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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 paisagistico, esta espécie ¢
nativa do cerrado, um bioma ameacado de extingdo, tornando-se necessarios estudos e medidas
de conservagao de suas espécies. O cultivo in vitro, juntamente com os estudos nutricionais, tem
sido utilizado na conservacao de diversas plantas de interesse econémico, visto que possibilita a
propagacao e a otimizacdo do seu crescimento. Dentre os nutrientes o nitrogénio é requerido em
maior quantidade, este se encontra disponivel, principalmente, nas formas de nitrato e de
amonio, os quais podem ser fornecidos separadamente ou combinados. Poucos séo os estudos
sobre a micropropagacao desta espécie em relacdo ao metabolismo do nitrogénio, e a respeito da
influéncia do fornecimento isolado de diferentes formas nitrogenadas para propagagdo da
mesma. Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar o crescimento, o
desenvolvimento, e a assimilacdo do nitrogénio em Ananas comosus var. ananassoides
cultivadas in vitro na presenca de diferentes fontes nitrogenadas (nitrato, amonio e nitrato de
amonio), tanto em plantas provenientes de segmentos nodais quanto em plantas provenientes de
sementes, e com isso, determinar a melhor fonte nitrogenada para a sua propagagdo a fim de
fornecer subsidios para estudos de propagacdo e, consequentemente, para conservacdo 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’), aménio
(NH4") e nitrato de amonio (NH4;NOs3), nas concentragdes de 15, 30, 60, 90 mM de N,
posteriormente as plantas foram aclimatizadas por trés meses, verificando que 60 mM
de NO3; e NH4NO3; foram os tratamentos mais indicados para o crescimento desta
especie 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 semelhancas nos comportamentos de crescimento
e assimilacdo de N.

Palavras-chave: Bromeliaceae, Micropropaga¢do, Nutricgdo 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 (NH,") and ammonium nitrate (NH;NQO3) at concentrations of 15,
30, 60, 90 mM N, then the plants were acclimatized for three months, seeing that 60 mM of
NOs and of NH4;NO3 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 NH4;NO3 showed similar growth behavior and
assimilation N.

Keywords: Bromeliaceae, Micropropagation, Mineral Nutrition, In vitro culture.
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MS-1962: meio de cultura Murashige & Skoog (1962)
MS/2: meio de cultura Murashige & Skoog com 50% da concentracdo de macronutrientes
N: nitrogénio
N.: nitrogénio molecular
NAD*: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidado
NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido
NH,*: amonio
NH, NOs: nitrato de aménio
NiR: nitrito redutase
NO,™: nitrito
NOs™: nitrato
NPPO: Nucleo de Pesquisa em Plantas Ornamentais
NR: nitrato redutase
PAR: radiagéo fotossinteticamente ativa
m/v: massa/volume
RBMG: Reserva Biologica de Mogi Guagu
RCF: forca centrifuga relativa ou forca g
RL: raizes laterais
RuBisCo: ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase
TA: tempo aclimatizacéo
TCA: 4cido tricloroacético
TCA: ciclo do éacido tricarboxilico
TF: tempo final
TI: tempo inicial

Tris-HCI: tris(hidroximetil)aminometano cloridrato



SUMARIO

INTRODUGAOQO GERAL ...ttt ses sttt sas s s st en st 1
1. Bromeliaceae e Ananas comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal ................. 2
1.1, MICIOPIOPAGAGAD ....c.verveeiiieseeseestetete sttt etesse ettt sb bbbt bt e s e e e e e b b e b e b e be et e e 3
i N L1 oo =T o To N (N ) ST 5
1.3, ASSIMIIACED A8 N ..o 6
1.4, ACHMALIZAGAD ...c.veviiiiiiiieieei ettt bbbttt 9

2. JUSEITICAtIVA € NIPOLESES ..ot e 10
MATERIAL E METODOS GERAL ..ottt 12
3. Obtengdo das plantas a partir de SEMENTES ........c.ccveieiiriiiiener e 12
3.1. Obtencéo das plantas a partir de SegmMeNntos NOTAIS .......c.cccververieereerenierneere e 13
3.2. Transferéncia das plantas para as diferentes fontes de N .........ccccovevviieninii e vveniene 14
3.3 ACHMALIZAGAD ..o 15
3.4. Coleta de material vegetal, delineamento experimental e parametros analisados ........ 15
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oititineiniinsississinsissssssses st ssssssss s 18

CAPITULO 1: Efeito de diferentes fontes inorganicas de nitrogénio no crescimento de

Ananas comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal..........cccccccevveevveieiiciiene e, 30
RESUMO ...ttt ettt e sttt ettt e s et et et e be et et e neebe e e enene 31
L. INTRODUGAD ...ttt sttt enaes 32
2. MATERIAL AND METODOS .....oouiiiieieeeeeteeeesee st esesses s ses st sas s snsssenens 36

2.1. Obtencdo dos SEgMENLOS NOTAIS .....c.ccveivieiiieiiiieiie e ereas 36
2.1.1 Obtencdo das plantas a partir de segmentos nodais e o crescimento in vitro em
diferentes fontes e cONCENragBEs de N ........c.coviiiiiieiiiie e e 37
2.2. Coleta do material vegetal delineamento experimental e parametros analisados.......... 39
2.3. Ensaio da enzima nitrato redutase (NR ) ......coeiiiiiiieiiece e 40
2.4. Extracdo enzimatica para analise da glutamina sintase (GS) glutamato desidrogenase
dependente de NADH (GDH-NADH) ......cooiiiiiiiiicec e 41
2.4.1. Ensaio enzZiMAtiCO da GS .......cccciiiiiiieieieiesie et 41
2.4.2. Ensaio enzimatico da GDH-NADH ... 42
2.5. Determinagédo do contetdo enddgeno de aménio (NH4*) e nitrato (NO3™) ..ocovevennenen, 43
2.5.1. Preparagdo do extrato VEQEtal .........ccoeiiiiiiiiiiiee e 43
2.5.2. Determinacdo do contetdo end0geno de NHa" ......ooviiiiiiiiiiiiee e 43

2.5.3. Determinacéo do contelldo endOgeno de NO3 ....ccviviviieieierienie e 44


http://www.tropicos.org/Name/100147492

2.6. Determinacdo do conteldo de PIgMENTOS ......ccvieiiiiiiiisieieie et 44

2.7. Analises estatisticas A0S reSUItadOS. .........cveieriieiiiii e 45
3. RESULTADOS E DISCUSSAO .....ooieeeeeeeeeeeeeeeeee et e s, 45

3.1. Obtencéo das plantas in vitro a partir de Segmentos NOJAIS ..........ccceeverererirenieiiennenns 45

3.2. Crescimento nas diferentes fontes e concentragdes de N .........ccccoeveieieniiininiicienenn 45

3.3. Assimilacao de N na parte aérea de plantas cultivadas in vitro em diferentes

formas e CONCENLraGOES 08 N ......c.oiiiiiieieie e 54

3.4. Aclimatizacdo das plantas obtidas in vitro nas diferentes concentracdes e fontes

0 L= TP P PR 59
4. CONCLUSAOQ ...ttt 63
5. AGRADECIMENTOS ..ot e e e e b e e ne e e e aeaeanes 64
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.....c.oeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e en s 64

CAPITULO 2: Assimilacdo do nitrogénio na bromélia Ananas comosus var. ananassoides
(Baker) Coppens & F.Leal provenientes de sementes ou segmentos nodais cultivadas in vitro

na presenga de Nitrato ou NItrato de AMONIO..........oiiiiiiriiiee e 79
RESUMO ...ttt b et se et st e st et et e st et e et et et e be st et eseebesn e e nene 80
1. INTRODUGAD ...ttt sn s 81
2. MATERIAL AND METODOS ...ttt ettt 83

2.1. Obtencéo das plantas a partir de SEMENTES ..........ccoviiiriiiiniieiereie e 83
2.2. Obtencéo das plantas a partir de Segmentos NOGAIS...........ccevvererierierenereneseeeeeeeees 84
2.3. Transferéncia das plantas para as diferentes fontes de N .........ccocceciiiiiiiiiiiiin, 84
2.4. Coleta de material vegetal, delineamento experimental e parametros analisados......... 85
2.5. Ensaio das enzimas nitrato redutase (NR) glutamina sintase (GS) e glutamato
desidrogenase dependente de NADH (GDH-NADH) ......ccooiiiiiiiiiineneeseseeeeeee 86
2.6. Determinacdo do contetido enddgeno de aménio (NH,*) e nitrato (NO3z™) .....ccoeeeeeee. 86
2.6.1. Preparagao do extrato VEgetal ... 86
2.6.2. Determinacio do contetdo enddgeno de NHa" ......ccvevvviieeeececeeeeeeee e, 87
2.6.3. Determinacdo do contelldo end0geno de NO3 .....cccviiiieieierieie e 87
2.7. Determinagdo do contetido de pigmentos fOtOSSINEELICOS. ........evververiereririiieecieiee 88
2.8. Analises estatisticas d0OS reSUItAdOS. ...........evveieiieriie e 88
3. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......oovviiiieieisiie e 89
3.1. Caracterizacdo das plantas obtidas in vitro a partir de sementes e segmentos nodais
Utilizadas NOS tratamMENTOS.........ueiieieiiere ettt see e e e e aneenrees 89

3.2. Crescimento das plantas originadas de sementes e de segmentos nodais nas diferentes
L0 01 2SI (= PSS 93


http://www.tropicos.org/Name/100147492
http://www.tropicos.org/Name/100147492

Xi

3.3. Assimilacao de N na parte aérea de plantas obtidas a partir de sementes e segmentos

nodais cultivadas in vitro em diferentes fontes de N ... 96
4. CONCLUSAOQ ..ottt 101
AGRADECIMENTOS ..ottt sttt sttt ane s 101
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........oooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 102

CONSIDERAGOES FINALS ...ttt nas st 112



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

A familia Bromeliaceae possui 58 géneros e aproximadamente 3.248 espécies
(Luther, 2010) e esta dividida em oito subfamilias Brocchinioideae, Bromelioideae,
Hechtioideae, Lindmanioideae, Navioideae, Pitcairnioideae, Puyoideae e Tillandsioideae
(Givnish et al., 2007, 2011, 2014).

Pertencente a subfamilia Bromelioideae, 0 género Ananas, compreende espécies
cultivadas e silvestres (Crestani et al., 2010). Este género apresenta grande relevancia em
termos econdmicos (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 relevancia na inddstria alimenticia, algumas bromélias servem ainda
para uso medicinal, agricola com a extracdo de suas fibras e também possuem grande
potencial paisagistico (Paula e Silva, 2004; Silva, 2006; Crestani et al., 2010; Coppens
D'Eeckenbrugge et al. , 2011). As bromélias sdo muito utilizadas na ornamentacéo devido as
suas inflorescéncias que duram muitos meses e as suas folhas vistosas (Paula e Silva, 2004;
Nunes, 2006; Carvalho et al., 2012). Dentre estas, podem se destacar os abacaxizeiros
ornamentais, que vém 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 classificagcdo para as
especies do género Ananas, levando em consideracdo as caracteristicas morfologicas,
bioquimicas e moleculares, além da distribuicdo geogréfica e da biologia reprodutiva destas
especies. Sendo assim, com esta nova classificacdo, a espécie de abacaxizeiro ornamental,

Ananas ananassoides (Baker) L.B. Smith passou a ser denominada, Ananas comosus var.
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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 ananés 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
inflorescéncia globosa, sustentando bracteas com flores completas e pequenas. Sua
infrutescéncia apresenta coloracdo de amarelo creme a rosa, mede de 8 a 10 cm e fica disposta
na posicao apical da haste que pode medir até 80 cm (Fig. 1) (Paula e Silva, 2004; Souza et
al., 2007). Devido a estas caracteristicas, esta espécie vem sendo cultivada visando a

exportacdo 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 Bioldgica de Mogi Guacu do IBt/SMA-SP. A) Vista vertical da
inflorescéncia. B) Vista longitudinal da inflorescéncia. Fotos: Priscila P. A. Silva.

Além de sua importdncia no mercado de plantas ornamentais, A. comosus var.
ananassoides, é uma espécie nativa do cerrado (Vieira et al., 2006, Proenca e Sajo, 2007),
bioma pertencente aos 34 hotspots globais de biodiversidade (areas de grande biodiversidade
e endemismo que estdo sob alto risco de extin¢do) (Myer et al. 2000; Orme et al., 2005),
assim, medidas de conservacdo de suas espécies sdo necessarias. Fato que eleva a importancia

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

meio dos estudos sobre a sua micropropagacao.

1.1. Micropropagacao

A propagacao vegetativa in vitro, também denominada de micropropagacéo, tem sido
um instrumento utilizado em diversos estudos com bromélias de interesse ornamental, com
espéecies endémicas, raras e/ou ameacadas de extincdo (Mercier e Kerbauy, 1995, 1996;
Pasqual et al., 2008; Dias et al., 2011a, 2011b; Dias et al. 2013) e, também, para a producéo
comercial de plantas, mostrando ser uma ferramenta importante nos estudos biotecnoldgicos
(Engelmann, 1991; fay, 1992, 1994; Sarasam et al., 2006, Carvalho et al., 2012).

Em comparacdo com os métodos convencionais de propagacdo que fornecem baixos
nimeros de plantas em longos periodos de tempo, além de ndo garantir qualidade
fitossanitaria destas, o cultivo in vitro oferece grande nimero de plantas em curto periodo de
tempo, garantindo plantas livres de microrganismos, 0 que nao ocorre no ambiente natural
(Pasqual et al., 2008, Carvalho et al., 2012, Krishna et al, 2016).

Na ultima década, vém sendo realizados varios estudos sobre a producdo 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 sdo poucos os trabalhos de
micropropagacao 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

importancia tanto ecoldgica quanto ornamental.
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Dias et al. (2013) estudaram o efeito de diferentes concentracGes de nitrogénio,
fésforo e potassio no crescimento in vitro de plantas de A. comosus var. ananassoides obtidas
a partir de gemas axilares e verificaram que alteracGes nas concentragdes de macronutrientes
do meio de cultura elaborado por Murashige e Skoog (1962) (MS-1962), favoreceram 0
crescimento das plantas.

Entre alguns métodos de micropropagacdo pode-se citar a multiplicagdo 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 utilizacdo pode estar associada a inducdo de variacbes somaclonais, sendo
impréprio quando se visa obter lotes para a conservacdo de uma espécie e para produgdo em
larga escala (Tamaki et al., 2007a). No entanto, Silva e Tamaki (2012), trabalhando com esta
espécie, nao utilizaram reguladores de crescimento na micropropagacdo e conseguiram
propagar via estiolamento caulinar, mostrando ser possivel o uso desse método.

