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LISTA DE ABREVIATURAS

N= Nitrogénio

NH4 = Aménio

NO;3 = Nitrato

RN= Redutase do nitrato

RNi= Redutase do nitrito

NO, = Nitrito

GS= Sintetase da glutamina

GOGAT= Glutamato sintase
GDH-NADH-= Desidrogenase do glutamato



1) INTRODUCAO

I.1) Bromeliaceae e Alcantarea imperialis (Carriere) Harms

Bromeliaceae representa uma das maiores familias com distribuicdo neotropical,
compreendendo 58 géneros e aproximadamente 3.352 espécies (Luther, 2012). No Brasil ha
44 géneros e 1.343 espécies, sendo 85% endémicos do Brasil (Forzza et al.,, 2015).
Bromeliaceae estd distribuida em oito subfamilias: Bromelioideae, Puyoideae,
Pitcairnioideae,  Navioideae,  Hechtioideae,  Tillandsioideae, = Lindmanioideae e
Brocchinioideae (Givnish, et al., 2011).

Seus representantes apresentam grande diversidade de formas de vida, sendo
terricolas, epifitas, saxicolas ou rupicolas, e muitas possuem fitotelma ou tanque
(sobreposicdo de bainhas foliares nas quais podem ficar retidos agua e nutrientes) (Benzing,
2000).

Alcantarea imperialis (Carriere) Harms, popularmente conhecida como bromélia
imperial (Versieux & Wanderley, 2007; Bobrowski et al., 2009), é uma espécie endémica da
Serra dos Orgéos, no Estado do Rio de Janeiro. As plantas sdo de grande porte, heli6filas,
rupicolas ou saxicolas, com rosetas de cor verde até vermelho-escura e que, geralmente,
formam grandes aglomerados populacionais (Versieux, 2009). Para atingir seu porte
majestoso, sdo necessarias algumas décadas, as vezes até 40 anos para se tornar uma planta
adulta, sendo que a lentiddo de seu desenvolvimento decorre da pequena quantidade de
nutrientes disponiveis no ambiente em que vivem (Maun, 1994). Sua inflorescéncia pode
atingir de dois a trés metros de altura, com sépalas avermelhadas e pétalas brancas (Versieux,
2009).

Inimeros exemplares de espécies de bromélias ornamentais séo retirados ilegalmente
da mata para sua comercializacdo e o desenvolvimento de protocolos para sua producéo,
como em A. imperialis, pode ser uma ferramenta para a sua conservacao, visto que se trata de
uma na categoria “vulneravel a extingao” (Ministério do Meio Ambiente, 2014). Uma das
formas utilizadas na conservacdo de espécies de bromélias ¢ o uso da micropropagacéo
(Santos et al., 2010).

1.2) Propagacéo de Bromeliaceae

A forma de propagacdo mais utilizada por produtores de bromélias da regido

metropolitana de Curitiba é a partir de sementes (Santos et al., 2005). A propaga¢do de
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bromélias a partir de sementes, dependendo da espécie cultivada, pode ndo ser capaz de
fornecer um grande numero de plantas em um curto espaco de tempo, sendo a uniformidade e
0 vigor das plantas uma caracteristica interessante ao produtor comercial (Aoyama, 2010).

Nesse sentido, a micropropagacao pode ser o cultivo mais adequado, diversos estudos
foram realizados visando a micropropagacao de bromélias de interesse ornamental e também
das espécies endémicas, raras e/ou ameacadas de extingcdo (Kurita et al., 2013; Kurita &
Tamaki, 2014). As vantagens oferecidas por esse método de multiplicacdo de plantas sao
inimeras, como a possibilidade de se obter um grande nimero de plantas em um curto espago
de tempo e com qualidade fitossanitaria, 0 que ndo ocorre em ambiente natural (Mercier &
Kerbauy, 1995). Alem disso, o uso do cultivo in vitro para o estudo de nutricdo mineral, é
muito apropriado, pois como as plantas sdo cultivadas em condi¢Ges assépticas € possivel
controlar o fornecimento de nutrientes (Mercier, 2004).

Um aspecto importante do cultivo in vitro é o suprimento mineral do meio de cultura,
uma vez que a nutricdo mineral é essencial para o crescimento e o desenvolvimento das
plantas (Bunn et al., 2011) sendo, portanto, fundamental a escolha de um meio com uma
concentragdo adequada de elementos minerais (Naves, 2001). Os meios de cultura utilizados
na maioria das vezes sdao baseados em formulacgdes basicas modificadas (Kanashiro, 2005), e
0 mais utilizado é o desenvolvido por Murashige & Skoog (1962-MS) (Werner et al., 2010),
porém de acordocom Kurita & Tamaki (2014), diluicGes deste meio podem ser mais
favoréveis para as plantas e, também, possibilita as melhores combinac@es dos sais.

Segundo Ohkama-Ohtsu & Wasaki (2010), as plantas necessitam de 17 elementos
essenciais para completar seu ciclo de vida, entre eles o nitrogénio (N), o potassio (K), o
fosforo (P) e o célcio (Ca), sendo o primeiro elemento necessario em maior quantidade
(White & Brown, 2010).

1.3) Nitrogénio

O nitrogénio (N), segundo Marschner (2012), € o principal componente de
aminoéacidos, proteinas, acidos nucléicos, clorofilas e coenzimas. Quando em deficiéncia, o N
é translocado das folhas mais velhas, que apresentam clorose para as jovens que apresentam
um menor desenvolvimento. A concentracédo e a fonte nitrogenada influenciam o crescimento
das plantas, sendo que a absor¢do de aménio (NH,") depende de sua concentragdo enquanto a
do nitrato (NOj3") independe da sua concentracdo (Yoneyama, 2001; Fukushima & Kusano,
2014).
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As duas principais fontes de nitrogénio encontradas no solo sio o NOz e 0 NH;"
(Vidal et al., 2014). De acordo com Inselsbacher et al. (2007), as formas nitrogenadas dentro
do tanque de bromélias sédo as mesmas citadas acima, além de uréia, aminoacidos e proteinas.

O NH," ¢ absorvido pelas raizes pelo processo ativo, quando em baixas concentracdes
e por processo passivo em altas concentragGes (Kerbauy, 2012). Apds a absorcéo, o ion é
rapidamente assimilado na forma organica (conforme explicado no item seguinte “l.3.1.
Assimilag¢ao do nitrogénio”), pois o acumulo do mesmo ¢ prejudicial para a planta, uma vez
que pode levar a sua morte ou prejudicar alguns processos como a respiracao (Kerbauy, 2008;
Taiz & Zeiger, 2013).

O NOj3" ¢é absorvido pelas raizes apenas por processo ativo e, em seguida, reduzido nas
folhas e raizes para NH,", onde é assimilado em amino&cidos e proteinas (Kerbauy, 2012);
além disso, sabe-se que 0 NO3" induz a sintese de citocininas, promovendo o crescimento das
plantas (Sakakibara et al., 1998; Takei et al., 2001a,b; Tamaki & Mercier, 2007).

Araujo et al. (2009) ressaltaram que a combinacdo destes dois ions favorece o
crescimento in vitro de vérias espécies, sendo que a razdo entre estas duas fontes de
nitrogénio parece ser o fator determinante causador deste estimulo. Entretanto, este processo
ainda ndo ¢ bem entendido (Niedz & Evens, 2008; Lu et al., 2009). Villa et al. (2009), ao
estudarem o efeito do nitrato de amdnio (NH;NO3) no crescimento in vitro de amoreira-preta,
observaram que esta substancia favoreceu o crescimento dessa planta. Além disto, Kurita &
Tamaki (2014) verificaram que 30 mM de NH4;NO3; do meio MS induziu a multiplicagéo in
vitro de A. imperialis, sendo 3,75 mM de N na forma de nitrato de potassio (KNO3) e 26,25
mM de N na forma de NHsNOs.

1.3.1) Assimilagdo do nitrogénio

O nitrogénio presente nas moléculas de NO3 pode ser assimilado em aminoacidos
pelas plantas, apenas quando esses compostos nitrogenados sdo reduzidos ou hidrolisados,
respectivamente, formando NH,". A reducdo completa do NOs até NH4" ocorre em duas
etapas: apods ser absorvido, 0 NOs™ é reduzido a NO,™ pela enzima redutase do nitrato (RN). O
NO," produzido pela redugio do NO3 é citotoxico, devendo ser rapidamente reduzido a NH,".
A enzima responsavel por essa segunda etapa é denominada de redutase do nitrito (RNi)
(Heldt, 1997).

De acordo com Santos (2010), as plantas disponibilizam cerca de 25% da energia

gerada na fotossintese para assimilar o nitrato. De acordo com este mesmo autor, o ciclo
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diurno da RN ¢é descrito para varias espécies, e que a maior parte das plantas reduz o nitrato
durante o dia, sendo raros os estudos que relatam atividades no periodo escuro.

O NH," pode ser incorporado em aminoacidos pela agdo combinada da sintetase da
glutamina (GS) e sintase do glutamato (GOGAT). A GS é uma importante enzima do
metabolismo do nitrogénio. Ela tem grande afinidade pela molécula de aménio e esté presente
em todos os tecidos vegetais (Miflin & Habash, 2002). Conhecem-se duas isoformas de GS
nas plantas: uma, presente no citossol (GS-1) e outra localizada nos cloroplastos ou nos
plastidios (GS-2) das raizes. Ambas as formas tém a funcdo de combinar o aménio com o
glutamato para produzir glutamina. Essa reacdo necessita da hidrolise de um ATP e envolve
um cétion divalente, como o Mg*?, Mn*? ou Co*? como co-fator (Xu et al., 2012).

Posteriormente, a glutamina formada tem o seu grupo amida transferido para o 2-
oxoglutarato, produzindo duas moléculas de glutamato (Lea, 1993). A enzima responsavel por
essa reacdo € a glutamato sintase (GOGAT) que pode estar presente nas plantas em duas
formas: uma cloroplastidica, dependente de ferredoxina e outra plastidica, dependente de
NADH e encontrada nos tecidos nao fotossintetizantes (Dubois et al., 2003).

A compreensdo da regulacdo da GS e GOGAT ¢ bastante complexa. Dependendo do
tecido, da célula ou do compartimento celular em que essas enzimas se localizam ou do
estagio de desenvolvimento do 6rgdo vegetal, as atividades dessas enzimas sdo diferentes. E
importante considerar essa complexidade ao se estudar a GS e a GOGAT, pois as suas
fungdes em conjunto com as de outras enzimas permitem a planta balancear o metabolismo do
carbono e nitrogénio em diferentes 6rgaos e regides celulares, nas diferentes horas do dia e
sob diversas condicdes ambientais (Miflin & Habash, 2002). Segundo Lawlor (2002),
compreender 0s processos bioquimicos, moleculares e fisioldgicos das plantas de valor
econdmico é a melhor forma para se conseguir elaborar novas estratégias que permitam
aumentar a produtividade sem a necessidade do uso excessivo de fertilizantes.

A desidrogenase do glutamato (GDH) é outra enzima que tem uma importante funcéo
no metabolismo do nitrogénio (Miflin & Habash, 2002). Antes da descoberta da via de
assimilacdo GS/GOGAT, acreditava-se que a GDH tinha a funcdo Unica de catalisar a sintese
de glutamato a partir de NH;" e 2-oxoglutarato. Entretanto, o trabalho de Cammaerts &
Jacobs (1985) sugeriu um duplo papel para essa enzima. Na presenca de altas concentracGes
de NH,", a GDH atuaria no sentido de assimilagdo do aménio, enquanto a GDH-desaminante
forneceria esqueletos carb6nicos quando existissem concentra¢cbes mais baixas do ion
amoniacal, como foi observado por Tamaki & Mercier (2007), em Tillandsia pohliana.
Assim, a GDH faria uma ligacdo entre os metabolismos de carbono e de nitrogénio. Stitt et al.
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(2002) sugerem que a acéo da GDH possa variar de acordo com as necessidades celulares em

relacdo aos conteddos de glutamato e esqueletos carbonicos.

1.3.2) Diferentes fontes nitrogenadas na inducéo da multiplicacéo in vitro

Apls a compreensdo da assimilacdo do N e a determinacdo da melhor fonte
nitrogenada para o crescimento e, visto que, de acordo com Kurita & Tamaki (2014) a espécie
em estudo, A.imperialis, tem a capacidade de se multiplicar vegetativamente dependendo da
concentracdo de N, o préximo passo € o entendimento deste processo.

O uso de NO3;™ ou de NH," separadamente ou combinados tem proporcionado bons
resultados na organogénese e na morfogénese in vitro (Werner et al., 2010). Estes mesmos
autores ao estudarem a calogénese, observaram que usados separadamente o NH; e NO3™ néo
foram tdo eficientes quanto usados combinados. Laukkanen et al. (1997) estudaram o efeito
de diferentes fontes de N em culturas de calos de Pinus sylvestris L. em meio MS modificado
e indicaram que o crescimento dos calos foi baixo no meio de cultura que continha somente
nitrato, comparados aos calos que cresceram na presenca de nitrato de amonio, cujo o

desenvolvimento mostrou-se superior.

1.4) Anatomia caulinar e radicular de Bromeliaceae

O processo de multiplicacdo poderia ser visualizado com o auxilio das anélises
anatdmicas, cujos resultados favoreceriam a otimizacao da producéo de plantas.

Os trabalhos que visam estudar a anatomia do caule em Bromeliaceae sem a adi¢éo de
reguladores de crecimentos sdo escassos na literatura, sendo poucas as espécies estudadas
provenientes do ambiente natural: Ananas comosus (L.) Merr (Krauss, 1948), Tillandsia
fasciculata Swartz (Tomlinson, 1969), Dyckia brevifolia Baker (Lobo, 2007) e Bromelia
antiacantha Bertol. (Dettke et al., 2008). O unico trabalho que relaciona a anatomia do caule
de bromélia em plantas cultivadas in vitro e suas brotacOes laterais € o de Galeck &
Kukczanka (1996) que trata da influéncia dos reguladores de crescimento na propagacéo
vegetativa de Tillandsia coronata e Guzmania monostachya (L.) Rusby ex. Mez.

Em espécies de Pitcairnioideae, que sdo terrestres, o sistema radicular é desenvolvido
apresentando a funcéo de absor¢do de agua e nutrientes (Pittendrigh, 1948).

Os trabalhos com anatomia de raiz s&o mais comuns do que os com caule, destacando-
se os trabalhos para algumas especies brasileiras, como o de Silva & Scatena (2011), que

analisaram a anatomia de raiz de nove espécies de bromélias da Amazonia, Proenca & Sajo
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(2008), que estudaram a raiz e o rizoma de 14 espécies do Cerrado, visando indicar possiveis
adaptacdes ao ambiente e Pita & Menezes (2002), que estudaram em Dyckia Schult. F. e

Encholirium Mart. Ex Schult. & Schult. F. a estrutura do velame.



I1) JUSTIFICATIVA

O fornecimento diferencial de NOs e de NH," para a planta pode afetar os niveis das
enzimas envolvidas no metabolismo de nitrogénio, resultando em altera¢cdes no crescimento e
na producdo vegetal (Carvalho, 2012). Assim, para se compreender melhor o efeito das
diferentes fontes nitrogenadas no crescimento vegetal é importante analisar como ocorre a
assimilacdo do N a partir dessas fontes.

Além disso, parece ser possivel substituir os reguladores de crescimento no meio de
cultura por nutrientes organicos e inorganicos na multiplicacdo de bromélias (Silva et al.,
2005). A substituicdo de alguns reguladores de crescimento por NH4;NO3; em protocolos de
multiplicacdo in vitro possibilitaria uma reducdo significativa nos custos de operacdo de um
laboratdrio industrial, visto que muitos reguladores de crescimento possuem custo elevado
(Silva et al., 2005). Maldener et al. (2006) observaram que reducdes no fornecimento de N
induziram a multiplicagdo em Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen in vitro, pois com 50% de
N do meio MS, associada a um incremento na dose de sacarose de 30 g L™ para 45g L™
favoreceu o crescimento em altura, nimero de segmentos nodais e brotaces, bem como a
producdo de biomassa. Kurita & Tamaki (2014) observaram que A. imperialis apresentava o
surgimento de brotos ao ser cultivada in vitro com 30 mM de NH4;NOg3, e Andrade & Tamaki
(2014), constataram, em outra bromélia, a Nidularium minutum Mez a multiplicacdo

vegetativa ocorria ao cultivar in vitro as plantas com 175 mM de NH;NOs3.



1) OBJETIVO

111.1) OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi determinar a melhor fonte nitrogenada para a propagagao in vitro
de A. imperialis, contribuindo para sua conservacao, ja que se trata de uma espécie vulneravel

a extingéo.

111.2) OBJETIVOS ESPECIFICOS

- acompanhar a assimilacdo do nitrogénio na presenca de amonio, nitrato e nitrato de aménio;
- acompanhar a atividade de RN, GS e GDH-NADH durante 24 horas nos tempos de 1 dia,
90 dias e 180 dias;

- acompanhar o crescimento em ambiente controlado em diferentes fontes nitrogenadas;

- estudar a anatomia do caule a fim de verificar a ontogénese das gemas e a anatomia da raiz
para comparar a ocorréncia de diferencas estruturais de plantas cultivadas em diferentes
fontes nitrogenadas.



IV) MATERIAL E METODOS

IV.1) Material vegetal

Nos experimentos foram utilizadas sementes de Alcantarea imperialis (Carriere)
Harms que foram coletadas de exemplares cultivados no Ndcleo de Pesquisas em Plantas
Ornamentais, da Colecdo Viva de Bromélias do Instituto de Botanica de Sdo Paulo. Apds

colhidas, as sementes foram acondicionadas em sacos de papel pardo e armazenadas a 10 °C.

1V.2) Obtencéo de plantulas in vitro

As sementes (aproximadamente 36.000), as quais foram retirados os apéndices
plumosos, foram submetidas a desinfestacdo superficial em frasco de 250 mL contendo alcool
a 70% por cinco minutos, sendo, em seguida, imersas em solugdo de fungicida Benomyl 0,1%
por quinze minutos e, posteriormente, colocadas em solugdo de hipoclorito de sodio a 2%,
acrescida de duas gotas de Tween 20, durante uma hora. A seguir, em camara de fluxo de ar
estéril, a solucdo de hipoclorito foi retirada e o processo foi finalizado com quatro lavagens
consecutivas das sementes com &gua destilada esterilizada em autoclave por 60 minutos.
Apos a desinfestacdo, as sementes foram colocadas em frascos de 250 mL contendo 10 mL de
meio composto por dgua e sacarose 3%. O pH do meio foi ajustado para 5,8 com NaOH/HCI,
antes da adicdo de 5 g L™ de agar. A esterilizagdo dos meios foi realizada a 120 °C durante 15
minutos. As sementes foram mantidas em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas,
radiacdo fotossinteticamente ativa de 30 pmol.m?.s™ e temperatura de 26+2 °C até a obtenco

de plantulas (aproximadamente 45 dias).

IVV.3) Crescimento in vitro com diferentes fontes nitrogenadas

As plantulas, 30.000, sendo 2.500 por tratamento (250 frascos de 250 mL com 10
plantas) foram colocadas nos tratamentos com 40 mL de meio de Murashige & Skoog (1962-
MS) modificado em relacéo a fonte nitrogenada por seis meses in vitro (Figura 1):
Tratamento 1 (T1) - amonio (NH4") nas concentragdes de 5, 15, 30 e 60 mM de N (Tabela 1).
Tratamento 2 (T2) - nitrato (NOg3’) nas concentragdes de 5, 15, 30 e 60 mM de N (Tabela 2).
Tratamento 3 (T3) - nitrato de amoénio (NH4NO3) nas concentracdes de 5, 15, 30 e 60 mM de
N (Tabela 3).
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Tabela 1: Tratamentos com diferentes concentragdes de nitrogénio (N) (5, 15, 30 e 60 mM) na forma de amdnio do meio de
Murashige & Skoog (1962) modificado.

Sais (g.L™) Tratamentos (mM de NH.,")

5 15 30 60

(NH,)2SO4 0,17 050 099 1091
(NH,)CI 0,13 040 080 1,68
KH;PO4 017 017 0417 0,17
KCI o,/0 0,70 0,70 0,70
K2SO4 081 081 081 081

CacCl,. 2H,0 0,44 0,44 0,44 0,44
MgSO,. 7TH,0O 0,37 0,37 0,37 0,37

Tabela 2: Tratamentos com diferentes concentragdes de nitrogénio (N) (5, 15, 30 e 60 mM) na forma de nitrato do meio de
Murashige & Skoog (1962) modificado.

Sais (g.L™) Tratamentos (mM de NO3)

5 15 30 60
KNOs; 020 121 273 576
Ca(NO3),7H,0 035 035 035 0,35
KH,PO, 017 017 017 017
KCl 062 025 - -
K2SO, 073 029 - -

CaCl,. 2H,0 022 022 022 0,22
MgSO,. 7H,0 037 037 037 037

Tabela 3: Tratamentos com diferentes concentragdes de nitrogénio (N) (5, 15, 30 e 60 mM ) na forma de nitrato de amonio
do meio de Murashige & Skoog (1962) modificado.

