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RESUMO

A salinidade é um fator que limita o crescimento e a produtividade das culturas e
pode estar associada a escassez de K*, além de propiciar estresses interativos sobre a
nutri¢do das plantas. No entanto, a absor(;ao quanto o transporte na planta compreende
uma seqiiéncia de processos, que se ddo desde o influxo de K" e/ou Na’; seu
carregamento no xilema; a sua distribui¢do ou translocagdo pelos diversos orgaos da
planta; a redistribui¢do entre parte aérea e sistema radicular; e seu efluxo para o meio
externo. Portanto, compreender esses processos ¢ decisivo para o estabelecimento das
plantas submetidas ao estresse salino, especialmente sob baixa disponibilidade de K"
No intuito de caracterizar os mecanismos envolvidos na absor¢do e no transporte desses
fons na planta sob condi¢des de salinidade, foram montados vérios experimentos, na
presenca de diferentes concentragdes de NaCl e KCI ex6genos, dependendo do objetivo
de cada experimento. No primeiro experlmento foi caracterizada a diferenga no padrao
de absorcio e/ou acumulo de K' e Na' submetidas as doses crescentes de K.
Ressaltamos que o fornecimento de concentragdes de K" elevadas poderia atenuar os
efeitos adversos causados por Na'. Os efeitos mais favoraveis foram associados com
alta seletividade de K' em todos os o6rgdos da planta. No segundo experlmento
objetivando caracterizar d1ferenc;as no padrdo de absorgdo e partigdo de K" e Na', foi
observado que os fons K" e Na' apresentam forte antagonismo em termos de transporte
e distribuicdo nas plantas jovens de pinhdo manso. Concentragdes elevadas de K" no
meio externo foram capazes de reduzir o transporte e os efeitos téxicos do Na' nas
folhas. Inversamente, niveis elevados de Na' e K" ausente causaram redugdo no
transporte de K™ nos diferentes 6rgdos da planta. No terceiro expenmento avaliamos o
efeito combinado do KCl e NaCl sobre a absor¢o e transporte de Na' e K submetidas
a temperaturas elevadas. Notamos que o fornecimento de concentragdes de K" elevadas
poderia atenuar os efeitos adversos causados por Na'. As plantas de pinhdo manso
apresentaram capacidade de retengdo (ou diminuigdo na absor¢do) do ion salino Na"
pelo sistema radicular com conseqiiente restri¢do do fluxo desses ions para a parte aérea
da planta, representando um importante mecanismo de resisténcia a salinidade. No
quarto experimento, foi avaliada além do efeito de diferentes temperaturas, umidades
relativas do ar em plantas expostas em doses combinadas de KCI e NaCl. Observamos
que em niveis adequados de K" e expostas ao excesso de NaCl independentemente da
temperatura e umidade relativa do ar elevada, reduzem os efeitos adversos do excesso
de sédio, possivelmente pela redugdo no transporte de Na' no xilema e menor
acumulacdo nas folhas. Estes dados sugerem que [KJext promovem fortemente a
mitigagdo dos efeitos adversos do excesso de sodio e redugdo deste ion em plantas de J.
curcas.

Palavras-chave: Absorcio de K™ e Na'; Transporte de K* e Na"; Homeostase iénica;
Nutrigdo mineral; Pinhdo manso.




ABSTRACT

Salinity is a factor that limits crop growth and productivity and be associated with
lack of K" providing interactive stresses on plant nutrition. However, both the
absorption and transport in the plant, comprising a sequence of processes that take place
since the influx of K' and/or Na'; loading into the xylem for distribution or
translocation by the various organs of the plant; redistribution across shoots and roots,
and its efflux to the external environment. Understanding these processes is crucial for
the establishment of plants subjected to salt stress, especially under low K" availability
of. In order to characterize the mechanisms involved in absorption and transport of ions
in the plant under saline conditions, several experiments were assembled in the presence
of different concentrations of exogenous NaCl and KCl, depending on the purpose of
each experiment. In the first experiment it was characterized the difference in the
pattern of absorption and/or accumulation of K™ and Na" submitted to increasing levels
of K'. We emphasize that the prov1310n of high concentrations of K' could alleviate the
adverse effects caused by Na'. The most favorable effects were associated with high
selectivity of K' in all plant organs. In the second experlment alrnmg to characterize
differences in the pattern of absorption and partition of K* and Na', we found that K™
and Na" have strong differences in terms of transpoﬁatlon and dlstrlbutlon in saplings of
Jatropha curcas. High concentrations of K" in the external environment were able to
reduce transport and toxic effects of Na' in leaves. Conversely, high levels of Na *
caused a reduction in the transport of K" in different plant organs. The third expenment
evaluated the combined effects of KCI and NaCl on the uptake and transport of Na™ and
K" at elevated temperatures. That the supply of high concentrations of K" could
alleviate the adverse effects caused by Na'. We can even say that physic nut plants were
capable of retaining (or decrease in the absorption) of saline Na" ion by the root system
with consequent restriction of the flow of these ions to the shoots of the plant,
representing an important mechanism of resistance to salinity. In the fourth experiment
evaluated beyond the effect of different temperatures, relative humidity in plants
exposed to combined rates of NaCl and KC1. Observed that in appropriate levels K" and
exposed to excess NaCl regardless of temperature and relative humidity high, reduce the
adverse effects of excess sodium, possibly by reducing the transport of Na® in to the
xylem and less accumulation in the leaves. These data suggest that [K ]ext strongly
promote the mitigation of the adverse effects of excess sodium and reduction of this ion
in plants J. curcas.

Keywords: Uptake of K" and Na'; Transport of K* and Na'; Ton homeostasis; Mineral
nutrition; Physic nut.
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NORC — Canal retificador de saida ndo seletivo, do inglés nonselective outward-
rectifying channels

NSCCs — Canais de Cations néo seletivos, do inglés nonselective cation channels
SKOR — Canal retificador de saida de K™ do estelo, do inglés stelar K* outward rectifier
SKT — Transportador de K" de Solanum, do inglés Solanum K" transporter

UR - Umidade Relativa do ar

T °C — Temperatura do ar

Jx — Taxa de acumulagdo de K*

Jna— Taxa de acumulagdo de Na”

Sk.Na — Seletividade K"-Na'

Snak — Seletividade Na*- K
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3. CAPITULO 1

3.1. Introducdo Geral

O efeito do estresse salino sobre as plantas induz uma série de respostas
morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas. Tais respostas variam amplamente
dependendo do gendtipo e da fase fenologica da planta (ORCUTT e NILSEN, 2000;
PEDROL, 2000). Uma vez a planta submetida ao estresse salino, o seu crescimento €
restringido e niveis excessivamente elevados de salinidade causam disturbios das
células tanto no sistema radicular quanto da parte aérea. (EPSTEIN e BLOOM, 2006).
Os efeitos da salinidade sobre as plantas sdo conseqiiéncias de fatores osméticos e
iénicos. O componente osmético resulta das elevadas concentragdes de sais dissolvidos
na solugdo do substrato, os quais reduzem o potencial osmotico, e conseqiientemente o
potencial hidrico dessa solugdo, diminuindo a disponibilidade da dgua para a planta. O
efeito ibnico, por outro lado, refere-se aos fons absorvidos pelas plantas, os quais podem
provocar um desequilibrio iénico e/ou efeitos téxicos para o metabolismo da planta
(XIONG e ZHU, 2002; WILLADINO e CAMARA, 2004).

O excesso de sodio no meio de crescimento afeta o crescimento e a produgdo da
maioria das glicéfitas e a intensidade desse efeito varia em funcio da espécie, gendtipo
¢ estadio de desenvolvimento (MUNNS et al., 2002). Os efeitos adversos do excesso de
Na" sobre a nutrigio potassica podem ocorrer tanto na fase de absor¢do como no
metabolismo celular. Durante a absorcdo os canais responsdveis pela absorgdo de K*
podem permitir o influxo de Na' em um processo competitivo (XIONG e ZHU, 2002).
O actimulo deste elemento no citosol pode interagir com sitios de ligagdo especificos
para K* em enzimas, e reduzir ou bloquear a atividade dessas proteinas, interferindo
fortemente no metabolismo celular (MAATHUIS e SANDERS, 1996).

Essas interacdes competitivas entre os fons Na' e K' ¢ um fenomeno bastante
citado na literatura e é atribuida as similaridades fisico-quimicas, como raio idnico
hidratado e carga elétrica dos dois fons (MAATHUIS e AMTMANN, 1999). Segundo
(KOCHIAN e LUCAS, 1988; MAATHUIS e SANDERS, 1996) o ion potassio (K é
um macronutriente essencial para todas as espécies vegetais e desempenha fungdes
biologicas que envolvem processos celulares e fisiologicos. O K" atua na manutengio
do potencial osmético celular, no balango de cargas negativas do citosol e na

manutencdo do potencial de membrana plasmatica, e é co-fator enzimatico em diversas
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enzimas da fotossintese, da respiracdo e da biossintese de proteinas (MAATHUIS e
AMTMANN, 1999; EPSTEIN e BLOOM, 2006).

Resultados obtidos por Silva et al. (2009) demonstraram que plantas jovens de
pinhdo manso apresentam concentragdes muito elevadas de K" nas folhas e que na
presenga de niveis de NaCl na solugdo nutritiva (50 mM) os niveis de K" nas folhas sdo
reduzidos quase 10 vezes. Essa observag@o sugere duas hipdteses: (1) a espécie deve ser
muito exigente por K'; (2) deve existir um intenso antagonismo entre esses dois ions.
De fato, ¢ largamente conhecido na literatura que em diversas espécies, niveis elevados
de Na" podem causar grandes deplegdes nas concentragoes de K, especialmente em
raizes. Ato continuo, mudangas como as observadas por Silva et al. (2009) séo
singulares para glicofitas. Dessa maneira, parte dos efeitos negativos causados pela
salinidade em pinhdo manso (especialmente em solos salinos-sodicos) poderia ser
causado por caréncia de K" nas folhas, associados com outros efeitos deletérios da
salinidade. Nesse caso, o uso de adubagdes potassicas poderia atenuar tais efeitos.

Com base nessas observagdes por Silva et al. (2009), pareceu interessante elucidar
quais os mecanismos de interagao Na" - K em pinhdo manso. Em outras palavras, foi
necessario responder as seguintes questdes: (a) como se comporta a absorcio de K" nas
raizes dessa espécie em presenga e auséncia de K* na presenca de Na'?; (b) qual o
mecanismo de interagdo entre K' e Na' no sistema raiz-xilema?; (c) como se da o
carregamento de K™ no xilema radicular na presenga de excesso de Na™?; (d) quais
niveis de K" que poderiam atenuar o fluxo de Na' para as folhas jovens? (e) e sendo
uma espécie do semidrido, como os fatores da temperatura e umidade relativa do ar
podem alterar todos esses processos?

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) esta sendo considerada uma opg¢do agricola
para a Regido Nordeste por ser uma espécie aclimatada e com forte resisténcia a seca e
alta temperatura (SUJATHA et al., 2008). Atualmente, essa espécie ndo estd sendo
explorada comercialmente no Brasil, mas ¢ uma planta oleaginosa vidvel para a
obtengdio do biodiesel, pois produz, no minimo, duas toneladas de oOleo por hectare,
levando de trés a quatro anos para atingir a idade economicamente produtiva, que pode
se estender por 40 anos (BEHERA et al., 2010). As experiéncias recentes com 0 pinhao
manso, a cargo de algumas institui¢des agricolas do pais, cujos resultados definitivos
ainda demandam algum tempo, comprovam o interesse crescente no conhecimento
agrondmico da cultura. No mundo existe pouco conhecimento sobre esta planta, cujo

género tem mais de 170 espécies, sendo a mais importante Jatropha curcas L. e
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somente nos ultimos 30 anos é que foram iniciados estudos agrondmicos sobre a
mesma, sendo ainda uma espécie considerada ndo domesticada (CARNIELLI et al.,
2005).

Levando em consideragdo os aspectos agrondmicos do pinhdo manso que
necessitam de investigagdo, uma vez que a literatura disponivel sobre esta cultura €
bastante escassa, bem como a inexisténcia de cultivares. Neste contexto, compreender a
sua caracterizagdo fisiologica em condigdes de estresses como salinidade é decisivo
para o estabelecimento das plantas de pinhdo manso, bem como avaliar o papel protetor
do K frente 2 salinidade, como a salinidade poderia alterar os processos de interagdo

K'-Na* e os possiveis reflexos ocasionados pelo Na' na aquisigdo e distribuigdo de K"

3.2. Referencial teorico

3.2.1. Relevéncia fisiolégica da absor¢do, distribuicdo e transporte deK' e
Na'.

3 2.1.1. Estresse salino e toxicidade de Na*

O estresse salino corresponde a condigbes adversas para o crescimento, 0
desenvolvimento ou a produgio de plantas devido ao excesso de sais no solo (BRAY et
al., 2000). Muitos processos bioquimicos e fisiologicos das plantas podem ser afetados
pelo estresse salino devido a distirbios osméticos e/ou ibnicos. A diminui¢do do
potencial osmético do solo devido ao excesso de sais pode restringir a absorgdo de agua
pelas plantas, afetando o crescimento (BRAY et al., 2000; TESTER e DAVENPORT,
2003). Além disso, a absor¢do de fons do solo ¢ a sua acumulagio nos tecidos podem
interferir na nutri¢io e no metabolismo das plantas (MAATHUIS e AMTMANN, 1999,
TESTER e DAVENPORT, 2003).

A toxicidade iénica associada ao estresse salino causado pelo NaCl pode ser
decorrente de efeitos dos ions Na* e CI' (BLUMWALD et al., 2000). Apesar disso, 0s
efeitos nocivos de Na™ sobre processos bioquimicos e fisiologicos das plantas sdo mais
conhecidos. Apenas espécies C4 requerem Na“ como micronutriente, atuando na
fotossintese durante a translocagio de piruvato através do envelope dos cloroplastos
(MAATHUIS ¢ AMTMANN, 1999). Para a maioria das espécies, no entanto, a

acumulaciio de Na™ nos tecidos pode ser prejudicial por afetar principalmente a nutricdo
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de K* (MAATHUIS e AMTMANN, 1999; BLUMWALD et al.,, 2000; TESTER e
DAVENPORT, 2003).

K é o cation requerido pelas plantas em maiores quantidades, atuando em
diversas fungdes celulares. A acumulagéo de K no citosol auxilia no balango de cargas
negativas de proteinas e 4cidos nucléicos, enquanto a acumulagéo de K" no vactolo
auxilia na manutenco da pressdo de turgescéncia (MAATHUIS e AMTMANN, 1999).
Além disso, K atua como cofator de enzimas da biossintese de proteinas, da respiragao
e da fotossintese (MAATHUIS e AMTMANN, 1999; TESTER e DAVENPORT,
2003).

Em plantas sob condi¢des normais de crescimento, as células mantém elevadas
concentragdes de K' e baixas concentragdes de Na' no citosol. Esta elevada razédo
K'/Na® é considerada fundamental para a homeostase inica de células vegetais
(MAATHUIS e AMTMANN, 1999; SERRANO e RODRIGUES-NAVARRO, 2001;
ZHU, 2003). Em plantas sob estresse salino causado pelo NaCl, no entanto, as células
podem softer alteragdes da homeostase iénica, envolvendo o aumento da concentragdo
de Na' no citosol e a diminui¢io da razio K'/Na' (SERRANO e RODRIGUES-
NAVARRO, 2001; ZHU, 2003). Estas alteragdes podem interferir em processos de
transporte através de membranas e em reagoes metabdlicas, devido & competi¢do entre
Na' e K" por sitios de ligagdo em transportadores de membrana e em enzimas, a qual €
propiciada pelas similaridades fisico-quimicas entre estes ions. Assim sendo, o estresse
salino causado pelo NaCl pode afetar a nutri¢do de K" pela toxicidade de Na’ sobre a
absor¢do, o particionamento e as fungdes metabolicas de K (MAATHUIS e
AMTMANN, 1999; BLUMWALD et al., 2000; TESTER e DAVENPORT, 2003).

3.2.1.2. Exclusd@o de sal: homeostase ionica

A elucidagio dos mecanismos pelos quais ocorre a absorcio de K' e Na" é
essencial para o entendimento do crescimento da planta e a base funcional da absorgao
de cations. No nivel molecular destacam-se os canais idnicos € 08 transportadores que
regulam o movimento fons através da membrana. Como ndo existem transportadores
especificos de Na', esse cation ¢ absorvido por competi¢do através de carregadores de
K e Ca*” (MASSER et al., 2002). O Na' pode também ser absorvido através de canais

de cations de baixa afinidade, os chamados canais ndo seletivos. Existem ja descritas
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seis familias de genes relacionadas ao transporte de K" e, dentre essas, quatro familias
s3o fortes candidatas a transportadores de Na': transportadores HKT, transportadores
KUP/HAK/KT e os canais CNGC e LCT1 (MASSER et al., 2002).

Nio ha evidencias de que exista adaptagdo de enzimas a presenca de elevadas
concentra¢des salinas (MUNNS, 1993), portanto os mecanismos de resisténcia ao nivel
celular envolvem a manutengdo da exclusdo do sal do citoplasma. O efluxo de Na' do
citoplasma ocorre através do antiporte Na'/H' associado a um gradiente de ApH
formado através da membrana (BLUMWALD, 2000; BLUMWALD et al., 2000). Uma
ATPase é a principal responsavel pelo ApH e o gradiente de potencial de membrana
encontrados na membrana plasmatica. Uma H' - ATPase vacuolar gera um ApH e um
potencial de membrana através do tonoplasto. A atividade dessas bombas ¢ necessaria
para o transporte secundario que resulta no efluxo de ions em plantas sob condigdes de
estresse salino (BLUMWALD et al., 2000). O efluxo de Na" do citoplasma é mediado
por um produto do gene SOSI (Salt Overly Sensitive 1), que funciona como um
transportador Na'/H" do tipo antiporte. A compartimentalizagdo vacuolar de Na'
resulta, em parte, da atividade de uma familia de transportadores Na'- H" do tipo
antiporte, tal como NHXI identificado em Arabdopsis (MUNNS e TESTER, 2008).
Individuos trangénicos de Arabdopsis, com super expressio do gene que codifica
AtNHX1, exibem acentuada resisténcia, quando expostos a0 NaCl (APSE et al., 1999;
HORIE e SCHROEDER, 2004).

Os mecanismos de absor¢do e exclusio de Na® atuam simultaneamente e definem
o grau de sensibilidade da planta a salinidade. Essas e varias outras evidencias sugerem
que a resisténcia a salinidade ¢ um carater multigénico. Pesquisas em fisiologia da
tolerancia & salinidade sugerem a existéncia de vérios subcaracteres, 0s quais, por sua

vez, podem ser determinados por um numero especifico de genes (FLOWERS, 2004).

3.2.1.3. Transporte de K" e Na*

A absorgio de K e Na® se d4 inicialmente pelo contato do fon com a raiz. Para
que isso acontega, os fons percorrem O solo ao encontro do sistema radicular, por
movimento de difusdo, fluxo de massa e interceptagao radicular. No entanto, a absor¢do
quanto o transporte na planta, compreendem uma seqiiéncia de processos, que se dao

desde o influxo de K e/ou Na' através das células epidérmicas e corticais das raizes;
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seu carregamento no xilema com o auxilio das células parenquiméticas do estelo; a sua
distribui¢do ou translocagdo pelos diversos orgdos da planta; sua redistribuigdo entre
parte aérea e sistema radicular via floema; e seu efluxo para o meio externo
(MALAVOLTA et al., 1997; EPSTEIN e BLOOM, 2006).

O influxo de K* e Na' nas plantas foi caracterizado inicialmente por Epstein et al.
(1963), em raizes destacadas de plantulas de cevada (Hordeum vulgare L.), onde as
mesmas foram germinadas e cultivadas em solugdo diluida de CaSO4. As raizes
apresentaram cinética de saturagdo dupla, envolvendo mecanismos de transporte de alta
e baixa afinidade. O mecanismo de alta afinidade opera em concentragdes micromolares
de K" externo (mecanismo 1) variando de 1 a 200 uM (KOCHIAN e LUCAS, 1988;
FOX E GUERINOT, 1998) com um K, variando de 10-20 pM K" (RODRIGUEZ-
NAVARRO e RUBIO, 2006). Este processo de absor¢do é importante para nutricdo de
plantas em solos tropicais, principalmente essas localizadas na regido nordeste, onde a
concentracdo de K' disponivel na solugio do solo é baixa. Esse sistema ¢ altamente
seletivo para o K, apresentando valores de K., baixos.

