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RESUMO

A absor¢ao liquida de nitrato ¢ um processo dependente da relagao
influxo/efluxo na membrana plasmatica das raizes. O balanco entre esses dois processos
pode afetar a aquisi¢ao de nitrato em plantas expostas ao estresse salino. Infelizmente,
ainda ndo se conhece os mecanismos de inibigdo da absor¢do de nitrato na presenga de
excesso de ions Na' e CI, situagdo comum nos solos salinos sodicos. O objetivo do
estudo foi avaliar o efeito da salinidade sobre os mecanismos de influxo e efluxo de
NOj™ em raizes de feijao caupi, caracterizando-se a cinética da absor¢ao na presenca de
agentes i0nicos e osmoticos. Raizes de feijao caupi foram destacadas e incubadas para
as mensuragdes de influxo e efluxo de NOs™ em experimentos de tempo e niveis de
nitrato variados. O pré-tratamento das plantas com 50 e 100 mM de NaCl alterou a
cinética de influxo e efluxo de nitrato, comparando-se com raizes de plantas nao pré-
tratadas: induzindo efeitos mais pronunciados sobre ambos processos, inibindo o
influxo e estimulando o efluxo. O efeito inibitério do NaCl sobre o influxo de nitrato foi
dependente da dose do sal. O NaCl 100 mM reduziu o valor de V¢ de 12,35 (controle)
para 7,14 e manteve o valor de K, praticamente inalterado (3,05 e 3,21,
respectivamente), evidenciando uma inibicdlo do tipo ndo competitiva.
Interessantemente, o Na,SO4 100 mM causou o mesmo tipo de inibigdo do NaCl mas o
KCI1 100 mM causou uma inibi¢do incompetitiva, reduzindo simultaneamente Vp.x €
K. No sentido de verificar os efeitos da componente osmética da salinidade, observou-
se que PEG e Manitol causaram inibicdo do tipo aproximadamente competitiva,
aumentando o K, (de 3,01 do controle para 6,21 e 7,35 para PEG e Manitol,
respectivamente), € mantendo Vax ligeiramente abaixo do controle. O efeito inibitorio
do NaCl foi mais intenso sobre o sistema de baixa afinidade de absor¢do de nitrato
(60%) do que sobre o de alta afinidade (45%). Os efeitos do NaCl e Manitol sobre o
sistema de alta afinidade, ambos em 100 mM, foram semelhantes entre si no tocante ao
tipo de inibicdo: ambos reduziram V,x € aumentaram os valores de K,. Quando
concentragdes isosmoticas de NaCl, PEG e manitol (Vo= - 0,23 MPa) foram testadas,
verificou-se que os dois primeiros induziram aumentos no efluxo (15 e 34%,
respectivamente), enquanto que, inesperadamente, o manitol causou uma redugdo de
40%, todos comparados ao controle. Concluindo, a salinidade causa reducdo na
absor¢do liquida de NO; em raizes de feijdo caupi através de reducdo no influxo e
aumento no efluxo. No influxo, ocorre uma inibigdo nao-competitiva com o CI’, tanto
no sistema de baixa como no de alta afinidade. Aparentemente, o componente osmético
¢ mais importante na inibigdo da absor¢do de nitrato, mas aparentemente o tipo de sal
(ions) também interfere no processo. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
esclarecer completamente os mecanismos envolvidos na inibicao.



ABSTRACT

Nitrate uptake is a process dependent on the influx/ efflux relationship in the plasma
membrane of roots cells. The balance between these two processes may affect the NOs3
acquisition in plants exposed to salt stress. Unfortunately, we do not know the
mechanisms of inhibition of NOs™ uptake in the presence of excess Na + and Cl- ions, a
common situation in saline-sodium soil. The objective was to evaluate the effect of
salinity on the NOs™ influx and efflux mechanisms in cowpea roots, building the uptake
kinetics in the presence of ion and osmotic agents. Cowpea roots were excised for
nitrate influx and efflux measurements in time-course and NOj levels experiments. In
plants pre-treated with 50 and 100 mM NaCl, NOj" influx and eflux kinetics has been
altered, compared with plants not pre-treated roots: inducing pronounced effects on both
processes, inhibiting the influx and stimulating the efflux. The NaCl inhibitory effect on
the NOj" influx was dependent on the dose of salt. The 100 mM NacCl reduced the value
of Vimax (control) of 12.35 to 7.14 and the K,, value remained unchanged (3.05 and
3.21, respectively), showing a non-competitive inhibition. Interestingly, the Na,SO4 100
mM caused the same inhibition of NaCl, but 100 mM KCI caused an incompetitive
inhibition, reducing Vmax and Ky,. In order to check the osmotic effects components by
salinity, it was observed that PEG and Mannitol caused a competitive inhibition,
increasing the Km (from 3.01(control) to 6.21 7.35 for PEG and Mannitol, respectively)
and maintaining V.x below the control. The NaCl inhibitory effect was more intense on
NO;™ uptake low affinity system (60%) than on the high-affinity system (45%). The
NaCl and mannitol effects on the high affinity system, both in 100 mM, were similar to
each other inhibition type: V. reduced both and increased the K. When NaCl, PEG
and mannitol isosmotic concentrations were tested (W= - 0.23 MPa), it was found that
the first two induced efflux increases (15 and 34% respectively), whereas,
unexpectedly, Mannitol caused a reduction of 40%, all compared to control. In
conclusion, the salinity caused reduction in net NO3 uptake in cowpea roots through
reduction in the influx and efflux increases. In the influx, there is a non competitive
inhibition with the Cl'in both low and high affinity systems. Apparently, the osmotic
component is more important inhibiting the NOs™ uptake, but apparently, the salt type
(ions) also interferes in the process. Meanwhile, more studies are needed to shed light
on the mechanisms involved in inhibition.



| - INTRODUCAO

A salinidade ¢ responsavel por grandes perdas nas producdes agricolas no
mundo. O problema ¢ mais grave nas regides aridas e semi-aridas. Além disso, com o
uso intensivo da irrigacdo, a salinizagdo dos solos tende a aumentar, particularmente,
nas regides com condi¢cdes de altas taxas de evaporagdo, dguas de baixa qualidade e
técnicas ndo apropriadas de manejo da agua e do solo. A salinidade ¢ caracterizada pelo
excesso de ions os quais causam desequilibrios nas propriedades fisicas, quimicas e
microbioldgicas do solo. Como conseqiiéncia destes fatores, a disponibilidade de nitrato
podera ser diminuida devida redu¢do na atividade microbiana.

O excesso de ions que causam a salinidade e que interferem no crescimento e
desenvolvimento das plantas provoca varios efeitos, dentre eles, diminui potencial
osmotico da solucdo, fazendo com que o solo retenha mais dgua, disponibilizando-a em
menor quantidade para a planta. Em paralelo, ocorre também a interagdo ioOnica,
caracterizados pela competicdo de ions pelos mesmos sitios de absor¢do na membrana
plasmatica.

O grau com que cada um dos componentes da salinidade afeta o crescimento
depende de fatores intrinsecos da planta (gendtipo, estagio de desenvolvimento etc),
fatores relacionados a natureza da salinidade (tipo de sais, intensidade, duragdo e forma
de aplicacao do estresse) e fatores ambientais (luz, temperatura, umidade relativa do ar e
sistema de cultivo), bem como da interagao entre eles.

O nitrogénio ¢ o nutriente mineral que mais freqiientemente limita o
crescimento das plantas, sendo nitrato a principal forma de N disponivel nos solos
agricolas. A absor¢ao de NOj™ pelas plantas representa principal forma do uso do N
pelas culturas agricolas. Esse processo ¢ afetado por diversos fatores do solo, dentre eles
a presenca de sais em excesso. A despeito de a salinidade provocar redugdes nas taxas
de absorcdo de nitrato, pouco € conhecido sobre os mecanismos fisiologicos envolvidos
ao nivel de membrana plasmatica, especialmente em leguminosas e a cultura do feijao
caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp] em particular.

A absor¢do de nitrato ¢ um processo dependente da relagdo influxo/efluxo de

NO;™ ao nivel de membrana. O influxo de nitrato ¢ um processo ativo, dirigido pelo



gradiente de H' e catalisado por uma combinacio de sistemas de transporte de alta e
baixa afinidade (HATS e LATS, respectivamente). O efluxo de nitrato pode também ser
um processo induzido por substrato e que requer a transcricdo de RNAs e a sintese de
proteina(s).

As reagdes que conferem o processo de influxo de NO3™ descrevem um sistema
saturavel, onde a medida que a concentragdo de NO;” no meio aumenta, a velocidade
inicial se reduz tendendo a saturagdo. Desta forma, a cinética de influxo de NOs™ pode
apresentar um modelo tipico descrito por uma equacdo analoga a de Michaelis-Menten,
onde se pode estimar a sua velocidade maxima (V) € a constante de Michaelis-
Menten (K.,). Assim, através desse modelo pode-se estimar o tipo de inibicdo que
ocorre quando o influxo de NO;” vem acompanhado de alguns ions causadores de
estresse salino.

A caracterizagdo da cinética do nitrato em raizes de plantas ainda é um
processo pouco conhecido, considerando que maior parte dos ions presentes no solo ¢
absorvida pelas raizes através da membrana plasmatica de células da epiderme e do
cortex da raiz, principalmente em regides mais jovens. Além da caracterizacdo cinética,
outro aspecto importante ¢ de pouco conhecido ¢ a relagdo com inibidores especificos
da absor¢ao, principalmente em condic¢des de solos salinos.

Tendo em vista que a salinidade ocasionada por alguns ions pode afetar o
processo de absorc¢do (influxo e efluxo) de nitrato, e que este processo ¢ fundamental
para o crescimento ¢ produgdo das plantas, o presente estudo pretende utilizar o feijao
caupi como modelo para avaliar o efeito da salinidade induzida por NaCl e outros sais e
agentes osmoticos sobre os processos de influxo e efluxo de NO;™ em raizes de feijao

caupi, com o intuito de caracterizar a cinética da absor¢ao.



Il - HIPOTESE E OBJETIVOS

HIPOTESE

A salinidade causada por excesso de Na“ e Cl inibe a absor¢do de nitrato
através de um mecanismo i06nico competitivo com o Cl". Em adicao, a absor¢do ¢ mais
inibida no sistema de baixa afinidade do que no de alta afinidade. A componente
osmotica da salinidade exerce uma influencia baixa sobre o processo de absor¢do de

nitrato em raizes de feijdo caupi.

OBJETIVO GERAL

Caracterizar a cinética de absor¢do liquida de NO;s  (influxo e efluxo) na
presenga de diferentes concentragdes de NaCl e comparar com a cinética na presenca de
outros sais (KCI e Na,SO4) e de agentes osmoticos (PEG e Manitol), no sentido de
elucidar o tipo de inibigdo assim como a contribui¢do das componentes idnicas e

osmoticas.

OBJETIVO ESPECIFICOS

e Verificar a relagdo entre influxo de NOj5", doses de NaCl e acumulagao de CI" em
raizes destacadas de feijdo caupi,

e Caracterizar a cinética dos sistemas de influxo e de efluxo de nitrato na presenga
de 0, 50 e 100 mM de NaCl, utilizando raizes destacadas oriundas de plantas
pré-tratadas ou ndo com as mesmas concentragdes de NaCl;

e (aracterizar a cinética de efluxo de nitrato na presenga de agentes osmoticos,
PEG e Manitol, comparando com o NaCl;

e Determinar o tipo de inibi¢ao causado por NaCl no influxo dos sistemas de alta e
de baixa afinidade de nitrato (calcular Ky, € Viax);

e Comparar as caracteristicas cinéticas do influxo dos sistemas de alta e baixa
afinidade de nitrato na presenca de outros sais (KCI e Na,SO4) e de agentes
osmoticos (PEG e Manitol);

e Analisar comparativamente os resultados.