A selecdo do meio de cultura mais adequado é fundamental para o estabelecimento
do cultivo in vitro, uma vez que a nutricdo mineral implica no crescimento e desenvolvimento
das plantas (Bunn et al., 2011). Na maioria das vezes 0s meios de cultura utilizados séo
baseados em formulagdes basicas modificadas (Kanashiro, 2005; Kanashiro et al., 2007),
sendo a formulagdo do meio de MS-1962 a mais utilizada para o cultivo in vitro (Werner et
al., 2010;). E dentre os nutrientes que compdem os meios de culturas o nitrogénio (N) € um
dos mais importantes

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

plantas, ocorrendo apenas em menor quantidade que o carbono, o0 oxigénio e o hidrogénio.



1.2. Nitrogénio (N)

O N é parte de estrutura quimica das varias substancias envolvidas no metabolismo
das plantas, tais como aminodcidos, poliaminas, proteinas, acidos nucleicos, fitorménios,
clorofilas e coenzimas, além de compor moléculas envolvidas no metabolismo secundério,
como alcaloides (Raven et al., 2007, Marschner e Marschner, 2012; Buchanan et al. 2015).
Além de desempenhar funcdo estrutural o N também apresenta papel de sinalizador, para
transcricdo de genes especificos relacionados com a absorgdo, transporte e assimilacdo de N,
assim como para o balango enddgeno dos horménios auxinas/citocininas que atuam no
crescimento e desenvolvimento vegetal (Crawford, 1995, Miller et al., 2007; Tamaki e
Mercier, 2007b; Garnica et al., 2010). Quando ha caréncia de N este € 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 abundancia, o nitrogénio atmosférico (N,) necessita
ser transformado nas formas inorganicas, aménio (NH,*) e nitrato (NOs"), para ser absorvido
pelas raizes das plantas (Marschner e Marschner, 2012). Além das formas inorganicas, o N
também pode ser absorvido em formas organicas, como aminoacidos e ureia, providos da
decomposicdo da matéria organica (geradas a partir das excretas de animais e da degradacdo
de animais e vegetais mortos) (Epstein e Bloom, 2006). Todavia, a forma organica de N é
mais escassa para absorcdo pelas raizes das plantas, devido a grande competicdo com 0s
microorganismos presentes no solo. Desta forma, os ions NH;* e NO;~ sdo as fontes de N
mais disponiveis para absorc¢do, sendo o NO;™ a principal e mais abundante fonte disponivel
na maioria dos solos (Marschner e Marschner, 2012).

O uso de NO;~ ou de NH,* separadamente ou combinados tem proporcionado bons
resultados na organogénese e na morfogénese in vitro, assim como para 0 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
presenca de nitrato de amonio (NH4NOs), cujo o desenvolvimento mostrou-se superior. Ja
para Helianthus annuus L., obtiveram maior biomassa, as plantas cultivadas apenas com NO;~
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 NH,*,
qguando comparadas as plantas cultivadas em NO;~, como fonte de N (Garbin e Dillenburg,
2008). Sendo assim, a preferéncia pela absor¢cdo de NO;~ e /ou NH,* pode variar de acordo

com a espécie.

1.3. Assimilacéo de N

Em plantas superiores a assimilagdo de N é o segundo maior processo metabdlico,
superado apenas pela fixacdo fotossintética do CO, (Lemos et al, 1999). Devido a este fato, a
concentragdo e a forma do N presente no substrato influencia diretamente o crescimento da
planta (Yoneyama, 2001; Prado, 2008).

O NOs™ ¢ absorvido pelas raizes apenas por processo ativo e, em seguida, reduzido
nas folhas e raizes para NH,*, onde é assimilado em aminodacidos e proteinas (Kerbauy, 2008;
Marschner e Marschner, 2012; Buchanan et al. 2015) além disso, sabe-se que 0 NO;™ induz a
sintese 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 NO;~ também pode ser armazenado no vacuolo das células (Prado, 2008).

O NH,* é absorvido pelas raizes por processo ativo, quando em baixas
concentragfes, e por processo passivo em altas concentracbes (Kerbauy, 2008). Apds a

absorcdo, o ion e rapidamente assimilado na forma organica, pois o acimulo do mesmo €
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prejudicial para a planta, uma vez que pode levar a sua morte ou prejudicar alguns processos
como a respiracao (Kerbauy, 2008, Taiz e Zeiger, 2013). O fornecimento diferencial de NO3z~
e de NH,* para a planta pode afetar os niveis das enzimas envolvidas no metabolismo de
nitrogénio, resultando em alteragdes no crescimento e na producao vegetal (Carvalho, 2012).
Estudos indicam que a combinacédo destes dois ions favorece o crescimento in vitro de varias
especies (Araujo et al., 2009). Entretanto, o efeito benéfico destes dois ions ainda ndo € bem
entendido (Niedz e Evens, 2008; Lu et al., 2009, Garnica et al. 2010, Andrews et al., 2013).

O N presente na molécula de NO;~ pode ser assimilado em aminoacidos pelas
plantas, apenas quando esse composto nitrogenado é reduzido e hidrolisado formando NH,*
(Sodek, 2004, Prado, 2008). A reducdo completa do NOs~ até NH,* ocorre em duas etapas:
apos ser absorvido, 0 NO;~ € reduzido a nitrito (NO,™) pela enzima nitrato redutase (NR)
localizada no citosol. O NO,™ é citotdxico, devendo ser rapidamente reduzido a NH,*. A
enzima responsavel por essa segunda etapa € a nitrito redutase (NiR) que utiliza a ferredoxina
reduzida (Fdrq) como cofator e esta localizada nos cloroplastos (tecidos clorofilados) ou nos
plastidios (tecidos ndo clorofilados) (Fig. 2) (Heldt, 1997; Sodek, 2004; Prado, 2008; Taiz e
Zeiger, 2013; Marschner e Marschner, 2012).

O NH,* pode ser incorporado em aminoéacidos pela acdo 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 plastidios (nos tecido ndo fotossintetizantes) e cloroplastos (Masclaux-Daubresse et al.,
2010, Xu et al., 2012). GS tem grande afinidade pela molécula de NH,* e esta presente em
todos os tecidos vegetais (Marschner e Marschner, 2012; Buchanan et al. 2015). Esta enzima
tem a funcdo de combinar o NH,* com o glutamato (GLU) para produzir glutamina (GLN).
Essa reacdo necessita da hidrélise de um ATP e envolve um cétion divalente, como o Mg*,

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

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

Mitocondria
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Figura 2: Esquema da absorcéo e assimilagdo das fontes inorganicas de nitrogénio nas células da raiz e folha das
plantas. A) Etapas da assimilacdo do nitrato (NOs~) e am6nio (NH,*) na parte aérea da planta. B) Etapas da
assimilacdo do NOs~ e NH,* na parte radicular da planta. Respectivos componentes da assimilagdo: NOs™, nitrato
redutase - NR, nitrito - NO,, nitrito redutase - NiR, NH.,*, glutamina sintase citosolica e plastidica - GS1/GS2,
respectivamente, glutamina oxoglutarato aminotransferase citosolica e plastidica - 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
funcdo no metabolismo do nitrogénio, e encontra-se localizada na mitocondria (Miflin e
Habash, 2002, Luo et al., 2015). Antes da descoberta da via de assimilacdo GS/GOGAT,
acreditava-se que a GDH tinha a funcdo Unica de catalisar a sintese de GLU a partir de NH,* e
2-oxoglutarato (Epstein e Bloom, 2006). Entretanto, o trabalho de Cammaerts e Jacobs (1985)
sugeriu um duplo papel para essa enzima. Na presenca de altas concentracfes de NH,*, a
GDH atuaria no sentido de assimilagdo do NH,*, enquanto a GDH-desaminante forneceria
esqueletos carbonicos para o ciclo do acido tricarboxilico (TCA) em condigdes onde ha baixa
disponibilidade de carbono. Assim, a GDH faria uma ligacdo entre os metabolismos do
carbono e do nitrogénio (Robinson et al., 1991). Stitt et al. (2002) sugerem que a acdo da
GDH possa variar de acordo com as necessidades celulares em relacdo aos conteudos de GLU
e esqueletos carbobnicos.

Segundo Lawlor (2002), compreender os processos biogquimicos, moleculares e
fisiolégicos das plantas de valor econémico 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. Aclimatizacéo

Apos a producado das plantas in vitro, ha a necessidade de se aclimatizar os exemplares
para que completem o seu ciclo de vida. Assim, a aclimatizacdo é o estagio no qual as plantas
obtidas por meio do cultivo in vitro sdo transferidas para condi¢cdes ex vitro antes da
transferéncia para o campo (Grattapaglia e Machado 1998). Essa etapa envolve: substituicdo
de uma condigédo heterotrofica (fornecimento de carbono na forma de agucar) para outra
autotrofica (sem o fornecimento de acucar); transferéncia das plantas de uma situacdo de
reduzido fluxo respiratério para um ambiente que demanda o aumento da taxa de
transpiragdo, podendo levar ao estresse hidrico, mudanca de uma condicdo de alta

disponibilidade de nutrientes para outra onde é necessario incrementar a absorcdo de sais e



10

passagem de um ambiente asséptico para outro onde a planta estard sujeita ao ataque de
microorganismos (Hartmann et al., 2002). Em algumas espécies essa mudanca sUbita pode
representar um fator limitante para o processo de propagacéo (Grattapaglia e Machado 1998),

justificando a importancia dos estudos de aclimatizagéo.

2. Justificativas e hipdteses

O Ndcleo de Pesquisa em Plantas Ornamentais (NPPO) do Instituto de Boténica da
Secretaria do Meio Ambiente (IBt/SMA-SP), local onde foi desenvolvido o presente trabalho,
visa, entre outros, o estudo de conservagdo de bromélias ornamentais, por meio do cultivo in
vitro.

A preservacdo de espécies nativas, estd no Plano de Acdo para os Jardins Botanicos
Brasileiros (Pereira et al., 2004), que propde como metas-chave, garantir a protecédo e incluséo
de plantas nativas em suas colecdes vivas.

O NPPO abriga uma colecdo com cerca de 160 espécies de bromélias distribuidas em
1.158 exemplares, constituindo-se num importante patrimdnio genético de Bromeliaceae. No
entanto, aspectos relacionados ao estudo da conservacdo das bromélias ndao foram ainda
avaliados, sendo esta uma nova linha iniciada nesse nucleo de pesquisa.

O presente trabalho é importante para o IBt/SMA -SP, por se tratar de producao de
planta nativa e ornamental, através do cultivo in vitro, que pode ser uma ferramenta
fundamental para a conservacdo dessa espécie em um pequeno espaco fisico, além de fornecer
material necessario para um futuro trabalho de reintroducdo ou repovoamento com esta
espécie, caso houver necessidade. Além de servir de respaldo para futuros estudos de
producdo de mudas para atender o mercado paisagistico, 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 nitrogénio (Trabalho de Iniciacdo Cientifica com bolsa CNPq no IBt desenvolvido
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pela aluna em 2011-2012 e 2012-2013), justificando as concentragdes que foram utilizadas no
presente trabalho, também verificou-se a possibilidade da obtencdo de plantas a partir de
segmentos nodais, sem a utilizacdo de reguladores de crescimento (Trabalho de Iniciacdo
Cientifica com bolsa CNPq no IBt desenvolvido pela aluna em 2012-2013), fato de grande
importancia, pois a utilizacdo destas substancias, possuem altos custos e, podem induzir a
variag0es somaclonais.

Todavia, ndo foram encontrados na literatura, trabalhos que avaliassem o
crescimento e desenvolvimento desta espécie, em diferentes formas de nitrogénio inorgéanico
(NHz*, NOs~ e NH4NOs;). 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 inorganica 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 relacdo a assimilacdo do nitrogénio, promovendo um avango nas
pesquisas com nutri¢do nitrogenada, micropropagacdo e conservacdo de bromélias, logo que
ndo foram encontrados registros de estudos sobre o metabolismo do nitrogénio com esta
espécie, nem estudos que comparam 0 metabolismo entre plantas provenientes de sementes
com plantas provenientes de segmentos nodais.

Sendo assim este trabalho se baseia nas seguintes hipéteses:

(i) As plantas de A. comosus var. ananassoides apresentardo maior desenvolvimento
sob o cultivo na fonte de NH4NOs, visto o papel de sinalizacdo celular que ambos os ions
(NH.*, NOs~) desempenham e que sdo importantes para o balanco dos horménios (auxinas e
citocininas) responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento vegetal.

(if) Cada fonte inorganica de N (NH,*, NOs;~ e NH4NO;) influencia de maneira
diferente as atividades das enzimas responsaveis pela assimilacdo de N, visto que estes ions

séo substratos de diferentes enzimas na via de assimilagéo N;
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(iif) Existem diferengas no crescimento e na assimilagdo de nitrogénio entre as
plantas de A. comosus var. ananassoides provenientes de sementes e de segmentos nodais,
visto a diferenca na origem (zigotica e somaética) e idade cronoldgica.

Com isso, visa-se responder as seguintes questdes:

(1) Qual a melhor fonte de nitrogénio inorganico para 0 crescimento e
desenvolvimento de A. comosus var. ananassoides?

(i) Como ocorre a assimilagéo de nitrogénio na fonte de maior crescimento para as
plantas de A. comosus var. ananassoides em relagdo as demais fontes?

(iii) O crescimento e a assimilacdo do nitrogénio nas plantas de A. comosus var.
ananassoides obtidas a partir de sementes e de segmentos nodais é diferente?

Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar o crescimento e
desenvolvimento e, a assimilagdo do nitrogénio em Ananas comosus var. ananassoides
(Baker) Coppens & F.Leal cultivadas in vitro na presenca de diferentes fontes inorganicas
de nitrogénio, em plantas provenientes de segmentos nodais e em plantas provenientes de

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

MATERIAL E METODOS GERAL
3. Obtencédo 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 Bioldgica de Mogi Guacu do IBt/SMA-SP (Fig. 3).
Posteriormente ao beneficiamento dos frutos para obtencdo das sementes, estas foram

acondicionadas em sacos de papel pardo e armazenadas em condicdes de refrigeracdo a 10 °C.


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 Bioldgica de Mogi Guacu do Instituto de Boténica da
Secretaria do Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo (RBMG do IBt/SMA-SP). A) Inflorescéncias protegidas
com tule, para preservacdo 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 germinacdo de sementes em placas de Petri do mesmo modo como descrito por

Araujo et al. (2012).

3.1. Obtencao das plantas a partir de segmentos nodais

Jé para a obtencdo 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 concentracdo de macronutrientes (MS/2), por dois meses em sala de
cultura, sob condigdes controladas. Apds esse periodo 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
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Figura 4: Etapas de obtengdo dos segmentos nodais. A) Sementes depositadas em placas de Petri de 10 cm de
diametro contendo meio constituido por H,O, 3% (p/v) de sacarose e 0,5% (p/v) de agar. B) Plantulas apds 127
dias de germinacdo. C) Plantas apds dois meses de cultivo em frasco de 350 mL contendo 0 meio MS/2. D)
Planta com as folhas cortadas. E) Plantas estioladas ap6s cinco meses de cultivo em frasco 500 mL contendo o
meio MS/2. F) Segmentos nodais isolados das plantas estioladas. D e F — Barra de escala corresponde a 1 cm.
Foto: Priscila P. A. Silva.