O transporte de K de alta afinidade, pela membrana plasmatica de células das
raizes, pertence a trés grupos principais: os canais do tipo Shaker, tendo como principal
representante os membros da familia AKT, identificados inicialmente em Arabidopsis
thaliana (SENTENAC et al., 1992), os co-transportadores Na'/K' da familia HKT, os
quais foram isolados em plantas de trigo (RUBIO et al., 1995) os co-transportadores da
familia KT/HAK/KUP, isolados em cevada (HvHAK) e Arabidopsis (AtKT) (SANTA-
MARIA et al., 1997; KIM et al., 1998).

O mecanismo de transporte de baixa afinidade, por sua vez, opera em
concentragdes milimolares de K externo (mecanismo 2), sendo considerado pouco
seletivo para o K~ em relagdo a outros cations alcalinos. Esse mecanismo e ndo €
saturével em concentracdes crescentes de K externo, onde o processo de difusdo
facilitada ocorre através de canais seletivos até o citoplasma (FOX e GUERINOT,
1998). O transporte de baixa afinidade pela membrana plasmatica de células de raizes ¢
realizado, principalmente, pelos canais retificadores internos (KIRCs), os canais
retificadores externos (KORCs) e canais independentes a voltagem (VICs)
(MAATHUIS e AMTMANN, 1999).

Estudos envolvendo cinéticas, propriedades seletivas, condutincia de absorgdo de
fons e expressdo de genes indicam que os KIRCs expressos em raizes, como AKT1 de

A. thaliana (HIRSCH et al., 1998), SKT1 em batata (ZIMMERMANN et al., 1998) e
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LKT1 em tomate (HARTJE et al., 2000) atuam no transporte de K™ pelo mecanismo de
baixa afinidade. No entanto, experimentos com mutantes com perda da func¢do aktl em
A. thaliana, através da inserg¢do de T-DNA, mostram que este esta envolvido também no
transporte de K* pelo mecanismo de alta afinidade (HIRSCH et al., 1998; SPALDING
et al., 1999). Os autores indicam que a absorgdo de K' ¢ possivel pelo desenvolvimento
de valores de potencial elétrico negativo de membrana (-230mV), desde que, o
gradiente eletroquimico de K' favoreca seu actimulo no citosol. Os transportadores
HKT pertencem a uma superfamilia que inclui membros identificados em bactérias,
leveduras e plantas, funcionando como co-transportadores de K'/H", K/K" ou K'/Na',
de acordo com as condigdes i6nicas do meio (VERY e SENTENAC, 2003; AMRUTHA
et al., 2007).

A familia de transportadores KT/HAK/KUP inclui transportadores de K* que
devem catalisar o co-transporte H'/K", os quais siio envolvidos com o influxo de K' de
alta afinidade (RODRIGUEZ-NAVARRO, 2000). Os canais KIRCs podem interceder
também o transporte de Na' em baixa afinidade em condi¢des de salinidade elevada
(AMTMANN ¢ SANDER, 1999). A salinidade inibe a expressdo de AKT1 alterando
desta forma a homeostase do K" e na reducfio do crescimento da planta (FUCHS et al.,
2005). Os canais da familia AKT/KAT sdo eficientes na absorgdo de K, ainda que em
concentracdes baixas (10 pM) (HIRSCH et al., 1998). Neste processo, pode interferir o

Ca’" Mg*” e 0 Na", que em concentragdes elevadas podem inibir a absor¢do de potdssio

(Figura 1).
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Figura 1 - Transportadores ¢ os fluxos de K™ e Na” na célula vegetal (SERRANO e RODRIGUEZ-
NAVARRO, 2001).

3.2.1.4. Relagdo K*/Na" na tolerdncia das plantas a salinidade

Muitos autores tém correlacionado a tolerancia e/ou resisténcia a salinidade com
uma adequada nutrigdo potdssica, podendo a relagio Na'/K" ser utilizada como critério
de selegdo de materiais sensiveis ou tolerantes ao estresse salino (MAATHUIS e
AMTMANN, 1999). Alguns autores tém relatado a existéncia de multiplos sistemas de
absorgio com diferentes seletividades para K™ e Na’ o que pode refletir a necessidade
da planta para coordenar o influxo desses cations (SCHACHTMAN e LIU, 1999).

Sob condigdes de salinidade sédica ou condigdes sodicas, altas doses de Na™ ndo
s6 interferem na aquisi¢do de K" pelas raizes, mas também podem provocar danos nas
membranas de raizes e alterar sua seletividade (VIEGAS et al., 2001). A seletividade do
sistema radicular para o K* sobre o Na" deve ser suficiente para satisfazer os teores de

K" requerido para os processos metabolicos, regulagio do transporte de fons e para o
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ajustamento osmotico (MAATHUIS e AMTMANN, 1999). Os mecanismos de influxo
de K* e Na" sobre a membrana plasmatica nio estio bem caracterizados. Sugere-se que
a absorgdo de Na' ocorre por um sistema de alta afinidade para absor¢io de K™ (HORIE
e SCHROEDER, 2004), além de canais ndo seletivos para absor¢do de ions
(BLUMWALD et al., 2000). A absorgio de K" ocorre por transportadores seletivos de
alta afinidade e por canais seletivos de baixa afinidade (MAATHUIS e AMTMANN,
1999).

Desse modo, a compartimentalizagio de Na' nas raizes aliada a intensificagéo da
transferéncia de K para a parte aérea deve manter a alta relagio K'/Na' nas folhas,
evitando a toxicidade de Na' nos tecidos fotossintetizantes. A retencdo de Na' nas
raizes e acumulagdo de K' nas folhas de girassol (QUINTERO et al., 2007) expostas ao
NaCl indicam que mecanismos similares podem ocorrer em outras dicotiledoneas.
Portanto, esses mecanismos podem ser utilizados por essas espécies para evitar
disturbios na homeostase i6nica sob estresse salino (MAATHUIS ¢ AMTMANN,
1999).

3.2.1.5. Caracteristicas e importancia do pinhdo manso

O pinhdo manso € considerado uma planta rustica de facil adaptagdo a solos
marginais de baixa fertilidade. Segundo Severino et al. (2006) o pinhdo manso
desenvolve-se sob condigdes climaticas diversas, desde regibes tropicais muito secas a
timidas, tolerando precipitagdes pluviométricas entre 600 ¢ 1500 mm ano™. A elevada
tolerancia a seca abre novas e amplas perspectivas para o aumento das dreas de plantio
em regides com baixa disponibilidade de recursos hidricos. O aumento da exploragdo
comercial do pinhdo manso estd relacionado com a alta qualidade do 6leo e facil
conversdo deste em biodiesel. Analises preliminares mostram que o 6leo de pinhdo
manso tem cerca de 80% do poder calorifico do 6leo diesel. Quando utilizado em
veiculos automotivos, pode gerar a mesma poténcia com consumo cerca de 20% maior,
ruido mais suave e emissdo de fumaca semelhante (FURLAN et al., 2006). O dleo de
pinhdo manso possui cerca de 80% de acidos graxos insaturados (ABDRABBO et al.,
2009), o que confere baixo ponto de solidificagio do d6leo (-10 °C), podendo esse ser

comercializado em diversos locais, inclusive regides de clima sub-tropical (Tabela 1).
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Tabela 1 - Composigéo de 4cidos graxos no ¢leo de pinhdo manso.

Acidos graxos Pinhdo Manso
CETEC (1983) Abdrabbo (2009)

Acido Palmitico 14,3 13,45
Acido Palmitoléico 1,3 0,78
Acido Esteérico 5,1 7,24
Acido Oléico 41,1 47,29
Acido Linoléico 38,1 30,68
Acidos Saturados 19,4 20,97
Acidos Insaturados 80,6 79,03

O Oleo de pinhio manso possui maior qualidade de ignigdo por ser menos viscoso
que os Oleos de dendé€, babacgu e soja, mas, € muito mais viscoso que o diesel. O co-
produto principal do pinhdo manso € a torta, rica em N, P, K e matéria orgénica,
empregada como fertilizante com efeito nematicida. Quando destoxificada, pode ser
usada como ragdo animal, a semelhanca da torta de mamona, contendo 57% de proteina.

A casca da planta pode ser usada como carvdo vegetal e matéria-prima para papel
(ACHTEN et al., 2008; DIVAKARA et al., 2010).
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

O objetivo geral dessa tese foi elucidar os mecanismos de interagio K'-Na' em
plantas jovens de pinhdo manso (Jatropha curcas L.) submetidas a condigdes de
estresse salino causado por NaCl, nos processos de partigdo, transporte e seletividade.
Adicionalmente, retratar o possivel papel protetor do K sobre o Na' e os possiveis

. P . . + +
efeitos da salinidade sobre a concentrag@o dos ions K" e Na .

4.2 Objetivos especificos

4.2.1. Determinar o padrio de particio de Na' e K em plantas de pinhfio manso

tratadas com NaCl sob doses crescentes de K';

4.2.2. Determinar o padrdo de particio de Na' e K' em plantas de pinhdo manso

tratadas com NaCl em diferentes temperaturas e umidades;

4.2.3. Determinar as concentracdes de K™ e Na' do xilema radicular;

4.2.4. Determinar a seletividade e a taxa de acumulacéo de K" e Na';

4.2.5. Determinar as alteragdes na massa seca, nas taxas fotossintéticas, transpiragdo

e condutancia estomatica;

4.2.6. Caracterizar a cinética de absor¢io para K™ e Na* de baixa afinidade em raizes

de pinh@o manso;

4.2.7. Caracterizar a cinética de absor¢do de K' na presenca e auséncia de NaCl em

raizes destacadas do pinh&o manso;

4.2.8. Verificar o efeito competitivo do K™ sobre o influxo de Na™ em raizes de

pinhdo manso.
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5. CAPITULO 2 - Artigo 1 - Increase of external potassium improves K'/Na" ratios,
photosynthesis and NaCl-salinity resistance by antagonistic ionic interaction in

Jatropha curcas

Artigo submetido na Journal Plant Physiology no dia 14/02/2011

Increase of external potassium improves K'/Na" ratios, photosynthesis and NaCl-

salinity resistance by antagonistic ionic interaction in Jatropha curcas

Abstract — This study assessed the relationships between the external K'/Na' ratios,
with respect to ion transport and partitioning, photosynthesis, and the growth of
Jatropha curcas under saline conditions. The seedlings were exposed to increasing
external K™ concentrations (6.25, 12.5, 25.0, 37.5 and 50.0 mM), combined with 50.0
mM NaCl in a nutrient solution. The photosynthesis and plant dry matter progressively
increased with the increase of the external K/Na" ratios up to a ratio of 37.5/50.0 and
then decreased. These increases in photosynthesis and growth were directly correlated
with K™ transport and inversely correlated with Na* transport from the roots to the
leaves. These two ions showed a reciprocal pattern of transport and accumulation in the
roots, xylem, stem and leaves. The external K*/Na" ratios presented highly correlated
relationships with the K'/Na' ratios in all of the organs examined. Optimal rates of
photosynthesis and plant growth occurred in leaves with K'/Na" ratios that ranged from
1.0 to 2.0, indicating that this parameter is a good indicator for K'/Na" homeostasis
under salinity conditions. In conclusion, a set of favorable physiological characteristics,
which involve a high K" affinity and selectivity versus Na', are associated with high
rates of root uptake, xylem flux and shoot transport and are essential to optimal
adequate K'/Na™ ratios in tissues to avoid the adverse effects of Na™. These conditions
allowed high rates of photosynthesis and growth, even under a potentially toxic NaCl

level.
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Introduction

Salinity is one of the most serious problems that can affect worldwide crop
productivity (Munns and Tester, 2008). This problem is most acute in tropical, semi-
arid regions, where sodic saline soils are found in large proportion (Ferreira-Silva et al.,
2009). In these regions, soil conditions and the climate favor Na' accumulation that
provokes unfavorable changes in the soil chemical characteristics, such as increased pH
and decreased K availability (Tester and Davenport, 2003). An imbalance in K'/Na"
ratios in the root medium can cause severe problems to both plant nutrition and
metabolism, including Na® toxicity, K -deficiency and metabolic disturbances, due to
alterations in several biochemical reactions that require potassium as an enzymatic
cofactor (Apse and Blumwald, 2007; Shabala and Cuin, 2007).

The competitive interaction between K and Na' initially involves the root
transport systems, which use transporter proteins and ion channels (Apse and
Blumwald, 2007). K'-transport systems are relatively well known, but those involved
with Na' uptake are less well understood (Britto et al., 2010). Experimental evidence
has shown that Na" influx might be mediated by several transport systems, especially
via the high-affinity K'-transport channels (Dreyer and Blatt, 2009; Szczerba et al.,
2009). At high concentrations in the root medium, Na' can also be absorbed by the low-
affinity systems via non-selective cation channels (Britto and Kronzucker, 2008; Voigt
et al., 2009; Britto et al., 2010).

The absorption and distribution of K* and Na in plant tissues and organs
involves several steps. Initially, these ions can reach the parenchyma cells around the
vessel system by means of root radial transport (Coskun et al., 2010). To arrive at the
xylem sap, the ions need to cross the plasma membrane of the parenchyma cells and be
loaded into the xylem vessels. This step is critical to determine the flux, the partitioning
at the whole-plant level and the accumulation in the leaves (Tester and Davenport,
2003). The selectivity of K™ and Na' in different tissues is widely dependent on the
species and cultivar, as well as physiological mechanisms, which are poorly understood
(Olias et al., 2009; Coskun et al., 2010).

K'/Na' ratios in plant tissues, despite being a very simple index, have been
widely used to assess both selectivity and ion homeostasis under salt stress (Britto and
Kronzucker, 2008). In some species, this index in leaves has been utilized as a

physiological marker for the selection of salt-tolerant cultivars (Maathuis and
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Amtmann, 1999; Flowers, 2004). The K’/Na" homeostasis mechanisms under salinity
are very complex and involve several processes, such as cellular compartmentalization
(the cytosol and vacuole), the redistribution of ions at the whole-plant level (involving
the xylem and phloem), the distribution and recycling between organs and the
selectivity at the level of uptake and long-distance transport (Maathuis and Amtmann,
1999; Shi et al., 2002; Zhu, 2003). It has been widely reported that elevated levels of K"
in the external medium exert beneficial effects on plants exposed to high levels of Na®,
thus, restricting salt toxicity.

Despite several reports related with molecular aspects of K™ and Na' transport
(Davenport et al., 2005; Britto and Kronzucker, 2008), less integrative studies,
involving the uptake, xylem flux, transport and selectivity of these two ions, have been
performed. Some experimental evidence has indicated that a K'/Na' ratio of
approximately 1.0 in the cytosol of plant cells is a minimum value required to maintain
an adequate ion homeostasis (Maathuis and Amtmann, 1999; Carden et al., 2003).
However, this conclusion was based on rather scarce experimental evidence. Several
authors have proposed K'/Na" ratios in the leaves as being a good indicator for the
selection of genotypes for salt tolerance (Flowers, 2004). Surprisingly, salinity-induced
perturbations in K' homeostasis are usually considered of “secondary importance”
(Tester and Davenport, 2003) and are frequently ignored by many researchers (Shabala
and Cuin, 2007).

This problem is serious because there is little information about the relationships
between the K'/Na’ ratios in plant tissues, with regard to their physiological
significance, and the mechanisms of the amelioration of Na" toxicity and plant growth
(Kronzucker and Brito, 2011). Understanding the mechanisms involved in the
protective role of K" against the damage caused by Na" excess can be useful to help find
physiological markers that are suitable for the selection of salt-tolerant genotypes
(Maathuis and Amtmann, 1999; Britto and Kronzucker, 2008). Previous studies with
Jatropha curcas have shown that this species displays a strong interaction between K
and Na" at the whole-plant level (Silva et al., 2009), showing that moderate levels of
Na” (25 mM) in the external medium cause a remarkable decrease in the K'
concentration, provoking prominent decreases in the leaf K'/Na" ratio.

The present study was carried out to test the hypothesis that adequate K'/Na*
ratios in the tissues of J. curcas, induced artificially by an increase in the external K*

levels, is more important to attenuate the stressful effects of NaCl salinity and to
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improve growth than is the absolute content of K and Na*. We report here that K and
Na' exhibited a strong and reciprocal interaction at level of the whole plant. Moreover,
increases in the external K'/Na* ratios were able to restrict strongly the Na' root uptake,
xylem flux and transport to the stem and leaves. In addition, an adequate K'/Na' ratio in
the leaves (from 1.0 to 2.0) improved the photosynthesis and growth of plants exposed

to a condition of 50 mM NaCl in the external medium.

Materials and Methods
Plant growth conditions and treatments

Jatropha curcas seeds, cultivar FT1, supplied by Tamadua Institute (Brazil),
were previously selected for size and weight, surface sterilized with a 5% sodium
hypochlorite solution, germinated in sand and irrigated daily with distilled water. Eight
days after sowing, seedlings were transferred to plastic pots (2 L) containing one-fourth
strength Hoagland and Amon (1950) nutrient solution during the first week and one-
half strength thereafter. The solution was changed every week, and the pH was adjusted
to 6.0+0.5 every two days with 1 M NaOH or 1M HCI. Seedlings (23 days old) were
transferred to solutions containing one of five K'/Na' ratios (0.125, 0.25, 0.50, 0.75 or
1.00) obtained by mixing 6.25, 12.5, 25.0, 37.5 or 50 mM of KCI with the 50 mM NaCl
in the nutrient solution. A treatment with plants grown in the nutrient solution in the
absence of NaCl was used as a reference treatment. At the onset of the experiment, 23-
day-old seedlings, grown in the absence of NaCl, were harvested for the determination
of the initial K™ and Na* contents in the roots, stem and leaves and the root dry weight.
The salt-treated and reference seedlings remained for 12 days under the treatments. The
experiment was carried out in a greenhouse under natural-light conditions, located at the
Federal University of Ceara, Brazil (3°45°47°'S, 38°32°23""W, at sea level). The mean
environmental conditions inside the greenhouse were as follows: 23 °C/32 °C
(minimum in the night and maximum in the day), 65% relative humidity, an average of
maximum photosynthetically active radiation density (PPFD) of approximately 600

umol m? s’

supplied by sunlight, and a 12-hour (h) photoperiod. At the end of
experimental period, the plants were separated into the leaves, stem and roots and the
material was dried for 72 h at 70 °C. The dry weight (DW) was determined, and a fine

power was produced and used for the determination of Na* and K" concentrations.
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Determination of Na”~ and K uptake rate in excised roots

Excised roots from the 23-day-old seedlings were washed with 0.1 mM CaCl, at
room temperature (2-4 °C) for 5 minutes to eliminate the apoplastic ions, according to
the method of Huang et al. (1992) and as previously described (Voigt et al., 2009). For
the dose-dependent assay, roots were placed into 250-mL Erlenmeyer flasks containing
100 mL of 2 mM HEPES buffer (pH 6.0) plus 0.1 mM CaCl; and different KCl
concentrations (mM), 6.25, 12.5, 25.0, 37.5 or 50.0, all combined with 50 mM NaCl.
The flasks were kept at 30 °C on a shaker for 60 min. The net uptake of Na* and K" was
determined by the measurement of ion concentrations in the root tissues. The Na™ and
K" concentrations in the plant tissues were measured by flame photometry, as
previously described (Voigt et al., 2009). Net uptake rate was expressed as mmol (kg
root DW h )'[.

