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RESUMO 
 

Ananas comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal é uma bromélia ornamental que 

é produzida e exportada como “flor de corte”. Além do seu potencial paisagístico, esta espécie é 

nativa do cerrado, um bioma ameaçado de extinção, tornando-se necessários estudos e medidas 

de conservação de suas espécies. O cultivo in vitro, juntamente com os estudos nutricionais, tem 

sido utilizado na conservação de diversas plantas de interesse econômico, visto que possibilita a 

propagação e a otimização do seu crescimento. Dentre os nutrientes o nitrogênio é requerido em 

maior quantidade, este se encontra disponível, principalmente, nas formas de nitrato e de 

amônio, os quais podem ser fornecidos separadamente ou combinados. Poucos são os estudos 

sobre a micropropagação desta espécie em relação ao metabolismo do nitrogênio, e a respeito da 

influência do fornecimento isolado de diferentes formas nitrogenadas para propagação da 

mesma. Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar o crescimento, o 

desenvolvimento, e a assimilação do nitrogênio em Ananas comosus var. ananassoides 

cultivadas in vitro na presença de diferentes fontes nitrogenadas (nitrato, amônio e nitrato de 

amônio), tanto em plantas provenientes de segmentos nodais quanto em plantas provenientes de 

sementes, e com isso, determinar a melhor fonte nitrogenada para a sua propagação a fim de 

fornecer subsídios para estudos de propagação e, consequentemente, para conservação da 

espécie. Plantas obtidas in vitro de segmentos nodais e sementes foram cultivadas por 

sete meses em meio de cultura modificados com as formas de nitrato (NO3
-
), amônio 

(NH4
+
) e nitrato de amônio (NH4NO3), nas concentrações de 15, 30, 60, 90 mM de N, 

posteriormente as plantas foram aclimatizadas por três meses, verificando que 60 mM 

de NO3
- 

e NH4NO3 foram os tratamentos mais indicados para o crescimento desta 

espécie in vitro, todavia as plantas cultivadas ex vitro apresentaram maior crescimento 

em 60 mM de NH4NO3, observando também que as plantas cultivadas in vitro em 60 

mM de NO3
- 
e NH4NO3 apresentaram semelhanças nos comportamentos de crescimento 

e assimilação de N. 

Palavras-chave: Bromeliaceae, Micropropagação, Nutrição Mineral, Cultivo in vitro.
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ABSTRACT 
 

 
Ananas comosus var. Ananas ( Baker ) Coppens F. Leal is a bromeliad that has ornamental 

potential and currently is being produced and exported as " cut flower " . However among the 

species of ornamental pineapples, it is still not economically exploited. Besides its scenic 

potential, this species is native to the cerrado, an endangered biome extinction studies and 

conservation measures of their species, making it necessary. In vitro culture, along with 

nutritional studies, has been used in the conservation of many plants of economic interest, as 

it allows the propagation and optimization of its growth. A major plant nutrient is nitrogen 

which is available mainly in the form of nitrate and ammonium, which can be supplied 

separately or combined in the culture medium. There are few studies about the 

micropropagation of this species using nodal segments on nitrogen metabolism, and the 

influence of the supply of different nitrogen forms isolated for propagation. Thereby, the aim 

of this study was to evaluate the growth, development and nitrogen assimilation in A. comosus 

var. ananassoides cultured in vitro in the presence of different nitrogen sources (nitrate, 

ammonium and ammonium nitrate ) in plants from nodal segments and plants from seeds, and 

thus determine the best nitrogen source for its spread in order to provide for studies of 

propagation and to conserve species. Plants obtained in vitro from nodal segments and from 

the seeds were cultivated for seven months in the medium of culture modified with forms of 

nitrate (NO3
-
), ammonium (NH4

+
) and ammonium nitrate (NH4NO3) at concentrations of 15, 

30, 60, 90 mM N, then the plants were acclimatized for three months, seeing that 60 mM of 

NO3
-
 and of NH4NO3 were the treatments most suited to the growth of this species in vitro, 

however cultured ex vitro plants showed higher growth in 60 mM NH4NO3, noting also that 

the in vitro cultured plants in 60 mM NO3
-
 and NH4NO3 showed similar growth behavior and 

assimilation N. 

Keywords:  Bromeliaceae, Micropropagation, Mineral Nutrition, In vitro culture. 
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LISTA DE ABREVIATURAS 

 

ABA: ácido abscísico 
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ATP: adenosina trifosfato 

CAE: conteúdo de amônio endógeno 

CNE: conteúdo de nitrato endógeno 

Co
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: cobalto bivalente 

C: carbono 

CO₂: dióxido de carbono  

2-OG: 2-oxoglutarato 

d.p.: desvio padrão 

Fdred: ferredoxina reduzida  

FM: folhas mortas 

γ: fótons 

GDH: glutamato desidrogenase 

GLN: glutamina 

GLU: glutamato 

GOGAT: glutamina oxoglutarato aminotransferase ou glutamato sintase 

GOGAT-NADH: glutamato sintase dependentes de NADH citosólica 

GOGAT-Fed: glutamato sintase dependentes de ferredoxina reduzida plastídica 

GS: glutamina sintase  

GS1: glutamina sintase citosólica 

GS2: glutamina sintase plastídica ou cloroplástica 

HATS: sistema de transportadores de alta afinidade  

H₂O: água 

H₂SO₄: ácido sulfúrico 

IAA: auxina 

IBt/SMA-SP: Instituto de Botânica da Secretaria do Meio Ambiente de São Paulo 

LATS: sistema de transportadores de baixa afinidade  

Mg
+2

: magnésio bivalente 

mM: milimolar 

Mn
+2

: manganês bivalente 
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MS: massa seca 

MS-1962: meio de cultura Murashige & Skoog (1962) 

MS/2: meio de cultura Murashige & Skoog com 50% da concentração de macronutrientes 

N: nitrogênio 

N₂: nitrogênio molecular 

NAD⁺: nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato oxidado  

NADH: nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato reduzido  

NH₄⁺: amônio 

NH₄ NO₃: nitrato de amônio 

NiR: nitrito redutase 
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NO₃⁻: nitrato 

NPPO: Núcleo de Pesquisa em Plantas Ornamentais 

NR: nitrato redutase 

PAR: radiação fotossinteticamente ativa 

m/v: massa/volume 

RBMG: Reserva Biológica de Mogi Guaçu 

RCF: força centrifuga relativa ou força g 

RL: raízes laterais 

RuBisCo: ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase 

TA: tempo aclimatização 

1
TCA: ácido tricloroacético 

TCA: ciclo do ácido tricarboxílico 
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Tris-HCl: tris(hidroximetil)aminometano cloridrato 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

1. Bromeliaceae e Ananas comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal 

A família Bromeliaceae possui 58 gêneros e aproximadamente 3.248 espécies 

(Luther, 2010) e está dividida em oito subfamílias Brocchinioideae, Bromelioideae, 

Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae 

(Givnish et al., 2007, 2011, 2014).  

Pertencente à subfamília Bromelioideae, o gênero Ananas, compreende espécies 

cultivadas e silvestres (Crestani et al., 2010). Este gênero apresenta grande relevância em 

termos econômicos (Albert, 2004; Crestani et al., 2010), sendo as cultivares de Ananas 

comosus (L.) Merril, muito utilizadas para o consumo in natura e industrializado (Cotias-de-

Oliveira et al., 2000; Albert, 2004; Crestani et al., 2010; Coppens D'Eeckenbrugge et al. , 

2011).  

Além de sua relevância na indústria alimentícia, algumas bromélias servem ainda 

para uso medicinal, agrícola com a extração de suas fibras e também possuem grande 

potencial paisagístico (Paula e Silva, 2004; Silva, 2006; Crestani et al., 2010; Coppens 

D'Eeckenbrugge et al. , 2011). As bromélias são muito utilizadas na ornamentação devido às 

suas inflorescências que duram muitos meses e às suas folhas vistosas (Paula e Silva, 2004; 

Nunes, 2006; Carvalho et al., 2012). Dentre estas, podem se destacar os abacaxizeiros 

ornamentais, que vêm sendo muito utilizados no Brasil, Europa e Estados Unidos (Paula e 

Silva, 2004; Carvalho et al., 2009, Souza et al., 2012; Dias et al., 2013).  

Coppens D'Eeckenbrugge e Leal (2003) propuseram uma nova classificação para as 

espécies do gênero Ananas, levando em consideração as características morfológicas, 

bioquímicas e moleculares, além da distribuição geográfica e da biologia reprodutiva destas 

espécies. Sendo assim, com esta nova classificação, a espécie de abacaxizeiro ornamental, 

Ananas ananassoides (Baker) L.B. Smith passou a ser denominada, Ananas comosus var. 

http://www.tropicos.org/Name/100147492
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ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal, (Coppens D'Eeckenbrugge & Leal, 2003; Coppens 

D'Eeckenbrugge et al., 2011).  

O A. comosus var. ananassoides, também denominado de ananás do campo (Silva, 

2006; Crestani et al., 2010), ainda é pouco explorado economicamente (Silva, 2006; Souza et 

al., 2007; Crestani et al., 2010) e destaca-se dentre as demais espécies, por possuir 

inflorescência globosa, sustentando brácteas com flores completas e pequenas. Sua 

infrutescência apresenta coloração de amarelo creme a rosa, mede de 8 a 10 cm e fica disposta 

na posição apical da haste que pode medir até 80 cm (Fig. 1) (Paula e Silva, 2004; Souza et 

al., 2007). Devido a estas características, esta espécie vem sendo cultivada visando à 

exportação como "flor de corte" (Paula e Silva, 2004, Souza et al. 2012).  

 

 
 

Figura 1: Aspecto geral das plantas de Ananas comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & F. leal. Fotos 

tiradas de espécimes encontrados na Reserva Biológica de Mogi Guaçu do IBt/SMA-SP. A) Vista vertical da 

inflorescência. B) Vista longitudinal da inflorescência. Fotos: Priscila P. A. Silva.  

 

Além de sua importância no mercado de plantas ornamentais, A. comosus var. 

ananassoides, é uma espécie nativa do cerrado (Vieira et al., 2006, Proença e Sajo, 2007), 

bioma pertencente aos 34 hotspots globais de biodiversidade (áreas de grande biodiversidade 

e endemismo que estão sob alto risco de extinção) (Myer et al. 2000; Orme et al., 2005), 

assim, medidas de conservação de suas espécies são necessárias. Fato que eleva a importância 

dos estudos com esta espécie.  
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Uma forma de contribuir com a conservação de uma espécie vegetal, pode ser por 

meio dos estudos sobre a sua micropropagação.  

 

1.1. Micropropagação  

A propagação vegetativa in vitro, também denominada de micropropagação, tem sido 

um instrumento utilizado em diversos estudos com bromélias de interesse ornamental, com 

espécies endêmicas, raras e/ou ameaçadas de extinção (Mercier e Kerbauy, 1995, 1996; 

Pasqual et al., 2008; Dias et al., 2011a, 2011b; Dias et al. 2013) e, também, para a produção 

comercial de plantas, mostrando ser uma ferramenta importante nos estudos biotecnológicos 

(Engelmann, 1991; fay, 1992, 1994; Sarasam et al., 2006, Carvalho et al., 2012).  

Em comparação com os métodos convencionais de propagação que fornecem baixos 

números de plantas em longos períodos de tempo, além de não garantir qualidade 

fitossanitária destas, o cultivo in vitro oferece grande número de plantas em curto período de 

tempo, garantindo plantas livres de microrganismos, o que não ocorre no ambiente natural 

(Pasqual et al., 2008, Carvalho et al., 2012, Krishna et al, 2016).  

Na ultima década, vêm sendo realizados vários estudos sobre a produção de mudas 

micropropagadas de abacaxizeiros ornamentais, principalmente com as espécies, A. comosus 

var. bracteatus (Lindl.) Coppens & F. Leal e A. comosus var. erectifolius (L.B. Smith) 

coppens & F. Leal, (Borges, 2000; Borges et al., 2003; Costa e Zaffari, 2005; Pereira et al. 

2006; Bomfim et al., 2007a, 2007b; Oliveira et al., 2007; Azevedo et al., 2008; Dias et al., 

2008; Pasqual et al., 2008; Santos et al., 2008; Silva et al., 2008; Carvalho et al., 2009; 

Correia et al., 2009; Souza et al., 2009; Correia et al., 2010; Dias et al., 2010; Oliveira et al., 

2010; Bomfim et al., 2011; Correia et al., 2011; Dias et al., 2011a, 2011b; Moreira et al., 

2011; Carvalho et al. 2012; Dias et al., 2013). Entretanto, ainda são poucos os trabalhos de 

micropropagação desenvolvidos com A.comosus var. ananassoides (Dias et al., 2008, Dias et 

al., 2010; Dias et al., 2011a, 2011b; Carvalho et al., 2012, Dias et al., 2013), visto a sua 

importância tanto ecológica quanto ornamental.  
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Dias et al. (2013) estudaram o efeito de diferentes concentrações de nitrogênio, 

fósforo e potássio no crescimento in vitro de plantas de A. comosus var. ananassoides obtidas 

a partir de gemas axilares e verificaram que alterações nas concentrações de macronutrientes 

do meio de cultura elaborado por Murashige e Skoog (1962) (MS-1962), favoreceram o 

crescimento das plantas.  

Entre alguns métodos de micropropagação pode-se citar a multiplicação por 

estiolamento caulinar, que poderia ser utilizado com a bromélia A. comosus var. ananassoides 

(Dias et al., 2008; Dias et al., 2011b; Silva; Tamaki, 2012). Todavia, a maioria dos trabalhos 

desenvolvidos, utilizando esta técnica, sugere o uso de reguladores de crescimento no meio de 

cultivo, cuja utilização pode estar associada à indução de variações somaclonais, sendo 

impróprio quando se visa obter lotes para a conservação de uma espécie e para produção em 

larga escala (Tamaki et al., 2007a). No entanto, Silva e Tamaki (2012), trabalhando com esta 

espécie, não utilizaram reguladores de crescimento na micropropagação e conseguiram 

propagar via estiolamento caulinar, mostrando ser possível o uso desse método.  

A seleção do meio de cultura mais adequado é fundamental para o estabelecimento 

do cultivo in vitro, uma vez que a nutrição mineral implica no crescimento e desenvolvimento 

das plantas (Bunn et al., 2011). Na maioria das vezes os meios de cultura utilizados são 

baseados em formulações básicas modificadas (Kanashiro, 2005; Kanashiro et al., 2007), 

sendo a formulação do meio de MS-1962 a mais utilizada para o cultivo in vitro (Werner et 

al., 2010;). E dentre os nutrientes que compõem os meios de culturas o nitrogênio (N) é um 

dos mais importantes  

Segundo Marschner e Marschner (2012) o N é o quarto elemento mais abundante nas 

plantas, ocorrendo apenas em menor quantidade que o carbono, o oxigênio e o hidrogênio.  

 

 

 



5 
 

1.2. Nitrogênio (N) 

O N é parte de estrutura química das várias substâncias envolvidas no metabolismo 

das plantas, tais como aminoácidos, poliaminas, proteínas, ácidos nucleicos, fitormônios, 

clorofilas e coenzimas, além de compor moléculas envolvidas no metabolismo secundário, 

como alcaloides (Raven et al., 2007, Marschner e Marschner, 2012; Buchanan et al. 2015). 

Além de desempenhar função estrutural o N também apresenta papel de sinalizador, para 

transcrição de genes específicos relacionados com a absorção, transporte e assimilação de N, 

assim como para o balanço endógeno dos hormônios auxinas/citocininas que atuam no 

crescimento e desenvolvimento vegetal (Crawford, 1995, Miller et al., 2007; Tamaki e 

Mercier, 2007b; Garnica et al., 2010). Quando há carência de N este é translocado das folhas 

mais velhas, que apresentam clorose, para as folhas mais jovens que apresentam um menor 

desenvolvimento (Marschner e Marschner, 2012).  

No solo o N apresenta disponibilidade reduzida, mas é abundante na atmosfera 

(Epstein e Bloom, 2006). Apesar dessa abundância, o nitrogênio atmosférico (N₂) necessita 

ser transformado nas formas inorgânicas, amônio (NH₄⁺) e nitrato (NO₃⁻), para ser absorvido 

pelas raízes das plantas (Marschner e Marschner, 2012). Além das formas inorgânicas, o N 

também pode ser absorvido em formas orgânicas, como aminoácidos e ureia, providos da 

decomposição da matéria orgânica (geradas a partir das excretas de animais e da degradação 

de animais e vegetais mortos) (Epstein e Bloom, 2006). Todavia, a forma orgânica de N é 

mais escassa para absorção pelas raízes das plantas, devido a grande competição com os 

microorganismos presentes no solo. Desta forma, os íons NH₄⁺ e NO₃⁻ são as fontes de N 

mais disponíveis para absorção, sendo o NO₃⁻ a principal e mais abundante fonte disponível 

na maioria dos solos (Marschner e Marschner, 2012). 

O uso de NO₃⁻ ou de NH₄⁺ separadamente ou combinados tem proporcionado bons 

resultados na organogênese e na morfogênese in vitro, assim como para o crescimento e 

desenvolvimento de algumas espécies de plantas (Lakshmanan e Taji, 2000). Laukkanen et al. 
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(1997) estudaram o efeito de diferentes fontes de N em culturas de calos de Pinus sylvestris 

em meio Murashige e Skoog (1962) modificado e indicaram que o crescimento dos calos foi 

baixo no meio de cultura que continha somente NO₃⁻, comparados aos calos que cresceram na 

presença de nitrato de amônio (NH₄NO₃), cujo o desenvolvimento mostrou-se superior. Já 

para Helianthus annuus L., obtiveram maior biomassa, as plantas cultivadas apenas com NO₃⁻ 

com fonte de N (Silva et al., 2010). Todavia, plantas de Catasetum fimbriatum (Morren) 

Lindl. (Majerowisc et al, 2000) e de Solanum lycopersicum L. cv. Rio Grande 

(Horchani et al., 2010) obtiveram maior crescimento quando cultivadas apenas em NH₄⁺, 

quando comparadas as plantas cultivadas em NO₃⁻, como fonte de N (Garbin e Dillenburg, 

2008). Sendo assim, a preferência pela absorção de NO₃⁻ e /ou NH₄⁺ pode variar de acordo 

com a espécie. 

 

1.3. Assimilação de N  

Em plantas superiores a assimilação de N é o segundo maior processo metabólico, 

superado apenas pela fixação fotossintética do CO₂ (Lemos et al, 1999). Devido a este fato, a 

concentração e a forma do N presente no substrato influencia diretamente o crescimento da 

planta (Yoneyama, 2001; Prado, 2008).  

