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Cinética de absorcado de K* na auséncia e presenca de Na* em raizes de
cajueiro!

Kinetics of K* absorption in the absence and presence of Na* in roots cashew tree

Francisco Abel Lemos Alves?, Sérgio Luiz Ferreira-Silva®, Anténia Tathiana Batista Dutra Aradjo®, Vanda Lucia
Arcanjo Pereira* e Joaquim Albenisio Gomes da Silveira®

RESUMO - Um dos efeitos da salinidade causado por excesso de Na* nos solos é a reducdo dos niveis de K* nos tecidos
vegetais. O trabalho objetivou caracterizar as vias de absorcdo de K* de alta e baixa afinidade em raizes de cajueiro
na auséncia e presenca de concentracdes de Na*. Os estudos de cinética de absor¢do de K* na auséncia e presenga de
NaCl foram realizados com raizes destacadas de plantulas de cajueiro cultivadas sob privagdo de K*. O excesso de Na*
no meio externo causou reducdo da absorcdo de K* pelos sistemas de alta e de baixa afinidade. A reducéo da absorgédo
de K*, causada pelo excesso de Na* no meio, nas raizes de cajueiro ocorre por mecanismo competitivo. Esse tipo de
competicdo foi evidenciado pelo aumento dos valores de K para a absor¢do de K* induzido pelo Na*externo, sem
alterar os valores de V _, . Os resultados mostram que a salinidade pode comprometer a aquisicéo e a utilizagao de K*
em plantas de cajueiro.

Palavras-chave: Cajl. Plantas-efeito do sal. Plantas-efeito do potassio.

ABSTRACT - One effect of the salinity caused by an excess of Na* in soils, is the reduction in levels of K* in plant
tissue. The study aimed to characterize the process of high and low-affinity absorption of K* in cashew roots, in both
the absence and presence of concentrations of Na*. Studies of the kinetics of K* absorption in the absence and presence
of NaCl were carried out using detached roots from cashew seedlings grown under K* deprivation. The excess of Na*in
the external environment caused a reduction in K* absorption by both the high and low-affinity systems. The reduction
in the absorption of K* in the roots of the cashew tree, caused by the excess Na* in the environment, happens through
competitive means. This type of competition was evidenced by the increase in Km values for the K+ absorption induced
by the external Na*, without changing the values of Vmax. The results show that salinity may affect the acquisition and
use of K* in cashew plants.

Key words: Cashew. Plants-effect of salt. Plants-effect of potassium.
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INTRODUCAO

A salinidade dos solos é um dos principais
fatores ambientais que limita a produtividade agricola.
O aumento do contetdo de Na* no tecido foliar
pode afetar processos fisiolégicos e bioquimicos
dependentes de K*, como a abertura estomatica, a
fotossintese, a respiracdo e a sintese de proteinas,
devido a similaridade fisico-quimica entre esses dois
ions (APSE; BLUMWALD, 2007). Esses distlrbios
sdo reflexos da toxicidade idnica e estdo associados
com alteracdes nas propor¢des de nutrientes no
tecido, principalmente na razdo K*/Na*, que afetam a
homeostase idnica celular (ZHU, 2003).

Além de causar toxicidade idnica, concentragdes
elevadasde Na*nomeiode crescimentopodemrestringir
a absor¢do de K* pelo sistema radicular (FERREIRA-
SILVA et al., 2008), comprometendo as fungdes
metabdlicas desse nutriente (AMORIM et al., 2010).
A restri¢do da absorcao de K* em raizes sob salinidade
esta relacionada aos sistemas de transporte de K*na
plasmalema (MARTINEZ-CORDERO; MARTINEZ;
RUBIO, 2005). O influxo de K* nas células ocorre
por dois sistemas especificos, denominados de alta e
de baixa afinidade (MAATHUIS; SANDERS, 1994).
O sistema de baixa afinidade é responsavel pela
absorcdo de K* em meios em que a concentracdo de
K* é relativamente elevada (faixas de mM), enquanto
que o de alta afinidade é responsavel pela absorcéao
em baixas concentracfes (faixa de puM) de potassio
(EPSTEIN; RAINS; ELZAM, 1963).

