle apresentaram
niveis de espermidina de 6x10* ug.g”', valor nédo significativamente diferente
daquele encontrado em plantas que receberam apenas Ni, 7x10“ ug.g'. Porém,

as plantas que receberam arginina+Ni tiveram concentragdo de 1x102 ug.g™' de
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espermidina, representando um aumento de 1,54 vezes em relacdo ao controle.
Espermidina é o precursor de espermina, cujo teor nas plantas que receberam
arginina foio de 0,051 pg.g™', o mesmo valor encontrado nas plantas controle. As
plantas que receberam somente o Ni tiveram queda no conteudo de espermidina,
com valor de 0,039 ug.g”', sendo significativamente menor que o controle e
plantas com arginina. Por fim, a combinagédo do aminoacido com Ni aumentou
espermidina nas plantas, 0,13 pg.g”', sendo significativamente maior que o

controle e os outros dois tratamentos.
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Figura 13: Quantificagcdo de poliaminas no “Experimento 2: Ni e arginina”. Letras

indicam diferenga estatistica entre os tratamentos. Barras indicam o erro padrao.

O tratamento com arginina isoladamente ou em associagédo com o Ni
levou ao aumento de glutamina (Figura 14A). Por outro lado, o tratamento com
Ni nao afetou o teor desse aminoacido, ficando em semelhante ao controle, com
valor ao redor de 0,01 ug.g™'. Arginina isoladamente elevou o teor de glutamina
para 0,048 ug.g”’', enquanto que em associagdo com Ni o valor atingido
significativamente maior, de 0,07 pg.g'. Glutamato aumentou apenas no
tratamento com arginina + Ni (0,15 pg.g™') sendo significativamente maior que o

controle e os outros tratamentos, que nao diferiram entre si e mostraram valores
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médios proximos a 0,03 ug.g'. Por sua vez, prolina aumentou de forma similar
e significativamente nos trés tratamentos quando comparados ao controle, mas
nao houve diferenca entre eles (Figura 14C). Os valores encontrados para o
controle e o valor médio dos tratamentos foram 6,6x102 e 90,8x10 ug.g™, ou
seja, um aumento de 13,81 vezes. O aminoacido GABA (Figura 14D) no
tratamento com arginina teve aumento (0,036 ug.g') de 4,3 vezes em relagao
ao controle, 0,0085 pg.g”'. Plantas dos outros dois tratamentos ndo tiveram
valores significativamente diferentes entre si, sendo ao redor de 0,015 ug.g™.
Mesmo assim, com relacdo ao controle, esses numeros representam um

aumento de 1,7 vezes maior que o controle.
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Figura 14 Quantificagdo de aminoacidos no “Experimento 2: Ni e arginina”. Letras

indicam diferenca estatistica entre os tratamentos. Barras indicam o erro padréo.

Experimento 3

A aplicagdo de um tratamento de estresse hidrico se justifica por
alterar o pool de prolina. Para verificar se as plantas realmente se encontravam
em estado fisiol6gico de estresse por privacdo de agua, foram medidos os
potenciais hidricos das plantas ap6s a suspensao da rega (Figura 15). No dia do
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inicio do tratamento, dia 0, o potencial encontrado foi de -0,2 Mpa. Nas
amostragens seguintes, os controles eram plantas que foram regadas
diariamente e o potencial da agua foi semelhante a -0,2 MPa. No dia 7, os valores
dos potenciais hidricos das plantas continuaram préximos, mas aumentaram em
relacdo do dia 0, ficaram entre -0,3 e -0,33 MPa. Nao havia sinais de murcha
nestas plantas. Depois de 14 dias sem rega, o potencial hidrico continuou caindo,
ficando entre -0,38 e -0,42 MPa. Neste ponto, as plantas apresentavam folhas
murchas (perda de turgidez) e, em algumas folhas, foram notadas areas de

amarelamento.
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Figura 15: Valores de potencial hidrico obtidos durante os tratamentos de seca. As

barras representam erro padrao.

As analises de expressao urease, arginase, ADC1, ONAT, NOS e
ASS mostraram que de modo geral ou ndo houve alteragdao ou houve pequena
reducéo aos 7 dias de estresse em relacao ao controle do dia de coleta (Figura

16). Por outro lado, aos 14 dias de suspensdo da rega houve aumento de
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xpressdo de todos os genes, alguns sendo maiores do que outro quando

comparados ao controle. O maior aumento foi de arginase.
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Figura 16: Expressao génica no “Experimento 3: seca” dos genes relacionados a
biossintese de poliaminas e citrulina. Asteriscos indicam diferenca estatistica em relacao aos

controles irrigados de cada dia de coleta. Barras indicam o erro padréo.

