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RELACOES ENTRE DEFICIENCIA DE POTASSIO, METABO LISMO DE
ACUCARES EFOTOSSINTESE EM PLANTAS DE ALGODOEIRO

RESUMO: O potéssio (K') é um nutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento
das plantas, participando de fungdes vitais como abertura estomdtica, fotossintese e respira-
cdo. A crescente deficiéncia de potdssio em solos agricolas levard a sua deficiéncia em plan-
tas, sendo que um dos problemas ocasionados é o acimulo de acicares em folhas. Diante des-
te contexto, foi estudado o distiirbio no metabolismo fotossintético e de acucares na deficién-
cia de potéssio e sua recuperacdo em folhas de diferentes idades em algodoeiro (Gossypium
hirsutum L.). ApOs a germinagdo, as plantulas foram transplantadas parapotes contendo 2,8 L
da solucdo de Hoagland e Arnon (1950). Foram aplicados os tratamentos de controle (+K: 8,0
mM de K7), deficiente (-K: 0,12 mM de K") e recuperacio de K*. O material vegetal foi cole-
tado ap6s 23 dias de tratamento, quando foi observada reducdo da fotossintese nas seis pri-
meiras folhas (F1 a F6, contadas da base). Imediatamente, o tratamento de recuperacdo foi
aplicado em plantas —K remanescentes, e consistiu na substituicdo da solu¢do —K pela solugao
+K. Ap6s 4 dias deste tratamento, todo o material vegetal foi coletado. As folhas mais jovens
foram mais susceptiveis a alteragdes do crescimento, fotossintese e metabolismo de aguicares
envolvidos com potdssio. Na deficiéncia, grande parte do potdssio residual foi translocado
para as folhas mais novas. Ainda que os niveis de potdssio na defici€éncia nao tivessem varia-
do entre as folhas F1 e F5, houve diferenca marcante na producio de matéria seca, area foliar,
fotossintese e metabolismo de agticares. Assim, os niveis criticos de potdssio que limitaram
estes processos foram maiores em folhas jovens. Devido a elevada Ci em folhas deficientes,
de F1 a F5, as limita¢des bioquimicas parecem ter sido a causa primdria da reducgio fotossin-
tética nestas folhas, conquanto que as causas estomaticas fossem a causa secundaria. Em fo-
lhas jovens, a glicose foi o unico agucar aumentado que poderia estar relacionado a modula-
cdo negativa da fotossintese na deficiéncia de potédssio. Em folhas velhas, a reducio fotossin-
tética ndo foi modulada por acicares. Nestas folhas, a privagdo de potéssio afetou negativa-
mente o crescimento, fotossintese e 0 metabolismo de agucares, mas estes processos puderam
ser recuperados ao suprimir-se a deficiéncia. As folhas velhas foram menos susceptiveis a
alteracOes destes indicadores, mas foram menos passiveis de serem recuperados. Conclui-se
que os niveis similares de potdssio em folhas de diferentes idades determinam diferentes res-
postas ao crescimento, fotossintese e o metabolismo de agucares, sugerindo que estes proces-

sos possam ter sido modulados indiretamente.



Palavras-chave: Gossypium hirsutum L., Estresse nutricional, Fotossintese, Actcares, Car-

boidratos.



RELATIONS HIP BET WEEN THE K*-DEFICIENCY, METABOLISM SUGARS AND
PHOTOS YNTHESIS IN COTTON PLANTS

ABSTRACT: Potassium (K") is an essential macronutrient for plant growth and develop-
ment, participating in vital functions such as stomatal conductance, photosynthesis and respi-
ration. The increasing K*-deficiency in agricultural soils will lead to K*-deficiency in plants,
and one of the problems caused is the accumulation of sugars in deficient leaves. View of this
context, this research, was studied the disorder in photosynthetic metabolism of sugars in po-
tassium deficiency and its recovery in leaves of different ages in cotton (Gossypium hirsutum
L.). After germination, seedlings were transplanted into pots containing 2.8 L of Hoagland
and Arnon’s solution (1950). The control (+K: 8.0 mM ), K*-deficient (-K: 0.12 mM ) and K*-
recovery treatments were applied. The plant material was sampled after 23 days of treatment,
when it was observed reduction of photosynthesis in the first six leaves (F1 to F6, from the
base). Immediately, the recovery treatment was applied to the remaining —K plants, and con-
sisted in replacing the —K by +K solution. After 4 days of treatment, whole plant material was
sampled. The youngest leaves were more susceptible to changes in growth, photosynthesis
and sugars metabolism involved with potassium. On K -deficiency, most of the K* residual in
oldest leaves was translocated to the younger. On K*-deficiency, although potassium had not
varied between F1 and F5 leaves, there was a marked difference in dry matter production, leaf
area, photosynthesis and sugars metabolism. Thus, the K'-critical levels that limited these
processes were higher in young leaves. Due to the high Ci in deficient leaves, metabolic limi-
tations appear to be the primary cause for reducing photosynthesis in F1 to F5 leaves. On the
young leaves, the increased glucose was the only sugar which could be related to
downregulation of photosynthesis in K'-deficiency. On the old leaves, reducing photosy nthe-
sis in K*-deficiency and recovery treatments was not related to the content of sugars. In young
leaves, deprivation of potassium negatively affects growth, photosynthesis and sugars me-
tabolism, but these processes could be recovered by removing up the deficiency. Old leaves
are less susceptible to changes in these indicators, but are less susceptible to being recovered.
It is concluded that similar potassium levels in leaves of different ages determine different
responses to growth, photosynthesis and sugars metabolism, suggesting that these processes

may have been modulated indirectly.

Keywords: K*-Recovery, Nutritional stress, Photosynthesis, Sugars, Carbohy drates.
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1 INTRODUCAO

1.1 Importincia do potassio e seu papel na fotossintese

O potéssio constitui aproximadamente 2.1-2.3% da crosta terrestre, sendo o séti-
mo ou oitavo elemento mais abundante do planeta (ZORB; SENBAYRAM ; PEITER, 2014).
Apesar de sua abundancia, suas reservas nao estao completamente disponiveis em éareas agri-
colas no mundo, estando insuficientes para o desenvolvimento da agricultura (HAFSI; DE-
BEZ; ABDELLY, 2014). O ion potdssio (K™) é o cition mais abundante em plantas, sendo
participante de processos vitais, como abertura estomadtica, fotossintese, regulacdo osmotica,
balango eletroquimico, transporte de solutos no xilema e floema, cofator para atividades en-
zimadticas, sintese de proteinas e sinalizacdo de estresses (WAKEEL, 2013; SHABALA e
POTTOSIN, 2014). Este ion pode alcancgar até 10% do peso seco total das plantas (COSKUN
et al., 2013) e, devido a isto, torna-se essencial em quantidades relativamente altas (EREL et
al., 2015).

A deficiéncia de potdssio estd normalmente associada com o decréscimo das taxas
de transpiracdo via regulacdo estomdtica nas fases avancadas de deficiéncia nutricional
(ROMHELD e KIRKBY, 2010). A abertura estomdtica decorre do aumento da turgidez das
células guarda, como resultado do aumento da concentra¢do deste ion no seu interior (BAR-
KER e PILBEAM, 2015). Muitos dos movimentos de células e tecidos em plantas superiores
estdo associados com o turgor celular, envolvido com a absorc¢do e saida de potéssio (AH-
MAD e MAATHUIS, 2014). E amplamente aceito que este fon favorece a hidratacio celular,
sendo o principal soluto osmético em plantas (WYN JONES; BRADY; SPEIRS, 1979).

Virios relatos indicam que as taxas fotossintéticas de plantas superiores se alte-
ram consideravelmente em diferentes concentracdes de potdssio (ZHAO; OOSTERHUIS;
BEDNARZ, 2001; BASILE et al., 2003; WENG et al., 2007; GERARDEAUX et al., 2009).
A sua deficiéncia levaria a modular negativamente a expressdo do conteido e atividade de
Rubisco (ZHENG, 2000; ZHAO; OOSTERHUIS; BEDNARZ, 2001; JIN et al, 2011;
WANG, et al., 2012b), a transpiracdo (E) e as condutancias estomatica (gs) e do mesofilo (gy)
(PEOPLES e KOCH, 1979; ZHAO; OOSTERHUIS; BEDNARZ, 2001; JIN et al., 2011). No
entanto, a0 mesmo tempo, ocorre elevada concentracio de CO, intercelular (Ci) e cloroplasti-
ca (Cc) (ZHAO; OOSTERHUIS; BEDNARZ, 2001; JIN et al., 2011; WANG, et al., 2012b).

Deste modo, os processos bioquimicos parecem ser a causa primdria que ocasionam a redugao
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da assimilacdo de CO, (JIN et al., 2011), mas os seus mecanismos subjacentes ainda ndo fo-
ram totalmente revelados.

Uma provével hipotese para a redugdo da expressdo do contetido e atividade de
Rubisco na deficiéncia de potdssio € a diminui¢do do metabolismo e sintese de proteinas, um
mecanismo que pode estar envolvido com o acumulo de agicares (SHABALA e POTTOSIN,
2014; BARKER e PILBEAM, 2015). O metabolismo do nitrogénio requer até 55% do carbo-
no liquido suprido diretamente do transporte de elétrons fotossintéticos e fixacdo do CO,. Na
deficiéncia de potdssio, com a queda do metabolismo de nitrogénio sobrariam mais esqueletos
de carbono para a produgdo de agticares, resultando no acimulo destes, o que poderia levar a
um feedback sobre a assimilacdo de CO, (WANG et al., 2012b; PAUL e PELLNY, 2003).
Nestas condi¢des, as plantas poderiam mobilizar nitrogénio diretamente da Rubisco (NEL-
SON e COX, 2014). Assim, o decréscimo do conteido de nitrogénio na planta com alta dis-
ponibilidade de acticares estd relacionado com a diminui¢ao do contetido de Rubisco (PAUL e
DRISCOLL, 1997; ARAYA; NOGUCHI; TERASHIM A, 2006).

Nestas relagdes, o potdssio poderia contribuir para a manuten¢do do pH levemente
alcalino dos cloroplastos, ao atuar como contra fon para o bombeamento de H*, por meio de
ATPase, na producdo de ATP (M ARSCHNER, 2012; BARKER e PILBEAM, 2015). Avali-
ando folhas deficientes em potéssio, Zhao, Oosterhuis e Bednarz (2001) e Battie-Laclau et al
(2014) levantaram a hipétese de que a reducdo do conteido de clorofilas poderia estar envol-
vido com a limita¢do da fixacdo de CO,. No entanto, poucos estudos tém aprofundado os me-
canismos subjacentes relacionados com a redu¢do do contetido de clorofilas e fotossintese na

deficiéncia de potdassio.

1.2 O papel do potassio no metabolismo de acticares em plantas

O potéssio atua como cofator na ativa¢ao de mais de 50 enzimas, incluindo v drias
da via glicolitica (BHANDAL e M ALIK, 1988), interferindo na via metabdlica de agucares.
O potéssio pode aumentar o preenchimento e transloca¢do de acticares no floema (WHITE e
KARLEY, 2010; ABROL et al., 2012; DE SCHEPPER et al., 2013), sendo a sacarose o prin-
cipal acucar utilizado nesta via (SMEEKENS e HELLM ANN, 2014). Como consequéncia, a
deficiéncia de potdssio poderia levar ao acimulo de agicares em folhas (ZHAO; OOSTE-
RHUIS; BEDNARZ, 2001; CAKMAK, 2005; DEGL’'INNOCENTT et al., 2009; GERAR-
DEAUX et al., 2010; KANAl et al., 2011; VIDAL, 2015). Nestas condi¢does de deficiéncia, a
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limitacdo do transporte de aguicares poderia reduzir o crescimento das folhas e 6rgios drenos
(GERARDEAUX et al., 2010).

Foi sugerido que, na deficiéncia de potdssio, o acimulo de agticares poderia mo-
dular negativamente a assimila¢do de CO, (HUBER, 1984; VIDAL, 2015). Porém, estas rela-
coes nao foram suficientemente provadas. M cCormick, Cramer e Watt (2008) demonstraram
que todos os genes associados as reagdes fotossintéticas foram modulados negativamente pelo
acimulo de agtiicares. A modulacdo negativa da fotossintese, por feedback de agticares, pode-
ria ocorrer via genes envolvidos, por exemplo, no complexo coletor de luz, em vérios proces-
sos nos tilacdides e fixacdo do CO, (KRAPP; QUICK; STITT, 1991; KILB; WIETOSKA;
GODDE, 1996). Foi relatado que as folhas de algodoeiro acumularam agticares soluveis na
deficiéncia de potdssio, e reduziram a taxa de exportacdo de fotoassimilados antes que hou-
vesse reducgdo da assimilagdo de CO, (ASHLEY e GOODSON, 1972; MENGEL, 1980), su-
gerindo que actcares poderiam gerar uma modulacdo negativa sobre os processos relaciona-
dos a fotossintese.

