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nado déa para te explicar. Eu perco qualquer palavra quando eu penso em nés. Mas
sempre fomos nés, familia.
as cinco pontas da estrela.
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mas também raiva
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RESUMO

As plantas necessitam de nitrogénio em todas as fases do desenvolvimento,
sendo que este € considerado um nutriente essencial. O nitrogénio pode ser absorvido
do solo, principalmente na forma de compostos inorganicos, nitrato e amaonia.
Contudo, a ureia € um composto nitrogenado organico que também pode ser
absorvido pelas plantas, sendo hidrolisado em amoénia e gés carbbnico pela enzima
urease. Em soja, sdo encontrados dois tipos principais de urease, a urease ubiqua,
presente em todos os tecidos vegetais e a urease embrio-especifica, presente nos
graos e em embrides em desenvolvimento. O objetivo deste trabalho foi investigar
possiveis alteracdes no crescimento e no rendimento de plantas de soja mutantes
para a urease, assim como analisar os niveis de alguns compostos nitrogenados nas
folhas. Para tal, foram cultivadas plantas de soja mutantes dos seguintes genétipos:
eul-a, eu3-a, eud-a, eul-a/eud-c e Williams 82. Apds atingirem o estagio de formacéo
das sementes e vagens, as plantas foram coletadas e foram feitas andlises
biométricas e bioquimicas. Com relacdo aos parametros de crescimento, foram
observadas algumas diferencas entre os genétipos, principalmente entre o eu4-a em
relacdo aos demais. Nas analises bioquimicas apenas o contetdo de nitrato diferiu
entre os mutantes. De maneira geral, podemos concluir que existem diferengas no
crescimento dos genétipos mutantes e controle e, a principio, o controle Willians 82
parece ser 0 mais produtivo. No entanto, sugerimos que mais estudos sejam feitos

para avaliar a produtividade dos mutantes.

Palavras-chave: Urease; Ureia; Nitrogénio; Proteina; Nitrato.



ABSTRACT

Plants need nitrogen at all stages of development, which is considered an essential
nutrient. Nitrogen can be absorbed from the soil, mainly in the form of inorganic
compounds, nitrate, and ammonia. However, urea is an organic nitrogenous
compound that plants can also absorb, being hydrolyzed into ammonia and carbon
dioxide by the enzyme urease. In soybeans, two main types of urease are found, the
ubiquitous urease, present in all plant tissues, and the embryo-specific urease, present
in grains and in developing embryos. The objective of this work was to investigate
possible changes in the growth and yield of urease mutant soybean plants, as well as
to analyze the levels of some nitrogen compounds in the leaves. For this, mutant
soybean plants of the following genotypes were cultivated: eul-a, eu3-a, eu4-a, eul-
aleud-c, and Williams 82. After reaching the stage of seed and pod formation, the
plants were collected and biometric and biochemical analyzes were performed.
Regarding the growth parameters, some differences were observed between the
genotypes, mainly between eu4-a concerning the others. In the biochemical analyses,
only the nitrate content differed between the mutants. In general, we can conclude that
there are differences in the growth of mutant and control genotypes and, at first, the
Williams 82 control seems to be the most productive. However, we suggest that more

studies be done to evaluate the productivity of the mutants.

Keywords: Urease; Urea; Nitrogen; Protein; Nitrate.
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1. INTRODUCAO
1.1 Amonio, Ureia e Urease

O nitrogénio € um macronutriente essencial para as plantas, tendo impacto
direto em seu crescimento, desenvolvimento e rendimento. Entre 0os compostos
nitrogenados, estdo o nitrato (NO3-) e 0 amdnio (NH4+). O nitrato € o composto em
maior quantidade no solo, podendo ser absorvido pelas raizes (O’Brien et al., 2016).
O amobnio tem como elemento principal o nitrogénio, sendo um dos compostos
nitrogenados preferenciais para as plantas, porém, tanto em ambientes naturais
quanto em cultivo, o suprimento de aménio muitas vezes é reduzido (O’Brien et al.,
2016).