O NO₃⁻ é absorvido pelas raízes apenas por processo ativo e, em seguida, reduzido 

nas folhas e raízes para NH₄⁺, onde é assimilado em aminoácidos e proteínas (Kerbauy, 2008; 

Marschner e Marschner, 2012; Buchanan et al. 2015) além disso, sabe-se que o NO₃⁻ induz a 

síntese de citocininas, promovendo o crescimento das plantas (Sakakibara et al., 1998; Takei 

et al., 2001a; 2001b; Tamaki e Mercier, 2007). Além de metabolizado, o N absorvido na 

forma de NO₃⁻ também pode ser armazenado no vacúolo das células (Prado, 2008).  

O NH₄⁺ é absorvido pelas raízes por processo ativo, quando em baixas 

concentrações, e por processo passivo em altas concentrações (Kerbauy, 2008). Após a 

absorção, o íon é rapidamente assimilado na forma orgânica, pois o acúmulo do mesmo é 
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prejudicial para a planta, uma vez que pode levar a sua morte ou prejudicar alguns processos 

como a respiração (Kerbauy, 2008, Taiz e Zeiger, 2013). O fornecimento diferencial de NO₃⁻ 

e de NH₄⁺ para a planta pode afetar os níveis das enzimas envolvidas no metabolismo de 

nitrogênio, resultando em alterações no crescimento e na produção vegetal (Carvalho, 2012). 

Estudos indicam que a combinação destes dois íons favorece o crescimento in vitro de várias 

espécies (Araujo et al., 2009). Entretanto, o efeito benéfico destes dois íons ainda não é bem 

entendido (Niedz e Evens, 2008; Lu et al., 2009, Garnica et al. 2010, Andrews et al., 2013). 

O N presente na molécula de NO₃⁻ pode ser assimilado em aminoácidos pelas 

plantas, apenas quando esse composto nitrogenado é reduzido e hidrolisado formando NH₄⁺ 

(Sodek, 2004, Prado, 2008). A redução completa do NO₃⁻ até NH₄⁺ ocorre em duas etapas: 

após ser absorvido, o NO₃⁻ é reduzido a nitrito (NO₂⁻) pela enzima nitrato redutase (NR) 

localizada no citosol. O NO₂⁻ é citotóxico, devendo ser rapidamente reduzido a NH₄⁺. A 

enzima responsável por essa segunda etapa é a nitrito redutase (NiR) que utiliza a ferredoxina 

reduzida (Fdred) como cofator e está localizada nos cloroplastos (tecidos clorofilados) ou nos 

plastídios (tecidos não clorofilados) (Fig. 2) (Heldt, 1997; Sodek, 2004; Prado, 2008; Taiz e 

Zeiger, 2013; Marschner e Marschner, 2012).  

O NH₄⁺ pode ser incorporado em aminoácidos pela ação combinada da glutamina 

sintase (GS) e glutamina oxoglutarato aminotransferase (GOGAT) (Marschner e Marschner, 

2012; Buchanan et al. 2015) Existem duas isoformas para ambas as enzimas, sendo a 

GS1/NADH-GOGAT encontrada principalmente no citosol e a GS2/Fd-GOGAT localizada 

nos plastídios (nos tecido não fotossintetizantes) e cloroplastos (Masclaux-Daubresse et al., 

2010, Xu et al., 2012). GS tem grande afinidade pela molécula de NH₄⁺ e está presente em 

todos os tecidos vegetais (Marschner e Marschner, 2012; Buchanan et al. 2015). Esta enzima 

tem a função de combinar o NH₄⁺ com o glutamato (GLU) para produzir glutamina (GLN). 

Essa reação necessita da hidrólise de um ATP e envolve um cátion divalente, como o Mg
+2

, 

Mn
+2

 ou Co
+2

 como cofator (Sodek, 2004, Prado, 2008). Posteriormente, a GLN formada tem 
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o seu grupo amida transferido para o 2-oxoglutarato, produzindo duas moléculas de GLU pela 

GOGAT (Fig. 2) (Prado, 2008; Marschner e Marschner, 2012).  

 

 

Figura 2: Esquema da absorção e assimilação das fontes inorgânicas de nitrogênio nas células da raiz e folha das 

plantas. A) Etapas da assimilação do nitrato (NO₃⁻) e amônio (NH₄⁺) na parte aérea da planta. B) Etapas da 

assimilação do NO₃⁻ e NH₄⁺ na parte radicular da planta. Respectivos componentes da assimilação: NO₃⁻, nitrato 

redutase - NR, nitrito - NO₂⁻, nitrito redutase - NiR, NH₄⁺, glutamina sintase citosólica e plastídica - GS1/GS2, 

respectivamente, glutamina oxoglutarato aminotransferase citosólica e plastídica - NADH-GOGAT/Fd-GOGAT, 

respectivamente, glutamato desidrogenase - GDH. Adaptado: Bredemeier & Mundstock, 2000.  
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A desidrogenase do glutamato (GDH) é outra enzima que tem uma importante 

função no metabolismo do nitrogênio, e encontra-se localizada na mitocôndria (Miflin e 

Habash, 2002, Luo et al., 2015). Antes da descoberta da via de assimilação GS/GOGAT, 

acreditava-se que a GDH tinha a função única de catalisar a síntese de GLU a partir de NH₄⁺ e 

2-oxoglutarato (Epstein e Bloom, 2006). Entretanto, o trabalho de Cammaerts e Jacobs (1985) 

sugeriu um duplo papel para essa enzima. Na presença de altas concentrações de NH₄⁺, a 

GDH atuaria no sentido de assimilação do NH₄⁺, enquanto a GDH-desaminante forneceria 

esqueletos carbônicos para o ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) em condições onde há baixa 

disponibilidade de carbono. Assim, a GDH faria uma ligação entre os metabolismos do 

carbono e do nitrogênio (Robinson et al., 1991). Stitt et al. (2002) sugerem que a ação da 

GDH possa variar de acordo com as necessidades celulares em relação aos conteúdos de GLU 

e esqueletos carbônicos.  

Segundo Lawlor (2002), compreender os processos bioquímicos, moleculares e 

fisiológicos das plantas de valor econômico é a melhor forma para se conseguir elaborar 

novas estratégias que permitam aumentar a produtividade sem a necessidade do uso excessivo 

de fertilizantes.  

 

1.4. Aclimatização  

Após a produção das plantas in vitro, há a necessidade de se aclimatizar os exemplares 

para que completem o seu ciclo de vida. Assim, a aclimatização é o estágio no qual as plantas 

obtidas por meio do cultivo in vitro são transferidas para condições ex vitro antes da 

transferência para o campo (Grattapaglia e Machado 1998). Essa etapa envolve: substituição 

de uma condição heterotrófica (fornecimento de carbono na forma de açúcar) para outra 

autotrófica (sem o fornecimento de açúcar); transferência das plantas de uma situação de 

reduzido fluxo respiratório para um ambiente que demanda o aumento da taxa de 

transpiração, podendo levar ao estresse hídrico, mudança de uma condição de alta 

disponibilidade de nutrientes para outra onde é necessário incrementar a absorção de sais e 
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passagem de um ambiente asséptico para outro onde a planta estará sujeita ao ataque de 

microorganismos (Hartmann et al., 2002). Em algumas espécies essa mudança súbita pode 

representar um fator limitante para o processo de propagação (Grattapaglia e Machado 1998), 

justificando a importância dos estudos de aclimatização. 

 

2. Justificativas e hipóteses 

O Núcleo de Pesquisa em Plantas Ornamentais (NPPO) do Instituto de Botânica da 

Secretaria do Meio Ambiente (IBt/SMA-SP), local onde foi desenvolvido o presente trabalho, 

visa, entre outros, o estudo de conservação de bromélias ornamentais, por meio do cultivo in 

vitro.  

A preservação de espécies nativas, está no Plano de Ação para os Jardins Botânicos 

Brasileiros (Pereira et al., 2004), que propõe como metas-chave, garantir a proteção e inclusão 

de plantas nativas em suas coleções vivas.  

O NPPO abriga uma coleção com cerca de 160 espécies de bromélias distribuídas em 

1.158 exemplares, constituindo-se num importante patrimônio genético de Bromeliaceae. No 

entanto, aspectos relacionados ao estudo da conservação das bromélias não foram ainda 

avaliados, sendo esta uma nova linha iniciada nesse núcleo de pesquisa.  

O presente trabalho é importante para o IBt/SMA -SP, por se tratar de produção de 

planta nativa e ornamental, através do cultivo in vitro, que pode ser uma ferramenta 

fundamental para a conservação dessa espécie em um pequeno espaço físico, além de fornecer 

material necessário para um futuro trabalho de reintrodução ou repovoamento com esta 

espécie, caso houver necessidade. Além de servir de respaldo para futuros estudos de 

produção de mudas para atender o mercado paisagístico, visto que esta espécie possui grande 

potencial ornamental.  

Este trabalho é complementar aos estudos desenvolvidos pela orientadora e pela 

aluna, no qual se observou que A. comosus var. ananassoides se desenvolve melhor de 15 a 

60 mM de nitrogênio (Trabalho de Iniciação Científica com bolsa CNPq no IBt desenvolvido 
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pela aluna em 2011-2012 e 2012-2013), justificando as concentrações que foram utilizadas no 

presente trabalho, também verificou-se a possibilidade da obtenção de plantas a partir de 

segmentos nodais, sem a utilização de reguladores de crescimento (Trabalho de Iniciação 

Científica com bolsa CNPq no IBt desenvolvido pela aluna em 2012-2013), fato de grande 

importância, pois a utilização destas substâncias, possuem altos custos e, podem induzir a 

variações somaclonais.  

Todavia, não foram encontrados na literatura, trabalhos que avaliassem o 

crescimento e desenvolvimento desta espécie, em diferentes formas de nitrogênio inorgânico 

(NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃). Devido a isso e aos resultados dos trabalhos desenvolvidos 

anteriormente com A. comosus var. ananassoides, houve a necessidade de se verificar qual a 

melhor fonte inorgânica para o crescimento desta espécie e, se as plantas provenientes dos 

segmentos nodais se comportariam da mesma forma que as provenientes de sementes. Assim, 

um primeiro estudo foi em relação à assimilação do nitrogênio, promovendo um avanço nas 

pesquisas com nutrição nitrogenada, micropropagação e conservação de bromélias, logo que 

não foram encontrados registros de estudos sobre o metabolismo do nitrogênio com esta 

espécie, nem estudos que comparam o metabolismo entre plantas provenientes de sementes 

com plantas provenientes de segmentos nodais. 

Sendo assim este trabalho se baseia nas seguintes hipóteses:  

(i) As plantas de A. comosus var. ananassoides apresentarão maior desenvolvimento 

sob o cultivo na fonte de NH₄NO₃, visto o papel de sinalização celular que ambos os íons 

(NH₄⁺, NO₃⁻) desempenham e que são importantes para o balanço dos hormônios (auxinas e 

citocininas) responsáveis pelo crescimento e desenvolvimento vegetal.  

 (ii) Cada fonte inorgânica de N (NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃) influencia de maneira 

diferente as atividades das enzimas responsáveis pela assimilação de N, visto que estes íons 

são substratos de diferentes enzimas na via de assimilação N; 
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(iii) Existem diferenças no crescimento e na assimilação de nitrogênio entre as 

plantas de A. comosus var. ananassoides provenientes de sementes e de segmentos nodais, 

visto a diferença na origem (zigótica e somática) e idade cronológica. 

Com isso, visa-se responder as seguintes questões: 

(i) Qual a melhor fonte de nitrogênio inorgânico para o crescimento e 

desenvolvimento de A. comosus var. ananassoides? 

 (ii) Como ocorre a assimilação de nitrogênio na fonte de maior crescimento para as 

plantas de A. comosus var. ananassoides em relação as demais fontes? 

(iii) O crescimento e a assimilação do nitrogênio nas plantas de A. comosus var. 

ananassoides obtidas a partir de sementes e de segmentos nodais é diferente? 

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o crescimento e 

desenvolvimento e, a assimilação do nitrogênio em Ananas comosus var. ananassoides 

(Baker) Coppens & F.Leal cultivadas in vitro na presença de diferentes fontes inorgânicas 

de nitrogênio, em plantas provenientes de segmentos nodais e em plantas provenientes de 

sementes, e com isso, determinar a melhor fonte nitrogenada para a sua propagação. 

 

MATERIAL E MÉTODOS GERAL 

3. Obtenção das plantas a partir de sementes  

O experimental foi realizado no NPPO do IBt/SMA-SP e as sementes de Ananas 

comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal. utilizadas nos experimentos foram 

obtidas de frutos coletados na Reserva Biológica de Mogi Guaçu do IBt/SMA-SP (Fig. 3). 

Posteriormente ao beneficiamento dos frutos para obtenção das sementes, estas foram 

acondicionadas em sacos de papel pardo e armazenadas em condições de refrigeração a 10 ºC. 

 

http://www.tropicos.org/Name/100147492
http://www.tropicos.org/Name/100147492
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Figura 3: Aspecto geral de plantas e fruto de Ananas comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & F.Leal. 

Foto tirada de espécimes encontrados na Reserva Biológica de Mogi Guaçu do Instituto de Botânica da 

Secretaria do Meio Ambiente do Estado de São Paulo (RBMG do IBt/SMA-SP). A) Inflorescências protegidas 

com tule, para preservação dos futuros frutos. B) Corte longitudinal do fruto maduro coletado na RBMG-

IBt/SMA-SP. B) Barra de escala corresponde a 5 cm. Foto: Priscila P. A. Silva. 

 

As plantas de A. comosus var. ananassoides utilizadas no experimento, foram 

obtidas da germinação de sementes em placas de Petri do mesmo modo como descrito por 

Araujo et al. (2012).  

 

3.1. Obtenção das plantas a partir de segmentos nodais  

Já para a obtenção dos segmentos nodais, sementes de A. comosus var. ananassoides 

foram germinadas e transferidas para frascos contendo do meio Murashige & Skoog (1962) 

(MS-1962) com 50% da concentração de macronutrientes (MS/2), por dois meses em sala de 

cultura, sob condições controladas. Após esse período as plantas tiveram suas folhas cortadas 

e foram transferidas para frascos contendo o meio MS/2, que foram colocados no escuro, 

onde permaneceram por cinco meses, visando o estiolamento do eixo caulinar das plantas. 

Posteriormente, as plantas estioladas tiveram os segmentos nodais isolados (Fig. 4). 

http://www.tropicos.org/Name/100147492
http://www.tropicos.org/Name/100147492
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Figura 4: Etapas de obtenção dos segmentos nodais. A) Sementes depositadas em placas de Petri de 10 cm de 

diâmetro contendo meio constituído por H₂O, 3% (p/v) de sacarose e 0,5% (p/v) de ágar. B) Plântulas após 127 

dias de germinação. C) Plantas após dois meses de cultivo em frasco de 350 mL contendo o meio MS/2. D) 

Planta com as folhas cortadas. E) Plantas estioladas após cinco meses de cultivo em frasco 500 mL contendo o 

meio MS/2. F) Segmentos nodais isolados das plantas estioladas.   e       Barra de escala corresponde a 1 cm. 

Foto: Priscila P. A. Silva. 

 

3.2. Transferência das plantas para as diferentes fontes de N 

As plantas e os segmentos nodais obtidos in vitro (descritos nos itens 3 e 3.1), foram 

transferidos para frascos contendo o meio MS/2 , onde permaneceram por dois meses em sala de 

cultura sob condições controladas. Posteriormente, as plantas foram transferidas para frascos 

contendo o meio MS-1962 modificado com as diferentes fontes de N inorgânico NH₄⁺, NO₃⁻ e 

NH₄NO₃, cujas concentrações foram 15 mM, 30 mM, 60 mM e 90 mM (para cada fonte de 

N), permanecendo por sete meses sob as mesmas condições controladas.  

As plantas cultivadas por dois meses em meio MS/2, assim como as plantas 

cultivadas por sete meses em meio MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH₄⁺, 
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NO₃⁻ e NH₄NO₃) e concentrações (15, 30, 60 e 90 mM) de N, foram transferidas para novos 

frascos de contendo o meio MS modificado com as diferentes fontes e concentrações de N, 

antes de 24 horas das coletas de material vegetal para as análises (descritas no item 3.4), 

visando garantir o suprimento de N para as plantas.  

 

3.3. Aclimatização  

As plantas obtidas  após sete meses de cultivo in vitro nas diferentes 

fontes (NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃) e suas respectivas concentrações (15, 30, 60 e 90 mM), 

foram transferidas para bandejas contendo areia lavada como sub strato,  sendo 

regadas quinzenalmente, com solução nutritiva constituída pela formulação de 

MS-1962 modificado, sem sacarose e ágar e com as diferentes fontes de N 

fornecidas nas formas inorgânicas de NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃, cujas concentrações 

foram 15, 30, 60 e 90 mM (de acordo com o tratamento do qual foram cultivadas 

anteriormente in vitro), por um período de três meses em sala de cultura sob as mesmas 

condições controladas. Ressalta-se que a última rega foi feita 24 horas antes da coleta de 

material vegetal para as análises (descritas no item 3.4) em todos os tratamentos. 

 

3.4. Coleta de material vegetal, delineamento experimental e parâmetros analisados. 

As coletas de material vegetal para todas as análises foram feitas nos seguintes 

períodos do experimento (Fig. 5): 

  Tempo inicial (TI): plantas cultivadas (por dois meses) em MS/2, após 24 horas de 

transferência para meios contendo MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH₄⁺, 

NO₃⁻ e NH₄NO₃) e concentrações (15, 30, 60, 90 mM) de N. 

  Tempo final (TF): plantas cultivadas (por sete meses) em MS-1962 modificado com 

as diferentes fontes e concentrações de N, após 24 horas de transferência para novos meios 

contendo as mesmas fontes e concentrações de N, cujas plantas foram anteriormente 

cultivadas. 
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  Tempo aclimatização (TA): plantas cultivadas (por três meses) em bandejas e, 

regadas com solução MS-1962 modificado com as diferentes fontes e concentrações de N, 

após 24 horas à última rega.  

As coletas de material vegetal em TI e TF foram feitas em intervalos de quatro horas 

até completar um ciclo de 24 horas, obtendo-se o total de sete pontos de coleta em 24 horas, 

sendo a primeira coleta feita após três horas início do período luminoso da sala e cultura. Já 

em TA foi feita única coleta de material vegetal, após três horas início do período luminoso da 

sala e cultura (Fig. 5). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo 

fatorial 2 x 3 x 4, constituído de duas origens (semente e segmento nodal), três diferentes 

fontes de nitrogênio (NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃) e quatro concentrações de N (15, 30, 60 e 90 

mM). Sendo que cada parcela experimental (ou seja, uma concentração de uma fonte 

de N) foi constituída por 35 frascos, com cinco plantas (cada frasco) e três repetições. 