3.2. Transferéncia 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 condigdes controladas. Posteriormente, as plantas foram transferidas para frascos
contendo 0 meio MS-1962 modificado com as diferentes fontes de N inorganico NHs*, NOs™ e
NH4NO;, cujas concentragdes foram 15 mM, 30 mM, 60 mM e 90 mM (para cada fonte de
N), permanecendo por sete meses sob as mesmas condic¢Ges 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 (NH.,*,
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NO;~ e NH;NO:3) e concentragdes (15, 30, 60 e 90 mM) de N, foram transferidas para novos
frascos de contendo 0 meio MS modificado com as diferentes fontes e concentracfes de N,
antes de 24 horas das coletas de material vegetal para as analises (descritas no item 3.4),

visando garantir o suprimento de N para as plantas.

3.3. Aclimatizagdo

As plantas obtidas apds sete meses de cultivo in vitro nas diferentes
fontes (NH4*, NOs;~ e NH4NOs) e suas respectivas concentragdes (15, 30, 60 e 90 mM),
foram transferidas para bandejas contendo areia lavada como substrato, sendo
regadas quinzenalmente, com solucdo nutritiva constituida pela formulacédo de
MS-1962 modificado, sem sacarose e agar e com as diferentes fontes de N
fornecidas nas formas inorganicas de NHs*, NOs~ e NH4NO;s, cujas concentracdes
foram 15, 30, 60 e 90 mM (de acordo com o tratamento do qual foram cultivadas
anteriormente in vitro), por um periodo de trés meses em sala de cultura sob as mesmas
condicBes controladas. Ressalta-se que a Ultima rega foi feita 24 horas antes da coleta de

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

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

As coletas de material vegetal para todas as analises foram feitas nos seguintes
periodos do experimento (Fig. 5):

-Tempo inicial (TI): plantas cultivadas (por dois meses) em MS/2, ap6s 24 horas de
transferéncia para meios contendo MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH,*,
NO;~ e NH4NO3) e concentragdes (15, 30, 60, 90 mM) de N.

-Tempo final (TF): plantas cultivadas (por sete meses) em MS-1962 modificado com
as diferentes fontes e concentraces de N, apds 24 horas de transferéncia para novos meios
contendo as mesmas fontes e concentracbes de N, cujas plantas foram anteriormente

cultivadas.
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- Tempo aclimatizacdo (TA): plantas cultivadas (por trés meses) em bandejas e,
regadas com solugdo MS-1962 modificado com as diferentes fontes e concentragGes de N,
apos 24 horas a Gltima rega.

As coletas de material vegetal em Tl 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 ap6s trés horas inicio do periodo luminoso da sala e cultura. Ja
em TA foi feita Gnica coleta de material vegetal, apos trés horas inicio do periodo luminoso da
sala e cultura (Fig. 5). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo
fatorial 2 x 3 x 4, constituido de duas origens (semente e segmento nodal), trés diferentes
fontes de nitrogénio (NH,*, NOs;~ e NH4NO3) e quatro concentragbes de N (15, 30, 60 e 90
mM). Sendo que cada parcela experimental (ou seja, uma concentracdo de uma fonte
de N) foi constituida por 35 frascos, com cinco plantas (cada frasco) e trés repeticdes.

Os parametros analisados foram: comprimento das partes aérea e radicular, nimero
de folha e raiz, massas fresca e seca das partes aérea e radicular, quantificacdo de pigmentos
fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides), quantificacdo de NH,* e NO;~ enddgenos. 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 analise, assim como a descri¢do detalhada dos métodos utilizados serdo descritos nos
préximos capitulos desta dissertagéo.

O texto com os principais resultados e discussdes do presente trabalho foi divido em
dois capitulos formatados na forma de artigos cientificos. Sendo assim, o capitulo 1
corresponde aos resultados e discussdo que respondem a primeira e a segunda questao,
levantadas pelo projeto e o capitulo 2 corresponde aos resultados e discussao que respondem
a terceira e ultima questdo. Ressalta-se que a traducdo para lingua inglesa serd realizada

posteriormente para a submissdo destes aos periddicos internacionais.
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Figura 5: Fluxograma do experimental do trabalho. Tl - Tempo Inicial corresponde as
plantas que apds serem cultivadas in vitro em meio Murashige e Skoog (1962) MS-1962)
com 50% da concentragdo de macronutriente (MS/2) por 2 meses, foram transferidas (em
seguida) para meio MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH.*, NO;~ e NH4NO;3) e
concentragfes (15, 30, 60 e 90 mM) de N, permanecendo por 24hs (nesses meios), até o
inficio da coleta 24 horas. TF - Tempo Final corresponde as plantas que ap6s serem
cultivadas in vitro por sete meses nas diferentes fontes e concentra¢cdes de N, foram
transferidas para novos meios contendo as mesmas concentracfes e fontes de N, cujas
plantas foram cultivadas anteriormente, permanecendo por 24hs (nesses meios), até o
inicio da coleta 24 horas. TA - Tempo Aclimatizacdo corresponde as plantas cultivadas em
bandejas e, regadas com solugdo MS-1962 modificado com diferentes fontes e

concentragfes de N, por trés meses, ap6s 24 horas da ultima rega.
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RESUMO

Ananas comosus var ananassoides é uma bromélia ornamental cultivada visando a
exportacdo. Além disso, é nativo do cerrado, bioma ameagado de extin¢do. Os estudos de
micropropagacdo por estiolamento caulinar podem ser uma forma de contribuir para
preservacgdo e producgdo desta espécie. Dos nutrientes que compdem o meio de cultura
destaca-se o nitrogénio, absorvido pelas plantas através dos ions nitrato e aménio que
posteriormente, serdo assimilados em aminoacidos. Poucos sdo os estudos sobre a sua
propagacdo e nenhum avalia a influéncia de diferentes fontes nitrogenadas sobre o
seu crescimento e assimilacdo de nitrogénio. Assim, objetivou-se avaliar o
crescimento e a assimilacdo de nitrogénio nesta bromélia em diferentes
concentragbes 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, amonio e nitrato de amodnio, nas concentragbes de 15, 30, 60 e 90 mM de N,
posteriormente as plantas foram aclimatizadas, verificando que 60 mM de nitrato de
amonio foi a concentracdo mais indicada para o seu crescimento em ambas as

condicdes.

Palavras chave: Bromeliaceae, cultivo in vitro, Aclimatizagdo, nitrogénio
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1. INTRODUCAO

Ananas comosus var ananassoides (Baker) Coppens & F. Leal € uma bromélia
terricola e ornamental, que vem sendo cultivada visando a exportagdo como "flor de corte"
(Souza et al., 2012). Além da sua importancia no mercado de plantas ornamentais, esta
espécie é nativa do cerrado (Vieira et al.,, 2006, Proenca e Sajo, 2007), bioma
pertencente aos 34 hotspots globais de biodiversidade, classificados como &reas de
grande biodiversidade e endemismo que estdo sob alto risco de extin¢cdo (Myer et al.,
2000, Orme et al., 2005). Sendo assim, medidas de conservacao de suas especies sdo
importantes e necessarias e, uma forma de contribuir para a preservacdo de uma
espécie, pode ser através de estudos sobre sua micropropagacao.

A micropropagacdo também chamada de propagacdo in vitro, tem sido uma
ferramenta muito utilizada em diversos estudos com bromélias de interesse
ornamental, assim como para espécies endémicas, raras e/ou ameacadas de extincdo.
(Mercier & Kerbauy, 1993, 1994, 1995; 1996, Pasqual et al., 2008; Dias et al., 2011a, 2011b;
Dias et al., 2013) Comparando a métodos convencionais de propaga¢do, a
micropropagacdo destaca-se por garantir qualidade fitossanitaria, além de oferecer
grande numero de plantas em um curto periodo (Carvalho et al., 2013, Krishna et al,
2016).

Existem varios estudos sobre a producdo 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 sdo poucos os trabalhos de micropropagagdo com Ananas comosus var.
ananassoides, visto a sua importancia tanto ecol6gica, quanto ornamental (Dias et al.,
2008, Dias et al., 2010; Dias et al., 20114, 2011b; Carvalho et al., 2012, Dias et al., 2013).

Dentre os métodos de micropropagacgdo, pode-se citar a multiplicacdo por
estiolamento caulinar, entretanto a maioria dos trabalhos que usam esses métodos
indica a utilizagdo de reguladores de crescimento, cuja utilizacdo pode estar
associada a inducgdo de variagGes somaclonais, que é indesejado quando se visa obter
lotes para a conservacdo de uma espécie e para producdo 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 possivel o uso desse método (Silva e Tamaki, 2012).

Um fator importante para o estabelecimento do cultivo in vitro, € a selecdo
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 sdo formulagdes
bésicas ja 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 compdem o0 meio de cultura MS-1962 destaca-se o
nitrogénio (N), que € o quarto elemento mais abundante nas plantas, ocorrendo
apenas em menor quantidade que os elementos ndo minerais: carbono, oxigénio e
hidrogénio (Epstein e Bloom, 2006; Marschner e Marschner, 2012, Buchanan et al.,
2015).

Na classificacdo 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 € 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, nucleotideos, &cidos nucleicos, aminoacidos, proteinas,
coenzimas, clorofilas, entre outros (Buchanan et al., 2015). Além de sua fungéo
estrutural, é sabido que o N nas formas inorganicas de NOs;~ e NH,*, sdo
sinalizadores moleculares (Crawford, 1995, Garnica et al., 2010) A presenca,
concentracdo e/ou até mesmo a auséncia, desses dois ions, desencadeiam a expressao
de genes especificos, relacionados com a absorcdo, transporte e assimilacdo de N;
(Crawfod, 1995, Garnica et al., 2010, Adrews et al., 2013), assim como o balan¢o de
producdo endogena de auxinas/citocininas, que sdo hormonios responsaveis pelo
crescimento e desenvolvimento da planta (Tamaki e Marcier, 2007b)

Os ions NH,* e NO3™ sdo as fontes de N mais disponiveis para absorcéo pelas
raizes das plantas na solucdo do solo, sendo o NO;~ mais abundante na maioria dos
solos, contudo em solos alagados e com pouca oxigenacdo h& predominio de NH,*
em relacdo ao NO3~ (Epstein e Bloom, 2006; Marschner e Marschner, 2012).

Estes dois ions sdo absorvidos pelas raizes das plantas por meio de um
sistema de transportadores de alta (HATS) e baixa afinidade (LATS) especificos para
cada forma de N (Miller et al., 2007, Kraiser et al., 2011; Xu et al., 2012) Uma vez
absorvidos da solugdo do solo, 0 NH;* e 0 NO5;~ podem ser prontamente assimilados
na parte radicular, ou estocados em vacuolos, 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 assimilacdo, o N na forma de NO;~ é reduzido a nitrito
(NO7) pela acdo da enzima nitrato redutase (NR) no citosol da célula, que
posteriormente é transportado para dentro do plastidio, onde serd reduzido a NH,*
pela acdo da enzima nitrito redutase (NiR) (Marschner e Marschner, 2012, Taiz e Zeiger,

2013) O NH,* 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 NH,* também pode ser
convertido a GLU pela acdo da enzima glutamato desidrogenase (GDH) (Andrews et
al. 2013, Luo et al., 2015). Posteriormente, 0 GLU e a GLN serdo utilizados para a
biossintese de outras formas organicas 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).

ApOls a obtencdo in vitro € necessaria a aclimatizacdo das plantas antes da
transferéncia para o campo (Grattapaglia e Machado, 1998, Berilli et al., 2011) Essa
mudanca para a condicdo ex vitro, implica em alteracdes morfologicas e fisioldgicas
que conferem resisténcia a planta para o impacto decorrente de fatores como: o
aumento do fluxo transpiratorio e luminoso, variacdes de temperatura, interagdo com
microrganismos, entre outros (Calvete et al., 2002, Hartmann et al., 2002, Albert, 2004). A
mudanca sUbita para essas condi¢cfes pode ser um fator limitante para a propagacao
de algumas espécies. (Grattapaglia e Machado, 1998, Bregonci et al., 2008, Berilli et
al., 2011) Fato que reforca a importancia dos estudos de aclimatizacéo.

Alguns estudos observaram que o uso de NH,* e NOs;~ 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 modificacbes nas concentragdes 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 sdo os ions NOs~ e NH,*
que sdo fornecidos no meio cultura, pelos sais KNOs; e NH;NOj3, contudo, ndo foram

encontrados estudos com esta espécie que avaliam a influéncia de diferentes fontes
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inorganicas (isoladas) de N, sobre o crescimento, assimilacdo de N e posterior
aclimatizagdo. Visto isso, o presente estudo visou avaliar o crescimento e
desenvolvimento e a assimilacdo do N na bromélia Ananas comosus var ananassoides
(Baker) Coppens & F. Leal cultivadas in vitro em diferentes concentracbes e formas

inorganicas de nitrogénio e a posterior aclimatizagéo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencéo dos segmentos nodais

Foram utilizados cerca de 1.000 segmentos nodais, de Ananas comosus var.
ananassoides (Baker) Coppens & F.Leal colhidas na Reserva Bioldgica de Mogi Guagu do
Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente de Séo Paulo (RBMG - IBt/SMA - SP).
Estas sementes, antes da germinacdo, foram submetidas a desinfestacao superficial em frasco
de 250 mL contendo alcool a 70% (v/v) por 5 minutos, sendo, apos enxague, colocadas em
solucdo de hipoclorito de sodio a 2% (v/v), acrescida de duas gotas de Tween 20, durante uma
hora. Em seguida, em camara de fluxo de ar estéril, a solucdo de hipoclorito foi retirada com
quatro lavagens consecutivas com agua destilada esterilizada. Apds a desinfestacdo, foram
depositadas 25 sementes por placa de Petri, contendo 30 mL de meio com 0,5% (m/v) de &gar
e 3% (m/v) de sacarose (pH ajustado para 5,8), apos esterilizacdo dos meios a 121 °C durante
15 minutos. Estas placas foram mantidas em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas,
radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) de 30 pmol. m?2s™ e temperatura de 26+2 °C até a
germinacdo das sementes. As plantulas obtidas foram transferidas para frascos de 350 mL (5
plantulas por frasco), contendo 30 mL de meio Murashige e Skoog (1962) (MS-1962), com
50% da concentracdo de macronutrientes (MS/2), permanecendo nessas condic¢des, 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 obtencdo dos segmentos nodais.