Com excecado de GLT e ALDH, a analise de expressao dos outros
trés genes relacionados a biossintese de aminoacidos apresentaram padrao
diferente aos genes comentados acima (Figura 17). GS2 (Figura 17A) teve
pequeno aumento de expressao nos trés dias de amostragem apds a suspensao
da rega, sendo de 1,73 e 1,78 vezes maiores que os respectivos controles. As
expressOes dos dias 7 e 14 nao foram significativamente diferentes de seus
controles diarios. Como comentado, GLT e ALDH (Figuras 17C e 17D,
respectivamente) tiveram a expressdao aumentada apenas no dia 14. Quanto ao
gene P5CR (Figura 17E), sua expressao ficou abaixo da metade do controle na
amostragem do dia 7. No dia 14, a expressdao aumento significativamente entre
2,5 em relacao ao controle.
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Figura 17: Expressao génica no “Experimento 3: seca” dos genes relacionados a
biossintese de aminoacidos. Asteriscos indicam diferenca estatistica em relagdo aos controles
irrigados de cada dia de coleta. Barras indicam o erro padrao.

Nao foi possivel detectar arginina ou ureia nas plantas desse
experimento. As concentracdes destes compostos, muito provavelmente,
estavam abaixo do limiar de deteccao do método empregado. Foram usadas
amostras apenas dos dias 7 e 14. Citrulina foi encontrada em maior quantidade
que ornitina (Figura 18A), mas nao se verificou alteragao entre os dias 7 e 14 e
respectivos controles. Por outro lado, ornitina (Figura 18B) aumentou
significativamente em relagdo ao controle no dia 7. No dia 14 ornitina foi
detectada somente nas plantas estressadas, mas em quantidade menor que no
dia 7.
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Figura 18: Quantificacao de citrulina e ornitina no “Experimento 3: seca”. Asteriscos
indicam diferenca estatistica em relacdo aos controles irrigados de cada dia de coleta. Barras

indicam o erro padrao.

Assim como para a quantificagdo de arginina e ureia, nao foi possivel
detectar agmatina nas plantas desse experimento. As plantas do dia 7 tiveram
em média 23 ug.g' de putrescina (Figura 19A), estatisticamente maior que as
plantas controle, que tiveram 18,14 pg.g™'. Os teores dessa poliamina no dia 14
variaram entre 21,6 e 19,97 ug.g', nas plantas estressadas e respectivos
controles, respectivamente, mas sem serem estatisticamente diferentes. Os
teores de espermidina (Figura 19B) variaram entre 2,8 e 3 ug.g”', mas sem
apresentarem diferencas entre os tratamentos e seus respectivos controles.
Para espermina (Figura 19C), apenas as plantas do controle irrigado do dia 7
foram diferentes das plantas controle e estressadas do dia 14, com valor de 7,12

Mg.g™.
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Figura 19: Quantificagcdo de poliaminas no “Experimento 3: seca”. Asteriscos
indicam diferenca estatistica em relagcdo aos controles irrigados de cada dia de coleta. Barras

indicam o erro padréao.

Como esperado, a maior variagdo entre os aminoacidos analisados
foi de prolina (Figura 20C). Enquanto glutamato pouco variou entre plantas
controle e estressadas (Figura 19B), glutamina (Figura 20A) reduziu em plantas
estressadas aos 14 dias de estresse e GABA (Figura 20D) reduziu aos 14 dias
tanto em plantas estressadas e controle, mas mais nas estressadas. As plantas
controle do dia 7 (Figura 20C) tinham teor de prolina de 9,84 ug.g', aumentando
para 19,03 pg.g™' nas plantas estressadas. Aos 14 dias, aquelas do controle com
irrigacdo tinham 17,70 ug.g™' e as estressadas 51,95 ug.g™'.
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Figura 20 Quantificagdo de aminoacidos no “Experimento 3: seca”. Asteriscos
indicam diferencga estatistica em relacéo aos controles irrigados de cada dia de coleta. Barras

indicam o erro padrao.