Tratamentos (mM de NH;NO3)

. -1
Sais (9.L.7) Relacdo NH,": NO3”
5 15 30 60
1:1,2 1:1,70 1:1,3 1:1,3
KNO3 0,38 0,38 0,38 0,38
NH;NO3 0,05 0,45 1,05 2,25
KH,PO, 0,17 0,17 0,17 0,17

CaCl,. 2H,0 0,44 0,44 044 0,44
MgSO,. 7TH,0 0,37 0,37 0,37 0,37




Cultivo in vitro

3000 sementes/tratamento

-

NH, - 4 tratamentos NO, - 4 tratamentos NO, e NH, - 4 tratamentos

(5,15,30 e 60 mM) (5,15,30 e 60 mM) (5,15,30 e 60 mM)

250 frascos com 10 plantulas/tratamento ‘ — ‘ Sala de crescimento ‘

TO: Analises
biomeétricas, de massa Fotoperiodo de 12h (5:00-17:00 - Luz)
e bioquimicas* Temperatura de 262:I: %°C
PAR 30 pmol.m .s
1 3 meses
3 meses: Analises 3 meses 6 meses: Analises
_—> . ;. . ;. -
‘ Subcultivo ‘ biometricas, de massa e — biometricas, de massa e
bioquimicas* bioquimicas*

* Andlises bioquimicas: pigmentos fotossintéticos, analise de macro e micronutrientes, ensaios enzimaticos, nitrato e amonio enddgenos e
guantificacdo de proteinas e aminoacidos

Figura 1: Fluxograma das etapas do crescimento in vitro com diferentes concentrac@es fontes nitrogenadas.
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Além distro, todos os meios citados anteriormente, continham a concentracdo de
micronutrientes do MS (H3BO3-6,2 mg.L?, MnS0,.4H,0-22,3 mg.L?, ZnS0O,.7H,0-8,6
mg.L?, KI-0,83 mg.L?, NaMo00,2H,0-0,25 mg.L? CuS0,.5H,0-0,025 mg.L?,
CoCl,.6H,0-0,025 mg.L™, FeSO4.7H,0- 27,8 mg.L™" e Na,EDTA- 37,2 mg.L™), acrescidos
de 100 mg.L™* de myo inositol, 0,1 mg. L™ de tiamina e 30 g L™ de sacarose. Os pH dos meios
foram ajustados para 5,8 com NaOH/HCI, antes da adicdo de 5 g L™ de agar. As plantas
permaneceram em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas (das 5h00 as 17h00), radiacéo
fotossinteticamente ativa de 30 umol.m™?.s™ e temperatura de 26+2 °C.

Apos a transferéncia das plantulas para os tratamentos, as coletas dos dados foram
realizadas durante 24 horas, de 4 em 4 horas, com inicio das coletas as 10h00. Portanto, as
coletas foram realizadas as 10h00 (0% hora - antes das transferéncias para 0os meios de cultura),
14h00 (42 hora), 18h00 (82 hora), 22h00 (122 hora), 02h00 (16% hora), 06h00 (20% hora) e
10h00 (242 hora).

As plantulas foram analisadas quanto a assimilacdo do nitrogénio por meio dos ensaios
enziméticos e quantificacido de NH4" e NO3 enddgenos; além disso, foram determinados os
teores dos pigmentos fotossintéticos, das proteinas totais solGveis e dos aminoacidos totais, e
também foram feitas analises biométricas (nimero de folhas, comprimento da parte aérea e
radicular) e de massas fresca (MF) e seca (MD) da parte aérea e radicular e a quantificacéo
dos brotos por planta. E 0 pH do meio de cultura também foi medido, antes e apos a
transferéncia das plantas.

Apos 90 dias do inicio da transferéncia, as plantas foram colocadas em novos meios de
cultura com as mesmas concentracfes dos tratamentos T1, T2 e T3 para garantir que ndo
ocorresse deficiéncia nutricional. Apds esta transferéncia e apos mais 90 dias de cultivo foram
feitas as mesmas coletas descritas acima, porém para as plantas com 180 dias, a coleta ndo foi
feita durante 24 horas.

O conteudo de macronutrientes nos tecidos foliares foram determinados aos seis meses
de cultivo (aproximadamente 50 plantas), sendo que em todas as analises foram utilizadas trés

amostras compostas de folhas.

IVV.4) Pigmentos fotossintéticos

O processo de extracdo de pigmentos fotossintéticos foi baseado em Lichtenthaler
(1987), onde foram utilizados acetona gelada e material vegetal (20 plantas) em triplicatas
previamente armazenadas a -20 °C. Foram macerados 0,3 g de massa fresca foliar com 3 mL
de acetona gelada. A amostra foi filtrada em funis previamente forrados com papel de filtro

umedecido com acetona gelada. Apos todo o liquido ter sido filtrado, o papel de filtro foi
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lavado com acetona até o material depositado perder a coloracdo verde, sendo coletado em
baldes volumétricos de 10 mL, onde foi aferido com acetona pura até completar. As amostras
foram armazenadas em tubos de ensaio envolvidos com papel aluminio e filme de PVC
transparente sob refrigeracdo, até o momento da leitura. As amostras foram submetidas a
leitura em espectrofotdmetro. A absorbancia (A) da clorofila a foi lida em 661,6 nm, clorofila
b em 644,8 nm e dos carotendides em 470 nm. As concentracbes da clorofila a (Ca), da
clorofila b (Cb) e dos carotendides (C) foram obtidas pelas equacdes apresentadas a seguir:
Ca= 11,24 A 6616 2,04 A gas8; Cb= 20,13 A 6418~ 4,19 A 616, € C= (1000 A,,,— 1,90 Ca -

63,14 Ch)/214.
Os conteudos de clorofilas e de carotendides dos tecidos foram expressos em mg do

pigmento por grama de massa fresca.

IVV.5) Atividades enzimaticas da redutase do nitrato (RN), sintetase da glutamina (GS) e
desidrogenase do glutamato (GDH-NADH)

Para cada tratamento foram utilizadas aproximadamente 2500 plantas por tratamento,
sendo as coletas realizadas em 24 horas no primeiro dia e aos 90 dias. E aos seis meses, foi
realizada apenas uma coleta. Foram analisadas, em cada coleta, as atividades enzimaticas da
RN, GS e GDH-NADH, quantificacdes de amdnio e nitrato endégeno, analises das proteinas

totais soltveis e analises dos aminoacidos todas com inicio as 10 horas.

Ensaio enzimatico da redutase do nitrato (RN)

A atividade da redutase do nitrato (RN) in vivo foi determinada de acordo com o
método descrito por Jaworski (1971). As porcBes das folhas coletadas (38 plantas/tratamento
por coleta) foram picadas em pequenos fragmentos de 1 a 2 mm de espessura, formando uma
mistura composta de material fresco. Para cada por¢éo, foi pesado 0,25 g de fragmentos de
folha em triplicatas que foram depositados em tubos de ensaio adicionados de 6mL de uma
solucdo de incubacéo. Essa foi constituida por tampé&o fosfato 0,1 M (pH 6,5), contendo 1 %
de propanol e 25 mM de KNOs.

O tecido vegetal foi mantido submerso na solu¢do de incubacdo e os tubos foram
submetidos a vacuo para facilitar a infiltracdo da solucdo tamp&o nos tecidos; apos esse
procedimento, foi utilizado 1mL de cada tubo, que foi incubado na auséncia de luz, o tempo
zero foi obtido antes da incubagdo (quantidade de nitrito ja existente na solugdo de
incubacdo). Decorrido o periodo de incubacdo (90 minutos), a quantidade de ions nitrito,

liberada no meio de infiltragcéo, foi determinada em aliquotas de 1mL acrescidas de 0,3mL de
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sulfanilamida 1% em HCI 3M e 0,3 mL de N-naftil-etileno-diamino a 0,2%. A determinacgéo
do nitrito produzido ocorreu 30 minutos (tempo de reacdo) apds a adicdo desses reagentes as
aliquotas. Findo esse periodo, as amostras foram analisadas em espectrofotdmetro a 540nm. A
curva padrdo foi feita utilizando-se o nitrito de sodio (NaNO;). A atividade de RN foi
expressa em nmol NO; .h™.g™.MF.

Extracdo enzimatica

A determinacéo da atividade da sintetase da glutamina (GS) foi determinada de acordo
com o método in vitro descrito por Farnden & Robertson (1980) e Pérez-Soba et al. (1994),
enquanto para a desidrogenase do glutamato dependente de NADH (GDH-NADH) a
determinacéo foi realizada com base no método descrito por Cammaerts & Jacobs (1985).

Para cada um dos tratamentos, foram utilizadas 1,0 g de massa fresca foliar
proveniente de uma amostra composta em triplicata de pequenos pedacos de varias plantas
(155 plantas/tratamento por coleta). As amostras foram maceradas em almofariz com
nitrogénio liquido até a obtencdo de um po fino. Esse foi, entdo, transferido para tubos de
centrifugagéo, previamente resfriados, aos quais foram acrescentados 5 mL de uma solugao
composta por tampdo imidazol 0,05 M (pH 7,5) e ditiotreitol (DTT) 5 mM. Essas amostras
foram submetidas a uma centrifugacdo de 11.000 rpm a 4°C por 20 minutos. O sobrenadante
foi mantido a 4°C e utilizado para a determinacdo das atividades de GS e GDH, além da

quantificacdo de proteinas soluveis.

Ensaio enzimatico da sintetase da glutamina (GS)

O volume total da reacdo enzimatica foi de 0,5 mL e era composta por: 0,1 mM de
tampéo imidazol pH 7,5, 49 mM de hidroxilamina, 40 mM de MgCl,, 192 mM de glutamato e
50 mM de ATP. A reacdo foi iniciada com a adicdo de 150ul do extrato enzimatico, e
incubada por 90 minutos a 30°C e foi interrompida com a adicdo de 1 ml da solucdo de parada
de reacdo, contendo: 0,37 M de cloreto férrico, 0,67 M de HCl e 0,20 M de acido
tricloroacético. Foram também preparados tubos correspondentes ao tempo zero da reagédo
(TO), ou seja, nesses a adi¢cdo da solucdo de parada de reacdo ocorreu em seguida a deposicéo
do extrato, interrompendo, assim, a reacdo. O valor de absorbancia do TO foi descontado do
valor da absorbancia obtido para aqueles tubos que permaneceram sob incubacdo. A leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotbmetro a 540 nm. A curva padréo foi feita utilizando-se o
y-glutamil-hidroximato. A atividade de GS foi expressa em pmol de y-glutamil-
hidroximato.min™.g*MF.
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Ensaio enzimatico da desidrogenase do glutamato (GDH-NADH)

A atividade da GDH-NADH foi quantificada por meio do consumo de NADH gasto
na reacdo. O volume total da reacdo foi de 3 mL, sendo este constituido de tampéao TRIS 0,1
M pH 8,2, 20 mM de 2-oxoglutarato, 150 mM de (NH,;),SO4, 1 mM de CaCl, e 0,14 mM
NADH. Todos os tubos, contendo os reagentes, foram submetidos & agitacdo e,
posteriormente, mantidos em banho-maria por 30 minutos a 30°C para que a reacdo se
processe. A reacdo foi iniciada com adicdo de 500 pl do extrato enzimético aos tubos
experimentais, sendo em seguida, agitados e lidos em espectrofotdmetro a 340nm. Eles foram
mantidos em banho-maria a 30°C e apds 60 minutos do inicio da reacdo, foi realizada uma

segunda leitura. A atividade de GDH foi expressa em nmol de NADH.h .g*MF.
IV.6) Quantificacdo de amonio e nitrato endégeno

Preparacdo do extrato vegetal

As folhas foram cortadas em pequenos fragmentos formando uma mistura heterogénea
(76 plantas por coleta). Amostras de 0,5 g de massa fresca foram maceradas com nitrogénio
liquido e, posteriormente, foram transferidos para tubos, aos quais foram acrescentados 2 mL
de agua ultra-purificada. Essas amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm, 4°C por 10
minutos. O sobrenadante foi retirado e utilizado nas quantificacdes de amonio e nitrato

endogeno.

Quantificacdo de amdnio enddgeno

A quantificacdo do aménio foi determinada de acordo com a reacdo conhecida como
fenol-hipoclorito (Weatherburn, 1967; Mccullough, 1967). Segundo metodologia do fenol-
hipoclorito, dois reagentes foram utilizados: o reagente A e o reagente B. O primeiro foi
constituido de fenol (10 g/L) e nitroprusside de sddio (50 mg/L), sendo que o0 segundo possuli
Na;HPO,4.12H,0 (53,7 g/L), hipoclorito de sddio (10-14% Cl,) (10 ml/L) e NaOH (5 g/L).
Em tubos de ensaio, foi aliquotado 100 pL do extrato vegetal e foi adicionado 0,5 mL do
reagente A e 0,5 mL do reagente B. Ap0s uma vigorosa agitacdo, a mistura permanecera em
banho-maria a 37 °C por 35 minutos. Cada amostra foi lida no espectrofotometro a 625 nm. A
curva padrdo foi feita utilizando-se o sulfato de amoénio (NH.,SO4. A quantificagdo de

amonio foi expressa em pgrama de NH;* g*MF.
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Quantificacao de nitrato enddgeno

A gquantificacdo de nitrato foi realizada de acordo com o metodo descrito por Cataldo
et al. (1975). Uma aliquota de 0,02 mL do extrato foi pipetada em um tubo de ensaio, ao qual
foi adicionado 0,08 mL da solucdo de é&cido salicilico 5% (p/v) diluido em H,SO,
concentrado. Apos vigorosa agitacdo, os tubos permaneceram a temperatura ambiente por 20
minutos em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado lentamente 1,9 ml de NaOH
2N para elevar o pH a 12. Apos atingir a temperatura ambiente, as amostras foram lidas em
espectrofotdbmetro a 410 nm. A curva padrdo foi feita utilizando-se o nitrato de potassio
(KNO3). A quantificacdo de nitrato foi expressa em pgrama de NOs g *MF.

IVV.7) Analises das proteinas totais solUveis

A concentracdo de proteinas soltveis foi determinada segundo o método de Bradford
(1976), empregando a albumina bovina como padréo.

O sobrenadante foi utilizado nesta analise foi 0 mesmo nas analises da GS e GDH.
Adicionaram-se as aliquotas de 0,1 mL de cada extrato, 5 mL de reagente Coomassie Blue
(0,01 % de Coomassie Brilliant Blue G-250, 4,7 % etanol e 8,5 % de acido fosférico). Apds 5
minutos de reacdo, a absorbancia da solucdo foi avaliada em espectrofotobmetro no
comprimento de onda de 595 nm. A curva padrdo foi feita utilizando-se a albumina. A

quantidade de protefnas solGveis foi expressa em pgrama de albumia.g™* MF.
IV.8) Anélise dos aminoacidos totais

Extracdo dos aminoacidos totais

Os amino4cidos totais foram extraidos com a mistura de MCA (metanol: cloroférmio:
agua, 12:5:3, v/v/v) (Horta & Sodek, 1997). Amostras compostas contendo 1 g de folhaS (155
plantas/tratamento por coleta) foram maceradas em almofariz com nitrogénio liquido,
adicionando 10 mL de MCA, durante 3 horas, quando os tubos foram agitados entre 3 a 4
vezes. Apds esse tempo os tubos foram centrifugados (4600 rpm) por 20 minutos e em
seguida 8 mL desse extrato foram retirados (e adicionados 3 mL de agua e 2 mL de
cloroférmio. Os tubos foram agitados e deixados em repouso. Uma hora depois, 0s tubos
foram centrifugados (4600 rpm) durante 30 minutos. Aproximadamente 8 mL foram
coletados da porcéo aquosa (superior) e a porcao cloroférmica foi descartada. Para concentrar
0 extrato e remover residuo de cloroformio o extrato foi mantido em banho-maria a 40°C por

18 horas perdendo cerca de 20 a 25% do volume inicial. Posteriormente as amostras foram
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retiradas do banho, e os tubos em que estavam contidas foram vedados e armazenados em

freezer m-20°C até as analises.

Determinagéo dos amino&cidos totais
Os AA foram determinados conforme método de Yemm & Cocking (1955). Extratos

devidamente diluidos em agua, padréo de leucina (30-150 nmol) e agua (branco) em volume
de 750 pL, em tubo de ensaio, foram acrescidos de 375 uL de tampéo citrato 0,2 M pH 5,0;
150 pL do reativo de ninhidrina 5% em metil-celusolve (éter monometilico de etilenoglicol) e
750 uL de KCN 0,01 M a 2% (v/v) também em metil-celusolve.

Os tubos de ensaio foram agitados e transferidos para banho-maria a 100 °C por 20
minutos. Em seguida, foram colocados no escuro até atingir a temperatura ambiente.

Posteriormente foi acrescentado etanol 60% (v/v), com volume suficiente para
completar o volume para 3 mL e feita a agitacdo dos tubos. A densidade Otica dos padrbes e
amostras contra o branco, foi medida a 570 nm. . A curva padrdo foi feita utilizando-se a

leucina. A quantidade de aminoacidos foi expressa em nmol de leucina.g™ MF.

1VV.9) Experimento final (TF)

As plantas A. imperialis (aproximadamente 300 plantas) foram cultivadas no meio em
que multiplicaram, para para a propagacao in vitro desta bromélia. Os brotos foram isolados e
em seguida transferidos para frascos de 250 mL, contendo 40 mL de meio MS modificado
que se mostrou o melhor para o crescimento das plantas (resultados T1, T2, T3) visando
acelerar o crescimento desta espécie ameacada de extingdo. O momento da transferéncia foi
guando os brotos estavam visiveis. Ap6s um més, os brotos foram analisados gquanto: ao
namero de folhas; ao comprimento foliar e radicular; as massas fresca e seca das partes aérea

e radicular e os pigmentos fotossintéticos.

1VV.10) Microscopia de luz

As analises anatbmicas foram realizadas no Nucleo de Pesquisa em Anatomia do
Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo.

A escolha da concentracédo e da fonte nitrogenada do meio indutor e do controle foi
baseada nos resultados obtidos apés as analises bioguimicas.

As coletas foram realizadas aos 3,6,9, 12,15, 20, 25 e 30 dias ap6s a transferéncia para
0s meios de cultura, foram coletados trés individuos do tratamento de 30 mM de NH4NO3
(meio indutor — tratamento no qual as plantas apresentaram a maior taxa de multiplicacdo e

sobrevivéncia) e, aos 3 dias de cultivo, trés individuos do tratamento de 15 mM de NOj3
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(controle — tratamento no qual as plantas se desenvolveram satisfatoriamente sem a formacéo
de brotos) para o acompanhamento da ontogénese das gemas.

Também foram coletadas amostras das raizes dos individuos dos mesmos tratamentos
citados anteriormente, ou seja, 15 mM de NOs e 30 mM de NH4NO;. Cada amostra foi
dividida em regido apical, mediana e basal para observacdo de possiveis diferencas
estruturais.

Estas amostras foram fixadas em solucéo de Karnovsky (Karnovsky, 1965), levadas a
uma bomba de vacuo para retirada do ar contido nos tecidos e armazenadas em alcool etilico
70%. Em seguida, foram desidratadas em série etilica, infiltradas e incluidas em resina
plastica (Leica Historesin). Os blocos obtidos foram seccionados ou transversalmente com 7
um de espessura em microtomo rotatério (Leica RM 2245). Posteriormente, os cortes foram
corados com azul de toluidina 0,05% (Sakai, 1973) em tampao fosfato e citrato (Mcllvaine,
1921) pH 4,5 e as laminas permanentes foram montadas com resina sintética.

A captura de imagens digitais dos materiais preparados em laminas foi realizada ao
microscopio Olympus BX53 equipado com camera de video Olympus Q-Color 5, software
Image-Pro Express 6.3 (Media Cybernetics). As escalas micrométricas foram obtidas nas

mesmas condicBes dpticas utilizadas.
1VV.11) Cultivo em ambiente controlado

Estabelecimento do cultivo em ambiente controlado a partir de sementes

Foram utilizadas trinta placas de Petri forradas com papel de filtro umedecido com
agua destilada, recebendo cada uma delas 50 sementes, que passaram pelo mesmo processo de
desinfestacdo descrito no item “111.2) Obtenc¢do de plantulas in vitro”, e permaneceram em
sala de cultura nas mesmas condicdes descritas no item citado anteriormente sendo regadas

com agua destilada semalnalmente, até a obtencdo de plantulas (45 dias).

Cultivo em ambiente controlado com diferentes fontes nitrogenadas

As plantulas germinadas nas placas de Petri foram transferidas para bandejas de isopor
(40 plantas/ bandeja), sendo duas bandejas por concentragdo, contendo casca de Pinus sp.
compostada como substrato. As bandejas foram adubadas semanalmente com as solugdes das
Tabelas 1,2 e 3, acrescidos de micronutrientes e tiamina do meio de cultura MS, porém ndo
foi acrescentada as solugfes o &gar e a sacarose

As plantas permaneceram em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas (das 5h00 as
17h00), radiacéo fotossinteticamente ativa de 30 umol.m™.s™ e temperatura de 26+2 °C.
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Foram analisadas no inicio da montagem experimental (tempo 0) e apos trés e seis
meses, 0S seguintes parametros: numero e comprimento das folhas, nimero e comprimento

das raizes, massa fresca e seca da parte aérea e radicular e pigmentos fotossintéticos.

1VV.12) Anélise estatistica

Para a analise dos dados foi utilizada a estatistica descritiva, calculando-se o desvio
padrdo entre as médias obtidas. Os dados de biometria (nimero de folhas, comprimento das
folhas e comprimento das raizes) e de massa, tanto fresca quanto seca, de pigmentos
fotossintéticos, além das atividades enzimaticas da RN, GS e GDH, e das concentracdes
enddgenas de amonio, nitrato, proteinas solUveis e aminoacidos totais foram submetidos a

andlise de variancia (ANOVA) e ao teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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V) RESULTADOS E DISCUSSAO

V.1) Crescimento in vitro e metabolismo do nitrogénio das plantas no tempo zero
(T0)

Observou-se que as plantas crescidas in vitro no meio de germinacdo (agua e sacarose
3%), apresentaram 1,85 cm, com cinco folhas, com a raiz medindo 1,68 cm e uma média de
namero de raizes de 3,30. A massa fresca (MF) e seca (MD) da parte aérea das plantas sdo em
média 0,015 g/planta e 0,0013 g/planta, respectivamente, as raizes apresentaram 0,0096
o/planta de MF e 0,0004 g/planta de MD, por terem uma massa muito baixa de raizes, ndo foi
possivel realizar as coletas para os ensaios bioquimicos para este érgdo da planta no TO. Em
relacdo aos pigmentos fotossintéticos, as plantas apresentaram 0,579 mg.g™* MF de clorofila a,
0,264 mg.g™* MF de clorofila b e 0,140 mg.g* MF de carotendides, mostrando que mesmo
sendo germinadas em meio de cultura sem adicdo de nutrientes, ndo apresentaram clorose,

nem folhas senescentes (Figura 2) e ndao apresentaram mortalidade.