Determination of the xylem flux, transport rate and selectivity

The xylem sap flux was collected by the vacuum extraction method described by
Schurr (1998). The stem was cut in the neck region (three inches above the root), and
the xylem sap was collected with a vacuum pump under low pressure (-60 kPa) at 25 °C
for 30 minutes. The first portions of the sap were discarded, and the samples were
immediately frozen and kept at -20 °C. The root xylem flux (J,) of K™ and Na" was
determined after the measurement of the ion concentrations and expressed as mmol (L
sap h)™'. The transport rates (Js) of Na* (Jna) and K* (Jx) in the leaves and stem were
calculated from the changes in the contents of Na* and K' in the plant tissues and
calculated according to the equation described by Welbank (1962):

M, - In{W, — W,
JNaOI'JK:( 2= M,) x %=1,
T,—-T, Wo— W,

Where J; was calculated from the change in the ion contents of each plant part (stem
and leaves) over the experimental time (12 days) and expressed in terms of the change
in the root dry weight;

M; and M, = K" and Na' contents in different plant parts at the onset of the
experiment (M;) and at the end of the experimental period (M,);

T, — T} = the experimental period (12 days); and

W, — W, = the difference between the root dry weight at the end (W>) and at the
onset of the experimental period (W)).

The results were expressed as mmol (kg root DW day)™.
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The K™ and Na* selectivity (Skna) and (Swnax), respectively, was calculated by
the K'/Na" ratios (on a mmol basis) and by the formula described by Jeschke and Stelter
(1983):

JK [NG+]ext
Iva [K+3ext ’

SK, Na~—

Where:

Jk and Jy, represent the K™ and Na" transport rates, respectively, in a specific organ
and [Na']e; and [K']ex correspond to the Na' and K' concentrations in the nutrient
solution, respectively.

The selectivity was expressed in terms of mmol mmol™ (dimensionless).

Transpiration and the CO; photosynthetic assimilation rate

The leaf CO, assimilation rate (A), transpiration (E) and stomatal conductance
were measured in fully expanded leaves using an infrared gas analyzer (IRGA, mod
LCA-2, ADC, Hoddesdon, UK). All measurements were taken under natural-light
conditions (PPFD density of approximately 500 pmol m™ s7), between 09:00 and
10:00.

Statistical analysis

The experiment was arranged in a completely randomized design, with six
treatments and four replicates, with each individual pot representing a replicate. The
data were subjected to an analysis of variance, and the means were compared using

Tukey’s test at a 0.05 confidence level.

Results
Dry-maitter yield, photosynthesis, transpiration and the K and Na contents in response
to increasing K /Na™ ratios in the root medium

In this study, young Jatropha curcas plants were grown for 12 days in a nutrient
solution and exposed to increasing K'/Na" ratios (varying from 0.125 to 1.0) altered by
the addition of increasing K* concentrations (6.25, 12.5, 25.0, 37.5 and 50 mM) in the
presence of 50 mM NaCl. The leaf CO, photosynthetic assimilation, transpiration and
whole-plant dry weight all progressively increased as the K'/Na' ratio increased from

0.125 to 0.75. The rates of photosynthesis and transpiration did not significantly change
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with a ratio from 0.75 to 1.0, whereas the plant growth decreased (Figs. 1A, 1B and
1C). However, the increase in the K'/Na" ratio from 0.125 to 0.75 increased the
photosynthesis, transpiration and plant dry weight by 36%, 55% and 41%, respectively
(Figs. 1A, 1B and 1C).

Plants grown at 0.125 K'/Na' ratio was unique that exhibited lower
photosynthesis rate, transpiration and dry-matter yields, as evidenced by a decrease of
19%, 41% and 29%, respectively, compared with the reference plants. Plants that were
exposed to a 0.25 K'/Na' ratio presented photosynthesis, transpiration and dry-matter
yield values that were similar to those shown by the control. In contrast, the plants
grown at K'/Na" ratios of 0.50 and 0.75 presented higher photosynthesis, transpiration
and dry-matter yields, as compared with the reference plants. Our results also showed
that only the plants grown at the ratio of 0.125 K'/Na" (6.25 mM K" and 50 mM NaCl)
exhibited visual symptoms of salt toxicity, indicating a disturbance in the K'/Na*
homeostasis (Fig. 1).

The leaf K'/Na" ratios were highly correlated with CO, photosynthetic
assimilation (r* = 0.87), and ratios higher than 1.5 afforded photosynthesis rates that
were higher than the reference plants (Figure 1D). The K' concentrations strongly
increased in all parts of the plant with the increase of the K'/Na" ratios in the external
medium, whereas the Na' content inversely decreased. Overall, the leaf K™ content
increased by approximately 2-fold, whereas the leaf Na' decreased in a same

magnitude, as the K'/Na" ratios increased from 0.125 to 1.0 (Table 1).
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Figure 1 -(A) The leaf CO, assimilation rate — A, (B) transpiration — E, (C) whole-plant dry weight —
DW and (D) the correlation between the leaf K*/Na" ratios and the leaf CO, assimilation in young
Jatropha curcas plants subjected to increasing K'/Na' ratios in the external medium. Means followed by
the same letters did not differ significantly at P > 0.05 by Tukey’s test.

Table 1 - The concentrations of Na” and K in the root, stem and leaf of Jatropha curcas subjected to
increasing external-medium K'/Na" ratios for 12 days. The growth conditions of the reference plants are
provided in the Material and Methods.

Root Stem Leaf
mmol (kg DW)™

K'/Na' ratios K+' Na+ I(+ Na+ K'- Na+
0.125 679d 1326a 653e 1173a 602¢e 1173a
0.25 1077¢ 1282a 1089d 804b 1064d 956b
0.50 1243b 1065b 1307c 717c¢ 1166¢ 804c
0.75 1320ab 869¢ 1423b 608d 1230b 717d
1.0 1410a 695d 1576a 382e 1294a 565e
Reference 1220b 237e 1248b 291e 1169a 226f

Means followed of same letters, within each column, did not differ significantly at P > 0.05 by Tukey’s
test.

K" and Na" root uptake and the xylem flux

The root K™ and Na" net uptake showed a reciprocal pattern in response to the
increase of the K/Na' ratios in the root medium. That is, the K showed a progressive
increase, whereas the Na' showed a strong decrease. The highest increase in the K" net
uptake coincided with the lowest Na* net uptake, which occurred from 0.125 to 0.25
ratios (Fig. 2A). The Na" uptake reached only 10% in the K'/Na' ratios ranging from
0.50 to 1.0 ratios, compared to that reached in the ratio of 0.125 (Fig. 2A). The K"
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uptake in the reference plants was lower than that found in the plants grown at K'/Na"

ratios of 0.25 or higher. High external K' concentration (above 12.5 mM) , even in the

presence of 50 mM NaCl, was able to restrict the Na' accumulation and promote high

K" net uptake by the roots.

Root uptake
[mmol (kg DW) 4
(73]
=

reference
K'=33.21
Na®=8.11

Xylem J,

[mmol (L h)™)

-
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Figure 2 - (A) The uptake of Na" and K* in detached roots, (B) xylem flux of Na” and K" versus the
external-medium K*/Na" ratios and (C) the correlation between the K'/Na' ratios in the xylem sap and in
the external-medium K'/Na" ratios in young Jatropha curcas plants. Means followed by the uppercase

(K) or lowercase (Na") letter did not significantly differ at P > 0.05 by Tukey’s test.

K" and Na" fluxes in the root xylem (Jv) showed a similar trend as that observed

for the root uptake (Fig. 2B). The K" xylem flux increased almost linearly from the

ratios of 0.125 to 1.0, whereas the Na* flux significantly decreased. The K'/Na" ratios

in the xylem sap were positively and highly correlated (r* = 0.99) with the increasing

K*/Na" ratios in the external medium (Fig. 2C), indicating that the K™ and Na" loading
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into the root xylem was strictly dependent on the K'/Na' ratios in the external medium.
The K'/Na' ratios higher than 0.25 showed a xylem K" flux higher than the reference
plants (Fig. 2B).

Increases in the external K'/Na' ratios inversely affected the transport rates of Na* and
K" to the stem and leaves

The strong antagonism between Na" and K, in terms of the concentrations in the
different organs, was associated with large differences in the transport rates to the stem
and leaves and the root uptake. The patterns of Na" and K' transport rates (Js) to the
stem and leaves were similar to that previously observed for the ion uptake by the
detached roots and the root xylem flux (Fig. 2). The stem Na' transport rates decreased
strongly with increases in the K'/Na' ratios in the root medium and the K" transport
rates in the stem (Fig. 3). The largest increase in the K" transport rates in both the stem
and leaf occurred at 0.125 and 0.25, and the largest decrease in the Na' transport rates

occurred from the 0.125 to 0.50 ratios.
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Figure 3 - (A) The rate of transport of Na” and K in the stem and (B) leaves of young Jatropha curcas
plants subjected to increasing external K'/Na*. The values of the reference plants are presented. Means
followed by the uppercase (K") or lowercase (Na") letter did not significantly differ at P > 0.05 by
Tukey’s test.
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Favorable K'/Na" ratios and a high K -selectivity were important to protect against the
stressful effects of NaCl salinity

K™ and Na' selectivities were determined in the leaves and roots of plants grown
at two K'/Na' ratios: 0.25 and 1.0. Despite the higher [Na'Jex in the root medium (at 50
mM) versus a [K e of 12.5 mM, the K" selectivity was approximately 5-fold higher
than that found for Na' in both the roots and leaves (Figure 4). Moreover, when the
[NaJew and [K']ex: were equal (at 50 mM), the K" selectivity was approximately 10-
fold higher than that of Na'. Interestingly, the selectivity for K" and Na' in the roots and
leaves showed an opposite pattern. At the low K'/Na' ratio, the K selectivity was
higher in the leaves compared to the roots, and an opposite response was observed for
the Na' selectivity. In contrast, at the high K'/Na" ratio, the K" selectivity was higher in

the roots compared to the leaves, and the inverse was observed for the Na' selectivity.

B 0.25K"/Na"

0.69B

0.4-

SNa-K
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leaf root leaf root

Figure 4 — (A) The selectivity, Sk - na and (B) Sna- . in the roots and leaves of young Jatropha curcas
plants for the values of the external-medium K'/Na" ratios of 0.25 and 1.0. Means followed by the same
letters did not differ significantly at P > 0.05 by Tukey’s test.

The K'/Na™ ratios in plant tissues are also considered a selectivity indicator. In

all of the organs examined, we observed a highly significant correlation between the
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(root medium) external K'/Na" ratios and these ratios in the roots, stem and leaves
(values of r* equal to 0.98, 0.99 and 0.98, respectively) (Figs. SA-C). The salt-stressed
plants (0.125 K'/Na' ratio) showed the following K'/Na" ratios in their roots, stem and
leaves, respectively: 0.12; 0.55, and 0.51 (Figs. 5A-C). Indeed, these values
progressively increased with the increase in the external K'/Na' ratios, reaching values
of 1.01, 2.90 and 2.30, respectively, for the external 1.0 K'/Na" ratio. The plants grown
at the 0.25 K'/Na" ratio showed a K'/Na" of 1.13 in their leaves. The reference plants

grown in the absence of NaCl presented high values (approximately 5.0 in the leaves) of
the K'/Na' ratios.
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Figure 5 - Regression analysis between the external medium K*/Na” ratios versus the K'/Na" ratios in
the (A) root, (B) stem and (C) leaf tissues of young Jatropha curcas plants.
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Discussion
Increasing the external K' concentration restricts the Na* uptake and improves
photosynthesis and plant growth

K" and Na' ions exhibited a strong and reciprocal interaction at the level of the
whole plant in J. curcas. This antagonistic relationship was demonstrated by the
observation that increases in the external medium-K" levels induced strong decreases in
the Na™ accumulation and increases in the K' concentrations in all of the organs
examined. This favorable condition occurred because the J. curcas tissues exhibited a
high selectivity for K* over Na', which involved root uptake, xylem loading and
transport to the leaves. The resulting optimal balance in the K'/Na" ratios improved the
photosynthetic assimilation of CO; and plant growth, even under a potentially toxic
NaCl level (50 mM). Several reports have been published involving the interactions
between K and Na' transport at both the cellular and molecular levels (Zhu, 2003; Apse
and Blumwald, 2007; Davenport et al., 2007; Munns and Tester, 2008). However, little
is known about the relationships involving these ions at the organ and whole-plant
levels, specifically regarding the mechanisms underlying the K™ protection against Na"
toxicity (Shabala and Cuin, 2007; Britto and Kronzucker, 2008).

Despite the strong antagonism between K and Na' displayed in the different
organs of J. curcas, K' selectivity at the organ level was much higher than that for Na'.
These results suggest that a competitive process among these ions could have occurred,
with a great preference for K', even under a lower concentration, compared to Na'.
Thus, despite the physicochemical similarity between K™ and Na®, our data suggest that
regardless of the type of channel or carrier involved in the transport across of the
membranes, the K ions have a greater permeability. K -transport systems are relatively
well known, but those involved with Na™ absorption are less understood (Britto et al.,
2010). Experimental evidence has shown that Na* influx might be mediated by several
transport systems, especially via high-affinity K'-transport channels (Zhu, 2003; Dreyer
and Blatt, 2009; Szczerba et al., 2009). At high concentrations in the root medium, Na*
can also be taken up by low-affinity, non-selective cation channels (Britto and
Kronzucker, 2008; Voigt et al., 2009; Britto et al., 2010).

Several authors have suggested that adequate K levels might alleviate the toxic
effects of Na' in plant tissues (Davenport et al., 2007, Munns and Tester, 2008).
However, experimental evidences showing these beneficial effects on key processes,

such as photosynthesis and growth, are scarce (Britto and Kronzucker, 2008). It is also
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widely accepted that adequate K'/Na" ratios in plant tissues (in general, values above
1.0 have been suggested) in the presence of NaCl salinity is essential for a favorable K'-
Na' homeostasis and salinity tolerance (Apse and Blumwald, 2007; Britto et al., 2010).
Nevertheless, this assumption was based on very scarce experimental evidence and
indirectly on the relationships among ion concentrations in tissues and plant tolerance
(Britto and Kronzucker, 2008). Others have suggested the utilization of K'/Na' ratios in
the leaves as a good indicator in the selection of genotypes for salt tolerance (Flowers,
2004; Munns and Tester, 2008).

The competitive mechanisms involved in the Na” and K" uptake at the level of
the plasmalemma have been extensively reported (Zhu, 2003; Yahya, 2010; Yao et al.,
2010). Several mechanisms for Na* transport have been well documented (Essah et al.,
2003; Apse and Blumwald, 2007), but there is no consensus, and the evidences are
contradictory (Britto and Kronzucker, 2008). In addition, the role of the specific
transporters and ion channels involved in Na" and K' competition and transport,
especially under high concentrations of both Na' and K* (low-affinity systems), has not
been well studied in recent years (Voigt et al., 2009). There are also scarce experimental
data in the available literature regarding the mechanisms involved in the root Na" efflux
induced by both exogenous and endogenous K'. The SOSI Na'/H" antiporter is
postulated to be a protein involved in the Na' efflux from the cytosol to the apoplastic
space under salt-stress conditions (Zhu, 2003; Munns and Tester, 2008; Olias et al.,
2009; Coskun et al., 2010), but its effectiveness has been questioned (Britto and
Kronzucker, 2008).

Our data support the idea that K'/Na" ratios in the leaves, ranging from 1.0 to
2.0, were strongly favorable for photosynthesis and plant growth in J. curcas that was
grown in 50 mM NaCl. Jatropha curcas exhibited high photosynthesis rates with leaf
K/Na' ratios near 1.0 and even presented high Na' concentrations in leaf tissues
combined with high K concentrations. These data reinforce the importance of the
K'/Na" ratio as an indicator of ionic homeostasis under NaCl salinity. However, the
cellular and tissue basis and the physiological mechanisms that regulate this balance
have been insufficiently studied to date. As the leaf tissue might simultaneously present
high concentrations of both Na" and K™ without Na" toxicity, it is probable that the Na'
high amounts of this ion is stored in the vacuoles. This mechanism is widely utilized by
halophytes (Flowers, 2004; Apse and Blumwald, 2007; Silveira et al., 2009; Britto et
al., 2010).
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The interaction mechanisms between K~ and Na at the cellular level are
complex and, as yet, are little understood (Britto and Kronzucker, 2008). Our data show
that J. curcas was able to display high rates of photosynthesis and dry-matter
production though maintaining high concentrations of both K~ and Na', and K'/Na"
ratios above 1.0 in their organs. These data indicate that high concentrations of K in
tissues help plants avoid the toxic effects of Na', possibly due to the beneficial effects of
K" in biochemical processes, as well as an element of protection against the deleterious
effects of Na' in the cytosol. This late situation could occur by the physicochemical
principle, the effect of “mass action”, when a reaction may be favored by the
concentration of a reagent. In this situation, high K* concentrations in cytosol could be
favorable to enzymatic reactions where it is a cofactor. A second possible mechanism,
but one not yet demonstrated experimentally, would be that K' in high concentrations
could trigger mechanisms linked with the accumulation of Na' in the vacuoles (over-
expression of NHX1 gene) and stimulate the Na™ efflux and transport to other parts of
the plant (over-expression of SOS1 gene).

To maintain normal cell metabolism, the K content in wheat cells is kept at
approximately 150 mM, whereas the Na' content is kept at approximately 30 mM,
resulting in a K'/Na" ratio of approximately 5 (Carden et al., 2003). The ability of a
plant to maintain a high K'/Na' ratio in the cytoplasm, so that enzymes can function
properly in the presence of high external Na', is a key feature of salt tolerance. For
moderate-to-high external Na* concentrations, the electrochemical gradient for Na*
across the plasma membrane favors passive Na' entry (Britto et al., 2010). Low
cytosolic Na“ concentrations are sustained by the active transport of Na™ out of the
cytoplasm and across the tonoplast (into the vacuole) by the NHX1 antiporter, though
transport across the plasma membrane is probably mediated by the SOS1 antiporter
(Davenport et al., 2005; Munns and Tester, 2008; Britto and Kronzucker, 2008; Apse
and Blumwald, 2007).

High K concentrations in plant cells are essential for several biochemical and
physiological processes, such as stomatal movements, photosynthesis and protein
synthesis (Rubio et al., 2003; Apse and Blumwald, 2007; Olias et al., 2009; Yao et al.,
2010). The increase in photosynthesis induced by the high K'/Na" ratios occurred in
parallel with an increase in the transpiration and stomatal conductance, possibly
modulated by increases in the leaf K™ concentrations. The close correlation observed

between the leaf K'/Na' ratios and photosynthesis/plant growth indicates that this ratio
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is very important to avoid the deleterious effects of Na'. The K'/Na ratios in the plant
tissues were directly associated with high K' selectivity rates over Na', which are
dependent on the differences in the ion affinity of each tissue, as represented by the
membrane permeability.

Ton selectivity is a major factor related with K'-Na" interactions at the whole-
plant level. For example, when the external concentrations of Na' and K" were similar
(50 mM), K" presented a leaf-selectivity rate approximately 9-fold higher than Na'.
However, under a lower external K' concentration (12.5 mM) and a higher Na'
concentration (50 mM), the K selectivity was 5-fold higher than the Na' selectivity in
the leaves. Thus, the high K' selectivity over Na' in J. curcas could explain the
effectiveness of the external K' in alleviating the Na' toxicity. The highlight of this
study is that it illustrates an integrated view of the K™-Na" interactions that involve
some essential physiological aspects, such as root uptake, xylem loading, transport,
selectivity and K'/Na" ratios, at the plant level. More importantly, perhaps, is the
observed correlation between these processes and photosynthesis and plant growth,
which may be essential traits to salt tolerance in glycophytes.

Here, we present a comprehensive study involving some essential physiological
steps involved with the amelioration of Na' toxicity by external K", utilizing a plant
model that exhibits a strong antagonism among these ions. Taken together, our results
show that a supply of high concentrations of K™ might attenuate the adverse effects
caused by Na™ and allow an adequate ion homeostasis, as determined by the most
favorable K'/Na' ratios in all of the examined organs of Jatropha curcas.

In conclusion, the favorable physiological characteristics, which resulted from a
high K" affinity and selectivity over Na", were associated with high rates of root uptake,
xylem flux and shoot transport and were essential to promote adequate K*/Na" ratios in
the plant tissues and avoid the adverse effects of Na". These conditions allowed high

rates of photosynthesis and growth, even at a potentially toxic NaCl level.
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6. CAPITULO 3 - Artigo 2 — Transporte e distribuicio de K" atenuam os efeitos

téxicos do Na* em plantas jovens de pinhdo manso (Jatropha curcas L.)