Discussao

Experimento 1: ureia e Ni

A ureia oferecida no Experimento 1 foi absorvida e metabolizada pela
enzima urease, fazendo o seu nitrogénio disponivel para o metabolismo vegetal.
A forma de administracdo desse tratamento, adicionando a solucéo no prato sob
os vasos, foi escolhida para que uma quantidade suficiente do fertilizante
pudesse ser absorvido e transportado para a parte aérea das plantas. Foi levado
em conta que o composto nitrogenado estaria sofrendo metabolizacao pelos
microrganismos do substrato nos vasos e esse nitrogénio estaria sendo
disponibilizado através de formas mais acessiveis como nitratos e amonio (Miller
& Cramer, 2004; Yang et al., 2015). Porém, as raizes estariam em contato com
volume suficiente da solugao para que o transporte direto de ureia acontecesse
para as folhas. Isso porque, as raizes de A. thaliana possuem transportadores
capazes de transportar ureia para dentro da planta e esse composto poderia
seguir para as folhas (Liu et al., 2003; Yang et al., 2015). Uma vez disponivel, o
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nitrogénio pode ter dois destinos: entrar na formacao de arginina ou de glutamina
(ver figura 3). As plantas que receberam ureia ou ureia+Ni no experimento 1
mostraram maiores concentracées de ureia em seus tecidos, mas chama
atencao que nas plantas do tratamento ureia+Ni o nivel foi maior.

O aumento de ureia foi acompanhado por um aumento de varios
compostos, mas principalmente aminoacidos, tanto aqueles que estdo na rota
de biossintese de poliaminas e citrulina como também de glutamato, glutamina,
prolina e GABA. Com exceg¢ao de arginina e glutamato, ureia+Ni induziram
maiores niveis do que apenas ureia. Apenas ureia e ureia+Ni também induziram
aumento de agmatina, mas ndao houve aumento dos compostos subsequentes
na rota de poliaminas, ao contrario, houve redugéo de putrescina, espermidina e
espermina, em relagdo ao controle. E importante citar que o vactolo pode ser
um destino importante para o equilibrio de ureia nas células (Liu et al., 2003;
Martinoia et al., 2006), assim n&o todo o fertilizante nitrogenado que chegou para
as folhas das plantas, estaria disponivel para ser metabolizado pela urease, uma
enzima citoplasmatica. No caso da ureia presa no vacuolo, seu nitrogénio nao
estaria prontamente disponivel para formar novas moléculas mas, seria
detectado no método de analise 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 associacao positiva entre ureia e Ni. Essa associacdo pode ser
explicada pela maior expressao de urease nas plantas que receberam ureia e
ureia+Ni, sendo maior a expressao no segundo caso. Urease € dependente de
Ni para sua ativacao (Polacco et al., 2013) e tanto 0 metal quanto a ureia podem
ser fatores regulatérios da sua atividade e de sua expressao (Polacco et al.,
2013; Mazzafera et al., 2013). Numa situagao de alta concentracéo intracelular
de ureia, a disponibilidade de Ni é crucial para a metabolizacao do composto
(Polacco et al., 2013). Mesmo que pouco influente para a expressao da urease
quando aplicado sozinho, o Ni parece ter papel regulatério importante dessa
expressao quando aplicado com a ureia.

Sabidamente, além de sua importancia na sintese de proteinas,
arginina constitui uma importante reserva de nitrogénio 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 expressao de
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arginase e ADC1, mas nesse caso nao houve diferenciagdo de expressao em
relacdo a adicdo de Ni. E sabido que, o pH 6timo in vitro para arginase é ao redor
de 9,5 (Jenkinson et al., 1996), e uma vez que ureia € um agente alcalinizante,
0 aumento de expressao de arginase, assim como de urease, pode refletir uma
tentativa de reducao de ureia soluvel.

Apesar do aumento observado de arginina e agmatina, isto nao se
refletiu na biossintese 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 biossintese de poliaminas.
Estes aumentos de concentracbes foram seguidos por aumentos nas
expressbes dos genes relacionados. Assim, além de arginase e ADC1, houve
aumento na expressao de NOS e ASS, sendo que aqui também nao se observou
o efeito associado de ureia+Ni. Oposto a biossintese de arginina, também houve
aumento de ornitina e da expressao de ONAT.