As plantas podem obter amonio a partir de trés principais formas: por absorcéo
direta do solo, por sintese enddgena ou a partir absorcédo de ureia e sua conseguinte
hidrélise, catalisada pela urease. A ureia presente no solo é proveniente da adubacéo
ou das excretas dos animais e a amonio diretamente absorvido é proveniente da
conversado da ureia por bactérias do solo (Witte, 2011). A sintese enddgena da ureia
ocorre a partir da hidrélise da arginina pela enzima arginase, resultando em ornitina e
ureia. Esta reacdo ocorre na mitocdéndria e a ureia resultante do processo é

transportada ao citosol e depois € hidrolisada pela urease (Witte, 2011).

A urease (EC. 3.4.1.5, ureia amidohidrolase) é uma metaloenzima de grande
importancia historica e também no meio agricola (Farrugia, Macomber e Hausinger,
2013). A urease foi a primeira enzima a ser cristalizada de fonte vegetal e a primeira
proteina que contém sitio ativo composto por niquel a ser descoberta (Polacco,
Mazzafera e Tezotto, 2013). A absorcao direta da ureia do solo ocorre a partir de
transportadores transmembrana, otimizando a tomada de nitrogénio (Kojima, Bohner
e Wirén, Von, 2006). As subunidades UreA, UreB e UreC formam um polipeptidio
unico de 90 kDa (Witte, 2011).

A reacdao realizada pela urease ocorre em duas etapas, sendo a segunda mais
rapida que a primeira (Witte, 2011). Primeiramente, a quebra da ureia resulta em
amonia e carbamato. Em seguida, ha a formacdo de uma segunda molécula de
amonia e dioxido de carbono. (Witte, 2011) . A hidrolise da amdnia € energeticamente

favoravel, considerando que a reacdo nao catalisada € extremamente lenta. (Polacco,
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Mazzafera e Tezotto, 2013) (Figura 1). Em plantas, a urease possui sitio ativo
composto por duas moléculas de Niguel (Ni2+) e depende de proteinas acessorias
para adicdo do Ni ao centro ativo e para ativacdo enzimatica (Real-Guerra,
Staniscuaski e Regina, 2013). A auséncia ou inativacdo de qualquer uma das
proteinas acessorias resulta na ndo ligagdo do niquel a urease e a conseguinte
inativacdo da enzima (Polacco et al., 1999). A ativacdo da urease por tal proteina
acessoria, envolve a carboxilagdo de uma Lisina do sitio ativo e a adi¢ao de dois ions
Niquel (Witte, 2011).

1.2 Produtividade em soja

De acordo com dados da Embrapa, atualmente o Brasil € o segundo maior
produtor de soja do mundo, contando com uma produtividade média de 3362 kg por
hectare. No pais, 124.845 milh6es de toneladas foram produzidas na safra de
2019/2020 (https://mwww.embrapa.br/web/portal/soja/cultivos/sojal/dados-

economicos).

Segundo Freitas et al (2018), em cultivo em casa de vegetacéo, a produtividade
de gréos de soja do gendtipo Eu3 (controle) é de aproximadamente 9 gramas por
planta. Quando estas plantas sdo adubadas com niquel, a produtividade aumenta,
evidenciando possivel deficiéncia oculta do nutriente. Nas mesmas condicdes, plantas
de soja urease-negativas (eu3-a), apresentam decréscimo do rendimento de gréos
quando fertilizadas com niquel. Ainda no mesmo estudo, em plantas Eu3, a fertilizacédo
com niquel afetou positivamente a fotossintese, considerando a maior efetividade do

fotossistema Il e maior contetudo relativo de clorofila (Freitas et al., 2018).

1.3 Urease em soja

Duas ureases sado conhecidas em soja, a urease embrio-especifica e a urease
ubiqua (Souza, de et al.,, 2020). A urease embrio-especifica esta presente nas
sementes e a ubiqua ocorre em todos os tecidos vegetais. As duas isoenzimas diferem
em sua bioquimica, principalmente quanto a valores de Km e de pH 6timo e cada uma
delas é codificada por um gene especifico. A urease embrio-especifica é codificada
pelo gene Eul que contém 7736 pares de bases, enquanto a urease ubiqua é
codificada pelo gene Eu4, composto por 7278 pares de bases. A determinacédo dos
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genes codificantes foi determinada a partir da analise de plantas mutantes para cada

isoenzima (Real-Guerra, Staniscuaski e Regina, 2013; Torisky e Polacco, 1990).