Figura 2: Aspecto da planta de Alcantarea imperialis ap6s 45 dias de cultivo in vitro
em meio de cultura contendo apenas agua e sacarose 3%. Barra=1 cm

Um fato interessante verificado nas plantas crescidas em TO foram as altas atividades
de GS e GDH, pois foram cultivadas na auséncia de nutrientes, podendo inferir que mesmo
ndo sendo visivel, as plantas poderiam estar iniciando um processo de senescéncia, visto que
germinaram em meio sem nenhuma fonte nutricional.

Este processo € caracterizado por grande catabolismo de proteinas, aminoacidos e de
outros compostos inorganicos para os tecidos mais jovens das plantas (Marschner, 2012).

As elevadas atividades de GS e GDH podem estar relacionadas com o fato de
remobilizagdo de nitrogénio, e a sintese de aminodcidos, como a glutamina, sendo
transportados para as regides mais jovens das plantas. De acordo com Masclaux et al., (2001),
que estudaram o metabolismo de nitrogénio em folhas de tabaco, observaram que com o

envelhecimento das folhas, as atividades de GS-1 (citossolica) e da GDH aumentavam, além
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de alta atividade proteolitica. Estes mesmos autores também sugerem que a GDH poderia
estar atuando no sentindo aminante, produzindo glutamato para toda a planta ou assimilando o
amonio proveniente do catabolismo das proteinas.

H& outros trabalhos, como de Teixeira et al., (2005) e Pageau et al., (2006), que
concluiram que as plantas em senescéncia apresentam 0 mesmo comportamento de
A.imperialis, a diminuicdo de NR e aumento das atividades de GS e GDH.

Estes resultados foram importantes ao mostrar que as reservas das sementes ja deviam
estar, praticamente, esgotadas o que garantiria a ndo interferéncia de fontes nitrogenadas nos
tratamentos utilizados no presente trabalho.

V.2) Metabolismo do nitrogénio com diferentes concentragdes de amonio (NH4")
— 1 dia (24 horas)

As atividades da RN medidas nas folhas de A. imperialis cultivadas nas concentragdes
de 30 e 60 mM de NH,", apresentaram os maiores valores apenas nas primeiras 4 horas
(Figura 3a), nas plantas recém transferidas para os tratamentos com diferentes concentragdes
de NH4*, este aumento inicial da RN, pode estar relacionada a presenca de uma RN
constitutiva, que de acordo com Donato et al., (2004), é expressada na auséncia de nitrato,
como ocorreu em A.imperialis, porém de acordo com Ferrario-Méry et al., (2001),
constataram forte inibicdo na transcricdo do gene para RN em altas concentracdes de
amino&cidos livres, sugerindo que como em 5 e 15 mM de am6nio houve um incremento dos
aminoéacidos soluveis, isto pode ter inibido a atividade da RN, diminuindo sua atividade.

As atividades da GS medidas nas folhas crescidas na concentra¢do de 30 mM de NH,"
apresentaram as maiores médias, durante quase toda a coleta de 24 horas, como se observa na
Figura 3. Além disso, observou-se uma maior atividade da GS no final do periodo do escuro
(na 162 hora).

As atividades da GDH medidas nas folhas crescidas na concentracdo de 60 mM de
NH," apresentaram as menores médias, durante toda a coleta de 24 horas em relagdo as
demais concentragdes utilizadas como se observa na Figura 3c. As plantas crescidas em 30
mM de NH," apresentaram os maiores valores durante quase todo o periodo de coleta de 24
horas, apenas com uma queda na 122 hora apds o inicio da transferéncia para os tratamentos,
como se observa na Figura 3c.

Esta alta atividade de GS e GDH na 162 hora, talvez esteja relacionada a concentragédo

enddgena de amonio nos tecidos foliares, pois quando ha diminuicdo dos niveis enddgenos,
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ha retomada da absorcdo deste ion, o que explicaria a alta atividade das enzimas, isto foi
observado por Takahashi (2013), para a bromélia Vriesea gigantea Gaud.

Nas plantas cultivadas em 60 mM de NH,", foram observadas as menores médias nas
atividades das duas enzimas analisadas (Figura 3b e 3c), sugerindo um grau de toxidez para a
planta quando submetidas a esta concentracdo. Segundo Taiz & Zeiger (2013), quando os
minerais estdo presentes em excesso no solo, este se torna salino e o crescimento das plantas,
de um modo geral, é reduzido. No estresse salino a agua ¢ osmoticamente retida na solugédo
salina, de forma que quanto maior a concentracdo dos sais a dgua se torna cada vez menos
disponivel, tendo os mesmos efeitos que o estresse hidrico por déficit, entre os efeitos esta a
reducdo no crescimento e na fotossintese, devido ao fechamento dos estématos (Taiz &
Zeiger, 2013).
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Figura 3: Atividade in vivo da redutase do nitrato (RN) (a), atividade in vitro da sintetase da glutamina (GS) (b) e da desidrogenase do
glutamato (GDH-NADH) (c) durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms no tempo zero de
cultivo in vitro em diferentes concentragdes de amonio (NH,"). A barra verde indica o periodo noturno de coleta. A atividade enzimatica da RN
foi expressa em nmoles NO, .h™.g"MF, da GS foi expressa em pmol de y-glutamil-hidrox.min™.g*MF e da GDH-NADH foi expressa em nmol
de NADH.h™:.g™XMF. Letras mintsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo
tempo de coleta.
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Adicionalmente, as andlises em 24 horas permitiram observar oscilagdes nas
atividades das enzimas, ndo prejudicando as analises se as coletas tivessem sido realizadas
apenas em um determinado horario. De acordo com Nievola & Mercier (2001), entender a
variacdo do ciclo diurno das enzimas, para se determinar o melhor horério de coleta, fazendo
coincidir com o periodo de maxima atividade das enzimas é necessario nas anélises
enzimaticas

A quantidade endogena de amonio nas folhas cultivadas na concentracao de 15 mM de
NH," foi maior durante, praticamente, todo o periodo de coleta, como se observa na Figura 4,
e em 60 mM de NH,4" foi menor (Figura 4a), ou seja, quando é fornecido apenas NH;" ha um
limite que a planta absorve.

A quantidade enddgena de nitrato nas folhas cultivadas nas concentracdes de 15 e 60
mM de aménio foi maior na 42 hora, seguida das plantas crescidas em 60 e 5 mM de NH,"
(Figura 4b). Na 82 hora e 162 hora apds o inicio da transferéncia para os tratamentos, ndo
observou diferencas entre os tratamentos. Porém na 122 hora as plantas em 60 mM de NH,"
apresentaram as maiores quantidades de nitrato (Figura 4b). J& na 20% e 242 hora, as plantas
crescidas em 15 e 30 mM de amonio apresentaram a maior quantidade do composto
analisado. Apesar destas pequenas oscilagdes nas quantidades enddgenas de nitrato, vale

ressaltar que elas ficaram abaixo da quantidade no tempo zero, sugerindo serem resquicios

dos teores enddgenos das sementes.
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Figura 4: Quantidade de ambnio (a) e nitrato (b) enddgeno durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére)
Harms no tempo zero de cultivo in vitro em diferentes concentracdes de amonio (NH,"). A barra verde indica o periodo noturno de coleta. A quantidade
de amdnio foi expressa em pgrama de NH," g™"MF e de nitrato foi expressa em ugrama de NO5 g™*MF. Letras mindsculas distintas indicam diferencas
estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.
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As quantidades de proteinas sollveis medidas nas folhas de A. imperialis foram
menores nas plantas cultivadas na concentracio de 60 mM de NH,", durante toda a coleta de
24 horas (Figura 5a).

Em geral, a quantidade de proteinas medidas nas folhas crescidas na concentracdo de 5
mM de NH," apresentaram as maiores médias, durante quase toda a coleta de 24 horas, como
se observa na figura 5a, sugerindo certa remobilizacdo do N frente ao baixo fornecimento de
N as plantas.

As analises de aminoacidos totais nas folhas de A. imperialis mostraram que na 42 hora
apos a transferéncia, ndo se observou diferencas significativas, porém na 8 hora as plantas
cultivadas em 15 e 60 mM de amonio apresentaram as maiores quantidades de aminoacidos.
Porém na 122 hora, em 15 e 30 mM de amobnio as plantas apresentaram as maiores
quantidades do composto analisado, tendo uma queda brusca na 16* hora apds o inicio da
transferéncia (Figura 5b). Na 20? e 242 horas as plantas cultivadas nos tratamentos de 5 e 15
mM de amdnio apresentaram as maiores quantidades (Figura 5b). Apesar das oscilagdes
observadas ao longo de 24h na quantidade de aminoacidos enddgenos, de modo geral, 0s

teores ficaram abaixo da quantidade no tempo zero.
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Figura 5: Proteinas sollveis (a) e aminoacidos totais (b) durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere)
Harms no tempo zero de cultivo in vitro em diferentes concentragdes de amonio (NH,"). A barra verde indica o periodo noturno de coleta. A
quantidade de proteinas foi expressa em pgrama de albumina.g MF e de aminoécidos foi expressa em nmol de leucina.g™ MF. Letras mindsculas
distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.
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V.3) Metabolismo do nitrogénio com diferentes concentracdes de nitrato (NO3’) —
1 dia (24 horas)

As atividades da RN medidas nas plantas de A. imperialis cultivadas em diferentes
concentracdes de NO3™ sdo mostradas na figura 5a onde se vé que as plantas cultivadas em 30
e 60 mM de NOj™ apresentaram, de modo geral, menores atividades da RN do que nas plantas
crescidas nas concentragdes de 5 e 15 mM de NOj3™ (Figura 6a), sugerindo que concentracdes
altas podem estar sendo tdxicas as plantas (Li et al., 2013).

J& a atividade da RN com 15 mM de NOs na 42 hora foi cerca de 14,6 vezes maior do
que a atividade no tempo zero, pois de acordo com Carvalho et al. (2006), ao cultivarem
Vernonia herbacea em diferentes fontes de nitrogénio, observaram que na presenca de nitrato
houve um aumento na atividade RN, mostrando que de com Stewart and Schmidt (1998),
quando ha uma aumento da disponibilidade de nitrato ha um incremento da atividade de RN.

As atividades da GS medidas nas folhas de crescidas na concentracdo de 15 mM de
NOjs apresentaram as maiores médias, apds a 122 hora, como se observa na figura 6b, mas
ainda foram menores do que no tempo zero.

Em relacéo as atividades da GDH medidas nas folhas crescidas na concentracdo de 15
mM de NOj™ as plantas apresentaram as maiores médias, durante quase toda a coleta de 24
horas em relacdo as demais concentracdes utilizadas como se observa na figura 6¢, mas tal
como para GS, as atividades da GDH, na presenca de apenas nitrato, foram baixas em
comparagao ao tempo zero, mesmo com 15 mM de NO3

Comparando-se com o tratamento com amoénio (Figura 3c), apesar da atividade da
GDH ser maior em 156mM de N na forma de nitrato, esta ficou quase 50% menor do que a
atividade em 15mM de N na forma de amonio.

De acordo com os resultados, a maior atividade de RN foi na 162 hora, de forma
interessante, houve um aumento da atividade de GS, na 202 hora, isto deve estar relacionado
com a alta producdo de aménio pela RN, o qual deve ter sido, rapidamente, assimilado pela
GS, uma vez que em altas concentracdes podem causar toxicidade aos tecidos vegetais
(Kerbauy, 2008), o qual pode causar clorose foliar, diminuicdo no crescimento da planta,
acidificacdo do pH citossolico, alteracdo na absorcdo de outros nutrientese e no metabolismo
de carboidratos e desiquilibrio hormonal (Setién et al., 2014).

Apbs este periodo, observa-se que as atividades de RN tém uma queda, isto pode estar
relacionado a grande producdo de glutamina pela GS, que segundo Glass et al. (2002), altas

concentragdes de glutamina atuam como sinais de inibi¢éo para o transporte de nitrato.
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Figura 6: Atividade in vivo da redutase do nitrato (RN) (a), atividade in vitro da sintetase da glutamina (GS) (b) e da desidrogenase do
glutamato (GDH-NADH) (c) durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms no tempo zero de
cultivo in vitro em diferentes concentrag@es de nitrato (NO3’). A barra verde indica o periodo noturno de coleta. A atividade enzimatica da RN
foi expressa em nmoles NO,.h™.g*MF, da GS foi expressa em pmol de y-glutamil-hidrox.min™.g*MF e da GDH-NADH foi expressa em nmol
de NADH.h™.g™MF. Letras minGsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo
tempo de coleta.
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As plantas crescidas em diferentes concentragfes de NOj  apresentaram, de modo
geral, quantidades de amdnio constantes entre os tratamentos (Figura 7a), porém maiores que
as quantidades observadas no TO, isto pode estar relacionada com a maio atividade da RN,
que de acordo com Shan et al. (2012), o produto final da redugéo do nitrato pelas enzimas RN
e redutase do nitrito ¢ 0 NH,4".

As plantas cultivadas na concentracdo de 15 mM de NOj3, tinham as maiores

quantidades de nitrato enddgeno (Figura 7b) na 42 hora.
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Figura 7: Quantidade de amonio (a) e nitrato (b) enddgeno durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére)
Harms no tempo zero de cultivo in vitro em diferentes concentragdes de nitrato (NO3"). A barra verde indica o periodo noturno de coleta. A quantidade
de amonio foi expressa em pgrama de NH,* g*MF e de nitrato foi expressa em pgrama de NOy g *MF. Letras mindsculas distintas indicam diferencas
estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.
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Observa-se também que quando ha queda de nitrato enddgeno, hd um aumento na
atividade de GS, isto pode estar relacionado com a inibicdo do influxo de nitrato nas raizes, o
que pode levar a alta producédo de glutamina pela GS, que atuam como sinais de inibicdo para
a transcrig@o dos genes de transportadores de nitrato (Glass et al., 2002)

As quantidades de proteinas sollveis nas folhas crescidas nas concentra¢des de 15 e
30 mM de NOj3 apresentaram as maiores medias, durante quase toda a coleta de 24 horas,
como se observa na figura 8a. Além disso, observou-se uma menor quantidade no tratamento
de 5 mM de NO3™ durante todo o periodo de coleta.

As andlises de aminoacidos totais nas folhas apresentados na Figura 8b mostram que
as folhas no tratamento de 15 mM de NOj™ apresentaram as maiores medias, exceto na 162
hora. Além disso, observou-se uma menor quantidade no tratamento de 30 mM de NOj3

durante, praticamente, todo o periodo de coleta.
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Figura 8: Proteinas sollveis (a) e aminoécidos totais (b) durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére)
Harms no tempo zero de cultivo in vitro em diferentes concentragdes de nitrato (NO3"). A barra verde indica o periodo noturno de coleta. A quantidade de
proteinas foi expressa em pgrama de albumina.g? MF e de aminoécidos foi expressa em nmol de leucina.g MF. Letras mindsculas distintas indicam
diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.

V.4) Metabolismo do nitrogénio com diferentes concentracfes de nitrato de
amonio (NH4NO3) — 1 dia (24 horas)

As atividades da RN medidas nas folhas de A. imperialis crescidas na concentragdo de
60 mM de NH;NO;3 apresentaram as maiores médias e as plantas crescidas em 5 mM de
NH;NOs, apresentaram as menores atividades, durante quase toda a coleta de 24 horas, como

se observa na figura 9a.
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Isto pode estar relacionado com a alta disponibilidade de nitrato que pode interferir
positivamente no aumento da atividade da RN, pois trata-se do substrato da enzima (Nievola
& Mercier, 2001). Além disto, observa-se um aumento da atividade da RN no periodo
noturno, que de acordo com Freschi et al, (2010) esta inversdo pode ser uma estratégia para
compensar o0 alto gasto energeético para se reduzir o nitrato durante o dia, pois este pode ser
insuficiente.

As atividades da GS medidas nas folhas cultivadas na concentracdo de 15 mM de
NH;NO; apresentaram as maiores médias durante quase toda a coleta de 24 horas (Figura 9b).

As atividades da GDH medidas nas folhas cultivadas nas concentracgdes de 5 e 30 mM
de NH4;NO3 foram maiores na 42 hora, seguida das plantas crescidas em 15 e 60 mM de N
(Figura 9b). Na 82 hora ap0s o inicio das coletas, observou-se de acordo com a figura 9c, que
a menor atividade da enzima ocorreu em 60 mM de NH;NO3; quando comparada as demais
concentracdes. Na 122 hora e na 162 hora, as plantas em 30 mM de NH;NO;3 apresentaram as
menores atividades de GDH (Figura 9c). Ja na 20? hora, as plantas crescidas em 60 mM de

NH4NO3 apresentaram a maior atividade da enzima estudada (Figura 9c).
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Figura 9: Atividade in vivo da redutase do nitrato (RN) (a), atividade in vitro da sintetase da glutamina (GS) (b) e da desidrogenase do glutamato
(GDH-NADH) (c) durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms no tempo zero de cultivo in
vitro em diferentes concentragGes de nitrato de amdnio (NH,NO3). A barra verde indica o periodo noturno de coleta. A atividade enzimatica da RN
foi expressa em nmoles NO, .h™.gMF, da GS foi expressa em pmol de y-glutamil-hidrox.min.g*MF e da GDH-NADH foi expressa em nmol de
NADH.h™.gMF. Letras mintsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo
de coleta.



32

As quantidades endogenas de aménio nas folhas cultivadas na concentra¢do de 60 mM
de NH4;NOj3 foram maiores durante todo o periodo de coleta (Figura 10a).
Em relacdo a quantidade enddgena de nitrato, observa-se na Figura 10b, que as plantas

cultivadas em 30 e 60 mM de NH4NO; apresentaram as maiores quantidades do composto
analisado.
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Figura 10: Quantidade de amonio (a) e nitrato (b) endégeno durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis
(Carriére) Harms no tempo zero de cultivo in vitro em diferentes concentragBes de nitrato de amonio (NH4;NO3). A barra verde indica o
periodo noturno de coleta. A quantidade de amonio foi expressa em pgrama de NH," g™*MF e de nitrato foi expressa em pgrama de NO3 g

IMF. Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de
coleta.

As analises de proteinas solUveis nas folhas mostraram que durante toda coleta de 24
horas na concentragdo de 60 mM de NH4NOj3; foram observados os maiores valores de
proteinas soluveis (Figura 11a), exceto na 20% hora, quando as plantas cultivadas em 30 mM

de NH4;NO;3 apresentaram maior quantidade de proteinas soltveis (Figura 11a).
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As analises de amino&cidos totais nas folhas ndo mostraram grandes diferencas entre
as plantas cultivadas nas quatro concentracfes de nitrato de amonio (Figura 11Db).

Ao se observar os resultados, as plantas crescidas em 60 mM de NH4;NO3, mostraram
uma grande atividade de RN, e consequentemente gerando uma maior quantidade de amoénio
enddgeno em comparacdo as demais fontes nitrogenadas, que pode estar causando um
estresse osmotico nas células. De acordo com Kalamaki et al., (2009), em situacdo de estresse
osmatico, as plantas produzem compostos que funcionam como protetores, como alguns

aminoacidos, poliaminas e agUcares, que auxiliam na manutencao do turgor celular.
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Figura 11: Proteinas soltveis (a) e aminoacidos totais (b) durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére)
Harms no tempo zero de cultivo in vitro em diferentes concentragdes de nitrato de aménio (NH;NO3). A barra verde indica o periodo noturno de coleta.
A quantidade de proteinas foi expressa em pgrama de albumina.g™ MF e de aminoacidos foi expressa em nmol de leucina.g™ MF. Letras mindsculas
distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.

Ao comparar as trés fontes nitrogenadas, em relacdo as atividades enzimaticas
(Figuras 3, 6 e 9), as plantas crescidas em 60 e 15 mM de nitrato de aménio apresentaram a
maior atividade da RN e GS, respectivamente, e estas atividades foram maiores do que nas
plantas cultivadas somente com aménio ou somente com nitrato, sugerindo que as duas fontes
de nitrogénio juntas aumentam o metabolismo nitrogenado das plantas, como foi observado
para mandioca por Cruz et al. (2006) e para algoddo (Kaneko et al., 2013).

Em relagdo a atividade da GDH as maiores atividades foram observadas nas plantas
cultivadas apenas com aménio em comparagdo com as demais fontes nitrogenadas utilizadas,
sugerindo que, neste momento (plantas recém transferidas para 0 meio com amoénio), a
principal enzima assimiladora de nitrogénio é a GDH, pois sugere-se que ha um excesso de
amonio neste tratamento, pois de acordo com Takahashi (2013), a GDH assimila amonio,

quando hé altas concentragdes deste ion.
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Ja em relagdo a andlise de amdnio e nitrato enddgeno, observa-se que as plantas
crescidas em 60 mM de nitrato de amonio e 15 mM de nitrato apresentaram 0s maiores
valores de amonio e nitrato enddgeno, respectivamente (Figuras 4,7 e 10). A maior
quantidade de amonio enddgeno encontrada nas plantas cultivadas na presenca de nitrato de
amonio em comparacdo ao tratamento com apenas amonio, deve-se, provavelmente, a
assimilacdo do nitrato pela RN que gera aménio de acordo com Guimardes et al. (2014).

As plantas crescidas em 60 mM de nitrato de amonio apresentaram os maiores valores
de proteinas soliveis em comparacdo as trés fontes nitrogenadas utilizadas e as plantas
cultivadas no tratamento de 5 mM de nitrato de amoénio apresentaram os maiores valores de
aminoéacidos livres (Figuras 5, 8 e 11), também, em comparacdo as trés fontes nitrogenadas
utilizadas.

De modo geral, assim que as plantas foram transferidas para 0 meio nutritivo com
nitrato de amonio, tiveram um aumento no metabolismo e um incremento em, praticamente,

todos os compostos enddgenos analisados.

V.5) Crescimento in vitro e metabolismo do nitrogénio das plantas com diferentes
concentracgdes de aménio (NH4") — 3 meses (90 dias)

Os resultados mostraram que nas concentracdes de 15 e 30 mM de NH,4" as plantas
cresceram mais e apresentaram-se com aspecto mais vigoroso (Figura 12). Apenas as plantas
crescidas nas concentracdes de 5 e 60 mM de NH," apresentaram mortalidade (44 % e 36 %,
respectivamente). Ndo foi possivel determinar o nimero de raizes nas plantas cultivadas em
todos os tratamentos, pois estavam muito emaranhadas ou enoveladas.