Entre os genes associados a biossintese de glutamina, &cido
glutdmico e prolina, que claramente aumentaram com ureia, houve aumento na
expressao de GS2, ALDH e P5CR, mas ndo de GLU2, que esta envolvida na
biossintese de glutamato. Por outro lado, o tratamento com ureia+Ni causou
aumento de GLT, que também esta envolvida na biossintese 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 néo clorofilados, como raizes, meristemas apicais, feixes
vasculares entre outros (Konishi et al, 2014). GLU2 ¢é expressa
predominantemente em folhas. Dessa forma, ndo deixa de ser uma surpresa a
expressao aumentada do tratamento ureia+Ni.

A glutamina é a amina originada da incorporacdo do nitrogénio
amoniacal em moléculas de glutamato e é a principal porta de entrada do
nitrogénio nas células vegetais. O aumento de glutamina em relacdo ao
fornecimento de Ni foi observado por Lin et al. (2007). Apesar disso, os autores
notaram que o acumulo de glutamina tinha pouca ligacdo com o acumulo de
prolina. Neste caso, o glutamato, produzido a partir de glutamina era
metabolizado para compostos como GABA. Da mesma forma, o acumulo de
ornitina nao foi tido como responsavel pelo acumulo de prolina, mas sim a

diminuicdo na metabolizacdo de prolina dentro das células e hidrdlise proteica.
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No caso desse estudo, é possivel dizer que o acumulo de glutamina pode ter
sido resultado da maior incorporagdo de N amoniacal durante o fornecimento de
Ni.

O conteddo de GABA também aumentou nas plantas tratadas com
ureia, sendo maior com a presencga de Ni. Uma vez que GABA no tratamento
com Ni apenas se manteve no mesmo nivel do controle, presume-se que nao
houve um efeito de estresse por este metal, como observado em vérias plantas.
GABA ¢é um forte sinalizador de estresses em plantas (Kinnersley & Turano,
2000), mas o nivel de ureia usado aqui € aquele comum na pulverizagao 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 biossintese de GABA esta intimamente associada ao metabolismo primario de
N em plantas (Michaeli & Froom, 2015). De fato, a biossintese de GABA se da a

partir de glutamato por acao da enzima glutamato descarboxilase.

Experimento 2: arginina e Ni

Como esperado, o fornecimento de arginina, sozinha ou em
combinagdao com Ni, levou ao aumento de arginina nas folhas de A. thaliana.
Assim como para a ureia, plantas sdo capazes de captar aminoacidos via suas
raizes usando transportadores celulares (Svennerstam et al., 2008). Dessa
forma, € possivel dizer que a arginina fornecida péde 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 sinergistico. Curioso também
foi o fato de que o aumento de arginina com fornecimento de Ni sozinho foi maior
do que o fornecimento do aminodacido sozinho. Este efeito sinergistico entre
arginina e Ni muito provavelmente ndo reside em atividade de enzimas
relacionadas a sintese ou degradacao deste aminoacido. Em certas espécies, a
absorcao de ureia pode ser favorecida pela deficiéncia de Boro (Yang et al.,
2015), nesse caso vemos uma relacao entre a concentracdo de um nutriente e
a absorc¢éao radicular do fertilizante, que pode ser uma alternativa para explicar
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os dados mostrados. A concentracdo usada de NiClz para a pulverizacao das
plantas foi de 25 pM, um nivel que eventualmente poderia ser toxico as plantas
e que poderia acarretar a producéo 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
aplicacdo de arginina, como precursora de poliaminas, na atenuagcdo da
toxicidade de Ni, sendo o aminoacido e o metal fornecidos para as raizes e em
concentracdes maiores do que as usadas aqui. Estes autores observaram que o
fornecimento de arginina alterou bastante o padrao de enzimas relacionados ao
metabolismo antioxidante e também a producédo de perodxido, indicando uma
acao 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 protecdo para que nao caisse no substrato, e arginina foi
colocada como solugao no prato sob o vaso contendo as plantas. Ni € mével pelo
floema (Yusuf et al., 2011), mas o0 aumento de arginina endégena no tratamento
indicaria que o Ni transportado para as raizes estaria facilitando a absorgéo de
arginina ou seu transporte pelo xilema para a parte aérea. Entretanto, ndo parece
haver limitagdo para absorcdo de arginina pelas raizes. Plantas absorvem
aminoacidos do solo como fonte de N, assim como micorrizas associadas a elas,
além do fato que em A. thaliana sdo conhecidos ao menos 53 transportadores
de membrana associados a aminoacidos (Svennerstam et al., 2008)
Curiosamente, arginina aplicada sozinha nao ocasionou aumento de
nenhuma poliamina, o que de certa forma nao apoia a hipétese de Nasibi et al.
(2013), na qual o fornecimento desse aminoacido induziria a biossintese desses
compostos. Estes autores, no entanto, ndo dosaram poliaminas em seu estudo.
Por outro lado, arginina+Ni levou ao aumento maior das poliaminas agmatina,
espermidina e espermina, mas nao de putrescina. A relagdo 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
niveis das outras poliaminas se matinveram semelhantes ao controle na

