UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR
CURSO DE POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA

EDUARDO LUIZ VOIGT

TRANSPORTE E HOMEOSTASE N&K*
SOB CONDICOES DE SODICIDADE EM FEIJAO CAUPI

FORTALEZA
2008



EDUARDO LUIZ VOIGT

TRANSPORTE E HOMEOSTASE N&K*
SOB CONDICOES DE SODICIDADE EM FEIJAO CAUPI

Tese submetida & Coordenacédo do Curso de P4s-@éadem
Bioquimica da Universidade Federal do Ceara comois&o
parcial para a obten¢éo do grau de Doutor em Bioigai

Area de concentracdo: Bioquimica Vegetal

Orientador: Prof. Dr. Joaquim Albenisio Gomes deefia

FORTALEZA
2008



EDUARDO LUIZ VOIGT

TRANSPORTE E HOMEOSTASE N&K*
SOB CONDICOES DE SODICIDADE EM FEIJAO CAUPI

Tese submetida a Coordenacao do Curso de Pés-@eademn Bioquimica da Universidade Federal do Cearéo

requisito parcial para a obtencéo do grau de DartoBioquimica, Area de Concentracéo Bioquimicaetalg
Aprovada em 30/ 05/ 2008.
BANCA EXAMINADORA
i)

Prof. Dr. Joaquim Albenisio Gomes da Silveira (Gtaelor)

Universidade Federal do Ceara-UFC

4
A7

Prof. Dr. Victor Alexandre Vitorello

Universidade de Sao Paulo-USP

bodhans € (b o Maciob

Profa. Dra. Cristiane Elizabeth Costa de Macédo
Universidade Federal do Rio Grande do Norte-UFRN

Q{Qcig{, &11 i xn~n A Sl e \AQJ
/

Profa. Dra. Dirce Fernandes de Melo

Universidade Federal do Ceara-UFC

7

e

Prof. Dr. Joaquim Enéas Filho

Universidade Federal do Ceara-UFC



Ao meu pai Rolf (em memoria) e & minha mée Crista,

por terem viabilizado este sonho.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Joaquim Albenisio Gomes da Silvepar ter aberto prontamente as portas
do LABPLANT desde meu primeiro contato, pela omedb, pelo apoio, pelo incentivo e pela
amizade.

Ao Prof. Dr. José Tadeu Abreu de Oliveira, comeefir do Centro de Ciéncias da UFC,
e a equipe do Laboratorio de Estresses BidticoRlantas, pelos auxilios prestados.

A Profa. Dra. Ana Lucia Ponte, como Chefe do Diegpaento de Bioquimica e Biologia
Molecular da UFC, pelo apoio durante o periodo mal dui Professor Substituto e pelos
ensinamentos dados nas disciplinas.

A Profa. Dra. llka Maria Vasconcelos, como CoordiEma do Curso de Pds-Graduacdo
em Bioquimica da UFC durante o inicio do curso@&arado, pelo apoio e pelo incentivo.

A Profa. Dra. Dirce Fernandes de Melo e & equipéatmratério de Bioenergética, em
especial ao Helio, Alana e Luciana, pela amizaddo pncentivo, pela confianca e pelos
exemplos.

Ao Prof. Dr. Benildo de Souza Cavada e a equip8I@MOL, em especial ao Rodrigo
Maranguape, pelo apoio, pelo incentivo e pelosliagxi

Aos Professores Dr. Joaquim Enéas e Enéas Gomkes, @esinamentos dados nas
disciplinas e pelos auxilios prestados.

Aos Professores Dr. Francisco Campos, Dra. NormaavBarros Benevides, Dr. Marcio
Viana Ramos, Dra. Ana Cecilia Horta, Dr. Thallest®®aa Granjeiro, por todos os ensinamentos
e auxilios prestados.

As Professoras Dra. Maria Raquel Miranda e Drastiia Paiva, pela amizade, pelo
incentivo, pelo apoio e pelos auxilios.

A Profa. Cristiane Elizabeth Costa de Macédo, pefizade, pelo apoio, pelos auxilios,
pelas conversas e pelos exemplos.

Aos funcionarios e colegas do Departamento de uBiiga e Biologia Molecular da
UFC, pelos auxilios prestados.

Ao CNPq, pela bolsa concedida e pelo financiamdeaste trabalho.



Ao meu pai Rolf (em memdria) e & minha mae Crigtda atencao, pelos cuidados, pelos
exemplos e pelo apoio a minha carreira profissional

Aos meus irmdos Mércio e Ricardo, pela amizadespaixilios e pelo incentivo a minha
carreira profissional.

Ao Rodrigo e Marcelo Luiz, pela amizade sincergppcompanheirismo e pelo apoio
continuo desde que nos conhecemos.

A Ana Claudia, Ana Angélica, Aurea, Evelise, Jiligatia Naomi, Luciane, Nélson,
Sheila, Vera Licia, Veturia e Yara, pela amizaddo incentivo, pela confianca e pelos auxilios,
desde o inicio de minha carreira profissional.

A Margherita, pela amizade, pelo apoio, pelasntaighes, pelo incentivo e por ser minha
maior referéncia de conduta profissional.

A Thereza Christine e ao José Marcio, pela copéiapelo incentivo, pela atencéo e pelo
carinho, desde minha chegada em Fortaleza.

Ao Gledson, Renato e Rita, pelos momentos de desgdo e pelo apoio hos momentos
dificeis durante minha estada em Fortaleza.

Ao Joao Paulo, Josemir, Luiz e Sérgio, pelas d&ies cientificas, pelos auxilios e pela
vivéncia amistosa.

A Cristina, Evandro, Marcelo, Rafael, Raquel e tilma, por todos os auxilios e pela
vivéncia amistosa.

A Rafaela, por todos os auxilios, conversas enafzados durante o desenvolvimento
deste trabalho.

A Maria Edinilda (Nega), por todo carinho, atencamentivo e confianca, além dos
saborosos cafés durante minha permanéncia no LABALA

Ao Adilton, pelo carinho, pela atencao, pela camfa, pela admiragcao, pelas brincadeiras
e pela fé em minha pessoa.

Ao Atair, pela paciéncia, pela atencdo e por mdgompanhamento prestado durante esta
parte da minha existéncia.

Em especial, agradeco ao Pai pelo apoio inconditidarante minha caminhada e pela

oportunidade de exercer meus dons em minha viv@nofessional.



RESUMO

A salinidade elevada do solo pode estar associadaassez deKpropiciando estresses
interativos sobre a nutricdo das plantas, os quajsidicam a producao agricola. Os mecanismos
de transporte de Nee K' nas interfaces solo-simplasto radicular-xilema déoisivos para o
estabelecimento da toxicidade de’Nas plantas submetidas ao estresse salino, depatia
sob baixa disponibilidade de*KAssim sendo, o objetivo desse trabalho foi carar
fisiologicamente os mecanismos de transporte de eN& envolvidos com a absor¢do e o
carregamento do xilema nas raizes de feijao calighfé unguiculatgL.) Walp.]. A absorcéo de
Na" por mecanismos de baixa afinidade, investigadaepperimentos de influxo em raizes
destacadas, foi mediada por uma via sensivel eviamiasensivel ao Ga A via sensivel ao Ga
deve envolver os canais de cations ndo-seletiv@C(@$), enquanto a via insensivel deve
depender dos canais dé & dos transportadores dé sensiveis ao NH. A absorcéo de Kpor
mecanismos de alta afinidade, examinada pela gd&dnfluxo em raizes destacadas, envolveu
uma via sensivel e uma via insensivel agyNK via sensivel ao NA deve ser mediada pelos
transportadores das familias KT/HAK/KUP e HKT eia insensivel, pelos canais dé. kO
carregamento de N& K’ no xilema, estudado por experimentos de exudaagioular, indicou
que a elevada seletividadé/Na" apresentada por feijdo caupi foi colapsada soberdracdes
externas de Nasuperiores a 20 mM, na presenca delKknM. O acesso quase irrestrito de” Na
ao xilema radicular foi compensado pela liberagiimentada de Kna seiva e pela manutencéo
do fluxo de K para a parte aérea. A compartimentalizacdo denbla raizes deve atuar como
barreira fisiologica para excluir Nalas folhas e, conseqiientemente, deve evitar eidasie
desse ion em feijdo caupi pela manutencio daeddtgéio K/Na' foliar. A privacdo de Kaliada
ao tratamento salino intensificou o fluxo de”Narestringiu o fluxo de Kno xilema radicular,
além de aumentar a acumulacdo de” Mas folhas novas, propiciando condicdes menos
favoraveis a homeostase idnica em feijdo caupice@mparacdo com o estresse salino aplicado
isoladamente.

Palavras-chave: Absor¢édo de'NaK'. Carregamento de N& K no xilema. Particdo de Na

K*. Vigna unguiculata



ABSTRACT

High soil salinity can be associated witi Ktarvation enabling interactive stresses on
plant nutrition that impair crop production. Tharnsport mechanisms on the soil-root symplast-
xylem boundaries are crucial to the establishmén¥lal toxicity under salt stress, especially
under low K availability. Then, the aim of this work was thieypiological characterization of
Na" and K uptake and xylem loading in the roots of cowpemia unguiculatalL.) Walp.].
Low-affinity Na” uptake, investigated by influx experiments usietpdhed roots, was mediated
by C&*-sensitive and C&insensitive pathways. The €asensitive pathway may involve non-
selective cation channels (NSCCs), while theé*@esensitive pathway may depend or K
channels and NH-sensitive K transporters. High-affinity Kuptake, examined by the excided
root technique, involved NF-sensitive and NHi-insensitive pathways. The NHsensitive
pathway may be mediated by kransporters from the KT/HAK/KUP e HKT families cithe
NH, -insensitive pathway may depend on’ khannels. Xylem loading, assessed by root
exudation experiments, indicates that the highNK™ selectivity showed by cowpea was
collapsed under external Neoncentrations above 20 mM in the presence of 1KiMIrhe Nd
access to the root xylem was almost unrestricteditanas compensated by enhancedr&lease
to the sap. The Nacompartmentation into the root cells may act physiological barrier to Na
exclusion from the leaves, avoiding N@xicity in cowpea due to the maintenance of tighh
leaf K'/Na' ratio. K" starvation associated with salt stress intensifiedNd flux and restricted
the K flux into the root xylem, as it enhanced ‘Neccumulation in the young leaves, allowing
unfavourable conditions to ionic homeostasis in @eavin comparison with salt stress applied

individually.

Keywords: Na and K uptake. Na and K xylem loading. Na and K partitioning. Vigna

unguiculata
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CAPITULO 1

REVISAO

RELEVANCIA DOS MECANISMOS DE TRANSPORTE DE N& K" NAS
INTERFACES SOLO-SIMPLASTO RADICULAR-XILEMA PARA A
HOMEOSTASE IONICA



1.1 NUTRICAO DE K E TOXICIDADE DE N&

O K* é um dos nutrientes minerais requeridos pelaggsdaam maiores quantidades e € o
cation mais abundante nas células vegetais (GIERTABER, 2007; LEBAUDYet al, 2007;
MAATHUIS; AMTMANN, 1999). Apesar da concentragdo d€ na solucdo do solo ser
geralmente baixa, da ordem de 0,1 a 6,0 mM, o adotée K nos tecidos vegetais é elevado,
perfazendo de 2 a 10% da massa seca (ASH&EX, 2006). Entretanto, a distribuicdo desse
nutriente nos diferentes 6rgéos das plantas pa@eeser uniforme, uma vez que o conteudo de
K" nas raizes e nos caules pode ser inferior ao #mdomas folhas (ASHRAF; HAMAD, 2000;
CABOT et al, 2005; DURAND; LACAN, 1994; MISRA; DWIVEDI, 2004)A concentragdo de
K" pode variar nos diversos compartimentos subcelsil@ois no citosol € mantida acima de 100
mM (APSE; BLUMWALD, 2007; MAATHUIS; AMTMANN, 1999)e no vacuolo pode variar
de 20 a 200 mM, dependendo do tecido e da dispioisitte desse nutriente (ASHLE# al,
2006).

As fungdes bioldgicas desempenhadas pélod$ plantas envolvem processos celulares e
fisioldgicos diversos. Nas células vegetais, ‘oakia na manutencédo do potencial da membrana
plasmética, no balanco das cargas negativas dsotikona manutencdo da pressdo osmotica do
vacuolo (GIERTH; MASER, 2007; LEBAUDt al, 2007; MAATHUIS; AMTMANN, 1999).
Ainda, diversas enzimas da fotossintese, da reSgira da biossintese de proteinas dependem do
K* como cofator (GIERTH; MASER, 2007; MAATHUIS; AMTMNRN, 1999). Considerando a
planta completa, a acumulacdo dé Kos elementos de vaso do xilema mantém a pressdo
radicular que movimenta a seiva bruta das raizes as folnas na auséncia da transpiracao
(LEBAUDY et al, 2007; MENGEL; KIRKBY, 2001). Outros movimentosrtaém dependem
do K', como os tropismos e 0s nastismos, além dos maotimedos estdomatos e pulvinos
(LEBAUDY et al, 2007).

As plantas adquirem Ka partir da solugdo do solo, de modo que a dibjiimiside desse
nutriente depende ndo apenas do seu conteudontotsblo, mas também da sua dinamica. A
dinamica de K pode ser alterada pela concentracdo de outros riansolugdo do solo,
prejudicando a sua aquisicdo pelas plantas (ASHEEAI, 2006). Assim, a elevada salinidade
dos solos consiste em uma das principais condigb#gsentais adversas que comprometem a

nutricdo potassica. Os solos salinos tém elevadaeotracdo de sais solUveis, apresentando



condutividade elétrica igual ou superior a 4 d&nos extratos de pasta saturada, o que equivale
a NaCl 40 mM. Como o NaCl é geralmente o sal malgvel e comum nos solos salinos, a
salinidade pode ser decorrente da elevada sod&id@d solos sédicos apresentam alta
porcentagem de Narocavel, igual ou superior a 15% (MUNNS, 2005% &cordo com essas
caracteristicas, o Ngode ser o principal fon téxico para as plantg®stas aos solos salinos. A
toxicidade de Nasobre a nutricdo de *Kpode ser agravada pela escassez desse nutriente,
condi¢cdo comum sob estresse salino (RODRIGUEZ-NARGR2000).

Em plantas que habitam solos com baixa salinidagdecélulas normalmente mantém
elevadas concentracdes dé (00-200 mM) e baixas concentracbes dé Mal0 mM) no
citosol. Essa elevada relacdd/Ma”™ é considerada fundamental para a homeostase idaika
células vegetais, pois é favoravel a atividadeestasmas citosolicas dependentes do(KPSE;
BLUMWALD, 2007; MAATHUIS; AMTMANN, 1999; ZHU, 2003) Portanto, em plantas que
crescem em solos salinos, as células podem apaesksitirbios na homeostase idnica devido ao
aumento da concentracido de’N#ou a diminuigdo da concentracdo denis citosol, causando a
consequente reducdo da relacddN&” (SERRANO; RODRIGUEZ-NAVARRO, 2001; ZHU,
2003).

Devido as similaridades fisico-quimicas entré B4, a alta concentracéo de Naliada
a baixa concentracdo dé€ Ka solucdo dos solos salinos pode acarretar aatmip entre esses
cations por sitios de transporte na interface sitgplasto radicular. Assim, a absorc¢éo de K
pode ser reduzida, causando a deficiéncia dessiermat (MAATHUIS; AMTMANN, 1999;
ZHU, 2003). Além disso, a acumulagdo de” Ma citosol pode causar distirbios metabdlicos
devido a competicdo entre’ ke N& pelos sitios de ligacdo nas enzimas dependentd§’ do
(MAATHUIS; AMTMANN, 1999; TESTER; DAVENPORT, 2003)Essas evidéncias indicam
que a elevada salinidade e a escassez g@#em apresentar efeitos interativos sobre agéiatri
potassica, exacerbando a toxicidade dé $ddbre a absorcio, a distribuicdo e a utilizaca do
pelas plantas (APSE; BLUMWALD, 2007; MAATHUIS; AMTANN, 1999).

Nesse contexto, os mecanismos de transporte deeN& exercem papel central na
homeostase ibnica, sobretudo em plantas privad&$ deexpostas a solos salinos. As interagdes
entre esses cations em mecanismos de transportosfuexas, pois envolvem processos que
operam nas células, nos tecidos ou o6rgdos e aténones planta completa (TESTER;

DAVENPORT, 2003). Nas células vegetais, a interaoicagdo entre o apoplasto, o citosol e o



vacuolo envolve o transporte de ions através da braera plasmatica e do tonoplasto
(SERRANO; RODRIGUEZ-NAVARRO, 2001; ZHU, 2003). Alédisso, o transporte de Na
K" na planta completa compreende os processos decabspelas raizes, distribuicdo pelo
xilema, recirculacdo pelo floema e efluxo para o SGMAATHUIS; AMTMANN, 1999;
TESTER; DAVENPORT, 2003).

Os mecanismos de absor¢édo na interface solo-sitopladicular, envolvendo as células
epidérmicas e corticais, determinam quais ionsaento simplasto e em qual propor¢cdo. Em
seguida, 0s mecanismos de carregamento na interfiEiogplasto radicular-xilema,
desempenhados pelas células parenquimaticas adia@s elementos de vaso, determinam o
envio dos ions absorvidos para a parte aérea (MAABHAMTMANN, 1999). Dessa forma, a
interferéncia de Nasobre a absorcdo e o carregamento ded<xilema é um fator primario para
o estabelecimento de disturbios na homeostaseaidieiplantas crescidas sob salinidade elevada.
A elucidacdo dos mecanismos de transporte deeNé nas interfaces solo-simplasto radicular-
xilema é fundamental para a identificacdo dos @%@ utilizados pelas plantas para superar 0s

estresses nutricionais causados pelo excesso’dasbiaciado a escassez de K

1.2 MECANISMOS DE TRANSPORTE DE N& K" NA INTERFACE SOLO-SIMPLASTO
RADICULAR

As primeiras iniciativas voltadas para a elucidagés mecanismos de absorcdo dé &la
K" pelas raizes das plantas sdo baseadas em expesnuen influxo utilizando-se is6topos
radioativos. A caracterizacdo cinética do inflie*K*, ®Rb" (EPSTEINet al, 1963) e de
?Na" (RAINS; EPSTEIN, 1967a; RAINS; EPSTEIN, 1967b) eafzes destacadas de cevada
demonstra que a absor¢do de€ MK é mediada por dois componentes saturaveis. O jpoime
componente opera em concentragdes micromolaressdésss, representando o mecanismo de
transporte 1 de cétions alcalinos ou de alta afaed enquanto que o segundo componente atua
em concentragbes milimolares, consistindo no msenanide transporte 2 ou de baixa afinidade.
O transporte de Napelo mecanismo 1 € abolido poi KRAINS; EPSTEIN, 1967a), mas o
transporte de Kpelo mesmo mecanismo é apenas parcialmente irpoidbla (EPSTEINet al,

1963). Devido a elevada seletividad&Ma’, o mecanismo de transporte 1 é caracterizado como



via de alta afinidade para a absorgédo dgEPSTEINet al, 1963; RAINS; EPSTEIN, 1967a).
Em comparacéo, o transporte de ldalo mecanismo 2 é parcialmente inibido pdyiKdicando
que esse mecanismo consiste na principal via pabs@cio de NgRAINS; EPSTEIN, 1967a;
RAINS; EPSTEIN, 1967h).

Em segmentos radiculares de milho, o influxo®8Rb" indica a participacdo de um
componente saturavel e um componente linear nagitssde K. O componente saturavel pode
ser mediado por carreadores, agindo no transpergdta afinidade, ao passo que o componente
linear deve envolver a atividade de canais, atuaodoansporte de baixa afinidade (KOCHIAN;
LUCAS, 1982). De acordo com o efeito inibitério déH," sobre o influxo de*Rb*, o
componente saturavel pode ser identificado comaseisivel ao NIH e o componente linear,
como via insensivel a esse cation (VAeEal, 1987). Em experimentos de eletrofisiologia com
protoplastos isolados de raizes Aeabidopsis thaliana correntes dependentes dé Km
concentragdes micromolares envolvem mecanismos odegamsporte HK® (MAATHUIS;
SANDERS, 1994). Complementarmente, correntes giesilgsdo inibidas com o aumento do pH e
na presenca de NHem células apicais das raizes dessa espécie (IR&LBt al, 1999),
mostrando que o transporte dépor mecanismos de alta afinidade sensiveis ag Bifediado
por co-transportadores HK".

O influxo de?Na’ em raizes de milho apresenta um componente satwensivel ao K
estimulado sob hiperpolarizacdo induzida por FQvddor de H-ATPases) e inibido sob
despolarizacdo causada por FCCP (desacopladoigaitd a contribuicAo de carreadores
envolvidos no transporte ativo dé.KOutro componente, ndo-saturavel e insensivel’aa KC e
ao FCCP pode ser mediado por canais insensiveitagem (JACOBY; HANSON, 1985). Em
raizes de algodéo, o influxo liquido de*Nmpresenta um componente saturavel sensivel do Ca
que opera em concentracdes baixas deeNam componente linear insensivel aé'@mie atua
em concentracdes elevadas dé (GRAMERet al, 1987).

Transportadores de membrana envolvidos nos mecasidmtransporte de Na K em
plantas estdo sendo identificados por técnicadedefsiologia e biologia molecular. Diversas
evidéncias experimentais indicam interacées conaglesntre Nae K nos mecanismos de
transporte mediados por canais de cations naavesldtNSCCs) (BUSCHMANNet al, 2000;
RUBIO et al, 2003), transportadores de cations que apresem@na afinidade (LCT)
(SCHACHTMAN et al, 1997) e transportadores dé #as familias AKT/KAT (GOLLDACKet



al., 2003; SPALDINGet al, 1999), KT/HAK/KUP (NIEVES-CORDONESet al, 2007;
SANTA-MARIA et al, 1997) e HKT (FAIRBAIRNet al, 2000; HORIEet al, 2001; HORIEet

al., 2007; WANGet al, 2007). Os NSCCs devem ser 0s principais transpores implicados na
absorcdo de Ngor mecanismos de baixa afinidade em espéciesfitgis (ESSAHet al, 2003;
RUBIO et al, 2003), mas os transportadores degife apresentam alta afinidade também podem
estar envolvidos (HORIEt al, 2007; LAURIEet al, 2002; RUSet al, 2001; SANTA-MARIA

et al, 1997).

Os NSCCs identificados por experimentos de elsimdfigia em protoplastos isolados de
raizes de milho (ROBERTS; TESTER, 1997a), trigo VEAIPORT; TESTER, 2000;
BUSCHMANN et al, 2000) eA. thaliana(DEMIDCHIK; TESTER, 2002) medeiam correntes
dependentes de Naas quais sdo insensiveis & voltagem e parciamiritidas pelo Ca. De
acordo com essas propriedades, a absor¢do depbdla mecanismos de baixa afinidade
envolvendo a via sensivel ao’Cdeve ser mediada por NSCCs. Embora a identidadkcoiar
desses canais ainda ndo esteja elucidada, canaiatidas sensiveis a nucleotideos ciclicos
(CNGCs) e receptores de glutamato (GLRs) séo catadich NSCCs (TESTER; DAVENPORT,
2003). A participagdo dos CNGCs e GLRs no transpdet Na é salientada em experimentos
com protoplastos obtidos a partir de raizeé dénaliang nos quais correntes dependentes de Na
sdo inibidas por nucleotideos ciclicos (MAATHUISANDERS, 2001) e estimuladas por
glutamato (DEMIDCHIKet al, 2004). A via de absorcdo de Neensivel ao Gatambém pode
ser mediada pelo LCT1, identificado em raizes dg t(SCHACHTMAN et al, 1997). A
expressdo heterdloga desse transportador em legeduopicia o transporte de Naob
concentracdes milimolares, o qual é inibido panciaite pelo C4. Entretanto, parece que 0
LCT1 é um transportador tipico de trigo, jA quengportadores similares ndo tém sido
identificados em outras espécies.

Transportadores da familia AKT/KAT sdo canais dedl tipo “Shaker” que medeiam
condutancias retificadoras de entrada de(KIRCs) sob hiperpolarizacdo de membrana ou
condutancias retificadoras de saida d¢KORCS) sob despolarizacdo (LEBAULRY al, 2007).

Os KIRCs expressos em raizes, como AKT Adthaliana(HIRSHet al, 1998), SKT1 de batata
(ZIMMERMANN et al, 1998) e LKT1 de tomate (HARTJ& al, 2000) estdo implicados no
transporte de Kpor mecanismos de baixa afinidade. No entantoeramgntos utilizando o

mutante com perda de funcaktl de A. thaliang indicam que o AKT1 também est4 envolvido



no transporte de Kpor mecanismos de alta afinidade insensiveis ag (HEIRSHet al, 1998;
SPALDING et al, 1999). Embora esses canais apresentem altavisklde K/Na', presume-se
que os KIRCs podem mediar o transporte dé pa mecanismos baixa afinidade em condicbes
de salinidade elevada (AMTMANN; SANDERS, 1999). fam, a expressdo de AKT1 em raizes
de arroz é diminuida nas variedades resistentéisamds sob estresse salino (GOLLDAEGK
al., 2003).

A familia KT/HAK/KUP inclui transportadores de'Kjue devem catalisar o co-transporte
H'/K* (RODRIGUEZ-NAVARRO, 2000). A expressdo de HAK1 cevada (SANTA-MARIA
et al, 2000), arroz (BANUELO®t al, 2002) e pimenta (MARTINEZ-CORDERG@ al, 2005) e
HAK5 de tomate (NIEVES-CORDONESt al, 2007) em raizes sob privacdo dé d6incide
com a presenca de uma via sensivel aq"Njde medeia a absorgdo dé &m concentracbes
micromolares. Além disso, a expressio heterélogdAt€l de cevada (SANTA-MARIAet al,
1997; SANTA-MARIA et al, 2000) e arroz (BANUELOS®t al, 2002) e HAKS deA. thaliana
(RUBIO et al, 2000) em leveduras mutantes deficientes em toatasjores de K confirmam
que os HAKSs estéo envolvidos no transporte 8@dt mecanismos de alta afinidade sensiveis ao
NH;". Apesar disso, o HAK1 de cevada também pode maealigransporte de Napor
mecanismos de baixa afinidade (SANTA-MARéAal, 1997).

Os transportadores pertencentes a familia HKT,ialniente caracterizados como
transportadores de*Kque apresentam alta afinidade (SCHACHTMAN; SCHRE@RD 1994),
também podem ser induzidos em raizes sob privagd6 ¢HORIE et al, 2001; WANGet al,
1998). Experimentos de expressdo heterdloga emitogdde Xenopus leavise leveduras
demonstram que HKT1 de trigo (GRASSMA® al, 1996), HKT1 e HKT2 detucalyptus
camaldulensigFAIRBAIRN et al, 2000; LIU et al, 2001) e HKT2 de arroz (HORIEt al,
2001) atuam como co-transportadores/Kg enquanto HKT1 dé. thaliana(UOZOMI et al,
2000) e arroz (HORIEt al, 2001) agem como transportadores dé tjze apresentam baixa
afinidade. Além disso, mutantes com perda de fuingdd de A. thaliana (RUS et al, 2001),
trigo (LAURIE et al, 2002) e arroz (HORIEt al, 2007) apresentam sensibilidade diminuida a
salinidade, indicando indiretamente o papel dessasportador na absorcio de *Na
Corroborando com essas evidéncias, correntes depsd de K em concentracdes
micromolares sdo estimuladas por' Mas raizes do mutanaétl deA. thaliana(SPALDING et
al., 1999).



As vias para a absorcdo de Nsor mecanismos de baixa afinidade podem apresentar
variacOes entre espécies glicofitas. Em raizes it ra caracterizacdo cinética do influxo de
*Na" demonstra a participacéo de canais de cationsshads & voltagem e transportadores de
K* dependentes de energia metabdlica na absorcicad¢JANCOBY; HANSON, 1985). A
acumulacéo de Nanas raizes de pimenta depende de uma via prirs#paiivel ao Gae uma
via secundaria insensivel a esse céation (RUBIQ, 2003). Como a acumulacdo de*Na
parcialmente inibida por Ke 8-bromo-cGMP (analogo de cGMP permeavel a memabja
sugere-se que a via sensivel ao’’Cseja mediada por NSCCs e a via insensivel, por
transportadores de’kdas familias KT/HAK/KUP e HKT. Em raizes de thaliang o influxo
instantaneo ou unidirecional 8a" também envolve uma via sensivel e a uma via ifnssreo
Cd&* (ESSAHet al, 2003). Aparentemente, essas vias sdo mediadd$S®E€s, pois o influxo
de Nd ¢ estimulado por GABA e glutamato, é reduzido @MP e inibidores inespecificos de
canais de cations, mas n&o é alterado por blogtesade canais de'ke C&". Nessa espécie, a
participacdo de AKT1 e HKT1 na via insensivel ag*@adescartada porque o0s mutantes com
perda de funcaaktl e hktl apresentam influxo de Naimilar ao de plantas selvagens. Como os
NSCCs ndo sdo completamente bloqueados pefd (BAVENPORT; TESTER, 2000), a
absorcdo de Napela via sensivel e insensivel ac®Oaas raizes dA. thalianadeve envolver
diferentes tipos de NSCCs (ESSAHal, 2003).

Em contraponto, a absor¢édo de’Nan raizes da haldfitBuaeda maritimando depende
dos NSCCs, pois o influxo instantaneo d¥a’ e a acumulacdo de Naos tecidos ndo s&o
inibidos pelo C&" e pelo cAMP (WANGet al, 2007). As raizes dessa espécie apresentam duas
vias para absorcdo de Naor mecanismos de baixa afinidade. A via 1 atmsstdinidade baixa
(NaCl 25 mM) e deve depender dos transportadorgs’déa familia HKT, por ser sensivel a
Ba&* e insensivel a tetraetilamonio (TBAe C$. A via 2 é ativa sob salinidade elevada (NaCl
150 mM) e deve ser mediada por canais ded& familia AKT/KAT, pois é sensivel a Ba
TEA" e C$. Estas observacbes demonstram claramente queestigacoes limitadas a planta
modeloA. thalianaséo insuficientes para esclarecer a multipliciddake vias que possibilitam a
absorcdo de Napelas raizes das plantas. A caracterizacdo dessasm outras espécies pode
contribuir sobremaneira para a compreensdo maisaaog mecanismos de transporte dé &la

K* que ocorrem na interface solo-simplasto radicular.