A deficiéncia de potdssio poderia estar envolvida com alteracdes nas relacdes en-
tre fonte e dreno (AHM AD e MAATHUIS, 2014). O acimulo de agtcares pode ser tipica-
mente observado com a redugdo da exportacdo de carbono ou do requerimento de drenos (A-
DAMS et al., 2013). O processo de repressdo fotossintética em folhas foi demonstrado, por
exemplo, em resposta a remog¢ao de frutos e outros drenos (DEMMIG-ADAM S; STEWART;
ADAMS, 2014), ou se suprindo sacarose exdgena em folhas de cana de acticar (LOBO et al.,
2015).

A sacarose € um agticar ndo redutor, usualmente transportada para todos os 6rgios
ndo fotossintetizantes da planta, podendo ser conduzida via simplasto, apoplasto ou pelo flo-
ema (WARD etal., 1997) (Fig. 1). Os seus produtos de clivagem, glicose e frutose, atuam em
varias vias metabdlicas e sinalizacdo (SM EEKENS e HELLM ANN, 2014). A sacarose pode
ser hidrolisada por diferentes isoenzimas invertases, conforme a via de descarga do floema
para os tecidos drenos. As enzimas SFS (sacarose fosfato sintase), SS (sacarose sintase), IAS
(invertase dcida soluvel) e IN (invertase neutra) sdo as principais enzimas que controlam o
acimulo e clivagem da sacarose (KULSHRESTHA et al, 2013; SMEEKENS e HELL-
MANN, 2014; HU et al., 2015).
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Figura 1 Localizacdo subcelular de isoenzimas invertases e vias de descarga do floema.
Transportadores de efluxo de sacarose (TeS); invertases extracelulares ligadas a parede celu-
lar (IPC); transportadores de hexoses (TH); transportadores de sacarose (TS); invertase neutra

(IN); invertase vacuolar (IAS); frutose (Fru); glicose (Gli) e sacarose (Sac).
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Fonte: Roitsch e Gonzales (2004).

O amido ¢ o principal agicar de armazenamento em folhas de plantas superiores
(STITT e ZEEM AN, 2012), sendo um polimero insoluvel de residuos de glicose, sintetizado
em plastidios (ZEEM AN; KOSSM ANN; SMITH, 2010). A enzima amido sintetase, respon-
savel pela biossintese de amido, requer cerca de 50 mM de K para sua atividade normal
(100%), com outros citions de tamanhos similares como Rb" e Cs* sendo 80% tio efetivos
quanto K*, enquanto Na" possui efetividade de apenas 20% (M AATHUIS, 2014). O amido
funciona como um integrador principal na regulacdo do crescimento das plantas, ao lidar com
as continuas alteracdes na disponibilidade de carbono (SULPICE et al., 2009). As a-amilases,
por sua vez, podem desempenhar um importante papel na degradacdo deste acicar em resi-
duos de glicose (HUANG et al., 2014). Poucos estudos, no entanto, tém procurado relacionar
a regulacdo do conteudo de amido e o acimulo de hexoses com a deficiéncia de potéssio, e
seu envolvimento com a modulacdo negativa da assimilagao de CO,.

A clivagem de sacarose pode ser catalisada por SS, IAS ou IN. A clivagem rever-
sivel via SS para UDP-glicose e frutose conserva a energia de ligacdo, enquanto invertases
catalisam a hidrolise irreversivel de sacarose. As invertases sdo as enzimas metabolicas chave
que estdo envolvidas em vérios aspectos do ciclo de vida e respostas da planta ao estimulo

ambiental (ROITSCH e GONZALES, 2004). Invertases, sozinhas ou em combina¢do com
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hormonios de plantas, podem regular diversos aspectos do crescimento e desenvolvimento das

plantas a partir da expressdao de genes para a translocacdo de nutrientes em longas distancias
(HORACIO e MARTINEZ-NOEL, 2013) (Fig. 2).

Figura 2 Atividades enzimaticas no metabolismo de agticares em folhas. SS, sintase da saca-
rose; SS, sacarose fosfato sintase; IAS, invertase acida solivel; IN, invertase neutra; HK, he-

xoquinase; PHI, fosfohexose isomerase; PFK, fosfofrutoquinase; AL, aldolase.
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A modulagdo da fotossintese por agticares tem o objetivo de balancear o fluxo de
carbono a fim de garantir o crescimento e sobrevivéncia, otimizando a alocacdo de recursos
de nitrogénio (PAUL e PELLNYY, 2003). A repressao da fotossintese por acicares, no entanto,
tem sido raramente examinada em relagdo a idade da folha, embora as fun¢des metabdlicas
dos acgucares se alterem dramaticamente dependendo destes estagios (HU et al., 2015). Além

disto, estas relagdes ndo tém sido aprofundadas na deficiéncia de K* em plantas. O algodoeiro
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tem sido utilizado em muitos estudos sobre potdssio em plantas, tendo também sido relatado o
acimulo de agticares em suas folhas na deficiéncia mineral (ZHAO; OOSTERHUIS; BED-
NARZ, 2001; WANG et al., 2012a; PETTIGREW, 1999; ASHLEY e GOODSON, 1972).
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2 HIPOTESEE OBJETIVOS

2.1 Hipétese

A reducgdo da assimilacido de CO, em folhas jovens deficientes em potassio ocorre
em resposta a modulacdo estomdtica e ao feedback negativo causado pelo actimulo de actca-

res nestas folhas.

2.2 Objetivo geral

Estabelecer relacdes entre a deficiéncia de potdssio, assimilagdo de CO, e o meta-
bolismo de acgucares em plantas de algodoeiro, avaliando as respostas em folhas de diferentes

idades e ap6s um periodo de recuperacio.

2.3 Objetivos especificos

e (aracterizar o estresse e o dano causado pela deficiéncia de potéssio nas folhas de
algodoeiro cv. FM 910, avaliando fenotipicamente as plantas, danos de membra-
nas celulares, valores de ETR e AF/Fm’;

e Avaliar as limitacdes impostas a fotossintese de folhas de algodoeiro cv. FM 910
deficientes em potdssio por meio de parametros de trocas gasosas;

e Determinar diferencas entre os niveis criticos de vérias folhas nos quais a defici-
éncia de potdssio limita a fotossintese, crescimento e metabolismo de agicares em
algodoeiro cv. FM 910;

e Avaliar o estado hidrico de plantas de algodao cv. FM 910 deficientes em potdssio
por meio da mensura¢do do conteudo relativo de dgua;

e Verificar o efeito da deficiéncia de potdssio no metabolismo de agticares por meio
de ensaios para mensuracdo do conteudo de agucares soluveis totais, sacarose, a-
mido, glicose e frutose, além das atividades enzimdticas de SFS, SS, IAS e IN;

e Estabelecer relagdes entre o efeito diferencial no metabolismo de agucares em fo-
lhas de diferentes idades na deficiéncia e recuperacdo de potéssio;

e Observar evidéncias de relagdes fonte-dreno no transporte de agucares e potassio,

entre folhas de diferentes idades.
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3 MATERIAL EMETODOS
3.1 Material vegetal e condicoes de crescimento

Foram utilizadas sementes de algodoeiro herbaceo (Gossypium hirsutum L.) con-
vencionais fornecidas pela empresa Bayer Cropscience© (cv. Fiber Max 910). As sementes
foram embebidas por 1 hora em dgua deionizada e, em seguida, germinadas em solo esterili-
zado, arenoso e inerte. Ap6s sete dias, as plantulas foram transplantadas para potes aerados
contendo 2,8 L da solucdo de Hoagland e Arnon (1950), sendo cultivadas em casa de vegeta-
¢do durante 14 dias, em condi¢des naturais: temperatura do ar entre 27 °C (minimo) e 37 °C
(madximo); umid ade relativa do ar média em torno de 65%; maximo PPFD de 820 umol mZs’
e 12 h de fotoperiodo. Em seguida, as plantas foram acondicionadas em camara de crescimen-
to controlado do ambiente: temperatura do ar entre 26 °C (minimo) e 32 °C (mdximo); umida-
de relativa do ar média em torno de 65%; maximo PPFD de 550 umol m~>s'e 12 h de foto-

periodo.
3.2 Estratégia experimental

As plantas foram crescidas em casa de vegetacdo, em tratamentos consistindo de
solucdo nutritiva completa (+K) e deficiente em K* (-K). A solucdo +K conteve os sais nutri-
entes: Ca(NOj3), 3,0 mM ; NH,CI 2 mM ; K,HPO, 1,0 mM ;M gSO,4 1,0 mM ; KNO3; 6 mM ; Fe-
Na-EDTA 50 uM; H3;BO; 20 uM; MnCl, 4,5 uM; CuSOy4 1,5 uM; ZnSO4 3,5 uM; NaM 0Oy,
50 pM. A solucdo —K teve os respectivos sais K,HPO, e KNOj substituidos por Na,HPO, e
NaNO3;, com adi¢do de KCI1 0,12 mM. Estas solugdes foram substituidas semanalmente e a-
plicadas gradualmente nas dilui¢des de 1:3, 1:1 e completa, porém sendo mantido 0,12 mM
de KCl desde o transplantio em —K. Ap6s 14 dias do transplantio, as plantas foram transferi-
das para uma camara em condi¢Oes de crescimento controlado, para dar estabilidade as medi-
das de parametros de trocas gasosas. O material vegetal foi coletado ap6s nove dias em cama-
ra de crescimento, quando foi observada reducao da fotossintese nas seis primeiras folhas (F1
a F6, contadas da base). No dia desta coleta, foram feitas medidas de area foliar, diAmetro do
caule e altura das plantas. Imediatamente, o tratamento de recuperacdo foi aplicado em plantas
—K remanescentes, e consistiu na substituicdo da solucdo —K pela solu¢cdo +K. No 4° dia deste
tratamento, todo o material vegetal foi coletado. No dia de realizagdo das coletas, foram feitas

medidas de parametros de trocas gasosas (Py, Ci, g5 e E) e de fluorescéncia da clorofila a (A-
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F/Fm’ e ETR) nas folhas de F1 a F6, utilizando um analisador de gis no infravermelho (IR-
GA LI-6400XT), acoplado a um fluorémetro de clorofila (LI-6400-40, LI-COR, Lincoln, NE,
USA). Foram coletados discos foliares, de F1 a F6, para avaliacdo do conteudo relativo de
dgua e danos de membranas. As folhas de F1 a F6 foram liofilizadas e armazenadas em desse-
cador para andlises posteriores, enquanto as demais folhas e 6rgios foram secos em estufa.
Foram feitas medidas de contetido de K e matéria seca (M S) em todo o material vegetal. As
folhas F1 e F5 foram escolhidas, segundo o comportamento diferencial fotossintético entre os
tratamentos, para as andlises dos conteidos de aclicares totais, glicose, frutose, sacarose e
amido, atividades de invertase solivel acida (IAS) e neutra (IN), sacarose fosfato sintase
(SFS) e sacarose sintase (SS), sendo esta ultima na via de sintese de sacarose. Nestas folhas,
F1 e F5, também foram mensurados os contetdos de clorofilas a e b, carotendides e clorofilas
totais. Todos os dados de resultados e as fotos envolvidas com o experimento foram postos

nos Apéndices A e B, respectivamente.
3.3 Parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

Para as medidas de trocas gasosas, nas folhas F1 a F6, foi utilizado um analisador
de gas no infravermelho — IRGA, modelo LI-6400XT (Li-Cor, Lincoln, NE, USA). Fotossin-
tese liquida (Py), condutancia estomadtica (gs), transpiracdo (E) e concentracdo intercelular de
CO, (Ci) foram obtidos, fixando a temperatura da camara em 28 °C, umidade 65% e PPFD de
1200 pmol fétons m™s”'. O valor de PPFD foi escolhido como luz saturante a partir de curva
de resposta de luz, em experimento-teste ja realizado. O fluxo de luz azul foi ajustado para
10% do PPFD para maximizar a abertura estomatica (FLEXAS et al., 2007).