2.1.1 Obtencdo das plantas a partir de segmentos nodais e 0 crescimento in vitro em
diferentes fontes e concentracfes 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 condicbes assépticas, em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas, PAR de 30
umol.m™?.s e com temperatura média de 26+2 °C, para o surgimento de novas plantas. Apds
esse periodo, as plantas geradas foram transferidas para frascos de 350 mL contendo 30 mL
de meio MS-1962 modificado com as diferentes fontes inorganicas de nitrogénio (N),
fornecidas nas formas isoladas ou combinadas de: aménio (NH,4*), nitrato (NO3~) e nitrato de
amonio (NH4NOs"), cujas concentragdes foram: 15 mM, 30 mM, 60 mM e 90 mM para cada
forma de N (cerca de 100 plantas para cada tratamento) (Tab. 1). Apds 24 horas da
transferéncia 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 analises 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 condi¢des controladas descritas anteriormente. Apds 0s 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*, NOs~ e NH4NOs) e suas respectivas
concentragdes (15, 30, 60 e 90 mM) de N, por um periodo 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: Concentracées de macronutrientes em mg. L™ das formulacdes que foram utilizadas para cada forma

de nitrogénio e suas respectivas concentracfes molares.

Formas e concentrac@es de nitrogénio

mg. L* mg. L* mg. L™
NH4N03 (mM) NOa- (mM) NH,* (mM)
Macronutrientes 15 30 60* 90 15 30 60 90 15 30 60 90

KNOs; 505 1011 1900 2022 1516 2730 5763 8796 - -
NH4NOs 400 800 1650 2801 @ -
CaCl, 2H,0 440 440 440 440 440 440 440 440 440 440 440 440

MgSO, 7H,0 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370

KH,PO, 170 170 170 170 170 170 170 170 170 170 170 170
K;SOa 502 215 327 - 815 815 815 815
KCl 512 186 -~ 697 697 697 697
Ca(NOs)4H,0  — - 34 354 354 - o
(NH,) SO4 —- 495 991 1982 2972
NH.CI —- 401 803 1605 2.408

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

Apds os sete meses de cultivo in vitro nas diferentes fontes de N
(NH4s*, NOs;~ e NH4NOs) e suas respectivas concentragdes (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 solugdo nutritiva constituida
pela formulagdo de MS-1962 modificado sem a sacarose e o agar e, com as
fontes de N fornecidas nas formas de NH4*, NO;~ e NH4NO;, cujas concentragdes 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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concentragdo, na qual as plantas tinham sido cultivadas anteriormente in vitro. Estas
permaneceram em sala de cultura sob as mesmas condi¢cbes controladas descritas
anteriormente por um periodo de trés meses. Ressalta-se que a Ultima 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 parametros analisados

As coletas de material vegetal para todas as analises foram feitas nos seguintes
periodos do experimento:

Tempo inicial (TI) - plantas cultivadas in vitro (por dois meses) em MS/2, apds 24
horas de transferéncia para 0 meio MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH,*,
NO;~ e NH4NO3) e concentracgdes (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 concentragBes de N, apds 24 horas de transferéncia para novos meios
contendo as mesmas fontes e concentracbes de N, cujas plantas foram anteriormente
cultivadas;

Tempo aclimatizagdo (TA) - plantas cultivadas (por trés meses) em bandejas e,
regadas com solugdo MS-1962 modificado com as diferentes fontes e concentragdes de N,
apos 24 horas a ultima rega.

As coletas de material vegetal no Tl, TF e TA foram feitas ap6s trés horas do inicio
do periodo luminoso da sala de cultura. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 3x4, constituido de trés diferentes fontes de nitrogénio (NH.*,
NO;~ e NH4NOs) e quatro concentragdes de N (15, 30, 60 e 90 mM), assim cada tratamento
foi constituido de uma concentracdo em uma fonte de N (totalizando 12 tratamentos).

No Tl e TF a parcela experimental foi constituida por dois frascos (cinco plantas por
frasco) com trés repeticdes para cada tratamento, totalizando seis frascos por tratamento. Ja
em TA cada parcela experimental foi constituida de uma bandeja (10 plantas por bandeja)

com trés repeticOes, totalizando trés bandejas por tratamento.
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Os parametros analisados no Tl, TF e TA foram: comprimentos das partes aérea e
radicular, nimero 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 Tl e TF: contetdo de NH,* e NO;~ enddgenos, 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 analise dos parametros:
comprimentos das partes aerea e radicular, numero 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 padronizagdo da melhor quantidade de massa vegetal, quantidade de substrato,
volume da solu¢do de incubacdo, tempo de incubacgdo e horario da coleta de material vegetal.

Os demais procedimentos e parametros serdo 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 alteracfes. As
folnas (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 por¢6es de 0,35 g por tubo tipo borel (trés tubos), aos quais foram
adicionados 5 ml da solucdo de incubacdo constituida por 0,1 M de tampéo fosfato (pH 7,5),
1% de propanol (v/v) e 0,1 M de KNO3z. Em seguida, o tecido vegetal mantido submerso
nessa solucdo (dentro dos tubos) foi submetido a cinco sessdes de vacuo para facilitar a
infiltracdo da solucéo nos tecidos, apds esse procedimento, 1 mL de cada tubo foi aliquotado
em microtubo tipo eppendorf para quantificagdo do tempo zero (TO) (correspondente a
quantidade enddgena de nitrito nas amostras antes da incubacdo), e os tubos colocados para
incubar por 30 minutos a temperatura de 30 °C, na auséncia de luz. Decorrido o periodo de

incubacéo, a quantidade de nitrito (NO,") liberada no meio de infiltragdo foi determinada em
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aliquotas 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 determinacdo do NO,~ produzido ocorreu 30
minutos apos a adicdo desses reagentes as aliquotas (tempo de reacdo). Apos esse periodo, as
amostras foram analisadas em espectrofotdmetro a 540 nm. O valor da absorbancia de TO foi
descontado do valor da absorbancia obtido para aqueles tubos que permanecerdo sob
incubacdo. Esse procedimento foi realizado em triplicata e a atividade da enzima foi expressa

em pmol de nitrito produzido por hora por grama de massa seca (umol NO,~. h™%. g * MS)

2.4. Extracdo enzimatica para andlise 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
determinacdo foi realizada com base no método descrito por Bulen (1956) com as seguintes
modificagdes.

Para cada um dos tratamentos, foram utilizadas 0,25 g de massa fresca foliar
proveniente de uma amostra composta de pequenos pedacos de folhas obtidos de 10 plantas.
As amostras foram trituradas em almofariz com nitrogénio liquido até a obtencdo de um pé
fino e, entdo, transferidas para microtubos tipo eppendorf, previamente resfriados, aos quais
foram acrescentados 1,5 ml de uma solucdo composta por 0,05 M de tampao imidazol com
pH 7,9 e 0,005 M de ditiotreitol. Estas amostras foram submetidas a centrifugacdo de 21.000
RCF (forca centrifuga relativa ou forca g) a temperatura de 4 °C por 1 hora. O sobrenadante
foi mantido a 4 °C e utilizado para a determinacdo das atividades de GS e GDH. Esse

procedimento foi realizado em triplicata.

2.4.1. Ensaio enzimatico da GS
O volume total da reacdo enzimatica foi de 0,5 ml, constituido por: 0,1 mM de tampao

imidazol, cujo pH foi 7,5, 49 mM de hidroxilamina, 40 mM de MgCl,, 160 mM de glutamato
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e 35 mM de ATP. A reacdo foi iniciada com a adi¢do de 50 pL do extrato enzimatico e,
incubacdo a temperatura de 35 °C por 1 hora. Apés esse periodo a reacdo foi interrompida
com a adi¢do de 1 mL da solugdo de parada, constituido por: 0,123 M de cloreto férrico, 0,25
M de HCI e 0,1225 M de &cido tricloroacético (*TCA). Foram preparados microtubos
correspondentes ao tempo zero (TO0), ou seja, neste a adi¢do da solucdo de parada ocorreu em
seguida a deposi¢do do extrato, interrompendo, assim, a reacdo. A leitura da absorbancia foi
feita em espectrofotometro a 540nm. O valor da absorbancia de TO foi descontado do valor da
absorbéancia obtido para aqueles microtubos que permaneceram sob incubagdo. A atividade da
enzima foi expressa em mmol gama glutamil hidroxamato por hora por grama de massa seca

(mmol YGH. h™*. g * MS).

2.4.2. Ensaio enzimatico da GDH-NADH

Para andlise desta enzima o extrato bruto (obtido na extracdo descrita no item 2.2.2) de
cada amostra foi previamente dessalinizado em coluna PD10 - Sephadex (G-25), antes do
inicio do ensaio enzimatico. A atividade da GDH-NADH foi quantificada por meio do
consumo de NADH gasto na reacgdo, cujo o volume total foi de 1 ml, constituido por tampé&o
0,1 M de TRIS com pH 8,2, 13,3 mM de 2-oxoglutarato, 0,1 M de (NH,4), SO4, 0,16 mM de
NADH. Todos os reagente foram mantidos a temperatura de 30 °C por 10 minutos antes de
comecar a reacdo enzimatica, iniciada pela adicdo de 0,25 mL de extrato enzimaético e,
imediatamente lido em espectrofotobmetro a 340 nm. O delta de decaimento (slope) foi
calculado utilizando a faixa linear das absorbancias anotadas dentro de um periodo de cinco
minutos. A atividade enzimatica foi calculada utilizando o coeficiente de extin¢gdo molar (e
340) de 6,22 x 10° mmol * cm * e a atividade expressa em umol de NADH consumido por

minuto por grama de massa seca (umol NADH. min ™. g * MS).
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2.5. Determinacéo do contetdo endogeno de aménio (NH,*) e nitrato (NO3")

2.5.1. Preparacéo do extrato vegetal

As folhas, provenientes de 10 plantas foram cortadas em pequenos fragmentos
formando uma mistura heterogénea. Amostras de 0,1 g de massa fresca foram trituradas com
nitrogénio liquido e, posteriormente, foram transferidas para microtubos tipo eppendorf , aos
quais foram acrescentados 1 ml de agua ultra-purificada. Essas amostras foram centrifugadas
a 22.000 RCF, 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi recolhido e utilizado nas

quantificacbes de amonio e nitrato enddgeno. Este procedimento foi realizado em triplicata.

2.5.2. Determinacédo do contetdo enddgeno de NH,*

O conteudo enddgeno de NH,* foi determinado de acordo com a reacdo conhecida
como fenol-hipoclorito (Weatherburn, 1967; MCcullough, 1967), nesta reacdo foram
empregados dois reagentes, o primeiro constituido por 1% (m/v) de fenol e 0,005% (m/v)
nitroprusside e, o segundo constituido por 5,37 % (m/v) de Na,HPO4.12H,0, 1% (v/v) de
hipoclorito de sodio (10-14% CI,) e 0,5% (m/v) de NaOH. Em microtubos tipo eppendorf,
foram aliquotados 100 ul do extrato vegetal de cada amostra e, adicionado 0,5 ml do primeiro
reagente e 0,5 ml do segundo reagente. Ap6s uma vigorosa agitacdo, a mistura permaneceu
em banho-maria a 35°C por 30 minutos. Decorrido o periodo, as amostras foram lidas em
espectrofotbmetro a 625 nm. Microtubos contendo de 0,002 a 0,03 pumol de NH,* ((NHy)2
SO4) em 0,1 mL foram utilizados na constituicdo da curva padrdo, nestes também foram
acrescentados os dois reagentes e, permaneceram sob as mesmas condi¢gdes que as amostras,
até a leitura em espectrofotometro. A dosagem de amoénio enddgeno foi expressa em pmol de

amonio por grama de massa seca (umol NH,*. g * MS)
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2.5.3. Determinacao do contetdo enddgeno de nitrato NO3~

A quantificacdo de NOs~ foi realizada de acordo com o método descrito por Cataldo et
al. (1975). Uma aliquota de 10 pL de extrato (de cada amostra) foi pipetada em microtubo
tipo eppendorf, ao qual foi adicionado 40 pL da solugédo de acido salicilico a 5% (m/v) diluido
em H,SO, concentrado. Apos vigorosa agitacdo, 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 espectrofotdmetro a 410
nm. Microtubos contendo de 0,003 a 0,2 pumol de NO;~ (KNOs) em 10 pL foram utilizados na
constituicdo da curva padrédo, nestes também foram acrescentados 40 pL da solucdo de acido
salicilico a 5% (m/v) diluido em H,SO, concentrado e, permaneceram sob as mesmas
condicdes que as amostras, até a leitura em espectrofotdmetro. A dosagem de nitrato

endégeno foi expressa em pmol de nitrato por grama de massa seca (umol. NOs~ g ™ MS)

2.6. Determinacdo do contetdo de pigmentos fotossintéticos

As clorofilas a, b e carotenoides foram extraidos das folhas de cada amostra de
acordo com o metodo descrito por Munné-Bosch e Lalueza (2007), com modificagbes. As
folnas 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 nitrogénio liquido e 0,1 g foi homogeneizado em 1 mL de acetona a
100% (v/v). Estes permaneceram em banho ultrassonico a 4 °C por 30 minutos, decorrido o
periodo, 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
espectrofotdbmetro. Os comprimentos de ondas para a leitura em espectrofotdmetro, assim
como as equacdes para o calculo de contetido 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 * MS)
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2.7. Analises estatisticas dos resultados
As médias foram calculadas e submetidas a andlise de variancia (ANOVA mudltipla),

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

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

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

Ap0s 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 (T1) 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 raizes 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 possivel a micropropagacdo de Ananas comosus (L.) Merril cultivar ‘Smooth
Cayenne’, a partir de segmentos nodais, sem a utilizagdo de fitorreguladores. Muitos estudos
relacionam o uso destas substancias com a inducdo de variagfes 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 alteragdes ndo sdo pertinentes quando se
visa obter lotes homogéneos de plantas com fendtipos selecionados, nem quando se visa a
conservacao de uma espécie (Tamaki et al., 2007a). A utilizacdo de plantas clonadas para
estudos fisioldgicos apresenta vantagem em relagdo a utilizagdo de plantas obtidas a partir de
sementes, devido a uniformidade de resposta dos individuos dentro da populagdo estudada

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

3.2. Crescimento nas diferentes fontes e concentragdes de N
As plantas cultivadas por sete meses nas fontes de NO;~ e NH, NOs obtiveram 100%

de sobrevivéncia (em todas as concentragdes utilizadas) e apresentaram aspecto saudavel, se
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comparadas as plantas mantidas nas diferentes concentracdes NH,*, cujas folhas tinham
aparéncia palida e atrofiada (Fig. 1). Além disso, as plantas cultivadas em 15, 30, 60 e 90 mM

de NH,*, apresentaram sobrevivéncia 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*, NOs~ e NH4NOs) e concentragdes (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 NH,*, respectivamente. E,
F, G e H - plantas cultivadas em 15 mM, 30 mM, 60 mM e 90 mM de NOs", respectivamente. I, J, K e L -
plantas cultivadas em 15 mM, 30 mM, 60 mM e 90 mM de NH4NOs;, respectivamente. Barra de escala

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

A comparacdo do comprimento da parte aérea nas plantas cultivadas em diferentes
concentracgdes e fonte de N, confirmaram a reducéo de tamanho nas plantas mantidas em todas
as concentragdes de NH,*(Fig. 2 -B) Alguns autores descrevem que a diminui¢do no tamanho
das folhas em plantas suplementadas com excesso de NH,* pode ser atribuida principalmente

a diminuicdo da absorcéo de cations essenciais como o potéssio (K*), 0 magnésio (Mg **) e o
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Célcio (Ca #*) (Andrews et al., 2013) refletindo, negativamente, na regulacdo osmética, que é
importante para expansdo celular (Guo et al., 2007). Além disso, altas doses de NH,*
provocam alteracbes na producdo e fluxo de hormdénios que regulam o crescimento e
desenvolvimento da planta (Garnica et al., 2010).