1.3 MECANISMOS DE TRANSPORTE DE NaE K" NA INTERFACE SIMPLASTO
RADICULAR-XILEMA

A distribuicdo n&o-uniforme de Na& K em plantas expostas a salinidade elevada é uma
das primeiras evidéncias de que mecanismos sdetiitam no carregamento desses ions no
xilema. Flores, frutos e folhas, especialmente ass movas, apresentam comumente maior
contetido de Kque as partes basais (BLOM-ZANDSTRA al, 1998; CABOTet al, 2005;
JESCHKE et al, 1986; WOLFet al, 1991). Inversamente, as partes basais ou mams/el
apresentam geralmente maior conteido dé& dise as partes mais novas. Raizes, caules e
peciolos podem atuar como estruturas acumuladerisicem dicotiledoneas sob estresse salino
(CABOT et al, 2005; DURAND; LACAN, 1994; JESCHKEt al, 1986; SIBOLEet al, 2003),
enguanto entrends basais, bainhas e folhas maiasvglodem exercer papel semelhante em
monocotiledéneas (YE@t al, 1985; WOLFet al, 1991; DAVENPORTet al, 2005). A
manutencdo do contetido dé & a prevencéo do acimulo de'Mas folhas preserva os tecidos
fotossintetizantes dos efeitos tdxicos de.N&ssa habilidade tem sido reconhecida como um
fator de resisténcia a salinidade elevada em espdglicofitas (MUNNS; TESTER, 2008;
TESTER; DAVENPORT, 2003).

O estabelecimento da distribuicdo ndo-uniforme @& &K' em plantas sob estresse
salino depende de mecanismos eficientes para éxciedetiva de Nada corrente transpiratéria
na interface simplasto radicular-xilema. A distiidio de?Na’ em plantas de feijio comum
(Phaseolus vulgar)jsdemonstra a formacdo de um gradiente decrescaseraizes para as
folhas. Assim, mecanismos de retencdo d& iNe raizes e nas partes basais do caule podem
competir com mecanismos de carregamento denNailema, evitando a acumulacio desse ion
nas folhas (JACOBY, 1964). Em plantasRieseolus coccineugatadas com NacCl, a analise de
cortes transversais de raizes congeladas por Xaresela que as células parenquimaticas do
xilema (XPCs) acumulam até 40 vezes mai$ dige as células corticais e os elementos de vaso.
Desse modo, as XPCs diferenciadas em células dsfdréncia parecem desempenhar algum
papel na exclusdo de Naa corrente transpiratéria (KRAME& al, 1977). A utilizagdo da
mesma técnica em raizes de videira mantidas salessst salino demonstra que "Néa
compartimentalizado no vacuolo de células localsado cértex interno, na endoderme e no

periciclo. Esse processo de compartimentalizag&de patuar como uma barreira contra o



carregamento de Nanos elementos de vaso em plantas de videira (SYO&Eal, 2003).
Experimentos de recirculacéo ffala” em plantas de feijio comum mostram que a exposigdo
uma parte do sistema radicular a esse isétopo f@eanteteccdo de Naté a base do caule e no
meio externo que banha a outra parte do sistemaulad ndo exposta ao isotopo. Esses
resultados indicam que essa espécie pode apresstanismos de reabsorcio dé Bartir da
seiva de xilema, impedindo a transferéncia desspdoa as folhas (JACOBY, 1979).

A quantificacdo de Nae K’ na seiva de xilema em plantas expostas a salimidiedada
permite comparar a habilidade apresentada poril@idoheas e monocotileddéneas para excluir
Na" e manter K na corrente transpiratéria. Comparando a conagidrde Namedida na seiva
de xilema com aquela aplicada na solucdo extestamase que as dicotiledéneas conseguem
excluir apenas 25 a 60% do Nexterno (DURAND; LACAN, 1994; JESCHKEt al, 1986),
enguanto as monocotileddneas podem excluir m&@9ue(WATSONet al, 2001; WOLFet al,
1991). Desse modo, as monocotiledoneas apresentor mmbilidade para excluir Nada
corrente transpiratoria sob salinidade elevada.sapalisso, as dicotiledoneas (DURAND;
LACAN, 1994; JESCHKEet al, 1986) podem apresentar concentracio ‘deakseiva de xilema
até duas vezes maior que aquela encontrada em otbeddneas (WATSONet al, 2001;
WOLF et al, 1991) quando estas plantas séo tratadas com Matla, o tratamento salino
aumenta a liberacdo de’ Ko xilema em dicotiledoneas (CABQO&t al, 2005; DURAND;
LACAN, 1994; LACAN; DURAND, 1995;), mas ndo apresenefeito semelhante em
monocotiledéneas. Esses achados salientam quedaidedioneas demonstram maior capacidade
de transportar Kpara a parte aérea sob estresse salino.

A homeostase ionica das plantas pode depender tdeagdies complexas entre 0s
mecanismos que medeiam o transporte deeNé na interface simplasto radicular-xilema. Esses
mecanismos envolvem ndo apenas o carregamento ‘de Kfanos elementos de vaso apés a
absorcdo do meio externo, mas também o recarregarapids a recirculacdo via floema e a
reabsorcdo da corrente transpiratéria ao longcaida Modelos propostos para o transporte de
Na" e K em plantas de cevada sob estresse salino processaltar as principais interacdes
entre xilema e floema. As folhas mais velhas sapriogipais drenos de Na K’ transportado
pelo xilema, causando a diminuicdo das concentsagésses ions conforme a seiva ascende. O
fornecimento de Kpara as folhas mais novas e as raizes dependeidzulacio via floema a

partir das folhas mais velhas, mas a restrici®daculacido de Nagarante a retencdo desse ion



nas partes basais (WOlegt al, 1991; WOLF; JESCHKE, 1987). Dessa maneira, assXtRfvem
executar continuamente o carregamento de ionsvatleerdo meio externo e daqueles oriundos
do floema, contribuindo para a circulacdo de ionieegaizes e parte aérea.

Mecanismos envolvidos na reabsorcdo dé Mapartir da corrente transpiratéria sdo
indicados pela redugdo acrépeta da concentracitadea seiva de xilema em plantas de soja
tratadas com NaCl (DURAND; LACAN, 1994). Experimesitde perfusdo em raizes de soja
demonstram que as XPCs apresentam mecanismoseficigara reabsorver Na liberar K na
seiva de xilema sob salinidade moderada. A cormgitr de K na seiva pode ser dobrada em
relacdo a concentracdo externa, enquanto que amoacio de Napode ser reduzida & metade
(LACAN; DURAND, 1995). Estes mecanismos dependengidaliente de pH entre o simplasto
radicular e a seiva do xilema, mantido pela atddale H-ATPases, e do potencial de
membrana das XPCs, envolvendo o transporte sinedtdte anions, especialmente’. GD
modelo proposto para o intercAmbio’N& na interface simplasto radicular-xilema em soja
envolve a atividade de contra-transportadoré&He H/Na" e de co-transportadores/A’,
onde A significa anion monovalente (LACAN; DURAND, 1996).

Experimentos utilizando técnicas de eletrofisicdoge biologia molecular estdo
esclarecendo a identidade molecular dos transmogadde membrana implicados nos
mecanismos de transporte de Na K' na interface simplasto radicular-xilema. Correntes
dependentes de*Ksdo conduzidas por KIRCs e KORCs em protoplastosstelo radicular de
cevada (WEGNER; RASCHKE, 1994) e milho (ROBERTS;STER, 1995). Esses canais
apresentam elevada seletividade pbek relacdo a outros cations monovalentes, devai@o
no transporte de Kentre as XPCs e os elementos de vaso (ROBERTSTHES1997b;
WEGNER; DEBOER, 1997). Os KORCs devem mediar oegamento passivo de’kno
xilema, favorecido pelo potencial de membrana estorpara as células parenquimaticas e pelo
gradiente de Kexistente entre estas células e a seiva (ROBERESTER, 1995; WEGNER,;
RASCHKE, 1994). Os KORCs também apresentam eleysimeabilidade para &ae a
atividade destes canais ¢ aumentada com a diminuigdconcentracdo externa dé & da
concentracdo interna de TaDesse modo, é possivel que os KORCs sejam regulpela
concentracdo apoplastica dé & estejam envolvidos em vias de sinalizacdo mesdipdr C&
citosdlico (ROBERTS; TESTER, 1997b; WEGNER; DEBOERQ97). Presume-se que a

concentracdo apoplastica de IKinaliza a recirculacdo desse ion via floema, leegio o



carregamento de 'Kno xilema via KORCs de acordo com a demanda da parea (WEGNER;
DEBOER,, 1997).

A ativacao dos KIRCs pela hiperpolarizacdo da mamdsugere que esses canais podem
manter potenciais menos negativos entre as XPCGewa, favorecendo a atividade dos KORCs.
Alternativamente, os KIRCs podem estar envolvidasreabsorcéo de*Ka partir da corrente
transpiratéria (DEBOER; WEGNER, 1997). Além dos KHR e KORCs, condutancias
retificadoras de saida nédo-seletivas (NORCs) ogpreen protoplastos do estelo radicular de
cevada. Estas condutancias devem ser mediadasaparscativados pela despolarizagcdo da
membrana, com baixa seletividade por cations mdeoies e sensiveis ao aumento da
concentracdo interna de TgDEBOER; WEGNER, 1997; WEGNER; RASCHKE, 1994). E
possivel que estes canais atuem no carregamentdblaieno xilema devido a elevada
permeabilidade para esse ion. Ainda, sugere-sevigsede sinalizacdo sistémica de lesdes
mediadas por G& citosélico podem ativar os NORCs, propagando gpaleszacdo da
membrana nas XPCs e o aumento da pressdo osmatcalementos de vaso (DEBOER,;
WEGNER, 1997).

Um canal do tipo “Shaker”, clonado a partir dagzeaideA. thaliang é expresso no
periciclo e nas XPCs (GAYMARIRt al, 1998). Esse canal retificador de saida deld estelo
(SKOR) apresenta propriedades semelhantes as deS€&@entificados em cevada (WEGNER;
RASCHKE, 1994) e milho (ROBERTS; TESTER, 1995), costevada seletividade'a’, alta
permeabilidade para &ae sensibilidade & concentracdo externa te B concentracdo interna
de C&". Além disso, experimentos usando o mutante comapee funcaskor-1indicam que
esse canal medeia o carregamento Hadxilema deA. thaliana(GAYMARD et al, 1998).
Segundo estas evidéncias, SKOR pode representaterstidade molecular dos KORCs
previamente caracterizados nas XPCs de cevada (WRGNRASCHKE, 1994) e milho
(ROBERTS; TESTER, 1995). A expressdo de SKOR éziddypor ABA e a atividade desse
canal é inibida pela acidificacdo do citosol. Dassmeira, a liberagéo de Ko xilema pode ser
regulada pela inativagdo de SKOR devido a dimirud@ pH intracelular induzida por ABA em
condicdes de estresse hidrico (LACOM8&Eal, 2000).

O transporte de Nana interface simplasto radicular-xilema pode sexdiado por
transportadores das familias NHX e HKT. O trangmwt SOS1, identificado em um mutante de

A. thalianacom alta sensibilidade ao estresse salino, € umbnteda familia NHX induzido por



NaCl (WU et al, 1996; SHlet al, 2000). SOS1 é expresso na membrana plasméticélulas
localizadas em é&pices radiculares e no cilindrcwas de raizes, caule e folhas (Sgilal,
2002). Experimentos baseados na dissipacdo deegtadide pH em vesiculas de membrana
plasmatica demonstram que SOS1 atua como contrspetador N&H™ (QIU et al, 2003).
Esse transportador pode estar envolvido no efluxoNd para o meio externo em apices
radiculares e na exclusdo de’Na corrente transpiratoria sob estresse salind é5al, 2002).

Em condi¢des de salinidade branda, o mutante coda e funcdsoslacumula menos Nana
parte aérea que o0 genotipo selvagem. No entamdjg@®es de salinidade elevada causam maior
acumulagdo de Nana parte aérea desse mutante em comparacio cmmivdduos selvagens.
Assim, é possivel que a expressdo de SOS1 indpzidasal permita a exclusdo de ‘Nada
corrente transpiratéria ed. thalianapela reabsorcdo desse ion a partir da seiva. Gonas
condi¢cdes termodindmicas associadas ao transpertdad na interface simplasto radicular-
xilema séo desfavoraveis para a captacao desgelmmXPCs (MUNNS; TESTER, 2008).

SOS1 pode estar implicado em uma via de sinalizpgdiposta para o estresse hidrico e
salino, denominada via SOS. Nessa via, a elevadalasdade associada a escassez de agua ou
ao excesso de sais no solo é percebida por sergegesnhecidos, que medeiam o aumento da
concentracado citosélica de T4ZHU, 2003). Assim, a proteina ligante ao’Csemelhante a
calcineurina SOS3 (LIU; ZHU, 1998) pode ser ativadieragindo com a quinase de proteina do
tipo serina/treonina SOS2 (LI&t al, 2000). O complexo SOS2/SOS3 pode ativar SOSibi in
HKT1 na membrana plasmatica, reduzindo a concéidraitosolica de Na(HALFER et al,
2000). Presume-se que um dominio citoplasméticB@®1 pode atuar como sensor intracelular
de N& (ZHU, 2003). A identificacdo de transportadoremilsires a SOS1 em espécies
filogeneticamente distantes, como a briofRa patens(BENITO; RODRIGUES-NAVARRO,
2003), a haldfitaCymodocea nodoSBENITO et al, 2003) e as glicéfitas arroz (QUINTERSD
al., 2005) e tomate (BELVER; DONAIRE, 2005), pode oadi que estes mecanismos estdo
amplamente distribuidos no reino vegetal.

A despeito dos transportadores da familia HKT seassociados a entrada de* N
simplasto radicular (HORIEt al, 2007; LAURIE et al, 2002; RUSet al, 2001), muitas
evidéncias experimentais apontam para a partioipdedses transportadores na reabsorcdo de
Na" a partir da seiva de xilema. A localizacéo de HKiElarroz (GOLLDACKet al, 2002) eA.

thaliana (MASER et al, 2002) é favoravel para o seu envolvimento em nisg@s de



transporte na interface simplasto-xilema, pois HIETfortemente expresso no estelo de raizes e
nos feixes vasculares de folhas. HKT1 pode promavestencido de Nanas células do estelo,
pois linhagens transgénicas de trigo com atividemthizida desse transportador apresentam
menor acumulacdo de Nao estelo e maior disperséo pelo cortex, em ccaggarcom plantas
ndo transformadas (LAURIEL al, 2002). O tratamento salino acarreta aumento dteddo de
Na" em raizes e diminuigdo desse contetido em folhasutante com perda de fundgiktl deA.
thaliana em relagdo ao gendtipo selvagem (MASERal, 2002). A inativagdo de HKT1
também causa o aumento da concentracdo de&aeiva de xilema (SUNARFRL al, 2005) e
diminui a capacidade apresentada pelas raizespeli@Er Na da parte aérea sob estresse salino
(DAVENPORT el al, 2007). Esses resultados indicam fortemente qudlHkhedeia a
reabsorcdo de Na partir da seiva de xilema, contribuindo paraesmen exposi¢do dos tecidos
fotossintetizantes a toxicidade de'Na

1.4 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Tomando em conjunto as informagdes disponiveis,ogsipgel propor um modelo
integrativo para os mecanismos de transporte deeMa nas interfaces solo-simplasto radicular-
xilema em plantas sob privacdo dé & estresse salino (Fig. 1.1). A escassez dedde ser
atenuada por mecanismos de transporte de altadadimipara absorcdo desse nutriente em
concentracdes micromolares na periferia das raEses mecanismos envolvem a participacao
de transportadores localizados nas células epidase corticais, como os AKTs, HAKs e
HKTs. Os AKTs devem mediar a via insensivel agsNEnquanto os HAKs e HKTs medeiam a
via sensivel a esse ion, induzida pela privaca&'deEm condicbes de salinidade elevada, a
entrada de Nano simplasto radicular envolve a participacdo N8E€Cs e LCTs na via sensivel
ao C&" e dos AKTs, HAKs e HKTs na via insensivel. Alcamda o simplasto radicular, Na
pode ser transportado até as XPCs via plasmode€intmregamento de Naa seiva de xilema
pode depender dos NORCs, mas a contribuicdo de 8&ai5fiode ser descartada. Os KORCs séo
as principais vias para liberagdo dé Kos elementos de vaso, enquanto os KIRCs e HKTs
podem contribuir para reabsorcdo desse ion da deivdlema. A exclusdo de Naa corrente

transpiratoria deve envolver principalmente a ddde dos HKTs. Esse modelo ressalta a



complexidade dos mecanismos de transporte deMa nas interfaces solo-simplasto radicular-
xilema. Os transportadores destinados a captacimamegamento de Kna seiva de xilema,
também podem atuar no transporte dé, Namprometendo a homeostase ibnica das plantas.
Desse modo, mais investigacdes sdo necessariasepeleaecer a contribuicdo relativa dos
diferentes transportadores para manter o aporté’de evitar a toxicidade de Nam plantas

expostas simultaneamente a privacéo e Ko estresse salino.

Epiderme/cortex Parénquima do estelo Xilema

7 A\
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Figura 1.1 — Modelo proposto para os mecanismdgsadsporte de Nae K' nas interfaces solo-simplasto radicular-

xilema em plantas sob privacdo dedestresse salino.

1.5 REFERENCIAS

AMTMANN, A.; SANDERS, D. Mechanisms of Nauptake by plant cellsAdvances in
Botanical Researchv. 29, p. 75-112, 1999.

APSE, M.P.; BLUMWALD, E. N& transport in plantsfEBS Letters, v. 581, p. 2247-2254,
2007.

ASHRAF, M.; AHMAD, S. Influence of sodium chlorids ion accumulation, yield components
and fibre characteristics in salt-tolerant and-saitsitive lines of cottonGossypium hirsutum
L.). Field Crops Researchv. 66, p. 115-127, 2000.



ASHLEY, M.K.; GRANT, M.; GRABOV, A. Plant responsés potassium deficiencies: a role
for potassium transport proteinkurnal of Experimental Botany, v. 57, p. 425-436, 2006.

BANUELOS, M.A.; GARCIADEBLAS, B.; CUBERO, B.; RODRIUEZ-NAVARRO, A.
Inventory and functional characterization of the KlAotassium transporters of ricBlant
Physiology, v. 130, p. 784-795, 2002.

BELVER, A; DONAIRE, J. A cDNA for a putative plasfeanma N&/H" antiporter from tomato
(Licopersicum esculentynstem. 2005. Disponivel em: http://www.ncbi.nlrh.giov (acesso em
15/05/2006).

BENITO, B.; RODRIGUES-NAVARRO, A. Molecular cloningind characterization of a
sodium-pump ATPase of the md3kycomitrella patensThe Plant Journal, v. 36, p. 382-389,
2003.

BENITO, B.; GARCIADEBLAS, B.; RODRIGUES-NAVARRO, ACymodocea nodos&0S
cDNA. 2003. Disponivel em: http://www.ncbi.nim.rglov (acesso em 15/05/2006).

BLOM-ZANDSTRA, M.; VOGELZANG, S.A.; VEEN, B.W. Sodim fluxes in sweet peper
exposed to varying sodium concentratiodsurnal of Experimental Botany, v. 49, p. 1863-

1868, 1998.

BUSCHMANN, P.H.; VAIDYANATHAN, R.; GASSMANN, W.; SGIROEDER, J.l

Enhancement of Nauptake currents, time-dependent inward-rectifyifigchannel currents, and
K* channel transcripts by Kstarvation in wheat root cell®lant Physiology, v. 122, p. 1387-
1397, 2000.

CABOT, C.; GARCIA, M.C.; SIBOLE, J.V. Relation bet&n xylem ion concentration and bean
growth responses to short-term salinisation inngpaind summetdournal of Plant Physiology
v. 162, p. 327-334, 2005.



CRAMER, G.R.; LYNCH, J.; LAUCHLI, A.; EPSTEIN, Enflux of Na', K*, and C&" into
roots of salt-stressed cotton seedlings: effecsupplemental CA Plant Physiology v. 83, p.
510-516, 1987.

DAVENPORT, R.; JAMES, R.A.; ZAKRISSON-PLOGANDER, ATESTER, M.; MUNNS, R.
Control of sodium transport in durum whelkant Physiology, v. 137, p. 807-818, 2005.

DAVENPORT, R.J.; MUNOZ-MAYOR, A.; JHA, D.; ESSAH,.R.; RUS, A.; TESTER, M.
The N4 transporter AtHKT1;1 controls retrieval of N&fom the xylem inArabidopsis Plant,
Cell and Environment, v. 30, p. 497-507, 2007.

DAVENPORT, R.J.; TESTER, M. A weakly voltage-depent] non-selective cation channel
mediates toxic sodium influx in whe&lant Physiology v. 122, p. 823-834, 2000.

DE BOER, A.H.; WEGNER, L.H. Regulatory mechanism#a channels in xylem parenchyma
cells.Journal of Experimental Botany, v. 48, p. 441-449, 1997.

DEMIDCHIK, V.; ESSAH, P.A.; TESTER, M. Glutamateta@tes cation currents in the plasma
membrane oArabidopsisroot cells.Planta, v. 219, p. 167-175, 2004.

DEMIDCHIK, V.; TESTER, M. Sodium fluxes through nselective cation channels in the
plasma membrane éfrabidopsis thalianaoots.Plant Physiology v. 128, p. 379-387, 2002.

DURAND, M.; LACAN, D. Sodium partitioning within # shoot of soybearPhysiologia
Plantarum, v. 91, p. 65-71, 1994.

EPSTEIN, E.; RAINS, D.W.; ELZAM, O.E. Resolution afual mechanisms of potassium
absorption by barley root®roceedings of the National Academy of Scienceg. 49, p. 684-
692, 1963.

ESSAH, P.A.; DAVENPORT, R.; TESTER, M. Sodium influand accumulation in
ArabidospsisPlant Physiology, v. 133, p. 307-318, 2003.



FAIRBAIRN, D.J.; LIU, W.; SCHACHTMAN, D.P.; GOMEZ-BLLEGO, S.; DAY, S.R;
TEASDALE, R.D. Characterization of two distinct HKJlike potassium transporters from
Eucalyptus camaldulensiBlant Molecular Biology, v. 43, p. 515-525, 2000.

GAYMARD, F.; PILOT, G.; LACOMBE, B.; BOUCHEZ, D.; BUNEAU, D.; BOUCHEREZ,

J.; MICHAUX-FERRIERE, N.; THIBAUD, J.-B.; SENTENAGH. Identification and disruption
of a plant Shaker-like outward channel involveihrelease into the xylem sa@ell, v. 94, p.

647-655, 1998.

GIERTH, M.; MASER, P. Plant potassium transportersinvolvement in K acquisition,
redistribution and homeostasiEBS Letters, v. 581, p. 2348-2356, 2007.

GOLLDACK, D.; QUIGLEY, F.; MICHALOWSKI, C.B.; KAMASANI, U.R.; BOHNERT, H.J.
Salinity stress-tolerant and -sensitive rig@ryza satival.) regulate AKT1-type potassium
channel transcripts differentlizlant Molecular Biology, v. 51, p. 71-81, 2003.

GOLLDACK, D.; SU, H.; QUIGLEY, F.; KAMASANI, U.R.; MUNOZ-GARAY, C.;
BALDERAS, E.; POPOVA, O.V.; BENNETT, J.; BOHNERT, .H, PANTOJA, O.
Characterization of a HKT-type transporter in re® a general alkali cation transportéhe
Plant Journal, v. 31, p. 529-542, 2002.

GRASSMAN, W.; RUBIO, F.; SCHROEDER, J.I. Alcali cat selectivity of the wheat root
high-affinity potassium transporter HKTIhe Plant Journal, v. 10, p. 869-952, 1996.

HALFTER, U.; ISHITANI, M.; ZHU, J.-K. TheArabidopsisSOS2 protein kinase physically
interacts with and is activated by the calcium-iigdprotein SOS3Proceedings of the
National Academy of Sciencesy. 97, p. 3735-3740, 2000.

HARTJE, S.; ZIMMERMANN, S.; KLONUS, D.; MULLER-ROBE, B. Functional
characterization of LKT1, a Kuptake channel from tomato root hairs, and corsparivith the
closely related potato inwardly rectifynig"Kkhannel SKT1 after expressionXenopusoocites.
Planta, v. 210, p. 723-731, 2000.



HIRSCH, R.E.; LEWIS, B.D.; SPALDING, E.P.; SUSSMAMJ.R. A role for the AKT1
potassium channel in plant nutritiddcience v. 280, p. 918-912, 1998.

HORIE, T.; COSTA, A.; KIM, T.H.; HAN, M.J.; HORIER.; LEUNG, H.-Y.; MIYAO, A,
HIROCHIKA, H.; AN, G.; SCHROEDER, J.I. Rice OsHKT2fransporter mediates large ‘Na
influx component into K-starved roots for growt'EMBO Journal, v. 26, p. 3003-3014, 2007.

HORIE, T.; YOSHIDA, K.; NAKAYAMA, H.; YAMADA, K.; OIKI, S.; SHINMYO, A. Two
types of HKT transporters with different propert@fsNa” and K transport inOryza sativaThe
Plant Journal, v. 27, p. 129-138, 2001.

JACOBY, B. Function of bean roots and stems in wwodietentionPlant Physiology v. 39, p.
445-449, 1964.

JACOBY, B. Sodium recirculation and loss from Pluhise vulgaris LAnnals of Botany, v. 43,
p. 741-744, 1979.

JACOBY, B.; HANSON, J.B. Controls dfiNa" influx in corn rootsPlant Physiology v. 77, p.
930-934, 1985.

JESCHKE, W.D.; PATE, J.S.; ATKINS, C.A. Effects NACI salinity on growth, development,
ion transport and ion storage in white lupltuginus albusL. cv. Ultra). Journal of Plant
Physiology, v. 124, p. 257-274, 1986.

KOCHIAN, L.V.; LUCAS, W.J. Potassium transport iora roots. 1. Resolution of kinetics into
a saturable and a linear componé&iant Physiology, v. 70, p. 1723-1731, 1982.

KRAMER, D.; LAUCHLI, A.; YEO, A.R. Transfer cellsni roots of Phaseolus coccineus
ultrastructure and possible function in exclusiésadium from the shoofAnnals of Botany, v.
41, p. 1031-1040, 1977.



LACAN, D.; DURAND, M. Na and K transport in excised soybean rooRhysiologia
Plantarum, v. 93, p. 132-138, 1995.

LACAN, D.; DURAND, M. Na-K* exchange at the xylem/symplast boundaPBant
Physiology; v. 110, p. 705-711, 1996.

LACOMBE, B.; PILOT, G.; GAYMARD, F.; SENTENAC, HTHIBAUD, J.-B. pH control of
the plant outward-rectifying potassium channel SKEEBS Letters, v. 466, p. 351-354, 2000.

LAURIE, S.; FEENEY, K.A.; MAATHUIS, F.J.M.; HEARDP.J.; BROWN, S.J.; LEIGH, R.A.
A role of HKT1 in sodium uptake by wheat roothie Plant Journal, v. 32, p. 139-149, 2002.

LEBAUDY, A.; VERY, A.-A; SENTENAC, H. K channel activity in plants: Genes, regulations
and functionsFEBS Letters, v. 581, p. 2357-2366, 2007.

LIU, W.; FAIRBAIRN, D.J.; REID, R.J.; SCHACHTMAN, . Characterization of two HKT1
homologues fronEucalyptus camaldulensihat display intrinsic osmosensing capacRjant
Physiology, v. 127, p. 283-294, 2001.

LIU, J.; ZHU, J.-K. A calcium sensor homolog reaguirfor plant salt toleranc&cience v. 280,
p. 1943-1945, 1998.

MAATHUIS, F.J.M.; AMTMANN, A. K" nutrition and N&toxicity: the basis of cellular KNa"
ratios.Annals of Botany, v. 84, p. 123-133, 1999.

MAATHIUS, F.J.M.; SANDERS, D. Mechanism of high-mity potassium uptake in roots of
Arabidopsis thalianaProceedings of the National Academy of Sciences. 91, p. 9272-9276,
1994.

MAATHUIS, F.J.M.; SANDERS, D. Sodium uptake Arabidopsisroots is regulated by cyclic
nucleotidesPlant Physiology, v. 127, p. 1617-1625, 2001.



MASER, P.; ECKELMAN, B.; VAIDYANATHAN, R.; HORIE, T; FAIRBAIRN, D.J.; KUBO,

M.; YAMAGAMI, M.; YAMAGUCHI, K.; NISHIMURA, M.; UOZ OMI, N.; ROBERTSON,
W.; SUSSMAN, M.R.; SCHROEDER, J.I. Altered shoottrdNa™ distribution and bifurcating
salt sensitivity inArabidopsisby genetic disruption of the Naransporter AtHKT1.FEBS

Letters, v. 531, p. 157-161, 2002.

MARTINEZ-CORDERO, M.A.; MARTINEZ, V.; RUBIO, F. Hig-affinity K uptake in pepper
plants.Journal of Experimental Botany, v. 56, p. 1553-1562, 2005.

MENGEL, K.; KIRKBY, E.A. Principles of Plant Nutrition. Dordrecht: Kluver Academic
Publishers, 2001.

MISRA, N.; DWIVEDI, U.N. Genotypic difference in Baity tolerance of green gram cultivars.
Plant Sciencev. 166, p. 1135-1142, 2004.

MUNNS, R. Genes and salt tolerance: bringing thegether.The New Phytologist v.167, p.
645-663, 2005.

MUNNS, R.; TESTER, M. Mechanisms of salinity toleca.Annual Review of Plant Biology
v. 59, p. 651-681, 2008.

NIEVES-CORDONES, M.; MARTINEZ-CORDERO, M.A.; MARTIENZ, V.; RUBIO, F. An
NH,"-sensitive component dominates high-affinity iptake in tomato plantdournal of Plant
Physiology, v. 172, p. 273-280, 2007.

QIU, Q.-S.; BARKLA, B.J.; VERA-ESTRELLA, R.; ZHU,..K.; SCHUMAKER, K.S. N&H"
exchange activity in the plasma membranéArdbidopsis Plant Physiology v. 132, p. 1041-
1052, 2003.



QUINTERO, F.J.; GARCIADEBLAS, B.; MARTINEZ, J.; PARO, J.M. Characterization of the
rice Na/H" antiporter OsSOS1. 2005. Disponivel em: http://waali.nlm.nih.gov (acesso em
15/05/2006).