O rendimento quantico efetivo da conversao de energia fotoquimica no estado de
equilibrio dindmico da fotossintese foi calculado como: AF/Fm’ = (Fm’ — Fs)/Fm’, onde Fs e
Fm’ sdo, respectivamente, a fluorescéncia da fotossintese no equilibrio dindmico e a fluores-
céncia maxima na luz. A taxa aparente de transporte de elétrons no fotossistema II foi calcu-
lada como: ETR = (AF/Fm’ x PPFD x 0,5 x 0,85). Para ETR, 0,5 foi usado como fracdo da
energia de excitacdo distribuida para o PSII e 0,85 como fra¢ao de luz absorvida pelas folhas
(GENTY; BRIANTAIS; BAKER, 1989; SCHREIBER, 2004 ; SILVA et al., 2010).
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3.4 Contendo relativo de agua e danos de membranas

Para avaliar o conteudo relativo de dgua (CRA), dez discos de mesma drea (2
cm’), obtidos a partir das folhas de F1 a F6, com trés repeticdes, foram coletados e pesados
para obtencdo da massa fresca (MF). Em seguida, estes discos foram imersos em 5 mL de
dgua deionizada por 24 h, em temperatura ambiente e no escuro. Apés este tempo, foram no-
vamente pesados para obten¢do da massa turgida (MT). Logo ap6s, estes discos foram leva-
dos a estufa, a 65 °C, com circulacdo forcada de ar por trés dias, e pesados para obtengdo da
matéria seca (MS). O CRA foi obtido a partir da equacdo: CRA=[(MF-MS)/MT-MS)]x100
(BARRS, 1968; BOYER, 1968). Os resultados foram expressos em %.

Os danos de membranas (DM) foram estimados a partir do vazamento de eletrdli-
tos utilizando dez discos obtidos das mesmas folhas utilizadas para a medida do CRA. Esses
discos foram imersos em 5 mL de dgua deionizada por 24 h. Em seguida, a condutividade
elétrica dessa suspensdo foi medida (C1). Logo apds, o material foi levado a banho-maria a 99
°C durante 1 h e, apds terem atingido temperatura ambiente, foi feita nova medicdo de condu-

tividade elétrica (C2). Para obtengdo do DM, as medidas foram inseridas na férmula

DM =(C1/C2)x100 (BLUM e EBERCON, 1981). Os resultados foram expressos em %.
3.5 Determinacao do contetido de potassio

Para a determinacdo do conteudo de potassio, 50 mgde amostras das partes secas
da planta, sendo trés repeti¢des, foram adicionadas a 5 mL de dgua deionizada e levadas ao
banho-maria a 99 °C por 1 hora. O material foi centrifugado a 3000 rpm por 3 minutos, € 0
sobrenadante foi coletado. A concentracdo de potdssio nos tecidos foi determinada por foto-
metria de chama (Micronal®, Sdo Paulo, Brasil) e expressa em g 100 g'1 de matéria seca (%

MS) (EWING, 1972).
3.6 Determinacoes do contetdo de acgiicares

Acucares soluveis totais foram determinados conforme DuBois et al. (1956), sen-
do a curva padronizada com 0 a 0,4 umol glicose mL". Para a extracao de agucares, 50 mgde
amostras das folhas F1 e F5 liofilizadas, sendo trés repeticdes, foram adicionadas a 5 mL de
solu¢do M CW, formada por metanol, cloroférmio e dgua (12:5:3) (v/v), em tubos de ensaio

rosquedveis, e foram levados ao banho-maria a 90 °C por 1 hora. Ap6s a extragdo, as amostras
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foram centrifugadas a 3.000 rpm por 3 minutos, e o sobrenadante foi coletado. Este processo
foi repetido duas vezes e os sobrenadantes (fase metandlica que contém acuicares) foram reu-
nidos, sendo volume final completado com M CW para 10 mL em proveta graduada, seguido
de agitacdo. Foram adicionados 500 puL deste extrato (com diluicdo de 17x) em tubos de en-
saio, e foram adicionados 500 uL de fenol 5%, seguidos de agitacdo em vortex. Foram adi-
cionados 2,5 mL de H,SO4 concentrado, de modo rdpido e diretamente contra a superficie da
solug¢do. Apés repouso por 10 minutos, os tubos foram agitados e deixados em repouso por 15
minutos em temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, as leituras foram feitas em espectrofo-
tometro a 490 nm. Os resultados foram expressos em pmol g'1 de matéria seca.

O contetdo de sacarose foi determinado de acordo com Van Handel (1968), sendo
a curva padronizada com 0 a 6 umol sacarose mL". Para extracdo de sacarose, 50 mg das
folhas F1 e F5 liofilizadas, sendo trés repeticdes, foram adicionadas em 1,5 mL de solucao
MCW, formada por metanol, cloroférmio e dgua (12:5:3) (v/v), a 25 °C por uma hora e, em
seguida, centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. Este processo foi repetido duas vezes e
os sobrenadantes (fase metandlica que contém sacarose) foram reunidos. Os tubos com a fra-
¢do aquosa metandlica foram levados ao banho-maria para serem aquecidos a 35 °C por 30
minutos para evaporagdo do cloroférmio residual, e o volume final foi completado com MCW
para 3 mL em proveta graduada, seguido de agitagcdo. Foram adicionados 100 uL da fase a-
quosa (sem dilui¢do) em 100 uL de KOH 30%, seguido de agitagdo. Em seguida, a mistura
foi levada ao banho-maria a 100 °C por 10 minutos. Apés resfriamento, foram adicionados 3
mL de solucio de antrona (0,2% em H,SO, concentrado, mantido em baixa temperatura com
gelo). A mistura foi agitada e levada ao banho-maria a 40 °C por 20 minutos. Ap6s resfria-
mento, as amostras foram agitadas vigorosamente por 10 segundos, e em seguida, as leituras
foram realizadas em espectrofotometro a 620 nm. Os resultados foram expressos em umol g'1
de matéria seca.

O contetido de amido foi determinado de acordo com McCready et al. (1950),
sendo a curva padronizada com 0 a 0,4 umol glicose mL". Para a extracdo de amido, 50 mg
de amostras das folhas F1 e F5 liofilizadas, sendo trés repeticdes, foram adicionadas a 5 mL
de solu¢do M CW, formada por metanol, cloroférmio e dgua (12:5:3) (v/v), em tubos de ensaio
rosquedveis, e foram levados ao banho-maria a 90 °C por 1 hora. Apds a extragdo, as amostras
foram centrifugadas a 3.000 rpm por 3 minutos, e os sobrenadantes foram descartados, man-
tendo a fase de cloroférmio (que contém amido). Nova extra¢ao foi realizada com adi¢do de 5
mL de HCIO4 30% a 25 °Cpor 30 minutos. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 3.000

rpm por 3 minutos, sendo o volume final completado com M CW para 10 mL em proveta gra-
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duada, seguido de agitacdo. O conteudo de amido foi, entdo, determinado de acordo com Du-
Bois et al. (1956), conforme metodologia descrita para agicares soliveis totais, sendo utiliza-
da a diluicdo de 34 x. Os resultados foram expressos em pmol g'1 de matéria seca.

Os conteddos de frutose e glicose foram determinados por meio de métodos enzi-
maticos acoplados a formacdo de NADH monitorado a 340 nm, sendo trés repetigcdes, utili-
zando Kits especificos de ensaio (Sigma—Aldrich©). Todos os ensaios de quantificacdo de acu-

. -1 L.
cares tiveram resultados expressos em umol g de matéria seca.
3.7 Determinacoes de atividades enzimaticas

Para a extracdo de proteinas, as folhas F1 e F5 liofilizadas, sendo trés repeticoes,
foram maceradas no meio de extragio, composto por 100 mM de tampio fosfato de K* em pH
7,0, contendo 5 mM de EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético), 5 mM de acido ascorbico,
5 mM de DTT (ditiotreitol), 1 mM de PMSF (Fluoreto fenil metano sulfonil), 1% de PVP
(polivinilpirrolidona), 0,2% de P VPP (polivinilpolipirrolidona) e 3% de PEG (polietileno gli-
col), sendo removido O, do meio por infusdo de N, por 1 minuto. Em seguida, o extrato foi
centrifugado a 14.000 g por 30 minutos, e o sobrenadante foi coletado e usado nas atividades
enzimdticas (IAS, IN, SS e SFS). Todos os estdgios de extracdo foram realizados em baixa
temperatura (4 °C). A quantidade de proteina no extrato foi determinada pelo método de Brad-
ford (1976).

As atividades de IAS e IN foram realizadas de acordo com Zhu, Komor e M oore
(1997). Para a atividade de IAS, 50 uL do extrato enzimatico das amostras foi incubado a 37
°C durante 30 minutos, com 50 pL de tampdo acetato de sédio 1 M em pH 4,5, e 100 uL de
sacarose 120 mM (iniciador da reag@o), sendo a reacdo paralisada com 30 pL de tris 2,5 M e a
100 °C por 3 minutos. Para a atividade de IN, 50 pL do extrato enzimatico das amostras foi
incubado a 37 °C durante 30 minutos, com 50 uL de tampdo fosfato de s6dio 100 mM em pH
7.5, e 100 uL de sacarose 120 mM (iniciador da reagio), sendo a reagdo paralisada a 100 °C
por 3 minutos. Em ambas as atividades, a concentracido de glicose formada foi mensurada por
Kits de teste de glicose (Sigma—Aldrich©). Os resultados foram expressos em pumol mg'1 Pro-
tefnah™.

Para as atividades de SS e SFS, as amostras foram incubadas de acordo com Hub-
bard, Huber e Pharr (1989). Para a atividade de SS, 50 puL do extrato enzimatico das amostras

foi incubado a 37 °C durante 0 e 60 minutos (o tempo zero foi feito depois do tempo 60°),
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com 50 puL do meio de reacdo: Hepes 50 mM em pH 7.5, MgCl, 15 mM, frutose 25 mM e
UDP-glicose 25 mM. Para as amostras do tempo zero, o branco da amostra foi feito sem
UDP-glicose. A reagdo foi paralisada a 100 °C por 3 minutos. A concentragdo de sacarose
produzida foi mensurada pelo método de Van Handel (1968), como o uso de antrona. O bran-
co para zerar o espectrofotdometro foi formado por: 50 pL. do meio de extracdo com 50 pL do
meio de reacdo. O célculo da atividade de SS foi obtido por: A = T60’ — (TO’ — Branco da
amostra T0’). Os resultados foram expressos em pmol mg'1 Protefna h™".

Para a atividade de SFS, 50 uL do extrato enzimatico das amostras foi incubado a
37 °C durante 0 e 60 minutos (o tempo zero foi feito depois do tempo 60’), com 50 pL do
meio de reacdo: Hepes 100 mM em pH 7.5, M gCl, 5 mM, frutose-6-fosfato 4 mM, glicose-6-
fosfato 20 mM, UDP-glicose 3 mM e EDTA 1 mM. Para as amostras do tempo zero, o branco
da amostra foi feito sem UDP-glicose. A reacdo foi paralisada a 100 °C por 3 minutos. A con-
centracdo de sacarose produzida foi mensurada pelo método de Van Handel (1968), como o
uso de antrona. O branco para zerar o espectrofotdometro foi formado por: 50 pLL do meio de
extracdo com 50 pL do meio de reacdo. O célculo da atividade de SS foi obtido por: A = T60’

—(TO’ — Branco da amostra T0’). Os resultados foram expressos em pumol mg‘1 Protefna h™'.