111 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - A Cultura do Feijao caupi no Brasil

O feijao caupi, também conhecido como feijao-de-corda ou Vigna unguiculata
(L.) Walp, ¢ uma leguminosa dicotiledonea comestivel, dotada de alto contetido
protéico, boa capacidade de fixagdo de nitrogénio, sendo ainda, pouco exigente em
fertilidade do solo. Trata-se de alimento basico para a populacdo, e representa o
principal cultivo na maioria dos municipios das regides Norte e Nordeste do Brasil,
constituindo a principal fonte de proteinas de origem vegetal nessas regides, sendo
também amplamente distribuido no mundo (Aratjo & Watt, 1988).

O feijao caupi pertence a familia Leguminosae, tribo Phaseolae, subtribo
Phaseolinae e ao género Vigna. Colocada em sua primeira classificagdo botanica como
pertencente ao género Phaseolus ou Dolichos. Hoje ¢é classificada e aceita
mundialmente como Vigna (Freire Filho, 1988). Esse género foi dividido em sete
subgéneros, consistindo de varias espécies e, dentre elas, esta a Vigna unguiculata,
amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais como formas selvagens e
cultivadas (Marechal et al., 1988). A sua origem estd ligada, provavelmente, ao
continente africano, mas no Brasil, encontrou boas condi¢des de clima e solo para a sua
adaptacao.

Dadas as grandes qualidades do feijdo caupi, em termos nutricionais
superiores aos feijoes comuns (Phaseolus ssp.), e o seu relativamente baixo custo de
produg¢do (Aratjo & Watt, 1988), parece relevante aumentar a produgdo,
comercializacao e difusdo desta importante cultura, ndo s6 para o Norte e Nordeste, mas
também para as demais regides do Pais, que possuem uma popula¢do com sérias
caréncias protéicas e alimentares. Portanto, a importancia do feijdo caupi para o Brasil,

e, em particular, para o Norte e Nordeste onde sua produgdo esta mais adaptada e ndo se



restringe apenas, aos aspectos propriamente sociais, por ser alimento basico rico em
proteinas, e por estar ligado aos pequenos agricultores. Mas envolve, potencialmente,
um leque maior de aspectos econdmicos como, por exemplo, uma integracdo do
processo produtivo, como tal, ao complexo agroindustrial (Pinto, 1998).

Apesar desta espécie apresentar caracteristicas de tolerancia para condigdes de
deficiéncia hidrica, estresse salino e elevadas temperaturas, evidentemente, o feijao
caupi responde com maior produtividade em condi¢des ideais de disponibilidade de
dgua, nutricdo e temperatura. Assim, pesquisas de melhoramento vém sendo
desenvolvidas visando ao aumento da resisténcia desta cultura as condi¢des de seca e
salinidade do semi-arido nordestino (Martins Miranda, 2002). Embora, o feijao caupi
apresente algumas respostas as condicdes de estresse ambiental (abidtico) e possua
grande potencial de ajustamento a essas condi¢des, sdo ainda relativamente recentes e
escassos os trabalhos encontrados na literatura sobre o comportamento fisiologico,
efeitos e mecanismos bioquimicos referentes a tolerancia ao estresse hidrico e a
salinidade.

Os principais fatores que contribuem para a baixa produtividade do feijao caupi
na regido semi-arida s3o os baixos niveis tecnoldgicos utilizados (sementes nao
melhoradas geneticamente, preparo e correcdo dos solos, etc), associados com as
condi¢des ambientais desfavoraveis, tais como baixa disponibilidade de dgua no solo,
temperaturas elevadas e presenga de salinidade nos solos (Aratjo & Watt, 1988). No
Nordeste brasileiro, as dguas utilizadas na irrigacdo apresentam, na maioria das vezes,
concentracio de sais na faixa de 1 a 30 mmolc L' correspondendo a faixa de
condutividade elétrica de 0,1 a 3,0 dS m’ (Holanda & Amorim, 1997). De acordo com
os dados obtidos pela FAO (2000), o feijao caupi pode tolerar irrigagdes com agua
salinas com condutividade elétrica de até 3,3 dS m™ (Ayers & Westcot, 1999), sendo
considerada entdo como uma espécie moderadamente tolerante a salinidade (Silveira et
al, 1999). No entanto, Dantas et al. (2002) afirmam que o grau de tolerancia do caupi ao
estresse salino varia entre gendtipos.

A cultura do feijao caupi é amplamente cultivada pelos produtores das regides
mais pobres do Brasil e tem sido crescente a sua comercializagdo, embora requeira,
ainda, maiores avangos técnicos da produgdo. Estima-se que a area cultivada com caupi
no Brasil ¢, de aproximadamente um milhdo de hectares, dos quais cerca de 900 mil

(90%) estao situados na regido Nordeste do Brasil (Lima et al., 2007). Apesar de o



feijdo caupi apresentar tolerancia a condigdes de seca e de temperaturas elevadas,
principalmente durante sua fase vegetativa, observa-se que a cultura ¢ muito mais
sensivel a esses estresses durante a fase reprodutiva (Turk & Hall, 1980).

Uma vez conhecida a sua grande importancia s6cio-econdmica, observa-se que
sua produtividade na regido semi-arida do Brasil alcanga valores extremamente baixos,
em termos de potencial genético-fisiologico dessa leguminosa, sendo o efeito da

salinidade uma das principais causas para esta baixa produgdo (Dantas et al., 2002).

3.2 — Salinidade dos solos e suas consequéncias sobre as plantas

A salinidade ¢ o principal fator do meio ambiente que limita o crescimento
vegetal e a produtividade de plantas (Allakhverdiev et al., 2000). Os efeitos prejudiciais
da alta salinidade em plantas podem ser observados em nivel de planta inteira, que vao
desde os decréscimos da produtividade até a morte. Muitas plantas desenvolvem
mecanismos para excluir o sal das células ou de tolerar sua presenca no interior das
células. Durante o aparecimento e desenvolvimento do estresse salino no ambito de uma
planta, todos os principais processos como a fotossintese, sintese de proteinas e o
metabolismo lipidico sdo afetados.

O solo contém normalmente uma solu¢do muito diluida de sais, que, ao serem
absorvidos pelas raizes, promovera uma série de reagdes, dentre elas, a nutrigdo mineral
das plantas. Os sais que constituem a solugdo do solo consistem em grande parte e em
proporcdes variadas, dos cations Na*, Ca®", e Mg®" e dos anions CI" e SO4>. O cation K
e os anions HCOj5", CO5;™ e NOs', geralmente sdo encontrados em baixas concentragdes
(Daker, 1988). O excesso destes ions reduz o potencial osmético da solugdo do solo e
aumenta a sua condutividade elétrica (CE), de forma que um solo ¢ considerado salino
quando a CE do seu extrato saturado ¢ superior a 4,0 dS.m™". Adicionalmente, pode
ocorrer o fendomeno de desestruturacdo do solo, o qual ¢ decorrente da saturacdo do
complexo de troca pelo Na” que, ao substituir os cations divalentes Ca*" ¢ Mg*", conduz
a dispersdo das argilas e torna a porosidade do solo quase nula (Richards, 1974).

A salinizacao dos solos pode ter diversas origens, sendo que os fatores naturais
que mais podem contribuir para o processo da salinizacdo dos solos sdo os materiais de
origem e o clima (Daker, 1988). O Intemperismo de rochas primdrias soluveis pode

liberar sais de varios tipos, principalmente cloretos de sodio, célcio € magnésio, e em



menores concentragdes, carbonatos ¢ sulfatos. O Cloreto de s6dio ¢ o mais soluvel e
abundante sal liberado. A outra causa da acumulacdo ¢ a deposicdo ocednica de sais
transportada pelo vento e chuva. As chuvas pluviais contém 6-50 mg/kg de cloreto de
sodio; Esta concentracdo diminui com a distdncia da costa. Chuvas contendo 10 mg
NaCLL" de chuva podem depositar 10 kg/ha de sal para cada 100 mm de chuva por ano
(Munns et al., 2008).

Mais de 800 milhdes de hectares de terras ao longo de todo o mundo sdo
afetados pela salinidade (FAO, 2007). Esta quantidade representa mais de 6% do total
da superficie terrestre mundial. A maioria destas terras afetadas por sais surgiu a partir
de causas naturais, a partir da acumulagdo de sais durante longos periodos em zonas
aridas e semi-aridas (Rengasamy, 2002). A salinizacdo dos solos ¢ particularmente
evidente nas regides aridas e semi-aridas, atingindo cerca de 30% das areas irrigadas.
Dados da FAO (2000) indicam que o mundo perde cerca de 1,5 milhdes de hectares de
terras araveis a cada ano devido ao acimulo de sais e no Brasil, estima-se que 20 a 25%
das areas cultivadas enfrentam problemas de salinizagao.

O problema da salinidade ¢ mais conspicuo na regido Nordeste, a qual possui
uma area de 155 milhdes de hectares, sendo que 52% dessa superficie sdo semi-aridas
(Lira et al, 1982). Considerando que a pratica da irrigagdo constitui a melhor maneira de
garantir a produgdo agricola com seguranca no semi-arido e que a implantacdo dos
projetos de irrigagdo tem sido incrementada nas ultimas décadas, este problema
configura-se como de grande importancia para a producgdo agricola nessa regido, face as
projecdes futuras de aumento da producao e da demanda por alimentos (Azevedo Neto,
2005).

Os efeitos da salinidade sobre as plantas ja tem sido foco de pesquisas nos
ultimos anos, em virtude do sal inibir o crescimento das plantas em grandes areas do
globo, mais do que qualquer outra substancia inibidora presente no ambiente normal
(Epstein, 1975).

A inibicdo do crescimento das plantas pelo estresse pode ser conseqiiéncia dos
efeitos osmoticos, provocando déficit hidrico e/ou da acumulagdo excessiva de ions, que
pode causar toxicidade, desequilibrios nutricionais ou ambos (Greenway & Munns,
1980). Entretanto, o grau com que cada um destes componentes do estresse salino afeta
o crescimento depende de fatores intrinsecos da planta (gendtipo e estagio de

desenvolvimento), fatores relacionados com o estresse (tipo de salinidade, intensidade,
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duragdo e forma de aplicacdo do estresse) e fatores ambientais (luz, temperatura,
umidade relativa do ar e sistema de cultivo), bem como da interagdo entre eles (Cramer
et al., 1994; Bray et al., 2000).

Os efeitos da salinidade no crescimento e desenvolvimento das plantas sdo
assim enumerados: 1°- efeito osmotico, posto que uma elevada concentracao salina
diminui o potencial osmoético do solo, fazendo com que este retenha mais 4gua,
disponibilizando-a em menor quantidade para a planta (Gheyi, 2000); 2°- efeitos
toxicos, caracterizados pelo acumulo de ions especificos na planta. Por exemplo, um
excesso de Na' e de Cl no protoplasma ocasiona distirbios, afetando a fotofosforilagao,
a cadeia respiratoria, a assimilagdo de nitrogénio e o metabolismo das proteinas. Esses
ions comecam a inibir a maioria das enzimas envolvidas nesses processos, a uma
concentragdo acima de 100 mM (Larcher, 2000; Munns, 2002); 3°- efeito nutricional, no
qual o excesso de um ion no solo inibe a absor¢ao de outros ions; por exemplo, quando
a concentracdo de Na' e CI" no solo é alta, a absor¢io de nutrientes minerais,
especialmente NO5", K e Ca®* ¢ quase sempre reduzida (Marschner, 1995).