RAINS, D.W.; EPSTEIN, E. Sodium absorption by bgnieots: role of the dual mechanisms of
alkali cation transporPlant Physiology v. 42, p. 314-318, 1967a.

RAINS, D.W.; EPSTEIN, E. Sodium absorption by bgnteots: its mediation by mechanism 2
of alkali cation transporPlant Physiology v. 42, p. 319-323, 1967b.

ROBERTS, S.K.; TESTER, M. Inward and outward-g€lective currents in the plasma
membrane of protoplasts from maize root cortex steté.The Plant Journal, v. 8, p. 811-825,
1995.

ROBERTS, S.K.; TESTER, M. Patch clamp study of lansport in maize rootdournal of
Experimental Botany, v. 48, p. 431-440, 1997a.

ROBERTS, S.K.; TESTER, M. Permeation offCand monovalent cations through an outwardly
rectifying channel in maize root stellar cellmurnal of Experimental Botany, v. 48, p. 839-
846, 1997b.

RODRIGUEZ-NAVARRO, A. Potassium transport in fungind plants. Biochimica et
Biophysica Acta v. 1469, p. 1-30, 2000.

RUBIO, F.; FLORES, P.; NAVARRO, J.M.; MARTINEZ, \Effects of C&", K" and cGMP on
Na’ uptake in pepper plantlant Sciencev. 165, p. 1043-1049, 2003.

RUBIO, F.; SANTA-MARIA, G.; RODRIGUEZ-NAVARRO, A. ning of Arabidopsisand
barley HAK potassium transporters in root and stasdis. Physiologia Plantarum v. 109, p.
34-43, 2000.



RUS, A.,; YOKOL, S.; SHARKHUU, A.; REDDY, M.; LEE, B MATSUMOTO, T.K;
KOLWA, H.; ZHU, J.-K.; BRESSAN, R.A.; HASEGAWA, P.MAtHKTL1 is a salt tolerance
determinant that controls Kantry into plant rootsProceedings of the National Academy of
Sciencesv. 98, p. 14150-14155, 2001.

SANTA-MARIA, G.E.; DANNA, C.H.; CZIBENER, C. High4inity potassium transport in
barley roots. Ammonium-sensitive and -insensitia¢hprays.Plant Physiology v. 123, p. 297-
306, 2000.

SANTA-MARIA, G.E.; RUBIO, F.; DUBCOVSKY, J.; RODRIGEZ-NAVARRO, A. The
HAK1 gene of barley is a member of a large gene faamty encodes a high-affinity potassium
transporterThe Plant Cell, v. 9, p. 2281-2289, 1997.

SCHACHTMAN, D.P.; SCHROEDER, J.I. Structure anchport mechanism of a high-affinity
potassium uptake transporter from higher plaN&ure, v. 370, p. 655-658, 1994.

SCHACHTMAN, D.P; KUMAR, R.; SCHROEDER, J.I; MARSHE.L. Molecular and
functional characterization of a novel low-affinibation transporter (LCT1) in higher plants.
Proceedings of the National Academy of Sciences 94, p. 11079-11084, 1997.

SERRANO, R.; RODRIGUEZ-NAVARRO, A. lon homeostaslaring salt stress in plants.
Current Opinion in Cell Biology, v. 13, p. 399-404, 2001.

SHI, H.; ISHITANI, M.; KIM, C.; ZHU, J.-K. TheArabidopsis thalianaalt tolerance gereOS1
encodes a putative K™ antiporter Proceedings of the National Academy of Scienges 97,
p. 6896-6901, 2000.

SHI, H.; QUINTERO, F.J.; PARDO, J.M.; ZHU, J.-K. @lputative plasma membrane W4
antiporter SOS1 controls long-distance’ ansport in plantsThe Plant Cell, v. 14, p. 465-477,
2002.



SIBOLE, J.V.; CABOT, C.; POSCHENRIEDER, C.; BARCELQ. lon allocation in two
different salt-toleranMedicago species.Journal of Plant Physiology v. 160, p. 1361-1365,
2003.

SPALDING, E.P.; HIRSCH, R.E.; LEWIS, D.R.; QI, ZSUSSMAN, M.R.; LEWIS, B.D.

Potassium uptake supporting plant growth in theabs of AKT1 channel activity. Inhibition by
ammonium and stimulation by sodiudournal of General Physiology v. 113, p. 909-918,
1999.

STOREY, R.; SCHACHTMAN, D.P.; THOMAS, M.R. Root stture and cellular chloride,
sodium and potassium distribution in salinized grapes.Plant, Cell and Environment, v. 26,
p. 789-800, 2003.

SUNARPI; HORIE, T.; MOTODA, J.; KUBO, M.; YANG, HYODA, K.; HORIE, R.; CHAN,
W.-Y.; LEUNG, H.-Y.; HATTORI, K.; KOMONI, M.; OSUM] M.; YAMAGAMI, M.;
SCHROEDER, J.I.; UOZOMI, N. Enhanced salt toleranvediated by AtHKT1 transporter-
induced Na unloading from xylem vessels to xylem parenchymliscThe Plant Journal, v.
44, p. 928-938, 2005.

TESTER, M.; DAVENPORT, R. Natolerance and Natransport in higher plant#nnals of
Botany, v. 91, p. 503-527, 2003.

UOZOMI, N.; KIM, E.J.; RUBIO, F.; YAMAGUCHI, T.; MUOO, S.; TSUBOI, A.; BAKKER,
E.P.; NAKAMURA, T.; SCHROEDER, J.l. Thérabidopsis HKT1gene homolog mediates
inward Nd currents inXenopus leavisocytes and Nauptake inSccharomyces cerevisig@lant
Physiology, v. 122, p. 1249-1259, 2000.

VALE, F.R.; JACKSON, W.A.; VOLK, R.J. Potassium lmk into maize root systems. Influence
of root potassium concentration and ambient ammmoniRlant Physiology, v. 84, p. 1416-1420,
1987.



WANG, T.-B.; GASSMANN, W.; RUBIO, F.; SCHROEDER,1.J.GLASS, D.M. Rapid up-
regulation ofHKT1, a high-affinity transporter gene, in roots of lbgrand wheat following
withdrawal of potassiunPlant Physiology v. 118, p. 651-659, 1998.

WANG, S.-M.; ZHANG, J.-L.; FLOWERS, T.J. Low-affityi Na~ uptake in the halophyte
Suaeda maritimaPlant Physiology v. 145, p. 559-571, 2007.

WATSON, R.; PRITCHARD, J.; MALONE, M. Direct meagment of sodium and potassium in
the transpiration stream of salt-excluding and ewrcluding varieties of wheatlournal of
Experimental Botany, v. 52, p. 1873-1881, 2001.

WEGNER, L.H.; RASCHKE, K. lon channels in the xylgparenchyma of barley roots: a
procedure to isolate protoplasts from this tissuml @ patch-clamp exploration of salt

passageways into xylem vessé&fant Physiology v. 105, p. 799-813, 1994.

WEGNER, L.H.; DE BOER, A.H. Properties of two outdaectifying channels in root xylem
parenchyma cells suggest a role in Komeostasis and long-distance signalifiant
Physiology, v. 115, p. 1707-1719, 1997.

WOLF, O.; JESCHKE, W.D. Modeling of sodium and gsiam flows via phloem and xylem in
the shoot of salt-stressed barl@gurnal of Plant Physiology, v. 128, p. 371-386, 1987.

WOLF, O.; MUNNS, R.; TONNET, M.L.; JESCHKE, W.D. €hrole of the stem in the
partitioning of Nd and K in salt-treated barleylournal of Experimental Botany, v. 42, p.
697-704, 1991.

WU, S.-J.; DING, L.; ZHU, J.-KSOS] a genetic locus essential for salt toleranceptdssium
acquisition.The Plant Cell, v. 8, p. 617-627, 1996.

YEO, AR.; YEO, E.M.; CAPORN, S.J.M.; LACHNO, D.RELOWERS, T.J. The use ofC-

ethane diol as a quantitative tracer for the trmaspnal volume flow of water and an



investigation of the effects of salinity upon trpmation, net sodium accumulation and
endogenous ABA in individual leaves Ofryza satival. Journal of Experimental Botany, v.
36, p. 1099-1109, 1985.

ZHU, J.-K. Regulation of ion homeostasis under sttssCurrent Opinion in Plant Biology,
V. 6, p. 441-445, 2003.

ZIMMERMANN, S.; TALKE1, l.; EHRHARDT, T.; NAST, G.; MULLER-ROBER, B.
Characterization of SKT1, an inwardly rectifying tassium channel from potato, by

heterologous expression in insect cédant Physiology v. 116, p. 879-890, 1998.



CAPITULO 2

CARACTERIZACAO FISIOLOGICA DAS VIAS PARA A ABSORCAME N&
POR MECANISMOS DE BAIXA AFINIDADE EM RAIZES DE FEBO CAUPI



2.1 INTRODUCAO

A salinizacdo dos solos cultivados tem aumentadiacipalmente nas areas irrigadas,
causando a reducédo da produtividade de variasrasl{MUNNS, 2008). Os prejuizos causados
pela salinidade elevada dos solos tém sido atidisuads efeitos toxicos de Neobre a nutricdo e
0 metabolismo das plantas, especialmente sobreacd, a distribuicdo e a utilizagdo dé K
(APSE; BLUMWALD, 2007). Apesar da absorcdo de ldalas raizes ser um processo critico
para desencadear a acumulacgio e a toxicidadeidessas plantas, as vias para a entrada de Na
no simplasto radicular ainda n&do sdo completamerdehecidas. A identificacdo dos
transportadores de membrana que medeiam a absterdd® em células vegetais pode viabilizar
programas de transformacdo genética para aumentasisténcia das plantas cultivadas ao
estresse salino (MUNNS, 2008).

A absorcdo de Napelas raizes das plantas envolve mecanismos dsptre que
apresentam alta e baixa afinidade. Os mecanismeadtal@finidade operam em concentragbes
micromolares de Na enquanto os mecanismos de baixa afinidade atwantamcentracdes
milimolares desse cation (RAINS; EPSTEIN, 1967a;IR% EPSTEIN, 1967b). Como solos
salinizados apresentam concentracoes elevadas’deoNiavel (MENGEL; KIRKBY, 2001), os
mecanismos de baixa afinidade tem sido mais iryadtis. A absorcdo de Npor mecanismos
de baixa afinidade em raizes de espécies glicoéitgeralmente mediada por vias sensiveis e
insensiveis ao GA(CRAMERet al, 1987; ESSAHet al, 2003; RUBIOet al, 2003).

Os canais de cations ndo-seletivos (NSCCs) (ES&8Aal, 2003; RUBIOet al, 2003;
TESTER; DAVENPORT, 2003) e o transportador de cétigue apresenta baixa afinidade
(LCT1) (SCHACHTMAN et al, 1997) devem atuar nas vias para a absorcdo dseMdaiveis ao
Cd&*. Os NSCCs identificados em raizes medeiam cosefgpendentes de Nas quais sdo
insensiveis a voltagem e parcialmente inibidas pel®" (ROBERTS; TESTER, 1997;
DAVENPORT; TESTER, 2000; BUSCHMANNet al, 2000; DEMIDCHIK; Tester, 2002).
Embora a identidade molecular desses canais aidleesteja elucidada, os canais de cations
sensiveis a nucleotideos ciclicos (CNGCs) (MAATHUSANDERS, 2001) e os receptores de
glutamato (GLRs) (DEMIDCHIKet al, 2004) sdo candidatos a NSCCs. O LCT1 de trigo
(SCHACHTMAN et al, 1997) também pode contribuir para as vias deraisale Nasensiveis

ao C&", porque é expresso em raizes, apresenta baixdaafinpelo Nae é parcialmente inibido



pelo C&". Apesar disso, transportadores similares ao LGLt&ém sido identificados em outras
espécies.

As vias para a absorcéo de'Niasensiveis ao Gapodem envolver os canais retificadores
de entrada de K (KIRCs) da familia AKT/KAT (AMTMANN; SANDERS, 1999 e os
transportadores de‘Klas familias KT/HAK/KUP (SANTA-MARIAet al, 1997; RUBIOet al,
2003) e HKT (GRASSMANEet al, 1996; FAIRBAIRN et al, 2000; UOZUMI et al, 2000;
HORIE et al, 2001), além dos NSCCs (TESTER; DAVENPORT, 200@8).KIRCs medeiam a
absorcdo de Kpor mecanismos de alta e baixa afinidade em r{id88SCH et al, 1998;
ZIMMERMANN et al, 1998; HARTJEet al, 2000) e podem permitir a entrada de" Ma
simplasto radicular sob salinidade elevada (AMTMANMNDERS, 1999; GOLLDAKet al,
2003). Os HAKs devem atuar como co-transportadét&&™ com alta afinidade pelo 'K
(RODRIGUEZ-NAVARRO, 2000) e podem ser induzidos eaizes sob a privacido desse
nutriente (SANTA-MARIA et al, 2000; RUBIO et al, 2000; BANUELOSet al, 2002;
MARTINEZ-CORDEROet al, 2005; NIEVES-CORDONES®t al, 2007). O HAK1 de cevada
pode mediar o transporte de Nem concentracées milimolares desse ion (SANTA-MARI
al., 1997). Além disso, os HKTs também podem ser iinldiszem raizes crescidas na auséncia de
K" e podem agir como co-transportadore$/Kacom alta afinidade (FAIRBAIRNt al, 2000;
HORIE et al, 2001) ou transportadores de'Nam baixa afinidade (GRASSMABt al, 1996;
UOZUMI et al, 2000; HORIEet al, 2001). Tendo em vista que as atividades dos KIRCs
(ROBERTS; TESTER, 1995) e dos HAKs (SANTA-MARIat al, 2000; MARTINEZ-
CORDEROet al, 2005) e HKTs (TYERMAN; SKERRETT, 1999; Llét al, 2001) ndo séo
inibidas pelo CH, esses transportadores podem apresentar algurhqesgpeal nas vias para a
absorcdo de Nansensiveis ao G No entanto, a participacdo dos NSCCs nessasid@pode
ser descartada, pois as correntes dependentes HemBdiadas pelos NSCCs nido s&o
completamente bloqueadas pelo ?Ca(DAVENPORT; TESTER, 2000; TESTER;
DAVENPORT, 2003).

Em espécies glicofitas, os NSCCs tém sido congldsracomo 0s principais
transportadores que medeiam a entrada dendasimplasto radicular (ESSAEt al, 2003;
RUBIO et al, 2003; TESTER; DAVENPORT, 2003). Em raizes de milh caracterizagcéo
cinética do influxo dé*Na" demonstra a existéncia de um componente n&o-satumdsensivel

a FC (ativador de HATPases) e ao FCCP (desacoplador), indicandot&ipacio dos canais de



céations insensiveis a voltagem na absorcéo dgMe&COBY; HANSON, 1985). A acumulagdo
de N4 nas raizes de pimenta depende de uma via prirsgpeivel ao G4 e 8-bromo-cGMP
(analogo de cGMP permeavel a membranas), atribaddaNSCCs, e de uma via secundaria
insensivel ao G e inibida pelo K, a qual é possivelmente mediada por transportadige<
(RUBIO et al, 2003). Nas raizes dgabidopsis thalianao influxo instantaneo ou unidirecional
de #Na’ deve ser mediado por diferentes tipos de NSC@is, @ estimulado por GABA e
glutamato, € reduzido pelo cGMP e por inibidoresspecificos de canais de cations e ndo &
afetado por bloqueadores de canais d& €& (ESSAHet al, 2003). Contrariamente, o influxo
instantaneo d&Na’ e a acumulacéo de Nado marcado nas raizes da hal@itmeda maritima
ndo dependem dos NSCCs, pois esses processosmaibidos pelo C& e pelo cAMP. A
absorcdo de Napor mecanismos de baixa afinidade nessa espéetdveras vias 1 e 2, que
atuam sob salinidade baixa (NaCl 25 mM) e salimdaglevada (NaCl 150 mM),
respectivamente. A via 1 deve depender dos tratsfmes de K da familia HKT, por ser
sensivel a BA e insensivel a tetraetilaménio (TBAe C<, enquanto a via 2 deve ser mediada
pelos canais de Kda familia AKT/KAT, pois é sensivel a BaTEA" e C§ (WANG et al,
2007).

A despeito do transporte de Nser mediado por canais dé Kas raizes de uma espécie
haléfita (WANG et al, 2007), o papel desses canais na absorcdo dera@spécies glicofitas,
especialmente em plantas cultivadas, ainda perraaneerto. Assim sendo, o objetivo desse
trabalho € investigar a contribuigdo relativa d®&QOCs e dos canais e transportadores daak
absorcdo de Napor mecanismos de baixa afinidade nas raizesij@e feaupi. A escolha dessa
espécie como modelo experimental baseia-se no replo aultivo em regides aridas e semi-
aridas frequentemente submetidas ao estresse g&HIOERS; HALL, 1997). Os resultados
obtidos nesse estudo indicam que a absorcio Heealas raizes dessa espécie é principalmente
mediada pelos NSCCs e pelos canais tehivendo a contribuicdo dos transportadores de K
sensiveis ao NH, especialmente quando as plantas sdo crescidasisémcia do NH. A
participacéo desses transportadores nas vias decdbsde Nasensivel e insensivel ao Ca&

discutida.



2.2 MATERAL E METODOS
2.2.1 Material vegetal

As sementes de feijdo caup¥figna unguiculata(L.) Walp.] cultivar Pititba foram
coletadas de plantas cultivadas no campo experainéntSetor de Horticultura do Departamento
de Fitotecnia da Universidade Federal do Ceardvaygens secas foram colhidas e debulhadas
manualmente e as sementes foram uniformizadas ceso de peneiras com orificios de 6 mm
de didmetro. Os estoques foram mantidos em camara fl0C e 45% de UR e renovados a
cada seis meses.

A germinacgéo das sementes foi conduzida em sistlsmalo (VIEIRA; CARVALHO,
1994). Para tanto, as sementes foram desinfetada®laClO 0,2% (m/v) por 5 min sob agitacéo
eventual, lavadas trés vezes e embebidas por 3@mmiagua destilada deionizada. Em seguida,
as sementes foram distribuidas em folhas de pagrehi@st (280 x 380 mm) umedecidas com
agua destilada deionizada na proporcédo de duas eemeeia a massa do papel. Dez sementes
foram distribuidas em fileira no terco superior digas folhas sobrepostas. Outra folha foi
utilizada para cobrir as sementes e as trés fdibk@sn enroladas. Trés rolos, contendo 10
sementes cada, foram enrolados com uma folha adicigsse sistema foi envolvido com dois
sacos plasticos transparentes desinfetados coral @%b (v/v), os quais foram dispostos em
direcbes opostas e fixados com atilho. As semdntasn mantidas em condi¢cdes controladas
(240pmol m? s*, fotoperiodo de 12 h, 27%2) por quatro dias.

Plantulas de quatro dias em estadio de ganchoupdnrforam transferidas para bandejas
plasticas com 20 L de solucdo nutritiva complet® #&LAND; ARNON, 1950) contendo
Ca(NQy), 625 uM, NH4CI 250 pM, K,HPO, 125 uM, MgSO, 125 uM, KNO3z 500 pM, Fe-
EDTA 25uM e micronutrientes (HB910 uM, MnCl, 2,25uM, CuSQ 0,75uM, ZnSQ, 1,75
UM e NaMoO, 0,025uM), pH 6,0. Para a obtengédo de plantas privadasHig, essa solucdo
foi alterada para Ca(N{) 750 uM, K;HPO, 125 uM, MgS0O, 125 pM, KNO3; 500 puM, Fe-
EDTA 25 uM e micronutrientes, pH 6,0. As plantas foram ndagiem condi¢cdes de casa de

vegetacao por sete dias.



2.2.2 Experimentos de influxo de Na

Para caracterizar as vias para a absor¢dopha mecanismos de baixa afinidade nas
raizes de feijdo caupi, foram realizados experiogede influxo utilizando a técnica de raizes
destacadas (HUANGt al, 1992). Para tanto, plantas de onze dias com raepda folha
trifoliolada expandida foram utilizadas nos expemtos. As plantas foram coletadas e as raizes
foram destacadas da parte aérea e lavadas e Ga@hM a temperatura ambiente por 4 min.
Em seguida, as raizes foram secadas suavementgaueh toalha e foram transferidas para
frascos de Erlenmeyer com 50 mL de meio de incubagatendo MES-Tris 2,0 mM pH 6,0,
CaClk 0,1 mM e demais adi¢Oes, de acordo com o expetimPara testar o efeito do tempo, as
raizes foram mantidas em meio de incubacdo addoda NaCl 50 mM a 3C por 0, 20, 40,
60, 80 e 100 min. Quando a dose de NaCl foi testaslaaizes foram tratadas com meio de
incubacao suplementado com NacCl 0, 10, 20, 408®@, 100 mM a 3@ por 30 min.

Para testar o efeito do €aas raizes foram lavadas em GaGl0,1, 0,5, 1 e 2 mM &
temperatura ambiente por 4 min. Em seguida, aggdram expostas a meio de incubacéo
contendo NaCl 50 mM e as mesmas concentracdes Teu@lizadas nas lavagens, sendo
mantidas a 3 por 1 h. Quando K inibidores de canais de cations e bloqueadoresudais de
K* foram testados, as raizes foram lavadas em ,O&CImM adicionado de concentracGes
crescentes desses compostos, a temperatura ampagndemin. Logo depois, as raizes foram
mantidas em meio de incubacdo acrescido de Na@INb@ das mesmas concentracbes deu
inibidores usados nas lavagens, permanecendd8G @& 1 h. Para testar o efeito de NHs
raizes de plantas privadas e supridas dg’Nétam lavadas em CaC0,1 mM adicionado de
concentracdes crescentes desse cation, a tempeaatbiente por 4 min. Em seguida, as raizes
foram tratadas com meio de incubacdo contendo MAGhM e as mesmas concentracdes de
NH," utilizadas nas lavagens, permanecendo°@& 30r 1 h. Ao final de todos os experimentos,
as raizes foram lavadas em GaGllL mM gelado (2-4C) por 4 min para deslocamento do'Na
apoplastico e foram secadas a&@Qpor 48 h. O influxo de Nafoi calculado a partir da

acumulagdo de Nanos tecidos em comparagdo com raizes nao tratadaslaCl.



2.2.3 Determinacéo de Na

As amostras secas das raizes foram pulverizadasgcane pistilo e armazenadas em
tubos plasticos fechados a temperatura ambientea adéterminacio do contetdo de*Na
Amostras de 50 mg de massa seca pulverizada foxgnaidas com 10 mL de agua destilada
deionizada a 10@ por 60 min em tubos hermeticamente fechados. iBejworesfriamento, os
extratos foram filtrados em algodédo e as leitu@sn realizadas em fotdmetro de chama

(Micronal, modelo B462) calibrado com solucéo padté N& 50 ppm.

2.2.4 Delineamento experimental e andlise estisti

Os experimentos foram conduzidos conforme delinetanateiramente casualizado com
cinco repeticbes por tratamento. Cada repeticasisiian em um frasco contendo um sistema
radicular individual. Os resultados obtidos nosegxpentos de tempo e dose de NaCl foram
analisados por regressé@o nédo-linear. Os resulgmosiemais experimentos foram submetidos a
analise de variancia seguida do teste de compadscaedias de Tukey ao nivel de significancia
de 5%.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Caracterizacdo cinética da absorcdo depamecanismos de baixa afinidade nas raizes

de feijdo caupi

Os experimentos de influxo de Nem funcdo do tempo de exposicdo ad dlala dose
aplicada foram conduzidos para caracterizar ciatinte a absorgdo de Naor mecanismos de
baixa afinidade nas raizes de feijao caupi. O eféit tempo de exposicdo ao 'N&D mM foi
analisado por regressao nao-linear e possibilit@juste dos valores obtidos a fungcédo do tipo
hipérbole retangular (R= 0,98). De acordo com essa andlise, a acumukkeddd nas raizes
aumentou progressivamente até 40 min de exposicaltamcou a saturacdo a partir desse
periodo (Fig. 2.1). Com base nesses resultadcanpa de exposicdo de 30 min foi escolhido

para testar o efeito da dose de’Naorque periodos mais prolongados poderiam aaareet



estabilizacdo do influxo de Naprincipalmente em concentracdes externas maisdds. Além
disso, tempos de exposicdo mais curtos poderianziresignificativamente a acumulacdo de'Na
nas raizes, dificultando a verificagdo de alteragi®influxo de Naem funcdo do aumento da
concentracdo externa desse cation. Para os dexpaisreentos, os tratamentos foram realizados
durante 60 min, pois esse periodo permitiria a tet@gdo de efeitos inibitorios de diferentes

cations e farmacos sobre o influxo liquido maximarificado nas condigbes experimentais
utilizadas.
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Figura 2.1 — Efeito do tempo de exposicdo ab é&dderno sobre a acumulacdo d€ Nas raizes de feijdo caupi. As
plantas foram crescidas em solugdo nutritiva cotagfldoagland e Arnon, 1950) por sete dias em casegetacao.
Em seguida, as plantas foram coletadas e as faizen destacadas da parte aérea e lavadas em GaChM a
temperatura ambiente por 4 min. essas raizes fvemnsferidas para meio de incubacao contendo MESZT0 mM
pH 6,0, CaGl 0,1 mM e NaCl 50 mM, permanecendo a@@or 0, 20, 40, 60, 80 e 100 min. Os pontos reptas
as médias e as linhas verticais, os desvios padéemco repeticdes. A analise dos resultadoggmressdo nao-
linear permitiu o seu ajuste & fung&o do tipo Hipks retangular (R= 0,98).

O efeito da dose de Naplicada foi analisado por regress&o n&o-lingmarmitiu o ajuste
dos valores encontrados ao modelo de Michaelis-dherescrito pela funcdo do tipo hipérbole
retangular (R = 0,98). Considerando essa andlise, o influxoidimude N& apresentou

incremento significativo de acordo com o aumenteatzentracio externa de Nastabilizando



a partir de 80 mM (Fig. 2.2). Assim sendo, a ak@wrde N& nas raizes de feijdo caupi
apresentou cinética de saturacao. Utilizando o toatkeLineweaver-Burk (duplo-reciproco), foi
possivel ajustar os valores transformados & fupgfinomial do tipo linear (R= 0,98) e estimar

as constantes cinéticas.¥ e Kn em 7,16umol g* MS mini* e 33 mM, respectivamente.

Influxo liquido de N&
(umol g* MS min?)
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Figura 2.2 — Efeito da concentragio externa deddare o influxo liquido de Nanas raizes de feijdo caupi. As
raizes destacadas foram lavadas em 0&aCImM a temperatura ambiente por 4 min. Essaesdoram transferidas
para meio de incubagdo contendo MES-Tris 2,0 mMsH CaCJ) 0,1 mM e NacCl 0, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 mM,
permanecendo a 30 por 30 min. Os pontos representam as médiairhas verticais, os desvios padrées de cinco
repeticdes. A analise dos resultados por regresdédinear permitiu o seu ajuste a funcéo do tigmerdbole
retangular (R = 0,98). As constantes cinéticasaye K., foram estimadas em 7,16nol g* MS min® e 33 mM,
respectivamente.

2.3.2 A absorcéo de K& parcialmente inibida por €z bloqueada por 'K

O efeito inibitério de C& sobre a absorcdo de Npor mecanismos de baixa afinidade
nas raizes de feijdo caupi foi investigado por nearatamentos com concentragdes externas
crescentes desse cétion. O tratamento coffi @& mM diminuiu significativamente o influxo
liquido de N&, causando 22% de inibicdo em relagdo ao contriéig. 2.3). Embora os

tratamentos com ¢40,5, 1 e 2 mM ndo apresentaram diferencas sigfiifizs entre si, eles



ocasionaram 57% de inibi¢do do influxo liquido d& Mm comparacdo com o controle. Esses
resultados evidenciaram que a absorc¢io depiamecanismos de baixa afinidade nas raizes de
feijiio caupi foi mediada por um componente majodtéensivel ao G4 e um componente
minoritario insensivel a esse cation. O componeatssivel ao G4 foi completamente inibido
por concentracdes externas desse cation acimabdaNd, Além disso, os resultados mostraram
também que o efeito inibitério do Easobre a absorcéo de Nado foi competitivo. De fato, as
concentracdes utilizadas nos diferentes tratamardospoderiam provocar efeito competitivo,
pois a concentracéo de8®,1 mM, por exemplo, causou 22% de inibicdo diuxaf liquido de

Na’, mesmo sendo 500 vezes menor que a concentraigiingede Nautilizada (N& 50 mM).
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Figura 2.3 — Efeito da concentracdo externa o €abre o influxo liquido de Nanas raizes de feijdo caupi. As
raizes destacadas foram lavadas em agua destiédolasizéda ou em CagD,1, 0,5, 1 ou 2 mM a temperatura
ambiente por 4 min. Essas raizes foram transfepdes meio de incubagdo contendo MES-Tris 2,0 mM6pH
NaCl 50 mM e as mesmas concentracdes de,Cs@tas nas lavagens, permanecendd@ B6r 60 min. As barras
representam as médias e as linhas verticais, asodgsadroes de cinco repeticdes. As barras assiaslcom as
mesmas letras ndo diferem significativamente dedaccom o teste de Tukey ao nivel de significadei&%.

Com o intuito de verificar o efeito competitivo #& sobre a absor¢do de Ndoram
conduzidos tratamentos com k2,5, 25, 50 e 100 mM, equivalentes a um quartomeio, uma
vez e duas vezes a concentracdo externa deeNtda (Na50 mM), respectivamente. Assim

sendo, foi constatada diminuicdo progressiva doxofliquido de Na conforme o aumento da



concentracdo externa dé KFig. 2.4). O tratamento com'KL2,5 mM, correspondente a apenas
um quarto da concentracido externa dé, aarretou 25% de inibicdo em relacdo ao controle.
Comparativamente, o tratamento comlK0 mM, equivalente ao dobro da concentraco mter
de N4, praticamente bloqueou o influxo liquido de*Npois causou até 98% de inibicdo em
referéncia ao controle. Considerando que os tratemaeom K foram conduzidos na presenca
de C&" 0,1 mM, concentracdo que ndo inibiu completamenemponente sensivel a esse
cation, os resultados obtidos indicaram que conagdes elevadas de€ knibiram intensamente

o componente sensivel e insensivel ad".Cainda, a diminuicdo do influxo liquido de Na
ocorreu devido ao efeito competitivo dé€ Korque o aumento proporcional da concentragio
externa de Kem relacéo a concentragdo externa deaxibiu forte efeito inibitorio.
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Figura 2.4 — Efeito da concentracdo externa tsdbre o influxo liquido de Nanas raizes de feijdo caupi. As raizes
destacadas foram lavadas em Gd;1 mM sem KCIl ou com KCI 12,5, 25, 50 ou 100 néMemperatura ambiente
por 4 min. Essas raizes foram transferidas para neiincubacéo contendo MES-Tris 2,0 mM pH 6,0, Ilgacl
mM, NaCl 50 mM e as mesmas concentragdes de K@agsaas lavagens, permanecendo ‘€ 3ibr 60 min. As
barras representam as médias e as linhas vertisailesvios padrdes de cinco repeti¢des. As bassisaladas com
as mesmas letras néo diferem significativamentcdedo com o teste de Tukey ao nivel de significte 5%.