3.8 Determinacoes do contetido de clorofilas e carotendides

Para a determinagdo do conteddo de clorofilas, 50 mg de amostras das folhas F1 e
F5 liofilizadas, sendo trés repeticdes, foram adicionadas a 5 mL de acetona 80% gelada em
tubos de ensaio protegidos da luz. Os mesmos ficaram armazenados em geladeira (4 °C) du-
rante 24 horas. Em seguida, o material foi centrifugado a 3000 rpm por 3 minutos, € o sobre-
nadante foi coletado. Os teores de pigmentos foram medidos em espectrofotdmetros, nos
comprimentos de onda de 663 nm, 645 nm e 470 nm para o calculo de clorofilas e carotendi-
des, conforme Lichtenthaler (1987), utilizando as seguintes equacgdes, dadas em pg mL". Os

resultados foram expressos em mg g,f1 MS.
Clorofilaa=12,23 x Aggz — 2,79 * Agys
Clorofila b= 21,50% Agys — 5,10 % Aggs

Clorofila total = 7,15 x Aggz + 18,71 * Agys

(1000% Ayy9 — 1,82 * Clorofila a — 85,02  Clorofila b)
198

Carotenoides totais =
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3.9 Determinacoes de parametros do crescimento

A matéria seca das folhas individuais de F1 a F6, sendo trés repeticdes, foi obtida
pelo processo de liofilizacdo e, em seguida, as mesmas foram armazenadas em dessecador
para andlises posteriores. Os demais 6rgdos das plantas, sendo trés repeti¢des, foram secos em
estufa de fluxo de ar continuo por sete dias, e armazenadas em dessecador para andlises de
contetido de K™ e matéria seca. Foi utilizada uma régua linear para realizar as medi¢des do
comprimento das folhas do algodoeiro, sendo seis repeticdes, medindo-se a parte do limbo
principal para determinag¢ao da area foliar (AF), a partir da Equag@o 1, proposta por Grimes e
Carter (1969) e adaptada por Fideles Filho, Beltrdao e Pereira (2010), e os resultados foram
expressos em cm’. O didmetro do caule principal foi medido com paquimetro anal6gico na
posicio logo abaixo das folhas cotiledonares, sendo nove repeticdes, € os resultados foram
expressos em mm. A altura das plantas foi medida com régua linear, sendo nove repeticoes, €

os resultados foram expressos em cm.
Y = 0,7254 X% (D

Em que
Y — area foliar;

X — comprimento da nervura principal da folha.
3.9 Analises estatisticas

Os dados comparados dois a dois foram submetidos ao teste t de Student, a 5%
(P<0,05) de significancia, incluindo os parametros de crescimento: matéria seca, drea foliar,
altura e diametro do caule principal das plantas. Diferengas em multiplas médias foram avali-
adas pela ANOVA (andlise de variancia) nas andlises de distribui¢do percentual de matéria
seca, conteido de agucares, trocas gasosas e atividades enzimaticas, sendo os valores médios
comparados pelo teste de Tukey a 5% (P<0,05) de significancia. Os dados foram tabulados e
calculados em planilhas do Software Microsoft® Excel 2007 (APENDICE A), sendo os grafi-
cos desenhados em Software SigmaPlot® 12.0. As comparacdes de médias foram obtidas uti-
lizando o Software SISVAR 5.6. O tipo de delineamento experimental foi inteiramente casua-
lizado com trés repeticdes, no total de 27 plantas, no qual cada repeticdo consistiu da unido de

trés plantas.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros de crescimento

Na deficiéncia de K", a producdo de matéria seca foi menor em folhas jovens de
F3 a F6. Houve tendéncia de reducdo no grupo de folhas FJ (38,5%), comparado as demais
partes da planta (Fig. 3A). Na deficiéncia de K™, a distribuiciio percentual de matéria seca foi
mantida nas partes da planta, comparado ao controle (Fig. 3C). No tratamento de recuperagao
de K*, por sua vez, houve crescimento preferencial das folhas FJ, comparado as mesmas fo-

lhas dos tratamentos controle e deficiente em K" (Fig. 3C).
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Figura 3 M atéria seca de folhas FJ, folhas F1-F6, caules e raizes (A), das folhas F1-F6 (B) e
distribuicdo do percentual de matéria seca (C) em plantas de algodoeiro crescendo em solugao
nutritiva completa (+K) e deficiente (—K) apds 23 dias de tratamento, seguido de periodo de 4
dias de recuperagio com K* (Rec). Folhas FJ consistiram da unifo de todas as folhas mais
jovens, exceto F1-F6. Diferentes letras representam diferencas significativas entre tratamentos
pelo teste t (P<0,05) em A e B, e pelo teste de Tukey (P<0,05) em C. Os valores sdo médias
(£D.P.) de trés repeticdes.
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. P . . . N . + e e
Foram identificados sintomas visuais leves de deficiéncia de K", de clorose inici-

al, nas folhas de algodoeiro, conforme visto na Figura 4.

Figura 4 Aspecto visual de folhas de F1 a F6 de plantas de algodoeiro crescendo em solugao
nutritiva completa (+K) e deficiente (—K) apds 23 dias de tratamento, seguido de periodo de 4

dias de recuperacio com K* (Recuperacio).

15 cm
Escala

Recuperacac
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A Figura 5 mostra o aspecto visual da parte aérea dos tratamentos de controle e

deficiénciaem K.

Figura 5 Aspecto visual da parte aérea de plantas de algodoeiro crescendo em solu¢do nutri-

tiva completa (+K) e deficiente em K" (-K), ap0s 23 dias de tratamento.

A Figura 6 mostra o aspecto visual das raizes dos tratamentos de controle e defici-

éncia em K.

Figura 6 Aspecto visual de raizes de plantas de algodoeiro crescendo em solug¢@o nutritiva

completa (+K) e deficiente em K* (-K), ap6s 23 dias de tratamento.
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A drea foliar de folhas jovens de F4 a F6, na deficiéncia de K*, tiveram reducdes
crescentes de 15,7, 25,4 € 29,4%, respectivamente, comparadas ao controle (Fig. 7A). A altura
das plantas (Fig. 7B) e o didmetro do caule principal (Fig. 7C) foram menores na privagdo de

K", comparados ao controle.

Figura 7 Area foliar de F1 a F6 (A), altura (B) e didmetro do caule principal (C) de plantas de
algodoeiro crescendo em solucdo nutritiva completa (+K) e deficiente em K* (-K) apés 23
dias de tratamento. Diferentes letras representam diferenca significativa entre tratamentos

pelo teste t (P<0,05). Os valores sdo médias (£D.P.) de trés repetigoes.
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Nos tratamentos de deficiéncia e recuperagdo, o contetido de K" foi mais direcio-
nado para as folhas mais jovens da planta. Os contetidos foliares de K* foram menores na de-
ficiéncia, sendo parcialmente restaurados no tratamento de recuperacido (Fig. 8A e B). No
tratamento deficiente, a distribuicio percentual de K™ aumentou nas folhas FJ (Fig. 8C), e foi
explicado pelo maior contetido de K* encontrado neste grupo de folhas (Fig. 8A), comparado
as demais partes da planta (Fig. 8C). Esta tendéncia foi evidenciada pelo maior nivel de K*
em F6 (0,34% MS) comparado as folhas de F1 a F5 em deficiéncia (Fig. 8B). No tratamento
de recuperaciio, foram obtidos niveis de K" crescentes de F1 a F6, que variaram de 0,72% MS
emF1 a 1,10% MS em F6 (Fig. 8B). No periodo de deficiéncia e recuperacdo, as plantas rea-
locaram o K" priorizando o caule (Fig. 8C), devido a menor perda de K* nestes 6rgios no
tratamento deficiente (Fig. 8A e C) e o maior direcionamento para 0 mesmo no tratamento de

recuperagdo (Fig. 8A).
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Figura 8 Contetido de K" de folhas FJ, folhas F1-F6, caules e raizes (A), das folhas de F1 a
F6 (B) e distribuicio do percentual de K* (C) em plantas de algodoeiro crescendo em solucio
nutritiva completa (+K) e deficiente (—K) apds 23 dias de tratamento, seguido de periodo de 4
dias de recuperaciio com K* (Rec). O contetido de K* do grupo F1-F6 (A) foi obtido por mé-
dia ponderada. Diferentes letras mintisculas na mesma folha (B) ou 6rgios (A) representam
diferencas significativas entre tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05) e maidsculas entre
folhas (B) ou 6rgios (A) diferentes representam diferencas significativas no mesmo tratamen-

topelo testet (P<0,05). Os valores sdo médias (+D.P.) de trés repeticoes.
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4.2 Indicadores de estresse

As folhas deficientes em K* tiveram aumento do percentual de danos de membra-
na (DM) nas folhas de F1 a F6, comparadas ao controle (Fig. 9). Em recuperacio de K*, estas
folhas mostraram recuperacdo com reducdo do percentual de DM, comparadas as folhas defi-

cientes (Fig. 9).

Figura 9 Danos de membrana (DM) nas folhas de F1 a F6 de plantas de algodoeiro crescendo
em solucdo nutritiva completa (+K) e deficiente (-K) apds 23 dias de tratamento, seguido de
periodo de 4 dias de recuperagdo com K" (Rec). Diferentes letras em folhas de mesma posicio
representam diferencas significativas entre tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05). Os valo-

res sdo médias (+D.P.) de trés repetigoes.
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Nas folhas deficientes em K, houve menor CRA nas folhas de F1 a F6, compara-
do as respectivas folhas bem supridas de K" (Fig. 10). Nas folhas em recuperacio de K*, os
valores foram restaurados, e foram significativamente maiores nas folhas F4 a F6, compara-

dos ao controle (Fig. 10).
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Figura 10 Conteuddo relativo de dgua (CRA) nas folhas de F1 a F6 de plantas de algodoeiro
crescendo em solucdo nutritiva completa (+K) e deficiente (-K) apds 23 dias de tratamento,
seguido de periodo de 4 dias de recuperacio com K* (Rec). Diferentes letras em folhas de
mesma posicao representam diferencas significativas entre tratamentos pelo teste de Tukey

(P<0,05). Os valores sdo médias (£D.P.) de trés repeticdes.
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4.3 Parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a

As folhas deficientes em K* apresentaram, em geral, menores valores de assimila-
¢do liquida de CO,, comparadas ao controle (Fig. 11A). Esta diferenca foi significativa e cres-
cente de F1 a F6, com redugdes que variaram de 23,2% em F1 a 38,2% em F6. Na recupera-
cdo das folhas F1, continuou havendo redugao significativa da assimilacao de CO, (Fig. 11A).
Porém, nas folhas F5 estes valores foram parcialmente restaurados, chegando ao nivel do con-
trole nas folhas F6 (Fig. 11A). Nas folhas deficientes em K*, os valores de Ci ndo diferiram
significativamente do controle, com excecdo da folha F6, em que os valores foram menores
(Fig. 11B). No tratamento de recuperaciio de K, apenas as folhas F1 apresentaram menores
valores significativos de Ci, comparadas ao controle. No parametro de condutancia estomati-
ca, os resultados sdo similares aos obtidos em assimilagdo liquida de CO,. As folhas deficien-
tes em K" apresentaram menores valores de condutincia estomatica, comparadas ao controle
(Fig. 11C). Esta diferenga foi significativa e crescente de F1 a F6, com redu¢des que variaram
de 32,5% em F1 a 61,0% em F6. No tratamento de recuperagao, as folhas alcancaram valores
de conduténcia crescentes de F1 a F6, que variaram de 32,0% em F1 a 77,4% em F6. Nas
folhas F1, com a aplicacdo de K no tratamento de recuperacio, continuou havendo reducio
significativa da condutancia estomdtica (Fig. 11C). Em contraposi¢io, estes valores foram

recuperados parcialmente nas folhas F5, e nas folhas F6 estes valores foram restaurados (Fig.
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11A). As folhas deficientes em K também apresentaram menores valores de transpiracio
(Fig. 11D), comparadas ao controle. Esta diferenca foi significativa e crescente de F1 a F6,
em percentuais que variaram de 18,9% em F1 a 39,8% em F6. No tratamento de recuperagao,
as folhas F1 a F6 alcancaram valores de transpiracdo crescentes de F1 a F6, que variaram de
43,4% em F1 a 81,7% em F6, relativos ao controle. Nas folhas F1 e F2, com o suprimento de
K" no tratamento de recuperaciio, continuou havendo reducio significativa da transpiracio

(Fig. 11D). Porém, nas folhas F6 estes valores foram parcialmente restaurados (Fig. 11D).

Figura 11 Parametros fotossintéticos de fotossintese liquida (Py) (A), concentragdo intercelu-
lar de CO, (Ci) (B), condutancia estomética (gs) (C) e transpiracdo (E) (D) nas folhas de F1 a
F6 de plantas de algodoeiro crescendo em solucdo nutritiva completa (+K) e deficiente (-K)
ap6s 23 dias de tratamento, seguido de periodo de 4 dias de recuperacio com K™ (Rec). Dife-
rentes letras em folhas de mesma posicdo representam diferencas significativas entre trata-

mentos pelo teste de Tukey (P<0,05). Os valores sd@o médias (+D.P.) de trés repeticdes.
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Quanto aos parametros de fluorescéncia da clorofila a no claro, os resultados ob-
tidos entre ETR e AF/Fm’ foram muito semelhantes (Fig. 12A e B). Em folhas deficientes em

K", os valores de ETR em geral foram menores, comparadas ao controle (Fig. 12A). No tra-
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tamento de recuperacdo, as folhas F1 a F6 alcancaram valores de ETR crescentes de F1 a F6,
que variaram de 66,9% em F1 a 87,3% em F6, relativos ao controle. Apenas nas folhas F5,
com o suprimento de K no tratamento de recuperacio, estes valores foram parcialmente res-
taurados (Fig. 12A). Em folhas deficientes em K*, os valores de AF/Fm’ em geral foram me-
nores, comparadas ao controle (Fig. 12B). Esta diferenca foi significativa e crescente de F1 a
F6, em percentuais que variaram de 20,7% em F1 a 25,5% em F6. No tratamento de recupera-
¢do, as folhas alcancaram valores de AF/Fm’ crescentes de F1 a F6, que variaram de 66,8%
+

em F1 a 93,2% em F6, relativos ao controle. Apenas nas folhas F6, com o suprimento de K

no tratamento de recuperacio, estes valores foram restaurados ao nivel do controle (Fig. 12B).