Uma énfase da importancia do efeito osmotico ¢ valida devido aos processos
que pelo qual o potencial hidrico pode ser diminuido sem que haja decréscimo da
turgescéncia ou do volume celular e resulta do aumento liquido no contetido de solutos
na célula (Taiz & Zeiger, 2004). O fendmeno de ajustamento osmotico ¢ mantido pela
acumulacado e perda regulada de ions inorganicos e de solutos organicos de baixa massa
molecular (Strange, 2004), tornando possivel a manutengdo da absor¢do de agua e da
pressao de turgescéncia da célula o que pode contribuir para a manutengdo de processos
fisiologicos, tais como: abertura estomatica, fotossintese, alongamento e divisdo
celulares (Serraj & Sinclair, 2002). O ajustamento osmoético representa, assim, um
importante mecanismo de aclimatagdo das plantas as condi¢des de seca ou salinidade
(Taiz & Zeiger, 2004).

E necessario destacar que, entre as espécies vegetais e dentro de cada espécie,
pode-se encontrar variabilidade genética em relacdo a tolerancia a salinidade (Ayers &
Westcot, 1999), a qual pode estar relacionada com diferencas em respostas morfo-
fisiologicas (Kuiper, 2000; Niu et al., 1995; Moya et al., 1999; Storey, 1995; Lacerda et
al., 2003). A Espécie [Vigna unguiculata (L.) Walp] feijdo caupi é considerada
moderadamente tolerante (Silveira et al, 1999; Fageria & Gheyi, 1997; Ayers &

Westcot, 1999), refletindo, provavelmente, as variabilidades nos graus de eficiéncia dos
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mecanismos de aclimatagdo ou adaptacdo ao excesso de sais no solo. Em muitas
espécies o Na' e Cl sdo efetivamente excluidos da parte aérea através de retencdo nas
raizes independente da transpiracdo (Munns, 2005). Ao contrario, nas plantas hal6fitas,
constituintes da flora natural de solos altamente salinos, esse mecanismo geralmente
nao existe, ocorrendo grande acumulagdo de ions salinos nas folhas.

De modo geral, as plantas tém duas alternativas para crescer e se reproduzir em
ambientes salinos: 1) evitar o acumulo excessivo de sais, principalmente no tecido
fotossintetizante; 2) acumular sal no tecido fotossintetizante, porém de forma
compartimentalizada, evitando que os mesmos atinjam os processos ¢ as funcdes
essenciais do vegetal. No caso das halofitas, ha compartimentalizagdo eficiente de ions
inorgéanicos no vacuolo acompanhado do acimulo de solutos orginicos compativeis no
citoplasma, os quais mantém o equilibrio osmoético entre os compartimentos celulares

(Hasegawa et al., 2000).

3.3 — Absorcéo e transporte de NO3 em plantas

O nitrogénio ¢ fundamental para o crescimento e desenvolvimento de todas as
plantas cultivadas que o requerem em grandes quantidades. Normalmente, o nitrogénio
é absorvido da solugdo do solo, na forma de ions de nitrato (NO3") ou amédnio (NH4")
(Smith & Gallon, 1993). De todos os elementos quimicos necessarios as plantas, o
nitrogénio (N) ¢ o que é requerido em maiores quantidades, perfazendo 2% de sua
massa seca total (Miller & Cramer, 2004). Além da sua grande importancia, o N tem
como principal fonte 0 NO3, sendo a forma mais abundante do que o NH;" em torno das
raizes. Entretanto, a solucdo do solo freqiientemente apresenta baixas concentragdes de
NOs', o que limita o crescimento da planta (Silveira & Crocomo, 1985). Ao ser
absorvido pelas raizes, o nitrato ¢ transportado para as partes em crescimento da planta.
Por fim, o nitrogénio ¢ armazenado nas sementes € nas culturas agronomicamente
importantes, como os cereais e as leguminosas, que sdo de consideravel valor comercial.

Em resposta aos diversos habitats, as plantas evoluiram multiplas estratégias
para adquirirem o nitrogénio, dentre elas, a absor¢dao de nitrato e a fixacdo do
nitrogénio. Em muitos solos, especialmente aqueles com cultivos anuais, o nitrato ¢ a
fonte mais abundante de nitrogénio, sendo que, sua concentragdo no solo varia entre 1 e

5 mM, podendo alcangar valores de até 5 uM, em conseqiiéncia de sua ampla utilizagao
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pelas plantas e microrganismos e, adicionalmente, de sua lixiviagdo do solo (Miller &
Cramer 2004). Na agricultura, baseada em altas produtividades, pressupde elevadas
aplicagdes de insumos, a fim de suprir a demanda nutricional das plantas. O nitrogénio
¢, normalmente, o nutriente mineral mais abundante no tecido vegetal, refletindo a alta
exigéncia em N das culturas. Entretanto, segundo Mortvedt et al. (1999), a eficiéncia no
aproveitamento do fertilizante nitrogenado adicionado ao solo, em particular nas regides
tropicais, estd em torno de 50-70%, fazendo com que parte do investimento em
adubac¢do ndo tenha o retorno esperado.

A varia¢dao do nivel de nitrato no solo pode afetar a taxa de crescimento ¢ a
concentragdo de nitrato armazenada nas plantas. Quando fornecidos grandes
concentragdes de NO;™ no solo, as concentragdes na raiz e parte aérea podem atingir até
100 mM, mais do que ¢ armazenado no interior dos vactolos (Miller & Smith, 1996).

O ion NO;™ também serve como um importante sinalizador para o crescimento
de plantas, em funcao da alteragdo de seu metabolismo e pela indugdo de genes nas vias
de assimilacdo do nitrato. Estes genes codificam os transportadores que reconhecem o
nitrato da solu¢do do solo e enzimas especificas convertem o nitrato a amonio dentro
das células (Von Wiren et al., 2000). Outros dados sugerem que o nitrato pode ser um
sinalizador para a regulacao do metabolismo do carbono, por exemplo, pela modulagao
da expressdo de genes envolvidos na biossintese de acidos organicos (Scheible et al.,
1997).

O NOs presente no solo é absorvido pelas raizes através da membrana
plasmatica de células da epiderme e do cortex da raiz, principalmente em regides mais
jovens (Taiz & Zeiger, 2004). O NOj;™ absorvido podera tomar quatro destinos: (a) ser
imediatamente reduzido por a¢do de enzimas como redutase de nitrato (RN) e redutase
de nitrito (RNi). A amdnia produzida por RNi sera assimilada pela via GS/GOGAT
(glutamina sintetase/glutamato sintase) (Lea, 1997); (b) A segunda alternativa serd a
mobilizagdo do NOj;™ das raizes para a parte aérea, a partir do descarregamento no
xilema. (¢) O terceiro caminho serd o influxo do nitrato para os vacuolos das raizes ou
de outra parte vegetativa, constituindo o “pool” de armazenamento; ¢ (d) sofrer efluxo
para o apoplasto, através da membrana plasmatica (Taiz & Zeiger, 2004; Lea, 1993;
Forde, 2000). A fragdo de nitrato no citosol ¢ bastante pequena, a qual constitui o
“pool” metabolico, que ¢ ativo para a indugdo de sintese de proteinas e atividade de RN

(Deng et al., 1991).
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A absor¢ao liquida de NO3™ nas raizes ¢ dada pelo balango de influxo e efluxo
através da membrana plasmatica (Morgan et al., 1973), isto foi proposto por Mackown
et al. (1983) que sdo dois tipos de polls de armazenamento para nitrato em raizes, sendo
um associado com a translocagdo para o xilema, e o outro ligado ao efluxo das raizes e
possivelmente uma subseqiiente reducdo. A reducdo de nitrato ¢ aproximadamente
associada com a absor¢do em célula, ocorrendo durante ou imediatamente depois de seu
transporte através da plasmalema (Mackown et al., 1983; Morgan et al., 1985). A
absorc¢do e redu¢do ndo sdo obrigatoriamente processos acoplados (Morgan et al., 1985)
assim como originalmente propostos por Butz e Jackson (1977). O processo de absor¢do
ocorre por meio de um co-transporte na propor¢io 1 NOs para 2 H' , dirigido pelo
gradiente de protons (AH') gerado pelas ATP-ases da membrana plasmatica, sendo,
portanto, dependente de ATP (Forde, 2000).

Ao longo dos ultimos anos, os estudos sobre cinética de absor¢do evidenciaram
que as raizes possuem pelo menos trés sistemas de transportes de NOs". O sistema de
transporte constitutivo de alta afinidade (CHATS) € caracterizado por valores baixos de
ambos 0s Ky € Viax. O sistema de transporte induzido de alta afinidade (IHATS), com
valores mais elevados de ki, € V. Por ltimo, o sistema de transporte constitutivo de
baixa afinidade (LATS) que pode contribuir significativamente para a absor¢do de
nitrato em concentracdes superiores a 1 mM, que sdo saturaveis em concentracdes tao
elevadas como 50 mM de NO;j. Avaliagdes termodinamicas demonstram que a
absor¢do em LATS também ¢ ativa, apesar da resposta linear para a concentragdo
(Williams & Miller, 2001; Glass & Siddiqi, 1995).

Devido a salinidade interferir na absor¢do e assimilagdo de NOs’, diferentes
autores tem relatado que a absor¢do de NOs” € inibida pela salinidade, o que resulta em
niveis reduzidos deste ion nos tecidos (Gouia et al., 1994; Silveira et al., 2001; Parida e
Dias, 2005). Em plantas de cevada, a taxa de absor¢ao foi afetada na presenca de NaCl e
NaySO4 (Aslam et al., 1984). Em Plantas de feijdo caupi tratadas com 100 mM de NaCl
exibiram uma grande sensibilidade nos processos de absor¢cdo e assimilacdo de NOs”
(Silveira et al., 1999). Quando as plantas de feijdo caupi foram pré-aclimatadas com 50
mM de NaCl, foi evidenciada uma homeostase entre a aquisicdo de N e o crescimento
da planta durante a exposi¢do de curta duracdo ao NaCl, sendo afetada também a
absor¢do ¢ a assimilacdo de NOj (Silveira et al., 2001). Este efeito deletério da

salinidade sobre a absor¢ao de NOs™ esta mais relacionado a competicao direta do ion
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CI pelos sitios transportadores de NO3™ do que com a taxa diminuida de transpiragao

(Cerezo et al., 1999).

3.4 — Influxo e efluxo de NO3  em plantas

A absorcao liquida de NOs pelas plantas ¢ diferenca entre influxo e efluxo de
NOj™ através da membrana plasmatica das células radiculares (Morgan et al., 1973). O
influxo de nitrato é um processo ativo, dirigido pelo gradiente de H™ e catalisado por
uma combinagdo de sistemas de transporte de alta e baixa afinidade (HATS e LATS,
respectivamente) (Fored, 2000; Galvan et al., 2001; Glass et al., 2001). Alguns autores
afirmam ser o processo de influxo de NO;™ através da membrana plasmatica das células
corticais e epidérmicas da raiz, a etapa mais importante de assimilagdo (Daniel et al.,
1998 ; Gojon et al., 1998). A contribui¢do relativa do influxo e efluxo na absor¢do
liquida dependem antes de tudo, da disponibilidade de NO; no meio. Dados ja
reportados mostraram que o influxo foi independente do pré-tratamento com NOs3
(Glass et al., 1985). Porém, estudos posteriores indicaram que o influxo de NOj ¢
extremamente regulada seguindo a acumulagdo de NOs™ em raizes (King et al., 1993).