Os parâmetros analisados foram: comprimento das partes aérea e radicular, número 

de folha e raiz, massas fresca e seca das partes aérea e radicular, quantificação de pigmentos 

fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides), quantificação de NH₄⁺ e NO₃⁻ endógenos. Além 

das atividades das enzimas: nitrato redutase (NR), glutamina Sintase (GS) e glutamato 

desidrogenase dependente de NADH (GDH-NADH). A quantidade de plantas utilizadas para 

cada análise, assim como a descrição detalhada dos métodos utilizados serão descritos nos 

próximos capítulos desta dissertação. 

O texto com os principais resultados e discussões do presente trabalho foi divido em 

dois capítulos formatados na forma de artigos científicos. Sendo assim, o capítulo 1 

corresponde aos resultados e discussão que respondem a primeira e  a segunda questão, 

levantadas pelo projeto e o capítulo 2 corresponde aos resultados e discussão que respondem 

a terceira e última questão. Ressalta-se que a tradução para língua inglesa será realizada 

posteriormente para a submissão destes aos periódicos internacionais.  
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Figura 5:  Fluxograma do exper imental  do t rabalho.  TI  -  Tempo Inic ial  corresponde à s  

plantas que após serem cult ivadas in  v i t ro  em meio Murashige e  Skoog (1962)  MS-1962)  

com 50% da concentração de macronutr iente  (MS/2)  por  2  meses ,  foram transfer idas (em 

seguida)  para meio MS-1962 modificado com as di ferentes fontes (NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃) e 

concent rações  (15 ,  30,  60 e 90 mM) de N,  permanecendo  por  24hs (nesses meios) ,  a té  o  

iníc io  da coleta  24 horas.  TF - Tempo Final  corresponde  às plantas que após serem 

cult ivadas in  vi tro  por  sete  meses nas di ferentes fontes e  concentrações de N ,  foram 

transfer idas para  novos  meios  contendo  as mesmas concentrações  e  fontes de N,  cujas  

plantas  foram cult ivadas anter iormente ,  permanecendo por  24 hs (nesses  meios) ,  a té  o  

iníc io  da  co leta  24 horas .  TA -  Tempo Acl imatização  corresponde  às p lantas cul t ivadas  em 

bandejas e ,  regadas com so lução MS-1962  modif icado com di ferentes fontes e  

concent rações de N,  por  três meses ,  após 24  horas da úl t ima rega .   
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CAPITULO 1 

Artigo elaborado para submissão ao periódico Plant Physiology and Biochemistry  

 

Effect of different inorganic nitrogen sources on in vitro growth and nitrogen assimilation in 

bromeliad Ananas comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & F.Leal 

Efeito de diferentes fontes inorgânicas de nitrogênio no crescimento in vitro e na assimilação 

do nitrogênio na bromélia Ananas comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & F.Leal 
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RESUMO 
 

Ananas comosus var ananassoides é uma bromélia ornamental cultivada visando à 

exportação. Além disso, é nativo do cerrado, bioma ameaçado de extinção. Os estudos de 

micropropagação por estiolamento caulinar podem ser uma forma de contribuir para 

preservação e produção desta espécie. Dos nutrientes que compõem o meio de cultura 

destaca-se o nitrogênio, absorvido pelas plantas através dos íons nitrato e amônio que 

posteriormente, serão assimilados em aminoácidos. Poucos são os estudos sobre a sua 

propagação e nenhum avalia a influência de diferentes fontes nitrogenadas sobre o 

seu crescimento e assimilação de nitrogênio. Assim, objetivou-se avaliar o 

crescimento e a assimilação de nitrogênio nesta bromélia em diferentes 

concentrações e formas nitrogenadas. Plantas obtidas de segmentos nodais foram 

cultivadas in vitro por sete meses em meio de cultura modificado com as formas de 

nitrato, amônio e nitrato de amônio, nas concentrações de 15, 30, 60 e 90 mM de N, 

posteriormente as plantas foram aclimatizadas, verificando que 60 mM de nitrato de 

amônio foi a concentração mais indicada para o seu crescimento em ambas as 

condições.  

 

Palavras chave: Bromeliaceae, cultivo in vitro, Aclimatização, nitrogênio 
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1. INTRODUÇÃO 

Ananas comosus var ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal é uma bromélia 

terrícola e ornamental, que vem sendo cultivada visando à exportação como "flor de corte" 

(Souza et al., 2012). Além da sua importância no mercado de plantas ornamentais, esta 

espécie é nativa do cerrado (Vieira et al., 2006, Proença e Sajo, 2007), bioma 

pertencente aos 34 hotspots globais de biodiversidade, classificados como áreas de 

grande biodiversidade e endemismo que estão sob alto risco de extinção  (Myer et al., 

2000, Orme et al., 2005). Sendo assim, medidas de conservação de suas espécies são 

importantes e necessárias e, uma forma de contribuir para a preservação de uma 

espécie, pode ser através de estudos sobre sua micropropagação.   

A micropropagação também chamada de propagação in vitro, tem sido uma 

ferramenta muito utilizada em diversos estudos com bromélias de interesse 

ornamental, assim como para espécies endêmicas, raras e/ou ameaçadas de extinção. 

(Mercier & Kerbauy, 1993, 1994, 1995; 1996, Pasqual et al., 2008; Dias et al., 2011a, 2011b; 

Dias et al., 2013) Comparando a métodos convencionais de propagação, a 

micropropagação destaca-se por garantir qualidade fitossanitária, além de oferecer 

grande número de plantas em um curto período (Carvalho et al., 2013, Krishna et al, 

2016).  

Existem vários estudos sobre a produção de mudas micropropagadas de 

abacaxizeiros ornamentais, principalmente com Ananas comosus var. 

bracteatus(Lindl.) Coppens & F. Leal e Ananas comosus var. erectifolius (L. B. 

Smith) Coppens &F. Leal (Borges et al., 2003; Costa e Zaffari, 2005; Pereira et al. 2006; 

Bomfim et al., 2007a, 2007b; Oliveira et al., 2007; Azevedo et al., 2008; Dias et al., 2008; 

Pasqual et al., 2008; Santos et al., 2008; Silva et al., 2008; Carvalho et al., 2009; Correia et al., 

2009; Souza et al., 2009; Dias et al., 2010; Oliveira et al., 2010; Bomfim et al., 2011; Dias et 

al., 2011a, 2011b; Moreira et al., 2011; Carvalho et al. 2012; Dias et al., 2013). Todavia, 
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ainda são poucos os trabalhos de micropropagação com Ananas comosus var. 

ananassoides, visto a sua importância tanto ecológica, quanto ornamental (Dias et al., 

2008, Dias et al., 2010; Dias et al., 2011a, 2011b; Carvalho et al., 2012, Dias et al., 2013).  

Dentre os métodos de micropropagação, pode-se citar a multiplicação por 

estiolamento caulinar, entretanto a maioria dos trabalhos que usam esses métodos 

indica a utilização de reguladores de crescimento, cuja utilização pode estar 

associada à indução de variações somaclonais, que é indesejado quando se visa obter 

lotes para a conservação de uma espécie e para produção em larga escala (Tamaki et al., 

2007a). No entanto, em um trabalho anterior com esta mesma espécie, observou-se a 

possibilidade de se propagar via estiolamento caulinar, sem o uso de reguladores de 

crescimento, mostrando ser possível o uso desse método (Silva e Tamaki, 2012).  

Um fator importante para o estabelecimento do cultivo in vitro, é a seleção 

do meio de cultura mais adequado, para o crescimento e desenvolvimento da espécie 

em interesse (Bunn et al., 2011). A maioria dos meios de cultivo são formulações 

básicas já descritas na literatura, como por exemplo, a de Murashige e Skoog (1962) 

(MS-1962) que é a mais utilizada para o cultivo in vitro (Werner et al., 2010). 

Dentre os nutrientes que compõem o meio de cultura MS-1962 destaca-se o 

nitrogênio (N), que é o quarto elemento mais abundante nas plantas, ocorrendo 

apenas em menor quantidade que os elementos não minerais: carbono, oxigênio e 

hidrogênio (Epstein e Bloom, 2006; Marschner e Marschner, 2012, Buchanan et al., 

2015).  

Na classificação dos elementos minerais essenciais, que é subdividida em 

macronutriente (elementos requeridos em maiores quantidades pela planta) e 

micronutriente (elementos requeridos em menores quantidades)  o N é o elemento 

mineral, requerido em maior quantidade pela maioria das plantas (Epstein e Bloom, 

2006; Marschner e Marschner, 2012). 
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O N é constituinte de diversas moléculas essenciais para o metabolismo 

vegetal, tais como, nucleotídeos, ácidos nucleicos, aminoácidos, proteínas, 

coenzimas, clorofilas, entre outros (Buchanan et al., 2015). Além de sua função 

estrutural, é sabido que o N nas formas inorgânicas de NO₃⁻ e NH₄⁺, são 

sinalizadores moleculares (Crawford, 1995, Garnica et al., 2010) A presença, 

concentração e/ou até mesmo a ausência, desses dois íons, desencadeiam a expressão 

de genes específicos, relacionados com a absorção, transporte e assimilação de N; 

(Crawfod, 1995, Garnica et al., 2010, Adrews et al., 2013), assim como o balanço de 

produção endógena de auxinas/citocininas, que são hormônios responsáveis pelo 

crescimento e desenvolvimento da planta (Tamaki e Marcier, 2007b) 

Os íons NH₄⁺ e NO₃⁻ são as fontes de N mais disponíveis para absorção pelas 

raízes das plantas na solução do solo, sendo o NO₃⁻ mais abundante na maioria dos 

solos, contudo em solos alagados e com pouca oxigenação há predomínio de NH₄⁺ 

em relação ao NO₃⁻ (Epstein e Bloom, 2006; Marschner e Marschner, 2012).  

Estes dois íons são absorvidos pelas raízes das plantas por meio de um 

sistema de transportadores de alta (HATS) e baixa afinidade (LATS) específicos para 

cada forma de N (Miller et al., 2007, Kraiser et al., 2011; Xu et al., 2012) Uma vez 

absorvidos da solução do solo, o NH₄⁺ e o NO₃⁻ podem ser prontamente assimilados 

na parte radicular, ou estocados em vacúolos, ou ainda transportados via xilema para 

parte aérea da planta (Rennenberg et al. 2010, Braun et al., 2013, Buchanan et al., 

2015)  

Para entrar na via de assimilação, o N na forma de NO₃⁻ é reduzido a nitrito 

(NO2
-
) pela ação da enzima nitrato redutase (NR) no citosol da célula, que 

posteriormente é transportado para dentro do plastídio, onde será reduzido à NH₄⁺ 

pela ação da enzima nitrito redutase (NiR) (Marschner e Marschner, 2012, Taiz e Zeiger, 

2013) O NH₄⁺ por sua vez é assimilado em glutamina (GLN) por meio da enzima 
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glutamina sintase (GS), que em seguida é transformada em glutamato (GLU) pela 

enzima glutamina oxoglutarato aminotransferase (GOGAT) (Marschner e Marschner, 

2012, Taiz e Zeiger, 2013, Buchanan et al., 2015). Além disso, o NH₄⁺ também pode ser 

convertido à GLU pela ação da enzima glutamato desidrogenase (GDH) (Andrews et 

al. 2013,  Luo et al., 2015). Posteriormente, o GLU e a GLN serão utilizados para a 

biossíntese de outras formas orgânicas de N, essenciais para o metabolismo celular, 

promovendo o crescimento e desenvolvimento da planta (Epstein e Bloom, 2006; 

Marschner e Marschner, 2012; Andrews et al. 2013). 

Após a obtenção in vitro é necessária a aclimatização das plantas antes da 

transferência para o campo (Grattapaglia e Machado, 1998, Berilli et al., 2011) Essa 

mudança para a condição ex vitro, implica em alterações morfológicas e fisiológicas 

que conferem resistência à planta para o impacto decorrente de fatores como: o 

aumento do fluxo transpiratório e luminoso, variações de temperatura, interação com 

microrganismos, entre outros (Calvete et al., 2002, Hartmann et al., 2002, Albert, 2004). A 

mudança súbita para essas condições pode ser um fator l imitante para a propagação 

de algumas espécies. (Grattapaglia e Machado, 1998, Bregonci et al., 2008, Berilli et 

al., 2011) Fato que reforça a importância dos estudos de aclimatização.  

Alguns estudos observaram que o uso de NH₄⁺ e NO₃⁻ combinados ou 

separados promove o crescimento de algumas espécies (Endres e Mercier, 2001; 

Nievola et al., 2001;Tamaki e Mercier, 2007a;Garbin e Dillenburg, 2008; Silva et al., 

2010; Andrade e Tamaki, 2016). Existem alguns trabalhos que relatam o cultivo in vitro de A. 

comosus var. ananassoides em meio MS-1962 com modificações nas concentrações de 

macronutrientes (Dias et al., 2008, Dias et al., 2010; Dias et al., 2011a, 2011b; Carvalho et al., 

2012, Silva e Tamaki, 2012; Dias et al., 2013), cujas as fontes de N são os íons NO₃⁻ e NH₄⁺ 

que são fornecidos no meio cultura, pelos sais KNO₃ e NH₄NO₃, contudo, não foram 

encontrados estudos com esta espécie que avaliam a influência de diferentes fontes 
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inorgânicas (isoladas) de N, sobre o crescimento, assimilação de N e posterior 

aclimatização. Visto isso, o presente estudo visou avaliar o crescimento e 

desenvolvimento e a assimilação do N na bromélia Ananas comosus var ananassoides 

(Baker) Coppens & F. Leal cultivadas in vitro em diferentes concentrações e formas 

inorgânicas de nitrogênio e a posterior aclimatização. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Obtenção dos segmentos nodais 

Foram utilizados cerca de 1.000 segmentos nodais, de Ananas comosus var. 

ananassoides  (Baker) Coppens & F.Leal colhidas na Reserva Biológica de Mogi Guaçu do 

Instituto de Botânica da Secretaria do Meio Ambiente de São Paulo (RBMG - IBt/SMA - SP). 

Estas sementes, antes da germinação, foram submetidas à desinfestação superficial em frasco 

de 250 mL contendo álcool a 70% (v/v) por 5 minutos, sendo, após enxágue, colocadas em 

solução de hipoclorito de sódio a 2% (v/v), acrescida de duas gotas de Tween 20, durante uma 

hora. Em seguida, em câmara de fluxo de ar estéril, a solução de hipoclorito foi retirada com 

quatro lavagens consecutivas com água destilada esterilizada. Após a desinfestação, foram 

depositadas 25 sementes por placa de Petri, contendo 30 mL de meio com 0,5% (m/v) de ágar 

e 3% (m/v) de sacarose (pH ajustado para 5,8), após esterilização dos meios a 121 ºC durante 

15 minutos. Estas placas foram mantidas em sala de cultura com fotoperíodo de 12 horas, 

radiação fotossinteticamente ativa (PAR) de 30 µmol. m
-2

.s
-1 

e temperatura de 26±2 ºC até a 

germinação das sementes. As plântulas obtidas foram transferidas para frascos de 350 mL (5 

plântulas por frasco), contendo 30 mL de meio Murashige e Skoog (1962) (MS-1962), com 

50% da concentração de macronutrientes (MS/2), permanecendo nessas condições, por dois 

meses. As plantas geradas tiveram suas folhas cortadas, deixando cerca de 1 cm de folhas a 

partir da base caulinar, estas foram transferidas para frascos de 500 mL, contendo 40 mL de 
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meio MS/2 (5 plantas por frasco). Posteriormente, os frascos foram colocados no escuro, onde 

ficaram por cinco meses até a obtenção dos segmentos nodais. 

 

2.1.1 Obtenção das plantas a partir de segmentos nodais e o crescimento in vitro em 

diferentes fontes e concentrações de N 

Os segmentos nodais obtidos foram isolados e depositados (cinco segmentos) em 

frascos de vidro de 350 mL contendo 30 mL de meio MS/2, onde permaneceram por dois 

meses, sob condições assépticas, em sala de cultura com fotoperíodo de 12 horas, PAR de 30 

µmol.m
-2

.s
-1 

e com temperatura média de 26±2 ºC, para o surgimento de novas plantas. Após 

esse período, as plantas geradas foram transferidas para frascos de 350 mL contendo 30 mL 

de meio MS-1962 modificado com as diferentes fontes inorgânicas de nitrogênio (N), 

fornecidas nas formas isoladas ou combinadas de: amônio (NH₄⁺), nitrato (NO₃⁻) e nitrato de 

amônio (NH₄NO₃⁻), cujas concentrações foram: 15 mM, 30 mM, 60 mM e 90 mM para cada 

forma de N (cerca de 100 plantas para cada tratamento) (Tab. 1). Após 24 horas da 

transferência para esses meios, um lote de plantas (seis frascos com cinco plantas cada frasco) 

de cada tratamento foi utilizado para a coleta de material vegetal (para análises descritas no 

item 2.2) e outro lote (12 frascos com cinco plantas cada frasco) permaneceu por mais sete 

meses in vitro, sob as mesmas condições controladas descritas anteriormente. Após os sete 

meses, as plantas foram transferidas para novos frascos de 350 mL contendo 30 mL do meio 

MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃) e suas respectivas 

concentrações (15,  30, 60 e 90 mM) de N, por um período de 24 horas, antes da coleta de 

material vegetal, visando garantir o suprimento de N para as plantas (descrito com mais 

detalhes no item 2.3). 
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Tabela 1: Concentrações de macronutrientes em mg. L
-1

 das formulações que foram utilizadas para cada forma 

de nitrogênio e suas respectivas concentrações molares. 

 Formas e concentrações de nitrogênio 

mg. L 
-1

 mg. L 
-1

 mg. L 
-1

 

NH₄NO₃ (mM) NO₃⁻ (mM) NH₄⁺ (mM) 

Macronutrientes 15 30 60* 90 15 30 60 90 15 30 60 90 

KNO₃ 505 1.011 1.900 2.022 1.516 2.730 5.763 8.796 --- --- --- --- 

NH₄NO₃ 400 800 1.650 2.801 --- --- --- --- --- --- --- --- 

CaCl₂ 2H₂O 440 440 440 440 440 440 440 440 440 440 440 440 

MgSO₄ 7H₂O 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 

KH₂PO₄ 170 170 170 170 170 170 170 170 170 170 170 170 

K₂SO₄ 592 215 --- --- 327 --- --- --- 815 815 815 815 

KCl 512 186 --- --- --- --- --- --- 697 697 697 697 

Ca(NO₃)₂4H₂O --- --- --- --- --- 354 354 354 --- --- --- --- 

(NH₄) SO₄ --- --- --- --- --- --- --- --- 495 991 1.982 2.972 

NH₄Cl --- --- --- --- --- --- --- --- 401 803 1.605 2.408 

* Concentração do meio Murashige & Skoog (1962) original. 