Por sua vez, o influxo do Na* na célula ocorre
principalmente por canais de cétions ndo seletivos
(TESTER; DAVENPORT, 2003), mas pode competir
pelos sistemas de absorcdo de K*, principalmente com
aquele de alta afinidade (MASER et al., 2002; ZHU,
2003). O influxo de Na* pelo sistema de alta afinidade
para a absorcdo de K* ocorre devido a similaridade do
raio idnico desses dois cations (ZHU, 2003), e representa
uma das bases da toxicidade idnica da salinidade para as
plantas (MAATHUIS; AMTMANN, 1999). Embora o
sistema de alta afinidade possua uma maior seletividade
K*/Na* durante a absor¢do, em meios com concentracdo
elevada de Na* essa via pode permitir significativo influxo
de Na* (ZHU, 2003).

Sob condicBes fisioldgicas normais, a
concentracdo citosolica de K* na célula vegetal é de
cercade 150 mM (HIGINBOTHAM, 1973), enquanto a
concentracdo de Na* é relativamente baixa (1-10 mM)
(CARDEN et al., 2003). No entanto, a acumulagédo
excessiva de Na* no citosol (ZHU, 2000) pode levar
a reducdo significativa da relagdo K*/Na*, o que esta
diretamente associada com a sensibilidade ao estresse

(DASGAN et al., 2002). A perda de K* celular induzida
pela salinidade é resultado de uma despolarizagdo
da membrana e ativacdo de canais associados com o
efluxo de K*da célula (SHABALA et al., 2003).

O conteudo de K* em raizes de plantulas de cajueiro
é severamente reduzido sob condi¢Bes de salinidade, o
que ocorre associado a uma forte restri¢do do crescimento
desse 6rgdo (PONTE et al.,, 2011). Essa restricdo de
crescimento da raiz imposta pelo estresse salino também
esta associado com aumento da relagdo Na*/K*, indicando
desbalanco nutricional (PONTE et al., 2011). Nesse
sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar
o efeito da salinidade, induzida por NaCl, nas vias de
absorcdo de baixa e de alta afinidade de potassio em
raizes de cajueiro.

MATERIAL E METODOS

As plantulas de cajueiro foram obtidas em casa
de vegetagdo do Departamento de Bioguimica e Biologia
Molecular da Universidade Federal do Ceara, Fortaleza-
CE. No interior da casa de vegetacdo, a temperatura variou
de 28 a 36 °C durante o dia, e de 24 a 27 °C durante a noite,
e a umidade relativa do ar variou de 40 a 80%. A radiagéo
fotossintética ativa maxima foi de aproximadamente
1.200 pmol m2 st, mensurada com um “quantum sensor”
acoplado aum porémetro (LI-1600 steady state porometer,
Li-Cor, USA).

Sementes de cajueiro ando-precoce (Anacardium
occidentale L.), clone CCP 06, foram desinfetadas em
solugdo de hipoclorito de sédio comercial a 10% (v/v)
durante 10 minutos, seguido de lavagem com &gua
destilada para remover os residuos do esterilizante.
Ap0s a lavagem, as sementes foram embebidas em agua
destilada por 24 horas e em seguida foram semeadas em
vermiculita, em vasos de 800 mL, e irrigadas diariamente
com agua destilada por 30 dias. Para os ensaios de
cinética de absorcdo de K* as plantulas foram pré-
expostas por 15 dias a solugdo nutritiva com restricdo
de K*. Essa estratégia foi utilizada visando aumentar a
capacidade de absor¢do de K* pelas raizes durante os
ensaios de curto tempo (100 minutos).

Aos 30 dias ap6s o plantio, plantulas homogéneas
(com oito folhas expandidas) foram transferidas para sistema
de crescimento hidropdnico, em vasos de 900 mL, contendo
solucdo nutritiva sem potassio, com a seguinte composigdo:
Ca(NO,), 750 uM; NH,CI 250 uM; Ca(H,PQ,), 62,5 uM;
MgSO, 125 uM; H,BO, 10 uM; MnCl, 2,25 uM; CuSO,
0,75 uM; ZnMoO, 1,75 uM; Na,Mo0, 0,025 uM e Fe-
EDTA 25 uM, com pH 6,0. O volume da solucdo foi
completado diariamente com agua destilada ao final
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da tarde, e a solucdo foi trocada a cada cinco dias. As
plantulas permaneceram por 15 dias sob essas condicdes
de cultivo e ndo apresentaram nenhum sintoma visivel
de deficiéncia de K* durante esse periodo.