pulverizacdo de apenas Ni, sugerindo que nado houve fitotoxicidade no
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experimento. Cabe comentar que ndo se observou nenhum sintoma de
toxicidade nas plantas, como, por exemplo, amarelecimento de folhas.

Vale ainda comentar que no experimento 1 os niveis de arginina nos
tratamentos com ureia e ureia+Ni ficaram ao redor de 1,5 pg.g' enquanto que
no experimento 2, o tratamento arginina+Ni elevou o nivel enddégenos de arginina
a quase o dobro disso. Porém, os niveis de ornitina, citrulina, e poliaminas foram
bastante inferiores quando arginina foi usada como fonte de N, indicando que
provavelmente muito do aminoacido absorvido tenha sido usado na biossintese
de proteinas. Uma grande diferenca entre os tratamentos com ureia e arginina
também pode ser vista nos niveis dos aminoacidos glutamina, glutamato, prolina
e GABA. Apesar de essas diferencas poderem ser relacionadas ao metabolismo
alterado das plantas em resposta aos tratamentos, elas poderiam também ser
atribuidas ao fato dos experimentos 1 e 2 terem sido feitos em épocas diferentes,
portanto, com variagao entre as plantas.

O aumento da expressao de urease e arginase € concordante no
sentido de que os tratamentos com arginina aumentaram a expressao de ambas,
mostrando que havia degradacdo de arginina, gerando ureia. Entretanto, Ni
aplicado sozinho aumentou o teor de arginina, mais até que arginina aplicada
sozinha, o que nao foi verificado na expressao de urease ou arginase. Ou seja,
houve aumento de expressdo, mas em menor grau que nos tratamentos com
argnina aplicada isoladamente ou em associagdo com Ni. Isto indica que o Ni
por si s6 mostra, e confirma os dados com ureia, tem uma influéncia 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 nao,
também foram observados na expressédo de genes relacionados a biossintese
de citrulina e N-acetil-ornithina, i.e., ONAT e NOS, sendo muito mais
pronunciados do que ADC da biossintese de poliaminas. Estas altas expressoes
de ONAT e NOS poderiam ser explicadas pela possibilidade de ornitina ser
sintetizada por uma via linear e uma ciclica. A via ciclica de produg¢éo de ornitina
consiste em uma série de reagdes metabdlicas que, usando glutamato, originam
ornitina e N-acetilglutamato (Winter et al., 2015). Esse composto segue por
reacdes enzimaticas que produzirdo N-acetilornitina, composto que pela acao 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 transformacao
enzimatica de N-acetilornitina para ornitina de forma direta. Apds formagéo de
ornitina, seja de forma linear ou ciclica, acontece sua transformagéo em citrulina,
argininosuccinato e arginina, nesta ordem. Dessa forma, o nitrogénio 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 possivel desse N
€ para prolina que pode ser produzida via OAT e ornitina. Essa via tem sido
estudada como importante em situagdes de estresse abidtico (Anwar et al., 2018)
porém inexpressiva em situagdes ndo estressantes (Funck et al., 2008).

O envolvimento da via linear de biossintese de ornitina no
experimento 3 encontra suporte na alta expressdo de GLU2, fornecendo
glutamato para a biossintese de ornitina e de prolina, sendo que no caso deste
ultimo aminoacido houve grande aumento de expressdao de ALDH, mas menos
de P5CR. Desta forma, levando em conta os dados de expressao o efeito de

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

Experimento 3: seca

Durante situagbes de privagdo hidrica, plantas langam méao de
diversas estratégias para economizar e absorver agua, 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 sobrevivéncia das
plantas esta o aproveitamento dos nutrientes e minerais de forma otimizada, com
a finalidade de produzir os compostos que efetivamente remediardo a quebra da
homeostase, causada pelo estresse, e, mais além, garantirem a manutencao de
estruturas danificadas e formagdo de novos tecidos para completarem seus
ciclos de vida (Lipied et al., 2013; Vishwakarma et al., 2017). A biossintese e
acumulo de prolina em plantas submetidas a estresse hidrico 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 acumulo de prolina em diferentes
situacdes estressantes (Zanella et al., 2016; Zarattini et al., 2017; Anwar et al.,
2018).