O pH do meio de cultura foi de 5,8 para 2,0, esta acididificacdo do meio esta
relacionada com a absorgao do fon amdnio, pois quando isto ocorre ha a liberagdo do H* para
0 meio a fim se manter o equilibrio eletroestatico entre os meios intra e extracelular (Ribeiro
et al., 2012) e esta acidificacdo do meio de cultura prejudica o crescimento das plantas, que de
acordo com Epstein & Bloom (2006), esta diminui¢do do pH pode acarretar a diminuicéo de
absorcéo de ions para as plantas, poiso pH influi nas membranas transportadores de ions das

células epidérmicas e corticais das raizes.
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Figura 12: Aspectos das plantas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms ap6s trés meses de crescimento in vitro nos diferentes
tratamentos de amonio (NH,"). (a) Plantas cultivadas em 5 mM de NH,". (b) Plantas cultivadas em 15 mM de NH,". (c) Plantas cultivadas
em 30 mM de NH,". (d) Plantas cultivadas em 60 mM de NH,". Barra =1 cm.

N&o se observou diferencas estatisticas no parametro nimero de folhas entre os
tratamentos, porém no tratamento 5 mM de NH," ocorreu um maior nimero de folhas mortas
(6,751,94) quando comparado aos demais tratamentos que em média apresentaram 5 folhas
senescentes (Tabela 4).

Com relagdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 4), as menores folhas ocorreram
nas plantas cultivadas na concentragio de 5 mM de NH," (2,64+0,94 cm) e as maiores folhas
em 15 mM de NH;" (5,25+0,25 cm). Em relacio as massas fresca e seca observaram-se nas

plantas crescidas em 60 mM de NH4" tiveram os menores valores de médias (46+13
mg/planta de MF e 5+1 mg /planta de MD) (Tabela 4).



Tabela 4
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Numero de folhas, nimero de folhas mortas, comprimento da parte aérea (cm) e quantidades de massa fresca (MF) (mg),

massa seca (MD) (mg) da parte aérea de plantas Alcantarea imperialis (Carriére) Harms, apds trés meses de cultivo in vitro

em diferentes concentragdes de amoénio (NH,").

Parametros analisados

Tratamentos (MM de NH,")

5 15 30 60
Numero de folhas 6a 6a 5a 5a
Numero de folhas mortas 7a 5b 5b 5b
Comprimento da parte 2,64 d 5,25 a 412b 3,04 C
aérea (cm)
Massa fresca (MF) da
parte aérea por planta 78b 97 a 80b 46 b
(mg)
Massa seca (MD) da parte 9a 92 8 ab 5h

aérea por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas andlises dos pigmentos fotossintéticos (Figura 13), o menor valor de média de

clorofila a foi observado na concentracio de 60 mM de NH,4*, porém para a clorofila b e

carotendides ndo se observaram diferencas estatistica.

0,500
3
% 0,450
£
o 0,400
20,350
1)
©0,300
g
80,250
o
50,200
3
20,150
Aoyl
[-™
0,100
-]
20,050
0,000

mClorofilaa
mClorofila b

Carotendides

a
a ab
b
a
a
a a
a
a a a
5 15 30 60

Tratamento (nM de NH,*)

Figura 13: Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms ap6s
trés meses de cultivo in vitro nas concentragdes 5,15,30 e 60 mM de aménio (NH,"). A quantidade de pigmento foi expressa em mg do
pigmento por grama de massa fresca. Letras diferentes indicam que os dados séo significativamente diferentes de acordo com o teste Tukey a 5
% de probabilidade para um mesmo pigmento.

De acordo com Prado (2008), em deficiéncia de N, h& uma redugdo no crescimento

das plantas, como foi observado em 5 mM de NH,", porém isto ndo afetou as quantidades de
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pigmentos fotossintéticos, o que sugere que as plantas neste tratamento realocaram nitrogénio
para as partes mais jovens das plantas, isto pode ser confirmado, pois foi neste tratamento que
as plantas apresentaram as maiores quantidades de folhas mortas.

Quanto ao parametro comprimento da raiz (Tabela 5), na concentracdo de 5 mM de
NH,;" (1,61+0,47 cm) as plantas tiveram os menores valores de médias.

Em relacdo as massas fresca e seca da parte radicular (Tabela 5), na concentracdo de 5
mM de NH," as plantas apresentaram as menores médias (7+2mg de massa fresca/planta e

0,7+0,1 mg de massa seca de raiz/planta).

Tabela 5
Comprimento da raiz (cm), quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da raiz de plantas Alcantarea
imperialis (Carriére) Harms, ap0s trés meses de cultivo in vitro em diferentes concentragdes de aménio (NH,").

. ) Tratamentos (mM de NH,*
Parametros analisados ( +)

5 15 30 60
Comprimento da raiz (cm) 161b 2,27 a 1,73 ab 1,90 ab
Massa fresca (MF) da raiz
nor planta (mg) 7b 15a 10 ab 12 ab
Massa seca (MD) da raiz 07b 17ab 13ab 182

por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resumindo, 15 mM de NH," do meio MS modificado promoveram um aumento no
crescimento in vitro de plantas de A. imperialis cultivadas por 3 meses. Lembrando-se do
objetivo do presente trabalho, em relacdo a multiplicacdo, nenhum tratamento com amonio
induziu a brotacdo da espécie em estudo.

As analises aos trés meses, foram importantes, pois foi neste periodo que se fez a
transferéncia das plantas para novos meios de cultura, pois de acordo com Aoyama (2010),
guando ocorre a transferéncia de plantas cultivadas in vitro para novos meios de cultura, ha
um aumento no crescimento das plantas, o que sugere uma mudanga no metabolismo
nitrogenado das mesmas.

As atividades da RN medidas nas folhas de A.imperialis cultivadas na concentracao de
5 mM de NH4" apresentaram o maior valor na 42 hora, seguida das plantas crescidas em 15
mM de NH; (Figura 14a), sendo, relativamente, semelhantes as atividades da RN no
primeiro dia de transferéncia na presenca de apenas amonio, ou seja, menores do que nos

tratamentos com nitrato e nitrato de amonio com 1 dia.
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Uma possivel hipotese para que as plantas crescidas nas diferentes fontes terem alta
atividade da RN, na 4% hora, pode ter sido o efeito da luz, pois nestes pontos, havia luz.

Experimentos realizados por Teixeira et al. (2013), mencionaram que em condic¢des
normais de ativacdo e na presenca de luz, a agdo da enzima redutase do nitrato (RN) seria da
ordem de 70% a 90%, reduzindo-se para 10% a 30%, no escuro, isto pode estar relacionada
com a diminuicdo das transcricdes das familias de genes NRT1 e NRT2, que codificam os
transportadores de nitrato de baixa e alta afinidade, respectivamente (Okamoto et al., 2003).

As atividades da GS medidas nas folhas de A. imperialis cultivadas na concentragéo de
60 mM de NH," apresentaram, praticamente, as maiores médias durante toda a coleta de 24
horas no terceiro més de cultivo (Figura 14b).

Em relacdo a atividade de GDH observa-se que as plantas cultivadas em 60 mM de

NH,*, também, apresentaram as maiores médias durante toda a coleta de 24 horas (Figura

14c).
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Figura 14: Atividade in vivo da redutase do nitrato (RN) (a), atividade in vitro da sintetase da glutamina (GS) (b) e da desidrogenase do glutamato
(GDH-NADH) (c) durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms no terceiro més de cultivo in
vitro em diferentes concentragGes de aménio (NH,"). A barra verde indica o periodo noturno de coleta. A atividade enzimatica da RN foi expressa
em nmoles NO,".h.g"*MF, da GS foi expressa em pmol de y-glutamil-hidrox.min™.g™*MF e da GDH-NADH foi expressa em nmol de NADH.h™.g"
'MF. Letras mintsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.
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A quantidade enddgena de amonio nas folhas cultivadas na concentragdo de 60 mM de
NH," foram maiores na durante todo o periodo de coleta (Figura 15a).

Em relacdo a quantidade enddgena de nitrato, observa-se na Figura 15b, que as plantas
cultivadas em diferentes concentragdes de NH4" ndo apresentaram grandes oscilacdes durante
0 periodo de 24 horas.

As plantas, cultivadas nos tratamentos que continham apenas aménio, foram capazes
de absorver rapidamente esta fonte nitrogenada, como foi observado no tratamento de 60 mM
de NH,4", e mesmo com altas atividades de GS e GDH observou-se altas concentragdes de
amonio enddgeno, neste caso as atividades destas duas enzimas pode ter se tornado
insuficiente para manter as concentragdes desse ion em niveis adequados para os tecidos
foliares, corroborando com os altos niveis enddgenos de amonio. E esta quantidade alta de

amonio enddgeno pode ter prejudicado o crescimento da planta.
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Figura 15: Quantidade de amdnio (a) e nitrato (b) endégeno durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis
(Carriére) Harms no terceiro més de cultivo in vitro em diferentes concentracdes de amonio (NH,"). A barra verde indica o periodo noturno
de coleta. A quantidade de amonio foi expressa em pgrama de NH," g*MF e de nitrato foi expressa em pgrama de NO5 g*MF. Letras
minusculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.

As analises de proteinas sollveis medidas nas folhas foram maiores nas plantas
cultivadas na concentragdo de 30 mM de NH,", durante toda a coleta de 24 horas no terceiro
més de cultivo (Figura 16a).

As analises de aminoacidos totais nas folhas mostraram que os tratamentos de 30 e 60
mM de amonio apresentaram as maiores médias, durante quase toda a coleta de 24 horas
(Figura 16b).
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Este aumento da quantidade de amininodcidos, pode ser um indicativo que as planta
cultivadas em 30 e 60 mM de amdnio estdo entrando em senescéncia, pois de acordo com
Viégas et al. (2004), que estudaram a reducdo de nitrato em cajueiros cultivados em meio
salinizado, observaram que os sintomas de senescéncia, estavam associados a reducfes nos
teores de clorofila totais e com aumentos nas concentragcdes de amonio, proteinas sollveis e

aminoacidos livres totais.
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Figura 16: Proteinas sollveis (a) e aminoacidos totais (b) durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére)
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quantidade de proteinas foi expressa em pgrama de albumina.g™ MF e de aminoécidos foi expressa em nmol de leucina.g™* MF. Letras minGsculas
distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.

V.6) Crescimento in vitro e metabolismo do nitrogénio das plantas com diferentes

concentracdes de nitrato (NO3") — 3 meses (90 dias)

Os resultados mostraram que nas concentracdes de 15 e 30 mM de NOj™ as plantas
cresceram mais e apresentaram-se com aspecto mais vigoroso. Em nenhuma das
concentracdes se observou mortalidade das plantas (Figura 17). Nao foi possivel determinar o
nimero de raizes, pois estavam muito emaranhadas ou enoveladas em todas as plantas
cultivadas em todos os tratamentos. Neste meio de cultura ndo houve muita acidificacdo ao

final de 3 meses de cultivo, pois o pH dos meios de cultura ficaram com 5,0.
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Figura 17: Aspectos das plantas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms apds trés meses de crescimento in vitro nos diferentes
tratamentos de nitrato (NO3) (a) Plantas cultivadas em 5 mM de NOj". (b) Plantas cultivadas em 15 mM de NO3". (c) Plantas cultivadas em 30
mM de NOjs". (d) Plantas cultivadas em 60 mM de NO5". Barra=1 cm.
A quantidade de folhas foi menor nas plantas cultivadas na concentracdo de 5mM de
NO;3. Com relacdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 6), as menores folhas ocorreram
nas plantas cultivadas na concentracéo de 5 e 60 mM de NOgs™ (4,19+£1,02 cm e 3,78+0,48 cm,
respectivamente) e as maiores folhas em 15 e 30 mM de NOj3™ (5,96+1,13 cm e 5,50+0,40 cm,
respectivamente). Em relacdo as massas fresca e seca da parte aérea ndo se observou

diferencgas estatisticas entre as plantas cultivadas nos tratamentos utilizados.

Tabela 6
NUmero de folhas, comprimento da parte aérea (cm) e quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da
parte aérea de plantas Alcantarea imperialis (Carriere) Harms, apds trés meses de cultivo in vitro em diferentes

concentracdes de nitrato (NO3).

A . Tratamentos (mM de NO3
Parametros analisados ( 3)

5 15 30 60
NUmero de folhas 7b 9a 9a 8ab
Comprimento da parte 4,19 b 5,96 a 5,50 a 3,78 b
aerea (cm)
Massa fresca (MF) da
parte aérea por planta 98 a 129 a 151a 117 a
(mg)
Massa seca (MD) da parte 82 11a 133 11a

aérea por planta (mg)
Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas analises dos pigmentos fotossintéticos (Figura 18), todos os tratamentos foram
estatisticamente iguais, para clorofila a e carotenoides, porém para clorofila b, os maiores

valores foram nas concentragdes de 30 e 60 mM de NO3'.
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Figura 18: Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms
apos trés meses de cultivo in vitro nas concentragdes 5,15,30 e 60 mM de nitrato (NO3’). A quantidade de pigmento foi expressa em mg do
pigmento por grama de massa fresca. Letras diferentes indicam que os dados séo significativamente diferentes de acordo com o teste Tukey
a5 % de probabilidade para um mesmo piamento.

Quanto ao parametro comprimento da raiz (Tabela 7), nas concentraces de 5 e 15
mM de NO3™ (2,21+£1,09 cm e 2,39+1,12 cm, respectivamente) as plantas tiveram as maiores
raizes.

Em baixas concentracdes de N (5 mM de NO3’) houve um aumento no comprimento
da raiz, que € comum em uma situacdo de baixa disponibilidade de N, como mostram Bonifas
& Lindquist (2009) ao estudarem o efeito do fornecimento de N na morfologia de raizes de
abutua (Chondodendron platyphyllum (Saint-Hilaire) Miers). Estes autores observaram que a
diminuicdo da oferta de N altera a morfologia radicular das plantas de abutua, investindo uma
parcela maior de sua biomassa na producéo de raizes.

Além disto, Tamaki & Mercier (2007), ao estudarem a sinalizagdo entre parte aérea e
radicular em plantas de A. comosus cultivadas in vitro sem o N, observaram nas raizes um
acumulo de auxina (IAA), sugerindo que este horménio pode estar sinalizando das folhas para
as raizes a falta de N, e a auxina induz aumento radicular. Marschner (2012) e Davies (2010)
mostraram que a auxina é uma das responsaveis pelo alongamento celular, e que as raizes séo
mais sensiveis a este hormonio, assim podendo induzir o alongamento das raizes em baixas
concentracdes de N. Assim, sob limitacdo de nitrogénio, o IAA pode fornecer o sinal que
pode levar ao crescimento das raizes, o que provavelmente deve ter ocorrido com A.
imperialis em baixas concentragcdes de N no presente trabalho.

Em relacdo as massas fresca e seca da parte radicular (Tabela 7), as menores médias
foram encontradas na concentragdo de 60 mM de NO3™ (7,9+0,2 mg/planta de MF e 1,0+0,4
mg/planta de MD).
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TABELA7
Comprimento da raiz (cm), quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da raiz de plantas Alcantarea

imperialis (Carriére) Harms, ap0s trés meses de cultivo in vitro em diferentes concentragdes de nitrato (NO;).

X ) Tratamentos (MM de NO3’)
Parametros analisados

5 15 30 60
Comprimento da raiz (cm) 2,21a 2,39 a 1,29b 1,01 b
Massa fresca (MF) da raiz
33,7a 325a 18,8 ab 79b
por planta (mg)
Massa seca (MD) da raiz
3,7a 2,7a 2,5ab 10b

por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resumindo, observou-se que 15 e 30 mM de NOz do meio MS modificado
promoveram um aumento no crescimento in vitro de plantas de A. imperialis cultivadas por 3
meses, mas nenhum tratamento, utilizando apenas nitrato, induziu a brotacdo da espécie em
estudo.

As atividades da RN medidas nas folhas crescidas na concentracéo de 30 e 60 mM de
NOj3 apresentaram os maiores valores, seguida das plantas crescidas em 15 mM de NO3 e 5
mM de NOj3” (Figura 19a).

Na presenca de altas concentragdes de nitrato, a RN apresenta as maiores atividades,
isto pode ser explicado por Solomonson & Barber (1990), que citaram que 0 aumento da
atividade da RN em resposta ao incremento de substrato tem sido associado a sintese "de
novo" da proteina, bem como a sua ativacdo. Este comportamento, também foi verificado por
Santos et al. (2012), que estudaram a atividade da RN, em mudas de acaizeiro, com diferentes
concentracdes de nitrogénio, e verificam que o incremento deste nutriente aumentava a
atividade da enzima.

As atividades da GS medidas nas folhas cultivadas em diferentes concentraces de
nitrato ndo apresentaram diferencas significativas até a 202 hora, porém na 242 hora, as plantas
da concentragéo de 60 mM de NOj3™ apresentaram os maiores valores (Figura 19b).

Em relacdo a atividade de GDH observa-se que as plantas cultivadas em 30 mM de
NOj3 apresentaram as maiores médias durante toda a coleta de 24 horas (Figura 19c¢).

As atividades da GS e GDH foram, relativamente, menores nas plantas cultivadas
apenas com nitrato em relacao as plantas cultivadas s6 com amonio, e a RN foi maior, o que é

esperado, visto que s6 ocorreu o fornecimento de nitrato como fonte nitrogenada.
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Figura 19: Atividade in vivo da redutase do nitrato (RN) (a), atividade in vitro da sintetase da glutamina (GS) (b) e da desidrogenase do
glutamato (GDH-NADH) (c) durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms no terceiro més de
cultivo in vitro em diferentes concentragdes de nitrato (NO3’). A barra verde indica o periodo noturno de coleta. A atividade enzimatica da RN foi
expressa em nmoles NO,"h.g*MF, da GS foi expressa em umol de y-glutamil-hidrox.min™.g*MF e da GDH-NADH foi expressa em nmol de
NADH.h.g*MF. Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo
tempo de coleta.

A gquantidade enddgena de amonio nas folhas cultivadas na concentracdo de 30 mM de

NOs foi menor na durante todo o periodo de coleta (Figura 20a), quase ¥ da quantidade

méaxima observada nas plantas cultivadas s6 com aménio (60 mM de amdnio)

Em relacdo a quantidade enddgena de nitrato, observa-se na Figura 20b, que as plantas

cultivadas em 15 mM de NOj" apresentaram as maiores quantidades do composto analisado.
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Figura 20: Quantidade de aménio (a) e nitrato (b) endégeno durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis
(Carriere) Harms no terceiro més de cultivo in vitro em diferentes concentragfes de nitrato (NO3’). A barra verde indica o periodo noturno de
coleta. A quantidade de amonio foi expressa em pgrama de NH," g*MF e de nitrato foi expressa em pgrama de NO3 g*MF. Letras minGsculas
distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.
As anélises de proteinas soluveis medidas nas folhas foram maiores nas plantas
cultivadas na concentracdo de 30 mM de NOg3’, durante toda a coleta de 24 horas do terceiro
més de cultivo (Figura 21a). E esta quantidade de proteinas foi cerca de 1,7 vezes maior do
gue a observada nas plantas cultivadas apenas com nitrato por 24 horas, corroborando,
novamente, com Solomonson & Barber (1990), que citaram que 0 aumento da atividade da
RN em resposta ao incremento de substrato tem sido associado ao aumento na quantidade de
proteinas.
As analises de aminodcidos totais nas folhas mostraram que as plantas crescidas no
tratamento de 60 mM de nitrato apresentaram as maiores médias, durante quase toda a coleta
de 24 horas (Figura 21b).
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Figura 21: Proteinas sollveis (a) e aminoacidos totais (b) durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere)
Harms no terceiro més de cultivo in vitro em diferentes concentrag@es de nitrato (NOs’). A barra verde indica o periodo noturno de coleta. A quantidade
de proteinas foi expressa em pgrama de albumina.g™ MF e de aminoécidos foi expressa em nmol de leucina.g™ MF. Letras mintsculas distintas indicam
diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.

V.7) Crescimento in vitro e metabolismo do nitrogénio das plantas com diferentes
concentracdes de nitrato de amoénio (NH4NO3) — 3 meses (90 dias)

Os resultados mostraram que nas concentracdes de 30 e 60 mM de NH4NO; as plantas
apresentaram um aspecto mais vigoroso quando comparadas as outras duas concentracfes
(Figura 21). Nestas duas concentracdes, as plantas chegaram a apresentar quase o dobro do
comprimento foliar do que as maiores plantas dos tratamentos s6 com aménio ou s6 com
nitrato, sugerindo, novamente, que as duas fontes fornecidas juntas favorece o crescimento da
bromélia em estudo. Em nenhuma das concentragdes se observou mortalidade das plantas. As
plantas crescidas em 30 mM de NH;NO3z multiplicaram, elas tiveram 25 % das plantas com a
formacdo de um a dois brotos (Figura 22e). A visualiza¢do dos brotos ocorreu pouco antes
dos 3 meses sob cultivo in vitro. Ndo foi possivel determinar o numero de raizes, pois
estavam muito emaranhadas ou enoveladas em todas as plantas cultivadas em todos os
tratamentos. Neste tratamento com nitrato de aménio ndo houve acidificacdo do meio de

cultura, pois, o pH dos meios ficaram com 5,0.
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Figura 22: Aspectos das plantas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms apds trés meses de crescimento in vitro nos diferentes tratamentos de
nitrato de aménio (NH,NO;) (a) Plantas cultivadas em 5 mM de NH4NOs. (b) Plantas cultivadas em 15 mM de NH,NO; (c) Plantas cultivadas em
30 mM de NH,4NOs. (d) Plantas cultivadas em 60 mM de NH,4NOs. () Plantas cultivadas em 30 mM de NH4;NOs;, em destaque o broto. Barra =1
cm.

Nas concentracdes de 30 e 60 mM de NH4NO3, as plantas apresentaram as maiores
médias de folhas, e no tratamento 5 mM de NH;NO3 ocorreu um maior nimero de folhas
mortas por planta (1,60+1,06) quando comparado aos demais tratamentos (Tabela 8).