Os efeitos interativos de €ae K' sobre a absorcdo de Néoram confirmados com
tratamentos combinados desses cations. Além duortesito independente com’ta mM, que



aboliu o componente sensivel adCéoram conduzidos tratamentos combinados & CanM
com K 25 ou 50 mM, concentracdes dédie ndo causaram o bloqueio total do influxo d& Na
Enquanto o tratamento independente corfi @amM ocasionou somente 57% de inibicdo do
influxo liquido de N& em comparac&o com o controle, os tratamentos cabs de CGd 1 mM
com K 25 ou 50 mM ocasionaram 63 e 79% de inibicdo,ectismmente (Fig. 3.5). Esses
resultados indicaram o efeito inibitério aditivo@e* e K sobre a absorcdo de Naas raizes de

feijéio caupi, evidenciando que o componente insehsio C&" foi competitivamente inibido

pelo K'.
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Figura 2.5 — Efeitos interativos da concentraciderea de C4 e K" sobre o influxo liquido de Nanas raizes de
feijdo caupi. As raizes destacadas foram lavadaagera destilada deionizada (Ca0K0), em @4GhM sem KCI
(CalKo0), com KCI 25 mM (CalK25) ou com KCI 50 mMaIX50), & temperatura ambiente por 4 min. Essaegai
foram transferidas para meio de incubagédo contevii&-Tris 2,0 mM pH 6,0, NaCl 50 mM e as mesmas
concentracdes de CaCGt KCl usadas nas lavagens, permanecendd@ @6r 60 min. As barras representam as
médias e as linhas verticais, os desvios padrdemde repeticdes. As barras assinaladas com amnasdetras ndo
diferem significativamente de acordo com o testéuley ao nivel de significancia de 5%.

2.3.3 Inibic&o farmacoldgica da absorcdo dé péa inibidores de canais de cations

Para verificar a contribuicdo relativa de canaés aditions na absorcdo de "Npor

mecanismos de baixa afinidade nas raizes de fedépi, foram conduzidos experimentos com



flufenamato (Flu), um inibidor de NSCCs em animaisjuinino, um bloqueador inespecifico de

canais de céations. O aumento da concentracdo exterambos os farmacos causou diminuicédo
significativa do influxo liquido de Na(Fig. 2.6). Os tratamentos com Flu 0,05 e 0,1 mM
ocasionaram 39 e 61% de inibicdo, respectivamesite,relacdo ao controle. Efeitos mais

dréasticos sobre o influxo liquido de Nfram verificados para os tratamentos com quidiad

e 2 mM, os quais acarretaram 54 e 97% de inibiggpectivamente, em comparagcdo com o
controle. Dessa maneira, a absor¢édo dedwa raizes de feijao caupi foi intensamente re@duzid

com a inibicdo dos NSCCs e foi praticamente abalaa o bloqueio inespecifico dos canais de

cations.
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Figura 2.6 — Efeito de inibidores de canais deooatisobre o influxo liquido de Naas raizes de feijdo caupi. As
raizes destacadas foram lavadas em £aCImM sem inibidores, com Flu 0,05 e 0,10 mM omajuinino 1 e 2
mM, a temperatura ambiente por 4 min. Essas réfzam transferidas para meio de incubagdo cont®fEs-Tris

2,0 mM pH 6,0, CaGl0,1 mM, NaCl 50 mM e as mesmas concentragfes ilzlones usadas nas lavagens,
permanecendo a 30 por 60 min. As barras representam as médiadiehas verticais, os desvios padrdes de cinco
repeticbes. As barras assinaladas com as mesmas této diferem significativamente de acordo cotaste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Para determinar o envolvimento dos canais da& absorcéo de Naos bloqueadores
especificos tetraetilamonio (TEAe C$ foram utilizados. O tratamento com TEAO mM n&o



causou efeito significativo sobre o influxo liquide Na em referéncia ao controle, mas o dobro
da concentracdo desse farmaco (TE2® mM) ocasionou 27% de inibicdo (Fig. 2.7). Em
comparagdo, o aumento da concentragdo externa dee@sziu progressivamente o influxo
liquido de N3, pois as concentragdes de 0,1 e 1 mM provocarane BP% de inibicao,
respectivamente, em relacdo ao controle. Inesp@etia, o bloqueio dos canais dedtarretou

a inibicéo parcial do influxo liquido de Naas raizes de feijdo caupi.
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Figura 2.7 — Efeito de bloqueadores de canais ‘dsolire o influxo liquido de Nanas raizes de feijao caupi. As
raizes destacadas foram lavadas em OaCImM sem bloqueadores, com TEX0 e 20 mM ou com CsCl 0,1 e 1,0
mM, & temperatura ambiente por 4 min. Essas rézam transferidas para meio de incubacgéo cont®fEs-Tris

2,0 mM pH 6,0, CaGl0,1 mM, NaCl 50 mM e as mesmas concentra¢cfes atpidhdores usadas nas lavagens,
permanecendo a 30 por 60 min. As barras representam as médiadiehas verticais, os desvios padrdes de cinco
repetices. As barras assinaladas com as mesmas éio diferem significativamente de acordo cotaste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Com o objetivo de constatar os efeitos interati@$lu, TEA e CS sobre a absorgéo de
Na’, foram conduzidos tratamentos combinados desskislares farmacoldgicos. Além dos
tratamentos independentes com Flu 0,1 mM, TRA mM ou C§ 1 mM, que causaram a
inibicdo maxima sobre o influxo liquido de N&oram utilizados também os tratamentos
combinados de Flu 0,1 mM com TEZ0 mM ou C§1 mM. Os tratamentos independentes com
Flu 0,1 mM, TEA 20 mM ou C§ 1 mM ocasionaram 61, 27 e 30% de inibicdo do xaflu



liquido de N3, respectivamente, em relacéo ao controle. No mtartratamento combinado de
Flu 0,2 mM com TEA 20 mM quase blogueou o influxo liquido de"Nacarretando até 95% de
inibicdo (Fig. 2.8). Inversamente, o tratamento koimado de Flu 0,1 mM com Csl mM
provocou apenas 37% de inibicio em comparacao carontole, sendo significativamente
menos eficaz que o tratamento com Flu 0,1 mM san@it% de inibicdo), mas mais eficiente
que o tratamento independente corfi Cs M (30% de inibigdo). Esses resultados demaiastra
que Flu e TEA causaram efeitos inibitérios sinergisticos, agisdbre vias distintas para a
absorcdo de Nanas raizes de feijio caupi. Comparativamentéa@sesentou efeito antagonico
em relacdo ao Flu, diminuindo a inibicdo causadaegee farmaco, mas Flu demonstrou efeito
sinérgico com relacdo ao Gsaumentando inibicdo da absorcdo de” Man referéncia ao

tratamento independente com esse cation.
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Figura 2.8 — Efeitos interativos de inibidores d@ais de cations e bloqueadores de canais’dmbre o influxo
liquido de N& nas raizes de feijdo caupi. As raizes destacadas flavadas em CaQd,1 mM sem adi¢bes, com
Flu 0,10 mM, TEA 20 mM, CsCl 1,0 mM, Flu 0,01 mM e TER0 mM (Flu+TEA) ou Flu 0,01 mM e CsCl 1,0
mM (Flu+Cs), a temperatura ambiente por 4 min. &satzes foram transferidas para meio de incubegétendo
MES-Tris 2,0 mM pH 6,0, Ca¢l0,1 mM, NaCl 50 mM e as mesmas concentracdes idelones usadas nas
lavagens, permanecendo a°G0por 60 min. As barras representam as médias lmtess verticais, os desvios
padrdes de cinco repeticbes. As barras assinataass mesmas letras ndo diferem significativameatacordo
com o teste de Tukey ao nivel de significAncia%e 5



2.3.4 A absorcéo de Na& parcialmente inibida pelo NH principalmente em plantas crescidas
na auséncia do NA

Plantas crescidas na auséncia e na presenca glofdtBin usadas em experimentos de
influxo de Nd para determinar o efeito inibitério do NWHsobre a absor¢do de Naor
mecanismos de baixa afinidade nas raizes de fe§iéipi. O influxo liquido de Nanas raizes
privadas do N n&o diferiu significativamente daquele verificaolra as raizes crescidas na
presenca desse cation (Fig. 2.9). Os tratamentod\tey” 2,5 e 5,0 mM acarretaram apenas 14%
de inibicdo do influxo liquido de Nanas raizes crescidas na presenca dg N#h comparacéo
com o controle. Entretanto, os mesmos tratamerdasatam até 32% de inibicdo nas raizes
privadas do N, com relagdo ao controle. Desse modo, o N&presentou efeito inibitorio
sobre a absorcdo de Naas raizes de feijdo caupi, o qual foi mais proiago nas raizes
privadas do NHf.
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Figura 2.9 — Efeito da concentragido externa dg'Nddbre o influxo liquido de Nanas raizes de feijdo caupi
crescidas na auséncia ou na presenca dé. M plantas foram crescidas em solugio nutritoragleta (Hoagland

e Arnon, 1950) ou modificada sem NHconforme Material e Métodos) por sete dias ena cis vegetagdo. Em
seguida, as plantas foram coletadas e as raizas fdestacadas da parte aérea e lavadas em @CaGhM sem
NH,4Cl ou com NHCI 2,5 e 5,0 mM, a temperatura ambiente por 4 E&sas raizes foram transferidas para meio de
incubagdo contendo MES-Tris 2,0 mM pH 6,0, Ga&1 mM, NaCl 50 mM e as mesmas concentracdes d€INH
usadas nas lavagens, permanecendo°@ por 60 min. As barras representam as médiasliates verticais, 0s
desvios padrdes de cinco repeticdes. As barragadasdas com as mesmas letras ndo diferem signh/icaénte de
acordo com o teste de Tukey ao nivel de significade 5%.



2.4 DISCUSSAO

Nesse trabalho, as vias para a absor¢io depdtamecanismos de baixa afinidade sdo
caracterizadas fisiologicamente nas raizes de ofegaupi cultivar Pitilba. O efeito da
concentracdo externa de Nsobre o influxo liquido desse cation mostra qadsorcio de Na
apresenta cinética de saturacao similar aquelaidepara cevada (RAINS; EPSTEIN, 1967a;
RAINS; EPSTEIN, 1967b), porém diferente daqueldfieada em algoddao (CRAMER al,
1987), a qual apresenta padréo ndo-saturavel.

O valor de Vyx estimado em 7,1fmol g* MS min’ para as raizes de feijdo caupi é
superior aos valores verificados para cevada (RABRSSTEIN, 1967a) &. maritima(WANG
et al, 2007), os quais correspondem a 0,5 epimbl g* MF min™, respectivamente. Essas
diferencas possivelmente se devem ao fato de qualoses de ¥ €em cevada &. maritima
sdo calculados em base de massa fresca, enquaatorale Vs« para feijao caupi é estimado
em referéncia a massa seca. Assumindo que a nexssaas raizes de feijdo caupi corresponde a
aproximadamente 5% da massa fresca (resultado w&tratio), o valor de Wi para essa
espécie pode ser corrigido para 0,860l g* MF min?, o qual se aproxima daqueles verificados
para cevada 8. maritima

O valor de K, estimado em 33 mM para as raizes de feijao cangiém difere daqueles
constatados para cevada (RAINS; EPSTEIN, 1967&. enaritima (WANG et al, 2007),
equivalentes a 5 e 80 mM, respectivamente. Corasider que o feijdo caupi habita solos
salinizados (EHLERS; HALL, 1997), assim como a fieddS. maritima valores mais elevados
de K, sdo esperados para essas espécies, pois as ndaa phsorcdo de Napossivelmente
apresentam baixa afinidade por esse cétion, o guahcontrado em concentracbes elevadas

nesses ambientes.

2.4.1 A absorcido de Nanas raizes de feijio caupi é mediada por umaeriaigel e uma via
insensivel ao Ca

Como esperado, o influxo liquido de Nas raizes de feijdo caupi é parcialmente inibido
com o aumento da concentracdo externa €, @aidenciando que a absorcéo de' Mpar

mecanismos de baixa afinidade nessa espécie é daegia uma via sensivel e uma via



insensivel ao G4 A via sensivel ao Gaé a principal, uma vez que medeia quase 60% do
influxo de Nd. Nas raizes de cevada (RAINS; EPSTEIN, 1967bpdilg (CRAMERet al,
1987), pimenta (RUBICet al, 2003) eA. thaliana (ESSAH et al, 2003), o influxo de Na
também é parcialmente inibido por concentracBe®reas crescentes de “Gaindicando
igualmente o envolvimento de uma via sensivel e vimansensivel a esse cation. No entanto,
concentracdes milimolares de ‘a0 necessarias para reduzir brandamente o inflaxid
nas raizes de cevada (RAINS; EPSTEIN, 1967b) edalygqdCRAMER et al, 1987). Em
comparacao, o influxo de Naas raizes de pimenta (RUB#Dal, 2003) eA. thaliana(ESSAH
et al, 2003) é fortemente inibido por concentracdes omaiares de G4 mostrando que a
absorcdo de Nanessas espécies, assim como no feijdo caupinépaimente mediada por uma
via sensivel ao Ga

A inibicdo parcial da absorcdo de ‘Naelo C&" externo nas raizes de feijio caupi
corrobora os resultados de trabalhos que indicativi dos efeitos danosos do estresse salino
em plantas tratadas com concentracdes externaseotes de CA (REID; SMITH, 2000;
SHABALA et al, 2003; MELGARet al, 2006; TUNAet al, 2007). O C& estabiliza as
membranas celulares devido a interacdes eletroasatom as cargas negativas dos fosfolipideos
de membrana, evitando o vazamento de eletrOlitBAMER et al, 1985; MENGLE; KIRKBY,
2001). Além disso, o G mantém a elevada seletividadé/Ma" das membranas celulares,
restringindo a absorcéo de Nemantendo a captacido dé(EPSTEIN, 1961; DAVENPOREt
al., 1997). Dessa forma, a reducéo da absorcido dedsiste em um dos mecanismos pelos
quais o C& externo pode aliviar os distlrbios causados petfesse salino sobre as plantas.

Os efeitos interativos de Eae K sobre o influxo liquido de Nanas raizes de feijdo
caupi indicam que o Kexterno exerce efeito competitivo tanto sobre a sénsivel ao Ga
quanto sobre a via insensivel. O tratamento cofi GA mM n&o inibe completamente a via
sensivel ao CGA (Fig. 2.3), mas o tratamento combinado dé*@al mM com K 100 mM
praticamente blogueia o influxo liquido de*N&ig. 2.4), indicando que a via sensivel a6'@a
inibida por K. Em comparac&o, o tratamento conf’ta0 mM abole a via sensivel ao’CgFig.
2.3) e o tratamento combinado d&TB0 mM com K 25 ou 50 mM aumenta a inibic&o sobre o
influxo liquido de N (Fig. 2.5), demonstrando que a via insensivel & @mbém é inibida
pelo K. O efeito competitivo de Ksobre a absorcdo de Na havia sido demonstrado nas raizes
de cevada (RAINS; EPSTEIN, 1967a; RAINS; EPSTEI8E7b), milho (JACOBY; HANSON,



1985), algoddo (CRAMER al, 1987), pimenta (RUBI@t al, 2003),A. thaliana(ESSAHet
al., 2003) eS. maritima(WANG et al, 2007). Esse efeito esté relacionado a similagdésico-
quimica entre Nae K', a qual propicia a competi¢cdo desses cations péios de ligagdo nos
transportadores de membrana (MAATHUIS; AMTMANN, 999

2.4.2 A via sensivel ao €adeve ser mediada pelos NSCCs

A inibicdo farmacoldgica do influxo liquido de Naas raizes de feijdo caupi demonstra
fortemente que os canais cations exercem papel central na absor¢io tpddanecanismos de
baixa afinidade nessa espécie. De fato, o inflioiido de N& é quase abolido pelo tratamento
com quinino 2 mM, um bloqueador inespecifico dosaga de cations. Adicionalmente, o
tratamento com Flu 0,1 mM, um inibidor de NSCCsamnmais, inibe 61% do influxo liquido de
Na'. Em comparacéo, os tratamentos com Flu 0,1 mMrémpul mM, na presenca de T®,2
mM, inibem o influxo instantaneo de Niaas raizes da. thalianaem 56 e 53%, respectivamente
(ESSAH et al, 2003). NSCCs sensiveis a flufenamato sdo encwm#raas raizes de trigo
(BUSCHMANN et al, 2000), assim como os NSCCs das raizeA.d@dalianasdo bloqueados
por quinino (DEMIDCHIK; TESTER, 2002). De acordonc@ssas evidéncias, os NSCCs devem
consistir nos principais transportadores que meueda via para a absorcdo de "Npor
mecanismos de baixa afinidade nas raizes de fejdoi.

A inibicdo méaxima do influxo liquido de Ngor Flu e C& nas raizes de feijdo caupi é
alcancada com Flu 0,1 mM (na presenca d& G4 mM) e com C& 0,5 mM, causando 61 e
57% de inibicdo, nessa ordem. Comparativamenteipgdo maxima do influxo instantaneo de
Na' nas raizes da. thalianaé atingida com Flu 0,1 mM (na presenca d& ©2 mM) e com
ca&* 3,0 mM, acarretando 56% de inibicdo (ESSAHal, 2003). A coincidéncia entre esses
resultados pode indicar que Flu €Catuam sobre as mesmas vias para a absorcao ded&as
espécies. O efeito inibitério de €aobre a absorcéo de Naas raizes de feijéio caupi pode estar
relacionado ao blogueio dos NSCCs, uma vez quemnas dependentes de‘Naediadas por
esses canais sdo fortemente inibidas péf Gas raizes de milho (ROBERTS; TESTER, 1997),
trigo (DAVENPORT; TESTER, 2000; BUSCHMANNet al, 2000) e A. thaliana
(DEMIDCHIK; TESTER, 2002). Considerando essas awills, NSCCs devem atuar na via

para a absorcado de Neensivel ao GAnas raizes de feijdo caupi.



O efeito competitivo de Ksobre a via para a absorcdo dé Bensivel ao GAnas raizes
de feijdo caupi pode ser explicado pela baixa iselatde dos NSCCs em relacdo aos cations
monovalentes. Os NSCCs identificados nas raizesgie(DAVENPORT; TESTER, 2000) A.
thaliana (DEMIDCHIK; TESTER, 2002) apresentam seletividadiativa K/Na" de 1,31 e 1,49,
respectivamente. Presumindo que as raizes de fsjfa apresentem NSCCs com seletividade
K*/Na" semelhante, o aumento da concentracdo externa’ damKrelacdo a de Ngoderia
acarretar o transporte preferencial de Reoricamente, sob concentragdes externas equigale
de Nd e K', o transporte de Navia NSCCs poderia ser reduzido a metade. Cointédeente, o
tratamento com K50 mM na presenca de N&0 mM inibe 65% do influxo liquido de Naas

raizes de feijao caupi.

2.4.3 Os canais de'Ke os transportadores de” KKensiveis ao NH devem mediar a via

insensivel ao Ga

A diminuicéo significativa do influxo liquido deaN pelos inibidores farmacol6gicos
TEA® e C$ indica fortemente o envolvimento dos canais denié absorcdo de Napor
mecanismos de baixa afinidade nas raizes de fegdupi. O TEA e o C$ sio potentes
bloqueadores dos KIRCs identificados nas raizemitte® (ROBERTS; TESTER, 1995), batata
(ZIMMERMANN et al, 1998), tomate (HARTJIEt al, 2000) eA.thaliana (IVASHIKINA et
al., 2001). A acao desses inibidores farmacoldgicbsesos NSCCs nas raizes de feijdao caupi é
pouco provavel, uma vez que os NSCCs caracterizagastir das raizes de milho (ROBERTS;
TESTER, 1997), trigo (BUSCHMANNet al, 2000) eA.thaliana (DEMIDCHIK; TESTER,
2002) s3o insensiveis ao TEA ao C& Além disso, a atuagdo dos canais den& absor¢io de
Na’ nas raizes da hal6fia maritimaé sugerida com base no efeito inibitorio do TEAdo C3
sobre o influxo instantaneo e a acumulacdo d& (MANG et al, 2007). A inibicdo quase
completa do influxo liquido de Nanas raizes de feijdo caupi pelo Flu (inibidor d8QCs)
aliado ao TEA (blogueador de canais dé€)ke pelo quinino (bloqueador inespecifico de canais
de cétions), corrobora a contribuicdo central dSCSs e canais de’kha entrada de Nano
simplasto radicular dessa espécie.

A participacéo dos transportadores deskinsiveis ao NH nas vias para a absorgdo de

Na" por mecanismos de baixa afinidade nas raizes if® feaupi € evidenciada pelo efeito



inibitério do NH;" sobre o influxo liquido de Naprincipalmente nas raizes privadas dosNIA

via sensivel ao NH que medeia a absorcio dé por mecanismos de alta afinidade tém sido
atribuida principalmente aos transportadores dailiaKT/HAK/KUP, incluindo HAK1 de
cevada (SANTA-MARIAet al, 1997; SANTA-MARIAet al, 2000), arroz (BANUELOS! al,
2002) e pimenta (MARTINEZ-CORDER®t al, 2005). No entanto, os transportadores da
familia HKT, como HKT1 de cevada (SANTA-MARI&t al, 2000) e deE. camaldulensis
(FAIRBAIRN et al, 2001), também apresentam sensibilidade aq”NA participacdo dos
transportadores dessa familia na captacio depélas raizes é sugerida émthaliana(RUS et

al., 2001), arroz (HORIEt al, 2007) e trigo (LAURIE=t al, 2002). Desse modo, 0 componente
sensivel ao NI que medeia a absorcdo de*Nwms raizes de feijio caupi deve envolver
transportadores de'Klas familias KT/HAK/KUP e HKT.

A inibicdo competitiva causada pof Kobre o influxo liquido de Nanas raizes de feijao
caupi, especialmente quando a via para a absog#Edsensivel ao G4 estad completamente
inibida, é uma forte evidéncia de que os canaiarsportadores de'Knedeiam a via insensivel
ao C&". A elevada seletividade "KNa" apresentada pelos KIRCs (AMTMANN; SANDERS,
1999) e transportadores de” Kla familia KT/HAK/KUP (SANTA-MARIA et al, 1997;
BANUELOS et al, 2002) pode favorecer a ligacdo dbmesses transportadores, em detrimento
da ligacdo de Na ocasionando a inibicdo do transporte dé.NMdém disso, concentracdes
externas de Gade até 2 mM inibem completamente a via para arelisale N sensivel ao
C&" nas raizes de feijio caupi, mas ndo afetam alatieidos KIRCs (ROBERTS; TESTER,
1995), HAKs (SANTA-MARIA et al, 2000; MARTINEZ-CORDEROet al, 2005) e HKTs
(TYERMAN; SKERRETT, 1999; LIUet al, 2001) em outras espécies, reforcando a parti@pac
desses transportadores na via insensivel &5 @ raizes de feijio caupi. No entanto, a
contribuicdo dos NSCCs nessa via nao pode serrtidaapois a atividade desses canais nao é
totalmente bloqueada com o aumento da concentregierna de CA (DAVENPORT;
TESTER, 2000).

2.4.4 Conclusao

De acordo com o modelo proposto (Fig. 2.10), osllt@ados do presente trabalho

evidenciam que a absorcdo de’lgar mecanismos de baixa afinidade nas raizesijée tmupi



cultivar Pitilba ocorre através de uma via majdat&ensivel ao Gae uma via minoritaria
insensivel a esse cation. Enquanto a via sersiv€ld" deve ser mediada pelos NSCCs, a via
insensivel ao GAdeve envolver principalmente os canais deatém dos transportadores dé K
que apresentam alta afinidade e sensibilidade ad, Ertencentes as familias KT/HAK/KUP e
HKT, especialmente quando as plantas séo privanldiHg". Assim sendo, as vias de entrada de
Na' nas células vegetais podem apresentar variacpendiendo da espécie e da composicdo do

meio de crescimento.

Canais de cétions Transportadores de K
NSCCs KIRCs HAK HKT
Na* Na* Na* H* Na* K* (Na*)
C&2+, K+, K+, QUI K*, NH4+ K+, NH4+
Flu, Qui \| TEA*, Cs\| Apoplasto
000000 000 Q00 Q00 Q00000

000000 00 000 00 000000

\ v J v Citosol

Via sensivel aaCa?*
A\ _J
Y

Via insensivel aaCa?*

Figura 2.10 — Modelo proposto para as vias de gheale Nade baixa afinidade em raizes de feijdo caupi.a vi
sensivel a G4 deve ser mediada por NSCCs inibidos pof'CHlu e quinino. A via insensivel a €anvolve
principalmente canais de*Koloqueados por quinino, TEAe C$, assim como transportadores dé #e alta
afinidade inibidos por NH, pertencentes as familias KT/HAK/KUP e HKT. Emdsds transportadores; Igode
exercer efeito competitivo sobre o transporte de Na
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CAPITULO 3

SELETIVIDADE K*/Na" DOS MECANISMOS DE CARREGAMENTO DE Na
E K" NA SEIVA DE XILEMA EM FEIJAO CAUPI



3.1 INTRODUCAO

A resisténcia das plantas a salinidade elevadsotioé um fendmeno de alta relevancia
para a agricultura, devido a expansao das areaszadhs em todo o mundo, especialmente nos
campos de cultivo irrigados. Os solos salinos @mtesn elevada concentracdo de sais soluveis,
geralmente o NaCl. Desta forma, a reducdo da pradiatle agricola sob salinidade elevada tem
sido atribuida a toxicidade do Na& do Cl, além do déficit hidrico induzido pela alta
osmolaridade da solucéo do solo (MUNNS, 2002). f@isos nocivos do Nasobre a nutricdo e o
metabolismo das plantas sdo mais conhecidos queleasqeausados pelo CIA elevada
concentragdo de Nana solugdo do solo pode induzir a deficiéncia depKla reducédo da
absorcdo desse nutriente, em decorréncia da ca@petntre esses ions pelos sitios de ligacao
nos transportadores localizados na membrana plasndes células epidérmicas e corticais das
raizes (MAATHUIS; AMTMANN, 1999; ZHU, 2003). Alémisso, a acumulacdo de Naos
tecidos, principalmente no mesofilo das folhas @ve maduras, pode acarretar a reducdo do
respiracdo e na sintese de proteinas (APSE; BLUMB/AZ007; MAATHUIS; AMTMANN,
1999).

A toxicidade do Napode ser mitigada pelas plantas por mecanismasadsporte que
devem operar de forma coordenada para lidar comcesso de Na incluindo: (1) a absor¢do
pelas raizes; (2) a transferéncia para a parte agmexilema; (3) a recirculagdo da parte aérea
para as raizes via floema; (4) a eliminacdo paran&io externo pelas raizes; (5) a
compartimentalizacdo no vacuolo ou a particdo mgdas basais ou mais velhos; (6) a secrecao
pela superficie das folhas (TESTER; DAVENPORT, 2008s plantas ndo apresentam
transportadores especificos para a absor¢do dedseecendo de mecanismos proprios para
reduzir a entrada desse cation no simplasto radi¢dIESTER; DAVENPORT, 2003). Além
disso, as plantas possuem habilidade limitada parsferir NA da parte aérea para as raizes
pela recirculacdo via floema (MUNNS; TESTER, 2008)sim, a eliminacdo de Naara o meio
externo pode ser mais relevante nos apices radésylande as células ndo apresentam vacuolos
desenvolvidos e dispdem, portanto, de baixa capdeigara a compartimentalizacao (SHal,
2002). Considerando que a eliminacdo dé Nelas superficies das folhas requer estruturas

adaptativas caracteristicas das espécies halddit@stricdo da transferéncia de’ara a parte



aérea via xilema aliada a compartimentalizacdoed&ss nas raizes consistem nos principais
mecanismos para mitigar a toxicidade dé has espécies glicofitas (MUNNS; TESTER, 2008).

A transferéncia de Napara a parte aérea via xilema depende dos meamisia
carregamento e reabsorcéo a partir da seiva. Armbasecanismos sao realizados através dos
transportadores localizados na membrana plasmédtsacélulas parenquimaticas do xilema
(XPCs). O carregamento de Naos elementos de vaso ainda permanece poucoessttarmas
pode envolver os canais retificadores de saidaselivos (NORCs) (WEGNER; DEBOER,
1997). Os NORCs detectados em experimentos defeeitogia com protoplastos do estelo de
cevada sdo ativos sob potenciais de membranavassi# sao regulados indiretamente pela
concentracdo citosélica de THDEBOER; WEGNER, 1997; WEGNER; RASCHKE, 1994).
Estas caracteristicas apontam para a atuacao de€8l@os mecanismos para a manutencéo do
potencial de membrana das XPCs (WEGNER; RASCHKB4)L® de sinalizagdo a longa
distancia, envolvendo a despolarizacdo rapida dabrena e 0 aumento da pressdo osmaotica nos
elementos de vaso (DEBOER; WEGNER, 1997; WEGNERBOER, 1997). A contribuicdo
dos NORCs para o carregamento dé Na xilema é sugerida pela baixa seletividade desse
canais aos cations monovalentes e pela sua aticagdo aumento da concentracao citosolica de
cd”*, fendmeno comum sob condicdes de estresse, cosalimdade elevada (WEGNER;
DEBOER, 1997).

A liberacdo de Nano xilema também pode envolver o contra-transgortaNa/H*
SOS1, pertencente a familia NHX (Skt al, 2002). Esse transportador, identificado em
mutantes com elevada sensibilidade ao estresseos@lVU et al, 1996), é expresso na
membrana plasméatica das células localizadas noailivascular de raizes, caules e folhas em
Arabidopsis thaliangdSHI et al, 2002). Experimentos utilizando o mutante com aetel funcao
soslsugerem que esse transportador pode promoveregaarento de Nanos elementos de
vaso sob salinidade moderada e a reabsorcdo dmssdaiseiva sob salinidade severa. No
entanto, as condi¢cbes termodinamicas associadasaasporte de Nana interface XPCs-
elementos de vaso sdo desfavoraveis para a reabstegse ion via SOS1 (MUNNS; TESTER,
2008). Assim sendo, SOS1 deve estar primariamenpdicado na liberacdo do Naara a
corrente transpiratéria.