Uma vez que o N amoniacal proveniente da degradacao de ureia pode
ser incorporado em glutamina e afetar o pool de glutamato, usado para a sintese
de prolina, ou prolina ser sintetizada a partir de ornitina via mediagcdo de OAT
(Jun et al., 2012), plantas de A. thalina foram expostas a déficit hidrico para se
verificar como poderia ser a modula¢ao do fornecimento vindo de ureia.

A suspenséo da rega mostrou uma queda acentuada no potencial da
agua nas plantas de A. thalina. Esta queda se refletiu no aumento significativo
de prolina, como esperado, sendo maior aos 14 dias sem agua. A expressao 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 fungéo do uso do pool metabdlico de glutamato, ou ornitina (Jun et al.,
2012). Ureia e arginina também poderiam estar contribuindo para a biossintese
de glutamato e, por consequéncia de prolina. Estas duas substancias nao foram
detectadas nas plantas estressadas, mas, contraditoriamente, a expressao de
urease e arginase foram aumentadas aos 14 dias em trés e quatro vezes e meia
em relacédo ao controle, respectivamente. A possibilidade do uso do N amoniacal
para a biossintese de aminoacidos nao se refletiu no aumento de glutamato, o
que poderia ser explicado pela sua canalizacao para a biossintese de prolina.
GABA, cuja sintese também tem como precursor glutamato, reduziu seu teor aos
14 dias, mostrando também provavel canalizacdo de glutamato para a
biossintese de prolina. Enquanto GS2 aumentou sua expressao aos 7 e 14 dias
de estresse, o teor de glutamina diminuiu aos 14 dias. Eventualmente a queda
dos niveis desse aminoacido poderia ter estimulado a expresséo génica.

O aumento de prolina ndo 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 periodo. Os genes
das enzimas do metabolismo de orinitina também aumentaram aos 14 dias de
estresse, como ONAT, NOS e ASS A sintese de prolina € possivel 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 metabdlica ndo
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contribui significativamente para a sintese de prolina em situacdes fisioldgicas
nao estressantes. Para os autores, a reacdo com OAT seria importante para a
metabolizacdo de arginina e ornitina, mas inexpressiva na sintese de prolina.
Sendo assim, a principal via de sintese de prolina ainda seria a rota através de
glutamato com as enzimas ALDH e P5CR em situagdes fisiolégicas normais.
Entretanto, Anwar et al. (2018) apontam a atividade de OAT para sintese e
acumulo de prolina como importante em situacdes de estresse abidtico como
seca. Considerando isso, os resultados mostram que a ornitina pode estar sendo
usada para producédo de prolina, pois as concentra¢cdes do primeiro aminoacido
sd0 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
expressao de ADC1 reduziu neste periodo, mas aumentou ao redor de 3 vezes
aos 14 dias. O papel de poliaminas em plantas submetidas a estresse hidrico
tem sido bastante discutido e em A. thaliana a biossintese de putrescina a partir
de ornitina, via ODC, n&o foi ainda provada em plantas (Alcazar et al., 2006). A
aplicacao de espermina em A. thaliana levou a protecao contra estresse térmico
através da indugdo genes heat-shock (Sagor et al.,, 2013). Mutantes de A.
thaliana deficientes na producéo de espermina sao hipersensiveis ao estresse
hidrico e o fenétipo era restaurado quando se fornecia espermina exdégena
(Yamaguchi et al., 2007). Entretanto, isto ndo ocorria quando se usava outra
poliamina, mostrando especificidade de resposta. No experimento 3, o teor de
espermina diminuiu aos 7 dias de estresse, mas ndo se alterou em relagdo ao
controle aos 14 dias.