Artigo Submetido na Revista Brasileira de Ciéncia do Solo no dia 24/12/2010

Resumo

O trabalho foi realizado com o objetivo de caracterizar mecanismos fisiolégicos
envolvidos com a interagdo entre K e Na' em plantas jovens de Jatropha curcas
expostas a diferentes niveis desses ions. O estudo envolveu uma combinagdo com dois
niveis de KCI e NaCl em solugio nutritiva, perfazendo os seguintes tratamentos: KoNao
(auséncia de NaCl e KCI), KoNa; (KC1 0 mM/50 mM NaCl), KiNao (KCI 10 mM/0 mM
NaCl) e K;Na; (KCl 10mM/50mM NaCl), com duas épocas de coletas, num esquema
fatorial 2 x 2 x 2. Os resultados mostraram que os fons K e Na" apresentaram forte
interacdo antagbnica, em termos de taxas de transporte em caule, peciolos e folhas.
Numa condi¢io de [K']ex: ausente as plantas de pinhdo manso apresentaram elevada
afinidade por Na' em folhas, fato que contribuiu para acumulagéo excessiva desse ion
na parte aérea, induzindo sintomas visuais de toxicidade nas folhas. Inversamente, a
presenca de niveis adequados de potassio no meio externo foi capaz de contribuir para
atenuar a acumulacio excessiva de sodio nas diversas partes da planta, causando
diminuicdo na reducdo das taxas do fluxo de Na' no xilema. Em sintese, plantas de
pinh&o manso com [K]ex: em niveis adequados e expostas ao excesso de NaCl, reduzem
os efeitos adversos do excesso de sédio. Estes dados sugerem que niveis adequados K"
no meio radicular promovem fortemente a mitigagéo dos efeitos adversos do excesso de
sodio e redugdo deste ion em plantas de J. curcas.
Termos para indexagdo: absor¢do, estresse salino, Jafropha curcas L, nutricdo

mineral.

Transport and partitioning of K" alleviates toxic effects of Na™ ions in Jatropha

curcas young plants

Summary
This study was assessed in order to characterize some physiological mechanisms

involved with K™ and Na" interaction in Jatropha curcas seedlings exposed to salinity.
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The plants were exposed to the following KCl and NaCl combinations: K¢Nag (absence
of both NaCl and KCl), KoNa; (0 mM KCI/50 mM NaCl), K;Nay (10 mM KCI/ 0 mM
NaCl) and K;Na; (KCl 10mM/50mM NaCl). The experiment was carried out in nutrient
solution in a 2 x 2 x 2 factorial design with two plant harvests. The results show that
after the trial period the ions K™ and Na" presented strong antagonistic interaction in
terms of rates of transport in roots, stem and leaf. A condition of [K+]m absent from
physic nut plant showed high affinity for Na" in leaves, which contributed to excessive
accumulation of this ion in the shoot, inducing symptoms of toxicity in the leaves.
Conversely, the presence of adequate levels of potassium in the external environment
was able to contribute to alleviating the excessive accumulation of sodium in various
parts of the plant, causing a decrease in reduced rates of Na " flux in the xylem. In
summary, physic nut plant with [K']e at appropriate levels and exposed to excess
NaCl, reduce the adverse effects of excess sodium. These data suggest that [K 'y
strongly promote the mitigation of the adverse effects of excess sodium and reduction of
this 1on in plants J. curcas.

Index terms: ion uptake, Jatropha curcas L, nutrition, salt stress.

Introducio

A saliniza¢do dos solos cultivados tem aumentado principalmente nas dreas
irrigadas, causando a reducdo da produtividade de varias culturas (Munns & Tester
2008), especialmente nas regides semiaridas. Os prejuizos causados pela salinidade
elevada dos solos tém sido atribuidos aos efeitos toxicos de Na* sobre o metabolismo
das plantas. No caso da nutricdo das plantas, o excesso de Na' causa diminuicio nos
niveis de K, especialmente nas raizes (Alves et al., 2008). Esse efeito pode ser devido a
redugio no influxo ou aumento no efluxo de K* (Ashley et al., 2006; Apse &
Blumwald, 2007). A interacdo entre Na' e K' ocorre no transporte da membrana
plasmatica, envolvendo transportadores e canais de K™ (Buschmann et al., 2000; Voigt
et al., 2009).

O mecanismo de interagéo entre Na” e K* ainda ndo sdo totalmente esclarecidos,
mas as similaridades fisico-quimicas existentes entre eles sdo preponderantes para
aquele processo (Maathius & Amtmann, 1999). A alta concentragio de Na',
especialmente nos solos sodicos, aliada a baixa concentragio de K', poderd aumentar o
transporte de sddio, causando caréncia de potassio na planta (Giert & Maser, 2007;

Lebaudy et al., 2007). Ao contrério, evidéncias experimentais tém mostrado que niveis



46

adequados de K no meio externo contribuem para atenuar a absorgdo e os efeitos
téxicos do Na' nas plantas (Maathius & Amtmann, 1999; Munns, 2005). Dessa maneira,
uma nutri¢io adequada em K" podera favorecer o crescimento de plantas sob condigdes
de salinidade por meio de uma homeostase mais favordvel (Munns, 2008; Munns, 2002;
Zhu, 2003).

As plantas podem manter uma homeostase K'/Na" favoravel por meio de
diversos mecanismos, envolvendo absorgdo, transporte no xilema, particdo entre as
partes da planta e compartimentalizagio entre citosol e vactolos (Maathius &
Amtmann, 1999; Mengel & Kirby, 2001; Zhu, 2003). As estratégias para manter niveis
adequados de K' e Na' no citosol variam amplamente entre espécies e cultivares e esse
fator (relagio K'/Na') tem sido utilizado como marcador fisiologico na selegdo de
plantas mais resistentes a salinidade (Flowers, 2004; Ashley et al., 2006, Munns &
Tester, 2008). Nesse contexto, os mecanismos de transporte de Na™ e K exercem papel
central na homeostase idnica e na resisténcia ao estresse salino, sobretudo em plantas
cultivadas sob baixo nivel de K e em solos salinos (Apse & Blumwald, 2007).

Resultados anteriores tém mostrado que plantas jovens de pinhdo manso
apresentam concentragdes muito elevadas de K" nas folhas e que na presenca de niveis
relativamente baixos de NaCl na solugdo nutritiva (50 mM) os niveis de K' sdo
reduzidos quase 10 vezes (Silva et al., 2009a). Essa observagdo sugere dois aspectos
fisiolégicos importantes: (1) a espécie deve ser muito exigente em potissio (alta
afinidade); (2) deve existir um intenso antagonismo entre os dois fons (interagdo do tipo
duplamente reciproca). Entretanto, sdo necessarios mais estudos envolvendo a interagdo
entre K* e Na', nas plantas em geral, particularmente envolvendo o transporte e a
distribuicio na planta inteira, para que se esclare¢a melhor a interaco entre esse dois
ions ao nivel da planta inteira.

Pinhdio manso (Jatropha curcas L.) é uma espécie originada provavelmente das
Américas e amplamente cultivada em regides aridas e semiaridas (Silva et al., 2009a).
Essa espécie apresenta enorme potencial como produtora de bioenergia em vérios paises
(Behera et al., 2010). Entretanto, diversos problemas agrondmicos, incluindo a nutri¢io
mineral e o desempenho da planta em solos salinos, necessitam ser resolvidos. O
conhecimento dos mecanismos da interagio entre K™ e Na" ainda é pouco conhecido a
despeito de diversos trabalhos terem mostrado a forte interagdo entre eles. Dessa
maneira, o objetivo deste trabalho foi elucidar mecanismos da intera¢do entre K" eNa',

em nivel de transporte e particio na planta inteira, visando avaliar o papel protetor do
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K" sobre a acumulagdo de Na” assim como o efeito negativo do excesso de sédio na

nutrigdo potassica.

Material e Métodos
Material vegetal e condi¢des experimentais

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo pertencente a Universidade
Federal do Ceara, Fortaleza, CE (3°44'S e 38°33'W). As condigdes ambientais no
interior da casa de vegetagio foram: fotoperiodo de 12 horas, temperatura média
minima de 24 °C, temperatura maxima de 36 °C, temperatura média didria de 29 °C,
umidade relativa do ar média de 65% e radiagdo fotossinteticamente ativa mdaxima
média de aproximadamente 700 umol m?s’.

Foram utilizadas sementes de pinhdo manso (Jatropha curcas L.) da linhagem FT
2 fornecidas pelo Instituto Fazenda Tamandud, Santa Terezinha-PB. Sementes
previamente selecionadas por tamanho e peso foram germinadas em areia e mantidas
oito dias apds o semeio e irrigadas diariamente com 4agua destilada. Em seguida, as
plantulas foram transferidas para vasos de 2 L, contendo solugéo de Hoagland e Amon
(1950) com diluigdo de % na primeira semana e 2 na segunda semana, com pH 6,0
ajustado a cada dois dias com NaOH 1 mol L ou HCI 1 mol L. As solugdes foram
completamente renovadas a cada semana e mantidas sob aeragdo forcada. As
concentracdes de K™ na solugdo nutritiva foram de 1,5 mol L' e 3,0 mol L', na primeira
e segunda semana, respectivamente.

Em seguida, plantas com trés semanas de idade (apés o semeio), foram
transferidas para novas solugdes nutritivas contendo as seguintes concentragdes de K'e
Na', fornecidos como KCl e NaCl, perfazendo quatro tratamentos: (1) auséncias de K'e
de NaCl (K¢Nay); (2) auséncia de K e presenga de 50 mM de NaCl (KoNay); (3) 10 mM
de K* e auséncia de NaCl (K Nao) e (4) 10 mM de K' e 50 mM de NaCl (K;Na;). O
tratamento K;Na, foi adotado como referéncia ou controle. Os tratamentos
permaneceram por oito dias e, apos isso, as plantas foram separadas em folhas, caules,
peciolos e raizes e secas em estufa com circulagdo de ar (70 °C por 72 horas) para as

: ~ ~ +
determinagdes de massa seca e concentragdes de Na™ e K.

Determinacio das concentragdes de sédio e potassio
As determinacdes das concentracdes de sédio e potassio foram realizadas

conforme descrito em Silva et al. (2009a). A extragdo foi feita utilizando 50 mg material
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moido com 20 mL de H,O deionizada em banho-maria a 100 °C por 1 hora. O extrato
obtido foi centrifugado e seu sobrenadante foi analisado em fotémetro de chama

(Micronal, modelo B462) para as determinagdes das concentragdes de Na' e K.

Coleta da seiva de xilema

A coleta da seiva do xilema radicular foi realizada pela técnica de extragdo de
vacuo (Schurr, 1998). Para tanto, o caule foi cortado em bizel na altura no colo, a 3 cm
da raiz. As primeiras gotas exudadas foram descartadas e as seguintes foram coletadas
num intervalo de uma hora. As amostras foram armazenadas em microtubos e as

amostras foram congeladas a -20 °C para determinagdes das concentragdes de Na'eK'.

Determinacio dos fluxos na seiva, taxa de acumulacio de K" e Na' e seletividade
dos fluxos dos ions K - Na* em partes da planta

Inicialmente, foi determinado o fluxo da seiva do xilema por meio da pesagem
do liquido coletado, assumindo uma densidade de 1,0 para a seiva. O fluxo da seiva
radicular foi coleta na regido do colo caulinar, por meio de corte em bizel com estilete.
As primeiras gotas do exudado foram desprezadas e a coleta durou 60 minutos. As
concentracdes de K e Na* foram determinadas por fotometria de chama e o fluxo dos
fons na seiva foi expresso em [(mmol kg seiva h)"']. As taxas de acumulagdo de Na'
(Jna) € K7 (Jx) em folhas, caules, peciolos raizes foram calculados a partir da variagdo
das concentra¢des de Na* e K (com oito dias de tratamento) e da variagdo da massa

seca das raizes de acordo com equagdo descrita por Welbank (1962).

My =M. In(W, - W,
JNa or JK = ( Q.=+ ) ¥ nl by 1}
LT Wy W,

Onde Jna ou Jk:

M; e M, = concentragdes de K™ e Na" nas diferentes partes da planta no tempo
inicial (M;) e tempo final M5, oito dias;

T = tempo em dias, sendo T; o tempo inicial e T, o tempo apoés 8 dias de
tratamento.

W = massa seca de raizes, sendo W; no tempo inicial e W, massa seca no tempo
final. Os resultados de fluxo foram expressos como [mmol (kg de massa seca de raiz.
dia) ']. A seletividade de K" - Na" dos fluxos de fons foi descrita pela relagio de
seletividade descrita por Jeschke & Stelter, (1983):

S _dx [Na*Taxe
K, Na Ina [K+35xt



49

Taxa de transpiracio

Ao final dos oito dias de tratamento, foram realizadas leituras de transpira¢do em
folhas totalmente expandidas do tergo médio das plantas, utilizando um analisador de
gés no infravermelho (IRGA, mod LCA-2, ADC, Hoddesdon, UK). As leituras foram

feitas em condi¢des de casa de vegetagdo entre 9:00 e 10:00 h da manha.

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em
arranjo fatorial 2 x 2 (duas doses de potassio e duas de s6dio) com cinco repetigdes,
sendo uma planta por vaso representando uma unidade experimental. Os resultados
foram submetidos a analise de varidncia e as médias foram comparadas pelo teste de

Tukey (p<0,05).

Resultados
Acimulo de massa seca em diferentes partes, fluxo dos ions na seiva do xilema
radicular e transpiracio

Apds exposi¢do as quatro combinagdes K* x Na” durante oito dias, as plantas de
pinhdo manso mostraram diferencas significativas na acumulagdo de massa seca em
folhas, caules, peciolos e raizes (Tabela 1). Nos dois tratamentos com auséncia de K" na
solucdo nutritiva (KoNag e KoNa;), a massa seca das folhas foi reduzida por efeito da
presenca de Na'. Esse mesmo efeito foi observado nas duas combina¢Ses com a
presenca de um nivel elevado de potassio (10 mM): K Nag e K;Na; (Tabela 1). As
demais partes da planta (caule, peciolos e raizes) mostraram a mesma tendéncia
observada nas folhas em termos dos efeitos das combinagdes K x Na. E interessante
observar que nas combinagdes KoNay e K;Na; as massas secas das diferentes partes
foram iguais nesses tratamentos, indicando uma possivel compensagdo da auséncia de

potassio com a presenca do sodio (Tabela 1).

Tabela 1 . Massa seca das folhas, caule, peciolos e raizes de pinhdo manso submetidas 4 concentragdo

externa de 10 mM de K' e 50 mM de Na".

Tratamentos Folhas Caule Peciolos Raizes
o planta ~
KyNag 0,80a 0,47a 0,15b 0,28a
K¢Na, 0,65b 0,46a 0,15b 0,29a
K Nag 0,9a 0,48a 0,18a 0,30a
K Na, 0,75b 0,37b 0,18a 0,28a

* Médias iguais seguidas com letras minisculas ndo denotam diferengas significativas conforme o teste
de Tukey (p<0,05).
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E importante observar que mesmo na auséncia de potdssio durante oito dias, as
concentracdes desse ion, nas diversas partes analisadas das plantas, atingiram niveis
adequados de K. De fato, nesses tratamentos, as folhas apresentaram concentragdes de
2,81 % e 2,86% na base de massa seca, nos tratamentos KoNay e KgNay,
respectivamente, indicando que J. curcas é uma espécie acumuladora de K, como
demonstrado anteriormente (Silva et al., 2009b). Esses valores indicam que as plantas
cultivadas na auséncia de potissio ndo apresentaram deficiéncia desse nutriente,
corroborado pelos dados de massa seca que ndo sofreram redugdo em folhas e raizes no
tratamento KoNa, em comparagio ao K;Nay (controle) — Tabela 1. As maiores
concentracdes de Na' foram alcangadas no caule ¢ no tratamento KoNaj, que atingiu
valores de 3,76% ou 1.637 mmol kg' MS (Tabela 2). Apesar dessa concentragdo Na' ter
sido elevada, ela acarretou pequenas redugdes de massa seca nas diversas partes da
planta analisadas, possivelmente devido ao curto periodo de exposigdo das plantas —

uma semana de tratamento (Tabela 1).

Tabela 2 . Concentragdes de Na* e K* em folhas, caule, peciolos e raizes de pinhdo manso submetidas a

concentragio externa de 10 mM de K' e 50 mM de Na'.

Folhas Caule Peciolos Raizes
Tratamentos K Na® K* Na® K" Na® K" Na®
mmol kg™ MS
K Nag 722¢A  340dB  961cC  326cB  299bB  282bB  788cA  565bB
KoNa, 735¢cB  1659aA 1064bB 1637aA  194cB  753aA  666cB  1478aA
K Na, 1837aA  405¢cB  1448aA  391cB  649aA 293bB 1576aA  500bB
KNa, 1444bA 1057bB 1217bB 1043bB 598aB 851aA 1320bA 1282aB

*Médias iguais seguidas com letras minusculas (para potissio ou s6dio) e maidsculas (entre potissio €
sodio) ndo denotam diferencas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).

A presenca de 10 mM de K" na solugfio nutritiva (K;) causou intensa redugio no
fluxo de Na na seiva do xilema (tratamentos KoNa; versus K;Na;), uma queda em
torno de 50% (Figura 1A). Diferentemente, presen¢a de 50 mM de NaCl causou uma
redugdo menor (17%) no fluxo de potéssio na seiva do xilema (tratamentos K;Nag
versus K Na,), indicando que a despeito da concentracdo de sédio na solugdo ter sido
cinco vezes maior do que a de potassio, o K* apresentou uma seletividade maior no
xilema, comparada ao Na". Como esperado, o tratamento controle (K;Nao) apresentou
os maiores valores de fluxo de K e os menores para Na'. Os tratamentos na auséncia
de K" (KoNay e KoNa,) apresentaram menores fluxos de potissio comparado ao

controle. A presenca de K foi essencial para as taxas de transpiragdo as quais foram
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reduzidas pela presenca do NaCl, tanto na auséncia como na presenca de potassio. Foi
observada uma relagdo proxima entre as taxas de transpiragdo e o fluxo de potassio no

xilema do que o Na' (Figura 1B).

m
8- A (- Na+

Fluxo na seiva
(mmol L' h™)

(mmol m* s'*)
(]
[}

KONal  KONal  KiNa0  KiNal
Tratamentos

Figura 1 - (A) Fluxo de Na' e K" na seiva de xilema e (B) transpiragiio de pinhdo manso submetido a
concentragio externa de 10 mM de K e 50 mM de Na®. Os valores representam médias de cinco
repeticdes. Médias iguais seguidas com letras minusculas (para potdssio ou sodio) e maiusculas (entre
potassio ¢ s6dio) ndo denotam diferengas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).

Taxas de acumulacio de K e Na' e seletividade de K* em folhas, caule, peciolos ¢
raizes

As taxas de acumulacgdo de Na', nos tratamentos contendo esse ion, foi maior que
o do K" em todas as combinagdes e em todas as partes analisadas, exce¢do do
tratamento K;Na, nas raizes (Figura 2). A presen¢a de K' na concentragdo de 10 mM
causou uma reducdo de 52% no transporte de Na™ para as folhas (tratamentos K;Na;
versus KoNaj). Enquanto que a presenga de 50 mM de Na' apresentou uma menor
(28%) influencia na taxa liquida do transporte de K para as folhas (tratamentos K;Na,
versus KiNag). Mais uma vez, esses resultados indicam que o potdssio possuiu uma
maior seletividade nas folhas de pinhdo manso quando comparado ao sodio. No caule, o
antagonismo entre o transporte foi evidenciado por redugdes semelhantes: a presenga de
K" causou uma reduciio de 53% no transporte de Na' (combinacdes KiNa; versus

K;Nay) enquanto que a de Na" induziu reducio de 41% (K;Na; versus KoNa,).
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Figura 2 — Transporte de Na” e K" em (A) folhas, (B) caule, (C) peciolos ¢ (D) raizes de pinhdo manso
submetidas 4 concentragdo externa de 10 mM de K* e 50 mM de Na®. Os valores representam médias de
cinco repeticdes. Médias iguais seguidas com letras mindsculas (para potdssio ou s6dio) e maiusculas
(entre potissio e s6dio) ndo denotam diferengas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).