Mesmo com a reducdo do crescimento, A. comosus var. ananassoides mostrou ser
tolerante as altas concentrac@es de NH,*, visto que apds sete meses de cultivo nas diferentes
concentracdes de NH,*, as plantas apresentaram quantidades de folhas significativamente
semelhantes as plantas cultivadas nas fontes de NO3; e NH4NO;, na maioria das concentragdes
utilizadas (Fig. 2 - A). Todavia, as plantas crescidas em NO3s e NHsNO; ndo apresentaram
folhas mortas (FM), ao contrério das plantas cultivadas em NH,* 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 acimulo NH,* nos tecidos
com a senescéncia foliar (Chen et al., 1997, Mattsson e Schjoerring, 2003) devido ao aumento
da sensibilidade do tecido vegetal a sinalizacdo do etileno (Chen et al., 1997), hormdnio
responsavel principalmente pela absciséo foliar (Buchanan et al., 2015), e também ao acumulo
de altos niveis de acido abscisico 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: Pardmetros (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 (NH,*,
NOs~ e NH,NOs) e concentragdes (15, 30, 60 e 90 mM) de N. A) Numero 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) nimero de raizes, 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 minGsculas
distintas, acima de cada coluna, indicam diferenga significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey

(ANOVA, multipla).
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Ao contrario dos resultados obtidos em NH,* para variavel comprimento da parte
aérea, as plantas cultivadas nas fontes de NO;~ e NH,NOj; apresentaram as maiores médias e
foram significativamente semelhantes na maioria das concentracGes utilizadas, com excecao
das plantas crescidas em 60 mM de NH,NO; que alcangaram a maior média (15,88+0,19 cm)
(Figura 2 - B). Resultado semelhante foi observado por Kurita (2015) trabalhando com a
bromélia Alcantarea imperialis (Carriére) Harms cultivada em diferentes fontes (NH4*, NOs~
e NH,; NOs) e concentragdes de N (5, 15, 30 e 60 mM), obteve 0os maiores comprimentos das
partes aéreas nas plantas cultivada em 30 e 60 mM de NH,NO;. 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 absorcao das duas fontes juntas pode ser atribuido:
a homeostase no pH fisiologico (Babourina et al., 2007), a manutencdo dos niveis apropriados
de carboxilacdo (Feng et al., 1998) e ao balangco de hormonios (citocininas/auxinas)
responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento vegetal (Chen et al., 1998, Tamaki e
Mercier, 2007b) Todavia, 0os mecanismos bioquimicos e fisioldgicos responsaveis pelo
beneficio desta utilizacdo conjunta ainda ndo estdo completamente esclarecidos (Garnica et al.,
2010).

Em relacdo aos parametros de massa fresca e massa seca da parte aérea, as menores
médias foram novamente obtidas nas plantas cultivadas nas diferentes concentracdes de NH,*,
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 concentracdes de NH,* e ureia, verificando que A.
comosus apresentou maior crescimento em NH,*, contudo mesmo tendo preferéncia pela
fonte inorgénica de N, concentracbes acima de 10 mM mostrou-se desfavordvel para o
crescimento desta espécie, observado pela diminuicdo de biomassa. Assim como foi

observada a diminuicdo da biomassa no presente trabalho para Ananas comosus var.
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ananassoides, em todas as concentracdes de NH,* utilizadas. Muitos estudos descrevem a
toxicidade do NH,* para a maioria das plantas, quando este é fornecido como Unica 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 NH,* ndo estdo
totalmente elucidados (Britto e Kronzucker 2002, Li et al.,, 2014). Todavia, a
toxicidade do excesso de NHs* nos tecidos, pode ser atribuida a fatores como:
desacoplamento da fosforilacao, distirbio no balanco do pH celular (Li et al, 2011, Li et al,
2014), elevado consumo de carbono nos tecidos, sintese de etileno atuando em resposta ao
estresse por NH,*(Britto e Kronzucker, 2002), e acimulo de &cido abscisico e putrecinas
livres nos tecidos (Garnica et al. 2010). Além disso, alguns autores descrevem que a presenca
de NOgs é necessaria para manter a biossintese e o fluxo de citocininas em nivel suficiente
para mediar a normal morfogénese (Andrews et al., 2013) Visto isto, € provavel que a
diminuicdo da biomassa nas plantas cultivadas na fonte de NH,* tenha relagdo com alguns dos
fatores anteriormente mencionados.

Antagonico ao resultado de massa seca obtido em NH,*, as plantas cultivadas em
NOj3 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 ions NO3™ e NH,*s&o as fontes de N
mais disponiveis para absor¢do pelas raizes das plantas na maioria dos solos, todavia a
preferéncia pela absorcdo de um determinado ion ou outro ou ambos, dependera da espécie
vegetal e suas caracteristicas fisioldgicas, 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 expressdo de
genes relacionados com a captacéo, transporte e assimilacdo de N (Crawford, 1995, Miller et
al., 2007), e para a sintese de citocininas, hormonios responsaveis pela regulacdo do

crescimento (divisdo e multiplicacdo celular) e desenvolvimento (expansdo 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 acimulo de biomassa nas plantas cultivadas em NO3 no presente trabalho.

No que se refere aos pardmetros analisados da parte radicular, para todas as variaveis
analisadas, os menores valores foram obtidos nas plantas crescidas em NH,* (Fig. 2-E, F, G
e H). De acordo com Li e Shi (2007) a diminuicdo da parte radicular € uma caracteristica em
plantas com estresse por excesso de NH,*. Essa reducdo pode ser atribuida a diversos fatores
bioquimicos e fisioldgicos, que ja foram mencionados anteriormente para parte aérea e que
também influenciam a parte radicular, além disso, alguns autores relataram que o NH,*
reprime a atividade de enzimas (GDP manose pirofosforilase - GMPase e GDP manose)
necessarias para a biossintese de L-acido ascorbico e N-glicoproteinas (Barth et al. 2010),
sendo que a falha no processo da N -glicosilacdo, implica em deformaces na membrana e na
parede celular que compromete o ciclo celular, provocando a morte da célula e por
consequéncia inibindo o crescimento radicular (Qin et al, 2008, Kempinski et al 2011) Em
relacdo ao alongamento radicular, foi observado que o excesso de NH,*, diminui o
gravitropismo nas raizes de Arabidopsis sp. por meio da redistribuicdo de auxina, implicando
na reducdo do comprimento das raizes (Zou et al., 2012). Sendo assim, infere-se que esses
distdrbios tenham influenciado negativamente o crescimento e desenvolvimento radicular em
A. comosus var. ananassoides.

Ainda em relacdo aos parametros analisados na parte radicular, para variavel nimero
de raizes, as plantas cultivadas em 15 mM e 30 mM de NO3 e de NHsNO; (Fig. 2 - E),
apresentaram as maiores médias, no entanto foi observada uma tendéncia na diminuicdo da
quantidade de raizes conforme o aumento da concentracdo de N. Alguns autores descrevem
que para a maioria das plantas a alta suplementacdo de N suprime a ramifica¢do radicular,
enquanto que, a limitagcdo de N acelera a ramificagdo e o crescimento (Kiba et al., 2011) Esta
modulagdo no crescimento e desenvolvimento radicular em relacdo a alta ou baixa

disponibilidade de N, é mediada principalmente pela sinalizagdo dos fitohormonios auxina
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(AIA) e &cido abscisico (ABA), além destes, foi visto que o0 NO3 também apresenta funcéo de
sinalizador molecular para o crescimento radicular (Kiba et al., 2011, Vidal et al 2013) A AIA
sinaliza para inducgdo do alongamento celular e as raizes s&o mais sensiveis a esta sinalizagéo
(Tamaki e Mercier, 2007b, Buchanan et al., 2015) Estudos demonstraram que a diminuigéo da
disponibilidade de N pode promover o acumulo de AIA nas raizes e, por consequéncia, 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 responsdvel pela indugdo do
desenvolvimento de raizes laterais (RL) em resposta a baixa suplementacdo de N (Fukaki e
Tasaka 2009, Ma et al. 2014)

Outro horménio que induz o crescimento de RL é o ABA (Cheng et al. 2002, Zhang
et al., 2007; Zhao et al. 2015) Todavia, altas concentragdes ABA tém 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 concentracfes de
N, apresentam maior producdo de ABA, resultando na inibicdo do crescimento de RL
(Signora et al. 2001, Zhang et al. 2009, Yendrek et al. 2010). Visto isto, € possivel inferir que
estes fatores tenham influenciado o nimero de raizes nas plantas cultivadas em NOj3 e
NH,NOs. Contudo, em relacdo ao comprimento da parte radicular, ndo foram observadas
diferengas significativas nas plantas crescidas na maioria das concentragdes, nestas duas
fontes (NO3 e de NH,NO:s), exceto em 90 mM de NOgs’, que apresentou uma reducdo no
comprimento (Fig. 2 - F).

Em relagdo as massas fresca e seca da parte radicular, foi observada uma tendéncia
de aumento nas plantas cultivadas em 15 mM, 30 mM e 60 mM de NOj3 (Fig. 2 - G, H).
Assim como foi mencionado anteriormente, 0 NO3 é um sinalizador molecular para diversas
funcBes na célula, entre elas a biossintese de citocininas (Garnica et al., 2010, Andrews et al.,
2013) Alguns autores observaram que a citocinina regula a distribuicdo da AIA no meristema

apical radicular e também promove a divisao 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 divisdo celular induzida pela citocinina poderia explicar o
aumento da biomassa da parte radicular nas plantas cultivadas em NO3; em relagédo aos
demais tratamentos.

Quanto aos resultados de pigmentos fotossintéticos, os maiores valores foram obtidos
nas plantas cultivadas em todas as concentracdes de NH,NO;, sendo que a maior média foi
alcancada nas plantas cultivadas em 60 mM de NH,NO; (Fig. 3). Esse aumento no contetdo
de pigmentos fotossintéticos também foi observado para A. imperialis cultivadas nas
concentracdes de 15, 30 e 60 mM de NH4NOs, que apresentaram 0s maiores valores, se
comparadas as médias alcancadas nestas mesmas concentraces em NOj (Kurita, 2015).
Geiger et al., (1999) também observaram resultado semelhante para Nicotiana tabacum L., cv.
SamsunNN. Alguns autores descrevem que plantas suplementadas com NH,* (com niveis ndo
toxicos), apresentam maior contetdo de clorofila por unidade de area foliar (Raab e Tarry,
1994, Claussen e Lenz, 1999) O que explica a maior quantidade de pigmentos nas plantas
cultivadas nas diferentes concentracdes de NH,NO; em relacdo as plantas de NOs". Todavia,
ndo foram encontrados na literatura estudos que esclarecem esse aumento do contetdo de
pigmentos fotossintéticos, em relacdo ao suplemento de diferentes fontes inorganicas de N.
Alguns autores relataram que para a maioria das plantas o NH,* é preferencialmente
assimilado nas raizes (visto que o seu acimulo nos tecidos pode ser tdxico), sendo que este
processo demanda grandes quantidades de esqueletos de carbono originados (do ciclo do
acido citrico) 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 NH,* na planta, visto que quanto mais rapido o
NH,* absorvido for assimilado, menores serdo os danos causados pela sua possivel toxicidade.
Diante destes fatos, poderia se inferir que o aumento do conteido de pigmentos fotossintéticos

em A. comosus var. ananassoides cultivadas nas diferentes concentraces de NH;NOs,
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poderia estar relacionada com a necessidade do suprimento da demanda de esqueletos de

carbono na parte radicular, para assimilagdo do NH,* absorvido.
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Figura 3: Contetido 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 (NHs*, NOs;~ e NH4NO3) e concentragBes (15, 30, 60 e 90 mM) de N. A) Clorofilas a e b. B)
Carotenoides. Letras minusculas distintas, acima (Cl b e Carot) ou dentro (Cl a) de cada coluna, indicam
diferenca significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey (ANOVA, multipla), que compara as médias

de cada tratamento em relac&o a um tipo de pigmento (Clorofila a ou b ou carotenoides).

3.3. Assimilacdo de N na parte aérea de plantas cultivadas in vitro em diferentes formas
e concentracoes de N

Para as plantas cultivadas nas diferentes concentracdes de NH,*, a atividade da
enzima nitrato redutase (ANR) e o contetdo de nitrato endégeno (CNE) estavam abaixo
dos niveis de deteccdo dos métodos utilizados para estas analises, ndo sendo possivel fazer as
quantificacbes para esses tratamentos.

Em relacdo a ANR, comparando-se as médias obtidas nas plantas mantidas nas fontes
de NOs;~ e NH4NO; no tempo inicial (T1), os maiores valores foram apresentados nas plantas
cultivadas em 60 mM e 90 mM de N, tanto na forma de NO;~, quanto na foram de NH;NO;
(Fig. 4 - A). Ainda foi observado que nestas duas concentra¢des independentemente da forma
de N utilizada, a ANR alcangou um valor maximo, visto que mesmo com a provavel maior

disponibilidade na concentracdo de 90 mM de N, a ANR apresentou valores
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significativamente semelhantes aos obtidos em 60 mM de N. Outros trabalhos também
verificaram essa positiva relacdo entre a maior disponibilidade de NOs;~ e 0 aumento da ANR
(Claussen e Lenz, 1999, Horchani et al., 2010), e também que concentra¢cdes muito elevadas
podem apresentar uma diminuicdo da ANR (Chen et al., 2004, Silva et al, 2011), sugerindo
que a concentracdo de 90 mM de N, possui quantidade N a mais do que é necessario para 0

crescimento e desenvolvimento in vitro de A. comosus var ananassoides.
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Figura 4: Atividade da enzima nitrato redutase - NR (A, B) e conteddo de NOs~ (C, D) na parte aérea de A.
comosus var. ananassoides, 24 apds transferéncia para 0 meio MS-1962 modificado com as concentragdes de 15,
30, 60 e 90 mM de N, nas formas de NH,*, NO3 e NH,NO3. A, C) Tempo Inicial: plantas crescidas em MS/2 por
dois meses. B, D) Tempo final: plantas cultivadas por sete meses nas diferrentes concentra¢es e formas de N.
Letras mindsculas distintas, acima de cada coluna, indicam diferenca significativa em P < 0,05 de acordo com o

teste de Tukey (ANOVA).