Figura 12 Parametros de fluorescéncia da clorofila a nas folhas de F1 a F6 de plantas de al-
godoeiro crescendo em solucdo nutritiva completa (+K) e deficiente (—K) ap6s 23 dias de tra-
tamento, seguido de perfodo de 4 dias de recuperacdo com K* (Rec), de taxa de transporte de
elétrons (ETR) e rendimento quantico fotoquimico (AF/Fm’). Diferentes letras em folhas de
mesma posicao representam diferencas significativas entre tratamentos pelo teste de Tukey

(P<0,05). Os valores sdo médias (£D.P.) de trés repeticdes.
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4.4 Metabolismo de acicares

Nao houve diferenca significativa do contetido de acicares soliveis totais entre as
folhas F1 e F5 bem supridas de K™ (Fig. 13). Na deficiéncia de K, a folha F1 manteve igual-
dade estatistica do conteudo de acucares totais, enquanto houve um aumento significativo de
146,9% na folha F5, comparado ao controle da folha de mesma posi¢ao. No tratamento de
recuperacdo das folhas F1, ocorreu uma reducao de 34,0% de actcares, tendo como referéncia
as folhas controle de mesma posicao (Fig. 13), mas ndo diferiram das folhas deficientes em
K". No tratamento de recuperacio das folhas F5, estes valores foram reduzidos e restaurados

ao nivel das folhas controle de mesma posicao (Fig. 13).

Figura 13 Aciticares soltveis totais nas folhas F1 e F5 de plantas de algodoeiro crescendo em
soluc@o nutritiva completa (+K) e deficiente (—K) ap6s 23 dias de tratamento, seguido de pe-
riodo de 4 dias de recuperagdo com K" (Rec). Diferentes letras mindsculas na mesma folha
representam diferencas significativas entre tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05) e maits-
culas entre folhas diferentes representam diferencas significativas no mesmo tratamento pelo

testet (P<0,05). Os valores sdao médias (+D.P.) de trés repeticoes.
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Nao houve diferenca significativa do conteddo de sacarose entre as folhas F1 e F5
bem supridas de K* (Fig. 14A). Nas folhas F1 deficientes em K", ocorreu um aumento signi-
ficativo de 31,0% de sacarose, enquanto foi verificada uma reducdo de 27,6% nas folhas F5
deficientes, comparadas as folhas controle de mesma posi¢@o. Nas folhas F1 em tratamento de
recuperacio de K, os valores de sacarose foram reduzidos e restaurados ao nivel das folhas
controle (Fig. 14A), enquanto que nas folhas F5, estes valores foram restaurados e aumenta-

dos, sendo 43,9% maiores, tendo como referéncia as folhas controle de mesma posicao (Fig.
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14A). Quando bem supridas de K*, as folhas F5 apresentaram 12,9% maior conteddo de ami-
do do que as folhas F1 (Fig. 14B). Na deficiéncia de K*, a folha F1 manteve igualdade estatfs-
tica de amido, enquanto houve uma reducdo significativa de 32,5% na folha F5, comparada as
folhas controle de mesma posicao (Fig. 14B). No tratamento de recuperacdao das folhas FI,
ocorreu um aumento de 82,5% de amido, enquanto que nas folhas F5 estes valores foram re-
cuperados e restaurados, sendo 38,8% maiores, tendo como referéncia as folhas controle de
mesma posicio (Fig. 14B). Nao houve diferenca significativa de amido entre as folhas F1 e
F5 tratadas com recuperacio de K* (Fig. 14B). Nio foi observada diferenca significativa do
contetido de glicose entre as folhas F1 e F5 bem supridas de K™ (Fig. 14C). Nas folhas F1
deficientes em K", ocorreu uma reducio de 24,5% de glicose, enquanto que nas folhas F5
houve um grande aumento de 209,3%, tendo como referéncia as folhas controle de mesma
posicdo (Fig. 14C). No tratamento de recuperagdo das folhas F1, ndo foi observada diferenga
significativa com as folhas deficientes de mesma posi¢do, porém ocorreu uma reducio de
24.3% de glicose comparada as folhas controle de mesma posi¢do (Fig. 14C). No tratamento
de recuperacao das folhas F5, estes valores foram reduzidos e restaurados ao nivel das folhas
controle de mesma posicdo (Fig. 14C). Nao houve diferenca significativa do conteddo de fru-
tose entre as folhas F1 e F5 bem supridas de K* (Fig. 14D). Nas folhas F1 deficientes em K",
ocorreu um aumento significativo de 148,0% de frutose, enquanto foi verificada uma redugao
de 38,2% nas folhas F5 deficientes, comparadas as folhas controle de mesma posi¢do. Nas
folhas F1 em tratamento de recuperacio de K*, os valores de frutose foram restaurados parci-
almente ao nivel de 94,0% acima das folhas controle (Fig. 14D), enquanto que nas folhas F5,
estes valores foram aumentados e restaurados, porém nao diferiram do tratamento deficiente,

tendo como referéncia as folhas controle de mesma posicao (Fig. 14D).
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Figura 14 Contetdos de sacarose (A), amido (B), glicose (C) e frutose (D) nas folhas F1 e F5
de plantas de algodoeiro crescendo em solucdo nutritiva completa (+K) e deficiente (—K) ap6s
23 dias de tratamento, seguido de periodo de 4 dias de recuperacio com K" (Rec). Diferentes
letras mindsculas na mesma folha representam diferencas significativas entre tratamentos pelo
teste de Tukey (P<0,05) e maidsculas entre folhas diferentes representam diferencas significa-
tivas no mesmo tratamento pelo teste t (P<0,05). Os valores sdo médias (xD.P.) de trés repeti-
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Quando bem supridas de K", as folhas F1 apresentaram 261,4% maior atividade
de SFS do que as folhas F5 (Fig. 15A). Na deficiéncia de K, as folhas F1 e F5 mantiveram
igualdade estatistica de atividade de SFS, tendo como referéncia as folhas controle de mesma
posicdo (Fig. 15A). No tratamento de recuperacdo das folhas F1, ocorreu uma redugdo de
25,6% de atividade de SFS, enquanto que nas folhas F5 houve um aumento de 67,6%, em
relacdo as folhas controle de mesma posicao (Fig. 15A). Na atividade de SS, as folhas F1 a-
presentaram 139,4% maior atividade do que as folhas F5 (Fig. 15B), quando bem supridas de
K*. Na deficiéncia de K*, as folhas F1 mantiveram i gualdade estatistica de atividade de SS,
enquanto que nas folhas F5 ocorreu uma reducdo de 44,2%, tendo como referéncia as folhas

controle de mesma posicdo (Fig. 15B). Nas folhas F1 em tratamento de recuperacio de K*,
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houve uma redugao de atividade de SS em 23,9%, enquanto que nas folhas F35, estes valores
foram aumentados e restaurados, tendo como referéncia as folhas controle de mesma posicao
(Fig. 15B). Quando bem supridas de K*, as folhas F1 apresentaram 31,8% maior atividade de
IAS do que as folhas F5 (Fig. 15C). Na deficiéncia de K*, a folha F1 manteve igualdade esta-
tistica de atividade de IAS, enquanto que nas folhas F5 houve um aumento de 97,2%, tendo
como referéncia as folhas controle de mesma posicdo (Fig. 15C). Nas folhas F1 em tratamen-
to de recuperagdo ocorreu uma redugdo de atividade de IAS em 49,6%, enquanto que nas fo-
lhas F5, estes valores foram reduzidos e restaurados, em compara¢ao ao nivel das folhas con-
trole de mesma posicao (Fig. 15C). Nao houve diferenca significativa da atividade de IN entre
as folhas F1 e F5 bem supridas de K* (Fig. 15D). Na deficiéncia de K*, a folha F1 manteve
igualdade estatistica de atividade de IN, enquanto que nas folhas F5 houve um aumento de
98,5%, em comparacao ao nivel das folhas controle de mesma posicao (Fig. 15D). Nas folhas
F1 em tratamento de recuperacdo de K, houve uma reducio de atividade de IN em 54,6%,
enquanto que nas folhas F5, estes valores foram reduzidos e restaurados, tendo como referén-

cia as folhas controle de mesma posicdo (Fig. 15D).
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Figura 15 Atividades de sacarose fosfato sintase (SFS) (A), sintase da sacarose (SS) (B), in-
vertase dcida solivel (IAS) (C) e invertase neutra (IN) (D) nas folhas F1 e F5 de plantas de
algodoeiro crescendo em solugdo nutritiva completa (+K) e deficiente (—-K) apds 23 dias de
tratamento, seguido de perfodo de 4 dias de recuperacio com K* (Rec). Diferentes letras mi-
ndsculas na mesma folha representam diferencas significativas entre tratamentos pelo teste de
Tukey (P<0,05) e maitsculas entre folhas diferentes representam diferencas significativas no

mesmo tratamento pelo teste t (P<0,05). Os valores sao médias (£ D.P.) de trés repeticdes.
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4.5 Conteado de clorofilas e carotendides

Nao houve diferenca do contetido de clorofilas e carotendides entre as folhas F1 e
F5, dentro de cada tratamento (Fig. 16). O contetido de clorofila a foi reduzido na deficiéncia
e ap6s periodo de recuperagiio de K™ nas folhas F1 e F5 (Fig. 16A). O contetido de clorofila b
foi maior na deficiéncia de K™ nas folhas F1 (113,1%) e F5 (193,0%), porém houve reducio
ap6s periodo de recuperacio de K™ para o nivel do controle nas folhas F1 e abaixo do controle
em F5 (Fig. 16B). O contetido de carotendides totais aumentou na deficiéncia de K* nas fo-
lhas F1 (77,4%) e F5 (95,2%), porém houve redugio ap6s periodo de recuperagio de K* para

niveis abaixo do controle nas folhas F1 e F5 (Fig. 16C). O contetido de clorofilas totais foi
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reduzido na deficiéncia em F1 e mantido ao mesmo nivel em F5, comparado ao controle, po-

rém ap6s periodo de recuperacio de K estes niveis foram reduzidos nas folhas F1 e F5 quan-

do comparados ao controle (Fig. 16A).

Figura 16 Conteidos de clorofila a (A), clorofila b (B), carotendides totais (C) e clorofilas
totais (D) nas folhas F1 e F5 de plantas de algodoeiro crescendo em solugdo nutritiva comple-
ta (+K) e deficiente (-K) apds 23 dias de tratamento, seguido de periodo de 4 dias de recupe-
racdio com K* (Rec). Diferentes letras mindsculas na mesma folha representam diferencas
significativas entre tratamentos pelo teste de Tukey (P<0,05) e maitsculas entre folhas dife-
rentes representam diferencas significativas no mesmo tratamento pelo teste t (P<0,05). Os

valores sao médias (£D.P.) de trés repeticdes.
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5DISCUSSAO

A menor producio de matéria seca nas partes de plantas deficientes em K prova-
velmente foi devido a influéncia deste elemento nas diversas vias metabdlicas vitais (BAR-
KER e PILBEAM, 2015). As folhas FJ poderiam ser consideradas fortes drenos para translo-
cacdo de K", principalmente na condicdo de deficiéncia (EPRON et al., 2016). O provavel
aumento do fluxo de K" no floema poderia ter ocasionado o aumento do percentual de K™ nos
caules. Assim, pode ter ocorrido aumento da saida de K* das folhas mais velhas para as mais
novas, na medida em que as primeiras poderiam ter seu processo de senescéncia acelerado
pela deficiéncia de K* (HOPKINS e HUNER, 2009; WANG et al., 2012b).