 

Após os sete meses de cultivo in vitro nas diferentes fontes de N 

(NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃) e suas respectivas concentrações (15, 30,60 e 90 mM), as 

plantas foram aclimatizadas em bandejas (10 plantas por bandeja) contendo 

600 mL de areia lavada como substrato,  acondicionadas em sacos de  celofane 

com 20 furos (feitos com agulha em cada saco) para passagem de ar, onde 

foram regadas, quinzenalmente com 40 mL de solução nutri tiva constituída 

pela formulação de MS-1962 modificado sem a sacarose e o ágar e,  com as  

fontes de N fornecidas nas fo rmas de NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃, cujas concentrações de 

N foram 15 mM, 30 mM, 60 mM e 90 mM (para cada fonte de N),  de acordo com a 
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concentração, na qual as plantas tinham sido cultivadas anteriormente in vitro. Estas 

permaneceram em sala de cultura sob as mesmas condições controladas descritas 

anteriormente por um período de três meses. Ressalta-se que a última rega das plantas foi feita 

24 horas antes da coleta (de material vegetal) em todos os tratamentos. 

 

2.2. Coleta do material vegetal delineamento experimental e parâmetros analisados  

As coletas de material vegetal para todas as análises foram feitas nos seguintes 

períodos do experimento:  

Tempo inicial (TI) - plantas cultivadas in vitro (por dois meses) em MS/2, após 24 

horas de transferência para o meio MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH₄⁺, 

NO₃⁻ e NH₄NO₃) e concentrações (15, 30, 60 e 90 mM) de N;  

Tempo final (TF) - plantas cultivadas (por sete meses) em MS-1962 modificado com 

as diferentes fontes e concentrações de N, após 24 horas de transferência para novos meios 

contendo as mesmas fontes e concentrações de N, cujas plantas foram anteriormente 

cultivadas; 

Tempo aclimatização (TA) - plantas cultivadas (por três meses) em bandejas e, 

regadas com solução MS-1962 modificado com as diferentes fontes e concentrações de N, 

após 24 horas à última rega.  

As coletas de material vegetal no TI, TF e TA foram feitas após três horas do início 

do período luminoso da sala de cultura. O delineamento experimental foi inteiramente 

casualizado em arranjo fatorial 3x4, constituído de três diferentes fontes de nitrogênio (NH₄⁺, 

NO₃⁻ e NH₄NO₃) e quatro concentrações de N (15, 30, 60 e 90 mM), assim cada tratamento 

foi constituído de uma concentração em uma fonte de N (totalizando 12 tratamentos).  

No TI e TF a parcela experimental foi constituída por dois frascos (cinco plantas por 

frasco) com três repetições para cada tratamento, totalizando seis frascos por tratamento. Já 

em TA cada parcela experimental foi constituída de uma bandeja (10 plantas por bandeja) 

com três repetições, totalizando três bandejas por tratamento.  
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Os parâmetros analisados no TI, TF e TA foram: comprimentos das partes aérea e 

radicular, número de folha e raiz, massas fresca e seca das partes aérea e radicular, quantidade 

de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides). Além destes, também foram 

avaliados no TI e TF: conteúdo de NH₄⁺ e NO₃⁻ endógenos, atividades das enzimas nitrato 

redutase (NR), glutamina sintase (GS) e glutamato desidrogenase dependente de NADH 

(GDH-NADH). 

Ressalta-se que foram utilizadas 20 plantas para análise dos parâmetros: 

comprimentos das partes aérea e radicular, número de folha e raiz e massas fresca e seca das 

partes aérea e radicular. Quanto às atividades das enzimas NR, GS e GDH, foram realizados 

ensaios para a padronização da melhor quantidade de massa vegetal, quantidade de substrato, 

volume da solução de incubação, tempo de incubação e horário da coleta de material vegetal. 

Os demais procedimentos e parâmetros serão descritos com mais detalhes nos itens a seguir. 

 

2.3. Ensaio da enzima nitrato redutase (NR) 

A atividade da NR in vivo foi determinada de acordo com o método descrito por 

Jaworski (1971) modificado por Nievola e Mercier (2001) com as seguintes alterações. As 

folhas (de 10 plantas) foram coletadas e picadas em pequenos fragmentos de 

aproximadamente 1 a 2 mm de largura, formando uma mistura composta de material fresco. 

Estas foram depositadas em porções de 0,35 g por tubo tipo borel (três tubos), aos quais foram 

adicionados 5 ml da solução de incubação constituída por 0,1 M de tampão fosfato (pH 7,5), 

1% de propanol (v/v) e 0,1 M de KNO3. Em seguida, o tecido vegetal mantido submerso 

nessa solução (dentro dos tubos) foi submetido a cinco sessões de vácuo para facilitar a 

infiltração da solução nos tecidos, após esse procedimento, 1 mL de cada tubo foi aliquotado 

em microtubo tipo eppendorf para quantificação do tempo zero (T0) (correspondente a 

quantidade endógena de nitrito nas amostras antes da incubação), e os tubos colocados para 

incubar por 30 minutos à temperatura de 30 °C, na ausência de luz. Decorrido o período de 

incubação, a quantidade de nitrito (NO₂⁻) liberada no meio de infiltração foi determinada em 
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alíquotas de 1 mL acrescidas de 0,3 mL de sulfanilamida a 1% (m/v) em 3 M de HCl e 0,3 mL 

de N-naftil-etileno-diamino a 0,2 % (m/v). A determinação do NO₂⁻ produzido ocorreu 30 

minutos após a adição desses reagentes às alíquotas (tempo de reação). Após esse período, as 

amostras foram analisadas em espectrofotômetro a 540 nm. O valor da absorbância de T0 foi 

descontado do valor da absorbância obtido para aqueles tubos que permanecerão sob 

incubação. Esse procedimento foi realizado em triplicata e a atividade da enzima foi expressa 

em µmol de nitrito produzido por hora por grama de massa seca (µmol NO₂⁻. h -1
. g 

-1
 MS) 

 

2.4. Extração enzimática para análise da glutamina sintase (GS) glutamato 

desidrogenase dependente de NADH (GDH-NADH)  

A atividade da GS foi determinada de acordo com o método in vitro descrito por 

Elliott (1955) apud Farnden e Robertson (1980), enquanto para a GDH-NADH a 

determinação foi realizada com base no método descrito por Bulen (1956) com as seguintes 

modificações.  

Para cada um dos tratamentos, foram utilizadas 0,25 g de massa fresca foliar 

proveniente de uma amostra composta de pequenos pedaços de folhas obtidos de 10 plantas. 

As amostras foram trituradas em almofariz com nitrogênio líquido até a obtenção de um pó 

fino e, então, transferidas para microtubos tipo eppendorf, previamente resfriados, aos quais 

foram acrescentados 1,5 ml de uma solução composta por 0,05 M de tampão imidazol com 

pH 7,9 e 0,005 M de ditiotreitol. Estas amostras foram submetidas à centrifugação de 21.000 

RCF (força centrífuga relativa ou força g) à temperatura de 4 °C por 1 hora. O sobrenadante 

foi mantido a 4 °C e utilizado para a determinação das atividades de GS e GDH. Esse 

procedimento foi realizado em triplicata. 

 

2.4.1. Ensaio enzimático da GS  

O volume total da reação enzimática foi de 0,5 ml, constituído por: 0,1 mM de tampão 

imidazol, cujo pH foi 7,5, 49 mM de hidroxilamina, 40 mM de MgCl2, 160 mM de glutamato 



42 
 

e 35 mM de ATP. A reação foi iniciada com a adição de 50 µL do extrato enzimático e, 

incubação à temperatura de 35 °C por 1 hora. Após esse período a reação foi interrompida 

com a adição de 1 mL da solução de parada, constituído por: 0,123 M de cloreto férrico, 0,25 

M de HCl e 0,1225 M de ácido tricloroacético (
1
TCA). Foram preparados microtubos 

correspondentes ao tempo zero (T0), ou seja, neste a adição da solução de parada ocorreu em 

seguida à deposição do extrato, interrompendo, assim, a reação. A leitura da absorbância foi 

feita em espectrofotômetro a 540nm. O valor da absorbância de T0 foi descontado do valor da 

absorbância obtido para aqueles microtubos que permaneceram sob incubação. A atividade da 

enzima foi expressa em mmol gama glutamil hidroxamato por hora por grama de massa seca 

(mmol ƔGH. h
 -1

. g 
-1

 MS). 

 

2.4.2. Ensaio enzimático da GDH-NADH 

Para análise desta enzima o extrato bruto (obtido na extração descrita no item 2.2.2) de 

cada amostra foi previamente dessalinizado em coluna PD10 - Sephadex (G-25), antes do 

início do ensaio enzimático. A atividade da GDH-NADH foi quantificada por meio do 

consumo de NADH gasto na reação, cujo o volume total foi de 1 ml, constituído por tampão 

0,1 M de TRIS com pH 8,2, 13,3 mM de 2-oxoglutarato, 0,1 M de (NH4)2 SO4, 0,16 mM de 

NADH. Todos os reagente foram mantidos à temperatura de 30 ºC por 10 minutos antes de 

começar a reação enzimática, iniciada pela adição de 0,25 mL de extrato enzimático e, 

imediatamente lido em espectrofotômetro a 340 nm. O delta de decaimento (slope) foi 

calculado utilizando a faixa linear das absorbâncias anotadas dentro de um período de cinco 

minutos. A atividade enzimática foi calculada utilizando o coeficiente de extinção molar (ԑ 

340) de 6,22 x 10
6
 mmol 

-1
 cm 

-1
 e a atividade expressa em µmol de NADH consumido por 

minuto por grama de massa seca (µmol NADH. min
 -1

. g 
-1

 MS).  
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2.5. Determinação do conteúdo endógeno de amônio (NH₄⁺) e nitrato (NO₃⁻) 

 

2.5.1. Preparação do extrato vegetal 

As folhas, provenientes de 10 plantas foram cortadas em pequenos fragmentos 

formando uma mistura heterogênea. Amostras de 0,1 g de massa fresca foram trituradas com 

nitrogênio líquido e, posteriormente, foram transferidas para microtubos tipo eppendorf , aos 

quais foram acrescentados 1 ml de água ultra-purificada. Essas amostras foram centrifugadas 

a 22.000 RCF, 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e utilizado nas 

quantificações de amônio e nitrato endógeno. Este procedimento foi realizado em triplicata. 

 

2.5.2. Determinação do conteúdo endógeno de NH₄⁺  

O conteúdo endógeno de NH₄⁺ foi determinado de acordo com a reação conhecida 

como fenol-hipoclorito (Weatherburn, 1967; MCcullough, 1967), nesta reação foram 

empregados dois reagentes, o primeiro constituído por 1% (m/v) de fenol e 0,005% (m/v) 

nitroprusside e, o segundo constituído por 5,37 % (m/v) de Na2HPO4.12H2O, 1% (v/v) de 

hipoclorito de sódio (10-14% Cl2) e 0,5% (m/v) de NaOH. Em microtubos tipo eppendorf, 

foram aliquotados 100 l do extrato vegetal de cada amostra e, adicionado 0,5 ml do primeiro 

reagente e 0,5 ml do segundo reagente. Após uma vigorosa agitação, a mistura permaneceu 

em banho-maria a 35ºC por 30 minutos. Decorrido o período, as amostras foram lidas em 

espectrofotômetro a 625 nm. Microtubos contendo de 0,002 a 0,03 µmol de NH₄⁺ ((NH4)2 

SO4) em 0,1 mL foram utilizados na constituição da curva padrão, nestes também foram 

acrescentados os dois reagentes e, permaneceram sob as mesmas condições que as amostras, 

até a leitura em espectrofotômetro. A dosagem de amônio endógeno foi expressa em µmol de 

amônio por grama de massa seca (µmol NH₄⁺. g 
-1

 MS) 

 

 

 



44 
 

2.5.3. Determinação do conteúdo endógeno de nitrato NO₃⁻ 

A quantificação de NO₃⁻ foi realizada de acordo com o método descrito por Cataldo et 

al. (1975). Uma alíquota de 10 µL de extrato (de cada amostra) foi pipetada em microtubo 

tipo eppendorf, ao qual foi adicionado 40 µL da solução de ácido salicílico a 5% (m/v) diluído 

em H2SO4 concentrado. Após vigorosa agitação, os microtubos permaneceram a temperatura 

ambiente por 20 minutos. Em seguida, foi adicionado lentamente 0,95 mL de NaOH a 2 N 

para elevar o pH a 12. Posteriormente as amostras foram lidas em espectrofotômetro a 410 

nm. Microtubos contendo de 0,003 a 0,2 µmol de NO₃⁻ (KNO₃) em 10 µL foram utilizados na 

constituição da curva padrão, nestes também foram acrescentados 40 µL da solução de ácido 

salicílico a 5% (m/v) diluído em H2SO4 concentrado e, permaneceram sob as mesmas 

condições que as amostras, até a leitura em espectrofotômetro. A dosagem de nitrato 

endógeno foi expressa em µmol de nitrato por grama de massa seca (µmol. NO₃⁻  g 
-1

 MS) 

 

2.6. Determinação do conteúdo de pigmentos fotossintéticos 

As clorofilas a, b e carotenoides foram extraídos das folhas de cada amostra de 

acordo com o método descrito por Munné-Bosch e Lalueza (2007), com modificações. As 

folhas de 10 plantas foram coletadas e picadas em pequenos fragmentos de, 

aproximadamente, 1 a 2 mm de largura, formando uma mistura composta de material fresco. 

Estas foram trituradas em nitrogênio líquido e 0,1 g foi homogeneizado em 1 mL de acetona a 

100% (v/v). Estes permaneceram em banho ultrassônico a 4 ºC por 30 minutos, decorrido o 

período, as amostras foram centrifugadas 22.000 RCF, 4 °C por 20 minutos e o sobrenadante 

foi coletado Esse procedimento foi realizado duas vezes com a mesma amostra e 

posteriormente os dois sobrenadantes de foram combinados para a leitura em 

espectrofotômetro. Os comprimentos de ondas para a leitura em espectrofotômetro, assim 

como as equações para o cálculo de conteúdo de pigmentos fotossintéticos foram utilizados de 

acordo com o descrito por Lichtenthaler e Buschmann (2001) e expresso em miligrama de 

pigmento por grama de massa seca (mg. g 
-1

 MS)  
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2.7. Análises estatísticas dos resultados 

As médias foram calculadas e submetidas à análise de variância (ANOVA múltipla), 

sendo comparadas pelo teste de Tukey em nível de 5% de probabilidade. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

3.1. Obtenção das plantas in vitro a partir de segmentos nodais 

Após dois meses de cultivo in vitro em MS/2 verificou-se que, do total de segmentos 

nodais utilizados, 69% dos segmentos geraram novas plantas que foram utilizadas na 

montagem com os diferentes tratamentos com N, tanto para o tempo inicial (TI) quanto para o 

tempo final (TF). Estas plantas no TI apresentaram 7,30±0,48 folhas medindo 3,1±0,11 cm de 

comprimento com 0,1655±0,0162g e 0,0169±0,0012g de massa fresca e seca, respectivamente, 

e 3,4±0,70 raízes medindo 4,02±0,48 cm com 0,0075±0,0011g de massa fresca e 

0,0021±0,0003g de massa seca. Assim como no presente estudo, Tamaki et al. (2007) 

relataram ser possível a micropropagação de Ananas comosus (L.) Merril cultivar ‘Smooth 

Cayenne’, a partir de segmentos nodais, sem a utilização de fitorreguladores. Muitos estudos 

relacionam o uso destas substâncias com a indução de variações somaclonais nos tecidos 

vegetais (Rakoczy-Trojanowska, 2002; Joyce et al., 2003; Bairu at al., 2006, Bairu et al., 

2011, Jain et al, 2013; Krishna et al., 2016) Essas alterações não são pertinentes quando se 

visa obter lotes homogêneos de plantas com fenótipos selecionados, nem quando se visa a 

conservação de uma espécie (Tamaki et al., 2007a). A utilização de plantas clonadas para 

estudos fisiológicos apresenta vantagem em relação à utilização de plantas obtidas a partir de 

sementes, devido à uniformidade de resposta dos indivíduos dentro da população estudada 

(Santos et al, 2009, Krishna e Singh, 2013). 

 

3.2. Crescimento nas diferentes fontes e concentrações de N 

As plantas cultivadas por sete meses nas fontes de NO₃⁻ e NH₄ NO₃ obtiveram 100% 

de sobrevivência (em todas as concentrações utilizadas) e apresentaram aspecto saudável, se 
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comparadas às plantas mantidas nas diferentes concentrações NH₄⁺, cujas folhas tinham 

aparência pálida e atrofiada (Fig. 1). Além disso, as plantas cultivadas em 15, 30, 60 e 90 mM 

de NH₄⁺, apresentaram sobrevivência de 55%, 56%, 57% e 65%, respectivamente.  

 

 

Figura 1: Aspecto geral das plantas de Ananas comosus var. ananassoides cultivadas in vitro em meio MS-1962 

modificado com as diferentes fontes (NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃) e concentrações (15, 30, 60 e 90 mM) de N, por 

sete meses. A, B, C e D - plantas cultivadas em 15 mM, 30 mM, 60 mM e 90 mM de NH₄⁺, respectivamente. E, 

F, G e H - plantas cultivadas em 15 mM, 30 mM, 60 mM e 90 mM de NO₃⁻, respectivamente. I, J, K e L - 

plantas cultivadas em 15 mM, 30 mM, 60 mM e 90 mM de NH₄NO₃, respectivamente. Barra de escala 

corresponde a 1 cm. Foto: Priscila P. A. Silva. 

 

A comparação do comprimento da parte aérea nas plantas cultivadas em diferentes 

concentrações e fonte de N, confirmaram a redução de tamanho nas plantas mantidas em todas 

as concentrações de NH₄⁺(Fig. 2 -B) Alguns autores descrevem que a diminuição no tamanho 

das folhas em plantas suplementadas com excesso de NH₄⁺ pode ser atribuída principalmente 

à diminuição da absorção de cátions essenciais como o potássio (K
+ 

), o magnésio (Mg 
2+

) e o 
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Cálcio (Ca 
2+

) (Andrews et al., 2013) refletindo, negativamente, na regulação osmótica, que é 

importante para expansão celular (Guo et al., 2007). Além disso, altas doses de NH₄⁺ 

provocam alterações na produção e fluxo de hormônios que regulam o crescimento e 

desenvolvimento da planta (Garnica et al., 2010).  