Os experimentos de cinética para a absorcao de K,
naausénciae presenca de NaCl, foram realizados utilizando
raizes isoladas (destacas) das plantulas. Para esses ensaios,
as raizes foram destacadas das plantulas e imediatamente
imersas em solugdo de CaCl, 1,5 mM, em temperatura
ambiente durante 20 minutos. Em seguida, as raizes foram
transferidas para Baldo de Erlemayer de 250 mL contendo
100 mL de solucéo de CaCl, 1,5 mM, contendo diferentes
concentragbes de NaCl e KCI, conforme ensaios
descritos abaixo. Todos os ensaios foram realizados
em banho-maria a temperatura de 30 °C, e 0s meios
liquidos utilizados nos ensaios foram tamponados com
tampdo MES 1,0 mM e TRIS 0,5 mM em pH 6,0. As
concentracOes de K* foram determinadas em fotdmetro
de chama e estimadas utilizando curva padrdo de KCI.
Os dados de absorcdo foram utilizados para estimar as
constantes cinéticas V_, e K pelo modelo de Michaelis-
Menten, seguido da transformacao linear pelo método de
Lineweaver-Burk (gréafico duplo reciproco, pela relagdo
entre 1/[K*] do meio versus 1/absorcdo de K*).

Foram realizados cinco ensaios para caracterizar
a absorgdo de K* na auséncia e presenca de Na*, usando
KCI (fonte de K*) e NaCl (fonte de Na*). A reducdo
da concentracdo de K* nos meios de incubacdo foi
monitorada em cada ensaio pelamedida da concentracdo
de K* em aliquotas retiradas dos meios de incubacao.
Os dados foram utilizados para caracterizar o padrao
cinético de absorcdo de K* pelas raizes nos diferentes
ensaios. No primeiro ensaio foi avaliada a capacidade
de absorgdo de K* pelas raizes, pela incubacgdo da raiz
(+ 3,0 g de massa fresca) em meio contendo K* 100
UM por 100 minutos. No segundo ensaio foi avaliada a
cinética de absor¢do de K* em concentragdes na faixa
de absorcdo do sistema de alta afinidade. As raizes
foram incubadas em concentragdes crescente de K* (0;
10; 20; 30; 40; 50 uM de KCI), faixa de alta afinidade,
por 60 minutos.

No terceiro ensaio as raizes foram expostas a
concentracdes crescentes de K* (0; 100; 200; 400; 600;
800; 1000 puM de KCI) na auséncia e presenca de NaCl,
dentro da faixa de absorcéo de alta afinidade, por 60
minutos. No quarto ensaio foi avaliado o efeito do K*
do meio na reducdo de absorcdo de Na*, pela incubacéo
das raizes em concentragOes crescentes de NaCl (0;
25; 50; 75; 100 mM) na presenc¢a de KCI 100 uM, por
100 minutos. No quinto ensaio foi avaliada a restrigdo
induzida pelo Na* na absorcéo de K* nas raizes na faixa
de absorcdo de baixa afinidade por K*. As raizes foram
submetidas a niveis crescentes de K* (0; 2; 4; 6; 8 e 10

mM de KCI), faixa de baixa afinidade, na auséncia e
presenca de NaCl 100 mM por 60 minutos.

Os cinco ensaios foram realizados em
delineamento inteiramente casualizado com trés
repeticbes por tratamento, com cada repeticdo
representada pelo meio de incubagdo contendo uma
raiz (= 3,0 g de massa fresca planta?). Os resultados
foram analisados estatisticamente com base na analise
de tendéncia das médias, através de curvas ajustadas
por regressdo polinomial, e a andlise de variancia
pelo teste de Durbin-Watson em 1% de significancia.
O desenho experimental de cada ensaio foi realizado
conforme descricdo a seguir.

No primeiro ensaio 0s tratamentos consistiram
de seis tempos de incubacdo em KCI 100 uM (seis
tratamentos). No segundo ensaio as raizes foram
incubadas em 0; 10; 20; 30; 40; 50 uM de KCI (seis
tratamentos). O terceiro ensaio foi realizado em fatorial
2 x 7, dois niveis de NaCl (0 e 100 mM) e sete niveis
de KCI (0; 100; 200; 400; 600; 800 e 1.000 pM), com
quatorze tratamentos. No quarto ensaio, os tratamentos
consistiram de um nivel de KCI (100 uM) e cinco de
NaCl (0, 25; 50; 75; 100 mM), com cinco tratamentos,
e 0 quinto ensaio foi em fatorial 2 x 6, dois niveis de
NacCl (0 e 100 mM) e seis niveis de KCI (0; 2; 4; 6;8 e
10 mM), com doze tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As raizes destacadas de plantulas de cajueiro,
cultivadas sob privacdo de potassio, apresentaram
significativa absor¢do de K* do meio de incubacdo,
promovendo uma reducdo de 60% da concentragdo
inicial (100 pM) em apenas 100 minutos (Figura 1).
A quantidade de K* absorvida pelo tecido radicular
nesse intervalo de tempo aumentou progressivamente
e atingiu valores maximos de 19 pmol g* MS a partir
dos 80 minutos (Figura 5). Resultados similares
foram obtidos com raizes de plantas de cevada
(SANTA-MARIA; DANNA, CZIBENER, 2000), de
trigo (SANTA-MARIA; EPSTEIN, 2001), de arroz
(BANUELOS et al., 2002), de pimenta (MARTINEZ-
CORDERO; MARTINEZ; RUBIO, 2005), de tomate
(NIEVES-CORDONES et al., 2007), de eucalipto
(LIMA et al., 2005), de milho (HORN et al., 2006) e
feijdo Caupi (VOIGT, 2008), onde as mesmas foram
capazes de absorver significativas quantidades de K*
do meio externo.