Apesar do aumento do fluxo de K™ para as folhas mais jovens, houve tendéncia de
reducdo de matéria seca e do crescimento em drea foliar nestas folhas, o que provavelmente
esteve ligado ao turgor celular. Hsiao e Xu (2000), trabalhando com folhas de algod do, relata-
ram que variagdes minimas no CRA, acima de 85%, resultaram em queda do potencial hidri-
co, parcialmente devida a menor pressao hidrostética celular. O acimulo de agicares nas fo-
lhas F5 deficientes poderia ter compensado osmoticamente a perda de K*, resultando prova-
velmente em menores perdas do potencial de turgescéncia (GERARDEAUX et al., 2010). Na
deficiéncia, o contetido de K™ translocado para as folhas mais jovens teria sido insuficiente
para as suas fases de alongamento e expansdo. No tratamento de recuperacdo, o aumento do
percentual de matéria seca nas folhas FJ indica que a planta priorizou o crescimento das fo-
lhas mais jovens, e esteve relacionado ao maior aporte de K para estas folhas.

Embora os niveis de K* nio tivessem diferido entre as folhas F1 e F5 deficientes,
as plantas tiveram reduc@o de matéria seca nas folhas de F3 a F6 e area foliar de F4 a F6, po-
rém estes indicadores ndo foram alterados nas folhas mais velhas. As taxas fotossintéticas e o
metabolismo de agucares também tiveram comportamento bastante diverso entre as folhas F1
e F5 na deficiéncia de potdssio. Assim, a demarcacio dos niveis criticos de K* que limitaram
o crescimento, as taxas fotossintéticas e o metabolismo de agucares dependeriam da idade das
folhas, sendo mais criticos em folhas jovens. Esta reducdo do crescimento em folhas jovens
esteve associada com a queda mais acentuada da assimilacdo de CO, na deficiéncia, compa-
rada ao controle. No tratamento de recuperacdo, os niveis de K foram maiores nas folhas de
F5 a F6, o que pode ter sido relacionado a melhor recuperacao da assimilacao de CO, nestas
folhas.

Na deficiéncia, o contetido de K" teria sido suficiente para a produgiio normal de

matéria seca em F1 e F2 e drea foliar de F1 a F3 nos seus estdgios de alongamento e expan-
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sdo, e podem estar relacionados com a maior distancia para as folhas FJ, os drenos mais fortes
da planta. A assimilagdo de CO, nas folhas de F1 a F6 provavelmente foi limitada por redu-
¢des da condutincia estomdtica e transpiracio, estando relacionados a influencia do fon K*
em processos de abertura e fechamento estométicos (BARKER e PILBEAM, 2015). No en-
tanto, tendo em vista os elevados niveis de Ci nas folhas F1 a F5, provavelmente as limitacdes
metabdlicas ou bioquimicas teriam sido a causa primdria das reducdes de assimilagdo de CO,
nestas folhas.

Os valores relativos de ETR podem ser importantes para estimativas de estresse
(BAKER, 2008). O menor fluxo de elétrons nas folhas deficientes poderia estar relacionado
com o papel do K na manutencdo da forca motriz de prétons no interior dos cloroplastos
(MARSCHNER, 2012). A sintese de ATP e NADPH no fluxo linear de elétrons estdo inti-
mamente associadas. Se a forca motriz de prétons for limitada, relacionada aos substratos
ADP ou Pi, o fluxo de elétrons para NADP" sera reduzido (KRAMER e EVANS, 2011). Na
deficiéncia de K", a limitacdo bioquimica poderia ter sido mais crucial para a reducdo da as-
similacdo de CO,, sendo o fluxo de elétrons direcionado para as vias de oxidacdo de compo-
nentes celulares que resultaram em maior DM nas folhas individuais de F1 a F6 deficientes
(KONO e TERASHIM A, 2016) (Fig. 10). Na recuperacdo das folhas de F1 a F6, em geral, o
menor fluxo de elétrons foi mantido, exceto com pequena recuperacao nas folhas F5, estando
associados aos maiores niveis de K* nas folhas F5 e F6. Os resultados de AF/Fm’ foram simi-
lares aos obtidos para assimilagdo liquida de CO, e ETR. Nas folhas F6 em recuperagdo, os
niveis de AF/Fm’ foram restaurados ao nivel do controle, e estiveram associados aos maiores
niveis de K™ nestas folhas.

E suposto que as alteracdes no contetdo de amido nas folhas F5 na deficiéncia e
recuperacio de K* teriam sido consistentes com a influéncia da atividade da enzima amido
sintetase, dependente de K" como cofator na sintese de amido (M AATHUIS, 2014). A menor
sintese de amido na deficiéncia em F5 poderia ter concordancia com a suposta clivagem do
amido por a-amilases, resultando no aumento dos niveis de glicose. Com isto, a diminui¢ao
dos contetdos de sacarose e amido, nas folhas F5 deficientes em K, acarretou em mudancas
que principalmente resultaram no acimulo de glicose e, consequentemente, dos niveis de agu-
cares soluveis totais. Nas folhas F1 e F5, a oscilacdo dos niveis de actcares soliveis totais em
todos os tratamentos, teve direta associacdo com as mudangas no conteido de glicose. O a-

cumulo deste acucar, por sua vez, poderia ter atuado na sinaliza¢do para a reducdo do cresci-

mento destas folhas (GERARDEAUX et al., 2010).
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Nas folhas F5 deficientes em K*, o aumento da clivagem e menor sintese de saca-
rose, € a mobilizacdo de amido, poderiam ter levado ao aumento de frutose e principalmente
glicose, direcionando-os para a via glicolitica (BARKER e PILBEAM, 2015). A frutose pare-
ce ser o substrato preferido de hexose quinases, uma vez que a relacdo entre seu K, para fru-
tose e K, para glicose em plantas € de 0,04 (PREISS, 2014). Kursanov et al. (1969) relataram
que hexose quinases ativadas por K* na fracdo soliivel obtida a partir de finas fatias de beter-
raba sacarina foram mais efetivas na fosforilacdo de D-frutose do que D-glicose. Isto poderia
explicar os maiores niveis em geral de glicose, independente do tratamento, comparados com
frutose, sendo compativeis com os menores niveis de frutose nas folhas F5 deficientes.

O potassio tem um impacto benéfico sobre o status energético na planta (BAR-
KER e PILBEAM, 2015). Foi relatado que nos estagios iniciais de deficiéncia de K", as taxas
de respiracdo no escuro foram inicialmente aumentadas e, apds a defici€ncia se tornar severa,
arespiracdo no escuro foi suprimida (OOSTERHUIS et al., 2014). A maior atividade respira-
téria, por sua vez, requer o aumento do fluxo de agicares que poderia ser satisfeito por um
aumento da atividade de invertases (ROITSCH e GONZALEZ, 2004). Apesar de vérias en-
zimas da via glicolitica, como piruvato quinase, aldolases e hexoquinases, serem dependentes
do K" como cofator (EVANS e SORGER, 1966), é suposto que esta via teve sua atividade
aumentada pela deficiéncia em folhas F5.

As relativas maiores atividades de SFS, SS e IA S nas folhas F1 do controle, com-
paradas as respectivas folhas F5, sugerem que as folhas mais velhas foram o principal sitio de
atividade do metabolismo de agucares, e teriam sido fontes de fotoassimilados. Nas folhas F1
deficientes, porém, a manutencdo das atividades enzimaticas de sintese e clivagem de sacaro-
se e a manutencdo do contetido de amido, mostram que a deficiéncia de K* interferiu mini-
mamente sobre o metabolismo e o balanco de agticares nestas folhas. E possivel que as folhas
F5 e adjacentes, na deficiéncia, ndo tenham alcan¢ado a condi¢io de 6rgados-fonte, evidencia-
do pelo fato de que os niveis de sacarose de F1, independente do tratamento, foram mantidos
em geral no mesmo patamar de F5, o que induz a supor que parte da sacarose em F5 tenha
sido importada de folhas-fontes. Assim, na deficiéncia, parte da sacarose sintetizada em F1
pode ter sido impedida de ser translocada para drenos especificos, como supostamente F5, o
que pode ter levado ao seu pequeno acimulo em F1 (folha fonte).

O aumento da relacdo invertases/SS poderia induzir a via SS de clivagem da saca-
rose (PERATA; GUGLIELMINETTI; ALPI, 1997), e assim induzir o sistema de sinaliza¢ado
por hexoses, com menor conservacdo de carbono e ATP (MIRAJKAR; SUPRASANNA;

VAIDYA, 2016). A glicose acumulada poderia atuar como um sinalizador na regulacdo de
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genes fotossintéticos em plantas superiores (SHEEN, 1994). A glicose € considerada uma
chave central para diversas vias de regulacdo e sinalizacdo, e integra sinais externos para a-
daptar as células ao estresse abiotico, crescimento e desenvolvimento (AVONCE et al.,
2005). Estas evidéncias, no entanto, ndo tém sido conclusivas e necessitam de mais estudos
para demonstra-la (M CCORMICK; CRAMER; WATT, 2006).

Pettigrew (1999) relatou que a glicose foi o tnico acicar foliar consistentemente
modificado e aumentado na deficiéncia de potdssio. O forte aumento e queda no conteido de
glicose em folhas jovens foram consistentes com a queda e recuperac@o da assimilagdo liquida
de CO,, respectivamente, nos tratamentos aplicados, quando comparados ao controle. As cau-
sas bioquimicas para a reducio das taxas fotossintéticas poderiam ter sido consistentes com o
feedback causado pelo acimulo deste actcar, nestas folhas. Estudos recentes indicam que a
melhor evidéncia sobre o sistema para sinalizac@o de feedback, levando ao actimulo de acuca-
res, poderia vir de hexose quinases, que fosforilam glicose (hexoquinase) e frutose (frutoqui-
nase) (GRANOT; DAVID-SCHWARTZ; KELLY, 2013; TIESSEN e PADILLA-CHACON,
2013; SMEEKENS e HELLM ANN, 2014).

Embora tivessem os mesmos niveis de K™ na deficiéncia, as folhas F1 e F5 de-
monstraram diferentes respostas quanto aos parametros de crescimento, assimilacdo de CO, e
metabolismo de aciicares, sugerindo que os efeitos da deficiéncia de K teriam sido indiretos e
dependentes do estdgio de desenvolvimento foliar e relacdes fonte-dreno, além de outros fato-
res do metabolismo integral da planta (VIDAL, 2015). Assim, o estudo da influéncia do K"
em plantas torna-se incipiente se ndo for tomado em considerac@o o estdgio de desenvolvi-
mento da folha/6rgdo em estudo, e o metabolismo das demais folhas/6rgaos associados (AH-
MAD e MAATHUIS, 2014). Aparentemente, o crescimento e o metabolismo fotossintético e
de acticares nas folhas F1 foi menos alterado na deficiéncia de K*, na medida em que estas
folhas estavam posicionadas mais distantes das folhas FJ (fortes drenos) (HU et al., 2015).

A igualdade dos niveis de K em geral nas folhas de F1 a F5 deficientes pode ter
contribuido para dar estabilidade as relagdes fonte-dreno, mantendo o metabolismo fotossinté-
tico e de agucares das folhas F1 em linhas praticamente estaveis (AHM AD e M AATHUIS,
2014). Pelos resultados obtidos, os niveis criticos de K* que limitaram o crescimento, fotos-
sintese e o metabolismo de agucares variaram conforme o estdgio de desenvolvimento das
folhas e poderiam depender dos niveis de K* disponiveis no solo, de fatores abiéticos, do me-
tabolismo da planta em geral e da espécie vegetal, tornando o seu estudo complexo. O cresci-
mento e desenvolvimento das plantas, por sua vez, sdo acompanhados por mudancas nas rela-

coes fonte-dreno (ROITSCH e GONZALES, 2004).
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Uma provdvel explicagdo para a queda do metabolismo fotossintético na recupe-
racdo de folhas F1 seria de que as mesmas poderiam estar em processo de senescéncia envol-
vida com a saida de potédssio (WANG et al., 2012b), uma vez que as folhas mais velhas sdo
mais susceptiveis a senescéncia (HOPKINS e HUNER, 2009). Este processo pode ser acom-
panhado da degradacdo de clorofilas, resultando em clorose foliar e necrose (JUNG; SHIN;
SCHACHTMAN, 2009; ARMENGAUD; BREITLING; AMTMANN, 2010; ZHANG e
ZHOU, 2013). No entanto, ndo ocorreram sintomas visuais de deficiéncia de potdssio nas
folhas. Além disso, o contetido de carotendides totais, clorofilas totais, clorofilas a e b, entre
as folhas F1 e F5, nao diferiram entre si, independentemente do tratamento. Portanto, estes
resultados ndo foram conclusivos acerca da ocorréncia de senescéncia em folhas F1. Por outro
lado, a reducdo do metabolismo fotossintético poderia ter ocorrido devido ao aumento do
sombreamento e a reduc@o da forca do dreno.