Enquanto que, nos peciolos as taxas de transporte desses dois ions foram muito
menores do que nas folhas e caule, devido as baixas concentragdes apos o periodo de
exposi¢do aos tratamentos. Neste caso, ndo houve interagdo significativa, ou seja, a
presenga de um ion ndo influenciou a taxa de acumulagdo do outro. Ja as raizes
mostraram uma resposta diferencial quando comparada com as folhas, caule e peciolos.
Naquele 6rgio a presenca de K™ externo causou redugdo de 31% na taxa de transporte
de Na' (K{Na; versus KoNa;) enquanto que a presenca desse ion reduziu (16%) o
transporte de K" (K;Na; versus K;Nag). Em sintese, a despeito da [Kjext ter sido cinco
vezes menor que a [Na'Jex, 0 primeiro mostrou maior seletividade no transporte para a
parte aérea a despeito de das menores taxas de transporte apresentadas. Em outras
palavras, o0 K~ externo foi capaz de reduzir significativamente a taxa de transporte de
sodio e consegiientemente a acumulagdo de ion salino. Os peciolos apresentaram uma
resposta singular, ndo apresentando acumulagfo desses ions em diferengas as taxas de

acumulac@o e seletividade para os mesmos.
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Figura 3 — Seletividade de K" no tratamento K,Na, em (A) folhas, (B) caule, (C) peciolos e (D) raizes de
pinhdo manso submetidas a concentragio externa de 10 mM de K" e 50 mM de Na'. Os valores
representam médias de cinco repetigdes. Médias iguais seguidas com letras minusculas ndo denotam
diferencas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).
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Figura 4 — Dados da relagiio K’/ Na" em (A) folhas, (B) caule, (C) peciolos e (D) raizes de pinhdo
manso submetidas 4 concentragiio externa de 10 mM de K™ e 50 mM de Na'. Os valores representam
médias de cinco repetigdes. Médias iguais seguidas com letras minisculas (entre os tratamentos) ndo
denotam diferengas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).

A seletividade K'™-Na" com base nos fluxos dos dois ions no tratamento K;Na, foi
maior nas folhas (23,0), seguido por caule (6,1), raizes (5,5) e peciolos (3,0) — Figura 3.
A seletividade calculada com base na relagdo entre K'/Na* por meio da relagdo molar
(concentragdo), entre os ions nos tecidos de cada parte da planta, mostrou que
comparando as combinagdes K Na; ao KoNa, as relagdes foram reduzidas em 73% (de
1,16 para 0,31), 45% (1,16 para 0,63), 64% (0,70 para 0,25), 55% (1,02 para 0,45) e
53% (2,15 para 0,47), em folhas, caule, peciolos, raizes e xilema, respectivamente
(Figura 4). Os resultados mostraram que as folhas de J. curcas apresentaram a maior

seletividade para K, mesmo na presenca de concentragio elevada de Na', enquanto que
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os peciolos funcionaram nitidamente como um sistema de passagem, com baixas taxas
de acumulacio dos ions e baixa seletividade de K"

A presenga de uma concentragdo elevada (10 mM) de potdssio no meio externo
foi capaz de reduzir significantemente as taxas de acumulagdo de Na' especialmente nas
folhas e caule, comparado com a auséncia de potdssio na solugéo (Figura e Tabela 2).
Associado com a maior seletividade de K" nas folhas, esse nutriente foi capaz de atenuar
os efeitos toxicos causados pelo o Na’ nas folhas, como pode ser observado nos

tratamentos K;Na; e KoNa; no detalhe da Figura 5.

Figura5 — A, Crescimento das plantas nos diferentes tratamentos; B e C, sintomas de toxidez em folhas
de plantas jovens de pinhdo manso causadas por excesso de sais.

Discussao

No presente estudo observou-se um antagonismo forte K" e Na' nas taxas de
acumulagio desses ions nos diversos 6rgdos e no fluxo na seiva do xilema. A despeito
disso, esses fons atingiram concentragdes apreciaveis nas diversas partes vegetativas de
plantas jovens de J. curcas, mesmo sob condigdes de competicdo de ambos. Esses

dados mostram que a espécie possui grande afinidade por esses ions conforme foi
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demonstrado previamente (Silva et. al, 2009a), podendo, portanto, ser classificada como
uma espécie concentradora desses fons, especialmente nas folhas. O K externo foi
capaz de exercer um efeito significativo na redugdo das taxas de acumulagio do Na' na
parte aérea, reduzindo significantemente sua toxicidade. A maioria das espécies vegetais
responde de maneira similar em termos de antagonismo K' - Na' e esse assunto tem
merecido a aten¢do de diversos grupos nos ultimos anos (Maathius & Amtmann, 1999;
Zhu, 2003).

Espécies ou cultivares com capacidade para excluir o Na' de partes vitais da
célula como o citosol e organelas (exce¢do dos vacuolos) e mantendo uma homeostase
favoravel sdo mais aptas a enfrentar a salinidade, especialmente em solos sddicos e
salino-sédicos (Munns & Tester, 2008; Munns, 2005; Munns, 2002). Essa caracteristica
apresenta grande variabilidade genética e pode ser explorado no desenvolvimento de
cultivares resistentes ao estresse salino (Flowers, 2004). A base molecular e fisiologica
das interagdes K™ - Na' sob condi¢des de excesso de NaCl é complexa e ainda pouco
compreendida (Buschmann et al., 2000; Rubio et al., 2003). Alguns dos mecanismos
que controlam essa interagdo ocorrem no transporte via membrana plasmatica,
envolvendo canais e transportadores de K* (Voigt et al., 2009; Alves et al., 2008; Ebert
et al., 2002). Esse primeiro controle é exercido nas raizes e envolvem os processos de
influxo e efluxo associados com os sistemas de alta e baixa afinidade (Essah et al.,
2003; Ebert et al., 2002). A despeito de ainda ndo esta totalmente esclarecido, as
evidencias apontam que o transporte de Na* ocorre principalmente através do sistema de
baixa afinidade de K', envolvendo canais e transportadores de K', além de canais ndo
seletivos de cations (Essah et al., 2003; Rubio et al., 2003 Buschmann et al., 2000;
Ferreira et al., 2001).

Os resultados apresentados nesse artigo mostram que a presenca de concentragio
elevada de K™ externo causou um intenso decréscimo no fluxo de Na' na seiva do
xilema radicular (Figura 1A). Esse tipo de interacdo é bastante favoravel no sentido de
controlar o fluxo desse fon para a parte aérea das plantas. De fato, na presenca de K as
taxas de acumulag@o de sodio nas folhas foram significantemente diminuidas indicando
que a reducdo no carregamento desse fon no xilema radicular exercida por K™ foi
essencial no processo global de distribui¢io de Na* na parte aérea. A passagem de Na®
da raiz para os vasos xilematicos nas plantas, através das células do parénquima,
envolve transportadores e canais seletivos de K™ (Munns & Tester, 2008). Esse passo ¢

" Fi o + » " . . e
considerado critico para a exclusdo de Na™ da parte aérea e contribui decisivamente para
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uma maior tolerancia ao estresse salino em algumas espécies como ocotre, por exemplo,
em cevada (Munns, 2002). Uma vez atingido o xilema, as espécies vegetais dispde de
mecanismos capazes de excluir o excesso de Na' das folhas (Munns e Tester, 2008;
Akinci, 2004; Lacerda et al., 2004; Silva et al., 2003)
Os mecanismos mais comuns utilizado para evitar o transporte excessivo de Na'

do xilema para as folhas sdo: (1) retengdo desse ion nas proprias células do caule; (2)
retencdo de sédio nos vacuolos das folhas mais velhas; (3) reciclagem xilema-floema,
transferindo o excesso desse ion para as raizes (Cabot et al., 2005; Watson et al., 2001;
Lacombe et al., 2000). No caso de J. curcas, ¢ interessante observar que esses
mecanismos aparentemente néo sdo muito efetivos, mesmo na presenga de K" e baixas
concentragdes de Na' (25 mM), uma vez que as concentragdes de sodio nas folhas
foram elevadas (Silva et al., 2009a). Os dados do presente estudo corroboram essa
resposta e mostram uma possivel explicagdo para esse fato. A despeito da alta
seletividade de K" nas folhas (Figura 3), as taxas de acumulagdo e as concentragdes de
Na' nas folhas foram elevadas (Figura e Tabela 2), evidenciado mecanismos pouco
eficientes para restringir o fluxo de sodio. Essa explicagdo € reforgada pelos os dados de
baixas taxas de acumulacdo desse ion nos peciolos, indicando um baixo controle no
fluxo desse nutriente desde as raizes até as folhas.

Uma vez atingindo a folha, o efeito toxico do Na' dependera de alguns fatores.
Os mais importantes sdo: (1) capacidade de armazenamento nos vacuolos; (2)
manutengio de niveis elevados de K* no citosol, resultando numa relagdo K'/Na*
elevada; (3) resisténcia tecidual a toxicidade de Na' (Munns & Tester, 2008; Munns,
2005). No caso de plantas jovens (30 dias de idade) de J. curcas, as concentragdes de
Na' nas folhas aumentam intensamente ja a partir de 25 mM ap6s 15 dias de exposi¢ao
com surgimento dos primeiros sintomas visuais de toxicidade e a partir de 50 mM os
sintomas se tornam intensos com manchas necroticas. Além disso, @ medida que a
concentracio de Na' no meio externo aumenta, a concentragdo de K" nas folhas
decrescem abruptamente (Silva et. al., 2009a). Comparando esses resultados com os
obtidos no presente estudo, foi possivel observar que uma concentragdo maior de K",
num tempo de exposi¢do de oito dias, foi capaz de reduzir a taxa de acumulagdo de Na*
e evitar o surgimento de sintomas visuais agudos (manchas necréticas) no limbo foliar
(Figura 5).

Como ocorre em algumas outras espécies de glicofitas, concentragOes

adequadas de K podem atenuar parte dos efeitos adversos causados pelo o excesso de
q p p
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Na" em J. curcas. E interessante frisar que essa espécie, na fase de planta jovem,
apresenta concentragdes muito elevadas de K' nas folhas, mesmo quando cultivada com
niveis moderados desse nutriente (3 mM) na solugdo nutritiva. Recentemente, foram
observados resultados semelhantes com plantas jovens cultivadas em vasos com solos
(J.A.G Silveira — comunicagdo pessoal). S3o necessarios mais estudos com plantas
adultas e sob condigdes de campo para confirmar se pinhdo manso ¢ de fato muito
exigente em K’ e se esse nutriente no solo em concentragdes elevadas é capaz de
atenuar os efeitos toxicos causados pelo o Na'. Em sintese, plantas de pinhdo manso
com [K'Jex em niveis adequados e expostas ao excesso de NaCl, reduzem os efeitos
adversos do excesso de sodio, possivelmente pela redugdo no transporte de Na" no
xilema e menor acumulacio nas folhas. Estes dados sugerem que [K']ex promovem
fortemente a mitigagdo dos efeitos adversos do excesso de sddio e reducdo deste ion em

plantas de J. curcas.

Conclusio

Os fons K e Na' apresentam forte antagonismo em termos de transporte e
distribuigio nas plantas jovens de pinhio manso. Concentragdes elevadas de K' no meio
externo sdo capazes de reduzir o transporte e os efeitos toxicos do Na' nas folhas.
Inversamente, niveis elevados de Na' é capaz de causar redugdo no transporte de K, a
despeito de esse nutriente apresentar uma seletividade véarias vezes maior do que de

Na", nos diferentes érgios da planta.
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7. CAPITULO 4 - Artigo 3 - Efeitos da temperatura elevada sobre o transporte e a
interacio entre Na e K* sob condicies de salinidade em Jatropha curcas

Artigo em fase de submissdo

Resumo

Objetivou-se, no presente estudo, caracterizar os mecanismos fisioldgicos
envolvidos na interagdo entre K'- Na' sob temperatura elevada, com énfase sobre a
aquisi¢do e distribuigdo de K' em plantas jovens de Jatropha curcas e avaliar a
extensdo com que o sédio é acumulado em diferentes orgdos e os seus possiveis
reflexos. O estudo envolveu dois niveis de combinagio de KCl e NaCl em solugio
nutritiva, compreendendo os seguintes tratamentos: (KoNa;) 50 mM NaCl + 0 mM de
K' e (KyNa;) 50 mM NaCl + 10 mM de K', com cinco tempos de coleta, em um
delineamento inteiramente casualizado. Os resultados mostraram que, apds o periodo de
experimentagdo, os fons K e Na' apresentaram forte interagdo antagénica em termos de
taxa de transporte na planta. Em temperaturas elevadas, houve aumento da absorgdo de
Na' em todas as partes da planta na auséncia de K*. Na presenca de K', a temperatura
influenciou mais fortemente a absorgio de K* na parte aérea do que a absor¢io de Na™.
Em sintese, a presenca de niveis de potdssio no ambiente externo foi capaz de reduzir o
actimulo excessivo de sodio nas partes da planta. Estes dados sugerem que [K']ex aliado
a alta temperatura promovem fortemente a mitigacdo dos efeitos adversos do excesso
de sodio e reducio deste ion em plantas de J. curcas.
Palavras-chave: toxicidade i6nica, homeostase, seletividade, pinhdo manso, nutrigdo

mineral.

Effects of elevated temperature on transport and interaction between Na” and K*
under saline conditions in Jatropha curcas

Abstract

The objective of the present study was to characterize the physiological mechanisms
involved in the interaction between K and Na" under high temperature, emphasis on
the acquisition and distribution of K in seedlings of Jatropha curcas and assess the
extent to which sodium is accumulated in different organs and their possible reflex. The
study involved two levels of NaCl and KCI in nutrient solution combination, the
following treatments: (KoNa;) 50 mM NaCl + 0 mM K" and (K;Na;) 50 mM NaCl + 10
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mM K, with five collection times, in a completely randomized design. The results
showed that after the trial period the K' and Na' showed strong antagonistic interaction
between ions in terms of transport rate in the plant. At higher temperatures, increased
absorption of Na" in all parts of the plant in the absence of K. In the presence of K', the
temperature strongly influenced the uptake of K in shoots than the absorption of Na'.
In summary, the presence of potassium levels in the external environment was able to
reduce the excessive accumulation of sodium in all plant parts. These data suggest that
[K']ex associate to high temperature strongly promote the mitigation of the adverse
effects of excess sodium and reduction of this ion in plants J. curcas.

Index terms: toxicity ion, homeostasis, selectivity, physic nut, mineral nutrition.

Introducio

As variagdes climaticas sdo alguns dos principais fatores que afetam
significativamente a produtividade das plantas em regibes aridas e regides semiaridas
(LARCHER et al.,, 2004). Além desses fatores climaticos tais como temperatura
elevada, nessas regides a pratica da irrigacdo ¢ indispensavel devido o déficit hidrico, e
o uso de fontes de agua com elevados teores de sais ¢ comum. O acimulo excessivo de
sodio afeta as relagdes K'/Na', alterando a homeostase iénica e nutricional da célula
(APSE e BLUMWALD, 2007, RUBIO et al., 2003). Todos esses fatores podem afetar
fungdes bioquimicas e fisiologicas essenciais ao metabolismo celular, podendo levar a
redugdo da eficiéncia metabodlica e até mesmo, a morte da célula (SHI et al., 2002;
ZHU, 2003).

A disponibilidade de potassio (K') em ecossistemas agricolas e naturais
freqiientemente limita o crescimento das plantas, o desenvolvimento e a produtividade
(VIEGAS et al., 2001; NIEVES-CORDONES et al., 2007). O K™ é o cation mais
abundante nas cé€lulas vegetais (LEIGH e SZE, 2001) e comanda uma vasta gama de
reagdes bioquimicas, incluindo muitas que sdo centrais para o metabolismo primario,
além disso, atua como um importante soluto osmético, (LEIGH e SZE, 2001), e seu
fluxo desempenham um papel fundamental nos movimentos estomdticos (LEIGH e
SZE, 2001; GIERTH e MASER, 2007; LEBAUDY et al., 2007).

A manutencdo de niveis adequados de K ¢é essencial para a sobrevivéncia das
plantas em ambientes salinos. Sob tal estresse, a manutengiio de uma alta razio K'/Na*
no citosol da célula é relatada por ser um fator determinante na tolerincia e/ou

aclimatacéo das plantas (MAATHUIS e AMTMANN, 1999; ZHU, 2003). Além disso, ¢
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possivel que elevada disponibilidade de relagdo K'/Na™ ¢ mais importante para muitas
espécies do que simplesmente manter uma baixa concentragéo de sodio (MAATHUIS e
AMTMANN, 1999; CUIN et al, , 2008).

No aspecto fisioldgico destaca-se Silva et al. (2009), verificou que mudas de
pinh3o manso possuem concentragdes relativamente elevadas de K™ em folhas e niveis
relativamente baixos de NaCl na solugo nutritiva (50 mM) reduzem esses niveis de K
quase 10 vezes. Sdo poucos os trabalhos envolvidos sobre a caracterizagdo fisiologica
dessa espécie em condi¢des de estresse como salinidade e ndo foram encontrados na
literatura relatos sobre pesquisas cientificas que envolvem pinhio manso, o efeito do K*
sobre 0 Na', principalmente em temperaturas elevadas.

Os aspectos fisioldgicos e agrondmicos necessitam de estudos, uma vez que, o
pinhdo manso € uma espécie que tem um enorme potencial como produtor de bioenergia
em muitos paises (BEHERA et al., 2010). Diante do exposto, objetivou-se elucidar os
mecanismos de interagio entre K'- Na' no nivel de particionamento em planta inteira
submetida a temperatura elevada, com énfase sobre a aquisi¢io, distribui¢do e o
possivel papel protetor de K* em plantas jovens de Jatropha curcas, em condigdes de
salinidade. Avaliar a extensdo com que o sédio é acumulado em diferentes 6rgéos e os
seus possiveis reflexos, bem como os efeitos negativos do excesso de sddio na absorgio
de potassio. Este artigo relata a influencia da alta temperatura sobre o transporte e
distribuigdo de Na” e K" em plantas de jovens de pinhfio manso na presenca e auséncia

de K*.

Material e Métodos
Material vegetal e condicdes experimentais

O experimento foi conduzido inicialmente casa de vegetacdo (3°44'S e 38°33'W) e
continuado cdmara de crescimento (Fitotron) pertencente a Universidade Federal do
Ceara, Fortaleza, CE As condi¢des ambientais no interior da casa de vegetagdo foram:
fotoperiodo de 12 horas, temperatura média minima de 24 °C, temperatura maxima de
36 °C, temperatura média diaria de 29 °C, umidade relativa do ar média de 65% e
radiagio fotossinteticamente ativa maxima média de aproximadamente 700 pmol m? s”
!. Enquanto que no Fitotron no periodo de aclimatag@o foram: fotoperiodo de 12 horas,
temperatura de 27 ©°C, umidade relativa do ar média de 70% e radiagdo

fotossinteticamente ativa maxima média de aproximadamente 550 pmol m™” s™\. No
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periodo de experimentacdo, um fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 42 °C e
umidade e radia¢do as mesmas do periodo de aclimatagéo.

Sementes de pinhdo manso (Jatropha curcas L.) da linhagem FT 2 fornecidas
pelo Instituto Fazenda Tamandud, Santa Terezinha-PB. Sementes previamente
selecionadas por tamanho e peso foram germinadas em areia e mantidas oito dias apds o
semeio e irrigadas diariamente com Aagua destilada. Em seguida, as plantulas foram
transferidas para vasos de 2 L, contendo solu¢io de Hoagland e Arnon (1950) diluida na
primeira semana % e na segunda semana 2, com pH 6,0 ajustado a cada dois dias com
NaOH 1 mol L' ou HCI 1 mol L. As solugdes foram completamente renovadas a cada
semana e mantidas sob aeragdo forcada. As concentragdes de K™ na solugfio nutritiva
foram de 1,5 mol L™ ¢ 3,0 mol L™, na primeira e segunda semana, respectivamente.