Esse ensaio de absorcdo utilizando uma
concentracdo de K* na faixa de absor¢do de alta
afinidade (100 uM) demonstra a atividade desse sistema
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Figura 1 - Redugdo da concentragdo de K* no meio de incubagéo
devido a absorcéo pelas raizes isoladas em diferentes tempos de
incubagdo durante 100 minutos. A concentragdo inicial de K* no
meio de incubacéo foi de 100 uM e a reducéo de concentracdo
durante o ensaio foi obtida por medidas da concentracdo K* em
aliquotas coletadas a cada 20 minutos. Os dados representam
médias de trés repeticbes. * Coeficientes significativos a 1
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para o influxo de K*, e mostra que as raizes destacadas
representam um bom modelo para o estudo de absorgéo
de K*. Os dois ensaios de absor¢do utilizando duas
faixas de concentragdo externa de K* correspondentes
a absorcdo de alta afinidade, uma com concentragdes
entre 0 e 50 uM e outra variando de 0 a 1.000 pM
na auséncia e presen¢a de NaCl, foram utilizados para
estimar as constantes cinéticas V_, e K_ (Figura 2 e
3). Os valores de V. e K calculados na auséncia do
NaCl pelo modelo Michaelis-Menten foram de 0,093
pmol g* MS min? e 35 uM, faixa de 0 a 50 uM, e de
0,87 umol g* MS min? e 583 uM, faixa de 0 a 1.000
UM, respectivamente (Tabela 1).

Na presenca do NaCl 100 mM no meio de
incubacdo, a cinética de absorcdo de K* pelas raizes na
faixa de concentracdo de K* entre 0 e 1.000 uM revelou
uma interferéncia do Na* na absorc¢éo do K* (Figura 3).
A adigéo do Na* no meio ndo causou mudangas na 'V,
para a absor¢do de K*, porém provocou um aumento
de K_ de 583 puM para 774 uM, acréscimo de 32%
(Tabela 1). Em seguida, a andlise cinética da absor¢éo
de K* na faixa de concentracGes de K* correspondente
a baixa afinidade revelou que o excesso de Na* no meio
também afetou esse sistema de transporte. O aumento
do conteido de K* no tecido da raiz foi proporcional
ao aumento da concentragdo de K* no meio externo, na
auséncia e presenca do NaCl (Figura 4). No entanto, na
auséncia do NaCl foi observado um acimulo méximo

de 1,7 umol K* g MS ap6s 60 minutos de incubacao
na presenca de KCI 10 mM, enquanto na presenga do
NaCl 100 mM esse contetdo foi de apenas 1,0 pmol K*
gt MS, reducéo de 41% (Figura 4).

Os resultados obtidos demonstram claramente
que a presenca de NaCl no meio de crescimento pode

Figura 2 - Absor¢do de K* (influxo liquido) por raizes
isoladas de cajueiro em resposta ao aumento da concentragéo
de K* no meio externo dentro de uma faixa correspondente ao
sistema de absorcdo de alta afinidade para K*(0-50 pM). Os
dados representam médias de trés repeti¢des. * Coeficientes
significativos a 1%
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Figura 3 - Efeito da concentragdo externa de K* sobre o influxo
liquido de K*, na faixa de alta afinidade de absorcéo, na auséncia
e presencga de NaCl, em raizes de plantulas de cajueiro, cultivadas
sob privagdo de K*. * Coeficientes significativos a 1%
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Tabela 1 - Valores médios de K eV . estimados para a absorgéo de K* via sistemas de alta e de baixa afinidade para raizes isoladas
de plantulas cajueiro, na auséncia e presenca de NaCl. As raizes utilizadas nos ensaios foram destacadas de plantulas pré-cultivadas

sob privacdo de potassio durante 15 dias

KCI (Faixa) NaCl (mM) Voo K,
0-50 uM 0 0,093 pmol g* MS min! 35 uM
0-1000 uMm 0 0,87 umol g* MS min 583 uM
0-1000 uMm 100 0,84 umol g* MS min 774 uM
0-10 mM 0 3,19 umol g* MS min* 11 mM
0-10 mM 100 2,80 pmol g* MS min* 12 mM