As proteinas acessorias necessarias para ativacao da urease sdo a UreG, UreF
e UreD, sendo que a UreG ¢é a responsavel pela ligacdo do Ni2+ a apoenzima. As trés
proteinas e a apo-urease formam um complexo para incorporacdo do niquel, havendo
dissociacdo do mesmo apos a ativacdo enzimética (Witte, Rosso e Romeis, 2005).
Mutacdes para qualquer uma das trés proteinas resulta na auséncia da atividade
ureolitica (Real-Guerra, Staniscuaski e Regina, 2013). No genoma da soja, sabe-se
gue o gene Eu3 é o codificante da proteina UreG, o gene Eu2 codifica a proteina

acessoria UreF.

Figura 1. A) Reagdo enzimatica da urease B) ativacdo da apo-urease pelas proteinas acessorias.
(Witte, 2011)

A o f
)J\ Spomaneous COE
HO” “NH, ———— +
HoNT™ NH, o/ + Z
H20 HzO NH5
urea NH;

Mutantes foram criados para as ureases e para as proteinas acessorias, ambas
resultando na auséncia da atividade da enzima. O mutante eul-a (eul-sun/eul-sun)
nao apresenta atividade da urease embrio-especifica (Elise Meyer-Bothling e Polacco,
1987). Ja o mutante eu4-a (eud-a/eud-a) ndo possui atividade da urease ubiqua.
Ambos 0s genes estdo em cOpia Unica no genoma, portanto a mutacao infere atividade
praticamente nula destas enzimas (Torisky et al., 1994). Mutantes para as proteinas
acessorias também geram interferéncia na atividade ureolitica, sendo conhecidos o
mutante eu3 (eu3/eu3) para a proteina UreG e o Eu2 (eu2/eu2) para UreF (Elise
Meyer-Bothling e Polacco, 1987) (Tabelal). O mutante eu3-a é totalmente negativo
para urease, sendo que apresenta mutacao na proteina UreG, acarretando na nao

insercao de e a conseguinte ndo atividade da enzima (Polacco et al., 2011). O mutante
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para as duas ureases, eul-a/eud-a, apresenta atividade enzimatica reduzida, porém

nao totalmente ausente (Stebbins et al., 1991; Torisky e Polacco, 1990).

Tabela 1. Genes para ureases em soja (Polacco et al., 2011).

Locus | Gene Numero Glyma Urease Referéncias
afetada
devido a
mutacao
Eul Urease Glyma0g2780/urease Urease Meyer-Bothling
embrio- embrio- and Polacco,
especifica especifica 1987; Torisky et
al., 1994
Eud Urease Glymallg37250/urease Urease Meyer-Bothling
ubiqua ubiqua and Polacco,
1987; Torisky et
al., 1994;
Goldraij et al.,
2003
Eu3 UreG Glyma08g08970/UreG Urease Freyermuth et
ubiqua e al., 2000
embrio-
especifica
Eu2 UreF Glyma02g44440/UreF UreF (Polacco et al.,
Glymal4g04380/UreF 2011)
Glyma02g20690/UreD
Glyma20g17990/UreD

Visto que a urease é uma enzima intrinseca a ciclagem do nitrogénio na planta,

ela é de extrema importancia em todos os estagios do metabolismo vegetal. Havendo

interferéncia na produtividade da soja, o estudo da enzima é relevante para avaliacéo

das lavouras e como a sua atividade, ou n&o, interfere na produtividade.

A hipo6tese deste trabalho € de que as mutacdes para atividade da enzima

urease alterem o rendimento das plantas de soja, havendo provavel mudanca na

biomassa e nos graos dos mutantes.

2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi de avaliar a producdo de biomassa e a

produtividade de plantas de soja em diferentes mutantes para a urease. Também

temos como objetivo observar e analisar o perfil de alguns metabdlitos nitrogenados

nas folhas das plantas.
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3. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado na Universidade Federal de S&o Carlos, no
Departamento de Botanica. O campus da universidade se situa na cidade de S&o
Carlos, no interior do estado de S&o Paulo. Foram utilizadas sementes dos mutantes
eu4-a (mutante para urease ubiqua), eul-a (mutante para urease embrio-especifica),
eul-a/eud-c (duplo mutante para as duas ureases) e eu3-a (mutante para proteina
acessoria UreG). O controle foram sementes da linhagem Williams 82, genotipo

utilizado para obtenc&o dos mutantes.