Em seguida, plantas com 15 dias de idade (apds o semeio), foram transferidas
para uma nova solu¢fio nutritiva modificada sem K' contendo (mM): 0,75 Ca(NOs),;
0,25 NH4Cl; 0,0625 Ca(H,POy4):; 0,125 MgSO4 e micronutrientes (uM) 10 H;BOs;
2,25 MnCly; 0,75 CuSOy; 1,75 ZnMoOy; 0,025 Na;MoOg; 25 Fe-EDTA. Logo, essas
plantas foram transferidas para a cdmara de crescimento (Fitotron - modelo PGW 36),
passaram 24 h a temperatura de 27 °C para aclimata¢io e posteriormente as plantas
foram divididas em dois grupos: um subgrupo pré-tratado sem K™ que foi exposto a
solucdo modificada sem K" e com 50 mM NaCl (tratamento KoNa;) e o outro mantido
em solucdo com 10 mM K que foi exposto a solugio modificada com KCI 1 M com 50
mM NaCl (tratamento K;Na;) e submetidas a um aumento gradativo de temperatura até
42 °C por 16 h. As coletas para determinagdo das concentracdes de Na* e K* foram
realizadas nos tempos 0, 4, 8, 12 e 16 h. Apods isso, as plantas foram separadas em
folhas, caules e raizes e secas em estufa com circulagdo de ar (70 °C por 72 horas) para

as determinacdes de massa seca.

Taxa de transpiracio e fotossintese
Nos tempos de coleta 0 e 8 horas, foram realizadas leituras de transpiragio e
fotossintese em folhas totalmente expandidas do tergo médio das plantas, utilizando um

analisador de gas no infravermelho (IRGA, mod LCA-2, ADC, Hoddesdon, UK).

Determinagio das concentracdes de sédio e potissio
As determinagdes das concentragdes de sodio e potassio foram realizadas

conforme descrito em Silva et al. (2009). A extragdo foi feita utilizando 50 mg material
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moido com 20 mL de H,O deionizada em banho-maria a 100 °C por 1 hora. O extrato
obtido foi centrifugado e seu sobrenadante foi analisado em fotdmetro de chama

(Micronal, modelo B462) para as determinacgdes das concentragdes de Na' e K.

Determinacio da taxa de acumulacio de K' e Na" e seletividade dos fluxos dos fons
K" e Na" em partes da planta

As taxas de acumulagdo de Na' (Jno) ¢ K' (Jx) em folhas e caules foram
calculados a partir da variagio das concentragdes de Na“ ¢ K* (nos tempos de coleta) e
da variacdo da massa seca das raizes de acordo com equagdo descrita por Welbank
(1962).

(My-M,) _ In(wy-w,)
Ty— Te W,— W,

JNa or JK:

Onde Jn, ou Jx:

M; e M, = concentragdes de K" e Na" nas diferentes partes da planta no tempo
inicial (M) e tempo final M, 16 horas;

T = tempo em horas, sendo T; o tempo inicial e T> o tempo apds 16 horas de
tratamento.

W = massa seca de raizes, sendo W no tempo inicial ¢ W, massa seca no tempo
final. Os resultados de fluxo foram expressos como [mmol (kg de massa seca de raiz.
dia) ']

A seletividade de K - Na“ dos fluxos de fons foi descrita pela relagdo de
seletividade descrita por Jeschke e Stelter, (1983):

Ik [N°+Eext
Sk, Na=-E- x L tet
K,Na MNa [K+1£rxr

Delineamento experimental

O experimento com plantas inteiras foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2 X 1 x 5 (duas doses de potassio, uma de sédio e cinco
tempos de coleta) com quatro repeti¢des, sendo uma planta por vaso representando uma
unidade experimental. Em experimentos em raizes destacadas, foram realizadas quatro
repeticdes, cada repeticdo consistia em um frasco contendo um sistema radicular
individual. Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Resultados
Concentracdes de K™ e Na*

A presenca de 10 mM de K na solucdo nutritiva (K,) causou intenso aumento e
redugdo na acumulagio de K' e Na', respectivamente nas diferentes partes da planta
(tratamentos K;Na; - Figura 1) indicando que a despeito da concentracdo de sodio na
solugdo ser cinco vezes maior do que a de potassio, a planta apresentou uma maior
seletividade por esse nutriente, comparada ao Na'. O tratamento K(Na, apresentou
concentragdes de Na' crescentes com o tempo de exposicdo a temperatura elevada,

enquanto que as de K* decresciam linearmente nas diversas partes da planta.
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Figura 1 - Concentragdes de K™ e Na* em (A) raizes (tratamento K,Na,), (B) raizes (tratamento

K¢Na;), (C) caule (tratamento K;Na,), (D) caule (tratamento KyNa,), (E) folhas (tratamento K;Na,) ¢ (F)
folhas (tratamento KyNa;) de pinhdo manso expostas a temperatura elevada e concentragfio externa de 10
ou 0 mM de K" + 50 mM de Na". Os valores representam médias de quatro repetigdes. Médias iguais
seguidas com letras minusculas (para K;Na,) e mailsculas (para K(Na;) ndo denotam diferencas
significativas conforme o teste de Tukey (p<0.05).

Taxas de acumulacio e seletividade de K" e Na©
- . + s ”
Na auséncia de K, as taxas de acumulacio de Na" foram maiores em todas as

partes da planta analisadas (Figura 1). Ainda nessas condi¢des, os valores das taxas de
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acumulagio de K™ no tratamento KoNa; com o tempo de exposigdo & temperatura
elevada atingiram valores insignificantes nas folhas e caule. Diferentemente, a presenca
de K" na concentracio de 10 mM causou uma reducéo cerca de 50% no transporte de
Na' nas folhas e caule apés 16 h exposigdo & temperatura (tratamento K;Na; — Figura
2A e B). Mais uma vez, esses resultados indicam maior seletividade pelas plantas de
pinhdo manso por potassio quando comparado ao sodio. Em sintese, a despeito da
[K ]ext ter sido 10 mM e a [Na']ox 50 mM, as plantas de pinhdo manso apresentaram
maior seletividade no transporte de potassio para a parte aérea em virtude das menores

taxas de transporte do Na' (Figura 2B e C).
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Figura2 — Transporte de Na' e K”em (A) caule (tratamento K¢Na,), (B) caule (tratamento K;Na,), (C)
folhas (tratamento KyNa;) e (D) folhas (tratamento K;Na;) de pinhio manso expostas a temperatura
elevada e concentragiio externa de 10 ou 0 mM de K + 50 mM de Na'. Os valores representam médias de
quatro repetigdes. Médias iguais seguidas com letras mindsculas (s6dio) e maitsculas (potdssio) ndo
denotam diferengas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).

As relagbes obtidas mostraram que comparando os tratamentos KoNa; versus
KNa; no ultimo tempo de coleta (16 horas), foram maiores em 80% (de 0,17 - 0,5),
95% (0,11 - 2,7), 88% (0,12 - 1,0), em raizes, caule e folhas, respectivamente (Figura
3). Quanto a seletividade K'-Na" com base nos fluxos dos dois ions no tratamento
KiNa; foi maior no caule (16,0), seguido pelas folhas (9,7) apds 16 h expostas a
temperatura elevada (Figura 4).
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Figura3 - Dados da relagdo K'/ Na* em raizes (A), caule (B) e folhas (C) de pinh&o manso expostas a
temperatura elevada e concentragdo externa de 10 ou 0 mM de K™ + 50 mM de Na“. Os valores
representam médias de quatro repetigbes. Médias iguais seguidas com letras minidsculas (para K Na;) e
maitsculas (para KoNa,) ndo denotam diferengas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).

Enquanto que a seletividade Nat-K" além de terem decrescido nas diferentes
partes da planta, apresentaram valores inferiores aos comparados a seletividade K'-Na'.
Os resultados demonstraram que a temperatura elevada pode ter influenciado
positivamente para o K', visto que a parte aérea de J. curcas apresentaram a
seletividade elevada por K', mesmo na presenga do Na'. Verifica-se que a presenca de
uma concentracdo elevada (10 mM) de potassio no meio externo, foi capaz de aumentar
e reduzir significantemente as trocas gasosas € a acumulagio de Na', respectivamente
(Figura 2 e 5). Portanto, o aumento na seletividade ao K™ aliado a temperatura elevada
pode representar um importante mecanismo para incrementar a tolerancia das plantas de

pinhio manso ao estresse salino.
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Figura 4 — Seletividade: Sk .y, em caule (A), Sy, . x em caule (B), Sk - n. em folhas (C) e Sy, -x em

folhas (D) de plantas de pinhio manso submetida a 10 mM de K™ + 50 mM de Na". Os valores
representam médias de quatro repetigdes. Médias iguais seguidas com as mesmas letras ndo denotam
diferencas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).

Fotossintese e Transpiracio

Apds exposi¢io as duas combinagdes K™ x Na' submetidas a temperatura elevada,
as plantas de pinhdo manso mostraram aumentos e diferencas significativas nas trocas
gasosas (Figura 5). No tratamento KoNaj, a fotossintese e transpiragdo aumentaram apos
8h expostas a temperatura elevada, mas com valores inferiores aos comparados ao
tratamento K;Na; (Figura 5). No tratamento K Na,, a presenga de K" aliada a exposigéo
a temperatura elevada, as trocas gasosas foram beneficiadas, as quais foram maiores a

aquelas encontradas pelo tratamento somente com NaCl — KoNa; (Figura 1 e 5).
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Figura 5§ - Fotossintese — A (A) e transpira¢gdo — E (B) de pinhdo manso expostas a temperatura

elevada e concentragio externa de 10 ou 0 mM de K™ + 50 mM de Na™. Os valores representam médias de
quatro repeti¢oes. Médias iguais seguidas com letras mintisculas (para K;Na,) e maitsculas (para KNa,)
ndo denotam diferencas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).

Discussio

Os mecanismos de tolerdncia ocorrem em trés niveis de organizagdo: nivel de
planta inteira, nivel celular e nivel molecular. Ao nivel de planta inteira a resisténcia
depende da habilidade da planta em controlar o transporte de sal em cinco pontos
especificos: 1- Seletividade no processo de absorgdo pelas células das raizes; 2-
Carregamento do xilema preferencialmente com K* mais do que com Na'; 3- Remogio
do sal do xilema na parte superior das raizes, caules, peciolos ou bainhas foliares; 4-
Pequena re-translocagsio de Na” e CI no floema, garantindo a auséncia de translocagio
para tecidos da parte aérea em processo de crescimento. A tolerdncia em glicofitas
depende dos trés primeiros mecanismos, sendo ocorrem em diferentes graus, em fungao
da espécie e/ou cultivar (DASGAN et al., 2002; MUNNS, 2002; DAVENPORT et al.,
2007).

Nesse estudo, o tratamento K;Na; (10 mM de K"+ 50 mM de Na+) aliado a
temperatura elevada foi capaz de induzir alteragdes favoraveis na taxa de assimilagio de
CO; e transpiracdo. Foi demonstrado recentemente que as plantas J. curcas cultivadas
sob condic¢des de salinidade severa (100 mM NaCl) apresentaram redugéo significativa
nos pardmetros de trocas gasosas e no crescimento devido ao alto acimulo de Na' e

reducio do contetido do K' nas folhas (SILVA et al. 2009b). Em geral, as plantas
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requerem uma relacio K'/Na“ adequada em seus tecidos, especialmente nas folhas, a
fim de preservar a homeostase i06nica e manutengdo do equilibrio osmoético e metabdlico
nas células vegetais, principalmente nas reagdes enzimdticas que requerem o K* como
cofator (YAO et al ., 2010). Além disso, um suprimento adequado de K" para as plantas
é essencial para varios processos fisiolégicos como fotossintese, sintese protéica,
transpiracdo e ajustamento osmotico (OLIAS et al., 2009).

Observa-se o efeito antagbnico do Na' sobre o K, visto que foi capaz de causar
uma diminui¢@o nas diversas partes da planta no tratamento KoNa;. Voigt et al., (2009)
relataram que a auséncia de K pode aumentar a susceptibilidade do estresse salino em
plantas de feijdo caupi desde a raiz, apresentando uma menor K'/Na’, ¢ isso ¢ fator que
pode contribuir para uma maior acumula¢io de Na' na parte aérea, como foi visto no
tratamento KoNa;. As plantas que estavam privadas de K" sob estresse salino e
temperatura elevada, em virtude de uma maior demanda evaporativa, favoreceram a
acumulagdo de Na' na parte aérea (tratamento KoNa,). A fome de potdssio acompanha
regularmente a toxicidade de sddio (APSE e BLUMWALD, 2007) e Peng et al. (2004)
tém mostrado que o declinio da tolerancia a salinidade em baixas concentragdes de K,
que embora o influxo de Na' sobre a membrana plasmitica nio esteja bem
caracterizado, poderia resultar em um aumento de entrada de Na' que ocorre por um
sistema de alta afinidade para absorg¢do de K* (FLOWERS, 2004; HORIE e
SCHROEDER, 2004), além de canais ndo seletivos para absor¢do de ions
(BLUMWALD et al., 2000). A acumulagio de Na' na parte aérea esta relacionada com
o fluxo de transpiragdo (a maior absorgio de agua, maior acimulo de Na' na para a
parte aérea). Portanto, os resultados corroboram parcialmente os efeitos da transpiragio
na acumulacdo de Na" na parte aérea, acima referido. Em complemento, no presente
estudo, que esse efeito pode ser dependente do status de K, pelo menos em plantas de
pinhdo manso, visto que quando supridas de K', o inverso ocorre, ou seja, a temperatura
elevada contribuiu favoravelmente ao K.

Os dados mostram que existe um forte antagonismo entre K ¢ Na’ em plantas
de J. curcas, corroborando com os resultados anteriores (SILVA et al., 2011). Como
conseqiiéncia, quando a concentragdo de K foi 10 mM, a absorgdo de Na' pelas raizes e
as taxas de transporte nas folhas foram diminuidas. A elevada concentragio de K"
induziu restrigio na acumulagio de Na* e evitando os seus efeitos danosos, permitindo
um aumento da fotossintese, aliada a elevada temperatura. Esses efeitos benéficos

-+ -
desencadeados pelo K™ foram comprovadamente associados com aumento no efluxo e
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diminuigio do influxo de Na' nas raizes, como ja observado em outros estudos (OLIAS
et al., 2009; COSKUN et al., 2010).

Os sistemas de absor¢do de K* sdo altamente seletivos na zona radicular e as
concentracdes de K' e Na' sdo semelhantes. (HORIE e SCHROEDER, 2004;
MARTINEZ CORDERO et al, 2005; NIEVES-CORDONES et al., 2007). Os
mecanismos de concorréncia envolvendo Na“ e K', em nivel de transporte ou influxo na
plasmalema sdo intensamente relatados (ESSAH et al., 2003; TESTER e
DAVENPORT, 2003; DAVENPORT et al., 2005; APSE e BLUMWALD, 2007, YAO
et al., 2010). No entanto, o papel de transportadores especificos e canais idnicos
envolvidos com Na" e K' e aos transportes sob elevadas concentragdes de ambos €
pouco estudado (MAATHIUS e AMTMANN, 1999). Quanto aos mecanismos
envolvidos no influxo de Na' pelas raizes induzido pelo K' exdgenos e endégenos, os
dados experimentais disponiveis na literatura sdo escassos (ASHLEY et al., 2006;
SHABALA e CUIN, 2007). Sabe-se que o antiporte Na"/H" é postulado como uma
proteina (SOS1) envolvida no influxo de Na' no citosol para apoplasto em condigdes de
estresse salino (SERRANO e RODRIGUEZ-NAVARRO, 2001; SHI et al., 2002;
DAVENPORT et al., 2005; OLIAS et al., 2009; COSKUN et al., 2010).

Foi relatado por varios autores que a resisténcia da planta a salinidade pode estar
associada a manter uma relagdo K'-Na' adequada especialmente no citosol (RUS et al.,
2004). Os dados mostraram que a relagio K'/Na® decresceu nas diversas partes da
planta nos dois tratamentos estudados, sendo que o tratamento KoNa; alcancou relagdes
proximas de zero no ultimo tempo de coleta (16 h), enquanto que no tratamento K;Na;,
apresentou valores acima de 1,0 nas folhas, caule e raizes. Alguns autores relatam que
valores menores que 1,0 sio indicio de um desequilibrio nutricional e reforga a maior
intensidade de toxicidade i6nica (DASGAN et al., 2002;. ASHLEY et al., 2006;
FERREIRA-SILVA et al., 2009). Em J. curcas foi demonstrado anteriormente (SILVA
et al., 2009a;. SILVA et al., 2011.) que plantas estressadas podem apresentar uma
relacdo de K'/Na" em folhas de cerca de 0,20 comparada com os valores aproximados
de 4,0 em plantas ndo estressadas. Corroborando com diversos autores que tém
correlacionado a resisténcia a estresses ambientais com a manutencdo de uma nutrigéo
adequada de potassica dentro da planta, podendo em alguns casos esse pardmetro ser
utilizado como critério de selecdo de materiais sensiveis e resistentes a determinado tipo
de estresse (MAATHUIS ¢ AMTMANN, 1999). Apesar da interacio K' - Na' ser
intensamente estudada em condi¢des de estresse salino (SHABALA e CUIN, 2007;
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CUIN et al., 2008.), poucos trabalhos mostram as relacdes entre as taxas K'/Na',
seletividade i6nica aliado a altas temperaturas ¢ desempenho da planta, como
fotossintese.

Na maioria das espécies cultivadas a tolerdncia e/ou a resisténcia a salinidade €
baixa, podendo ocorrer grande variabilidade genética ndo apenas entre especies, mas
também, entre cultivares dentro de uma espécie. Deste modo, a selegdo de espécies
tolerantes e/ou resistentes ¢ um fator importante para a produgdo agricola em regides
aridas e semidridas. Apresentamos um estudo abrangente envolvendo alguns processos
fisiologicos essenciais envolvidos com o melhoramento da toxicidade de Na' por K,
utilizando um modelo de planta que apresenta um forte antagonismo entre esses fons.
Tomados em conjunto, os resultados mostraram que o fornecimento de concentracdes
de K elevadas poderia atenuar os efeitos adversos causados por Na™. De acordo com os
resultados, as plantas de pinhdo manso apresentaram capacidade de retengdo (ou
diminuigdo na absor¢do) do ion salino Na' pelo sistema radicular com consegiiente
restri¢gdo do fluxo desses ions para a parte aérea da planta, representando um importante
mecanismo de resisténcia a salinidade. Baseado nisso, as plantas de pinhdo manso
permitiram uma homeostase i6nica que pode estar associado 2 alta seletividade de K' e
que, em condigdes de temperatura elevada, o transporte de K foi beneficiado ao invés

do Na' em todos os 6rgios da planta
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8. CAPITULO 5 - Artigo 4 - Efeito da combinaciio de temperatura e umidade sobre o

transporte de Na' e K* em Jatropha curcas L sob meio salino

Artigo em fase de submissao

Resumo

Objetivou-se com esse estudo, caracterizar diferengas no padrdo de absorgdo e/ou
taxa de acumulagio de potassio (K') e sédio (Na") em raizes destacadas e planta inteira
em plantulas de pinhdo manso expostas ao estresse salino, na presenga e auséncia de K',
sob diferentes temperaturas e umidades relativas do ar. O estudo envolveu quatro niveis
de combinacio de KCI e NaCl em solugdo nutritiva, compreendendo os seguintes
tratamentos: (1) KoNay, (2) KoNaj, (3) KiNag e (4) K;Na;. Esses tratamentos foram
novamente divididos e expostos a temperatura de 27 °C e 42 °C e umidade relativa do
ar de 80% e 40%. Os resultados mostraram que, apos o periodo de experimentagdo os
jons K™ e Na" apresentaram forte interagio antagdnica em termos de taxa de transporte
na planta. Em temperaturas elevadas, houve aumento da absor¢io de K' e Na* em todas
as partes da planta, sendo que independentemente da temperatura e umidade relativa do
ar aos 80% favoreceu a absor¢io de K' e aos 40% a de Na*. Baseado nisso, as plantas
de pinhdo manso permitiram uma homeostase i6nica adequada, que pode estar
associado a alta seletividade de K em todos os o6rgdos da planta, mesmo em
temperaturas elevadas. Em sintese, plantas de pinhdo manso com [K']ex em niveis
adequados e expostas ao excesso de NaCl independentemente da temperatura e umidade
do ar elevada, reduzem os efeitos adversos do excesso de sodio, possivelmente pela
reducfio no transporte de Na' no xilema e menor acumulagio nas folhas. Estes dados
sugerem que [K e promovem fortemente a mitigacio dos efeitos adversos do excesso
de sédio e redugdo deste ion em plantas de J. curcas.
Palavras-chave: homeostase ibnica, temperatura elevada, umidade relativa do ar,

nutri¢do mineral, pinhdo manso.