Os dados desse experimento mostram que durante estresse hidrico é
muito provavel que a maior via de precursor, i.e., glutamato, para a sintese de
prolina se da via ornitina. Entretanto, a maior expresséo de arginase e urease, e
a nao deteccao de ureia mostra que o N amoniacal resultante da acdo de urease
pode estar sendo canalisado para a biossintese de glutamato, que por sua vez
serd usado para a biossintese de prolina
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Conclusao

O Ni é um metal de transicao importante em diversas areas industriais
e tecnoldgicas. Especificamente, no metabolismo de plantas, se sabe muito
pouco sobre a agdo do metal. Mesmo assim, ele é considerado como
micronutriente para esses seres vivos e, assim, € necessario em quantidades
infimas nos substratos de crescimento deles. Esse papel sé Ihe 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
nitrogénio acessivel ao metabolismo das plantas. Até hoje, os estudos sobre
esse metal no metabolismo vegetal s&o limitados em quantidade e diversidade
de abordagens e organismos modelos estudados. Considerando que a reagao
da urease € a Unica forma do nitrogénio dessa molécula se tornar acessivel para
as células, ndo é impossivel imaginar que a importancia desse metal, enquanto
ativador da urease, pode atingir ndo s6 essa reacdao, mas deve ser capaz de
afetar outras vias do metabolismo de nitrogénio 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 agua, a reacao de hidrélise de ureia
permite que o N seja reciclado e assimilado para aminoacidos 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 padrdo de
metabolizagcdo dos aminoacidos estudados. Mais do que isso, o padrdao de
metabolizagdo dos aminoacidos é alterado novamente dependendo da fonte de
nitrogénio disponivel, quando administrada junto com o metal. De forma geral,
as adicOes de diferentes fontes de nitrogénio com o metal alteraram os pools
metabdlicos que receberam o N metabolizado pela urease. As diferencas nas
respostas obtidas nos casos de fornecimento de Ni, ureia, arginina, Ni+ureia e
Ni+arginina sugerem que a influéncia desse metal ndo se limita aos compostos
diretamente ligados a reagédo da urease. Sendo assim, compostos importantes
na resposta a seca, como prolina, podem ser afetados pelo papel fisiolégico do
micronutriente, como visto no Experimento 3. Isto tem implicac6es praticas, uma

vez que ureia tem sido usada em pulverizagdes de plantas e a potencializacéao
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do uso do N de ureia por plantas demandaria a inclusdo de Ni na calda de
pulverizacao.

De outra forma, Ni tem sido incluido em misturas usadas na
agricultura, acreditando-se que pode afetar a longevidade das folhas. Este
assunto ndo foi o alvo desta tese, mas os resultados aqui obtidos mostram que
em tais formulagdes, com a inclusao de ureia, poderiam ter um efeito duplo da
acdo do Ni. Todas as informagdes apresentadas podem contribuir para a
melhora da formulagao de fertilizantes com intuito de melhorar o aproveitamento

dos nutrientes e otimizar o crescimento vegetal.
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Apéndice 1: Sequéncia dos primers para qRT-PCR:

Foward primer

TAIR ID Gene Reverse primer
CaceeecoHToRToeT
IoATUT TS0 oe
AT4G34710 |Arginine decarboxylase 1 (ADC1) é?g%g%?g ((;3 g;ggéggéﬁg
AT2G39030 |Ornithine-N-Acetil-transferase (ONAT) Tas A e
AT3G47450 |Nitric oxide synthase (NOS) ol T LIASSA
AT4G24830 | Arginine succinate synthase (ASS) é&i%?_ggg?gg’g%’g&i%g
AT5G53460 |NADH dependent glutamate-synthase-1 (GLT) %gggiﬁg\%?g égfff%i
AT5G35630 |Glutamine synthetase (GS2) %SCT/S&?TGCGCCAAAACTTA&?:J%
AT5G04140 |Ferredoxin-dependent-GOGAT-2 (GLU2) ggﬁ%ﬁg@g’ﬁgﬁ:@:ﬁgfgg
AT5G46180 |5-Ornithine amino transferase (OAT) ggﬁggéﬁgﬁﬁg;ﬁgﬁgﬁéﬁi
AT5G62530 |8-1-pyrroline-5-carboxylate-dehydrogenase (ALDH) gggﬁggAAéSs gﬁrgﬁé é‘géé
AT5G14800 |Pyrroline-5-carboxylate-reductase (P5CR) ﬁggig'g%—rg AC‘: : CC ACG(Z(?A?A%EFA
AT5G60390 | Elongation factor 1-alfa (EF1-q) CACCACTGGAGGTTTTGAGG

TGGAGTATTTGGGGGTGGT
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