3.1 Condicdes de cultivo

As plantas foram cultivadas em sacos de muda pretos de dois litros de
capacidade, contendo vermiculita como substrato, em casa de vegetacdo, sob

condi¢des naturais de luz e temperatura.

Foram plantadas 4 sementes em cada saco de muda, em um total de 40 sacos,
sendo 8 sacos de cada gendtipo. ApGs a germinacao, as plantas foram desbastadas
ficando apenas uma planta por saco. Os sacos foram colocados de forma aleatéria
dentro da estufa. De cada 8 sacos por gendétipo, quatro plantas foram usadas para

analises biométricas e as outras quatro para analises bioquimicas.

As plantas foram regadas apenas com agua corrente até a terceira semana
apos a germinacao. Apos isso, duas vezes por semana as plantas eram irrigadas com
200 ml de solucéo nutritiva de Hoagland & Arnon (1938), contendo nitrato como fonte

de nitrogénio, e com agua quando necessario.

ApoOs 74 dias de cultivo, quando as plantas atingiram o estagio R5, elas foram

coletadas para as analises.

3.2 Analises biométricas
3.2.1 Biomassa total

Assim que coletadas, as plantas foram separadas em caule, folhas, raiz e
vagens. Em seguida, foram colocadas na estufa a cerca de 50° C onde permaneceram
aproximadamente uma semana. Apos a secagem total do material vegetal, foi feita
pesagem de cada parte de cada planta. Também foi feita a contagem de vagens e

sementes por planta.
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3.2.2 Area foliar

O célculo da area foliar foi realizado com auxilio do programa LeafByte, no qual
ha o célculo da area da folha a partir de fotos. O aplicativo determina a area foliar

comparando-a com area ja conhecida.

3.3 Analises Bioquimicas

Para as analises bioquimicas, foram realizadas extracdes de dois tipos: MCW
e NaOH

A extracdo MCW foi feita a partir de um reagente contendo metanol, cloroférmio

e agua (12:5:3), utilizando 2 ml para cada 200 mg de folhas frescas ou congeladas.

Tubos de ensaio foram separados e identificados por planta e genotipo e
adicionadas as respectivas folhas, j& pesadas, em cada um. Em seguida, foi
adicionado 2 ml do reagente MCW em cada tubo. Apds agitados, os tubos foram para
geladeira até o dia seguinte. Entdo, a parte liquida de cada tubo foi transferida para
outro tubo de ensaio e acrescidas de 0,5 ml de cloroférmio e 0,75 ml de agua. Os
tubos foram novamente para a geladeira e no dia seguinte apenas o sobrenadante
(fracdo hidroalcoolica) foi coletado em tubos do tipo eppendorf de 2ml.
Posteriormente, as amostras foram mantidas dentro de uma capela de exaustao “over-
night” para concentrar as amostras. Apos isso, foram armazenadas no freezer até a

utilizacdo. Estes extratos foram utilizados para as dosagens de amoénia e de nitrato.

Para a extragcdo NaOH, foram utilizadas 200 mg de folhas frescas e colocadas
em tubos de ensaios identificados. Foi adicionado 2 ml de NaOH 0,1M em cada tubo
e agitados. Os tubos foram deixados na geladeira até o dia seguinte e o sobrenadante
foi transferido para tubos eppendorf e armazenados no freezer. Estes extratos foram

utilizados para analise de proteinas totais.

3.3.1 Andlise de proteinas

Para esta analise, foram utilizados os extratos NaOH 0,1M. Foi utilizado 2,5 ml
do reagente de Bradford (Bradford, 1976) em cada tubo e 50 microlitros de cada
amostra (extracao). Os tubos foram deixados no escuro por 5 minutos e depois foi

feita leitura em espectrofotbmetro em comprimento de onda de 595 nm. A
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quantificacdo de proteinas totais foi feita utilizando albumina de soro bovina (BSA)

como padréo.