Effect of combination of temperature and air humidity on the transport of Na” and
K" in Jatropha curcas L in saline
Abstract
The aim with this study was to characterize differences in the pattern of

absorption and/or rate of accumulation of potassium (K") and sodium (Na') in excised
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roots and whole plant of seedlings of physic nut exposed to salt stress in the presence
and absence of K', different temperatures and relative humidity. The study involved
four levels of NaCl and KCI combination in nutrient solution, the following treatments:
(1) KoNay, (2) KoNa;, (3) KiNag and (4) K;Na,. These treatments were again divided
and exposed to 27 °C and 42 °C and relative humidity of 80% and 40%. The results
showed that after the trial period the ions K' and Na' showed strong antagonistic
interaction in terms of transport rate in the plant. Under at higher temperatures,
increased absorption of K and Na' in all parts of the plant, and regardless of
temperature and relative humidity at 80% favored the absorption of K and 40% to Na'.
Based on this, Jatropha plants allowed a proper ion homeostasis, which may be due to
high selectivity of K* in all plant organs, even at high temperatures. In summary, J.
curcas plant with [K']ex at appropriate levels and exposed to excess NaCl regardless of
temperature and high humidity and reduce the adverse effects of excess sodium,
possibly by reducing the transport of Na' in the xylem and less accumulation in leaves.
These data suggest that [K ]y strongly promote the mitigation of the adverse effects of
excess sodium and reduction of this ion in plants J. curcas.

Index terms: ion homeostasis, high temperature, relative humidity, mineral nutrition,

physic nut.

Introducio

Estresses abidticos, como salinidade, temperaturas extremas e baixa umidade
relativa do ar sfo ameagas a agricultura como reducdo de crescimento e resulta na
deterioragdo do meio ambiente. Esses tipos de estresses sdo a principal causa da perda
de produgdo em todo o mundo, reduzindo o rendimento médio da maioria das principais
culturas por mais de 50% (BRAY et al., 2000; CAVALCANTE, 2000; WANG et al.,
2001). A salinidade e temperaturas extremas bem como uma umidade do ar baixa sdo
freqientemente interconectadas, € pode induzir dano celular bastante similar. Por
exemplo, umidade baixa, temperatura elevada e/ou salinizagio se manifesta
principalmente como estresse osmotico, resultando na interrup¢do da homeostase e
distribuicdo irregular de ions na célula (SERRANO et al. 1999, ZHU, 2001; APSE e
BLUMWALD, 2007), no caso da salinidade aliada a condigdes ambientais
desfavoraveis, o excesso de fons como Na' e CI” pode ser agravado, levando a redugio
do crescimento e desenvolvimento do vegetal (FLOWERS et al., 2004; FAO, 2009;
MUNNS e TESTER, 2008).
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Slabu et al. (2009) concluiu que com alta concentragio de NaCl, o Na* é um ion
primario t6xico, que interfere na absor¢io de K e consequentemente interrompe a
resposta estomatica, resultando em perda de dgua, improdutividade e necroses. Baseado
nisso, a homeostase de Na" ¢ K* é um importante mecanismo para reduzir o estresse
salino em plantas superiores, apresentando um fator que contribuiria para tolerancia a
salinidade (ASHLEY et al., 2006; HONG et al., 2009). Segundo Flowers, (2004); Horie
e Schroeder, (2004), o fon potéssio (K') é um macronutriente essencial para todas as
espécies vegetais e desempenha fungdes biolégicas que envolvem processos celulares e
fisiolégicos. O K" atua na manutengio do potencial osmético celular, no balango de
cargas negativas do citosol, na manutengio do potencial de membrana plasmatica ¢ na
manutengdo do pH nos niveis adequados, e é co-fator enzimatico em diversas enzimas
da fotossintese, da respiragio e da biossintese de proteinas, (MAATHUIS e
AMTMANN, 1999; EPSTEIN e BLOOM, 2006; NIEVES-CORDONES et al., 2007).

A resposta ideal das plantas ao estresse salino seria manter uma baixa [Na'] e uma
alta [K'] citosélica. Assim, a discriminaciio dos transportadores e canais de proteinas
aos fons nas rafzes se torna importante, e ¢ considerado um indice de resisténcia a
salinidade (GUILLERMO et al., 2001; DASGAN et al., 2002; CUIN et al., 2008). De
forma, a compartimentalizagdo e exclusio do sédio também podem levar & baixa [Na']
citosélica, e outra alternativa seria o aumento na oferta de K™ no ambiente radicular
(TESTER e DAVENPORT, 2003; ZHU, 2003; COSKUN et al., 2010). Para muitas
espécies, 0 aumento na relagdo K/Na”, é um fator tdo importante quanto simplesmente
manter uma baixa concentracdo de sédio (MAATHUIS e AMTMANN, 1999; RUBIO
et al, 2003; HORIE ¢ SCHROEDER, 2004; CUIN et al., , 2008; VOIGT et al., 2009).

Recentemente Silva et al., (2009) demonstraram que plantas de pinhdo manso
apresentam concentragdes relativamente elevadas de K* em folhas e, em niveis baixos
de NaCl na soluggo nutritiva (50 mM), as concentragdes de K sio reduzidas quase 10
vezes. Considerando os poucos estudos relacionados ao uso de pinhdo manso em solos
salinos sodicos, com enfoque fisioldgico e a interag@o desses processos com variagoes
climaticas, os resultados obtidos por Silva et al. (2009) sugerem relevantes hipoteses:
(1) hd um antagonismo intenso entre K e Na'?; (2) Como a nutricdo de potassio
adequada pode atenuar os efeitos negativos do Na’ e como o excesso de Na' pode
causar problemas na absorcio de K'?; (3) sendo uma espécie do semiarido, e além do

aspecto da salinidade, como os fatores de diferentes temperaturas e umidades do ar
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podem ocasionar alteragdes nos processos de aquisicdo de potdssio e redugdo na
absorgdo de Na"?

O pinhdo manso é uma espécie que tem um enorme potencial como produtor de
bioenergia em muitos paises (BEHERA et al., 2010). Diante do exposto, diz-se que a
tolerdncia e/ou resisténcia a salinidade pode estar correlacionado a uma adequada
nutricdo potassica. Na tentativa de se estabelecer relagdes entre o acumulo e a
distribuicdo desses ions € os mecanismos de tolerdncia dessa espécie, objetivou-se,
portanto, no presente trabalho elucidar os mecanismos de interagdo entre K'- Na' no
nivel de particdo em planta inteira submetidas a diferentes temperaturas e umidades do
ar, o efeito do Na' sobre a absorgdo de K'. Avaliar qual temperatura ¢ umidade relativa
do ar poderia causar a extensdo ou diminui¢do com que os ions salinos sdo acumulados,
o papel do K' na minimizagio dos efeitos do excesso de Na' e suas respectivas
contribuigdes para o ajustamento osmotico. Este artigo relata a influéncia da
temperatura e umidade do ar sobre a distribuigdo e translocagio de Na”™ e K" em plantas

de pinhdo manso.

Material e Métodos
Material vegetal e condicdes experimentais

O experimento foi conduzido inicialmente em casa de vegetagdo e em seguida na
camara de crescimento (Fitotron) pertencente a Universidade Federal do Ceara,
Fortaleza, CE (3°44'S e 38°33'W). As condigdes ambientais no interior da casa de
vegetagdo foram: fotoperiodo de 12 horas, temperatura média minima de 24 °C,
temperatura maxima de 36 °C, temperatura média diaria de 29 °C, umidade relativa do
ar média de 65% e radiagio fotossinteticamente ativa maxima média de

aproximadamente 700 pmol m” s’

Enquanto que no Fitotron no periodo de
aclimatagiio foram: fotoperiodo de 12 horas, temperatura de 27 °C, umidade relativa do
ar média de 70% e radiagdo fotossinteticamente ativa mdaxima média de
aproximadamente 550 pmol m s, Para o periodo de experimentagio, as plantas foram
divididas em quatro lotes: (1) Temperatura de 27 °C — umidade relativa do ar de 40%,
(2) Temperatura de 27 °C — umidade relativa do ar de 80%, (3) Temperatura de 42 °C —
umidade relativa do ar de 80% e (4) Temperatura de 42 °C — umidade relativa do ar de
40% em todas as condigdes um fotoperiodo de 12 horas, com radiagdo

fotossinteticamente ativa maxima média de aproximadamente 550 umol m?s’.
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Foram utilizadas sementes de pinhdo manso (Jatropha curcas L.) da linhagem FT
2 fornecidas pelo Instituto Fazenda Tamandud, Santa Terezinha-PB. Sementes
previamente selecionadas por tamanho e peso foram germinadas em areia e mantidas
oito dias apds o semeio e irrigadas diariamente com agua destilada. Em seguida, as
plantulas foram transferidas para vasos de 2 L, contendo solugdo de Hoagland e Arnon
(1950) com diluigdo de Y na primeira semana e % na segunda semana, com pH 6,0
ajustado a cada dois dias com NaOH 1 mol L™ ou HCI 1 mol L. As solugdes foram
renovadas a cada semana ¢ mantidas sob aeragio forcada. As concentragdes de K' na
solucdo nutritiva foram de 1,5 mol L'e 3,0 mol L'], na primeira e segunda semana,
respectivamente.

Em seguida, plantas com trés semanas de idade (ap6és o semeio), foram
transferidas para solugio nutritiva modificada sem K contendo (mM): 0,75 Ca(NOs)y;
0,25 NH4Cl; 0,0625 Ca(H;PO4)2; 0,125 MgSO4 e micronutrientes (uM) 10 H3;BOs;;
2,25 MnCl,; 0,75 CuSOQyg; 1,75 ZnMoOy; 0,025 Na,MoOQOy; 25 Fe-EDTA. Logo, essas
plantas foram transferidas para a cdmara de crescimento (Fitotron - modelo PGW 36),
passaram 24 h a uma temperatura de 27 °C para aclimatago e posteriormente as plantas
foram divididas em quatro grupos: um subgrupo pré-tratado sem K' que foi exposto a
solucdo modificada sem K e NaCl (tratamento KoNag), sem K" e adi¢do de 50 mM de
NaCl (tratamento KoNa;), e o outro mantido em solug¢io com 10 mM K" que foi exposto
a solu¢@o modificada com KCI 1 M, na auséncia de NaCl (tratamento K{Nag) ¢ 10 mM
deK'e adicdo de 50 mM de NaCl (tratamento K;Na;). As plantas submetidas aos seus
respectivos tratamentos foram colocadas nas cdmeras de crescimento e expostas as suas
respectivas temperaturas e umidades relativas do ar como dito anteriormente. Apos 48
horas, as plantas foram separadas em folhas, caules e raizes e secas em estufa com

circulagio de ar (70 °C por 72 horas) para as determinagdes K', Na* e massa seca.

Taxa de transpiracio e fotossintese

Apds 30 horas de exposi¢do aos tratamentos tanto das doses de K™ e Na',
temperaturas e umidades relativas do ar, foram realizadas leituras de transpiragdo e
fotossintese em folhas totalmente expandidas do tergo médio das plantas, utilizando um

analisador de gas no infravermelho (IRGA, mod LCA-2, ADC, Hoddesdon, UK).
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Determinacio das concentracdes de sodio e potassio

As determinagdes das concentragdes de soédio e potissio foram realizadas
conforme descrito em Silva et al. (2009). A extragdo foi feita utilizando 50 mg material
moido com 20 mL de H>O deionizada em banho-maria a 100 °C por 1 hora. O extrato
obtido foi centrifugado e seu sobrenadante foi analisado em fotdmetro de chama

(Micronal, modelo B462) para as determinagdes das concentragdes de Na* e K.

Determinacio da cinética de absorcio de Na' e K*

Plantas com 23 dias, tiveram suas raizes destacadas da parte aérea, foram lavadas
com 0,1 mM de CaCl, em temperatura ambiente (23 °C) por 4 minutos, de acordo com
o metodologia Huang et al. (1992) e Voigt et al. (2009). Em seguida, as raizes foram
secas suavemente com papel toalha e foram transferidas para Erlenmeyer de 250 mL de
meio de incubagdo contendo acido 2-[N-morfolino]-etanossulfénico (MES) 2,0 mM pH
6,0 CaCl, 0,1 mM. As raizes foram expostas a meio de incubagdo adicionado de KCI 0
e 10 mM por 0, 5, 10, 20, 40, 60, 80 e 100 minutos e adi¢do de 0 € 50 mM NaCl a 27 °C
e 42 °C, denominados de tratamentos KoNa; — 27 °C, K¢Na; — 42 °C, K|Na; - 27 °C e
K Na; — 42 °C. Ao final da realizagdo desses experimentos, as raizes foram lavadas em
CaCl, 0,1 mM gelado por 4 minutos para o deslocamento do Na* apoplastico. O tempo
de curso de absor¢do de Na' e K' foi determinado pela deplegdo da concentragdo dos

ions na solucdo de incubagio em cada tempo. O influxo foi expresso em [mmol (kg MS

h) 1.

Determinacio dos fluxos na seiva, taxa de acumulacio de K™ e Na* e seletividade
no fluxo dos ions K" e Na* em partes da planta

Inicialmente, foi determinado o fluxo da seiva do xilema por meio da pesagem
do liquido coletado, assumindo uma densidade de 1,0 para a seiva. O fluxo da seiva
radicular foi coleta na regido do colo, por meio de corte em bizel com estilete. As
primeiras gotas do exudado foram desprezadas e a coleta durou 60 min. As
concentracdes de K" e Na* foram determinadas por fotometria de chama e o fluxo dos
fons na seiva foi expresso em [(mmol kg seiva h)"]. As taxas de acumula¢io de Na"
(Jna) ¢ K (Jx) em folhas e caules foram calculados a partir da variagdo das
concentracdes de Na” e K' e da variacdo da massa seca das raizes de acordo com

equacdo descrita por Welbank (1962).
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_ (v, -01.) NS
T—T. W,— W,

Jna or Jx

Onde Jna ou Jx:

M; e M, = concentra¢des de K ¢ Na' nas diferentes partes da planta no tempo
inicial (M) e tempo final M>, 24 horas;

T = tempo em horas, sendo T; o tempo inicial e T, o tempo apoés 24 horas de
tratamento.

W = massa seca de raizes, sendo W no tempo inicial ¢ W, massa seca no tempo
final. Os resultados de fluxo foram expressos como [mmol (kg de massa seca de raiz.
dia) ™.

A seletividade de K™ - Na" dos fluxos de ions foi descrita pela relagdo de
seletividade descrita por Jeschke e Stelter, (1983):

jK [.N’ﬂ*]exr
Sk, ya= 2K x 2 Jext
E.Ha Tna [R*-}E.x‘:

Delineamento experimental

O experimento com plantas inteiras foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, em arranjo fatorial 2 x 2 x 2 x 2 (duas doses de potdssio, duas de sddio,
duas temperaturas e duas umidades relativas do ar) com quatro repeti¢gdes, sendo uma
planta por vaso representando uma unidade experimental. Em experimentos em raizes
destacadas, foram realizadas com quatro repetigdes, cada uma consistia em um frasco
contendo um sistema radicular individual. Os resultados foram submetidos a analise de

varidncia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

Resultados
Massa seca, pariametros de trocas gasosas, fluxo dos ions na seiva do xilema
radicular e influxo em raizes destacadas

Apds exposicio as combinagdes K™ x Na" x T °C x UR, as plantas de pinhdo
manso apresentaram comportamento diferenciado na massa seca, nas trocas gasosas, na
seiva do xilema e no influxo em raizes destacadas. As plantas supridas com K’ na
auséncia de NaCl apresentaram maior massa seca, tanto na parte aérea como nas raizes
e crescimento foi mais pronunciado em uma umidade relativa do ar 80%
independentemente da temperatura. A segunda maior producéo de massa seca, foram
das plantas submetidas aos 10 mM de K* com 50 mM de NaCl. Como esperado, a

~ A . -+
menor produgido de massa seca foram das plantas expostas na auséncia de K', com 50
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mM de NaCl, aos 42 °C de temperatura e umidade relativa do ar 40% (Figura 1). O
DPV atua como indicador do equilibrio térmico entre a planta e o meio. Em geral, a
diminui¢do do DPV aumenta o crescimento das plantas, por mudangas fisioldgicas,
como incremento da fotossintese e eficiéncia do uso da agua. Os dados obtidos do DPV
nas combinagdes de temperatura e umidade relativa do ar foram: 42 °C/ 80% = 1,11; 42
°C/ 40% = 3,3; 27 °C/ 80% = 0,5; 27 °C/ 40% = 1,62 kPa. Esses dados corroboram os
encontrados pelo menor valor de DPV, dita como uma condi¢do ambiental favoravel,
visto que de acordo com os resultados, a maior produgdo de massa seca foi das plantas
submetidas a umidade relativa do ar de 80%. Diferentemente, as plantas submetidas a
uma umidade relativa do ar de 40%, no caso de um DPV elevado, apresentaram menor

fotossintese, consequentemente menor produgdo de massa seca (Figura 1 e 2).
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Figura 1 - Massa seca da parte aérea e raiz em umidade relativa do ar 40% e temperatura 27 °C (A),
umidade relativa do ar 80% e temperatura 27 °C (B), umidade relativa do ar 40% e temperatura 42 °C (C)
¢ umidade relativa do ar 80% e temperatura 42 °C (D) de plantas de pinhdo manso expostas a diferentes
temperaturas ¢ umidades relativas do ar submetida & concentrago externa de 0 ou 10 mMde K' + 0 ¢ 50
mM de Na'. Os valores representam médias de quatro repetigdes. Médias iguais seguidas com letras
minusculas (para raiz) e maiusculas (para parte aérea) ndo denotam diferengas significativas conforme o
teste de Tukey (p<0,05).

Nos tratamentos sem K, 0 e 50 de NaCl na solugdo nutritiva (tratamentos KoNage
KoNa,), a fotossintese e a transpiragdo foram inferiores aos comparados aos tratamentos

na presenca de K™ (K;Nag e K;Na;). Aos 42 °C as trocas gasosas sofreram influéncia
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positiva quando comparados a uma condi¢do mais amena (27 °C). Como conseqiiéncia
a manutengdo das taxas fotossintéticas das plantas e a massa seca da parte aérea e raiz,
nos tratamentos com auséncia de K*, aos 42 °C ¢ umidade relativa do ar 40% foram os
mais prejudicados em comparagdo as demais condi¢des ambientais e combinagdes K" x
Na', reforcando a natureza danosa das condigdes de K* ausente, temperatura elevada e

umidade do ar baixa.
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Figura 2 - Dados de fotossintese em umidade relativa do ar 40% (A), fotossintese umidade relativa do
ar 80% (B), transpira¢do umidade relativa do ar 40% (C) e transpiragio umidade relativa do ar 80% (D)
de plantas de pinhdio manso expostas a diferentes temperaturas e umidades relativas do ar submetida a
concentragio externa de 0 ou 10 mMde K™ + 0 e 50 mM de Na®. Os valores representam médias de quatro
repetigdes. Médias iguais seguidas com letras mindsculas (para 42 °C) e maiusculas (para 27 °C) nio
denotam diferencas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).