A diminuicdo gradativa da concentracdo dé Na seiva de xilema na direcéo das folhas
mais novas (DURAND; LACAN, 1994; WOLIt al, 1991;YEOet al, 1985) evidencia que



mecanismos para a reabsor¢do de’ NM@eram na interface XPCs-elementos de vaso.
Experimentos de perfusdo em raizes de soja mosfugnmas XPCs promovem a reabsorcdo de
Na' e a liberacdo dekna seiva de xilema sob salinidade moderada (LACBNRAND, 1995).
Esses mecanismos dependem do gradiente de pH oesittgplasto das XPCs e o apoplasto do
estelo, sustentado pela atividade deATPases, além do potencial de membrana das XPCs,
mantido pelo transporte simultdneo de contra-ignisicipalmente Cl (LACAN; DURAND,
1996). A reabsorcdo de Nee a liberacdo de Kna seiva de xilema ndo apresentam
estequiometria definida com a variacdo das conagigs externas de Na K', mostrando que
esses mecanismos sao realizados por transportaddegendentes (LACAN; DURAND, 1995).
De fato, o carregamento dé Kos elementos de vaso deve ser mediado peloscatificadores

de saida de K(KORCs), identificados por técnicas de eletrofimiia em protoplastos do
cilindro vascular de cevada (WEGNER; RASCHKE, 19@4milho (ROBERTS; TESTER,
1995). O canal retificador de saida dé do estelo (SKOR), clonado a partir das raizefde
thaliana deve exercer a mesma fungdo nessa espécie (GAYMARI, 1998). No entanto, a
captacdo de Naa partir da corrente transpiratéria deve envdisasportadores da familia HKT
(DAVENPORT et al, 2007; SUNARPIet al, 2005). O HKT1 deA. thaliana(MASER et al,
2002) e arroz (GOLLDACKet al, 2002) é fortemente expresso no estelo das raines feixes
vasculares das folhas. Além disso, a inativacabliJ€1l emA. thalianaacarreta o0 aumento da
concentragdo de Nana seiva de xilema sob salinidade elevada (SUNA®Pal, 2005) e
também reduz a exclusio de'Nia parte aérea (DAVENPORT al, 2007).

Os mecanismos de compartimentalizacdo dé MNa vaclolo das células radiculares
podem contribuir notavelmente para a exclusdo dedblgarte aérea. A microanalise por raios-X
das raizes de cevada (PITMAdal, 1981) e trigo (MUNNS; TESTER, 2008) expostas acN
indica que as células da epiderme e do cortexrextgpresentam elevado conteddo vacuolar de
Na'. No entanto, nas raizes Bhaseolus coccinekRAMER et al, 1977) e videira (STOREY
et al, 2003) tratadas com NaCl, a compartimentalizagioNd ocorre principalmente nas
células do cortex interno e do estelo. A transfeieéde Na do citosol para o vactolo em arroz
(FUKUDA et al, 1999),A. thaliana(DARLEY et al, 2000), beterraba (XlAt al, 2002) e milho
(ZORB et al, 2005) deve ser catalisada pelo contra-transpmrfdel/H* NHX1. Em plantas de
A. thalianasob tratamento salino, o0 NHX1 é expresso intenstameos pélos radiculares, os

quais apresentam vacuolos bastante desenvolvidtls Z8U, 2002). A compartimentalizagédo



de Nd no vacuolo das células radiculares, especialmes&amadas celulares mais superficiais,
pode contribuir para a exclusdo de’Ma corrente transpiratoria, restringindo o apdesse ion
no simplasto das XPCs.

De acordo com as evidéncias apontadas, a resst@aciestresse salino pode estar
estreitamente relacionada com a transferénciavselit K para a parte aérea via xilema e com a
compartimentalizacdo de Naas raizes. Estes mecanismos podem atuar de tmomdenada
para promover a exclusido de Nda parte aérea e manter a alta relaciN#& nas folhas,
evitando distirbios na homeostase idnica sob sstrgsino. Embora o transporte de” aK"
via xilema em plantas tratadas com NaCl seja aldorg@ar muitos trabalhos, poucas iniciativas
procuram caracterizar a seletividad&Ma™ dos mecanismos que determinam o carregamento
desses ions na seiva. No presente trabalho, o efitoncentracio externa de"aK sobre o
carregamento e o fluxo desses ions no xilema &teairzado nas plantas de feijdo caupi cultivar
Pitiliba tratadas com NaCl. Além disso, a seletiede’/Na” dos mecanismos de transporte que
atuam na interface simplasto radicular-xilema éresta com base na transferéncia relativa de
Na" e K da solugdo externa para a seiva. Os resultadésamdque feijdo caupi apresenta
capacidade limitada para excluir Ndo xilema. A transferéncia seletiva dé fara a parte aérea
e a compartimentalizagdo de Naas raizes s&o discutidos como possiveis mecasisue

contribuem para a resisténcia dessa espécie assssgalino.

3.2 MATERAL E METODOS

3.2.1 Material vegetal

Esse trabalho foi desenvolvido com plantas dédegaupi cultivar Pitiliba oriundas de
sementes. As sementes foram germinadas conformeoosdimentos descritos no item 2.2.1.
Plantulas de quatro dias em estadio de gancho fdurfaram transferidas para vasos plasticos
com 0,9 L de solucéo nutritiva completa (HOAGLANERNON, 1950) contendo Ca(N® 625
UM, NH.CI 250 pM, Ko,HPO, 125 uM, MgSQO, 125 uM, KNOs 500 pM, Fe-EDTA 25uM e
micronutrientes (HB@10 uM, MnCl, 2,25uM, CuSQ 0,75uM, ZnSQ, 1,75uM e NaMoO,



0,025uM), pH 6,0. As plantas foram mantidas em condigiEsasa de vegetacao por sete dias,

repondo-se diariamente o volume transpirado cora égstilada deionizada.

3.2.2 Tratamentos e coletas

Com o intuito de determinar o efeito da conce#imagxterna de Nae K sobre o
carregamento desses ions na seiva de xilema radifmlam realizados experimentos utilizando
a técnica de exudacdo radicular (SCHURR, 1998).eKrimentos foram realizados com
plantas de onze dias apresentando a primeira folfediolada em expansdo. Em todos os
experimentos, a aplicacéo dos tratamentos foi coddpela troca da solucao nutritiva completa
por solugcdo modificada, contendo Ca@{Or50 uM, NH4Cl 250 uM, Ca(HPQy), 62,5 UM,
MgSO, 125uM, Fe-EDTA 25uM e micronutrientes, pH 6,0. Para testar o efeddeimpo de
exposicao, as plantas foram tratadas com solucéfioaala adicionada de KCl 1 mM (controle)
ou KCI 1 mM e NaCl 10 mM (tratamento salino) pa¥ &s dias, realizando-se coletas diarias. A
concentracdo deKL mM foi utilizada por se mostrar suficiente pardesenvolvimento normal
das plantas durante o periodo experimental, eng@acdncentracio de NA0 mM foi escolhida
por ser dez vezes maior que a deskpermitir a exudacgio da seiva de xilema.

Quando o efeito da concentracdo externa defdidestado, as plantas foram expostas a
solucdo modificada contendo KClI 1 mM sem NaCl (aza) ou com NaCl 10, 20 e 40 mM
(tratamentos salinos) por 24 h. Estas concentragée®Nd foram utilizadas para fornecer
proporcdes K:INa' no meio externo iguais a 1:10, 1:20 e 1:40, nesdam. Concentracbes
externas de Namais elevadas ndo foram testadas porque ndo parmi obtencédo da seiva de
xilema. Para testar o efeito da concentracdo exierK, as plantas foram mantidas em soluc&o
modificada adicionada de KCI 0,1, 1 ou 10 mM, seaCN(tratamentos K0,1NaO, K1NaO e
K10NaO, respectivamente) ou com NaCl 10 mM (tratatos KO,1Nal10, K1Nal0 e K10Nalo,
respectivamente), durante 24 h. Assim, as conagigsade K e N& escolhidas representavam
proporgdes KNa™ no meio externo equivalentes a 1:100, 1:10 e dbltimtamentos salinos. Em
todos os experimentos, o volume transpirado foiosep diariamente com agua destilada
deionizada.

Ao final dos experimentos, a coleta da seiva dema foi realizada por exudacao

radicular (SCHURR, 1998). Para tanto, o caule &otado em bizel a 3 cm da raiz. A primeira



gota exudada foi descartada e as seguintes forlatadas durante 60 min, sendo armazenadas
em tubos de microcentrifuga sobre gelo. As amostbasm congeladas a -ZD até a
determinacdo das concentracdes dé &N&'. Além disso, raizes, folhas velhas (cordiformes) e

folhas novas (trifolioladas) também foram coletapims determinacg&o do contetido dé al&.
3.2.3 Determinagéo de Na K’

As determinacdes de Na& K' foram realizadas pela técnica de fotometria demeha
Assim sendo, as amostras de seiva de xilema foilaidas de 20 a 40 vezes com agua destilada
deionizada e lidas em fotdmetro de chama (Micromaddelo B462) calibrado com solucbes
padrées de Nae K 50 ppm. As amostras secas das raizes, folhassvelf@has novas foram
pulverizadas com gral e pistilo e mantidas em tytlasticos fechados a temperatura ambiente
até a determinacdo do contetido dé BaK'. Amostras de 50 mg de massa seca pulverizada
foram extraidas com 10 mL de &gua destilada deidmiza 1080C por 60 min em tubos
hermeticamente fechados. Apos resfriamento, oatestforam filtrados em algodéo e as leituras

foram realizadas sob as mesmas calibracoes.
3.2.4 Determinac&o do fluxo de seiva, NaK"

A massa da seiva e das raizes coletadas foi melasam balanca analitica e o fluxo de
seiva () foi expresso em mg de seiva BIF de raiz F. A partir das concentracées de"NaK*
na seiva e das massas de seiva e raizes coletsddisixos de Na (Jv,) e K (J) foram
calculados emmol g* MF de raiz H (CABANERO; CARVAJAL, 2007).

3.2.5 Delineamento experimental e andlise estaisti

Os experimentos foram conduzidos conforme delinetanateiramente casualizado com
guatro repeticdes por tratamento. Cada repeticasistca em um vaso contendo duas plantas. Os
resultados obtidos foram submetidos a andlise dénga seguida de comparacdo de médias

pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%



3.3 RESULTADOS

3.3.1 Efeito do tempo de exposi¢do ad Na

Nas plantas tratadas com NaCl 10 mM, ocorreu atorsgnificativo da concentracao de
Na" na seiva de xilema ([Np) ao longo do tempo de exposicéo, em relacdo asaglaontrole
(Fig. 3.1A). A [Nd], nas plantas controle variou entre 0,9 e 2,6 mMdegorrer do
experimento, enquanto aquela das plantas trataslgsuvde 8,7 para 10,7 mM nesse mesmo
periodo. Dessa forma, o tratamento salino aumeoioco vezes a [N, comparando as
plantas tratadas com as néo tratadas apos 24 eld&icio do experimento. A concentracao de
K" na seiva de xilema ([K«) nas plantas sob tratamento salino também apmes@nimento
significativo em referéncia aquela das plantasroteitmas apenas as 24 e 72 h de exposicao
(Fig. 3.1B). Nas plantas ndo tratadas, d]JKaumentou de 7,7 para 15,7 mM ap6s 24 h,
diminuindo para 8,7 mM ao final de 72 h. Compasatiente, a [K,; nas plantas tratadas foi de
18,2 mM as 24 h de exposicao, decrescendo atérid,&o final do experimento. Assim sendo,
o tratamento com NaCl 10 mM aumentou & {iKkem 15 e 59% nas plantas tratadas as 24 e 72 h,
nessa ordem, em relagdo aquela das respectivdagtamtrole. Esses resultados indicaram que
o carregamento de*kno xilema foi estimulado pelo tratamento salinpesgar disso, a relagéo
K*/Na" na seiva apresentou reducao significativa devidtvatamento salino ao longo do tempo
de exposi¢do, em comparacido com o controle (FIf£)3Enquanto a relacéo’ #la’ na seiva
das plantas nao tratadas diminuiu de 8,8 as Oa&jdras 48 h de tratamento e aumentou para
10,0 ao final do experimento, essa relacdo dimidei@?,0 as 24 h para 1,3 ap0s 72 h em plantas

tratadas.
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Figura 3.1 — Efeito do tempo de exposicdo ab &derno sobre a concentragido de€ 8 e K (B) e a relacéo
K*/Na" (C) na seiva de xilema em feijdo caupi. Plantasmdee dias foram crescidas em solucdo nutritivapteta
(Hoagland e Arnon, 1950) em casa de vegetagcdoefgmda, a solugdo completa foi trocada por solugédificada
(conforme Material e Métodos) contendo KCI 1 mMnfzole, circulos brancos) ou KClI 1 mM e NaCl 10 mM
(tratamento salino, circulos pretos). As plantasnpeeceram por até 72 h em casa de vegetacdgarehiise
coletas diarias. Os pontos representam as médiadiehas verticais, os desvios padrfes de quepeticbes. Os
pontos assinalados com asteriscos indicam difesesigaificativas entre os tratamentos no mesmo tedepcoleta

conforme o teste de Tukey ao nivel de significadei®%.

O fluxo de seiva)/) aumentou nas plantas controle e tratadas apds 8éminuindo
progressivamente até as 72 h de tratamento (24).3Nas plantas ndo tratadasjyoaumentou
de 24,3 para 99,6 mg'dMF h' das 0 h as 24 h, decrescendo até 28,4 g h™ as 72 h. Nas
plantas tratadas, dy atingiu apenas 77,2 mg'MF h' &s 24 h, diminuindo para 13,5 md MF
h' até as 72 h. De acordo com esses resultadds, foi reduzido significativamente pelo
tratamento salino em relacdo ao controle durantl® to periodo experimental. De forma
semelhante, os fluxos de N@,) e de K (Jk) aumentaram depois de 24 h nas plantas tratadas e
ndo tratadas, reduzindo ao final de 72 h de traton@-ig. 3.2B e C, respectivamente). Nas
plantas controle, dya aumentou de 0,02 para 0,pénol g* MF h' das 0 h para as 24 h,
decrescendo para 0,§8nol g* MF h* novamente ao final do experimento (Fig. 3.2B). Em
contraste, dlya foi equivalente a 0,7Qimol g* MF h* &s 24 h nas plantas tratadas, reduzindo
para 0,14umol g* MF h apés 72 h. Assim, o tratamento com NaCl 10 mMiooasi aumentou
significativo do Jya em relagcdo ao controle. Apesar disso, esse tratamedo causou
modificacdo significativa ddx em comparacéo com o controle no decorrer do erpetd (Fig.

3.2C).
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Figura 3.2 — Efeito do tempo de exposicido ab é¥derno sobre o fluxo de seiva (A) e o fluxo dé (&) e K" (C)

no xilema em feijdo caupi. Plantas de onze diaanfiocrescidas em solugéo nutritiva completa (Hoag&érnon,
1950) em casa de vegetacao. Em seguida, a solag§ueta foi trocada por solugdo modificada (confivaterial

e Métodos) contendo KCI 1 mM (controle, circuloarmos) ou KCI 1 mM e NaCl 10 mM (tratamento salino,
circulos pretos). As plantas permaneceram por 2té @m casa de vegetagdo, realizando-se coletaasdi®s
pontos representam as médias e as linhas vertasaidesvios padrbes de quatro repeticbes. Os passisalados
com asteriscos indicam diferengas significativaseens tratamentos no mesmo tempo de coleta coefortaste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Nas plantas tratadas com NaCl 10 mM, o contetdblalenas raizes, folhas velhas e
folnas novas sofreu aumento significativo e progwes ao longo do experimento, em
comparagado com as plantas ndo tratadas (TabelaP®®Em, as raizes acumularam cerca de dez
vezes mais Naque as folhas velhas e as folhas novas nas plaatadas, durante todo o periodo

experimental.

Tabela 3.1 — Efeito do tempo de exposicdo abexterno sobre o contetido de*Namol g* MS) nas raizes, folhas
velhas e folhas novas de plantas de feijdo caupivdlores representam médias de quatro repeti¢esalores
seguidos de letras diferentes na mesma colunaganasmo tempo de exposicdo diferem significativamete
acordo com o teste de Tukey ao nivel de significade 5%.

Tempo Tratamento Parte da planta

(h) (mM) Raiz Folha velha Folha nova

0 NaCl 0 318,84 95,65 82,61

24 NaCl 0 347,83b 95,65b 86,96b
NaCl 10 927,53a 121,74a 115,94a

48 NaCl 0 304,35b 98,55b 84,06b
NacCl 10 1202,89a 130,43a 127,53a

72 NaCl 0 318,84b 107,24b 104,34b

NaCl 10 1681,16a 143,48a 147,82a




O tratamento salino causou reducéo significativacanteido de Kdas raizes ao longo
do tempo, em comparagcdo com o controle (Tabela B®prsamente, as plantas tratadas
demonstraram aumento significativo no contetdo denKs folhas velhas ap6s 72 h de
tratamento e naquele nas folhas novas as 48 e d® déxposicdo, em referéncia as plantas
controle.

Tabela 3.2 — Efeito do tempo de exposicdo abexgerno sobre o contetido dé gmol g* MS) nas raizes, folhas
velhas e folhas novas de plantas de feijao caupivdlores representam médias de quatro repetiffesalores
seguidos de letras diferentes na mesma colunagarasmo tempo de exposicéo diferem significativamele
acordo com o teste de Tukey ao nivel de significade 5%.

Tempo Tratamento Parte da planta

(h) (mM) Raiz Folha velha Folha nova

0 NaCl 0 965,81 948,72 641,02

24 NaCl 0 1324,78a 1076,92a 880,34a
NacCl 10 1145,30b 1145,30a 931,62a

48 NacCl 0 1192,31a 1059,82a 871,79b
NaCl 10 884,61b 1136,75a 940,17a

72 NaCl 0 1170,94a 1128,20b 837,60b
NacCl 10 820,51b 1256,41a 965,81a

A relacdo K/Na' foi significativamente reduzida nas raizes, folhelhas e folhas novas
pelo tratamento salino no decorrer do experimesrtocomparacdo com o controle (Tabela 3.3).
Além disso, a raiz apresentou reducdo mais proadadia relacéo ¥Na' que as folhas velhas e
as folhas novas, comparando as plantas tratadaasocontrole.

Tabela 3.3 — Efeito do tempo de exposigdo abexserno sobre a relagdd/Klia™ nas raizes, folhas velhas e folhas
novas de plantas de feijdo caupi. Os valores reptasy médias de quatro repeticdes. Os valoresdsegde letras

diferentes na mesma coluna para o0 mesmo tempopdsie®io diferem significativamente de acordo coraste de
Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Tempo Tratamento Parte da planta

(h) (mM) Raiz Folha velha Folha nova

0 NaCl 0 3,03 9,96 7,77

24 NaCl 0 3,80a 11,25a 10,12a
NacCl 10 1,23b 9,41b 8,04b

48 NaCl 0 3,92a 10,78a 10,40a
NacCl 10 0,73b 8,73b 7,38b

72 NaCl 0 3,69a 10,53a 8,05a

NacCl 10 0,48b 8,76b 6,55b




A partir desses resultados, o tempo de exposic@idefoi escolhido para a realizacéo
dos demais experimentos. Esse periodo foi prolangasuficiente para acusar contrastes entre
0os tratamentos, mas foi curto o bastante para Miémrademasiadamente as proporcoes

estabelecidas inicialmente entre’daK™ na solugdo externa (dados ndo mostrados).
3.3.2 Efeito da concentracéo externa dé& Na

O aumento da concentracéo externa dé (féa']ex) causou incremento significativo da
[Na'lxi (Fig. 3.3A) e da [K]x (Fig. 3.3B) nas plantas tratadas, em comparacapasoplantas
controle. A [Nd],; nas plantas ndo tratadas foi equivalente a 0,8 emMuanto aquela das
plantas tratadas com NaCl 10, 20 e 40 mM atingly 68,3 e 32,2 mM, representando um
aumento de 8, 21 e 37 vezes em relacdo as plafasatadas, respectivamente. Além disso, a
[K*]xi nas plantas controle foi igual a 12,3 mM e, nastfals tratadas com NaCl 10, 20 e 40 mM,
alcancou aproximadamente 17,0 mM, consistindo emaumento de 45% em referéncia ao
controle. Novamente, os tratamentos salinos indoeiv carregamento d€ Ko xilema. Ainda, a
relacdo K/Na' na seiva de xilema apresentou reducéo signifatiprogressiva com o aumento
da salinidade externa, reduzindo de 14,1 nas glaréa tratadas para 2,9, 0,9 e 0,5 nas plantas

tratadas com NaCl 10, 20 e 40 mM, nessa ordem 3B3¢.).
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Figura 3.3 — Efeito da concentracéo externa deshre a concentracio de'NA) e K' (B) e a relacdo KNa" (C)

na seiva de xilema em feijdo caupi. Plantas de diameforam crescidas em solugéo nutritiva comldtagland e
Arnon, 1950) em casa de vegetacdo. Em seguiddugisocompleta foi trocada por solugdo modificaztanforme
Material e Métodos) contendo KCI 1 mM sem NacCl (oole) ou com NaCl 10, 20 e 40 mM (tratamentosnsal).
As plantas permaneceram por 24 h em casa de végetas barras representam as médias e as linhésaigros
desvios padrfes de quatro repeticdes. As barraisalstas com a mesma letra ndo diferem signifiaaiente
conforme o teste de Tukey ao nivel de significadei&%.



Concentragbes externas crescentes de ndasolucdo externa ocasionaram a redugio
significativa doJy (Fig. 3.4A) e doJk (Fig. 3.4C), mas causaram aumento progressivaygo
(Fig. 3.4B), comparando as plantas tratadas comaastratadas. Nas plantas controle}yo
correspondia a 110,5 mg &F h' e, nas plantas expostas ao NaCl 10, 20 e 40 nilvedazido
para 85,9, 70,9 e 34,0 mg &F h', nessa ordem (Fig. 3.4A). Inversamentdypequivalia a
0,10pmol g* MF k! nas plantas néo tratadas, aumentando para 0]&le 1,2Iumol g* MF h'
nas plantas tratadas com NaCl 10, 20 e 40 mM, caspmente (Fig. 3.4B). Nas plantas
controle, oJk foi igual a 1,451mol g* MF k', diminuindo para 1,12 e 0,64nol g* MF h' nas
plantas tratadas com NaCl 20 e 40 mM, nessa orBeEm3.4C).
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Figura 3.4 — Efeito da concentragio externa dedgare o fluxo de seiva (A) e o fluxo de™N®) e K (C) no
xilema em feijdo caupi. As barras representam adiasée as linhas verticais, os desvios padrdes uddra)
repeticbes. As barras assinaladas com a mesmanBatrdiferem significativamente conforme o testel'dkey ao
nivel de significancia de 5%.

O incremento da [Nex por apenas 24 h acarretou o acréscimo significativcontetdo
de Nd nas raizes, folhas velhas e folhas novas, comgaras plantas tratadas com as controle
(Tabela 3.4). No entanto, o contetido dé Nas raizes foi cerca de cinco vezes maior queso da
folhas velhas e folhas novas nas plantas expostaa@l 40 mM.

Tabela 3.4 — Efeito da concentracéo externa desblare o contetido de Ngumol g* MS) nas raizes, folhas velhas
e folhas novas de plantas de feijao caupi. Os &slogpresentam médias de quatro repeticdes. Oevaeguidos
de letras diferentes na mesma coluna diferem gigtifamente de acordo com o teste de Tukey aol wige
significancia de 5%.

Tratamento (mM) Parte da planta

Raiz Folha velha Folha nova
NacCl 0 253,62d 126,08c 89,85¢c
NaCl 10 724,63c 133,33c 101,45¢
NaCl 20 985,50b 156,52b 126,08b

NacCl 40 1130,43a 208,69a 213,04a




O contetdo de Knas raizes e folhas velhas foi reduzido signifieatente com o
aumento da [N3ey, confrontando as plantas tratadas com as cor(ffaleela 3.5). No entanto,
as raizes apresentaram reducdo de até 15% no dont®iK, enquanto as folhas velhas
demonstraram diminuicéo inferior a 7%, comparamglplantas tratadas com NaCl 40 mM e as
plantas ndo tratadas. Além disso, o contetido ‘deals folhas novas ndo apresentou diminuigdo

significativa nas plantas tratadas com relacddadnatadas.

Tabela 3.5 — Efeito da concentracdo externa desblare o contetido de"umol g* MS) nas raizes, folhas velhas e
folhas novas de plantas de feijdo caupi. Os valagesentam médias de quatro repeti¢des. Os saenridos de
letras diferentes na mesma coluna diferem sigtifi@emente de acordo com o teste de Tukey ao nieel d
significancia de 5%.

Tratamento (mM) Parte da planta

Raiz Folha velha Folha nova
NaCl 0 1145,30a 1145,30ab 820,51b
NaCl 10 1025,64b 1179,49a 880,34a
NaCl 20 1008,54b 1128,20ab 820,51b
NaCl 40 974,36b 1068,37b 803,41b

A relacdo K/Na' apresentou decréscimo significativo e progressias raizes, folhas
velhas e folhas novas de acordo com o incrementiNagex (Tabela 3.6). Porém, a relacéo
K*/Na" diminuiu até 80% nas raizes e apenas 44 e 58%oltams velhas e folhas novas,

respectivamente, comparando as plantas expostda@ol0 mM com as nao expostas.

Tabela 3.6 — Efeito da concentrag&o externa desdlare a relagdo’®Na’ nas raizes, folhas velhas e folhas novas de
plantas de feijao caupi. Os valores representaniamnéi@ quatro repeticdes. Os valores seguidostide idiferentes
na mesma coluna diferem significativamente de acooun o teste de Tukey ao nivel de significancia%e

Tratamento (mM) Parte da planta

Raiz Folha velha Folha nova
NaCl 0 4,52a 9,09a 9,15a
NacCl 10 1,41b 8,85a 8,68a
NacCl 20 1,03bc 7,22b 6,54b
NacCl 40 0,86¢ 5,12c 3,78c

3.3.3 Efeito da concentracio externa de K

O aumento da concentragdo externa dg([K™]ex) causou incremento significativo da
[Na'lxi (Fig. 3.5A) e da [K]x (Fig. 3.5B), tanto nas plantas controle quantopiastas tratadas
com NaCl 10 mM. Nas plantas controle mantidas em &, 1 e 10 mM, a [N3y foi
equivalente a 0,8, 1,7 e 4,0 mM, nessa ordem, plaatas tratadas com NaCl 10 mM, foi de 4,6,

6,3 e 8,2, respectivamente (Fig. 3.5A). Em comgarag [K], nas plantas controle expostas ao



KCI 0,1, 1 e 10 mM correspondeu a 6,6, 12,3 e B\, nessa ordem, enquanto aquela medida
nas plantas tratadas foi de 11,1, 17,9 e 32,4 mbherctivamente (Fig. 3.5B). De acordo com
esses resultados, o aumento da’TNa na presenca de KCI 0,1 ou 1 mM, estimulou o
carregamento de‘Kno xilema, mas esse efeito ndo foi verificado res@nca de KCl 10 mM. O
incremento da [Klex também estimulou a liberacdo de'Ma xilema. Ainda, o tratamento salino
causou decréscimo significativo na relacdéN&" da seiva de xilema (Fig. 3.5C), confrontando
as plantas tratadas com as controle. No entant@laa¢as mantidas em KCI| 0,1 e 1 mM
apresentaram reducdo de aproximadamente 64% ngAgeld/Na’ da seiva, enquanto as
expostas a KCl 10 mM mostraram somente 45% de &edoessa relacdo, quando as plantas

tratadas foram comparadas com as respectivas plemtérole.
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Figura 3.5 — Efeito da concentracdo externa te K& sobre a concentracdo de'NA) e K (B) e a relagio KNa"
(C) na seiva de xilema em feijdo caupi. Plantasodee dias foram crescidas em solugdo nutritiva detap
(Hoagland e Arnon, 1950) em casa de vegetacédoegmida, a solugdo completa foi trocada por solugadificada
(conforme Material e Métodos) contendo KCI 0,1,ul1l® mM sem NacCl (tratamentos K0,1NaO, K1NaO e KA@N
respectivamente) ou com NaCl 10 mM (tratamentos K810, K1Nal0 e K10Nalo0, respectivamente). As atant
permaneceram por 24 h em casa de vegetacdo. Assbrapresentam as médias e as linhas verticadesygos
padrdes de quatro repeticdes. As barras assinatadas mesma letra ndo diferem significativameotgarme o
teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.



A exposicdo das plantas a concentracdes exterraseates de Ke Na ocasionou a
reducdo significativa ddy, (Fig. 3.6A), mas houve acréscimo significativo i@ (Fig. 3.6B) e
do Jx (Fig. 3.6C). As plantas controle mantidas em K, A e 10 mM apresentarak)
equivalente a 100,3, 85,8 e 62,1 mgMF h™ , nessa ordem, mas as plantas tratadas com NaCl
10 mM demonstraram valores menores, iguais a 88,2,e 46,1 mg YMF h*, respectivamente
(Fig. 3.6A). Nas plantas nédo tratadas com NaClmostas ao KCI 0,1, 1 e 10 mM,Jq, foi
equivalente a 0,09, 0,16 e 0,@60l g* MF h', nessa ordem, mas aumentou para 0,37, 0,42 e
0,38pumol g* MF k!, nas respectivas plantas sob tratamento saligo 38B). Além disso, dk
foi igual a 0,64, 1,08 e 2,gimol g* MF h* nas plantas controle mantidas em KCI 0,1, 1 e 10
mM, respectivamente, e foi equivalente a 0,79, B4D49pumol g' MF h* nas respectivas
plantas tratadas com NaCl 10 mM (Fig. 3.6C). Demsdo, 0Jy, Ndo foi modificado com o

incremento da [Klex, mas aJk foi reduzido por NaCl 10 mM na presenca de KChil@.
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Figura 3.6 — Efeito da concentracio externa tle Kid sobre o fluxo de seiva (A) e o fluxo deN8) e K (C) no
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O contetdo de Nanas raizes das plantas sob tratamento salino doieatado
significativamente em referéncia ao das plantas tnatmdas (Tabela 3.7). No entanto, o
incremento da [Kex: amenizou esse aumento no contetido de Eigplicitamente, o contelido de
Na' nas raizes aumentou 3,8, 2,7 e 1,7 vezes nasplaatadas com NaCl 10 mM e mantidas
em KCI 0,1, 1 e 10 mM, nessa ordem, em relacaesectivas plantas ndo tratadas. Apesar
disso, a exposi¢do ao tratamento salino ndo acaradteracdes significativas no conteudo de
Na" das folhas velhas, comparando as plantas tratamtasas respectivas plantas controle. O
tratamento com NaCl 10 mM ocasionou aumento sigatifio no contetido de Nalas folhas
novas apenas em plantas mantidas em KCI 0,1 mMyordando o tratamento salino com o
respectivo controle.