3.3.2 Analise de amobnia

Para esta analise, foram utilizados extratos MCW. Foram utilizados um
reagente | de fenol e nitroprussiato de sodio e um reagente || composto de NaOH,
Na2HPO4.12H20 e NaOCI. Para reacao, foi adicionado 100 microlitros de amostra
em cada tubo, 0,5 ml do reagente | e 0,5 ml do reagente II. Os tubos foram deixados
em banho maria a 37° C por 35 minutos. Cada amostra foi lida no espectrofotometro
a comprimento de onda de 625 nm. Sulfato de amonio foi usado como padréo (Felker,
1977; Mitchell, 1972).

3.3.3 Anédlise de nitrato

Foram utilizados extratos MCW feitos com folha seca. Em cada tubo, foram
acrescidos 0,05 ml de amostra, 200 ml de reagente de acido salicilico preparado
anteriormente, os tubos foram agitados e deixados em repouso por 20 minutos em
temperatura ambiente. Apos passado o tempo, 4,75 ml de reagente pré-preparado de
NaOH foram adicionados. Assim que os tubos resfriaram, foi feita leitura em
espectrofotometro em comprimento de onda de 410 nm (Cataldo et al., 1975). A curva
padrao foi feita utilizando KNOS3.

3.4 Delineamento estatistico

O experimento foi realizado com oito repeticbes de cada um dos gendtipos.
Quatro réplicas foram usadas para as andlises biométricas e as outras quatro para as
andlises bioquimicas. Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variéncia,
utilizando o teste de Tukey (p<0,05%) para comparacédo entre 0s genétipos em cada

andalise.

4. RESULTADOS

Com relacé@o as andlises de crescimento, foram observadas diferencas entre
0S genotipos nos parametros: massa seca de folhas, massa seca de raiz, massa seca
de vagens e area foliar. A massa seca do caule, altura, nUmero de vagens e nimero
de sementes por planta foi similar entre todos os genétipos. O gendtipo eud-a

apresentou maior massa seca de folhas, bem como maior area foliar, diferindo
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estatisticamente do controle, Williams 82, apenas na massa seca de folhas,
considerando nivel de significancia “p” de 0,05. Em contrapartida, 0 mutante eul-a
apresentou menor valor de &rea foliar, menor, estatisticamente, que o controle e os
gendtipos Williams 82 e eul-a/eud-c, os menores valores de massa seca de folhas
(Figura 2A e 2B).

A massa seca das raizes também diferiu entre os genotipos, sendo o0 eu3-a o

genodtipo com maior massa seca de raiz e o mutante eul-a, o menor. (Figura 2C).

Em relacdo a massa seca das vagens, o genotipo Williams 82 foi o que obteve

maior massa. O mutante com menor massa foi o eul-a/eu4-c (Figura 2D).

Figura 2. Massa foliar seca (A); Area foliar (B); Massa seca da raiz (C); Massa seca das vagens (D)
Massa seca do caule (E); Altura do caule (F); Niamero de vagens (G); Niumero de sementes por planta
(H) nos diferentes mutantes. As barras representam o erro padréo e as letras representam as diferencas
entre os gendtipos de acordo com o teste de Tukey (p<0,05)
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Com relacdo aos parametros bioquimicos, a dosagem de amobnia nédo

apresentou diferenca entre os mutantes, assim como a andlise de proteinas totais. A

dosagem de nitrato revelou diferenca entre os genoétipos, sendo que o mutante o eul-

a apresentou a maior quantidade de nitrato quando comparado com o0s genétipos

Williams 82, eu3-a e eul-a/eu4-c.



Figura 3. Dosagem de amoénia (A); Proteinas totais (B); Dosagem de nitrato (C) nos diferentes
mutantes. As barras representam o erro padrao e as letras as diferengas entre os genétipos de
acordo com o teste de Tukey (p<0,05).

Aménia (umol.g.MF)

Proteinas totais ( mg.g.MF)

Nitrato (umol.g.MF)

0,50 A)
0,45
0,40 I
0,35 T
) T l T
0,30 T T 1
0,25
0,20 J.
0,15
0,10
0,05
0,00
williams 82 eu3-a eul-a/eud-c eud-a eul-a
9
B)
8
, |
6 1 :
5 1
4 I l
3 J. F
2 l
1
0
williams 82 eu3-a eul-a/eud-c eud-a eul-a
20,00 a
C)
18,00 I
16,00
14,00
ab
12,00
T
10,00 b 1
8,00 b b
6,00 -|- T
1
4,00 l J-
2,00
0,00
williams 82  eu3-a eul-a/eud-c  eud-a eul-a

19



20

5. DISCUSSAO

Neste trabalho, procuramos verificar se existem diferencas na produtividade
entre diferentes genoétipos mutantes de soja para a enzima urease através das

analises realizadas, assim como no perfil de alguns compostos nitrogenados.