Submetidas as temperaturas em que essas plantas foram expostas em UR 80%, a
presencga de 10 mM de K™ na solugiio nutritiva (K;) causou intensa redugo no fluxo de
Na' na seiva do xilema (tratamentos KoNa; versus K;Na;), uma queda em torno de 50%
nas duas temperaturas (Figura 3A e B). Diferentemente a presenca de 50 mM de NaCl
causou uma menor reducio (11% aos 27 °C) e maior (43% aos 42 °C) no fluxo de
potassio na seiva do xilema (tratamentos K Nag versus K;Na,), indicando que a despeito
da concentragdo de sodio na solugdo ter sido cinco vezes maior do que a de potassio, a
planta apresentou uma seletividade maior por K' no xilema aos 27 °C de temperatura,

comparada ao Na'. Nas duas temperaturas, o tratamento K;Nag apresentou os maiores
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valores de fluxo de K* e os menores para Na'. Observa-se que a presenca de K foi
essencial para as taxas de transpiragdo, as quais foram reduzidas pela presenga do NaCl
(Figura 2 ¢ 3).
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Figura3 - Seiva de xilema em umidade relativa do ar 80% aos 27 °C (A) ¢ umidade relativa do ar 80%
aos 42 °C (B) de plantas de pinhdo manso expostas a diferentes temperaturas ¢ umidades relativas do ar
submetida 3 concentra¢do externa de 0 ou 10 mMde K™ + 0 e 50 mM de Na'. Os valores representam
médias de quatro repetigdes. Médias iguais seguidas com letras mintsculas (para 42 °C) e maiusculas
(para 27 °C) nédo denotam diferencas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).

Tanto o influxo de K™ como o de Na", foram menores aos 42 °C comparado aos 27
°C. O influxo de Na" nas raizes destacadas aumentou na presenga e auséncia de KCI 10
mM ao longo do tempo. O influxo de K" foi fortemente diminuido na presenca de 50
mM de NaCl ao longo dos minutos. Na auséncia de K™ na solugdo, houve uma redugéo
de 47% aos 27 °C e 26% aos 42 °C ap6s 60 min de incubagdo (tratamento KoNa; versus
K;Na; - Figura 4A ¢ B). Em contrapartida, apés 60 min de incubacio da raiz, no
tratamento salino (NaCl 50 mM), o influxo de Na" foi menor, cerca de 9% aos 27 °C e
31% aos 42 °C em relagdo ao tratamento na presenca de KCl (tratamento K;Na; versus

KoNa, - Figura 4C e D) evidenciando um forte antagonismo entre esses ions.
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Figura 4 - Influxo de K™ a 27 °C (A), de K™ a 42 °C (B), de Na" a 27 °C (C) ¢ de Na" a 42 °C (D) de
raizes destacadas de plantas de pinhdo manso expostas a diferentes temperaturas e umidades relativas do
ar submetida 4 concentragdo externa de 0 ou 10 mMde K™ + 50 mM de Na'. Médias de quatro repeti¢des
+ desvio padrao.

Taxas de acumulaciio de K e Na* e seletividade de K

As taxas de acumulagio de K', nos tratamentos contendo esse ion, tanto isolado
como combinado ao NaCl na solugéo, foi maior que o do Na' nas folhas e no caule,
independentemente da temperatura na UR de 80% (tratamento K;Na; e K;Nay),
enquanto que na UR 40% as taxas de acumulagio de Na™ foram maiores do que as taxas
de K (tratamento K;Na; e K¢Na, - Figura 5). Os valores das taxas de acumulagéo de
K" no tratamento K(Na; submetido as duas temperaturas e UR, atingiu valores
insignificantes nas folhas e caule. Em contra partida, a presenca de K" na concentragdo
de 10 mM na solugdo nutritiva causou uma reducio de cerca 50% no transporte de Na*
para as folhas e o caule nas duas temperaturas estudadas e UR 80% (tratamento K;Na; —
Figura 5A e D e Figura 6B e D). Mais uma vez, esses resultados indicam que as plantas
de pinhdo manso possuem uma maior seletividade por potassio. Em sintese, o K"
indicou maior seletividade no transporte para a parte aérea por ter mostrado menores
taxas de transporte do Na” em UR 80%. Em outras palavras, o K* externo foi capaz de
reduzir significativamente a taxa de transporte de soédio e conseqiientemente a
acumulacio do ion salino na parte aérea independentemente da temperatura e UR 80%
(Figura 5 e 6). J4 na UR 40%, o Na' apresentou maior taxa de acumulago, esses dados

mostram que a umidade relativa do ar apresentou maior efeito sobre a taxa de
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acumulacdo dos ions do que a temperatura. Resultados estes que poderiam ser

relacionados a4 menor produgdo de massa seca e taxas fotossintéticas € com isso ter

impossibilitado a coleta da seiva do xilema, sugestdo refor¢ada pelos baixos niveis

foliares de K sob essas condigdes.

J, -Folha -K*

J, -Folha -Na*
[mmol (kg MS raiz dia)™']

Figura 5

denotam diferencas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).
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— Transporte em folhas de K em umidade relativa do ar 40% (A), de K™ em umidade relativa
do ar 80% (B), de Na" em umidade relativa do ar 40% (C) e de Na* em umidade relativa do ar 80% (D) de
plantas de pinhdo manso expostas a diferentes temperaturas e umidades relativas do ar submetida a
concentragio externa de 0 ou 10 mMde K* + 0 e 50 mM de Na™. Os valores representam médias de quatro
repeticdes. Médias iguais seguidas com letras minusculas (para 42 °C) e maitisculas (para 27 °C) nio
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Figura 6 — Transporte no caule de K" em umidade relativa do ar 40% (A), de K* em umidade relativa

do ar 80% (B), de Na" em umidade relativa do ar 40% (C) e de Na' em umidade relativa do ar 80% (D) de
plantas de pinhdo manso expostas a diferentes temperaturas e umidades relativas do ar submetida a
concentragio externa de 0 ou 10 mMde K™ + 0 e 50 mM de Na™. Os valores representam médias de quatro
repetigoes. Médias iguais seguidas com letras mintsculas (para 42 °C) e maiusculas (para 27 °C) ndo
denotam diferengas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).

Os resultados obtidos mostraram que comparando as combinagdes K{Na; versus
KoNa; na UR 80% as relagdes foram maiores em 77% (42 °C), 81% (27 °C) em folhas,
65% (42 °C), 75% (27 °C) no caule, 77% (42 °C), 82% (27 °C) em raizes (Figura 7). O
mesmo ocorreu sob uma condi¢do de UR 40%, a relagdo aumentou em 90% (42 °C),
75% (27 °C) em folhas, 60% (42 °C), 62% (27 °C) no caule, 86% (42 °C), 84% (27 °C)
em raizes (Figura 7). Embora as relagdes tenham aumentado em comparag@o as com as
combinagdes K;Na; versus KoNa;, verifica-se que nos dois tratamentos, os valores

foram maiores em uma UR de 80%, principalmente na parte aérea das plantas.
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Figura7 — Dados darelagio K'/ Na" em folhas umidade relativa do ar 40% (A), umidade relativa do ar
80% (B), no caule umidade relativa do ar 40% (C), umidade relativa do ar 80% (D), em raizes umidade
relativa do ar 40% (E) e umidade relativa do ar 80% (F) de plantas de pinhdo manso expostas a diferentes
temperaturas e umidades relativas do ar submetida 4 concentragio externa de 0 ou 10 mMde K™ + 0 e 50
mM de Na“. Os valores representam médias de quatro repeti¢des. Médias iguais seguidas com letras
mintsculas (para 42 °C) e maiusculas (para 27 °C) ndo denotam diferengas significativas conforme o
teste de Tukey (p<0,05).

A seletividade K'-Na* com base nos fluxos dos dois fons no tratamento K;Na; em
UR 80% aos 27 °C foi maior no caule (14,6), seguido pelas folhas (5,6) e raizes (1,4)
aos 27 °C. Ja em uma temperatura elevada (42 °C) e UR de 80% foi maior no caule
(11,2), seguido pelas raizes (3,3) e folhas (1,7). Sob uma condi¢do de umidade relativa
do ar baixa (40%) veja que aos 27 °C foi maior no caule (3,04), seguido pelas folhas
(2,6) e raizes (0,7) e aos 42 °C foi maior nas folhas (1,8), seguido pelas raizes (1,7) e
caule (0,28), note que a seletividade como a relagio K'/Na" na UR baixa os valores

obtidos foram inferiores aos comparados a UR alta (Figura 8).



91

41 UR =40%
B BN 42°C
" 1 27°C
8 (]
Z
mx 21 A
1t c
i ||
0- : LT "
UR =80%
20 A
15+ _a_
= A
< 10+
175
b
5T B
B - c
oL I, , |
folha caule raiz
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folhas, caule e raizes em umidade relativa do ar 80% (B) em plantas de pinhdo manso submetidas a 10
mM de K + 50 mM de Na" submetida 4 diferentes temperaturas. Os valores representam médias de
quatro repeticdes. Médias iguais seguidas com letras mintisculas (para 42 °C) e maiusculas (para 27 °C)
ndo denotam diferencas significativas conforme o teste de Tukey (p<0,05).

Os resultados mostraram que a parte aérea de J. curcas apresentou seletividade
elevada para K, mesmo na presenca de Na', ¢ em diferentes temperaturas. Verifica-se
que a presen¢a de uma concentragido elevada (10 mM) de potdssio no meio externo
comparado ao tratamento na auséncia de potassio na solugéo, em umidade relativa do ar
elevada, foi capaz de aumentar e reduzir significantemente as trocas gasosas € a
acumulagio de Na', respectivamente (Figuras 2, 5 e 6). Portanto, o aumento na
seletividade ao K~ em condi¢des de umidade relativa elevada, pode representar um
importante mecanismo para incrementar a tolerdncia das plantas de pinhdo manso ao

estresse salino.

Discussio

A salinidade em solos de regides aridas e semidridas além da taxa de
evapotranspiragdo sdo aumentadas pelas condigdes opostas, ou seja, baixa umidade
relativa do ar, alta radiacdo e elevadas temperaturas, situacdes que sdo comuns nas
regides aridas e semiaridas e constitui-se em fator limitante da producdo agricola e

expressa preocupagdo social, uma vez que milhdes de hectares de terra em todo o
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mundo sfo afetados por sais e condigdes de elevagdo de temperatura (TAIZ e ZEIGER,
2004; LIMA et al., 2006). Segundo Cavalcante (2000), essas dreas a cada ano estdo
potencializando a reducdo de sua capacidade produtiva, devido & concentragido de sais
nas aguas de irrigagdo ou por efeitos da intensa evaporagio, ocasionados por altas
temperaturas, ou pela solubilizagdo dos sais existentes no solo.

Os resultados tém demonstrado que o estresse salino afeta drasticamente o
balango nutricional do pinhdo manso, ocorrendo um forte actimulo dos fons Na' e CI
em todos os 6rgios da planta e promovendo significativa redugdo do conteido de
potassio radicular da espécie (SILVA et al., 2011). Interagdes competitivas entre os ions
Na' ¢ K™ durante a fase de absorc¢do idnica pelo sistema radicular de plantas é um
fendmeno bastante citado na literatura e é atribuida as similaridades fisico-quimicas,
raio idnico hidratado e carga elétrica dos dois ions (MAATHUIS e AMTMANN, 1999).

Dentre os efeitos mais estudados destaca-se a reducio da concentragio de K™ em
fun¢do do incremento da salinidade sendo reconhecida como mecanismo de tolerdncia,
a capacidade de algumas plantas de absorgio seletiva de K" associada a excluséo de Na'
(SILVA, 2004). No presente estudo, o tratamento K;Na; (10 mM de K"+ 50 mM de
Na") foi capaz de induzir alteragdes favordveis na massa seca, taxa de assimilagdo de
CO, e transpiragdo. Foi demonstrado que as plantas de J. curcas cultivadas sob
condigdes de salinidade severa (100 mM NaCl) apresentaram redug¢fo significativa nos
pardmetros de trocas gasosas e no crescimento devido ao alto acimulo de Na' e redugdo
do contetido do K* nas folhas (SILVA et al,, 2009b, 2010). Em geral, as plantas
requerem uma relacio K'/Na" adequada em seus tecidos, especialmente nas folhas, a
fim de preservar a homeostase i6nica e manutengio do equilibrio osmético e metabdlico
nas células vegetais, principalmente nas reagdes enzimaticas que requerem o K como
cofator (YAO et al ., 2010). Além disso, um suprimento adequado de K™ para as plantas
é essencial para varios processos fisiologicos como fotossintese, sintese protéica,
transpiragdo e ajustamento osmotico (OLIAS et al., 2009).

Em uma situagiio de K™ ausente e com 50 mM de NaCl, observa-se que o K"
apresentou redugdes nas diversas partes da planta no tratamento KoNa;. Ashley et al.
(2006) relataram que a fome de K™ pode aumentar a susceptibilidade do estresse salino
nas plantas e que proporcionam regula¢des de proteinas de transporte € o ajuste dos
processos metabolicos. E que o status de K* pode ser diferenciado na presenga de
elevados niveis de outros cations monovalentes, como sddio que interferem com a

absor¢do de potassio (QI e SPALDING, 2004; RUS et al., 2004) ocasionando uma
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menor K'/Na", e isso pode contribuir para uma maior acumulagio de Na* na parte aérea
como foi visto no tratamento KoNa; As plantas que estavam submetidas a elevada
temperatura ¢ UR baixa sofreram maior demanda evaporativa, reduziram a taxa de
acumulacdo de K (em comparagido ao K Na; UR 80%) favorecendo a acumulagio de
Na' na parte aérea tanto na auséncia e presenga de K, (tratamento KoNa; e K;Na,
principalmente no caule). Spalding et al. (1999) relatou que a acumulagdo de Na' na
parte aérea é proporcional ao fluxo de transpiragdo (a maior absorgdo de dgua, maior
acimulo de Na' na para a parte aérea). Portanto, os resultados corroboram parcialmente
com os efeitos da transpiragio e acumulacio de Na' na parte aérea conforme acima
referido, uma vez que a UR baixa induziu maior acimulo de Na’. Além disso, podemos
dizer no presente estudo, que esse efeito pode ser dependente do status de K" e da
umidade relativa do ar, visto que quando supridas de K™ e UR alta (80%), o inverso
ocorreu, ou seja, uma diminuigio no acimulo de Na' e um aumento na absorgdo de K"
Curiosamente, Quintero et al. (2007) demonstraram que a translocagfio Na" para a parte
aérea foi independente da taxa de transpiragdo em uma cultivar de soja tolerante tratadas
com 40 e 80 mM de NaCl, enquanto que a translocagio de Na' foi dependente da
transpiragdo em uma cultivar sensivel a salinidade.

Os dados mostram que existe um forte antagonismo entre K' e Na em plantas
de J. curcas, corroborando com os resultados anteriores (SILVA et al., 2011). Como
conseqiiéneia, quando a concentragdo de K foi 10 mM, a absorgdo de Na' pelas raizes
(dados nfio mostrados) e as taxas de transporte nas folhas foram fortemente diminuidas
(Figura 5). A elevada concentragio de K" induziu uma restrigio na acumulagio de Na" e
evitando os seus efeitos danosos, permitindo um aumento da fotossintese aliada a uma
temperatura ¢ umidade elevada. Estes efeitos benéficos desencadeados pelo K" foram
comprovadamente associados com aumento no efluxo e diminui¢do do influxo de Na*
nas raizes, como ja observado em outros estudos (OLIAS et al., 2009;. COSKUN et al.,
2010).

O excesso de sddio no meio afeta o crescimento e a produgdo da maioria das
glicofitas e a intensidade desse efeito varia em fung@o da espécie, gendtipo e estadio de
desenvolvimento (MUNNS et al., 2002). Os efeitos adversos do excesso de Na' sobre a
nutri¢io potdssica podem ocorrer tanto na fase de absor¢do como no metabolismo
celular. Durante a absor¢do os canais responséaveis pela absor¢do de K™ podem permitir
o influxo de Na” em um processo competitivo (XIONG e ZHU, 2002). O acimulo desse

. . . oy . o~ r + :
elemento no citosol pode interagir com sitios de ligag@o especificos para K em enzimas
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e reduzir ou bloquear a atividade dessas proteinas, interferindo fortemente no
metabolismo celular. Diversos relatos da literatura tém demonstrado que uma alta
relagio K'/Na' no tecido vegetal é um elemento chave para resisténcia ao estresse
salino (MAATHUIS e AMTMANN, 1999; RUS et al., 2004). Os dados mostraram que
a relagio K'/Na", diminuiu nas diversas partes da planta no tratamento K(Na; nas duas
temperaturas e umidade, enquanto que no tratamento K;Na; as relagdes foram maiores
aos 42 °C, que apresentou valores proximos de 1,0 nas folhas, caule e raizes. Em J.
curcas foi demonstrado anteriormente (SILVA et al., 2009a; SILVA et al., 2011) que
plantas estressadas podem apresentar uma relagio de K'/Na' em folhas de cerca de 0,20
comparados com os valores de aproximados de 4,0 em plantas ndo estressadas.
Corroborando com Maathuis e Amtmann, (1999) que tém correlacionado a resisténcia a
estresses ambientais com a manutencdo de uma adequada nutri¢o potassica dentro da
planta, podendo em alguns casos este pardmetro ser utilizado como critério de selegio
de materiais sensiveis e resistentes a determinado tipo de estresse. Apesar da interagéo
K’ - Na' ser intensamente estudada em condi¢des de estresse salino (SHABALA e
CUIN, 2007; CUIN et al., 2008.), poucos trabalhos mostram as relagdes entre as taxas
K'/Na", seletividade i6nica, desempenho da planta, como fotossintese aliada a
interacdes entre diferentes condi¢des ambientais.

Miltiplos sistemas de absor¢do com seletividades para K* e Na" podem refletir a
necessidade da planta em coordenar o influxo desses cations (SCHACHTMAN e LIU,
1999). Na maioria das espécies cultivadas a tolerancia e/ou a resisténcia a salinidade €
baixa, podendo ocorrer grande variabilidade genética ndo apenas entre espécies, mas
também, entre cultivares dentro de uma espécie. Deste modo, a selegdo de espécies
tolerantes e/ou resistentes é um fator importante para a produgdo agricola em regides
aridas e semiaridas. Em nosso trabalho apresentamos um estudo envolvendo alguns
processos fisiologicos essenciais envolvidos com o melhoramento da toxicidade de Na*
por K7, utilizando um modelo de planta que apresenta um forte antagonismo entre esses
ions.

Os resultados mostraram que o fornecimento de concentragdes de K elevadas
poderia atenuar os efeitos adversos causados por Na" aliado a diferentes temperaturas e
umidades. De acordo com os resultados, podemos dizer que as plantas de pinhdo manso
apresentaram capacidade de retencdo (ou diminuico na absorgéio) do Na' pelo sistema
radicular com conseqiiente restri¢do do fluxo desses ions para a parte aérea da planta em

UR de 80% representando um importante mecanismo de resisténcia a salinidade. E
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submetida a baixa umidade, as plantas apresentaram menores taxas de fotossintese e
consequentemente menor crescimento, que pode ter sido atribuido pela redugio na taxa
de acumulagio de K™ e um aumento do Na*. Baseado nisso, as plantas permitiram uma
homeostase iénica adequada, que pode estar associado a alta seletividade de K™ em
todos os seus Orgdos, mesmo em temperaturas elevadas e umidade do ar 80% (Figura
8). Em sintese, plantas de pinhdo manso com [K™]ex: em niveis adequados e expostas ao
excesso de NaCl independentemente da temperatura ¢ umidade relativa do ar elevada,
reduzem os efeitos adversos do excesso de sddio, possivelmente pela redugdo no
transporte de Na' no xilema e menor acumulagiio nas folhas. Estes dados sugerem que
[K']ex promovem fortemente a mitigagdo dos efeitos adversos do excesso de sédio e

reducdo deste ion em plantas de J. curcas.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados evidenciam que fons K™ ¢ Na' apresentam forte antagonismo em
termos de transporte e distribuicio nas plantas jovens de pinhdo manso. As
concentragdes elevadas de K™ no meio externo foram capazes de reduzir o transporte e
os efeitos toxicos do Na', a despeito de as plantas apresentarem seletividade por K
vérias vez maior do que de Na'. Ainda, as plantas de pinhdo manso independentemente
da temperatura e umidade relativa do ar elevada apresentaram capacidade de retengio
(ou diminuigo na absorgdo) do ion salino Na' pelo sistema radicular com conseqiiente
restricdo do fluxo desse ion para a parte aérea da planta, representando um importante
mecanismo de resisténcia a salinidade. Estes dados sugerem que [K']ex: contribuem para
a mitigagdo dos efeitos adversos do excesso de sodio e redugdo deste ion, bem como

induzir o crescimento da planta e favorecer trocas gasosas em J. curcas.
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