Influxo e efluxo de NOj;™ sdo processos independentes que sdo regulados por
diferentes mecanismos. O efluxo ¢ estimulado e o influxo € inibido (Aslam et al., 1996)
O efluxo de nitrato pode também ser um processo induzido por substrato que requeira a
transcricdo de RNAs e a sintese de proteinas. Ao contrario do sistema de absorcao,
entretanto, o sistema de efluxo, uma vez induzido, ¢ relativamente estavel na presenca
de inibidores de sintese de proteina ¢ RNA contanto que os ions nitrato ou nitrito
estejam presentes (Aslam, et al., 1996).

O influxo de anions em LATS e HATS ocorre através da acoplagao de protons,
por mecanismos simportes eletrogénicos (Em geral ocorre 1 anion/2H"
estequiometricamente, (Britto & Kronzucker, 2005),enquanto que o efluxo de anion em
LATS e HATS ¢ catalisada por canais de anions, que sdo eletrogénicos (Diatloff et al.,
2004).

Quando plantas sdo previamente cultivadas em solu¢do contendo baixas
concentragdes de NOs™ (abaixo de 1 mM) ou na auséncia de nitrato e em seguida sdo
transferidas para solugdes contendo altas concentragdes de nitrato (1-20 mM), observa-

se uma fase de baixissimas taxas de absor¢do, por aproximadamente 1 hora, seguida de
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uma intensa aceleragdo na absorc¢ao durante algumas horas (Pilbeam & Kirby, 1990). A
existéncia dessa fase sugere um processo de inducdo por nitrato na sintese de uma
proteina transportadora de NOs na plasmalema (Lea, 1993).

Em plantulas de cevada crescidas continuamente na presenca de nitrato, se
observou uma resposta tipica para a cinética de Michaelis-Menten. As taxas de
absor¢do, entretanto, foram dependentes do tipo de pré-tratamento com NOs', sugerindo
que o sistema de transporte foi induzido por nitrato. Em plantas que ndo foram
submetidas ao pré-tratamento com nitrato observou-se baixas respostas ao NO3;  em
faixas de baixas concentragcdes (abaixo de 0,2 mM). Porém, acima desse valor,
observou-se que a taxa de absorcdo aumentou linearmente (Lea, 1993). Os dados
sugerem que a absor¢do de nitrato ¢ conduzida por dois sistemas: um sistema saturavel
a baixas concentragdes, de alta afinidade e induzido por nitrato, e outro sistema ndo
saturavel de altas concentracdes, de baixa afinidade (Lea, 1993). Britto e Kronzucker.
(20006), ilustraram o papel substancial do efluxo na aquisi¢do de nutrientes pelas plantas
crescidas sob condi¢des de transporte de baixa afinidade. Dentre os ions analisados, o
NO;s™ apresentou um aumento da relacdo influxo/efluxo na medida em que a
concentracdo externa de NO;™ aumentou.

Em baixas concentracdes de NOs', o sistema operante ¢ o HATS, que possui
uma caracteristica tipica de Michaelis-Menten. J4 com o aumento da concentra¢do no
meio externo, opera o de baixa afinidade (LATS). Porém, a natureza deste ultimo ainda
¢ um assunto em debate. (Peuke & Jeschke, 1999).

Os principios gerais das reagcdes quimicas se aplicam as reagdes catalisadas por
enzimas e a equacdo de Michaelis-Menten ¢ a equag@o bésica da cinética enzimatica,
que descreve uma hipérbole retangular (Voet et al., 2000). Porém esta aplicacdo mostra-
se também em aspecto distinto que ndo se observa em reagdes nao-enzimaticas, como
por exemplo, as fungdes de saturacdo com o substrato. Um exemplo disso € a cinética
da absor¢do de NOs™ dependente das concentragdes de nitrato. Baseado nestes principios
e na teoria geral da acdo enzimatica e cinética, L.Michaelis ¢ M.L Menten descobriram
uma forma de analisar os aspectos da cinética enzimatica ¢ inibi¢do de uma reagdo na
qual existe somente um substrato. A partir desses aspectos, eles desenvolveram a
velocidade méaxima de uma reagdo (Vmax) € a constante de Michaelis-Menten (K,,,) que
nos permite caracterizar o tipo de inibicdo ocorrida na reacdo. As inibi¢des sdo

classificadas em: competitiva, onde uma substincia compete diretamente com o
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substrato normal pelo sitio ativo de ligacdo. Esse inibidor normalmente ¢ semelhante ao
substrato, de modo que se liga especificamente ao sitio ativo, mas difere-se do substrato
por ndo reagir com ele. Neste tipo de inibigdo, o valor de K, aparente aumenta € Viax
ndo aumenta; incompetitiva, onde a substancia inibidora ndo competi pelo sitio ativo da
ligacdo, mas liga-se diretamente ao complexo formado pelo substrato. O grafico dos
duplos-reciprocos consiste de linhas paralelas e as constantes Ky, € Vpax diminuem;
mista, onde a substincia liga-se aos sitios que participam tanto da ligacdo com o
substrato quanto do complexo formado pelo mesmo. Dentro deste tipo de inibigdo,

existe um modelo classificado como ndo-competitivo, onde o grafico duplo-reciproco

mostra um Vp,x decrescente e um K,, praticamente inalterado na presenca do inibidor
(Voet et al.,, 2000; Lehninger, 1976). Na inibicdo do tipo mista, podem ocorrer
modifica¢des que sao modulados na presencga do inibidor, alterando V. € K.

Em fun¢o das caracteristicas das reagdes enzimaticas, o influxo de NO;™ pode
ser representado pela cinética da absor¢do liquida de NO;. Alguns autores ja
relacionaram o processo de absor¢do de NO3™ com a salinidade, mas o influxo de NOs”
na presenga de sal ainda ¢ pouco conhecido. Peuke & Jeschke, 1999, mostraram que a
inibi¢do da absorcdo pelo sal é um efeito osmotico. Em seus experimentos, a presenca
de sal em sistema de transporte de alta afinidade (HATS) provocou uma inibi¢ao
caracterizada como ndo competiva, de acordo com as constantes K, € Vp. de
Michaelis-Menten. J4 em sistema de transporte de baixa afinidade (LATS) também foi

inibida, mas ndo foi explanado o tipo de inibi¢ao ocorrida.
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IV - MATERIAL E METODOS

4.1 — Material vegetal e Germinacao

Em toda a fase experimental, foram utilizadas plantas de feijao caupi [Vigna
unguiculata (L.) Walp], cultivar Pititiba, fornecidas pelo Setor de Sementes do
Departamento de Fitotecnia da UFC. As sementes foram germinadas sob condigdes
controladas em sistema de rolo de papel germitest (Vieira e Carvalho, 1994).
Inicialmente, as sementes foram desinfetadas com NaClO 0,2 % (m/v) por 5 min, sob
agitacdo eventual. Estas sementes foram lavadas trés vezes em 4gua destilada
deionizada e, em seguida, embebidas por uma hora. Ap6s a embebi¢do, as sementes
foram distribuidas em folhas de papel germitest (280 x 380 mm) previamente
umedecidas com agua destilada deionizada na proporcao de 2,5 vezes a massa do papel.
Dez sementes foram distribuidas em fileira, no terco superior de duas folhas
sobrepostas. Uma terceira folha umedecida foi utilizada para cobrir as sementes e as trés
folhas foram enroladas. Trés rolos individuais, contendo dez sementes cada, foram
enrolados com uma folha umedecida adicional. Este sistema foi coberto com dois sacos
plasticos transparentes desinfetados com etanol 70% (v/v), os quais ficaram dispostos
em direcdes opostas e afixados com atilho na regido central do sistema, formando um
cartucho. Assim, os cartuchos ficaram dispostos em cdmara de crescimento na posi¢ao
vertical, sendo incubados a 27+2°C, sob fotoperiodo de 12 h e radiacdo

fotossinteticamente ativa aproximada de 240 umol.m™.s™', durante quatro dias.
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4.2 — Local e condicdes da fase inicial da condugéo das plantas

A fase inicial da condugdo das plantas foi realizada em condi¢des de casa de
vegetacdo, do laboratdrio de Metabolismo de plantas — (LABPLANT) do Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceard, em Fortaleza-
CE, cuja localizagdo ¢ de latitude 3° 44 sul e longitude 38° 33"W e clima local do tipo
AW’ na classificagdo de Koeppen. O periodo experimental foi compreendido entre os
meses de Setembro 2007 a Junho de 2008. Durante o experimento as condigdes
ambientais, no interior da casa de vegetagdo, foram: fotoperiodo de 12 horas,
temperaturas médias correspondentes a 31°C durante o dia e 24°C durante a noite e

55% de umidade relativa média durante o dia e 75% a noite.

4.3 — Transplante para solucédo nutritiva

Apo6s quatro dias de germinagdo, as plantulas em estadio de gancho plumular,
foram transferidas para vasos com capacidade para 12 L contendo solucdo nutritiva de
Hoagland modificada (auséncia de amonio) e diluida %4 na primeira semana: Ca(NOs),=
2 mM, K;HPO4s= 1 mM, MgSO,= 1 mM, KNOs;= 6 mM, K,SOs=2 mM, Fe-EDTA 0,1
mM, HBO3 40 uM, MnCl, 9 uM, CuSO4 3 uM, ZnSO4 7 uM e Na,MoO;4 0,1 uM, pH
6,0. O sistema hidroponico foi equipado com aeradores promovendo a circulagdo do ar e a
constante movimentagdo da solugdo nutritiva nos vasos. A estrutura utilizada como suporte das

plantulas foi uma lamina de isopor (largura 15 mm). Sob estas condi¢des, as plantulas foram

mantidas em crescimento durante sete dias.

4.4 — Conducao dos experimentos

4.4.1 — Experimento 1: Cinética de influxo liquido de NO3 e acumulacéo de CI" em
raizes destacadas de feijao caupi expostas a diferentes concentracdes de NaCl

As plantas transplantadas foram crescidas durante sete dias em solucdo
nutritiva, sendo que, no 3° dia, a solucdo foi renovada e modificada pela exclusdo de
NOj’, objetivando o esgotamento do mesmo nas raizes. As plantas permaneceram com

a nova solugdo durante quatro dias para um periodo de aclimata¢do sem nitrato. Os sais



19

Ca(NOs); e KNO; foram substituidos por CaCl, e K;SO4 no sentido de manter
constante as concentragdes de Ca™ e de K nas plantas supridas na auséncia de nitrato.

Neste experimento, as raizes foram destacadas no laboratorio e lavadas em
solugdo de CaCl, 0,1 mM a temperatura ambiente por 30 min para a eliminagdo do
excesso de NOs™ retido na parede celular e apoplasto. Em seguida, duas raizes foram
transferidas para erlenmeyers contendo 50 ml de meio de incubagdo MES 1mM , Tris
0,5 mM, CaCl, 0,1 mM, KNOs; 5 mM e as respectivas concentracdes de NaCl: 0, 20,
40, 60, 80,100 e 120 mM, pH 6.0 com quatro repeti¢cdes e incubadas em banho-maria a
30° C sob agitagao por 60 min. Para cada repeti¢ao utilizou —se duas raizes, obedecendo
uma relagao massa fresca/volume de 1g de MF de raiz/25 mL de meio.

Ap6s o periodo de incubacdo, as raizes foram removidas do meio e postas para
secar em estufa a 65° C por 48 horas para posterior determinagdo da massa seca (MS) e
medi¢do da concentracdo de CI” no tecido. A medicao do influxo liquido de NO;™ foi
feita através da deplecdo de sua concentracdo de nitrato no meio de incubagdo através
de eletrodo seletivo para NOs;™ modelo Seven multi da Mettler Toledo®. O eletrodo foi
configurado para expressar as leituras na forma direta de mmol.L™".