Tabela 3.7 — Efeito da concentracdo externa de K& sobre o contetido de Ngumol g* MS) nas raizes, folhas
velhas e folhas novas de plantas de feijao caupivdlores representam médias de quatro repetiffesalores
seguidos de letras diferentes na mesma colunadifeignificativamente de acordo com o teste de yrakenivel
de significancia de 5%.

Tratamento (mM) Parte da planta

Raiz Folha velha Folha nova
KO0,1Na0 239,13e 118,84ab 72,46¢
K0,1Nal0 913,04a 107,24b 95,65b
K1NaO0 289,85de 117,39ab 100,00ab
K1Nal10 782,61b 134,78a 92,75b
K10Na0 347,83d 117,39ab 111,59a
K10Nalo 608,69c 113,04ab 113,04a

ConcentracGes externas crescentes ‘deakisaram incremento significativo e progressivo
no contetdo de Knas raizes, folhas velhas e folhas novas (Tah8)a Bsse incremento foi
significativamente amenizado pelo tratamento salapenas nas folhas velhas de plantas

mantidas em KCI 1 mM, comparando as plantas tratedia as respectivas plantas néo tratadas.



Tabela 3.8 — Efeito da concentracdo externa de K& sobre o contetido de*Kumol g* MS) nas raizes, folhas
velhas e folhas novas de plantas de feijdo caupivdlores representam médias de quatro repeti¢esalores
seguidos de letras diferentes na mesma colunadifeignificativamente de acordo com o teste de yrakenivel
de significancia de 5%.

Tratamento (mM) Parte da planta

Raiz Folha velha Folha nova
K0,1Na0 820,51d 974,36¢ 641,02d
K0,1Nal0 717,95d 982,90c 641,03d
K1NaO0 1170,94b 1076,92bc 871,19bc
K1Nal10 1051,28¢ 1153,84ab 863,24c
K10Na0 1641,02a 1256,41a 1051,28a
K10Nalo 1658,12a 1188,03ab 1042,73ab

O tratamento com NaCl 10 mM acarretou a redugguifgiativa da relacdo ¥Na' na
raiz e essa reducdo foi tanto maior quanto merica {&']ex: (Tabela 3.9). Especificamente, a
relacdo K/Na' das raizes foi diminuida 78, 65 e 42% nas planéadas com NaCl 10 mM e
expostas a KCI 0,1, 1 e 10 mM, nessa ordem, em &@QPO com as respectivas plantas
controle. Além disso, o tratamento salino ndo acami alteracdes significativas na relagédo
K*/Na" nas folhas velhas, comparando as plantas tragdss controle, causando a redugao

significativa dessa relacdo apenas nas folhas masaplantas mantidas em KCI 0,1 mM.

Tabela 3.9 — Efeito da concentracdo externa e Kd sobre a relagdoWNa' nas raizes, folhas velhas e folhas
novas de plantas de feijdo caupi. Os valores reptasy médias de quatro repeticdes. Os valoresdsegde letras
diferentes na mesma coluna diferem significativamele acordo com o teste de Tukey ao nivel defgigncia de
5%.

Tratamento (mM) Parte da planta

Raiz Folha velha Folha nova
K0,1Na0 3,65¢ 8,20c 8,86a
K0,1Nal0 0,79f 9,15bc 6,73b
K1NaO0 3,92b 9,18abc 8,72a
K1Nal0 1,34e 9,70abc 9,31a
K10NaO0 4,72a 10,70a 9,44a

K10Nal0 2,73d 10,51ab 9,22a




3.4 DISCUSSAO

3.4.1 As plantas de feijdo caupi apresentam capaeidimitada para excluir Nala seiva de

xilema

A concentracdo de Naa seiva de xilema das plantas de feijio cautsidas com NaCl
representa de 65 a 80% da concentracdo externa idessa maioria dos tratamentos. A relacéo
([NaTexc[Na'lxi)/[Na'lext (%) tem sido utilizada como estimativa da capatédapresentada
pelas plantas para excluir Nda seiva em relacdo ao meio externo (MUNNS, 20D2ksa
forma, as plantas de feijao caupi cultivar Pitigha capazes de excluir apenas 20 a 35% do Na
presente na solucdo externa apds 24 h de tratant@utias dicotiliedéneas também apresentam
habilidade limitada para restringir o acesso d6 & xilema. Nas plantas de albustratadas
com NaCl 40 mM por 15 dias (JESCHKEal, 1986) e nas plantas de soja mantidas sob NacCl
25 mM por 6 dias (DURAND; LACAN 1994), a [Nj; alcanca 75 e 35% da [Nas
correspondendo a 25 e 65% de exclusdo, respectivamis plantas de pimenta tratadas com
NaCl 15 mM por duas semanas apresentam &],jNauperior a [Nex na base do caule,
indicando o acesso irrestrito do Natravés da interface simplasto radicular-xilemaQBi-
ZANDSTRA et al, 1998). Em contraponto, as plantasAdehalianaexpostas a NaCl 100 mM
por 2 dias conseguem excluir até 90% dd plesente no meio externo (Sktl al, 2002). As
monocotileddneas, por sua vez, demonstram maidlideate para restringir o acesso do'N@
xilema. Nas plantas de cevada mantidas em NaChiM@or trés semanas (WOLdk al, 1991)

e nas plantas de trigo submetidas a NaCl 150 mM phas (WATSONet al, 2001), a exclusao
do N&a da seiva em relacdo ao meio externo supera 90%lafsas de arroz tratadas com NaCl
50 mM por 4 dias demonstram uma [lNaequivalente a somente 25% da [Na evidenciando
75% de exclusao (YE@t al, 1985). Considerando que as plantas de feijaol caltpvar Pitiliba
apresentam acesso quase irrestrito do aNseiva, outros mecanismos de transporte naaoterf
simplasto radicular-xilema podem contribuir pardaevdistirbios na homeostase ibnica dessa
espécie sob estresse salino.

3.4.2 O carregamento do ko xilema é estimulado pelo Nassim como a liberagéo do N

xilema é promovida pelo’K



Nas plantas de feijdo caupi, o incremento da‘Jgdaaumenta a [Kx em 45 %,
indicando a estimulacdo do carregamento dop&lo Nd. O estresse salino apresenta efeito
similar em outras dicotiledoneas. A exposicao dastas dd.. albusao NaCl 40 mM por 15 dias
(JESCHKEet al, 1986) e das plantas de soja ao NaCl 25 mM paa$ (DURAND; LACAN
1994) acarreta aproximadamente 50% de acréscimi a. Nas plantas de feijio comum
mantidas em NaCl 75 mM por 4 dias durante o vead#; ], apresenta incremento de cerca de
40% (CABOTet al, 2005). No entanto, as plantas de cevada trataasNaCl 100 mM por 3
dias (MUNNS, 1985) e as plantas de trigo expostasla&Cl| 150 mM por 2 dias (WATSOBt
al., 2001) apresentam diminuicdo da’ [ em mais de 30%. Essas evidéncias mostram que as
dicotileddneas apresentam mecanismos de transpmitéerface simplasto radicular-xilema que
aumentam o aporte do*Kia seiva sob estresse salino. Inversamente, ondoinda [N&]ex
restringe o0 acesso do l&o xilema nas monocotiledoneas.

Considerando que as dicotiledoneas apresentanidaalgillimitada para excluir o Naa
seiva, é possivel que o aumento da'Tiaatue como sinal para incrementar o carregamento do
K*. Esse mecanismo poderia compensar o aumento dd,[Neelo incremento da [R,
conservando uma alta relaca&/da’ na seiva. Como conseqiiéncia, a transferéncia’ gmaié a
parte aérea continuaria sendo maior que a db M@smo sob estresse salino, evitando a
toxicidade de Na nas folhas pela manutencdo da elevada relagdblakK nos tecidos
fotossintetizantes. Realmente, nas plantas deofegéipi e de soja (DURAND; LACAN 1994)
tratadas com NaCl, a relagdd/Ka’ na seiva € conservada acima de 1, enquanto agmekiva
de cevada (MUNNS, 1985) e trigo (WATS@Mal, 2001) € inferior a esse valor. Assim, embora
as monocotileddneas sejam mais habeis para excNi da seiva de xilema, as dicotiledéneas
conseguem garantir maior transferéncia dgolra a parte aérea em relacéo ab $db estresse
salino.

O incremento progressivo da Ky também acarreta o aumento da[iNanas plantas de
feijdo caupi, sugerindo que o carregamento do &lgromovido pelo K Poucos trabalhos
abordam o efeito da [Kex Sobre a [N§y, mas os resultados encontrados para as raizegade s
em experimentos de perfusdo sao opostos aos olpiddasas plantas de feijao caupi. Nas raizes
de soja, 0 aumento da Ky ocasiona a diminuicdo da [Na, mesmo quando a concentragio de
Na'" na solucado de perfusdo equivale ao dobro dpJKEssas evidéncias mostram que as plantas

de soja apresentam mecanismos para a reabsorcita’da partir da seiva, restringindo a



transferéncia desse ion para a parte aérea (LAMMNRAND, 1995). A ocorréncia de um
mecanismo similar em feijdo caupi ndo pode ser algmta, pois 0S mecanismos para a
reabsorcdo do Naa partir da seiva podem atuar mais intensamesstesggdes localizadas acima
da base do caule (BLOM-ZANDSTR# al, 1998; DURAND; LACAN 1994).

3.4.3 Os mecanismos de carregamento do xilema @j&o feaupi apresentam elevada

seletividade K/INa"

A relagdo K/Na'" na seiva de xilema nas plantas de feijdo caupiasgém acima de 2 em
quase todos os tratamentos salinos, indicandmspoate seletivo do Kem relagdo ao NaEssa
relacdo se aproxima de 1 quando as plantas saddasatom KCI 1 mM e NaCl 20 mM e alcanca
valor inferior a 1 sob KClI 1 mM e NaCl 40 mM. A aamtracdo de Nae K" na seiva é o
resultado dos mecanismos de transporte que efeduzarregamento e a reabsorgcédo desses ions
na interface simplasto radicular-xilema (LACAN; DBAIRD, 1995). Desse modo, os resultados
mencionados sugerem que a [Na equivalente a 20 mM, na presenca djdKigual a 1 mM,
pode representar um limiar a partir do qual os misgaos de transporte que operam nas XPCs
nas plantas de feijdo caupi ndo conseguem manteaiar aporte do Kem relacdo ao Nana
seiva. Mesmo assim, a [Na precisa ser 20 vezes maior que 3§} para colapsar o transporte
seletivo de K. Nas plantas dé. albus (JESCHKEet al, 1986) e soja (DURAND; LACAN
1994), a relacdo ¥Na' na seiva de xilema também se torna inferior arheste quando a
[Na'lext € 18 vezes maior que a'Tk: .

A relacdo [Nd]yi/[Na']ex tem sido empregada para estimar a transferériativeede N&
do meio externo para a seiva de xilema (GAR@Aal, 1997). Utilizando as relagtes
[Kxi/[K ext € [Na]xi/[Na'lex Nas plantas de feijao caupi tratadas com KCI 1 exMaCl 10
mM durante 24 h, os valores 18 e 0,7 sdo obtidspectivamente. Esses valores podem indicar
que as plantas de feijdo caupi sob essas condiéiiesapazes de concentrar 0 18 vezes na
seiva e exclur 30% do Naem relagio ao meio externo. Se a relagéo
([K 1w/ [K Texd/([Na']xi/[Nalex) for tomada como uma estimativa da capacidadesaptada
pelo sistema radicular para discriminar bdo N&, o valor 25 é encontrado. Com base nessas
observacdes, € possivel sugerir que 0s mecanisentargsporte associados as XPCs em feijao

caupi apresentam elevada seletividadéNK'. Corroborando com essa sugestdo, a relacéo



K*/Na' na seiva é mantida em 2,9 no tratamento mencigmagsmo que a [Nk seja 10 vezes
maior que a [Klex Utilizando a relacdo ([Hxi/[K exd/([Na]i/[Na'lex) para estimar a
seletividade K/Na' nas plantas de. albus(JESCHKEet al, 1986) e soja (DURAND; LACAN

1994) tratadas com NacCl, valores elevados como9 3espectivamente, sao obtidos.

3.4.4 Mecanismos de transporte potencialmente eitsl no carregamento de Naa seiva de

xilema

Os resultados desse trabalho sdo insuficientes garerminar quais transportadores
localizados na membrana plasmatica das XPCs medeiaarregamento de Naa seiva de
xilema nas plantas de feijdo caupi. No entantajraigesultados podem sugerir a participacao
dos mecanismos de transporte descritos previanparge outras espécies. Varias evidéncias
experimentais indicam que os NORCs (WEGNER; DEBOE®97) e o contra-transportador
Na'/H" SOS1 (SHet al, 2002) estio envolvidos com o carregamento denla elementos de
vaso. Os NORCs sdo ativados com o aumento da doac@n citosélica de ¢a(DEBOER;
WEGNER, 1997; WEGNER; RASCHKE, 1994), fenbmeno pade estar associado as vias de
sinalizagc&o sob estresse salino (WEGNER; DEBOEB71®Dessa forma, se o carregamento de
Na’' no xilema em feijdo caupi for mediado pelos NORE€sumento da [Hxi induzido pelo
incremento da [N3ex pode estar relacionado com a atividade dessesscaDa NORCs
apresentam baixa seletividade pelos cétions moewotes, podendo causar a liberacédo tanto do
Na’ quanto do K na seiva (WEGNER; DEBOER, 1997). Além disso, samegamento de Na
no xilema em feijao caupi também depender da aiiléce SOS1, o contra-transporté/Nana
membrana plasméatica das XPCs poderia ocasionddificagdo momentanea do citosol nessas
células. Nos ovécitos déenopus leaviexpressando SKOR de thaliang a diminuicdo do pH
citosolico de 7,4 para 7,2 ocasiona a inibicdo elasmnal, o qual esta envolvido com o
carregamento deKno xilema dessa espécie (LACOMBEal, 2000). Como ocorre o aumento
concomitante da [N e da [K]x sob tratamentos salinos em feijdo caupi, a ppago de
SOS1 na liberagdo do Nagara a seiva parece pouco provavel, porque adatigi desse
transportador inibiria os canais que medeiam oegamento de K evitando o aumento da

[K*]xi na presenca do NaCl.



3.4.5 A reducdo do fluxo de seiva é um efeito primm do déficit hidrico induzido pelo

tratamento salino

Como esperado, o aumento da concentracdo exteida@e KCl causa a diminuicéo do
fluxo de seivady) em plantas de feijao caupi. De fato, tratamentos NaCl acima de 40 mM
dificultam a obtencdo da seiva de xilema por exg@olaadicular (resultados ndo mostrados),
assim como o tratamento com KCI 10 mM reduk @m 27% em referéncia aquele com KCI 1
mM. Esses resultados indicam claramente o efeitodtiso decorrente da alta concentracdo
externa de sais sollveis. O déficit hidrico indazpkla diminuicdo do potencial osmotico na
solucdo externa € o primeiro efeito causado pellesse salino sobre as plantas (MUNNS,
2002). Tratamentos salinos de curta duracao tambi@em fortemente dy nas plantas dé.
thaliana (MARTINEZ-BALLESTA et al, 2003) e pimenta (CABANERO; CARVAJAL, 2007),
causando a consequente diminuicdo da condutiviti@tdulica das raizes. Esse efeito esta
relacionado a restricdo da via transcelular patsaonsporte de agua do meio externo até o
cilindro vascular, devido a inibicdo da express@s dquaporinas pelo NaCl (MARTINEZ-
BALLESTA et al, 2003).

3.4.6 A manutencao do fluxo d€ Kuais elevado que o de Npode contribuir para a resisténcia

ao estresse salino

O fluxo de K pela seiva de xilemal{) € superior ao fluxo de NgJyg) nas plantas de
feijdo caupi tratadas com NaCl. Somente sob NaGh¥) na presenca de KCI 1 mM,JQ, é
superior aadl. Assim sendo, ndo apenas dJjf &€ aumentada sob tratamentos salinos, Mis o
€ mantido. Nas plantas de pimenta expostas ao M@GhM por 24 h, o aumento diy, é
acompanhado pela diminuicdo do(CABANERO; CARVAJAL, 2007). Em comparago,Je
se mantém igual adx em experimentos de perfusdo com raizes de stinto NaCl 12,5 mM
na solucdo externa (LACAN; DURAND, 1995). Esseailteslos mostram que as plantas de
feijdo caupi e soja apresentam maior habilidade panter dx sob salinidade moderada que as
plantas de pimenta. A manutencdoJdmas plantas de feijdo caupi tratadas com NaClfgign

que essas plantas conseguem conservar a taxasetémcia de Kdas raizes para a parte aérea



mesmo com o aumento da [J&. Essa habilidade pode contribuir para a resistéagiestresse

salino pela manutenc&o do aporte denK parte aérea.

3.4.7 A exclusido de Nada parte aérea deve depender dos mecanismos para

compartimentalizacéo de Naas raizes

As plantas de feijdo caupi tratadas com NaCl aptas distribuicdo n&o-uniforme de
Na" e K entre as raizes, folhas velhas e folhas novasodostos experimentos realizados. O
contetido de Nadas raizes pode ser até dez vezes maior que atpsefelhas. Em oposigéo, o
contelido de Kdas folhas é geralmente superior ao encontradoraiass. Esse padrdo de
distribuicdo sugere que mecanismos de transpogepies nas raizes devem restringir o envio
de Nd e manter a transferéncia dé gara as folhas. A exclusdo de N#as folhas nio deve
depender dos mecanismos de carregamento na iteifaplasto radicular-xilema, porque esse
fon apresenta acesso quase irrestrito a seivanv&s idisso, a retencdo de'Nmas raizes indica
fortemente que os mecanismos para a compartimeagath desse ion no vacuolo das células
radiculares podem evitar o envio de’'ara a parte aérea. A compartimentalizacio desbla
estresse salino é realizada principalmente pelaksé&la epiderme e do cortex externo nas raizes
de cevada (PITMANet al, 1981) e trigo (MUNNS; TESTER, 2008) e pelas @dutlo cortex
interno e do estelo nas raizesRlecoccineugKRAMER et al, 1977) e videira (STORE¥t al,
2003). Assim, a retencdo do Naas raizes de feijdo caupi tratadas com NaCl davelver a
compartimentalizacdo desse ion nas células radésylgropiciando uma barreira fisiologica
contra a acumulacéo de Naas folhas.

A diminuicdo do contetido de’Knas raizes de feijdo caupi expostas ao NaCl pode
envolver a reducdo da absorcdo a partir da solegéerna, assim como a intensificacdo da
transferéncia para a parte aérea. Possivelmenteica parte do Kabsorvido tenha sido liberada
no xilema e enviada para as folhas. Essa possitiéié corroborada pelo aumento dj K pela
manutencdo ddg e pelo o incremento do contetdo foliar degéb tratamentos salinos. Desse
modo, a compartimentalizacido de*Nws raizes aliada a intensificacdo da transfexréeik
para a parte aérea deve manter a alta relat@taknas folhas, evitando a toxicidade de Nas
tecidos fotossintetizantes. A retencdo dé€ Nas raizes e a acumulagdo derés folhas nas
plantas del. albus (JESCHKEet al, 1986), soja (DURAND; LACAN 1994), feijdo comum



(CABOT et al, 2005) e girassol (QUINTER@t al, 2007) expostas ao NaCl indicam que
mecanismos similares podem ocorrer em outras Widoétieas. Portanto, esses mecanismos
podem ser utilizados por essas espécies para distarbios na homeostase i6nica sob estresse

salino.

3.4.8 Conclusao

Os resultados do presente trabalho indicam queezsinismos de transporte localizados
na interface simplasto radicular-xilema nas plantadeijao caupi cultivar Pitidba apresentam
elevada seletividade 'Na’'. O acesso quase irrestrito do"N® xilema radicular sob estresse
salino deve ser compensado pelo aumento da limedea na seiva e pela manutencdo do
fluxo de K para a parte aérea. Esses mecanismos, aliadosgationentalizacdo de Naas
raizes devem propiciar a manutencéo da alta relg&@ta” nas folhas, evitando distarbios na

homeostase iGnica nas plantas de feijdo caupigoésse salino.
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CAPITULO 4

EFEITOS COMBINADOS DO ESTRESSE SALINO E DA PRIVACARE K*
SOBRE A ABSORCAO, O CARREGAMENTO NO XILEMA E A
DISTRIBUICAO DE K" NAS PLANTAS DE FEIJAO-CAUPI



4.1 INTRODUCAO

As condi¢cdes ambientais adversas para o crescimemtesenvolvimento ou a producao
das plantas s&o conhecidas como estresses. Secaag¢do, temperaturas extremas, alta
luminosidade, caréncias nutricionais e salinidddeagla do solo sdo os principais estresses que
acarretam as perdas na producdo das espéciesadaliy\BRAYet al, 2000). Estudos sobre
estresses em plantas tém se intensificado recentemdevido aos disturbios climaticos
decorrentes do uso n&o sustentado dos recursomisat®s efeitos dos diferentes fatores
ambientais sobre as plantas sdo geralmente tesfadosma isolada. Entretanto, as plantas sao
rotineiramente submetidas a diferentes combinagéesstresses nas condi¢cdes de campo. Além
disso, a resposta molecular e metabdlica fornepata uma combinacdo especifica de dois
estresses € Unica e ndo pode ser diretamente @attapa partir das respostas apresentadas para
cada um dos estresses aplicados isoladamente. Desde, a investigacdo das respostas
fornecidas pelas plantas aos estresses testaddsrrda combinada € fundamental para a
compreensdo dos mecanismos utilizados pelas plpatassuperar esses estresses em condi¢des
mais proximas da realidade (MITLER, 2006).

A salinidade elevada do solo € um estresse cadanagz freqliiente nos campos de
cultivo, especialmente nas areas aridas e semasa(MUNNS, 2005). Nessas areas, 0 estresse
salino pode ocorrer simultaneamente com seca, taitgeratura, luminosidade elevada ou
caréncias nutricionais (BRA¥t al, 2000). Os solos salinos sédo caracterizados péimao de
sais sollveis, principalmente o NaCl (MUNNS, 200A).concentracdo elevada de ‘Naa
solucéo do solo esta frequentemente associadaagsegcde K (RODRIGUEZ-NAVARRO,
2000). Além disso, a similaridade fisico-quimic&remNa e K™ permite a competicdo entre esses
ions pelos sitios de ligacdo nos transportadoreselmbrana e nas enzimas (MAATHUIS;
AMTMANN, 1999). Nas raizes, a aquisicdo db pode ser prejudicada, induzindo a deficiéncia
desse nutriente (ASHLE¥t al, 2006). Nas folhas, a deficiéncia db éompromete a atividade
das enzimas dependentes desse nutriente, as gt#iseavolvidas na fotossintese, na respiracao
e na biossintese de proteinas (APSE; BLUMWALD, 20Déssa maneira, a salinidade elevada
e a privacdo de Kconsistem em estresses interativos que podem aagistirbios na

homeostase iGnica das plantas.



A distribuicdo n&o-uniforme de Na& K" nas plantas submetidas ao estresse salino tem
sido vinculada a resisténcia contra a toxicidadeNdé nas espécies glicéfitas (DURAND;
LACAN, 1994; JESCHKEet al, 1986; WOLF; JESCHKE, 1987). Enquanto raizes, esaul
peciolos, bainhas e folhas velhas estdo envolvitmsretencdo de Na flores, frutos e
especialmente folhas novas acumulam maisge Na (BLOM-ZANDSTRA et al, 1998;
CABOT et al, 2005; DAVENPORTet al, 2005; DURAND; LACAN, 1994; JESCHKIEt al,
1986; WOLFet al, 1991;YEOet al, 1985). Dessa forma, os tecidos fotossintetizanées
protegidos contra a toxicidade de*Naela manutencdo da elevada relacdtNK nas folhas
(MAATHUIS; AMTMANN, 1999). Essa habilidade para dwic o Na das folhas ou elevada
seletividade R/Na" tem sido investigada como carater hereditarioulano a loci mapeados em
algumas espécies cultivadas (GARGAal, 1997; HUANGet al, 2006; JAMESet al, 2006).
No entanto, o fenotipo excluidor deve dependendesanismos de transporte que discriminam o
K* do N& nas interfaces solo-simplasto radicular-xilema @AIUIS; AMTMANN, 1999). De
fato, os mecanismos de absorcdo e carregamentolamaxdevem ser capazes de manter a
aquisicdo do K pelas raizes e garantir a transferéncia seletdgsedion para a parte aérea,
mesmo sob o0 excesso de'Naa escassez dé Ko meio externo.

A aquisicdo de K pelas raizes das plantas é mantida sob baixanilisjdade desse
nutriente por mecanismos de absorcdo de alta afleidEPSTEINet al, 1963). Esses
mecanismos operam em concentragdes externas miar@soe K, apresentam baixa afinidade
pelo Nd (EPSTEINet al, 1963; MAATHUIS; SANDERS, 1994) e sdo mediados poma via
sensivel e uma via insensivel ao JNKNIEVES-CORDONESet al, 2007; SANTA-MARIA et
al., 2000; SPALDINGet al, 1999). A via sensivel ao NH envolve a atividade dos
transportadores pertencentes as familias KT/HAK/KURKT (MARTINEZ-CORDERCet al,
2005; NIEVES-CORDONES®t al, 2007; SANTA-MARIAet al, 2000). Os HAKs devem atuar
como co-transportadores “M* (RODRIGUEZ-NAVARRO, 2000), enquanto os HKTs
apresentam atividade de co-transporté/iKla(FAIRBAIRN et al, 2000; GRASSMANEet al,
1996; LIU et al, 2001) ou agem como transportadores dé dige apresentam baixa afinidade
(HORIE et al, 2001; UOZOMilet al, 2000). Membros de ambas as familias sdo expressos
raizes e sdo induzidos sob privacido dgHORIE et al, 2001; MARTINEZ-CORDERGet al,
2005; NIEVES-CORDONES®t al, 2007; SANTA-MARIA et al, 2000; WANGet al, 1998).
Ainda, a via insensivel ao NHdepende dos canais dé #a familia AKT/KAT (HIRSHet al,



1998; MARTINEZ-CORDERCet al, 2005; SANTA-MARIA et al, 2000; SPALDINGet al,
1999). Essa familia inclui canais do tipo “Shakativados sob hiperpolarizacdo da membrana,
atuando como canais retificadores de entrada de(KIRCs) (HARTJE et al, 2000;
ZIMMERMANN et al, 1998). Os AKTs também s&8o expressos nas raizas, néo S&o
induzidos sob deficiéncia de' KGOLLDACK et al, 2003; LAGARDEet al, 1996).

A transferéncia de Kpara a parte aérea apds a absorgdo do meio eéteeatizada pela
corrente transpiratéria via xilema. O carregamelatdC’ nos elementos de vaso é desempenhado
pelas células parenquimaticas do xilema (XPCs) (BRR®BS; TESTER, 1995, WEGNER,;
RASCHKE, 1994). Essas células apresentam canaficadbres de saida de”KKORCS),
ativados por despolarizacdo da membrana, que nmedaidiberacdo de Kpara a seiva
(GAYMARD et al, 1998; ROBERTS; TESTER, 1995; WEGNER; RASCHKE, 4)99s
condi¢des termodinamicas associadas ao transpoité da interface XPCs-elementos de vaso
séo favoraveis a transferéncia desse ion paraa $anto em relacdo ao potencial da membrana,
quanto ao gradiente de' KROBERTS; TESTER, 1995; WEGNER; RASCHKE, 1994)esar
disso, a atividade dos KORCs deve ser reguladacpeleentracdo dekno apoplasto do estelo,
a qual deve refletir a demanda da parte aéredzsidal pela recirculacéo via floema (WEGNER;
DEBOER, 1997).

A absorcéo de Kpor mecanismos de alta afinidade, bem como ogamento de Kno
xilema, envolve transportadores especificos pasa estriente. De fato, os HAKs (SANTA-
MARIA et al, 1997), AKTs (HARTJEet al, 2000; ZIMMERMANN et al, 1998) e KORCs
(ROBERTS; TESTER, 1997; WEGNER; DEBOER, 1997) agm&mm elevada seletividade
K*/Na". No entanto, a entrada de Nao simplasto radicular e a sua transferéncia pgparte
aérea deve ser viabilizada pelos transportadores b@ixa capacidade para discriminar de
Na’. A absorcdo de Ngor mecanismos de baixa afinidade tem sido attibfiindamentalmente
aos canais de cations nado-seletivos (NSCCs) (ES&A&l, 2003; RUBIOet al, 2003) e a
liberacdo desse ion no xilema tem sido relacionaolavazamento apoplastico através da
endoderme (YADAVet al, 1996) ou aos canais retificadores de saida natves (NORCS)
(WEGNER; DEBOER, 1997). Tanto os NSCCs (DAVENPORESTER, 2000; DEMIDCHIK;
TESTER, 2002) quanto os NORCs (DEBOER; WEGNER, 1992GNER; RASCHKE, 1994)

apresentam baixa seletividade pelos cations moeiotes.



Embora os mecanismos de transporte dé &l& sejam extensamente estudados em
plantas sob estresse salino, poucas iniciativa8o egbltadas a compreensdo dos efeitos
interativos da elevada salinidade e da privacal ‘dsobre esses mecanismos. Nesse sentido, 0
presente trabalho pretende caracterizar as viaabdercdo de K por mecanismos de alta
afinidade nas raizes de feijao caupi cultivar Bai@ constatar a interferéncia causada pefo Na
nas diferentes vias. Além disso, o carregamentblalee K' no xilema e a distribuicdo desses
ions pelos diferentes érgéos séo investigados sapasicdo combinada ao NaCl e a privacdo de
K*. Discute-se o efeito sinérgico desses estreses adhomeostase idnica nas plantas de feijao

caupi.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Material vegetal

Esse trabalho foi realizado com plantas de feigapi cultivar Pitilba obtidas a partir de
sementes. As sementes foram germinadas de acond@ms@rocedimentos descritos no item
2.2.1.