Foi possivel observar que os parametros de crescimento diferiram entre os
genatipos, e, diferente do esperado, nem todos os parametros avaliados foram
melhores no controle, o gendtipo Willians 82. Considerando apenas a massa seca de
folhas, também encontramos que a mesma foi menor em Williams 82 quando
comparado com o mutante eud4-a. Em relacdo aos outros genotipos, ndo houve
diferenca. Por outro lado, a massa seca de vagens foi maior em Williams 82 e menor
em eul-a/eud-c. Considerando estes resultados, pode-se inferir que o gendtipo
Williams 82 apresentou maior produtividade, uma vez que sua massa seca de vagens

€ maior, mesmo com uma biomassa de folhas menor.

Considerando o numero de vagens e a quantidade de sementes por planta,
pardmetros que ndo diferiram estatisticamente entre os genotipos, e a massa das
vagens, onde o gendtipo controle, Wiliams 82, apresentou a maior massa,
observamos que, provavelmente, houve diferenca no tamanho das sementes e nao
no seu numero. Dessa forma, Wiliams 82 apresentou vagens com sementes maiores

do que os genotipos demais.

Levando em conta o mutante eu4-a, que obteve a maior massa seca foliar e a
maior area foliar, este genoétipo ndo apresentou maior massa seca de vagens, ou
namero o maior de vagens, demonstra que maior investimento em biomassa da parte
aérea nao significa maior produtividade, ndo havendo maior producédo de gréos.
Quando levamos em conta todos os parametros de crescimento, o genétipo eu4-a foi

0 que apresentou maior desenvolvimento da parte aérea.

O mutante eu3-a, quando comparado com o duplo mutante eul-a/eu4-c,
apresentou bom desempenho em relagdo a massa foliar, area foliar e biomassa de
vagens, mesmo ndo possuindo nenhuma atividade ureolitica (Polacco et al., 2011).
Isso nos mostra que, provavelmente, a mutacdo na enzima é mais danosa do que a

mutacao na proteina UreG.
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No trabalho de Souza e colaboradores (2020), que investigou alteracdes no
crescimento, metabolismo do nitrogénio e na expressao génica em plantas de soja
Eu3 (homozigoto dominante para UreG derivado do genoétipo Williams 82) e o mutante
eu3-a (homozigoto recessivo), ndo foram observadas diferencas em relacdo aos
parametros de crescimento e produtividade das plantas. Contudo, 0 nosso estudo &
pioneiro em comparar 0s parametros de crescimento no estagio reprodutivo em outros

gendtipos mutantes para enzima.

Considerando os metabdlitos de nitrogénio, ndo foram observadas diferencas
entre 0s genaotipos nos teores de amdnia. Geralmente, a amdnia é encontrado em
baixas concentracbes nas folhas, devido a sua toxicidade (Esteban et al., 2016) .
Mesmo em situacbes de estresse, como alagamento, ndo foram observadas

alteracdes nos teores de amodnia no mutante eu3-a (dados néo publicados).

Ja em relagdo ao teor de nitrato, foi observado maior teor nos mutantes eul-a
e eud-a em relacdo aos demais. Estes dois mutantes correspondem a urease ubiqua
e embrionaria, consecutivamente. O acumulo de nitrato pode estar relacionado a uma
maior demanda de nitrato nas folhas destes genotipos, devido ao provavel acumulo
de nitrogénio em ureia. No entanto, ndo foi observado maior teor de nitrato no mutante

eu3-a, que € totalmente urease negativo.

6. CONCLUSAO

De maneira geral, houve diferencas na produtividade entre os genotipos, sendo
gue o controle, Williams 82, aparentemente foi o mais produtivo em relacdo a
biomassa de graos, mas ndo em relacdo a biomassa vegetativa. Sugerimos mais

estudos para avaliar a produtividade de plantas de sojas mutantes para urease.
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