Com relacdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 8), as menores folhas ocorreram
nas plantas cultivadas na concentragéo de 15 mM de NH4NOs3, e as maiores folhas em 30 e 60
mM de NH4NOz;. Com 30 e 60 mM de NH4;NO; as plantas apresentaram as maiores
guantidades de massa fresca, mas apenas em 30 mM de NH4;NO3 as plantas tiveram o maior
valor de massa seca (Tabela 8), sugerindo um bom rendimento para o crescimento de A.

imperialis com o uso de 30 mM de NH4NOs.
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TABELA 8

Numero de folhas, nimero de folhas mortas, comprimento da parte aérea (cm) e quantidades de massa fresca (MF) (mg) e
massa seca (MD) (mg) da parte aérea de plantas Alcantarea imperialis (Carriére) Harms, apds trés meses de cultivo in vitro
em diferentes concentracdes de nitrato de amonio (NH4NO3).

Tratamentos (mM de NH4NO3)

Parametros analisados

5 15 30 60
Numero de folhas 4b 4b 6a 6a
Numero de folhas mortas 2a 0b 1b 0b
Comprimento da parte 9,67 b 6,33 ¢ 11,20 a 10,40 a
aérea (cm)
Massa fresca (MF) da
parte aérea por planta 119b 92b 247 a 257 a
(mg)
Massa seca (MD) da parte 11c 9c 233 17b

aérea por planta (mg)
Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas analises dos pigmentos fotossintéticos (Figura 23), os menores valores foram
observados na concentracdo de 5 mM de NH4NO;3, isto pode ser corroborado com a Figura
22, pois as plantas neste tratamento apresentavam uma coloragdo mais clara comparadas aos

outros tratamentos.
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Figura 23: Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms apos
trés meses de cultivo in vitro nas concentragdes 5,15,30 e 60 mM de nitrato de amdnio (NH;NO3). A quantidade de pigmento foi expressa em
mg do pigmento por grama de massa fresca. Letras diferentes indicam que os dados sdo significativamente diferentes de acordo com o teste
Tukev a 5 % de probabilidade para um mesmo piamento.
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Quanto ao parametro comprimento da raiz (Tabela 9), assim como na parte aérea, as
plantas dos tratamentos 30 e 60 mM de NH;NO; apresentaram os maiores valores, essa
tendéncia também foi observada na analise de massa seca da parte radicular, porém para

massa fresca, apenas no tratamento de 30 mM de NH4NOj3 observou-se a maior média.

TABELA9
Comprimento da raiz (cm), quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da raiz de plantas Alcantarea

imperialis (Carriére) Harms, ap0s trés meses de cultivo in vitro em diferentes concentragdes de nitrato de amoénio (NH4NOs).

n . Tratamentos (mM de NH,NO
Parametros analisados ( 4NO3)

5 15 30 60
Comprimento da raiz 129 b 1.21b 2.01a 1,83a
(cm)
Massa fresca (MF) da raiz 27 b 18 ¢ 41a 20 b
por planta (mg)
Massa seca (MD) da raiz 2b 1b 5a 4a

por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resumindo, observou-se que 30 e 60 mM de NH4NO3; do meio MS modificado
promoveram um aumento no crescimento de plantas cultivadas in vitro de A. imperialis por 3
meses. E a importancia deste tratamento esta na formacdo de brotos, objetivo do presente
trabalho, visto que o tratamento de 30 mM de NH4NO3 induziu a multiplicacdo da espécie em
estudo.

As atividades da RN medidas nas folhas cultivadas na concentracdo de 30 e 60 mM de
NH4NO3 apresentaram 0 maior valor na 42 hora, porém na 82 hora observou-se uma queda na
atividade enzimatica foliar em 30 mM de NH4;NO3, que se estendeu até a 242 hora, e em 60
mM de NH4NO; se estendeu até a 122 hora (Figura 24a). Em relacdo as atividades das folhas
de 5 mM de NH4NOj3 foi no periodo do escuro que as plantas apresentaram os maiores valores
como observa na figura 23a.

As atividades da GS medidas nas folhas de cultivadas na concentracdo de 15 mM de
NH4NO3 apresentaram as menores médias durante toda a coleta de 24 horas (Figura 24b) e as
maiores atividades foram observadas com 30 e 60 mM de NH4NOs, sendo inclusive, as
maiores observadas até o presente momento dentre todos os tratamentos analisados.

As atividades da GDH medidas nas folhas de plantas de A. imperialis cultivadas na
concentracdo de 60 mM de NH4NO3; foram maiores durante quase toda as 24 horas de coleta
(Figura 24c).
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(GDH-NADH) (c) durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea |mper|aI|s (Carrlere) Harms no terceiro de cultivo in vitro em
diferentes concentrag@es de nitrato de amoénio (NH4NO3). A barra verde indica o periodo noturno de coleta. A atividade enzimatica da RN foi expressa
em nmoles NO, .h™..g™MF, da GS foi expressa em pmol de y-glutamil-hidrox.min™.g"*MF e da GDH-NADH foi expressa em nmol de NADH.h™.g'MF.
Letras minusculas distintas indicam diferengas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.

A quantidade endogena de amdnio nas folhas cultivadas nas concentracdes de 30 e 60

mM de nitrato de aménio foram maiores na durante todo o periodo de coleta (Figura 25a).

Em relacdo a quantidade enddgena de nitrato, observa-se na Figura 25b, que as plantas

cultivadas em 60 mM de NH4NO; apresentaram as maiores quantidades do composto

analisado.
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Figura 25: Quantidade de aménio (a) e nitrato (b) endégeno durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére)
Harms no terceiro més de cultivo in vitro em diferentes concentra¢des de nitrato de aménio (NH4;NO3). A barra verde indica o periodo noturno de coleta.
A quantidade de amonio foi expressa em pgrama de NH," g™*MF e de nitrato foi expressa em pgrama de NO3 g *MF. Letras mindsculas distintas indicam
diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.

As analises de proteinas sollveis nas folhas mostraram que durante quase toda coleta
de 24 horas e no 2° dia do terceiro més de coleta, na concentracdo de 30 mM de NH4NO;
observaram-se 0s maiores valores de proteinas sollveis (Figura 26a).

As analises de aminoacidos totais nas folhas mostraram que os tratamentos de 30 e 60
mM de nitrato de amdnio apresentaram as maiores medias, durante quase toda a coleta de 24
horas (Figura 26b).
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Figura 26: Proteinas sollveis (a) e aminoécidos totais (b) durante o ciclo diurno e noturno (24 horas) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére)
Harms no terceiro més de cultivo in vitro em diferentes concentrac@es de nitrato de amonio (NH4NO3). A barra verde indica o periodo noturno de
coleta. A quantidade de proteinas foi expressa em pgrama de albumina.g? MF e de aminoacidos foi expressa em nmol de leucina.g™ MF. Letras
minusculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey dentro de um mesmo tempo de coleta.

Ao comparar as trés fontes nitrogenadas, em relacdo ao crescimento, as plantas
crescidas em 30 e 60 mM de NH4NO; apresentaram os maiores valores, porém no tratamento
de 30 mM de NH4NO3;, houve a multiplicacéo das plantas.

Apenas na presenca dos dois ions juntos, esta espécie apresentou brotacGes laterais,
isto pode estar relacionado, com pesquisas conduzidas por Hachiyaet al., (2012) com
Arabidopsis thaliana crescidas em meio com NOs; e NH," indicam que o NOs", pode atuar
como sinalizador capaz de minimizar a toxidez do NH,4", sugerindo que a presenca NO3 do
pode contribuir para mais um mecanismo que atenua a toxicidade do excesso de NH4"
(Hachiya et al., 2012), além disto pode induzir a sintese de enzimas para a producdo de
citocininas (Takei et al., 2001). As citocininas sdo uma importante classe de hormonios, uma
vez que regulam o crecimento e desenvolvimento das plantas, incluindo divisdo celular,
estimulando a expansdo celular, e a formacdo de brotos, que ndo é comum na espécie em
estudo.

No presente estudo sé se observou multiplicagdo nos tratamentos com as duas fontes
combinadas, que como esta espécie ndo multiplica em seu ambiente natural, sugere-se que a
plantas estd sob um certo fator de estresse, que pode estar relacionado com a presenca do
amonio, e como tem o nitrato, este sinaliza a sintese de citocininas, que leva a formagdo dos
brotos.

Em relacdo as atividades enzimaticas, as plantas crescidas em 30 e 60 mM de NH4NO3
apresentaram a maior atividade de RN, ja em relacdo a atividade de GS e GDH, as maiores

atividades foram observadas no tratamento de 60 mM de NH4NO:s.
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As plantas crescidas em 60 mM de amonio e 60 mM de nitrato de aménio
apresentaram os maiores valores de amonio e nitrato enddgeno, respectivamente.

As plantas crescidas em 30 mM de nitrato de amonio apresentaram a maior quantidade
de proteinas solUveis e em relacdo aos aminodcidos livres, as plantas crescidas em 60 mM de
nitrato de amonio apresentaram as maiores quantidades em relagdo a todos os tratamentos
analisados até o momento, chegando a ser, praticamente, o dobro da observada no tratamento

apenas com nitrato.

V.8) Crescimento in vitro e metabolismo do nitrogénio das plantas em diferentes

concentracdes de aménio (NH4") — 6 meses (180 dias)

Os resultados mostraram que na concentragdo de 15 mM de NH," elas cresceram mais
e apresentaram-se com aspecto mais vigoroso (Figura 27), assim como observado em trés
meses (Figura 12). Apenas as plantas crescidas na concentracio de 60 mM de NH,"
apresentaram mortalidade (27%) e as plantas mantidas em 5 mM de NH," tiveram 52 % com
formacdo de um a trés brotos, cuja visualizacdo s6 foi possivel ap6s o terceiro més de cultivo
(Figura 27). N&o foi possivel determinar o nimero de raizes, pois estavam muito emaranhadas

ou enoveladas em todas as plantas cultivadas em todos os tratamentos.

Figura 27: Aspectos das plantas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms apds seis meses de crescimento in vitro nos diferentes
tratamentos de amdnio (NH,"). (a) Plantas cultivadas em 5 mM de NH,". (b) Plantas cultivadas em 15 mM de NH,*. (c) Plantas cultivadas
em 30 mM de NH,". (d) Plantas cultivadas em 60 mM de NH,". (e) Plantas cultivadas em 60 mM de NH, mortas®. (f) Plantas cultivadas em
5 mM de NH,", em destaque o broto. Barra =1 cm.
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N&o se observou diferencas estatisticas no pardmetro nudmero de folhas entre os
tratamentos (Tabela 10).

Com relacdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 10), as menores folhas ocorreram
nas plantas cultivadas na concentracdo de 60 mM de NH," (2,00+0,49 cm) e as maiores folhas
em 15 mM de NH4" (5,77+1,18 cm). Em relagio as massas fresca e seca as plantas crescidas
em 60 mM de NH," tiveram as menores quantidades (63+10 mg/planta de MF e 6+1
mg/planta de MS) (Tabela 10), e as cultivadas em 15 mM de NH,4" apresentaram as maiores
médias (154+74 mg/planta de MF e 14+6 mg/planta de MS).

Tabela 10

Numero de folhas, comprimento da parte aérea (cm) e quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da
parte aérea de plantas Alcantarea imperialis (Carriéere) Harms, apds seis meses de cultivo in vitro em diferentes
concentragdes de amdnio (NH,").

. . Tratamentos (mM de NH,*
Parametros analisados ( 4)

5 15 30 60
Numero de folhas 8a 8a 8a 7a
Comprimento da parte 482h 577 a 421D 2,00 ¢
aérea (cm)
Massa fresca (MF) da
parte aérea por planta 98 b 154 a 98 b 63 ¢
(mg)
Massa seca (MD) da parte 8h 14 3 8h 6c

aérea por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores séo significativamente

diferentes de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas andlises dos pigmentos fotossintéticos (Figura 28), observou-se menores
quantidades na concentracdo de 60 mM de NH,", e os maiores valores, nas plantas crescidas
nas concentracdes de 5 e 15 mM de NH,". Com relagdo aos carotenoides ndo se observou
diferencas estatisticas nas plantas cultivadas nos diferentes tratamentos.
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Figura 28: Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms
ap6s seis meses de cultivo in vitro nas concentrages 5,15,30 e 60 mM de aménio (NH,"). A quantidade de pigmento foi expressa em
mg do pigmento por grama de massa fresca. Letras diferentes indicam que os dados séo significativamente diferentes de acordo com o
teste Tukey a 5 % de probabilidade para um mesmo pigmento.

Quanto ao parametro comprimento da raiz (Tabela 11), na concentracdo de 15 mM de
NH," as plantas tiveram as maiores raizes (3,17+1,31 cm).

Em relacdo a massa fresca da parte radicular (Tabela 11), na concentracdo de 15 mM
de NH," as plantas apresentaram os maiores valores (18+5 mg/planta), porém quanto & massa
seca, as concentracdes de 5 e 15 mM de NH," tiveram os maiores valores (0,97+0,15
mg/planta e 0,94+0,44 mg/planta, respectivamente). As menores quantidades de massa, tanto
fresca quanto seca, foram obtidas nas plantas crescidas na concentragdo de 60 mM de NH,"
(5£3 mg de MF e 0,21+0,15 mg de MD).

Tabela 11
Comprimento da raiz (cm), quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da raiz de plantas Alcantarea

imperialis (Carriére) Harms, ap0s seis meses de cultivo in vitro em diferentes concentragtes de amoénio (NH,").

Tratamentos (MM de NH;")

Parametros analisados

5 15 30 60
Comprimento da raiz (cm) 2,26 b 3,17 a 1,47 c 0,91d
Massa fresca (MF) da raiz
15b 18 a 15b 5c¢c
por planta (mg)
Massa seca (MD) da raiz
0,97 a 0,94 a 0,88 b 0,21c

por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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De modo geral, ap6s a analise dos resultados acima, observou-se que 15 mM de NH,"
do meio MS modificado promoveram um aumento no crescimento in vitro de plantas de A.
imperialis apds seis meses de cultivo, e 5 mM de NH,4" induziu a formagéo de brotos nesta
espécie, porém pela alta taxa de mortalidade aos trés meses, optou-se por ndo escolher como
um dos meios indutores.

Com seis meses ndo houve as analises de 24 horas, pois foi o final do experimento,
portanto optou-se por fazer apenas uma coleta as 10:00.

As atividades da RN medidas nas folhas cultivadas em diferentes concentragdes de
amonio, ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamentos (Figura 29a).

As atividades da GS medidas nas folhas cultivadas na concentracdo de 15 mM de
amonio apresentaram a menor atividades (Figura 29b).

As atividades da GDH medidas nas folhas de cultivadas na concentragdo de 15 mM de
amonio apresentaram a maior atividade, seguida dos tratamentos de 30, 60 e 5 mM de amodnio
(Figura 29c).
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Figura 29: Atividade in vivo da redutase do nitrato (RN) (a), atividade in vitro da sintetase da glutamina (GS) (b) e da desidrogenase do glutamato
(GDH-NADH) (c) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms no sexto més de cultivo in vitro em diferentes concentragdes de amdnio (NH,).
A atividade enzimatica da RN foi expressa em nmoles NO,"h™.g™*MF, da GS foi expressa em pmol de y-glutamil-hidrox.min™t.g"*MF e da GDH-NADH
foi expressa em nmol de NADH.h1.g™*MF. Letras minGsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey entre os
tratamentos.
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A quantidade enddgena de amonio nas folhas cultivadas na concentragdo de 60 mM de
NH," foi maior quando comparada aos demais tratamentos, como se observa na Figura 30a.

N&o se observou diferencas estatisticas na quantidade enddgena de nitrato nas folhas
cultivadas em diferentes concentracfes de aménio (Figura 30b).
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Figura 30: Quantidade de aménio (a) e nitrato (b) endégeno nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms no sexto més de cultivo in vitro em
diferentes concentracdes de amdnio (NH,*). A quantidade de amonio foi expressa em pgrama de NH," g™XMF e de nitrato foi expressa em pgrama de
NO5 g™*MF. Letras mintsculas distintas indicam diferengas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey entre os tratamentos.

As andlises de proteinas solGveis medidas nas folhas foram maiores nos tratamentos de
15 e 60 mM de NH," (Figura 31a).

As analises de aminoacidos totais nas folhas mostraram que na concentracdo de 60
mM de amonio as plantas apresentaram a maior quantidade do composto analisado (Figura
31b), mas menos de 1/3 da observada aos 90 dias nas plantas cultivadas com aménio.
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Figura 31: Proteinas sollveis (a) e aminoacidos totais (b) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms no sexto més de cultivo in vitro em
diferentes concentragdes de amdnio (NH,"). A quantidade de proteinas foi expressa em pgrama de albumina.g*MF e de aminoacidos foi expressa em
nmol de leucina.g™MF. Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey entre os tratamentos.

Estes resultados corroboram com os resultados do tempo zero e de trés meses, 0s quais
mostraram que as plantas crescidas em amoénio ndo crescem muito bem, principalmente em
altas concentracdes, como 60 mM, pois neste tratamento a atividades das enzimas GS e GDH
sdo prejudicadas, e consequentemente ha acimulo de amonio enddgeno, que pode estar sendo
toxico as plantas (Britto & Kronzucker, 2002). E as altas concentra¢cbes de aminoacidos,
sugerem que as plantas estdo em estdgio de senescéncia, 0 que explica a alta taxa de

mortalidade neste tratamento.



60

V.9) Crescimento in vitro e metabolismo do nitrogénio das plantas em diferentes

concentracdes de nitrato (NO3’) — 6 meses (180 dias)

Os resultados mostraram que nas concentracdes de 15 mM de NOj3; as plantas
cresceram mais e apresentaram-se com aspecto mais vigoroso. Em nenhuma das
concentracdes ocorreu mortalidade das plantas (Figura 32). Nao foi possivel determinar o
nimero de raizes, pois estavam muito emaranhadas ou enoveladas em todas as plantas

cultivadas em todos os tratamentos.

Figura 32: Aspectos das plantas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms apds seis meses de crescimento in vitro nos diferentes
tratamentos de nitrato (NOgy’). (a) Plantas cultivadas em 5 mM de NOj;'". (b) Plantas cultivadas em 15 mM de NO;3". (c) Plantas cultivadas em
30 mM de NOj'. (d) Plantas cultivadas em 60 mM de NO5™. Barra=1 cm.

Em relagdo ao parametro nimero de folhas, as plantas das concentragdes de 15 e 30
mM de NOj™ apresentaram o maior valor, e em 60 mM de NO3’, se observou 0 menor nimero
de folhas, porém foi na em 5 mM de NOg3’, que ocorreram o maior niumero de folhas mortas
(6,40+1,96) (Tabela 12).

Com relacdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 12), as menores folhas ocorreram
nas plantas cultivadas na concentracdo de 60 mM de NO3™ (5,70+0,84 cm) e as maiores folhas
em 15 mM de NOj3 (11,94+2,34 cm). Em relacdo as massas da parte aérea observou-se que
em 15 mM de NOjs’, as plantas acumularam mais massa fresca e 0 maior acimulo de massa
seca foi no tratamento de 5 mM de NOj3™ (Tabela 12).
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Tabela 12

Numero de folhas, nimero de folhas mortas, comprimento da parte aérea (cm) e quantidades de massa fresca (MD) (mg) e
massa seca (MD) (mg) da parte aérea de plantas Alcantarea imperialis (Carriére) Harms, ap0s seis meses de cultivo in vitro
em diferentes concentracdes de nitrato (NO3).

X ) Tratamentos (mM de NOg)
Parametros analisados

5 15 30 60
Numero de folhas 8b 10a 10a 7¢
Numero de folhas mortas 6a 3b 3b 4b
Comprimento da parte
) 10,10 b 11,94 a 9,58b 570c
aérea (cm)
Massa fresca (MF) da
parte aérea por planta 763 Db 875a 511c 211d
(mg)
Massa seca (MD) da parte
73a 65b 42 ¢ 18d

aérea por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de
acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas analises dos pigmentos fotossintéticos (Figura 33), observou-se que as plantas
apresentaram uma maior quantidade de clorofila a na concentracdo de 15 mM de NOg/,

decaindo em seguida.
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Figura 33: Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére)
Harms apos seis meses de cultivo in vitro nas concentracoes 5,15,30 e 60 mM de nitrato (NO3"). A quantidade de pigmento foi
expressa em mg do pigmento por grama de massa fresca. Letras diferentes indicam que os dados séo significativamente diferentes
de acordo com o teste Tukey a 5 % de probabilidade para um mesmo pigmento.
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Quando se observa os resultados de niumero de folhas mortas, os maiores valores
foram na menor concentragdo, segundo Epstein & Bloom (2006), a deficiéncia de nitrogénio,
leva a falta de pigmentos nas folhas mais velhas, fazendo com elas tenham a senescéncia
antes das folhas mais novas, isto ocorre devido a redistribuicdo do N dentro da planta, e
também explica a colora¢do mais clara nestas plantas, e consequentemente menor quantidade
de pigmentos fotossintéticos.

Quanto ao parametro comprimento da raiz (Tabela 13), na concentracdo de 5 mM de
NO;3™ (5,96+1,68 cm) as plantas tiveram as maiores raizes, e na concentragdo de 60 mM de
NO3 (0,81+0,29 cm), as menores.

Em relacdo a massa fresca da parte radicular, os maiores valores foram nas
concentracdes de 5 e 15 mM de NO3™ e a massa seca, apenas no tratamento de 5 mM (Tabela
13), e as menores quantidades de massas foram encontrados na concentragdo de 60 mM de
NOj3 (22+6 mg/planta de MF e 1,2+0,5 mg/planta de MD).

TABELA 13
Comprimento da raiz (cm), quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da raiz de plantas Alcantarea

imperialis (Carriére) Harms, ap0s seis meses de cultivo in vitro em diferentes concentracfes de nitrato (NO3).

. . Tratamentos (mM de NO3”
Parametros analisados ( 3)

5 15 30 60
Comprimento da raiz 5,96 a 472b 2,09 ¢ 0,81d
(cm)
Massa fresca (MF) da raiz 213 a 225a 72b 22¢
por planta (mg)
Massa seca (MD) da raiz 18 a 9Db 6c 1d

por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores séo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Com a andlise de todos os resultados obtidos nas diferentes concentracdes de NO3', foi
possivel constatar que os tratamentos com 5 mM e 60 mM de NO3z comprometeram o
crescimento da espécie.