4.2.2 Experimentos com raizes destacadas

Para caracterizar as vias de absor¢i@d¢ mecanismos de alta afinidade nas raizes de
feijdo caupi, foram realizados experimentos deukdlutilizando a técnica de raizes destacadas
(HUANG et al, 1992). Assim, plantulas de quatro dias em estddigancho plumular foram
transferidas para caixas plasticas com 20 L dec&olunutritiva completa (HOAGLAND;
ARNON, 1950) contendo Ca(N 625uM, NH4Cl 250uM, K,HPO, 125uM, MgSOy 125uM,
KNO3; 500uM, Fe-EDTA 25uM e micronutrientes (HB©10 uM, MnCl, 2,25uM, CuSQ 0,75
MM, ZnSQ, 1,75uM e NaMoO, 0,025uM), pH 6,0. As plantas foram mantidas em condigliees
casa de vegetacdo. Apés trés dias, a solucdo ivautibmpleta foi trocada por solucdo
modificada sem K contendo Ca(N€), 750 uM, NH,Cl 250uM, Ca(HPQ), 62,5uM, MgSO,

125 uM, Fe-EDTA 25uM e micronutrientes, pH 6,0. Quando as plantasnifocaescidas na



auséncia do NH, essa solucéo foi alterada para CafN®75 uM, Ca(HPQy), 62,5 uM,
MgSO, 125uM, Fe-EDTA 25uM e micronutrientes, pH 6,0. As plantas permaneoe¥m casa
de vegetacao por mais quatro dias.

Plantas de onze dias com a primeira folha trifatial expandida foram utilizadas nos
experimentos de influxo de *KAssim sendo, as plantas foram coletadas e assrdfwam
destacadas da parte aérea e lavadas em GAGhM a temperatura ambiente por 20 min. Logo
depois, as raizes foram gentilmente secadas enl paglba e transferidas para frascos de
Erlenmeyer com 25 mL de meio de incubacédo contdBd8&-Tris 2,0 mM pH 6,0, Ca¢lo,1
mM e demais adicdes, de acordo com o experimeri@ ®star o efeito do tempo, as raizes
foram expostas a meio de incubacéo adicionado delBCuM por 0, 5, 10, 20, 40, 80 e 120
min a 30C. Quando o efeito da dose dé #i testada, as raizes foram tratadas com meio de
incubacgao acrescido de KCI 0, 10, 20, 40, 80, 1200M a 3C°C por 30 min.

Quando NAe bloqueadores de canais deféram utilizados, as raizes foram lavadas em
CaCh 0,1 mM com concentracdes definidas dessas subsgarctemperatura ambiente por 20
min. Em seguida, as raizes foram mantidas em meioaibacdo suplementado com KCI 100
UM e as mesmas concentracbes dé dldloqueadores usadas nas lavagens, permanecendo a
30°C por 1 h. Para testar o efeito do NHas raizes de plantas crescidas na auséncia e na
presenca do NH foram lavadas em Cag0,1 mM com concentragdes crescentes deQilH
temperatura ambiente por 20 min. Logo depois, eesdoram expostas a meio de incubacao
com KCI 100uM e as mesmas concentracoes de®@lHitilizadas nas lavagens, permanecendo a
30°C por 1 h. Ao final de todos os experimentos, amesio meio de incubacéo foram coletadas
para determinacdo da concentracio e lés raizes foram coletadas, secadas@ @or 48 h e

pesadas para determinacdo da massa seca.

4.2.3 Experimentos com plantas completas

Experimentos com plantas completas foram condszigara investigar o efeito
combinado da privagdo de' k& da exposicdo ao Naobre o carregamento dé &Na no xilema
e sobre a distribuicdo desses ions nas plantasij@e taupi. Desse modo, plantulas de quatro
dias em estadio de gancho plumular foram transtenira vasos plasticos com 0,9 L de solucéo
nutritiva completa (Ca(Ng¢), 625 puM, NH4Cl 250 pM, KHPO, 125 pM, MgSO, 125 uM,



KNO3; 500 puM, Fe-EDTA 25uM e micronutrientes), pH 6,0. As plantas permarsateem
condicbes de casa de vegetacdo. Apos trés digdarss foram divididas em dois grupos. O
primeiro grupo foi pré-tratado trocando-se a sajugétritiva completa por solucdo modificada
sem K (Ca(NQ), 750 uM, NH,CI 250 uM, Ca(HPOy), 62,5uM, MgSQ, 125uM, Fe-EDTA
25 uM e micronutrientes), pH 6,0. O segundo grupo, & vez, foi pré-tratado com solugéo
modificada contendo KCI 1 mM, pH 6,0. Depois desmiatro dias, cada grupo foi dividido em

dois subgrupos para aplicagéo dos tratamentos.

Carregamento de Na& K™ no xilema

Um subgrupo pré-tratado seni & um com K foram expostos a solugdo modificada
contendo KCI 1 mM e sem Ndtratamentos -KNaO e +KNaO, respectivamente). (bg)isipos
pré-tratados semKe com K restantes foram tratados com solugdo modificadéendo KCI 1
mM e NaCl 40 mM (tratamentos -KNa40 e +KNa40, refpamente). As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo por 24 h, procedenaaoleta da seiva de xilema pela técnica
de exudacéo radicular (SCHURR, 1998). Para tantaute foi cortado em bizel a 3 cm da raiz.
A primeira gota exudada foi descartada e as seguioram coletadas durante 60 min, sendo
acondicionadas em tubos de microcentrifuga mantidagelo. As amostras foram congeladas a -
20°C até a determinacdo das concentracbes‘de Ka. Além disso, as raizes, folhas velhas
(cordiformes) e folhas novas (trifolioladas) tambéonam coletadas para determinacdo do

contetdo de Nae K'.

Distribuicdo de Nae K’

Um subgrupo pré-tratado seni Koi exposto a solugdo modificada sem & sem N&
(tratamento KONaO) e o outro foi mantido em solusgm K adicionada de NaCl 40 mM
(tratamento KONa40). Além disso, um subgrupo paéatto com K foi exposto a solucéo
modificada com KCI 1 mM e sem Négtratamento K1NaO) e o outro permaneceu em solugdo
com KCI 1 mM e NaCl 40 mM (tratamento K1Na40). Aamas foram mantidas em casa de
vegetacdo por mais trés dias. Em seguida, as pleortam coletadas e divididas em raizes, caule,
folhas velhas (cordiformes), limbos e peciolos ftdisas novas (trifolioladas). Para cada uma

dessas partes, foram realizadas determinacbes’deia



4.2.4 Determinacgéo de Na K’

As determinacdes de Na& K' foram realizadas pela técnica de fotometria demeha
Dessa forma, as amostras do meio de incubacimdatenos experimentos de influxo d& K
foram lidas diretamente em fotdbmetro de chama (@hal, modelo B462) calibrado com
solucdes padrdes de KCI na faixa de 100 a@@0Além disso, as amostras de seiva de xilema
obtidas foram diluidas de 20 a 40 vezes com agstilatta deionizada e lidas apds calibracéo
com solugdes padrdes de ™NaK’™ 50 ppm.

As amostras secas das partes coletadas foram igabl@s com gral e pistilo e mantidas
em frascos plasticos fechados a temperatura arsbi¢éta determinagdo do contetido dé& &Na
K*. Amostras de 50 mg de massa seca pulverizada fexraidas com 10 mL de agua destilada
deionizada a 10@ por 60 min em tubos hermeticamente fechados. iBejmoresfriamento, os
extratos foram filtrados em algodédo e as leitu@msn realizadas em fotdmetro de chama

calibrado com solugdes padrdes dé Bl&" 50 ppm.

4.2.5 Delineamento experimental e analise estisti

Os experimentos foram conduzidos conforme delinetonateiramente casualizado. Em
experimentos com raizes destacadas, foram readizzideo repeticbes por tratamento e cada
repeticdo correspondeu a um frasco contendo uensastadicular individual. Em experimentos
com plantas completas, cada tratamento foi conduzdh quatro repeticdes e um vaso contendo
duas plantas consistiu em uma unidade experimedtakesultados obtidos nos experimentos
tempo-dependente e dose-dependente com raizesatkstdoram analisados por regressao nao-
linear. Os resultados dos demais experimentos fetdmimetidos a analise de variancia seguida

do teste de comparacao de médias de Tukey aod@wgnificancia de 5%.



4.3 RESULTADOS

4.3.1 Caracterizagéo cinética da absorcio dpdk mecanismos de alta afinidade nas raizes de
feijao caupi

Plantas privadas de*Kforam utilizadas em experimentos de influxo paagacterizar
cineticamente a absorcdo dé pgor mecanismos de alta afinidade nas raizes Bo feaupi
cultivar Pitillba. As raizes de plantas privada&éoram capazes de absorver esse nutriente do
meio de incubacéo a partir de 100 até concentracdes tdo baixas quantdvdem apenas 120
min (Fig. 4.1A). A quantidade de‘tabsorvida por unidade de massa (expressareoh g* MS)
aumentou progressivamente no decorrer do tempapiesigdo, tendendo a estabilizagéo a partir
de 80 min (Fig. 4.1B). Levando em conta essestezig, o tempo de exposicdo de 30 min foi
escolhido para testar o efeito da dose Heplsis periodos mais prolongados poderiam acaraetar
estabilizacdo do influxo liquido de"Kespecialmente em concentragdes externas masdakgy
Além disso, periodos menos prolongados poderiarnziedortemente a quantidade de” K
absorvida por unidade de massa, prejudicando &cegdo de alteracdes no influxo liquido em
funcdo da concentracdo externa deRara os demais experimentos, o tempo de exposic&0
min foi padronizado, pois esse periodo se mostrais mdequado para a verificagdo de
diferencas significativas no influxo liquido dé &ntre o controle e os tratamentos com diferentes
inibidores.
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Figura 4.1 — Efeito do tempo de exposicdo d@kterno sobre a deplecdo dé(R) e a quantidade de'Kabsorvida
por unidade de massa (B) por raizes de feijdo qaiyadas desse cétion. As plantas foram cres@dasolucéo
nutritiva completa (Hoagland e Arnon, 1950) posttéas em casa de vegetacdo. Em seguida, a saoiggaeta foi
trocada por solucdo modificada serh (€onforme Material e Métodos). As plantas permarsm mais quatro dias
em casa de vegetagdo e foram coletadas. As rain flestacadas da parte aérea e lavadas erp GaGhM a
temperatura ambiente por 20 min. essas raizes foearsferidas para meio de incubacdo contendo MESZT0
mM pH 6,0, CaGl 0,1 mM e KCI 100uM, permanecendo a 30 por 0, 5, 10, 20, 40, 80 e 100 min. Os pontos
representam as médias e as linhas verticais, agodgsadrdoes de cinco repeticdes. A andlise dadtagl®s por
regressdo nao-linear permitiu o seu ajuste a funddedipo decaimento exponenciaf @R0,98) em (A) e hipérbole
retangular (R=0,99) em (B).

O efeito da dose de'Koi analisado por regresséo nao-linear, possibitio o ajuste dos
valores obtidos ao modelo de Michaelis-Menten, ritesgela funcdo do tipo hipérbole
retangular (R = 0,98) (Fig. 4.2). O influxo liquido de*Kdemonstrou acréscimo significativo
conforme o aumento da concentracdo externa ‘gees€abilizando a partir de 120M. Assim
sendo, absorcdo de’Koor mecanismos de alta afinidade nas raizes ¢ feaupi cultivar
Pitilba apresentou cinética de saturagéo caraataribtilizando o modelo de Lineweaver-Burk
(duplo-reciproco), os valores transformados forgustados a fung¢édo polinomial do tipo linear
(R? = 0,98) e as constantes cinéticag,\é Ky, foram estimadas em 1,3@nol g* MS min’ e 65

MM, respectivamente.
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Figura 4.2 — Efeito da concentracéo externa Hedbre o influxo liquido de Knas raizes de feijdo caupi privadas
desse cation. As raizes destacadas foram lavad&a€in0,1 mM a temperatura ambiente por 20 min. essassa
foram transferidas para meio de incubagéo contdfies-Tris 2,0 mM pH 6,0, Cagb,1 mM e KCI 0, 10, 20, 40,
80, 120 e 20QuM, permanecendo a 30 por 30 min. Os pontos representam as médiasliates verticais, 0s
desvios padrfes de cinco repeticBes. A andliseeksdtados por regressdo ndo-linear possibilitmew ajuste a
funcao do tipo hipérbole retangular(R0,98). As constantes cinéticagave K., foram estimadas em 1,3@nol g*
MS min* e65 puM, respectivamente.

4.3.2 A absorcdo de'Mpor mecanismos de alta afinidade depende de umsewmsivel e uma via
insensivel ao Nid

As plantas crescidas na auséncia e na presengb Jddoram utilizadas em experimentos
de influxo de K para determinar o efeito inibitério do NHsobre a absorgdo de” Kor
mecanismos de alta afinidade nas raizes de fegépi.cO influxo liquido de Kem meio de
incubacdo sem NH n&o diferiu significativamente entre raizes crssina auséncia e na
presenca do NH (Fig. 4.3). No entanto, o tratamento com Ali8,25 mM causou até 67% de
reduc&o no influxo liquido de’Khas raizes crescidas na auséncia dg NHas ocasionou apenas
47% de reducdo naquele verificado nas raizes desscia presenca do WHem referéncia aos
respectivos controles. O influxo liquido dé Kas raizes crescidas na auséncia e na presenca do
NH," foi diminuido em cerca de 90% pelo tratamento d¢Ry" 0,50 mM, em relacdo aos

respectivos controles, ndo apresentando diferaggéicativa entre si. Desse modo, a absorgéo



de K por mecanismos de alta afinidade nas raizes f@® feaupi cultivar Pitiiba foi mediada
por uma via majoritaria sensivel ao NH uma via minoritaria insensivel ao NHtanto nas
raizes crescidas na auséncia quanto na presersgaon. Ainda, a via sensivel ao NHbi

mais fortemente inibida nas raizes crescidas nénaissdo NH" pelo tratamento com NA0,25
mM.
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Figura 4.3 — Efeito da concentracio externa dg Nbbre o influxo liquido de Knas raizes de feijdo caupi privadas
de K e crescidas na auséncia ou na presenca d& MBl plantas foram crescidas em solugdo nutritvaleta
(Hoagland e Arnon, 1950) ou em soluc&o coiteksem NH' (conforme Material e Métodos), por trés dias esaca
de vegetacdo. Em seguida, as solucdes foram t®gamlasolucdo modificada sem’ K sem ou com NH
(conforme Material e Métodos). As plantas permarsunanais quatro dias em casa de vegetacao e falatadas.
As raizes destacadas foram lavadas em OaCImM sem NHKCI ou com NHCI 0,25 e 0,50 mM, a temperatura
ambiente por 20 min. essas raizes foram transtepdea meio de incubacgdo contendo MES-Tris 2,0 phiVB,0,
CaCh 0,1 mM, KCI 100puM e as mesmas concentracdes de®lHisadas nas lavagens, permanecendd@ B6r
60 min. As barras representam as médias e as lirdréisais, os desvios padrBes de cinco repetiggedarras

assinaladas com a mesma letra ndo diferem sigmificaente conforme o teste de Tukey ao nivel deifss@ncia
de 5%.

4.3.3 Os canais de'Kcontribuem minoritariamente para a absorcdo tedt mecanismos de
alta afinidade

Com o intuito de verificar a contribuicido dos dande K na absorgdo de *Kpor
mecanismos de alta afinidade nas raizes de fegjépi,ctratamentos foram conduzidos com os
inibidores farmacoldgicos Cstetraetilaménio (TEA e B&*. Os tratamentos com €8,1 mM e

Ba&®" 1,0 mM causaram aproximadamente 20% de inibicdanfloxo liquido de K, em



comparagdo com o controle, ndo apresentando dirsignificativa entre si (Fig. 4.4). Em
oposicdo, o tratamento com TEAO mM n&o causou alteracio significativa do irdllixjuido

de K" em referéncia ao controle. Mesmo o tratamento TEA" 20 mM (dados ndo mostrados)
se mostrou estatisticamente equivalente ao contt@ligim, esses resultados demonstraram que
os canais de K sensiveis ao Cse ao B&", mas insensiveis ao TEA contribuem
minoritariamente para a absor¢do degér mecanismos de alta afinidade nas raizes @ fei

caupi.
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Figura 4.4 — Efeito de bloqueadores de canais'dsolire o influxo liquido de Knas raizes de feijao caupi privadas
desse cation. As plantas foram crescidas em solugitiva completa (Hoagland e Arnon, 1950) pé@stdias em
casa de vegetacgdo. Em seguida, a solugio compié¢tadada por solucdo modificada serh(Konforme Material e
Métodos). As plantas permaneceram mais quatroetiesasa de vegetacdo e foram coletadas. As radgtescddas
foram lavadas em CaQ0,1 mM sem adicGes (controle) ou com CsCl 0,1 rN)(TEA 10 mM (TEA) ou BaGl
1,0 mM (Ba), a temperatura ambiente por 20 minraesaizes foram transferidas para meio de incubamé@endo
MES-Tris 2,0 mM pH 6,0, Cagl0,1 mM, KCI 100pM e as mesmas concentracdes de blogueadores uslas
lavagens, permanecendo a°’G0por 60 min. As barras representam as médias lmtess verticais, os desvios
padrdes de cinco repeticdes. As barras assinatamasa mesma letra ndo diferem significativamentgarme o
teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

4.3.4 Concentragcdes micromolares dé Nemovem a absorgdo dé Kor mecanismos de alta
afinidade

O efeito competitivo de Nasobre a absorcéo dé€ Kor mecanismos de alta afinidade foi

testado nas raizes de feijdo caupi por meio deniextitos com concentracdes externas crescentes



de Nd. Inesperadamente, os tratamentos com@\he 0,5 mM aumentaram o influxo liquido de
K* em 27 e 33%, respectivamente, em comparac¢io amntmle (Fig. 4.5). O tratamento com
Na" 1 mM néo diferiu significativamente do controleo Bintanto, os tratamentos com'Nae 10
mM diminuiram o influxo liquido de Kem 25 e 30%, respectivamente, em relagdo ao ¢®ntro
Dessa forma, concentragdes micromolares deeNt#mularam a absor¢éo dé por mecanismos
de alta afinidade nas raizes de feijdo caupi, emquaoncentracfes milimolares inibiram
parcialmente esse processo.
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Figura 4.5 — Efeito da concentracio externa desidhre o influxo liquido de Knas raizes de feijdo caupi privadas
de K'. As raizes destacadas foram lavadas em QaCImM sem NaCl ou com NaCl 0,1, 0,5, 1, 5 e 10 &M
temperatura ambiente por 20 min. essas raizes foersferidas para meio de incubagdo contendo MESZI0
mM pH 6,0, CaGl 0,1 mM, KCI 100uM e as mesmas concentragdes de NaCl usadas ngenayaermanecendo a
30°C por 60 min. As barras representam as médiadiehas verticais, os desvios padrdes de cinco igjeEt. As

barras assinaladas com a mesma letra ndo difergmficativamente conforme o teste de Tukey ao nilel
significancia de 5%.

4.3.5 Efeito interativo de Nae inibidores farmacol6gicos sobre a absorcdo dep#r
mecanismos de alta afinidade

Para verificar o efeito interativo de Neom NH,", Cs e B&*, tratamentos combinados
desses cétions foram testados. Além dos tratameaieslos com N 0,25 mM, C§0,1 mM,

Ba’* 1,0 mM e N& 10 mM, foram conduzidos tratamentos com,;N6,25 mM, C& 0,1 mM ou



Ba’* 1,0 mM, adicionados de K40 mM. Os tratamentos isolados com 418,25 mM, C$ 0,1
mM, B&* 1,0 mM e N4 10 mM causaram diminuicdo de 47, 23, 20 e 30%nfiaxo liquido de
K", respectivamente, em relacdo ao controle (Fig. 4% os tratamentos combinados de;NH
0,25 mM com N4 10 mM e C§ 0,1 mM com N& 10 mM, reduziram ainda mais o influxo
liquido de K, alcancando 70 e 42% de inibicdo, respectivamesrte,compara¢cio com o
controle. Apesar disso, o tratamento combinado @& B,0 mM com N& 10 mM foi
estatisticamente equivalente ao controle. Essestades indicaram que Napresentou efeito
sinérgico com NE e C$, pois os tratamentos combinados aumentaram aaailiausada por
esses cations sobre o influxo liquido dé& Km comparacdo com os tratamentos isolados.
Inversamente, Nae B&" demonstraram efeitos antagbnicos, uma vez queammento
combinado desses cations ndo apresentou efeit@dimibsobre o influxo liquido de K

enguanto os tratamentos isolados ocasionaram gaediesse parametro.
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Figura 4.6 — Efeito interativo de Naom NH,", Cs e B&" sobre o influxo liquido de Knas raizes de feijdo caupi
privadas de K As raizes destacadas foram lavadas a temperatubgéente por 20 min em Cgd0,1 mM sem
adi¢des (controle), com NgI 0,25 mM (N), CsCl 0,1 mM (Cs), Ba£l,0 mM (Ba) ou NaCl 10 mM (Na), além de
NH,4CI 0,25 mM, CsCl 0,1 mM ou Bag£lL,0 mM com NaCl 10 mM (NNa, CsNa e BaNa, respaatiente). essas
raizes foram transferidas para meio de incubacéteodo MES-Tris 2,0 mM pH 6,0, Cad,1 mM, KCI 100uM e
as mesmas concentragdes dos diferentes compostdesusas lavagens, permanecendo € 38r 60 min. As
barras representam as médias e as linhas verticailesvios padrdes de cinco repeti¢fes. As bassisaladas com
a mesma letra nao diferem significativamente conéoo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%



4.3.6 A privacdo de Kreduz a capacidade apresentada pelas plantasijdie ¢aupi para
aumentar o carregamento dé Ko xilema e reduzir o fluxo de Nagara a parte aérea sob

tratamento salino

As plantas previamente privadas ou supridas de Kio expostas ao Napresentaram
concentracdo de Nana seiva de xilema ([NB;) de aproximadamente 2 mM (Fig. 4.7A).
Comparativamente, nas plantas previamente privaglasipridas de Ke tratadas com NaCl 40
mM, a [Nd]x aumentou quase 20 vezes em relacdo as plantagratddas, alcancando
aproximadamente 39 mM. A concentragdo de & seiva de xilema ([K) nas plantas
previamente privadas de' ke ndo expostas ao Natingiu 16 mM, enquanto aquela verificada
nas plantas previamente supridas deskao tratadas com Nfoi de apenas 13 mM (Fig. 4.7B).
Inesperadamente, a exposicdo ao tratamento satamiomou aumento significativo da ig.
Nas plantas previamente privadas e supridas’deéd«postas ao NaCl 40 mM, a’i alcancou
19 e 24 mM, correspondendo a um aumento de 15 e B@%sa ordem, em referéncia as
respectivas plantas ndo expostas. Desse modo, amgapl previamente supridas de” K
apresentaram maior habilidade que as privadas des$ente para compensar o carregamento de
Na' no xilema sob tratamento salino pela intensifioaga liberacdo de K Ainda, a relagéo
K*/Na'" na seiva de xilema das plantas previamente privdda e n&o tratadas com Nfi trés
vezes maior que aquela verificada para plantasgmente supridas de'ke nfo expostas ao Na
(Fig. 4.7C). No entanto, o tratamento com NaCl 4@ nausou diminui¢ao significativa dessa
relacdo tanto nas plantas previamente privadag@uas plantas previamente supridas deas
quais apresentaram relacad/da’ similar.
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Figura 4.7 — Efeito da privacdo dé Keguida da exposicdo ao Nsobre a concentracio de'NA) e K" (B) e a
relacdo K/Na" (C) na seiva de xilema em plantas de feijdio calupiplantas foram crescidas em solugdo nutritiva
completa (Hoagland e Arnon, 1950) por trés diacasa de vegetacdo. Em seguida, essas plantasgoganatadas
com soluc¢ao modificada sem KCl ou com KCI 1 mM foome Material e Métodos) e mantidas mais quatas éim
casa de vegetacdo. Um grupo pré-tratado sem KG@h @né-tratado com KCI 1 mM foram expostos a solucdo
modificada contendo KCI 1 mM (tratamentos -KNaOKNaO0, respectivamente); os grupos pré-tratadosisehe
com KCI 1 mM restantes foram mantidos em solugadifitada contendo KClI 1 mM e NaCl 40 mM (tratamento
KNa40 e +KNa40, nessa ordem). Apés 24 h, a seivdleima foi coletada pela técnica de exsudacdaudahi. As
barras representam as médias e as linhas vertisidesvios padrées de quatro repeticbes. As bassasaladas
com a mesma letra ndo diferem significativamentdéarme o teste de Tukey ao nivel de significanei&%.

O fluxo de seivaX,) nas plantas previamente privadas e supridas’de #&o tratadas
com Nd foi de 171 e 149 mg g MF h', respectivamente, ndo apresentando diferenca
significativa (Fig. 4.8A). Nas plantas previamept&vadas e supridas de Ko tratamento salino
reduziu oJy para 43 e 27 mg'gMF h™, nessa ordem, n&o diferindo significativamenteeesit
Nas plantas previamente privadas deskhido expostas ao Na fluxo de Na na seiva de xilema
(Ina) foi de 0,22umol g* MF h' , equivalente & metade daquele medido nas planfailas de
K* e ndo tratadas com N£0,44 umol g* MF h) (Fig. 4.8B). A exposicdo ao NaCl 40 mM
aumentou dy, Nas plantas previamente privadas e supridas’get& 1,82 e 0,8fmol g* MF
h?, nessa ordem. Esse aumento foi de até sete vagesamtas previamente privadas deektle
somente uma vez naquelas supridas tesk referéncia as respectivas plantas controfeux@
de K" (Jk) foi equivalente a 2,5@mol g* MF k' nas plantas previamente privadas deskho
tratadas com Nae foi de 2,17umol g* MF h™ nas plantas previamente supridas deekhdo
expostas ao Nadiferindo significativamente (Fig. 4.8C). Nas s previamente privadas e

supridas de K o tratamento salino diminuiu d« para 0,82 e 0,5%imol g* MF h?,



respectivamente, apresentando diferenca signifecantre si. Essa diminuicdo foi de 67% nas
plantas previamente privadas dé &de 75% naquelas supridas de &mn comparac¢do com as
respectivas plantas nio tratadas. Embora a privagd¢ tenha acarretado um maidy, sob
tratamento salino, ela também propiciou um mdiose comparada a condicdo de suprimento

desse nutriente.
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Figura 4.8 — Efeito da privacdo dé Eeguida da exposicdo aoNabre o fluxo de seiva (A) e o fluxo de’NB) e
K* (C) no xilema em plantas de feijdo caupi. As mmepresentam as médias e as linhas verticaisegod
padrdes de quatro repeticdes. As barras assinatadas mesma letra ndo diferem significativameotgarme o
teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

As plantas previamente privadas e supridas e K&o expostas ao Napresentaram
conteldo de Na similar nas raizes e folhas novas, mas o conteddsse ion foi
significativamente menor nas folhas velhas de pknpreviamente privadas de’ kem
comparacdo com aquelas supridas dg(Fabela 4.1). A exposicdo ao NaCl 40 mM por 24 h
aumentou o contetido de Nem todos os 6érgéos de plantas previamente privagagridas de
K*, em relacdo aos respectivos controles, com exadggidolhas velhas em plantas supridas de
K*. O contetdo de Nadas raizes foi 4,5 e 5,5 vezes superior ao ddmdohas plantas

previamente privadas e supridas deskexpostas ao tratamento salino, nessa ordem.



Tabela 4.1 — Efeito da privacdo dé Eeguida da exposicdo ao Neobre o contetido de Ngumol g* MS) nas
raizes, folhas velhas e folhas novas de plantdsijde caupi. Os valores representam médias deaugpeticbes.
Os valores seguidos de letras diferentes na mdshediferem significativamente de acordo com tetele Tukey
ao nivel de significancia de 5%.

Parte Tratamento

-KNaO -KNa40 +KNaO +KNa40
Raiz 304,35¢c 1304,34b 369,56¢ 1753,62a
Folha velha 173,91b 289,85a 318,84a 304,35a
Folha nova 159,41b 318,84a 173,91b 289,85a

O contetdo de Knas raizes, folhas velhas e folhas novas foi imfenas plantas
previamente privadas de’ € ndo tratadas com Naem comparacéo com aquelas supridas ‘de K
e ndo expostas ao NgTabela 4.2). O tratamento salino causou reddgdcontetido de Kem
20 e 26% nas raizes das plantas previamente psivadsupridas de K em referéncia aos
respectivos controles. As folhas velhas e novapldatas previamente privadas e supridas de K
ndo apresentaram alteracBes significativas no édatde K devido a exposicdo ao NaCl, em

relacdo as respectivas plantas ndo expostas.

Tabela 4.2 — Efeito da privacdo dé $eguida da exposicdo ao Nmbre o contetido de"Kumol g* MS) nas raizes,
folhas velhas e folhas novas de plantas de fei@mpic Os valores representam médias de quatroigéest Os
valores seguidos de letras diferentes na mesma difarem significativamente de acordo com o tdstdukey ao
nivel de significancia de 5%.

Parte Tratamento

-KNaO -KNa40 +KNaO +KNa40
Raiz 1170,94c 940,17d 1965,81a 1470,08b
Folha velha 923,08b 880,34b 1572,65a 1504,27a
Folha nova 846,15b 829,05b 1000,00a 991,45a

Nas plantas ndo tratadas com®Na relacdo KNa' nas raizes e folhas novas foi
significativamente menor nas plantas previameritagas de K e foi significativamente maior
nas folhas velhas dessas plantas em comparagioasosupridas de K(Tabela 4.3). O
tratamento salino ocasionou a diminuicdo dessac&elaeem todos os Orgdos das plantas

previamente privadas e supridas de ¢om excecéo das folhas velhas de plantas supridas



Tabela 4.3 — Efeito da privacéo dé $eguida da exposicio ao Nabre a relacido ¥Na' nas raizes, folhas velhas e
folhas novas de plantas de feijdo caupi. Os valagesentam médias de quatro repeti¢des. Os saenridos de
letras diferentes na mesma linha diferem signifreatente de acordo com o teste de Tukey ao niveigéficancia
de 5%.