Foi relatado que a clorose inicial provocada pela deficiéncia de K™ ocorreu devido
a acumulacdo aumentada de fotossintatos em folhas (CAKMAK; HENGELER; MARSCH-
NER, 1994; LAVON et al., 1995), que predispde o aumento da foto-sensibilidade e a destrui-
cdo foto-oxidativa de clorofila (MURAGE; SATO; MASUDA, 1996). A clorofila b e carote-
nodides estdo envolvidas ao sistema de fotoprote¢do das folhas. Alteragdes no conteido de
clorofila foliar podem reduzir a luz percebida pelos cloroplastos e levaria a uma resposta de
aclimatacdo (DINC et al., 2012). Uma baixa razdo clorofila a/b significa grande dimensiona-
mento de sistema de antena, e tem a funcdo de aperfeicoar a utilizacdo da menor intensidade
de luz interna (FUKSHANSKY ¢ REMISOWSKY, 1992).

A reducdo do conteddo de clorofila a poderia ter resultado na limitacao do fluxo
linear de elétrons. No entanto, em folhas jovens, a influéncia do K* na geracio da forca motriz
de prétons supostamente poderia ter sido essencial na recuperacdo fotossintética (MARSCH-
NER, 2012), tendo em vista que houve reducdo do conteido de clorofila a nestas folhas. O
acimulo de carotendides totais pode significar o aumento da capacidade de absor¢io da luz
do espectro azul, além de proteger o aparato fotossintético contra ROS, especialmente oxigé-
nio singleto produzido de clorofilas excitadas no estado tripleto (RAMEL; MIALOUNDA-
MA; HAVAUX, 2013). No entanto, estes mecanismos de adaptag@o envolvidos com a defici-
éncia de potdssio ainda ndo foram relacionados de modo conclusivo. Assim, é suposto que
estas alteracdes ocorreram no sentido de adaptacdo aos possiveis danos causados pelo aumen-
to de ROS, na deficiéncia de potassio, ou ao aumento de luz perceptivel, que poderia levar a

danos nos cloroplastos.
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Presume-se que as folhas velhas foram o principal sitio de atividade do metabo-
lismo de acticares em condi¢des normais de nutri¢cdo, sendo menos susceptiveis a alteracdes
metabdlicas em baixos niveis de potassio, sendo também relacionado com a maior distancia
para os drenos mais fortes daplanta. As folhas mais jovens foram mais susceptiveis a altera-
¢des do crescimento, fotossintese e metabolismo de acticares envolvidos com K™ (ROSOLEM
e MIKKELSEN, 1991). O modelo encontrado pelo presente estudo pode ser visualizado na
Figura 18. Ap6s o periodo de recuperacdo de potéssio, as folhas F1 poderiam ter renovado a
capacidade de exportar sacarose para folhas-drenos. A queda substancial da assimilagcdo de

CO, nos tratamentos de deficiéncia e recuperacdo de F1 ndo esteve relacionada com altera-

¢oes de acucares nestas folhas.
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Figura 17 Modelo sugerido para o metabolismo de agucares: (A) em folhas deficientes em
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5.1 Consideracoes finais

Devido a elevada Ci em folhas de F1 a F5 deficientes, as limitacdes bioquimicas
parecem ter sido a causa primdria para a reducdo fotossintética em folhas. Os dados obtidos
em folhas jovens ndo foram suficientes para provar que o acimulo de agicares, em especial a
glicose, esteve relacionado a regulagdo negativa da fotossintese na deficiéncia de K. Em fo-
lhas jovens, a privacdo de K™ afetou negativamente o crescimento, fotossintese e o metabo-
lismo de agucares, mas estes processos puderam ser recuperados ao suprimir-se a deficiéncia.
As folhas velhas foram menos susceptiveis a alteracdes destes indicadores, mas estes foram
menos passiveis de serem recuperados. A demarcacdo de niveis criticos de K* que limitaram
estes processos foi dependente de fatores como a idade das folhas, relacdes fonte-dreno e o

metabolismo integral da planta.
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6 CONCLUSAO

Os niveis similares de potédssio em folhas de diferentes idades determinam dife-
rentes respostas ao crescimento, fotossintese e o metabolismo de aguicares, sugerindo que es-

tes processos possam ter sido modulados indiretamente.
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Tabela 1 Matéria seca (g) dos tratamentos de controle (+K), deficiéncia (—K) e recuperagdo

de K" (Rec).
Tratamento Folhas / 6rgdos Repetigdes
RI R2 R3

FJ 1,27 1,84 1.70

F6 0,89 1,01 0.95

F5 1,05 0,99 1,02

F4 1,03 0,93 0,97

+K F3 0,95 0,83 0.89
F2 0,54 0,40 0,43

F1 0,35 0,31 0.30

Caules 3,01 3,26 3,07

Raizes 0,89 0,95 1,13

FJ 1,04 1,14 1.09

F5 0,78 0,70 0.80

F4 0,72 0,64 0,75

K F3 0,67 0,56 0.62
F2 0,45 0,43 0.43

Fl1 0,29 0,28 032

Caules 2,10 2.03 2,06

Raizes 0,61 0,68 0,69

FJ 2,86 2,74 2,18

Fo6 1,11 1,07 1,33

F5 1,29 1,10 1,29

F4 1,04 0,66 1.13

Rec F3 0,85 0,83 0.84
F2 0,56 0,62 0.62

Fl 0,36 0,52 0,44

Caules 3,95 3,78 3,03

Raizes 0,99 1,09 0.82
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Tabela 2 Area foliar (sz) dos tratamentos de controle (+K) e deficiéncia em K* (-K).

Repeticdes
Tratamento Folhas R1 e G Ra R RE
F6 196,4 1853 1992 179,9 207,8 166,8
F5 190,8 185,3 234,1 213,7 207,8 1899
+K F4 166,8 1566 161,6 164,2 1853 151,7
F3 130,4 154,1 151,7 1642 1420 146,8
F2 121,5 1129 1304 117,3 108,6 119,3
F1 89,1 92,9 81,8 96,7 96,7 91,4
F6 1327 1373 1420 1199 1259 1444
F5 1642 1541 142.0 1720 1304 149.2
F4 135.0 1373 1304 139.6 142.0 146.8
K F3 137.3 1304 1468 1420 1327 1150
F2 1046 1186 1146 108.7 104.8 104.6
F1 83.6 80.0 94.8 89.1 854 86.6

Tabela 3 Didmetro do caule principal (mm) dos tratamentos de controle (+K) e deficiéncia

em K* (-=K).

Tratamento Repetigoes
R1 R2 R3 R4 R5 R6 R7 R& RO
+K 6,80 6,75 7,20 6,80 6,65 650 6,85 645 6,75
-K 5,50 5,00 5,10 5,60 5,10 545 5,05 520 5,20

Tabela 4 Altura das plantas (cm) dos tratamentos de controle (+K) e deficiéncia em K* (-K).

Tratamento Repetigdes
R1 R2 R3 R4 RS R6 R7 RS RO
+K 30,0 32,0 340 345 35,0 32,5 350 34,5 345

-K 31,0 31,0 285 31,0 30,0 29,0 31,0 31,0 305
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Tabela 5 Contetido de K* (g 100 g,f1 M) dos tratamentos de controle (+K), deficiéncia (-K) e

recuperacio de K™ (Rec).

o Repetigcdes
Tratamento Folhas / 6rgaos R RD =3

FJ 3,06 2,99 3,20

F6 2,60 2,38 2,81

F5 2,62 2,46 2,86

F4 2,54 2,01 2,24

+K F3 2,39 2,01 2,14
F2 2,27 2,20 1,96

F1 2,27 2,38 2,16

Caules 1,99 1,98 1,75

Raizes 5,35 5,65 5,39

FJ 0,90 0,92 0,89

F6 0,36 0,33 0,34

F5 0,28 0,30 0,28

F4 0,27 0,27 0,26

-K F3 0,25 0,26 0,26
F2 0,31 0,30 0,28

F1 0,31 0,29 0,26

Caules 0,45 0,41 0,38

Raizes 0,81 0,77 0,74

FJ 1,30 1,25 1,06

F6 0,98 1,10 1,21

F5 1,14 1,08 1,02

F4 0,90 0,97 1,04

Rec F3 1,05 0,91 0,77
F2 0,90 0,74 0,58

F1 0,78 0,72 0,65

Caules 1,30 1,30 1,24

Raizes 2,89 2,74 2,32
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Tabela 6 Danos de membrana (%) dos tratamentos de controle (+K), deficiéncia (-K) e recu-

peracio de K* (Rec).
Repeticoes
Tratamento Folhas R R3 =3
F6 26,30 25,50 27,50
F5 27,64 26,54 28,74
LK F4 28,75 25,68 27,22
F3 24,71 25,15 28,82
F2 23,87 24,46 26,79
F1 29,32 27,84 30,80
F6 34,86 31,53 33,20
F5 32,02 35,17 33,60
X F4 35,80 33,47 34,64
F3 34,04 31,87 32,95
F2 33,02 30,62 31,82
F1 34,42 32,47 33,45
F6 23,95 24,37 21,53
F5 21,89 24,01 21,66
Rec F4 24,22 23,10 22,40
F3 21,85 23,67 20,82
F2 23,67 22,24 19,84
F1 26,33 25,21 23,51
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Tabela 7 Conteudo relativo de dgua (%) dos tratamentos de controle (+K), deficiéncia (-K) e

recuperacio de K™ (Rec).

Repeticoes
Tratamento Folhas R R2 =3
F6 83,40 73,97 74,71
F5 84,59 83,15 79,62
LK F4 87,13 81,05 81,12
F3 87,30 87,89 83,98
F2 89,64 86,82 82,14
F1 87,40 87,99 87,72
F6 66,82 71,43 70,54
F5 75,24 75,96 72,16
F4 74,65 77,41 76,93
X F3 75,17 78,52 73,58
F2 73,10 75,94 80,30
F1 79,02 83,62 81,22
F6 92,66 86,24 90,24
F5 86,72 92,84 86,49
Rec F4 95,46 89,34 93,64
F3 83,41 89,23 82,39
F2 90,29 94,71 86,47
F1 91,02 93,15 85,20
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Tabela 8 Assimilacdo liquida de CO, (umol m?> s'l) dos tratamentos de controle (+K), defici-

éncia (-K) e recuperacio de K* (Rec).

Repeticoes
Tratamento Folhas R R2 =3

F6 25,14 27,70 25,51
F5 27,67 25,85 26,32

LK F4 24,27 26,39 25,36
F3 24,70 25,87 25,90
F2 19,10 19,33 18,99
F1 18,05 20,58 19,05
F6 16,51 14,87 17,03
F5 15,50 18,17 17,42
F4 18,83 19,05 16,07

X F3 16,46 16,99 19,63
F2 12,64 15,28 16,65
F1 14,98 14,77 14,56
F6 23,95 25,43 22,57
F5 21,34 21,46 23,03
F4 17,54 21,80 19,63

Rec
F3 14,39 16,96 16,12
F2 14,88 10,55 13,37
F1 10,21 12,12 8,75
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Tabela 9 Concentracdo intercelular de CO, (Pa) dos tratamentos de controle (+K), deficiéncia

(-K) e recuperaciio de K™ (Rec).

Repeticoes
Tratamento Folhas R > 3
F6 29,10 28,92 27,11
F5 27,71 26,91 28,27
LK F4 27,37 25,94 28,29
F3 28,07 29,88 27,32
F2 29,55 26,42 28,20
F1 29,47 29,85 28,25
F6 24,68 23,90 25,04
F5 25,38 25,43 26,77
F4 26,69 27,25 25,21
X F3 26,12 26,54 28,57
F2 25,40 27,02 27,22
F1 25,92 27,92 28,13
F6 28,39 28,25 25,66
F5 28,95 27,17 25,92
Rec F4 28,18 24,44 26,40
F3 25,55 25,93 23,61
F2 25,80 22,64 22,94

F1 23,90 24,01 22,39
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Tabela 10 Condutancia estomatica (mol m’ s_l) dos tratamentos de controle (+K), deficiéncia

(-K) e recuperaciio de K™ (Rec).