Quanto a ANR nas plantas do tempo final (TF), a maior media foi obtida nas plantas
crescidas em 90 mM de NH,NO;, todavia observou-se uma tendéncia de aumento da ANR

nas plantas cultivadas em 60 e 90 mM de NH,NO; se comparadas &s mesmas concentracdes
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em NOs-, fato que possivelmente esta relacionado com o CNE nas plantas cultivadas em 60 e
90 mM de NOs;~ ser maior do que as de NH,NOj3 nestas mesmas concentragdes (Fig. 4 - D).

Em relacdo ao CNE nas plantas do TI ndo houve diferencas significativas entre os
tratamentos. Contudo, comparando-se as médias brutas da ANR nas plantas do Tl e do TF,
principalmente nos tratamentos com as maiores concentracdes de N (60 e 90 mM), observa-se
maior atividade nas plantas do TI (Fig. 4 - A, B), ja em relacdo 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 concentracfes se comparadas as plantas do Tl (Fig. 4 -
C, D). Na maioria das plantas 0 NO3™ absorvido pode ser reduzido imediatamente na raiz ou
transportado via xilema para parte aérea, onde é estocado no vacuolo para posterior reducao
conforme a necessidade da planta (Cardenas-Navarro e Adamowicz, 1999) O NOg3
armazenado é importante para o balan¢o osmético celular, além de ser uma fonte reserva de
N, em periodos onde ha escassez de N (Chen et al., 2004, Miller et al., 2007).

Quanto a atividade da glutamina sintase (AGS), no Tl ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos utilizados (Fig. 5 - A). Todavia, no TF foi observado que as
plantas cultivadas nas concentracGes 15, 30, 60 e 90 mM de NH4NOs, apresentaram as
maiores AGS, se comparadas com as mesmas concentracdes utilizadas nas outras duas fontes
(NHs* e NOs”) (Fig.5 - B). Alguns estudos relataram que a AGS ndo é afetada pelo
fornecimento de diferentes formas de N, para Solanum lycopersicum L. e Zea mays L.
(Magalhédes 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 NH,NO; ou NH,*, quando comparadas as cultivadas em
NOs;-, tanto em Oryza sp. (Magalhdes 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

relacdo a fonte fornecida pode variar conforme a espécie estudada.
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A assimilacdo do NH," em glutamina e glutamato, realizada pelas enzimas glutamina
sintase (GS) e glutamina oxoglutarato aminotransferase (GOGAT), é considerada a principal
via de assimilacdo (Miflin e Habash, 2002, Bernard e Habash, 2009, Rennenberg et al. 2010,
Xu et al., 2012) e desintoxicacdo do NH,", sobre condi¢Ges normais de crescimento da planta
(Magalhées 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
concentracdes de NH,NO; no TF, para evitar a toxicidade do NH,* absorvido.

No entanto, a menor AGS nas plantas cultivadas nas diferentes concentracfes de
NH,*, junto com os demais pardmetros anteriormente analisados (biométricos e de massas),
indicam que provavelmente estas plantas estavam em processo de senescéncia. Alguns autores
verificaram que folhas em processo de senescéncia apresentam baixas AGS (Peeters e Van
Laere, 1992, Chen et al., 1997). Fato, provavelmente, relacionado com a alta degradacéo das
proteinas no estroma do cloroplasto (por meio de proteases), tais como a ribulose-1,5-
bisfosfato carboxilase oxigenasse (RuBisCo), GS plastidica e GOGAT plastidica, durante o
processo de senescéncia 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 NH,* no presente trabalho.
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Figura 5: Atividade da glutamina sintase - GS (A, B), atividade da glutamato desidrogenase - GDH (C, D) e
contetdo de NH," (E, F) na parte aérea de A. comosus var. ananassoides, 24 apds transferéncia para 0 meio MS-
1962 modificado com as concentrages de 15, 30, 60 e 90 mM de N, nas formas de NH,*, NO; e NH,NO;. 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 concentracOes e fontes de N. Letras minUsculas distintas, acima de cada coluna, indicam

diferenca significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey (ANOVA).

Além disso, foi observado que a plantas cultivadas em NH,;* no TF, apresentaram 0s
maiores contetdos de amonio endogeno (CAE) (Fig. 5 - F), sendo este mais um indicio que
as plantas estavam em processo de senescéncia. Alguns estudos relataram sobre a positiva

relacdo entre a senescéncia e acimulo de NH,* nas folhas (Chen et al., 1997, Masclaux et al.,
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2000, Mattsson e Schjoerring, 2003). Esse acumulo é devido a alta protedlise que ocorre no
processo de senescéncia, liberando grande quantidade de aminoacidos que sdo catabolizados
pelas enzimas glutamato desidrogenase (GDH) e asparaginases (Bernad e Habash, 2009). A
GDH pode catalisar tanto a aminacdo do 2-oxoglutarato (2-OG) quanto a desaminagdo do
glutamato (Glu) (Lea e Miflin, 2003, Forde e Lea, 2007). Todavia, alguns autores sugerem
que a principal atividade catalitica in vivo desta enzima seja a desamina¢do do Glu, liberando
NH,* 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 assimilacdo
do N ndo diminua excessivamente a quantidade de 2-OG na mitocondria, visto que este é um
intermediario no ciclo dos &cidos tricarboxilicos (TCA) (Robison et al, 1991, Miflin e Habash,
2002, Lea e Miflin, 2003). Diante do exposto, é possivel inferir que a maior atividade de GDH
em A. comosus var. ananassoides cultivadas em NH,* esta relacionada com o catabolismo do
Glu, para gerar tanto o 2-OG para o ciclo TCA, quanto o NADH, necessario para outros
processos metabolicos na célula.

Ja em relacdo a maior atividade da GDH nas plantas cultivadas em NH,* e NH4NO3,
no TI, provavelmente, esteja relacionada com atividade de aminac¢do do Glu, visto que alguns
trabalhos também sugerem que a GDH possui importante papel na assimilacdo de N

(Magalhées e Huber, 1991, Skopelitis et al., 2006, Li et al., 2011).

3.4. Aclimatizacao das plantas obtidas in vitro nas diferentes concentragdes e fontes de N

Apos trés meses da transferéncia para as condicfes ex vitro, ndo houve mortalidade
nas plantas cultivadas nas diferentes concentracGes de NO3; e NH4NOs, apresentando aspecto
saudavel em todas as concentracOes utilizadas (Fig. 6). Entretanto, 100% das plantas

cultivadas nas diferentes concentragdes de NH,* ndo sobreviveram sob esta condigé&o.
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Figura 6: Aspecto geral das plantas de Ananas comosus var. ananassoides cultivadas ex vitro por trés meses,
adubadas com solucéo nutritiva composta pela formulagcdo de MS-1962 modificado com as diferentes fontes
(NOs™ e NH4NO:s) e concentragdes (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 NO;~, respectivamente. E, F, G e H - plantas cultivadas em 15 mM, 30
mM, 60 mM e 90 mM de NH,NO;, respectivamente. Barra de escala corresponde a 1 cm. Foto: Priscila P. A.

Silva.

Em relacdo ao crescimento e desenvolvimento da parte aérea, as plantas cultivadas
em 30, 60 e 90 mM de NH4NOs, apresentaram as maiores médias brutas, se comparadas aos
demais tratamentos utilizados, na maioria dos parametros analisados (Fig. 7 - A, B, C, D).
Quantos aos parametros da parte radicular em todas as varidveis analisadas (Fig. 7 - E, F, G,
H).

Né&o foram encontrados na literatura trabalhos que avaliam a aclimatizacdo de plantas
cultivadas in vitro, sob a adubacdo de diferentes fontes e concentragdes de N. Todavia, Kurita
(2015) verificou que a bromélia A. imperialis cultivada em ambiente controlado, apresentou
maior crescimento quando cultivada sob adubacdo de NO3’, em comparacao as adubadas com

NH," e NH,NOs. Diferente do observado para A. comosus var. ananassoides.
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Figura 7: Pardmetros (biométricos e de massas) analisados da parte aérea e radicular de A. comosus var.
ananassoides cultivado ex vitro por trés meses, adubado com solugdo nutritiva composta pela formulacdo de
MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH4*, NOs;~ e NH4NO3) e concentragdes (15, 30, 60 e 90 mM) de
N. A) Numero 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) nimero de raizes, 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 mindsculas distintas, acima de cada coluna, indicam diferenca

significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey (ANOVA, mltipla).
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Em relacdo ao contetdo de pigmentos fotossintéticos os maiores valores foram
obtidos nas plantas adubadas com as diferentes concentracdes de NH4sNOs, sendo a maior
meédia atingida nas plantas cultivadas com 60 mM de NH,NO; (Fig. 8) corroborando 0s

resultados de pigmentos fotossintéticos anteriormente obtidos nas plantas cultivadas in vitro.
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Figura 8: Contelido de pigmentos fotossintéticos (mg) (clorofila a, b e carotenoides) por grama de massa seca de
A. comosus var. ananassoides cultivado ex vitro por trés meses, adubado com solucdo nutritiva composta pela
formulacdo de MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH,*, NO;~ e NH4NOs3) e concentracdes (15, 30,
60 e 90 mM) de N. A) Clorofilas a e b. B) Carotenoides. Letras mindsculas distintas, acima (Cl b e Carot) ou
dentro (Cl a) de cada coluna, indicam diferenca significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey
(ANOVA, mdltipla), que compara as médias de cada tratamento em relagdo a um tipo de pigmento (Clorofila a

ou b ou carotenoides).

E sabido que durante a passagem do cultivo in vitro para as condigbes ex vitro,
mudangas em fatores como: aumento da taxa de transpiracdo, aumento da luminosidade,
substituicdo de uma condicdo heterotréfica para outra autotrofica, dentre outros, podem ser
fatores limitantes para a propagacdo 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 tendéncia de maior acimulo de biomassa, nas
plantas cultivadas in vitro em 15 e 60 mM de NOj, a passagem para as condi¢des ex vitro,

mostrou-se mais favoravel para o crescimento e desenvolvimento das plantas cultivadas nas
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maiores contracfes de NH4sNOs, 0 que provavelmente deve estar relacionado com o maior
conteddo de pigmento fotossintético nestas plantas e, que ja tinha sido anteriormente
observado na condicdo 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 concentragdo de 60 mM de NH4NO; e de
NOgs’, apresentaram uma tendéncia de maior crescimento em relacdo aos demais tratamentos
utilizados. Todavia as plantas cultivadas em 60 mM de NOgs’, obtiveram maior acimulo de
biomassa. Contudo a ANR foi maior em 60 mM de NH;NOs;, provavelmente em razdo do
menor CNE nestas plantas, em comparacdo ao CNE nas plantas cultivadas em NOj3;  nesta
mesma concentracdo. Além disso, a AGS também foi maior nas plantas cultivadas em 60 mM
de NH4NOs, possivelmente em virtude da absorgdo do fon NH,", cujo acimulo nos tecidos
pode ser prejudicial para a planta. Em relacdo a atividade da GDH os maiores valores foram
obtidos em NH,", cujas plantas apresentaram sintomas de senescéncia, observado por fatores
como: aspecto atrofiado das plantas, presenca de mortalidade, menores valores biométricos e
de massas, menores conteldos de pigmentos fotossintéticos e maiores valores de CAE,
indicando que a atividade desta enzima in vivo nestas plantas estaria catabolizando os
aminoéacidos, gerados pela protedlise de proteinas. Em relacdo a aclimatizacdo, as plantas
cultivadas em 30, 60 e 90 mM de NH,NO; apresentaram uma tendéncia de maior crescimento
em comparacdo aos demais tratamentos, possivelmente devido a maior quantidade de

pigmentos fotossintéticos nas plantas cultivadas nestas concentracdes.

4. CONCLUSAO
As formas e concentracOes de nitrogénio podem influenciar o crescimento,
desenvolvimento e assimilacdo de N em A. comosus var. ananassoides. Recomenda-se

cultivar esta bromélia in vitro e ex vitro com 60 mM de NH,NOs.
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RESUMO

A bromélia ornamental Ananas comosus var. ananassoides é nativa do cerrado bioma
pertencente aos 34 hotspost, fortalecendo a importancia dos estudos de suas espécies. Os
estudos de micropropagacao podem contribuir para conservagdo de espécies endémicas, raras
ou ameacadas de extin¢do. A propagacao in vitro pode ser iniciada através segmentos nodais
ou sementes, sendo este Ultimo o mais indicado para posterior reintroducdo dos individuos na
natureza. Dentre os nutrientes do meio de cultura o nitrogénio é importante e requerido em
maiores quantidades, sendo absorvido na forma de nitrato e amonio, que posteriormente seréo
assimilados em compostos organicos. Poucos sdo os estudos sobre a propagacgdo desta espécie
e nenhum avalia a influéncia de diferentes fontes nitrogenadas sobre o crescimento de plantas
de origem embrionéria somatica e zigotica. Assim, este estudo visou avaliar o crescimento e a
assimilacdo de nitrogénio nesta espécie obtida a partir de semente e de segmento nodal,
cultivada em diferentes fontes de nitrogénio. 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 amodnio, verificando semelhancas nos
comportamentos de crescimento e assimilacdo nas plantas em ambas as origens

embrionarias.

Palavras-chave: Bromeliaceae, cultivo in vitro, nitrogénio, segmento nodal, semente.
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1. INTRODUCAO

A bromélia Ananas comosus var. ananassoides (Baker) Coppens & F.Leal, é muito
utilizada na ornamentacgdo, tendo sua inflorescéncia exportada para paises europeus (Paula;
Silva, 2004; Carvalho et al., 2009, Carvalho, 2012, Souza et al., 2012). Esta espécie,
conhecida popularmente como “ananas-do campo” é nativa do cerrado (Vieira et al., 2006,
Proenca e Sajo, 2007). Bioma que se encontra ameacado de extingdo, estando entre os 34
hotspots globais de biodiversidade (Myers et al., 2000, Orme et al., 2005). Fortalecendo a
importancia de estudos e medidas de conservagdo de suas espécies.

Uma forma de se conservar uma espécie pode ser por meio dos estudos de
propagagdo e o cultivo in vitro é um dos métodos utilizados para o crescimento e
multiplicacdo de espécies ameacadas de extingdo (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 producdo 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 biotecnoldgicas (Engelmann, 1991; Fay, 1994; Sarasam et al., 2006;
Carvalho et al., 2012) e nos estudos fisioldgicos relacionados ao desenvolvimento vegetal
(Suzuki et al., 2010).