Parte Tratamento

-KNaO -KNa40 +KNaO +KNa40
Raiz 3,84b 0,72c 5,32a 0,84c
Folha velha 5,31a 3,05¢ 4,64b 4,94ab
Folha nova 4,87b 2,61d 5,75a 3,44c

4.3.7 A privacdo de Kaumenta proporcionalmente a acumulacido denda plantas de feijdo
caupi sob tratamento salino

As plantas privadas de'ke ndo expostas ao Napresentaram contetido de*Niaferior
ao das plantas supridas dé &néo tratadas com Napenas nas raizes, nas folhas velhas e no
peciolo das folhas novas (Tabela 4.4). Nas plgmiaadas e supridas de' Ko tratamento com
NaCl 40 mM por trés dias causou o aumento do cdotelesse ion em todas as partes. No
entanto, ocorreu maior acumulacio dé Nas raizes, no caule e no peciolo da folhas npwas
nas folhas velhas e no limbo das folhas novas.r@eddo de Nano caule e no limbo das folhas
novas foi superior nas plantas privadas desKratadas com Nam comparacio com as plantas
supridas de Ke expostas ao NaAlém disso, o aumento do contetido dé Bia todas as partes
das plantas sob tratamento salino foi proporcioaatesuperior nas plantas privadas degife
nas plantas supridas dé,kem relacdo as respectivas plantas ndo tratadaspleintas privadas
de K e tratadas com NaCl 40 mM, ocorreu um aumentg 8e4, 12 e 24 vezes no contetido de
Na" nas raizes, no caule, nas folhas velhas, no limbao peciolo de folhas novas,
respectivamente, em relacdo as plantas ndo tratBdasomparacio, plantas supridas deeK
expostas ao tratamento salino apresentaram um &uerB, 7, 2, 6 e 10 vezes no contetdo de
Na" nas raizes, no caule, nas folhas velhas, no limbao peciolo de folhas novas,

respectivamente, em referéncia as plantas n&o @spos



Tabela 4.4 — Efeito da privacdo dé & da exposicdo ao Naobre o contetido de Ngumol g* MS) em raizes,
caule, folhas velhas e limbos e peciolos das fatlbass em plantas de feijdo caupi. As plantas farascidas em
solucdo nutritiva completa (Hoagland e Arnon, 195@) trés dias em casa de vegetacdo. Em seguits plantas
foram pré-tratadas com solugdo modificada sem KGiamn KCI 1 mM (conforme Material e Métodos) e nidax
mais quatro dias em casa de vegetagdo. As plardasapadas sem KCI foram expostas a solucdo nocadiéi sem
KCI e sem NaCl (KONaO) ou sem KCI e com NaCl 40 1fid@Na40); as plantas pré-tratadas com KCIl 1 mMrfora
tratadas com KCI 1 mM e sem NaCl (K1NaO) ou com KGhM e NaCl 40 mM (K1Na40). Apoés trés dias, as
plantas foram coletadas. Os valores representariaméed quatro repeticdes. Os valores seguidogrds kiferentes
na mesma linha diferem significativamente de acomio o teste de Tukey ao nivel de significancia%e

Parte Tratamento

KONaO KONa40 K1NaO K1Na40
Raiz 304,35¢c 1608,69a 434,78b 1536,23a
Caule 202,89c 1797,10a 217,39c 1521,74b
Folha velha 115,94c 449,27a 231,88b 405,79a
Folha nova - limbo 69,56¢ 840,58a 101,45c 594,20b
Folha nova - peciolo 63,77¢C 1565,22a 142,03b 1821,7

Nas plantas privadas dé€ Kratadas ou ndo com Na contetido de Kem todas as partes
foi inferior ao encontrado nas plantas supridaskdeexpostas ou ndo ao NéTabela 4.5).
Porém, a exposicdo ao NaCl 40 mM por trés diasocareiucdo no contetido dé Kas raizes,
no caule e no peciolo das folhas novas tanto reaggsl privadas quanto nas supridas teekn
relacdo as respectivas plantas ndo expostas. Adloiente, o tratamento salino aumentou o
contetido de Knas folhas velhas e no limbo das folhas novagplaadas privadas de'Kmas
ndo alterou o contelido d€ Kessas mesmas partes nas plantas suprida§ @éenkcomparacdo
com as respectivas plantas nio tratadas. Nas raipescaule das plantas privadas deeK
expostas ao Nahouve diminuicdo de até 23 e 53% no contetdo Jedépectivamente, em
relacdo as plantas ndo expostas. Em comparacamteido de K nas raizes e no caule das
plantas supridas de’Ksob tratamento salino diminuiu apenas 12 e 41%peaivamente, em

referéncia as plantas néo tratadas.

Tabela 4.5 — Efeito da privacdo dé &da exposicdo ao Naobre o contetido de"Kumol g* MS) em raizes, caule,
folhas velhas e limbos e peciolos das folhas nevaglantas de feijdo caupi. Os valores representéadias de

quatro repeticdes. Os valores seguidos de letfaedies na mesma linha diferem significativamelet@cordo com

o teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Parte Tratamento

KONaO KONa40 K1NaO K1Na40
Raiz 367,52¢ 282,05d 1085,47a 961,54b
Caule 474,36¢C 222,22d 1294,87a 769,23b
Folha velha 529,91c 658,12b 1495,72a 1547,00a
Folha nova - limbo 452,99¢ 538,46b 1166,67a 1170,94

Folha nova - peciolo 410,26¢ 346,15d 1576,92a B3»0,




As plantas privadas de’ke ndo tratadas com Napresentaram relacdo/Ka" inferior
aquela verificada para as plantas supridas’de h&o expostas ao Nam todas as partes (Tabela
4.6). O tratamento salino ocasionou a diminuicAoralacdo K/Na® em todas as partes das
plantas privadas ou supridas dé, ¥m comparacdo com as respectivas plantas nZmldsat
Apesar disso, as plantas privadas deekexpostas ao NaCl 40 mM demonstraram uma relagdo
K*/Na" inferior aquela constatada nas plantas supridas dmb tratamento salino em todas as
partes. Nas plantas expostas ad,Nmivadas ou supridas de"Kas menores relagdes/Ka’

foram verificadas nas raizes, no caule e no pededdolhas novas.

Tabela 4.6 — Efeito da privacéo dé &da exposicio ao Naobre a relacdo¥Na" em raizes, caule, folhas velhas e
limbos e peciolos das folhas novas em plantasi@® feaupi. Os valores representam médias de qugpeticdes.
Os valores seguidos de letras diferentes na mdashmadiferem significativamente de acordo com tetele Tukey
ao nivel de significancia de 5%.

Parte Tratamento

KONaO KONa40 K1NaO K1Na40
Raiz 1,20b 0,17d 2,30a 0,62c
Caule 2,36b 0,12d 5,96a 0,51c
Folha velha 4,22b 1,47c 6,14a 3,82b
Folha nova - limbo 6,08b 0,64d 11,52a 1,98¢c
Folha nova - peciolo 6,46b 0,22d 11,11a 0,87c

4.4 DISCUSSAO

4.4.1 Caracterizacao fisiologica da absorcdo Hg@dt mecanismos de alta afinidade nas raizes
de feijao caupi

No presente trabalho, a absorcéo dep#r mecanismos de alta afinidade € caracterizada
fisiologicamente nas raizes de feijdo caupi, \eaifdo-se a interferéncia de Naobre as
diferentes vias para a aquisicdo deefn concentragcdes micromolares. Os resultadosereéey
ao efeito do tempo de incubag&do mostram que assrdiz feijio caupi privadas dé gor 96 h
sao capazes de captar esse nutriente a partir idoexterno em concentracdes abaixo de¥D
Resultados similares s&o obtidos para as raizes\dgla (SANTA-MARIAet al, 2000), arroz
(BANUELOS et al, 2002), pimenta (MARTINEZ-CORDERGt al, 2005) e tomate (NIEVES-

CORDONESet al, 2007), indicando claramente que os mecanismaaltdeafinidade para a



absorcdo de Ks&o induzidos sob baixa disponibilidade desseiemiér no meio externo. A
inducdo desses mecanismos coincide com a exprdssdcansportadores pertencentes a familia
KT/HAK/KUP nas raizes dessas espécies, incluindoKHABANUELOS et al, 2002;
MARTINEZ-CORDERO et al, 2005; SANTA-MARIA et al, 2000) e HAK5 (NIEVES-
CORDONESet al, 2007; RUBIOet al, 2000), sugerindo que esses transportadores devem
mediar a absorcdo de’Koor mecanismos de alta afinidade. No entanto spa@madores da
familia HKT, como HKT1 (WANGet al, 1998) e HKT2 (HORIEet al, 2001), também sé&o
expressos nas raizes sob privacio Hepdendo apresentar algum papel na captacid diea K
solucao externa em concentragbes micromolares.

Os resultados referentes ao efeito da dose"dieonstram que as raizes de feijdo caupi
privadas de K apresentam mecanismos para a absorcdo de altdadfincom cinética de
saturacdo caracteristica. Esse padrdo cinéticoggegdra aqueles previamente estabelecidos para
as raizes de cevada (EPSTEIN et al., 1963), mi@CHIAN; LUCAS, 1982) eArabidopsis
thaliana (MAATHUIS; SANDERS, 1994), descritos segundo o elodclassico de Michaelis-
Menten. O valor de Msx estimado para as raizes de feijgo caupi em n38 g* MS min' se
aproxima daquele encontrado para as raizes de f@ineguivalente a 1,7@mol g* MS min*
(MARTINEZ-CORDEROEet al, 2005), mas € inferior ao verificado para as sdeearroz, igual
a 3,2umol g* MS min* (BANUELOS et al, 2002). Além disso, o valor de,}estimado em 65
UM para as raizes de feijao caupi, € superior aficagto para as raizes de outras espécies, como
A. thaliana (MAATHUIS; SANDERS, 1994), arroz (BANUELO®t al, 2002) e pimenta
(MARTINEZ-CORDERO et al, 2005), calculado em 19, 14 ep®/, respectivamente. Essas
diferencas podem envolver a metodologia utilizaala@ @ obtencdo dos resultados. O célculo da
Km para as raizes d& thalianaesta baseado no efeito da concentragdo exterkd debre a
despolarizacdo da membrana em células epidérmidAATHUIS; SANDERS, 1994). Além
disso, o célculo da K para as raizes de arroz (BANUELGS al, 2002) e pimenta
(MARTINEZ-CORDEROet al, 2005), é realizado a partir da integracéo dagasude deplecéo.
Alternativamente, as raizes de feijdo caupi podpraesentar mecanismos para absorc¢éo de K

em concentracdes micromolares com menor afinidadeaqueles induzidos em outras espécies.



4.4.2 A via sensivel ao NHdeve depender dos HAKs e HKTs

O influxo liquido de K sofre forte inibicdo pelo NA nas raizes de feijao caupi,
mostrando que a absor¢ao por mecanismos de alidaafe € mediada por uma via sensivel e
uma via insensivel ao NH A via sensivel ao NH é majoritaria, podendo perfazer até 90% da
captacdo de K sob concentracdes micromolares. Nas raizes denEmMEVMARTINEZ-
CORDEROet al, 2005) e tomate (NIEVES-CORDONES al, 2007), essa via também exerce
papel central na absorcdo dé por mecanismos de alta afinidade. O efeito initwitdlo NH,"
sobre o influxo liquido de Knas raizes de feijdo caupi indica o envolvime® lHAKs e HKTs
na via sensivel ao N1 A expressdo de HAK1 nas raizes de arroz (BANUEEDS&, 2002) e
pimenta (MARTINEZ-CORDEROet al, 2005) e HAK5 nas raizes de tomate (NIEVES-
CORDONESet al, 2007) sob privagdo de’keoincide com a indugdo de uma via sensivel ao
NH," que medeia a absorcdo dé Bob baixa disponibilidade desse nutriente. Aléssali
experimentos de expressdo heteréloga de HAK1 e H#d tevada (SANTA-MARIAet al,
2000) e HKT1 deEucalyptus camaldulensi$FAIRBAIRN et al, 2000) em leveduras e
Escherichia colideficientes em transportadores d& kKespectivamente, indicam que o NH

externo restringe fortemente a captacéo tpd¢ essas células.
4.4.3 Os canais de'Klevem mediar a via insensivel ao NH

A inibicdo farmacolédgica do influxo liquido de”Kas raizes de feijao caupi demonstra
que os canais de'Kcontribuem minoritariamente para a absor¢do Apdt mecanismos de alta
afinidade. De fato, os tratamentos comi G4 mM e B&" 1 mM inibem o influxo liquido de K
em apenas 20%. Inesperadamente, tratamentos corh M@Aapresentam efeito inibitorio. De
acordo com esses resultados, os canais ‘dseKsiveis ao Cse ao B&', mas insensiveis ao
TEA" também medeiam a captagdo deskib concentragdes micromolares nas raizes de feija
caupi. O C§e o B&" sdo bloqueadores eficazes dos KIRCs localizadasdrtex radicular em
milho (ROBERTS; TESTER, 1995) e nos pélos radi@dsem batata (ZIMMERMANNt al,
1998), tomate (HARTJEt al, 2000) eA.thaliana(IVASHIKINA et al, 2001). Apesar disso, 0s
tratamentos com C€0,1 mM e B4 1 mM também podem ter inibido os transportadomes d
familia HKT nas raizes de feijao caupi, pois o HKdd trigo (GRASSMANet al, 1996) e o



HKT1 e o HKT2 deE. camaldulensigLIU et al, 2001) sdo sensiveis a esses inibidores
farmacolégicos. Ainda que os HKTs tenham sido dubipelo C5e pelo B&" nas raizes de
feijio caupi, a presenca de uma via insensivel B" Mob privacdo de Kcorrobora a
participacdo dos canais de Ia absorcdo desse nutriente por mecanismos dafadidade.
Enquanto o HKT1 de cevada (SANTA-MARIg al, 2000) e£. camaldulensi¢FAIRBAIRN et

al., 2000) sdo intensamente inibidos pelo,NH AKT1 deA. thalianaconsiste em uma via
insensivel a esse cation para a aquisicao ‘denkKconcentragdes micromolares (HIRSEHI,
1998; SPALDINGet al, 1999).

4.45 A estimulacdo da absorcdo dé pelo Nd em concentragdes micromolares indica a

participacdo dos HKTs

Concentracbes externas micromolares dé& pramovem o influxo liquido de Knas
raizes de feijdo caupi, enquanto concentracdempidies de Naapresentam o efeito inverso. A
estimulacdo da absorgdo dé por concentraces baixas de’Narroboram a participagdo dos
HKTs nesse mecanismo. O HKT1 de trigo (GRASSM&NIl, 1996), o HKT1 e o HKT2 dE.
camaldulensigFAIRBAIRN et al, 2000; LIUet al, 2001) e o HKT2 de arroz (HORI& al,
2001) atuam como co-transportadores/Ka Em experimentos de expressdo heterdloga em
leveduras, a atividade desses transportadoresnéopiga por N4 1 mM. Ainda, concentracbes
de Nd acima de 1 mM inibem o influxo liquido de" Kas raizes de feijao caupi, sugerindo o
efeito competitivo de Nasobre a absorcdo de’ Hor mecanismos de alta afinidade. Efeito
semelhante é verificado em raizes de cevada (ERE@Eal, 1963), arroz (BANUELOSt al,
2002), pimenta (MARTINEZ-CORDERG®t al, 2005) e tomate (NIEVES-CORDONES al,
2007) sob baixa disponibilidade dé.K

4.4.6 O Na pode exercer efeito inibitorio sobre a via serishwa via insensivel ao NH

O efeito interativo do Nacom os diversos inibidores farmacoldgicos sobiafloixo
liquido de K nas raizes de feijdo caupi revela que 6 pdale afetar tanto a via sensivel quanto a
via insensivel ao NH. Realmente, os tratamentos com fAH),25 mM ou C5% 0,1 mM

adicionados de NalO0 mM reduzem mais o influxo liquido d€ Kue os tratamentos isolados



com NH;", CS ou Nd&. CS 0,1 mM é a concentracdo que gera a inibicio méaxdesse
bloqueador sobre o influxo liquido d€.KAssim, a adi¢cdo de Nd0 mM deve apresentar efeito
inibidor sobre os transportadores envolvidos naeissivel ao NiH. Complementarmente, NH
0,25 mM ¢é o tratamento que garante forte inibicddndluxo liquido de K, de modo que a
suplementagdo com Na0 mM pode ocasionar a inibi¢ido dos transportadgue medeiam a via
insensivel ao Nif. Em raizes de tomate sob privacdo de & adicdo de Naao meio de
crescimento bloqueia parcialmente a via sensiveNBQ', mas parece afetar pouco a via
insensivel (NIEVES-CORDONES®t al, 2007). Essas evidéncias indicam que experimentos
adicionais sdo necessarios para confirmar o efaiiorio de Nd sobre as diferentes vias que

medeiam a absorcdo dé gor mecanismos de alta afinidade nas raizes j@® feaupi.

4.4.7 Modelo proposto para a absor¢do dep#r mecanismos de alta afinidade nas raizes de

feijdo caupi

Os resultados obtidos nesse trabalho permitero@opicdo de um modelo integrativo das
vias que propiciam a absor¢do degor mecanismos de alta afinidade nas raizes @® feaupi
(Fig. 4.9). Segundo esse modelo, a entrada dend< simplasto radicular em condi¢cbes de
escassez desse nutriente pode ser mediada pelis danK sensiveis as Ce ao B&', mas
insensiveis ao TEAe ao NH'. Adicionalmente, a via sensivel ao NHleve envolver a
participacdo dos transportadores das familias KKHAIP e HKT. Os HAKs devem ser os
principais componentes dessa via, enquanto os H#&gem exercer papel secundario.
Possivelmente, concentracbes milimolares d€ Mpresentam efeito inibitorio sobre os
transportadores que medeiam essas diferentes Egs® estudo corrobora a existéncia de
sistemas muiltiplos para a aquisicdo depklas plantas, especialmente sob condicbes dssegca
desse nutriente (KIMet al, 1998; SANTA-MARIA et al, 2000; WANG et al, 1998). A
redundancia desses sistemas para a execucdo daarhestio bioldgica deve possibilitar as
plantas maior habilidade para lidar com variac@eslisponibilidade de nutrientes em diferentes

condi¢cdes ambientais, auxiliando na superacéaotdessss nutricionais (LEIGH; SZE, 2001).
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Figura 4.9 — Modelo proposto para as vias de aBeode K por mecanismos de alta afinidade nas raizes @ fei
caupi. A via sensivel ao NHdeve ser mediada pelos transportadores ‘ddas familias KT/HAK/KUP e HKT,

enquanto a via insensivel ao NHenvolve principalmente os canais dé oqueados pelo C= pelo B&". Em
todos os transportadores, Nmde exercer efeito competitivo sobre o transpaeti.

4.4.8 A privacdo de Kseguida pelo estresse salino reduz a capacidaeseapada pelas plantas

de feijdo caupi para compensar a entrada denblailema pelo carregamento aumentado tle K

A concentracdo de Nana seiva de xilema ([Nhi) nas plantas de feijao caupi
submetidas ao tratamento salino por 24 h se apeoglanconcentracio externa de &la' ex).
Essa evidéncia indica fortemente que o acesso d@dNailema radicular nessa espécie € quase
irrestrito. Outras dicotiledoneas também apreserttaira capacidade para excluir o ‘Nda
seiva, incluindoLupinus albus(JESCHKEet al, 1986), soja (DURAND; LACAN 1994) e
pimenta (BLOM-ZANDSTRAet al, 1998). Além disso, a exposi¢cado prévia das plasea®ijao
caupi a privacdo de Kpor 96 h ndo acarretou o aumento da‘Tia sugerindo que os
mecanismos envolvidos no carregamento dé ha seiva ndo sio estimulados pela baixa
disponibilidade de K Complementarmente, a concentracdo den& seiva de xilema ([H)
nas plantas de feijdo caupi € aumentada pelo teatansalino, evidenciando que os mecanismos

associados a liberacdo dé Ka seiva sdo promovidos pelo aumento da]gNaNovamente,



outras dicotiledoneas demonstram resposta sinpitas, a [K]xi sofre acréscimo nas plantas de
L. albus(JESCHKEet al, 1986), soja (DURAND; LACAN 1994) e feijao comu@ABOT et

al., 2005) tratadas com NaCl. Entretanto, a aplicagéiobinada do estresse salino e da privagao
de K reduz a capacidade apresentada pelas plantasijélie éaupi para contrabalangar o
incremento da [Ny pelo carregamento aumentado de ®mo consequéncia do descompasso
entre a liberacdo de Na a de K no xilema sob tratamento salino, a relacd(Ni™ na seiva
assume valores inferiores a 1. Isso indica quebdidkade para manter maior carregamento de K
em detrimento do Naé colapsado pela exposicdo das plantas de fejj@da&l 40 mM. Nas
plantas de.. albus (JESCHKEet al, 1986) e soja (DURAND; LACAN 1994), a exposicao a
mesma dose de NaCl também torna a’[asuperior a [K],i. Porém, um efeito similar é
alcancado com NaCl 75 mM nas plantas de feijdo cof@ABOT et al, 2005). A exposicao
prévia a privacdo de’Kndo agrava o efeito do tratamento salino sobstagdo K/Na' na seiva
nas plantas feijao caupi.

O tratamento com NaCl 40 mM por apenas 24 h reduarmente o fluxo de seiva\)
nas plantas de feijdo caupi previamente privadasuptidas de K Assim como em feijdo caupi,
as plantas de pimenta ndo apresentam reducde siob privacdo de K mas demonstram uma
diminuicdo acentuada ddy sob estresse salino (CABANERO; CARVAJAL, 2007). Em
comparacéo, dy € maior nas plantas de girassol expostas simaltagete a privacio de' i€ ao
NaCl que nas plantas tratadas apenas com NaClgcialspente sob temperatura elevada
(QUINTERO et al, 2007). Desse modo, a susceptibilidade das platgagirassol ao estresse
salino pode ser exacerbada em climas quentes dawidamento dd, sob baixa disponibilidade
de K, possibilitando um maior arraste dos ions toxisas a parte aérea através da corrente
transpiratdria. Em feijdo caupi, no entanto, aggéo de K n&o acarreta o incremento dipsob
condicdes de salinidade elevada.

O aumento do fluxo de Nao xilema {n,) € a diminuigéo do fluxo de’knho xilema k),
causados pelo tratamento com NaCl 40 mM nas plalgaeijao caupi, sdo exacerbados pelo
pré-tratamento de privagdo de.KNas plantas de pimenta expostas ao NaCl 10 mM, o
incremento dalya € igualmente acompanhado pela reducdakilao passo que dy, ndo €
alterado na auséncia dé,Knas aJx é diminuido (CABANERO; CARVAJAL, 2007). Embora a
[Na'lxi e a [K]x sejam utilizadas para estimar a capacidade apegsempelas plantas para

excluir N& e manter o aporte de’Kas folhas sob estresse salino (DURAND; LACAN 1994



WATSON et al, 2001), oJya € 0 Jx devem ser pardmetros mais precisos, porque indicam
efetivamente a transferéncia desses ions das pHre® parte aérea. Assim sendo, o feijdo caupi
apresenta baixa capacidade para evitar o envioales dustentar o suprimento dé gara as
folhas quando as plantas sdo expostas ao NaCl 40espécialmente sob baixa disponibilidade
de K.

A exposicdo prévia a privacdo dé Kltera a acumulacdo de Na K™ nos diferentes
orgaos das plantas de feijao caupi sob estresg® sa&in curto prazo. De fato, as plantas
previamente privadas de’ i expostas ao NaCl 40 mM apresentam um maior @dotde Na
nas raizes e menor contetido denis folhas velhas e novas que aquelas submepeassao
tratamento salino. Além disso, a relacd&N&@" nas folhas velhas e novas alcanca valores
maiores sob salinidade elevada quando as plarmgsrediamente supridas dé.kKConsiderando
que o aumento do contetido de'Masociado & diminuicido do contetido deplide propiciar a
toxicidade de Nanos tecidos (MAATHUIS; AMTMANN, 1999), a privacade K tende a
agravar esse efeito do estresse salino nas pldata§ado caupi. Mais amplamente, os resultados
encontrados para a [Ki, 0 Jva 0 Jk € a distribuicdo de Nae K pelos diferentes érgaos,
indicam que a privacdo de’ laliada ao estresse salino proporciona condicbessrfavoraveis a

homeostase iGnica nas plantas de feijdo caupi gs¢resse salino isolado.

4.4.9 A privacdo de Kpode aumentar a exposi¢cdo das plantas de feijfu aatoxicidade de

Na’ sob estresse salino

Como esperado, o tratamento com NaCl 40 mM perdid@s aumenta o contetido de" Na
em todas as partes das plantas de feijdo caupenkmto, os conteldos mais expressivos sao
encontrados nas raizes, no caule e no peciolopemparacdo com o limbo das folhas velhas e
novas. Em outras dicotiled6neas, incluindoalbus (JESCHKEet al, 1986), soja (DURAND;
LACAN 1994), pimenta (BLOM-ZANDSTRAet al, 1998), A. thaliana (SHI et al, 2002),
Phaseolusspp. (BAYUELO-JIMENEZet al, 2003) e feijaio comum (CABO#t al, 2005), o
Na" também é retido nas raizes, nos caules e nosl@esiab estresse salino. Essa distribuicio
ndo-uniforme de Napelos diferentes 6rgdos tém sido vinculada aosanismos de resisténcia
contra a toxicidade de Naas espécies glicofitas (DURAND; LACAN, 1994; JEBCE et al,
1986; WOLF; JESCHKE, 1987). A retencdo de€ Nas partes basais ou mais velhas possibilita a



exclusdo desse ion das folhas, protegendo os $edwolossintetizantes contra os danos
metabdlicos e fisioldgicos decorrentes da acumoladd Nd no simplasto foliar (APSE;
BLUMWALD, 2007; MAATHUIS; AMTMANN, 1999). Além dis®, a acumulacio de Naas
plantas de feijao caupi tratadas com NaCl é propoatmente aumentada sob a exposicao
simultanea a privacdo de'KA aquisicdo de Napode apresentar efeitos benéficos sob baixa
disponibilidade de K pela substituicdo parcial das funcbes biologieascutadas por esse
nutriente, sobretudo a manutencédo da pressao @smmativacuolo (MENGEL; KIRKBY, 2001).
Em Lycopersicon pennelliuma espécie selvagem de tomate, o crescimeraagéacia de Ké
estimulado por Na5 mM, demonstrando que baixas concentracdes estata N& podem
aliviar a deficiéncia de Knessa espécie (TAHAt al, 2000). Por outro lado, a absorcéo e a
acumulagdo de Nanas plantas de girassol € promovida pela privaedl’, especialmente sob
temperaturas elevadas, sugerindo que essas pfan@tes se tornar mais susceptiveis aos efeitos
toxicos de Na devido a caréncia de "K(QUINTERO et al, 2007). Considerando que a
acumulacdo de Nano limbo das folhas novas é favorecida pela pégade K nas plantas de
feijdo caupi sob tratamento salino, a baixa didpbdade desse nutriente deve aumentar a
exposicido dessa espécie a toxicidade de Na

Nas plantas de feijdo caupi tratadas com NaCl ¥) mcontetdo de Kdas raizes, do
caule e do peciolo é inferior ao encontrado no dirdhs folhas velhas e novas. Esse padrédo de
distribuicio de K sob estresse salino é similar aquele apresentadoqutras dicotileddneas,
como L. albus (JESCHKE et al, 1986), soja (DURAND; LACAN, 1994)Phaseolusspp.
(BAYUELO-JIMENEZ et al, 2003; MISRA; DWIVEDI, 2004) e feijao comum (CABGCEE al,
2005). A resisténcia a toxicidade de’l¢ab salinidade elevada ndo pode ser atribuidargenae
exclusdo do Na mas pode estar relacionada ainda a capacidadenpamter ou aumentar o
aporte de K nas folhas. Nas plantas de feijdo caupi tratagasas com NaCl 40 mM por trés
dias, o contetdo de'ké mantido nas laminas foliares, mas é reduzidaaiass, no caule e no
peciolo, em comparacdo com o controle. Resultadomeges séo verificados para plantas de soja
sob NaCl 50 mM por trés dias (DURAND; LACAN, 19940 entanto, nas plantas de feijao
comum mantidas em NaCl 75 mM durante quatro diasymeido de Knos limbos pode ser
aumentado (CABOTet al, 2005). Isto também € verificado nas plantas déodfecaupi sob
tratamento salino, quando essas plantas sdo exgistaltaneamente a privacido dé Ressa

maneira, é possivel que a recirculacio deiK floema contribua para a particdo mais adequada



desse nutriente pelos diferentes orgdos sob sadieicelevada, principalmente quando a
disponibilidade de Ké um fator limitante (WOLF; JESCHKE, 1987; WOkFal, 1991).

A exclusdo de Naassociada a acumulacido dé més folhas em condi¢cdes de estresse
salino possibilita a manutencdo da elevada reldCdbla’ nesses 6rgdos, a qual tem sido
relacionada a resisténcia das espécies glicéfilasaca toxicidade de NASHRAF; AHMAD,
2000; MISRA; DWIVEDI, 2004). Concentracdes altaskdee baixas de Nano simplasto foliar
séo favoraveis a atividade das enzimas que depeddefh como cofator e que participam de
processos metabdlicos fundamentais, como a fotessina respiracdo e a sintese de proteinas
(APSE; BLUMWALD, 2007; MAATHUIS; AMTMANN, 1999). Asplantas de feijao caupi
tratadas somente com NaCl 40 mM conseguem mamtdagiio K/Na" foliar acima de 1, mas
nas plantas submetidas conjuntamente ao tratansafito e a privacdo de Kessa relacéo
apresenta valor inferior a 1 no limbo das folhagaso Novamente, a baixa disponibilidade de K

predispde as plantas de feijdo caupi a toxicidadsdl sob estresse salino.

4.4.9 Conclusao

As plantas de feijdo caupi dispdem de sistemasiptus para a captacéo dé Bob baixa
disponibilidade, os quais s&o inibidos por coneaiies externas de Naompativeis com
condicbes de salinidade. As plantas expostas agéivde K e ao NaCl apresentam maior fluxo
de Nd e menor fluxo de Kno xilema, além de relacdo Ma" mais baixa nas folhas novas, que
as plantas tratadas apenas com NaCl. Dessa maaaistassez de'ke a salinidade elevada
atuam como estresses sinérgicos para o estabeltciohe condi¢cdes favoraveis a distarbios da

homeostase iGnica nas plantas de feijdo caupi.
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