Figura 4 - Efeito da concentragdo externa de K* sobre o influxo
liquido de K*, na faixa de baixa afinidade de absor¢do, em
raizes de cajueiro, cultivados sob privagdo de K*. * Coeficientes
significativos a 1%
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comprometer os sistemas de absorcdo de K* nas faixas
de concentracdo de K* correspondentes aos sistemas
de alta e de baixa afinidade. Esses resultados podem
ainda explicar em parte a forte redugdo do contetdo de
K* em raizes de plantas de cajueiro quando cultivadas
sob condicBes de salinidade (FERREIRA-SILVA et
al., 2008). Com relagdo a cinética de absorcdo de K* em
concentracfes correspondentes a faixa de absorcdo de
baixa afinidade, os resultados mostram que a presenca do
Na* no meio ndo afetou a Vv _, de absorcdo, porém levou a
umaumento do valor de K, de 11 mM na ausénciado NaCl
para 12 mM na presenca (Tabela 1). A restri¢do a absorcéo
de K* pelas raizes em concentragdo de K* equivalentes ao
sistema de alta afinidade foi proporcional ao aumento do
NaCl no meio externo. Areducéo do influxo de K* foi mais

significativa nos primeiros 20 minutos, com redug@es de
83; 70; 78 e 97%, para os tratamentos com NaCl 25; 50;
75 e 100 mM, respectivamente (Figura 5).

Valores aproximados de K aos obtidos aqui foram
observados em milho, variando de 30 a 39 uM (HORN et
al., 2006), e Arabidopsis, cerca de 44 uM (FU; LUAN,
1998). Os valores ressaltados na literatura de K_ para a
absor¢do de K* de alta afinidade, em diversas culturas,
variaram entre 10 e 130 pM (SZCZERBA, 2008). Em
relagdo ao V ., 0s valores encontrados na literatura
variam de 0,03 a 34 pmol g*' min? (SZCZERBA,
2008). Os valores observados de 0,093 e 0,87 pumol g*
MS min?, sdo inferiores aos encontrados para pimenta,
de 1,72 umol g* MS min® (MARTINEZ-CORDERO;
MARTINEZ; RUBIO, 2005) e para arroz, de 3,2 pmol g*
MS min* (BANUELOS et al., 2002). O valor observado
de 0,87 pmol g* MS min? também foi reportado para
cultivares de trigo (SANTA-MARIA; EPSTEIN, 2001)
e milho (HORN et al., 2006), valores proximos foram
encontrados, de 1,0 pmol g* MS min? para clones de
eucaliptos (LIMA et al., 2005) e de 1,39 umol g* MS
min? para feijdo caupi (VOIGT, 2008).

Os resultados do presente estudo indicam o
tipo de inibicdo da absorcdo de K* desencadeada pelo
Na*. Em ambos os casos, em baixa e alta afinidade, a
presenca do NaCl no meio de incubacgdo ndo afetou a
velocidade maxima de absorgdo (V, ), porém resultou
emaumento dos valores de K . Esse padréo de alteracéo
nas constantes cinéticas, com aumento de K_ sem
alterar a V_,, demonstra que o tipo de interferéncia
exercida pelo Na* sobre ambos os sistemas de absorcao
de K* em raizes de cajueiro corresponde a uma inibicao
do tipo competitiva (LEHNINGER; NELSON; COX.,
2006). Nesse tipo de inibicdo os dois ions (Na* e
K*) competem pelos sitios de ligacdo nas proteinas
envolvidas com o transporte de K* na plasmalema de
células da raiz.
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Figura 5 - Efeito das concentragdes crescentes de NaCl externas sob o influxo liquido de K*, na faixa de alta afinidade de absorgéo,
em rafzes de cajueiro, cultivados sob privagdo de K*. * Coeficientes significativos a 1%
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CONCLUSOES

1. Asalinidade reduz o contetido de K* no sistema radicular

de plantulas de cajueiro devido a restricdo da absorgéo
pelas raizes;

2. O excesso de Na* no meio restringe a absor¢do de K*
pelos sistemas de alta e de baixa afinidade responsaveis
pela absor¢do de K* por mecanismo competitivo.
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