Para a determinagdo Cl” em tecido radicular utilizou-se também o método do
eletrodo seletivo para cloreto no mesmo aparelho. Para a obtencao do extrato da raiz,
utilizou-se a amostra da matéria seca (25 mg) que foram submetidas a extracdo com 10
mL de 4agua destilada deionizada em banho-maria a 100°C por uma hora. A amostra
utilizada para a leitura foi a do extrato diluida 50 vezes com dgua deionizada. Os dados

da cinética do influxo de nitrato e acumulagdo de CI” foram expressos em pimol.de NO3

2'"MS.h" e pmol.de CI.g"'MS, respectivamente.

4.4.2 — Experimento 2: Influxo e efluxo acumulado de NO3;™ em raizes destacadas
de plantas de feijdo caupi previamente tratadas ou ndo com 50 e 100 mM de NaCl
Para o experimento com absor¢do acumulada de plantas ndo tratadas e pré-
tratadas, as mesmas foram crescidas durante sete dias em solucao nutritiva, sendo que,
apos o 3° dia a solucdo foi renovada, porém sem conter NOs', objetivando o
esgotamento do mesmo nas plantas. As plantas permaneceram com a nova solugdo
durante quatro dias para um periodo de aclimatacdo sem nitrato. Os sais Ca(NOs), e
KNO; foram substituidos por CaCl, e K;SO4 no sentido de manter constante as

concentracdes de Ca™ e de K™ na solu¢do. Em experimento com plantas pré-tratadas
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com NaCl, aplicou-se 0, 50 e 100 mM NaCl nos vasos durante 48 horas antes dos
ensaios com raizes destacadas.

As raizes foram destacadas e lavadas em solu¢do de CaCl, 0,1 mM por 30 min.
Em seguida, as raizes foram transferidas para frascos contendo meio de incubacdo MES
ImM , Tris 0,5 mM, CaCl, 0,1 mM, KNO; 2 mM pH 6,0 e acrescido dos tratamentos de
0, 50 e 100 mM de NaCl com quatro repeti¢des e incubadas em banho-maria a 30° C
por um periodo de 90 minutos. Aliquotas de S0uL foram coletadas a cada intervalo de
0, 7, 15, 30, 45, 60 75 e 90 minutos. Apos o periodo de incubagdo, as raizes foram
removidas da solugdo de incubagdo e postas para secar em estufa a 65° C por 48 horas
para posterior determinag¢ao da massa seca (MS). A determinagdo do influxo de nitrato
foi feita pelo método do ultravioleta (Cawse, 1967) em espectrofotometro, na qual
determinou a reducdo da concentragdo de NOj;™ na soluc¢do externa a cada intervalo de
incubagio. O resultado do influxo acumulado foi expresso em pmol de NOs.g"'MS.

Para o experimento de efluxo acumulado de NOs", as plantas foram crescidas
durante sete dias em solugdo nutritiva, sendo que, 24 horas antes dos ensaios com
raizes, a concentracdo de NOs” foi reposta para 10 mM de NO;™ na solugdo, objetivando
uma suplementacao de nitrato nas plantas. Neste experimento, as plantas de feijao caupi
tiveram suas raizes destacadas e retiradas o excesso de umidade suavemente com papel
toalha e transferidas rapidamente para erlenmeyers contendo 50 mL de meio de
incubacdo MES 1mM, Tris 0,5 mM e CaCl, 0,1 mM pH 6,0 e acrescido dos tratamentos
de 0, 50 e 100 mM de NaCl com quatro repetigdes, onde permaneceram por 60 minutos
em banho-maria a 30° C. Para cada repeti¢do utilizou —se duas raizes, obedecendo uma
relacdo massa fresca/volume de 1g de MF de raiz/25 mL. Aliquotas de 100 pL foram
coletadas a cada intervalo de 0, 10, 20, 30 ,40, 50 e 60 minutos para determinacido da
concentragdo de nitrato.

Ap6s periodo de incubacgado, as raizes foram removidas da solu¢do de incubagao
e postas para secar em estufa a 65° C por 48 horas para posterior determina¢ao da massa
seca (MS). O efluxo de NOj" foi determinado pelo método ultravioleta de Cawse (1967)
em espectrofotometro, na qual determinou o aumento da concentragdo de NOs3™ da
solucdo externa nos intervalos de tempo estabelecidos. O resultado do efluxo foi

expresso em pmol.g"'MS de NOs".
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4.4.3 — Experimento 3: Caracterizagdo da cinética de efluxo de nitrato na presenca
de NaCl e de agentes osméticos (PEG 6000 e Manitol)

As plantas foram crescidas durante sete dias em soluc¢do nutritiva, sendo que,
24 horas antes dos ensaios com raizes, a concentragao de NOs™ foi reposta para 10 mM
de NO;3 na solucdo, objetivando uma suplementacdo de nitrato nas plantas. Neste
experimento, as plantas de feijdo caupi tiveram suas raizes destacadas e retiradas o
excesso de umidade suavemente com papel toalha. Em seguida, as raizes foram
transferidas rapidamente para frascos contendo 50 mL de meio de incubacdo MES
ImM, Tris 0,5 mM e CaCl, 0,1 mM pH 6,0 e acrescido dos tratamentos de NaCl (50 e
100 mM de NaCl), Manitol 100 mM e PEG 12%, com quatro repeticdes, onde
permaneceram por 60 minutos em banho-maria a 30° C. Para cada repetigo utilizou —se
duas raizes, obedecendo uma relacdo 1g MF raiz/25 mL. Aliquotas de 100 puL foram
coletadas a cada intervalo de 0, 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos para determinacido da
concentragdo de nitrato. Os agentes Manitol, PEG 12% foram calculados para obterem a
mesma osmolaridade com o tratamento NaCl 50 mM (Tabela 8, em anexo).

Apds o periodo de incubagdo, as raizes foram removidas da solugdo de
incubacdo e postas para secar em estufa a 65° C por 48 horas para posterior
determinagdo da massa seca (MS). O efluxo de NOs™ foi determinado pelo método
ultravioleta de Cawse (1967) em espectrofotometro, na qual determinou a concentra¢do
de NOs da solugdo externa nos intervalos de tempo estabelecidos. O resultado do efluxo

foi expresso em pmol.g'MS de NO;

4.4.4 — Experimento 4: Cinética do influxo de NO3™ para dois sistemas de absorcao
(alta e baixa afinidade) em raizes destacadas de feijdo caupi na presenca de NaCl
As plantas transplantadas foram crescidas durante sete dias em solucdo
nutritiva, sendo que, no 3° dia, a solucdo foi renovada e modificada pela exclusdo de
NOj’, objetivando o esgotamento do mesmo nas raizes. As plantas permaneceram com
a nova solug@o durante quatro dias para um periodo de aclimata¢do sem nitrato. Os sais
Ca(NO;); ¢ KNO; foram substituidos por CaCl, e K,;SO4 no sentido de manter
constante as concentracdes de Ca™ e de K' nas plantas supridas na auséncia de nitrato.
Em experimento de baixa afinidade, as raizes de plantas de feijao caupi foram
destacadas e lavadas em solugdo de CaCl, 0,1 mM a temperatura ambiente por 30 min

para a eliminacdo do excesso de NOs;  retidas na parede celular e apoplasto.
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Posteriormente, as raizes foram transferidas para frascos contendo 50 ml de meio de
incubacdo MES 1mM , Tris 0,5 mM, CaCl, 0,1 mM pH 6,0 o qual foi acrescido de
concentragodes crescentes de NO; (0, 2, 4, 6, 8 ¢ 10 mM de KNOs3) e os tratamentos (0,
50 ¢ 100 mM de NaCl) com quatro repeti¢des cada e incubadas em banho-maria a 30° C
por um periodo de 60 min. Para o sistema de alta afinidade, modificou-se apenas as
concentragdes de NO;™ para 0, 0,1; ,2; 0,4; 0,6; 0,8 ¢ 1,0 mM de KNO; e os tratamentos
0, e 100 mM de NaCl com quatro repeti¢des cada e incubadas em banho-maria a 30° C
por um periodo de 60 min.

Apds o periodo de incubagdo, as raizes foram removidas da solugdo de
incubagdo e postas para secar em estufa a 65° C por 48 horas para posterior
determinagdo da massa seca (MS). A verificagdo do influxo foi feita por eletrodo
seletivo para NO3;™ modelo Seven multi da Mettler Toledo®. O influxo de NOs foi
determinado através da diferenga entre a concentragdo inicial menos a concentra¢do
final de NO;™ das solugdes nos frascos e os resultados foram anotados apds prévia
calibra¢do do aparelho. O eletrodo foi configurado para expressar as leituras na forma
direta de mmol.L™".

A cinética da absor¢do de nitrato foi avaliada pelo seu influxo sob condigdes
de auséncia e presenca de salinidade por NaCl. Os dados da cinética do influxo de
nitrato foram expressos em pmol.de NO; .g'MS.h™". O grafico foi elaborado com o
auxilio do programa Sigma-Plot® 10, onde a regressdo ndo-linear permitiu um ajuste a

funcao do tipo hipérbole retangular.

4.4.5 — Experimento 5: Cinética do influxo de NO3™ para dois sistemas de absorcao
(alta e baixa afinidade) em raizes destacadas de feijdo caupi na presenca de agentes
i6nicos (KCI e Na,SO,) e osmoticos (PEG 6000 e Manitol)

As plantas transplantadas foram crescidas durante sete dias em solugao
nutritiva, sendo que, no 3° dia, a solu¢do foi renovada e modificada pela exclusdo de
NOj’, objetivando o esgotamento do mesmo nas raizes. As plantas permaneceram com
a nova solugdo durante quatro dias para um periodo de aclimatagdo sem nitrato. Os sais
Ca(NOs); e KNO; foram substituidos por CaCl, e K;SO4 no sentido de manter
constante as concentragdes de Ca™ e de K nas plantas supridas na auséncia de nitrato.

Para o experimento de influxo em baixa afinidade, as raizes plantas de feijao

caupi foram destacadas e lavadas em solu¢dao de CaCl, 0,1 mM a temperatura ambiente
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por 30 min para a eliminagao do excesso de NOs retidas na parede celular. Em seguida,
as raizes foram transferidas para frascos contendo 50 ml de meio de incubagdo MES
ImM , Tris 0,5 mM, CaCl, 0,1 mM pH 6,0 o qual foi acrescido de concentragdes
crescentes de NO;3™ (0, 2, 4, 6, 8 ¢ 10 mM de KNO3) e os respectivos tratamentos:
controle; NaCl 100 mM; Na,SO4 100 mM; KCI 100 mM e Manitol 100 mM, com
quatro repeticdes cada e incubadas em banho-maria a 30° C por um periodo de 60 min.
Para o experimento em alta afinidade, modificou-se apenas as concentragdoes de NOs3
para 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ¢ ImM de KNOs e os respectivos tratamentos: controle;
NaCl 100 mM e Manitol 100 mM.

Ap6s o periodo de incubagdo, as raizes foram removidas da solugdo de
incubagdo e postas para secar em estufa a 65° C por 48 horas para posterior
determinagdo da massa seca (MS). A verificagdo do influxo foi feita por eletrodo
seletivo para NO;” modelo Seven multi da Mettler Toledo®. O influxo de NOj;™ foi
determinado através da diferenga entre a concentracdo inicial menos a concentragcao
final de NO;3™ das solugdes contidas nos frascos e os resultados foram anotados apods
prévia calibracdo do aparelho. O eletrodo foi configurado para expressar as leituras na
forma direta de mmol.L™".

Os dados da cinética do influxo de nitrato foram expressos em pmol.de NO3".g"
'MS.h". O grafico foi elaborado com o auxilio do programa Sigma-Plot®10, onde a

regressao ndo-linear permitiu um ajuste a func¢do do tipo hipérbole retangular.