Mesmo com a redução do crescimento, A. comosus var. ananassoides mostrou ser 

tolerante às altas concentrações de NH₄⁺, visto que após sete meses de cultivo nas diferentes 

concentrações de NH₄⁺, as plantas apresentaram quantidades de folhas significativamente 

semelhantes às plantas cultivadas nas fontes de NO3
- 
e NH₄NO₃, na maioria das concentrações 

utilizadas (Fig. 2 - A). Todavia, as plantas crescidas em NO3
- 
e NH₄NO₃ não apresentaram 

folhas mortas (FM), ao contrário das plantas cultivadas em NH₄⁺ que exibiram as seguintes 

porcentagens de FM: 25,86±8,49% em 15 mM, 17,56±7,46% em 30 mM, 31,18±4,76% em 60 

mM e 34,04±4,19% em 90 mM. Alguns trabalhos correlacionam o acúmulo NH₄⁺ nos tecidos 

com a senescência foliar (Chen et al., 1997, Mattsson e Schjoerring, 2003) devido ao aumento 

da sensibilidade do tecido vegetal a sinalização do etileno (Chen et al., 1997), hormônio 

responsável principalmente pela abscisão foliar (Buchanan et al., 2015), e também ao acúmulo 

de altos níveis de ácido abscísico nos tecidos (Rahayu et al., 2005, Garnica et al., 2010), o que 

provavelmente deve ter ocasionado a morte das folhas nas plantas cultivadas nestes 

tratamentos.  
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Figura 2: Parâmetros (biométricos e de massas) analisados da parte aérea e radicular de A. comosus var. 

ananassoides cultivado in vitro por sete meses, em meio MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH₄⁺, 

NO₃⁻ e NH₄NO₃) e concentrações (15, 30, 60 e 90 mM) de N. A) Número de folhas, B) comprimento da parte 

aérea (cm), C) quantidade de massa fresca (g) da parte aérea por planta, D) quantidade de massa seca (g) da parte 

aérea por planta, E) número de raízes, F) comprimento da parte radicular (cm), G) quantidade de massa fresca (g) 

da parte radicular por planta, H) quantidade de massa seca (g) da parte radicular por planta. Letras minúsculas 

distintas, acima de cada coluna, indicam diferença significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey 

(ANOVA, múltipla). 
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Ao contrário dos resultados obtidos em NH₄⁺ para variável comprimento da parte 

aérea, as plantas cultivadas nas fontes de NO₃⁻ e NH₄NO₃ apresentaram as maiores médias e 

foram significativamente semelhantes na maioria das concentrações utilizadas, com exceção 

das plantas crescidas em 60 mM de NH₄NO₃ que alcançaram a maior média (15,88±0,19 cm) 

(Figura 2 - B). Resultado semelhante foi observado por Kurita (2015) trabalhando com a 

bromélia Alcantarea imperialis (Carrière) Harms cultivada em diferentes fontes (NH₄⁺, NO₃⁻ 

e NH₄ NO₃) e concentrações de N (5, 15, 30 e 60 mM), obteve os maiores comprimentos das 

partes aéreas nas plantas cultivada em 30 e 60 mM de NH₄NO₃. Outros trabalhos também 

observaram maior crescimento quando essas duas fontes foram usadas combinadas, ao invés 

de separadas (Lukkanen, 1997, Walch-Liu et al., 2000, Nievola et al., 2001, Guo et al, 2002, 

Cruz et al., 2006). Esse efeito benéfico da absorção das duas fontes juntas pode ser atribuído: 

à homeostase no pH fisiológico (Babourina et al., 2007), à manutenção dos níveis apropriados 

de carboxilação (Feng et al., 1998) e ao balanço de hormônios (citocininas/auxinas) 

responsáveis pelo crescimento e desenvolvimento vegetal (Chen et al., 1998, Tamaki e 

Mercier, 2007b) Todavia, os mecanismos bioquímicos e fisiológicos responsáveis pelo 

benefício desta utilização conjunta ainda não estão completamente esclarecidos (Garnica et al., 

2010). 

Em relação aos parâmetros de massa fresca e massa seca da parte aérea, as menores 

médias foram novamente obtidas nas plantas cultivadas nas diferentes concentrações de NH₄⁺, 

corroborando os resultados de comprimento da parte aérea (Fig. 2 - B,C). Endres e Mercier 

(2001) compararam o crescimento de Ananas comosus (L.) Merril e Vriesea gigantea 

Gaudich. cultivados em diferentes concentrações de NH₄⁺ e ureia, verificando que A. 

comosus apresentou maior crescimento em NH₄⁺, contudo mesmo tendo preferência pela 

fonte inorgânica de N, concentrações acima de 10 mM mostrou-se desfavorável para o 

crescimento desta espécie, observado pela diminuição de biomassa. Assim como foi 

observada a diminuição da biomassa no presente trabalho para Ananas comosus var. 
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ananassoides, em todas as concentrações de NH₄⁺ utilizadas. Muitos estudos descrevem a 

toxicidade do NH₄⁺ para a maioria das plantas, quando este é fornecido como única fonte de N 

(Roosta e Schejoerring, 2007, Marschner e Marschner, 2012, Buchanan et al., 2015). No 

entanto, alguns pontos sobre o mecanismo da toxicidade do NH₄⁺ não estão 

totalmente elucidados (Britto e Kronzucker 2002, Li et al., 2014). Todavia, a 

toxicidade do excesso de NH₄⁺ nos tecidos, pode ser atribuída a fatores como: 

desacoplamento da fosforilação, distúrbio no balanço do pH celular (Li et al, 2011, Li et al, 

2014), elevado consumo de carbono nos tecidos, síntese de etileno atuando em resposta ao 

estresse por NH₄⁺(Britto e Kronzucker, 2002), e acúmulo de ácido abscísico e putrecinas 

livres nos tecidos (Garnica et al. 2010). Além disso, alguns autores descrevem que a presença 

de NO3
- 
é necessária para manter a biossíntese e o fluxo de citocininas em nível suficiente 

para mediar a normal morfogênese (Andrews et al., 2013) Visto isto, é provável que a 

diminuição da biomassa nas plantas cultivadas na fonte de NH₄⁺ tenha relação com alguns dos 

fatores anteriormente mencionados. 

Antagônico ao resultado de massa seca obtido em NH₄⁺, as plantas cultivadas em 

NO3
-
 obtiveram as maiores médias. Esse aumento da massa seca em plantas cultivadas com 

NO3
-
 também foi observado para Cucumis sativus L. (Roosta e Schjoerring, 2007) e para 

Triticum aestivum L.cv Amarok (Garnica et al., 2010) Os íons NO3
-
 e NH₄⁺são as fontes de N 

mais disponíveis para absorção pelas raízes das plantas na maioria dos solos, todavia a 

preferência pela absorção de um determinado íon ou outro ou ambos, dependerá da espécie 

vegetal e suas características fisiológicas, assim como a disponibilidade destes no solo (ou 

substrato) (Epstein e Bloom, 2006, Marschners e Marschners, 2012, Buchanan et al., 2015). 

No entanto é sabido que o NO3
-
 desempenha papel de sinalizador celular para expressão de 

genes relacionados com a captação, transporte e assimilação de N (Crawford, 1995, Miller et 

al., 2007), e para a síntese de citocininas, hormônios responsáveis pela regulação do 

crescimento (divisão e multiplicação celular) e desenvolvimento (expansão celular) das 
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plantas (Garnica et al., 2010, Andrews et al., 2013, Buchanan et al., 2015). O que poderia 

justificar o maior acúmulo de biomassa nas plantas cultivadas em NO3
- 
no presente trabalho. 

No que se refere aos parâmetros analisados da parte radicular, para todas as variáveis 

analisadas, os menores valores foram obtidos nas plantas crescidas em NH₄⁺ (Fig. 2 - E, F, G 

e H). De acordo com Li e Shi (2007) a diminuição da parte radicular é uma característica em 

plantas com estresse por excesso de NH₄⁺. Essa redução pode ser atribuída à diversos fatores 

bioquímicos e fisiológicos, que já foram mencionados anteriormente para parte aérea e que 

também influenciam a parte radicular, além disso, alguns autores relataram que o NH₄⁺ 

reprime a atividade de enzimas (GDP manose pirofosforilase - GMPase e GDP manose) 

necessárias para a biossíntese de L-ácido ascórbico e N-glicoproteínas (Barth et al. 2010), 

sendo que a falha no processo da N -glicosilação, implica em deformações na membrana e na 

parede celular que compromete o ciclo celular, provocando a morte da célula e por 

consequência inibindo o crescimento radicular (Qin et al, 2008, Kempinski et al 2011) Em 

relação ao alongamento radicular, foi observado que o excesso de NH₄⁺, diminui o 

gravitropismo nas raízes de Arabidopsis sp. por meio da redistribuição de auxina, implicando 

na redução do comprimento das raízes (Zou et al., 2012). Sendo assim, infere-se que esses 

distúrbios tenham influenciado negativamente o crescimento e desenvolvimento radicular em 

A. comosus var. ananassoides.  

Ainda em relação aos parâmetros analisados na parte radicular, para variável número 

de raízes, as plantas cultivadas em 15 mM e 30 mM de NO3
- 
e de NH₄NO₃ (Fig. 2 - E), 

apresentaram as maiores médias, no entanto foi observada uma tendência na diminuição da 

quantidade de raízes conforme o aumento da concentração de N. Alguns autores descrevem 

que para a maioria das plantas a alta suplementação de N suprime a ramificação radicular, 

enquanto que, a limitação de N acelera a ramificação e o crescimento (Kiba et al., 2011) Esta 

modulação no crescimento e desenvolvimento radicular em relação a alta ou baixa 

disponibilidade de N, é mediada principalmente pela sinalização dos fitohormônios auxina 
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(AIA) e ácido abscísico (ABA), além destes, foi visto que o NO3
- 
também apresenta função de 

sinalizador molecular para o crescimento radicular (Kiba et al., 2011, Vidal et al 2013) A AIA 

sinaliza para indução do alongamento celular e as raízes são mais sensíveis à esta sinalização 

(Tamaki e Mercier, 2007b, Buchanan et al., 2015) Estudos demonstraram que a diminuição da 

disponibilidade de N pode promover o acúmulo de AIA nas raízes e, por consequência, levar 

ao alongamento radicular (Walch-Liu et al., 2006; Tamaki e Mercier, 2007b, Tian et al., 

2008). Ademais foi observado que a AIA também é responsável pela indução do 

desenvolvimento de raízes laterais (RL) em resposta à baixa suplementação de N (Fukaki e 

Tasaka 2009, Ma et al. 2014)  

Outro hormônio que induz o crescimento de RL é o ABA (Cheng et al. 2002, Zhang 

et al., 2007; Zhao et al. 2015) Todavia, altas concentrações ABA têm efeito supressor no 

desenvolvimento de RL (Liang et al. 2007, Guo et al., 2009; Zhang et al., 2009, Zhao et al. 

2015) Alguns trabalhos descrevem que plantas suplementadas com as altas concentrações de 

N, apresentam maior produção de ABA, resultando na inibição do crescimento de RL 

(Signora et al. 2001, Zhang et al. 2009, Yendrek et al. 2010). Visto isto, é possível inferir que 

estes fatores tenham influenciado o número de raízes nas plantas cultivadas em NO3
- 

e 

NH₄NO₃. Contudo, em relação ao comprimento da parte radicular, não foram observadas 

diferenças significativas nas plantas crescidas na maioria das concentrações, nestas duas 

fontes (NO3
- 

e de NH₄NO₃), exceto em 90 mM de NO3
-
, que apresentou uma redução no 

comprimento (Fig. 2 - F).  

Em relação às massas fresca e seca da parte radicular, foi observada uma tendência 

de aumento nas plantas cultivadas em 15 mM, 30 mM e 60 mM de NO3
- 
(Fig. 2 - G, H). 

Assim como foi mencionado anteriormente, o NO3
- 
é um sinalizador molecular para diversas 

funções na célula, entre elas a biossíntese de citocininas (Garnica et al., 2010, Andrews et al., 

2013) Alguns autores observaram que a citocinina regula a distribuição da AIA no meristema 

apical radicular e também promove a divisão celular no centro quiescente do meristema apical 
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radicular, que geralmente é mitoticamente inativo (Ruzicka et al, 2009, Zhang et al., 2011, 

Zhang et al, 2013) Esse aumento na divisão celular induzida pela citocinina poderia explicar o 

aumento da biomassa da parte radicular nas plantas cultivadas em NO3
- 

 em relação aos 

demais tratamentos. 

Quanto aos resultados de pigmentos fotossintéticos, os maiores valores foram obtidos 

nas plantas cultivadas em todas as concentrações de NH₄NO₃, sendo que a maior média foi 

alcançada nas plantas cultivadas em 60 mM de NH₄NO₃ (Fig. 3). Esse aumento no conteúdo 

de pigmentos fotossintéticos também foi observado para A. imperialis cultivadas nas 

concentrações de 15, 30 e 60 mM de NH₄NO₃, que apresentaram os maiores valores, se 

comparadas às médias alcançadas nestas mesmas concentrações em NO3
-
 (Kurita, 2015). 

Geiger et al., (1999) também observaram resultado semelhante para Nicotiana tabacum L., cv. 

SamsunNN. Alguns autores descrevem que plantas suplementadas com NH₄⁺ (com níveis não 

tóxicos), apresentam maior conteúdo de clorofila por unidade de área foliar (Raab e Tarry, 

1994, Claussen e Lenz, 1999) O que explica a maior quantidade de pigmentos nas plantas 

cultivadas nas diferentes concentrações de NH₄NO₃ em relação as plantas de NO3
-
. Todavia, 

não foram encontrados na literatura estudos que esclarecem esse aumento do conteúdo de 

pigmentos fotossintéticos, em relação ao suplemento de diferentes fontes inorgânicas de N. 

Alguns autores relataram que para a maioria das plantas o NH₄⁺ é preferencialmente 

assimilado nas raízes (visto que o seu acúmulo nos tecidos pode ser tóxico), sendo que este 

processo demanda grandes quantidades de esqueletos de carbono originados (do ciclo do 

ácido cítrico) na parte aérea da planta (Epsteim e Bloom, 2006, Marschners e Marschner, 

2012, Buchanam et al, 2015). De acordo com Raab e Tarry (1994) esse requerimento de 

carboidratos pode influenciar a toxicidade do NH₄⁺ na planta, visto que quanto mais rápido o 

NH₄⁺ absorvido for assimilado, menores serão os danos causados pela sua possível toxicidade. 

Diante destes fatos, poderia se inferir que o aumento do conteúdo de pigmentos fotossintéticos 

em A. comosus var. ananassoides cultivadas nas diferentes concentrações de NH₄NO₃, 
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poderia estar relacionada com a necessidade do suprimento da demanda de esqueletos de 

carbono na parte radicular, para assimilação do NH₄⁺ absorvido. 

 

 

Figura 3: Conteúdo de pigmentos fotossintéticos (mg) (clorofila a, b e carotenoides) por grama de massa seca de 

A. comosus var. ananassoides cultivado in vitro por sete meses, em meio MS-1962 modificado com as diferentes 

fontes (NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃) e concentrações (15, 30, 60 e 90 mM) de N. A) Clorofilas a e b. B) 

Carotenoides. Letras minúsculas distintas, acima (Cl b e Carot) ou dentro (Cl a) de cada coluna, indicam 

diferença significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey (ANOVA, múltipla), que compara as médias 

de cada tratamento em relação a um tipo de pigmento (Clorofila a ou b ou carotenoides). 

 

3.3. Assimilação de N na parte aérea de plantas cultivadas in vitro em diferentes formas 

e concentrações de N 

Para as plantas cultivadas nas diferentes concentrações de NH₄⁺, a atividade da 

enzima nitrato redutase (ANR) e o conteúdo de nitrato endógeno (CNE) estavam abaixo 

dos níveis de detecção dos métodos utilizados para estas análises, não sendo possível fazer as 

quantificações para esses tratamentos. 

Em relação à ANR, comparando-se as médias obtidas nas plantas mantidas nas fontes 

de NO₃⁻ e NH₄NO₃ no tempo inicial (TI), os maiores valores foram apresentados nas plantas 

cultivadas em 60 mM e 90 mM de N, tanto na forma de NO₃⁻, quanto na foram de NH₄NO₃ 

(Fig. 4 - A). Ainda foi observado que nestas duas concentrações independentemente da forma 

de N utilizada, a ANR alcançou um valor máximo, visto que mesmo com a provável maior 

disponibilidade na concentração de 90 mM de N, a ANR apresentou valores 



55 
 

significativamente semelhantes aos obtidos em 60 mM de N. Outros trabalhos também 

verificaram essa positiva relação entre a maior disponibilidade de NO₃⁻ e o aumento da ANR 

(Claussen e Lenz, 1999, Horchani et al., 2010), e também que concentrações muito elevadas 

podem apresentar uma diminuição da ANR  (Chen et al., 2004, Silva et al, 2011), sugerindo 

que a concentração de 90 mM de N, possui quantidade N a mais do que é necessário para o 

crescimento e desenvolvimento in vitro de A. comosus var ananassoides.  

 

Figura 4: Atividade da enzima nitrato redutase - NR (A, B) e conteúdo de NO₃⁻ (C, D) na parte aérea de A. 

comosus var. ananassoides, 24 após transferência para o meio MS-1962 modificado com as concentrações de 15, 

30, 60 e 90 mM de N, nas formas de NH₄
+
, NO3

-
 e NH4NO3. A, C) Tempo Inicial: plantas crescidas em MS/2 por 

dois meses. B, D) Tempo final: plantas cultivadas por sete meses nas diferrentes concentrações e formas de N. 

Letras minúsculas distintas, acima de cada coluna, indicam diferença significativa em P < 0,05 de acordo com o 

teste de Tukey (ANOVA). 

 

Quanto a ANR nas plantas do tempo final (TF), a maior média foi obtida nas plantas 

crescidas em 90 mM de NH₄NO₃, todavia observou-se uma tendência de aumento da ANR 

nas plantas cultivadas em 60 e 90 mM de NH₄NO₃ se comparadas às mesmas concentrações 
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em NO₃⁻, fato que possivelmente está relacionado com o CNE nas plantas cultivadas em 60 e 

90 mM de NO₃⁻ ser maior do que as de NH₄NO₃ nestas mesmas concentrações (Fig. 4 - D).  

Em relação ao CNE nas plantas do TI não houve diferenças significativas entre os 

tratamentos. Contudo, comparando-se as médias brutas da ANR nas plantas do TI e do TF, 

principalmente nos tratamentos com as maiores concentrações de N (60 e 90 mM), observa-se 

maior atividade nas plantas do TI (Fig. 4 - A, B), já em relação ao CNE, as maiores médias 

brutas foram apresentadas nas plantas do TF, assim como era esperado, visto que estas plantas 

permaneceram por mais tempo nestas concentrações se comparadas às plantas do TI (Fig. 4 - 

C, D). Na maioria das plantas o NO3
-
 absorvido pode ser reduzido imediatamente na raiz ou 

transportado via xilema para parte aérea, onde é estocado no vacúolo para posterior redução 

conforme a necessidade da planta (Cárdenas-Navarro e Adamowicz, 1999) O NO3
- 

armazenado é importante para o balanço osmótico celular, além de ser uma fonte reserva de 

N, em períodos onde há escassez de N (Chen et al., 2004, Miller et al., 2007). 