Repeticoes
Tratamento Folhas R %) =3
F6 0,623 0,674 0,595
F5 0,666 0,581 0,630
LK F4 0,657 0,554 0,594
F3 0,514 0,629 0,560
F2 0,459 0,371 0,399
F1 0,396 0,359 0,453
F6 0,234 0,232 0,273
F5 0,232 0,309 0,308
F4 0,317 0,356 0,291
X F3 0,300 0,290 0,388
F2 0,235 0,271 0,306
F1 0,233 0,289 0,293
F6 0,538 0,499 0,428
F5 0,503 0,389 0,432
Rec F4 0,388 0,314 0,297
F3 0,298 0,227 0,260
F2 0,252 0,183 0,163
F1 0,129 0,158 0,100
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Tabela 11 Transpiracdo (mmol m*> s'l) dos tratamentos de controle (+K), deficiéncia (-K) e

recuperacio de K™ (Rec).

Repeticoes
Tratamento Folhas R RD =3
F6 7,589 7,948 7,230
F5 7,476 7,005 7,948
LK F4 7,123 6,526 7,719
F3 7,079 6,524 7,634
F2 5,574 5,159 5,989
F1 5,823 5,443 6,202
F6 4,569 4,220 4919
F5 4,798 5,168 4,428
F4 4,906 5,273 4,539
X F3 5,049 4,594 5,504
F2 4,695 4,216 5,175
F1 4,725 4,426 5,023
F6 6,602 6,204 5,806
F5 6,003 5,581 5,160
Rec F4 5,500 4,970 4,440
F3 4,710 4,150 3,591
F2 3,705 3,243 2,782
F1 2,077 2,525 2,974
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Tabela 12 Taxa de transporte de elétrons (ETR) dos tratamentos de controle (+K), deficiéncia

(-K) e recuperaciio de K™ (Rec).

Repeticoes
Tratamento Folhas R RD =3
F6 199,67 188,43 210,91
F5 190,42 200,68 214,16
LK F4 195,10 205,82 184,39
F3 192,47 174,99 209,95
F2 132,98 146,25 127,04
F1 123,31 150,91 136,71
F6 159,24 149,42 151,02
F5 136,22 151,14 157,13
F4 135,28 139,64 144,13
X F3 129,44 132,66 138,60
F2 99,52 118,49 120,35
F1 109,47 101,45 109,22
F6 177,33 156,49 188,86
F5 152,11 170,48 165,50
Rec F4 138,67 155,70 147,55
F3 110,30 126,54 129,70
F2 99,85 102,80 117,21
F1 80,58 101,65 92,89
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Tabela 13 Rendimento quantico do fotossistema II (AF/Fm’) dos tratamentos de controle

(+K), deficiéncia (-K) e recuperagiio de K™ (Rec).

Repeticoes
Tratamento Folhas R RD =3
F6 0,372 0,390 0,413
F5 0,390 0,394 0,432
LK F4 0,367 0,405 0,363
F3 0,329 0,344 0,381
F2 0,251 0,298 0,270
F1 0,252 0,287 0,269
F6 0,305 0,294 0,277
F5 0,267 0,297 0,309
F4 0,265 0,275 0,283
X F3 0,254 0,261 0,272
F2 0,195 0,233 0,264
F1 0,215 0,211 0,215
F6 0,348 0,377 0,371
F5 0,298 0,355 0,325
Rec F4 0,283 0,325 0,309
F3 0,237 0,268 0,234
F2 0,196 0,202 0,230
F1 0,158 0,200 0,182
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Tabela 14 Contetido de agticares soldveis totais (umol g'l MYS) dos tratamentos de controle

(+K), deficiéncia (-K) e recuperagiio de K™ (Rec).

Repeticoes
Tratamento Folhas R RD 3
LK F5 443,88 412,73 373,98
F1 417,80 307,35 326,33
X F5 992,93 973,24 1072,15
F1 241,18 274,95 237,72
Rec F5 494,05 505,08 620,51
F1 281,36 186,59 226,30

Tabela 15 Contetdo de sacarose (umol g'1 MS) dos tratamentos de controle (+K), deficiéncia

(-K) e recuperaciio de K™ (Rec).

Repetigcdes
Tratamento Folhas R RD 3
LK F5 36,86 36,65 39,45
F1 33,18 35,55 30,81
X F5 29,66 26,58 25,55
F1 41,33 47,54 41,52
Rec F5 54,19 50,68 57,70
F1 35,33 32,16 36,28

Tabela 16 Conteido de amido (umol g'1 MS) dos tratamentos de controle (+K), deficiéncia

(-K) e recuperaciio de K™ (Rec).

Repetigcdes
Tratamento Folhas R1 o 3
LK F5 2195,81 2311,30 2252,67
F1 1883,47 2009,43 2093,27
X F5 1489,39 1426,53 1649,47
F1 2339,84 1845,11 2372,92
Rec F5 3072,77 3103,27 3206,70

F1 2508,79 4022,48 3258,70
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Tabela 17 Contetdo de glicose (umol g'l MYS) dos tratamentos de controle (+K), deficiéncia

(-K) e recuperaciio de K™ (Rec).

Repeticoes
Tratamento Folhas R RD =3
LK F5 53,08 58,41 44,09
F1 53,36 45,53 48,95
F5 160,42 172,85 147,99
X F1 33,76 35,24 42,69
Rec F5 80,49 70,92 81,34
F1 42,01 31,39 38,49

Tabela 18 Contetddo de frutose (umol g'1 MYS) dos tratamentos de controle (+K), deficiéncia

(-K) e recuperaciio de K™ (Rec).

Repetigcoes

Tratamento Folhas Ri > G
LK F5 5,39 6,55 5,68

F1 5,58 4,30 4,94

x F5 2,85 3,63 4,41
F1 12,58 10,90 13,25

Rec F5 5,82 4,87 5,05

F1 10,08 9,19 9,46

Tabela 19 Atividade de sacarose fosfato sintase (SFS) (umol mg’1 Proteina h'l) dos tratamen-

tos de controle (+K), deficiéncia (—K) e recuperacio de K" (Rec).

Repetigcoes
Tratamento Folhas R RD 3
F5 1,31 1,35 1,37
+K
F1 5,24 4,83 4,49
K F5 1,04 0,95 0,83
F1 5,00 5,32 5,56
F5 1,98 2,36 2,42
Rec

F1 3,52 3,85 3,46
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Tabela 20 Atividade de sacarose sintase (SS) (umol mg1 Proteina h'l) dos tratamentos de

controle (+K), deficiéncia (-K) e recuperagiio de K* (Rec).

Repetigcdes
Tratamento Folhas R RD =3
F5 2,03 1,72 2,15
+K
F1 4.67 5,00 4.47
K F5 1,17 1,05 1,08
B F1 4,18 3,95 4.46
Rec F5 2,08 2,42 2,30
F1 3,78 3,48 3,49

Tabela 21 Atividade de invertase 4cida soldvel (IAS) (umol mg_1 Proteina h'l) dos tratamen-

tos de controle (+K), deficiéncia (—K) e recuperacio de K (Rec).

Repeticoes
Tratamento Folhas R RD =3
LK F5 13,55 12,36 13,47
F1 19,73 17,70 20,34
X F5 26,08 25,51 26,07
F1 14,58 17,32 15,95
Rec F5 10,67 11,72 12,70
F1 10,78 8,96 9,36

Tabela 22 Atividade de invertase neutra (IN) (umol mg_1 Proteina h'l) dos tratamentos de

controle (+K), deficiéncia (-K) e recuperaciio de K* (Rec).

Repeticoes
Tratamento Folhas R1 o 3
LK F5 11,42 10,55 10,82
F1 13,71 15,24 16,77
F5 25,40 24,29 24,95
X F1 12,78 15,73 14,25
F5 10,58 11,72 11,83
Rec

F1 8,26 5,23 7,26
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Tabela 23 Conteido de clorofila a (mg g'l MYS), clorofila b (mg g,f1 MYS), carotendides totais
(mg g‘1 MYS) e clorofilas totais (mg g'1 MS) em folhas F1 e F5 dos tratamentos de controle
(+K), deficiéncia (-K) e recuperacdo de K" (Rec).

. Repeticdes
Pigmento  Tratamento Folhas Ri > 3
F5 5,74 5,92 6,10
+K
F1 5,86 5,86 5,85
. F5 4,16 4,09 4,13
Clorofila a -K Fl 4.08 4.93 451
Rec F5 3,73 3,07 3,43
F1 3,75 3,48 3,21
F5 1,99 2,10 2,09
+K
F1 2,55 2,39 2,27
. F5 5,96 5,85 6,30
Clorofila b -K Fl 5.45 4.42 5.50
Rec F5 1,69 1,15 1,49
F1 1,83 1,12 1,53
LK F5 7,42 8,46 8,70
F1 8,29 8,25 8,08
Carotendides K F5 16,55 15,60 16,98
Totais F1 15,88 12,80 14,34
Rec F5 5,66 4,15 4,91
F1 5,42 4.48 4,71
F5 5,89 7,02 7,18
+K
F1 7,36 7,22 7,11
Clorofilas K F5 5,24 5,11 5,10
Totais F1 5,28 6,16 5,25
F5 4,74 3,26 4,30
Rec

F1 4,88 3,85 4,14
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APENDICE B - FOTOS DO EXPERIMENTO

Figura 18 Fotos do experimento envolvendo avaliagdes de deficiéncia mineral de potéssio,
fotossintese e metabolismo de acgiicares em folhas de diferentes idades, e submetidas a uma

recuperacdo. 11° dia de tratamento, na casa de vegetacdo em 22/12/2015 (de A a D); 14° dia

de tratamento, na cdmara de crescimento em 25/12/2015 (E); 17° dia de tratamento, na camara

de crescimento em 28/12/2015 (F).
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Figura 19 Fotos do experimento envolvendo avaliacdes de deficiéncia mineral de potdssio,
fotossintese e metabolismo de acgticares em folhas de diferentes idades, e submetidas a uma
recuperacdo. 20°dia de tratamento, na camara de crescimento em 31/12/2015 (A e B); Plantas
+K (esq.) e K (dir.), na camara de crescimento em 01/01/2016 (C); Plantas +K (esq.) e Rec
(dir.), na cAmara de crescimento em 06/01/2016 (D); sementes de algodoeiro cv. FM 910 em

processo de embebicdo durante 1 hora em H,Og44, na casa de vegetacdo em 04/12/2015 (E);

plantulas de algodoeiro crescendo em substrato arenoso, na casa de vegetacao em 10/12/2015

F).
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Figura 20 Fotos do experimento envolvendo avaliacdes de deficiéncia mineral de potdssio,
fotossintese e metabolismo de acgticares em folhas de diferentes idades, e submetidas a uma
recuperagdo. Folhas F1 a F6 em tratamentos +K (esq.) e —K (dir.), na camara de crescimento

em 03/01/2016 (de A aF, respectivamente).

A | Folhas F1 R S Y
. H A=
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Figura 21 Fotos de experimentos prévios ao experimento final envolvendo avaliacdes de de-
ficiéncia mineral de potédssio em plantas de algodoeiro cv. FM 910. Vista externa da casa de
vegetacao do LabPlant (A); Experimento prévio ao experimento final (B); Vista externa pano-
ramica da casa de vegetacao (C); Planta em solucdo controle em crescimento (D); Plantas em
solucdo controle no periodo noturno em crescimento (E); Plantas com sintomas visuais avan-

cados de deficiéncia de potéassio, em solucdo com 0,03 mM de potéssio (F e G).

WY [T
V ,A 4 mEgr




84

Figura 22 Fotos do trabalho apresentado no “XV Congresso Brasileiro de Fisiologia Vege-
tal”, evento realizado em Foz do Iguaci/PR, Brasil, no periodo de 28/09 a 02/10/2015, com o
titulo: “Potassium deficiency induces CO, assimilation reduction through negative modulati-
on of Rubisco in cotton plants (Gossypium hirsutum L.)”. Banner apresentado no evento (A);

Panorama das Cataratas do Iguaci (B); Palestras apresentadas no auditério do evento (C);

Panorama das Cataratas do Iguaci (D e E).
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Figura 23 Banner apresentado no “XV Congresso Brasileiro de Fisiologia Vegetal”, evento

realizado em Foz do Iguacgti/PR, Brasil, no periodo de 28/09 a 02/10/2015, com o titulo: “Po-

tassium deficiency induces CO, assimilation reduction through negative modulation of Rubis-

co in cotton plants (Gossypium hirsutum L.)”.

Potassium deficiency induces CO, assimilation

reduction through negative modulation of revy
RuBisCO in cotton plants (Gossypium hirsutum L.} .00
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Conclusion

K daficlncy induces imparmand in
photoayihees. Thin sffect i mone cloasy
anociated 1o neduction in Basth G0, ssimi-
Lathcen gndd in wheo Ryl acteviny than in
PEN scwviny
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