4.5 — Determinac0es
4.5.1 — Concentragdo de nitrato pelo método do ultravioleta

Aliquotas de 50uL do meio de incubacdo foram adicionadas com 450 pL de
agua deionizada e despejadas em tubos de ensaio contendo 2000 pL de acido perclérico
5%. O método utilizado foi o de Cawse (1967), ap6s a mistura da amostra + acido
perclorico, agitou-se vigorosamente com agitador tipo vortex. Apos foram feitas as
leituras em ultravioleta por espectrofotometria na faixa de 210 nM. O branco foi feito
por 4gua destilada deionizada (500 pL) + 4acido perclorico 5% (2000 pL) em

substitui¢do ao extrato. A concentracdo de nitrato foi obtida a partir de uma curva
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padrao com concentragdes crescentes de NOs™ (0,1, 2, 4, 6, 8 ¢ 10 mmol '1) diluida 10x.

Os resultados foram expressos em pmol de NO;” mL™ de solugio nutritiva.

4.5.2 — Concentracdo de nitrato atraves de eletrodo seletivo

Para a determinacdo da concentracao de nitrato através do eletrodo seletivo de
NOys’, utilizou-se o aparelho Seven multi, marca Mettler Toledo®. Dois eletrodos foram
imersos na solugdo (50 mL) analisada, um indicador e outro de referéncia apos prévia
calibracao do aparelho. O eletrodo foi configurado para expressar as leituras na forma
direta de mmol.L". Os resultados das leituras eram subtraidos das leituras obtidas
durante a calibracdo do aparelho, obtendo desta forma, a concentragdo real da amostra

analisada.

4.5.3 — Concentracao de cloreto pelo método do eletrodo seletivo

Para a determinagdo da concentragdo de cloreto através do eletrodo seletivo de
CI, utilizou-se o aparelho Seven multi, marca Mettler Toledo®. Dois eletrodos foram
imersos na solu¢do (50 mL) analisada, um indicador e outro de referéncia apos prévia
calibracdo do aparelho. O eletrodo foi configurado para expressar as leituras na forma
direta de mmol.L". As leituras das amostras foram subtraidas das leituras das amostras
padrdes obtidas durante a calibracao do aparelho, obtendo desta forma, a concentracao

real da amostra analisada.

4.5.4 — Ajuste das curvas de influxo pelo modelo de Michaelis-Menten

O ajuste das curvas de influxo de NO;3™ para o modelo de Michaelis-Menten foi
possivel através do software Sigma-Plot 10 ®, permitindo a transformacio para uma

regressao ndo-linear, do tipo hipérbole retangular de dois parametros.
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4.5.5 — Determinacéo dos parametros Km, € Vmax

Para encontrar os valores das constantes cinéticas Ky, € Vmax, a equacdo de
Michaelis-Menten foi transformada pelo método do duplo-reciproco. Os valores da
cinética do influxo de NOj; foram invertidos, ou seja, 1/Influxo e 1/[NOs’]. Apos a
inversdo, os valores foram plotados graficamente numa regressao linear do tipo (y = ax
+ b), obtendo o valor de R?, que é conhecido como equagdo de Lineweaver-Burk. A
partir da equacdo gerada da regressdo estimaram-se os valores de Ky € Vimax
substituindo os valores na equagdo de Michaelis-Menten. Abaixo se encontra o0 processo

de inversdo da equacao de Mihaelis-Menten para equagdo lineweaver-Burk:

e [S] 1 K, 1

Ky +[5] TVl Vi

A transformacdo permitiu ajustar a equagdo linear da reta para a seguinte
forma: Vi = 1/b e Ky = a . Vi, respectivamente. A partir destas transformagdes,

calcularam-se as constantes cinéticas aparentes para cada inibidor utilizado.

4.5.6 — Determinacédo da osmolaridade dos agentes

A osmolaridade dos agentes i6nicos e osmoticos foi determinada com o auxilio do

osmometro previamente calibrado, modelo VAPRO, marca Wescor.

4.6 — Analises estatisticas

Os dados dos experimentos descritos anteriormente foram analisados a partir
de ajuste por regressdo linear, polinomial do 2° grau ou hipérbole retangular,
acrescidos dos respectivos desvios padroes das médias. Quando necessario uma analise
de variancia (ANOVA) com desdobramento para cada tratamento foi realizada. As
diferencas entre as meédias foram analisadas pelo teste de Tukey, com 5% de
probabilidade (P<0,05). Ambos foram realizados com o auxilio do programa Sisvar

(Versao 5.0; UFLA-DEX).
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V - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Experimento 1: Cinética de influxo liquido de NO3™ e acumulacéo de CI" em

raizes destacadas de feijao caupi expostas a diferentes concentracées de NaCl

Com o intuito de verificar as relagdes existentes entre influxo NO;™ através do
sistema de baixa afinidade, diferentes concentragdes externas de NOs3™ e acumulagdo de
cloreto, realizou-se o experimento cujos resultados estdo apresentados através da Figura
1. Os resultados demonstram claramente que existe, até certo limite (concentragdo de
NaCl igual 80 mM), uma relagdo inversa entre o influxo liquido de nitrato e a absor¢ao
de cloreto. Mostra também que o decréscimo no influxo de nitrato ¢ aproximadamente
linear com o aumento das concentragdes externas do NaCl enquanto que a acumulagao
de cloreto tende a seguir o modelo de uma hipérbole retangular (cinética de Michaelis-

Menten).
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Figura 1- Cinética de influxo liquido de NOj3™ (©) e acumulag¢do de CI” (®) em raizes
destacadas de feijao caupi, em resposta ao amento da concentracao de NaCl. Os pontos
e as barras representam as médias e desvio padrido de quatro repetigdes,
respectivamente.

Os resultados deste experimento indicaram que o NaCl afetou intensamente o
influxo de NO;™ em raizes de caupi. Cerezo et al. (1999) afirmaram que este efeito
deletério da salinidade sobre a absor¢do de NO; pode estar mais relacionado a
competi¢ao direta do ion CI pelos sitios transportadores de NO3™ do que com a redugdo
da taxa de transpiracdo. Trabalhos conduzidos pelo mesmo grupo, trabalhando com
absor¢ao de NOj', também tiveram respostas semelhantes quando trataram plantas de
feijao caupi com 100 mM de NaCl (Silveira et al., 2001, Silveira et al., 1999). Em raizes
de cajueiros jovens, observou-se um aumento da acumulagdo de ClI" a medida que se
aumentou as concentragdes de NaCl até por volta de 100 mM na solugdo nutritiva
(Morais et al.,, 2007). Em raizes de tomate observou-se o mesmo aumento da
acumulacdo de CI" at¢é 100 mM de NaCl e a diminuicdo da concentragdo de NO;3 na
raiz, sendo a reducdo do influxo de NO3; uma das causas desta mudanga (Debouba et

al., 2006).
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5.2 — Experimento 2: Influxo e efluxo acumulado de NO3 em raizes destacadas de
plantas de feijao caupi previamente tratadas ou ndo com 50 e 100 mM de NaCl

Neste experimento verifica-se que houve uma redu¢do do influxo acumulado
de NOs;" em ambos os sistemas de plantas cultivadas; ndo tratadas (Figura 2A) e
previamente tratadas durante 48 horas em solu¢do nutritiva (Figura 2B). De acordo com
figura 2 percebe-se que o aumento da absor¢do acumulada de NO;s se deu até 60
minutos de exposicdo em meio de incubagdo. Apos este periodo, o influxo teve uma
perda de sua atividade e este comportamento foi observado em todos os tratamentos
aplicados. A presenca de 50 e 100mM de NaCl em raizes ndo tratadas diminuiu
significativamente a absor¢ao acumulada de NO3™ em 32% e 53% respectivamente. Em
raizes de plantas pré-tratadas, essa reducdo foi de 14% e 44 % respectivamente (Tabela
2). As analises apresentaram um coeficiente de variagdo de aproximadamente 9,5% para
plantas ndo tratadas e pré-tratadas, respectivamente.

Em paralelo, as andlises de influxo acumulado no tempo permitiram a
caracterizagdo da taxa de influxo de NOj3™ de baixa afinidade de raizes destacadas de
feijdo caupi. A andlise dos pontos pela figura 3 permitiu observar uma reducgdo
significativa da taxa de influxo nos dois tratamentos de NaCl aplicados em meio de
incubacdo. Essa diferenga foi também observada em ambos os sistemas de plantas
cultivadas (ndo tratadas e previamente tratadas durante 48 horas em solucao nutritiva).
De acordo com a figura 3, foi possivel verificar um decréscimo da taxa de influxo em
funcdo do tempo de exposicdo, sendo que o tratamento com raizes de plantas ndo
tratadas com 50 e 100 mM de NaCl, apresentou maior reducdo da taxa de influxo de

NOs ™ (Tabela 3).
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Figura 2: Efeito do tempo de exposi¢do ao NaCl sobre o influxo acumulado de NOs3
em raizes destacadas de feijao caupi. A figura A representa raizes de plantas ndo
tratadas e B raizes de plantas previamente tratadas durante 48 horas em solucdo
nutritiva na auséncia, 50 e 100 mM de NaCl. Os pontos e as barras representam as
médias e desvios padrdes de quatro repeti¢des, respectivamente.
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Figura 3: Efeito do tempo de exposi¢do ao NaCl sobre a taxa de influxo de NO;3™ em
raizes destacadas de feijao caupi. A figura A representa raizes de plantas ndo tratadas e
B raizes de plantas previamente tratadas durante 48 horas em solug¢do nutritiva na
auséncia, 50 e 100 mM de NaCl. Os pontos e as barras representam as médias e desvios
padrdes de quatro repeti¢des, respectivamente.
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Os resultados sobre o influxo acumulado de NOs em raizes destacadas de
feijao caupi (Figura 2) confirmaram o efeito deletério do estresse salino provocado por
NaCl 50 e 100 mM. Este efeito foi mais expressivo com plantas ndo tratadas (figura
2A), onde se observou maior reducdo na absor¢ao de NO3 em comparagdo com plantas
pré- tratadas (figura 2B), indicando que as plantas pré-tratadas de feijdo possam ter
adquirido uma possivel aclimata¢do durante os dois dias de exposi¢do ao NaCl (Figura
4). Alguns estudos ja indicaram que os processos de aquisi¢do de N e crescimento de
plantas caupi expostas a meio salino resultam em uma homeostase para a aquisi¢ao do
NOj3™ (Niu, 1995). Silveira et al. (2001), observaram que quando plantas de feijao caupi
foram pré-aclimatadas com 50 mM de NaCl, ocorreu uma homeostase entre a aquisi¢ao

de N e crescimento sob exposi¢ao ao NaCl.
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Figura 4: Influxo acumulado relativo (% do controle) de NO;™ em raizes destacadas de
feijdo caupi. A figura A representa raizes de plantas nao tratadas e B raizes de plantas
previamente tratadas durante 48 horas em soluc¢ao nutritiva com 50 e 100 mM de NaCl.
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A redugdo da taxa de influxo de NOs™ (Figura 3) € observada com o aumento
do tempo de exposicdo ao meio de incubacdo. Durante os primeiros quinze minutos
observa-se uma taxa muito elevada, indicando que as raizes absorvem maior parte do
NOs™ durante os primeiros minutos de exposi¢ao ao nitrato em meio de incubagdo. Em
raizes de plantas pré-tratadas os dados da taxa de influxo de NO;™ assemelham-se aos de
Silveira et al. (2001), onde o pré-tratamento com 50 mM de NaCl apresentou uma
relacdo muito aproximada com o controle.