Quanto à atividade da glutamina sintase (AGS), no TI não houve diferença 

significativa entre os tratamentos utilizados (Fig. 5 - A). Todavia, no TF foi observado que as 

plantas cultivadas nas concentrações 15, 30, 60 e 90 mM de NH₄NO₃, apresentaram as 

maiores AGS, se comparadas com as mesmas concentrações utilizadas nas outras duas fontes 

(NH₄⁺ e NO₃⁻) (Fig.5 - B). Alguns estudos relataram que a AGS não é afetada pelo 

fornecimento de diferentes formas de N, para Solanum lycopersicum L. e Zea mays L. 

(Magalhães e Huber, 1991) e, também, para Vaccinium corymbosum L., Rubus idaeus L. e 

Fragaria ananassa Duch. (Claussen e Lenz, 1999). Todavia existem trabalhos que obtiveram 

maior AGS em plantas cultivadas em NH₄NO₃ ou NH₄⁺, quando comparadas às cultivadas em 

NO₃⁻, tanto em Oryza sp. (Magalhães e Huber, 1999), quanto em Catasetum fimbriatum 

(Morren) Lindl. (Majerowicz et al., 2000) e, também, para Solanum lycopersicum L. cv. Rio 

Grande (Horchani et al., 2010). Diante destes fatos, verifica-se que a resposta da AGS em 

relação à fonte fornecida pode variar conforme a espécie estudada.  
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A assimilação do NH₄+
 em glutamina e glutamato, realizada pelas enzimas glutamina 

sintase (GS) e glutamina oxoglutarato aminotransferase (GOGAT), é considerada a principal 

via de assimilação (Miflin e Habash, 2002, Bernard e Habash, 2009, Rennenberg et al. 2010, 

Xu et al., 2012) e desintoxicação do NH₄+
, sobre condições normais de crescimento da planta 

(Magalhães e Huber, 1991, Lea e Miflin, 2003, Guo et al., 2007). Devido a isto, infere-se que 

A. comosus var. ananassoides apresentou maior AGS quando cultivado em diferentes 

concentrações de NH₄NO₃ no TF, para evitar a toxicidade do NH₄⁺ absorvido.  

No entanto, a menor AGS nas plantas cultivadas nas diferentes concentrações de 

NH₄⁺, junto com os demais parâmetros anteriormente analisados (biométricos e de massas), 

indicam que provavelmente estas plantas estavam em processo de senescência. Alguns autores 

verificaram que folhas em processo de senescência apresentam baixas AGS (Peeters e Van 

Laere, 1992, Chen et al., 1997). Fato, provavelmente, relacionado com a alta degradação das 

proteínas no estroma do cloroplasto (por meio de proteases), tais como a ribulose-1,5-

bisfosfato carboxilase oxigenasse (RuBisCo), GS plastídica e GOGAT plastídica, durante o 

processo de senescência foliar (Palatnik et al., 1999, Parry et al. 2003, Kato at al., 2005, 

Masclaux-Daubresse et al., 2010). O que poderia ter influenciado a baixa AGS nas plantas 

cultivadas em NH₄⁺ no presente trabalho.  

  



58 
 

 

Figura 5: Atividade da glutamina sintase - GS (A, B), atividade da glutamato desidrogenase - GDH (C, D) e 

conteúdo de NH₄
+
 (E, F) na parte aérea de A. comosus var. ananassoides, 24 após transferência para o meio MS-

1962 modificado com as concentrações de 15, 30, 60 e 90 mM de N, nas formas de NH₄
+
, NO3

-
 e NH4NO3. A, C, 

E) Tempo Inicial: plantas crescidas em MS/2 por dois meses. B, D, F) Tempo final: plantas cultivadas por sete 

meses nas diferentes concentrações e fontes de N. Letras minúsculas distintas, acima de cada coluna, indicam 

diferença significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey (ANOVA). 

 

Além disso, foi observado que a plantas cultivadas em NH₄⁺ no TF, apresentaram os 

maiores conteúdos de amônio endógeno (CAE) (Fig. 5 - F), sendo este mais um indício que 

as plantas estavam em processo de senescência. Alguns estudos relataram sobre a positiva 

relação entre a senescência e acúmulo de NH₄⁺ nas folhas (Chen et al., 1997, Masclaux et al., 
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2000, Mattsson e Schjoerring, 2003). Esse acúmulo é devido à alta proteólise que ocorre no 

processo de senescência, liberando grande quantidade de aminoácidos que são catabolizados 

pelas enzimas glutamato desidrogenase (GDH) e asparaginases (Bernad e Habash, 2009). A 

GDH pode catalisar tanto a aminação do 2-oxoglutarato (2-OG) quanto à desaminação do 

glutamato (Glu) (Lea e Miflin, 2003, Forde e Lea, 2007). Todavia, alguns autores sugerem 

que a principal atividade catalítica in vivo desta enzima seja a desaminação do Glu, liberando 

NH₄⁺ e 2-OG, além de gerar NADH (Miflin e Habash, 2002, Lea e Miflin, 2003, Masclau-

Daubresse et al., 2010). Esse processo ocorre como um desvio para assegurar que assimilação 

do N não diminua excessivamente a quantidade de 2-OG na mitocôndria, visto que este é um 

intermediário no ciclo dos ácidos tricarboxílicos (TCA) (Robison et al, 1991, Miflin e Habash, 

2002, Lea e Miflin, 2003). Diante do exposto, é possível inferir que a maior atividade de GDH 

em A. comosus var. ananassoides cultivadas em NH₄⁺ está relacionada com o catabolismo do 

Glu, para gerar tanto o 2-OG para o ciclo TCA, quanto o NADH, necessário para outros 

processos metabólicos na célula.   

Já em relação a maior atividade da GDH nas plantas cultivadas em NH₄⁺ e NH₄NO₃, 

no TI, provavelmente, esteja relacionada com atividade de aminação do Glu, visto que alguns 

trabalhos também sugerem que a GDH possui importante papel na assimilação de N 

(Magalhães e Huber, 1991, Skopelitis et al., 2006, Li et al., 2011). 

 

3.4. Aclimatização das plantas obtidas in vitro nas diferentes concentrações e fontes de N 

Após três meses da transferência para as condições ex vitro, não houve mortalidade 

nas plantas cultivadas nas diferentes concentrações de NO3
- 
e NH₄NO₃, apresentando aspecto 

saudável em todas as concentrações utilizadas (Fig. 6). Entretanto, 100% das plantas 

cultivadas nas diferentes concentrações de NH₄⁺ não sobreviveram sob esta condição. 
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Figura 6: Aspecto geral das plantas de Ananas comosus var. ananassoides cultivadas ex vitro por três meses, 

adubadas com solução nutritiva composta pela formulação de MS-1962 modificado com as diferentes fontes 

(NO₃⁻ e NH₄NO₃) e concentrações (15, 30, 60 e 90 mM) de N, por sete meses. A, B, C e D - plantas cultivadas 

em 15 mM, 30 mM, 60 mM e 90 mM de NO₃⁻, respectivamente. E, F, G e H - plantas cultivadas em 15 mM, 30 

mM, 60 mM e 90 mM de NH₄NO₃, respectivamente. Barra de escala corresponde a 1 cm. Foto: Priscila P. A. 

Silva. 

 

Em relação ao crescimento e desenvolvimento da parte aérea, as plantas cultivadas 

em 30, 60 e 90 mM de NH₄NO₃, apresentaram as maiores médias brutas, se comparadas aos 

demais tratamentos utilizados, na maioria dos parâmetros analisados (Fig. 7 - A, B, C, D). 

Quantos aos parâmetros da parte radicular em todas as variáveis analisadas (Fig. 7 - E, F, G, 

H). 

Não foram encontrados na literatura trabalhos que avaliam a aclimatização de plantas 

cultivadas in vitro, sob a adubação de diferentes fontes e concentrações de N. Todavia, Kurita 

(2015) verificou que a bromélia A. imperialis cultivada em ambiente controlado, apresentou 

maior crescimento quando cultivada sob adubação de NO3
-
, em comparação às adubadas com 

NH₄+
 e NH₄NO₃. Diferente do observado para A. comosus var. ananassoides. 
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Figura 7: Parâmetros (biométricos e de massas) analisados da parte aérea e radicular de A. comosus var. 

ananassoides cultivado ex vitro por três meses, adubado com solução nutritiva composta pela formulação de 

MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃) e concentrações (15, 30, 60 e 90 mM) de 

N. A) Número de folhas, B) comprimento da parte aérea (cm), C) quantidade de massa fresca (g) da parte aérea 

por planta, D) quantidade de massa seca (g) da parte aérea por planta, E) número de raízes, F) comprimento da 

parte radicular (cm), G) quantidade de massa fresca (g) da parte radicular por planta, H) quantidade de massa 

seca (g) da parte radicular por planta. Letras minúsculas distintas, acima de cada coluna, indicam diferença 

significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey (ANOVA, múltipla). 
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Em relação ao conteúdo de pigmentos fotossintéticos os maiores valores foram 

obtidos nas plantas adubadas com as diferentes concentrações de NH₄NO₃, sendo a maior 

média atingida nas plantas cultivadas com 60 mM de NH₄NO₃ (Fig. 8) corroborando os 

resultados de pigmentos fotossintéticos anteriormente obtidos nas plantas cultivadas in vitro.  

  

 

Figura 8: Conteúdo de pigmentos fotossintéticos (mg) (clorofila a, b e carotenoides) por grama de massa seca de 

A. comosus var. ananassoides cultivado ex vitro por três meses, adubado com solução nutritiva composta pela 

formulação de MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH₄⁺, NO₃⁻ e NH₄NO₃) e concentrações (15, 30, 

60 e 90 mM) de N. A) Clorofilas a e b. B) Carotenoides. Letras minúsculas distintas, acima (Cl b e Carot) ou 

dentro (Cl a) de cada coluna, indicam diferença significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey 

(ANOVA, múltipla), que compara as médias de cada tratamento em relação a um tipo de pigmento (Clorofila a 

ou b ou carotenoides). 

 

É sabido que durante a passagem do cultivo in vitro para as condições ex vitro, 

mudanças em fatores como: aumento da taxa de transpiração, aumento da luminosidade, 

substituição de uma condição heterotrófica para outra autotrófica, dentre outros, podem ser 

fatores limitantes para a propagação de algumas espécies (Grattapaglia e Machado, 1998, 

Hartmann et al., 2002, Bregonci et al., 2008, Berilli et al., 2011). Visto isso, e comparando 

os resultados de crescimento e pigmentos fotossintéticos, nas plantas cultivadas in vitro e ex 

vitro, verifica-se que mesmo apresentando uma tendência de maior acúmulo de biomassa, nas 

plantas cultivadas in vitro em 15 e 60 mM de NO3
-
, a passagem para as condições ex vitro, 

mostrou-se mais favorável para o crescimento e desenvolvimento das plantas cultivadas nas 
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maiores contrações de NH₄NO₃, o que provavelmente deve estar relacionado com o maior 

conteúdo de pigmento fotossintético nestas plantas e, que já tinha sido anteriormente 

observado na condição in vitro, podendo se inferir que estas foram capazes de assimilar mais 

carbono, resultando no maior crescimento e desenvolvimento ex vitro.   

Em suma, as plantas cultivadas in vitro na concentração de 60 mM de NH₄NO₃ e de 

NO3
-
, apresentaram uma tendência de maior crescimento em relação aos demais tratamentos 

utilizados. Todavia as plantas cultivadas em 60 mM de NO3
-
, obtiveram maior acúmulo de 

biomassa. Contudo a ANR foi maior em 60 mM de NH₄NO₃, provavelmente em razão do 

menor CNE nestas plantas, em comparação ao CNE nas plantas cultivadas em NO3
-
 nesta 

mesma concentração. Além disso, a AGS também foi maior nas plantas cultivadas em 60 mM 

de NH₄NO₃, possivelmente em virtude da absorção do íon NH₄+
, cujo acúmulo nos tecidos 

pode ser prejudicial para a planta. Em relação à atividade da GDH os maiores valores foram 

obtidos em NH₄+
, cujas plantas apresentaram sintomas de senescência, observado por fatores 

como: aspecto atrofiado das plantas, presença de mortalidade, menores valores biométricos e 

de massas, menores conteúdos de pigmentos fotossintéticos e maiores valores de CAE, 

indicando que a atividade desta enzima in vivo nestas plantas estaria catabolizando os 

aminoácidos, gerados pela proteólise de proteínas. Em relação à aclimatização, as plantas 

cultivadas em 30, 60 e 90 mM de NH₄NO₃ apresentaram uma tendência de maior crescimento 

em comparação aos demais tratamentos, possivelmente devido a maior quantidade de 

pigmentos fotossintéticos nas plantas cultivadas nestas concentrações.  

 

4. CONCLUSÃO 

As formas e concentrações de nitrogênio podem influenciar o crescimento, 

desenvolvimento e assimilação de N em A. comosus var. ananassoides. Recomenda-se 

cultivar esta bromélia in vitro e ex vitro com 60 mM de NH₄NO₃. 
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RESUMO 

A bromélia ornamental Ananas comosus var. ananassoides é nativa do cerrado bioma 

pertencente aos 34 hotspost, fortalecendo a importância dos estudos de suas espécies. Os 

estudos de micropropagação podem contribuir para conservação de espécies endêmicas, raras 

ou ameaçadas de extinção. A propagação in vitro pode ser iniciada através segmentos nodais 

ou sementes, sendo este último o mais indicado para posterior reintrodução dos indivíduos na 

natureza. Dentre os nutrientes do meio de cultura o nitrogênio é importante e requerido em 

maiores quantidades, sendo absorvido na forma de nitrato e amônio, que posteriormente serão 

assimilados em compostos orgânicos. Poucos são os estudos sobre a propagação desta espécie 

e nenhum avalia a influência de diferentes fontes nitrogenadas sobre o crescimento de plantas 

de origem embrionária somática e zigótica. Assim, este estudo visou avaliar o crescimento e a 

assimilação de nitrogênio nesta espécie obtida a partir de semente e de segmento nodal, 

cultivada em diferentes fontes de nitrogênio. Plantas obtidas de segmentos nodais e 

sementes foram cultivadas por sete meses em meio de cultura modificado com 60 

mM de N nas formas de nitrato e nitrato de amônio, verificando semelhanças nos 

comportamentos de crescimento e assimilação nas plantas em ambas as origens 

embrionárias. 

  

Palavras-chave: Bromeliaceae, cultivo in vitro, nitrogênio, segmento nodal, semente. 
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1. INTRODUÇÃO 

A bromélia Ananas comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & F.Leal, é muito 

utilizada na ornamentação, tendo sua inflorescência exportada para países europeus (Paula; 

Silva, 2004; Carvalho et al., 2009, Carvalho, 2012, Souza et al., 2012). Esta espécie, 

conhecida popularmente como “ananás-do campo” é nativa do cerrado (Vieira et al., 2006, 

Proença e Sajo, 2007). Bioma que se encontra ameaçado de extinção, estando entre os 34 

hotspots globais de biodiversidade (Myers et al., 2000, Orme et al., 2005). Fortalecendo a 

importância de estudos e medidas de conservação de suas espécies.  

Uma forma de se conservar uma espécie pode ser por meio dos estudos de 

propagação e o cultivo in vitro é um dos métodos utilizados para o crescimento e 

multiplicação de espécies ameaçadas de extinção (Mercier e Kerbauy, 1993, 1994, 1995, 

1996, Mercier e Nievola, 2003, Suzuki et al., 2008, Andrade e Tamaki et al., 2016) e também 

para a produção comercial de plantas (Engelmann, 1991; Fay, 1994; Sarasam  et al., 2006; 

Carvalho et al., 2012), além de ser utilizado em diversos estudos de cultivo de bromélias 

(Souza et al, 2009; Carvalho et al., 2012, Dias et al., 2013) mostrando ser uma ferramenta 

importante nas pesquisas biotecnológicas (Engelmann, 1991; Fay, 1994; Sarasam  et al., 2006; 

Carvalho et al., 2012) e nos estudos fisiológicos relacionados ao desenvolvimento vegetal 

(Suzuki et al., 2010).  

Um fator importante para o estabelecimento do cultivo in vitro é a seleção do tipo de 

explante que dará origem a novas plantas, estes podem ser células, tecidos ou orgãos vegetais 

(Grattapaglia e Machado, 1998). Além destes, existem muitos estudos de propagação in vitro 

que utilizam sementes (Suzuki et al., 2009, Silva et al., 2012, Kurita e Tamaki, 2013, Kurita et 

al., 2014, Andrade e Tamaki, 2016) Outro fator relevante é a seleção do meio de cultura que 

será utilizado (Grattapaglia e Machado, 1998, Bunn et al., Pinhal et al., 2011, Su et al., 2012), 

uma vez que a nutrição mineral implica no crescimento e desenvolvimento das plantas 

(Epstein e Bloom, 2006; Marschner e Marschner, 2012). Sendo a composição descrita 
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por Murashige e Skoog (MS-1962) a mais utilizada para o cultivo in vitro de plantas (MS-

1962) (Werner et al., 2010). Dos nutrientes que constituem o meio de cultura, o nitrogênio 

(N), pode ser considerado um dos mais importantes, visto sua função estrutural em diversas 

moléculas essenciais para o crescimento e desenvolvimento vegetal, tais como: nucleotídeos, 

ácidos nucleicos, aminoácidos, proteínas, coenzimas, clorofilas, entre outros (Epstein 

e Bloom, 2006; Marschner e Marschner, 2012, Buchanan et al., 2015).  

O N nas formas inorgânicas de amônio (NH₄⁺) e nitrato (NO₃⁻) são as fontes 

de N mais acessíveis para absorção pelas raízes das plantas na maioria dos solos 

(Epstein e Bloom, 2006; Marschner e Marschner, 2012). O N absorvido na forma de 

NO₃⁻ é reduzido a nitrito (NO2
-
) pela enzima nitrato redutase (NR), que 

posteriormente será reduzido a NH₄⁺, por intermédio da enzima nitrito redutase 

(NiR), este último por sua vez será assimilado em glutamina e glutamato, pela ação 

das enzimas glutamina sintase (GS) e glutamato sintase (GOGAT), respectivamente 

(Xu et al. 2012, Andrews et al, 2013, Buchanan et al., 2015). Além destas, a 

mitocondrial glutamato desidrogenase dependente de NADH (GDH-NADH), 

alternativamente também pode contribuir na assimilação do NH₄⁺ (Magalhães e Huber, 

1991, Skopelitis et al., 2006, Li et al., 2011). 