Um fator importante para o estabelecimento do cultivo in vitro é a selecdo do tipo de
explante que dara origem a novas plantas, estes podem ser células, tecidos ou orgdos vegetais
(Grattapaglia e Machado, 1998). Além destes, existem muitos estudos de propagacao 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 selecdo do meio de cultura que
sera utilizado (Grattapaglia e Machado, 1998, Bunn et al., Pinhal et al., 2011, Su et al., 2012),
uma vez que a nutricdo mineral implica no crescimento e desenvolvimento das plantas

(Epstein e Bloom, 2006; Marschner e Marschner, 2012). Sendo a composi¢do 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 nitrogénio
(N), pode ser considerado um dos mais importantes, visto sua funcéo estrutural em diversas
moléculas essenciais para o crescimento e desenvolvimento vegetal, tais como: nucleotideos,
acidos nucleicos, aminoacidos, proteinas, coenzimas, clorofilas, entre outros (Epstein
e Bloom, 2006; Marschner e Marschner, 2012, Buchanan et al., 2015).

O N nas formas inorganicas de amoénio (NH,*) e nitrato (NO3") sdo as fontes
de N mais acessiveis para absorcdo pelas raizes das plantas na maioria dos solos
(Epstein e Bloom, 2006; Marschner e Marschner, 2012). O N absorvido na forma de
NO;~ €é reduzido a nitrito (NO;) pela enzima nitrato redutase (NR), que
posteriormente serd reduzido a NH,*, por intermédio da enzima nitrito redutase
(NiR), este ultimo por sua vez sera assimilado em glutamina e glutamato, pela acdo
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 assimilacdo do NH,* (Magalhdes e Huber,
1991, Skopelitis et al., 2006, Li et al., 2011).

Alguns estudos relataram sobre a oscilacdo diaria das enzimas e metabolitos
relacionados com metabolismo de N (Fernandez-Conde et al. 1995, Nievola e Mercier, 2000,
Wang et al.,, 2011) Essas variacdes influenciam o balanco de N e carbono (C) e sdo
importantes para o crescimento e desenvolvimento da planta (Masclaux-Daubresse et al.,
2002, Stitt et al., 2002). Além da influéncia dos fatores intrinsecos da planta, condigdes
abidticas tais como: temperatura, luminosidade, concentragdo de CO,, estresse hidrico,
fornecimento de aclcar 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. (capitulo 1), estudaram o crescimento e a
assimilacdo de N em plantas de A. comosus var. ananassoides cultivadas em diferentes fontes
e concentracbes de N, verificando que a concentracdo de 60 mM de NH,;NO3z e de NOj3’
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 fisioldgicos, devido a
uniformidade da populacdo de clones estudada, sendo indicado quando o cultivo visa a
producdo de mudas (Carvalho et al., 2009, Carvalho et al, 2012, Krishna e Singh, 2013).
Todavia, quando o objetivo é a posterior reintroducdo no ambiente natural, é sugerido que a
propagacdo in vitro seja feita a partir de sementes, devido a maior variabilidade genética dos
exemplares (Mello et al., 1998). Contudo ndo foram encontrados trabalhos com esta espécie
que avaliam a influéncia de diferentes fontes de N, sobre o crescimento e a assimilagdo de N
em plantas de origem zig6tica ou somatica. Diante do exposto, o objetivo do presente
estudo foi avaliar o crescimento e a assimilacdo 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 METODOS

2.1. Obtencéo 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 Biologica de Mogi Guagu do IBt/SMA-SP.
Posteriormente ao beneficiamento dos frutos para obtencdo das sementes, estas foram
acondicionadas em sacos de papel pardo e armazenadas em condicdes de refrigeracéo a 10 °C.
As plantas de A. comosus var. ananassoides utilizadas no experimento, foram

obtidas da germinacdo de cerca de 2.000 sementes em placas de Petri contendo 30 mL de
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meio constituido por 3% de sacarose (m/v) e 0,5% agar (m/v). As plantulas geradas,
permaneceram sob condi¢bes controladas em sala de cultura com fotoperiodo de 12 horas,
radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) de 30 pmol.m?s™ e temperatura de 26+2 °C por
127 dias ap0s a germinacdo, até o esgotamento das reservas das sementes, do mesmo modo

como descrito por Araujo et al. (2012).

2.2. Obtencéo das plantas a partir de segmentos nodais

Ja para a obtencdo dos segmentos nodais, (cerca de 1.000) sementes de A. comosus
var. ananassoides foram germinadas (nas mesmas condi¢Bes descritas anteriormente) e
transferidas para frascos de 350 mL contendo 30 mL do meio Murashige & Skoog (1962)
(MS-1962) com 50% da concentracdo de macronutrientes (MS/2), por dois meses em sala de
cultura, sob as mesmas condi¢bes controladas. Apds esse periodo 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. Transferéncia 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 condic¢des 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. (capitulo 1) com as diferentes fontes de N inorganico
NO;~ e NH,NO;3, na concentracdo de 60 mM (para cada fonte de N), permanecendo por sete
meses sob as mesmas condicOes 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 (NH,*,
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NO;~ e NH4NOs) de N, foram transferidas para novos frascos de 350 mL contendo 30 mL de
meio MS modificado com as diferentes fontes e concentraces de N, antes de 24 horas das
coletas de material vegetal para as analises (descritas no item 2.4), visando garantir o

suprimento de N para as plantas.

2.4. Coleta de material vegetal, delineamento experimental e parametros analisados.

As coletas de material vegetal para todas as anélises foram feitas nos seguintes
periodos do experimento (Fig. 5):

-Tempo inicial (TI): plantas cultivadas (por dois meses) em MS/2, ap6s 24 horas de
transferéncia para meios contendo MS-1962 modificado com as diferentes fontes (NH.*,
NO;~ e NH4NO:s) de N.

-Tempo final (TF): plantas cultivadas (por sete meses) em MS-1962 modificado com
as diferentes fontes de N, ap6s 24 horas de transferéncia para novos meios contendo as
mesmas fontes e concentracfes de N, cujas plantas foram anteriormente cultivadas.

As coletas de material vegetal no Tl 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 apos trés horas inicio do periodo luminoso da sala e cultura.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 2x2x1,
constituido de dois tipos de material vegetal (semente e segmento nodal), duas formas de
nitrogénio (NOs~ e NH,NOs) e uma concentracdo de N (60 mM). No Tl e TF para cada
ponto da coleta de 24 horas (sete pontos no total) a parcela experimental foi constituida por
dois frascos (cinco plantas por frasco) com trés repeticGes, ou seja, seis frascos por ponto de
coleta para cada tratamento, totalizando 42 frascos por tratamento (210 plantas) em uma
coleta de 24 horas.

0s parametros analisados foram: comprimentos das partes aérea e radicular, nimero
de folha e raiz, massas fresca e seca das partes aerea e radicular, quantidade de pigmentos

fotossintéticos (clorofila a, b e carotenoides), contetdo de NH,* e NOs~ enddgenos, 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 andlise dos parametros:
comprimentos das partes aérea e radicular, nimero 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 padronizagdo da melhor quantidade de massa vegetal, quantidade de substrato,
volume da solugdo de incubacdo, tempo de incubacgdo e horario da coleta de material vegetal,
de acordo como descrito por Silva et al. (Capitulo 1). Os demais procedimentos e pardmetros

serdo 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.
(Capitulo 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. (Capitulo 1).

Para a GDH-NADH a determinacdo foi realizada com base no método descrito por

Bulen (1956) adaptado por Silva et al. (Capitulo 1).

2.6. Determinacdo do contetdo enddgeno de aménio (NH,*) e nitrato (NO3")

2.6.1. Preparacdo do extrato vegetal

As folhas, provenientes de 10 plantas foram cortadas em pequenos fragmentos
formando uma mistura heterogénea. Amostras de 0,1 g de massa fresca foram trituradas com
nitrogénio liquido e, posteriormente, foram transferidas para microtubos tipo eppendorf, aos

quais foram acrescentados 1 ml de agua 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

quantificacbes de amonio e nitrato enddgeno. Esse procedimento foi realizado em triplicata.

2.6.2. Determinacdo do contetdo enddgeno de NH,*

O conteudo de NH,* foi determinado de acordo com a reacdo conhecida como fenol-
hipoclorito (Weatherburn, 1967; MCcullough, 1967), nesta reacdo foram empregados dois
reagentes, o primeiro constituido por 1% (m/v) de fenol e 0,005% (m/v) nitroprusside e, o
segundo constituido por 5,37 % (m/v) de Na,HPO,4.12H,0, 1% (v/v) de hipoclorito de sodio
(10-14% Cly) e 0,5% (m/v) de NaOH. Em microtubos tipo eppendorf, foram aliquotados 100
ul do extrato vegetal de cada amostra e, adicionado 0,5 ml do primeiro reagente e 0,5 ml do
segundo reagente. Apds uma vigorosa agitacdo, a mistura permaneceu em banho-maria a 35°C
por 30 minutos. Decorrido o periodo, as amostras foram lidas em espectrofotdmetro a 625 nm.
Microtubos contendo de 0,002 a 0,03 pmol de NH4* ((NHg4)2 SO4) em 0,1 mL foram utilizados
na constituicdo da curva padrdo, nestes também foram acrescentados os dois reagentes e,
permaneceram sob as mesmas condicdes que as amostras, até a leitura em espectrofotdmetro.
A dosagem de amdnio enddgeno foi expressa em pmol de amonio por grama de massa seca

(umol NH,*. g * MS).

2.6.3. Determinacédo do contetdo enddgeno de NO;~

A quantificacdo de NOs~ foi realizada de acordo com o método descrito por Cataldo et
al. (1975). Uma aliquota de 10 pL de extrato (de cada amostra) foi pipetada em microtubo
tipo eppendorf, ao qual foi adicionado 40 pL da solugédo de acido salicilico a 5% (m/v) diluido
em H,SO, concentrado. Apos vigorosa agitagdo, 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 espectrofotémetro a 410
nm. Microtubos contendo de 0,003 a 0,2 umol de NOs;~ (KNO;) em 10 pL foram utilizados na

constituicdo da curva padréo, nestes também foram acrescentados 40 pL da solucéo de acido
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salicilico a 5% (m/v) diluido em H,SO, concentrado e, permaneceram sob as mesmas
condi¢cBes que as amostras, até a leitura em espectrofotdmetro. A dosagem de nitrato

endégeno foi expressa em pmol de nitrato por grama de massa seca (tmol. NOs;~ g * MS).

2.7. Determinacdo do contetdo de pigmentos fotossintéticos

As clorofilas a, b e carotenoides foram extraidos das folhas de cada amostra de
acordo com o método descrito por Munné-Bosch e Lalueza (2007) com modificacbes. As
folnas 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 nitrogénio liquido e 0,1 g foi homogeneizado em 1 mL de acetona a
100% (v/v). Estes permaneceram em banho ultrassénico a 4 °C por 30 minutos, decorrido o
periodo, 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, o0s dois sobrenadantes de foram combinados para a leitura em
espectrofotdbmetro. Os comprimentos de ondas para a leitura em espectrofotdbmetro, assim
como as equacdes para o calculo de contetido 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 * MS)

2.8. Analises estatisticas dos resultados
As médias foram calculadas e submetidas a analise de variancia (ANOVA multipla),

sendo comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao das plantas obtidas in vitro a partir de sementes e segmentos nodais
utilizadas nos tratamentos

Ap0s dois meses de cultivo in vitro em MS/2, ndo houve registro de mortalidade nas
plantas obtidas a partir de semente, além disso, 69% dos segmentos nodais geraram novas
plantas, que apresentaram aspecto saudavel (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 concentracdo 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 propagacao in vitro a partir de segmentos nodais
apresentam vantagens como: grande nimero de individuos em um curto periodo de tempo,
selecdo de genodtipo, uniformidade nos lotes dos individuos, entre outros (Dias et al., 2011a,
2011b; Dias et al. 2013), que sdo importantes quando o objetivo o cultivo é a producéo
comercial (Mercier e Kerbauy 1996, Tamaki e Mercier 2007, Pinhal et al., 2011 Carvalho et

al., 2012).
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Todavia quando o propdsito € a reintroducdo no ambiente natural, sugere-se que o
cultivo seja a partir de sementes devido a maior variabilidade genética dos individuos
(Pickens et al. 2003; Droste et al. 2005; Toledo-Aceves e Wolf 2008). Além disso, a maioria
dos estudos de micropropagacdo de segmentos nodais sugerem o uso de reguladores de
crescimentos (fitormonio) (Bertoni et al., 2006, Oliveira et al., 2007, Carvalho et al., 2009,
Dias et al. 2008, Dias et al., 2011), cuja utilizagdo esta associada com varia¢des somaclonais
nos tecidos, que ndo sdo pertinentes quando se visa a conservacdo 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 propagacdo sem a
necessidade do uso destas substancias (Tamaki et al., 2007, Santos et al., 2010, Silva et al.,
Capitulo 1), assim como observado no presente estudo.

Em relacdo ao crescimento e desenvolvimento da parte aérea, ndo houve diferengas
significativas nas plantas geradas a partir de sementes e de segmentos nodais, para a maioria
dos parametros analisados, exceto quanto & massa seca, cuja média foi maior nas plantas de
segmentos nodais. (Fig. 2 - A, B, C, D). Quanto aos parametros da parte radicular as plantas
obtidas de sementes apresentaram maior nimero de raizes. Todavia, as plantas geradas de
segmentos nodais apresentaram maior comprimento radicular. Contudo, em relacdo as massas
fresca e seca das raizes ndo houve diferenca significativa entre as plantas de ambas as origens

(zig6tica e somatica) (Fig. 2 - E, F, G, H).
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Figura 2: Parametros (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 concentragdo de macronutriente. A) nimero 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) nimero de raizes, 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 minusculas
distintas, acima de cada coluna, indicam diferenga significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey

(ANOVA).
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Para a variavel pigmentos sintéticos, também ndo houve diferencas significativas

entre as plantas das duas origens (Figura 3).

40
a [dcCla
12 a a E3cio
304 { } } Carot

(mg. g "' MS)
N
<

Clorofila a, b e carotenodides
—
S

NH,NO; NH,NO, NO;"

Semente Seg. nodal

Figura 3: Conteido 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 concentracéo de
macronutriente, obtido a partir de semente e de segmento nodal. A) Clorofilas a e b. B) Carotenoides. Letras
minusculas distintas, acima de cada coluna, indicam diferenca significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de
Tukey (ANOVA, mdltipla), que compara as médias de cada tratamento em relacdo a um tipo de pigmento

(Clorofila a ou b ou carotenoides).