Em relacdo a anélise foliar de macronutrientes e micronutrientes apenas foram feitas
as analises nas plantas crescidas em 5, 15, 30 e 60 mM de N na forma de NO3z™ com seis meses
de cultivo (Tabela 14), pois nos demais tratamentos nédo foi possivel a obtencao de massa seca
suficiente.

Os resultados mostraram que com o0 incremento de nitrato houve um aumento

enddgeno de nitrogénio, sendo a maior quantidade observada em 60 mM de NO3™ (Tabela 14).
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Tamaki et al. (2007) cultivaram plantas de Ananas comosus (L.) Merr. em diferentes
diluicdes de macronutrientes do meio MS (60 mM de N — MS, 30 mM de N — MS/2, 12 mM
de N — MS/5, 6 MM de N — MS/10, 1 mM de N — MS/60 e 0,6 mM de N — MS/100) durante
90 dias e observaram que, conforme a diluicdo aumentava os teores de nitrato diminuiam, ndo
sendo mais detectaveis em MS/60, mostrando que 0 meio mais concentrado possuia mais
nitrato (fonte nitrogenada). Assim, em A. imperialis, 0 aumento da concentracdo de N
enddgeno foliar acompanhou o aumento exdgeno de nitrato.

A andlise dos macronutrientes foliares sugeriu uma interferéncia do nitrato sobre a
quantidade dos outros macronutrientes analisados, pois eles tiveram as suas concentragoes
enddgenas modificadas conforme o incremento de nitrato (Tabela 14), visto que a quantidade
fornecida destes macronutrientes no meio de cultura foi a mesma em todos os tratamentos
(Tabela 2).

Em relacdo as concentracdes enddgenas foliares de fosforo (P) e enxofre (S), em 5
mM de NOs, as concentracdes destes dois elementos se mantiveram maiores quando
comparadas as demais concentracdes. As menores concentracdes enddgenas de P e S, nas
folhas, em altas concentracdes de nitrato (15 e 30 mM de NO3’), podem ser explicadas pela
interacdo dos ions durante a absorcao de fosforo e enxofre, pois de acordo com Malavolta et
al. (1997), a absorcdo de um nutriente pode ser influenciada pela presenca de outro nutriente,
com isso sugere-se que 0 nitrato pode ter inibido a absorcdo de P e S refletindo nas
concentragcfes enddgenas destes.

Com relacdo ao potassio (K), calcio (Ca) e magnésio (Mg) nas plantas crescidas nas
concentracdes de 30 mM de NOg3', seus teores enddgenos foram maiores quando comparado
aos outros tratamentos (Tabela 14).

Aranda-Peres et al. (2009) ao estudarem a importancia do Ca no cultivo in vitro de trés
espécie de bromélias (Vriesea friburgensis Mez, V. hieroglyphica (Carriere) E. Morren e V.
unilateralis (Baker) Mez), observaram que o incremento do Ca no meio de cultura levava a
um aumento na concentracdo de N enddgeno, porém ha poucos trabalhos que relatam a
influéncia do N na concentracdo enddgena de Ca. Sarmiento et al. (1994) mostraram que 0
aumento de NH4;NO; (0<SN>20mM) em plantas de oliveira induzia um aumento no teor de
calcio, corroborando com o resultado deste estudo, visto que em A. imperialis houve um

aumento na concentracdo de Ca quando a adubagéo nitrogenada foi aumentada.
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Concentragdes de macronutrientes (g de nutriente/ grama de massa seca) em plantas de Alcantarea imperialis (Carriere)

Harms, apds seis meses de cultivo in vitro em diferentes concentrag6es de nitrato (NO3).

Tratamentos Macronutrientes (ug de nutrientes por grama de massa seca)

(mM de NO3) N P K Ca Mg S
5 16906,23 ¢ 10667,92a 35904,96b 5280,14b 1368,93c 9196,65a
15 26087,96 b  8796,44b  43287,04a 5787,038b 1607,51b 6244,67b
30 35020,67a 7565,81c 42173,66a 7383,34a 2264,23a 4124,43*
60 55106,62 *  5295,58*  73593,07*  4208,75*  1402,92* 3456,18 *

*ndo houve massa suficiente para fazer mais de uma amostra, portanto ndo foi possivel fazer a analise estatistica.
Letras comparam os valores na vertical e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de acordo

com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas andlises dos micronutrientes foliares ndo foi possivel fazer a analise estatistica,
pois ndo houve massa seca suficiente para fazer as amostras em triplicatas e o tratamento 60
mM de NO3™ ndo foi incluido, pois ndo teve massa suficiente para as analises.

Esta analise sugeriu uma interferéncia do N sobre a quantidade de Cu, Fe, Mn e Zn
(Tabela 15), visto que a quantidade fornecida destes micronutrientes no meio de cultura foi a
mesma em todos os tratamentos.

Em relacdo as concentracdes enddgenas foliares de Cu e Fe, foram nas plantas
crescidas em 5 mM de NO3 onde se observaram as maiores concentracfes enddgenas destes
dois nutrientes (Tabela 15), porém com relacdo ao Mn, a concentracdo deste nutriente foi
maior nas plantas cultivadas em 30 mM de NOs'.

E em relacdo ao Zn, a maior quantidade enddgena deste elemento foi observada em 15
mM de NOs". Com isso, observa-se que o nitrato pode influenciar nos teores enddgenos tanto

dos macronutrientes como dos micronutrientes.
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Tabela 15
Concentragdes de micronutrientes (g de nutriente/ grama de massa seca) em plantas de Alcantarea imperialis (Carriere)

Harms, apds seis meses de cultivo in vitro em diferentes concentrag6es de nitrato (NO3).

Micronutrientes (g de nutrientes por grama de massa seca)

Tratamentos )
Cobre Ferro Manganés Zinco
(mM de NO3)
(Cu) (Fe) (Mn) (Zn)
5 6,84* 185,78* 522,15* 82,14*
15 4,82* 139,37* 565,68* 79,57*
30 4,92* 179,17* 466,63* 85,65*

*nao houve massa suficiente para fazer mais de uma amostra, portanto nao foi possivel fazer a analise estatistica.
Letras comparam os valores na vertical e letras diferentes indicam que os valores séo significativamente diferentes

de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Analisando os resultados, juntamente com o aspecto geral das plantas utilizadas neste
experimento, sugere-se que a concentracdo contendo 15 mM de NO3 (a mesma do presente
no meio MS) seja a mais indicada para o cultivo in vitro da espécie por seis meses e ndo se
observou multiplicacdo desta espécie na presenca de apenas NOjs". Vale ressaltar que ao final
de 180 dias de cultivo as plantas crescidas com 15 mM de NOj™ tinham quase o dobro do
tamanho das maiores plantas do tratamento com aménio.

As atividades da RN medidas nas plantas cultivadas em diferentes concentracdes de
NOj3 sdo mostradas na figura 34a onde se vé que nos tratamentos de 30 e 60 mM de nitrato,
as plantas apresentaram as maiores atividades, corroborando com os resultados de trés meses.

As atividades da GS medidas nas folhas cultivadas na concentracdo de 30 mM de
nitrato foram as menores (Figura 34b).

As atividades da GDH medidas nas folhas cultivadas na concentracdo de 60 mM de
nitrato apresentaram as maiores atividades, quando comparada aos outros tratamentos (Figura
34c).
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Figura 34: Atividade in vivo da redutase do nitrato (RN) (a), atividade in vitro da sintetase da glutamina (GS) (b) e da desidrogenase do glutamato
(GDH-NADH) (c) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms no sexto més de cultivo in vitro em diferentes concentragdes de nitrato (NOy).
A atividade enzimatica da RN foi expressa em nmoles NO,.h™.g*MF, da GS foi expressa em umol de y-glutamil-hidrox.min™..gMF e da GDH-NADH
foi expressa em nmol de NADH.h™:.g™*MF. Letras minGsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey entre os

tratamentos.
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N&o houve diferengas estatisticas na quantidade endogena de aménio nas folhas

cultivadas em diferentes concentracGes de nitrato (Figura 35a), porém nas plantas cultivadas

na concentracdo de 30 mM de nitrato, as folhas apresentaram a menor quantidade de nitrato

enddgeno (Figura 35b).
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Figura 35: Quantidade de aménio (a) e nitrato (b) end6geno nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms no sexto més de cultivo in vitro em
diferentes concentrages de nitrato (NO5). A quantidade de amdnio foi expressa em pgrama de NH,* g*MF e de nitrato foi expressa em pgrama de
NO5 g™*MF. Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey entre os tratamentos.

N&o houve diferencas estatisticas na quantidade de proteinas sollveis nas folhas

cultivadas em diferentes concentragdes de nitrato (Figura 36a).

As anélises de aminoacidos totais nas folhas mostraram na concentracdo de 60 mM de

nitrato, as plantas apresentaram a maior quantidade do composto analisado (Figura 36b).
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Figura 36: Proteinas solUveis (a) e aminodcidos totais (b) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms no sexto més de cultivo in vitro em
diferentes concentragdes de nitrato (NO5'). A quantidade de proteinas foi expressa em pgrama de albumina.g*MF e de aminoécidos foi expressa em nmol
de leucina.g™*MF. Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey entre os tratamentos.

V.10) Crescimento in vitro e metabolismo do nitrogénio das plantas em diferentes

concentracdes de nitrato de amonio (NH4NO3) — 6 meses (180 dias)

Os resultados mostraram que as plantas com seis meses cultivadas na presenca de
nitrato de amonio (Figura 37), apresentaram maior crescimento com 30 mM desta fonte
nitrogenada. Em nenhuma das concentracdes se observou mortalidade das plantas. Porém,
apenas as plantas crescidas em 30 mM de N tiveram 28 % com formacéo de dois a cinco
brotos (Figura 37). Ndo foi possivel determinar o nimero de raizes, pois estavam muito
emaranhadas ou enoveladas em todas as plantas cultivadas em todos os tratamentos.
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Figura 37: Aspectos das plantas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms apés seis meses de crescimento in vitro nos diferentes tratamentos de
nitrato de améonio (NH;NOs3) (a) Plantas cultivadas em 5 mM de NH4NOs. (b) Plantas cultivadas em 15 mM de NH,NO;. (c) Plantas cultivadas em 30
mM de NH;NOs. (d) Plantas cultivadas em 60 mM de NH,NOs. (e) Plantas cultivadas em 30 mM de NH,NO3;, em destaque o broto. Barra =1 cm.

Nas concentragdes de 30 e 60 mM de NH4;NOg, as plantas apresentaram as maiores
médias de quantidade de folhas, porém no tratamento com 5 e 30 mM de NH4NO3 ocorreram
as maiores médias de folhas mortas (5,45+1,43) quando comparado aos demais tratamentos
(Tabela 16).

Com relagdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 16), as maiores folhas ocorreram
em 30 mM de NH4NOs3, esta mesma tendéncia se observa para a massa fresca e seca da parte
aérea (Tabela 16).

Tabela 16
NUmero de folhas, nimero de folhas mortas, comprimento da parte aérea (cm) e quantidades de massa fresca (MF) (mg) e
massa seca (MD) (mg) da parte aérea de plantas Alcantarea imperialis (Carriére) Harms, ap0s seis meses de cultivo in vitro

em diferentes concentra¢Bes de nitrato de aménio (NH;NO3).

Tratamentos (MM de NH;NO3)

Parametros analisados

5 15 30 60
Numero de folhas 6c¢ 6c¢ 10a 9a
Numero de folhas mortas 5a 2b 4a 2Db
Comprimento da parte 8,25 d 10,33 ¢ 1353 a 12,47 b
aerea (cm)
Massa fresca (MF) da
parte aérea por planta 297 ¢ 236 ¢ 683 a 520 b
(mg)
Massa seca (MD) da parte 35 ¢ 29 d 59 4 11 b

aerea por planta (mg)
Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores séo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Nas analises dos pigmentos fotossintéticos (Figura 38), nas concentragdes de 30 e 60
mM de NH4NO3, as plantas apresentaram as maiores quantidades dos trés tipos de pigmentos

analisados.
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Figura 38: Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms apos seis
meses de cultivo in vitro nas concentra¢des 5,15,30 e 60 mM de nitrato de aménio (NH,NO3). A quantidade de pigmento foi expressa em mg do
pigmento por grama de massa fresca. Letras diferentes indicam que os dados sdo significativamente diferentes de acordo com o teste Tukey a 5 %
de probabilidade para um mesmo piamento.

Quanto ao parametro comprimento da raiz (Tabela 17), as plantas dos tratamentos 5 e
15 mM de NH4NO3 apresentaram 0s maiores valores, porém em relacdo a massa fresca e seca

as plantas apresentaram os menores valores (Tabela 17).

Tabela 17
Comprimento da raiz (cm), quantidades de massa fresca (MF) (g) e massa seca (MD) (g) da raiz de plantas Alcantarea
imperialis (Carriere) Harms, apds seis meses de cultivo em diferentes concentracdes de nitrato de amdénio (NH,NO3).

Tratamentos (MM de NH;NO3)

Parametros analisados

5 15 30 60
Comprimento da raiz
4,65 a 43la 2,57b 2,13b
(cm)
Massa fresca (MF) da raiz
75b 100 ab 116 a 125a
por planta (mg)
Massa seca (MD) da raiz
8b 8b 12 a 11la

por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores séo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo a analise foliar de macronutrientes apenas foram feitas as analises nas

plantas crescidas em 30 e 60 mM de NH4NO3 (Tabela 18), pois nos demais tratamentos nao
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foi possivel a obtengdo de massa seca suficiente. Além disto, ndo foi possivel a analise de
micronutrientes.

Os resultados mostraram que o incremento de N exdgeno reflete no aumento endégeno
deste elemento, sendo a maior quantidade observada em 60 mM de NH;NO; (Tabela 18).

A andlise dos macronutrientes foliares sugeriu uma interferéncia do N sobre a
quantidade dos outros macronutrientes analisados, pois eles tiveram as suas concentracdes
enddgenas modificadas conforme o incremento de N (Tabela 18), visto que a quantidade
fornecida destes macronutrientes no meio de cultura foi a mesma em todos os tratamentos
(Tabela 3).

Em relacdo as concentracdes endogenas foliares de P, K, Mg e S, em 60 mM de
NH4NO3, as concentracdes destes elementos se mantiveram maiores quando comparadas a 30
mM de NH4NO; (Tabela 18).

Apenas com relacdo ao Ca nas plantas crescidas nas concentracfes de 30 mM de
NH4NO3, seus teores enddgenos foram maiores quando comparados aos outros tratamentos
(Tabela 18).

Tabela 18
Concentragdes de macronutrientes (ug de nutriente/ grama de massa seca) em plantas de Alcantarea imperialis (Carriere)
Harms, apds seis meses de cultivo in vitro em diferentes concentragdes de nitrato de amonio (NH4NO3).

Tratamentos Macronutrientes (g de nutrientes por grama de massa seca)
(mM de
NH:NO3) N P K Ca Mg S
30 47597,34* 7177,12* 26153,85* 6362,77* 1709,40* 6926,76*
60 85967,93*  10228,39*  31296,02* 6136,48* 1840,94* 7475,90*

*ndo houve massa suficiente para fazer mais de uma amostra, portanto ndo foi possivel fazer a analise estatistica.
Letras comparam os valores na vertical e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de acordo

com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os resultados mostram que as plantas crescidas em 60 mM de NH;NOj3 tiveram um
aumento no crescimento, sugerindo que houve um aumento na absor¢do dos macronutrientes,
0 que pode ter auxiliado no crescimento das plantas nesta concentracdo (Tabela 18).

Analisando os resultados, juntamente com o aspecto geral das plantas utilizadas neste
experimento, sugere-se que a concentracdo contendo 30 mM de NH4NO3 seja a mais indicada

para o cultivo in vitro da espécie ap0s seis meses, porém neste mesmo tratamento, as plantas
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multiplicaram com isso a concentragdo de 60 mM de NH4;NOj3 foi escolhida como a mais
adequada para otimizar o crescimento.

As atividades da RN medidas nas folhas crescidas na concentracdo de 60 mM de
NH;NO; apresentaram a menor atividade, como se observa na figura 38a, porém as atividades
da GS e GDH medidas nas folhas cultivadas nas concentrac6es de 30 e 60 mM de NH4NO;

apresentaram as maiores atividades (Figura 39b-c).
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Figura 39: Atividade in vivo da redutase do nitrato (RN) (a), atividade in vitro da sintetase da glutamina (GS) (b) e da desidrogenase do
glutamato (GDH-NADH) (c) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms no sexto més de cultivo in vitro em diferentes concentracdes
de nitrato de aménio (NH4NO,). A atividade enzimética da RN foi expressa em nmoles NO,"h™.g*MF, da GS foi expressa em pmol de y-
glutamil-hidrox.min".g™MF e da GDH-NADH foi expressa em nmol de NADH.h"..g™MF. Letras minGsculas distintas indicam diferencas
estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey entre os tratamentos.

N&o houve diferencas estatisticas na quantidade enddgena de amonio nas folhas
cultivadas em diferentes concentragdes de nitrato de aménio (Figura 40a).
Quando se observa a figura 40b, os tratamentos de 30 e 60 mM de NH;NO;3

apresentaram os maiores valores de quantidade endogena de nitrato, nas folhas.



73

35 -
30 -
S 25 -
)
+l 20 4
=
z
o 15
©
"]
<+ 10 - i
a
5 - a a
0 H = B
5 15 30 60
a Tratamentos (mM de NH,;NO;)
a0 -
a
35 -
30 -
.
2 5
8o
S 20 -
z
v _
i 15 2
T 10
5 -
0 -
b 5 15 30

Tratamentos (mM de NH,NO;)

Figura 40: Quantidade de ambnio (a) e nitrato (b) endégeno nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms no sexto més de cultivo in vitro
em diferentes concentracdes de nitrato de aménio (NH,NOs). A quantidade de aménio foi expressa em pgrama de NH," g™*MF e de nitrato foi

expressa em pgrama de NOy g *MF. Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey entre os
tratamentos.

As plantas crescidas em 30 e 60 mM de NH4NO3 apresentaram as maiores quantidades de

proteinas sollveis e de aminodacidos totais nas folhas de A. imperialis (Figura 41).
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Figura 41: Proteinas sollveis (a) e aminoacidos totais (b) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms no sexto més de cultivo in vitro em
diferentes concentracdes nitrato de amdnio (NH,NO;). A quantidade de proteinas foi expressa em ugrama de albumina.g*MF e de aminoacidos foi
expressa em nmol de leucina.g*MF. Letras mindsculas distintas indicam diferencas estatisticas em 5% de probabilidade pelo teste Tukey entre os
tratamentos.

A concentracdo de 30 mM de nitrato de aménio foi o meio indutor de multiplicacédo
escolhido, mesmo néo sendo o Unico em que as plantas multiplicaram, pois no tratamento de
5mM de NH,4" as plantas, também, multiplicaram, mas apresentaram alta taxa de mortalidade.

De modo geral, ao analisar todos os resultados das plantas cultivadas aos 180 dias,
parece que o crescimento das plantas apenas com aménio ou nitrato comegou a ser
prejudicado, visto a alta atividade da GDH em relagdo aos demais tratamentos. E h& fortes
indicios de que as duas fontes nitrogenadas juntas favorecem o crescimento das plantas
mesmo sob cultivo in vitro por 180 dias, como mostraram Guimarées et al., (2014) e Ribeiro

et al., (2012), apesar de ter ocorrido multiplicacdo em 28% das plantas.
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V.11) Crescimento das plantas no experimento final

Os resultados mostraram que as plantas crescidas em 15 mM de NO3; e 30 mM de
NH4NO3 foram escolhidos como o tratamento controle e tratamento indutor, respectivamente.

Com isso as plantulas germinadas, foram transferidas para o meio indutor, e &
permanaceram até o aparecimento dos brotos (um més), os quais foram separados e colocados
no tratamento controle.

Os resultados mostraram houve uma taxa de multiplicacdo de 28% e cada planta
apresentou cerca de 3 a 4 brotos (Figura 42), os quais foram isolados dando origem a novas

plantas (97% de sobrevivéncia), aumentando cerca de trés vezes o numero de plantas.

Figura 42: Aspecto da planta de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms apds um més de cultivo in vitro no meio de cultura indutor de
multiplicagdo (30 mM de NH,4NO3), em destaque o broto que foi isolado. Barra = 1 cm.

Um fato interessante que se observou é que algumas das plantas, das quais os brotos
foram retirados, mesmo no meio de crescimento, deram origem a novos brotos (Figura 43),
sugerindo que os processos fisioldgicos que atuam na multiplicacdo ainda estavam ativos
nestas plantas. Este fato sugere-se que a planta- mée ainda tenha uma quantidade endégena de
citonina que estimula o desenvolvimento dos brotos, como foi demonstrato por Villa et al.,

(2005), que na presenca de BAP, uma citocinina, houve um aumento no nimero de brotos.
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Figura 43: Aspecto da planta de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms apds um més de cultivo in vitro no meio de cultura para crescimento (15
rlng/lmfie NOjs’) apos a retirada dos brotos iniciais. A seta azul indica a planta mée e as setas vermelhas indicam os novos brotos originados. Barra =
Observou-se que as plantas originarias dos brotos (Figura 44) apresentaram 2,80 cm
de comprimento de folha, com oito folhas e com a raiz medindo 0,70 cm. As massas fresca
(MF) e seca (MD) da parte aérea das plantas foram em média 0,030 g/planta e 0,002 g/planta,
respectivamente, e as raizes apresentaram aproximadamente 0,005 g/planta de MF e 0,0005

g/planta de MD.

Em relacdo aos pigmentos fotossintéticos, as plantas apresentaram 418,18 pg.gMF de
clorofila a, 164,60 pg.g‘MF de clorofila b e 116,99 pg.g* MF de carotendides, ndo
apresentaram clorose, nem folhas senescentes (Figura 44), mostrando que o meio utilizado
para o crescimento dos brotos isolados (15 mM de NOj3’) continha nitrogénio suficiente para a

sobrevivéncia dos brotos, mesmo sem as reservas provenientes da planta mée.