Alguns estudos relataram sobre a oscilação diária das enzimas e metabólitos 

relacionados com metabolismo de N (Fernández-Conde et al. 1995, Nievola e Mercier, 2000, 

Wang et al., 2011) Essas variações influenciam o balanço de N e carbono (C) e são 

importantes para o crescimento e desenvolvimento da planta (Masclaux-Daubresse et al., 

2002, Stitt et al., 2002). Além da influência dos fatores intrínsecos da planta, condições 

abióticas tais como: temperatura, luminosidade, concentração de CO2, estresse hídrico, 

fornecimento de açúcar e de N, também podem induzir as atividades destas enzimas 

(Crawford, 1995, Geiger et al., 1998, Masclaux-Daubresse, 2002).  
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Em um trabalho anterior Silva et al. (capítulo 1), estudaram o crescimento e a 

assimilação de N em plantas de A. comosus var. ananassoides cultivadas em diferentes fontes 

e concentrações de N, verificando que a concentração de 60 mM de NH₄NO3 e de NO3
-
 

foram as mais indicadas para o crescimento in vitro desta espécie. Todavia estes 

autores utilizaram clones obtidos de segmentos nodais para micropropagar estas 

plantas, cujo método permite avaliar melhor os dados fisiológicos, devido à 

uniformidade da população de clones estudada, sendo indicado quando o cultivo visa à 

produção de mudas (Carvalho et al., 2009, Carvalho et al, 2012, Krishna e Singh, 2013). 

Todavia, quando o objetivo é a posterior reintrodução no ambiente natural, é sugerido que a 

propagação in vitro seja feita a partir de sementes, devido a maior variabilidade genética dos 

exemplares (Mello et al., 1998). Contudo não foram encontrados trabalhos com esta espécie 

que avaliam a influência de diferentes fontes de N, sobre o crescimento e a assimilação de N 

em plantas de origem zigótica ou somática. Diante do exposto, o objetivo do presente 

estudo foi avaliar o crescimento e a assimilação de N em plantas de Ananas comosus 

var. ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal provenientes de sementes e segmentos nodais 

cultivadas in vitro em diferentes fontes de N. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Obtenção das plantas a partir de sementes  

O experimental foi realizado no NPPO do IBt/SMA-SP e as sementes de Ananas 

comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal. utilizadas nos experimentos foram 

obtidas de frutos coletados na Reserva Biológica de Mogi Guaçu do IBt/SMA-SP. 

Posteriormente ao beneficiamento dos frutos para obtenção das sementes, estas foram 

acondicionadas em sacos de papel pardo e armazenadas em condições de refrigeração a 10 ºC. 

As plantas de A. comosus var. ananassoides utilizadas no experimento, foram 

obtidas da germinação de cerca de 2.000 sementes em placas de Petri contendo 30 mL de 
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meio constituído por 3% de sacarose (m/v) e 0,5% ágar (m/v). As plântulas geradas, 

permaneceram sob condições controladas em sala de cultura com fotoperíodo de 12 horas, 

radiação fotossinteticamente ativa (PAR) de 30 µmol.m
-2

.s
-1

 e temperatura de 26±2 ºC por 

127 dias após a germinação, até o esgotamento das reservas das sementes, do mesmo modo 

como descrito por Araujo et al. (2012).  

 

2.2. Obtenção das plantas a partir de segmentos nodais  

Já para a obtenção dos segmentos nodais, (cerca de 1.000) sementes de A. comosus 

var. ananassoides foram germinadas (nas mesmas condições descritas anteriormente) e 

transferidas para frascos de 350 mL contendo 30 mL do meio Murashige & Skoog (1962) 

(MS-1962) com 50% da concentração de macronutrientes (MS/2), por dois meses em sala de 

cultura, sob as mesmas condições controladas. Após esse período as plantas tiveram suas 

folhas cortadas e foram transferidas para frascos de 500 mL contendo 40 mL do meio MS/2, 

que foram colocados no escuro, onde permaneceram por cinco meses, visando o estiolamento 

do eixo caulinar das plantas. Posteriormente, as plantas estioladas tiveram os segmentos 

nodais isolados. 

 

2.3. Transferência das plantas para as diferentes fontes de N 

As plantas e os segmentos nodais obtidos in vitro (descritos nos itens 2 e 2.1), foram 

transferidos para frascos de 350 mL contendo 30 mL do meio MS/2, onde permaneceram por dois 

meses em sala de cultura sob condições controladas, visando uniformizar nutricionalmente os dois 

lotes. Posteriormente, as plantas foram transferidas para frascos de 350 mL contendo 30 mL do 

meio MS-1962 modificado por Silva et al. (capítulo 1) com as diferentes fontes de N inorgânico 

NO₃⁻ e NH₄NO₃, na concentração de 60 mM (para cada fonte de N), permanecendo por sete 

meses sob as mesmas condições controladas.  

As plantas cultivadas por dois meses em meio MS/2, assim como as plantas 

cultivadas por sete meses em meio MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH₄⁺, 
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NO₃⁻ e NH₄NO₃) de N, foram transferidas para novos frascos de 350 mL contendo 30 mL de 

meio MS modificado com as diferentes fontes e concentrações de N, antes de 24 horas das 

coletas de material vegetal para as análises (descritas no item 2.4), visando garantir o 

suprimento de N para as plantas.  

 

2.4. Coleta de material vegetal, delineamento experimental e parâmetros analisados. 

As coletas de material vegetal para todas as análises foram feitas nos seguintes 

períodos do experimento (Fig. 5): 

  Tempo inicial (TI): plantas cultivadas (por dois meses) em MS/2, após 24 horas de 

transferência para meios contendo MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH₄⁺, 

NO₃⁻ e NH₄NO₃) de N. 

  Tempo final (TF): plantas cultivadas (por sete meses) em MS-1962 modificado com 

as diferentes fontes de N, após 24 horas de transferência para novos meios contendo as 

mesmas fontes e concentrações de N, cujas plantas foram anteriormente cultivadas. 

As coletas de material vegetal no TI e TF foram feitas em intervalos de quatro horas 

até completar um ciclo de 24 horas, obtendo-se o total de sete pontos de coleta em 24 horas, 

sendo a primeira coleta feita após três horas início do período luminoso da sala e cultura.  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2x2x1, 

constituído de dois tipos de material vegetal (semente e segmento nodal), duas formas de 

nitrogênio (NO₃⁻ e NH₄NO₃) e uma concentração de N (60 mM). No TI e TF para cada 

ponto da coleta de 24 horas (sete pontos no total) a parcela experimental foi constituída por 

dois frascos (cinco plantas por frasco) com três repetições, ou seja, seis frascos por ponto de 

coleta para cada tratamento, totalizando 42 frascos por tratamento (210 plantas) em uma 

coleta de 24 horas. 

Os parâmetros analisados foram: comprimentos das partes aérea e radicular, número 

de folha e raiz, massas fresca e seca das partes aérea e radicular, quantidade de pigmentos 

fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides), conteúdo de NH₄⁺ e NO₃⁻ endógenos, atividade 
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das enzimas nitrato redutase (NR), glutamina sintase (GS) e glutamato desidrogenase 

dependente de NADH (GDH-NADH). 

Ressalta-se que foram utilizadas 20 plantas para análise dos parâmetros: 

comprimentos das partes aérea e radicular, número de folha e raiz e massas fresca e seca das 

partes aérea e radicular. Quanto as atividades das enzimas NR, GS e GDH, foram realizados 

ensaios para a padronização da melhor quantidade de massa vegetal, quantidade de substrato, 

volume da solução de incubação, tempo de incubação e horário da coleta de material vegetal, 

de acordo como descrito por Silva et al. (Capítulo 1). Os demais procedimentos e parâmetros 

serão descritos com mais detalhes nos itens a seguir. 

 

2.5. Ensaio das enzimas nitrato redutase (NR) glutamina sintase (GS) e glutamato 

desidrogenase dependente de NADH (GDH-NADH) 

A atividade da NR in vivo foi determinada de acordo com o método descrito por 

Jaworski (1971) modificado por Nievola e Mercier (2001) e adaptado por Silva et al. 

(Capítulo 1). 

A atividade da GS foi determinada de acordo com o método in vitro descrito por 

Elliott (1955) apud Farnden e Robertson (1980) adaptado por Silva et al. (Capítulo 1). 

Para a GDH-NADH a determinação foi realizada com base no método descrito por 

Bulen (1956) adaptado por Silva et al. (Capítulo 1).  

 

2.6. Determinação do conteúdo endógeno de amônio (NH₄⁺) e nitrato (NO₃⁻) 

 

2.6.1. Preparação do extrato vegetal 

As folhas, provenientes de 10 plantas foram cortadas em pequenos fragmentos 

formando uma mistura heterogênea. Amostras de 0,1 g de massa fresca foram trituradas com 

nitrogênio líquido e, posteriormente, foram transferidas para microtubos tipo eppendorf, aos 

quais foram acrescentados 1 ml de água ultra-purificada. Essas amostras foram centrifugadas 
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a 22.000 RCF, 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e utilizado nas 

quantificações de amônio e nitrato endógeno. Esse procedimento foi realizado em triplicata. 

 

2.6.2. Determinação do conteúdo endógeno de NH₄⁺  

O conteúdo de NH₄⁺ foi determinado de acordo com a reação conhecida como fenol-

hipoclorito (Weatherburn, 1967; MCcullough, 1967), nesta reação foram empregados dois 

reagentes, o primeiro constituído por 1% (m/v) de fenol e 0,005% (m/v) nitroprusside e, o 

segundo constituído por 5,37 % (m/v) de Na2HPO4.12H2O, 1% (v/v) de hipoclorito de sódio 

(10-14% Cl2) e 0,5% (m/v) de NaOH. Em microtubos tipo eppendorf, foram aliquotados 100 

l do extrato vegetal de cada amostra e, adicionado 0,5 ml do primeiro reagente e 0,5 ml do 

segundo reagente. Após uma vigorosa agitação, a mistura permaneceu em banho-maria a 35ºC 

por 30 minutos. Decorrido o período, as amostras foram lidas em espectrofotômetro a 625 nm. 

Microtubos contendo de 0,002 a 0,03 µmol de NH₄⁺ ((NH4)2 SO4) em 0,1 mL foram utilizados 

na constituição da curva padrão, nestes também foram acrescentados os dois reagentes e, 

permaneceram sob as mesmas condições que as amostras, até a leitura em espectrofotômetro. 

A dosagem de amônio endógeno foi expressa em µmol de amônio por grama de massa seca 

(µmol NH₄⁺. g 
-1

 MS). 

 

2.6.3. Determinação do conteúdo endógeno de NO₃⁻ 

A quantificação de NO₃⁻ foi realizada de acordo com o método descrito por Cataldo et 

al. (1975). Uma alíquota de 10 µL de extrato (de cada amostra) foi pipetada em microtubo 

tipo eppendorf, ao qual foi adicionado 40 µL da solução de ácido salicílico a 5% (m/v) diluído 

em H2SO4 concentrado. Após vigorosa agitação, os microtubos permaneceram a temperatura 

ambiente por 20 minutos. Em seguida, foi adicionado lentamente 0,95 mL de NaOH a 2 N 

para elevar o pH a 12. Posteriormente as amostras foram lidas em espectrofotômetro a 410 

nm. Microtubos contendo de 0,003 a 0,2 µmol de NO₃⁻ (KNO₃) em 10 µL foram utilizados na 

constituição da curva padrão, nestes também foram acrescentados 40 µL da solução de ácido 
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salicílico a 5% (m/v) diluído em H2SO4 concentrado e, permaneceram sob as mesmas 

condições que as amostras, até a leitura em espectrofotômetro. A dosagem de nitrato 

endógeno foi expressa em µmol de nitrato por grama de massa seca (µmol. NO₃⁻  g 
-1

 MS). 

 

2.7. Determinação do conteúdo de pigmentos fotossintéticos 

As clorofilas a, b e carotenoides foram extraídos das folhas de cada amostra de 

acordo com o método descrito por Munné-Bosch e Lalueza (2007) com modificações. As 

folhas de 10 plantas foram coletadas e picadas em pequenos fragmentos de, 

aproximadamente, 1 a 2 mm de largura, formando uma mistura composta de material fresco. 

Estas foram trituradas em nitrogênio líquido e 0,1 g foi homogeneizado em 1 mL de acetona a 

100% (v/v). Estes permaneceram em banho ultrassônico a 4 ºC por 30 minutos, decorrido o 

período, as amostras foram centrifugadas 22.000 RCF, 4 °C por 20 minutos e o sobrenadante 

foi coletado. Esse procedimento foi realizado duas vezes com a mesma amostra e, 

posteriormente, os dois sobrenadantes de foram combinados para a leitura em 

espectrofotômetro. Os comprimentos de ondas para a leitura em espectrofotômetro, assim 

como as equações para o cálculo de conteúdo de pigmentos fotossintéticos foram utilizados de 

acordo com o descrito por Lichtenthaler e Buschmann (2001) e expresso em miligrama de 

pigmento por grama de massa seca (mg. g 
-1

 MS)  

 

2.8. Análises estatísticas dos resultados 

As médias foram calculadas e submetidas à análise de variância (ANOVA múltipla), 

sendo comparadas pelo teste de Tukey em nível de 5% de probabilidade. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

3.1. Caracterização das plantas obtidas in vitro a partir de sementes e segmentos nodais 

utilizadas nos tratamentos 

Após dois meses de cultivo in vitro em MS/2, não houve registro de mortalidade nas 

plantas obtidas a partir de semente, além disso, 69% dos segmentos nodais geraram novas 

plantas, que apresentaram aspecto saudável (Fig. 1) e, posteriormente, foram utilizadas na 

montagem com os diferentes tratamentos com N.  

 

 

Figura 1: Aspecto geral das plantas de Ananas comosus var. ananassoides obtidas a partir de semente e de 

segmento nodal, cultivadas in vitro por dois meses em meio MS-1962 com 50% da concentração de 

macronutriente. A - planta obtida a partir de segmento nodal.  B – planta obtida a partir de semente. Barra de 

escala corresponde a 1 cm. Foto: Priscila P. A. Silva. 

 

Muitos autores descrevem que a propagação in vitro a partir de segmentos nodais 

apresentam vantagens como: grande número de indivíduos em um curto período de tempo, 

seleção de genótipo, uniformidade nos lotes dos indivíduos, entre outros (Dias et al., 2011a, 

2011b; Dias et al. 2013), que são importantes quando o objetivo o cultivo é a produção 

comercial (Mercier e Kerbauy 1996, Tamaki e Mercier 2007, Pinhal et al., 2011 Carvalho et 

al., 2012).  
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Todavia quando o propósito é a reintrodução no ambiente natural, sugere-se que o 

cultivo seja a partir de sementes devido à maior variabilidade genética dos indivíduos 

(Pickens et al. 2003; Droste et al. 2005; Toledo-Aceves e Wolf 2008). Além disso, a maioria 

dos estudos de micropropagação de segmentos nodais sugerem o uso de reguladores de 

crescimentos (fitormônio) (Bertoni et al., 2006, Oliveira et al., 2007, Carvalho et al., 2009, 

Dias et al. 2008, Dias et al., 2011), cuja utilização está associada com variações somaclonais 

nos tecidos, que não são pertinentes quando se visa a conservação da espécie (Joyce et al. 

2003, Tamaki et al., 2007, Bairu et al., 2006, Bairu et al., 2011, Jain et al., 2013). Contudo 

alguns estudos verificaram a possibilidade do uso desse método de propagação sem a 

necessidade do uso destas substâncias (Tamaki et al., 2007, Santos et al., 2010, Silva et al., 

Capítulo 1), assim como observado no presente estudo. 

Em relação ao crescimento e desenvolvimento da parte aérea, não houve diferenças 

significativas nas plantas geradas a partir de sementes e de segmentos nodais, para a maioria 

dos parâmetros analisados, exceto quanto à massa seca, cuja média foi maior nas plantas de 

segmentos nodais. (Fig. 2 - A, B, C, D). Quanto aos parâmetros da parte radicular as plantas 

obtidas de sementes apresentaram maior número de raízes. Todavia, as plantas geradas de 

segmentos nodais apresentaram maior comprimento radicular. Contudo, em relação às massas 

fresca e seca das raízes não houve diferença significativa entre as plantas de ambas as origens 

(zigótica e somática) (Fig. 2 - E, F, G, H).  
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Figura 2: Parâmetros (biométricos e de massas) analisados da parte aérea e radicular das plantas de A. comosus 

var. ananassoides obtidas a partir de semente e de segmentos nodal, cultivadas in vitro por dois meses, em meio 

MS-1962 com 50% da concentração de macronutriente. A) número de folhas, B) comprimento da parte aérea 

(cm), C) quantidade de massa fresca (g) da parte aérea por planta, D) quantidade de massa seca (g) da parte aérea 

por planta, E) número de raízes, F) comprimento da parte radicular (cm), G) quantidade de massa fresca (g) da 

parte radicular por planta, H) quantidade de massa seca (g) da parte radicular por planta. Letras minúsculas 

distintas, acima de cada coluna, indicam diferença significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey 

(ANOVA). 

 



92 
 

Para a variável pigmentos sintéticos, também não houve diferenças significativas 

entre as plantas das duas origens (Figura 3).  

 

 

Figura 3: Conteúdo de pigmentos fotossintéticos (mg) (clorofila a, b e carotenoides) por grama de massa seca de 

A. comosus var. ananassoides cultivado in vitro por dois meses, em meio MS-1962 com 50% da concentração de 

macronutriente, obtido a partir de semente e de segmento nodal. A) Clorofilas a e b. B) Carotenoides. Letras 

minúsculas distintas, acima de cada coluna, indicam diferença significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de 

Tukey (ANOVA, múltipla), que compara as médias de cada tratamento em relação a um tipo de pigmento 

(Clorofila a ou b ou carotenoides). 

Embora existam muitos estudos sobre a micropropagação por meio de segmentos 

nodais com diversas espécies de plantas (Bertoni et al. 2006, Oliveira et al., 2007, Carvalho et 

al., 2009, Santos et al., 2010, Dias et al., 2011), poucos são os estudos que comparam o 

crescimento e desenvolvimento de plantas geradas a partir de embriões zigóticos com plantas 

de origem somatica (Zimmernn, 1993). Todavia, os resultados avaliados nesta primeira parte 

do trabalho indicam que as plantas de ambas as origens apresentaram semelhanças na maioria 

dos parâmetros analisados. 
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3.2. Crescimento das plantas originadas de sementes e de segmentos nodais nas 

diferentes fontes de N 

As plantas cultivadas por sete meses nas fontes de NO₃⁻ e NH₄ NO₃ obtiveram 100% 

de sobrevivência, apresentando aspecto saudável em todos os tratamentos utilizados (Fig. 4). 