Embora existam muitos estudos sobre a micropropagacdo 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 sdo 0s estudos que comparam 0
crescimento e desenvolvimento de plantas geradas a partir de embrides zigoticos com plantas
de origem somatica (Zimmernn, 1993). Todavia, 0s resultados avaliados nesta primeira parte
do trabalho indicam que as plantas de ambas as origens apresentaram semelhangas na maioria

dos parametros 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 NOs~ e NH, NO; obtiveram 100%

de sobrevivéncia, apresentando aspecto saudavel 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 (NOs~ e NH4NOs) de N. A - planta obtida a partir de semente
cultivada em NH;NOs. B - planta obtida a partir de semente cultivada em NO;~. C - planta obtida a partir de
segmento nodal cultivada em NH;NQOs. D - planta obtida a partir de segmento nodal cultivada em NO;™. Barra de

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

Em relacdo a parte aérea para os parametros numero de folhas e comprimento da
parte aérea, as plantas de semente cultivadas em NH4;NOj3 apresentaram uma tendéncia de
diminuicdo nos valores, em relacdo aos demais tratamentos (Fig. 5 - A, B). Quanto aos
valores de massa fresca, as maiores médias foram alcancadas 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 influéncia da forma de N
(Fig. 5 - D), verificando o aumento da biomassa nas plantas crescidas na fonte de NO3. No
que se refere a parte radicular, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos para a
variavel numero de raizes (Fig. 5 - E). Contudo, as plantas geradas de segmentos nodais
apresentaram os maiores comprimentos da parte radicular (Fig. 5 - F). Quanto aos parametros
de massa fresca e seca da parte radicular, a mesma tendéncia de acimulo de biomassa nas

plantas cultivadas em NOj3 foi mantida. (Fig. 5 - G, H).
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Figura 5: Parametros (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 (NO;™ e

NH;NQOs) de N, obtido a partir de semente e segmento nodal. A) Numero 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) nimero de raizes, 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 mindsculas

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

(ANOVA, multipla).
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Esse maior acumulo 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 (Carriere) Harms (Kurita, 2015) e para Cucumis sativus L. (Roosta e
Schjoerring, 2007). Sabe-se que o NOj3 € sinalizador primario que induz a sintese de
citocininas, horménios responsaveis pela multiplicacdo e desenvolvimento celular (Garnica et
al., 2010, Andrews et al., 2013) sendo assim, é provavel que o acimulo de massa seca nesta
plantas esteja relacionado com a maior disponibilidade de NOj’, implicando na produgéo
desses hormonios que estdo relacionados com o crescimento vegetal, tanto nas plantas geradas
a partir de sementes quantos nas plantas de segmentos nodais.

Com relacdo ao conteido de pigmentos fotossintéticos, as plantas obtidas a partir de
ambas as origens (zigética e somatica) também apresentaram maior acimulo de pigmentos
quando cultivadas na fonte de NH4NOs3, entretanto, as plantas originadas de segmentos nodais
alcancaram a maior média (Fig. 6). Os fons NH;" e NO3 ~sdo absorvidos pelas raizes das
plantas por meio de transportadores de alta (HATS) e baixa (LATS) especificos para cada
forma de inorgénica de N (Miller et al., 2007, Xu et al., 2012, Andrews et al., 2013). Depois
da absorcdo ambos os ions podem ser assimilados ou transportados para outras partes das
plantas ou ainda serem armazenados em vacuolos, todavia o acimulo de NH," nos tecidos,
pode ser tdxico para plantas, sendo este, preferencialmente, assimilado nas raizes (Skopelitis
et al., 2006, Masclaux-Daubresse et al., 2010). Essa alta atividade de assimilacio de NH;" na
parte radicular, demanda grandes quantidades de esqueletos de carbono, que sé&o originados da
assimilacdo 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 NH,4" absorvido, implicaria em uma maior producdo de pigmentos
fotossintéticos nestas plantas, quando comparadas as de NO3 ". Pois alguns autores sugerem

que grande parte do NO3 absorvido ndo € imediatamente assimilado, sendo transportado pelo



96

xilema para parte aérea da planta onde serd estocado no vacuolo para posterior utilizacdo (Stitt
et al., 2002, Miller et al., 2007). Todavia, essa possivel resposta fisiologica, 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).

‘ 2 O Cla
B3 Clb
Carot

Clorofila a, b e carotenodides
(mg. g "' MS)

NH,NO,

NH,4NO, NO;

Semente Seg. nodal

Figura 6: Contetido 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 (NOs~ e NH4NO3) de N, obtido a partir de semente e segmento nodal. A) Clorofilas a e b. B)
Carotenoides. Letras minusculas distintas, acima de cada coluna, indicam diferenca significativa em P < 0,05 de
acordo com o teste de Tukey (ANOVA, mudltipla), que compara as médias de cada tratamento em relagdo a um

tipo de pigmento (Clorofila a ou b ou carotenoides).

3.3. Assimilacdo 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 analise dos resultados as comparac@es entre o0s tratamentos em todos 0s
parametros avaliados (que serdo descritos a seguir) foram realizadas no ponto de 48 horas
apos a transferéncia para novos meios com as mesmas concentragdes, nas quais as plantas
foram cultivadas anteriormente, todavia foram mantidos todos os pontos coletados nos

gréficos para melhor visualizagao das respostas fisiologicas das plantas.
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Em relacdo a 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, ap6s 48 horas de transferéncia para novos meios (Fig. 7 - A). Todavia no tempo
final (TF), tanto as plantas obtidas a partir de sementes, quantos as de segmentos nodais,
apresentaram maior atividade quando cultivadas na forma de NH;NOjz (Fig. 7 - B).
Provavelmente, isso deve ter relagdo com o menor conteddo de nitrato enddgeno (CNE)
apresentado nestas mesmas plantas (Fig. 7 - D). Quanto ao CNE no TI, ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos, fato que ja era esperado devido ao curto tempo de

permanencia destas plantas nesses tratamentos (Fig. 7 - C).
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Figura 7: Atividade da enzima nitrato redutase (NR) (A, B) e conteldo end6geno de NOs™ (C, B) na parte aérea
de A. comosus var. ananassoides em 24, 28, 32, 36, 40, 44 e 48 horas ap6s a transferéncia para 0 meio MS-1962
modificado com a concentragdo de 60 mM de N nas formas de NO;~ e NH4,NOs. 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 concentra¢do de 60
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mM de N, nas formas de NO;~ e NH4NOs. Letras mailsculas e minusculas distintas ao lado de cada ponto,
indicam diferenca significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey (ANOVA, mdltipla). Letras

mailsculas comparam as médias em um Unico ponto de hora (48 horas) nos diferentes tratamentos utilizados.

Fazendo uma explanacgdo sobre ARN no Tl e no TF, nas plantas das duas origens, ao
longo dos pontos coletados, observou-se que esta enzima apresentou uma tendéncia de maior
atividade no comego do periodo luminoso (Fig. 7). Resultados semelhantes foram observados
por Nievola e Mercier (2001) ao estudarem as variagOes diurnas da ANR em Ananas comosus
(L. Merr.) micropropagadas a partir de segmentos nodais, observando que as folhas desta
bromélia apresentaram maior atividade no periodo de luz, se comparados aos periodos de
escuro.

Outros estudos também relataram maiores ARN durante o periodo luminoso (Lillo et
al., 2001; Stitt et al., 2002, Yang e Midmore, 2005). Sabe-se que ARN ¢ altamente responsiva
a luz, todavia, fatores como: temperatura, citocininas, concentracdo de CO2, sacarose, ritmo
circadiano, NOj3, entre outros, também podem influenciar a atividade desta enzima
(Crawford, 1995, Masclaux-Daubresse, 2002, Freschi et al. 2009). Contudo, a maior ANR
diurna esté relacionada com a disponibilidade de ATP, provenientes da fotossintese e também
da respiracdo celular (Masclaux-Daubresse et al., 2010). Em relagdo ao CNE no TF, houve
uma propensdo no acumulo de NOjz nos periodos noturnos na maioria dos tratamentos
utilizados, coincidido com a baixa ANR nestes mesmos pontos, inferindo-se uma possivel
correlacéo.

No que se refere a 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 as de segmentos nodais apresentaram
maiores AGS em NH4;NO; quando comparadas as de NOjs (Fig. 8 - B). Diversos autores
relatam que a principal via de assimilagdo do NH,4" 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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2012). Além disso, como ja foi mencionado anteriormente o NH,"

potencialmente toxico devendo ser rapidamente assimilado, o que poderia explicar as maiores

AGS nas plantas de ambas as origens (embrionéria e somética) cultivadas em NH4NOs.
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Figura 8: A, B) Atividade da glutamina sintase (GS), C, D) atividade da glutamato desidrogenase (GDH) e E, F)

contetdo enddgeno de NH," na parte aérea de A. comosus var. ananassoides em 24, 28, 32, 36, 40, 44 e 48 horas

apos a transferéncia para o meio MS-1962 modificado com a concentracdo de 60 mM de N nas formas de NO;™ e

NH4NOs. 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 concentracdo de 60 mM de N, nas formas de NO;~ e NH4NO;. Letras mailsculas e mindsculas

distintas ao lado de cada ponto indicam diferenca significativa em P < 0,05 de acordo com o teste de Tukey
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(ANOVA, multipla). Letras mailsculas comparam as médias em um Unico 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 oscilacbes ao longo do dia, apresentando uma
tendéncia de aumento nos periodos em que ANR é menor. J& as plantas do Tl ndo
apresentaram esta tendéncia. Em relacédo a atividade da glutamato desidrogenase (AGDH) no
TI, foi observado que as plantas de segmentos nodais obtiveram os maiores valores nas
plantas cultivadas em NH4;NOs3, o contrario 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 NH;NOs, e as plantas de
segmentos nodais apresentaram maiores AGDH quando cultivadas em NOs'.

Alguns estudos sugerem que a GDH pode contribuir na assimilagdo do NH4"
principalmente sob condi¢cbes de estresse por excesso desse ion (Magalhdes e Huber, 1991,
Skopelitis et al., 2006, Li et al., 2011). Todavia existem autores que descrevem que a principal
atividade catalitica desta enzima in vivo seja a desaminacdo 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 tendéncia de aumento
nas plantas de segmentos nodais cultivadas em NH;NO3z contudo no TF as plantas de
sementes crescidas em amonio NH;NOj3 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 conteudo de amoénio endogeno (CAE) no TI, a maior media foi
alcancada nas plantas de segmentos nodais cultivadas em NH4;NO3, Todavia no TF as plantas
de sementes cultivadas em NH;NOj3 apresentaram a maior média. Contudo observando o
ritmo dos valores do CAE ao longo do dia, é possivel inferir-se que estes estdo relacionados

com a variagdo diurna ANR e AGS, visto que, os maiores valores CAE coincidem com o0s
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maiores valores de ANR e se mantém até 8 horas depois e posteriormente com a diminuigéo
da atividade desta enzima e o aumento da AGS ocorre uma tendéncia de diminuigdo no
valores de CAE.

Em sintese, comparando os dados biométricos, de massas e de pigmentos
fotossintéticos, foram observadas muitas semelhancas entre as plantas de origem somética e
de origem zigotica antes da transferéncia para as diferentes fontes nitrogenadas. Todavia, ap6s
a transferéncia para os tratamentos as plantas de ambas as origens (somaética e zigotica)
apresentaram maior acimulo de biomassa quando cultivadas em NO3". No entanto as plantas
de ambas as origens obtiveram 0s maiores conteldos de pigmentos fotossintéticos, quando
cultivadas em NH4NO3. Em relacdo a ANR os maiores valores foram obtidos nas plantas de
NH4NOs, independe da origem, fato provavelmente relacionado com a menor quantidade de
CNE apresentadas nestas plantas. Quanto a AGS os maiores valores foram apresentados nas
plantas cultivadas em NH;NO; tanto nas plantas originadas de sementes quanto as de
segmentos nodais. No que se refere 8 AGDH e ao CAE as maiores medias foram apresentadas

nas plantas de sementes cultivadas em NH;NO3.

4. CONCLUSAO
Ananas comosus var ananassoides obtidas de segmentos nodais e sementes podem
apresentar resultados semelhantes sobre o crescimento e assimilacdo de N em 60 mM de

NH4NO3. e de NO3™ por um periodo de sete meses.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo teve como proposito elucidar questdes em relacdo ao crescimento
e a assimilacdo do nitrogénio para Ananas comosus var. ananassoides, visto a sua importancia
tanto econémica quanto ecoldgica, sendo assim, a primeira linha de pesquisa foi no sentido de
estabelecer qual a melhor formulacéo nutritiva para o crescimento desta espécie, por meio do
cultivo in vitro e posterior cultivo ex vitro, onde surgiu a primeira questdo: qual seria a melhor
fonte de nitrogénio (N) inorgéanico para o crescimento desta bromélia? Uma vez que existem
relatos sobre a preferéncia de algumas espécies por determinadas fontes inorganicas de N
(isoladas), e com isso revelou-se a segunda questdo: como ocorre a assimilacdo na fonte de

maior crescimento para as plantas desta espécie?

A partir destas duas questdes foi construido o primeiro capitulo deste trabalho, cujos
resultados indicaram uma tendéncia de maior crescimento in vitro nas plantas cultivadas em
60 mM tanto de NO3™ quanto de NH4NOg3, todavia com a trasferéncia para o0 ambiente ex vitro
0 maior crescimento foi apresentado nas plantas cultivadas nas maiores concentragdes de
NH4NO3 e principalmente em 60 mM de NH;NOj3 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 NHsNO3

No que se refere a assimilacdo do nitrogénio, os resultados obtidos tornaram evidente
que as fontes de N utilizadas influenciaram na atividade das enzimas associadas com a
assimilacdo do N, mostrada pelo aumento da atividade da NR e GS na maioria dos

tratamentos de NH;NOjz; possivelmente relacionado com o menor conteudo de nitrato
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enddgeno nestas plantas. E também a elevada atividade das GDH nas plantas cultivada apenas
em NH,", indicando um possivel processo de senescéncia nestas plantas. Concluindo-se que a
forma de N fornecida para espécie em estudo influencia as atividades das enzimas

responsaveis pela assimilacdo do N.

Diversos estudos mencionados no decorrer deste trabalho verificaram que a
propagacdo in vitro por meio segmento nodais € de grande relevancia para producdo mudas
tanto para estudos com as plantas quanto para o mercado comercial. Todavia, quando o
objetivo é reintroducdo no ambiente natural, sugere-se a utilizacdo de plantas obtidas a partir
de semente, pois estas podem apresentar maior diversidade genética nos individuos gerados.
Sendo assim, levantou-se a Ultima questdo do presente estudo: a assimilacdo do nitrogénio nas
plantas de A. comosus var. ananassoides obtidas a partir de sementes e de segmentos nodais €
diferente?

A partir desta Ultima questdo foi formado o segundo capitulo deste trabalho, cujos
resultados indicaram semelhangas em muitos parametros analisados para as plantas nas duas
origens utilizadas (zigotica e somatica) em relagdo as fontes de N, como por exemplo,
acumulo de massa seca e contetido enddgeno de NOs nas plantas cultivadas em NOs (de
ambas as origens), o0 maior contetdo de pigmentos fotossintéticos e atividade da NR e GS nas
plantas cultivadas em NH4;NO3 Sendo assim, conclui-se que as plantas de A. comosus var.
ananassoides de ambas as origens (zigética e somatica) apresentam resposta de crescimento e

assimilacdao semelhantes quando cultivadas nas fontes de NO3 e de NH4NO3,