Figura 44: Aspecto da planta de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms originaria de um broto apés um més de cultivo in vitro no meio de
cultura para crescimento (15 mM de NO3’). Barra=1 cm.
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V.12) Analises anatdomicas

As caracteristicas anatémicas do caule de Alcantarea imperialis corroboram, em geral,
com as informacgOes apresentadas por diversos autores para espécies da familia Bromeliaceae
(Krauss, 1948; Lobo, 2007; Dettke et al., 2008; Elbl, 2012).

Uma planta cultivada no meio de germinagdo contendo 3% de sacarose e agua, antes
da transferéncia para o meio controle (15 mM de NOgs-) e meio indutor de multiplicacéo (30
mM de NH4NO3), pode ser observada na Figura 1. As analises anatbmicas mostraram que o
eixo caulinar apresenta entrends extremamente curtos (Figura 45), como em outras espécies
de bromélia relatadas na literatura (Krauss, 1948; Lobo, 2007; Dettke et al., 2008). Além
disto, as folhas sé&o imbricadas, como observadas em Ananas comosus (L.) Merr. (Krauss,
1948) e em Bromelia antiacantha Bertol. (Dettke et al., 2008), determinando o aspecto

rosetado dos individuos (Figura 1).
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Figura 45: Secéo longitudinal do caule de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms com 45 dias de cultivo in vitro no meio de germinagdo. AC =
apice caulinar, F = folha, RA = raiz adventicia. * no.
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O caule apresenta orientacdo vertical, é revestido pela epiderme uniestratificada e
possui feixes vasculares distribuidos aleatoriamente no paréngquima fundamental assim como
idioblastos contendo rafides (Figuras 46 e 47A-B), como observado por Dettke et al. (2008)
em B. antiacantha Bertol. O &pice caulinar é plano com folhas compactadas que da o aspecto
bulboso ao 6rgéo (Figura 47F), como Elbl (2012) observou em Alcantarea forneyi.

Gemas laterais podem ser observadas na axila das folhas (Figura 46B), como descrito
também para A. comosus L. Merr (Krauss, 1948). Plantas com 3 dias de cultivo in vitro no
tratamento de 15 mM de NOj3 (controle) ndo apresentaram a formacdo de gemas na regido
basal do caule (Figura 47A), local em que normalmente sdo encontradas, assim como em todo
o0 periodo de coleta (30 dias). No tratamento de 30 mM de NH4;NO3 também néo foi possivel
observar a formacdo de gemas na regido basal de plantas com 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25 e 30 dias
de cultivo in vitro, somente o broto j& desenvolvido aos 30 dias (Figura 471), corroborando
com os resultados do Experimento Final, no qual ap6s 30 dias houve a formacdo de brotos
somente em 28% das plantas cultivadas, dificultando as analises anatdmicas. Em Tillandsia
coronata e Guzmania monostachya (L.) Rusby ex. Mez cultivadas in vitro sob a influéncia de
reguladores de crescimento, Galeck & Kukczanka (1996) verificaram que a citocinina

promoveu o desenvolvimento de centros meristematicos e de caules adventicios.
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Figura 46: Secdes longitudinais do caule de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms com 3 dias de cultivo in vitro no meio controle (15
mM de NOj3’), mostrando a organizagdo do eixo caulinar (A) e o detalhe das gemas laterais (B). AC = apice caulinar, G = gema lateral,
Rafides (seta).
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Figura 47: Cortes longitudinais do caule de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms com 3 (A), 6 (B, C), 9 (D), 12 (E), 15 (F), 20 (G), 25 (H) e 30 dias (I) de cultivo in vitro no meio indutor de multiplicacdo
(30 mM de NH4NO3). AC = apice caulinar, F = folha, FV = feixe vascular, GA = gema apical, RA = raiz adventicia, Réfides (setas).
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A partir dos trés dias de cultivo no meio indutor de multiplicacdo (30 mM de
NH4NO3), ja podem ser observados a formacéo e o desenvolvimento das raizes adventicias a
partir do caule, as quais tém origem enddgena (periciclo) e crescem basipetamente (Figura
47A-1). A raiz priméria é geralmente efémera, sendo a funcdo de absorcdo/fixacdo
desempenhada pelo sistema radicular adventicio, assim como observado em Ananas comosus
(L.) Merr. (Krauss, 1949). Em Dyckia brevifolia Bertol. (Lobo, 2007), as raizes também estéo
relacionadas com a absorcdo de nutrientes e a fixacdo das plantas nas fissuras das rochas e,
visto que A. imperialis é uma espécie rupicola (Versieux & Wanderley, 2007), tais fungdes
também sdo exercidas pelo sistema radicular dessa espécie.

Durante as coletas, observou-se que havia diferenca na coloracédo das raizes, as quais

eram escuras e claras (Figura 48).

Indutor - 30 mM de NHNO;

Controle = 15 mM de NOy-

Figura 48: Aspecto da planta de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms ap6s 90 dias de cultivo in vitro no (a) meio de cultura para crescimento
(15 mM de NO3) e no (b) meio de cultura indutor de multiplicacdo (30 mM de NH,NQOs). A seta vermelha indica as raizes escuras e seta amarela
indica as raizes claras. Barra=1 cm.
Estruturalmente, ambas as raizes apresentam velame, cortex diferenciado (externo,
mediano e interno) e cilindro vascular (Figuras 49 e 50), como observaram Silva & Scatena
(2011) em espécies de bromélias da regido amazonica.
Na regido apical, as raizes escuras e claras ndo apresentaram diferengas estruturais
entre si e também entre os tratamentos (meio controle e meio indutor) (Figuras 49A-B e 50A-
B). Ja& nas regides mediana e basal, as raizes cultivadas no meio controle (15 mM de NO3)
apresentaram diferenca no formato das células do velame, cujas paredes eram sinuosas nas
raizes escuras (Figura 49C-D) e retas nas raizes claras (Figura 49E-F). Nas plantas cultivadas
no meio indutor de multiplicagdo (30 mM de NH4NO3), as raizes na regido mediana

apresentaram velame com células de paredes retas nas raizes escuras e paredes sinuosas nas
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raizes claras (Figura 50C-D). J& na regido basal, tanto as raizes claras quanto as escuras
possuiam as células do velame com paredes sinuosas (Figuras 50E-F).

Na porcdo mais distal da regido apical da raiz, podem ser observados a protoderme, o
procambio e o meristema fundamental, no qual podem ser visualizados idioblastos com
réfides formando fileiras longitudinais (Figuras 49A-B e 50A-B). O velame é
multiestratificado, constituido por células com paredes finas e formato variavel (Figuras 49C-
F e 50C-F). Nas raizes terrestres de Dyckia e Encholirium, a presenca de velame esta
relacionada com a adaptacdo dessas plantas ao ambiente xérico (Pita & Menezes, 2002). O
epivelame (camada mais externa do velame) é uniestratificado e possui pelos radiculares,
principalmente na regido apical da raiz (Figuras 49A-B e 50A-B). Essa caracteristica também
foi observada em Tillandsia sp., sendo interpretada como estratégia para aumentar a
superficie de absorcdo da &gua, visto que essa espécie possui habito rupicola, ficando exposta
a insolagdo direta e ventos constantes, em locais onde o escoamento de &gua da chuva é
rapido (Segecin & Scatena, 2004).

O cortex das raizes de A. imperialis pode ser diferenciado em externo, mediano e
interno. Na regido apical, ndo ocorre o espessamento da parede das células corticais. Na
regido mediana das raizes de plantas cultivadas em 15 mM de NOj3” (Figura 49B-C) e 30 mM
de NH4;NO; (Figura 50B-C), esta diferenciacdo ndo é muito evidente, sendo possivel
visualizar somente o0 cortex externo e interno. Entretanto, nas raizes de espécies de Tillandsia,
Segecin & Scatena (2004) e Silva & Scatena (2011) observaram somente a presenga de cortex
mediano e interno. Para a regido basal das raizes de ambos os tratamentos, o cértex apresenta
as trés regides diferenciadas. No cortex externo, a exoderme apresenta duas a quatro camadas
de células com paredes lignificadas (Figuras 49B-E e 50B-E), ja no cortex mediano as
paredes das células sdo mais finas e, no cortex interno, as células podem apresentar grandes
espacos intercelulares, constituindo as lacunas de ar (Figuras 49E-F e 50E-F), como
observado por Segecin & Scatena (2004) em espécies de Tillandsia. De acordo com Pita &
Menezes (2002), o espessamento da parede das células corticais depende do habito da planta
(rupicola, terricola ou epifita), sendo mais espessa nas epifitas. A endoderme, ultima camada
do cortex, possui células de paredes com espessamento em “U” (Figuras 49C-F e 50C-F).

O cilindro vascular, delimitado pelo periciclo constituido por células com paredes
finas, é poliarco na regido basal, formado pelos corddes de xilema alternados com os corddes
de floema (Figuras 49E-F e 50E-F), como nas raizes de Aechmea, Dyckia e Tillandsia
estudadas por Silva & Scatena (2011).

Os resultados mostraram também que na concentracdo de 30 mM de NH4NO; as plantas,

cultivadas in vitro, apresentaram a formagdo de brotos, pois na combinagdo das duas fontes, o
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nitrato pode inibir os efeitos negativos do amonio e servir como sinalizador da citocinina que
pode ter levado a multiplicacdo das plantas. Com isso, pode-se concluir ser possivel multiplicar a
bromélia A.imperialis sem o uso de hormdnios vegetais, utilizando-se 30 mM de NH;NOs 0 que
reduz o custo de producdo, e pode contribuir para a conservacdo desta planta, que é uma espécie
ameacada de extincdo e amplamente utilizada no paisagismo. Entretanto, do ponto de vista
anatémico, ndo foi possivel acompanhar a ontogenia das gemas, somente foi possivel visualizar o
broto j& desenvolvido em plantas cultivadas no meio indutor de multiplicacdo (30 mM de
NH;NOs3), devido a baixa porcentagem de brotacdo das plantas. Em relagdo ao sistema radicular,
houve diferenca estrutural entre as raizes escuras e claras, com as raizes escuras apresentando
células do velame com paredes sinuosas, diferentemente do padrdo no qual as células apresentam
paredes retas. O tratamento controle (15 mM de NOj3’), considerado a melhor concentracdo e fonte

nitrogenada para o crescimento das plantas in vitro.
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Figura 49: Sec¢des longitudinais do apice da raiz escura (A) e clara (B) e cortes transversais da regido mediana da raiz escura (C) e clara (D) e da
regido basal da raiz escura (E) e clara (F) de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms com 90 dias no cultivo in vitro no meio controle (15 mM de
NOj3). CE = cortex externo, CF = coifa, Cl = cortex interno, CM = cértex mediano, CV = cilindro vascular, E = endoderme, EP = epiderme, MF =
meristema fundamental, P= pélo radicular, PD = protoderme, VV=velame. Rafides (setas).
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Figura 50: Secdes longitudinais do apice da raiz escura (A) e clara (B) e cortes transversais da regido mediana da raiz escura (C) e clara (D) e da
regido basal da raiz escura (E) e clara (F) de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms com 90 dias no cultivo in vitro no meio indutor (30 mM de
NH4NO3). CE = cortex externo, CF = coifa, Cl = cortex interno, CM = cortex mediano, CV = cilindro vascular, E = endoderme, EP = epiderme, F
= floema, MF = Meristema fundamental, PC = procambio, PD = protoderme, X = xilema, Rafides (setas).
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V.13) Crescimento das plantas em ambiente controlado no tempo zero (T0)

Observou-se gque as plantas germinadas apenas com agua apresentaram, apos 45 dias,
1,55cm, com seis folhas, com a raiz medindo 0,39 cm. A massa fresca (MF) e seca (MD) da
parte aérea das plantas foram em média 0,013 g/planta e 0,0008 g/planta, respectivamente, as
raizes apresentaram aproximadamente 0,0012 g/planta de MF e 0,0001 g/planta de MD, por
terem uma massa muito baixa de raizes, nao foi possivel realizar as coletas para 0s ensaios
bioquimicos neste 6rgdo da planta no TO. Em relacdo aos pigmentos fotossintéticos, as plantas
apresentaram 0,225 mg.g™ MF de clorofila a, 0,084 mg.g™ MF de clorofila b e 0,055 mg.g™
MF de carotenoides, mostrando que mesmo sendo germinadas apenas com agua nao
apresentaram clorose, nem folhas senescentes (Figura 51) e ndo apresentaram mortalidade.

Porém as plantas in vitro (Figura 2) apresentaram-se com crescimento maior.

Figura 51: Aspecto da planta de A.imperialis apos 45 dias germinando em placa de
Petri contendo apenas com agua. Barra= 1 cm

1VV.14) Crescimento das plantas em ambiente controlado por 3 meses (90 dias)
Amonio (NH,"), como fonte nitrogenada

Os resultados mostraram que nas concentracdes de 5 mM de NH," as plantas

cresceram mais e apresentaram-se com aspecto mais vigoroso (Figura 52).
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Figura 52: Aspectos das plantas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms ap0s trés meses de crescimento em ambiente controlado nos
diferentes tratamentos de amdnio (NH,") (a) Plantas cultivadas em 5 mM de NH,". (b) Plantas cultivadas em 15 mM de NH,". (c) Plantas
cultivadas em 30 mM de NH,". (d) Plantas cultivadas em 60 mM de NH,". Barra=1 cm.

N&o se observou diferencas estatisticas no parametro numero de folhas entre os
tratamentos (Tabela 19).

Com relacdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 19), as menores folhas ocorreram
nas plantas cultivadas na concentracdo de 15 mM de NH," (1,73+0,20 cm) e as maiores folhas
em 30 mM de NH;" (2,44+0,35 cm). Em relacdo as massas fresca e seca observaram-se nas
plantas crescidas em 5 mM de NH;" os maiores valores de médias (39+10 mg/planta de MF e
7+1 mg /planta de MS) (Tabela 19).

Tabela 19

Numero de folhas, comprimento da parte aérea (cm) e quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da
parte aérea de plantas Alcantarea imperialis (Carriére) Harms, apds trés meses de cultivo em ambiente controlado em
diferentes concentragdes de amoénio (NH,")..

. ) Tratamentos (mM de NH,*
Parametros analisados ( 4)

5 15 30 60

Numero de folhas 7a 6a 7a 6a
Comprimento da parte 217 a 173b 2442 1,80 b

aérea (cm)
Massa fresca (MF) da
parte aérea por planta 39a 15¢ 38 ab 22 bc
(mg)
Massa seca (MD) da parte 72 3b 3b 3b

aerea por planta (mg)
Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores séo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Nas analises dos pigmentos fotossintéticos (Figura 53), para a clorofila a e b ndo se
observaram diferencas estatistica, porém para carotenoides, os menores valores foram

observados nas concentragdes de 15 e 30 mM de NH,".
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Figura 53: Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms apés trés
meses de cultivo em ambiente controlado nas concentragdes 5,15,30 e 60 mM de amdnio (NH,"). A quantidade de pigmento foi expressa em mg
do pigmento por grama de massa fresca. Letras diferentes indicam que os dados sdo significativamente diferentes de acordo com o teste Tukey a 5
% de probabilidade para um mesmo pigmento.

Quanto ao parametro comprimento da raiz (Tabela 20), na concentracdo de 30 mM de
NH," (1,24+0,45 cm) as plantas tiveram aos maiores valores de médias.

Em relacdo as massas fresca e seca da parte radicular (Tabela 20), na concentracdo de
30 e 15 mM de NH," as plantas apresentaram as maiores médias (2,3+0,1 mg de massa

fresca/planta e 1,1+0,1 mg de massa seca de raiz/planta), respectivamente.

Tabela 20

Comprimento da raiz (cm), quantidades de massa fresca (MF) (g) e massa seca (MD) (g) da raiz de plantas Alcantarea
imperialis (Carriere) Harms, ap6s trés meses de cultivo em ambiente controlado em diferentes concentragdes de aménio
(NH,").

. . Tratamentos (mM de NH,*
Parametros analisados ( 4)

5 15 30 60
Comprimento da raiz 0,80 b 062b 1,24 a 0,57b
(cm)
Massa fresca (MF) da raiz 09¢ 16b 23a 0,7¢
por planta (mg)
Massa seca (MD) da raiz 03D 11a 0,8b 04b

por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Resumindo, adubag&o com 5 mM de NH," dos sais utilizados no meio MS modificado
promoveu um aumento no crescimento em ambiente controlado de plantas de A. imperialis
por trés meses, em relacdo a multiplicacdo, nenhum tratamento induziu a brotacdo da espécie

em estudo.
Nitrato (NOj3’), como fonte nitrogenada
Os resultados mostraram que na concentragdo de 60 mM de NOgs™ as plantas cresceram

mais e apresentaram-se com aspecto mais vigoroso. Em nenhuma das concentragcfes se

observou mortalidade das plantas (Figura 54).

Figura 54: Aspectos das plantas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms ap6s trés meses de crescimento em ambiente controlado
nos diferentes tratamentos de nitrato (NO3’) (a) Plantas cultivadas em 5 mM de NOj'". (b) Plantas cultivadas em 15 mM de NOs". (c) Plantas
cultivadas em 30 mM de NOs'. (d) Plantas cultivadas em 60 mM de NOs". Barra=1 cm.

N&o se observou diferencas estatisticas no parametro nimero de folhas entre os
tratamentos (Tabela 21).

Com relacdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 21), as menores folhas ocorreram
nas plantas cultivadas nas concentracGes de 5 e 30 mM de NO3™ (2,71+0,81 cm e 2,39+0,89
cm, respectivamente) e as maiores folhas em 15 e 60 mM de NO3™ (2,99+0,63 cm e 3,63%0,70
cm, respectivamente). Em relacdo as massas fresca e seca da parte aérea as maiores médias
observadas foram nas plantas cultivadas em 60 e 5 mM NOj3 (92+15 mg/planta de MF e 14+2
mg /planta de MD, respectivamente).
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Tabela 21
Numero de folhas, comprimento da parte aérea (cm) e quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da
parte aérea de plantas Alcantarea imperialis (Carriére) Harms, apds trés meses de cultivo em ambiente controlado em

diferentes concentracdes de nitrato (NOy).

n . Tratamentos (MM de NOj3”
Parametros analisados ( 3)

5 15 30 60
NuUmero de folhas 9ab 10a 9ab 10a
Comprimento da parte 2.71b 2,99 ab 239b 3.63a
aérea (cm)
Massa fresca (MF) da
parte aérea por planta 70b 74 b 69 b 92a
(mg)
Massa seca (MD) da parte 14 3 5h 7h 5h

aérea por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas andlises dos pigmentos fotossintéticos (Figura 55), as plantas cultivadas em 5 mM

de NOj" apresentaram os menores valores de clorofila a e b e carotenoides.
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Figura 55: Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms apds trés
meses de cultivo em ambiente controlado nas concentragdes 5,15,30 e 60 mM de nitrato (NO3’). A quantidade de pigmento foi expressa em mg do
pigmento por grama de massa fresca. Letras diferentes indicam que os dados séo significativamente diferentes de acordo com o teste Tukey a 5 %
de probabilidade para um mesmo pigmento.

Quanto ao parametro comprimento da raiz (Tabela 22), na concentracdo de 30 mM de

NOjs (0,54+0,15 cm) as plantas tiveram as menores raizes.
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Em relacdo as massas fresca e seca da parte radicular (Tabela 22), as menores médias
foram encontradas na concentracdo de 5 mM de NOj3 (1,3+£0,2 mg/planta de MF e 0,3+0,07

mg/planta de MD).
TABELA 22
Comprimento da raiz (cm), quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da raiz de plantas Alcantarea

imperialis (Carriere) Harms, apds trés meses de cultivo em ambiente controlado em diferentes concentracdes de nitrato (NO3°

).

. . Tratamentos (mM de NO3”
Parametros analisados ( 3)

5 15 30 60
Comprimento da raiz 1,05 ab 127a 057b 1,23 a
(cm)
Massa fresca (MF) da raiz 13b 4,2 ab 2,5ab 55a
por planta (mg)
Massa seca (MD) da raiz 03D 1la 0,5b 1,1a

por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resumindo, a adubacdo com 60 mM de NOjz; dos sais utilizados no meio MS
modificado promoveu um aumento no crescimento em ambiente controlado de A. imperialis
por trés meses, em relacdo a multiplicacdo nenhum tratamento induziu a brotagdo da espécie
em estudo.

Nitrato de amdnio (NH;NO3), como fonte nitrogenada
Os resultados mostraram que as plantas crescidas nas quatro concentragfes de

NH4NO;3; apresentaram um aspecto mais vigoroso (Figura 56). Em nenhuma das

concentragdes se observou mortalidade das plantas.

Figura 56: Aspectos das plantas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms ap0s trés meses de crescimento em ambiente controlado nos diferentes
tratamentos de nitrato de amdnio (NH;NO3). (a) Plantas cultivadas em 5 mM de NH4;NOs. (b) Plantas cultivadas em 15 mM de NH4NOs. (c)
Plantas cultivadas em 30 mM de NH4NOs;. (d) Plantas cultivadas em 60 mM de NH4;NO;. Barra=1 cm.
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N&o houve diferencas estatisticas para o par@metro nimero de folhas (Tabela 23).

Com relacdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 23), as menores folhas ocorreram
nas plantas cultivadas na concentracdo de 60 mM de NH4NOg3, e as maiores folhas em 15 e 30
mM de NH4NOs. Em relagdo a massa fresca apenas na concentracdo de 60 mM de NH;NO3 as
plantas apresentaram o menor, porem a massa fresca e seca ndo se observou diferencas

estatisticas.

TABELA 23

NUmero de folhas, nimero de folhas mortas, comprimento da parte aérea (cm) e quantidades de massa fresca (MF) (mg) e
massa seca (MD) (mg) da parte aérea de plantas Alcantarea imperialis (Carriére) Harms, apds trés meses de cultivo em
ambiente controlado em diferentes concentracdes de nitrato de aménio (NH;NO3).