No experimento de efluxo acumulado de NO;™ com raizes destacadas de feijao
caupi detectou-se um aumento significativo nos trés tratamentos aplicados em meio de
incubagdo. Essa diferenca foi também observada em ambos os sistemas de plantas
cultivadas; ndo tratadas (Figura 5A) e previamente tratadas durante 48 horas em solu¢do
nutritiva (Figura 5B). De acordo com a figura 5, verificou-se o aumento do efluxo de
NOs™ até um periodo de 80 minutos de exposi¢do em meio de incubagdo. Apods este
periodo, o efluxo apresentou uma perda de sua atividade e este comportamento foi
observado em todos os tratamentos aplicados. Os tratamentos salinos (50 e 100 mM de
NaCl ) aplicados em raizes de plantas ndo tratadas causaram um aumento no efluxo de
NOs em 23 e 57% respectivamente. Em raizes de plantas pré-tratadas, esse aumento foi
de 57 e 97 %, respectivamente (Tabela 4).

Em paralelo, as andlises do efluxo acumulado de NO;  permitiram a
caracterizagdo da taxa de efluxo de NO;™ em raizes destacadas de feijao caupi. Na figura
6, observa-se uma reducgdo significativa nos trés tratamentos aplicados em meio de
incubagdo. Essa diferenca também ¢ observada em ambos os sistemas de plantas
cultivadas; ndo tratadas (Figura 6A) e previamente tratadas durante 48 horas em solu¢do
nutritiva (Figura 6B). Os gréaficos analisados mostram uma diminuic¢do da taxa de efluxo
de NO3™ com o aumento do tempo de incubagdo até por volta de 80 minutos. Apos esse
periodo, houve uma tendéncia a estabilizacdo do efluxo em plantas ndo tratadas e pré-
tratadas (Tabela 5). Estes dados indicam que a eficiéncia maxima do processo de efluxo
de NO;3™ em raizes de feijao ocorreu até por volta de 80 minutos em exposi¢cao ao meio
de incubacdo. Dentro do mesmo contexto, verificou-se que em raizes pré-tratadas com
50 ¢ 100 mM de NaCl h4 uma taxa de efluxo muito mais eficiente do que com plantas
ndo tratadas (Figura 6). A figura 7 ilustra as mudangas relativas do efeito do NaCl em

raizes tratadas e pré-tratadas sobre o efluxo acumulado de NOs'.
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Figura 5: Efeito do tempo de exposi¢do ao NaCl sobre o efluxo acumulado de NO;” em
raizes destacadas de feijao caupi. A figura A representa raizes de plantas ndo tratadas e
B raizes de plantas previamente tratadas durante 48 horas em solu¢do nutritiva na
auséncia, 50 e 100 mM de NaCl. Os pontos e as barras representam as médias e desvios
padrdes de quatro repeti¢des, respectivamente.
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Figura 6: Efeito do tempo de exposicdo ao NaCl sobre a taxa de efluxo de NO3 em
raizes destacadas de feijdo caupi. A figura A representa raizes de plantas ndo tratadas e
B raizes de plantas previamente tratadas durante 48 horas em solugdo nutritiva na
auséncia, 50 e 100 mM de NaCl. Os pontos e as barras representam as médias e desvios
padrdes de quatro repeti¢des, respectivamente.
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Figura 7: Efluxo acumulado relativo (% do controle) de NO;™ em raizes destacadas de
feijao caupi. A figura A representa raizes de plantas nao tratadas e B raizes de plantas
previamente tratadas durante 48 horas em solu¢@o nutritiva na auséncia, 50 e 100 mM
de NaClL

Os efeitos da salinidade sobre o efluxo acumulado de NOj;™ indicaram que o
NaCl ¢ um agente estimulador do efluxo de NO3', sendo mais expressivo quando em
altas concentragoes (Figura 5). O efeito mais expressivo ocorreu em plantas com raizes
pré-tratadas durantes dois dias com NaCl a 50 e 100 mM (Figura 7). Tal comportamento
pode ser atribuido pelo fato de que plantas de feijdo caupi com raizes pré-tratadas com
NaCl tenham aumentado a concentra¢do interna de NO; através da aclimatagdo
adquirida com o tratamento (Silveira et al., 2001). Em paralelo, o aumento da
concentragdo de NOs feita pela aplicagdo de 10 mM de NO;™ em solucdo nutritiva no
periodo que antecedia 24 horas das determinacdes, pode ter influenciado a relacao
influxo/efluxo, aumentando também o efluxo de NO;™ para o meio externo (Britto &
Kronzucker, 2006). A reducao da taxa de efluxo de NO; (Figura 6) em funcdo do
tempo de exposicdo ao meio de incubagdo, retratou que durante os primeiros vinte
minutos ha um efluxo de NO;™ muito elevado, indicando que as raizes exsudam a maior

parte do NOs” durante os primeiros minutos de exposi¢cao ao meio
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5.3 — Experimento 3: Caracterizacdo da cinética de efluxo de nitrato na presenca
de NaCl e de agentes osméticos (PEG 6000 e Manitol)

No experimento com agentes i0nicos € osmoticos para verificar o tipo de
estimulacdo ocorrida no efluxo de NOs™ com raizes de feijdo-caupi, observou-se que os
tratamentos isosmoticos NaCl 50 mM, PEG 12% (W, = - 0,23 MPa) e NaCl 100 mM
resultaram em aumento do efluxo de NOs™ para o meio externo em 15, 35 e 40 %,
respectivamente (Figura 8). Entretanto, o tratamento com o agente osmotico manitol
100 mM (Wos = - 0,23 MPa) promoveu um efeito inesperado, reduzindo o efluxo de
NO;™ em 41% em relagdo ao controle (Figura 8A). Os resultados mostraram que os
agentes NaCl e PEG foram estimuladores do efluxo de NO; e isto denota que o
processo de efluxo de NOs™ foi estimulado também por agentes osmoticos, podendo—se
deduzir que a componente osmotica foi mais limitante em concentragdes isosmoticas.
Em geral, os resultados indicaram que o aumento efluxo de NOj™ pela salinidade nao ¢
um processo exclusivo da competicdo com o cloreto, mas também por efeitos
osmoticos, sendo a atividade maxima da taxa de efluxo nos primeiro minutos de
incubagao (Figura 9). O comportamento inferido pelo NaCl pode estar associado a
mudancas que o CI" provoca ao nivel de citosol, causando o efluxo de NO;™ do vacuolo
para citosol e do citosol para o meio externo e isto pode aumentar o efeito competitivo
entre ClI" e NO3™ pelos sitios transportadores de NO3™ o que confere com os dados de
alguns autores (Niu et al., 1995; Cerezo et al., 1999). Em relagdo ao tratamento com
manitol, observou-se um efeito isolado deste sal, sugerindo que os mecanismos do
manitol atuam no potencial de membranas das células, sendo mais especifico, na
extrusdo de H' e ativacdo de H'-ATPases, inibindo o efluxo de NO;™ (Zingarelli et al.,

1999).
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Figura 8: Efeito de agentes i6nicos (NaCl) e de agentes osmoticos (manitol e PEG) em
diferentes concentracdes e diferentes potenciais osmaticos sobre o efluxo de NO;™ em
raizes de feijdo caupi. A figura A representa raizes tratadas com agentes isomolares
:NaCl e Manitol 100 mM e (B) raizes tratadas com agentes isosméticos NaCl: 50 mM e
PEG 12% (m/v) (yes=-0,23 MPa). Os pontos e as barras representam as médias e
desvios padrdes de quatro repetigdes, respectivamente.
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Figura 9: Efeito de agentes i6nicos (NaCl) e de agentes osmoticos (manitol e PEG) em
diferentes concentragdes e diferentes potenciais osmoticos sobre a taxa de efluxo de
NO;™ em raizes de feijao caupi. A figura A representa raizes tratadas com agentes
isomolares de NaCl e Manitol 100 mM e (B) raizes tratadas com agentes isosmoticas
NaCl 50 mM e PEG 12% (m/v) (y,s=-0,221 MPa). Os pontos ¢ as barras representam as
médias e desvios padrdes de quatro repeti¢des, respectivamente.
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5.4 — Experimento 4: Cinética do influxo de NO3s em dois sistemas de absorcéo
(baixa e alta afinidade) em raizes destacadas de feijdo caupi na presenca de NaCl

Neste experimento de cinética de influxo de NO;™ em sistema de baixa e alta
afinidade (LATS e HATS, respectivamente) com raizes destacadas de feijao caupi,
verificou-se que os modelos das curvas caracterizaram os principios gerais da cinética
de Michaelis-Menten (Figura 10). Neste experimento, a analise dos resultados por
regressao ndo-linear possibilitou o ajuste dos valores obtido a fun¢do hipérbole
retangular, caracteristica da equacdo de Michaelis-Menten. Nos sistemas LATS e HATS
o ajuste da curva para hipérbole retangular permitiu obter um R* = 0,99 em ambos os
tratamentos controle e NaCl 100 mM. Os coeficientes de variagdo foram de 10,5% e 7%
para LATS e HATS, respectivamente.

A exposicdo a concentracdo de NaCl 100 mM provocou uma redugdo
significativa do influxo de NOj3™ em raizes destacadas crescidas sob os dois sistemas de
absor¢ao de NOs'. Essa reducdo foi de aproximadamente 60% e 45% para os sistemas
de baixa e alta afinidade, respectivamente (Tabela 6). Os valores obtidos para as
constantes cinéticas V. € Ky, de para cada tratamento foram calculadas a partir de uma
transformagao algébrica onde os dados da curva cinética foram invertidos em ambos 0s
lados da equacao de Michaelis-Menten, resultando em uma equacgao linear denominada
equacdo de lineweaver-Burk (Figura 11). As transformagdes dos dados em LATS
possibilitou estimar os valores de Vp.x € Km para 13,3 pmol g'lMs h'e 4.4 mM
(controle) e 4,3 pmol g'lMs h' 1,4 mM (NaCl 100 mM). Para HATS, os valores
estimados foram 4,74 ¢ 3,92 umol g'lMs h! para Viyax € 0,47 € 0,95 mM para K, , nos
tratamentos controle e NaCl 100 mM, respectivamente (Figura 10). De acordo com a
figura 11, observou-se que as intersecdes dos tratamentos cruzaram-se em pontos
equivalentes para LATS e HATS, respectivamente. Através das retas verificaram-se as
intersegoes ocorreram proximas ao eixo X e isto confirma a ocorréncia de uma inibi¢ao

do tipo mista (ndo- competitiva).
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Figura 10: Cinética de Influxo de nitrato em sistemas de absorcdo de baixa afinidade
(A) e alta afinidade (B) de raizes destacadas de feijdo caupi, em resposta a duas
concentragdes de NaCl (0 e 100 mM). Os pontos ¢ as barras representam médias e
desvios padrdes de quatro repeti¢des, respectivamente. As constantes cinéticas Vs €
K, para controle e NaCl 100 mM estdo representadas por (C) e (NaCl),
respectivamente.
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Figura 11: Grafico duplo-reciproco (Lineweaver-Burk) mostrando o tipo de inibi¢ao do
NaCl na cinética de influxo de NO;™ nos dois sistemas de baixa (A) ¢ alta (B) afinidade.
As retas foram obtidas a partir dos dados originais de influxo e concentragdes de nitrato.
As constantes Vyax « Kiy foram calculadas a partir das equagoes lineares.
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Os resultados das curvas cinéticas permitiram verificar uma reducao do Viux €
aumento de ky,, nos dois sistemas de absor¢ao na presenca de NaCl 100 mM, indicando
uma possivel inibicdo mista com caracteristicas de ndo-competitiva para os sistemas de
baixa ¢ alta afinidade. Lehninger (1976), afirmou que em inibi¢gdes do tipo nao
competitivas, os valores Vy.x sdo reduzidos e, conseqlientemente, nao interfere com a
velocidade de desdobramento do complexo substrato/enzima. Através dos dados de Ky,
percebe-se que em solos salinos, o aumento de K,, ¢ um comportamento esperado, pois
as concentragdes de NaCl sdo bastante elevadas e o feijdo caupi, também ¢ uma cultura
que habita solos salinizados (Ehlers e Hall, 1997). Pelos dados das constantes cinéticas
obtidas para LATS e HATS, verifica-se que as analises sdo comparaveis com os dados
de Aslam et al. (1992), relatando que em sistemas de transporte de baixa afinidade
constitutivos, o K;,, apresenta valores > 0,5 mM, e para sistemas de alta afinidade, o Km

apresenta valores > 0,005 mM.