 

 

Figura 4: Aspecto geral das plantas de Ananas comosus var. ananassoides cultivadas in vitro por sete meses em 

MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NO₃⁻ e NH₄NO₃) de N. A - planta obtida a partir de semente 

cultivada em NH₄NO₃. B - planta obtida a partir de semente cultivada em NO₃⁻. C - planta obtida a partir de 

segmento nodal cultivada em NH₄NO₃. D - planta obtida a partir de segmento nodal cultivada em NO₃⁻. Barra de 

escala corresponde a 1 cm. Foto: Priscila P. A. Silva. 

 

Em relação à parte aérea para os parâmetros número de folhas e comprimento da 

parte aérea, as plantas de semente cultivadas em NH4NO3 apresentaram uma tendência de 

diminuição nos valores, em relação aos demais tratamentos (Fig. 5 - A, B). Quanto aos 

valores de massa fresca, as maiores médias foram alcançadas nas plantas obtidas de 

segmentos nodais nas duas fontes de N utilizadas (Fig. 5 - C). Todavia para massa seca, as 

plantas de ambas as origens obtiveram semelhantes resposta sobre a influência da forma de N 

(Fig. 5 - D), verificando o aumento da biomassa nas plantas crescidas na fonte de NO3
-
. No 

que se refere à parte radicular, não houve diferença significativa entre os tratamentos para a 

variável número de raízes (Fig. 5 - E). Contudo, as plantas geradas de segmentos nodais 

apresentaram os maiores comprimentos da parte radicular (Fig. 5 - F). Quanto aos parâmetros 

de massa fresca e seca da parte radicular, a mesma tendência de acúmulo de biomassa nas 

plantas cultivadas em NO3
- 
foi mantida. (Fig. 5 - G, H).  
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Figura 5: Parâmetros (biométricos e de massas) analisados da parte aérea e radicular de A. comosus var. 

ananassoides cultivado in vitro por sete meses, em meio MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NO₃⁻ e 

NH₄NO₃) de N, obtido a partir de semente e segmento nodal. A) Número de folhas, B) comprimento da parte 

aérea (cm), C) quantidade de massa fresca (g) da parte aérea por planta, D) quantidade de massa seca (g) da parte 

aérea por planta, E) número de raízes, F) comprimento da parte radicular (cm), G) quantidade de massa fresca (g) 

da parte radicular por planta, H) quantidade de massa seca (g) da parte radicular por planta. Letras minúsculas 

distintas, acima de cada coluna, indicam diferença significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey 

(ANOVA, múltipla). 
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Esse maior acúmulo de massa seca em plantas cultivadas com NO3
-
 também foi 

observado por
 
Silva et al., (capitulo 1) trabalhando com esta mesma espécie, assim como para 

Alcantarea imperialis (Carrière) Harms (Kurita, 2015) e para Cucumis sativus L. (Roosta e 

Schjoerring, 2007). Sabe-se que o NO3
-
 é sinalizador primário que induz a síntese de 

citocininas, hormônios responsáveis pela multiplicação e desenvolvimento celular (Garnica et 

al., 2010, Andrews et al., 2013) sendo assim, é provável que o acúmulo de massa seca nesta 

plantas esteja relacionado com a maior disponibilidade de NO3
-
, implicando na produção 

desses hormônios que estão relacionados com o crescimento vegetal, tanto nas plantas geradas 

a partir de sementes quantos nas plantas de segmentos nodais.  

Com relação ao conteúdo de pigmentos fotossintéticos, as plantas obtidas a partir de 

ambas as origens (zigótica e somática) também apresentaram maior acúmulo de pigmentos 

quando cultivadas na fonte de NH4NO3, entretanto, as plantas originadas de segmentos nodais 

alcançaram a maior média (Fig. 6). Os íons NH4
+
 e NO3 

- 
são absorvidos pelas raízes das 

plantas por meio de transportadores de alta (HATS) e baixa (LATS) específicos para cada 

forma de inorgânica de N (Miller et al., 2007, Xu et al., 2012, Andrews et al., 2013). Depois 

da absorção ambos os íons podem ser assimilados ou transportados para outras partes das 

plantas ou ainda serem armazenados em vacúolos, todavia o acúmulo de NH4
+ 

 nos tecidos, 

pode ser tóxico para plantas, sendo este, preferencialmente, assimilado nas raízes (Skopelitis 

et al., 2006, Masclaux-Daubresse et al., 2010). Essa alta atividade de assimilação de NH4
+ 

na 

parte radicular, demanda grandes quantidades de esqueletos de carbono, que são originados da 

assimilação de carbono na parte aérea da planta (Cramer and Lewis, 1993, Majerowicz e 

Kerbauy, 2002, Xu et al. 2012).  

Diante destes fatos, infere-se que a alta necessidade de esqueletos de carbono, para 

prontamente assimilar o NH4
+ 

absorvido, implicaria em uma maior produção de pigmentos 

fotossintéticos nestas plantas, quando comparadas às de NO3 
-
. Pois alguns autores sugerem 

que grande parte do NO3 
- 
absorvido não é imediatamente assimilado, sendo transportado pelo 
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xilema para parte aérea da planta onde será estocado no vacúolo para posterior utilização (Stitt 

et al., 2002, Miller et al., 2007). Todavia, essa possível resposta fisiológica, poderia ser uma 

vantagem para estas plantas, que quando transferidas para um ambiente sem o fornecimento 

de carbono, poderiam apresentar maiores taxas fotossintéticas implicando em um maior 

crescimento. Resultados semelhantes também foram observados por Silva et al. (Capitulo 1).  

 

 

Figura 6: Conteúdo de pigmentos fotossintéticos (mg) (clorofila a, b e carotenoides) por grama de massa seca de 

A. comosus var. ananassoides cultivado in vitro por sete meses, em meio MS-1962 modificado com as diferentes 

fontes (NO₃⁻ e NH₄NO₃) de N, obtido a partir de semente e segmento nodal. A) Clorofilas a e b. B) 

Carotenoides. Letras minúsculas distintas, acima de cada coluna, indicam diferença significativa em P < 0,05 de 

acordo com o teste de Tukey (ANOVA, múltipla), que compara as médias de cada tratamento em relação a um 

tipo de pigmento (Clorofila a ou b ou carotenoides). 

 

3.3. Assimilação de N na parte aérea de plantas obtidas a partir de sementes e segmentos 

nodais cultivadas in vitro em diferentes fontes de N 

Para melhor análise dos resultados as comparações entre os tratamentos em todos os 

parâmetros avaliados (que serão descritos a seguir) foram realizadas no ponto de 48 horas 

após a transferência para novos meios com as mesmas concentrações, nas quais as plantas 

foram cultivadas anteriormente, todavia foram mantidos todos os pontos coletados nos 

gráficos para melhor visualização das respostas fisiológicas das plantas.  



97 
 

Em relação à atividade da enzima nitrato redutase (ANR) no tempo inicial (TI) os 

maiores valores significativos foram obtidos nas plantas de segmentos nodais em ambas as 

fontes de N, após 48 horas de transferência para novos meios (Fig. 7 - A). Todavia no tempo 

final (TF), tanto as plantas obtidas a partir de sementes, quantos às de segmentos nodais, 

apresentaram maior atividade quando cultivadas na forma de NH4NO3 (Fig. 7 - B). 

Provavelmente, isso deve ter relação com o menor conteúdo de nitrato endógeno (CNE) 

apresentado nestas mesmas plantas (Fig. 7 - D). Quanto ao CNE no TI, não houve diferenças 

significativas entre os tratamentos, fato que já era esperado devido ao curto tempo de 

permanencia destas plantas nesses tratamentos (Fig. 7 - C).  

 

 

Figura 7: Atividade da enzima nitrato redutase (NR) (A, B) e conteúdo endógeno de NO₃⁻ (C, B) na parte aérea 

de A. comosus var. ananassoides em 24, 28, 32, 36, 40, 44 e 48 horas após a transferência para o meio MS-1962 

modificado com a concentração de 60 mM de N nas formas de NO₃⁻ e NH₄NO₃. A, C - Tempo Inicial (TI): 

plantas obtidas a partir de sementes e segmentos nodais crescidas em MS/2 por dois meses. B, D - Tempo final 

(TF): plantas obtidas a partir de sementes e segmentos nodais cultivadas por sete meses na concentração de 60 
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mM de N, nas formas de NO₃⁻ e NH₄NO₃. Letras maiúsculas e minúsculas distintas ao lado de cada ponto, 

indicam diferença significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey (ANOVA, múltipla). Letras 

maiúsculas comparam as médias em um único ponto de hora (48 horas) nos diferentes tratamentos utilizados. 

 

Fazendo uma explanação sobre ARN no TI e no TF, nas plantas das duas origens, ao 

longo dos pontos coletados, observou-se que esta enzima apresentou uma tendência de maior 

atividade no começo do período luminoso (Fig. 7). Resultados semelhantes foram observados 

por Nievola e Mercier (2001) ao estudarem as variações diurnas da ANR em Ananas comosus 

(L. Merr.) micropropagadas a partir de segmentos nodais, observando que as folhas desta 

bromélia apresentaram maior atividade no período de luz, se comparados aos períodos de 

escuro.  

Outros estudos também relataram maiores ARN durante o período luminoso (Lillo et 

al., 2001; Stitt et al., 2002, Yang e Midmore, 2005). Sabe-se que ARN é altamente responsiva 

à luz, todavia, fatores como: temperatura, citocininas, concentração de CO2, sacarose, ritmo 

circadiano, NO3
-
, entre outros, também podem influenciar a atividade desta enzima 

(Crawford, 1995, Masclaux-Daubresse, 2002, Freschi et al. 2009). Contudo, a maior ANR 

diurna está relacionada com a disponibilidade de ATP, provenientes da fotossíntese e também 

da respiração celular (Masclaux-Daubresse et al., 2010). Em relação ao CNE no TF, houve 

uma propensão no acúmulo de NO3
-
 nos períodos noturnos na maioria dos tratamentos 

utilizados, coincidido com a baixa ANR nestes mesmos pontos, inferindo-se uma possível 

correlação.  

No que se refere à atividade da glutamina sintase (AGS) no TI, as plantas exibiram 

atividades significativamente semelhantes nos diferentes tratamentos utilizados (Fig. 8 - A). 

Todavia no TF, tanto as plantas de sementes quanto às de segmentos nodais apresentaram 

maiores AGS em NH4NO3 quando comparadas às de NO3
- 

(Fig. 8 - B). Diversos autores 

relatam que a principal via de assimilação do NH4
+
 é por meio das enzimas glutamina sintase 

(GS) e glutamato sintase (GS) (Lea e Miflin, 2003, Bernard e Habash, 2009, Rennenberg et al. 
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2010, Xu et al., 2012). Além disso, como já foi mencionado anteriormente o NH4
+
 é 

potencialmente tóxico devendo ser rapidamente assimilado, o que poderia explicar as maiores 

AGS nas plantas de ambas as origens (embrionária e somática) cultivadas em NH4NO3. 

 

 

Figura 8: A, B) Atividade da glutamina sintase (GS), C, D) atividade da glutamato desidrogenase (GDH) e E, F) 

conteúdo endógeno de NH4
+
 na parte aérea de A. comosus var. ananassoides em 24, 28, 32, 36, 40, 44 e 48 horas 

após a transferência para o meio MS-1962 modificado com a concentração de 60 mM de N nas formas de NO₃⁻ e 

NH₄NO₃. A, C - Tempo Inicial (TI): plantas obtidas a partir de sementes e segmentos nodais crescidas em MS/2 

por dois meses. B, D - Tempo final (TF): plantas obtidas a partir de sementes e segmentos nodais cultivadas por 

sete meses na concentração de 60 mM de N, nas formas de NO₃⁻ e NH₄NO₃. Letras maiúsculas e minúsculas 

distintas ao lado de cada ponto indicam diferença significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey 
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(ANOVA, múltipla). Letras maiúsculas comparam as médias em um único ponto de hora (48 horas) nos 

diferentes tratamentos utilizados. 

 

Observando os dados ao longo dos pontos coletados para maioria dos tratamentos no 

TF, foi verificado que esta enzima exibe oscilações ao longo do dia, apresentando uma 

tendência de aumento nos períodos em que ANR é menor. Já as plantas do TI não 

apresentaram esta tendência. Em relação à atividade da glutamato desidrogenase (AGDH) no 

TI, foi observado que as plantas de segmentos nodais obtiveram os maiores valores nas 

plantas cultivadas em NH4NO3, o contrário do observado nas plantas de sementes que 

apresentaram maiores AGDH em NO3. Todavia no TF, foi verificado o inverso, as plantas de 

sementes apresentaram as maiores AGDH quanto cultivadas em NH4NO3, e as plantas de 

segmentos nodais apresentaram maiores AGDH quando cultivadas em NO3
-
.  

Alguns estudos sugerem que a GDH pode contribuir na assimilação do NH4
+
 

principalmente sob condições de estresse por excesso desse íon (Magalhães e Huber, 1991, 

Skopelitis et al., 2006, Li et al., 2011). Todavia existem autores que descrevem que a principal 

atividade catalítica desta enzima in vivo seja a desaminação do glutamato (Miflin & Habash, 

2002, Lea & Miflin, 2003, Masclau-Daubresse et al., 2010). Avaliando o aspecto geral da 

AGDH ao longo dos pontos de horas coletados no TI, observou-se uma tendência de aumento 

nas plantas de segmentos nodais cultivadas em NH4NO3, contudo no TF as plantas de 

sementes crescidas em amônio NH4NO3 apresentaram os maiores valores. Podendo se inferir 

que a maior AGDH nestas plantas seja no sentido de assimilar o NH4
+
 que foi fornecido pela 

troca para novos meios. 

Quanto ao conteúdo de amônio endógeno (CAE) no TI, a maior média foi 

alcançada nas plantas de segmentos nodais cultivadas em NH4NO3. Todavia no TF as plantas 

de sementes cultivadas em NH4NO3, apresentaram a maior média. Contudo observando o 

ritmo dos valores do CAE ao longo do dia, é possível inferir-se que estes estão relacionados 

com a variação diurna ANR e AGS, visto que, os maiores valores CAE coincidem com os 
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maiores valores de ANR e se mantém até 8 horas depois e posteriormente com a diminuição 

da atividade desta enzima e o aumento da AGS ocorre uma tendência de diminuição no 

valores de CAE. 

Em síntese, comparando os dados biométricos, de massas e de pigmentos 

fotossintéticos, foram observadas muitas semelhanças entre as plantas de origem somática e 

de origem zigótica antes da transferência para as diferentes fontes nitrogenadas. Todavia, após 

a transferência para os tratamentos as plantas de ambas as origens (somática e zigótica) 

apresentaram maior acúmulo de biomassa quando cultivadas em NO3
-
. No entanto as plantas 

de ambas as origens obtiveram os maiores conteúdos de pigmentos fotossintéticos, quando 

cultivadas em NH4NO3. Em relação à ANR os maiores valores foram obtidos nas plantas de 

NH4NO3, independe da origem, fato provavelmente relacionado com a menor quantidade de 

CNE apresentadas nestas plantas. Quanto à AGS os maiores valores foram apresentados nas 

plantas cultivadas em NH4NO3 tanto nas plantas originadas de sementes quanto as de 

segmentos nodais. No que se refere à AGDH e ao CAE as maiores medias foram apresentadas 

nas plantas de sementes cultivadas em NH4NO3.  

 

4. CONCLUSÃO 

Ananas comosus var ananassoides obtidas de segmentos nodais e sementes podem 

apresentar resultados semelhantes sobre o crescimento e assimilação de N em 60 mM de 

NH4NO3. e de NO3
-  

por um período de sete meses.  
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O presente estudo teve como propósito elucidar questões em relação ao crescimento 

e a assimilação do nitrogênio para Ananas comosus var. ananassoides, visto a sua importância 

tanto econômica quanto ecológica, sendo assim, a primeira linha de pesquisa foi no sentido de 

estabelecer qual a melhor formulação nutritiva para o crescimento desta espécie, por meio do 

cultivo in vitro e posterior cultivo ex vitro, onde surgiu a primeira questão: qual seria a melhor 

fonte de nitrogênio (N) inorgânico para o crescimento desta bromélia? Uma vez que existem 

relatos sobre a preferência de algumas espécies por determinadas fontes inorgânicas de N 

(isoladas), e com isso revelou-se a segunda questão: como ocorre a assimilação na fonte de 

maior crescimento para as plantas desta espécie?  

A partir destas duas questões foi construído o primeiro capítulo deste trabalho, cujos 

resultados indicaram uma tendência de maior crescimento in vitro nas plantas cultivadas em 

60 mM tanto de NO3
-
 quanto de NH4NO3, todavia com a trasferência para o ambiente ex vitro 

o maior crescimento foi apresentado nas plantas cultivadas nas maiores concentrações de 

NH4NO3 e principalmente em 60 mM de NH4NO3, implicando em uma maior capacidade 

fotossintética quando ex vitro. Sendo assim, sugere-se o cultivo in vitro e ex vitro desta 

bromélia em 60 mM de NH4NO3.   

No que se refere à assimilação do nitrogênio, os resultados obtidos tornaram evidente 

que as fontes de N utilizadas influenciaram na atividade das enzimas associadas com a 

assimilação do N, mostrada pelo aumento da atividade da NR e GS na maioria dos 

tratamentos de NH4NO3, possivelmente relacionado com o menor conteúdo de nitrato 
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endógeno nestas plantas. E também a elevada atividade das GDH nas plantas cultivada apenas 

em NH4
+
, indicando um possível processo de senescência nestas plantas. Concluindo-se que a 

forma de N fornecida para espécie em estudo influencia as atividades das enzimas 

responsáveis pela assimilação do N. 

Diversos estudos mencionados no decorrer deste trabalho verificaram que a 

propagação in vitro por meio segmento nodais é de grande relevância para produção mudas 

tanto para estudos com as plantas quanto para o mercado comercial. Todavia, quando o 

objetivo é reintrodução no ambiente natural, sugere-se a utilização de plantas obtidas a partir 

de semente, pois estas podem apresentar maior diversidade genética nos indivíduos gerados. 

Sendo assim, levantou-se a última questão do presente estudo: a assimilação do nitrogênio nas 

plantas de A. comosus var. ananassoides obtidas a partir de sementes e de segmentos nodais é 

diferente?  

A partir desta última questão foi formado o segundo capítulo deste trabalho, cujos 

resultados indicaram semelhanças em muitos parâmetros análisados para as plantas nas duas 

origens utilizadas (zigótica e somática) em relação às fontes de N, como por exemplo, 

acúmulo de massa seca e conteúdo endógeno de NO3
-
 nas plantas cultivadas em NO3

-
 (de 

ambas as origens), o maior conteúdo de pigmentos fotossintéticos e atividade da NR e GS nas 

plantas cultivadas em NH4NO3. Sendo assim, conclui-se que as plantas de A. comosus var. 

ananassoides de ambas as origens (zigótica e somática) apresentam resposta de crescimento e 

assimilação semelhantes quando cultivadas nas fontes de NO3
- 
e de NH4NO3. 

 