Tratamentos (MM de NH;NO3)

Parametros analisados

5 15 30 60
Numero de folhas 9a 13 a 9a 9a
Comprimento da parte 2,75 b 349a 351a 2,00 b
aerea (cm)
Massa fresca (MF) da
parte aérea por planta 61a 92a 86 a 44 b
(mg)
Massa seca (MD) da parte 3a 52 62 54

aérea por planta (mg)
Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores séo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas analises dos pigmentos fotossintéticos (Figura 57), ndo houve diferencas

estatisticas entre os tratamentos.
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Figura 57: Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms apos trés
meses de cultivo em ambiente controlado nas concentracfes 5,15,30 e 60 mM de nitrato de aménio (NH;NOs). A quantidade de pigmento foi
expressa em mg do pigmento por grama de massa fresca. Letras diferentes indicam que os dados sdo significativamente diferentes de acordo com
o teste Tukey a 5 % de probabilidade para um mesmo pigmento.
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Quanto ao parametro comprimento da raiz (Tabela 24), as plantas cultivadas em 60
mM de NH;NOj3 apresentou o menor valor, porém em relacdo a massa fresca e seca, as raizes

das plantas dos tratamentos de 5 e 60 mM de NH4NO3, tiveram as menores médias.

TABELA 24
Comprimento da raiz (cm), quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da raiz de plantas Alcantarea

imperialis (Carriére) Harms, ap0s trés meses de cultivo in vitro em diferentes concentracdes de nitrato de amonio (NH4NOs).

Parametros analisados Tratamentos (MM de NHNOs)

5 15 30 60
Comprimento da raiz 1,39 a 1,81a 1,97 a 091D
(cm)
Massa fresca (MF) da raiz 26¢ 56 b 89a 37¢
por planta (mg)
Massa seca (MD) da raiz 05D 16a 12a 0,7b

por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resumindo, a adubacdo com 30 mM de NH4NO; dos sais utilizados no meio MS
modificado promoveu um aumento no crescimento em ambiente controlado de A. imperialis
por trés meses, em relacdo a multiplicacdo nenhum tratamento induziu a brotacdo da espécie

em estudo.

IV.15) Crescimento das plantas em ambiente controlado por 6 meses (180 dias)
Amonio (NH,"), como fonte nitrogenada

Os resultados mostraram que nas concentragdes de 5 mM de NH," as plantas
cresceram mais e apresentaram-se com aspecto mais vigoroso (Figura 56), assim como

observado em trés meses (Figura 58). As plantas crescidas na concentracdo de 30 e 60 mM de

NH," apresentaram 100% de mortalidade.
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Figura 58: Aspectos das plantas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms ap6s seis meses de crescimento em ambiente controlado nos
diferentes tratamentos de amonio (NH,"). (a) Plantas cultivadas em 5 mM de NH,". (b) Plantas cultivadas em 15 mM de NH,". Barra=1 cm.

N&o se observou diferencas estatisticas no parametro nimero de folhas entre os
tratamentos (Tabela 25).

Com relacdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 25), as maiores folhas em 5 mM
de NH;" (4,28+0,86 cm). Em relagdo as massas fresca e seca observaram-se que as plantas
crescidas em 5 mM de NH," tiveram as maiores quantidades (147+32 mg/planta de MF e
10+2 mg/planta de MD) (Tabela 25).

Tabela 25
Numero de folhas, comprimento da parte aérea (cm) e quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da
parte aérea de plantas Alcantarea imperialis (Carriere) Harms, ap6s seis meses de cultivo em ambiente controlado em

diferentes concentragdes de amoénio (NH,).

. _ Tratamentos (mM de NH,")
Parametros analisados

5 15
NUmero de folhas 10a 6a
Comprimento da parte aérea (cm) 4,28 a 1,93 b
Massa fresca (MF) da parte aérea 147 3 37b
por planta (mg)
Massa seca (MD) da parte aérea 102 3b

por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores séo significativamente

diferentes de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Nas analises dos pigmentos fotossintéticos (Figura 59), ndo se observou diferencas

estatisticas nas plantas cultivadas nos diferentes tratamentos.
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Figura 59: Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére)
Harms ap0s seis meses de cultivo em ambiente controlado nas concentragdes 5,15,30 e 60 mM de amdnio (NH,"). A quantidade de
pigmento foi expressa em mg do pigmento por grama de massa fresca. Letras diferentes indicam que os dados séo
significativamente diferentes de acordo com o teste Tukey a 5 % de probabilidade para um mesmo pigmento.

Quanto ao parametro comprimento da raiz (Tabela 26), na concentracdo de 5 mM de
NH," as plantas tiveram as maiores raizes (1,47+0,52 cm).

Em relacdo as massas seca e fresca da parte radicular (Tabela 26), na concentracdo de
5 mM de NH," as plantas apresentaram os maiores valores (5,8+0,2 mg de MF e 1,03+0,05
mg de MD).

Tabela 26
Comprimento da raiz (cm), quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da raiz de plantas Alcantarea

imperialis (Carriére) Harms, ap0s seis meses de cultivo ambiente controlado em diferentes concentragGes de amdnio (NH,).

Tratamentos (MM de NH;")

Parametros analisados

5 15
Comprimento da raiz (cm) 1,47 a 0,47b
Massa fresca (MF) da raiz por 58a 0,7b
planta (mg)
Massa seca (MD) da raiz por 10a 0,3b

planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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De modo geral, apds a analise dos resultados acima, a adubagdo com 5 mM de NH,"
dos sais utilizados no meio MS modificado promoveu um aumento no crescimento em
ambiente controlado e A. imperialis por seis meses e em 30 e 60 mM de NH;" observou-se
mortalidade das plantas, ndo corroborando com os resultados do crescimento in vitro da
espécie em estudo.

Este pode ter ocorrido devido ao tipo de substrato em que as plantas foram cultivadas,
pois modificando o tipo de substrato, muda-se a disponibilidade de agua e nutrientes
(Mengarda et al., 2009), alem de estarem altrerando a velocidade de difusdo de nutrientes.
Assim, troca de substrato (meio de cultura e casca de Pinus sp.compostada), pode representar
efeitos significativos que estavam atuando de forma diferenciada sobre o desenvolvimento

vegetal.
Nitrato (NO3’), como fonte nitrogenada
Os resultados mostraram que na concentracao de 60 mM de NOg3™ as plantas cresceram

mais e apresentaram-se com aspecto mais vigoroso. Em nenhuma das concentragfes se

observou mortalidade das plantas (Figura 60).

Figura 60: Aspectos das plantas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms apds seis meses de crescimento em ambiente controlado
nos diferentes tratamentos de nitrato (NO3') (a) Plantas cultivadas em 5 mM de NOj3'. (b) Plantas cultivadas em 15 mM de NOs™. (c) Plantas
cultivadas em 30 mM de NOs'. (d) Plantas cultivadas em 60 mM de NO5". Barra=1 cm.

N&do se observou diferencas estatisticas no parametro nimero de folhas entre os
tratamentos (Tabela 27).

Com relacdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 27), as menores folhas ocorreram
nas plantas cultivadas na concentracdo de 30 mM de NOs (5,01+0,74 c¢cm), assim como as
massas fresca e seca da parte aérea (169+68 mg/planta de MF e 12+5 mg /planta de MD,

respectivamente) também foram as menores nesta concentragéo.
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Tabela 27

Numero de folhas, comprimento da parte aérea (cm) e quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da
parte aérea de plantas Alcantarea imperialis (Carriere) Harms, ap6s seis meses de cultivo em ambiente controlado em
diferentes concentracdes de nitrato (NOy).

R . Tratamentos (MM de NOj3”
Parametros analisados ( 3)

5 15 30 60
NUmero de folhas 1la 12a 1la 12a
Comprimento da parte 6,09a 588 a 501b 581a
aérea (cm)
Massa fresca (MF) da
parte aérea por p|anta 250 a 237 a 169 b 240 a
(mg)
Massa seca (MD) da parte 19 a 19 a 12 b 223

aérea por planta (mg)
Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas andlises dos pigmentos fotossintéticos (Figura 61), as plantas cultivadas em

diferentes concentracdes de NO3 ndo apresentaram diferencas estatisticas.
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Figura 61: Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriére) Harms ap0s seis
meses de cultivo em ambiente controlado nas concentrag@es 5,15,30 e 60 mM de nitrato (NO3’). A quantidade de pigmento foi expressa em mg do
pigmento por grama de massa fresca. Letras diferentes indicam que os dados séo significativamente diferentes de acordo com o teste Tukey a 5 %
de probabilidade para um mesmo pigmento.

Quanto ao pardmetro comprimento da raiz (Tabela 28), na concentracdo de 60 mM de

NOjs (3,38+1,07 cm) as plantas tiveram as maiores raizes.



98

Em relacdo as massas fresca e seca da parte radicular (Tabela 28), as menores médias
foram encontradas na concentracdo de 60 mM de NOjs (36+4 mg/planta de MF e 3t1
mg/planta de MD).

TABELA 28
Comprimento da raiz (cm), quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da raiz de plantas Alcantarea

imperialis (Carriere) Harms, apds seis meses de cultivo em ambiente controlado em diferentes concentracdes de nitrato (NO3

).

R . Tratamentos (MM de NOj3”
Parametros analisados ( 3)

5 15 30 60
Comprimento da raiz 274 b 287b 2,99 b 3,38a
(cm)
Massa fresca (MF) da raiz 51a 57 a 54 a 36 b
por planta (mg)
Massa seca (MD) da raiz 7a 4b 9a 3b

por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resumindo, a adubacdo com 60 mM de NOjz; dos sais utilizados no meio MS
modificado promoveu um aumento no crescimento em ambiente controlado de A. imperialis
por seis meses, em relacdo a multiplicacdo nenhum tratamento induziu a brotagdo da espécie

em estudo.
Nitrato de amonio (NH;NO3), como fonte nitrogenada
Os resultados mostraram que as plantas crescidas nas quatro concentracdes de

NH4NO; as plantas apresentaram um aspecto mais vigoroso (Figura 62). Em nenhuma das

concentragOes se observou mortalidade das plantas.

Figura 62: Aspectos das plantas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms apds seis meses de crescimento em ambiente controlado nos diferentes
tratamentos de nitrato de amdnio (NH;NO3). (a) Plantas cultivadas em 5 mM de NH4;NOs. (b) Plantas cultivadas em 15 mM de NH4NOs. (c)
Plantas cultivadas em 30 mM de NH4NO;. (d) Plantas cultivadas em 60 mM de NH4;NO;. Barra=1 cm.
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N&o houve diferencas estatisticas para o par@metro numero de folhas (Tabela 29).

Com relacdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 29), as menores folhas ocorreram
nas plantas cultivadas na concentracdo de 60 mM de NH4NO3, e as maiores folhas em 5 mM
de NH4NO3;. Em relacdo as massa fresca e seca, na concentracdo de 5 mM de NH;NO3 as

plantas apresentaram os maiores valores.

TABELA 29

NUmero de folhas, nimero de folhas mortas, comprimento da parte aérea (cm) e quantidades de massa fresca (MF) (mg) e
massa seca (MD) (mg) da parte aérea de plantas Alcantarea imperialis (Carriere) Harms, apds seis meses de cultivo em
ambiente controlado em diferentes concentracdes de nitrato de aménio (NH4NO3).

Tratamentos (MM de NH;NO3)

Parametros analisados

5 15 30 60
Namero de folhas 12a 12a 12a 1la
Comprimento da parte 4,68 a 3.27b 378 b 2,00 ¢
aérea (cm)
Massa fresca (MF) da
parte aérea por planta 209 a 143 Db 165D 127 Db
(mg)
Massa seca (MD) da parte 15 a 9b 10 b 6b

aérea por planta (mg)
Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Nas andlises dos pigmentos fotossintéticos (Figura 63), as plantas cultivadas em 5 e 60

mM de nitrato de amdnio apresentaram os maiores valores de clorofilas e de carotendides.
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Figura 63: Quantidade de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotendides) nas folhas de Alcantarea imperialis (Carriere) Harms apds seis
meses de cultivo em ambiente controlado nas concentracdes 5,15,30 e 60 mM de nitrato de amdnio (NH4NO3). A quantidade de pigmento foi
expressa em mg do pigmento por grama de massa fresca. Letras diferentes indicam que os dados séo significativamente diferentes de acordo com
o teste Tukey a 5 % de probabilidade para um mesmo pigmento.
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Quanto ao parametro comprimento da raiz (Tabela 30), as plantas cultivadas em 30 e
60 mM de NH4;NO;3 apresentaram os menores valores, porém em relacdo a massa fresca, as
plantas do tratamendo de 60 mM de nitrato de amdnio, tiveram o maior valor, e a massa seca,

das raizes das plantas dos tratamentos ndo apresentaram diferencas estatisticas.

TABELA 30
Comprimento da raiz (cm), quantidades de massa fresca (MF) (mg) e massa seca (MD) (mg) da raiz de plantas Alcantarea

imperialis (Carriére) Harms, ap0s trés meses de cultivo in vitro em diferentes concentracdes de nitrato de amonio (NH4NOs).

Parametros analisados Tratamentos (MM de NH.NOs)

5 15 30 60
Comprimento da raiz 3,35a 191b 1,38 ¢ 1,22 ¢
(cm)
Massa fresca (MF) da raiz 13 b 11b 13b 17 a
por planta (mg)
Massa seca (MD) da raiz 3a 3a 7a 3a

por planta (mg)

Letras comparam os valores na horizontal e letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes de

acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resumindo, a adubacdo com 5 mM de NH4;NO; dos sais utilizados no meio MS
modificado promoveu um aumento no crescimento em ambiente controlado de A. imperialis
por seis meses, em relacdo a multiplicacdo nenhum tratamento induziu a brotagdo da espécie
em estudo.

Quando se compara as trés fontes nitrogenadas utilizadas na adubacdo em ambiente
controlado das plantas de A. imperialis, observa-se que as plantas crescidas em 60 mM de
nitrato apresntaram o melhor crescimento e as plantas cultivadas apenas com amonio tiveram
0 seu crescimento reduzido e mortalidade, assim como ocorreu com o crescimento in vitro.

Quando se compara 0 crescimento em ambiente controlado com o cultivo in vitro,
observa-se que ha um incremento do crescimento nas plantas mantidas in vitro, isto pode estar
relacionado com a adigdo de sacarose ao meio de cultura, pois no ambiente controlado optou-
se pela retirado da sacarose para se evitar a proliferacao de fungos.

De acordo com Buchanan et al. (2002), a sacarose fornece esqueletos carbdnicos que
auxiliam na aquisicdo de nutrientes, o que favore o crescimento das plantas.

Outro fator que pode ter contribuido para 0 maior crescimento das plantas in vitro, é o
estado fisico do substrato. O meio de cultura é semi-solido, o que contribui para maior
disponibilidade de agua e nutrientes (Grattapaglia & Machado, 1998), o que ndo acontece

com o substrato utilizado no ambiente controlado, que foi casca de Pinus sp. compostada,
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neste tratamento a disponibilidade hidrica ndo é constante bem como a quantidade de
nutrientes fornecido.

O cultivo in vitro pode otimizar o crescimento das plantas quando comparado ao cultivo
em ambiente controlado, com isso, mesmo a técnica in vitro sendo mais trabalhosa, o tempo de

crescimento é reduzido e, consequentemente, a producao € maior.
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VI) CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados mostraram ser possivel melhorar o crescimento in vitro de A. imperialis
modificando as concentragGes das fontes nitrogenadas a partir da formulagdo original de MS,
meio mais utilizado no cultivo in vitro, sendo a melhor concentragdo a de 15 mM de NOj3™ A.
imperialis mostrou ser capaz de utilizar tanto aménio quanto nitrato no seu crescimento, porém o
amonio foi considerado a fonte de nitrogénio menos eficiente para espécie. O nitrato, combinado
ou ndo com o amdnio, mostrou ser a melhor fonte nitrogenada para o crescimento das plantas.

As células das camadas mais externas da raizes escuras das plantas cultivadas em meio
indutor (30 mM de NH4NO3) apresentaram paredes sinuosas, 0 que pode ter influenciado
negativamente na absorcdo dos nutrientes e, consequentemente favorecido a multiplicacéo das
plantas.

Conclui-se, portanto, que a espécie em estudo se multiplica, quando ha uma

combinacéo de nitrato e aménio, principalmente na concentracao de 30 mM de NH4NOj3,
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VII) PERPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho ficaram algumas perspectivas:

- cultivar in vitro A. imperialis com outras fontes de nitrogénio, como uréia e aminoacidos
e outras enzimas relacionadas ao metabolismo nitrogenado como a urease e arginase;

- investigar o metabolismo nitrogenado das raizes;

- desenvolver trabalhos de aclimatizagdo das plantas produzidas in vitro;

- desenvolver trabalhos com plantas adultas (com tanque/fitotelma).

- aumentar o nimero de amostras para o estudo ontogenético das gemas devido a baixa

porcentagem de brotacdo das plantas cultivadas no meio indutor.
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VII1) RESUMO

A maioria dos representantes de Bromeliaceae é considerada ornamental, tornando-se alvo do
extrativismo ilegal como, por exemplo, Alcantarea imperialis (Carriére) Harms. Essa espécie
encontra-se ameagada de extingao, tendo como agravante o seu lento crescimento para atingir
a idade reprodutiva e a sua incapacidade de se propagar vegetativamente em condic¢Oes
naturais. O cultivo in vitro, juntamente com os estudos nutricionais, tem sido utilizado na
conservacao de diversas espécies de interesse econdmico, visto que possibilita a propagacéo e
a otimizacéo do seu crescimento. Um dos principais nutrientes para o crescimento das plantas
€ 0 nitrogénio que se encontra disponivel, principalmente, nas formas de nitrato e de amonio,
0s quais podem ser fornecidos separadamente ou combinados ao meio de cultura. Dados
preliminares, obtidos no Nucleo de Pesquisa em Plantas Ornamentais do IBt, mostraram que
modificagdes no meio de Murashige & Skoog (MS), como a redugdo na concentracdo de N,
favorece a multiplicagdo de A. imperialis. No entanto, estudos sobre o fornecimento isolado
de diferentes fontes nitrogenadas e da multiplicacdo vegetativa dessa espécie sdo inexistentes.
Com isso o objetivo deste projeto foi determinar a melhor fonte nitrogenada para a
multiplicacdo e o crescimento in vitro de A. imperialis, e por meio de estudos anatdmicos,
compreender o desenvolvimento das gemas responsaveis pela formacao dos brotos a fim de
fornecer subsidios para estudos de propagacdo e, consequentemente, para conservacao da
espécie. Desse modo, no presente estudo, plantulas germinadas in vitro foram transferidas
para meio MS modificado (quatro concentracGes e trés fontes nitrogenadas). Foram realizadas
trés coletas, uma aos 30 dias ap6s a deposicdo das sementes no meio de cultura e 3 e 6 meses
apos a transferéncia das plantulas para os tratamentos. As plantas foram analisadas quanto a
assimilacdo do nitrogénio e quanto ao seu crescimento. Apos a definicdo do melhor meio de
cultivo para a multiplicagdo e crescimento das plantas, foram realizados estudos anatdmicos
para o estudo das gemas e das raizes. Segundo os resultados, o nitrato foi considerado a fonte
de nitrogénio melhor metabolizada quando comparada ao amonio, em todos os tempos de
coleta. O nitrato esta relacionado com a multiplicacdo das plantas, pois além de amenizar os
efeitos de toxicidade do amonio, pode estar sinalizando a producdo de citocininas, um
horménio relacionado com a formacdo de brotos. Em relacdo as analises anatémicas, néo foi
possivel acompanhar a ontogénese das gemas em plantas cultivadas em meio de 30 mM de
NH;NO; (indutor de multiplicacdo) devido a baixa porcentagem de brotacdo, mas o meio
controle foi 0 mais favoravel para a manutencdo da organizagéo estrutural das raizes. Conclui-
se, portanto, que a espécie em estudo se multiplica, quando ha uma combinacéo de nitrato e
amonio, principalmente na concentracdo de 30 mM de NH4NO3

Palavras chaves: Bromeliaceae, conservacao, nitrogénio.
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IX) ABSTRACT

Most Bromeliaceae is considered ornamental, becoming illegal extraction target, for example,
Alcantarea imperialis (Carriere) Harms. This species is endangered, with the aggravating its
slow growth to reach reproductive age and their inability to propagate vegetatively under
natural conditions. The in vitro culture, along with nutritional studies, has been used in the
conservation of many species of economic interest, since it enables the propagation and
optimization of its growth. One of the key nutrients for plant growth is nitrogen which is
available mainly in the form of nitrate and ammonium, which can be provided separately or in
combination to the culture medium. Preliminary studies at the Research Center for
Ornamental Plants of IBt, have shown that changes in Murashige and Skoog (MS), as the
reduction in the concentration of N favors the multiplication of A. imperialis. However,
studies on the isolated supply of different nitrogen sources and vegetative propagation of this
species are non-existent. Thus the objective of this project was to determine the best nitrogen
source for multiplication and in vitro growth of A. imperialis, and through anatomical studies,
to understand the development of buds responsible for the formation of shoots in order to
provide grants for studies propagation and consequently to conserve species. Thus, in this
study, in vitro germinated seedlings were transferred to MS medium (four concentrations and
three nitrogen sources). Three samples were taken, one at 30 days after seed deposition in the
culture medium and 3 and 6 months after the transfer of seedlings for treatments. The plants
were analyzed for nitrogen assimilation and for their growth. After defining the ideal culture
medium for multiplication and growth of plants, anatomical studies for the study of buds and
roots were conducted. According to the results, the nitrate is considered the best source of
nitrogen when compared to ammonium metabolized at all sampling times. Nitrate is related to
the multiplication of plants, as well as mitigate the effects of ammonium toxicity, may be
signaling the production of cytokines, a related hormone with the formation of shoots.
Regarding the anatomical analysis it was not possible keep up with the ontogenesis of buds in
both culture media of 15 mM NOj;™ (control) and in the 30 mM NH4NO3 (multiplication
inductor), but the control media was the most favorable for maintenance of structural
organization of the roots. It follows therefore that the species under study is multiplied when
there is a combination of nitrate and ammonium, particularly at a concentration of 30 mM
NH;NO3.

Key words: Bromeliaceae, conservation, nitrogen.
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