5.5 — Experimento 5: : Cinética do influxo de NOj3™ para dois sistemas de absorcao
(alta e baixa afinidade) em raizes destacadas de feijdo caupi na presenca de agentes
ionicos (NaCl, KCIl e Na,SO,) e osmoticos (PEG 6000 e Manitol)

As analises dos dois tipos de agentes inibidores utilizados, i6nicos (NaCl 100
mM, KCI 100 mM e Na,SO4 100 mM) e osmdtico (manitol 100 mM e PEG 6000
17,84%), demonstraram que todos provocaram reducao significativa do influxo de NOs’
em relagcdo ao controle (Figuras 12 e 13). Entre os agentes i0nicos observou-se que o
KCI 100 mM foi o agente que mais reduziu o influxo de NOj; seguido de NaCl e
Na,SO4 (Figura 12). Porém, os agentes osmoticos manitol ¢ PEG apresentaram as
maiores reducdes do influxo de NOs™ quando comparados com o controle (Figura 13).
Os agentes manitol ¢ PEG reduziram o influxo de NO;™ em raizes de feijao caupi em
66% e 60%, respectivamente. Os agentes i6nicos NaCl, KCl e Na,SO4 reduziram o
influxo de NOs em 43,9%, 54,51% e 31,78%, respectivamente (Tabela §). Em paralelo,
verifica-se que o efeito inibitorio do KCI teve uma redugdo comparada com os agentes
osmoticos, em virtude de ndo diferir significativamente podendo-se indicar que a
reducdo do influxo ndo é unicamente devido aos componentes osmoticos, mas também
por competicdo id6nica com o CI". Os valores dos potenciais osméticos de cada agente

calculado por osmdmetro indicaram que mesmo com diferentes potenciais, 0s agentes
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manitol ¢ PEG apresentaram reposta muito semelhante na inibi¢do do influxo de NO;5
(Figura 13). De acordo com as equacdes dos graficos duplo-reciprocos na figura 14, os
Agentes NaCl e Na,SO4 apresentaram interse¢des proximas ao eixo X, em torno de 0,3
mM (1/[NOs7]) de NO;3™ (Figuras 14A e B). O KCI nao apresentou intersecao entre as
retas plotadas (Figura 14C) e os agentes osmoticos apresentaram intersegdes muito
aproximadas do eixo Y (Figura 15) . Assim, as andlises das figuras 14 e 15 permitiram
caracterizar as inibi¢des do tipo ndo-competitiva para os agentes NaCl e Na,SO, e
competitiva para manitol e PEG, respectivamente. O KCl apresentou uma resposta
aproximada da inibi¢do incompetitiva devido a inclinagdo equivalentes das duas retas.
A inibicdo incompetitiva ¢ reconhecida mais facilmente em concentragdes fixas do
inibidor, e a caracteristica que demonstra esse efeito ¢ a inclinagdo constante das retas e

diminui¢ao de V. na presenca do inibidor (Lehninger, 1976).
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Figura 12: Efeito de diferentes inibidores sobre a cinética do Influxo de nitrato em
sistema de baixa afinidade de raizes destacadas de feijado caupi. Controle x NaCl 100
mM (A), controle x Na;SO4 100 mM (B) e controle x KCI 100 mM (C). Os pontos ¢ as
barras representam as médias e desvios padrdes de quatro repeticdes, respectivamente.
As constantes cinéticas Vi € Ky, estdo representadas por: controle (¢), NaCl (NaCl),
NaS04 (NayS04) e KCI (KCl), respectivamente.
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Figura 13: Efeito de dois inibidores osmoticos em diferentes potenciais osmoticos (PEG
=17,84% = Wos= -0,43 MPa e manitol 100 mM = Wos = - 0,23 MPa) sobre a cinética
de Influxo de nitrato em sistema de absor¢ao de baixa afinidade de raizes destacadas de
feijdo caupi. Os pontos e as barras representam médias e desvios padrdes de quatro
repetigcdes, respectivamente. As constantes cinéticas Vi € Ky, estdo representadas por:
controle (c), manitol (manitol) e PEG (PEQG), respectivamente.

Nos valores obtidos de V. € Ky na figura 12, observa-se uma tendéncia de
inibi¢do ndo-competitiva em relagdo aos agentes NaCl e Na,SO4 devido a queda de
Vimax. O KCI também diminuiu o Vy,,x, mas a inclinag¢ao das retas nao foram alteradas
com o aumento da concentracdo de NOs;. Os agentes osmoticos manitol e PEG
aumentaram expressivamente os valores de K, (Figura 13), indicando uma possivel
inibi¢do competitiva pelos inibidores. Os dados para NaCl, assemelha-se com os
experimentos de Peuke & Jeschke (1999), que através da equacdo de Lineweaver —
Burk, confirmaram os decréscimos de Viy.x na cinética de influxo de NOs3™ em baixa

afinidade na presenc¢a de NaCl, resultando em uma inibi¢do do tipo ndo-competitiva.
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Figura 14: Grafico duplo-reciproco (Lineweaver- Burk) mostrando o tipo de inibi¢ao de
diferentes agentes i6nicos: NaCl 100 mM(A), Na,SO4 100 mM(B) e KCI 100 mM(C)
na cinética de influxo de NO;3;™ em sistema de baixa afinidade. As retas foram obtidas a
partir dos dados originais de influxo e concentragdes de nitrato. As constantes Viax € Ky
foram calculadas a partir das equagdes lineares.Grafico duplo-reciproco (Lineweaver-
Burk) mostrando o efeito da inibicdo de diferentes agentes i6nicos: NaCl 100 mM(A),
Na,SO4 100 mM(B) e KCl 100 mM(C) na cinética de influxo de NOs™ em sistema de
baixa afinidade.
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Figura 15: Grafico duplo-reciproco (Lineweaver- Burk) mostrando o tipo de inibi¢ao de
dois agentes osmoticos: Manitol 100 mM (A) e PEG 17,84% (m/v) (B) na cinética de
influxo de NOs™ em sistema de baixa afinidade. As retas foram obtidas a partir dos
dados originais de influxo e concentra¢des de nitrato. As constantes V. € Ky, foram
calculadas a partir das equagdes lineares.

Em sistema de alta afinidade, aplicaram-se somente dois agentes inibidores da
absor¢ao de NOj;: i6nico (NaCl 100 mM) e osmotico (manitol 100 mM). Os dois
agentes tiveram uma reducao significativa do influxo de NO;™ em relagdo ao controle
(Tabela 10). O agente idnico NaCl reduziu progressivamente o influxo de NO;™ em
42%. Porém, o efeito do manitol foi maior, reduzindo o influxo de NO3; em 61% em
comparagdo ao controle (Tabela 11), indicando um comportamento i6nico € osmotico
na absor¢do de NO3™ em alta afinidade de raizes de feijao-caupi (figura 16).

De acordo com as equacdes dos graficos duplo-reciprocos de Lineweaver Burk
na figura 17, percebe-se que as intercessdes cruzaram em eixos diferentes. O tratamento
NaCl 100 mM apresentou uma intercessao proxima ao eixo X ¢ o manitol ao eixo Y.
Estas duas verificagdes sdo tipicas de inibicdes ndo-competitivas € competitivas,
respectivamente (Lehninger, 1976). Os valores de K, foram aumentados na presenca
dos dois inibidores. Entretanto, 0 Vimax estimado para o Manitol diminuiu em quase duas

vezes em relagdo ao controle, mostrando-se um dado ndo caracteristico de inibigao
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competitiva. Peuke & Jeschke (1999), em experimentos semelhantes, mostraram um
aumento de K, aparente do sistema de alta afinidade em plantas de cevada tratadas com
100 mM de NaCl. A inibi¢do pelo NaCl causou uma diminui¢do de V., indicando

uma inibi¢ao do tipo ndo-competitiva.
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Figura 16: Efeito do NaCl 100 mM (A) e do manitol 100 mM (B) sobre a cinética de
Influxo de nitrato em sistema de absor¢do de alta afinidade de raizes destacadas de
feijao caupi. Os pontos e as barras representam médias e desvios padrdes de quatro
repeticdes. As constantes cinéticas Vi € Ky Estdo representadas por: controle (c),
NaCl (NaCl) e manitol (manitol), respectivamente
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Figura 17: Grafico duplo-reciproco (Lineweaver- Burk) mostrando o tipo de inibigdo de
dois agentes NaCl 100 mM(A) e Manitol 10 mM (B) na cinética de influxo de NO3; em
sistema de alta afinidade. As retas foram obtidas a partir dos dados originais de influxo
e concentragdes de nitrato. As constantes V. € Ky, foram calculadas a partir das

equacgdes lineares.
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5.6 — Sinteses dos resultados e perspectivas futuras

1 - O processo de absor¢ao de NO3™ em raizes destacadas de feijdo caupi na presenga de
NaCl é mais afetado pelo aumento do efluxo do que pela redugdo do influxo,

especialmente nas raizes de plantas pré-tratadas com NaCl;

2 — Os resultados indicam que redu¢do da absor¢ao de NOs3™ pelo NaCl em raizes

destacadas de feijao caupi ndo ¢ causada por inibi¢do competitiva com CI;

3 — Paradoxalmente, os agentes osmoticos PEG 6000 e Manitol causaram uma inibi¢ao

muito proxima do tipo competitiva;

4 — Os efeitos dos sais KCI e Na,SO, foram bastante diferentes entre si e o segundo
mostrou um padrao inibitorio semelhante ao do NaCl enquanto que o KCl mostrou um

modelo bastante diferente do NaCl;

5 — Os efeitos dos agentes utilizados apresentaram a seguinte ordem inibigao:
Na,S04 100 mM < NaCl 100 mM < KC1 100 mM = Manitol 100 mM = PEG 6000
17,84%.

6 — No conjunto, os dados mostram que os mecanismos de inibi¢do do influxo de nitrato
pela salinidade sao muito complexos, envolvendo preponderantemente efeitos

osmoticos, mas, em alguma extensdo, componente i0nica;

7 —Novos estudos sdo necessarios envolvendo a fisiologia dos transportadores de
nitrato com uso de inibidores especificos e expressao génica. Em outra frente, elucidar
os mecanismos enddgenos de raizes e de parte aérea no controle do influxo de nitrato

sob condicdes de estresse salino parece ser promissor.
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VI - CONCLUSAO

A salinidade causa reducdo na absor¢ao liquida de NOs™ em raizes de feijao
caupi através de redugdao no influxo e aumento no efluxo. No influxo, ocorre uma
inibicdo ndo-competitiva com o CI, tanto no sistema de baixa como no de alta
afinidade. Aparentemente, o componente osmotico ¢ mais importante na inibi¢do da
absor¢do de nitrato, mas aparentemente o tipo de sal (ions) também interfere no

Processo.
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